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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der swsspektrometrischen Analyse von
Membranproteinen (MP). Die Isolation und sensitivetektion von MP ist aufgrund ihrer
physikalisch-chemischen Eigenschaften ein haufiy@blem in der Proteinbiochemie. Zum
Studium der Eigenschaften membranintegraler Preteinnd Peptide stellte die
Thylakoidmembran ein ideales Modellsystem dar. Dmersuchungen wurden an Gerste

(Hordeum vulgargund TabakNlicotiana tabacumdurchgefuhrt.

1.1 Trennung nativer Proteinkomplexe tber 2D BN/SEBFRGE

Die Isolation der zum Teil extrem hydrophoben Meammroteine (MP) erfolgte Uber
hochauflosende 2BlueNative(BN)/SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE). sDa
Gelsystem erlaubte die Trennung der ProteinkompRSELHCI, PSII, Cytochronbe/f und
ATPase in unterschiedlichen AssemblierungszustandBie Charakterisierung der
Proteinkomplexe erfolgte Uber die Identifikation rah Untereinheiten (UEn) nach
enzymatischem Verdau mittels Massenspektromeidffene nanoESI-MSMS). Dabei wurden
MP > 10 kDa ausschlief3lich tber ihre I6slichen Alvsite identifiziert. Die Identifikation der
niedermolekularen Untereinheiten (< 10 kDa) wurdé Bbene des Gesamtproteins nach
Extraktion aus den Komplexbanden der BN-PAGE ehnteid/on PSI konnten beide
niedermolekularen UEn (Psal und PsaJ) im PSI/LHGKIex nachgewiesen werden. Dem
mono- und dimeren PSII-Subkomplex wurden folgen@elearmolekularen UEn zugeordnet:
PsbE, PsbF, Psbl, PsbK, PsbL, PsbM, PsbTc und A3BXn der Zusammensetzung des
mono- und dimeren PSII-Subkomplexes kein Unterstchiastierte, konnte eine Beteiligung
einer der niedermolekularen UEn an der Ausbildueg dimeren PSII-Subkomplexes im

Rahmen der Assemblierung nicht bestatigt werden.

1.2 LHCP

Die Lichtsammelproteine (LHCP) des LHCII wurden in&D BN/SDS-PAGE auf Ebene der
Superkomplexe oder abgetrennt als Mono- und TrimeHCII-Subkomplex identifiziert.

Letztere unterschieden sich durch die minoren LHCP29, CP26 und CP24), die beim
trimeren LHCII-Komplex fehlten. Trotz dreier Tranembrandomanen (TMD) waren die
LHCP deutlich hydrophiler als die Proteine des Rieakzentrums. Die benotigte
Hydrophobizitdt zur Durchspannung der Thylakoidmeanberhielten die LHCP durch die
Bindung von Pigmenten (Chlorophyll). Trotz der heh&equenzhomologie war eine
eindeutige Unterscheidung der maturen Genprodukten Whcb1l-3 anhand eines

1
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charakteristischen Peptids innerhalb der N-terrem&5 AS mdglich. In Gerste wurde somit
jeweils eine Form von Lhcb2 und 3, sowie sechlsnén von Lhcbl identifiziert.

1.3 Detektierbarkeit von Peptiden

Um das Fehlen von membranintegralen Peptiden in Sjgektren zu erklaren, wurde die
Detektierbarkeit von tryptischen Peptiden mitt@fline ESI-MS in Abhangigkeit von
verschiedenen Faktoren, wie Aminosaurezusammemggtzlonisierung, Sequenzlange,
Hydrophobizitat und Lage der Peptide im Proteiretsucht.

Lediglich ein Teil, der theoretisch zu erwartendRaptide wurde bei der MS-Analyse in den
Spektren detektiert. Dabei wurde eine direkte Katien zwischen der Proteinmenge einer
Bande und der Anzahl der nach Verdau detektierigptitRe festgestellt. Ein signifikanter
Einfluss bestimmter AS auf die Signalintensitatrodie Detektierbarkeit eines Peptids wurde
nicht festgestellt. Durch die erfolgreiche Detektiextrem hydrophober, niedermolekularer
Proteine wurde ebenfalls gezeigt, dass die Detbktikeit von hydrophoben Molekilen kein
Problem der lonisierung darstellt.

Die Detektierbarkeit eines Peptids war abhangig semer Sequenzldnge. Dabei wurde
festgestellt dass Peptide zwischen 9 und 14 ASstisah am haufigsten detektiert wurden.
Wahrend etwa die Halfte aller theoretisch entstdberiryptischen Peptide aus I6slichen und
membranintegralen Proteinen unter 20 AS detektientden, lag der Wert fur Peptide mit
einer Sequenzlange > 20 AS nur noch bei ca. 5%eiB&aa-helicale TMD aus mindestens
20 AS bestand, war die Wahrscheinlichkeit ein memintegrales Peptid zu detektieren
folglich extrem gering. Im Durchschnitt waren niadtektierte Peptide zudem hydrophober
als detektierte Peptide. Bei genauer Betrachtundetezelergebnisse wurde jedoch deutlich,
dass vor allem extrem kurze und hydrophile bzwgdéamnd hydrophobe Peptide nicht
detektiert wurden. Die Daten deuteten auf eine N@okung von Sequenzlange und
Hydrophobizitat hin. Danach stieg die durchschohli# Hydrophobizitat tryptischer Peptide
mit zunehmender Sequenzlange an. Dieser Trend dieB von den Proteinen der
Thylakoidmembran auf das gesamte ProteomA/athalianalbertragen.

Die Herabsetzung der Hydrophobizitdt eines Peptdgsde durch die Oxidation der
Aminosaure (AS) Methionin erreicht. Bei Verwendungn Perameisensaure (PFA) bei —
20°C wurde Methionin selektiv und quantitativ zu theninsulfoxid oxidiert. Der Einfluss
der Oxidation auf die hydrophoben EigenschaftenesifPeptids wurde anhand seiner
chromatographischen Eigenschaften ermittelt. Hien@g eine Korrelation von Peptidlange
und der Verschiebung der Retentionszeit hin zuneifréiheren Zeitpunkt erkennbar. Kurze
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Peptide waren somit von der Oxidation starker lffetnoals lange. Uberdies wirkte sich die
Modifikation erwartungsgemal bei hydrophilen Peptgkringer aus als bei Hydrophoben.
Die Detektion von membranintegralen Peptiden naeluRtion der Hydrophobizitat durch

die Oxidation der enthaltenen Methionine war jedieciglich in Einzelfallen moglich.

Eine entscheidende Rolle fir die Detektierbarkesn \ryptischen Peptiden spielte die
Zuganglichkeit der Schnittstellen fur die Proteadieser Umstand erklarte, warum

hydrophobe niedermolekulare Proteine, die ahnlighgsikalisch-chemische Eigenschaften
wie membranintegrale Peptide besalRen, nach Exdragtit detektierbar waren. Die sterische
Blockade der Schnittstellen kdnnte ihre Ursache&len unzureichenden Denaturierung der
Sekundarstruktur bzw. der Aggregation der hydrogholtAbschnitte im Rahmen der

Probenaufarbeitung haben.

1.4 In-Gel Verdau von Proteinen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir den In-Gel Verdan Proteinen nach SDS- PAGE ein
Reaktionsgefal (RG) aus Polypropylen entwickels B&, mit dem Namen OMX%S stellt

ein einfaches Werkzeug dar, um den Prozess de<lin/&daus zu vereinfachen und zu
standardisieren. Das Risiko der Kontamination nmetdfin wurde dabei minimiert. Im Zuge
der Anpassung des konventionellen Protokolls zu@éh Verdau von Proteinen fir OMX-
S® wurde ein optimiertes Verdauprotokoll (OVP) entkdtt. Der konventionelle In-Gel
Verdau besteht aus den Reaktionsschritten EntfgrbReduktion & Alkylierung der AS
Cystein (Cys), enzymatischer Spaltung der Protesmyie (mehrfacher) Extraktion der
entstandenen Peptide. Der Einfluss dieser Einzéfschauf Qualitat und Quantitat der
entstehenden Peptide wurde im Rahmen dieser Arb&tsucht.

Die Entfarbung der Proteinbanden brachte keine &ssbrung der Peptidausbeute nach In-
Gel Verdau. Dies galt sowohl fir CBB als auch filbesgefarbte Proteinbanden. Eine
Reduktion & Alkylierung der Cysteine zum Carboxydomethylcystein war lediglich bei
Proteinen mit einem hohen Gehalt an Disulfidbrickamvoll. Generell waren cysteinhaltige
Peptide auch ohne R&A als Addukte von Acrylamid bpaMercaptoethanol detektierbar.
Eine einheitliche Modifikation der AS Cys, sowi@eioptimale Ausbeute an Peptiden wurde
lediglich bei Entkopplung des Prozesses vom In\&@tlau und Durchfihrung der R&yor
der PAGE erreicht. Der frihe Alkylierungszeitpunddrhinderte die teilweise Ruckfaltung
der Proteine bei der elektrophoretischen Trennund erméglichte damit eine optimale
Zuganglichkeit der Schnittstellen fir die Proteagdrend des In-Gel Verdaus. Die Erh6hung

der Reaktionstemperatur auf 50°C und die VerkuraigrgDiffusionsstrecke fur die Protease
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fuhrten zu einer deutlichen Erhohung der Effizieles Verdauprozesses. Die Reduktion der
Inkubationszeit von 3-12 h auf 45 min fihrte zueemn Anstieg fehlgeschnittener Peptide
durch Auslassung eng beieinander liegender Scteligis. Gleichzeitig stieg jedoch die
Sequenzabdeckung, da die Detektion kurzer Pepti@eAS) ausschliel3lich auf der Basis der
nicht berucksichtigten Schnittstelle im Verbund eiitem langeren Peptid mdglich war. Die
Durchfuihrung zusatzlicher Extraktionsschritte n&dyschluss des Verdauprozesses erhohte
die Peptidausbeute um ca. 10%. Unterschiede in RBeptidzusammensetzung bei
Durchfuihrung einer basischen bzw. sauren Extraktiorden nicht beobachtet.

Mit OMX-S® wurde die gesamte Prozesszeit fiir den In-Gel \(exdm etwa 24 h auf 1 h
verkirzt. Die Peptidausbeuten waren im Vergleiam xonventionellen In-Gel Verdau besser
oder mindestens &aquivalent. Da jeder Prozessiesuhgi eine potentielle Quelle fir
Verluste darstellte, wirkte sich die Reduktion Banzelschritte positiv auf die Peptidausbeute
aus. Das neue Verfahren erwies sich als geeigmetosiliche und fur membranintegrale

Proteine.
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2 Einleitung

2.1 Membranproteine

Etwa 30% aller Gene codieren fur Membranprotein®)¥Wallin et al., 1998; Krogh et al.,
2001). Die Analyse des Gesamtproteoms ¥orthaliang mit dem Vorhersageprogramm
TMHMM ergibt, dass etwa 18% aller Proteine mindesteine Transmembrandomane
(TMD) besitzen (Eichacker et al., 2004). Fur dast&m des Chloroplasten werdenAn
thaliana etwa 520 MP vorhergesagt (Peltier et al., 2004 &ner geschatzten Zahl von
2000-5000 Proteinen entspricht dies einem Anteil ¥6-26%. Gerade im pharmazeutischen
Bereich sind diese Proteine besonders interessamtie meisten der heutzutage eingesetzten
Medikamente auf MP wirken (Stevens et al., 1999t der hohen Relevanz der MP bleibt
ihre Charakterisierung aufgrund ihrer chemisch-pd@schen Eigenschaften schwierig.
Studien uber die Struktur der MP werden zudem baerfschwert, durch Probleme bei der
Uberexpression und Kristallisation.

Grundsatzlich besteht eine TMD aus einer bestimnmAezahl ungeladener und haufig
hydrophober Aminosauren (AS) (von Heijne, 1981). OMind ebenso hydrophob wie die
Lipidschicht in die sie eingebettet sind. lhr hygliober Charakter garantiert eine stabile
Positionierung innerhalb der Lipidschicht, da ddsetfjang von der Lipid- in die wassrige
Phase energetisch extrem ungiinstig ist. Der dunofittiche AG-Wert fiir den Ubergang
einer Transmembranhelix aus einem polytopischetePran die wassrige Phase betragt ca.
+40 kcal/mol; fur TMD aus Proteinen mit nur eineelid liegt der Wert um ca. 10 kcal/mol
hoher. Der entscheidende Faktor fur die Stabilisigrund Anordnung einer Helix scheint
hierbei weniger die Abschirmung von polaren AS,\aédmehr die Maximierung der van der
Waals Krafte zwischen den beteiligten AS und demgelmenden Lipiden zu sein (Stevens et
al., 1999).

Transmembrane Strukturen kénnen in drei Kategarigerteilt werdenf-Faltblatt-Proteine,
a-helicale Proteine mit einer TMD (bitopische Pro&i und a-helicale Proteine mit
mehreren TMD, auch als Helixblindel bezeichnet (ppigche Proteine). Gemessen an der
Gesamtzahl dem-helicalen Proteine liegt der Anteil der bitopischéertreter, mit etwa 56%,
etwas Uber dem der Polytopischen (Arkin et al.,8)9Die B-Faltblattstruktur kommt durch
Wasserstoffbriickenbildung zwischen benachbarten u&egbschnitten des Proteins
zustande. Zusammen bilden diese eine membrandamuhepde Pore aus. Das Faltblatt

besteht dabei aus einer alternierenden Anordnurgrgyound unpolarer AS. Diese sind
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analog zu ihren physikalisch-chemischen Eigensehafentweder zum hydrophilen
Innenraum der Pore oder zur hydrophoben Lipidsthiabsgerichtet. Aufgrund der
heterogenen Zusammensetzung aus hydrophilen undroghaben AS st die
Gesamthydrophobizitat dieser Proteine im Vergletdena-helicalen MP deutlich geringer
(Braun et al., 2007). Im Gegensatz dazu zeichngt die a-Helix durch Uberwiegend
unpolare AS aus, die als hydrophobe ,Schraube‘Mienbran durchspannen. lhre Struktur
kommt aufgrund von Wasserstoffbriicken innerhalb Betypeptidkette zustande. Dabei
stehen die AS-Seitenketten nach aul3en, wo sieenadhbarten Helices der Polypeptidkette
bzw. den Membranlipiden interagieren konnen.

Der folgende Abschnitt beschéftigt sich ausschiedl3nit a-helicalen MP, da innerhalb der
Proteine der Thylakoidmembran, die in dieser Arkgperimentell untersucht wurden, keine
B-Faltblatt-Proteine vorkommen. Mit Ausnahme von rsegdolaren AS, ist die AS-
Zusammensetzung der-Helices in bi- und polytopischen Proteinen ahnl{gkin et al.,
1998). Der Anteil polarer AS ist in Proteinen mitelmeren Transmembranhelices im
Vergleich héher. Eine mdgliche Erklarung hierfiir @dass in einem Helixblndel die polaren
AS zur Lipidschicht hin abgeschirmt werden konnem wulRerdem eine grol3ere Anzahl
polarer Aminosauren im Bereich der Intermembraneegen benétigt werden. Die meisten
AS nehmen innerhalb der Helix keine bestimmte Rwsiein. Ausnahmen bilden lediglich
die aromatischen AS, sowie die AS Gly und Ala (Arlat al., 1998; Liu et al., 2002). Die
aromatischen AS befinden sich bevorzugt an dereStah der die Polypeptidkette in die
Membran tbergeht, wo sie in Wechselwirkung mit Mesmbberflache treten. Gly und Ala
sind haufig im Kern der Helix akkumuliert. Glycinltgwie Prolin als Helix-Brecher, ist
jedoch trotzdem haufig innerhalb der TMD zu find€slycine sind bevorzugt in einem
Abstand von 4 AS (eine Ganghoéhe) in der Helix nadin. Damit sind sie auf der gleichen
Seite dem-Helix lokalisiert. Im Gegensatz dazu gilt Ala atsarker Helix-Bildner. Aufgrund
ihrer kurzen Seitenketten spielen Gly und Ala eimehtige Rolle bei einer engen rdumlichen
Anordnung der Helices.

Membranproteine aus dem endoplasmatischen Reticul@olgi-Apparat, der inneren
Mitochondrienmembran der Thylakoidmembran eukasgbier Organismen folgen generell
derpositiveinsideRegel (von Heijne et al., 1988). Diese besagt gasitiv geladene AS 2-4
Mal haufiger auf der cytoplasmatischen (stromalemj damit DNA enthaltenden Seite der
Membran auftreten, als in den translozierten (lumem Bereichen der Polypeptidkette.
Aminosauren mit positiven Ladungen (Lys, Arg) ssamit verantwortlich fir die richtige

Orientierung der Transmembranhelices wahrend dertiion in die Membran. Die Regel gilt
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fur kurze Iosliche Abschnitte (<100 AS) und damitir f einen Grol3teil der
Intermembransequenzen von MP.

Aus energetischen Grinden sind geladene Aminosauedmiltnismaliig selten innerhalb
einer a-helicalen TMD zu finden (Engelman et al., 1986y Bollte zumindest davon
ausgegangen werden, dass die Anwesenheit einerdegela AS innerhalb der
Transmembranregion durch eine benachbart situfeBtenit entgegengesetzter Ladung oder
durch die Bindung eines Cofaktors (z. B. Chlorophgkutralisiert wird. Eine intrahelicale
lonenbindung kann allerdings erheblich zur Stalellismg der Transmembranhelices
beitragen. In der Endregion der Transmembranh&imnkn ebenfalls positiv geladene AS
wie Lys und Arg positioniert sein, die Uber den ewannten $norkel-Effekt zur
Positionierung der Helix in der Lipidschicht begeam. Grundlage hierfur sind die flexiblen,
aliphatischen Seitenketten von Lys und Arg, diegisvin einer positiv geladene Amino-
bzw. Guanidinium-Gruppe enden. Der hydrophobe Amter AS-Seitenkette liegt somit in
der hydrophoben Matrix der Lipidphase, wobei diedWwag zum umgebenden wassrigen
Milieu hin exponiert wird und mit den Kopfgruppeard.ipide interagieren kann.

Es ist allgemein bekannt, dass auch aromatischedi®STransmembranhelices in der
Membran positionieren (Landolt-Marticorena et &4D93; Samatey et al., 1995; Arkin et al.,
1998). Uber die Bildung von Wasserstoffbriicken kdnes zu Wechselwirkungen zwischen
den aromatischen Ringen und den Kopfgruppen dedd.iie bevorzugte Anordnung der
aromatischen AS bestatigte sich auch in den MP plestosynthetischen Apparates
(Deisenhofer et al., 1989). Als einzige Ausnahnmeldi sich die Aminosaure Phenylalanin
aufgrund des hohen Hydrophobizitatswertes Gbegelamte TMD verteilt.

Die Lange einer Transmembranhelix kann stark vamieSie ist abhéangig von der Dicke der
zu durchspannenden Lipidschicht und dem Neigund®birder Helix bezuglich der
Membran. Die durchschnittliche Dicke einer Lipidgetschicht betragt etwa 30 A (Arkin et
al., 1998). Bei der klassischen-Helix, die exakt senkrecht zur Lipiddoppelschickehs
werden bei 3,6 AS pro 360° und einer Ganghhe ¥dhA/AS) werden 20 AS benétigt, um
diese zu durchspannen. Die durchschnittliche Laiger Transmembranhelix wird in der
Literatur sehr unterschiedlich angegeben. Angefangei 21-23 AS (Arkin et al., 1998),
26.4 AS (Bowie, 1997) reicht sie bis zu 27.1 ASniSthneider et al., 2001). Die Kernregion
der Helix ist dabei etwa 20 A breit. Sie bestehtaai 100% aus-helicaler Struktur. Die auf
beiden Seiten anschlieBende Ubergangsregion istilfeatwa 10 A breit. Dabei nimmt der
Anteil an helicaler Struktur ab (Granseth et 200%).
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2.2 Photosynthese

Die meisten Pflanzen, Grinalgen und Cyanobaktegentren zu den photoautotrophen
Organismen. Sie sind in der Lage die Energie dem8pwelche die Erde in Form von
Lichtquanten erreicht, durch spezielle Pigmentealasorbieren und enzymatisch in chemisch
gebundene Energie umzuwandeln. Dieser Vorgang alsdPhotosynthese bezeichnet und
l&uft in zwei Teilprozessen ab, die als Licht- ihahkelreaktion bezeichnet werden.

Die Lichtreaktion findet in der Thylakoidmembranrd€hloroplasten statt. Dabei wird
Lichtenergie in chemisch nutzbare Energie umgewandX@e von den Photosystemen
absorbierte Strahlungsenergie fuhrt zur Separatimergiereicher Elektronen, die Uber eine
Energiekaskade entlang der Thylakoidmembran tratisgowverden. Als Endakzeptor fur die
Elektronen dient das Reduktionsaquivalent NADMDie beim Prozess freiwerdende
Redoxenergie fuhrt zum Transfer von Protonen inmém und damit zur Bildung eines
(elektro-chemischen) Potentialgradienten tber dgilakoidmembran. Bei der Ruckfihrung
der Protonen uber die Thylakoidmembran ins Stronnd der Energiespeicher ATP gebildet.
Diese Form der ATP-Synthese wird als Photophospieomg bezeichnet. Die fehlenden
Elektronen werden aus der Spaltung von Wasserzer8etbei werden auRerdem molekularer
Sauerstoff und Protonen (Hreigesetzt. Letztere tragen ebenfalls zum Auftiad Erhalt des
Protonengradienten bei.

Die Reduktions- und Energiedquivalente werden mDdenkelreaktion (Calvin-Zyklus), unter
Einbindung von Kohlenstoff aus dem €@er Atmosphare, zur Synthese von Kohlenhydraten
und anderen organischen Verbindungen verwendetCakin-Zyklus findet im Stroma der
Chloroplasten statt (Richter, 1996; Merchant et 2005; Nelson et al., 2004; Nelson et al.,
2006).

In Grinalgen und hoheren Pflanzen findet die Plyotbese in speziellen Zellorganellen
meristematischer Gewebe statt, den Chloroplastdmor@plasten sind semiautotrophe,
endosymbiontische Organellen der photosynthetidtivean Pflanzenzelle. Sie gehdren zu
den Plastiden, welche einst eigenstandige prokagfet Organismen (Cyanobakterien)
waren, die im Laufe der Evolution in Eukaryoten gewandert sind. Die Hiulle der
Chloroplasten besteht folglich aus einer Doppelnmrambwelche die Plastide vom Cytosol
der Zelle abgrenzt. Plastiden besitzen eine eigeiggdrmige DNA. Diese codiert mit etwa
100-120 Proteinen nur einen geringen Teil der giztén 2000-5000 plastidaren Proteine
hoherer Pflanzen (Abdallah et al., 2000; Emanualssb al., 2000; Park, 2004). Alle
verbleibenden plastidaren Proteine werden im Zalll@diert und nach der Translation im

Cytoplasma oder am rauhen endoplasmatischen Reticul tGber spezielle
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Transportmechanismen in die Plastide importierts Paoteom der Thylakoide besteht aus
integralen und peripheren Membranproteinen, sowamehalen Proteinen. Es umfasst
insgesamt etwa 200 Proteine, die sich zu etwahgeid@nteilen auf den photosynthetischen
Apparat und das Thylakoidlumen aufgliedern (Wollnetnal., 1999; Peltier et al., 2002;
Kieselbach et al., 2003; Friso et al., 2004).

Die Chloroplasten sind durch die Thylakoide charakiert. Es gibt zwei Arten von
Thylakoiden, die gestapelten Granathylakoide um alis Verbindung zwischen den Stapeln
dienenden Stromathylakoide. Die Thylakoidmembraengr den Thylakoidinnenraum
(Lumen) gegen das die Thylakoide umgebende Strorha Als Hypothese zur
Charakterisierung der Evolution der Thylakoide wartgenommen, dass sie aus Einfaltungen
der inneren Hullmembran der Plastide entstandeh die als eigenstandige Membranvesikel
abgeschnirt wurden und damit im Inneren der Plagtid separates, internes Kompartiment
aufbauen konnten (Vothknecht et al., 2001).

Die photosynthetischen Proteinkomplexe sind ungteéig Uber die Thylakoidmembran
verteilt. Die Membranen der Granathylakoide en#ralvorwiegend Photosystem Il (PSIl)
und dessen Lichtsammelkomplex (LHCIIl). Im Gegensdézu sind der PSI-Komplex
(inklusive seiner peripheren Antennen) und die ASythase hauptsachlich in den
Stromathylakoiden lokalisiert. Der Cytochrdugif-Komplex ist etwa gleich verteilt in beiden
Formen der Thylakoidmembran zu finden (Allred et, d1985; Albertsson, 2001). Die
Verteilung der einzelnen Komplexe innerhalb der tBeynthesemembran hat verschiedene
Griunde. Bei der ATP-Synthase mit der grof3en, stexpanierten CF1-Untereinheit bedingt
die Raumstruktur des Proteinkomplexes die LageemRhotosynthesemembran. Die am PSI
ablaufende Reduktion von NADRetzt ebenfalls einen Kontakt mit dem Stroma veraie
raumliche Trennung der Photosysteme (>10nm) rddit zudem den direkten
Energietransfer von PSIl auf PSI, der aufgrund Héberen Redoxpotentials von PSIi
erfolgen kdnnte, und dient damit der Bildung destpiynthetisched\pH-Gradienten unter
Einbeziehung des Cytochraog/f-Komplexes im linearen und zyklischen Elektronemsgzort
(Trissl et al., 1993; Richter, 1996). Die beiderofelsysteme sind tber lateral diffundierende
Elektronentbertrager verbunden. Dabei transporBéstochinon die Elektronen vom PSIi
zum Cytochronbg/f-Komplex; Plastocyanin fungiert als Elektronenttdyer zwischen dem
Cytochrombg/f-Komplex und dem PSI.
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2.3 Proteinkomplexe der Thylakoidmembran

Die Thylakoidmembran von Chloroplasten in Grunalgemd hoheren Pflanzen enthalt
insgesamt vier Multiproteinkomplexe, welche die geye Photosynthese durchfihren. Der
photosynthetische Apparat umfasst die Komplexe ¢dystem | (PSI), Photosystem I, ATP-
Synthase und Cytochrog/f. Er besteht aus mindestens 100 peripheren und
membranintegralen Proteinen (Wollman et al., 1993l und PSII sind &hnlich aufgebaut.
Beide besitzen ein Reaktionszentrum (RCI bzw.dBs von Lichtsammelproteinehght-
harvesting-complex proteinstHCP) umgeben ist. Die Lichtenergie fiur die plsytathetische
Reaktion wird dabei von Chromophoren (Chlorophyihel Carotinoide) absorbiert, die an die
Proteine gebunden sind. Von den LHCP wird die laoktgie an die Reaktionszentren
weitergeleitet. Im Unterschied zum Reaktionszentian PSI (RCI) ist am RCIl zusatzlich
der wasserspaltende Apparat (OEC) assoziiert.

Da sich diese Arbeit auf die Proteine des PSIl djdzi wird auf die
Komplexzusammensetzung von PSII und LHCII nahegegangen. Ubersichtsartikel mit
weitergehenden Informationen zu den drei andereng{exen des Photosyntheseapparates in
hoheren Pflanzen (PSI, Cytochrdmgif-Komplex und der ATPase) finden sich in der Litarat
(Nelson, 1976; Allred et al., 1986; Chitnis, 19980mme, 1996; Scheller et al., 2001;
Saenger et al., 2002; Hervas et al., 2003; Neldoal.e 2004; Melkozernov et al., 2005;
Dekker et al., 2005).

2.3.1 Photosystem Il

PSIl ist einer der beiden photosynthetisch aktif®gment-Protein-Komplexe, der in der
Thylakoidmembran von hoheren Pflanzen, Algen undn®pakterien lokalisiert ist. Seine
Aufgabe besteht in der Ubertragung von Elektrones @er Spaltung von Wasser auf den
Kofaktor Plastochinon, welcher in reduzierter Fo(Rlastochinol, PQbE den Komplex
verlasst. Der Enzymkomplex besteht aus mindest&ngn®ereinheiten (UEnN) und katalysiert
die Ubertragung von Elektronen aus Wasser zur Raukon Plastochinon. Die einzelnen
Proteine sind zu drei funktionellen Einheiten zussngefasst, dem RCII-Kernkomplex, dem
Lichtsammelkomplex (LHCII) und dem Wasserspaltupgsaat (Hankamer et al., 1997,
Rhee et al., 1998). Letzterer ist auf der lumen&lere der Thylakoidmembran lokalisiert und
besteht aus den drei kerncodierten UEsbQ P und Q).

Das Reaktionszentrum (R@eaction center besteht aus einem Heterodimer, das aus den
Proteinen D1 gsbA und D2 psbD gebildet wird (Nanba et al., 1987). Hier findae d
Ladungstrennung und der Transfer der Elektronen dem primaren Akzeptor und
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anschlielend auf gebundenes Plastochinon statb€Ba2006). D1 und D2 bestehen aus
jeweils funf Transmembranhelices. Als Kofaktoremdsn sie zusammen sechs Molekiile
Chla, zwei Molekulle Pheophytin und mindestens ein MolgkKarotin. Zusatzlich umfasst
das RC die zwei Cytochrome, PsbE und PsbF, sowiaigdermolekularen UEn Psbl und
PsbW (Szabo et al., 2001; Huber et al., 2004).

An das RC schlief3en sich die Chloropladbindenden Proteine CP47 und CP43 an, die nach
ihrer apparenten Molekularmasse (MM) im Gel benawniden. Ihre Funktion besteht in der
Absorption von Lichtenergie und der Weiterleiturey &lektronen von den aufl3eren Antennen
zum Reaktionszentrum. Beide besitzen jeweils sebfsmembranhelices und binden
14 bzw. 16 Molekile Chl (Rhee, 2001). Zum komplett assemblierten PSIl g&ho
aul3erdem ein losliches Protein (PsbTn), sowie litemeeMembranproteine (<10 kDa), die in
der Peripherie des CP43/D1/D2/CP47-Subkomplexeslitart sind. Es handelt sich dabei
um die plastidaren Genprodukte vasbH J, K, L, M, N, Tc, und Z, sowie um die
kernkodierten UErPsbR W, X, Y-1 und Y-2 (Shi et al., 2004). Mit Ausnahme von PsbZ
(2 Transmembranhelices) besitzen diese niedermlaletu UEn eine Transmembranhelix.
Das Verhaltnis aller UEn im PSIl-Komplex wird mitllangegeben (Shi et al., 2004).

Als Aufgaben der niedermolekularen Proteine im vaati PSII-Komplex wurden die
Assemblierung (Genprodukte vasbE,F, W), die Dimerisierung des RC (Genprodukte von
psbK L, M, T, W), die Stabilisierung der Superkomplexe (GenproelwkinpsbL, I, R, Z), der
Elektronentransfer im PSII und die Bindung von Rlekinon (Genprodukte vgusbEundF,
sowie psbl J, L, M, T, X) beschrieben. Des Weiteren wurde auf den Schutz vo
Photoinhibition bzw. eine Funktion als Aktivator iReparaturzyklus der RC-Proteine (v.a.
D1) (Genprodukte vompsbH M, T, W hingewiesen (Rhee, 2001; Shi et al., 2004; Barber
2006). Im Gegensatz zu PSI bindet keine der klewiEn im PSII Chlorophyll (Dekker et al.,
2005). Die Funktion des Genprodukts ymsbNist bis dato ungeklart. Zudem ist nicht sicher,
ob es Uberhaupt ein Bestandteil von PSIl ist (Shiale 2004). Als native Form des
Komplexes gilt das PSII-Dimer, das eine Masse waa & 10 kDa besitzt.

Den Abschluss nach AufR3en bilden bei den héherean®&fh und Grinalgen Komplexe aus
Chlorophylla,b-bindenden  Proteinen (LHCP; vgl. Kapitel 2.3.2 8),1 die als
Lichtsammelapparate dienen (Bricker, 1990).vivo bildet das PSII-Dimer mit bis zu vier
LHCII-Trimeren die sogenannten Superkomplexe (Hamaet al., 1997; Boekema et al.,
1999; Boekema et al., 1999; Heinemeyer et al., 2D@4ker et al., 2005).
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2.3.2 Chlorophyll-a,b-bindende Proteine von PSlI

Das Sammeln von Lichtenergie ist der erste SchmttPhotosyntheseprozess. In griinen
Pflanzen wird diese Aufgabe von einer Reihe an @bplayll-a,b-bindenden Proteinen erfullt,

die sich zu den Lichtsammelkomplexen (LHC) asseendfi. Neben seiner Funktion als
Lichtsammler ist das majore LHCII-Trimer an der @ahildung, sowie an der Abgabe
Uberschissiger Lichtenergie in Form von Warme hgtgHorton et al., 1996; Elrad et al.,

2002). Die LHCII regulieren aulRerdem indirekt dieriilung der Anregungsenergie auf die
und Il 1997).

membranassoziierte LHCII-Kinase entsteht ein inakrider Membran beweglicher LHCII-

Photosysteme | (Nilsson et al., Duréthosphorylierung Uber eine
Komplex, welcher in Wechselwirkung mit dem Lichtsaeikomplex des PSI treten kann. Im
Zuge dessen wird die rdumliche Ausdehnung des Aetdtomplexes von PSI vergrof3ert
z.B. um damit die maximale Effizienz des nichtis¢hen Elektronentransports zu
erreichen. Dies kann zur Anpassung an sich veraddeLichtverhaltnisse nétig sein. Die
Aufklarung der Struktur von LHCII erfolgte mitteRontgenstrukturanalyse an kristallisierten
Proteinkomplexen (Kuhlbrandt et al., 1994; Liu &t 2004). Danach werden mindestens
sechs kerncodierte Proteinuntereinheiten LhcblA@tgnnenproteine®) fir den Chlorophyll-
a,b-bindenden Lichtsammelkomplex von PSIl in hodhereflarlen und Grinalgen
beschrieben (Tabelle 1). Die Proteinuntereinheiteerden allgemein auch als LHCP
bezeichnet. In der Literatur werden neben den sdd¢agptproteinen in verschiedenen
Organismen zusatzlich Isoformen fur einzelne LHG#schrieben (Chitnis et al., 1988;

Morishige et al., 1994; Corradini et al., 2000; idubt al., 2001).

Tabelle 1: Unterschiedliche Benennung der LHCP in er Literatur

Genprodukt | Green et al. Thornber et al. Bassi etal. |Harrison & Melis
(1991) (1991) (1990) (1992)

Lhchl Type | LHCII LHCIIb 28 kDa LHCII b

Lhch2 Type Il LHCII LHCIIb 27 kDa LHCII c

Lhch3 Type Il LHCII LHCIIb 25 kDa LHClla d?

Lhcb4 Type Il CP29 LHCIIb lla CP29 a

Lhch5 Type | CP29 LHCIIb llc CP26 ?

Lhch6 CP24 LHCIIb lid CP24 e

Tabelle aus (Jansson, 1999).

Die primare Aufgabe der LHCP ist die Versorgung Rasktionszentrums mit Lichtenergie.
Sie besitzen sehr ahnliche Strukturen und binderl42Molekile Chlorophyll & und b),

sowie bis zu vier Carotinoide (Kuhlbrandt et a94; Liu et al., 2004). Alle Vertreter werden
mit einer Prasequenz exprimiert, die den Impoden Chloroplasten und die Insertion in die
Thylakoidmembran ermdglicht. Die Prasequenz wird dexy Prozessierung zum maturen

Protein (schrittweise) abgeschnitten. Aufgrund dehen Sequenzhomologie zwischen den
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einzelnen LHCP und der oft abweichenden Benennend’tbteine in den einzelnen Spezies
gestaltet sich eine Identifikation oft schwierigafelle 1, S. 12). Folglich werden zum Tell
ebenfalls Informationen aus den Transmembranbereidbendtigt, die bis zu 35% der
Gesamtsequenz der LHCP ausmachen.

Die LHCP werden in zwei Gruppen eingeteilt, die onap und minoren Antennenproteine.
Wahrend die minoren LHCP nur in geringer Menge en Bhotosynthesemembran enthalten
sind, betragt der Anteil des majoren LHC-Komplekas50% der Gesamtproteinmenge der
Thylakoidmembran (Bassi et al., 1992). Das Verlgiltwischen minoren und majoren LHCP
in mono- und dikotylen Pflanzen ist dabei jedocheusthiedlich. Bei den Dikotylen ist der
Anteil minorer Antennen deutlich héher (Zolla et, 2003). Die Antennenproteine von PSII
enthalten zwei konservierte Regionen (1. und 3.ndr@&mbranhelix), die auch in den
analogen Vertretern von PSI vorkommen. Dies deutef eine phylogenetische
Verwandtschaft der Lichtsammelproteine hin (Richi&96).

2.3.2.1 Die majoren LHCP

Der am haufigsten vorkommende Komplex innerhalbTdedakoidmembran ist das majore
LHCII-Trimer. Es bindet etwa die Halfte aller Chi@hyll-Molekule. In der Literatur wird
der majore LHCII-Komplex zum Teil auch als LHCIIezeichnet (Chitnis et al., 1988;
Morishige et al., 1994). Er umfasst drei UEn, di& @hlorophylla,b-bindende Proteine Typ
I-1ll bezeichnet werden und eine MM zwischen 24 W@WkDa besitzen (Corradini et al.,
2000). Die zugehdrigen Genbezeichnungen sincb1-3 Im nativen LHCII-Komplex sind
die UEn in verschiedenen mobilen und immobilen Homod Heterotrimeren organisiert
(Kyle et al., 1983; Zhang et al., 2004). Nach Phosygierung kommt es zur lateralen
Verlagerung von LHCII-Komplexen aus den gestapelterana- zu den PSl-reichen
Stromathylakoiden, wo sie als LichtsammelkomplexR&I| dienen (Allen, 1992; Nilsson et
al., 1997). Die Interaktion reguliert die Energigedung auf die beiden Photosysteme. Damit
wird die Akkumulation von Plastohydrochinon, dendpgrodukt der Elektronentransportkette
von PSII verhindert und somit die Effizienz deshtizyklischen Elektronentransports zur
Bereitstellung von Energieéaquivalenten (ATP) gestei(Richter, 1996).

In Arabidopsis sind drei Kombinationen aus majotdtiCP in den isolierten Trimeren
gefunden worden. Homotrimere bestehend aus demltRohtein, Heterotrimere aus Lhcbl
und 2 und Heterotrimere aus allen drei majorendren (Jackowski et al., 2001). Es gibt
Hinweise darauf, dass neben den bereits identiferieFormen auch alle anderen mdglichen
Kombinationen existieren kdnnten, auf3er Homotrimame Lhcb3 (Standfuss et al., 2004).

Das absolute Verhaltnis der drei UEn wird als 1Da&nhgegeben. Abhéngig vom Organismus
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und den Wachstumsbedingungen ist jedoch auch emer@a Stochiometrie moglich
(Peter et al., 1991, Jansson, 1999; Zolla et @032

Von Lhcbl existieren unterschiedliche Isoformen, die voneeimultiplen Genfamilie im
Zellkern codiert werdeJansson, 1999). Die maturen Polypeptide bestedvesils aus etwa
232 AS (Liu et al., 2004). Die Anzahl der identiéten Gene flr die verschiedenen Arten
schwankt zwischen 1 (Gerste) und bis zu 16 (Petydensson, 1994; Huber et al., 2001).
Dabei besitzen dikotyle Pflanzen im Durchschnitutieh mehr unterschiedliche Gene fir
Lhcbl In Mais sind mindestens drei Isoformen flir dasbddrApoprotein identifiziert worden
(De Luca et al., 1999). In Gerste sind bislang ziseformen fur Lhcbl beschrieben worden
(Huber et al., 2001; Zolla et al., 2003). Die Dd¢imk unterschiedlicher Isoformen eines
Proteins kann mehrere Grinde haben: a) untersathedGenprodukte (Jansson et al., 1990),
b) posttranslationale Modifikationen z. B. Phosptierung (Michel et al., 1991) c)
unterschiedliche Prozessierungsstellen eines Reoteamppa et al., 1987) oder d) Artefakte
bei der Probenvorbereitung.

Die Proteine Lhcbl und Lhcb2 besitzen nahezu ideé Molekularmassen und AS-
Sequenzen. Unterschiede finden sich fast ausstibhdf N-terminalen Bereich der maturen
Proteine (Jansson, 1994). Die maturen Proteinenbegijeweils mit einem konservierten Arg
(Michel et al., 1991). Mit Ausnahme von Arabidopsied keine Isoformen ddshcb2Gens
bekannt (Jansson, 1999). Das Lhcb2-Apoproteinnisiar Peripherie der LHCII-Komplexe
lokalisiert (Larsson et al., 1987) und kann anatoglLhcbl im Bereich des N-Terminus
reversibel phosphoryliert werden (Mullet, 1983;d8bn et al., 1997; Aro et al., 2004). Jedoch
ist die Kinetik der Phosphorylierung von Lhcb2 dietit schneller, was den Schluss zul&sst,
dass es zumeist in den mobilen LHC situiert ist dadhit der Anpassung der Photosynthese
an unterschiedliche Lichtbedingungen dient.

Die geringere Molekularmasse von Lhcb3 ist im wésdren bedingt durch das Fehlen der
N-terminalen Phosphorylierungsstelle. Damit ist [ren&drsequenz des Apoproteins um etwa
10 AS kirzer als die der beiden anderen Vertreees HHCIllb (Jansson, 1994). Das
Genprodukt vonLhcb3 wird bereits in einem frihen Stadium der Assembiig an das
Reaktionszentrum gebunden und gilt als fest misatie assoziiert. Die Lhcb3-UE kdnnte
infolge zur korrekten Positionierung der LHCII-Kotape dienen oder als intermediarer
Ubertrager der Anregungsenergie auf das Reaktiotrsae von PSII (RCII) (Standfuss et al.,
2004).

14



Einleitung

2.3.2.2 Die minoren LHCP und PsbhS

Die minoren LHCP werden als LHC-lla oder CP28c¢b4), LHC-lic oder CP26L(hcbH und

als LHC-IId oder CP24Lhcbhg bezeichnet. Sie sind sind in deutlich geringekégngen
vorhanden wie die majoren LHCP und nicht in Multrereorganisiert. lhre Funktion ist noch
nicht vollstandig geklart. Die beiden UEn CP26 u@&29 spielen wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle bei der Bildung und Stabiliiit Superkomplexen (Yakushevska et al.,
2003). Fehlt CP26, findet zwar die Assemblierunghmehmolekularen Komplexen statt,
jedoch ist sowohl die Stabilitat der Superkomplefgeringere Bestandigkeit gegen
Detergenzien) als auch die strukturelle Anordnumgerhalb der Thylakoidmembran
beeintrachtigt. CP29 defiziente Mutanten bildemkeSuperkomplexe mehr aus. Es kommt
dabei zu einer Abtrennung der fest an die RC geduga LHCII-Trimere. Obwohl es bei
einem Fehlen der beiden UEn zu einer verringerteanfZnausbeute kommt, scheinen diese
weder fUr den Energietransfer zum ReaktionszentramPSII, noch fir die Regulation der
Photosynthese zustandig zu sein (Andersson e2@01). CP26 ist in der N&dhe von CP43
lokalisiert (Harrer et al., 1998; Yakushevska et 2003). CP29 befindet sich benachbart zu
CP47 und CP24 (Hankamer et al., 1997). Eine engduBig an CP24 wird zuséatzlich durch
das Fehlen von CP24 iohcb5Mutanten verdeutlicht. In den meisten Modellen \R&lI
bilden die minoren LHCP die Verbindung zwischen doteinen des Reaktionszentrums
und den majoren LHCP (Peter et al., 1991; Bassl.et1992). Es gibt jedoch Hinweise
darauf, dass sie erst nach Bindung der Lichtsanuomgllexe an die Superkomplexe
gebunden werden (Boekema et al., 1999).

Hohe Sequenzibereinstimmungen (Uber 70% Homologie), allem im Bereich der
Transmembrandomdanen (Jansson, 1994), ahnliche Matekassen und eine Vielzahl
unterschiedlicher Gen- bzw. Proteinbezeichnunged sharakteristisch fur die LHCP. Eine
korrekte Klassifizierung macht deshalb oft Schvgkeiten. Dies gilt vor allem fir Proteine
aus Organismen, deren Genom noch nicht sequenaiede. Aus diesen Griinden ist trotz
der Verwendung von MSMS-Daten in Kombination mit nexi exakten
Molekularmassenbestimmung eine erfolgreiche Idéatibn oft nicht moglich. Aufgrund
der uneinheitlichen und damit wenig aussagekréaftiyemenklatur der Proteine werden die
LHCP im Folgenden Uber ihre allgemeine Genbezeishhhcbl-6differenziert.

Das PsbSGenprodukt (CP22) wird ebenfalls den LHCP von Paljeordnet. Im Gegensatz
zu den anderen LHCP besitzt es wehelicale TMD (Kim et al., 1992). CP22 spielt eine
wichtige Rolle bei der nichtphotochemischen Flupeezldoschung (QE) (Demmig-Adams et
al., 1996; Li et al., 2000; Horton et al., 2005gaXanthin bindet dabei an PsbS und agiert
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vermutlich als Aktivator fir den Quenching-Proz¢8souchman et al., 2006). Der Prozess
schitzt den photosynthetischen Komplex von PSIl wayermaiiger Absorption von
Lichtenergie durch die Lichtsammelkomplexe. Diergbblissige Energie wird dabei in Form

von Warme abgegeben.

2.4 Techniken zur massenspektrometrischen Analyse onv
Pflanzenproteomen

Der Begriff Proteom wurde von M. R. Wilkins und K.Williams (1994) gepragt. Er
bezeichnet die Gesamtheit aller, zu einem bestimd&itpunkt, in einem Organismus, einer
Zelle oder einem Kompartiment, exprimierten Pragein

Friher war die am haufigsten verwendete TechnologieAnalyse von Proteinen die SDS-
PAGE. Die Identifikation der visualisierten Proteierfolgte anschlielRend tber N-terminale
Sequenzierung (Edman-Abbau) oder Uber AntikOrpezsiéfn-Blot).

Die Hauptaufgabe der Massenspektrometrie in deteBmaforschung ist die Korrelation von
experimentell erhaltenen Proteindaten zu den Datsnder entsprechenden Genomsequenz,
um ein Protein spezifisch als das Produkt eineSrbegen Genes zu identifizieren. Biemann
et al. fuhrten 1966 die erstele novd Sequenzierung an synthetischen Oligopeptidentdurc
(Biemann et al., 1966). Die anfanglichen Problenee der Transformation von intakten
Biomolekulen (Peptide, Proteine) in Gasphaseniokennten erst durch die Erfindung (Dole
et al.,, 1968) (1968) und Weiterentwicklung (Yam#shet al., 1984) der ,sanften*
lonisierungsmethode Elektrospray im MS gelost werdEenn et al., 1989). Etwa zur
gleichen Zeit erschien die erste Vertffentlichungler die Massenspektrometrie zur Analyse
von Peptiden aus Proteinen der Thylakoidmembragesetzt wurde. Der Ansatz ermdglichte
die Charakterisierung von N-terminalen Phosphogeptiaus drei Untereinheiten (D1, D2
und CP43) von PSIl (Michel et al.,, 1988). Die Mathn und Gerate haben sich seither
kontinuierlich weiterentwickelt, so dass dem Foesdmeute eine Vielzahl von Anwendungen
zur Verfigung steht.

Zur Reduktion der Probenkomplexitat wird haufig esi®ubfraktionierung der isolierten
Proben vorgenommen. Durch die Kombination unteestitther Methoden zur
Subfraktionierung (1. und 2. Dimension) erfolgt d@ptimierung von Auflésung und
Proteinausbeute. Gleichzeitig wird damit eine Agpag an Proben mit unterschiedlichen
Eigenschaften erreicht. Dies ist vor allem danrigh@enn aus Grinden der Kompatibilitat
mit nachfolgenden Analysemethoden (z.B. MS) Detergen und Puffersalze nur

eingeschrankt verwendbar sind. Um ein Protein fitiie 8S-Analyse zuganglich zu machen,
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muss es zunachst maoglichst verlustfrei isoliertdear Dies gestaltet sich fur MP aufgrund
ihrer extremen Hydrophobizitat erheblich schwierigks fur I6sliche Proteine. Zur Isolation
von Proteinen wurden in den letzten Jahren einigghbtlen erfolgreich etabliert (Abb. 1).

A) B) Q) D)
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Protein(e)/-komplexe Proteinkomplexe

S S
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v v v v
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Abb. 1: Verschiedene Methoden zur Proteinanalyse rtels Massenspektrometrie

Im einfachsten Fall wird ein Proteingemisch bzwn &roteinkomplex mit Hilfe eines ionischen Detemyen
(denaturiert) solubilisiert und tber SDS-PAGE gatitA). Proteinbanden von Interesse werden aubgésm,

enzymatisch oder chemisch verdaut und die entstieimePReptide massenspektrometrisch (MALDI-, ESI-MS)
analysiert. Uber PMF, MSMS-Rohdaten oder die Pré@éuenzen der Peptide werden die Proteine sciliefli
Uber eine Proteindatenbank identifiziert. Die Aalynativer Proteinkomplexe beginnt mit der Isofataer

Komplexe mit einem nichtionischen Detergenz (B W)d Die nachfolgende Subfraktionierung der Komplexe
kann Uber 2D-Gelelektrophorese (B) oder Dichtegnatginzentrifugation (D) erfolgen. Die gelbasierten
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Methoden beruhen in der 1. Dimension auf einer iweg der Einzelproteine nach ihrem isoelektrisdhankt
(IEP, IEF) oder auf einer Trennung der nativen &ndomplexe nach ihrer Molekularmasse (BN). Als
2. Dimension schlief3t sich in beiden Fallen einpatigrierende SDS-PAGE an, die im Falle der IEF éinet
mit gleichem IEP weiter auflést und bei der BN &imteinkomplexe in ihre UEn trennt. AnschlieRenddeea

wie in (A) die Proteine verdaut und massenspekttoseh analysiert. Die Dichtegradientenzentrifugativurde
aufgrund der farbigen Banden haufig zur Trennung nativen Komplexen der Thylakoidmembran eingesetzt
(D). Die Trennung der Komplexe erfolgt aufgrund eihrMolekularmasse und den damit verbundenen
Sedimentationsgeschwindigkeiten.  Die ~ Komplexbandewerden  anschlieRend  unverdaut Uber
Flussigchromatographie (LC) in ihre UEn getrenntd udie Molekularmasse der einzelnen Bestandteile
massenspekirometrisch bestimmt. Die Molekularmdsseintakten Proteins fuhrt schlief3lich zur |dekdifion.
Beim ,Shotguf+Verfahren erfolgt die Subfraktionierung erst aldgr Ebene der Peptide (C). Die Proteine eines
Komplexes oder eines gesamten Proteoms werden atiggmverdaut und anschlieend tber 2D-LC getrennt
Die 2D-LC besteht in der 1. Dimension aus einenidt@naustauscherphase (SCX) und in der 2. Dimemsisn
einer UmkehrphasdR@). In einem iterativen Prozess werden durch sebeige Erhdhung der Salzkonzentration
die Peptide portionsweise von der 1. Phase abgetfisauf die 2. Dimension aufgebracht. Von dortdeersie

in einem steigenden Ldsungsmittelgradienten auffrihrer hydrophoben Eigenschaften eluiert. Die
Identifikation erfolgt tber MALDI-, ESI-MS generier MSMS-Daten. In Abhangigkeit von der Fragestajlun
und den Eigenschaften einer Probe kdnnen die Jiedsmen ,Bausteine” beliebig miteinander kombiniert
werden.

2.4.1 Flussigkeitschromatographie von intakten Prainen

Eine Mdoglichkeit zur nativen Isolation von photoyetischen Proteinkomplexen stellt die
Trennung der Komplexe Uber Dichtegradientenzemafion (z. B. Sucrose-Gradient) dar.
Anschliel3end werden die Proteinkomplexe in die témtdeiten aufgespalten und diese
mittels reversed phasé&lussigkeitschromatographie (RP-LC) (2. Dimensigadrennt (Abb.
1, D;S.17). Die Trennung von Proteinen erfolgtbelaaufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften in einem Losungsmittelgradienten.litlis Proteine, die zum Stroma oder
Lumen der Thylakoidmembran hin orientiert sind, desr als sogenannte extrinsische
Polypeptide zu einem friheren Zeitpunkt von der oGtatographiesaule eluiert als die
hydrophoben membranintegralen und damit intringacRroteine. Die Kopplung an ein MS
ermoglicht dann eine direkte Detektion der chromephisch aufgetrennten Proteimal{ne
LC-MS). Die Identifikation der Proteinuntereinheiteerfolgt anschlielend Uber die
Bestimmung der apparenten Molekularmasse der detigkt Proteinsignale (Zolla et al.,
2000; Corradini et al., 2000; Gomez et al., 2008pét et al., 2004). Obwohl die Methode
rasche Ergebnisse liefert und Verluste durch emrnge Anzahl an Bearbeitungsschritten
vermieden werden, ist oftmals eine zusatzliche imohagische Verifizierung der
identifizierten Proteine notig. Ein weiterer Nach&rgibt sich fur Proteine aus Organismen,
deren Genome noch nicht durchsequenziert sind. I&bmeelation zwischen MM und Protein
kann speziell bei Komplexuntereinheiten mit sehnlighen Massen (z. B. LHCP) kaum
gefunden werden. Im Zuge der Verbesserungen imideder Auflosung der MS-Geréte,
sowie der automatischen Datenauswertung, ist ézutage ebenfalls moglich MSMS-Daten
von intakten Proteinen zu generieren und zur Arotentifikation heranzuziehen (Mortz et
al., 1996; Kelleher et al., 1999; Whitelegge et2006).
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2.4.2 2D-Gelelektrophorese

Eine sehr effiziente und weit verbreitete Methode Auflosung und Identifikation einer
grof3en Anzahl von Proteinen aus komplexen biolbgiscSystemen, stellt die Kombination
aus Proteintrennung Uber zweidimensionale Gel@pktirese (2D-PAGE) und die
massenspektrometrische Analyse von Peptiden nag@matischem In-Gel Verdau der
getrennten Proteine dar (Abb. 1, B; S. 17). Diésfigi die Analyse von Proteinmengen bis in
den niedrigen fmol-Bereich (Wilm et al., 1996).

2.4.2.1 Isoelektrische Fokussierung

Der Begriff ,2D-PAGE" bedeutet in der Regel die HKdpng von Isoelektrischer
Fokussierung (IEF (O'Farrell, 1975)) als 1. Dimensund SDS-PAGE als 2. Dimension
(Peltier et al., 2000; van Wijk, 2001). Bei derdiktrischen Fokussierung handelt es sich um
die Auftrennung von Proteinen in einem (pH-) Grateéegel anhand ihrer Nettoladung. Die
Ladung eines Proteins ist abhangig vom pH-Wertutegebenden Mediums und setzt sich
aus den enthaltenen basischen und sauren Aminosausammen. Am |EP betragt die
Nettoladung eines Proteins Null und fiihrt damit lmmobilisierung des Proteins an einem
bestimmten Punkt des Gels. Haufig wird dasselbéefPranehrfach mit unterschiedlichem
IEP detektiert. Die multiplen Spots resultieren elab der Regel aus Modifikationen (z. B.
Phosphorylierung) des Proteins, die zur Anderungs deadungszustandes fiihren.
Ursprunglich zur Trennung von l6slichen oder memhbssoziierten Proteinen eingesetzt,
erlaubt die Verwendung nichtionischer DetergenferB. CHAPS, n-DodecyB-D-maltosid
(DM)) mittlerweile auch die Trennung von Membrarginen mit moderat hydrophoben
Eigenschaften, wie z. B. den LHCP oder bestimmtenpBdukten aus den Reaktionszentren
von PSI undPSlIl (z. B. psaAund psbA (Pasquali et al., 1997; Hippler et al., 2001)e Di
Methode erwies sich bis dato jedoch als ungeeijmetie Isolation von extrem hydrophoben
Membranproteinen (Santoni et al., 1999; Santouail.e2000; Kashino, 2003). Diese Art von
Proteinen kann zum Einen mit den schwacheren oigisthen Detergenzien nicht in Lésung
gehalten werden, zum Anderen verhindert die Agdregaler MP an ihrem IEP den Ubertritt
in die 2. Dimension (Braun et al., 2007). In Pldsti wurde die IEF hauptsachlich zur
Trennung von loslichen Proteinen aus dem Stromal@Scet al., 2006), sowie peripheren MP
des Lumens (Kieselbach et al., 2000; Peltier et28I02) eingesetzt. Eine Zusammenfassung
Uber den Einsatz der IEF in der Erforschung deangfichen Proteoms findet sich in der
Literatur (Weiss et al., 2007).
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2.4.2.2 Blue Native-PAGE

Fur die Trennung von hydrophoben MP wurde als radittve Elektrophoresetechnik zur IEF
die Blue NativePAGE entwickelt (Schagger et al., 1991; Schaggeal.e 1994; Schagger,
2001). Um die Proteinkomplexe im nativen Zustandezhalten, werden sie mit einem
nichtionischen Detergenz (z. B. DM, Digitonin) dolisiert. Die gelésten Komplexe werden
anschlieBend mit geladenen Farbstoffmolekilen raetkim die elektrophoretische Mobilitat
der Komplexe zu erh6éhen und damit eine Trennunpiméngigkeit von der Molekularmasse
des Komplexes ermdglichen. In Anlehnung an dendniabarbstoff (Coomassie G) wurde
diese Technik al8lue Native(BN)-PAGE bekannt. Die nativen Proteinkomplexe aegr
anschlielend Uber SDS-PAGE (2. Dimension) in ihmezélproteine getrennt. Neben der
Isolation von hydrophoben MP erlaubt das Systera direkte Zuordnung von UEn zu einem
Proteinkomplex und damit eine Analyse von Protaiotéin Interaktionen (Zhang et al.,
2001; Devreese et al.,, 2002; Thidholm et al., 2002gler et al., 1997; Aro et al., 2005;
Granvogl et al.,, 2006). Der Erhalt des nativen @nds ermoglicht zusatzlich eine
Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinkomgie Diese kann entweder direkt aus
der Laufh6he des Komplexes in der 1. Dimension laisgea werden oder aus den addierten
Massen der Komplexuntereinheiten in der 2. Dimengierechnet werden (Kashino, 2003).
Die Auflésung ist dabei wesentlich besser als zb&. der Dichtegradientenzentrifugation.
Bei Verwendung entsprechender Gradientengele erohbglie BN-PAGE eine Trennung
von Proteinkomplexen bis zu einem Molekulargewiztih Uber 3.000 kDa (Heinemeyer et
al., 2004). Als zweite Dimension schliel3t sich @ I&F bzw. BN die denaturierende SDS-
PAGE an.

2.4.3 “Shotguri-Proteomics

Shotgun Proteomics bzw. Multidimensional Protein Identification TechnologMudPIT)
(Link et al., 1999; Washburn et al., 2001; Wu et 2002; Swanson et al., 2005) ist eine LC-
MS gestltzte Methode zur Analyse komplexer Protimgche (Abb. 1, C; S. 17). Sie stellt
damit eine Alternative zur traditionelléop-downMethode der 2D-Gelelektrophorese dar. Da
Peptide in der Handhabung deutlich einfacher simdPeoteine, wird bei beiden Verfahren die
Trennung der Analyten auf die Ebene der Peptideagert. Damit scheint der Ansatz auch
speziell fur die Charakterisierung von MP geeigulet,die Loslichkeit der Proteine auf der
Peptidebene keine entscheidende Rolle mehr spielt.

Der Verdau eines kompletten Proteoms eines Konmpanrtis oder Organismus fuhrt zu einer

hochkomplexen Mischung an Peptiden. Bei 8kotguaMethode werden diese anschliel3end
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Uber 1D-Chromatographie getrennt. Im Gegensatz darwendet das MudPIT-Verfahren
zur Trennung multidimensionale Chromatographie. (@erativ) separierten Peptide werden
mittels Tandem-MS analysiert und anschlieRend aatisch identifiziert. Voraussetzung fir
eine erfolgreiche Anwendung sind Geréate (HPLC, M%) entsprechend hoher Auflésung
und MessgeschwindigkeiShotgun Proteomicsst im Vergleich weniger (zeit-) aufwendig
und benétigt aufgrund der Reduktion der Bearbegsolritte eine geringere Menge an
Probenmaterial. Aufgrund der hohen Komplexitat wir@lufig eine Subfraktionierung der
Probe mit klassischen biochemischen Methoden vohgdétet (z.B. Fallung,

Affinitatschromatographie etc.). Informationen Ubdie Masse der intakten Proteine,
maogliche Isoformen oder AS-Modifikationen gehen elahllerdings verloren. In Plastiden
wurden die Techniken zur Identifikation von LHCP u@ette et al., 2002) und dem

Gesamtproteom des Chloroplasten (Baginsky et@b5PRangewendet.

2.4.4 In-Gel Verdau von Proteinen nach elektrophoriescher Trennung

Der In-Gel Verdau von (Membran-) Proteinen stellhee zentralen Schritt in der
Probenvorbereitung dar, um Proteine nach einer nmeg mittels Gelelektrophorese mit
massenspektrometrischen Methoden effizient idergien zu kdnnen. Die Methode wurde
1992 von Rosenfeld et al. etabliert (Rosenfeld.etl892). Die grundlegenden Komponenten
sind weitgehend erhalten, obwohl zahlreiche Verdsesgen zur Steigerung der
Peptidausbeute und der Qualitat der massenspektischen Daten entwickelt wurden (Jeno
et al., 1995; Shevchenko et al., 1996). Heutzutegstiert eine Vielzahl modifizierter
Protokolle zur Probenaufbereitung fir die massekispmetrische Analyse (Granvogl et al.,
2007).

Im Wesentlichen werden bei der Probenvorbereituraghn der Elektrophorese die
nachfolgend erlauterten Arbeitsschritte durchlaufem die Identitdt eines Proteins zu
bestimmen (Abb. 2, S.22). Zuerst werden die audgeten Proteine, die nach der
Gelelektrophorese in Proteinbanden odgpots angeordnet sind, durch Anbindung eines
Farbstoffes sichtbar gemacht. Die gefarbten Protgiden werden aus dem Gel
ausgeschnitten und nach einem Entfarbungsschritdeme die im Protein enthaltenen
Cysteine in einem Reduzierungs- und AlkylierungasiclR&A) modifiziert. Dabei werden
die Disulfidbriicken des Proteins irreversibel getite um eine optimale Entfaltung zu
erreichen. Anschlieend erfolgt der fir die Methodenensgebende Schritt, der Verdau des
Proteins im Gel. Das Protein wird hierbei enzynadtigmeist mit Trypsin) in kirzere
Proteinfragmente (Peptide) gespalten, die aus deimefrahiert werden konnen. Fir den

abschlieenden Nachweis der Peptide mittels Magsktitiemetrie erfolgt haufig noch ein
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Entsalzungs- und Konzentrierungsschritt oder did¢trAanung der Peptidgemische mittels

RP-Chromatographie. Die Identitat des Proteins sselbird durch den Abgleich der

massenspektrometrisch bestimmten Daten mit eirgeifdatenbank ermittelt.

(1) CBB gefarbte Proteinbande

Polyacrylamid-
matrix

(3) Reduktion
+ Reduktionsmittel (e.g. DTT)

Polyacrylamid-
matrix

Protein

(5) Verdau
+ Protease (z. B. Trypsin)

Polyacrylamid-

e matrix\‘

Protein —O

(2) Entfarbung

matrix

. / Polyacrylamid-

(4) Alkylierung
+ Alkylierungsreagenz (z. B. lodacetamid)

Polyacrylamid-
matrix

S-CH,-CONH,

Protein
(6) Extraktion
Peptid B
H.N

Polyacrylamid-

/ matri3<\‘ X

Peptid C
Peptid A

Abb. 2: Klassisches Verfahren zum In-Gel Verdaus wo Proteinen nach CBB-Farbung.

Die gefarbten Proteine werden zunéachst zusammedenit Polyacrylamidgel ausgeschnitten (1). Im fottgam
Entfarbeprozess werden die gebundenen CBB-Molefildeie Punkte) durch wiederholte Inkubation in gine

Puffer- /Lésungsmittelgemisch freigesetzt (2).

Une dcEffizienz des In-Gel Verdaus und damit die

Sequenzabdeckung zu verbessern, werden die inbedleal Proteinsequenz enthaltenen Cysteine redu@gert
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und alkyliert (4). Anschlielend werden die Protepreteolytisch verdautd€) (hier: Trypsin) (5). Trypsin
schneidet C-terminal zu den AS Arginin (R) und loy&K). Die entstehenden Peptide (A, B und C) werdas
der Acrylamidmatrix extrahiert (6). Das fertige Bdgemisch kann jetzt entweder direkt massenspeighisch
analysiert werden oder es wird noch eine Aufreinggund/oder chromatographische Trennung vor der MS-
Analyse vorgenommen.

2.4.4.1 Visualisierung von Proteinen im Gel

Uber Gelelektrophorese getrennte Proteine konneh waeischiedenen Farbemethoden
visualisiert werden. Am weitesten verbreitet sinde dCoomassie-, Silber- und
Fluoreszenzfarbung. Welche Farbung verwendet wst,vor allem abhangig von der
Proteinmenge in den getrennten Proteinbanden. ki EBarbung mit dem Farbstoff
Coomassie (Fazekas De St. Groth et al., 1963; fTal.,e1985)mussen im Mittel mehr als
30 ng Protein vorliegen, wéahrend durch Anlagerung @ilber (Shevchenko et al., 1996;
Rabilloud, 1990; Moertz et al., 2001) bereits 66hkfakleinere Proteinmengen sichtbar
gemacht werden konnen. Durch die Kopplung von Esmenzfarbstoffen an die Aminoséaure
Lysin, sind teilweise bereits 0.025 ng Protein dadhit 1200-fach geringere Mengen als bei
der Visualisierung mittels Coomassie zum Nachweisregichend (Coomassie Blue-R250:
> 30 ng (Neuhoff et al., 1988; Mackintosh et a002), Silber: > 0.5 ng (Heukeshoven et al.,
1985), Fluoreszenz, z. B. Sypro Ruliyeep Purple > 0.5 ng (Lilley et al.,, 2004) oder
CyDyes > 0.025 ng (Marouga et al., 2005)). Spedell der Silberfarbung sind nicht alle
Protokolle kompatibel zum In-Gel Verdau und zur sesspekirometrischen Analyse
(Shevchenko et al., 1996; Moertz et al., 2001). ¥arbesserung der Peptidausbeute und
Sequenzabdeckung empfiehlt sich eine nachfolgend&MBung der Proteinbanden. Dies
geschieht durch Oxidation des metallischen Silherd nachfolgende Komplexierung der
Silberionen (Gharahdaghi et al., 1999; Sumner.e2802). Mit ,Blue Silver” (> 1 ng) gibt es
heute auch eine Coomassie-Farbung, die in der t8atasider Silberfarbung relativ nahe
kommt (Candiano et al., 2004).

2.4.4.2 Verdau der Proteine

Der enzymatische Verdau eines Proteins mit einezipch schneidenden Protease fuhrt zu
einer definierten Anzahl von Peptiden mit charaktsscher Masse, die
massenspektrometrisch analysiert und anschlieRenitientifikation des Proteins verwendet
werden konnen. Die haufigste in der Proteomanalygkwendete Protease ist die Serin-
Protease Trypsin. Trypsin spaltet Peptidbindungezifisch am Carboxyl-Ende von Arginin
und Lysin. Die Hydrolyserate sinkt, wenn sich uneiifar benachbart zur Schnittstelle eine
saure Aminosaure befindet. Die Spaltung wird bledki wenn C-terminal von der

Schnittstelle die Aminosaure Prolin liegt (Thiedé a&., 2000). Als unerwinschter

23



Einleitung

Nebeneffekt tritt beim proteolytischen Verdau vomtBinen der Eigenverdau der Protease
auf. Um dies zu verhindern, wurden dem Verdauptfigrer Cd*-lonen zugesetzt (Sipos et
al., 1970; Vajda et al., 1981). Heute wird von erelHerstellern modifiziertes Trypsin
angeboten. Durch selektive Methylierung der in Eesteinsequenz enthaltenen Lysine kann
der Eigenverdau auf die argininhaltigen Peptidecleémkt werden (Rice et al., 1977). Die
Modifikation von AS erhoht gleichzeitig die Tolemrdes Enzyms gegenuber héheren
Temperaturen (DeSantis et al., 1999). Im Gegermatz unmodifizierten Trypsin, das sein
Temperaturoptimum zwischen 35°C und 45°C hat, zeigtifiziertes Trypsin die hochste
Aktivitdt zwischen 50° und 55°C (Venkatesh et 4098; Havlis et al., 2003; Finehout et al.,
2005; Granvogl et al., 2007).

Neben Trypsin finden ebenfalls die Endoproteasest@yJekel et al., 1983; Bansal et al.,
1989; Jeno et al., 1995; Patterson, 1995), Glu-@i(rard et al., 1972; Cleveland et al., 1977;
Bansal et al., 1989; Scheler et al., 1998; Faradl.c005) und Asp-N (Wang et al., 2005)
Verwendung. Diese Proteasen schneiden spezifiscameiner Aminoséaure (Michalski et al.,
1999). Aufgrund der héheren Spezifizierung entskaedtbei im Vergleich zur Proteolyse mit
Trypsin generell eine geringere Anzahl an lang&eptiden.

Abhangig von der Verteilung der Schnittstellen die komplette Sequenzierung eines
Proteins mit nur einer Protease meist nicht moglichdiesem Fall wird das Zielprotein in
verschiedenen Ansatzen mit unterschiedlichen Psetearerdaut. Die dabei entstehenden,
Uberlappenden Peptide kénnen nach der Analyse asar@sequenz zusammengesetzt
werden (Scheler et al., 1998; Choudhary et al.32Wa et al., 2006).

Da die Proteine in der Gelmatrix immobilisiert simduss die Protease zum Verdau ins Gel
eingebracht werden. Voraussetzung daflr ist, desg?btease klein genug ist, um in die
Gelmatrix eindringen zu kénnen (Elder et al., 19T#s Weiteren missen die Schnittstellen
der Substrate fur die Protease frei zuganglich. &énm das Eindringen der Protease ins Gel zu
erleichtern, werden die proteinhaltigen GelstluclkieAuetonitril entwassert und anschlie3end
durch Inkubation in der Proteasel6ésung rehydridedlnan et al., 1995). Die Vorgehensweise
basiert auf der Annahme, dass die Protease beipdReren des Gels mit einquillt. Es wird
heute jedoch diskutiert, ob das Eindringen derdase diffusionsabhangig ist (Havlis et al.,
2003). Ein vorheriges Trocknen des Gels wirde dergahg folglich kaum unterstitzen. In
den meisten Protokollen findet der In-Gel Verdaweriblacht statt. Die Inkubationszeit
betragt folglich 12-18h. Versuche haben jedoch iggézdass bereits nach 3-6h genug Peptid-
Material fir die massenspektrometrische Analyséanden ist (Finehout et al., 2003). Durch

die Optimierung der Bedingungen fir die Proteade, (pemperatur) kbnnen sogar bereits
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nach 30 min ausreichend Peptide erzeugt werderginenmassenspektrometrische Analyse
zu ermdoglichen (Havlis et al., 2003).

2.4.4.3 Extraktion der Peptide aus der Gelmatrix

Nach dem In-Gel Verdau der Proteine missen digagmisnen Peptide von der Gelmatrix
getrennt werden. Die Protokolle beinhalten in deg& mindestens zwei Extraktionsschritte.
Hierbei werden die Gelpartikel mit dem Extraktionfpr inkubiert und die aus den
Gelpartikeln herausgewaschenen Peptide mit demst#er abgehoben. Zur Extraktion der
sauren Peptide wird ein zusatzlicher Volumenardeg8 wéhrend des Verdaus eingesetzten
Puffers verwendet (z. B. NHCOs). Die basischen Peptide werden in Abhéngigkeit den
Art der MS-Analyse entweder mit Ameisensaure (E&ler mit Trifluoressigsaure (TFA,
MALDI) extrahiert. Die Verwendung von Acetonitrilevhindert hierbei bereits ab einem
Anteil von 30% (v/v), die Adsorption von Peptidem die Oberflachen von Reaktionsgefal3en
und Pipettenspitzen (Erdjument-Bromage et al., 1998r eventuell notwendige zusatzliche
Reinigungs- und Konzentrierungsschritte missen raah Extraktion das flichtige Salz
Ammoniumhydrogencarbonat und Acetonitrii in  einemepaaten  Schritt im

Vakuumkonzentrator entfernt werden.

2.4.4.4 Entsalzung und Konzentrierung der Peptigigs

Die vereinigten Uberstande der Extraktionslosunghalten neben den Peptiden des
verdauten Proteins vor allem Salze, die aus dewerateten Puffern stammen oder aus dem
Elektrophoresegel mit extrahiert wurden und orgames Losungsmittel. Salze sind fur
Messungen mit ESI-MS nicht tolerierbar, wéahrend Mi&LD-lonisierung unempfindlicher
gegenuber dieser Kontamination ist. Dennoch wirdhabier die Qualitdt der Spektren
eingeschrankt (Bagshaw et al., 2000). Bis zu eirgawissen Grad werden fllichtige
Substanzen (Acetonitril, NAHCOs) durch die Vakuumtrocknung der Proben abgetrennt.
Gleichzeitig findet eine Konzentrierung der Probatts Eine vollstandige Entfernung
storender Komponenten (v.a. Salze) ist Uber dieuMakrocknung jedoch nicht mdglich. Die
erneut gelosten Peptide werden zur weiteren Reigigund Konzentrierung mittels
hydrophober Wechselwirkungen ihrer Aminoséureskédan an eine chromatographische
Matrix (C18) gebunden (Wilm et al., 1996; Erdjum&nbmage et al., 1998). Der Prozess
beginnt mit der Aktivierung der C18-Matrix in eineprganischen LOsungsmittel (z. B.
Acetonitril oder Methanol). Im zweiten Schritt ddb die Beladung der Matrix mit den
Analytmolekilen in wassriger Loésung. Salze konnatnan die Matrix gebunden werden

und werden somit wahrend der Beladung ausgewasEtherklution der Peptide erfolgt dann
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in einem geringen Volumen eines organischen Losuitgds (z. B. Acetonitril, Methanol),
das in verschiedenen Konzentrationen verwendet &ud Analyse komplexer oder schwach
konzentrierter Proben werden ESI-MS haufig an eiReversed Phase Liquid
Chromatography(RP-LC) gekoppelt (Lahm et al., 2000). Nach derobBnauftrag wird
hierbei auf einer Vorséaule mit einem grof3en Volunaenwassrigem Losungsmittel (z. B.

0.1% FA) automatisch entsalzt.

2.5 Massenspektrometrische  Analyse von  Proteinkoemph  der

Thylakoidmembran

2.5.1 Die Untereinheiten von PSI|

Ende der 90er Jahre wurden die ersten massenspektiechen Studien von intakten PSII-
Proteinen aus Erbse und Spinat durchgefuhrt. Momis Mitarbeiter studierten Polypeptide
aus dem monomeren und dimeren RC-Komplex, sowieR&is/, mittels RP-LC-Trennung
der Untereinheiten und nachfolgender massenspe&trmther Analyse. (Sharma et al.,
1997; Sharma et al., 1997; Zheleva et al., 1998gl Zvar die Bestimmung der
niedermolekularen Proteine und die ZusammensetzlergGesamtkomplexe. Zum RCII
gehoéren neben D1 und D2 ebenfalls die GenproduggeQytochrom 439 (psbEund psbh,
sowiepsbl(Sharma et al., 1997). Szabo et al. bestétigtesediegebnisse an RCIl aus Spinat
(Szabo et al., 2001). Die massenspektrometrisclatysa der kleinen Proteine wurde hierbei
nach Isolation und Reinigung der solubilisierten  nifdexe Uber
Dichtegradientenzentrifugation mittels MALDI-MS dingefuhrt. Die Identifikation erfolgte
Uber die Bestimmung der apparenten MolekularmaBsbei wurde das Genprodukt von
PsbWals sechstes Protein des RCII identifiziert.

Beim kleinsten im Gel visualisierbaren PSII-Subkéemhandelt es sich um den monomeren
RC47-Komplex. lhm fehlt das innere Antennenprot€iR43. Detektiert wurden die UEn
CP47, D1, D2, PsbE, PsbF, Psbl, PsbTc und PsbVRGdv-Dimer wurden zusétzlich PsbL
und PsbK nachgewiesen, die fir die Dimerisierunguwmsvortlich sein sollen. Die Existenz
des RC47-Subkomplexes von PBilvivoist nach wie vor umstritten. Obwohl seine Existenz
als dimerer Komplex nach Kristallisation elektromekroskopisch nachgewiesen wurde
(Hankamer et al., 1997; Rhee et al., 1998), gibisrheute zum Teil als Artefakt, das durch
die Verwendung von Detergenzien zur Praparation Membranproteinkomplexe entsteht
(Szabo et al., 2001).

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Rokka et al. besiédren zur Assemblierung von PSII in
Spinat, Uber radioaktive Markierung der AS MethioMet) (Rokka et al., 2005). Hierbei
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wurden dem RC47-Monomer zuséatzlich die UEn PsbHMPend PsbR zugeordnet. Das
fertig assemblierte PSII-Monomer enthalt auRerdePd3und PsbK. Von den insgesamt
sieben detektierten UEn des RC47-Monomers PsbHAd,PBbbl, PsbK, PsbM, PsbR und
PsbTc, wurden PsbH und PsbK dber N-terminale Seigremg und PsbR (ber
Immunodetektion identifiziert. Die Existenz der bigibenden vier UEn PsbF, Psbl, PsbM
und PsbTc wurde aufgrund der radioaktiven Markigruon Proteinen im SDS-Gel vermutet,
da es sich bei diesen Untereinheiten um die eimeibleibenden PSII-UEn handelt, die ein
Met innerhalb ihrer Primarsequenz besitzen. EineAn&lyse zur Identifikation dieser UEn
erfolgte nicht. Proteine, die kein Met innerhallbethPrimarsequenz enthalten (z. B. PsbE)
wurden nicht beriicksichtigt.

Eine exakte Bestimmung der Molekularmassen der rhotdgkularen RCII-UEn D1 und D2
wurde von Whitelegge et al. durchgefuhrt (Whitekegg al., 1998). Innerhalb des gleichen
Arbeitskreises wurde ein paar Jahre spéater dasdtotder Granathylakoide untersucht
(Gomez et al., 2002). Hierbei wurden neben einehdkeon Proteinen aus PSI, dem LHC,
dem wasserspaltenden Apparat, dem RCIl und demclygimbg/f-Komplex auch nahezu
alle kleinen UEn aus PSII detektiert. Es handette dabei um samtliche fur PSII postulierte
Genprodukte mit Ausnahme vasbN PsbX(falsch annotiert) un8sbY-1 Obwohl sich 64%
des Cytochronte/f-Komplex ebenfalls in den Granastapeln befindeméAksson, 2001) und
der Komplex damit Bestandteil der Praparation wagrden allerdings lediglich die
Genprodukte vonpetC und petD isoliert. Die extrem hydrophoben niedermolekularen
Proteine des Komplexes PetG, PetL, PetM und Petitko nicht detektiert werden.
Grundsatzlich war die Vorgehensweise zur Analyse MP in allen MS-basierten Studien
ahnlich. Zunachst wurden Lipide, Pigmente, Salze Detergenzien durch Dialyse der
isolierten Poteinkomplexe gegen 5% Essigsaure (HO@harma et al., 1997) oder
Préazipitation der Proteine mit Aceton entfernt (Whagge et al., 1998). Die Beladung der
Chromatographiesaule mit den vorgereinigten Preterrfolgte in 5% HOAc (Sharma et al.,
1997) bzw. in 60% Ameisensaure (FA) (Whiteleggealet 1998). Zur RP-LC-MS-Analyse
wurden verschiedene Ldsungsmittel verwendet, um adim Teil extrem hydrophoben
Proteine von der Chromatographiematrix zu eluierdls Standardgemisch wurde ein
Wasser-/Acetonitrilgradient (bis 90% ACN) zur Eauti verwendet (Sharma et al., 1997).
Gerade extrem hydrophobe oder héhermolekulare iReoteurden dabei oft nur ineffizient
von der Saule geldst. Verbesserte Ausbeuten wurdexerwendung eines Ameisensaure-/2-
Propanolgradienten erzielt (Whitelegge et al., }998e chromatographische Aufldsung

wurde dabei allerdings reduziert. Die Messungendemirentwedenffline (Sharma et al.,
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1997) oderonling durch Kopplung von LC und MS durchgefuhrt (Wretge et al., 1998).
Bei der aufwendigereffline Messung wurde das konzentrierte Probenmateriah wigc
Chromatographie in Fraktionen gesammelt und arefghiid iber ESI-MS bzw. MALDI-MS
analysiert. Zum Transfer in das MALDI-MS wurden dteoben in 60% 1-Propanol, 5%
Essigsaure geldst. Als universelle Elektrosprayigsdiente ein Gemisch aus 22.5% ACN,
25% 1-Propanol und 25% 2-Methoxyethanol und 0.05%A TSharma et al., 1997). Bei
online Messungen wurde der Analyt direkt in derurigsmittelkonzentration ionisiert, in der
das Molekal von der Chromatographiematrix eluierturde. Eine Isolation der
niedermolekularen Proteine aus Komplexen, die ila¢éive PAGE getrennt wurden, ist bis
heute nicht beschrieben.

2.5.2 Die LHCP

Experimentell ist eine Identifikation von LHCP dbrden Vergleich der berechneten Masse
aus der abgeleiteten DNA-Sequenz und der apparéésse nach Trennung in der SDS-
PAGE moglich (Bassi et al., 1987; Peter et al.,11®assi et al., 1992). Ein Nachteil dieser
Methode zur Proteinmassenbestimmung ist die refagdrige Auflésung von ~ 1 kDa. Dies
gilt vor allem fur Proteine unter 15 kDa (Sharmaakt 1997). Aul3erdem kann es deutliche
Abweichungen zwischen der Laufhéhe des ProteingGigh und der aus der Gensequenz
abgeleiteten Molekularmasse geben (Schwartz et 18190; Zolla et al., 2003). Eine
umfassende Charakterisierung des LHCII-Komplexesdeuiber RP-LC-MS durchgefthrt
(Corradini et al., 2000; Zolla et al., 2003). Dalsties sogar gelungen isomere Formen von
Proteinen (z.B. von Lhcbl) zu trennen (Huber et, aR001). Signifikante
Sequenzunterschiede innerhalb des N-terminalen edeqbschnitts der Proteinisomere
fuhren zu unterschiedlichen Retentionszeiten. BEiaehfolgende Identifikation des Proteins
ist moglich, wenn die gemessenen Molekularmasséman theoretisch berechneten Massen
aus der abgeleiteten Gensequenz korrelieren. Deckte Messgenauigkeit betragt etwa
+2.5Da. In der Praxis weichen die berechneten gamhessenen Werte jedoch haufig
voneinander ab. Als Grinde werden posttranslaon®odifikationen, unbekannte
Prozessierungsstellen, die Existenz verschiedesendrer Formen des gleichen Proteins,
Fehler bei der DNA-Sequenzierung, sowie chemischedifikationen wéahrend der

Probenpréparation genannt.
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3 Aufgabenstellung

Trotz der Erfolge, die bis heute bei der Analysen Wdembranproteinen erzielt werden
konnten, bleibt deren Charakterisierung mit Hilfenv2D-PAGE, Flissigchromatographie
und Massenspektrometrie aufgrund ihrer chemisclsipaljschen Eigenschaften schwierig
und damit wenigen Spezialisten auf dem Gebiet \alben.

Diese Arbeit soll neue Einsichten in die Zusammegkageben und helfen die Problematik
bei der Analyse von MP besser zu verstehen undtainiUmgang mit diesen Polypeptiden
zu vereinfachen. Neben neuen Losungsansatzen wegllechzeitig die zum Thema
bekannten Ansétze zusammengefasst.

Ein Ziel der Versuche war es, das funktionelle @vot der Thylakoidmembran zu definieren
und die vorhandenen Membranproteinkomplexe Uber dmassenspektrometrische
Identifikation ihrer Untereinheiten zu charaktezrein. Dabei war das Hauptaugenmerk auf
die Detektion und Identifikation der extrem homaagProteine der Lichtsammelkomplexe
von PSII, sowie der niedermolekularen Untereinimegerichtet. Nach heutigem Wissenstand
spielen Letztere eine entscheidende Rolle fur digeblierung der Komplexe.

Durch den systematischen Vergleich unterschiedlichgen von Proteinen sollten als
weiteres Ziel Parameter identifiziert werden, dig tlie Probleme bei der Isolation und
Detektion von Peptiden nach Verdau der Proteinanterortlich sein konnten.

Um diese Ziele zu erreichen mussten Verfahren aegdet und entwickelt werden, die es
ermdoglichten alle Arten von Proteinen effizient molieren und somit fir die Detektion
besser zuganglich zu machen. Aul3erdem sollte Ziedérzir immunologischen Detektion ein
verlassliches, reproduzierbares und sensitives eBystzur Identifikation der
niedermolekularen Photosystemuntereinheiten gefschaferden, das zudem universell auf

verschiedene Proteine anwendbar war.
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4 Allgemeiner Teil zur Massenspektrometrie

Heutzutage stellt die Massenspektrometrie die sest® Methode zur Charakterisierung von
Biomolekulen dar. Dabei gelten EHIéctroSpray | onizatio) und MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption and lonizatior) als schonende Techniken zur lonisierung von
Biomolekulen (Karas et al., 1988; Fenn et al., 1988nn et al., 2001; Griffiths et al., 2001).
Bei der ESI handelt es sich um ein kontinuierlichesi der MALDI um ein pulsierendes
lonisierungsverfahren. Die Kombination mit versc@een Massenanalysatoren, wie dem
TOF (Time of Flight), dem Quadrupol oder der lonenfalle ermdglicht @rearakterisierung
von Proteinen bis in den subfemtomol-Bereich (Wethal., 1996; Kristensen et al., 2000).

4.1 ESI-Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse von Biomolekditeer: Proteine bzw. Peptide) setzt
die Uberfiihrung geladener Analytmolekille in Gasphdsnen voraus (Gaskell, 1997).
Elektrospray (ES) ist optimal geeignet fur die geafung polarer Molekule. Die Elektrospray
lonisierung basiert auf der Vernebelung eines kls#tsstroms unter dem Einfluss eines
elektrischen Feldes. Aus der Probenlésung wird idaipeStrahl gasférmiger lonen erzeugt.
Der Durchbruch der Technik erfolgte Ende der 8@éred, als Fenn und Mitarbeitern das erste
Mal die Kopplung einer ESI-Quelle mit einem Quadiupassenspektrometer gelang
(Yamashita et al., 1984). Die schonende lonisiererigubte ein paar Jahre spéter erstmals

die Analyse von Proteinen Uber mehrfach geladerayfionen (Fenn et al., 1989).

4.1.1 ES-Prozess

Bei der ESI liegen die Analytmolekile in gel6stardubis zu einem gewissen Grad, in
ionisierter Form vor. Die Bildung von lonen in d¥&iernebelungslosung erfolgt durch
Anlagerung eines Protons {Hoder Kations (z. B. N Im ES-Prozess werden die gelosten
lonen in Gasphasen-lonen umgewandelt.

Bei der Vermessung positiv geladener Teilchentsdéd Kapillare die Anode, der Konus des
MS die Kathode dar (vgl. Abb. 3, S.31) (Griffitret al., 2001). Beim Austritt des
Flissigkeitsstroms und der darin gel6sten Analyges der Kapillare in das elektrische Feld
bildet sich der sogenannte Taylor Konus, der sBhiie in einen feinen Nebel aus
hochgeladenen Tropfchen mit positiver Uberschussigdiibergeht, welche durch die
Verdampfung des Losungsmittels (Elektrotrocknunghmer kleiner werden. Die
Vollstandigkeit der Desolvatisierung ist abhangan\der Starke des elektrischen Feldes, der
Flussrate und dem verwendeten LoOsungsmittel. Beheho Flussraten oder hohem
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Wasseranteil in der Spraylésung kann die Evaporatioch Erh6hung der Konustemperatur
oder ein Trocknungsgas (z. B,)Nverbessert werden. Der heil3e Gasstrom unterstiigzt
Verdampfung des Losungsmittels (Whitehouse efl@B5; Bruins et al., 1987).
Coulomb-Explosionen, hervorgerufen durch die Abgtg? gleicher Ladungen, fihren
schlie3lich zum Zerfall der Tropfchen. Die Gasphaseen (Analytmolekiile) entstehen am
Ende des Prozesses, wenn die gesamte Flussighleitshiaporiert ist. Der Weg der
desolvatisierten Analytmolekule in das Massenspekéter wird bestimmt durch den Druck-
und Potentialgradienten zwischen Kapillare und @ebpktrode (Kathode). Die Menge der
gebildeten Gasphasenionen ist abhangig von dektidfitét der Ladungstrennung innerhalb
der Spraykapillare (Cech et al., 2001). Bei ein@inem Anteil an Gegenionen (z. B. bei hoher
Salzkonzentration!) innerhalb der gebildeten Trépft wird ein entsprechend geringerer
Anteil an positiven Gasphasenionen des Analyteeugytz und die Intensitat der Signale ist
geringer. Der Ubergang der Gasphasen-lonen vom gyhimendruck in das Vakuum des
Massenspektrometers erfolgt tiber eine Offnung imGkmenelektrode (Konus). Lediglich ein
geringer Teil der lonen (ca. 10%) gelangt durcts@i®ffnung ins Innere des MS. Der Rest
wird an der Metalloberfliche des Konus neutralisi€lber elektrische LinsenSkimmey
werden die lonen im MS weitergeleitet und fokugsiddie lonisierung findet bei
Atmosphérendruck, die anschlieRende Analyse demfienen im Hochvakuum statt.

ESI+ Atmospharendruck > Vakuum ’
. ] Kathode
Kapillare § Reduktion
o
O, ¥
@ Eingang
ins MS

Lésung

geladene @ @" QQQ
%0, o0 (O @%&9 Y

Anode
Oxidation

o >

.

v e >
1-4kV

Spannungsgerat

Abb. 3: Schematische Darstellung des lonisierungspeesses beim Elektrospray (+)

Ausgangspunkt fir den ESI-Prozess ist eine Lésuitggetladenen (Analyt-) Molekilen. Nach Anlegen eine
hohen positiven Spannung an der Kapillare, kommtiras elektrischen Feld zwischen Kapillare und
Gegenelektrode zur Bildung eines Flussigkeitskomits einem Uberschuss an positiven Ladungen an der
Oberflache. Mit zunehmendem Abstand zur Kapillaeatgdieser in hochgeladene Mikro-Tropfchen Gbee Di
stetige Verdampfung des Lésungsmittels fuhrt aufdrder starken Abstof3ungskréfte gleichgeladenernau
einem explosionsartigen Zerfall der Tropfen (CoutoExplosion) in kleinere Trépfchen. Am Ende, werasd

31



Allgemeiner Teil

Lésungsmittel vollstdndig verdampft ist, bleiben iekuum des MS geladene, gasformige lonen der
Analytmolekdile tbrig.

Elektrochemische Oxidationsreaktionen negativ gmied Teilchen an der Anode fllhren zu einem
Elektronenfluss zur Kathode, an der entsprechemdrdduktion eines Teils der ankommenden positiadgzien
lonen ablauft. (Abbildung verandert nach (KebazlgQ0).

Nachteil der ES-lonisierung ist die zeitaufwendigel komplizierte Technik, die gegeniber
der MALDI etwa um den Faktor 10 geringere Sengdiyi sowie die geringe Toleranz
gegenuber Verunreinigungen wie z. B. Salzen odeerenzien. Generell fihrt die Prasenz
von Verunreinigungen zu erh6htem chemischem Hint@dyauschen, zur Unterdriickung
von Analytsignalen und zur Bildung von Adduktion@®® Na', NH;"). Damit wird die
Sensitivitat einer Messung vermindert. Deshalbbt der Probenvorbereitung fur die ESI-
MS ein Entsalzungs- und Konzentrierungsschritt dimigg erforderlich. Beim statischen ES
(offline) werden dabei die Analytmolekile an eine Mikrosdgebunden, die in eine
Pipettenspitze eingebettet ist. Eine zusatzlich#ictee Trennung der verschiedenen in einer
Probe vorhandenen Analyte kann durch Kopplung vasdigkeitschromatographie (LC) an
das MS erreicht werden (vgl. Kapitel 2.4.4.4, . 25

4.1.2 Proteinidentifikation mittels Massenspektromé&ie

ESI und MALDI sind die gangigsten Techniken zuriseerung von Proteinen bzw. Peptiden.
Je nach Methode werden unterschiedliche Arten vatemDgeneriert, die zur Identifikation
des Zielproteins verwendet werden kdonnen.

Im Rahmen der Proteinanalyse ist daptide Mass FingerprinfPMF) eine schnelle und
einfache Methode zur Identifikation von Proteineacm 1D bzw. 2D-Gelelektrophorese
(Henzel et al., 1993; Mann et al., 1993; CottrEl94).

Grundlage fir den PMF ist, dass jedes Protein nAbbau mit einer spezifischen
Endoprotease ein charakteristisches PeptidmustsitzbeDie Massen der entstehenden
Peptide werden mittels MALDI-MS detektiert und rdién fur die einzelnen Proteine einer
Datenbank theoretisch zu erwartenden Massen veeglic Ubereinstimmungen werden
statistisch bewertet und erlauben letztlich dientdiékation eines Poteins mit einer definierten
Wahrscheinlichkeit.

Trotzdem ist die Information aus dem PMF oft niabsreichend um alle Proteine eines Gels
zu identifizieren. Das Ergebnis der Datenbanksusheft nicht signifikant, wenn ein Spot
nach Verdau nur eine geringe Anzahl an Peptiddartiedas gesuchte Protein nicht in der
Datenbank vorhanden ist, sich mehr als ein Proieireinem Spot befindet oder bei

Modifikationen einzelner Aminosauren. In diesenlé@hilft nur diede novoSequenzierung

32



Allgemeiner Teil

der detektierten Peptide (Mann et al.,, 1994; Engakt 1994; Yates et al.,, 1995;
Papayannopoulos, 1995; Rowley et al., 2000; Zhaag,e2000).

Dazu werden die Peptide mit Hilfe der Tandem-MS hhéc analysiert. Diese erlaubt im
ersten Schritt die selektive Auswahl eines Vorléddas (hier: Peptidion) aus einem
Peptidgemisch (MS-Spektrum), das nachfolgend in 8&&ine Struktur signifikante
Fragmentionen (hier: Peptidfragmente) gespalterd ile Hoffmann, 1996; Hunt et al.,
1986). Eine detaillierte Erklarung des Fragmentiggprozesses ist auf Seite 37 in Kapitel
4.1.3.4 dargestellt. Die Spaltung erfolgt durch Kalision mit einem inerten Gas (Argon).
Im zweiten Teil des Prozesses werden die Peptidfeate nach ihrem Masse zu Ladungs-
(m/2) Verhaltnis aufgetrennt und im MSMS-Spektrum deégk Die Peptidsequenz kann
durch die Interpretation der Daten aus der Fragieremty berechnet werden. Diese Art der
Datenanalyse wird alde novoSequenzierung bezeichnet.

Im Gegensatz zum PMF ist bei d# novoSequenzierung nicht die Anzahl der gefundenen
Peptide fur einen signifikanten Treffer in der Dddank entscheidend, sondern die Qualitat
der Fragmentspektren und damit die Lange der aiteitt (Teil-) Sequenz. Diese hangt von
der Aminosaurezusammensetzung und der Signalitéensines Peptids ab. Ab einer
Sequenzlange von > 6 As ist eine Vielzahl dies@tiBeequenzen spezifisch fur das Protein
aus dem sie stammen. Zum Teil reicht die Infornmasios einem einzigen analysierten Peptid
bereits fur eine signifikante Identifikation aus.

Obwohl mit MALDI-MS eine de novo Sequenzierung (MALDI-PSD) von Peptiden
heutzutage ebenfalls mdglich ist, bleibt die Intetation der Spektren schwierig. Der Grund
hierfur liegt in der oft schlechten Qualitdt deagmentierungssignale. Erst der Einsatz von

ESI-MSMS ermdglicht eine effizient#e novaSequenzierung von Peptiden.
4.1.3 Auswertung von MSMS-Spektren

4.1.3.1 Auflésung einzelner Peptidsignale

Entscheidend fir die sichere Unterscheidung voevegiten Signalen (Peptidsignale) ist die
vom MS erreichte Auflosung. Dies gilt vor allem damwenn ein Spektrum eine Vielzahl
unterschiedlicher Signale enthalt und die einzelBgmale sehr nahe beieinander liegen bzw.

Uberlappen.
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Die Fahigkeit eines Massenspektrometers zwei Magsdn M2) voneinander zu trennen
wird Auflésung (R =resolution ohne Einheit) genannt. Berechnet wird die Aufligganhand

folgender Gleichung:
R = M/(M2-M1)

Dabei entspricht M der Peptidmasse und M2-MM]) der Breite des Signals. Die Auflosung
eines Signals berechnet sich folglich aus der Beyatsse (M), die durch die Breite des
Signals AM) dividiert wird. Dazu ist es nétig festzulegenvirelchem Abschnitt des Signals
die Breite bestimmt wird. Gebrauchlich ist hierler Wert bei 50% der Intensitat.

Die durchschnittliche Auflosung, die mit der Q-TOEu erreichen ist betragt zwischen 5000
und 7000, wobei die Auflésung mit steigender Massblechter wird. Interessant ist in
diesem Zusammenhang die Frage, wie nahe zwei ahiedliche (Peptid-) Signale bei einer
gegebenen Masse von 500 und einer Auflésung vofl Béinander liegen durfen, um noch
separiert zu werden. Lost man Gleichung 1 nabh auf ergibt sich eine Signalbreite von
0.1nm/z. Zwei Signale missen somit einen Mindestabstand @dnvVz haben um noch

unterscheidbar zu sein. In diesem Beispiel atseWerte von< 499.9 bzw> 500.1 besitzen.

4.1.3.2 Isotopenverteilung

Chemische Elemente sind haufig Gemische aus Isotdpe unterschiedliche Anzahl von
Neutronen im Atomkern fuhrt dabei zu unterschidwic Molekulargewichten der Elemente.
Die aus den Elementen aufgebauten Molekile gleichdr besitzen aufgrund der
Isotopenverteilung ebenfalls unterschiedliche Massdie sich in der Verteilung des
massenspektrometrischen Signals auf mehrere, emgndmeder liegende Einzelsignale
manifestiert (Yost et al., 1990). Die natiirlicherd@ung des-C-Isotops (1.1%) ist dabei die
Hauptursache fur die heterogene Massenverteiluregs éflolekils.

Bei Peptiden und Proteinen konnen bei entsprecheddlésung eine Serie von
Isotopensignalen unterschieden werden. Die Magses élolekiils (AS, Peptid und Protein)
wird hauptséchlich durch zwei GrolRen definiert, dmonoisotopische und die
durchschnittliche Masse. Die Masse des Isotopeakgnit der geringstemvz wird dabei als
monoisotopische Masse bezeichnet. Das zugrundenkieg Peptid ist ausschlie3lich aus
Elementen aufgebaut, die jeweils aus dem am hdefiggorkommenden Isotop bestehen
(z. B. °C, 0, etc.). Da dieser Fall aufgrund der natirlicheatdpenverteilung fiir die
verschiedenen Elemente der Wahrscheinlichstesistiais erste Isotopensignal eines Molekils
bis etwa 1500 Da das Intensivste. Bei schwereremptide® verschiebt sich das

Intensitatsmaximum zunehmend auf die folgendenopsisignale (Abb. 4, S. 35), da
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statistisch mit steigender Molekularmasse (MM) dieeitig das Vorhandensein eines
selteneren Isotops wahrscheinlicher wird. Das nsmtopische Signal wird zude novo
Sequenzierung der Peptide herangezogen.

Die zweite Grol3e in diesem Zusammenhang ist diehdghnittliche Massefaverage mags
Bei der Berechnung dieser Masse werden die duroitiathen Atomgewichte der einzelnen
Elemente unter Einbeziehung der vorkommenden Isotepmittelt. Zur Verdeutlichung
dienen zwei Peptide aus CP47 vBgnechocystigPCC 6803) (Abb. 4). Fur das neutrale
Peptid T15 mit der SummenformelsgBo7/N15020 betrégt der Unterschied zwischen der
monoisotopischen Masse (1443.703 Da) und der dcinditichen Masse (1444.607 Da)
0.904 Da. Mit zunehmender MM eines Teilchens wadhsgnfalls die Differenz zwischen
den beiden GroRRen. Bei T17448140N270305;) betragt der Unterschied bereits 1.434 Da.

050602b2 1249 (30.293) Sm (SG, 2x3.00)
722.886 —» 12C_H_N,.O 744.054 —» ?C_"°C H,,,N,.0, S

100 68" 97 "15 20 149" 727 301
743.723 —» '*C, H,,N,.O0, S,
723.380 —» '2C_,"*C H,,N,.O

97" "15~ 20

744394 —p 2C_ "C H,,;N,,0,,S

277149 727 730 1

%

120 13 744.726
723.883 —p Cee C2H97N15020 y

745.057

724.413
745.424
0 /;/ = T 1 m/z
721 722 724 725 726 742 743 745 746 747
24
0.5 ml/z 0.33 m/z
[M+2H]?* [M+3H]3*

Abb. 4: Isotopenmuster zweier Peptide aus CP47 (Sgohocystis, PCC 6803)

Die Isotopenverteilung der Peptide T15 (links) darid? (rechts) aus CP47 (Synechocystis, PCC 6808)isin
abgebildeten MS-Spektrum dargestellt. T15 wird i8I-ES als [M+2Hf" und T17 als [M+3H]" detektiert.
Der Abstand der Isotopensignale betragt folglichr¥z bzw. 0.33wz Fir das Isotopenmuster von Proteinen
sind im Wesentlichen die beiden Kohlenstoffisotdfi@ und**C verantwortlich, deren Verhaltnis in der Natur
ca. 99:1 betragt. Je groRer das Peptid, desto highéulglich die Wahrscheinlichkeit des Vorkommevsn
einem oder mehrerefiC-Atomen (rechtes Signal). Die folgenden Isotopgmale sind ein Gemisch ati€ und
weiteren, seltener vorkommenden Isotopen andeemdAt(z. B.*°N und*®O; Anteil in der Natur ca. 0.4% und
0.2%). Die Zusammensetzung der Signale kann andasdMS-Spektrums nicht bestimmt werden und wurde
deshalb hier nicht naher spezifiziert.

Der Abstand der Isotopensignale ist abhangig von Atezahl der positiven (negativen)
Ladungen des Peptids. Fur einfach geladene Pepdinlagt der Abstand iivz (= 1 Da). Bei

35



Allgemeiner Teil

doppelt Geladenen halbiert sich der Abstand aufn@z5(Abb. 4, S. 35, links). Die
Isotopensignale dreifach geladener Peptidionertiagn 0.331/z (Abb. 4, S. 35, rechts) und

die vierfach Geladener nur noch um Or@% auseinander, usw.

4.1.3.3 Nomenklatur der Fragmentionen

Der Fragmentierungsprozess in der Kollisionszels @-TOF Massenspektrometers findet
bei niedriger KollisionsenergieL@w-Energy Collision Induced Dissociatior) statt. Die
Peptide brechen unter diesen Bedingungen vorwiegender Peptidbindung auseinander.
Dabei reichen Dissoziationsenergien in einem Bharewmn 10-100 eV zur Fragmentierung
der Peptide aus.

Befindet sich die Ladung am C-terminalen Fragmsotwird das lon per Definition als x-, y-
oder z-Fragment bezeichnet (Biemann, 1990). Im kety¢en Fall, wenn sich die Ladung
am N-terminalen Fragment befindet, handelt es wiola-, b- oder c-Fragmente (vgl. Abb. 5).
Bei Niedrigenergie-Stof3aktivierung entstehen durden Bruch der Peptidbindung
Uberwiegend a-, b- und y-lonen, sowie deren Stdeilionen, die durch die Abspaltung
niedermolekularer Gruppen zustande kommen (Papapanifos, 1995). Diese sogenannten
Neutralverluste treten z. B. bei Peptiden mit efmidigem Arginin auf, welches wahrend des
Fragmentierungsprozesses eine Ammoniumgruppe (et 7t b*, y* bezeichnet) abspalten
kann (Lottspeich et al., 1998). Peptide, welche Afi@noséuren Serin (Ser) bzw. Threonin

(Thr) enthalten verlieren oft ein Molekil.& (-18 Da; mit b°, y° bezeichnet) wahrend der

Fragmentierung.
X_3 3{3 -3 )52_ Y2 ?g Xy y_1 Z_1 CHe
RITO L 1RO TRIIO R4
O | N A
HZN—tli—FC—FP[I—:rfl:—}C—'rPTJ—F(l:—'rC—'rP[I—i—C—CDOH
| ' H ' H I

Abb. 5: Theoretische Bruchstellen des Peptidriickgrds bei der Fragmentierung

In Abhangigkeit von der Bruchstelle am Peptidrieitgwverden die auftretenden Fragmente unterschiedlic
benanniBiemann, 1990)Die bei Niedrigenergie-Stof3aktivierung auftretemdérragmente sind griin markiert.

Die Ladung eines Fragments sitzt virtuell entweaer N- oder am C-Terminus. Dabei ist
nicht entscheidend, wo die Ladung am Fragment adefi ist (Seitenkette, N- oder C-
Terminus). Es wird aber angenommen, dass einfalciigee y-lonen ihre Ladung als kH

Gruppe (Ammonium) tragen und b-lonen als "@®uppe (Carbenium) (Lottspeich et al.,
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1998). Mit zunehmender Fragmentlange kommt es zudarfiger vor, dass die jeweiligen y-
oder b-lonen mehr als eine Ladung tragen.

Im unteren Massenbereich (< 18¥) eines Fragmentspektrums befinden sich die
Immonium-lonen der einzelnen AS. Immonium-lonerleteeine Mischung aus a- und y-lon
dar (Abb. 5, S. 36 und Abb. 6). Sie kbnnen beingfr@ntierungsprozess freigesetzt werden,
wenn das Peptid in mehr als zwei Teile zerfalle Binzelnen AS verlieren dabei zudem die
C-terminale CO-Gruppe (2&72). Unter Einberechnung der auf dem Stickstoff rwuleen
Ladung und der um einen Wasserstoff geringeren Riddemasse relativ zur N-terminalen
Ammonium-Gruppe ergibt sich, dass alle Immoniumelorum 27n/z leichter sind als die
Masse der korrespondierenden AS.

Bruchstellen

H R 0 R, 0O R,

|+ | Il | Il + |
H— |T|—CH—C— |}]—CH—C—I}]— ... — > H™ |T|=(|3

H H H H H

Abb. 6: Allgemeine Formel der Immonium-lonen

Anhand des Auftretens des korrespondierenden Inmumoions einer identifizierten
Aminosaure kann verifiziert werden, ob sich diesehawirklich innerhalb der Sequenz
befindet. Uber die Position der Aminosaure im Regénn allerdings keine Aussage gemacht
werden. Umgekehrt bedeutet das Fehlen des Immoluosmhicht zwangslaufig, dass die
entsprechende Aminosauneicht im Peptid vorkommt. Alle Aminosauren kodnnen als
Immonium-lonen auftreten, sie bilden jedoch unteiesdlich starke Signale im Spektrum
(Papayannopoulos, 1995).

4.1.3.4 Der Fragmentierungsprozess

Ein Ansatz zur Identifikation von Proteinen mittelglassenspektrometrie stellt die
Fragmentierung von isolierten Peptidionen mittelAWDI-PSD (Post Source Decay
(Spengler et al., 1992) oder ESI-CIRd]lision induced dissociatign(Shevchenko et al.,
1997; Jensen et al., 1999; Shevchenko et al., 2080)Die Methode fand aus Grinden der
physikalisch-chemischen Eigenschaften der ionmmeReptide urspringlich nur in der ES-
lonisierung Anwendung. Beide Techniken flhren istarLinie zu einer Fragmentierung der
Peptide an ihren Peptidbindungen und damit zurtéimisig von b- und y-lonen (vgl. Kapitel
4.1.3.3, S.36). Die Massendifferenz zwischen zwedeiaanderfolgenden b- bzw. y-lonen
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entspricht der Masse einer Aminosaure. Folglich réasgntieren die Signale des
Fragmentionenspektrums die Primarsequenz des Beptid

Voraussetzung fur die Fragmentierung eines Pepiddie Anlagerung eines Protons an der
Bruchstelle (Dongré et al., 1996; Wysocki et alQ0@, Griffiths et al., 2001). Die
Fragmentionen resultieren somit aus unterschieghidProtonierungsstellen am Ruckgrat des
gleichen Peptids. In einem doppelt geladenen sgpan Peptid befindet sich ein Proton an
dessen basischster Stelle, d. h. an g@@&minogruppe in der Seitenkette des C-terminal
gelegenen Arginin oder Lysin. Das zweite Protonirast sich in der Regel an der
Aminogruppe des N-Terminus. Abhéngig von der Bé&stizier ladungstragenden Gruppe ist
eine bestimmte Menge Energie (Kollisionsenergigligy um das Proton zu mobilisieren,
d. h. auf das Peptidrickgrat zu verschieben. Diergte kommt aus dem Zusammenstoss der
Peptide mit den Argonmolekdlen in der KollisionsgeDie Protonierung der Peptidbindung
fuhrt zu deren Destabilisierung und schlie3lich ZBrmach in unterschiedliche Fragmentionen
und damit zu einer Serie von b und y-lonen. B-lowenden zum Teil weiter zu a-lonen bzw.
Immonium-lonen fragmentiert.

Dies erklart ebenfalls, warum einfach geladene iBeptwie sie z.B. in MALDI-PSD
Spektren ausschliel3lich vorkommen, mehr Kollisioesgie benottigen. Da sich bei einem
einfach geladenen Peptid das Proton an der batsclselle befindet, wird weitaus mehr
Kollisionsenergie bendtigt, um das Proton zu abstran (Dongré et al., 1996). Trotz der
hoheren Kollisionsspannungen ist die Signalinténgier einzelnen Fragmentionen deutlich
schwacher und damit schwieriger zu interpretierdem treten verstarkt Signale interner
Peptidfragmente auf, die durch den Bruch zweieti@pdungen innerhalb eines Molekiils
entstehen und eine Analyse zusatzlich erschweren.

Alle entstehenden Fragmente kdénnen nur dann detekterden, wenn sie mindestens eine
positive Ladung tragen. Die zu erwartende Gesanntigdeines ionisierten Peptids oder
Proteins kann naherungsweise aus der Anzahl déscbas AS (Arg, Lys, His) berechnet
werden (Mann et al., 2001). Dazu wird eine weiteadung addiert, die sich formal an der
Aminogruppe des N-Terminus befindet. Die basisché&ruppen stellen den
wahrscheinlichsten Aufenthaltsort fur das bzw. dreotonen dar. Der bevorzugte
Ladungszustand eines Moleklls hangt von der Stéide in der Vernebelungslésung
verwendeten Saure ab (Hufnagel et al., 1996). Mitehmender Saurestérke ergibt sich ein
erhohter Protonierungsgrad fur die Analytmolekiia. Spektrum verschiebt sich devz

Wert nach links, zu den niedrigeren Massen.
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Beim Zerfall (MSMS-Analyse) der im ES-Prozess estishden, mehrfach geladenen lonen
konnen die Ladungen in unterschiedlicher Weise iibergebildeten Produktionen verteilt

werden. Zum Beispiel kann ein doppelt geladenedauter-lon in ein einfach geladenes b
und y-lon zerfallen bzw. in ein doppelt geladenexdbr y-lon, wobei das korrespondierende
Fragment als neutrales Teilchen verloren geht 8ms2001). Peptide, die beim Verdau mit
Trypsin entstehen, besitzen eine basische Aminesdmr C-Terminus. Da die hohe Basizitéat
die Aufenthaltswahrscheinlichkeit einer positiveadung erhéht, wird die Bildung von y-

lonen begtinstigt (Mann et al., 2001).

4.1.3.5 Berechnung der AS-Sequenz von Peptiden

Die Fragmentierung von Peptiden ist kein rein stiather Prozess. Die Effizienz der
Fragmentierung einer Peptidbindung hangt vielmetr den beteiligten Aminosduren ab. Die
Fragmentionen treten folglich nicht alle mit deeighen Signalintensitat in den Spektren auf.
So bilden z. B. die y-lonen von Glycin oder Prol{-terminales Signal) meist sehr kleine
Signale aus, denen ein intensives Signal der N-ireimbenachbarten Aminosaure
vorausgeht (Mann et al., 2001).

Die Anzahl an Ladungen der Fragmentionen kann &teioder gleich der Anzahl der
Ladungen des Mutterions sein. Das heildt Fragmesioaus einem doppelt geladenen
Mutterion kénnen entweder ebenfalls doppelt [M+ZHider einfach [M+H{" geladen sein.
Die Sequenzierung findet anhand der einfach getdelonen einer lonenserie statt.
Mehrfach geladene Vertreter missen entsprechendasuéinfach geladene lon umgerechnet

werden. Die Umrechnung erfolgt nach folgender einéat Formel:

[m/zlon]"* n = (n — 1) = iz lon]**

Der m/z-Wert eines Molekiils mit n-Ladungen wird mit derzahl der enthaltenen Ladungen

multipliziert. Anschliel3end wird die um 1 vermintieAnzahl der Ladungen abgezogen.

Zur Sequenzierung tryptischer Peptide werden iteetsnie die y-lonenserien herangezogen.
Oberhalb des Mutterions bilden diese meist selensive Signale; unterhalb nimmt die

Intensitat in der Regel ab (Abb. 7, S. 40). Dien@imtensitaten der korrespondierenden b-
lonen verhalten sich genau diametral dazu. Aufgrde@dgeringeren Anzahl an Signalen im
Bereich der hohen Massen eines Spektrums wird eligi&hzierung meist von den hohen zu
den niedrigemvz-Werten, also vom N- zum C-terminalen Ende desi@gpurchgefihrt. Die

fortlaufende Peptidsequenz ergibt sich jeweils deisMassendifferenz zweier benachbarter
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Signale einer lonenserie. Da bis auf wenige Ausmahifle und Leu, GIln und Lys) jede
Aminosaure eine charakteristische Masse besitzabn kanhand der aus dem Spektrum
ermittelten y-lonenserie die Aminosauresequenaidésrsuchten Peptids bestimmt werden.
Welche AS den C-terminalen Abschluss bildet hangh Wder Sequenzspezifitat der
verwendeten Protease ab. Im Falle des tryptischeteiRverdaus muss die C-terminale
Aminosaure (= yl-lon) des Peptids entweder Argioder Lysin sein. Das Arginin-Signal
(156 Da) ist im Spektrum bei 118z detektierbar, Lysin (128 Da) tritt als Signal hdi7r m/z
auf. Diese Massenwerte kommen durch die Additiom MgO und einer Ladung (Bl am y1-

lon zustande, welches diese beiden Signale repragen

100 , , i L
¥V—{D—{¥|——[FI—{AH
¥ bl v {Fl &l
o v [F |
Y} ——{D}|+—{¥}—
(DI :
E ’
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P i573319 |
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: : 950.496
672.387
426.182 | ’ i
P : 5 839,465 1113.558 .
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P ’ § ‘ 836489 052 510 | 1260.617 |
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G"I""‘I""'I"'"I""'ll""'L'IJ'H"L'I"\"'I""'I""'I""I""'I"'L'I""I"m/z
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Abb. 7: De novo Sequenzierung von Peptiden mittetandem ESI-MSMS.

Fragmentspektrum eines tryptischen Peptids (T1B) ®847 aus Synechocystis (PCC 6803) mit der Sequenz
Nter-LAFYDYVGNSPAK-Cter. Die Masse des Peptids Bgtr1443.72 Da. Im ESI-MS-Spektrum wird T15 als
doppelt geladenes Signal bei 722r8& detektiert. Die im Spektrum detektierbaren y-longind Uber
gestrichelte Linien markiert. Der Abstand zwisch@rei benachbarten y-lonen ergibt einen Massenwertfiir

eine bestimmte AS charakteristisch ist. Die jewkdsrespondierenden b-lonen sind hier nicht daeijegbb.
veradndert nach Reinders et al. (2004)).
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Ob es sich bei einem Signal um ein b- oder y-londe# ist visuell anhand des Spektrums
nicht zu unterscheiden. Da in den Spektren eindz&mt unterschiedlicher lonensignale
auftritt, z. B. y-lonen ohne # oder NH, y-lonen mit N& oder NH' anstatt H als
Ladungstrager, Immonium-lonen usw. ist es zum Eelwierig, das richtige lon fur die
Fortsetzung der Sequenz zu finden. Zur Verifizigraer potentiellen y-lonen kénnen zum
Teil die korrespondierenden b-lonen herangezogerdeme Vom m/z-Wert des y-lons

ausgehend werden die b-lonen nach folgender Fdrarethnet:

m/z-b-lon = [m/z-Mutterion (H) - m/z-y-lon] + H"

Da die b-lonen, wie bereits erwahnt, lediglich uné#b der n/z des Mutterions gut

detektierbar waren, kénnen diese zur Sequenzierwmgin begrenztem Umfang genutzt
werden, d. h. nur fur y-lonen im oberen Bereich @&ektrums. Die erhaltenen (Teil-)
Sequenzen der Peptide werden schlie3lich in eim¢eiRdatenbank eingegeben, um das
zugehdrige Protein zu identifizieren. Die Berechmuder Sequenzen wird heutzutage
grof3tenteils von speziellen Computerprogrammenndmmen. Da diese Programme noch
nicht vollstandig ausgereift sind, liefern sie naum Teil verlassliche Ergebnisse.

Gegebenenfalls mussen diese manuell nachbeanveitgén.

4.2 Aminosaure Modifikationen

Einige AS sind zuganglich fir Modifikationen. Diesgihren zur Veranderung der
physikalischen und chemischen Eigenschaften eimetiRs. Die Modifikationen kdnnen
posttranslationah vivo durchgefiihrt werden und damit zur Funktionalités &roteins in der
Zelle beitragen oder ein Artefakt der Probenpraparasein. Einige haufig auftretende
Modifikationen, die auch in den meisten Suchalhoneén der Datenbanken gelistet sind,

werden im Folgenden vorgestellt.
4.2.1 Oxidationsreaktionen

42.1.1 Oxidierbare AS

Eine haufig zu beobachtende Modifikation ist dieidaxion einzelner AS. Die Aminosauren
Methionin (Met), Cystein (Cys), Tryptophan (Trp)iskidin (His) und Tyrosin (Tyr) besitzen
jeweils einen oder zwei Oxidationszustande (Davié8y).

Vor allem die AS Methionin ist an ihrer Thioethegi®nkette leicht zugénglich fur eine
Oxidation. MetO kommt in nativen Proteinen vor ubdweist damit seine biologische
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Relevanz in der Regulation verschiedener Zellfumédhn, z. B. bei der (De-) Aktivierung der
enzymatischen Eigenschaften eines Proteins (Lesinal., 1996; Hoshi et al., 2001). Die
Modifikation kann jedoch auch als Artefakt zu vérnecdenen Zeitpunkten der
Probenpréaparation entstehen (Berlett et al., 19%f)beabsichtigte Oxidationen treten
hauptsachlich wahrend der Gelelektrophorese agfV&kursacher gelten hierbei molekularer
Sauerstoff der im Gel eingeschlossen wird und dia Start der Polymerisation enthaltenen
starken Oxidantien (Ammoniumpersulfat) (Sun et a004). Die basischen Bedingungen
wahrend des Gellaufs beglnstigen diesen Vorgang.thitden kann in zwei

Oxidationsformen vorliegen (Swiderek, et al., 1998 einfache Oxidation fuhrt zunachst
zum Sulfoxid (MetO), das nach Anlagerung eines avert Sauerstoffs zum Sulfon (Mg)O

weiterreagiert (Abb. 8, A). Wahrend die OxidatioanvMetO wieder riickgangig gemacht
werden kann, ist die Modifikation zum Sulfon irresibel (Pennington et al., 1995;

Lagerwerf et al., 1996).

A CH, CH, CH, Abb. 8: Die Aminoséauren Methionin
I - e und Tryptophan mit ihren
? ?_O O—?—O Oxidationsstufen
CI:HZ —_ (|3H2 —_ ?HZ Verschiedene Oxidationszustande der
CI:H2 CI:H2 CI:H2 AS Methionin (A) und Tryptophan (B)
- - - (Taylor et al., 2003). Beide AS
H (l: NH, H ? NH, H CI: NH, besitzen zwei Oxidationszustande.
COOH COOH COOH Methionin wird tber
Methioninsulfoxid (MetO) zum Sulfon
Methionin Methionin Methionin (MetQ,), Tryptophan zunachst zu
Sulfoxid Sulfon Hydroxytryptophan und anschlieend
zu N-Formylkynurenin oxidiert.
B CHO . . .
| Die monoisotopische Masse von
HN HN HN
MetO betragt 147.035 Da, die
AN 0% Oy :
von MetQ 163.031 Da. Damit
CI:H2 — (IZH2 —_— CIH2 .
H-C—NH, H-C—NH, H-C—NH, kann es in den MSMS-Spektren
éOOH (';OOH c';OOH bei alleiniger Betrachtung der
Tryptophan Hydroxy- N-formyl- Massen zu Verwechslungen mit
tryptophan kynurenin

den AS Phenylalanin
(147.068 Da) und Tyrosin (163.063 Da) kommen. Zwest MetO und Phe lassen sich im
MSMS-Spektrum eindeutig unterscheiden (Lagerwerélget1996). Bei der Fragmentierung
eines Peptids, das ein MetO enthalt, ergeben sicibstand von -64 Da zu den einfach
geladenen y-lonen charakteristische Satellitentggn®ie Signale sind in jedem y-
Fragmention zu beobachten, welches das MetO entméltenden vom N-Terminus aus
gesehen eine AS vor dem modifizierten Methionire fisultieren aus der Abspaltung von
Methylsulfensaure (CHSOH) von MetO. Im Gegensatz dazu zeigen sowohlOMats auch
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Tryptophan keine signifikanten Satellitensignale der Fragmentierung (Swiderek et al.,
1998; Bienvenut et al., 2002).

Die Masse einer AS erhdht sich bei Oxidation un®35.Da pro angehéangtes Sauerstoffatom.
Enthalt ein Peptid mehrere oxidierbare AS, erhdbh slie Peptidmasse folglich um ein
Vielfaches von ,16“. Die uneinheitliche und nichiamptitative Oxidation von Methionin ist
problematisch, da durch die Erhdhung der AnzahiSagnalen die Interpretation der MS
Spektren erschwert wird. Gleichzeitig wird die Deierbarkeit der methioninhaltigen Peptide
herabgesetzt, da sich die Signalintensitat auéuizelnen Oxidationszustande verteilt.

Es gibt keine Hinweise darauf, dass die enzymatisspaltung von Proteinen durch eine
Oxidation einer benachbarten AS beeintrachtigt wind Gegensatz dazu ist MetO nicht
zuganglich fur eine, speziell bei Membranproteir@ufig zur Anwendung kommende,
chemische Spaltung mit Cyanogenbromid (CNBr) (Ho#dger et al., 2002). Mit der
Oxidation bekommt die unpolare Seitenkette von Blaen hydrophilen Charakter. Der fur
MetO bestimmte Hydrophobizitatswert ist &hnlich dewn Lysin (Black et al., 1991).

Ahnlich wie im Fall von Methionin existieren auctir fTryptophan zwei Oxidationszustande
(Abb. 8B, S. 42). Die AS reagiert mit Sauerstofftydroxytryptophan und schlie3lich zu N-
Formylkynurenin. Die Masse erhoht sich damit von6.089 auf 202.074 Da bzw.
218.069 Da. Zuganglich fur eine Oxidation sind adBe sowohl freies Cystein als auch
Cystine. Bei Letzteren tragt der Bruch der Disddfiscken zur Entfaltung des Proteins und
damit zu der Erhéhung der Effizienz bei einem nalgfghden enzymatischen Verdau bei
(Chowdhury et al., 1995). Beide Formen werden zsté€igsaure (150.994 Da) oxidiert.
Findet die Reaktion unter Anwesenheit von halogkigiea Puffersalzen (z. B. NaCl) statt,
wird als Nebenreaktion die Halogenierung der ASosyr beobachtet (Chowdhury et al.,
1995). Tyrosin wird dabei in einer elektrophilergraatischen Substitution zu 3-Chloro- bzw.
3,5-Dichlorotyrosin  umgewandelt. Das Ausmall der kitea hangt dabei von der
Konzentration des Salzes im Puffer ab. Selbst $pwwa NaCl, wie sie als Verunreinigungen
in Chemikalien vorkommen kénnen, sollen ausreiche#id, um einen Teil der Tyrosine zu

modifizieren.

4.2.1.2 Rolle der Oxidation von AS bei der Detelktigkeit von Transmembranhelices

In verschiedenen Quellen finden sich Angaben zumkdomen der einzelnen AS in dan
helicalen TMD von Membranproteinen. Dabei ist Meit rdurchschnittlich 4.7% im
Vergleich zu Trp (3.0%), Cys (2.0%) und His (1.0819 am weitesten verbreitete oxidierbare
AS innerhalb der a-Helices. Klammert man His aufgrund seiner uneitilbben

Oxidierbarkeit aus, so ergibt sich potentiell eintéil von etwa 10% an der Gesamtheit aller
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AS, die nach einer Oxidation deutlich hydrophileerden und somit zur Loslichkeit einer
TMD beitragen kénnen. Eine Optimierung der Analysa TMD speziell tber die Oxidation
von Methionin ist insofern vielversprechend, al¥®66@ller potentiellen TMD irE. coli und
fast 50% der entsprechenden Abschnitte in den &raa der Eukaryoten mindestens einmal
die AS Methionin enthalten (Eichacker et al., 2004)

Eine potentielle Losung des Problems der Deteldidat stellt somit die Oxidation von AS
in hydrophoben Peptiden dar, die eine TMD enthala Oxidation beispielsweise der AS
Methionin bedingt eine deutliche Reduktion ihrerdryphobizitat. In Abhangigkeit von der
Peptidlange verbessert die Veradnderung der physiken Eigenschaften einzelner AS
potentiell eine Detektierbarkeit der Transmembratige.

4.2.2 Modifikation der AS Cystein

Die Aminosaure Cystein (Cys) bereitet Probleme dei massenspektrometrischen Analyse
von Peptiden. Der Grund hierfir liegt in der Th&ditengruppe, die durch ihre hohe
Reaktivitat eine Vielzahl von Verbindungen eingetlk@mn. Die Modifikationen entstehen
fast ausschlief3licim vitro wahrend der Probenpréparation (z. B. Elektropleooeter In-Gel
Verdau). Neben der Bildung von Disulfidbricken, die vivo an der Ausbildung der
Tertiarstruktur der Proteine beteiligt sind, konnelgende Cys-Modifikationen auftreten:
Dehydroalanin (1), Cysteinsaure (Il), Acrylamid-Add (Ill), B-Mercaptoethanol-Addukt
(IV) und Carboxyamidomethylcystein (V) (Abb. 9).

OH
O\\ /NH2 |
C CI:H2 Oy ,NH,
ik g ;
GH g 1
iy o ¢ i v
CH, CH, CH, CH, CH, CH,
| |
H-C—NH, H-C-NH, H-C-NH, H-C-NH, H-C-NH, H-C-NH,
| | | | | |
COOH COOH COOH COOH COOH COOH
Cystein () (I (1 (IV) (V)
Masse 103.009 69.021 150.994 174.046 179.007 160.031
A zu Cystein - -33.988 +47.985 +71.037 +75.998 +57.021

Abb. 9: Modifikationen der AS Cystein

Neben der monoisotopischen Masse der Cysteinderiigitdie jeweilige Massendnderung gegenuber dem
unmodifizierten Cys angegeben.

Um wahrend des In-Gel Verdaus die Zuganglichkeit Siehnittstellen fur die Protease und

eine maximale Sequenzabdeckung zu gewahrleisterd wi einigen Protokollen ein
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Reduktions- und Alkylierungsschritt (R&A) durchgéfii (Jeno et al., 1995; Shevchenko et
al., 1996; Hale et al., 2004). Die Reduktion desulfidbindung zu Thiolgruppen wird tber
die Reaktion mit Chemikalien erreicht, die Sulfhgdoder Phosphingruppen enthalten (z. B.
Dithiothreitol (DTT) oder Tris-2-CarboxyethylphospkHydrochlorid (TCEP)). Durch die
nachfolgende irreversible Alkylierung mit lodacetdmwird Cys in das stabileS
Carboxyamidomethylcystein  (CAM-Cys;  Addukt: -@BONH,) uberfihrt. Die
Schutzgruppe verhindert die Rulckbildung der Dislblfiicken. Dabei erhdht sich die
spezifische Masse fir die Aminosaure Cystein vor3.d@ Da auf 160.031 Da. Eine
guantitative Alkylierung der Cysteine nach dem @&adflwird nur selten erreicht, da freie
Acrylamid-Monomere wéahrend der elektrophoretiscerftrennung der Proteine ebenfalls
Cysteine modifizieren kénnen (Hamdan et al., 20Mineki et al., 2002). Die dabei
entstehenden Acrylamid-Addukte (PAM-Cys; AdduktHGCH,-CONH,) sind irreversibel
an die Cysteine gebunden. Die spezifische Massé&¥d-Cys betragt 174.05 Da.
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5 Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien waren vpra-Qualitat und wurden von den Firmen Bio-Rad,
Fluka, GE-Healthcare, Roth, Serva und Sigma bezo§emweit nicht anders angegeben
wurden alle Feststoffe in ddB gelost.

5.1 Isolation von Thylakoidmembranen

Die Gewinnung von nativen Membranproteinkomplexes @erstenchloroplasterlgrdeum
vulgare L. var. Steffi; Saatzucht Ackermann & Co, Irlba&) wurde nach Eichacker et al.
durchgefuhrt (Eichacker et al.,, 1996). Dabei wurdemmer frisch isolierte Plastiden
verwendet. Alle Arbeits- und Zentrifugationssclaritivurden bei ~ 4°C durchgefihrt. Pro
Ansatz wurden 1 x F0Chloroplasten (ca. 50 pg Chl) in TMK-Puffer (10 mivis/HCI (pH
6.8), 10 mM MgCJ, 20 mM KCI) lysiert und die Membranen durch Zenigation fir 2 min
bei 3800 x g vom Stroma getrennt. Nach zwei Waduiftten im gleichen Puffer wurden die
erneut abzentrifugierten Membranen in 60 pl Prob#ap (750 mM e-Aminocapronsaure,
50 mM Bis-Tris/HCI (pH 7.0), 0.5 mM Ethylendiaminteessigsaure (EDTA)) resuspendiert.
Die Membranproteine wurden anschliel3end durch Zaigain 10 pl 10% (w/v) n-Dodecya-
D-Maltosid (DM) solubilisiert. Die Endkonzentratiodes Detergenz betrug ~ 1%. Nach
10 min Inkubation auf Eis wurden die Proben fiirndi@ bei 20.000 x g zentrifugiert, um
nicht solubilisiertes Material abzutrennen. Der k$band mit den Membranproteinkomplexen
wurde abgenommen, mit 5 pl Gelbeladungslésung (886 Serva blue G-250 in 750 mBA
Aminocapronsaure) versetzt und auf ein BN-Gel audgen. Pro Gelspur wurde eine

Proteinmenge von ~ 400 ug aufgetragen.
5.2 Gelelektrophorese

5.2.1 Blau-Native-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Die solubilisierten Membranproteinkomplexe wurdareiner ersten Dimension mittels BN-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Die Vorschriftur nativen Trennung von
Proteinkomplexen basiert auf der von Schagger uod Jagow entwickelten Methode
(Schagger et al., 1991; Schagger et al., 1994). BNePAGE wurde im vertikalen
Elektrophoresesystem Protean Il (Bio-Rad, Hercu®) durchgefuhrt. Die Trennung der
Proteinkomplexe erfolgte dabei auf einem lineardns6L2%igen Polyacrylamid-Gradienten
(6 bzw. 12% Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylamid =30/0,8), 500 mM e-
Aminocapronsaure, 50 mM Bis-Tris/HCI (pH 7,0), 2Q%v) Glycerin (nur bei 12% PAA)).
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Nach der Polymerisation wurde das Trenngel mit mainet%igen Sammelgel
(4% Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylamid = 30/0,8900 mM e-Aminocapronséaure, 50
mM Bis-Tris/HCI (pH 7,0)) von ca. 1-2 cm Hohe Uldnehtet. Die Abmessungen des
Trenngels betrugen etwa 18 en20 cmx 0.75 mm. Als Molekularmassenstandard wurde ein
Gemisch aus lyophilisierten Standardproteinen (HNMWAtker, GE Healthcare Europe,
Freiburg, D) bestehend aus Thyroglobulin, Ferrititatalase, Lactatdehydrogenase und
Rinderserumalbumin mit den MM 669, 440, 323, 140kba verwendet. Die Trennkapazitat
des BN-Geles war auf ca. 2 x*1Plastiden limitiert. Zu hohe Proteinkonzentratiorighrten
zur Prazipitation der Proteine in den Geltaschem. lzzir Entstehung unscharfer Banden. Der
Kathodenpuffer (50 mM Tricin, 15 mM Bis-Tris/HClKp7.0), und 0,02% (w/v) CBB-G250)
wurde nach etwa der Halfte des Gellaufs durch eirdarblosen Puffer gleicher
Zusammensetzung ohne CBB-G250 ersetzt. Der Anodienpnthielt 50 mM Bis-Tris/HCI
(pH 7.0). Der Gellauf fand bei einer konstantero®starke von 12 mA/Gel statt, wahrend
die Spannung kontinuierlich von 400V auf 1200V hdtt wurde. Die
Elektrophoreseapparatur wurde wahrend des Gelkuffea. 6°C gekihlt. Die Trennung der

Proteinkomplexe dauerte unter diesen Bedingungefihca
5.2.2 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophores¢€SDS-PAGE)

5.2.2.1 Die SDS-Gelelektrophorese als 2. Dimende2D-PAGE

Im Anschluss an die native BN-PAGE wurden die Rndd@mplexe in einem denaturierenden
Gelsystem in ihre Einzelproteine getrennt (LaemriB,70). Die Trennung der Proteine
erfolgte in Abhangigkeit von der Molekularmasse (MMZur Ubertragung der
Proteinkomplexe von der ersten Dimension (Blue\MaRAGE) auf die zweite Dimension
(SDS-PAGE) wurden die Spuren des BN-Gels ausgasehnind in einer Solubilisierungs-
Losung (2% (w/v) SDS, 66 mM NEO;, 2% (v/v) [3-Mercapto-Ethanol) bei RT fir 20 min
unter Schutteln inkubiert. Die Proteine werden ddkeaturiert.

Anschlie3end wurden die Gelstreifen auf ein SDSastaffgel aufgelegt. Ein Trenngel mit
12.5% Acrylamid (12.5% (v/v) Acrylamid, 4 M Harnfto 375 mM Tris-HCI (pH 8.8),
0.016% (w/v) Ammoniumpersulfat, 0.05% (v/v) TEMEDgrwies sich als geeignet zur
Auftrennung von Proteinen zwischen ca. 4 und 128.kD

Die Gelstreifen aus der ersten Dimension wurde mligfi trocken und luftblasenfrei
aufgelegt, um einen nahtlosen Ubergang der Proteam BN-Streifen ins SDS-Gel zu
gewahrleisten. Als Molekularmassenmarker wurdernull@roteinstandard (Mark 12 Wide

Range Protein Standard, Novex) auf ein Filterpapiek pipettiert und auf das Gel aufgelegt.
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Die verbleibenden Hohlrdume wurden mit 0.5%iger rdga aufgeflllt. Alle zweiten

Dimensionen wurden im Ettan Dalt II-System (GE Hszdre Europe, Freiburg, D)
durchgefuhrt. Die Mal3e der Gele betrug 25.5 x 20.8.1 cm. Die elektrophoretische
Trennung erfolgte bei ca. 15 mA pro Gel und einendtanten Temperatur von 15°C lber
Nacht in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glyciv1% (w/v) SDS (pH 8.4)).

5.2.2.2 Trennung von Standardproteinen tber SDSEPAG

Fur die Versuche zum In-Gel Verdau von Proteinegl. apitel 5.6.3, S. 60) wurden
unterschiedliche Mengen der Standardproteine Ghalelehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH, Acc.-Nr.: P46406), Carbonsaure Anhydrase\,(@cc.-Nr.: P00921), Ovalbumin
(QOV, Acc.-Nr. P01012) und Phosphorylase b (Acc.f\00489) mittels SDS-PAGE getrennt.
Die Isolation der Proteine erfolgte mittels sogeman ,SDS-Minigele* mit einem Format
von 10 x 8 x 0.075 cm. Zur besseren FokussierungB#mden wurde auf das Trenngel
(12.5% (viv) Polyacrylamid (Acrylamid/Bisacrylam#d30/0.8), 4 M Harnstoff,
375 mM Tris-HCI (pH 8.8), 0.016% (w/v) Ammoniumpeifat, 0.05% (v/v) TEMED) ein
Sammelgel mit 4% (v/v) Acrylamid gegossen. Nach Beiparation wurden die Gele einen
Tag bei 4°C gelagert, um eine vollstandige Polysation zu gewdahrleisten und die Menge
an freien Acrylamid-Monomeren zu reduzieren.

Vor dem Probenauftrag wurden die Proteine in SDlsslsierungspuffer (2% (w/v) SDS,
10% (w/v) Saccharose, 66 mM }&D;, 0.66% (v/v)B-Mercaptoethanol, 0.03% (w/v)
Bromphenolblau) fir 3 min bei 72°C denaturiert.

Bei einem Teil der Proben wurden die enthaltenestédye vor dem Gellauf reduziert und
alkyliert. Zur vollstdndigen Reduktion der Disulfidicken wurden die Proteine bei 60°C fur
15 min in Solubilisierungspuffer inkubiert. Nach ndeAbkthlen der Losung wurde das
Alkylierungsreagenz lodacetamid zugegeben. Die Bndé&ntration betrug 60 mM. Die
Alkylierung erfolgte bei RT fur 15 min im Dunkeln.

Der Gellauf wurde im Mini-Protean-System (Bio-Radercules, CA) durchgefiihrt. Die
Trennung der Proteine erfolgte bei einer konstaBteomstarke von maximal 15 mA pro Gel
und 15°C. Sofern die Proteine nicht mit einem Fdgaenzfarbstoff markiert waren, wurden
sie Uber die Farbung mit (kolloidalem) Coomassidi&nt Blue (CBB) R250 oder G250
visualisiert (vgl. Kapitel 5.3.1, S. 49).
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5.3 Proteinfarbungen

5.3.1 CBB-Farbung

Zur Visualisierung von Proteinen in Polyacrylamidge wurden die Gele in einer CBB
(Coomassie Brilliant Blue) Farbelésung (30% (vAthd&nol, 10% (v/v) Essigsaure (HOAC),
0,2% (w/v) CBB-R250) fiir 40 min unter leichtem Semken inkubiert. Uberschussiger
Farbstoff wurde in einem 30 min dauernden erstetfé@Byeschritt (30% (v/v) Ethanol, 10%
(v/v) HOACc) entfernt. Danach wurde das Gel solamgezweiten Entfarber (10% (v/v)
HOACc) inkubiert bis der Hintergrund nahezu vollstén klar war. Die Gele wurden
anschlieBend bis zur weiteren Verwendung in 1% H@Afbewahrt. Die Empfindlichkeit
dieser Farbemethode liegt bei etwa 30-100 ng Rr@Ratton, 2002; Mackintosh et al., 2003).
Der Anteil von Essigsaure und organischem Losunigshnmn der Farbeldsung verbesserte die
Loslichkeit des hydrophoben CBB-Molekils. Gleichigeivurden die Proteine wahrend der
Farbung denaturiert und damit im Gel fixiert. Dexr$eichterte die Farbstoffbindung, da die
Farbstoffmicellen besser an die Oberflache der tdelesten Proteine gelangen kdénnen. Ein
Verlust an Protein durch Diffusion aus dem Gel veudddurch ebenfalls verhindert.

Eine deutlich sensitivere CBB-Farbung war untervwérdung von kolloidalem Coomassie
G250 zu erzielen (Neuhoff et al., 1988; Mackinteslal., 2003). Die fertige Gebrauchslésung
des sogenannten Neuhoff-Farbstoffs enthielt 10%)(Wmmoniumsulfat, 2% (w/v) POy,
0.1% (w/v) CBB-G250 und 20% Ethanol. Zur Farbungdem die Gele Gber Nacht in der
Farbelbsung inkubiert. Die Entfarbung des Hintemges wurde in ddy© durchgefihrt. Die
Gele wurden anschieBend in 1% HOAc gelagert. Miéseli Methode wurde die
Empfindlichkeit um den Faktor zwei verbessert.

5.3.2 Entfarbung von CBB-gefarbten Gelbanden

Unabhangig von der Art des verwendeten Coomassiz5G R250 oder kolloidales
Coomassie) wurde die zerkleinerte Gelbande zur 8Emthg fur 10 min in 50 mM
NH4sHCO3/50% Acetonitril bei 37°C unter Schiitteln inkubieBei unzerkleinerten Banden

dauerte die Entfarbung in Anhéangigkeit von der Eartensitat zwei- bis viermal langer.

5.3.3 Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde nach dem Protokoll von Bletal. durchgefihrt (Blum et al.,
1987). Fur ein Gel der Gréf3e 20 x 20 cm wurdenjeder Reaktionslosung 125 ml bendtigt.
Die Silbernitrat- und die Entwicklerldsung wurdeiir fjede Farbung frisch angesetzt. Zur

Farbung wurden die Proteine zunéchst fur 30 miginer Lésung aus 40% Ethanol (v/v) und
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10% HOACc (v/v) im Gel fixiert. Nach drei Waschsdten fir jeweils 20 min, zweimal in
30% Ethanol (v/v) und einmal in dd8, wurde das Gel zur Verbesserung des Kontrasts fur
1 min in 0.02% (w/v) Ng5,05 inkubiert. Uberschiissiges Reagenz wurde durchmaiiges
Spiilen in ddHO entfernt. Die Bindung der Agonen an die Proteine erfolgte durch
Inkubation in 0.1%iger (w/v) Silbernitratldsung b&i8°C fur 20 min. Nach dem Spulen in
ddH,O wurde das Gel in eine neue Farbeschale Ubemildrinochmals fur 1 min mit dg@
gewaschen. Die Reduktion der gebundeneitldgen erfolgte in einer Entwicklerldsung aus
3% NaCO; (w/v, pH ~ 11.5), 0.05% (v/v) Formaldehyd und Q@@®(w/v) Na&S,0;. Nach
dem Erreichen der gewinschten Farbeintensitat wdieldReaktion durch Waschen in 5%
(v/v) HOAC gestoppt. Nach drei abschlielienden Wadttitten in ddHO fir jeweils 10 min
wurde das Gel in 1% (v/v) HOAc gelagert. Fiur diessemspektrometrische Analyse wurden

die Proteinbanden direkt nach der Farbung ausgetahond tryptisch verdaut.

5.3.4 Entfarbung von silbergefarbten Gelbanden

Die silbergefarbten Gelbanden wurden nach Ghardiidag al. mit einer Losung aus
Kaliumhexacyanoferrat und Natriumthiosulfat enttarifGharahdaghi et al., 1999).
Oxidationsmittel war das Cyanoferrat, wobei diegwerdenden A&lonen anschlieBend mit
Thiosulfat komplexiert wurden. Die Entfarbung ddeerca. 5 min. Zum Stoppen der
Reaktionen und zum Entfernen der Salze wurde dé&giBk mit ddHO mehrmals griindlich

gewaschen.

5.3.5 Markierung von Proteinen mit dem Fluoreszen#rbstoff Cy5

Zur Visualisierung kleinster Proteinmengen bis 2026 ng (Marouga et al., 2005) wurde der
Fluoreszenzfarbstoffe Cy5 (GE Healthcare Europegibbrg, D) eingesetzt. Die Cy-

Farbstoffe (Succinimide) wurden kovalent an didminogruppe der Aminosaure Lysin

gebunden. Die Bindung entsprach einer Peptidbindudgh die elektrophoretischen

Eigenschaften des markierten Proteins nicht zu ndeé, fand eine sogenannte
-Minimalmarkierung“ statt. Diese wurde Uber das Natnis Protein zu Farbstoffmolekiile

gewahrleistet. Insgesamt wurden dabei nur etwa 886 Broteine einer Probe markiert,
wobei innerhalb eines Proteinmolekuls durchschefitlediglich ein Lysin betroffen war. Die

markierten Lysine waren fir die Proteolyse mit Bipgpnicht mehr zuganglich.

Zur Markierung der Proteine wurde der FarbstofDMF verdinnt. Fir 100 pg Protein waren
0.8 ul Farbstofflosung einer 1:10 Verdiunnung ackend. Die Markierung erfolgte in

1 x Solubilisierungspuffer bei einem pH-Wert vo®>Der pH-Wert war dabei entscheidend,

da nur im Basischen ein Grol3teil der Aminogruppen unprotonierten Zustand (-NH
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vorlagen. Die Proben wurden anschlielBend 30 min REiinkubiert. Zum Stoppen der
Reaktion wurde 1 pl 10 mM Lysin zugegeben. NachAldtrennung der Proben tber SDS-
PAGE wurden die markierten Proteine im Typhoon-&ean(GE Healthcare Europe,
Freiburg, D) bei einer Emissionswellenlange von 66Bvisualisiert.

Im Fall eines anschlieenden tryptischen Verdaus Beoteine musste das zur
elektrophoretischen Trennung bendtigte DetergeSjSntfernt werden. Dazu wurden die
Gele far 30 min in einer Fixierungslosung (30% Jvi&thanol, 10% (v/v) Essigsaure)

inkubiert.
5.4 Extraktion ganzer Proteine aus Polyacrylamidgal

5.4.1 Passive Elution von fixierten Proteinen nac@BB-Farbung

Die Proteinausbeute nach Extraktion aus der Gebmiatunterschiedlichen Lésungen wurde
bestimmt. Dazu wurden jeweils 50 pmol des Standatdms GAPDH auf ein SDS-Gel
aufgetragen und nach dem Gellauf mit CBB-R250 ¢efddie Proteinbanden wurden mit
einem Skalpell ausgeschnitten, in ein 1.5 ml Reakgefald (RG) uberfihrt und 2 x 5 min
mit ddHO gewaschen. Anschliel3end wurden die Banden meteipotter zerkleinert und die
darin enthaltenen Proteine in einem Volumen vonuM@o6sungsmittel extrahiert. Zur

Extraktion verwendete Losungsmittel sind in Tab@&lkufgefuhrt.

Tabelle 2: Losungen zur Extraktion von fixierten Proteinen nach SDS-PAGE

Probe Extraktionslésung Bemerkungen Inkubationszei Geréte
[min]

(A) (Ref. 1); -

50 pmol GAPDH

(B) (Ref. 2) ddHO 450 TS

(C) (Ref. 3) 10% HOAc, 40% EtOH 1. Entfarber 30 USB

(D) 0.25% (w/v) SDS 450 TS

(E) FAPH: nach (Ehring et al., 30 USB
50% FA, 25% ACN, 15% 2-Propanal997)

(F) 70% FA, 20% ACN, 10% 2-Propand0% Séaure 30 USB

(G) 10% FA, 50% ACN, 30% 2-Propan@0% organ. Lsgm. 30 USB

mit wenig FA

(H) FAPH 1: 20% organ. Lsgm. 30 usB
50% FA, 15% ACN, 5% 2-Propano|

() FAITFE (1:1) 30 USB

! Thermoschiittle Ultraschallbad

Die Extraktionen wurden bei 37°C entweder fir 30 mi einem Ultraschallbad oder fur 15h
in einem Thermoschiittler durchgefilhrt. Der Ubemstamurde anschlieRend quantitativ
abgenommen und das Gel mit 20 pl der entsprechdexteaktionslésung gespilt, um an der
Oberflache anhaftende Proteine abzulésen. Die nigten Uberstande wurden in einem

Vakuumkonzentrator bis zur Trockene eingeengt uaedaitigen Proben bei -20°C gelagert.
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Um die getrockneten Proteine wieder in L6ésung zngen, wurden die Proben fir 5 min bei
37°C in einem Gemisch aus Elektrophorese-Laufpu@& mM Tris/HCI, 192mM Glycin,
pH 8.4) und 5% Acetonitril (ACN; v/v) inkubiert. Bi Proben wurden in neue 1.5 ml
ReaktionsgefalBe  Uberfihrt, mit 5 pul 3 x Solubihsigspuffer (6% (w/v) SDS,
200 mM NaCQO;, 6% (v/v) R-Mercapto-Ethanol) versetzt und ernéllter SDS-PAGE
getrennt. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnissgewahrleisten, wurden in jedem Gellauf
2 Spuren mit 50 pmol GAPDH als Referenz mitaufgetra Jede Extraktion wurde in

mindestens drei Parallelen durchgefihrt.

5.4.2 Relative Quantifizierung der Proteinmengen ntiels Bildanalyse

Die Standardproteinbanden wurden nach Coomassigfgrin einem Flachbettscanner
detektiert und die Proteinmengen anhand der omrscibichte (OD) mit dem
Bildanalyseprogramm TINA (Raytest Isotopenmessger&mbH, Straubenhardt, D)
quantifiziert. Der lineare Bereich von CoomassiewbzCy5 wurde anhand einer
Verdunnungsreihe (1 pmol, 2 pmol, 4 pmol, 8 pmog pinol, 32 pmol und 64 pmol)
ermittelt. Zur Erstellung der Standardkurve wurdschlie3end die Proteinmenge gegen die
OD aufgetragen. In den Versuchen wurden nach BidrakGellauf und Farbung die Gele
erneut eingelesen und die extrahierte ProteinmelggeBanden anhand der OD ermittelt.
Damit konnte die relative Anderung der Proteinmermpzogen auf die Intensitat der
Ausgangsbanden berechnet werden. Um eine Verfalgctder Ergebnisse durch die
unterschiedliche Entfarbung des GelhintergrundeszugchlieRen, wurde von jeder Bande

eine entsprechende Flache leeres Gel abgezogen.

5.4.3 Extraktion von Proteinen aus SDS-Gelen mit FRH

Die Extraktion von fixierten Proteinen aus SDS-Geatach Coomassie Farbung wurde nach
der Methode von Ehring et al. durchgefihrt. Die r&ktion fand in einem Gemisch aus
Ameisensaure, Acetonitril, Isopropanol undCH(50:25:15:10, v/viviv) statt (Feick et al.,
1990; Ehring et al., 1997).

Die gefarbten Proteinbanden wurden aus dem Geleadabgitten, in ein Eppendorf RG
Uberfuhrt und 2 x 5 min in ddi® gewaschen. Im Unterschied zur Methode von Eletra.,
wurden die Proteinbanden vor der Extraktion niamtMakuumkonzentrator getrocknet, da in
der ldsungsmittelhaltigen Extraktionslosung keiredlstandige Rehydrierung stattfand. Die
gewaschenen Banden wurden anschliel3end mit einétar Rerkleinert und abhangig vom
Gelvolumen 20-80 pl FAPH-L6sung (50% Ameisensal®8p Acetonitril, 15% Isopropanol
und 10% bidest. D, v/viviv) zugegeben. Das Zerkleinern des Gelélaghdie Ausbeute der
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Extraktion und verringerte gleichzeitig die Menge layssungsmittel, die notwendig war, um
die Gelpartikel komplett zu bedecken. Anschlie3@ndden die Proteine bei 30-40°C im
Ultraschallbad aus dem Gel herausgeldst. Die Inkaiszeit betrug 30 min. Eine Erhdéhung
der Temperatur beschleunigte nach Ehring et al.Edraktionsprozess. Gleichzeitig fuhrte
die Inkubation von Proteinen in hohen Konzentraiomn FA bei erhéhter Temperatur zu
vermehrtem Auftreten von Modifikationen, insbesaedé&ormylierungen (Ehring et al.,

1997). Betroffen davon waren der N-Terminus, sosh@ Aminosauren Serin und Threonin
(Goodlett et al., 1990). Entsprechend dem VolumerFAPH wurde nach der Extraktion

Acetonitril (ACN) zugegeben und der Uberstand net @ipette quantitativ abgenommen.
Der erneute Zusatz von ACN am Ende des Prozessdestd@lie Eigenschaften der Gelpartikel
(hart, milchig weil3, Aggregation) und erleichtertdamit das Abnehmen der

Extraktionslosung. Das Losungsmittel wurde im Vakionzentrator (Eppendorf, Hamburg,
D) entfernt und die getrocknete Probe bei -20°Q@efioren. Zur weiteren Analyse wurden
die extrahierten Proteine verdaut.

5.4.4 Extraktion niedermolekularer Proteine aus BNGelen

Zur Extraktion der niedermolekularen Proteine wardée Komplexbanden des monomeren
und dimeren PSII-Subkomplexes aus der BN-PAGE agbgétten. Um CBB-G250, das als
Ladungstrager fur die elektrophoretische Trennurey @roteinkomplexe fungierte zu
entfernen, wurden die Banden zweimal fir je 10 nmn50 mM NHHCOs/50% ACN
entfarbt. Anschlieend wurden die Banden in 1 mOHehydriert. Die Banden wurden
zerkleinert und zur Extraktion, der im Gel enthadte Proteine, jeweils 80-100 ul FAPH
(vgl. Kapitel 5.4.3, S. 52), EBP (50% HOAc, 40% at&nol, 10% 2-Propanol; v/v/v) oder
FABH (48% FA, 26% ACN, 15% 1-Butanol; v/v/v) zugéga. Bei den Extraktionslésungen
mit 1-Butanol fungierten 2-Propanol oder ACN alssuigsvermittler, da 1-Butanol bei RT
lediglich zu etwa 8% wasserl6slich ist. Die Extrakterfolgte fur 30 min im Ultraschallbad
bei 30-40°C. Der griunlich gefarbte Uberstand wuralegenommen und die Proben
anschlieBend in 50 ul der jeweiligen Extraktionstigs fur 5 min bei 37°C unter leichtem
Schiitteln nachextrahiert. Um den Uberstand qudintigbnehmen zu kénnen wurden die
Gelpartikel anschlieend durch Zugabe von 50-108@N dehydriert. Die vereinigten
Uberstande wurden im Vakuum-Konzentrator bis zarckene eingeengt. Zur Akkumulation
von Material wurden zum Teil die Extrakte aus higdzei Banden vereinigt.

Reste von Salzen und Detergenzien, sowie ein Glofkte enthaltenen Pigmente (Chl),
wurden durch Fallung mit Aceton und Trichloressiged(TCA) abgetrennt. Das Verhaltnis
betrug dabei 1:8:1 Probe/Aceton/TCA. Dazu wurdee féirbigen Pellets in 20 ul B
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aufgenommen anschlie3end mit eiskaltem Aceton @ VTersetzt. Die Fallung erfolgte fur

mindestens 4 h oder tUber Nacht bei -20°C. Anscahdvurden die geféllten Proteine bei
4°C fur 10 min bei 10.000 x g pelletiert. Der Uldarsl wurde verworfen und vorhandene
Restflissigkeit im Vakuum-Konzentrator entfernteDertigen Proben wurden bis zur MS-
Analyse bei -20°C gelagert. Die Messung erfolgteldj ohne vorherigen Entsalzungs- und
Konzentrierungsschritt, nach Aufnahme der Probecain8 pul 70% Aceton, 10% 2-Propanol
und 1% FA.

5.5 In-Gel Verdau

Eine Methode Proteine fur die massenspektromegrisdntifizierung zuganglich zu machen
war deren Spaltung in Peptide. Geeignet flr derd&emwaren Proteinspots aus ,frischen”
oder bereits getrockneten Gelen nach CBB-Farbuitioger§efarbte Proteinbanden waren nur
mit Einschrankungen verwendbar und wurden zum Veil dem Verdau entfarbt (vgl.

Methoden, Kapitel 5.3.4, S.50 und Diskussion, k&p.7.1.2, S.144). Banden aus
getrockneten Gelen wurden zunéchst in golHUr 15 min rehydriert. Im Hinblick auf die

Peptidausbeute nach In-Gel Verdau, erwies sichAgieicherung von Probenmaterial aus
schwach gefarbten Proteinbanden nicht zwangslai§igvorteil fir das Erzielen optimaler

Ergebnisse, da mit den Signalen das Hintergrundremsim selben Verhaltnis anstieg (Mann
et al., 2001).

5.5.1 Konventioneller In-Gel Verdau von Proteinen

Das konventionelle Protokoll fur den In-Gel Verdaan Proteinen wurde mit geringen
Veradnderungen nach Wilm et al. durchgefuhrt (Wilirale, 1996). Zun&chst wurden die zu
identifizierenden Proteinspots mit einem Skalpel @em Gel ausgeschnitten und in 1.5 ml
Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Um das Volumen an jeér@el gering zu halten, wurde der
gefarbte Bereich moglichst exakt ausgeschnittere. Banden wurden zweimal fur jeweils
10 min in ddHO gewaschen und mit dem Skalpell in ca. 1°nkirine Wiirfel geschnitten.
Danach wurden die Gelstiicke in jeweils 50-100 H i erneut gewaschen. Das Volumen,
der wahrend des Prozesses verwendeten Losungbteteisich nach dem Gelvolumen; die
Gelstiicke sollten dabei vollstdndig bedeckt seinsahlielend wurde das Gel in ACN fur
10 min dehydriert, der Uberstand entfernt und d&sticke in einem Vakuumkonzentrator
(Eppendorf, Hamburg, D) fir 5 min bei RT getrocknet

Zur Reduktion der Disulfidbriicken und anschlieRendikylierung der entstandenen SH-
Gruppen mit 2-lodacetamid wurden die getrocknetelst@cke zunéchst fur 30 min bei 56°C
in einer Reduktionslésung (10 mM DTT, 100 mM MNHCO;) inkubiert. Der Uberstand
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wurde verworfen und die Gelstiicke mit ACN dehydriédie Gelstliicke wurden in einer
Loésung aus 55 mM 2-lodacetamid in 100 mM JME€0O; fuir 30 min bei RT im Dunkeln
rehydriert. Die irreversibel gebundene Schutzgruppehinderte die erneute Bildung von
Disulfidbriicken. Da beide Chemikalien in Lésung hicstabil sind, waren die
Gebrauchslosungen jeweils frisch anzusetzen. UmAdladierungsreagenz vollstandig zu
entfernen, wurden die Gelsticke fur 15 min in 200Q0 mM NHHCO; gewaschen und mit
ACN dehydriert. Wahrend des R&A-Prozesses wurdechgeitig der Farbstoff Coomassie
entfernt. Andernfalls wurden die beiden letzten Washritte bis zur volligen Entfarbung
wiederholt.

Vor dem enzymatischen Verdau wurden die Gelstuakeeut im Vakuumkonzentrator
getrocknet und in 20 pl Verdaupuffer (50 mM MHCO;, 12.5 ng/ul Trypsin gequencing
grade modified Promega, V5111) rehydriert. Der Quellungsvorgtamgl fir 45 min bei 4°C
auf Eis statt. Um den Anteil an Peptiden aus degerierdau von Trypsin moéglichst gering
zu halten, wurde nach dem Quellen der Uberstandraimgmen und durch eine aquivalente
Menge des gleichen Puffers ohne Trypsin ersetzt.\[@edau erfolgte Gber Nacht bei 37°C
und 1000 U/min in einem Thermoschiittler (HLC, Badem, Deutschland).

Nach Abschluss des Verdauprozesses wurden dieaedésten Peptide aus dem Gel
extrahiert. Jeder Extraktionsschritt dauerte 15 omd wurde bei 37°C und 1000 U/min in
einem Thermoschdittler durchgefuhrt. Zunéachst wudiersauren Peptide durch Zugabe von
20 pl 25 mM NHHCO; extrahiert. Anschliel3end wurden 40 pul ACN zugegebied erneut
fur 15 min inkubiert. Der Uberstand wurde quaniitatbgenommen und in ein neues RG
uberfuhrt. Analog erfolgte die Extraktion der bakin Peptide in 40 pl 5% FA. Die
vereinigten Uberstande wurden abschlieRend im MVakomzentrator bei RT bis zur
Trockene eingeengt. Dieser Vorgang dauerte abhawngngVakuum, Losungsmenge und
Probenanzahl ca. 1-3 h. Die fertigen Proben wurtd&n zur massenspektrometrischen

Analyse bei -20°C gelagert.

5.5.2 In-Gel Verdau von Proteinen mit OMX-$

Zur Standardisierung des In-Gel Verdaus wurde irhnien dieser Arbeit ein Einmalartikel
aus Polypropylen entwickelt, der es dem Benutzerdglichte, eine Gelbande auszustechen,
den Verdau der enthaltenen Proteine durchzufihterd am Ende die entstandene
Peptidldsung von der Gelmatrix abzutrennen (Abh.SL®6). Das OMX-&Reaktionsgefal
besteht aus einem Werkzeug zur Probenentnalitiokef) aus gefarbten Proteinbanden,
einem Reaktor zur Durchfiihrung von chemischen edeymatischen Reaktionen und einem

Auffangbehalter $ampley fur die fertige Peptidldsung. Das Einbringen &esbenmaterials,
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sowie der Austausch von Reaktionslosungen erfofgtiels Zentrifugation. Wahrend das Gel
mit den fixierten Proteinen im Reaktor verblieb,nkten L&ésungen zur Durchfiihrung
multipler Reaktionsschritte beliebig oft zu- undyafiihrt werden.

Um den Prozess des In-Gel Verdaus im OMXd&rchfiihren zu kénnen wurde auf Basis des
konventionellen In-Gel Verdaus ein optimiertes \&rprotokoll (OVP) entwickelt. Das
Verfahren verzichtete auf die Entfarbung der Gaileayy sowie auf die Reduktion und
Alkylierung (R&A) der Cysteine (Borchers et al.,0 Havlis et al., 2003).

Abb. 10: OMX-S® - Ein Werkzeug zum
standardisierten In-Gel Verdau von Proteinen

Picker
Vor dem Ausstechen der Proben wurden die

\// Reactor gefarbten Gele fir 2x 5min in ddH20
gewaschen. Anschliel3end wurde das Gel auf
eine mit Ethanol gereinigte Glasplatte gelegt.
Zum Stechen der Gelzylinder wurde der
Sampler auf den Boden des Reaktors

Sampler F—10mm aufgesteckt. @ Der  Durchmesser der
gestochenen Gelstiicke betrug 1.8 mm. Zur Akkunaratvon Probenmaterial konnten
maximal drei Gelstiicke gestochen werden. Sowelttraoders angegeben wurde jedoch nur
einmal pro Bande gestochen. Nach Aufnahme des Pmudtterials wurde das RG wieder
verschlossen und mit dem Reaktor nach unten weigeathe Tischzentrifuge gestellt (Typ:
5417R; Eppendorf, Hamburg, D). Die Gelstlicke wurden13.000 x g fur 2 min durch eine
Duse in die Reaktionskammer zentrifugiert und daterkleinert. Danach wurden 20 pL
Verdaupuffer (45 mM NEHCO; (pH 8.0), 200 ng Trypsinséquencing grademodified
Promega, V5111)) in denPicker pipettiert und fur 1min bei 3800xg in die
Reaktionskammer zentrifugiert. Dabei wurden glegitig Gelreste von der Innenwand des
Stechkanals entfernt. Der tryptische Verdau fand 46 min bei 50°C unter leichtem
Schitteln (500 U/min) in einem Thermoschuttler (HLEBbvenden, D) statt. Zur Trennung
der Gelpartikel von der entstandenen Peptidlésungdevdas RG mit derSamplernach
unten weisend erneut fur 3 min bei 1000 x g zargrdrt. Der Verdauprozess wurde durch
Ansauern der Proben mit 5 ul 1% (v/v) FA gestojipe fertigen Proben wurden bis zur

massenspektrometrischen Analyse bei -20°C gelagert.
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5.6 Massenspektrometrische Quantifizierung von Ryioen dber die
Einfihrung stabiler Isotope

Die relative Quantifizierung von Proteinen mittdidS beruht grundséatzlich auf einer
differentiellen Markierung mit stabilen IsotopenieDzu quantifizierenden Proteinproben
werden dabei getrennt voneinander mit einem Reagemgetzt, welches kovalent an
bestimmte funktionelle Gruppen der Proteine bindBtie zugesetzten Reagenzien
unterscheiden sich lediglich durch eine Isotopekieaung. In der Regel werden hierzu
stabile Isotope wie Deuterium oder Kohlenstoff-E8wendet. Nach enzymatischem Verdau
differieren die (generierten Peptide aus verschiedenProben aufgrund der
Isotopenmarkierung in ihrer Molekularmasse. Um Washaltnis der zu quantifizierenden
Proteine zu erhalten, wird das Verhdaltnis der Sigtensitaten einzelner Peptidpaare
zueinander gebildet. Zur Berechnung dient entwelderntensitat von Isotopensignalen im
Spektrum oder die Flachen der Peptidsignale im @atogramm.

Die Strategien zur relativen Quantifizierung vootemen und Peptiden nach Markierung mit
stabilen Isotopen unterschieden sich in der reakti@ruppe, die markiert wurde (z. B. die
Thiolgruppe am Cys, die Aminogruppe am Lys oder @eferminus), im Isotop, dass zur
Markierung verwendet wurde und im Zeitpunkt der Kienung wahrend eines Experimentes.
Detaillierte Informationen zu diesem Thema findefichs auch in verschiedenen
Ubersichtsartikeln (Moritz et al., 2003; Zhang ket 2004; Yan et al., 2005).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur DerivatisierungnvProteinen bzw. Peptiden
Essigsaureanhydrid (A©) verwendet (Abb. 11) (Payne et al., 2000; Chad.eP002; Noga et
al., 2005). Bei der Reaktion wurde die H3/D3 matkieAcetylgruppe von A© auf freie

Aminogruppen proteolytischer Peptide transferiert.

D C:‘;. Prim&re Aminogruppe am N-Terminus
R oder der Seitenkette von Lysin
i O O )
R || Il pH > 7 Il
{H,Ci-C—O0—C—CH, + R2 ——>» H,C—C—N—R2 + HOAc
Essigsaureanhydrid H

Abb. 11: Modifikation der priméaren Aminogruppen mit Essigsaureanhydrid

Die Acetylierung der freien Aminogruppen wurde fagsigsaureanhydrid (A@) durchgefuhrt. Das Anhydrid
reagiert unter basischen Bedingungen mit dem N-nersnder Peptide und mit derAminogruppe von Lysin.
Eine differentielle Markierung von Peptiden wirdeiittlie Bindung einer leichten (Wasserstoff-gesitipgoder

schweren (Deuterium-gesattigten) Form des Anhydsidsicht.
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In Abhéangigkeit von den Reaktionsbedingungen wurdeowohl die N-terminale
Aminogruppe der Peptide/Proteine als auchedbaninogruppe der Lys-Seitenkette acetyliert.
Pro addierter Acetylgruppe wurde eine Zunahme delekilmasse von 42.106 Da detektiert.
Ac,O war in zwei Formen erhdltlich. Bei der “leichterForm tragen die beiden
Methylgruppen sechs Wasserstoffatome; bei der ,scbw/ Form sind diese gegen das
Isotop Deuterium ausgetauscht. Die ,leichte*HECO-) und ,schwere” Acetylgruppe
(CD3CO-) unterschieden sich um 3 Da. Damit konnte dieahl gebundener Acetylgruppen

direkt aus der Differenz des Signalpaares berecherten.

5.6.1 Acetylierung von Peptiden auf einer ¢-Mikroséaule

Die Derivatisierung von Peptiden, die zuvor aufeeilCs-Mikrosdule gebunden wurden,
erlaubte eine drastische Reduktion der Reaktiong@@ndric et al., 2006). Die Methode
ermoglichte aufRerdem die Durchfihrung der Deriigtig in einem minimalen
Loésungsvolumen und optimierter Ausbeute an maskie&nalyten.

Die Modifizierung der Peptide nach In-Gel Verdatolgte auf einer Mikroséule der Firma
Millipore (ZipTip; Billerica, MA), die in eine Pipgenspitze eingebettet war. Zur
Durchfihrung wurde dasi@Material zunéchst aktiviert, wie in Kapitel 5.9.1auf S. 63
beschrieben. Die N-Acetylierung, der in den Peptiderhandenen, freien Aminogruppen (N-
Terminus, e-Aminogruppe von Lysin) wurde in 10 pl einer furdgm Versuch frisch
angesetzten Acetylierungslésung (5.4 M Guanidiniiored, 0.1 M HEPES (pH 8.5), 0.1%
(v/v) Essigsaureanhydrid (H6/D6)) durchgefiihrt. Risffersalz wurde HEPES verwendet, da
es nur tertidre Amine besitzt, die nicht mit denur@anhydrid reagieren. Puffersubstanzen,
die freie Aminogruppen enthielten (z. B. Tris oddd,HCOy) fihrten zu einenQuenching
der Reaktion. Die Pufferkapazitdt musste ausredthssin, um die wahrend der Reaktion
gebildete Essigsaure zu neutralisieren. Der basipehWert begulnstigte die Alkylierung der
primaren Amine, da die Reaktion nur bei unprotderer Aminogruppen ablauft (Abb.
11, S. 57). Aus diesem Grund war die Seitenkette Ad& Arginin nicht acetylierbar. Ihre
extreme Basizitdt (pK~ 12.5) fuhrte dazu, dass sie in Losung nahezscalisf3lich
protoniert als Ammonium-lon (-N#) vorlag. Zusatzlich enthielt die Losung
Guanidiniumchlorid, um eine optimale Entfaltung delolekile zu gewdahrleisten. Da
Guanidiniumchlorid Uber einen weiten pH-Bereich [{jenteils protoniert war, wurde die
Reaktion nicht beeintrachtigt.

Zur Reaktion wurde das gesamte Volumen der Losungdie ZipTip-Pipettenspitze

aufgenommen, der ZipTip von der Pipette abgezogeh aur Inkubation fir 3 min in ein
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1.5 ml RG gestellt. Anschliel3end wurde die Acetyligysiésung verworfen und die Reaktion
durch die Aufnahme von 5 pul einer Losung aus 67 rydroxylamin und 67 mM
Natronlauge gestoppt. Gleichzeitig wurden damitidieiner unerwinschten Nebenreaktion
gebildeten Ester (O-Acetylierung an den Seitenketten Ser, Thr, und Tyr) hydrolysiert
(Chakraborty et al., 2002; Schmidt et al., 2005)e Deacetylierung wurde analog der
Acetylierung in einem 1.5 ml RG fir 10 min bei RUircdhgefuhrt. Anschliel3end wurde die
RP-Matrix durch wiederholtes (insgesamt 10 x) Aufid Abpipettieren von jeweils 20 pul
0.1% (v/v) FA gewaschen. Die markierten Peptidedearschliellich in 3 ul Elutionslésung
(65% ACN, 1% 2-Propanol, 0.1% FA (v/v/v)) vom ZipTeluiert und bis zur Messung bei
8°C im Kuhlschrank gelagert. Die Messung erfolgte/gils am Tag der Praparation. Um
statistisch signifikante Ergebnisse zu erhaltendenralle Experimente zur Quantifizierung in

mindestens drei parallelen durchgefihrt.

5.6.2 Praparation von Peptiden als interner Standat zur Quantifizierung

Fur die Experimente zur relativen QuantifizierungnvProteinen wurde ein Peptidmix
erzeugt, welcher als interner Standard zu den Rrgegeben wurde. Zur Herstellung des
Standards wurde jeweils ein Verdau des Proteingvarstet, welches spater quantifiziert
werden sollte. Mit Ausnahme der Versuche zur Radokiuund Alkylierung, in denen
Ovalbumin verwendet wurde, wurden alle Versuche mém Standardprotein CA
durchgefihrt. Zur Herstellung des Peptidstandamgisian 200 pmol Protein auf ein SDS-Gel
geladen und anschlielRend nach dem konventionett#ok®!l zum In-Gel Verdau prozessiert
(vgl. Kapitel 5.2.2.2, S. 48 und 5.5.1, S. 54). Rietstandenen Peptide wurden wie zuvor
beschrieben auf einer;&EMikrosédule D6-AgO acetyliert. Danach wurden die markierten
Peptide in einem Volumen von 10 pl 65% ACN, 1% 8ganol, 0.1% FA eluiert und mit 1%
(v/v) FA bis zur gewilnschten Konzentration verdinmiese hing von der zu
guantifizierenden Probe ab. Der dynamische Bereich,dem die Verhaltnisse der
Signalintensitaten von Peptidpaaren linear wareag In der GréfRenordnung einer
Zehnerpotenz (Yu et al.,, 2004). Innerhalb dieseseiBles lag die Standardabweichung bei
<10% vom erwarteten Wert (Che et al.,, 2002). Emluvhen von 5 pl des entstandenen
Peptidstandards wurde direkt nach Durchfihrungzieguantifizierenden Schritts zu jeder

Probe pipettiert. Der Peptidstandard wurde beiC2@8lagert und war tGber Monate stabil.
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5.6.3 Quantitative Analyse der Teilschritte des Insel Verdauprozesses uber die

EinfUhrung stabiler Isotope

Die einzelnen Teilschritte des konventionellen wpimierten Verdauprotokolls wurden
bezuglich ihrer Notwendigkeit fir den Gesamtprozgsgestet. Die dazu durchgefihrten
Versuche sind im Folgenden beschrieben. Die reafpuantifizierung der Proben erfolgte
dabei jeweils nach differentieller Isotopenmarkigyuder generierten Peptide mittels

massenspektrometrischer Analyse (vgl. Kapitel 5ud 5.6.2, S. 58 f).

5.6.3.1 Entfarbung von Proteinbanden

20 pmol CA wurden auf ein SDS-Gel aufgetragen. NaehElektrophorese wurde das Gel
geteilt und jeweils eine Halfte mit CBB-G250 bzwit ®ilber gefarbt. Pro Ansatz wurde etwa
ein Viertel der Bande, ca. 5 pmol Protein verwenaed zum Teil entfarbt (vgl. Kapitel
5.3.2, S. 49 und 5.3.4, S. 50). Der optimierte &i-Gerdau (OVP) wurde in 45 min bei 50°C
durchgefiuhrt (vgl. Kapitel 5.5.2, S. 55).

5.6.3.2 Reduktion und Alkylierung der Proteine

Die Versuche zur Reduktion und Alkylierung von Rinén zu verschiedenen Zeitpunkten
der Probenvorbereitung wurden an Ovalbumin durdhgef Das Protein enthielt eine
Disulfidbriicke  (zwischen Cys und Cys2) und vier freie Cysteine. Zur
Versuchsdurchfihrung wurden 20 pmol Ovalbumin UB&S-PAGE getrennt und mit
kolloidalem CBB-G250 gefarbt. Pro Versuchsansatzdewetwa ein Viertel der Bande, ca.
5 pmol Protein verwendet. Nach Entfarbung der Mretévgl. Kapitel 5.3.2, S. 49) erfolgte
der In-Gel Verdau nach dem OVP (vgl. Kapitel 5.%255). Ein Teil der Proben wurde
bereits vor dem Probenauftrag auf das SDS-Gel redumnd alkyliert (vgl. Kapitel
5.2.2.2, S. 48). In einem zweiten Ansatz wurde KReduktion der Cystine wahrend des
Verdauprozesses durchgefuhrt. Der Verdaupufferignthierbei zusatzlich 5 mM DTT
(Nordhoff et al.,, 2001). Bei einem weiteren Teilr deroben fand die R&A, wie im
konventionellen Protokoll beschrieben, wahrend tle§sel Verdaus statt (vgl. Kapitel

5.5.1, S. 54). Als Referenz dienten Proteinprobendenen keine R&A durchgefuhrt wurde.

5.6.3.3 Verdauzeit

Die Versuche zur Ermittlung der fir den Verdau hignén Inkubationszeit in Abhangigkeit
von Temperatur und Enzymmenge wurden mit 10 pmold@fchgefuhrt. Die Proteinbanden
wurden nach SDS-PAGE ausgeschnitten, entfarbt aetl dem konventionellen (Referenz,
vgl. Kapitel 5.5.1, S. 54) bzw. optimierten Protbkévgl. Kapitel 5.5.2, S. 55) tryptisch
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verdaut. Die Inkubationszeiten betrugen beim kotigaellen Protokoll 45 min bzw. 15 h,
beim OVP 15 bzw. 45 min. In beiden Protokollen vamrd200 ng Trypsin zugesetzt. Die
Temperatur betrug 37°C beim konventionellen Venglad 50°C beim OVP.

5.6.3.4 Absolute Quantifizierung der Autolyse voyp3in

Zur absoluten Quantifizierung der Trypsinmenge,ididn-Gel Verdau zur Verfigung steht,
wurden jeweils 200 ng Trypsin in 20 pul 50 mM FA (&b) mit zwei Gelstiicken (12.5%
Acrylamid, Volumen ca. 4 ul) ohne Protein fur 3mibei 4°C bzw. 50°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand quantitativ abgenen und die Gelstiicke mit 4 pl
ddH,O kurz gespult, um aul3en anhaftendes Enzym zureetfe Der pH-Wert fir den
tryptischen Verdau wurde durch Zugabe von 6 pl THig/HCI-Puffer auf einen Wert von
pH 8.5 angehoben. Die Autolyse, der in der Losuerdphebenen Enzymmolekile, wurde flr
45 min bei 60°C durchgefuhrt, da bei dieser Tentperdie Effizienz der Autolyse von
Trypsin maximal war (Finehout et al., 2005). Diezizmreaktion wurde durch Zugabe von
2 1l 20% (v/v) FA gestoppt. Nach der Zugabe vorl Biiernem Standard wurden die Proben
auf eine Gg-Mikrosaule geladen, mit H6-A© acetyliert (vgl. Kapitel 5.6.1, S. 58) und
anschlie3end Gber ESI-MS analysiert.

Zur Verifizierung der Methode und zur Berechnungr deypsinmengen wurde eine
Eichgerade aus dem Verdau von 50-200 ng TrypsiAlstanden von 25 ng erstellt. Als
Referenz diente die Autolyse, der pro Probe eirtigese Ausgangsmenge, von 200 ng
Trypsin. Zur Datenauswertung wurde jeweils das ¥knis zwischen dem H3-acetylierten
Peptid aus dem Eigenverdau und dem D3-acetyliétegiid aus dem internen Standard von
Referenz und Probe gebildet. Aus dem Quotienterbéielen Verhaltniswerte wurde Uber die
Geradengleichung der Eichgerade der Anteil an Tmydserechnet, der nach 30 min
Inkubationszeit nicht vom Gel aufgenommen wurdee ifferenz zur eingesetzten

Gesamtmenge von 200 ng ergab die Menge an Trygisivom Gel absorbiert wurde.

5.7 Quantifizierung von Proteinen Uber die Sequebnackung

Die Quantifizierung von Proteinen Uber die Einfiigustabiler Isotope war nicht immer
maoglich. Als problematisch erwies sich die Methodenn das Zielprotein nicht gentgend
geeignete Peptide zur Auswertung enthielt oder geninge Mengen an Probenmaterial
(niedriger fmol-Bereich) zur Verfiigung standen ulagnit die einzelnen Signale zum Teil nur
schwer vom Hintergrundrauschen zu unterscheiderrwdtine weitaus einfachere Art der
Lrelativen Quantifizierung” wurde Uber die Sequédrdeckung des zu analysierenden Proteins
erreicht (vgl. Kapitel 5.10.3, S. 69). Grundlage @iie Methode ist die Korrelation zwischen
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eingesetzter Proteinmenge und der Anzahl unterdiather Peptide, die im Spektrum
detektiert werden (Washburn et al., 2001; Granwigal., 2006). Obwohl die Ergebnisse
weniger exakt sind, fand die Methode eine breitevé&mdung in der Literatur, da sowohl der
experimentelle Ansatz als auch die Datenauswerttgsgntlich einfacher durchfihrbar sind.
Die Peptidausbeute des letzten Abschnitts des InW&sdauprozesses, in dem es um die
Notwendigkeit eines zusatzlichen Extraktionssositigeht, wurde mit dieser Methode
ermittelt. Dazu wurden 100 fmol GAPDH auf ein Mi@el aufgetragen. Die Visualisierung
der Proteinbanden erfolgte mittels Silberfarbungj.(iKapitel 5.3.3 S. 49). Ab hier wurde der
gesamte Prozess im OMX2Surchgefiihrt. Die gestochenen Banden wurden ueltmtt
nach der Farbung wieder entfarbt (vgl. Kapitel 3. 50) und anschlieRend nach dem OVP
in 20 pl Verdaupuffer mit 100 ng Trypsin verdautei Blen Referenzproben wurde die
Extraktion wahrend des Verdaus im Volumen des Mgod#ers durchgefuhrt. Bei allen
anderen Proben wurde nach der Trennung von Gel Rewtidlosung ein zusatzlicher
Extraktionsschritt angehangt. Die zweite Extraktierolgte in jeweils 20 pul Lésung far
10 min bei 50°C. Zur Extraktion wurden 50 mM M O;, 5% FA, 5% FA in 50% ACN
und 100% ACN eingesetzt. AnschlieBend wurden dieleme Extraktionen vereinigt und
wegen der unterschiedlichen Volumina in einem Vakkonzentrator bis zur Trockene
einrotiert. Die fertigen Proben wurden in 10 pul 1BA aufgenommen, in ein Glasvial
Uberfuhrt und bis zur Messung bei -20°C gelageit. essung erfolgte Gber nanoLC-MS.
Dabei wurden jeweils etwa 20 fmol des proteolytiablgebauten Proteins aufgetragen. Jeder
Versuch wurde in drei Parallelen durchgefuhrt. Dedative Quantifizierung erfolgte bei
diesem Versuch Uber die Signalintensitaten vonReptiden aus GAPDH.

5.8 Modifikationen von Aminosauren

5.8.1 Oxidation von Aminosauren

Die Oxidation von AS wurde mit Perameisensayserformic acidg PFA) durchgefihrt
(Chowdhury et al., 1995). Soweit nicht anders arebeg, erfolgte die Oxidation nach dem
enzymatischen In-Gel Verdau der Proteine. Die (waodamit PFA wurde entweder fir
30 min bei 30°C mit Endkonzentrationen von 0.5%(v/v) und 8% FA (v/v) oder fur 2 h
bei -20°C mit Endkonzentrationen von 3% FA (v/iv)1% HO, (v/v) und 20% Methanol
(v/v) durchgefuhrt. Der Anteil an Methanol verhinigedas Einfrieren der Losung. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde die Peptidlosutgetrennt und die Reaktion durch die

Bindung der Peptide an eine;gMikrosdule gestoppt. Die Analyse der Proben etéolg
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jeweils direkt im Anschluss an die Reaktion. Diegeisetzten Konzentrationen waren
ausreichend, um Peptide aus mindestens 50 pmdaiRgpiantitativ zu oxidieren.

5.9 Massenspektrometrie

5.9.1 Offline ESI-MS

5.9.1.1 Entsalzung und Konzentrierung der Peptighgsvor der massenspektrometrischen

Analyse

Fur offine-Messungen wurde der Entsalzungs- und Konzentmgssahritt mit einer ¢-
Mikrosaule (ZipTip-Pipettenspitzen; Millipore, Baitica, MA) durchgefihrt. Das enthaltene
C.s-Chromatographiematerial (15 nm, Porengrésse 20t#A)einem Volumen von 0.6 pl
besal’ eine maximale Bindungskapazitat von etwa Brpigin und war zur Aufreinigung von
Peptiden und Proteinen mit einer maximalen MM vOrkBa geeignet. Die Peptidbindung an
die GgMatrix erfolgte Uber hydrophobe Wechselwirkungedur Abtrennung von
Detergenzien sind dieig@Mikrosaulen nicht geeignet, da diese ebenfallgi@nC s-Matrix
gebunden werden. Einrotierte Proben aus dem koiovetien Verdauprotokoll wurden
zuvor in 10 pl 1%iger FA resuspendiert. Aquilibtieg, Peptidanbindung, Waschschritte und
die Elution der Peptide wurde durchgefihrt, wieder Gebrauchsanleitung fir diegC
Mikrosaulen angegeben. Zur Verbesserung der Qualg# ESI-Spektren enthielten alle
Losungen FA statt Trifluoressigsaure. Die Peptideden in 4 pul 65% ACN, 1% 2-Propanol
und 0.1% FA eluiert. BeonlineMessungen fand die Entsalzung und Konzentrierusg d
Probe auf der Vorsaule der HPLC statt (vgl. Katél2.2, S. 65).

5.9.1.2 Beladung der ES-Quelle

Uber eineGeloaderPipettenspitze (Eppendorf, Hamburg, D) wurde digi@nslosung direkt
in eine ;medium“ Nanospray-Kapillare aus Borosilikatglas Uberf({ftotana, Odense, Dk)
und anschlieBend in einer Tischzentrifuge in dietz8pder geschlossenen Glaskapillare
zentrifugiert. Die Nanospray-Kapillare wurde anseRénd in der Nadelhalterung der ES-
Quelle fixiert, durch Berihrung des Konus mechdnigetffnet und etwa 1-2 mm vor der

Konus6ffnung positioniert. Die Vernebelung erfolgich Anlegen der Kapillarspannung.

5.9.1.3 MS- und MSMS-Messung

Die massenspektrometrischen Analysen wurden ménei®Q-TOF-1 bzw. Q-TORPremier
Tandemmassenspektrometer (Waters (Micromass), Mateth UK) durchgefihrt. Beide
Massenspektrometer waren mit einer orthogonalenE&hQuelle ausgestattet, die an einen
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Quadrupol- und einen nachfolgenden TOF-Massenaatalygekoppelt war. Zur Messung
von Peptiden (Proteinen) wurde ausschliel3lich desitipe lonisierungsmodus (ESI+)
verwendet.

Die Analytldsungen wurden Uber Glaskapillaren is t#5 eingebracht (vgl. Kapitel 5.9.1.2).
Die Flussrate war dabei abhangig von der Kapilamsping und der Offnungsweite der
abgebrochenen Glaskapillare. Sie betrug etwa 5@/80n. Bei einer Gesamtprobenmenge
von ca. 4l ergab sich somit eine durchschnittlisfesszeit von etwa 60 min. Eine optimale
Verneblung der Spraylosung wurde bei beiden Geratemch das Anlegen einer
Kapillarspannung von 800-1000 V erreicht. Die Kaspanung betrug 35-45V beim Q-
TOF-I und 28 V beim Q-TOMPremier. Bei grof3en Peptiden wurde durch die Erh6hung der
Konusspannung eine Verbesserung der Signalintensitéicht. Gleichzeitig konnte eine
hohe Konusspannung in Abhangigkeit von den Eigeaftem des Peptides bereits in der
Quelle zu einer Fragmentierung des Molekuls ful{rersource dissociatign Im Gegensatz
zum Q-TOF-I wurde beim Q-TOPremierauch im MS-Modus das Kollisionsgas (Argon)
zugeschaltet.

Die Aufzeichnung der Ubersichtsspektren (MS-Speltesfolgte mit einer Geschwindigkeit
von 1-2 s/Einzelspektrum Uber einen Massenbereach400 bis 2000n/z In Abhangigkeit
von der Signalintensitdt wurden jeweils 25-100 Elspektren zum Gesamtspektrum
summiert. Ein Peptidsignal wurde als vorhanden geivevenn es zwei Kriterien erfillte.
Erstens musste die Signalintensitat einen Wert3®@Einschlagen/25 Spektren Ubersteigen.
Dieser Wert entsprach der Minimalintensitat fur &eptid, um im Fragmentierungsmodus
(MSMS) noch auswertbare Spektren zu ergeben. Zmgeiteusste das Peptidsignal eindeutig
vom Hintergrundrauschen unterscheidbar sein.

Fur die MSMS-Experimente wurden sukzessive dietitizierten Peptidionen im Quadrupol
selektiert. Die ausgewahlten Peptide wurden arefgbiid in der Kollisionszelle fragmentiert.
Die Fragmentierung erfolgte durch Energielbertrggubeim Zusammenstoss der
Analytmolekile mit den Moleklilen eines Stossgadaier (Argon). Fiur eine effiziente
Fragmentierung war die in den MS-Experimenten zuasskeren der Kollisionszelle
angelegte kinetische Energie von 5eV nicht ausesid. Die Erhéhung der
Beschleunigungsspannung resultierte in der Erhohuwey Energie, welche beim
Zusammenstoss auf die Peptidmoleklle lbertragemexvudie Beschleunigungsspannung
variierte in Abhangigkeit von Molekularmasse undlitagszustand zwischen 16 und 42 eV.

Zur Fragmentierung und anschlie3ender novoSequenzierung wurden bevorzugt doppelt
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geladene Peptidionen ausgewadahlt, da diese im Gaigersi hoher Geladenen weniger
komplexe Spektren ergaben und eine geringere Mie$dzeerwertbare Daten erforderten.
Soweit nicht anders angegeben, handelte es sictidoein der Arbeit angegebenen Werten
fur die Proteinmassen, um die neutrale, monoisetb@ Masse (vgl. Kapitel 4.1.3.2, S. 34).
Als ,Peptidmassen” wurden dieVz-Werte der im Spektrum detektierten Signale mit dem
zugehorigen Ladungszustand angegeben. Je nachi&aliimszustand des MS erfolgte nach
der Messung eine interne Massenkorrektur anhanels diekannten Signals im Spektrum
(Lock massKorrektur, z. B. Trypsin Eigenverdau bei 421.7989+2H]?*, CBB-R250 bzw.
G250 bei 804.277 [M+HT und 832.309n/z[M+H]** oder Pheophytia 871.5737 [M+H})).
Generell erhéhte sich die Abweichung mit zunehmenahéz-Wert.

Die Steuerung des MS, sowie die Datenaufzeichnumd) ‘auswertung wurden mit dem
Programm MassLynx/Biolynx 4.0 und 4.1 durchgeflilsine detaillierte Beschreibung der
einzelnen Gerateparameter in den verschiedenenmdesssowie zur Kalibrierung des MS
findet sich in den Benutzerhandblchern flr die jegen Massenspektrometer.

5.9.2 LC-ESI-MS

5.9.2.1 Probenvorbereitung fur LC-MS

Das Probenvolumen der Peptidldsung nach In-GelAleketrug in der Regel etwa 25 pl. Zur
Abtrennung von ungeldsten Bestandteilen wurde disubhg fir 5 min bei 16.100x g
zentrifugiert. Danach war die angesauerte Peptidigdirekt fur die chromatographische
Trennung verwendbar, wobei 1-5 pl ProbenvolumerdauBaule aufgetragen wurden.

5.9.2.2 NanoLC-MS-Messung

Die Analyse von Peptiden tber nanoLC-MS erfolgteritie Kopplung des nanoACQUITY-
UPLC Systems (Waters, Milford, MA) an das Q-T®femier Maximal 5 pl Probenvolumen
wurden fur die Analyse verwendet. Die Analytmolekiturden auf einer Vorsaule
konzentriert und entsalzt. Die chromatographischeniiung der Peptide erfolgte auf einer
analytischen Séaule (BEH 130 C18, 75 um x 100 mnifikedgrofRe 1.7 pm) mit einem
linearen Gradienten von 1% bis 40% Losungsmittéd.B% (v/v) FA in ACN). Die Laufzeit
des Gradienten betrug 25-60 min bei einer Flussrate400 nl/min. Ein flacherer Gradient
fuhrte nicht zu einer verbesserten Auflosung, somdediglich zu einer Verbreiterung der
Signale. Die Saule wurde am Ende des Laufs mitneikerzen Gradienten auf 95% B
gereinigt. Zur Stabilisierung des Elektrosprays deubeionline LC-ESI-MS Experimenten
wegen der hohen Flussrate von 300-400 nl/min(Reinheit N 5.0) als Trocknungsgas zur
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rascheren Verdampfung der Spraylésung verwendes. dem gleichen Grund wurde die
Konustemperatur b&inline Messungen von 60°C auf 100°C erhdht.

5.9.3 Kalibrierung des MS

Wie exakt eine Kalibrierung erfolgen musste, wahéigig von der Fragestellung der
Messung. Wurden die Messdaten flr déenovoSequenzierung von Peptiden verwendet, war
die Genauigkeit von geringerer Bedeutung, da hidddiglich der Abstand zwischen den
Fragmentsignalen entscheidend war. Somit konnte adeolute Messwert der Signale
abweichen ohne das Ergebnis zu verfalschen. Vorbdiglen Massenanalysatoren musste nur
der FlugzeitmassenanalysatorTQF, time of fligh) kalibriert werden. Da der
Flugzeitmassenanalysator aus Aluminium bestand, kandurch die temperaturbedingte
Ausdehnung bzw. Verkiirzung des Metalls zu einerekndg der Flugstrecke fiir die lonen.
Die damit verbundene Anderung der Flugzeit bis Z@tektor fiihrte zur Verfalschung der
ermittelten Massen. Eine Anderung der Raumtempenatu 1°C fiihrte bereits zu einer
Massenverschiebung von 60-120 ppm (0.06-0.12 Dajz Klimaanlage traten im Messraum
am Botanischen Institut, speziell in den Sommerrt@mam Tagesverlauf, zum Teil
betrachtliche Temperaturschwankungen auf, so dess Kalibrierung mehrmals am Tag

notig war.

5.9.3.1 Externe Kalibrierung

Bei der durchgefihrten externen Kalibrierung hatedebs sich jeweils um eine
Mehrpunktkalibrierung. Alle Kalibrierungen wurdemmi positiven lonisierungsmodus
durchgefihrt. Zur externen Kalibrierung der Q-TORdirde eine LOsung aus 0.2% (v/v)
Phosphorsaure @RQOy) in 50% Methanol verwendet. Die Phosphorséureebiidn MS-
Spektrum SignalserierC{uste mit [HsPOy], deren Abstand jeweils 98/zbetrug. Bei der
Q-TOF Premier enthielt die Kalibrierungslésung [GldFibrinopeptid B (Sigma, Miinchen,
D; 785.843m/2 in einer Konzentration von 500 fmol/ul in 50% AQhd 0.1% FA. Hier
wurden die Fragmentierungssignale aus dem MSMSi&pekwelche sich aus der im Peptid
enthaltenen AS-Sequenz ergaben, zur Kalibrierungngezogen.

Nach Aufzeichnung eines Kalibrierungsspektrums wardie aktuellen Signale im Spektrum
mit den zu erwartenden Massen aus einer Referexiadaglichen. In Abhangigkeit von der
Intensitat der einzelnen Signale wurde jeder Masseder Referenzdatei (Sollwert)
automatisch ein korrespondierendes Signal im Kialibngsspektrum (Istwert) zugeordnet.
Die sich ergebenden Massendifferenzen aus Soll- Jstiverten bildeten die

Kalibrierungspunkte durch die eine Kalibrierungsiaugelegt wurde. Aus den Abstanden der
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einzelnen Kalibrierungspunkte zur Kurve wurde digrctischnittliche Massenabweichung
eines Signals im Spektrum berechnet. Uber die nilen@atfernung stark abweichender
Werte wurde die Differenz zwischen Ist- und Sollgar vermindert und somit der TOF
kalibriert. Die Genauigkeit der Kalibrierung erfgie beim Q-TOF | etwa 20-30 ppm
(0.03 Da); beim Q-TOPremieretwa 5 ppm (0.005 Da).

5.9.3.2 Interne Kalibrierung

Das Eigenverdausignal von Trypsin bei 421.i#58wurde als interne Kalibrierung beffline
Messungen und zur Uberpriifung der Enzymtatigkeliresid des In-Gel Verdaus verwendet.
Um temperaturbedingte Massenverschiebungen walttend.aufs zu korrigieren, wurde bei
den LC-MS Experimenten [Gl+Fibrinopeptid B als Referenzmasse verwendet. Die
Konzentration der Losung betrug 500 fmol/pl in 58%N und 0.1% FA, bei einer Flussrate
von 500 nl/min. Zum Massenabgleich wurde wahrensl ldeufs alle 10 s ein Wert fur die

Referenzmasse aufgenommen.
5.10 Datenauswertung

5.10.1 Identifikation von Proteinen Uber die Datenbnken

Zur ldentifikation der Proteine in den Datenbankemnden die aus den Fragmentspektren der
Peptide ermittelten Primarsequenzen verwendet.POimarsequenz eines Peptides erdffnete
verschiedene Madglichkeiten das zugrunde liegend®ter zu identifizieren. Bei
Sequenzierung von mindestens sechs aufeinanderttdge AS eines Peptids wurde die
Suchmaske Amino acid sequence seatcuf dem Server deBuropean Molecular Biology
Laboratory (EMBL) (www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPdBageLink/
peptidesearchpage.html) zur Proteinidentifikatiorerwendet. Die Signifikanz des
Suchergebnisses hing von der Lange der eingegeb®equonenz und von der Zahl der
existierenden homologen Peptide ab.

Waren aufgrund eines MSMS-Spektrums mit schwaclegnidsignalen weniger als 6 AS zu
ermitteln, gab es die Moglichkeit Uber diPeptide Sequence Ta§uchmaske nach dem
Protein zu suchen. Hierfiur war lediglich eine Kegsenz aus mindestens zwei
aufeinanderfolgenden Aminoséauren nétig, die in Yetbng mit der Masse des Peptids und
der Masse der Fragmentionen am Beginn und am EwedeKdrzsequenz einen hohen
Informationsgehalt besal3. Zur Eingrenzung der hgitichen Treffer konnten bei den
Parametern der Suchalgorithmen zum Teil zusatzlidf@mationen eingegeben werden.

Dazu gehdrten unter anderem der Massenbereichnnd#es gesuchte Protein anzusiedeln
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war oder der Organismus aus dem es stammte. Vetausg fir eine erfolgreiche
Identifikation war jedoch in beiden Suchalgorithmetass das gesuchte Protein in der
Datenbank vorhanden war. Da das Genom der Gersse daito nicht komplett
durchsequenziert war, gab es haufig keine Trefiezimer gegebenen Sequenz. In diesem Fall
wurde mit der Peptidsequenz ein Homologievergl¢ighsic Local Alignment Search Tool
Abk. BLAST durchgefuhrt, bei der das Peptid einem Proteis ainem verwandten
Organismus zugeordnet wird (Altschul et al., 198@schul et al., 1997). DIBLASFSuche
ermoglicht den Vergleich von Peptid- oder Protajjus:zen mit den in einer Datenbank
enthaltenen Sequenzen. Im Ergebnis werden die Beegunenach dem Grad der Homologie
gelistet. Falls ein homologes Protein in der Dadehbexistierte und das Peptid aus einem
konservierten Bereich des Proteins stammte waWhé@rscheinlichkeit einer erfolgreichen
Identifikation relativ hoch. Fur einen Protddl-ASTwaren Peptide jedoch in der Regel zu
kurz. Auf der Homepage dé&uropean Bioinformatics Institut@&BIl) gab es die Mdéglichkeit
mit dem Suchalgorithmus*“fastf3 bzw. s3” (www.ebild¢fasta33) eindBLASTFSuche mit
kurzen Sequenzabschnitten durchzufiihren (Pear889).1Die Ergebnisse wurden ab einem
Wahrscheinlichkeitswert von T8 als signifikant angesehen. Der Wert hing dabekstan
der Lange der eingegebenen AS-Sequenz ab. Folgimien auch Peptide mit einem
niedrigeren Wert nicht zwangslaufig als ,falsch iBes“ einzuordnen. Generell war es
jedoch von Vorteil, wenn mehrere kurze Sequenzatigehfir die Suche zur Verfligung
standen. Diese konnten in einer Suchanfrage gleitthzverwendet werden (,fasts3) und
mussten innerhalb der Proteinsequenz nicht zusammdngen. In Abhéangigkeit des
Homologiestatus eines Proteins wurden fir eine ezitige ldentifikation mehrere Peptide
bendtigt.

Die verwendeten Suchmaschinen stitzten sich awgchiedene Proteindatenbanken. Die
Suche am EMBL fand in der SWISS-PROT- und der TrEMEatenbank vomEuropean
Bioinformatics Institutg EBI) statt. Die SWISS-PROT-Datenbank beinhaltaieschlief3lich
detektierte Proteinsequenzen. Als Erganzung daituedindie TrEMBL-Datenbank bis dato
bekannte Nukleotidsequenzen, die in Proteine Utmrseurden. Im ,fasta“-Algorithmus
konnten verschiedene Proteindatenbanken ausgewétden. Die Identifikation der Proteine
erfolgte hierbei Uber die NCBInr-Datenbank aNmtional Center for Biotechnology
Information (NCBI). Das Kirzel ,nr* bei einer Datenbank stdhit nicht redundantnon
redundant. Dies bedeutete, dass doppelte Eintrdge in deteribank, z.B. wenn

verschiedene Autoren dasselbe Protein beschrieddmmhaussortiert werden.

68



Experimenteller Teil

5.10.2 Berechnung der Hydrophobizitat

Die Berechnung des Hydrophobizitatswertes (GRAVYel) fir Peptide und Proteine wurde
Uber das Programm ,ProtParam® (www.expasy.org/tpatsparam.html) durchgefuhrt, das
im Internet Uber den ExXPASy-Proteomics Server Sl@ss Institute of BioinformatidSIB)
erhaltlich ist (Appel et al., 1994). Die Hydrophoitétswerte der Peptide wurden nach der
von Kyte & Doolittle erstellten Tabelle berechneyle et al., 1982). Die
Gesamthydrophobizitat fir ein Protein bzw. Peptigab sich dabei aus der Addition der
Einzelwerte aller AS eines Peptids geteilt durch AiS-Gesamtzahl. Die Werte fur die
einzelnen AS spiegelten die jeweilige Loslichkaith,O wieder; gut l6sliche (hydrophile) AS
hatten negative Werte, schlecht I6sliche (hydrophdts positive Werte.

5.10.3 Berechnung der Sequenzabdeckung

Zur Berechnung der Sequenzabdeckung wurde zwischlksoluter und effektiver
Sequenzabdeckung unterschieden. Erstere repragsentlas prozentuale Verhdltnis der
Summe aller AS in den detektierten Peptiden und3dsamtzahl der AS im Protein. Bei der
effektiven Sequenzabdeckung wurde die Detektieddarkder einzelnen Peptide
mitberlcksichtigt. Das bedeutete, Peptide die du#lereines bestimmten Massenbereichs
lagen, gingen in die Berechnung nicht mit ein. lgodessen war der Wert der effektiven
Sequenzabdeckung immer dem Wert der absoluten Sequenzabdeckung. Alle hier
durchgefuhrten Berechnungen zur Sequenzabdeckumgewuwnach dem Modus fur die
absolute Sequenzabdeckung durchgefuhrt. Fehlsehdét Protease fuhrten teilweise zu
Uberlappenden Peptiden. AS aus diesen Sequenzébmthwurden jeweils nur einmal
gezahlt.
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6 Ergebnisse

6.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese

6.1.1 Charakteristisches Proteinmuster nach Trennug nativer Proteinkomplexe der
Thylakoidmembran tGber 2D BN/SDS-PAGE

Die Thylakoidmembran eignete sich als Modellsysteam Studium der Eigenschaften
membranintegraler Proteine. lhr Proteom setzt aieh einer Vielzahl membrangebundener
und l6slicher Proteine zusammen, die mittels nativelelektrophorese aufgetrennt wurden.
Die Isolation der Proteinkomplexe erfolgte durchubdisierung der Membranen mit ca. 1%
(Endkonzentration) des nicht-ionischen Detergenz. )kt Trennung in der BN-PAGE
erfolgte nach der Molekularmasse. Ein 6-12%igesdi®@rdengel erwies sich als geeignet fur
den zu trennenden Molekularmassenbereich von €ekDd (LHCII-Monomer) bis
1200 kDa (Superkomplexe). Um einen Einfluss dereBligdung der Komplexe auf die
Trennung zu verhindern, wurde der Farbstoff Coomdassan die Detergenzmicellen
gebunden, welche die Proteinkomplexe umgaben. Désr wlen gegebenen Bedingungen
negativ geladene Farbstoffmolekil maskierte diee@dung der Komplexe. Fur die weitere
Analytik der Proteinkomplexe wurde davon ausgegangkss ihr nativer Zustand in der
Elektrophorese weitestgehend erhalten werden korninte zweiten Schritt wurden die
getrennten Komplexe Uber SDS-PAGE in ihre Untemgien getrennt. Eine spezielle
Transfertechnik ermdglichte eine verlustfreie Utsgrting der Proteine von der ersten auf die
zweite Dimension (Eichacker et al., 2002). Die Kamation der beiden
Elektrophoresetechniken ermdglichte die hochaufideeTrennung von Membranproteinen.
Nach der Farbung der Gele mit CBB war ein reproghbares Proteinmuster erkennbar, dass
sich Uber alle Molekularmassen erstreckte. Das @&fubildete einen charakteristischen
Fingerabdruck der Membranproteine der Thylakoide bb(A 12, S.74). Die
Komplexzugehdorigkeit der einzelnen Proteine konditekt aus deren Lage im SDS-Gel
abgelesen werden. Proteine die in senkrechter Liniereinander im Gel detektierbar waren,
wurden demselben Protein-Komplex zugerechnet. Dodeklilarmasse eines Proteins wurde
hierbei mit Hilfe von Markerproteinen und anhanthee Laufthohe im Gel abgeschéatzt (Abb.
12, S. 74). Die Identifikation der Proteine erfelgtach enzymatischem Verdau Gbdernovo
Sequenzierung interner Peptide mittels Tandem-Mapsktrometrie (ESI-MSMS).
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In Ubereinstimmung mit Devreese et al. konnte naessenspektrometrischer Analytik der
Proteine bestatigt werden, dass die Trennung vomianproteinen mit einem GRAVY-
Index von groRer 0.5 Uber BN-PAGE mdglich ist (Bemge et al.,, 2002). Zu den dabei
separierten, hydrophoben Proteinen aus der Thylaka&inbran gehdrten die Cytochrdgff-
GenproduktepetB (GRAVY-Index: 0.54) undpetD (GRAVY-Index: 0.56), das RCII-
KernkomplexproteimpsbF (GRAVY-Index: 0.71) und die GFATPase UEatpH (GRAVY-
Index: 1.03 (Abb. 12, S. 74).

Proteinkomplexe, die das Pigment Chlorophyll enémalerscheinen im Gel der 1. Dimension
als dunkelgrine Banden. Alle anderen Komplexe waafgrund der Bindung des zur
Trennung hinzugefiigten Farbstoffs Coomassie bldérlogge Chlorophyll wurde erst in der
SDS-PAGE vom Protein getrennt und konnte nach dekti®phorese als deutlich grine
Bande unterhalb der Lauffront nachgewiesen werdéb.(12, S. 74).

Die in der BN-PAGE auftretenden Proteinkomplexe demr mit romischen Ziffern
bezeichnet, welche fir die Kennzeichnung der Rmatgereinheiten in der 2. Dimension
beibehalten wurden (Abb. 12, S. 74; I-V). Intere¢saveise wurden Komplexe gleicher Art
mehrmals in verschiedenen AssemblierungszustaneteRtdrt.

Nach der Trennung von Proteinkomplexen der Thywambran aus Gerstenchloroplasten
waren im Bereich der Molekularmassen > 600 kDa 2gedrei Superkomplexe detektierbar,
die Proteine aus PSI und PSII enthielten, abert réaizeln untersucht wurden (Aro et al.,
2005; Heinemeyer et al., 2004). Bei etwa 550-608 kiat eine intensiv grin gefarbte Bande
auf, die dem PSI-LHCI und dem dimeren PSIl-Kompteigeordnet werden konnten (Abb.
12, S.74). PSI und Il erhielten | und Il als IndeAufgrund nahezu identischer
Molekularmassen komigrierten die beiden Komplexéen 1. Dimension der PAGE (Jordan
et al., 2001). Auf einer Hohe von etwa 280 kDa iladeei Komplexbanden nahe beieinander.
Es handelte sich dabei um die ATP-Synthase (blarel® 280-300 kDa), das Monomer des
Chlorophyll-a-bindenden PSIl-Monomers (grine Bande, 280 kDa) ueh dimeren
Cytochrombg/f-Komplex (blaue Bande) mit einer Molekularmasse &&0-270 kDa. Die
ATP-Synthase wurde mit IV und der Cytochropf-Komplex mit NummerV
gekennzeichnet. Die Proteine des Lichtsammelkongsleon PSIlI wurden wahrend der BN-
PAGE vom RCIl abgetrennt. Sie bildeten zwei debdicgriine Banden bei ca. 70 und
140 kDa, welche die monomere und trimere Form desnlexes reprasentierten. Die
apparenten Molekularmassen der Proteinkomplexecheeten sich aus den Massen der
einzelnen Bestandteile. Zur Veranschaulichung detl monomere LHCIl-Komplex dienen.

Seine apparente Masse verteilte sich auf ein Proten 25-28 kDa, 14 Chlorophylle, sowie
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zwei Luteine mit jeweils einer Masse von ca. 1 kDée Detergenzmicelle trug ebenfalls

noch einmal ca. 30 kDa bei, so dass sich eine Gesasse von ca. 60-65 kDa ergab.

6.1.1.1 ,Freie” Proteine

Nach der 1. Dimension waren einige Proteine ddreigen Thylakoidmembranfraktion nahe
der Lauffront lokalisiert. Diese Gruppe von Pro&inwurde als “freie” Proteine bezeichnet,
da es nicht zu einer Massenzunahme aufgrund denakiion mit der Detergenzmicelle kam
(Abb. 12, S. 74). Die ,freien* Proteine wurden fiodp nicht solubilisiert bzw. wéhrend der
BN-PAGE von den Komplexen abgetrennt. Unter dentifizierten Proteinen befanden sich
l6sliche  Proteine und Membranproteine aus versemead Komplexen der
Thylakoidmembran, sowie Proteine, die keinem Komplegeordnet werden konnten. Da der
Hauptanteil, der auf der Stromaseite gelegenenmf@mren-) assoziierten Proteine wahrend
der Préaparation entfernt wurde, handelte es sichcau60% um Proteine, die dem
Thylakoidlumen zugeordnet werden konnten. Ein Giber Proteine dieser Gruppe
interagiert nicht mit der Lipidphase der Membrahtel Bindung kommt durch schwache
Protein-Protein Wechselwirkungen mit Untereinheiteistande, die in den AufRenbereichen
der Komplexe lokalisiert sind.

Einige als Bestandteil von Komplexen bekannte Rretevurden komplett in der Gruppe der
freien Proteine detektiert. Dazu gehdrte z. B.@asprodukt vorPsaN(In) aus dem PSI, das
als é-Ubertrager fungierende Plastocyanin (Ve) oderWis des Wasserspaltungsapparates
PsbO (llo), PsbP (lip) und PsbQ (llg) aus dem PSdiglich in den Superkomplexen blieb
ein Teil des wasserspaltenden Apparates am PSdzies. Obwohl es sich bei den
genannten Untereinheiten ausnahmslos um l6slicbieiRe handelte, bestand kein genereller
Zusammenhang zwischen der Abtrennung von Komplexemheiten und der Zugehdrigkeit
des betroffenen Proteins zu den |6slichen bzw. manibtegralen Proteinen. Die
GenproduktePsaC (Ic), PsaD (Id) und PsaE (le) aus PSI, die ebenfalls keine TMD
aufwiesen, blieben wahrend Solubilisierung und BNSE stabil an den Holokomplex
gebunden. Die Membranproteine PsaH, PsaG und PkaKig( Ik) wurden sowohl als
Bestandteil des PSI/LHCI-Komplexes als auch in@saippe der freien Proteinen detektiert.
Die als Verbindung zwischen den LHCII und dem Rit#henden Proteine CP26 und CP24

wurden ebenfalls zum Teil ohne Detergenzmicelleltesrt.

6.1.1.2 Komplexe des Photosystem |

Bei ca. 80 kDa waren als deutlich ausgepréagte Bamdker SDS-PAGE zwei Proteine des
PSI-RC (P700) zu finden. Es handelte sich dabeP@&hA (psaA und PSI-B psaB, welche
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jeweils 11 TMD besitzen (Abb. 12, S. 74, la und. IBpenfalls in der Thylakoidmembran
integriert liegen die Genprodukte v&saG PsaK psal, welche zwei TMD besitzen, sowie
psal undpsaJ mit je einer TMD. Die drei ersten Proteine komtech tryptischem Verdau
Uber Peptide aus ihren loslichen Bereichen massktremetrisch nachgewiesen werden
(Abb. 12, S. 74, Ig, Ik, Il). Die verbleibenden UHes PSI gehtren zu den l6slichen Proteinen
und besitzen keine TMD. Von den insgesamt sech®ifem waren vier auf der Stromaseite
der Thylakoidmembran lokalisiert. Neben dem PSItGtin (psaQ, welches mit nur
8.8 kDa die kleinste Untereinheit des RCI darstellirden aufl3erdem die prozessierten
Genprodukte deBsaD, Psak, undPsaHProteins identifiziert (Abb. 12, S. 74, Ic, Id, 18).
Auf der luminalen Seite der Membran sind zwei HretgPsaN und PsaF) des PSI/LHCI-
Komplexes lokalisiert. PsaN wurde im Bereich dezien Proteine detektiert, PsaF als
Untereinheit des PSI/LHCI. Da&saNGenprodukt war offensichtlich nur schwach mit dem
Membrankomplex assoziiert und wurde in der 1.Disi@m der elektrophoretischen
Trennung bereits abgetrennt. Die beiden niedernutdedn UEnpsal und psaJwurden mit
dieser Methode nicht detektiert.

Vier LHCP sind bekannt fur PSI. lhre GenbezeichmmgindLhcal Lhca2 Lhca3 und
Lhcad Obwohl drei davon mit 22.1 kDa (Lhcal) 22.3 kbhda4) und 23.2 kDa (Lhca?2)
sehr ahnliche Molekularmassen besitzen und deshallder PAGE nicht eindeutig
voneinander getrennt werden konnten, war es kaibl&m die Proteine Uber die Analyse der
Fragmentspektren ihrer Peptide zu identifizieredl(Al12, S. 74, la2, lal, la4). Lediglich
Lhca3, das mit ca. 25 kDa Schwerste der vier LH@&#de in der PAGE eindeutig aufgeldst
(Ia3). Bis dato existiert das Lhca3-Protein auss@enicht in den Datenbanken. Sowohl die
Massenbestimmung als auch die Identifikation etéoldgeshalb tber das homologe Protein
aus ErbseRisum sativum Wie ihre Verwandten aus dem LHCII enthielten Bieteine des
LHCI ebenfalls dreia-Helices. Mit einem durchschnittichen GRAVY-Indason -0.137
wurden die Proteine des LHCI als hydrophil eingitsind stellten damit keine typischen MP
dar.

Zusatzlich zum fertig assemblierten PSI/LHCI-Komplgurde ein Komplex gefunden, der
ein Assemblierungsintermediat bzw. ein Abbauprodektésentierte. Es handelte sich dabei
um einen Chlorophyll enthaltenden Komplex, der ier d\dhe der ATP-Synthase
(Komplex 1IV) gelegen war (Abb. 12, S. 74). Im Veigh zum maturen PSI/LHCI-Komplex
wurden lediglich die Genprodukte vdtsaA (la), PsaB (Ib), Lhcal (LI1), PsaE (le), PsaL
(N, und PsaH (Ih) identifiziert. Die fehlenden Untereinheiterura nativen PSI/LHCI-
Komplex befanden sich nicht unter den ,freien* Bnogén (vgl. Kapitel 6.1.1.1, S. 72). Dies
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deutete darauf hin, dass es sich hier tatsachhchemen intermediaren Komplex handelte

und nicht um ein Artefakt aus der Probenprépardiiom. PAGE.

BN-PAGE (1. Dimension)
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Abb. 12: Proteom der Thylakoidmembran von Gerste nah Farbung mit CBB

Chloroplasten aus Gerstenkeimlingen wurden lysiad die Proteinkomplexe der Thylakoidmembran irfd.1
(v/v) DM solubilisiert. Anschlieend wurden die iwah Komplexe in einer 1. Dimension UbBlue-Native
PAGE (BN-PAGE) aufgetrennt. Pro Gelspur wurden Miembranen aus 1.5 x 4@hloroplasten aufgetragen.
Dies entsprach einer Proteinmenge von ca. 600 Lig. ifdlierten Komplexe und Subkomplexe sind mit
folgenden Abkirzungen bezeichnet: SK, SuperkompléXePSlI, (LI), LHCI; (11), RCII; (1V), ATP-Syntlase;
(V), Cyt.by/f-Komplex und (LII), LHCIl. Neben den Komplexbeezbhungen ist in Klammern der
Assemblierungsgrad angegeben. Dabei steht die amilern angegebene Zahl fur die trimere (3), fur die
dimere (2) und fur die monomere (1) Form des jegeil Komplexes. In der 2. Dimension wurden die
Komplexe in ihre Untereinheiten gespalten und (BB6-PAGE getrennt. Die Laufrichtung beider Gelamgt
Pfeilen gekennzeichnet. Nach Visualisierung dendie mit CBB-R250, wurden die Banden ausgeschmitte
und tryptisch verdaut. Die Identifikation der eilmn Untereinheiten erfolgte mittels nanoESI-MS.

Die Proteinuntereinheiten sind im Gel mit einer igthen Zahl gekennzeichnet, welche die
Komplexzugehdérigkeit symbolisiert, sowie einem Bstelben, welcher der Genbezeichnung des Proteins
entspricht. Nach Auswertung der massenspektrorokéis Daten wurden folgende Komplexuntereinheiten
identifiziert (ProteinkomplexGenbezeichnung der UntereinheRroteinname): PSI (I)psaA(la), psaB (Ib),
psaC (lc), PsaD (Id), PsaE(le), PsaF (If), PsaG(lg), PsaH (Ih), PsaK (Ik), PsaL (ll), PsaN(In), LHCI (LI):
Lhcal (LI1), Lhca2 (LI2), Lhca3 (LI3), Lhca4 (LI4); PSII (Il): psbA(lla), psbB (lIb), psbC(llc), psbD (lid),
psbE (lle), psbF (lIf), psbH (lih); PsbO (llo); PsbP (lip); LHCII (LI, arrow): Lhclla-1 (L1I4), Lhcb1 (LII1),
Lhcb2 (L112), Lheb3(LII3), Lhcb5(LII5), Lheb6 (LI6), PsbS(lIs); ATP-synthase (IV)atpA (IVa), atpB (1Vb),
AtpC (IVc), AtpD (IVvd), atpE (IVe), atpF (IVf), atpG (IVg), atpH (IVh); Cytochrombg/f-Komplex (V): petA
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(Va), petB(Vb), PetC(Vc), petD (Vd), PetE(Ve); petH (Vh); Proteine, die keinem Komplex zugeordnet weard
konnten: - (Fbp), CHLP (Ggr), At4g0110(Hpl), - (Hp2), LOXZ1(Lox), - (Pie), At4g0253Q(TI16),
At3g55330(TI26), At1g5478Q(Ucl), At1g0360QUp1l), Rbcl(Lsu),- (Ssu), chl (Chlorophyll).

6.1.1.3 Komplexe des Photosystem I

Drei Komplexe wurden Uber ihre Proteinzusammensetzn der SDS-PAGE dem PSII
zugeordnet. Es handelte sich dabei um den monomerdndimeren RCII-Kernkomplex,
sowie als niedrigste Assemblierungsstufe der momnerR&47-Komplex. Alle drei Formen
enthielten die Proteine D1, D2 und CP47. Von ded@&imolekularen Untereinheiten wurden
beide Untereinheitena(und 3) von Cytochrom &g detektiert (Abb. 12, S. 74, lle und IIf).
CP43 und das Phosphoprotein PsbH (7.7 kDa) wuretdiglich im monomeren und dimeren
RCIl-Kernkomplex identifiziert. Beide Proteine fehl im RC47-Komplex, bei dem es sich
um ein Assemblierungs- oder Degradationsproduktnagsiren PSIl handelte (Buchel et al.,
1999; van Wijk et al., 1997; Zheleva et al., 1988 et al., 2005). Der Komplex besal’ eine
Molekularmasse von etwa 195-210 kDa (Abb. 12, $. Teitere drei fur den RCA47
vorhergesagte Proteine, die Genprodukte wsbl PsbT und PsbW konnten mit dieser
Methode nicht nachgewiesen werden. Als freie Pnet@hne Komplexzughorigkeit konnten
aus dem RCII lediglich CP43 und in geringerem Urgf@k47 detektiert werden.

Mit Ausnahme der Genprodukte vpsbH psbE psbF (alle PSIl) undatpH (ATP-Synthase)
wurden Uber die massenspektrometrische Analyse tmgptischem Verdau keine weiteren
niedermolekularen (< 10 kDa) UEn der Membranprdi@mnplexe der Thylakoide detektiert.
Bei den vier Proteinen wurden, abhéngig vom losimhAnteil an der Primarsequenz sowie

der Verteilung der Trypsinschnittstellen, ein bisr\WPeptide detektiert (Tabelle 3).

Tabelle 3: Detektierbare tryptische Peptide aus niermolekularen Proteinen

Protein- Gen Name Acc.-Nr. Gerste | Identifizierte Peptide (m/zWert, Ladung, AS-
nummer (Masse) Sequenz) in Gerste
IIh psbH | PSII 10 kDa - Phospho- P12363 545.63 [M+3Hf+: TGAGSI/LI/LKPI/LNSEYGK?
protein
(7.7)
lle pSbE | Cytochromysse (@-UE) P05169 506.79 [M+2H}": QGI/LPI/LI/LTDR!
561.82 [M+2Hf™": SFADI/LI/LTSI/LR?
571.76 [M+2H}": PNEYFTESR
(9.3) 743.33 [M+2Hf™: FDSLEQI/LDEFSR
I psbF | Cytochromysse (B-UE) P09198 498.77 [M+2HF": TYPI/LFTVR?
(4.4)
IVh atpH ATP-Synthase CFO- A1E9I6 521.78 [M+2H]": AAGQAVEGI/LAR*
UEIII
(8.0)

! Die AS Isoleucin und Leucin kénnen im MSMS-Spektmicht unterschieden werden.
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Die Sequenzabdeckung betrug dabei zwischen 14%HjAtgpnd 49% (PsbE). Beim
Genprodukt vonatpH wurde wiederholt ein Peptid detektiert, das keyptisches Peptid
darstellte. Es handelte sich dabei um Fehlschratt Rrotease bzw. einen Sequenzbruch
zwischen den AS 30 (Thr) und 31 (Ala).

Zu den fehlenden Proteinen zahlten die Genproduktgsal undJ aus PSI, sowipsbl J, K,

L, M, N, Tc, W, X, Y-1, Y-2und Z aus PSII. Alle genannten UEn besalRen entwedee kein
Schnittstelle fur die Protease Trypsin oder diet&kmg der Schnittstellen fihrte zur
Entstehung von extrem kurzen Peptiden, die infofgeht detektierbar oder fur das

entsprechende Protein nicht signifikant waren.

6.1.2 Passive Elution von Proteinen aus SDS-Gelen

Die Elution von Proteinen aus der Polyacrylamidmastellte die Grundlage fur die

erfolgreiche massenspektrometrische Detektion meodlekularer MP dar (vgl. Kapitel

6.1.3, S. 80).

Die Versuche zur Extraktion von fixierten Protein@ons der Gelmatrix wurden am
Standardprotein GAPDH mit SDS bzw. unterschiedicchésungsmitteln durchgefiihrt. Die
Losung mit den extrahierten Proteinen wurde eiargtiin einem kleinen Volumen Puffer
aufgenommen und erneut auf ein Gel aufgetragenh Mac Farbung mit CBB-R250 erfolgte
die Quantifizierung der extrahierten Mengen tUberBistimmung der optischen Dichte.

Um einen Zusammenhang zwischen FarbeintensitatRroteinmenge zu verifizieren und
damit die Tauglichkeit von CBB fur eine Quantifmiag zu gewahrleisten, wurde eine
Verdunnungsreihe erstellt bei der die Proteine eormit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5
markiert wurden (Abb. 13).

] & coo B Cy5 Abb. 13: Linearitat der Farbemethoden
1801 == Linear (Coo) == Linear (Cy5) CBB-R250 und Cy5 (Fluoreszenz)

Die Linearitat der Farbstoffmarkierung bei
R2= 0.9891 Verwendung von CBB-R250 bzw. dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy5 als Farbereagenz
wurde verglichen. Auf der x-Achse sind die
Mengen an GAPDH in pmol pro

Verdunnungsschritt (1 pmol, 2 pmol, 4 pmol,
8 pmol, 16 pmol, 32 pmol und 64 pmol)

angetragen. Die y-Achse reprasentiert die

140

OD [in tsd]
3

60 1

R2= 0.9991 optische Dichte (OD). Fur GAPDH ist die

201 Ausgleichsgerade in beiden Fallen linear im

0 gewahlten Konzentrationsbereich. Der
0 10 20 30 40 50 60 70

Bestimmungskoeffizient liegt fir CBB-250

| GAPDH
pme bei R = 0.9891 und fiir Cy5 bei’R 0.9991.

Die Farbstoffe der Cy-Reihe werden standardmafirgPzoteinquantifizierung verwendet.

Die Intensitat der einzelnen Banden der Verdinmaigs wurde anschlieBend im
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Fluoreszenzscanner detektiert und die Proteine ciamait Coomassie gefarbt. Eine
Verfalschung des Ergebnisses der CBB-Farbung dvecnderung der Proteineigenschaften
aufgrund der vorhergehenden Markierung mit Cy5 kersusgeschlossen werden, da der
Fluoreszenzfarbstoff nur etwa 3% aller ProteineeelProbe an jeweils einer Bindungsstelle
markiert. Die Quantifizierung der Verdinnungsreftibrte in beiden Fallen zu einer nahezu
linearen Ausgleichsgerade im gewahlten Konzentnabereich von 1-64 pmol. Folglich war
eine Quantifizierung des fur die Versuche gewah&&andardproteins GAPDH im Bereish
50 pmol direkt mit CBB-250 mdoglich.

Proteine adsorbieren leicht an Oberflachen. Eirrstégkte Adsorption fand statt, wenn die
gelosten Proteine im Zuge des Versuchs einrotiettrden. Da die Proteine in
weiterfuhrenden Versuchen massenspektrometrisdiysiera werden sollten, war die Menge
an Protein entscheidend, die nach der Vakuumtragkmohne Zusatz von Detergenzien
(SDS) zur Verfugung stand. Ein signifikanter Untkied in der Proteinausbeute nach
erneutem LOsen der Proben mit bzw. ohne SDS imePufinnte nicht festgestellt werden.
Damit blieben zumindest I6sliche Proteine nicrevarsibel an der PP-Oberflache haften.

Die nicht extrahierte Proteinbande mit 50 pmol GAPBtellte die Positivkontrolle dar und
wurde auf 100% normiert (Referenz 1; Abb. 14, A).

100
100 - se 89
80 1 64
60 - i 53
40 4
20 4

2 ~ 3
0 o , : : — - .
(A) (B) (C) (D) (E) (F) (G) (H) (1)

Abb. 14: Extraktion fixierter Proteine (GAPDH) aus SDS-Gelen nach CBB-Farbung

50 pmol des Standardproteins GAPDH wurden Gber BBGE getrennt und anschlieBend mit CBB gefarbt.
Die wahrend der Farbung im Gel fixierten Proteingden anschlieRend mit verschiedenen Lésungenems d
Gel extrahiert. Die Extraktion fand entweder Ubexcht in einem Thermoschuttler (B, D) oder fur 3@ rimh
Ultraschallbad (C, E-I) statt. Die Extrakte wurdemschlieRend erneut Uber SDS-PAGE getrennt unCBi&
gefarbt. Die gefarbte Proteinbande mit 50 pmol GAPSellt die Positivkontrolle dar und wurde auf ¥00
normiert (A). Die Ausbeute der einzelnen Extrakéionist jeweils Gber dem zugehérigen Balken in %
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angegeben. Als Nullkontrolle wurde die Extraktiont mdH,O bzw. 1. Entfarber (Proteinfixierung) als
Losungsmittel inkubiert (B, C). Die Extraktion dier der Bande enthaltenen Proteinmenge wurde mi%.2
SDS (D), einem Gemisch aus 50% FA, 25% ACN und 25%6opanol (FAPH (Ehring et al., 1997); E) und
FA/TFE (1:1) (I) durchgefiihrt. Um die Bedingungeasi lWer Extraktion mit FAPH zu optimieren, wurden
zusatzlich die Anteile der an der Extraktion bégéiin Losungsmittel variiert. Hierbei erfolgte distraktion
unter Erhéhung der Saurekonzentration auf 70% FA, (Ferdopplung des Anteils an organischem
Lésungsmittel auf 80% bei gleichzeitiger Reduktoles Saureanteils auf 10% (G) und Reduktion desilarap
organischem Lésungsmittel auf 20% (H).

Als Nullkontrolle wurde die zerkleinerte Gelbandét mdH,O als Losungsmittel inkubiert
(Referenz 2). Selbst bei einer Inkubationszeit ¥6h blieb wie erwartet nahezu das gesamte
Protein im Gel fixiert. Nur eine zu vernachlassidenMenge von etwa 2% der
Ausgangsmenge an Protein wurde herausgelost (ABPB;1S.77). Als 2. Nullkontrolle
wurde eine Extraktion der Proteine im 1. Entfarfiéixierer) Uberpruft (Referenz 2). Die
Losung diente einer Fixierung der Proteine im Gl gollte daher nicht zur Extraktion einer
signifikanten Menge an Protein fihren. Wie erwafigtrte die Inkubation der Gelbanden in
der methanol- bzw. ethanolhaltigen Losung nicht Entraktion von Proteinen (Ausbeute
< 1%) (Abb. 14, C; S. 77).

Eine herkdbmmliche Methode zur passiven Elutionefitar Proteine aus Polyacrylamidgelen
stellte die Extraktion mit SDS dar. Dabei wurdennKentrationen von max. 1% SDS
verwendet. Die Extraktion mit 0.25% SDS diente Bisis zum Vergleich der folgenden
Extraktionsversuche. Die Inkubation tber Nacht iB506 SDS fiihrte dabei zur Extraktion
von etwa 50% der Proteine, die in der Gelbandeatteth waren (Abb. 14, D, S. 77). Eine
uber 30% hohere Ausbeute wurde bei der Inkubatidremem Gemisch aus Ameisensaure
(F), Acetonitril (A), Isopropanol (P) und @ (H) (FAPH, 50/25/15/10, viviviv) erreicht.
Etwa 85% der aufgetragenen Proteinmenge wurderegech Ansatz aus dem Gel extrahiert
(Abb. 14, E, S. 77). Die Extraktion mit FAPH erlaelzudem eine erhebliche Reduktion der
Inkubationszeit von 15h auf 30 min. Ahnlich hoheshauten konnten nach Austausch der
Ameisensaure gegen Essigsaure (HOACc) erzielt wef@aten nicht gezeigt). Tests an
Membranproteinen zeigten zudem, dass die Methodenfalls zur Extraktion von
Membranproteinen aller Molekularmassen geeignet war

Aufgrund der hohen Ausbeute an Protein bei Verwagdwn FAPH stellte sich die Frage,
nach dem fir die Extraktion verantwortlichen Besdtail des Gemisches aus S&ure und
organischen Ldsungsmitteln. Interessant schierBdantwortung dieser Frage auch vor dem
Hintergrund, dass die Zusammensetzung der LosumgFeuerung von Proteinen aus
ahnlichen Komponenten besteht, hier jedoch keirteaktxon von Proteinen aus dem Gel zu

beobachten war. Der Grund hierfir kénnte jedochptsiichlich darin zu suchen sein, dass im
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Gegensatz zu ACN, der in der Entfarberlosung etgthal Alkohol den Proteinen die
Hydrathuille entzieht.

FUr eine passive Elution der Proteine aus dem Gal &n hoher Saureanteil in der
Extraktionslosung essentiell. Die Inkubation derotBinbanden in 40% organischem
Losungsmittel allein, ohne den Zusatz von Sauretélhicht zur Extraktion von Proteinen
(Daten nicht gezeigt). Bei einer Verminderung depnkentration an organischem
Losungsmittel auf 30% bzw. 20% ging die Proteinausb ebenfalls deutlich auf 64% bzw.
53% zuriick (Abb. 14, Fund H, S. 77). Die vermineekusbeute konnte trotz gleichzeitiger
Erh6hung der Konzentration an FA nicht kompensigerden (Abb. 14, F, S. 77). Die
Inkubation von Proteinen mit einer hohen Konzemmatan Ameisensdure kann zu
Modifikationen an einzelnen Aminosauren flihren. Dasmall der Modifikationen hing
dabei von der Temperatur, der Expositionszeit ued Konzentration der Saure ab. Da
sowohl Temperatur als auch die Inkubationszeititseeoptimiert waren (Daten nicht gezeigt
und (Ehring et al., 1997)), wurde die Extraktiongeringer Konzentration an Ameisensaure
(10%) mit doppelter der Menge an organischem Ldsoniigel (80%) durchgefuhrt. Die
Proteinausbeute war hier mit nur etwa 3% eben$als gering, so dass davon ausgegangen
werden musste, dass die Konzentration der Saune Briraktionsprozess die entscheidende
Rolle spielte (Abb. 14, G, S. 77).

Eine weitere Extraktion wurde mit Ameisensaure uhd,2-Trifluorethanol (TFE) (1:1)
durchgefuhrt. TFE gilt als gutes Lésungsmittel Riioteine und wurde bereits erfolgreich zur
Isolation und Trennung von (Membran-) Proteinerdan IEF eingesetzt (Deshusses et al.,
2003). Die Ausbeute an Protein lag mit 89% sogahneicht tber dem Wert, der mit FAPH
erreicht wurde.

Bei den Proben (A) und (E) waren deutlich zwei Aldienden bei etwa 33 und 27 kDa zu
sehen. Diese waren sowohl in den Spuren der Reféfgnals auch nach der Extraktion zu
beobachten (E). Die massenspektrometrische Anadlgséeiden Banden deutete darauf hin,
dass es sich dabei um Proteinfragmente hande##egudi dem Bruch einer Asp-Pro-Bindung
resultieren. Diese Amidbindung, die in GAPDH zwelimarkommt, gilt als besonders labil
und kann im Sauren leicht hydrolysiert werden (Resaicz et al., 1970; Yu et al., 1993;
Skribanek et al.,, 2002). Generell ist die vom Praiius gesehen N-terminal gelegene
Amidbindung aufgrund ihres basischeren Charaktersutlidh labiler als andere
Peptidbindungen (Jonsson, 2001).

Ein direkter Beweis Uber die Detektion der jewahgPeptidbruchstiicke war nicht mdglich.

Da in beiden Spektren das C-terminale Peptid T36d8Tektiert wurde, schied eine
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Verklrzung der Priméarsequenz auf dieser Seiteas.Peptid T12 welches sich C-terminal
benachbart zur 2. Bruchstelle befand wurde in lveiBéllen detektiert. Folglich lag die

Bruchstelle N-Terminal von T12. Damit war der Brudbr Asp-Pro-Bindung unter den

Bedingungen wahrscheinlich, zumal in der oberendBanur die beiden normalerweise
detektierbaren Peptide T1-2 und T2 fehlten. Inudgeren Bande waren samtliche N-terminal
der hypothetischen Bruchstelle gelegenen Pepticte detektierbar.

6.1.3 Massenspektrometrische Analyse niedermolekular Proteine

Die Analyse niedermolekularer MP wurde auf Eberne uwleverdauten Proteins nach Isolation
aus den nativen Komplexen der BN-PAGE durchgefilbaizu wurden die Komplexbanden
des PSI-LHCI/PSII-Dimers, sowie des PSIll-Monomass dem Gel ausgeschnitten und die
enthaltenen Proteine mit einem Saure-Losungsntéghisch extrahiert. Um CBB-G250, das
in der BN-PAGE als Ladungstrager fungiert zu emie;, wurden die Banden vor der
Extraktion in NHHCO; und ACN (1:1) entfarbt. Trotz Solubilisierung deroteine bzw.
Komplexe mit Detergenz wurden diese nicht in dételbren Mengen aus dem Gel
ausgewaschen. Mit den Proteinen wurden ebenfatiméhte (Chl) und Lipide aus den
Banden extrahiert. Nach dem Abziehen der Extraktisung in einem Vakuum-
Konzentrator wurden die getrockneten Proben zurreWpiung von Detergenzien und
Chlorophyll in 80% Aceton aufgenommen. Gleichzeiiigrden im Zuge der Fallung Salze
weitgehend abgetrennt, die wéahrend der Reaktiahdnwvassrige Phase tbergehen (Jiang et
al., 2004). Nach ca. 4 h war die quantitative F#jlaer niedermolekularen Proteine erfolgt.
Eine Verlangerung der Inkubationszeit erhohte digskfeute der Zielmolekile nicht. Im
Uberstand waren keine detektierbaren Mengen aeiRrotehr festzustellen.

Um Proteinverluste durch irreversible Bindung deratmolekile an die {g-Matrix einer
Mikroséule zu vermeiden, erfolgte die Messung dijrek h. ohne weitere Aufreinigung, da
ein Grolteil der stérenden Molekile (Salze und etezien) durch intensives Waschen der
Gelbanden und durch die vorangegangene Acetonfalheneits abgetrennt worden waren.
Trotzdem war in den Spektren zum Teil ein stark@sdrgrundrauschen detektierbar. Die
Ursache hierfiir konnten hohermolekulare Proteiie, siie ebenfalls im Zuge der Extraktion
aus dem Gel herausgeldst wurden, im Spektrum jekieicie distinkten Signale bildeten, oder
Reste an Salzen, die trotz der Reinigungsschiitte abgetrennt worden waren.

Im Fall des mono- und dimeren PSII-Subkomplexesesrwich das Probenmaterial aus einer
Komplexbande als ausreichend (Gelauftrag: }*1Plastiden oder 50 ug Chl). Bei
schwacheren Banden war es moglich Material aus en@lrBanden gleicher Art fir eine

Messung zu akkumulieren. Die Methode erwies sich g@leichermalRen geeignet zur
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Extraktion neutraler (z. B. PsbE, GRAVY-Index ~uh)d stark hydrophober Proteine (z. B.
PsbM, GRAVY-Index 1.362).

FiUr jedes Protein wurden in der Regel mehrere &&gma Spektrum detektiert (Abb. 15).
Dies fihrte zum Teil zu Uberlagerungen bei einzelioteinsignalen. Bei Anwesenheit
eines Methionins innerhalb der Primarsequenz wuidserwiegend die Oxidationsprodukte
der betroffenen Proteine detektiert. Das Verhaltma unmodifiziertem zu modifiziertem
Molekul war von Probe zu Probe unterschiedlich.&fzicch kam es zur Bildung von Na
und K'-Addukten. Dabei wurde das Salzion entweder anr énginogruppe (Arg, Lys und
N-Terminus) oder an einer Carboxylgruppe (Glu, Asil dem C-Terminus) angelagert. In
beiden Féllen war die Anlagerung mit der Abspaltwan Protonen verbunden. Bei
unveranderter Gesamtladung betrug die absolute evldsslerung des Proteins im Fall der
Addition von Nd ~ 22, wenn der Austausch an eine Aminogruppe gidfplbzw. ~ 21 bei
Addition an eine Carboxylgruppe. Im zweiten Fallrden formal zwei Protonen entfernt, ein
H* aus der Carboxylgruppe (—COOBI —COON4) und ein H aus einer Aminogruppe (-
NHs* = -NH,), die dann nicht mehr als Ladungstrager fungieler Effekt war
hauptsachlich bei Proteinen zu beobachten, bei datie formalen Ladungstrager in

geringem Abstand zueinander lagen (z. B. PsbTcellee S. 86).
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Abb. 15: Niedermolekulare Proteine aus der PSI-LHCIPSII-Dimer-Bande der BN-PAGE

Die Proteinkomplexe der Thylakoidmembran aus 1%RMastiden wurden iiber BN-PAGE getrennt. Aus der
1. Dimension wurde eine Bande ausgeschnitten, wedidh Komplexe PSI/LHCI und das PSII-Dimer enthielt
Die enthaltenen Proteine wurden aus dem Gel exitakind mit Aceton gefallt. Anschlielend wurden die
niedermolekularen UEn direkt Gber nanoESI-MS arnatys 100 Einzelspektren wurden zum gezeigten
Gesamtspektrum summiert. Die relative Intensitégd¢hse) wurde auf das héchste Signal im Spektrurmisst
(hier PsbF, entspricht 100%). Identifiziert wurddie Genprodukte vopsal und psaJaus PSI, sowig@sbE
psbF, psbl, psbK psbL, psbM psbTcund PsbXaus PSII. Angegeben sind die monoisotopisah&rwerte (x-
Achse) ggr einzelnen Proteine mit ihren Ladung$main von dreifach ([M+3H] bis sechsfach geladen
(IM+6H]°").
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Die Identifikation der Proteine erfolgte jeweilschaMSMS-Analyse des Gesamtproteins
mittels vonde novoSequenzierung. Meist waren dabei nur Teilberet#reGesamtsequenz
anhand der Fragmentsignale belegbar. In seltenéenkgelang jedoch auch die Berechnung

der Gesamtsequenz (z. B. PsbX aus Tabak).

6.1.3.1 Cytochromdgy (a- und S-Untereinheit)

Bei dera- und B-UE des Cytochrom 439 handelte es sich um zwei 9.3 kDa und 4.4 kDa
schwere Proteine aus dem RCII des PhotosyntheseéggaDie beiden plastidar codierten
Genprodukte vorpsbE und psbF waren im sowohl im mono- als auch im dimeren PSII-
Komplex detektierbar. Mit 82 AS war das Genprodutth psbEin héheren Pflanzen etwa
doppelt so lang wigsbF (38 AS). Die Primarsequenzen beider Proteine wadadrei Uber
verschiedene mono- und dikotyle Arten zu etwa 9%#skrviert und bei beiden UEn war das
initialisierende Met abgetrennt. Wahrend das Pstaffeih mit einem Hydrophobizitatswert
von ca. 0.6-0.7 zu den hydrophoben Proteinen geetclierden musste, war PsbE aufgrund
seines hoheren Anteils an loslichen Domanen migreiGRAVY-Index von +/- 0 deutlich
hydrophiler. Beide Polypeptide liel3en sich Ubeerné Peptide identifizieren, die durch
tryptischen Verdau generiert wurden (vgl. Kapitel.6.3, S. 75). Im Fall von PsbF handelte
es sich dabei um das N-terminale Peptid, welchdsail3erhalb der TMD auf der stromalen
Seite der Thylakoidmembran befindet. In Gerste gstadieses Peptid 8 AS (TYPIFTVR)
und wurde im MS-Spektrum als [M+2H]bei 498.76nz detektiert. Mit einem GRAVY-
Index von 0.338 war dieses Peptid ebenfalls alsdpftbb einzustufen.

PsbE wurde in den Spektren in der Regel als [M$5HEi 1552.63z detektiert (Abb.
15, S. 81). Seltener traten auch sieben- und athtfgeladene lonen auf. Die daraus
berechnete monoisotopische Molekularmasse (MM)ubetra. 9310 Da. Damit blieb eine
Differenz von 2 Da zum theoretisch aus der Pringireez ohne initialisierendes Met
berechneten Wert, die nicht erklart werden konimeFall von PsbF betrug der theoretische
Wert fur die monoisotopische Masse 4495.406 Daedteret aus der Priméarsequenz des
unmodifizierten Proteins. Das vierfach geladenen&8ligvare demnach bei 1124.8% zu
erwarten. Das unverdaute Protein wurde als drer-wind funffach geladenes Signal bei
1475.18mz  [M+3H]*", 1106.58wz [M+4H]** und 885.52n/z [M+5H]°" im
Massenspektrum detektiert (Abb. 15, S. 81). Im ladgnen Zustand entsprach dies einer
Masse von 4422.328. Unter Einbeziehung des Messtelekgab sich eine um ca. 73 Da zu
niedrige Masse fur PsbF. Fur die Abweichung wurdeigende Ursachen ermittelt. In

hoheren Pflanzen und Grinalgen wird das initiakside Methionin beim maturen Protein
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abgetrennt. Die berechnete Masse wsbF reduzierte sich somit auf 4364.366 Da und lag
damit um 58 Da niedriger als der gemessene Weudndshierfir waren die posttranslationale
Acetylierung des N-Terminus (+42 Da) am maturentdtng sowie die Oxidation von
Methionin an Position 33 (+16 Da). Eine posttransteale Acetylierung der Amino-Termini
in PSII-Proteinen von Eukaryoten wurde ebenfallseibe friher beobachtet (Blenis et al.,
1993). Die Modifikation findet bei den Proteinen43? D1, D2 und Cytochroms& (B-UE)
jeweils an einem konserviertem Thr statt. Eine @gy&lProzessierung wurde am maturen
PsbF-Protein von Tabak festgestellt. Die Identrt#t psbF wurde nach Fragmentierung des
Gesamtproteins verifiziert. Anhand des MSMS-Spekguwar lediglich ein Teil der
Gesamtsequenz von PsbF belegbar. Es handelte aig dm den C-terminalen Abschnitt
»--HGLAVPTVFFLGSISAMQFIQR®. Der Hauptanteil des Abschnitts (hiarrsiv) gehorte
dabei der Tansmembrandoméne von PsbF an.

6.1.3.2 Psbl

Das zum RCIl gehérende Genprodukt ysbl wurde vorwiegend als [M+4F] Signal bei
1049.32m/z bzw. in seiner oxidierten Form bei 105318 detektiert (Abb. 15, S. 81).
Zusatzlich wurden ebenfalls die zugehoérigen dreifgeladenen lonen bei 13987z und
1404.14n/z detektiert. Analog zu den Genprodukten vpsbM und psbTc blieb das
initialisierende Formyl-Met am maturen Protein didmm Mit einem GRAVY-Index von
0.214 gehorte Psbl zu den weniger hydrophoben MBI Wwurde sowohl im monomeren als

auch im dimeren PSII-Subkomplex nachgewiesen.

6.1.3.3 PsbK

Das plastidar kodierte Genprodukt von PsbK wurde \aérfach und dreifach geladenes
Molekul bei 1075.63n/z und 1433.89/z detektiert (Abb. 15, S. 81). Daraus ergab sicle ein
MM von 4298 Da. Die Massendifferenz zum maturenétng welche aus der Primérsequenz
berechnet wurde, betrug 16 Da. Die Verschiebungidrkam durch die Oxidation des an

Position 16 gelegenen Met zustande. PsbK wurde ldawomonomeren als auch im dimeren

PSII-Subkomplex nachgewiesen.

6.1.3.4 PsbL

PsbL war bei der Extraktion aus dem Gel lediglithsshwaches Signal detektierbar. Grund
hierfur war wahrscheinlich das Fehlen von Ladurdggrn (basische AS) innerhalb der
Proteinsequenz. Mit nur einem Arg und der Ladung\aiter sollte PsbL formal lediglich als

doppelt geladenes lon vorkommen. Detektiert wurds Genprodukt vorpsbL jedoch
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ausschlieBlich als [M+38] bei 1455.43wz (Abb. 15, S. 81). Das mature Protein besaR
somit eine apparente MM von 4363.29 Da. Die beretthMasse lag ohne das initialisierende
Formyl-Met bei 4363.23 Da und war somit ledigliain 0.06 Da geringer. PsbL wurde nur im
dimeren PSII-Subkomplex detektiert. Aufgrund dedwsachen Proteinsignals ist eine
Anwesenheit auf der Ebene des Monomers jedoch aigstuschlieRen. Im Gegensatz dazu
wurde PsbL bei analogen Versuchen am monomerenK®&iplex aus Tabak zweifelsfrei

nachgewiesen.

6.1.3.5 PsbM

PsbM war mit einer Gesamtmasse von ~ 3.9 kDa aleekleinsten und einem GRAVY-

Index von etwa 1.4 gleichzeitig eines der hydrosted Proteine in der Thylakoidmembran.
Das mature Protein, bei dem das initialisierendemybMet ebenfalls erhalten blieb, wurde
ausschlieBlich als [M+3H] bei 1280.08Wz detektiert. Meist wurde jedoch die oxidierte
Form des Proteins bei 1285.4dz detektiert (Abb. 15, S. 81). PsbM wurde sowohl im

monomeren als auch im dimeren PSII-Subkomplex rewiegen.

6.1.3.6 PsbTc

Bei PsbTc erfolgte keine Abtrennung des initialsrelen Formyl-Met. Die aus der Sequenz
berechnete monoisotopische MM von PsbTc betrugtsé#@i7.48 Da. Die Identifikation von
PsbTc gestaltete sich in Gerste als schwierig,agandature Protein nahezu exakt die gleiche
Masse besitzt, wie PsbF (4406.38 Da). Da von beRteteinen ebenfalls eine oxidierte Form
existierte, war auch nach Modifikation keine Di#faezierung moglich. PsbTc wurde
ausschlieBlich als [M+5H] detektiert (Abb. 15, S. 81). Da PsbF ebenfalls [Ms5H]>"
detektiert wurde, kam es zur Uberlagerung der IpeRi®teinsignale. Die oxidierte Form von
PsbF besaR als [M+5/]eine berechnetevz von 885.47; die oxidierte Form von PsbTc lag
bei 885.70hz Der Unterschied zwischen beiden Proteinen betnmgit lediglich 0.23nwz

Da sich bei einem funffach geladenen lon die Isetsmnale um 0.8Vz unterschieden,
lagen die beiden lonen nahezu exakt in Phase. Dasisotopische Signal von PsbTc befand
sich somit unter dem 1. Isotopensignal von Psbhe Eindeutige ldentifikation beider
Proteine war jedoch nach MSMS-Analyse des Signdiglich. Aus dem Fragmentspektrum
konnten beiden Proteinen jeweils Teilsequenzenadget werden. PsbTc wurde zum Teil
auch als Fragment bei 1007.68z detektiert. Das vierfach geladene Molekil war uwae
381 Da zu leicht. Unter Einbeziehung einer Oxidatiam Formyl-Met resultierte die

Massenverschiebung aus der Abtrennung der dreiristalen AS Arg-Leu-Lys vom
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maturen Protein. PsbTc wurde auf Ebene des monomearé dimeren PSIl-Subkomplexes

nachgewiesen.

6.1.3.7 PsbX

Das nukleéar codierte PsbX ist in den Proteindatekdya weder fiur Gerste noch fur Tabak
erhéltlich. In Gerste wurde das mature Protein tsighlich als [M+4H]" bei 1036.34n/z
und als [M+4H+Na]" bei 833.64 detektiert. Die Identifikation erfolgtier die aus dem
MSMS-Spektrum des Proteins ermittelte Teilsequenz.SLVSGGVV...". Die MM des
maturen Proteins wurde aus dem vierfach geladermgralSauf etwa 4141 Da berechnet. Im
monomeren PSII-Subkomplex konnte PsbX nicht nachegem werden.

Die Anwesenheit von PsbX im PSII-Dimer konnte im datsprechenden Bande aus Tabak
bestatigt werden. Zudem wurde PsbX ebenfalls im-M8homer nachgewiesen. Da es sich
bei N. tabacumum eine Hybride audl. sylvestrisund N. tomentosiformidiandelte, wurde
PsbX in zwei unterschiedlichen Formen (Pgsbdhd PsbX) detektiert. PsbX wurde als
[M+4H]** bei 1017.59Wz und als [M+4H+Na]" bei 818.67n/z detektiert. In diesem Fall
konnte anhand der massenspektrometrischen Daterd aof der Basis von
Sequenzhomologien zu PsbX aus Arabidopsis (Acc.-Q8SKI3) und Erbse (Acc.-Nr.:
Q8VYY1), far das Tabakprotein eine Gesamtsequenz  TeN-
EAAASPSLKNFLLSLVAGGAVLTALLGALLGVSNFDPVKRS-C-Ter ernittelt werden.
Das mature Protein hat damit eine GesamtmasseQ&fh da. PsbX wurde entsprechend bei
1032.1mVz  ([M+4H]*) und 830.28wz ([M+4H+Nal’") detektiert. Mit einer
monoisotopischen MM von 4124 Da war PghX¥n 58 Da schwerer als die erste Form. Zwei
Unterschiede in den Primarsequenzen konnten ausFdagmentspektrum ermittelt werden.
Es handelte sich dabei um die AS Ala an Positioddsmaturen Proteins und die AS Ala an
Position 20, die gegen Ser bzw. Val ausgetauschdemu Daraus ergab sich immer noch ein
A von 14 Da, das im Spektrum jedoch nicht zugeordieetien konnte.

Aus der Kiristallstruktur vors. elongatusvar ersichtlich, dass PsbX in der Peripherie von
PSII lokalisiert ist, benachbart zu den Proteinéy BsbH und PsbE. Wahrend PsbE und
PsbH in der BN-PAGE fest mit dem PSII-Dimer assotiblieben, wurde ein gro3er Teil von
PsbX in der Lauffront des Gels detektiert, in deugpe der ,freien* Proteine. PsbX ist
aul3erdem eng mit dem OEC assoziiert (Ikeuchi el@89). Dessen UEn (Genprodukte von
PsbQ PsbP und PsbQ lagen im Gel ebenfalls getrennt vom PSII-Dimer. Wdermutlich

wurde PsbX mit den Proteinen des OEC abgetrennt.
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Tabelle 4: Niedermolekulare Proteine im mono- und oineren PSII-Subkomplex aus Gerste

Gen

Acc.-Nrt

Lange

Proteinsequenz, TMD
sequenzierter Abschnitt
des maturen Proteins

Theoret.
Massé

Apparente
Masse

GRAVY?®

Modifi-
kationen

Komplext

psbE

P69390

82

MSGSTGERSFADIITS
RYWVIHSITIPSLFIAG
WLFVSTGLAYDVFGS
PRPNEYFTESRQGIPLI
TDRFDSLEQLDEFSRS
F

9466.703

9309.756

0.019

Formyl-
Met
entfernt

1/2

psbF

P05171

38

MTIDRTYPIFTVRWL
AIHGLAVPTVFFLGSI
SAMOFIQOR

4523.401

4422.556

0.746

Acetyl-N
ter, MetO

-1/2

psbH

P12363

72

MATQTVEDSSKPRPK
RTGAGSLLKPLNSEY
GKVAPGWGTTPEMG
VAMALFAIFLSIIL ElY
NSSILLDGILTN ®

7745.033

n.d®

0.253

Phospho-
rylierung
an Pos. 3
(Thr)

1/2

psbl

P25876

36

MLTLKLEVYTWIFF
VSLFIFG FLSNDPGRN
PGREE

4193.206

4193.276

0.678

Formyl-
Met

1/2

psbJ

P20175

40

MADTTGRIPLWLIGT
VAGIPVIGLVGVFFYG
SYSGLGSSL

4112.170

n.d.

1.042

-

psbK

P25877

37

KLPEAYAIFNPIVDIM
PVIPLFFALLAFVWQ
AAVSER

4282.346

4298.508

1.241

MetO

1/2

psbL

P60143

37

MTQSNPNEQNVELNR
TSLYWGLLLIFVLAV
LFSNYFEN

4522.267

4363.293

0.258

Formyl-
Met
entfernt

psbM

A1E9H9

34

MEVNLAFIATALFIL
IPTSFLLII YVKTVSQ
NN

3837.141

3853.224

1.362

MetO

(psbN)®

A1E9L8

43

METATLVAISISGLLV
SFTGYALYTAFGQPS
QQLRDPFEEHGD

4687.279

n.d.

0.112

PsbR

Q40070

99

KKAKKVQTAQPYGP
GGGVAFKEGVDASG
RVAKGKGVYQFADK
YGANVDGYSPIYTPE
EWSPSGDVYVGGKT
GLFLWAVTLAGILLG
GALLVY STSALAS’

10170.289

n.d.

-0.015

psbhTc

P69669

38

MBLVYTFLLVSTL
GIIFFAIFFREPPKVPP
TPTKRIK

4407.484

(4422.58)

0.639

MetO

1/2

PsbwW

Q41387
(st)

54

LVDERMSTEGTGLPF
GLSNNLLGWILFGVE

GLIWALYFVY ASGLE
EDEESGLSL

5923.959

n.d.

0.299

PsbY-1

049347
(atht)

43

AANASSDNRGLALLL
PIFPAIAWVLYNILQ P
AINQVNKMRESK

4719.569

n.d.

0.228

PsbY-2

049347
(athth)

46

AAEAAAASSDSRGQL
LLIVVTPALLWVLYNI
LOPALNQINKMRSGD

4890.643

n.d.

0.398

PsbX

Q10LL6
(059

43

EAAPALSPSLKNFLLS
[(A)VSGGVVLVAIVG
AVVAVS NFDPVKRT

4276.420

4141.344

0.995

pshZ

P69696

62

MTIAFQLAVFALIATS
SVLVISVPLVFASPDG
WSNNKNVVESGTSL
WIGLVFLVAILNSLI S

6577.599

n.d.

1.376
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! Organismus, wenn abweichend von Gerste

? Die theoretische Masse wurde aus der in der Daténbnthaltenen Primarsequenz inklusive initialesielem
Met berechnet. Es handelt sich dabei um die ungakdonoisotopische Masse. Bei kerncodierten Pitei
wurde die Prasequenz entfernt.

¥ GRAVY-Index berechnet nach Kyte&Doolittle aus dReimarsequenz (vgf) (Kyte et al., 1982).

* Proteinkomplex, in dem das Protein in Gerste newfesen wurde: 1 = PSlI-Monomer, 2 = PSII-Dimer
® |dentifikation tiber interne Peptide nach tryptischVerdau

® nicht detektiert

" TMD bestimmt iiber Sequenzhomologie

8 Die Existenz von PsbN im PSI! ist nicht sicheregel(Shi et al., 2004).

° Proteinsignal war tiberlagert von PsbF

19 Solanum tuberosum

* Arabidopsis thaliana

2 Oryza sativa

6.1.4 Niedermolekulare UEn aus PSI
Aufgrund der gleichen Laufhdhe des dimeren PSII desl PSI-LHCI-Komplexes wurden in

den Komplexbanden der 1. Dimension ebenfalls digdoe in hbheren Pflanzen enthaltenen,
niedermolekularen UEn Psal und PsaJ von PSI detekin beiden Proteinen blieb das
initialisierende Formyl-Met erhalten. Es ergab sa&he theoretische Molekularmasse von
4033.28 Da fur Psal (Acc.-Nr.: P13165) und 476®Da7fur PsaJ (Acc.-Nr.: ALESLO). Im
MS-Spektrum wurden die Genprodukte vpsal und psaJjeweils bevorzugt als vierfach
geladene lonen ([M+4H]) detektiert. Aus den MS-Signalen der beiden Pnetebei
1017.33m/z und 1197.33Wz ergaben sich als apparente Massen 4065.33 Dastlr2w.
4785.32 Da fur PsaJd (Abb. 15, S. 81) Die Differenzden theoretisch berechneten Massen
entsprach der Addition eines Sauerstoffatoms bad Rsler von zwei Sauerstoffatomen im
Fall von Psal. Dies korrelierte jeweils mit der Ahf an Met innerhalb der Primérsequenz,
die zu MetO oxidiert wurden. Mit der Identifikatiotder beiden niedermolekularen UEn

konnten alle fir PSI vorhergesagten UEn detekivertlen.

6.1.5 LHCII

Der Antennenkomplex des PSII war im BN-Gel, sof@nicht in den Superkomplexen
gebunden, getrennt vom RCII als trimerer und momemkKomplex detektierbar (Abb. 12,
S. 74, LII(3) und LII(1)). Der monomere Komplex wir der BN-PAGE bei etwa 70 kDa
detektierbar. Der trimere LHCIl lag bei etwa 140&kD0n der 2. Dimension wurden die
Proteinuntereinheiten Lhcbl1-6 identifiziert und &l$1-6 bezeichnet (Abb. 12, S. 74 und
Tabelle 5, S. 88). Die majoren LHCEight-harvesting-complex proteirwurden sowohl im

LHC-Trimer als auch im Monomer detektiert (Abb. 12,74, LII1-3). Im Gegensatz dazu
waren die minoren LHCII-Proteine CP29, CP26, CR2#{6) im trimeren Komplex nicht

vorhanden. Die Identifikation der Proteine Lhcb2I1Z). und CP26 (LII6) aus Gerste wurde
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anhand ihrer Homologie zu den entsprechenden Geuakten aus MaisZea maysQ41823)
und Reis Qryza sativaQ7XV11) durchgefihrt (Tabelle 5).

Tabelle 5: LHCP aus Gerste (Hordeum vulgare)

Protein | Proteinname und Acc.-Nr.? [ Masse [kDaf |Hydrophobizitaf
Genbezeichnunip Gerste

Lhcbl LHCII type | protein/ Q40065 25.137 0.012
CB22/- P08963 24.708 -0.006

Lhcb2 - Q4182§ 24.726 -0.017

Lhcb3 CB23LhbC P27523 24.286 0.035

Lhcb4 LHC-lla-1Lhc-lla-1 445116 28.399 -0.189

Lhcb5 CP29¢ Q40039 27.137 -0.045

Lhcb6 - Q7XV113 22.731 -0.073

! aus den Proteindatenbanken SwissProt, TTEMBL uNEBI
2 homologes Protein aus Mais

® homologes Protein aus Reis

“ Berechnete Masse des maturen Proteins aus Pexjainsz.
® Berechnet nach Kyte & Doolittle (Kyte et al., 1982

Die LHCP nehmen einen gesonderten Status unteMaambranproteinen ein. Sie waren mit
einem durchschnittlichen Hydrophobizitatswert v@040 um einen Hydrophobizitatswert
von ca. 0.3 hydrophiler als die benachbart in deylakoidmembran gelegenen Proteine aus
den Reaktionszentren (GRAVY-Index: 0.236). Eineil @er bendtigten Hydrophobizitat zur
Durchspannung der Lipiddoppelschicht erhalten didCP aufgrund der Bindung von
Pigmenten (v.a. Chl). Die Bindungsstellen fur diddCophylle al-a6, sowie bl-b4 waren in
der Proteindatenbank beschrieben (www.expasy.8gj)den Chlorophyllen b5, b6, a7 und
a8 wurde keine Bindung an bestimmte AS angegebanfgrédnd ihrer hydrophoben
Eigenschaften fiuhrten die Pigmente zu einem déwthic Anstieg der spezifischen
Hydrophobizitat beim Bindungspartner. Hydrophileit&getten der einzelnen AS wurden
damit maskiert. Wahrend es im Hydrophobizitatsplotach Austausch der
chlorophyllbindenden AS gegen lle bei den léslicliRegionen kaum Anderungen in der
relativen Hydrophobizitat fur die einzelnen AS gibhden sich deutlich erhéhte Werte im
Bereich der TMD (Abb. 16, S.89).
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Abb. 16: Hydrophobizitatsplot von Lhcbl ausHordeum vulgare(Q40065).

Der Plot wurde nach der Methode von Kyte & Dodditérstellt (Kyte et al., 1982). Zur Visualisierudgr
Transmembrandoméanen wurde ein Fenster von 21 A@hdevAufgetragen ist der Hydrophobizitatswert jede
einzelnen AS als Mittelwert aus den AS innerhalb gewahlten Fensters (y-Achse), gegen die PogigoAS
innerhalb der Primarsequenz (x-Achse). Auf der g bezeichnen Werte unterhalb der Nulllinie hytilep
Bereiche, dartber liegende Abschnitte sind hydrbphbDie grauen Balken kennzeichnen die Lage der
Transmembrandoméanen. Die schwarze Linie bezeidheetHydrophobizitatsplot des Lhcb1-Proteins. Bei de
roten Kurve wurden alle Chl-bindenden AS durchAtg&emit dem hdchsten Hydrophobizitatswert ersete (1

Die korrekte Zuordnung der LHCP aus den analysiéPteptiden eines Proteinspots gestaltete
sich oft schwierig. Die sehr ahnlichen Molekularses fihrten zu einer mangelnden
Auflosung der einzelnen Proteine im 2D-Gel. Infolgearen meist zwei oder mehr
verschiedene LHCP innerhalb einer Bande zu findarsatzlich wurde die Auswertung
aufgrund der geringen Prasenz der LHCP innerhatbPdeteindatenbanken erschwert. Der
Hauptgrund fir die Probleme bei der Zuordnung detfCB war allerdings die hohe
Sequenzhomologie unter den verschiedenen VertreRe Homologie gleicher LCHP in
verschiedenen Arten war nur wenig gréRer als dimélogie verschiedener LCHP innerhalb
einer Art. Die Analyse dethcbl-Genprodukte verschiedener Arten hoherer Pflanzgabe
eine Ubereinstimmung vom 86%. Fir Lhcb2 betrug die Homologie mehr als 889d fiir
Lhcb3 sogar> 91%. Beim Vergleich der Konsensussequenzen vorbl1-Bcuntereinander
wurde mit 84% Ubereinstimmung zwischen Lhcbl urar2ahnlich hoher Wert erzielt. Die
Homologie zwischen Lhcbl bzw. Lhcb2 und Lhcb 3 wgtr76 bzw. 77%. Fir die
Berechnung zur Homologie wurden soweit erhaltlishRroteinsequenzen aAsthaliang P.
sativum L. esculentumN. tabacumZ. maysH. vulgareund O. sativaherangezogen. Unter
Einbeziehung von LHCP aus GrunalgerChlamydomongs oder Cyanobakterien

(Synechocystjsvaren diese Grenzen nicht mehr klar definierbar.
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6.2 Unterscheidung von Lhcb1-3

Wahrend eine ganze Reihe von Proteinen als Lhchl bHCP vom Typ | klassifiziert
werden, gibt es nur vier Proteine in der SwissPratVBL-Datenbank, die dem Lhcb2 bzw.
LHCP Typ Il zugeordnet wurden (Abb. 17 b, untecsten). Bei den Lhcb2-Genprodukten
aus Arabidopsis (Q9SYW?9), Erbse (Q518X2) und M&xl1823) war jeweils die gesamte
Primarsequenz des maturen Proteins angegeben, gegiein vom vierten Protein aus Spinat

(Q9T2K9) nur die N-terminalen 9 Aminosauren exisén.

a) Lhcbl:
sp|P04777|CB21 ARA RKTVA-KPK--GPSGSPWWYGSDR. . .| 20
tr|Q5I8X3|Q05I8X3 PEA RKSATTKKV--ASSGSPWYGPDR...| 21
sp|P07369|CB2G LYC RKTAT-KAKP-ASSGSPWYGPDR...| 21
sp|P27493|CB22 TOB RKTVA-KPV--ASS-SPWYGPDR...| 19
sp|P27497|CB29 MAI RKTAA-KAKPAASSGSPWYGPDR. . .| 22
tr|Q40065|040065 HOR RKTAA-KAKQ-VSSSSPWYGADR...| 21
sp|P08963|CB22 HOR RKTAATKKV—-==--- GSPWYGPDR...|18
Isoform A HOR/691.80 V-AA-SSSPWYGSDR...| 13
Isoform B HOR/697.82 AATSSSPWYGPDR...[13
Isoform C HOR/705.33 Q-VSSGSPWYGADR. . .| 13
Isoform D HOR/713.32 QLVSSGSPWYGSDR. . .| 13
Konsensus kke .o R

b) Lhchb2:
tr|Q9SYWO | Q9SYW9 ARA RRTVKSTPQSIWYGPDR...| 17
tr|Q5I8X2|05I8X2 PEA RRTVKSAPESIWYGPDR. ..l 17
tr|041823]1041823 MAI RRTVKSVPQOSIWYGPDR...| 17
Sp|Q9T2K9 |CB22 SPIOL RRTVKSAPQ. |. 9
sp|P14278|CB24 LYCES RRTVKSAPQSIWYGEDR.. . 172
sp|P27494|CB23 TOBAC RRTVKSAPQSIWYGEDR...| 17
sp|P27519|CB23 ORYSA RRTVKSAPQSIWYGPDR...| 17

Lhcb2 HOR SAPQSIWYGPDR. . .| 12

Konsensus kokkkokkk ko okok[xokk koK

C¢) Lhch3
tr|Q9S7M0 | Q9S7MO ARA GNDLJWYGPDR. . .| 10
tr| Q049181004918 PEA GNDLJWYGPDR. . .| 10
sp|P27489|CB23 SOL SNDLJWYGPDR. . .| 10
tr|Q6ZF30|Q6ZF30 ORY SKELWYGPDR...| 10
sp|P27523|CB23 HOR GND GPDR- - -| 10
Konsensus R LR S

Abb. 17: Klassifizierung der majoren LHCP anhand de N-terminalen Sequenzabschnitte

Die Zuordnung der majoren LHCP findet aufgrund daterschiede im N-terminalen Bereich ihrer Genpkbelu
Lhcbl (a), Lheb2 (b) und Lhecb3 (c) statt. Die eiraenten Sequenzabschnitte kennzeichnen den Begisin d
stark konservierten Bereiches der LHCP. Die angegeh Konsensussequenzen beziehen sich auf die LHC-
Proteine aus den Datenbanken. Zur Maximierung dendfogie wurden zum Teil in die einzelnen Sequenzen
Licken eingefigt. Identische AS (*), konserviertg ljzw. ahnliche AS (.) sind in der Konsensusseguen
verdeutlicht. In Gerste wurden neben den zwei mSlgissProt/TrEMBL-Datenbank enthaltenen Vertretesn
Lhcbl, vier weitere potentielle Isoformen diese®t&ins lberde novoSequenzierung der entsprechenden
doppelt geladenen Peptide identifiziert (a). Lheh® Gerste existiert nicht in den Datenbanken. Prasein
wurde Uber ein fur Lhcb2 charakteristisches Pegatifiziert (b). Die unterstrichenen Proteinedsels Lhcb2

in der Datenbank klassifiziert. Uber die Homolotgiesen sich in den Datenbanken weitere Proteinehals2
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identifizieren. Von Lhcb3 existieren bis dato Idiiy die funf gelisteten Vertreter in den DatenbamkDas
mature Protein ist durch einen deutlich verkir2teterminalen Bereich gekennzeichnet (c).

! Die Aminosauren Gln und Lys sind im Spektrum nieinideutig zu unterscheiden.

2 Auch P14279, Unterschiede bestehen lediglich tadbrder Prasequenz.

Aufgrund der generell hohen Ubereinstimmungen datunen LHCP (ber weite Bereiche
ihrer Primarsequenz wurden die Konsensussequermehhcbl und 2 verglichen. Innerhalb
der untersuchten Vertreter von Lhcbl und 2 aus fethéflanzen gab es lediglich an
5 Stellen konservierte AS-Unterschiede, wobei wavon innerhalb der ersten 25 AS des
maturen Proteins zu finden waren (Abb. 17, S. @@mit waren beide Arten von LHCP
nahezu Uber die gesamte Lange ihrer Primarsequetmenme homolog. Eine eindeutige
Identifikation war deshalb nur Uber diesen N-temen Abschnitt moglich. Innerhalb der
Lhcb2-Familie war dieser N-terminale Abschnitt zZ89%8 homolog (Abb. 17, S. 90). Eine
Homologiesuche (BLAST) mit den ersten 11 AS der $@rsussequenz vauhcb2ergab eine
Reihe weiterer Proteine (aus hoheren Pflanzen), el entsprechende Startsequenz
enthielten. Drei daraus ausgewahlte Vertreter ausale (P14278), Tabak (P27494) und Reis
(P27519) wurden in der Datenbank als Lhcbl-Protege&ihrt. Damit ergab sich ein
eindeutiges Kriterium zur Unterscheidung vbhcbl und 2. Im Gegensatz dazu war die
Diversitat der Anfangssequenzen vioimcblin den verschiedenen Spezies bezlglich Lange
und Zusammensetzung wesentlich hoher. Die Homoldgge&ug hier lediglich 35%.
Trotzdem konnte ein Teil des N-terminalen Bereichbeiden Arten von LHCP von einem
jeweils charakteristischen tryptischen Peptid abgktwerden. Uber dieses Peptid war eine
Zuordnung eindeutig maglich (Abb. 17 aund b, §. 90

In den Datenbanken sind zwei Isoformen des Lhclatelrs vorhanden. lhre aus der
Primérsequenz berechneten maturen Gesamtmassargdmet5.137 kDa (Q40065)nd
24.708 kDa (P08963). Diese Werte korrelierten rilremungsweise mit den experimentell fir
Lhcb1 ermittelten Werten von 24.630 kDa und 24.853 kRalla et al., 2003). Ein Verdau
und die nachfolgende massenspektrometrische Anatyse LHCII-Banden aus der
2. Dimension ergab, dass Gerste jedoch mindestenszusatzliche Isoformen von Lhcbl
besitzt (Abb. 17 a, S. 90). Die entsprechendenidkepius der N-terminalen Region wurden
Uber de novoSequenzierung verifiziert. Alle sequenzierten Repstimmten nicht mit den
entsprechenden Abschnitten aus den Datenbankesntidgerein. Somit ergaben sich fur die
Gerste mindestens sechs Isoformen fur Lhcbl. Feiiadderen LHCP (Lhcb2-6) aus Gerste
konnten keine Isoformen identifiziert werden.

Lhcb3 ist das kleinste der drei majoren LHCP. Deéeirggere Molekularmasse kommt durch
einen gegenidber Lhcbl bzw. 2 um 8-12 AS verkirMeherminus zustande (Abb. 17 c,
S. 90). Die Klassifizierung von Lhcb3 findet folgti Gber das Fehlen der fir Lhcbl und 2
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signifikanten AS-Kombinationen im N-terminalen Befe statt. Daneben finden sich
aufgrund der fur LHCP geringen Homologie an vieBtallen der Primarsequenz signifikante

Abweichungen zur eindeutigen CharakterisierunglLdhe®3-Proteins.

6.3 Unterscheidung von CP29 und CP26

Die korrekte Zuordnung der minoren Proteine CP28 GR26 gestaltete sich aufgrund der
widerspruchlichen Annotierung innerhalb der Daterdem ebenfalls als schwierig. Im
Gegensatz zu den majoren LHCP gab es hier jedauh @nheitliche Bezeichnung der
einzelnen Proteine in den verschiedenen Spezigswitiigen Ausnahmen wurden diese als
CP29 (GenLhch4, CP26 (GenthcbH und CP24 (Gerl:hcbg bezeichnet.

Die Existenz eines ca. 31 kDa schweren LHC lla @P®poproteins in GersteHprdeum
vulgare wurde bereits 1992 nachgewiesen (Morishige et H)92). Die vollstadndige
Primarsequenz war bis dato nur in der nrNCBI-Dataikbb(445116 NCBInr) erhéltlich. Im
Datenbankeintrag wurde das Protein alsght-harvesting complex Ila protéinmit der
Genbezeichnun@HC-lla-1 gefuhrt. Dasselbe Protein existierte in der SwisgPrEMBL-
Datenbank (Acc.-Nr. 0O65817) lediglich als 75 ASdas Fragment. Als Proteinname bzw.
Genbezeichnung wurden doi€Hhlorophyll a/b-binding proteihund Cp29 angegeben. Das
Protein wies eine signifikante Homologie zurhcb4Genprodukt aus anderen Organismen
auf. Die aus der Primarsequenz berechnete Gesasdriasl. Prasequenz) betrug fur CP29
31.311 kDa. Die hypothetische Lange der Praseqkenate aufgrund der Peptiddaten und
der Homologien zu anderen nahe verwandten OrganigReis und Mais) ermittelt werden.
FUr das mature Protein CP29 ergab sich somit eiagskivon 28.399 kDa. CP29 war damit
das grol3te der sechs LHCP (Tabelle 5, S. 88). #gist@urde die korrekte Annotierung der
Prasequenz durch eine gemessene Masse von 28.38&kDa et al., 2003). Im 2D-Gel
wurde das Protein jedoch mit einer apparenten Masgse32-35 kDa detektiert. Wie diese
deutliche Massenverschiebung zustande kam, bligbklért.

CP26 (Genbezeichnungghcby aus Gerste wurde in der SwissProt/TrEMBL-Datekban
falschlich als Precursor of CP29 !.(Acc.-Nr..: Q40039) bezeichnet. Ein Vergleich der
beiden Proteinsequenzen flr die hypothetischerigiseen” von CP29 (Q40039 und 445116
NCBInr) ergab jedoch keine signifikante HomologMit 30.744 kDa (incl. Prasequenz)
besall CP26 eine ahnliche Masse wie LHC lla. Eimawe Angabe zur Prozessierungsstelle
der Prasequenz gab es innerhalb der Datenbankkn Ritr das mature Protein wurde eine
Gesamtmasse von ca. 27.170 kDa bestimmt (Zoll&,e2@03). Die Kombination aus dieser

Massenangabe und den Daten der analysierten Pepid€EP26 ergab eine Prasequenz von
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36 AS in Gerste. Daraus resultierte eine aus dendPsequenz berechnete Masse von
27.137 kDa fur das mature Protein. Beide Proteinerden anhand vonde novo
Sequenzierung mehrerer tryptischer Peptide eingleutientifiziert. Die absolute
Sequenzabdeckung betrug danach fir CP26 52% ur@P2® 23%.

6.4 Detektierbarkeit tryptischer Peptide aus |0 blen und
membranintegralen Proteinen mittels nanoESI-MS

Zur ldentifikation komplexgebundener Proteine wurdie gefarbten Banden aus dem SDS-
Gel ausgeschnitten, tryptisch verdaut und die tesehden Peptide massenspektrometrisch
im statischen nanoESI-MS analysiert (Abb. 12, §. D&r tryptische Verdau von Proteinen
fuhrt zu Peptiden unterschiedlicher Lange in Abligkegt von der Verteilung der
Proteaseschnittstellen Arg und Lys. Lediglich e@il Ger theoretisch zu erwartenden Peptide
wurde bei der anschlieenden MS-Analyse in den t&peldetektiert. Ein Peptid galt als
detektiert, wenn die relative Intensitat aus 25 mugnten Einzelspektren einen Wert von
50 Uberschritt und gleichzeitig eindeutig vom Higtendrauschen zu trennen war.

In den MS-Spektren traten die Peptide und niedezkubdren Proteine in der Regel zwischen
400m/z und 1400m/z auf. Peptide > 1.4 kDa mussten folglich mehrfaeladen sein, um in
diesenm/zBereich zu passen. Ihr Ladungszustand variierteeidimn Abhangigkeit von den
enthaltenen basischen Gruppen von [M¥Hpis [M+4H]**. Vor allem groRerer Peptide
(> 1500 Da) waren héaufig in verschiedenen LadurgiSrnulen detektierbar. Durch die
Verteilung auf mehrere Ladungszustande wurde diesaf@éntensitat eines Peptids
herabgesetzt. Die Signalintensitaten der Peptitienea in der Regel mit steigender MM ab.
Mehrfach geladene Peptide < 0.6 kDa wurden nictektiert. Die Qualitat der Spektren war
stark abhangig von der Peptidmenge, die aus demef@ehhiert werden konnte. Dabei
existierte eine direkte Korrelation zwischen deotBinmenge einer Bande (Farbeintensitat)
und der Anzahl der nach Verdau detektierten Peptid&einem Fall konnte die komplette
Primérsequenz eines Proteins anhand der Analyserdeyptischen Peptide ermittelt werden.
Im Durchschnitt hatten die detektierten Peptidee eBequenzlange von 7-13 AS. Damit
wurden ,kurze* Peptide deutlich haufiger detektiats ,lange* Peptide (>14 AS). Die
Analyse des Proteoms der Thylakoidmembran ergats dpeziell die TMD enthaltenden
Peptide nicht detektiert wurden. Membranproteineden folglich nahezu ausschliel3lich
Uber ihre l6slichen Bereiche detektiert. Die TMDrera aber speziell fur die Identifikation
kleiner Membranproteine von besonderem Interesaedidse kaum hydrophile Doménen

besalien.
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6.4.1 Einfluss bestimmter AS auf die Detektierbarke von Peptiden

Der Einflusses bestimmter AS auf die Detektierbéirken Peptiden wurde an 12 Proteinen
(PsaA, PsaB, PsaG, PsaH, PsaK, PsalL und PsbA-HRalktionszentren von PSI und Il

(RCP) untersucht. Zur Analyse wurden die RCP in deeschiedene Kategorien unterteilt:

transmembrane und l6sliche Abschnitte (a), detektiend nicht detektierte Peptide aus
l6slichen Bereichen (b), sowie nicht detektiertenmbeanintegrale Peptide und detektierte
|6sliche Peptide (c). AnschlieBend wurden die 2@niahen AS mit Bezug auf ihre

chemisch-physikalischen Eigenschaften in die funipgpen unpolare (hydrophobe), polar-
ungeladene, aromatische, saure und basische A8teibgnd der Anteil jeder Gruppe an der
AS-Gesamtzahl der drei Kategorien bestimmt. Zurd€atlichung der Unterschiede wurde
jeweils die Differenz der einzelnen AS-Gruppen %) fur die verschiedenen Kategorien
bestimmt (Abb. 18, S. 95). Innerhalb der Gruppettehaeinzelne AS einen entscheidenden
Einfluss auf die Grol3e des Wertes. Diese warenasignbesonders stark beteiligt (z. B. Glin,
Asn, Phe) oder ihre Einzelwerte befanden sich g&gelich zum Trend innerhalb einer

Gruppe (z. B. Pro, His).

6.4.1.1 Vergleich der AS-Zusammensetzung nichktisrter und detektierter tryptischer
Peptide der RCP

Obwohl die Membranproteine Uber Peptidsequenzemandoslichen Bereichen identifiziert
wurden, konnten nicht alle theoretisch vorkommendRaptide aus diesen Abschnitten
detektiert werden. Um einen hypothetischen Einfleiszelner AS auf die Detektierbarkeit
von Peptiden zu beweisen, wurden nicht detektigmte detektierte Peptide aus den I6slichen
Doméanen auf ihre AS-Zusammensetzung hin untersu®éit. Betrachtung der einzelnen
Gruppen von AS ergaben jedoch lediglich geringeetsthiede zwischen nicht detektierten
und detektierten Peptiden (Abb. 18, S. 95, dunkelgr Balken). Auch nach Analyse der
Einzelwerte war eine Korrelation zwischen der Deézkarkeit eines Peptides und der An-
bzw. Abwesenheit einer bestimmten AS kaum moglloh.Vergleich mit den Werten fir
membranintegrale und l6sliche Abschnitte der PnetgAbb. 18, S. 95, schwarzer Balken)
ergab sich ein ahnliches Bild, wenn auch mit delatéxtremeren Werten. Einzige Ausnahme
bildete die Gruppe der basischen AS. Verantwortligkrfir war der Umstand, dass
membranintegrale Abschnitte im Vergleich zwar hgerfi die AS His besal3en, jedoch
deutlich weniger Lys und Arg.
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unpolare AS - aromatische AS saure AS basische AS
14.6

15.0 -
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M (a) TMD - SOL
E(b) Peptide: ndet (SOL) - det (SOL)
-15.04 [O(c) Peptide: ndet (TMD) - det (SOL)

Abb. 18: Einfluss der AS-Zusammensetzung auf die Dektierbarkeit von Peptiden

Zwolf Proteine (RCP) der Reaktionszentren von P&d Wl wurden auf ihre AS-Zusammensetzung in den
membranintegralen und l8slichen Regionen hin uatdits Die zwanzig naturlichen AS wurden dazu beztigl
ihrer chemisch physikalischen Eigenschaften in f@mfippen eingeteilt: unpolare (hydrophobe) AS (gyrau
aromatische AS (gelb), polar, ungeladene AS (gréalye AS (orange) und basische AS (blau). Vergtich
wurden transmembrane Bereiche (TMD) versus losl@breiche (SOL) der RCP ((a), schwarzer Balkerchtni
detektierte versus detektierte Peptide aus lésiidBereichen der RCP ((b), dunkelgrauer Balken) niwtht
detektierte transmembrane Peptide aus den RCPsveesektierte Peptide der RCP, die aus den l6sliche
Bereichen stammen ((c), weil3er Balken). Zur Veri#uing der Unterschiede werden die Differenzen%in
des Auftretens der einzelnen AS-Gruppen in denchézdenen Kategorien (a-c) gezeigt.

Der Anteil an unpolaren AS (Gly, Val, Leu, lle, AlRro) war mit ca. 40% bei den nicht
detektierten und den detektierten Peptiden in gl@ah hoch. Im Vergleich bewegten sich
die Werte fir die einzelnen AS um +/- 1.0%, wobiei sehr hydrophoben AS (Leu und lle)
interessanterweise etwas haufiger in den detedtid?eptiden zu finden waren. Damit war die
Anwesenheit hydrophober AS nicht per se ein Gruafdird dass ein Peptid nicht detektiert
wurde. Der im Endeffekt leicht héhere Anteil vonpolaren AS bei den nicht detektierten
Peptiden war hauptsachlich auf den mit +%.8ehr hohen Wert fir die AS Gly

zurtckzufihren (Abb. 18, hellgrauer Balken, unpal#®S). Die AS war damit deutlich

haufiger in den nicht detektierten Peptiden zudmadDie polaren AS (Met, Cys, Ser, Thr,
Asn, GIn) waren im Verhaltnis etwas haufiger in dkstektierten Peptiden zu finden (Abb.
18, hellgrauer Balken, polare AS). Dies galt vdemal fir die AS Met, Asn und GIn. Im
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Gegensatz dazu war Serin seltener in den detekii€eptiden angesiedelt; bei Thr ergaben
sich keine Unterschiede. Gemessen an der AS-Geglihiiamen die AS Met und Cys, mit
einem Gesamtanteil von 1.2% bzw. 0.3%, verhaltn@gaelten in den I6slichen Bereichen
der untersuchten Proteine vor. Die aromatischenPA8, Tyr und Trp waren in &hnlichen
Verhaltnissen auf beide Bereiche verteilt. Insgedag das Gleichgewicht jedoch mehr auf
Seiten der nicht detektierten Peptide, was hauplishcauf einen deutlich positiven Wert fur
Tryptophan zuriickzufiihren war. Da Trp, mit einenteNnvon 3.2% innerhalb der 16slichen
Bereiche ebenfalls zu den seltenen AS gehdrt, wiarEinfluss auf die Detektierbarkeit von
Peptiden jedoch als gering einzustufen. Die sav&nAspartat und Glutamat begtinstigten
aufgrund ihres hydrophilen Charakters die Loslichker Peptide und damit die Detektion
(Abb. 18, S. 95, hellgrauer Balken, saure AS). Diyadt jedoch nicht fur extrem kurze
Peptide, da diese aufgrund begrenzter Wechselwgdumit dem Chromatographiematerial
bereits bei der Probenvorbereitung verloren gingéne nach tryptischem Verdau
endstandigen AS Arginin bzw. Lysin schienen ebénfatinen Einfluss auf die
Detektierbarkeit eines Peptids zu haben. Arginitideal Peptide wurden im Verhaltnis
deutlich haufiger detektiert als jene mit einemibhyam C-terminalen Ende. Die AS Histidin
spielte eine ambivalente Rolle bei der Detektiom Weptiden. Wahrend sie die Detektion
hochmolekularer Peptide aufgrund der Einfuhrungereineiteren Ladung begunstigte, war
bei kurzen Peptiden eher das Gegenteil der Fadiséwurden bei Anwesenheit von Histidin

sowohl als doppelt als auch als dreifach geladenen seltener detektiert.

6.4.1.2 Vergleich der AS-Zusammensetzung tryptischembranintegraler Peptide und
detektierter Peptide der RCP

Als Bestandteile von tryptischen Peptiden ist jédocht nur die AS-Zusammensetzung der
TMD flr der lonisierbarkeit von Bedeutung, sondesbenfalls die l6slichen Reste der
membranintegralen Peptide. Trotz zum Teil erheblicldslicher Anteile ergab sich ein
weitgehend ahnliches Bild, wie fur die TMD allef@egentber dem Vergleich der Doméanen
lagen die Einzelwerte bei den Peptiden jedoch unbig050% niedriger (Abb. 18, S. 95,
schwarzer und hellgrauer Balken). In Abhéangigkeih der Gesamtlange der Peptide ergab
sich zum Teil ein erheblicher Einfluss von AS aw doslichen Bereichen. Bei den RCP
ergab sich bei langen Peptiden ein Verhaltnis ¥asfidhen zu transmembranen Anteilen von
bis zu 3.5:1.

Bei der Betrachtung der Werte fur die einzelnen A5 auf, dass die AS Glycin in den
Transmembranpeptiden, ebenso wie in den nicht tleteln Peptiden der l6slichen

Doménen, Uberdurchschnittlich haufig enthalten Waotz teilweise betrachtlicher, l6slicher
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Anteile enthielten die Transmembranpeptide immechndeutlich geringere Mengen an
hydrophilen AS. Dies galt vor allem fiir polare A8e Asn und GIn und saure AS, wie Asp
und Glu. Bei den basischen AS Lysin und Arginingieisich ebenfalls ein deutliches
Ungleichgewicht zu Gunsten der detektierten Pepads den I6slichen Bereichen der
Proteine. Da jedes tryptische Peptid am C-Termiing der beiden AS tragt, ergab sich
dieses Ungleichgewicht ausschlief3lich aus eineangeren Anzahl an sehr langen Peptiden
auf Seiten der TMD.

6.4.2 Lage der detektierten Peptide im Protein

FUr eine detaillierte Analyse dieses Phanomens evarchachst die Lage der detektierten
Peptide in l6slichen und membranintegralen Proteumrgersucht. Bei den l6slichen Proteinen

waren die detektierten Peptide Uber die gesamtgd.der Priméarsequenz verteilt (Abb. 19,

THIM). Die Lage der detektierten Peptide in den Nbeamproteinen ergab, dass nahezu alle
Peptide in den I6slichen Domanen der MP lokalisieten (Abb. 19, PsbB).

N C N C

N
N 7
19 || 116 || 138 | 219 || 231 || 468 6 88

[ | II

40 | 92 || 163 || 197 || 260 || 449 a

Z

C
psbB (11B) PsaG (1G) THIM

Abb. 19: Positionierung detektierter Peptide innertalb der Primarsequenz von Proteinen

Die Modelle zweier MembranproteinpsbB (11b), PsaG(lg), vgl. Abb. 12, S. 74) und eines stromalent®irs
(Thioredoxinm-type THIM) geben Aufschluss tber die Lokalisierung detektierten Peptide nach Verdau mit
Trypsin. Die weil3en Boxen (I-VI bzw. I-1l) symbaksen die Transmembrandoméanen. In den Ecken isilgw
die AS in der Primarsequenz angegeben, die denngnfad das Ende der potentiellen Transmembrandoméane
darstellt. Die Lage der Peptide, die massenspektirisoh analysiert wurden, ist mit grauen Boxergdstellt.

“N” und “C” bezeichnet jeweils den N- bzw. C-Terramder Proteine.

Fur das PsbB-Protein werden insgesamt sedhslicale Transmembrandoménen vorhergesagt. Atiekterten
Peptide lagen hier in den léslichen Intermembragibben. Die erste TMD (1) von PsaG enthélt einptisghe
Schnittstelle ¥< Arg), die zur Detektion eines Peptids aus dem iBkreiner TMD fuihrte. Aus dem l6slichen
THIM-Protein wurden vier Peptide detektiert, diehsiiber die gesamte Primérsequenz verteilen.
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Im Gegensatz zu Peptiden, die sich inmitten ddrclien Bereiche befanden waren Peptide,
die direkt im Anschluss an eine TMD positioniertresd nur eingeschréankt detektierbar. Eine
sterische Blockade der Schnittstellen durch dieuSe#rstruktur einer benachbarten TMD
war somit nicht auszuschlieRen. Eine Analyse derZASammensetzung der TMD ergab,
dass diese in der Regel keine Schnittstelle furFdagease Trypsin besitzen. Mit Ausnahme
der LHCPgab es in der Thylakoidmembran lediglich zwei AregPsaGundK), in denen
Teilbereiche der helicalen Transmembrandoménenkiiete wurden. In beiden Féllen
enthielt die TMD eine Proteaseschnittstelle (AbB, 3. 97; PsaG). Von den theoretisch
detektierbaren Peptiden aus Proteinen der Thylakembran beinhalten etwa 35%
zumindest einen Anteil helicaler TMD. Mit den zvggfundenen Peptiden konnte von diesen
jedoch lediglich ein Anteil von ~ 1.4% detektiertesden. Peptide die eine komplette
Transmembrandomé&ne enthielten waren nur bei den PLHG@etektierbar (vgl.
Kapitel 6.4.5.3, S. 108).

6.4.3 Statistische Analyse der Detektierbarkeit vonPeptiden aus loslichen und

membranintegralen Proteinen

Insgesamt  wurden 364 tryptische  Peptide aus 1RMiési  Proteinen  und
12 Membranproteinen auf ihre Detektierbarkeit nstteffline ESI-MS untersucht. Die
Analyse wurde dabei auf Peptide mit einer Sequeagel&wischen 5 und 40 AS beschréankt.
Diese Grenzen orientierten sich an Werten aus deratur, wonach Peptide < 0.6 kDa und
> 4kDa generell nicht detektiert werden (Wilm et 41996; Venter et al., 2002). Bei den
untersuchten Membranproteinen handelte es sich admelicale Proteine aus der
Thylakoidmembran. Die l6slichen Proteine stammtes @em Stroma der Plastide. N- bzw.
C-terminale Peptide gingen in die Berechnung micibtein.
Unter Betrachtung der Gesamtheit aller Peptide kdgtichen und membranintegralen
Proteinen wurden mittelsffline nanoESI-MS etwa 43% aller detektierbaren Peptidden
Spektren gefunden. Nach detaillierter Aufspaltumy Beptide anhand ihrer Sequenzlange
ergab sich, dass der Hauptanteil der detektierggtid®e im Bereich von 9-14 AS lag (Abb.
20, S. 99, B). Diese Peptide wurden etwa doppeh&dig detektiert, wie nicht detektiert.
Bei der Gruppe von Peptiden mit einer Sequenziamge 7-8 und 15-18 AS war der
Prozentsatz detektierter und nicht detektiertertiBegetwa gleich hoch. Sehr kurze und sehr
lange Peptideq(6 AS und > 19 AS) fehlten in der Regel ganz.
Um eine Aussage zur Detektierbarkeit von Transmamdwménen treffen zu kbnnen wurden
die Peptide hinsichtlich ihrer Lange in zwei Katego eingeteilt. Als Kriterium fur die
Unterteilung wurde eine Peptidlange von 20 AS defin der typischen Lange einer-
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helicalen TMD. Die Analyse aller Peptide mit eirfggquenzlange 20 AS ergab, dass etwa

53% dieser Peptide detektiert wurden. Wurde diesg@e weiter unterteilt in Peptide aus

l6slichen bzw. membranintegralen Proteinen, so emrfi7% bzw. 45% detektiert. In der

Fraktion der Membranproteine wurden damit im Vadjieetwa 12% weniger Peptide unter

20 AS detektiert. Ein deutlich anderes Bild ergait $ir die Gruppe > 20 AS. Hier waren

insgesamt nur etwa 7% aller moglichen Peptide im 8Spektren vorhanden. Bei getrennter

Betrachtung wurden etwas mehr als 13% der Pepti@® AS aus loslichen Proteinen

detektiert, jedoch nur ca. 2% der langen Peptideembranproteinen.
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Abb. 20: Statistische Analyse der
Detektierbarkeit von Peptiden

Tryptische Peptide aus 12 stromalen
(I6slichen) Proteinen und

12 Membranproteinen von PSI und II

wurden auf ihre Detektierbarkeit Uber
nanoESI-MS untersucht (A). In die

Berechnungen gehen aufgrund der
Detektionsgrenzen  fur  mehrfach

geladene Molekile nur Peptide mit
einer Sequenzldnge von 5 bis 40 AS
ein. Der Anteil detektierter Peptide

(in%) an der Gesamtheit der

theoretisch zu erwartenden Peptide ist
dargestellt fir alle untersuchten
Peptide (Balken 1 und 4), Peptide aus
|6slichen Proteinen (Balken 2 und 5)
und Peptide aus Membranproteinen
(Balken 3 und 6). Der Einfluss der

Sequenzlange auf die Detektierbarkeit
von Peptiden wird durch die

zusétzliche Unterteilung in Peptide
<20 AS und > 20AS verdeutlicht.

Der Einfluss der Sequenzlange auf die
Detektierbarkeit von Peptiden wurde
analysiert (B). Auf der x-Achse ist die

Anzahl an AS pro Peptid angegeben,
auf der y-Achse der Anteil der

einzelnen  Fraktionen an  der
Gesamtzahl der erwarteten Peptide.
Die Einteilung der Fraktionen wurde

unter Berucksichtigung der

statistischen Haufigkeit des

Auftretens bestimmter Sequenzlédngen
gewahlt. Blaue Karos reprasentieren
die detektierten, rote Quadrate die
nicht detektierten Peptide. Durch die
Werte wurde jeweils eine

polynomische Ausgleichsgerade
(6. Ordnung) gelegt.

Die durchschnittliche Hydrophobizitat

(<H>, Balken) und Sequenzlange
(<L>, Kreise) der detektierten

(MP+, dunkelblauer  Balken  und

Kreis) bzw. nicht detektierten (MP-

, roter Balken und Kreis) Peptide von
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12 Membranproteinen (MP) wurde berechnet (C). Nd#tektierte Peptide wurden weiter unterteilt inptike
aus loslichen Bereichen (MPL-, hellblauer Balked ufreis) und Peptide mit Anteilen von TMD (MPM-,
grauer Balken und Kreis). Die Kalkulation der Hyphobizitatswerte (GRAVY) erfolgte nach Kyte & Dattli
(Kyte et al., 1982).

Eine statistische Analyse der Verteilung der Sd¢stglien in Léslichen und MP ergab, dass
|6sliche Proteine deutlich mehr Schnittstellendig Protease Trypsin enthielten (Daten nicht
gezeigt). Die durchschnittliche Peptidlange stranalnd damit Ioslicher Proteine betrug
danach etwa 13 AS. Folglich lagen diese Peptidkem Bereich < 20AS, in dem der Grol3teil
(~ 88%) der mitoffline nanoESI-MS detektierten Peptide zu finden warQegensatz dazu
betrug die durchschnittliche Lange eines Peptids eitnem Protein der Thylakoidmembran
etwa 21 AS. Peptide dieser Ladnge wurden hier niterseletektiert. Die Identifikation der
Membranproteine fand folglich tber ihre l6slicheandnen statt.

6.4.4 Einfluss von Sequenzlange und Hydrophobizité&uf die Detektion von Peptiden

ausa-helicalen Membranproteinen

6.4.4.1 Sequenzlange

Damit stellte sich die Frage, warum bestimmte Fleptier Membranproteine detektierbar
bzw. nicht detektierbar waren. Als ein entschei@erfeaktor fir das Fehlen von Peptiden in
den Spektren von |l6slichen und in membranintegraf®moteinen erwies sich die
Sequenzlange. lhr Einfluss auf die Detektierbarkem Peptiden aus MP wurde genauer
analysiert. Die durchschnittiche Sequenzlange vatetektierten Peptiden aus
Membranproteinen betrug 12.2 AS (Abb. 20, S. 9gMP+)). Der Wert lag damit in einem
Bereich, in dem generell eine grol3e Anzahl an Beptdetektiert wurde (Abb. 20, S. 99, B).
Im Gegensatz dazu waren die nicht detektiertenidReph Mittel um etwa 8 AS langer (Abb.
20, S. 99, C (MP-)). Die weitere Aufteilung der micdetektierten Peptide in Vertreter aus
|6slichen Bereichen der MP und jene mit einem Meamnhnteil, ergab mit 11.8 AS fir Erstere
eine Lange, die dem Wert fur die detektierten Flepsehr ahnlich war (Abb. 20, S. 99, C
(MPL-)). Bei genauerer Analyse stellte sich heradmss dieser Mittelwert aus der hohen
Divergenz der Einzelwerte resultierte, die sich deis Langen vieler sehr kurzer bzw. langer
Peptide zusammensetzten. Dabei blieb unklar, wadiese Fragmente nicht detektiert
werden konnten. Bei der gesonderten BetrachtundPdptide mit Membrananteil ergab sich
ein Wert von etwa 30 AS pro Peptid (Abb. 20, S. @9,(MPM-)). Im Bereich dieser
Sequenzléange wurden prinzipiell kaum noch Pepteteldiert (Abb. 20, S. 99, B).
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6.4.4.2 Hydrophobizitat

Ein weiterer physikalischer Parameter, der eine TREchreibt ist die Hydrophobizitat.
Nach der von Kyte & Doolittle erstellten Hydrophoibitsskala ergaben sich fur alle
untersuchten TMD Werte von > 0.5. Die Gesamthydobjptitdt eines membranintegralen
Peptides wurde durch die unterschiedlichen Anwildéslichen Doméanen bestimmt. Damit
wurden zum Teil Hydrophobizitatswerte erreicht digitlich niedriger als 0.5 waren.

Um den Einfluss der Hydrophobizitat auf die Deteliarkeit von Peptiden zu untersuchen
wurde die durchschnittliche Hydrophobizitat deteRer Peptide bzw. nicht detektierter
Peptide verglichen (Abb. 20, S. 99, dunkelblaued woter Balken). Unabhangig von der
Sequenzlange wiesen die detektierten Peptide dthmhdich einen leicht hydrophilen
GRAVY-Index von ca. -0.3 auf. Der Anteil der hydiolen Peptide (GRAVY-Index: < 0)
betrug dabei rund zwei Drittel. Obwohl sich der Gl der gemessenen Peptide in einem
Bereich moderater Hydrophobizitatswerte befand,denrauch einzelne extrem hydrophile
(GRAVY: -2.062) bzw. hydrophobe (GRAVY: 1.029) Viater detektiert. Demgegentiber lag
der durchschnittliche Wert fir die nicht detekeertPeptide im Positiven, bei ca. 0.1. Diese
Gruppe wurde hinsichtlich ihrer Position im Proteaeiter unterteilt. Dabei stellte sich
heraus, dass die Peptide aus l6slichen Regionemingm Wert von -0.6, im Durchschnitt
deutlich hydrophiler waren als die aus den ent$eden Regionen stammenden detektierten
Peptide (Abb. 20, S. 99, hellblauer Balken). Im &egtz dazu war die Hydrophobizitat bei
den nicht detektierten Peptiden mit einem Transmandnteil um einen Wert von
0.777 hoher als der Durchschnitt (Abb. 20, S. 98ugr Balken). Aus den Ergebnissen wurde
deutlich, dass vor allem Peptide mit extremen Hybabizitatswerten, unabhangig davon ob

hydrophil oder hydrophob, nicht detektiert wurden.

6.4.4.3 Sequenzlange und Hydrophobizitat

Die Analyse von Peptiden aus Proteinen der Thythikembran lie3 auf eine Verknipfung
der beiden Parameter Sequenzlange und Hydrophdtszitlie3en (Abb. 20, S. 99, C). Damit
stellte sich die Frage nach einem generellen Zusarhang zwischen der Sequenzlange und
der Hydrophobizitat von Peptiden. Um diese Fragdéeantworten, wurde das Proteom von
A. thaliana in silico tryptisch verdaut und in Gruppen von Peptiden mhfinierter
Sequenzlange eingeteilt (Abb. 21, S. 102). Fur jedappe wurde die durchschnittliche
Hydrophobizitdt nach der Skala von Kyte & Doolitderechnet. Eine Selektion von Peptiden
nach ihrer Detektierbarkeit im MS (vgl. Kapitel 84S. 98) wurde hier nicht vorgenommen.

Wie erwartet sank dabei die Anzahl tryptischer Reptmit steigender Sequenzlénge.
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Abb. 21: Statistische Analyse des
04 silico Verdaus der Genprodukte von
100.000 - [ A. thaliana mit Trypsin.

Der theoretische Verdau der Gesamtheit
~0.2 ¢ aller Proteine vonA. thaliana fiihrt zu
10.000 :|A: Peptiden mit unterschiedlichen

0 OV Eigenschaften. Die  Verteilung der
’ Sequenzlangen der dabei entstehenden
1.000 - Peptide ist gegen die Anzahl (rechts,
—-0,2 schwarz) und die durchschnittliche
Hydrophobizitat (GRAVY-Indey, links,
blau) aufgetragen. Die Berechnung der
Hydrophobizitat erfolgte nach der Skala
von Kyte & Doolittle (Kyte et al., 1982).
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Im Gegensatz dazu stieg die durchschnittliche Hydobizitdt der Peptide bis zu einer
Peptidlange von 30 AS nahezu linear an (Abb. 21103). Danach pendelte sich der
Hydrophobizitatsindex, trotz zunehmendem Anteil lith®r Abschnitte im Peptid, im

moderat hydrophoben Bereich bei Werten zwischerufdL0.2 ein. Die Gruppe der Peptide
<21 AS hatte somit eher hydrophilen Charakter, ingdgen Peptide >21AS im

Durchschnitt hydrophobe Eigenschaften besafRen. &msprach in etwa der Lange einer
Transmembranhelix, so dass davon ausgegangen wiesdate, dass der Uberwiegende Teil
der Peptide >21 AS mindestens eine TMD besalR. Dend, der sich bereits bei den
Proteinen der Thylakoidmembran abgezeichnet hatbente folglich auf das gesamte

Proteom ubertragen werden.
6.4.5 Herabsetzung der Hydrophobizitat durch AS-Oxidation

6.4.5.1 Quantitative Oxidation der AS Methionin

Durch die einfache Zugéanglichkeit der AS Met furaRigonen mit Sauerstoff, lagen die in der
AS-Sequenz eines Peptids enthaltenen Methionine fighdun verschiedenen
Oxidationszustanden vor. Dies fuhrte zur Detektiauitipler Signale desselben Peptids. Bei
zwei moglichen Oxidationszustanden ergaben sicBxiremfall fir ein Peptid, welches zwel
Methionine enthielt finf detektierbare Signale imSMpektrum. Dies reduzierte die
Ubersichtlichkeit der Spektren und verringerte cieeitig die Detektierbarkeit des Peptids,
durch die Verteilung der Signalintensitaten. In Abpigkeit vom Ladungszustand des
Peptids im Spektrum fuhrte eine einfache Oxida#areiner Erhéhung der Peptidmasse um
7.997m/z bei [M+2HF, 5.332m/z bei [M+3H**und 3.999m/z bei [M+4H]**. Auf den
Ladungszustand eines Peptids hatte eine OxidagmeR Einfluss.

Untersucht wurde die Oxidierbarkeit von Methionimmyptophan, Histidin, Cystein und Tyr

mit dem Oxidationsmittel PFA. Um die Bedingungem &ine quantitative und einheitliche
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Oxidation von Peptiden mit PFA festzulegen, wurdéersuche mit 50 pmol GAPDH
durchgefihrt. Nach tryptischem Verdau von GAPDHaban sich theoretisch 11 Peptide, die
(mindestens) einmal die potentiell oxidierbaren M8t, Trp, Cys, His und Tyr oder einer
Kombination aus diesen enthielten.

Bereits innerhalb der Referenzprobe war ein besten#nteil der Methionine eines Proteins
modifiziert (Abb. 22, A, oberes Spektrum, S. 104)rsache konnte theoretisch eine
posttranslationale Modifikation des betroffenen Méh vivo sein. Mit hoher
Wahrscheinlichkeit handelte es sich hierbei jedathArtefakte, die bei der Aufarbeitung der
Proben entstanden, speziell wahrend der Elektr@skorDer Grad der Oxidation war dabei
extrem unterschiedlich und variierte von Versuchvausuch. Die genaue Ursache bzw. der
Bearbeitungsschritt in dem die Derivatiserung f&att, konnte hier nicht eindeutig geklart
werden. In Ubereinstimmung mit Sun et al. zeigtd $edoch, dass unter den Bedingungen
des Verdaus keine Oxidation erfolgte (Daten ni@zeigt) (Sun et al., 2004).

Untersucht wurde das Oxidationsverhalten dreieti@®eaus GAPDH. Es handelte sich dabei
um das N-terminale Peptid T36-37 (VVDIVHMASKE), sowie T35
(LISWYDNEFGYSNR) und T12 WGDAGAEYVVESTGVFTTMEK). Nach 30 min
Inkubation mit PFA bei erhOhter Temperatur lagele &llethionine und Tryptophane in
einfach oxidierter Form, als Sulfoxid bzw. Hydrowyitophan, bzw. zweifach oxidierter
Form, als Sulfon bzw. N-Formylkynurenin vor (Abl2, 2A-C, S. 104) mittlere Spektren). Das
Verhéltnis von MetO zu Met£bzw. TrpO zu Trp@war dabei nicht konstant. Bei mehreren
oxidierbaren AS innerhalb eines Peptids stellteea gemessenen Signale in der Regel
Mischungen aus den verschiedenen Oxidationszustadde Im MSMS-Spektrum wurden
demnach beide lonenserien dokumentiert. Im Fall &eptides T36-37 setzte sich
beispielsweise das dreifach geladene Signal von373éus einem Anteil an 2 x MetO und
einem Anteil an Met® zusammen (Abb. 22, A, S. 104). Der prozentualeehrteider
Peptidderivate konnte anhand der Fragmentsignalg ermittelt werden. Eine einheitliche
Oxidation zur einfach bzw. zweifach oxidierten Fommurde durch eine Anderung der
Inkubationszeit und/oder der Konzentration der Reagen nicht erreicht. Cysteine, die nicht
bereits als Acrylamid-Addukt vorlagen, wurden imdeeptiden als Cysteinsaure detektiert.
Das Peptid T27 (VPTPNVSVVDLTCR) mit eingvz von 750.394 [M+2H]" wurde nach der
Oxidation seines Cys folglich als Signal bei 774.88z detektiert. Daneben existierte in
unveranderter Form weiterhin das Acrylamid-Addukei b785.90m/z (vgl. Kapitel
4.2.2, S. 44). His und Tyr blieben unmodifiziert.
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Abb. 22: Oxidation von Methionin und
Tryptophan nach tryptischem Verdau der Proteine

50 pmol GAPDH wurde verdaut und die Met und Trp-
haltigen Peptide anschlieBend mit PFA oxidiert. Als
Beispiele sind die Peptide T36-37 (A), T35 (B) und
T12 (C) gezeigt. Das obere Spektrum stellt jewaiids
Referenz dar. Nach erfolgter Reaktion verschieben
sich die Peptidsignale in Abhangigkeit von ihrem
Oxidationszustand (B, C). Die Oxidation mit PFA
wurde bei 30°C (mittlere Spektren) und bei —20°C
(untere Spektren) durchgefiihrt. Die bezeichneten
Signale stehen jeweils fur  verschiedene
Oxidationszustédnde. Schragstriche stehen dabei fir
woder", Pluszeichen fur ,und“. Auf der x-Achse ks
Verhdltnis von Masse zu Ladungnvg) der
Peptidsignale dargestellt; auf der y-Achse ihrathet
Intensitat. Die Zahl rechts oben in den Spektren
bezeichnet jeweils die Anzahl der detektierten
Teilchen Uber eine ausgewahlte Anzahl an
Einzelspektren.

Um die Oxidationsprodukte zu vereinheitlichen, waudie Reaktion bei - 20°C durchgefuhrt.

Ein Anteil von 20% Methanol verhinderte dabei dasfr@ren der Lésung. Die homologe

Oxidation von Met zum Sulfoxid konnte am BeispielsdPeptides T36-37 gezeigt werden.
Das unmodifizierte Peptid wurde als [M+3Hpei 453.53/z detektiert (Abb. 22, A oberes
Spektrum). Nach der Reaktion war das zugehorigmabigm +10.65nz auf 464.174n/z

[M+3H]** verschoben. Dies entsprach einer Addition von z8eierstoffatomen. Ob das

Signal das Resultat einer Mischung von MetO undQdeider die einheitliche Oxidation

beider Methionine zu MetO darstellte, konnte anhdesl Fragmentspektrums geklart werden.

Bei der Fragmentierung von Peptiden, die ein Methielten kam es zur Bildung von
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Satellitenionen mit einem Abstand vAn= -64 Da zum zugehdrigen y-lon (Abb. 23, hier: y5-
y11). Enthielt die Peptidsequenz, wie im Fall voB6337, zwei Methionine ergaben sich
zusatzliche Satellitenionen, deren Signale aus Meuatralverlusten beider MetO gebildet
wurden Q = -128, hier: y8-y11). Da das stabilere Mgt@ahrend der Fragmentierung keine
Satellitenionen ausbildete, liel3 sich ein theochtigorhandener Anteil an diesem Derivat nur
durch y-lonen mit einer Masse von 163.031 Da baledg®lglich misste das y7-lon bei
801.46 m'z und das y4-lon bei 418.28Vz detektiert werden. Beide Signale waren im
Spektrum nicht detektierbar. Somit waren beide &igheitlich zu MetO oxidiert.

2 pmol GAPDH
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Abb. 23: MSMS-Spektrum des doppelt oxidierten Peptles T36-37 aus GAPDH

GAPDH wurde Uber SDS-PAGE getrennt und die Protmden mit Coomassie gefarbt. Nach tryptischem
Verdau wurden die resultierenden Peptide Uber LCad&8ysiert. Die aufgetragene Menge entsprach pasnd
GAPDH. Nach der Oxidation bei —20°C mit PFA wurdasdPeptid T36-37 im MS-Spektrum in doppelt
oxidierter Form detektiert. Die Fragmentierung Beptides ermdglicht die exakte Zuordnung der mzidifien

AS (MetO), sowie die Ermittlung des Grades der Mikdiion. Die entstandenen y-lonen sind mit y1-y11l
gekennzeichnet. Oberhalb des Signals ist die Meisss jeden y-lons, sowie die zugehdrige AS angayedbie
Signale der Satellitenionen, die durch den Neugrdihgt von —64 Daro MetO entstehen sind in rot dargestellt.

Trp wurde unter diesen Bedingungen nicht mehr exid{Abb. 22, B und C, S. 104. Im
Peptid T35 aus GAPDH, welches einmal die AS Trphieitt konnte im Vergleich zur

Referenz keine messbare Erhéhung der Menge an imedd#m Trp nach Ablauf der
Reaktion nachgewiesen werden. Met war folglich &ine Oxidationsreaktion leichter
zuganglichals Trp. Das Peptid T12 enthielt sowohl die AS Mlistauch die AS Trp. Anhand
des MSMS-Spektrums wurde deutlich, dass selekter A5 Met von der Modifikation

betroffen war. Eine Inkubation unter den genanmBemlingungen erwies sich somit als

ausreichend zu einer einheitlichen und quantitat@&idation der Methionine zu MetO. Die
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Inkubation der Peptide bei -20°C verhinderte zuakenOxidation von Cys zu Cysteinsaure.
Die AS His und Tyr waren von der Oxidation nichtrb&en.

6.4.5.2 Reduktion der Hydrophobizitat nach Oxidatton AS

Infolge der Oxidation wurde die Hydrophobizitat destroffenen Peptides erniedrigt. Die
Reduktion der Hydrophobizitat verminderte bei hyiroben Peptiden die Gefahr der
Aggregation und der irreversiblen Adsorption an R&erial. Das Ausmal} der Veranderung
fur einzelne Peptide wurde anhand der Retentiotesrauf einer RP-Saule untersucht. Die
Retentionszeit eines Peptides auf einer RP-Saulén igrster Linie abhéngig von seiner
Sequenzlange und Hydrophobizitat. Da wahrend e(Besdienten die gerateimmanenten
Parameter fiur alle zu trennenden Molekile weitgdhateich waren, wirkten sich
ausschlie3lich die physikalischen Eigenschaftenetderelnen Peptide auf den Elutions- bzw.
Detektionszeitpunkt aus. Generell wurden kurze,rdphile Peptide zu einem friheren
Zeitpunkt eluiert als lange hydrophobe Peptide. flaghe galt fir die oxidierte und damit
hydrophilere Form eines Peptids. Sie eluierte zoerai frGheren Zeitpunkt als die
unmodifizierte Form. CP47 auSynechocystienthielt drei detektierbare Peptide mit einem
bzw. zwei Methioninen. Entsprechend ihrer Hydrophitdit und Sequenzlange wurden diese
in der Reihenfolge T17 TGANSGDGIAQEWIGHPIFK (GRAVY-Index: -0.233) < T4
QGMFVLPARMAR (GRAVY-Index: 0.836) < T22 MPNFFETFPVMTDADGVVR
(GRAVY-Index: 0.380) abgelost. Da ein Teil der Metline nach SDS-PAGE in oxidierter
Form vorlag, wurden die entsprechenden Oxidatiartigkte der Peptide ebenfalls detektiert.
Als Artefakt der PAGE wurde ausschlie3lich das @kmhsprodukt MetO gefunden; eine
Oxidation bis zum Sulfon wurde nicht festgestellt.

Die Oxidation beider Methionine fiihrte im Fall vd@ zu einer deutlichen Anderung der
Retentionszeit von fast 9 min zwischen der unmpigiften und der oxidierten Form. (Abb.
24, A, S. 107). Daneben existierte ebenfalls eimenFdes Peptids bei der lediglich eines der
beiden Methionine zu MetO oxidiert war. Die beid&mdukte QGHetO]FVLPFMAR und
QGMFVLPF[MetO]AR waren sowohl im Chromatogramm als auch im zdéggen MSMS-
Spektrum nicht voneinander unterscheidbar, da éwmimen zum selben Zeitpunkt eluierten
(Abb. 24, A blaues Signal, S. 107). Mit einer Lavgas 11 AS war das Peptid T4 etwa halb
so lang, wie T17 und T22.
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A B C
050602b2 1: TOF MS Survey ES+ 050602b2 1: TOF MS Survey ES+ 050602b2 1: TOF MS Survey ES+
64.83 749.03 1159.55
3457 39.00 o 27663 1.00e4 45.15 46.61 1.68e3
100+ [ 656.83 100 743.7 1004 : : 1151.55
37163 36.04| | 36.79 10464 42.07 49.63 170903
648.83 1143.55
1.42e3 822
%-| % %
0 T T T T T T 1 0 T T T T 1 0 T T T T T T IRRAA
30.00 40.00 50.00 30.00 40.00 Time 35.00 45.00 55.00
Time —> <4 —> Time
8.98 min 0.75 min 7.56 min
QGM,, FVLPFM AR  QGMFVLPFMAR TGAMNSGDGIAQEWIGHPIFK MPNFFETFPVIMTDADGVVR
QGMFVLPFM_,AR TGAM,,NSGDGIAQEWIGHPIFK MPNFFETFPVIM_, TDADGVVR
QGMOXFT/LPFMAR M,,PNFFETFPVIMTDADGVVR

M,PNFFETFPVIM_ TDADGVVR

Abb. 24: Oxidationsbedingte Verschiebung der Reteitnszeit von Peptiden aus CP47

Die Proteinbande von CP47 aus Synechocystis wuidedam SDS-Gel ausgeschnitten, tryptisch verdadit un
die resultierenden Peptide Uber nanoLC-MS analysieir drei detektierte Peptide, die mindestens ein
Methionin enthalten sind die Signale der auftreeené&ormen im Chromatogramm dargestellt (A, B, CG3sD
schwarze Signal entspricht jeweils dem unmodifteierPeptid, das Blaue der einfach oxidierten Foneh das
Rote enthalt zwei oxidierte Methionine. Der Elusagitpunkt ist am Maximum der Signale angegeben. In
Abhangigkeit von den physikalischen EigenschaftenReptide ergab sich der zeitliche Abstand zwisalen
(un-) modifizierten Formen eines Peptids. Die Riggtifjluenz steht unterhalb des jeweiligen Chromatugsa
Rechts oben sind in den entsprechenden Farbenegfigdmassen der Signale und darunter deren maximale
Intensitat angegeben.

Speziell bei langeren, hydrophilen Peptiden haite @xidation eines Methionins kaum
Auswirkungen auf die Retentionszeit, da die Andgrder physikalischen Eigenschaften im
Verhéltnis geringer ausfiel. Das hydrophile Pepiitl7 eluierte nach der Oxidation des
enthaltenen Met zu MetO lediglich 45 s friher var &aule (Abb. 24, B). T22 hatte mit
20 AS fast die gleiche Lange wie T17, enthielt gdavie T4 zweimal die AS Met innerhalb
seiner Sequenz. Die Verschiebung der Retentionsmeih einfacher Oxidation beider
Methionine fiel aufgrund der Sequenzlange etwasnger aus als bei T4. Sie betrug
ca. 7.5 min (Abb. 24, C). Im Unterschied zu T4 Wwear die Auflosung aller vier Formen des
Peptids mdglich. Anhand der MSMS-Spektren waremédd&iormen des einfach oxidierten
Peptids deutlich unterscheidbar. Die Maxima beflignale waren im Chromatogramm um
1.43 min getrennt (Abb. 24, C, blaues Signal). Dége des Methionins im Molekul hatte
folglich ebenfalls eine Auswirkung auf dessen pkgissche Eigenschaften und damit auf die
Retentionszeit. Obwohl T4 und T22 nach der Oxiagabeider Methionine mit ca. -0.2 einen
ahnlichen Hydrophobizitatswert erreichten, wurde @agere Peptid T22 7.5 min spater von

der Saule eluiert. Infolge waren kurze Peptide eamer Oxidation starker betroffen als
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Lange. Bis auf wenige Ausnahmen war eine Korrefation Peptidlange bzw. dessen Masse
und der Verschiebung der Retentionszeit hin zuneif@heren Zeitpunkt erkennbar (Abb.
25).

30 - Abb. 25: Verschiebung der
Retentionszeit nach Oxidation
der AS Methionin

Nach In-Gel Verdau der Proteine
GAPDH, Protochlorophyllid
Oxidoreduktase, = ATP-Synthase
(a-UE), Ovalbumin und
Phosphorylase B wurden die
resultierenden Peptide  Uber
nanoRP-LC getrennt. Aus den
funf Proteinen konnten insgesamt
29 Peptide detektiert werden, die
5 - jeweils ein oder mehrere
Methionine enthielten und im
0 . . : . Chromatogramm in
unmodifizierter Form, sowie als
0.0 50.0 1000 1500 200.0 \eto nachweisbar waren. Im
A Retentionszeit [s] Diagramm ist die aufgrund der
Derivatisierung  hervorgerufene
Verschiebung der Retentionszeit (x-Achse) in Sekandth Abhé&ngigkeit von der AS-Anzahl der einzelnen
Peptide (y-Achse) aufgetragen.

25 4

20

15

Anzahl AS

10 1

6.4.5.3 Detektion von Transmembranpeptiden nachifikation der AS Methionin

Die Modifikation der AS Met erméglichte die Detekti einer Transmembranhelix nach In-
Gel Verdau. Es handelte sich dabei um das trymideaptid T14 aus einem Protein des
Lichtsammelapparate&{bC, P27523) von Gerste (Abb. 26).

070717 LHCII V 31 (0.547) Cm (28:52) TOF Ms Es+ AbD. 26: MS-Signal des
100- 1014.035 160e3 OXidierten _
Transmembranpeptids
T14: LAM,,FSM,FGFFVQAIVTGK — 1013.543 T14 nach tryptischem

Verdau von CB23
‘ (LhbC) aus Gerste

Thylakoidmembranen aus
1014.539 Gerste wurden Uber 2D-
PAGE getrennt und die
% \ Proteine mit CBB
visualisiert  (vgl. Abb.
‘ 12, S.74). Die zu CB23

(LhbQ gehoérende
1015.

/O 5.0%5 Gelbande wurde
H f\ anschlieBend aus dem Gel
‘ } “‘ 1015.547 ausgeschnitten, tryptisch
| 998.522999.534 1002.491 1007.495 1011.494 | ‘H | 1018.493 verdaut und die
0 Mw*w\,www"ww\wwﬂwﬁww DIt s\t A o gty ot A i Ll A ) Wy MNWMJJWWTW miz resultierenden Pep“de im

— T T T 1 T ' T T 1 T T T 1 T T T T 1 T T T T .
995 1000 1005 1010 1015 1020 MS  analysiert. =~ Das

abgebildete MS-Spektrum
stellt eine Addition von 25 Einzelspektren dar. &gk ist der Ausschnitt zwischen 995 und 108@. Das
tryptische Peptid T14, welches bis auf drei ASdtite TMD beinhaltet, besitzt als doppelt geladeten eine
theoretische Masse von 997.54r. Die unmaodifizierte Form des Peptids gilt mit emélydrophobizitatswert
von 1.422 als extrem hydrophob. In allen Experireerkonnte bei 1013.514/z lediglich eine Form des Peptids
detektiert werden, bei der beide Methionine in @dkr Form vorlagen.
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Das Peptid mit einer Masse von etwa 2 kDa umfagkezu die komplette 3. TMD. In der
unmodifizierten Form wurde das Peptid nicht detekti Der GRAVY-Index des
unmodifizierten Peptides T14 IMFSMFGFFVQAIVTGK betrug 1.422. Nach Oxidation
der beiden enthaltenen Methionine zum MetO redtezich der Wert deutlich um 0.644 auf
0.778.

Die Detektion von membranintegralen Peptiden, mRetuktion der Hydrophobizitat durch
die Oxidation eines oder mehrerer enthaltener Mathe, war jedoch lediglich in
Einzelfallen moglich. Es handelte sich dabei ausrsbs um ,kurze" Peptide <25 AS.
Folglich war davon auszugehen, dass die Hydrophtébiaicht allein fir das Fehlen eines
Grol3teils der membranintegralen Peptide verantishrivar.

6.5 Quantifizierung von Proteinen UUber Modifikationvon priméaren
Aminogruppen mit Essigsaureanhydrid auf einer Miksaule

Die Markierung von Proteinen mit stabilen Isotopevird normalerweise in der
vergleichenden Proteomforschung eingesetzt, zuty8eaon Proteinen aus Zellen, die unter
unterschiedlichen Bedingungen gehalten wurden. &ge@satz dazu wurde hier anhand von
Standardproteinen die Effizienz der verschiederdni®e des In-Gel Verdaus von Proteinen
Uber relative Quantifizierung untersucht.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente relattiven Quantifizierung von Proteinen
liefen grundsatzlich nach folgendem Schema ab. ¢hstdwurde ein Peptidstandard
hergestellt, der aus einem Verdau des gleicheneifsotbestand, welches innerhalb des
Experiments quantifiziert werden sollte. Die entsienen Peptide wurden auf einggC
Mikrosaule geladen und mit der ,schweren* Form Aestylierungsreagenz (hier: D6-4@)
markiert. Die Reaktion auf der Mikroséule war quiativ. Dabei wurde die Acetylgruppe
kovalent an die freien Aminogruppen der Peptideugelen. Die markierten Peptide wurden
anschlieend eluiert und bis zur gewlnschten Kdraion verdinnt. Jeder zu
guantifizierenden Probe wurde ein aquivalentes Meln des internen Standards zugesetzt.
Zur Derivatisierung der Peptide aus den zu analysden Proben wurde das Peptidgemisch
aus Probe und Standard anschlieBend erneut an @igMikrosdule gebunden. Bei
Inkubation mit der ,leichten® Form des Acetylieriangagenz (hier: H6-A©) reagierten
ausschlief3lich die noch unmodifizierten Peptide deis zu quantifizierenden Proben. Das
differentiell markierte Peptidgemisch wurde anssBdéind massenspektrometrisch analysiert.
Zur Datenauswertung wurde anhand der Signalintesitim Spektrum in jeder Probe das
Verhéltnis von Peptidpaaren aus Probe und intei®&mdard bestimmt (Abb. 27, S. 110).
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Abb. 27: lllustration des Quantifizierungsprinzips am Beispiel des Peptids T14 aus CA.

Zu quantifizieren sind die unterschiedlich prozedsn Proben A und B. Ausschnitte aus den MS-Seelder
beiden Proben zeigen jeweils das tryptische Pepiith* (Ac-YAAELHLVHWNTK(Ac) aus CA mit
unterschiedlicher Isotopenmarkierung. Das linketidsignal (H) stammt aus der zu analysierenden € roful
wurde mit H6-AgO markiert; das Rechte Peptidsignal (D) repréasgntien internen Standard und wurde mit
D6-Ac,0O markiert. Fir jedes Peptidpaar wird anhand dgnaintensitdten das Verhdltnis von H/D bestimmt
(rote Zahlen). Die relative Quantifizierung der Bea A und B erfolgt aus der Relation der Verhéiteite. Das
Ergebnis fir das Peptid wird mit der urspriingliohdien Proben vorhandenen Proteinmenge gleichgesetzt
Probe B war damit rund 1.2 x mehr Protein als imberA.

Die relative Quantifizierung von unterschiedlicHeroben ergab sich aus der Relation dieser
Verhaltniswerte. Mit dem hier beschriebenen Vedahmwar es moglich mit nur einer
Referenz zwei oder mehr Proben miteinander zu eetgtn. Einzige Bedingung war, dass
ausreichend Standard fur alle Proben zur VerfUgtagd und zum selben Zeitpunkt dieselbe
Menge an Standard zu jeder Probe zugesetzt wurdeZiBtand war dabei eine eigene MS-
Messung erforderlich.

Die Acetylierung der primaren Aminogruppen wurdeirgisatzlich Gber zwei Arten von
Reagenzien erreicht — Succinimidester und Saurelailey Die Reagenzien unterschieden
sich vor allem in ihrer Reaktivitat und damit inrdeendtigten Reaktionszeit. Bei der
Verwendung eines Succinimidesters dauerte eine tigaiare Markierung der
Analytmolekule etwa 2-3h (Chakraborty et al., 20R8ara et al., 2006; Schmidt et al., 2005).
Ac,O war deutlich reaktiver. Die quantitative Acetyling der Peptide wurde in Losung
bereits nach 30-45 min erreicht (Che et al., 2082ch Bindung der Peptide an eings-C
Mikrosaule (vgl. Kapitel 5.6.1, S. 58) lief die Ré&ian innerhalb weniger Minuten quantitativ
ab. Trotz der kurzen Reaktionszeit befanden sictEade alle Peptide einer Art im gleichen
Acetylierungszustand (Abb. 28, S. 111). Unmodifigebzw. teilweise modifizierte Molekile

wurden nicht nachgewiesen. Die kurze Reaktionggeites sich auRerdem in einem zweiten
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Punkt als gunstig. In wassriger Losung konkurroket Reaktion von Succinimidestern und
Anhydriden mit primaren Aminen mit der Hydrolyserdaktivierten Carbonsdure. Um
ausreichend Reagenz fir die Umsetzung zur VerfUgungstellen, musste deshalb bei
langeren Inkubationszeiten in bestimmten Intervedimeut AgO zugegeben werden.

Neben der Zeitersparnis lag ein weiterer Vorteil Biethode in der einfachen Handhabung.
Die Cig-Mikrosaule war in eine 10 pl Pipettenspitze eiregedd. Definierte Zeitpunkte zum
Starten und Beenden der Reaktion bildeten das und-Auspipettieren der Reaktionslosung.
Wahrend der Reaktion fungierte die FlUssigkeitssébler der stationaren Phase als Reservoir
fur die beteiligten Reagenzien. Beim Wechsel derakitenslosungen und bei der
Durchfihrung von Waschschritten blieben die Pepise an die stationdre Phase gebunden.
Die beteiligten Reagenzien waren durch einfachespfuettieren leicht aus dem System zu
entfernen.

Bei der Durchfuhrung der Markierungsreaktion aufeei Gg-Mikrosdule erwies sich die
geringe Wasserloslichkeit von A@ als problematisch, da konzentriertes,@cdie Gg
Matrix der Mikrosdule aufloste. Beim Mischen von 8§ar und AgO kam es zu einer
Phasentrennung, wobei A2 die untere und Wasser die obere Phase darstdittedas
Problem zu umgehen, wurde ACN (10%, v/v) als Losuegnittler eingesetzt. Damit war es
madglich geringe Mengen an 4@ in Wasser zu losen. Aufgrund der hohen Reaktivi&i
Chemikalie waren 0.1% (v/v, Endkonzentration),@causreichend fir eine quantitative
Reaktion. In der geringen Konzentration von 10% ieswsich das normalerweise als
Losungsmittel fir Peptide eingesetzte ACN als ubl@matisch im Bezug auf die Elution von
Peptiden von der {g-Matrix.

060508 A2 13 (0.444) Sb (5,5.00 ); Cm (13:112) T14 (H6-Ac,0): Ac-YAAELHLVHWNTK(Ac) TOF MS ES+
100 833.532 1.30e4

Unrimdlfmertes Peptid T14: ,791.413 T14 (DG—ACZO)Z Ac-YAAELHLVHWNTK(Ac)

% 836.553

787.146 Na*Addukte  K*Addukte
805.466 808 665
801. 345 826.534
J' \ “\ ‘ | ||| 844523 852510 g55'530
W\ ‘”w i HM [T \ U 47821 / |\ 870,648
/W J “‘ W WM AW \A’M ‘WW W JM AM\“” \W‘MA ‘Jn'/m WM L J WL W ey ‘./,.A,/ H " ’wuww i mw\Nu/ W o
) ‘
790 800 810 820 830 840 850 860 870

Abb. 28: Modifikation von priméren Aminogruppen mit Essigsaureanhydrid

Als Reagenz zur Acetylierung von primaren Aminogremp wurde Essigsaureanhydrid ¢8¢ verwendet. Das
Anhydrid reagiert im Basischen mit primaren Aminggpen, wie sie im Protein/Peptid am N-Terminus and
der Seitenkette von Lysin zu finden sind. Pro prengAminogruppe wird bei der Reaktion eine Acetyjgpe
des Anhydrids Ubertragen. Dabei wird Essigsaurigdsetzt. Nach Addition einer Acetylgruppe erhdbhglie
Masse des Peptids um 42.106 amu.
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Das Peptid T14 aus CA (791.4f8z, [M+2H]**) wurde mit H6-AgO bzw. D6-A¢O modifiziert. Da das Peptid
als C-terminale AS ein Lysin tragt, wurde es doppektyliert. Folglich verschiebt sich das doppgtadene
Signal des Peptids im MS-Spektrum um die Massezvagi (deuterierten) Acetylgruppen, d. h. ummiz bzw.

45 m/z, auf 833.532/z und 836.5531z Die Reaktion verlauft quantitativ. Das Verhaltagn Probe (H3-Ac-
Peptid) zu internem Standard (D3-Ac-Peptid) betidgliesem Fall 2.21:1.

Acetylierte Peptidsignale wurden haufig zuséatziads Addukte von Na+ und K+-Salzen detektiert. laséim
speziellen Fall wurden kaum Salzaddukte beobacltet. Grund hierfir waren wahrscheinlich die in der
Sequenz vorhandenen zwei Histidine, die als Lachkagptoren nach der Acetylierung dienen.

Acetylierte Peptide wurden, wie ihre unmodifizierté/orlaufer, in unterschiedlichen
Ladungszustanden und als ‘Naund K-Addukte detektiert (Abb. 28,S.111). Der
Ladungszustand blieb von der Modifikation unberfibbiwohl die Acetylierung zum Verlust
der formalen Ladungstrager in einem Peptid fuhnmeGegensatz zum unmodifizierten Peptid
waren die Signale der Salzaddukte zum Teil deudrtidht. Eine Quantifizierung war sowohl
mit den protonierten Peptidsignalen als auch mit 8gnalen der Salzaddukte mdglich. Im
Protein CA wurde lediglich ein Peptid nahezu ohakz&ldukte detektiert. Dabei handelte es
sich um das tryptische Peptid T14, das zweimalbdigische AS Histidin innerhalb seiner
Sequenz enthielt. Es wurde deshalb davon ausgegat@es His eventuell nach dem Wegfall

der Aminogruppen als Ladungsakzeptor fungierte.

6.6 Optimierung des In-Gel Verdauprozesses

Zur Optimierung des In-Gel Verdauprozesses wurdea dinzelnen Schritte des
konventionellen Protokolls hinsichtlich ihrer Redex fur die Funktionalitat des
Gesamtprozesses untersucht.

6.6.1 Entfarbung von Proteinen

Alle konventionellen Protokolle zum In-Gel VerdaonvProteinen enthielten zu Beginn einen
Entfarbeschritt, da CBB in saurer Losung als pogigladenes Teilchen im MS detektiert
wurde. Das CBB R250 Molekil war als einfach gelasgesignal in drei Formen detektierbar.
Dabei handelte es sich um die Signale des proteni€2BB-R250 bei 804.2®/z [M+H]*",
sowie des Na bzw. K-Addukts bei 826.26n/z [M+Na]'" und 842.23n/z [M+K]'*. Das
Molekil von CBB-G250 enthalt zusatzlich zwei Metirylppen. Die Molekularmasse erhoht
sich infolge um 28 Da. Die entsprechenden Sigmatert im Massenspektrum bei 83218/
[M+H] Y, 854.29m/z[M+Na]*" und 870.21m/z[M+K] ** auf (Abb. 29, S. 113). Zusatzlich zu
den Signalen des intakten Molekils war zum Teilnéddes das CBB-Abbauprodukt 3-
Methylbenzensulfonat detektierbar. Dabei hande#tesiech um ein CBB-Fragment, das bei
beiden verwendeten Arten von CBB auftrat und algndli bei 634.2M/z [M+H],
656.26m/z[M+Na]** und 673.23n/z[M+K] '* detektiert wurde.
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Die verwendete Entfarbelésung enthielt neben eirenganischen Ldsungsmittel (50%
Acetonitril), 50 mM des Salzes NHCO; zur Reduktion der elektrostatischen Interaktionen
zwischen den Farbstoffmolekilen und den posithvadehen AS. Im Vergleich zu einem
reinen Gemisch aus Wasser und organischem Losuttgs(iil) wurde die Effektivitat der
Entfarbeldsung durch den Salzanteil deutlich ves&esBei Auslassung des Entfarbeschrittes
fuhrte der gleiche Effekt wahrend des Verdauprazesermehrt zur Freisetzung der im Gel
gebundenen, proteinassoziierten CBB-Molekile. lesstrte Farbstoffmolekile wurden beim
anschlielenden Entsalzungs- und Konzentrierungtisahr die Gg-Matrix der Mikrosaule
gebunden und entsprechend der Konzentration annisgieem Losungsmittel mit den
Peptiden eluiert. In Abhangigkeit von Farbeinteitsiund Zusammensetzung des MS-
Spektrums variierten das Auftreten und die Inténsiier CBB-Signale deutlich. Durch die
Verwendung von Tris-Base als Puffersubstanz kodieeCBB-Elution teilweise verringert
werden. Nach Silberfarbung von Proteinen ergab sk#hin Unterschied in der
Sighalzusammensetzung der MS-Spektren (Daten gezdigt). Peptide mit gebundenem Ag

wurden nicht detektiert.
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Abb. 29: Qualitativer Vergleich von MS-Spektren mitbzw. ohne CBB-Entfarbung

20 pmol CA wurden tber SDS-PAGE getrennt und mitoidalem CBB gefarbt. Etwa ein Viertel der Bande
(5 pmol) wurden mit (oberes Spektrum) bzw. ohnedras Spektrum) vorherige Entfarbung der Proteidban
tryptisch verdaut. Die resultierenden Peptidsigrstel mit roten Pfeilen gekennzeichnet. Im Spektiaime
Entfarbung der Bande werden zusétzlich drei SigdageFarbstoffmolekiils CBB-G250 (blaue Pfeile) kittet.
Zum Vergleich sind von jeweils drei Peptiden digriilintensitatenkfursiv) angegeben.
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Die MS-Spektren mit bzw. ohne vorherige Entfarbules Zielproteins unterschieden sich
lediglich im Auftreten von drei zusatzlichen Sigeralftir die jeweilige Form von CBB (Abb.
29, S. 113). Grundsatzlich wurde weder die Anzahldatektierten Peptiden noch deren
Signalintensitat in den Spektren beeintrachtigririge Schwankungen in der Signalintensitat
(z. B. Peptid T21 bei 673.9%/z lagen im Rahmen fur Messungen mit statischer n8hoE
MS. Die Sequenzabdeckung betrug in beiden Féllema d8%. Unterschiede im bevorzugt
auftretenden Ladungszustand der einzelnen Pepti@den sich nicht. Addukte aus Peptiden
und CBB wurden ebenfalls nicht detektiert.

Zum quantitativen Vergleich von CBB- und Silberfénly wurden die relativen Intensitaten
der tryptischen Peptide T16, T14 und T5 aus CArggaogen. Obwohl sich dabei zum Teil
deutliche Unterschiede in der Ausbeute bei denediien Peptiden ergaben, war im Mittel ein
eindeutiger Trend feststellbar (Abb. 30; ,T16“, A1, T5* und ,Mittelwert®). Im Vergleich
wurde die hochste Ausbeute nach Farbung der Peotmiit CBB ohne nachfolgende
Entfarbung der Banden erreicht. Die im SpektrumatziEeh detektierten Signale fir CBB
fuhrten nicht zu einer Verringerung der Signalisigiten der Analytmolekile (Abb. 30 und
Abb. 29, S. 113).

140 7
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0 |
T16 T14 T5 Mittelwert

Abb. 30: Quantifizierung der Peptidausbeute CBB- bw. silbergefarbter Proteinbanden

20 pmol CA wurden auf die SDS-PAGE aufgetragen, @ak geteilt und jeweils eine Halfte mit CBB-G250
bzw. mit Silber gefarbt. Pro Ansatz wurden ca. DpRrotein aus den Banden gestochen und zum Tedrbh
(Methoden). Der Verdau erfolgte nach dem optimieMerdauprotokoll (OVP) in 45 min bei 50°C. Dieate
Quantifizierung der Proben erfolgte nach differeltér Isotopenmarkierung der generierten Peptiddelsi
massenspektrometrischer Analyse.

Dargestellt sind jeweils drei Peptide (x-Achse) wet Mittelwert fir CBB gefarbte Banden von CA ohne
(dunkelblauer Balken) bzw. mit (hellblauer Balké&mtfarbung vor dem Verdau. Der Versuch wurde anaidg
Proteinbanden nach Silberfarbung durchgefiihrt (ackev bzw. grauer Balken). Die y-Achse bezeichnet d
relativen Peptidausbeuten [%] in Relation zu denttWwker beim Verdau CBB gefarbter Proteine ohnéenge
Entfarbung erhalten wurde. Dieser Wert wurde jesveilf 100% normiert.
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Durch Auswaschung des Proteins wéhrend des Enpéobesses verminderte sich die
Ausbeute bei der CBB-Entfarbung insgesamt um et {Abb. 30, S. 114; ,Mittelwert",

hellblauer Balken). Eine Erhéhung der Ausbeute riaadfidrbung von silbergefarbten Banden
wurde nicht festgestellt. Unabhangig davon, ob Rlieteinbande vor dem Verdau entfarbt
wurde, war die Peptidausbeute nach Silberfarbungfagh40% geringer (Abb. 30, S. 114;
.Mittelwert”, schwarzer und grauer Balken). Die Ilamentierung eines Entfarbeschrittes in
den Gesamtprozess des In-Gel Verdaus war damit cexchhier erzielten Ergebnissen nicht

notwendig.

6.6.2 Reduktion & Alkylierung der Cysteine

Zur weiteren Optimierung des In-Gel Verdaus wurdeer d Einfluss der
Reduktion & Alkylierung (R&A) von Cysteinen auf dReptidausbeute nach enzymatischem
Verdau von Proteinen untersucht. Nach der Alkyhgruwurden die Cysteine als
Carboxyamidomethylcystein (CAM-Cys) mit einer Massen 160.031 Da (+57.022 Da)
detektiert. Sowohl Detektierbarkeit als auch Inti@tder modifizierten Peptide war in den
Spektren nicht konstant. In Ubereinstimmung mit iSper et al. ergab sich bei den hier
durchgefiihrten Versuchen keine Evidenz dafir, das$’rozess wéhrend des In-Gel Verdaus
zu einer signifikanten Erhéhung der Peptidausbedes Sequenzabdeckung fiihrte (Speicher
et al., 2000).

Cysteinhaltige Peptide wurden trotz fehlender R&& Aaddukte von Acrylamid (PAM-Cys)
bzw. 3-Mercaptoethanol (ME-Cys) detektierbar. Die Massesehiebung betrug +71.037 Da
im Fall von PAM-Cys und +75.998 Da bei ME-Cys. DModifikation durch Acrylamid
entstand wahrend der gelelektrophoretischen Trepnder Proteine. Grund war die
unvollstandige Polymerisation der Acrylamidmatridie verbliebenen Monomere reagierten
infolge mit den in den Proteinen enthaltenen Cygstei Eine Verlangerung der
Polymerisationszeit verminderte zwar die Intensigit Adduktsignale, flhrte jedoch nicht zu
einer vollstandigen Hemmung der Reaktion.

Ursache der zweiten Modifikation war das Reduktioittel [-Mercaptoethanol. Als
Bestandteil des Solubilisierungspuffers fur die SEXSGE garantierte3-Mercaptoethanol
eine optimale Entfaltung der zu trennenden Protdd@mit wurde eine hohe Trennschérfe,
sowie eine maoglichst exakte Darstellung der Molaekulasse erreicht. Wahrend der
nachfolgenden Farbe- und Waschschritte vor der M8k&e wurde das Reduktionsmittel
wieder entfernt. Zumindest partiell war damit eRigckbildung der Disulfidbriicken, sowohl
auf intra- als auch auf intermolekularer Ebene taafszuschlief3en.
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Die Oxidation zu Cysteinsdure wurde nicht beobdcl8e fand ausschliel3lich unter dem
Einfluss starker Oxidationsmittel (z. B. PFA, vighpitel 6.4.5, S. 102) statt. Die Bildung von
Dehydroalanin wurde ebenfalls nicht beobachtet.Holee Reaktivitat der AS wurde dadurch
deutlich, dass unter den vorliegenden Versuchshadgen Peptide mit der unmodifizierten
Form von Cys nicht detektiert wurden. Die verschrmegh Formen von Cys fuhrten im MS-
Spektrum zu multiplen Signalen fur dasselbe Peptizurch die Aufteilung auf
unterschiedliche Signale verminderte sich gleidigaiie Intensitat der betroffenen Peptide.
Infolgedessen erhdhte sich ebenfalls die Komplexigt MS-Spektren. Die Detektion Cys-
haltiger Peptide war somit nur eingeschrankt méglic

Der gqualitative und quantitative Einfluss der R&Afalie Detektierbarkeit von Peptiden
wurde an den Standardproteinen GAPDH und Ovalbwmiarsucht.

Das Protein GAPDH enthielt im detektierbaren Mabsegich drei tryptische Peptide (T18,
T27 und T34) mit insgesamt vier Cysteinen. Beirakathaltenen Cysteinen handelte es sich
um freie Cysteine, die nicht Uber Disulfidbrickeerbunden waren. Das tryptische Peptid
T27 aus GAPDH enthielt ein Cystein (Gy$ (Abb. 31).

050511 embl1 39 (1.578) Cm (1:50) ”I TOF MS ES+
( ) 5.24e3
_— 785.918
T27: VPTPNVSVVDLTR
786.424
% (V) 786.911
778.908
779.412
779.915
| 780.410 788.402
777.398 788.900
0 7—/\ T /\__ ) T T T T T ”\/ml/\/\ T T T T T T T T m/Z
776 778 780 782 784 786 788 790 792

Abb. 31: Cystein-Modifikationen bei T27 aus GAPDH

20 pmol GAPDH wurden tber 1D-SDS-PAGE getrennt diedProteinbanden mit Coomassie visualisiert. Der
In-Gel Verdau erfolgte nach dem konventionellen tékoll einschlielich Entfarbung, Reduktion und
Alkylierung, sowie mehrfacher Extraktion der regrknden Peptide. Peptide, die ein Cystein endnieiturden

in drei verschiedenen Formen detektiert. Der Ausistdes MS-Spektrums zeigt das Peptid T27 aus GAPD
Das Signal bei 778.9%z enthédlt das Cysteinderivat CAM-Cys (V). Die MoHétion resultierte aus einem
Alkylierungsschritt, der in einem Teil der Protoleokum In-Gel Verdau durchgefuhrt wird. Unabhéndiyon
wurde T27 zusatzlich in zwei weiteren Formen dédektCystein lag dabei als PAM-Cys (lll, 785.81z) bzw.

als ME-Cys (IV, 788.41W/2) vor. Beide Modifikationen wurden wahrend der PA&iRgefuhrt. Das Verhaltnis
der gezeigten Signalintensitaten (y-Achse) vagiémtverschiedenen Proben. Die zugehdrigen Molesitie in
Abb. 9, S. 44 abgebildet.

Die Berechnung der Molekularmasse ergab einen Wmt 750.40wz flr das zweifach
geladene Peptid. Da die AS Cystein in unmodifizieRorm nicht vorkam, wurde das Peptid

in maximal drei Formen, jeweils mit unterschiedéchModifikation des enthaltenen Cys
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detektiert. Wurde wahrend des In-Gel Verdaus ei8& Rlurchgeftihrt, lag ein Teil des
Peptids nach der chemischen Modifikation mit lodaced als Carboxyamidomethylcystein-
Derivat vor (Abb. 31, S. 116, (V). Daneben wurdes deptid in zwei weiteren Formen
detektiert, als PAM-Cys und als ME-Cys (Abb. 31186, (Il +1V)). Wurde Kkein
zusatzlicher Alkylierungsschritt durchgefthrt, werrdas Peptid ausschliel3lich in den Formen
(1) und (IV) detektiert. Analoge Beobachtungega&boen sich fir das Peptid T34 (ggsaus
GAPDH. Die Ausnahme bildete das Peptid T18, dad Bysteine (Cys 149 und Cys 153) in
nur 3 AS Abstand enthielt. Die beiden Cysteine weuardiier nach der Ausbildung einer
Disulfidbriicke in vitro als Cystin detektiert. Folglich ergab sich fir Té®e Masse von
852.42m/z [M+2H]?*, 2 Da weniger als mit unmodifizierten CysteinetieMModifikationen
wurden in MSMS-Experimenten bestatigt.

Um eine quantitative Aussage zum Einfluss der R&K die Peptidausbeute treffen zu
kbnnen, wurde als zweites Substrat das Standaadpr@valbumin untersucht. Dieses
enthielt neben vier freien Cysteinen eine Disulfigike zwischen Cys und Cys,1. Die
Quantifizierung der Peptidausbeute erfolgte anhaod drei tryptischen Peptiden nach
Verdau von 5 pmol Ovalbumin. Es handelte sich dalben die Peptide T25
(LTEWTSSNVMEER), T14 (GGLEPINFQTAADQAR) und T32,
(ISQAVHAAHAEINEAGR). Das Peptid T25 wurde zusatdienit einer Modifikation der
AS Met detektiert. Zur Auswertung wurden folglicie &Gignalintensitaten beider Formen des
Peptids addiert.

Die Ausbeute nach Verdau ohne R&A wurde als Refefestgelegt und auf 100% normiert
(Abb. 32, weil3er Balken). Die Durchfuhrung der Rdtn wahrend des enzymatischen
Verdaus durch den Zusatz von 5mM DTT als Reduktesmgenz verminderte die
Peptidausbeute auf durchschnittlich etwa 70% (A2hhellblauer Balken).

Abb. 32: Optimierung der
180 7 Peptidausbeute von Cystin-
4 haltigen Proteinen

20 pmol Ovalbumin wurden Uber
SDS-PAGE getrennt und mit
kolloidalem CBB gefarbt. Etwa ein
100 Viertel der Bande (5 pmol) wurde
nach Entfarbung der Proteine
tryptisch verdaut. Die relative
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Referenzwert aufgetragen, bei dem keine R&A durfiige wurde (weil3er Balken). Bei einem Teil der lfen
wurde lediglich eine Reduktion der Cysteine wahreled Verdauprozesses durchgefihrt (hellblauer Balke
Die verbleibenden Proben wurden zu verschiedenépuféten der Probenvorbereitung reduziert undledkly
Der R&A-Schritt fand dabei vor der SDS-PAGE (dutitaelier Balken) bzw. wahrend des In-Gel Verdaus
(mittelblauer Balken) statt.

Gleichzeitig war die Intensitdt der Eigenverdaualgnder Protease deutlich erhoht (Daten
nicht gezeigt). Der Zusatz von DTT fuhrte folglinicht nur beim denaturierten Zielprotein,
sondern auch bei der nativen Protease zumindesiveise zum Aufbrechen der
Disulfidbriicken. Die geringere Ausbeute an Peptid@n somit ein Resultat der teilweisen
Hemmung der Protease. Dieser Anteil wurde damitigieitig in erhéhtem Mal3e zuganglich
fur den Eigenverdau.

Wurde die R&A wahrend des In-Gel Verdauprozesseshgeflihrt, lag die Peptidausbeute
durchschnittlich bezuglich der Referenz um etwa 1&8er (Abb. 32, S. 117; mittelblauer
Balken). Dabei ergaben sich jedoch deutliche Unleesle in der Ausbeute der einzelnen
Peptide. Im Vergleich war die Ausbeute von T25 lighytdie von T32 nur leicht erhdht. Im
Gegensatz dazu wurde T14 in geringerem Umfang tletekDie inhomogene Ausbeute flr
die einzelnen Peptide erklarte die Hohe des Fedllezhs. Ein urséchlicher Zusammenhang
mit der Lage der Disulfidbricke konnte nicht festgdt werden.

Eine homologe Erhdéhung der Ausbeuten fur die eirezel Peptide ergab sich nach
Durchfuihrung der R&A vor der SDS-PAGE. Im Vergleiztr Referenz stieg der Wert um
etwa 50% (Abb. 32, S. 117; dunkelblauer BalkenheBeilweise Ruckfaltung der Proteine,
wahrend und nach der elektrophoretischen Trennwogje durch den friihen Zeitpunkt der
Alkylierung verhindert. Dies ermoglichte eine opail® Zuganglichkeit der Schnittstellen far
die Protease wahrend des In-Gel Verdaus. Trotz Zieth deutlicher Erh6hung der
Signalintensitaten wurden bei Durchfihrung des R8dkrittes keine zusétzlichen Peptide
detektiert. Cysteinhaltige Peptide waren bei dergesetzten Proteinmenge von 5 pmol
ebenfalls nicht detektierbar. Bei Proteinen ohnsubidbricken (z. B. GAPDH) wirkte sich
die R&A nicht auf die Peptidausbeute aus (Datehtrgezeigt).

6.6.3 In-Gel Verdau

6.6.3.1 Effizienz der Absorption von Trypsin von@elmatrix

Wahrend bzw. vor der Farbung wurden die elektropiiseh getrennten Proteine im Gel
fixiert. Um den In-Gel Verdau zu realisieren, masdie Protease folglich in die Gelmatrix
eindringen. Dabei stellte sich die Frage, welchend#e an Trypsin innerhalb einer
festgelegten Inkubationszeit, von einem definiert&olumen an Acrylamidmatrix

(,Gelbande”) aufgenommen wird und damit der Reaktrur Verfiigung steht. In diesem
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Zusammenhang wurden der Einfluss der Dehydrierueg &els, die Erhdhung der
Oberflache und/oder Temperatur, sowie eine Zer&teimg der Gelmatrix auf die Absorption
des Enzyms untersucht.

Zu diesem Zweck wurden zwei Gelstlicke mit einemux@n von ca. 4 pl in 20 pl einer
sauren Losung mit einer Konzentration von 10 ngfmtpsin inkubiert. Die eingesetzte
Gesamtmenge an Enzym betrug 200 ng. Voraussetzuma$ Experiment war, dass Trypsin
bei einem pH-Wert von <4 (hier 2.5) reversibelilidért wird. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min unter verschiedenen Bedingungen wurde lgerstand abgenommen und
anschlieBend die darin verbliebene Menge an Trygsiantifiziert. Die Quantifizierung
erfolgte nach Autolyse des Enzyms in Ldsung. Eides Autolyseprodukte, das Peptid
~VATVSLPR", wurde nach Acetylierung der N-terminale Aminogruppe
massenspektrometrisch analysiert. Nach H3-Acetyligrwurde das unacetyliert bevorzugt
doppelt geladene Peptid ausschlieRlich als [M¥H bei 884.624n/z detektiert. Das
korrespondierende D3-acetylierte Signal war um 3 Ra den hoherenm/z-Werten
verschoben. Die Trypsinmenge der einzelnen Prokeechnete sich aus dem Verhéltnis der
relativen Signalintensitaten des AutolyseproduktesProbe und Referenz. Die Differenz
zwischen der Ausgangsmenge und der in Ldsung ebdatien Menge an Trypsin
reprasentierte die Menge an Enzym, die vom Gel rabd wurde. Etwa 5% der
Gesamtmenge an Trypsin lag dabei bereits verdautymphilisat vor, das vom Hersteller
geliefert wurde. Da diese Menge in Referenz uncb@®rédquivalent war, wurde sie bei der
Berechnung nicht beriicksichtigt. Multiple Einfrieand Auftauzyklen der Enzyml6sung
fuhrten nicht zur signifikanten Anderung der Mergeabgebautem Enzym.

Die Genauigkeit der Methode wurde Uber die Quamifung des Peptides ,VATVSLPR"
nach Autolyse verschiedener Trypsinmengen (50-200n25 ng Schritten) bei gleicher
Inkubationszeit evaluiert. Das Verhaltnis der Slomnansitaten von Probe zu internem
Standard wurde dabei gegen die Trypsinmenge aafggir die zur Autolyse eingesetzt
wurde. Die daraus ermittelte Kurve zum Abbau vogpsin folgte dabei einer Reaktion
1. Ordnung. Uber den untersuchten Bereich ergab sine Gerade. Die aus den Daten
berechnete Trendlinie wurde durch die Gleichung ¥.6054 * ¥ + 0.0625 mit einem
BestimmtheitsmaR #Rvon 0.9984 definiert (Abb. 33, S. 120).
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Abb. 33: Quantifizierung der Enzymdiffusion in die Gelmatrix

Untersucht wurde der Prozess der Enzymabsorptiordeo Acrylamidmatrix eines SDS-Geles. 200 ng Tiryps
wurden dazu bei unterschiedlichen Bedingungen méredefinierten Menge an ,leerem” Gel inkubiertadt

30 min wurde der Uberstand abgenommen und das dembliebene Enzym bei 60°C autolysiert. Das
Verhaltnis der relativen Signalintensitat des REpfMATVSLPR" von Probe und Referenz wurde aufggérma
gegen die absolute Menge (in ng) an Trypsin, diedel diffundiert war.

Um die Autolyse von unterschiedlichen Mengen anp$iy in Losung darzustellen, wurde eine Eichgerade
erstellt. Die Genauigkeit der Eichgerade wurde Rfit= 0.9984 bestimmt. Der Einfluss der Temperatur in
Kombination mit dem Zustand der Gelmatrix auf dieffehme der Protease Trypsin wurde untersucht. Die
einzelnen Datenpunkte resultieren aus der Absarpiion Trypsin in unbehandelte Gelmatrix bei 4°C,(A)
dehydrierte Gelmatrix bei 4°C (B), unbehandelten@atix bei 50°C (C) und zerkleinerte Gelmatrix B&C

(D).
Konventionelle Protokolle zum In-Gel Verdau beirtbalvor der Zugabe der proteasehaltigen
Pufferlosung einen Dehydrierungsschritt des Geis. \dethode antizipierte eine verbesserte
Aufnahme der Protease ins Gel im Zuge der Rehydrger Gleichzeitig wurde zur
Begrenzung des Eigenverdaus, nach einer Inkubagdnson 30-45 min auf Eis, die Protease
wieder aus dem Uberstand entfernt. Folglich staediglich die Menge an Enzym, die
wahrend dieser Zeit ins Gel gelangt war, letztlichden Verdau zur Verfigung. Zunéchst
war die Frage zu klaren, wie viel Trypsin unterseie Bedingungen ins Gel gelangte. Die
leeren Gelstiicke wurden dazu in der Trypsinlosuing 30 min bei 4°C inkubiert. Die
anschlieRende quantitative Analyse des Uberstamdgab, dass 153 ng Trypsin in der
Losung verblieben waren (Abb. 33, Datenpunkt A)lghkch wurden etwa 47 ng vom Gel
aufgenommen, etwa % der eingesetzten Menge von@00

In einem zweiten Experiment wurde die Diffusionsitdigkeit des Prozesses untersucht. In
diesem Versuch wurden dehydrierte Gelstiicke vereteridie Analyse ergab, dass 59 ng
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Trypsin vom Gel absorbiert wurden (Abb. 33, DateniuB, S. 120). Somit wurden
zusatzlich etwa 10% mit dem gerichteten Fluss deffeRosung ins dehydrierte Gel
transportiert. Das Ergebnis wies darauf hin, dassAdfnahme der Protease ins Gel zu etwa
80% diffusionsbedingt ist. Die Dehydrierung untatate somit den Prozess, war aber nicht
entscheidend fur die Aufnahme der Protease ins Gel.

Durch Erhdéhung der Temperatur und VergroRerung Qleerflache konnte die Menge an
Enzym, die vom Gel absorbiert wurde weiter gestéigerden. Nach Inkubation bei 50°C
verblieben ca. 119 ng Trypsin in Lésung. Daraugt&gl dass etwas mehr als 80 ng ins Gel
diffundiert waren (Abb. 33, Datenpunkt C, S. 120)Damit erhdhte sich die
Enzymkonzentration im Gel auf etwa 41%. Die Komhoravon erhdhter Temperatur und
VergroRerung der Oberflache durch mechanische &eddung der Gelmatrix flihrte
schlie3lich zur Absorption von ca. 100 ng (50%)Eanzym (Abb. 33, Datenpunkt D, S. 120).
Die Bedingungen in Experiment D fuhrten somit zwneei um 20% verbesserten

Enzymaufnahme ins Gel.

6.6.3.2 Abhéangigkeit der Enzymreaktion von Konzgioin und Temperatur

Bei empirischen Versuchen mit einer Vielzahl vermsdbBner Proteine wurde eine
Inkubationszeit von maximal 45 min als ausreichéindden In-Gel Verdau ermittelt. Um
diese Daten quantitativ zu bestatigen wurden 10 p@é& mit unterschiedlichen
Inkubationszeiten verdaut. Zur relativen Quant#imng wurden die tryptischen Peptide T17,
T14 und T5aus CA herangezogen. Ein Teil der Proben wurde rdesh optimierten
Verdauprotokoll (OVP) in 15 bzw. 45 min verdaut @Al34, S. 122, OVP-15 und 45). Um die
Vollstandigkeit des Prozesses zu Uberprifen, waute Vergleich das konventionelle In-Gel
Verdauprotokoll herangezogen, bei dem der Verdags® Uber Nacht (mind. 12 h)
durchgefuhrt wird. Die zugesetzte Trypsinmenge ugein beiden Protokollen 200 ng. Im
konventionellen Verdau stand jedoch lediglich ei@il Tdieser Menge zur Verfigung. Es
handelte sich dabei um den Anteil, der vor demtStar Reaktion ins Gel diffundiert war.
Wie im Protokoll vorgesehen, wurde der in Losuntblebende Rest an Enzym entfernt. Die
relative Quantifizierung der Peptidausbeuten etéolgie in den Kapiteln 5.6, S. 57 und
6.5, S. 109 beschrieben.

Der 45 min dauernde Verdau nach dem OVP wurde @@%clnormalisiert (Abb. 34, S. 122,
OVP-45). Bereits nach 15 min bei 50°C waren 90%Rtegeins in Peptide gespalten und aus
der Gelmatrix herausgelost (Abb. 34, S. 122, OVR-De Verlangerung der Inkubationszeit
auf 45 min fuhrte zum vollstandigen Verdau allardie Protease zuganglichen Proteine. Die

resultierenden Peptide wurden im Verdaupuffer deltsr Uberpriifung der Vollstandigkeit
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der Reaktion wurden die Peptidausbeuten mit demveéationellen Verdauprotokoll
verglichen, bei dem der Verdau tber Nacht (hierh16ei 37°C durchgeflhrt wurde (Abb.
34, STD-15h). Trotz einer 20-fachen Verlangerungr dnkubationszeit, waren die
Peptidausbeuten in beiden Fallen dquivalent. Wdiddnkubationszeit im konventionellen
Protokoll auf 45 min verringert, wurde nur nocheefusbeute von etwa 60% erreicht (Abb.
34, STD-45). Die Unvollstandigkeit der Reaktion deirin den beiden Ansétzen mit
verkirzten Inkubationszeiten (OVP-15 und STD-45)cHudie starkeren Schwankungen der
Einzelwerte unterstrichen (Abb. 34, Fehlerbalkéi® Anhebung der Temperatur, sowie die
Erhbhung der Enzymkonzentration, fiihrte somit zweeidrastischen Reduktion der
Inkubationszeit. Im OVP waren die Proteine bene#ish 45 min quantitativ abgebaut.

Abb. 34: Effizienz des

100 1 tryptischen Verdaus

——
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Proteinbanden mit 10 pmol CA
wurden nach SDS-PAGE
ausgeschnitten und mit dem
konventionellen  (STD)  bzw.
optimierten  Protokoll  (OVP)
tryptisch verdaut. Die relative
Quantifizierung  der  Proben
erfolgte nach  differentieller
Isotopenmarkierung der
generierten Peptide mittels

massenspektrometrischer
Analyse. Dargestellt sind die
relativen Peptidausbeuten in % (y-
Achse) nach dem OVP mit

Inkubationszeiten von
OVP-15 OVP-45 STD-45 STD-15h 15 (dunkelblauer Balken) und

45 min (hellblauer Balken). Die Peptidausbeute ndehndau fir 45 min nach dem OVP wurde auf 100%
normalisiert. Zum Vergleich wurde die relative Réatisbeute von analogen Proben ermittelt, die mihd
konventionellen Verdau prozessiert worden warere Dikubationszeiten betrugen hier 45 min (schwarzer
Balken) und 15 h (grauer Balken).

50 1

relative Peptidausbeute [%]

Die Substratspezifitit der Protease wurde dabehtnieeinflusst. Im Vergleich zum
konventionellen Verdau stieg jedoch die Zahl dechhiberiicksichtigten Schnittstellen.
Dominante Signale fehlgeschnittener Peptide stamrhierbei aus Sequenzabschnitten mit
einer Schnittstellen-Dopplung (z. B. Arg-Arg), Segaabschnitten die kurze Peptide (Di-
oder Tripeptide) einschlossen oder Sequenzabsehnliei denen sich direkt benachbart bzw.
in unmittelbarer Umgebung der Schnittstelle sau& (Asp, Glu) befanden. Alle anderen
Schnittstellen wurden in gleichem Umfang bedieng faeim konventionellen Verdau. Dies
fuhrte partiell zu komplexeren MS-Spektren. Gleailig stieg die Sequenzabdeckung, da die
Detektion kurzer Peptide (<5 AS) ausschliel3lich @er Basis der nicht berticksichtigten

Schnittstelle, im Verbund mit einem langeren Peptilich war.

122



Ergebnisse

6.6.4 Multiple Extraktionsschritte

Um den Einfluss zusatzlicher Extraktionsschritté di¢ Detektierbarkeit von Peptiden zu
untersuchen, wurden 20 pmol GAPDH tryptisch verdaud die entstandenen Peptide tber
offline nanoESI-MS analysiert. Im konventionellen Protbkaim In-Gel Verdau werden
zwei zusatzliche Extraktionsschritte durchgefihutpn eine optimale Peptidausbeute zu
gewabhrleisten. Grundsatzlich werden basische Repiider sauren Bedingungen extrahiert
und umgekehrt. Im Fall von GAPDH hatten lediglichP2 der Peptide ihren isoelektrischen
Punkt im Basischen, mit Werten zwischen 8 und 11.

Beim OVP wurden ausschliel3lich Peptide detektiertlche wahrend des Verdaus im
Basischen (pH ~ 8.0) in den Verdaupuffer diffundrerVerdaupuffer und Extraktionslosung
fur die (sauren) Peptide waren folglich identisthsatzliche Extraktionsschritte wurden beim
OVP nicht durchgefiihrt. Trotz fehlender saurer &xion wurden bei der anschlieRenden
MS-Analyse sowohl basische als auch saure Peplgilehgrmalien detektiert. Ein genereller
Verlust der basischen Peptide nach dem Wegfall slaren Extraktion wurde somit
ausgeschlossen.

Um den Einfluss eines zusatzlichen (sauren) Extragschrittes zu untersuchen, wurde im
Anschluss an das OVP, nach der Trennung von Gel Viedlaupuffer, eine weitere
Extraktion in je 20 ul Verdaupuffer (50 mM NHCO;, pH ~ 8.0) bzw. 5% FA (pH ~ 1.8)
durchgefiuhrt. Zusétzlich wurde der Einfluss des I@Qongszustandes der Gelmatrix auf die
Extraktion durch Zugabe von ACN untersucht, dadbhangigkeit von der Konzentration zu
einer (partiellen) Dehydrierung des Gels und damieiner Strukturdnderung der Gelmatrix
fuhrt. Die saure Extraktion erfolgte hierbei undeisatz von 50% ACN.

Zur Ermittlung der Peptidausbeute Uber die Sigtahisitdten wurden vier Peptide
ausgewahlt, die in allen Proben vorhanden waremeDhatten zwei Peptide ihrer pn
Basischen (T23,1p8.75 und T2, p9.72), die anderen zwei im Sauren (T3B6® und T25,

pl 5.97). Die Ausbeute wurde fur die vier untersuchReptide bei Durchfiihrung eines
zusatzlichen Extraktionsschrittes nicht wesentfjesteigert. Auch eine Korrelation zwischen
dem p der Peptide und dem pH-Wert der Extraktionsloskmmnte nicht beobachtet werden.
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Speiehal. lag die Erhohung der Ausbeute
lediglich bei maximal ~ 10% (Speicher et al., 2000)

Im Durchschnitt wurden nach nanoLC-MS-Analyse vd@nhfrAol GAPDH beim OVP ohne
zweite Extraktion 5.3 Peptide detektiert. Dies prash einer Sequenzabdeckung von fast
14%. Der OVP wurde als Referenz ausgewéahlt undedgsbnis auf 100% normiert (Abb.
35, S. 124; hellblauer Balken).
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140 - Abb. 35: Einfluss eines zusatzlichen
Extraktionsschrittes auf die Peptidausbeute
120 A 20 fmol GAPDH wurden nach In-Gel Verdau
—_ e Uber nanoLC-MS analysiert. Auf der y-Achse ist
= 100 der Mittelwert aus den relativen
1 Signalintensitaten  von  vier resultierenden
@ 80 A Peptiden in % angegeben. Die Peptidausbeute
9 nach dem OVP (Referenz) wurde auf 100%
£ 60 - normiert (hellblauer Balken). In Relation dazu
Q sind die Peptidausbeuten nach Durchfiihrung
© 40 eines zuséatzlichen basischen (dunkelblauer
o Balken), sauren (gelber Balken) und sauren
20 - Extraktionsschrittes mit einem Anteil an
organischem Lodsungsmittel (hellroter Balken)
dargestellt.
0 T . T T
ohne basisch sauer  sauer
ACN Obwohl die basische Extraktion im

Mittel nicht zu einer Steigerung der Ausbeute lBn dntersuchten vier Peptiden fuhrte (Abb.
35, dunkelblauer Balken), wurde hier mit durchstihich 7.0 Peptiden die grof3te Anzahl
unterschiedlicher Peptide detektiert. Die Sequetheehkung betrug dabei ca. 18%. Eine
zweite Extraktion fuhrte somit nicht zwangslaufigi ziner Erhéhung der Ausbeute,
ermoglichte jedoch die Detektion von zusatzlicheptflen, die sich ohne weitere Extraktion
unterhalb der Detektionsgrenze befanden. Analog dazden mit 6.5 Peptiden und 17.5%
Sequenzabdeckung bei der sauren Extraktion mit F%&aknliche Werte erreicht. Mit
ca. 110% wurde hier die hochste Ausbeute fur deée wntersuchten Peptide erzielt (Abb. 35,
gelber Balken). Qualitativ ergab die massenspeldtosthe Analyse eine ahnliche
Peptidzusammensetzung bei basisch bzw. sauer exteahProben.

Die Zugabe von ACN fiihrte zu einer (teilweisen) fdiirerung der Gelstlicke. Dabei stellte
sich die Frage, ob im Zuge des gerichteten Flusgigkansports aus dem Gel die Extraktion
von Peptiden begunstigt wird. Obwohl mit ca. 8%edrichte Verbesserung der Ausbeute zu
beobachten war (Abb. 35, hellroter Balken), fuhtex Zusatz von ACN im Vergleich zu
einer Erniedrigung der Anzahl an detektierten FRigpti Mit einer Peptidanzahl von 5.0 und
einer Sequenzabdeckung von ca. 14% lagen die mé&reiGemisch aus FA und ACN
nachextrahierten Proben im Rahmen der Referenzidodiein zusatzlicher Extraktionsschritt

durchgefihrt wurde.
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6.6.5 Validierung des OVP an Membranproteinen von Bl|

Nachdem die Einzelschritte des OVP erfolgreich arsehiedenen Standardproteinen getestet
worden waren, erfolgte die Validierung des Gesarfabeens an sechs MP aus dem
Reaktionszentrum von PSIl. Dazu wurden die Protemiexe aus der Thylakoidmembran
von Gerstenchloroplasten tber 2D- (BN/SDS) PAGHewénnt und die Einzelproteine mit
CBB-R250 visualisiert. Aus den separierten Protemglexen wurde das Monomer des
RCIl-Kernkomplexes von PSIlI ausgewahlt. Der Komplder in der BN-PAGE bei etwa
280 kDa lokalisiert wurde, zerfiel in der 2. Dimansin sechs im Gel detektierbare UEn. Es
handelte sich dabei um die GenprodugsbAF. Das ebenfalls zum Komplex gehérende
Genprodukt vorpsbl enthielt nach tryptischer Spaltung keine detektiezn Peptide und war
damit fir den Versuch nicht geeignet. Aus jeder slechs Proteinbanden wurden zwei
Gelsticke mit jeweils 2.5 ul Volumen entnommen. [Eethaltenen Proteine wurden
anschlieend nach dem konventionellen bzw. denmegatien Protokoll zum In-Gel Verdau
prozessiert. Im Bezug auf die Sequenzabdeckungemunahit Ausnahme der Genprodukte

von psbBundpsbE mit beiden Methoden ahnliche Ergebnisse erzZiebélle 6).

Tabelle 6: Vergleich der Sequenzabdeckungen von $ecUntereinheiten des RCIl aus Gerste nach
Prozessierung mit unterschiedlichen Verdauprotokokn

Protein Gen Acc. Nr./ Anzahl Masse [kDa]/ Sequenzabdeckung [%]
Datenbank TMD Sequenzlange [AS konv./OVP
CP47 psbB | P10900/SwissPrat 6 56.1/508 22.4/30.7
CP43 psbC| P11095/SwissPrat 6 52.1/473 24.5/26.0
D1 psbA | P05337/SwissPrat 5 38.9/353 27.5/27.8
D2 psbD| P11849/SwissPrat 5 39.6/353 22.0/22.0
Cytochrome psbE | P05169/SwissPrat 1 9.3/82 48.8/37.8
b559 - alpha
chain
Cytochrome psbF | P60126/SwissPrat 1 4.4/38 21.0/21.0
b55g- beta
chain

Die UEn des monomeren RCIl wurden mit dem konverien bzw. optimierten Protokoll zum In-Gel Verdau
prozessiert. Die  Spalten  beinhalten = Angaben zu enoamen, Genbezeichnung  und
Datenbankidentifikationsnummer, Anzahl TMD, Molekuhasse und Anzahl AS, sowie der mit den beiden
Methoden erreichten Sequenzabdeckung.

Die maximal erreichte Sequenzabdeckung betrug kB@pf da alle untersuchten Vertreter
mindestens eine TMD besal3en und Peptide aus dire=gionen nicht detektiert wurden. Der
Verdau von PsbE lieferte beim konventionellen Frolicein zusatzliches Peptid, das aus der
Spaltung einer Arg-Pro-Bindung resultierte. Diesarsttstelle wird in der Regel vom Enzym
nicht prozessiert. Aufgrund der langen Inkubati@iiszvurde die Bindung allerdings zu
einem gewissen Grad gespalten. Die hohere Sequisdaing im Fall von PsbB nach dem
OVP resultierte aus den hoheren Signalintensitédennach Verdau mit dem OVP erzielt
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wurden (Abb. 36). Neben intensiveren Peptidsignalasigte das nach dem OVP
aufgenommene Spektrum ebenfalls ein deutlich vedress Signal-zu-Rausch-Verhaltnis.

TOF MS ES+
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Abb. 36: Vergleich des konventionellen und optimieten In-Gel Verdauprotokolls am Beispiel von CP47
aus Gerste

Isolierte Membranproteinkomplexe aus Gerstenthytidm wurden ber 2D-(BN/SDS)-PAGE getrennt und die
Einzelproteine anschlieBend Uber CBB-Farbung visieal (vgl. Abb. 12, S. 74). Aus der Bande destéins
CPA47 psbB lIb), das zu den inneren Antennen von PSII geldstden zwei identische Proben enthommen und
mit dem konventionellen bzw. dem hier entwickelfmtokoll zum In-Gel Verdau prozessiert. Beide rob
wurden tUber RP-Mikroséulen entsalzt, in 4 pl Sgrsyhg eluiert und Ubeffline nanoESI-MS analysiert. Die
resultierenden MS-Spektren zeigen den konventienglh) und den optimierten Verdau (B). Im Spektrisin
das Verhaltnis Masse zu Ladung/f) gegen die relative Signalintensitat aufgetragemm direkten Vergleich
wurden beide Spektren auf das intensivste SignaBpektrum B normiert. Das Signal bei 74332
reprasentiert ein Peptid aus CP47. In beiden Sgeksind die Signale markiert, die dem CP47-Protein
zugeordnet werden konnten (schwarze Pfeile).
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7 Diskussion

7.1 Im monomeren und dimeren PSII-Subkomplex nichdetektierte
niedermolekulare UEn

Einige der niedermolekularen UEn aus PSIl konntemssanspektrometrisch weder nach
tryptischem Verdau noch auf Ebene des Gesamtpsotistektiert werden. Es handelte sich
dabei um die Genprodukte vpsb] psbZ PsbRundPsbW Zumindest die letzten drei sollten
auf Ebene des monomeren bzw. dimeren PSII-Subkoepleereits am Komplex assoziiert
sein.

Die Existenz des kernkodierten Proteins PsbW in wkmschiedenen PSII-(Sub)komplexen
wird aufgrund kontroverser Ergebnisse bereits $amiigem diskutiert. Das etwa 6 kDa
schwere Protein, das nur in Grinalgen und héheflanZen vorkommt, wurde von mehreren
Forschungsgruppen bereits auf der Ebene des R@Jalig et al., 1995; Szabo et al., 2001)
bzw. im RC47-Monomer (Zheleva et al., 1998) immuoga@ch nachgewiesen. Die Existenz
von PsbW im Etioplasten und ein Expressionsmusi&s, mit dem anderer im Stadium der
Ergrinung gebildeter Proteine (z. B. der Genpraelwdn psbE und psbF Ubereinstimmt,
sind ein Indiz fur den Einbau von PsbW zu einemhédri Zeitpunkt der Assemblierung
(Lorkovic et al., 1995). In der eigenen Arbeitsgrapwurde PsbW nach BN/SDS-PAGE
immunologisch lediglich im monomeren und im dime8II-Subkomplex nachgewiesen,
wobei der Hauptanteil des Proteins auf Ebene desrén Komplexes lag (unveroffentlichte
Ergebnisse; (Bisle, 2000)). Der Umstand das Pskahtmn der Gruppe der freien“ Proteine
detektiert wurde, weist dabei auf eine enge Bindues Proteins an die anderen
Untereinheiten des PSII-Komplexes, sowie auf dieva@raparationsmethode hin.

Neuere Untersuchungen deuten auf eine Assembliermmd®sbW auf der Ebene des dimeren
PSIl-Subkomplexes hin (Shi et al., 2000; Thidholmak, 2002; Rokka et al., 2005). Bei
APsbWMutanten fehlen die Superkomplexe vollstandig, rieéd die Mengen an dimerem
PSII-Subkomplex deutlich reduziert sind. Dies dewaf eine Rolle von PsbW in der
Stabilisierung des PSII-Dimers und damit auf eirgsdxiation von PsbW zu einem spéteren
Zeitpunkt der Assemblierung hin (Shi et al., 200@). nativen PSIl von Wildtyppflanzen
befindet sich Hauptanteil von PsbW auf Ebene degreBwmplexe (Rokka et al., 2005).
Dabei sind nur geringe Mengen im monomeren und idiméSll-Subkomplex detektiert
worden. Dies deutet auf eine Beteiligung von Psi@hhlich wie PsbZ) an der Verbindung

des PSIl-Kernkomplex mit den LHCII hin. Die gerimg®lengen von PsbW im monomeren
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und dimeren PSII-Subkomplex wirden ebenfalls ddselfeder UE im Rahmen dieser Arbeit
erklaren. Aufgrund der Verluste bei der Extrakteuns dem Gel ware es moglich, dass die
Proteinmenge fur eine massenspektrometrische Datekicht ausreichend ist. In der 2D-
PAGE wird die Analyse von PsbW zudem dadurch erschvdass PsbW weder mit CBB
noch mit Silberfarbung im Gel visualisierbar istghng et al., 1995).

Wie PsbW wurde auch PsbZ Gber Immunodetektion tserai Stadium des PSII-Monomers
nachgewiesen (Swiatek et al., 2001). Der Uberwiggeinteil von PsbZ befindet sich nach
BN/SDS-PAGE von Thylakoidmembranen jedoch auf deerte der Superkomplexe bzw.
des LHCII-Monomers und der ,freien” Proteine (Rokdaal., 2005). Aufgrund seiner Rolle
als Verbindungsprotein zwischen den LHCP und deml-l&&nkomplex ist PsbZ
wahrscheinlich in der Peripherie des PSIl ange#ieste wird dadurch leicht von den PSII-
Subkomplexen abgetrennt. Das Fehlen von PsbZ im-THi@er erklart sich vermutlich
durch das Fehlen von CP26 mit dem PsbZ eng asgagtiewWeder die hohe Hydrophobizitat
(GRAVY-Index: > 1.4) noch die Molekularmasse (c& BDa) sollten ein Problem bei der
Detektion darstellen, da PsbZ aus Thylakoidmembémgrationen von Tabak bereits
erfolgreich detektiert wurde (Daten nicht gezeigt).

Das kerncodierte Protein PsbR, das nur in Grunalgehhoheren Pflanzen vorkommt, ist
bereits auf der Ebene des monomeren PSII-Subkoeplkessoziiert (Rokka et al., 2005). Der
Hauptanteil von PsbR befindet sich auf der lumen&eite der Thylakoidmembran mit einer
C-Terminal gelegenen TMD zur Verankerung in der Mean (vgl. Tabelle 2, S. 51). PsbR
liegt benachbart zu CP47 und dem OEC. Obwohl di&kfion von PsbR noch unbekannt ist,
kénnte es aufgrund der Lage im Komplex an der Bagduon OEC-UEn beteiligt sein.
Aufgrund der engen Assoziation zum OEC liegt dierM&ung nahe, dass PsbR ahnlich wie
PsbX (vgl. Kapitel 6.1.3.7, S. 85) und der Wassatapgsapparat leicht vom PSII abgetrennt
wird und sich in der Gruppe der ,freien* Proteinefibdet. PsbR ist hier jedoch weder im
monomeren oder dimeren PSII-Subkomplex noch in @euppe der ,freien* Proteine
nachgewiesen worden. Da PsbR drei tryptische Reptiddetektierbaren Bereich aufweist,
sollte die Detektion nach tryptischem Verdau keiobRem darstellen.

Aus der Analyse vordpsb3Mutanten ist bekannt, dass ohne das Genprodukt psid
sowohl PSII (1) als auch PSII (2) assembliert werkénnen (Suorsa et al., 2004). PshJ ist
jedoch essentiell bei der Bildung von SuperkompiexXaiese Ergebnisse stimmen mit den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen tbereinntidimeren PSII-Komplex ebenfalls kein
PsbJ nachweisen konnten (Zheleva et al., 1998; @oalet al., 1999; Szabo et al., 2001). In
der Gruppe der ,freien“ Proteine ist PsbJ ebenfalisht detektiert worden. Da PsbJ
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grundsétzlich detektierbar ist (Signal bei 133§M43H]"), deutet dies auf eine
Assemblierung des Proteins auf Ebene der Superlesmapbiin.

7.2 PsbL, PsbM, PsbTc — Notwendig zur Dimerisierwin PSII?

PsbM ist mit einer Gesamtmasse von ~ 3.9 kDa @laeg&leinsten und einem GRAVY-Index
von 1.362 (Gerste) gleichzeitig eines der hydrogher Proteine in der Thylakoidmembran.
Das Protein ist bei htheren Pflanzen massenspeétrisch lediglich im Proteom der
Granathylakoide von Erbse (Gomez et al., 2002) gewiesen worden. Eine direkte
Komplexzuordnung ist bis dato nicht moglich gewesBre Untereinheit wurde hier im
monomeren und dimeren PSIl-Komplex nachgewiesen.

Die Primarsequenz der hochkonservierten PsbM-Unégtirvon hoheren Pflanzen ist zu etwa
54% identisch mit der voSynechocysti®CC6803 (Shi et al., 2004). Aufgrund von Daten
aus der Kristallstruktur von PSII aus Cyanobakterg bekannt, dass im PSIl-Dimer, PsbM
an der Grenzflache der beiden monomeren PSIl-Kenpkexe lokalisiert ist (Loll et al.,
2005). Die strukturelle Anordnung von PsbM deutatadf hin, dass die Untereinheit an der
Aufrechterhaltung der Dimerisierung des nativenlHSBbkomplexes beteiligt ist (Barber,
2006). Nach einer neuen Studie ApsbMMutanten aus Tabak konnte diese Hypothese
jedoch nicht bestatigt werden (Umate et al., 200Mg&nge und Zusammensetzung der
Proteinkomplexe in der Thylakoidmembran der Mutangéatsprechen in etwa den Werten
aus dem Wildtyp. Lediglich bei den PSII-LHCII Subemplexen ist ein leichter Riickgang
der Menge zu verzeichnen. Weder die AssemblieramgRSII noch die Stabilitat des PSII-
Dimers werden beeintrachtigt. Trotz annd&hernd idenér Mengen an PSIl, wird im
Vergleich zum Wildtyp eine deutlich verringerte Aktat des Photosystems beobachtet.
Diese ist wahrscheinlich auf eine Beeintrachtiguieg Interaktion der Redoxkomponenten
Qa und @ (Plastochinon) zurtickzufiihren (Umate et al., 20@Hund hierflr kbnnte eine
Konformationsanderung der g€Bindungsstelle am D1-Protein sein. Die Oxidatioonv
reduziertem @ und damit die Bildung von Plastochinol (P@Hwird infolge drastisch
eingeschrankt. Damit ist PsbM, ebenso wie PsbL ativen PSII-Dimer am gerichteten
Elektronenfluss und damit letztendlich an der Acifiterhaltung des linearen
Elektronentransports beteiligt (Kitamura et al.949Swiatek et al., 2003).

Neben PsbM befinden sich an der Verbindungsstedtebeiden PSII-Monomere ebenfalls
PsbL und PsbTc. Dabei sind PsbM und PsbTc engmaitder verbunden (lwai et al., 2004).
Auch PsbL und PsbTc konnten massenspektrometrischmiono- und dimeren PSII-
Subkomplex nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 641 3. 83). In der Literatur wird PsbL als
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entscheidende Strukturkomponente fir die Dimensigrvon PSII dargestellt (Suorsa et al.,
2004). Aus der Analyse von Mutanten ist bekanntssd&in Fehlen von PsbL die
Assemblierung des PSII-Dimers und die Bildung vo8IHSuperkomplexen verhindert.
Gleichzeitig findet keine stabile Bindung von CP#8 monomeren PSIl statt. Das
Genprodukt vompsbL kénnte folglich in erster Linie der Stabilisierudgs PSII-Dimers und
hoherwertigerer Assemblierungszustande dienen. ége@satz dazu ist mittels Immunoblot-
Analyse gezeigt worden, dass in dgssbJMutante ebenfalls PsbL fehlt (Swiatek et al.,
2003). Da diese Mutanten einen dimeren PSIll-Kompexhalten, kann PsbL nicht die
entscheidende Komponente zur Dimerisierung von &,

Uber die Funktion von PsbTc in hoheren Pflanzenh ggtbis dato keine Untersuchungen. Aus
psbTeMutanten vonT. elongatusist jedoch bekannt, dass die Dimerisierung vonl-PSI
Komplexen im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziést (lwai et al., 2004). Folglich
kénnte PsbTc an der Dimerisierung von PSII beteilig Gegensatz zdpsbList beidpsbTc
(&hnlich wie beidpsbM jedoch photoautotrophes Wachstum méglich. Untdrgngen zur
Funktion von PsbTc a@. reinhardtii und haben gezeigt, dass das Protein zusatzliadean
Wiederherstellung von photoinaktiviertem PSII biegeiist (Ohnishi et al., 2001; Ohnishi et
al.,, 2007). Dabei ist PsbTc jedoch nicht in den tAusch von beschéadigten
Proteinuntereinheiten involviert. Aufgrund der emgg&umlichen Assoziation mit deraQ
bindenden Region am D2 beschrénkt sich seine Ralerscheinlich auf die Stabilisierung
der Bindestelle.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass trotz etd@raten Lokalisation der drei PSII-UEn
PsbL, PsbM und PsbTc, die auf eine strukturellekikon hinweist, keine Aussage dariber
maglich ist, welche Untereinheit zur Ausbildung di#sieren PSII-Subkomplexes notwendig
ist. Alle drei wurden massenspektrometrisch im nmoex@n PSII-Subkomplex nachgewiesen
und koénnten damit lediglich der Stabilisierung, geld nicht der Assemblierung des

Komplexes dienen.

7.3 Isoformen von Lhcbhl

Aufgrund der MSMS-Daten bestétigte sich die Annahdass in Gerste deutlich mehr Gene
fur Lhcbl codieren als bisher vermutet. Die zugeeten Peptide (Abb. 17, S. 90) sprechen
eindeutig fur verschiedene Isoformen von Lhcbl. &dwosttranslationale Modifikationen
als auch eine uneinheitliche Prozessierung konneh dreser Methode eindeutig
ausgeschlossen werden. Damit ist dee novoSequenzierung in dieser Hinsicht der SDS-

PAGE und der Bestimmung der Molekularmasse dekteriaProteins deutlich Gberlegen.
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Es kann nur spekuliert werden, warum eine Multi§amilie fir die LHCP existiert. Die
funktionelle Bedeutung fur das Vorkommen einer ¥adll unterschiedlicher Proteine mit
ahnlichen Eigenschaften ist ungeklart. Eine Erkigrwére, dass fur die Gewahrleistung des
Photosyntheseprozesses die beteiligten Proteirf®her Kopienzahl bendtigt werden. Die
unterschiedliche Hydrophobizitat der einzelnen LH&Reventuell bedingt durch deren Rolle
bei der Organisation von Superkomplexen. Dabeiliegulie variable Zusammensetzung der
Komplexe eventuell den Energietransfer von den reajoHCII zum Reaktionszentrum. Der
Gedanke, dass die unterschiedliche KombinationL8&P die photosynthetische Aktivitat
der Pflanze regelt, wird ebenfalls gestitzt dunehstiarke Konservierung der Primarsequenz
Uber einen evolutionar langen Zeitraum. Damit ide dMoglichkeit gegeben sich
unterschiedlichen Umweltbedingungen anzupassen. \Weseren ist unklar, zu welchem
Zeitpunkt die unterschiedlichen LHCP-Gene expritnvegrden und ob dies in Abhangigkeit
des Stadiums der Entwicklung und/oder unter denfli&s verschiedener Umweltfaktoren
geschieht (Zolla et al., 2003; Standfuss et aD42@ekker et al., 2005).

7.4 Problematik der Detektierbarkeit von membraregralen Peptiden und
Proteinen

7.4.1 Erfolgreiche Detektion von TMD in der Literatur

Trotz der groRen Schwierigkeiten finden sich in dégratur immer wieder Berichte Uber die
erfolgreiche Detektion und Sequenzierung von Trambranpeptiden (Venter et al., 2002;
Yu et al., 2004; Blonder et al., 2004). Damit kaausgeschlossen werden, dass Peptide mit
einer TMD aufgrund ihrer chemisch-physikalischegdaischafterper senicht detektierbar
sind. Auffallend ist, dass jeweils relative hohergen (ug-Bereich) des zu analysierenden
Proteins zum Verdau eingesetzt werden. Eine Veebesg der Detektionsrate von
membranintegralen Peptiden erscheint im Hinblick die direkte Korrelation zwischen
eingesetzter Proteinmenge und der Anzahl detedtidPeptide durchaus wahrscheinlich
(Washburn et al., 2001; Granvogl et al., 2006).

Da es wahrend der Probenpréparation zu einem hGmad an Peptidverlusten kommen
kann, bietet eine geringe Probenmenge eine UbezmndegErklarung fur das Fehlen von
membranintegralen Peptiden. Als potentielle Quelienverluste werden die Adsorption an
Oberflachen von Pipettenspitzen und Reaktionsgafafé&akuumtrocknen der Proben,
unvollstandiger Verdau durch blockierte oder schweugangliche Schnittstellen,
eingeschrankte Extrahierbarkeit aus der Gelmatnd aine mangelnde lonisierbarkeit der

Molektle genannt (Speicher et al., 2000; Stewaralgt2001). In Abhangigkeit von den

131



Diskussion

chemisch-physikalischen Eigenschaften der Pepietg Hie Menge an Verlusten zwischen
15 und 50%. Zusatzlich ist die fur eine Analyse Xerfigung stehende Proteinmenge
limitiert, z. B. durch die geringe Abundanz bestitamProteine im Organismus und die
begrenzte Menge an Probenmaterial, die zur Verfiigteht.

Einen entscheidenden Anteil an der Detektierbarbeisitzt ebenfalls die Methode zur
Analyse von Peptiden und Proteinen. Das hohe Kdreamgspotential bei
chromatographischer Auftrennung der Analyte erleithdie Detektion von Peptiden und
Proteinen. Wahrend sich beim statischNamospraydie Analytmenge auf 3-4 ul Spraylésung
verteilt, konzentriert sie sich bei der nanoLC-M®9ddung auf wenige 100 nl. Hierbei wird
eine Konzentrierung von etwa Faktor 10 erzielt. &méch werden die Interaktionen
zwischen den verschiedenen Peptiden innerhalbmray®sung durch die zeitliche Trennung
aufgrund ihrer chromatographischen Eigenschaftatgelgend minimiert. Als problematisch
erweist sich hier jedoch die unvollstandige Elutider hydrophoben Molekile von der
Chromatographiematrix und der damit verbundeteenoryEffekt bei aufeinander folgenden
Proben.

Darlber hinaus erfolgt der Verdau der ProteineBalkstandteil der in vielen Laboren tblichen
Probenvorbereitung, jeweils in Losung ohne vorteegglelektrophoretische Trennung. Die
reduzierte Peptidausbeute nach In-Gel Verdau kdohet@t ein entscheidender Grund fir die
limitierte Detektierbarkeit von membranintegralegpBden sein. Speziell lange Peptide mit
zum Teil sehr hydrophoben Sequenzanteilen werdewsefeinlich nur begrenzt aus dem
Gel herausgelost. Versuche zum Verdau von MP dglakbidmembran in Losung, die nach
der Extraktion aus dem Gel gewonnen worden warabem jedoch gezeigt, dass dies nicht
der alleinige Grund sein kann, da auch hier keirembranintegralen Peptide detektiert

werden.

7.4.2 Moglichkeiten zur Detektion von membranintegalen Peptiden

Unabhangig von ihrer Hydrophobizitat werden Peptideeiner Sequenzlange von maximal
13 AS bevorzugt detektiert (vgl. Kapitel 6.4, S).93olglich besteht eine weitere Méglichkeit
zur Detektion von TMD in der Verklrzung der Peptid@a sich innerhalb dea-Helix

praktisch keine Schnittstellen fiur Trypsin befindemurde Thermolysin als Alternative
verwendet. Thermolysin schneidet bevorzugt N-teainiron den unpolaren AS Leu, lle und
Val. Alle drei kommen haufig innerhalb der TMD vofrotz positiver Ergebnisse in
Versuchen an loslichen Proteinen wurden nach Ventau MP keine Peptide aus den
membranintegralen Bereichen detektiert. Zudem fteSihermolysin den Nachteil einer
relativ hohen MM von 35 kDa. Da die Voraussetzuingden In-Gel Verdau das Eindringen
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der Protease in die Gelmatrix Gel ist, sind hierfii@dermolekulare Proteasen besser geeignet
(vgl. Kapitel 6.6.3.1, S. 118 und 7.7.3, S. 14A)Klombination mit der Aggregation der MP
im Gel fuhrt dies wahrscheinlich zu einer weitgedemBlockade der Proteolyse.

Um dies zu umgehen, bietet sich eine chemischaBwgater Proteine mit Cyanogenbromid
oder HCI| an. Die Spaltung von Proteine mit Cyanbgemid erfolgt ausschliel3lich C-
terminal zur AS Met (Ogorzalek Loo et al., 1996nJslontfort et al., 2002). Da die AS
Methionin speziell bei Uber PAGE getrennten Praeimaufig in oxidierter Form vorliegt
und die Reaktion mit Cyanogenbromid nur am unmpigiften Methionin durchfihrbar ist,
erscheint dieser Ansatz nur partiell erfolgverspesa (Hollemeyer et al., 2002). Ein weiterer
Nachteil ist die relativ geringe Frequenz der ASt Mmerhalb membranintegraler Peptide.
Betrachtet man ausschlief3lich die Transmembrandemé@otentieller MP vorA. thaliana
undH. sapiensso ist die AS Met mit einem Anteil von nur etw Sertreten.

Eine weitere Mdglichkeit zur chemischen Spaltunetddi 6 M HCI bei erh6hter Temperatur
(Zubarev et al., 1994; Shevchenko et al., 2000yoBmigte ,Schnittstellen lagen hier N-
terminal von Ser, Thr und Gly, sowie C-terminal vésp. Daneben traten aber auch
Bruchstellen an anderen AS auf. Obwohl damit zunh digch Peptide aus TMD generiert
werden konnen, war die Ausbeute im Vergleich zayeratischen Spaltung sehr gering. Dies
wirkte sich ebenfalls auf die Qualitdt der Spektears. Zudem wurde die Auswertung der

Fragmentspektren durch die wechselnden C-terminsBedeutlich erschwert.

7.4.3 Grunde fur das Fehlen von Peptiden inoffline) ESI-MS

Ein Teil der nach Verdau mit Trypsin erwarteten tRipkonnte in demffline nanoESI-MS-
Spektren nicht detektiert werden. Die Anzahl unrel ldiensitat der detektierten Peptide hing
hierbei von den physikalisch chemischen Eigensehafter einzelnen Molekile ab. Die
Faktoren Loslichkeit, Molekularmasse, AS-Zusammaws®) und lonisierungseigenschaften,
sowie das verwendete MS auf dem die Analyse dufihgewird, konnen die erfolgreiche
Detektion beeinflussen. Es ist somit wenig verwulicle dass die Signalintensitat von
Molekul zu Molekl stark divergierAus diesen Griinden kdnnen manche Proteine bisnn de
sub-fmol Bereich detektiert werden, wahrend beieasd Proteinen Mengen bis zu 1 pmol
notig sind. Die verwendete lonisierungsmethodedadei nur einen begrenzten Einfluss auf
die Detektierbarkeit eines Peptids. Obwohl Untdextdr in der Intensitat bei einzelnen
Peptide auftreten, eignen sich sowohl MALD als at&$ gleichermal3en zur lonisierung
(Doucette et al., 2003). Als Ursachen fir das Felder membranintegralen Peptide bieten
sich somit eine Reihe von Griinden an, die im Falgarerlautert werden.
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7.4.3.1 Signalunterdriickung durch stérende lonen

Eine denkbare Erklarung fur das Fehlen der memibiegrialen Peptide ware eine schlechtere
lonisierung hydrophober Molekile. Da sich die Sfirsyng aus einem komplexen Gemisch
verschiedenster ionisierbarer Molekile mit untelesdliichen Eigenschaften zusammensetzt,
kann die Wechselwirkung von Molekilen untereinander Signalunterdriickung von
Analyten fuhren (lavarone et al., 2000). Ursachi@&nstérende lonen kdnnen z. B. Sauren
sein, die im positiven lonenmodus als Elektrolye @nterstitzung der lonisierung zugesetzt
werden oder Verunreinigungen durch Ruckstande varffeRRalzen. Das bei diesen
Versuchen in hoher Konzentration auftretende Clployb hatte allerdings kaum Auswirkung
auf die Signalintensitat der niedermolekularen &nat
Die Signalintensitat ) eines Analyten ergibt sich rechnerisch aus sdf@gzentration und
seinem Reaktionskoeffizienten (k), der die Effizemederspiegelt, mit der ein Analyt in ein
Gasphasenion umgewandelt wird. Der Reaktionskoeffizkann bei extrem hydrophilen
Analyten so gering sein, dass dieser im Spektruchtmehr detektiert werden kann. Der
Zusammenhang ist in nachfolgender Gleichung fUe etisung mit drei lonen dargestellt:

la = p*f*1 g*{k a*[A "V(ka*[A ]+ke*[B "T+kc*[C )}
Dabei sind p und f Proportionalitdtskonstanten,civeldie Effizienz der lonenaufnahme ins
MS und den Anteil der Ladungen innerhalb der ESsfialden beschreiben, die in
Gasphasenionen umgewandelt werden. Der Kapillanstscandert sich ebenfalls kaum mit
steigender Konzentration von Analyt- bzw. Stério i€ang et al., 1993; Kebarle, 2000).
Die Bildung von Gasphasenionen bei der lonisienwirg durch den hydrophoben Charakter
der enthaltenen lonen positiv beeinflusst (Wert Kisteigt an), da die Wahrscheinlichkeit
hydrophobe Molekile an der Oberflache des gelad@n&pfchens anzutreffen im Vergleich
deutlich héher ist. Daraus ergibt sich eine erh@itdung von Gasphasenionen und damit
eine hohere Signalintensitat. In der Praxis iss$ diie kleine hydrophobe Peptide haufig in den
MS-Spektren zu beobachten. Fir grof3e hydrophobeekdtd (z. B. membranintegrale
Peptide) sollten grundsatzlich ahnliche Zusammegéargelten. Folglich stellt die
lonisierungseffizienz kein Problem bei der MS-Amsayvon membranintegralen Peptiden

oder niedermolekularen hydrophoben Proteinen dar.

7.4.3.2 Detektierbarkeit von lonen in Abhangigksih der Gasphasenbasizitat des bei der

Vernebelung verwendeten Losungsmittels

Die Gasphasenbasizitat (GB) beschreibt die Affinigines Molekils (B) ein Proton
aufzunehmen: B + H'g > BH"(. Sie ist definiert als die negative Anderung deieh

134



Diskussion

Enthalpie (AG®) bei Anlagerung eines Protons in der Gasphaseai@idar 1997). Je hoher die
GB ist, desto leichter wird ein Proton auf das Mdleiibertragen. Die Ubertragung findet
nach Evaporation der Tropfchen im ESI-Prozess, stattn sich das Analytmolekul bereits in
der Gasphase befindet, aber noch einzelne Losutigbnolekile assoziiert sind. Diese
kénnen im Zuge der Abtrennung vom Analytmolekil tBnen mitnehmen. Der Vorgang
geschieht in einem gewissen Umfang auch bei niedri@B des Ldsungsmittels. Im
Extremfall, bei sehr hoher GB des Lésungsmittels.leehr niedriger GB des Analyten, ist
die Ubertragung quantitativ und der Analyt wirdglath im Spektrum nicht mehr detektierbar
sein (Amad et al., 2000). Fur Lésungen, die ausrralsheiner Komponente zusammengesetzt
sind, gilt die GB des basischsten Anteils (Harrjsd®97). Bei steigender GB des
verwendeten LOsungsmittels sinkt der Ladungszustded detektierten Analytmolekile
(lavarone et al., 2000). Wesentlich fir den Anailyitg aber auch, dass die Protonierung zwar
hauptséachlich in Losung stattfindet (Cole, 200®erasich der in Lésung dominierende
Ladungszustand eines Peptids oder Proteins in dsplase noch drastisch verdndern kann,
so dass auch aus basischen Losungen positiv gel#dealyte erzeugt werden kdonnen (Kelly
et al., 1992; Le Blanc et al., 1994; Amad et 00@.

GB von Peptiden oder Proteinen sind nicht aus derdtur erhaltlich, so dass vereinfacht die
GB des gesamten Molekuls definiert wird, als die @8 basischsten AS im Peptid bzw.
Protein (Covey et al.,, 1988; Gorman et al.,, 199¢r Wert ist unabhangig von der
Hydrophobizitdt der Molekile. Aus UntersuchungenPantapeptiden wurde deutlich, dass
der tatsachliche Wert in Abhangigkeit von der Arizdér enthaltenen basischen AS noch
(deutlich) dartber liegen kann (Harrison, 1997) KGiB von Lys liegt bei 229 kcal/mol, die
von Arg sogar bei > 232 kcal/mol. Alle tryptisch&eptide, sowie alle in dieser Arbeit
detektierten niedermolekularen Proteine besitzenigséens einmal die AS Arg oder Lys.
Damit liegen die GB der standardmafig verwendet@suhgsmittel (Wasser: 158 kcal/mol,
ACN: 179 kcal/mol, Methanol: 173 kcal/mol, Aceton187 kcal/mol, 2-Propanol:
182 kcal/mol) und Séauren (FA: 170 kcal/mol) in dérnebelungslosung fur die ESI alle
unterhalb der GB von Peptiden und Proteinen. DiswAtkungen der Losungsmittel auf den
Ladungszustand der Analytmolekile ist folglich glesring einzuschatzen und sollte die

lonisierung nicht beeintrachtigen.

7.4.3.3 Mangel an Ladungstragern

Die in den ESI-MS Spektren detektierbaren Peptigdgeh in der Regel zwischen

300 und 1606n/z Peptide > 1.6 kDa mussen folglich mehrfach geladein, um in den

angesprochenenm/zBereich zu passen. Die nach tryptischem Verdau emgsten
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membranintegralen Peptide aus den MP der Thylakemdonan besitzen Sequenzlangen von
22 AS (z. B. in PsaA) bis 89 AS (z. B. in PsbA).i Beer durchschnittlichen Masse von
110 Da/AS entspricht das rechnerisch einem Pepitictimer Masse von etwa 2.4 - 9.8 kDa.
Um in den Bereich von 300-1600z zu passen, missten diese TMD-Peptide 2-6-fach
geladen sein.

Die Messung von Peptiden erfolgt im positiven lanedus unter sauren Bedingungen. Die
Seitenketten der Aminoséauren Histidin, Lysin undjiAin besitzen einen pkvon 7, 10 und
12. Das bedeutet, dass diese AS unter den starkns&edingungen vor und wahrend der
Messung (pH liegt bei ca. 2) zu nahezu 100% pretonvorliegen miussten. Durch die
Spezifikation der Protease Trypsin musste infolpes gebildete Peptid mindestens doppelt
geladen sein. Formal befindet sich damit eine Lgcdam N-Terminus (Nk) und eine an der
Seitenkette, der immer C-terminal gelegenen basis&t Arginin oder Lysin. Die doppelte
Ladung wirde fur Membranpeptide bis zu etwa 3.0 kidareichen. Peptide > 3.0 kDa
bendtigen in Abhangigkeit von ihrer MM jedoch zadigh ein bis vier protonierbare AS
(z. B. His) innerhalb ihrer Sequenz, um in dendiire Detektion relevantem/z-Bereich des
Massenspektrometers zu kommen.

Erschwerend kommt hinzu, dass aufgrund von LadusgsBung und der molekularen
Zusammensetzung der Spraylosung (lonenstarke) natle basischen Gruppen zur
lonisierung eines Peptids beitragen. Zusatzlicmkdie Interaktion zwischen verschiedenen
Peptiden oder zwischen Peptiden und MolekllenallieStorsignale (z. B. Detergenzien) in
den Spektren detektiert werden zum Verlust von bhgdua fuhren. Dies kann eine
Verlagerung des Moleklls in den nicht detektierbare/zBereich zur Folge haben.
Dementsprechend kénnte der Mangel an Ladungstréageer der Grinde sein, warum
Peptide > 4 kDa mittels ESI-MS nicht detektiert eeax (Wilm et al., 1996; Venter et al.,
2002). Die Erklarung ist jedoch nur fiir einen Tadér untersuchten Peptide plausibel. Uber
60% der membranintegralen Peptide besitzen ausraicpotentielle Ladungstrager, um in
den detektierbarem/z-Bereich von 300 - 1600 zu passen.

7.4.3.4 Aggregation der Peptide aufgrund hydrophdhgenschaften

Transmembranregionen allein sind mit Hydrophobigzwé&rten zwischen 0.5 und 2.5 extrem
hydrophob. Bei einem membranintegralen Peptid wiieser Wert von den benachbarten
l6slichen Abschnitten beeinflusst in die eine TMDgebettet ist. Speziell in sehr langen
Peptiden verringern sich die Hydrophobizitatswartié steigendem Anteil an hydrophilen
AS, die in den stromalen oder lumenalen BereiclerP angesiedelt sind. Allgemein muss

davon ausgegangen werden, dass sich mit steigétydeophobizitat die Wahrscheinlichkeit
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zur Aggregation hydrophober Proteinabschnitte erhBles gilt speziell dann, wenn die
|6slichen Abschnitte eines MP proteolytisch entfeverden. Gleichzeitig vermindert sich die
Effizienz  der Extraktion aus der Gelmatrix, sowie erd Elution von
Chromatographiematerialien aufgrund gesteigertedrdphober Wechselwirkungen. Die
Problematik einer verringerten Extraktion langeydrdophober Peptide aus der Gelmatrix
kann durch Extraktion des in der Regel hydrophiigg@samtproteins umgangen werden. Der
enzymatische Verdau erfolgt anschlielend in Losiay.dies ebenfalls nicht zum Erfolg
fuhrt, scheint in erster Linie die Aggregation mearntegraler Peptide untereinander deren
Detektion zu beeintrachtigen. Die HerabsetzungHigirophobizitat zur Verminderung der
Aggregation von Molekilen kann dber die Modifikaticeinzelner AS (vgl. Kapitel
6.4.5, S. 102) erreicht werden. Dies bedingt jeddiehExistenz bestimmter AS (z. B. Met)
innerhalb der membranintegralen Peptide und isitswm teilweise realisierbar.

Aufgrund der Ergebnisse scheint die Problematikptsiichlich hhermolekulare Peptide zu
betreffen, da kurze Peptide (<12 AS) mit Hydrophibéitswerten von uber 1.0 gut
detektierbar sind. Dazu gehoéren unter anderem deptiit Transmembrananteilen [+
Faltblattproteinen der auf3eren Hullmembran von iplasten. Diese werden innerhalb der
statistischen Haufigkeitsverteilung fur l6slichetine detektiert (Eichacker et al., 2004). Es
gibt daher Grund zu der Annahme, dass eine Koioelatvon Peptidlange und
Hydrophobizitat die Detektionsgrenze bestimmen kénn

Falls diese Annahme zutreffend ist, stellt sichFli@ge warum hydrophobe niedermolekulare
Proteine nach Extraktion gut detektierbar sind, iomintegrale Peptide jedoch nicht. Nach
Auswertung der Hydrophobizitdt und Sequenzlange ¥bmembranintegralen Peptiden aus
12 Proteinen (> 10k Da), sowie 18 Proteinen (<D@)kvon PSI und PSII wird deutlich, dass
sich beide untersuchten Gruppen in keinem der Raersignifikant unterscheiden. Folglich
kann nicht von einem entscheidenden Einfluss vatilénge und Hydrophobizitat auf die
Detektierbarkeit ausgegangen werden, zumal es bmhden ermittelten Werten um
Durchschnittswerte handelt. Unter Einbeziehung Rigptide > 40 AS, die einen Anteil von
etwa 40% an der Gesamtheit der membranintegralgidéeaus den hdhermolekularen
Proteinen der Thylakoidmembran haben (vgl. Kapi€#.3, S. 98), ergibt sich eine
durchschnittliche Sequenzlange von 41 AS bei ein@RAVY-Index von 0.759. Im
Vergleich waren die niedermolekularen Proteine legden Photosysteme um 8 AS langer,
dafir aber um einen Wert von ca. 0.100 hydrophiler.

Letztendlich kdnnte die geringe Schnittfrequenz Eestease die Erklarung liefern, fur die

deutlich schlechtere Ausbeute bei Anwendung der rakiibnsmethode fir die
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niedermolekularen MP auf membranintegrale Pepliddiesem Zusammenhang spielen zwei
Faktoren eine Rolle. Erstens ist nicht bekanntjemegit die Sekundarstruktur eines Proteins
nach elektrophoretischer Trennung und Féarbung dialish aufgeldst wird. Zweitens ist
anzunehmen, dass es in einem gewissen Umfang gyregation der MP bzw. TMD im Gel
kommt. Folglich ist es wahrscheinlich, dass spediel Proteaseschnittstellen, die benachbart
einer TMD liegen fur das Enzym nur in geringem Ungfazugénglich sind. Die damit
verbundene Heterogenitat der entstehenden Peptidge deren geringe Abundanz kénnte

der Grund fur die Probleme bei der Detektion vominnintegralen Peptiden sein.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass wahrsidieigin Zusammenspiel verschiedener
Grinde fur die Probleme bei der Detektion von Tmagsmbranpeptiden verantwortlich ist.
Die Kombination der Parameter Lange und Hydrophtiiizder Peptide, sowie die
Zuganglichkeit der Schnittstellen fir die Proteasied entscheidend fur die Detektierbarkeit.
Um in Zukunft den Status der GelelektrophoresedférProteinanalyse zu erhalten und deren
Moglichkeiten zu erweitern, sind technische Verbessg im Bereich der Chromatographie
und Massenspektrometrie, sowie die weitere Optumigrdes In-Gel Verdaus vonnéten, um
membranintegrale Peptide besser fur die massemspektische Analyse zuganglich zu
machen. Das Problem der limitierten Probenmenge,figh einen Versuch zur Verfigung

steht, wird zum Teil jedoch schwierig zu I6sen sein
7.5 Ldslichkeit von hydrophoben MP in organischerdsungsmitteln

7.5.1 Chloroform/Methanol Extraktion von Membranproteinen

Ahnlich wie Aceton, wurde ein Losungsmittelgemisalns Chloroform und Methanol

urspringlich zur Préazipitation von ldslichen und naieanintegralen Proteinen verwendet
(Wessel et al., 1984; Whitelegge et al., 1999). Ber Extraktion von Proteinen aus
Plastidenmembranen mit Chloroform/Methanol gehes hi 30% der Proteine in die
organische LoOsungsmittelphase Uber (Henriques et 4&976). Analysen der

Chloroform/Methanol-Fraktion haben ergeben, dasssedi Ldsungsmittelgemisch eine
einfache und effiziente Madoglichkeit zur Isolatiorxtem hydrophober Proteine bietet
(Seigneurin-Berny et al., 1999). Dabei wurde eirekier Zusammenhang zwischen dem
Verhéaltnis von AS-Anzahl zu TMD-Anzahl und der Ligkkeit in Chloroform/Methanol

festgestellt (Ferro et al., 2000). Da mit diesertiMee ausschliel3lich sehr hydrophobe
Proteine angereichert werden, kann sie gleichzeitigFraktionierung von Kompartimenten

und damit zur Reduktion der Probenkomplexitat veied werden. Periphere und l6sliche
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Proteine werden quantitativ entfernt (Ferro et 2000; Friso et al., 2004). Fur optimale
Ergebnisse muss das Verhaltnis von Chloroform zth®&tel an den zu analysierenden Typ
der biologischen Membran angepasst werden (Fer@l.,e2000). Die Methode ist bereits
erfolgreich auf verschiedene Membransysteme und pastimente aus pflanzlichen Zellen,
wie Hullmembranen (Seigneurin-Berny et al., 19949 Thylakoidmembran (Ferro et al.,
2000) oder Mitochondrien (Brugiere et al., 2004yemendet worden. Nachteile der Methode
sind die Limitierung auf ein bestimmtes Set an &r@n und die mogliche Coprazipitation
von Zielproteinen bei einem hohen Anteil an hyditgshProteinen in der Probe (Seigneurin-
Berny et al., 1999; Ephritikhine et al., 2004). aodist ein erneutes Losen der evaporierten
Pellets fur weitere Analysen (SDS-PAGE, MS-Analyselfgrund des hohen Anteils an
Pigmenten und Lipiden kaum maéglich. Trotz der hoWeiatilitéat der Losungsmittel ist eine
Chloroform/Methanol-Mischung ebenfalls als Spraylig fur offine ESI-MS geeignet
(Barnidge et al., 1999; Carroll et al., 2007). Hig Extraktion niedermolekularer MP nach
PAGE ist die Chloroform/Methanol-Methode jedoch hicgeeignet, da aufgrund der
Dehydrierung der Gelmatrix der Ubergang der Pretémdie Losung verhindert wird. Da
sich die Methode zudem auf die Extraktion extrendrbghober Proteine (GRAVY-Index
>0.5) beschrankt, wird nur ein Teil der niederrkalaren Proteine aus der
Thylakoidmembran isoliert (Friso et al., 2004). §eelsweise werden die hydrophileren UEn
des PSIl wie PsbE (GRAVY-Index von -0.004) oder IP$6RAVY-Index von 0.214) in

Chloroform/Methanol nicht gelést.

7.5.2 Acetonfallung

Da ESI-MS extrem empfindlich gegen Salze und Deiezign ist, stellt die Acetonfallung
einen wichtigen Schritt zur Reinigung der Proteaiy@n dar. In der Literatur sind eine Reihe
von Protokollen zur Acetonfallung beschrieben, dike weitgehend &hnlich ablaufen.
Unterschiede ergeben sich hauptsachlich in derblationszeit fur die Fallung. In der Regel
dauert der Vorgang nur max. 1 h (Hurkman et al361% Maire et al., 1993; Whitelegge et
al., 1998; Friso et al., 2004; Puchades et al.919peziell im Fall von niedermolekularen,
hydrophoben Proteinen funktioniert die Methode haime Einschrédnkung. Nach Friso et al.
befindet sich eine Reihe niedermolekularer, hydobygn Proteine nach der Féllung im
Acetontberstand (Friso et al., 2004). Die Beobautist insofern korrekt, da sich diese
Proteine erst nach etwa 4 h quantitativ im Pelldinden. Bei kirzeren Inkubationszeiten
verbleibt ein Grofteil der Proteine im Uberstan@yden mit diesem abgetrennt und gehen
somit verloren. Aus dem gleichen Grund vermindermt\WWaschen des Pellets mit eiskaltem

139



Diskussion

Aceton oder Isopropanol zur Entfernung von Lipidemd Pigmenten (Chl) die

Proteinausbeute.
7.6 Quantifizierung von Proteinen

7.6.1 Quantifizierung von Proteinen im Gel nach CBB-arbung

Die Quantifizierung von Proteinbanden nach Visualisng mit dem Farbstoff Coomassie gilt
als problematisch. Der dynamische Bereich des Edfbs wird in der Literatur
unterschiedlich angegeben. Allgemein wird von ein2drd0-fachen dynamischen Bereich
gesprochen, in dem die Farbstoffintensitat zur éiné&bnzentration linear ist (Fiévet et al.,
2004). Andere Arbeitsgruppen Dberichten, dass seldsti nur vierfachem
Konzentrationsunterschied die Farbstoffbindung tiiciear sein kann (Consoli et al., 2001).
Das Problem bei einer Quantifizierung mit CBB liegahuptsachlich darin, dass die
Farbstoffbindekapazitat, d. h. die Anzahl Farbstofiekile, die an ein Protein gebunden
werden, stark von den Eigenschaften der einzeleteiRe abhéngt (Chial et al., 1993).
Folglich ist der quantitative Vergleich verschiedeProteine Uber die CBB-Farbung nicht
zuldssig. Eine Quantifizierung des gleichen Pratdimw. zweier homologer Proteine liefert
jedoch signifikante Ergebnisse.

CBB besitzt zwei Sulfonsauregruppen und drei Stafkatome mit einem freien
Elektronenpaar. Somit wére eine Bindung der Faffostdekile Uber ionische
Wechselwirkungen sowohl an die Carboxylgruppen Vsp und Glu als auch an die
Aminogruppen von Arg, Lys, His und dem N-TerminussdProteins moglich. Versuche
haben gezeigt, dass die Farbstoffbindung in ekstéz zwischen den Sulfonsauregruppen der
Farbstoffmolekile und den Seitenketten der basms@&rainosauren erfolgt. Hierfur spricht
eine Korrelation zwischen der Farbeintensitat uaoh dAnteil an basischen Seitenketten, vor
allem bei Arg (Tal et al.,, 1985; Righetti et al97B). Eine mdgliche Beteiligung der
Carboxylgruppen von Asp und Glu an der Farbstoffbilg kann ausgeschlossen werden, da
unter den sauren Bedingungen der CBB-Farbung dmboXglgruppen der Aminosauren
protoniert vorliegen. Die Interaktion zwischen CB&d dem Protein wird zusétzlich verstarkt
durch hydrophobe Wechselwirkungen an denen die atisamen Aminosauren Phe, Trp und
Tyr beteiligt sind (Fazekas De St. Groth et al§3)9 Folglich ist die Verteilung der positiven
Ladungen Uber das Protein und eventuell benacliegender hydrophober Aminosauren
wahrscheinlich ausschlaggebend dafur, wie vielebstaffmolekile letztlich gebunden
werden. In der Regel handelt es sich um 1.5 bisoRkiile pro positive Ladung. CBB ist mit

einer Masse von Uber 800 Da etwa 7 x schwerer mlDurchschnitt eine Aminosaure.
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Deshalb wird diskutiert, inwiefern die Sekundarktan eines denaturierten Proteins eine
weitaus entscheidendere Rolle fur die Bindung stpad$é die Eigenschaften einzelner
Aminosauren (Fiévet et al., 2004).

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen Quantifizierung der Proteinausbeute
nach passiver Elution aus einem SDS-Gel, spielte uhterschiedliche Bindekapazitat
verschiedener Proteine fur den Farbstoff keine eRola immer das gleiche Protein

quantifiziert wurde.

7.6.2 Limitierung des Quantifizierungsansatzes miEssigsaureanhydrid

Die relative Quantifizierung von Proteinen mittdlassenspektrometrie wird hier durch die
Markierung der Proteine nach enzymatischem VerddlEbene ihrer Peptide realisiert. Pro
Protein ergeben sich in der Regel mehrere potentaptidpaare fur die Quantifizierung. Um
signifikante Ergebnisse zu erhalten, ist dies émtisiend, da sich zum Teil Unterschiede von
bis zu 20% zwischen den Verhdltnissen verschiedPegtidpaare eines Proteins ergeben
(Chakraborty et al., 2002).

Der hier verwendete interne Standard besteht aus gleichen Peptiden, wie das zu
guantifizierende Zielprotein. Folglich muss dast&iro vorher bekannt und in ausreichender
Menge vorhanden sein bzw. hergestellt werden (l€lamg), um daraus die Referenzpeptide
generieren zu kénnen. Bereits im Vorfeld des Expents kann abgeschatzt werden, ob eine
Quantifizierung mit der hier beschriebenen Methqagl. Kapitel 5.6, S.57) fur ein
bestimmtes Protein mdglich ist. Theoretisch sinte d&eptide fir die Quantifizierung
geeignet. Vorzugsweise liegt die Masse eines Reptadvischen ca. 0.8 und 2.5 kDa, da in
diesem Bereich allgemein die meisten Peptide im M&ektiert werden. Weitere
Auswabhlkriterien sind das Fehlen leicht modifizedx AS (z. B. Met) und die AS Lysin am
C-Terminus. Letzteres fuhrt zur doppelten Acetyrey des Peptides und damit zur
Einfuhrung von sechs statt drei zuséatzlichen MasBégs verhindert die Uberlagerung von
Isotopensignalen eines markierten PeptidpaareslithégUberlagerungen von verschiedenen
Peptiden eines Proteins kénnen durch Berechnung Massen der unterschiedlich
derivatisierten Peptide ausgeschlossen werden.iflieerzeit lediglich manuell mdglich, da
Programme zur Berechnung von Peptidmassen nacbp&suharkierung auf Peptidebene
fehlen.

Nach Isotopenmarkierung werden im optimalen Falljéidles Peptid zwei Signale im MS-
Spektrum detektiert, jeweils eines als Derivat ¢lerchten* bzw. ,schweren“ Form des
Markierungsreagenz. In der Praxis zeigt sich jeddelss das gleiche Peptid, oft noch weitere
Signale innerhalb eines Spektrums bildet. Es harsieh dabei um Salzaddukte (Nader
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K") oder um Produkte der Modifikation einzelner ASie DvVerhéltnisse der einzelnen
Zustdnde eines Peptids konnen sich auch bei eXakthgbehandelten Proben deutlich
unterscheiden. Speziell bei der ESI-MS werden ddiat mehrfache Auftreten des gleichen
Peptids in unterschiedlichen Ladungszustéanden Zigd## Signale detektiert. Peptidsignale,
die von anderen Signalen aus dem MS-Spektrum @eztlaverden, konnen nicht fur die
Quantifizierung verwendet werden.

Aufgrund der Vielfalt an detektierbaren Signalend&ge Auflosung speziell besffline ESI-
IMALDI-Messungen oft unzureichend, da die Peptiddidlich eindimensional nach ihrer
Molekularmasse aufgetrennt werden. In den hier lbedmenen Experimenten wurden
Proteine mit Molekularmassen zwischen 20 und 50 kisorzugt flr eine Markierung
ausgewahlt. Die MS-Spektren solcher Proteine sindhagétzlich weniger komplex und
damit einfacher zu analysieren. Die Methode eigsieh folglich hauptsachlich fur die
Quantifizierung einzelner Proteine oder Proteinktax@ aus einem 1D bzw. 2D-Gel.

Die Quantifizierung ganzer Proteome ist angesidies Komplexitat der Daten kaum
maoglich. Aufgrund der hohen Anzahl detektierbareeptitle steigt die Gefahr der
Uberlagerung von Signalen. Bei komplexen Proberiisé Aufloésung der Peptide nur tber
eine chromatographische Trennung moglich. Hierbed weben der Molekularmasse die
Retentionszeit als zweite Dimension eingefuhrtbiesbt aber zu bedenken, dass Deuterium
etwas hydrophiler ist als Wasserstoff. Dies fuhéhvend der Chromatographie zu einer
geringen Verschiebung der Retentionszeiten beiutiterschiedlich markierten Peptidpaaren
(Courchesne et al., 1997; Moritz et al., 2003). dlemKomplexitat einer Probe herabzusetzen,
ist eine Modifikation auf der Ebene des intaktent&ins ebenfalls mdglich. Dabei entsteht
eine geringere Anzahl an Peptiden mit langeren &&pn, da nach Modifikation die Lysin-
Schnittstelle fir die Protease blockiert ist. Spkkdei niedermolekularen Proteinen und bei
Proteinen, die kaum Arginine aufweisen, ist diesergéhensweise problematisch, da

adaquate Peptide fur die Quantifizierung fehlen.
7.7 In-Gel Verdau

7.7.1 Kompatibilitat von CBB- und Silberfarbung mit der MS-Analyse von Peptiden
und Proteinen

Protokolle zum In-Gel Verdau beginnen in der Regelder Entfarbung der ausgeschnittenen

Proteinbanden. Inwiefern eine Entfarbung die Pepstbeute und damit die Signalintensitat

in den MS-Spektren steigert, wird kontrovers digktit Im Gegensatz zur weit verbreiteten
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Meinung mussen weder CBB- noch silbergefarbte Barzdeangslaufig entfarbt werden (vgl.
Kapitel 6.6.1, S. 112).

7.7.1.1 Entfarbung von CBB gefarbten Proteinbanden

CBB stort den In-Gel Verdau von Proteinen und daehfiolgende massenspektrometrische
Analyse nur bedingt (vgl. Kapitel 6.6.1, S. 112hvihl es theoretisch zur Uberlagerung von
Peptidsignalen kommen kann, tritt dieser Fall inRlexis nur selten ein. Die Signalintensitéat
der CBB-Molekile variiert in Abhangigkeit von deérbeintensitat und diese wiederum mit
dem Proteingehalt der Gelbande. Proben die werateiarenthalten, sind dementsprechend
schwach gefarbt und fuhren folglich zu niedrigenB=Bignalen. Eine Unterdriickung der
ebenfalls zum Teil wenig intensiven Peptidsignal@éhsend der lonisierung ist damit
unwahrscheinlich und das Weglassen des Entfarb@sshrfolglich unkritisch. In
Ubereinstimmung mit den von Speicher et al. emielErgebnissen kommt es zudem
wahrend des Entfarbevorganges zu Verlusten an Rnuditerial (Speicher et al., 2000). Diese
Verluste liegen im Mittel bei ca. 10%, kdnnen alpeAbhangigkeit von Art und Grol3e des zu
analysierenden Proteins deutlich variieren.

Im Gegensatz dazu ist eine Entfarbung von intakt&voteinen vor der
massenspektrometrischen Analyse aufgrund der Bilduum CBB-Addukten unumgéanglich
(Jin et al., 2005; Ogorzalek Loo et al., 1996). Bigduktbildung erfolgt dabei mit einer
unterschiedlichen Anzahl an Farbstoffmolekilen. gkuhd der hohen Aufldsung heutiger
Massenspektrometer werden die Adduktsignale im tBpek zwar deutlich getrennt, die
Signalverteilung fuhrt jedoch zu einem drastischrseklechterten Signal-zu-Rausch
Verhaltnis und damit zu einer verminderten Sensiiyv

Die detektierte Masse der extrahierten Proteineraoheidet sich um etwa +/- 0.2 - 0.3% von
der aus der Aminosauresequenz berechneten Massmd Guierfir sind hauptsachlich
Modifikationen, die einerseits bereits wéahrend déelelektrophorese (vgl. Kapitel
4.2.2, S. 44) andererseits durch Formylierung dd®ihinus, sowie der Aminosauren Serin
und Threonin wéhrend der Inkubation in hohen Kotrationen an Ameisensaure entstehen
(Goodlett et al., 1990). Die Addition einer oderhmexer Formylgruppe(n) an ein Protein ist
erkennbar an der Erhéhung der Proteinmasse um &a2BzZw. deren Vielfaches. Bei der
nachfolgenden massenspektrometrischen Bestimmung Rieteinmasse konnen die
Modifikationen zu einer verminderten Auflosung sewizu einer Reduktion der
Signalintensitat fuhren. Der Verdau und eine ndgefode de novo Sequenzierung der
resultierenden Peptide zur Bestimmung der Identi@tes Proteins bleiben davon

unbeeinflusst.
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7.7.1.2 Verminderte Detektion von Peptiden nadbe8iirbung

Die hier verwendete Methode zur Silberfarbung vaotdinen nach PAGE basiert auf
Reaktionen, wie sie auch aus der Fotografie bekamd. Der Prozess beginnt mit der
Diffusion von Ag-lonen ins Gel unter sauren Bedingen. Dort binden sie vorwiegend an
Sulfhydryl- (R-SH) und Carboxylgruppen (R-COOH) d&B-Seitenketten. Zum Schluss
findet in basischem Milieu die Reduktion zu mesaliem Silber statt (Merril et al., 1986;
Heukeshoven et al., 1985; Rabilloud, 1990).

Kontrovers diskutiert wird die Frage, ob die Peptisbeute aus CBB gefarbten Banden
besser ist als aus Silbergefarbten und inwiefane &ntfarbung die Sensitivitat und Qualitat
der Spektren verbessert. Trotz ahnlicher VerfalarenSilberfarbung fallen die Ergebnisse in
der Literatur extrem unterschiedlich aus. Wa&hrendige Arbeitsgruppen von einer
aquivalenten Sequenzabdeckung nach MS-Analyse Moer-sund CBB-gefarbten Banden
sprechen (Terry et al., 2004; Shevchenko et aB619$hevchenko et al., 2001; Castellanos-
Serra et al., 2005), wird ebenfalls berichtet, déissSequenzabdeckung nach Silberfarbung
im Vergleich um durchschnittlich etwa 40% niedrigegt (Scheler et al., 1998; Lauber et al.,
2001; Richert et al., 2004). Eine vorherige Entiifudp der Proteine verbessert das Ergebnis in
der Regel nicht (Terry et al., 2004; Moertz et2001; Scheler et al., 1998; Zhu et al., 2005).
Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten zurbAute nach In-Gel Verdau eines
Standardproteins (CA) wurden nicht anhand der Sexpmleckung ermittelt, sondern nach
differentieller Isotopenmarkierung von Peptidere @idhrend des Prozesses entstehen. Bei
dieser Methode werden lediglich die Peptide berigbkigt, welche in allen Proben in
ausreichender Menge detektierbar sind. Nachdem Sigmalintensitdt mit der Anzahl
detektierter Peptide korreliert, ergibt sich zwamgise bei niedrigerer Intensitat auch eine
Verringerung der Sequenzabdeckung. Analog zu dgelBissen der zweiten Gruppe von
Forschern (s.0.) reduziert sich die Peptidausbeatd Silberfarbung um etwa 40% (vgl.
Kapitel 6.6.1, S. 112).

Um die Anzahl detektierter Peptide zu erhéhen, wetzknfalls die Durchfiihrung eines
Entfarbeschrittes vor dem In-Gel Verdau vorgesdmna@sharahdaghi et al., 1999; Sumner et
al., 2002). Die Verfahren beinhalten die Oxidatiam metallischem Silber sowie Resten von
Formaldehyd mit Hilfe von Kaliumhexacyanoferrat opde/asserstoffperoxid (#D-).
Nachfolgend werden die freiwerdenden Schwermetaiio mit Natriumthiosulfat
komplexiert. Nach Entfarbung der Banden wird, wieerdalls mehrfach beobachtet, keine
Verbesserung der Ergebnisse erzielt.
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Hauptgrund fur die verringerte Ausbeute ist wahesdich die Modifikation der Lys-
Seitenketten wahrend der Silberfarbung. In einerbedesaktion konnen Aldehyde
(z. B. Glutaraldehyd), die in der Entwicklerlosungr Reduktion der Ag-lonen dienen, mit
den Seitenketten bestimmter Aminosduren (v.a. uysl Cys) reagieren. Nach der
Modifikation sind die Schnittstellen fir die Protea partiell nicht mehr zugénglich
(Rabilloud, 1990). Ein unvollstandiger Verdau ig érolge. Zusatzlich wird die Extraktion
der Peptide aus dem Gel eingeschrankt, da es ulghyMnbricken zur Verknipfung
zwischen zwei benachbarten Lys-Resten kommen kahob.( 37). Die irreversible
Quervernetzung fixiert die Proteine im Gel. Wegen ldohen Reaktivitat von Glutaraldehyd
wird dieses in Protokollen zur Silberfarbung, welcds kompatibel zu In-Gel Verdau und
massenspektrometrischer Analyse gelten, durch Hdeimgd ersetzt (Shevchenko et al.,
1996; Moertz et al.,, 2001; Moertz et al., 2001).ePibewirkt jedoch lediglich eine
Verlangsamung derCrosslinkingReaktion. Da sich der Prozess nach Abschluss des
Farbevorgangs fortsetzt, ergibt sich eine deutiiéhere Peptidausbeute aus Gelen, die direkt

nach der Farbung prozessiert werden (Richert ,e2@04).

Lys2
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Abb. 37: Kovalente Verbindung von Lysin Seitenketta wéahrend der Silberfarbung

In Reaktion 1 wird durch den nukleophilen Angri#siElektronenpaares deAminogruppe an der Seitenkette
von Lysin (Lysl) auf den Carbonylkohlenstoff vonrfaldehyd ein Imin (Schiff'sche Base) gebildet. Biab
wird Wasser freigesetzt. Die Iminbildung ist unterutralen Bedingungen bereits mdglich, wird abesdarer
Lésung durch die Aktivierung des Carbonylkohlerfstdfegiinstigt. Nach dem gleichen Reaktionsmechaisism
lauft Reaktion 2 ab. Die kovalente Verknipfung @&mhiffschen Base mit der Aminogruppe eines zweiten
benachbart gelegenen Lysin (Lys2) fihrt schlieBlcih Vernetzung der beiden Lysine Uber die Ausligdu
einer Methylenbriicke (-CH2-).

Trotz der Probleme, die eine Farbung von ProteiménSilber mit sich bringt, wird sie
aufgrund ihrer hohen Sensitivitat haufig verwendtetVergleich zu CBB, ist die Sensitivitat
der Silberfarbung um bis zu 100-fach héher (Rabilo1990; Shevchenko et al., 1996).
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Folglich werden mit der Silberfarbung auch niedaigundante Proteine als deutliche Spots
visualisiert und fur die nachfolgende MS-Analysesgawéahlt, die in der CBB-Féarbung nicht
auftauchen. Mit dem wesentlich geringeren Protdiatie dieser Spots sinkt jedoch
gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit der DetektioonvPeptiden im MS. Folglich kénnte man
argumentieren, dass nicht die Silberfarbunger se inkompatibel mit der
massenspektrometrischen Analyse ist, sondern daeiRmenge zur Detektion nicht
ausreicht. Das Detektionslimit der Silberfarburegti je nach verwendetem Farbeverfahren,
zwischen 0.5 und 5 ng Protein (Heukeshoven et18i85; Shevchenko et al.,, 1996). Bei
einem Protein von 50 kDa Masse entspricht diesneietektionslimit von 10-100 fmol.
Diese Mengen sollten mit den heutigen Massenspaltern jedoch problemlos detektierbar

sein.

7.7.2 Reduktion und Alkylierung von Proteinen im Eektrophoresegel

Um eine optimale Denaturierung der Proteine flur diektrophoretische Trennung zu
erreichen, enthalt bereits der Solubilisierungsguffein  Reduktionsmittel (hier-
Mercaptoethanol). Die alleinige Reduktion der Dhsllriicke zu SH-Gruppen reicht jedoch
aufgrund ihrer hohen Reaktivitat nicht aus. Spéirelbasischem Milieu, z. B. unter den
Bedingungen des In-Gel Verdaus (pH 8.0 - 8.5), vdiel erneute Bildung von intra- oder
intermolekularen Disulfidbricken beginstigt, da digiolgruppe bevorzugt deprotoniert
vorliegt. In den konventionellen Protokollen zumGel Verdau schliel3t sich deshalb an die
Entfarbung der Proteine die Reduktion der Disulfidken und nachfolgend die irreversible
Alkylierung der SH-Gruppen an. Dabei entst€drboxyamidomethylcystein (CAM-Cys).
Bei der klassischen 2D-PAGE findet die R&A grundBéh zwischen den beiden
elektrophoretischen Trennverfahren statt. Da ds g einen irreversiblen Prozess handelt,
ist hier ein zusatzlicher R&A-Schritt wahrend desdel Verdaus Uberflussig.

Fur einen Grossteil der Proteine bringt die Reduk®& Alkylierung weder qualitativ noch
guantitativ eine deutliche Erhohung der PeptidautshéSpeicher et al., 2000; Shevchenko et
al., 2001; Havlis et al., 2003; Borchers et alQ@0 Hierfur gibt es verschiedene Griinde. Die
Alkylierung garantiert nichper sedie Detektierbarkeit der modifizierten Peptidee Riurch
die Reaktion notwendigen zusatzlichen Prozessiesgahgitte konnen im Gegenteil auch zu
Verlusten an Probenmaterial fihren. Zusatzlich letrlsich das Risiko einer Kontamination
mit Keratin. Ein weiterer Grund liegt in der Seheit der Aminosaure Cystein. Eine Analyse
des Gesamtproteoms vén thalianaergibt, dass lediglich etwa 20% der Peptide, il Bn

relevanten Massenbereich fir die MS-Analyse befindein Cystein enthalten. Im
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Umkehrschluss bedeutet dies, dass 80% der Peptide den Prozess der Reduktion &
Alkylierung isoliert werden kdnnen.

Bei der Vielfalt an unterschiedlichen Proteinent@b jedoch immer wieder Falle, bei denen
eine R&A notwendig sein kann. Dazu gehoren Proteimé& einer Vielzahl an
intramolekularen Disulfidbriicken, deren kompaktertiestruktur die Zuganglichkeit der
Schnittstellen einschrankt. Die Modifikation erhtsomit die Wahrscheinlichkeit einer
Identifikation des Proteins durch eine Erhéhung Sequenzabdeckung (Hale et al., 2004,
Katayama et al., 2004). Die maximal erreichbare b&use an unterschiedlichen Peptiden
spielt vor allem bei der Proteinidentifikation tlseEm PMF eine entscheidende Rolle. Mit der
Anzahl an Peptidmassen steigt aquivalent die Skamg des Datenbankergebnisses. Im Fall
der Proteinidentifikation Uberde novo sequenzierte Peptide ist eine maximale
Sequenzabdeckung weniger entscheidend, da in dgel Rereits zwei Peptide ,mittlerer
Lange” fir einen eindeutigen Treffer in der Datembausreichen.

Eine quantitative Alkylierung der Cysteine wird wéhd des In-Gel Verdaus praktisch nicht
erreicht. Wahrend der elektrophoretischen Auftrergnder Proteine werden die Cysteine zum
Teil durch freie Acrylamid-Monomere modifiziert. ®iModifikation kann selbst dann
stattfinden, wenn das Cystein Bestandteil einemulbdbricke ist (Hamdan et al., 2001,
Mineki et al., 2002). Die dabei entstehenden AcrythAddukte sind irreversibel an die
Cysteine gebunden. Analog zu CAM-Cys kann diese ifikadion ebenfalls in PMF
gestutzten Datenbanksuchen implementiert werden. dilm heterogene Alkylierung zu
vermeiden und damit die Spektren Ubersichtlichergeatalten, sowie die Zuordnung der
Signale zu vereinfachen, empfiehlt es sich die Reoln und Alkylierung bereits vor der
elektrophoretischen Trennung der Proteine durchmefu (Sechi et al., 1998; Herbert et al.,
2001). Die Versuche in dieser Arbeit haben gezdiagts eine Verlagerung des R&A-Schrittes
vor die SDS-PAGE zu optimalen Peptidausbeuten tmeen mit internen Disulfidbriicken
fuhrt. Um eine Denaturierung der Proteine vor dBSSPAGE zu gewahrleisten, enthalt der
SDS-Probenpuffer zum Beladen der Gele grundsatziksh Reduktionsmittel. Die
Alkylierung lasst sich somit ohne grol3en AufwandsdiiieRen. Stérende Reste der

Reagenzien werden in der nachfolgenden Gelelekbregk abgetrennt.

7.7.3 Zeitbedarf fur den In-Gel Verdauprozess — Tharie und Praxis

Der Zeitbedarf fur den tryptischen In-Gel Verdamdévon verschiedenen Faktoren ab. Nach
der Gelelektrophorese befinden sich die Proteimgetiettet in der Polyacrylamidmatrix.
Folglich muss die Protease in das Netzwerk einénngm den In-Gel Verdau zu realisieren.

Durch die extreme Zerkleinerung des Gels im optitare Verdauprotokoll (Methoden)
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reduziert sich die Diffusionsstrecke. Dies erleechsowohl den Transport des Enzyms zu den
im Gel fixierten Proteinen als auch die nachfolgengxtraktion der Peptide aus der
Gelmatrix. Kleine Enzymmolekile (z. B. Trypsin, 2&Da) eignen sich deshalb besser zum
In-Gel Verdau als grof3e Enzymmolekile (z. B. Thdysin, 35 kDa) (Bark et al., 2001).

In der Literatur wird das optimale Verhéaltnis vonzZym zu Substrat im Fall von Trypsin mit
1:20 bis 1:50 angegeben. Zur Vereinfachung wirdbeledie Menge an zu verdauendem
Protein als Wert fur das Substrat herangezogerktéxaare es jedoch die Enzymmenge auf
die Anzahl der Schnittstellen pro Proteinmolekilmriehen. So benétigt der quantitative
Verdau der gleichen Menge eines Proteins mit egeningen Anzahl an Schnittstellen
deutlich weniger Enzym als ein Protein mit vieleohfttstellen. Die Problematik wird
anhand eines Beispiels deutlich. Wird eine Gesamgaea/on 8.5 pmol (= 200 ng) Trypsin
zum Verdau von 10 pmol (= 290 ng) CA eingesetztergibt sich ein Verhéltnis von Enzym
zu Substrat von ~1:1.2. Bei diesem Verhaltnis est hoher Grad an Eigenverdau zu
erwarten. Das Substrat des Enzyms ist jedoch da&tProtein an sich, sondern vielmehr die
Anzahl an darin enthaltenen Schnittstellen, die wmzym erkannt werden (hier: Arg und
Lys). Im Fall von CA sind insgesamt 27 Schnitt&ell(9 x Arg und 18 x Lys) enthalten.
Damit ergibt sich ein deutlich anderes Verhaltros ¥£nzym zu Substrat von ~ 1:30.

In der Praxis ist das Zielprotein meist jedoch titlekannt. Zudem ist eine genaue
Quantifizierung der Proteinmenge einer Gelbanderkawglich. Deshalb wird zum In-Gel
Verdau in der Regel eine Standardmenge an Enzymsetef, von der bekannt ist, dass sie
Uber einen weiten Bereich verschieden konzentridP®teinbanden positive Ergebnisse
liefert. Diese liegt meist zwischen 100 und 20q4@5-8.5 pmol) Trypsin.

Um den Eigenverdau zu begrenzen, werden bei erleersthwach konzentrierten Banden
deshalb oft geringere Mengen an Enzym eingesetes Rerlangert jedoch die bendétigte
Verdauzeit, da aufgrund der Enzymkinetik im Vergheflr niedrig konzentrierte Proben eine
groRere Menge an Enzym benétigt wird, um in debeselZeit die gleiche Ausbeute an
Reaktionsprodukten zu erhalten (Finehout et alQ320Bei einem &ahnlichen Anteil von
Enzym und Substrat kann der Prozess des In-Geladsrérheblich beschleunigt werden
(Havlis et al., 2003).

Ist das Zielprotein vollstdndig abgebaut, so furigias Enzym selbst als Substrat. Die
Eigenverdausignale der Protease konnen, spezidirbben mit geringer Substratmenge oder
bei einer hohen Konzentration an Enzym, zu einetetdinickung von Peptidsignalen des
Zielproteins fihren. Um die Intensitat der Eigemlarsignale zu begrenzen, wird in den

konventionellen Protokollen zum In-Gel Verdau ddyetstand, welcher die vom Gel nicht

148



Diskussion

absorbierten Enzymmenge enthélt, nach einer Inkaisgteit von maximal 45 min entfernt.
Beim Einsatz von Analysetechnologien mit einer holdynamischen Spannbreite zur
Detektion oder bei vorheriger chromatographischenmung des Peptidgemisches (LC-MS)
tritt die Problematik der Signalunterdriickung durotensive Autolysesignale der Protease
allerdings nur bedingt auf (Havlis et al., 2003).

Ein weiterer Faktor ist die Geschwindigkeit der fnreaktion. Diese wird durch die
Wechselzahl (k) bestimmt. Die Wechselzahl ist ein Mal3 fur die mede Anzahl an
Substratmolekilen, die von einem aktiven Zentruro geiteinheit umgesetzt werden.
Voraussetzung fiur die maximale Reaktionsgeschwkailigst die Sattigung mit Substrat und
optimale aulRere Bedingungen (Temperatur, pH, Fagtingungen etc.).

Kcat betragt im Fall von modifiziertem Trypsin (Fa. Rrega) bei 37°C 0.44/s und bei 48°C
0.48/s. Dies bedeutet, dass bei 37°C fur die Spglainer Peptidbindung etwa 2.3 s bendtigt
werden. Bei Erhéhung der Temperatur auf ca. 50%@ngert sich der Zeitbedarf geringfligig
um 0.2 s auf etwa 2.1s. Zur Veranschaulichung Wiasetzungsgeschwindigkeit wird im
Folgenden der theoretische Zeitbedarf zur quaviiat Umsetzung von 10 pmol CA
erlautert. Die Menge von 10 pmol CA ergibt bei 2ypBinschnittstellen 270 pmol Substrat.
Wirden zum Verdau 8.25 pmol Trypsin eingesetztk@amen auf ein Enzymmolekul ca. 33
Schnittstellen. Der gesamte Verdau wirde somit ruapgimalen Bedingungen bei 37°C
ca. 1 ¥a min dauern. Bei Erhéhung der Temperatub@U€ verkurzt sich die Zeit theoretisch
um weitere 6 s. Hierbei handelt es sich um eineintachte Betrachtungsweise, da die
Substratsattigung nicht Gber die gesamte Prozessdgegeben ist, keine Diffusionszeit
berechnet wurde etc. Die Rechnung soll lediglichamschaulichen, welche Verdauzeiten
unter optimalen Bedingungen moglich waren. Fazif @ass die Geschwindigkeit der

Enzymreaktion kaum einen Einfluss auf die DauenéiEslauprozesses haben sollte.

7.7.4 Zusatzliche Extraktion der Peptide aus der Gmatrix

Die Peptidextraktion wird im OVP ohne Verwendungrsa Losungen bzw. den Zusatz von
organischen Losungsmitteln (ACN) durchgefihrt. Beuptmenge an Peptid wird bereits im
ersten Schritt extrahiert. Zusatzliche Extraktionererbessern die Peptidausbeute
zusammengenommen nur etwa um 5-10% (Speicher ,eR@00). Dabei handelt es sich
jedoch um einen Durchschnittswert. Die Intensitatder einzelnen Peptide nach
Durchfiihrung der zweiten Extraktion kénnen erhdblschwanken, hier von -10% bis zu
+20%. In der Regel erweist sich die im Verdaupufatrahierte Menge an Peptiden als
ausreichend flr eine erfolgreiche Detektion dedeanGelbande enthaltenen Proteins. Fir die

Identifikation eines Proteins ist jedoch wenigee dintensitatszunahme einzelner Peptide
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entscheidend, sondern vielmehr die Detektion emeéglichst groien Anzahl an Peptiden.
Folglich kann bei Proben, die sehr geringe Protemgen enthalten, die Durchfiihrung einer
zweiten Extraktion notwendig werden, um die Detakizusatzlicher Peptide zu erméglichen,
die zuvor unterhalb der Detektionsgrenze lagen.

Wie erklart sich jedoch die lediglich geringe Sezigng der Ausbeuten durch die
Durchfuhrung zusatzlicher Extraktionsschritte? Bgm entwickelten Reaktionsgefald kbnnen
definierte Probenmengen aus einer Gelbande entnomund damit das Gelvolumen im
Prozess reduziert werden. Ein mit OMX-8us einem 0.75 mm dicken Gel gestochenes
Gelstuck hat ein Volumen von etwa 2 pl. Der Verdiaun Proteine und die Extraktion der
resultierenden Peptide wird simultan in 20 pL Pwifdéumen durchgefihrt. Grundséatzlich
wirde ein Gelvolumen von 2 ul nur wenige Mikroliteuffer bendtigen, um komplett mit
Losung bedeckt zu sein. Beim In-Gel Verdau nach @R wird jedoch ein verhaltnismaRig
grolBes Puffervolumen verwendet. Es entstehen zisifkeitsgefillte Raume, das
Gelvolumen (2 pl) und das Puffervolumen (20 pl)sDéerhéltnis betragt etwa 1:10. Die
wahrend des Verdauprozesses entstehenden Pepfigledidiren aus der Gelmatrix in den
umgebenden Puffer und umgekehrt. Dabei verteilen sch gleichméaRig auf beide
FlissigkeitsrAume. Folglich befinden sich etwa 90 Peptide im Verdaupuffer, der
gleichzeitig auch die erste Extraktionslésung ddltstDie verbleibenden 10% kdnnen in

zusatzlichen Extraktionsschritten gewonnen werdgh Kapitel 6.6.4, S. 123).

7.7.5 Detektionsgrenzen

Messungen von isolierten Peptiden bis in den attdeceich sind technisch bereits seit
langem mdglich (Emmett et al., 1994; Vorm et a@94). Derart niedrige Konzentrationen
wurden sowohl mit MALDI- als auch mit ESI-MS errkicund das, obwohl die MALDI-
Technik als etwa 10-fach sensitiver gilt. In dera®$ wird diese Sensitivitat bei der
Identifikation von Proteinen nach PAGE in der Regeht erreicht. Das Problem ist hier
nicht die mangelnde Sensitivitat des MS, sondeenhdihen Verluste an Analytmolekilen
wahrend Probenvorbereitung und MS-Analyse. Diengem Mengen an Peptiden, die den
Detektor erreichen sind dabei oft kaum noch aus dd&emischen Hintergrundrauschen
herauszufiltern (Shevchenko et al., 1996).

Im Vergleich zum Verdau in Loésung liefert der In{Géerdau qualitativ vergleichbare
Peptide (Jeno et al.,, 1995). Im Gegensatz dazuadietlie quantitative Ausbeute an
Analytmolektlen ca. 70-80% der zu erwartenden Gésamge an Peptid (Speicher et al.,
2000). Dies ist anhand von Modellproteinen belegtden. In der Praxis wird deutlich, dass

die Ausbeute wahrscheinlich wesentlich geringersibei wird der Verlust an Protein/Peptid
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sehr uneinheitlich beziffert. Er schwankt starkAbhangigkeit von den Eigenschaften und
der zur Verfiigung stehenden Menge an Protein. Baruiittlich wird von einem Verlust von
50% - 80% ausgegangen, zwischen der Menge an Rrdteiauf das Gel geladen wurde und
der Menge an Peptid, die nach der Probenvorbetgifiin die massenspektrometrische
Analyse im MS zur Verfliigung steht (Jeno et al.,5t¥hevchenko et al., 1996; Stewart et al.,
2001). Der Verlust an Protein bzw. Peptid akkumtlisich mit jedem Schritt des
verwendeten Protokolls. Typische Ursachen fur \&eusind, die partielle Extraktion der
Proteine in den multiplen Waschschritten wahrensl @esamtprozesses, die Adsorption der
Peptide an Oberflachen von Pipettenspitzen und tReskefalien, die unvollstandige
Resolubilisierung nach der Vakuumtrocknung sowee uhvollstandige Extraktion nach dem
Verdauprozess (Speicher et al., 2000; Stewart.eP@D1). Trotz Minimierung der Verluste
auf der Ebene des In-Gel Verdaus ist die Detektzmmes Peptides aufgrund seiner

unterschiedlichen lonisierungseigenschaften nielatanrleistet.

Zum Abschluss lasst sich feststellen, dass wahiasl konventionellen In-Gel Verdaus
multiple Trocknungs- und Rehydrierungsschritte @alisticke durchgefuhrt werden, um
organisches Losungsmittel (ACN) zu entfernen, aasProtokoll z. B. zur Entfarbung der
Gelbanden oder zur Extraktion der Peptide eingessird. Im OVP erweist sich die
Durchfiihrung der Schritte in der beschriebenen Falennicht notwendig und der Einsatz

von ACN damit als Gberflissig.
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