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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Kombination aus chemischer Quervernetzung imbMelung mit hochauflésender
Massenspektrometrie ist ein alternativer Ansatz zwukturellen Charakterisierung von
Proteinen und Proteinkomplexen. Dabei werden ubemésche Reagenzien kovalente
Bindungen innerhalb der Proteine und zwischen déerdktionspartnern eingefihrt. Diese
Verknupfungen dienen als molekulares Maf3 und erncligh die Bestimmung der Abstande
zwischen den vernetzten Resten.

Die C&*-abhangige Interaktion zwischen den Guanylatcyetddiwierenden Proteinen
(GCAPs) und ihrem Zielprotein, der retinalen Guatgyclase (ROS-GC), ist bei der
Verarbeitung von Lichtreizen in den Sehsinneszetlen Retina beteiligt. Stérungen dieser
Interaktion sind mit verschiedenen Formen der Rgtithie assoziiert. Flir die Entwicklung
maoglicher Zielstrukturen zur Behandlung dieser fatMdtionen ist eine strukturelle
Charakterisierung dieser Wechselwirkung unerl&sslic

Die Interaktionen zwischen dem myristoylierten GGAPund zwei potentiellen
Bindungsmotiven aus det-terminalen Erweiterung (GC-Peptid 1, AS 965-98hy wer
Juxtamembrandomane (GC-Peptid 2, AS 503-522) d&-BO 1 wurden mit verschiedenen
Quervernetzungstrategien untersucht. Erste Questmmgsexperimente mit dem
aminreaktiven Quervernetzungsreagenz®@®is(sulfosuccinimidyl)glutarat) bestatigten eine
Komplexbildung mit GC-Peptid 1 sowohl in Anwesernlas auch in Abwesenheit von a
Intramolekulare Vernetzungen innerhalb des?*@@bundenen myristoylierten GCAP-2
bestatigten eine ahnliche Struktur des Protein&amplex im Vergleich mit der bekannten
NMR-Struktur des unmyristoylierten GCAP-2. Quenamungen zwischen GCAP-2 und
GC-Peptid 1 lieRen keine Unterscheidung zwischen @et*-gebundenen und &afreien
Komplex zu. Die Verwendung zweier GC-Photo-Peptifatianten, in denen Val-5 oder
Leu-13, gegen die photoreaktive Aminoséaure Photgeireausgetauscht wurde, erlaubte eine
Differenzierung der Komplexe. Im €agebundenen Zustand wurden charakteristische
Vernetzungen zu GCAP-2 identifiziert, die zusammah den BSG-Quervernetzungen die
Berechnung eines ersten Strukturmodells des GC&IG-Feptid 1-Komplexes ermdglichten.
Die groRe Anzahl verschiedener QuervernetzungerCafi-freien Zustand sind auf eine
unspezifische Bindung des Peptids oder eine stid@ormationsanderung des GCAP-2

zurickzufiuhren.
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Die Bildung eines Komplexes mit GCAP-2 wurde auchm GC-Peptid 2 bestatigt.
Allerdings konnten keine Quervernetzungsproduktet miS?G identifiziert werden.
Quervernetzungsexperimente mit GC-Peptid 2 nachafigsh von Trp-6 oder Trp-8 gegen die
photoreaktive Aminosaure Benzoylphenylalanin (Bgahoglichten zwar die Identifizierung
potentieller Quervernetzungen mit GCAP-2, Fragnoer@nmassenspektren dieser Produkte
waren aber hauptsachlich durch Neutralverlustéd/delgiuferions gekennzeichnet und konnten
deshalb nicht zweifelsfrei bestatigt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb eine sechéf@markierte Variante des Bpa
synthetisiert, die eine zusatzliche Bestatigung Qerervernetzungsprodukte anhand der
charakteristischen Isotopenmuster erlaubte. Als élsgstem zur Etablierung der Strategie
diente der strukturell gut charakterisierte Kompéaxs Calmodulin (CaM) und dem M13-
Bindungspeptid aus der Skelettmuskel-Myosin-leidtetten-Kinase (skMLCK), in dem
Trp-4 gegen nicht markiertes Bpa odf€s-markiertes Bpa ausgetauscht wurde. Die erhaltenen
Quervernetzungsprodukte konnten anhand derABstande im Massenspektrum bestatigt
werden. Die lIdentifizierung der exakten Verknupfsstglle gelang durch Vergleich der
Fragmentionenmassenspektren und anhand der ch@sti&tben Massendifferenzen der
Fragmentionen. Die Quervernetzungsprodukte ligfiddimweise auf zwei Orientierungen des
Peptids an CaM, die bekannte antiparallele Bindund eine alternative Orientierung des
Peptids. Die Analyse des intakten Komplexes mitI3 (collision-induced dissociatigrund
ETD (electron transfer dissociatignund eine semiquantitative Evaluierung anhand der
extrahierten lonenchromatogramme der Quervernesprnodukte bestatigten die antiparallele
Orientierung und verifizierten diese als Hauptpiddu

Anschlie3end wurde die Strategie auf das hier antdte biologische System aus GCAP-2
und ROS-GC angewendet. Quervernetzungsexperimewiscten GCAP-2 und dem
GC-Photo-Peptid 3, welches dem¥-terminal um sechs Aminosduren verlangerten
Bindungsmotiv aus deC-terminalen Erweiterung (AS 959-981) der ROS-GCnisricht,
bestatigten eine identische Vernetzung in An- urmvésenheit von G4 und somit einen
charakteristischen Interaktionsbereich des GCAP-2.

Die Verwendung des isotopenmarkierten Bpa ermdgicusatzlich die Identifizierung
charakteristischer Fragmentionen nach CID-Fragreamig von Bpa-
Quervernetzungsprodukten Keterminal im verkntpften Peptid lokalisierten Methinen und
oxidierten Methionen. Diese konnten als zusatzli@estatigung dieser Produkte genutzt
werden. Die CID-Fragmentierung fuhrte dabei zurltspg einer Bindung zwischen den

verknUpften Peptiden und zur Identifizierung sowotés Bpa-Peptids mit einem

2



Zusammenfassung

charakteristischen Massenverlust von 2 u, als dashGegenpeptids mit einem Massenverlust
von 16u bei Anwesenheit eind¢-terminalen Methionins. Ein zusatzlicher Massenwrizon
48u wurde bei Anwesenheit eines oxidierten Methiotiesbachtet.

Nach Betrachtung der GCAP-2/GC-Peptid-Komplexe wuadschlieend auch GCAP-2
selbst strukturell genauer analysiert. In einerhedgen Studie war eine €aabhangige
Dimerisierung des  GCAP-2  beschrieben  worden. Uunbtdisngen  mittels
GrolRenausschlusschromatographie und analytischteazehtrifugation des GCAP-2 unter
vergleichbaren Bedingungen widerlegten die >*@sbhangigkeit der Dimerisierung.
Quervernetzungsexperimente mitBunter Verwendung von nicht markiertem GCAP-2 und
komplett ®°N-markiertem GCAP-2 bestétigten die Ganabhangige Dimerisierung und
bestatigten intermolekulare Quervernetzungen zwisaten einzelnen GCAP-2-Monomeren
anhand  charakteristischer  Isotopenmuster.  Zushtzlickonnten  bei  einigen
Quervernetzungsprodukten charakteristische Fragomamt bestatigt werden, die bei der
Verwendung von NHS-Esterreagenzien wie?@Sauftreten konnen und als potentielle
Markerionen beschrieben worden waren. Eine stalereetzung des GCAP-2 im Edreien
Zustand lasst eine hohere Flexibilitat bzw. eine niéomationsdnderung vermuten.
Intermolekulare Quervernetzungen des‘@gbundenen GCAP-2-Homodimers ermdglichten
die Verifizierung verschiedener Dimermodelle, digah computergestitzte Modellierung auf
Grundlage der bekannten NMR-Struktur des GCAP-2-dfoers erstellt wurden. Das
favorisierte Modell repréasentiert einen ersten I&tnvorschlag fur das GCAP-2-Homodimer.

In einem weiteren Experiment wurde die Struktur d@€AP-2-Monomers durch
Vernetzung mit einem aminreaktiven CID-MS/MS-spattém Harnstoff-Reagenz analysiert.
Dieses  ermdglicht die Identifizierung und Untersdbag  verschiedener
Quervernetzungsprodukte anhand charakteristiscBerlblett-Signale. Dies ermdglichte
die automatisierte Identifizierung und Annotierutey Produkte mithilfe der MeroX-Software.
Problematisch fir die automatische Auswertung wherdings die ladungsabhangige
Fragmentierung der Quervernetzungsprodukte. Dergleieh von MALDI-TOF/TOF-
MS/MS- und ESI-CID-MS/MS-Analysen zeigte, dass aigdassliche Identifizierung nur bei
zweifach geladenen lonen moglich war. Bei einer e@blaenden Ladung des Vorlauferions
wurden weniger, nur schwach abundante oder gaekeublettsignale detektiert. Auch bei
intrapeptidal vernetzten Produkten zeigte sich segabhangig eine Abweichung von der
postulierten Fragmentierung. Die identifiziertene@uernetzungen bestatigten vergleichbare
Strukturen des CG&gebundenen myristoylierten und unmyristoylierteBAR-2 sowie eine

hohere Flexibilitat bzw. eine Konformationsanderaeg C&'-freien GCAP-2.
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Summary

The combination of chemical cross-linking and highelution mass spectrometry presents
an alternative approach for the structural chareetion of proteins and protein complexes
where covalent bonds are introduced by a chemieagent into proteins and between
interaction partners. These cross-links serve atecqular rulers and allow determining
distances between cross-linked residues.

The C&*-dependent interaction between guanylyl cyclasesating proteins (GCAPs) and
their target protein, the retinal guanylyl cyclgg0S-GC), is involved in processing light
stimuli within the visual sensory cells of the neti Malfunction of this interaction is associated
with different kinds of retinopathies. The struetiucharacterization of this interaction is crucial
for the development of potential lead structuregreating such malfunctions.

The interaction between myristoylated GCAP-2 and petential binding motifs derived
from theC-terminal extension (GC peptide 1, aa 965-981)thaduxtamembrane domain (GC
peptide 2, aa 503-522) of ROS-GC 1 were investibaiedifferent cross-linking strategies.
Complex formation with GC peptide 1 was confirmgdritial cross-linking experiments with
the amine-reactive cross-linker &S (bis(sulfosuccinimidyl)glutarate), both in theepence
and absence of &a Intramolecular cross-links within €abound myristoylated GCAP-2
confirmed a structure of the protein within the gdex similar to the already known NMR-
structure of non-myristoylated GCAP-2. Cross-liflegsween GCAP-2 and GC peptide 1 did
not allow differentiating Cd-bound and C&-free complexes. The application of two GC
photo-peptide variants, in which Val-5 or Leu-13svexchanged for the photo-reactive amino
acid photo-leucine, enabled the differentiationttifse complexes. In the €dound state,
characteristic cross-links were identified with GB&, which together with B& cross-links,
allowed calculating of an initial structural moaélthe GCAP-2/GC peptide 1 complex. In the
Ca*-free state, the large number of diverse crossslmight be caused by unspecific binding
of the GC peptide or a strong conformational chasfg@CAP-2.

Complex formation with GCAP-2 was also confirmed @C peptide 2. However, no
cross-links could be identified with BS. After exchanging Trp-6 or Trp-8 for the photo-
reactive amino acid benzoylphenylalanine (Bpa) stoking experiments with GC peptide 2
allowed the identification of potential cross-linkgh GCAP-2, but fragment ion mass spectra
were dominated by constant neutral losses of theupsor ion. Therefore, cross-links could not

be unambiguously confirmed.
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Therefore a six-times®C-labeled variant of Bpa was synthesized, whictovadd
confirming the cross-linked products based on tlaaracteristic isotope patterns. For
establishing this strategy, the structurally weéib@acterized complex between calmodulin
(CaM) and the M13 peptide, derived from skeletatabe myosin light-chain kinase, in which
Trp-4 was exchanged for non-labeled'#€s-labeled Bpa, served as a model system. Cross-
linked products were confirmed by 6-u patterns initthe mass spectra. Identification of the
exact cross-linked site was accomplished by a casgaof fragment ion mass spectra and the
characteristic mass differences of the fragmens.iofhe cross-linked products obtained
confirmed two orientations of the peptide, the knoentiparallel binding mode and an
alternative orientation of the peptide. Analysistibé intact complexes by CID (collision-
induced dissociation) and ETD (electron transfessadciation) and a semiquantitative
evaluation based on the extracted ion chromatogdrntise cross-linked products confirmed
the antiparallel orientation and verified it as mabmponent.

Subsequently, this strategy was applied to theogioél system of GCAP-2 and ROS-GC
studied herein. Cross-linking experiments betweeGAB-2 and GC photo-peptide 3,
representing the binding motif derived from @derminal extension, which id-terminally
elongated by six amino acids (aa 959-981), confirmdentical cross-linked products both in
the presence and absence of'Gad hints a characteristic interface within GCAP-2

The application of isotope-labeled Bpa additionalijlowed the identification of
characteristic fragment ions after CID fragmentaté Bpa cross-links tbl-terminally located
methionines or oxidized methionines within the srbsked peptides. These serve as an
additional confirmation of the cross-linked producCID fragmentation resulted in the
cleavage of a bond between the cross-linked peptidé in the identification of the Bpa peptide
with a characteristic constant neutral loss of Zhe presence of its counterpart was indicated
by a 16-u loss in case of dterminal methionine or an additional 48-u losscase of an
oxidized methionine.

After having carefully inspected the GCAP-2/GC paptcomplexes, GCAP-2 was
analyzed in more detail. In a previous study, & @alependent dimerization of GCAP-2 had
been described. Size exclusion chromatography aalgtacal ultracentrifugation experiments
using comparable conditions revealed however 4-ibdependent homodimerization. Cross-
linking experiments with B% using non-labeled GCAP-2 and fulyN-labeled GCAP-2
confirmed a C&-independent dimerization and enabled the verificabf intermolecular
cross-links between the GCAP-2 monomers basedendharacteristic isotope patterns. For

a number of cross-linked products, characteristigrhent ions were observed, which are
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created by NHS esters, such ag®Sand which had been described previously as paten
marker ions. Extensive cross-linking of GCAP-2tsGC&*-free state is conceivably caused by
a higher flexibility or a conformational changetdrmolecular cross-links of the €&ound
GCAP-2 homodimer allowed verifying different dimerodels, created by computer-based
modeling based on the known NMR structure of theABQ monomer. The favored model
represents the first structure proposed for the 824 omodimer.

Additionally, the structure of the GCAP-2 monomexsmanalyzed by cross-linking with an
amine-reactive CID-MS/MS cleavable urea-reagenat Teagent facilitates the identification
and discrimination of different cross-linked prothion the basis of characteristic 26-u doublet
signals, allowing an automated identification andatation of these products by the MeroX
software. However, the charge-dependent fragmentati the cross-linked products proved
challenging for an automated data analysis. Thepemison of MALDI-TOF/TOF-MS/MS and
ESI-CID-MS/MS data revealed that cross-links werly adentified reliably for doubly charged
precursor ions. CID fragmentation of differentlyached precursor ions produced less, low
abundant or no doublet signals at all. Also, a eaqa dependent fragmentation was observed
for intrapeptidal cross-linked products. The idied cross-links confirmed comparable
structures of Cd-bound myristoylated and non-myristoylated GCARFrglicating a higher

flexibility or a conformational change of €dree GCAP-2.
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1 Grundlagen

1.1 Biologische Grundlagen

Fur die meisten Lebewesen spielt Licht eine enidenele Rolle, da es als Energiequelle
dient und es ihnen ermdglicht, ihre Umgebung optgahrzunehmen. Diese Lichtreize missen
fur die weitere Verarbeitung in eine fir den Orgamiis nutzbare Form konvertiert werden. Bei
Vertebraten sind spezielle Sinneszellen fir diebwahrnehmung und Anpassung an die
vorhandenen Lichtverhaltnisse verantwortlich. Didsefinden sich in der Retina, der
sogenannten Netzhaut, im Inneren unseres Augjels. (). Man unterscheidet anhand ihrer
Form Stabchen (englods), welche hauptsachlich fir das Hell-Dunkel-Seheramtwortlich
sind und Zapfen (engkone3, die es zusatzlich ermdglichen, Farben zu erkenmal zu
unterscheiden [1, 2]. Diese Zellen befinden sichdan RUckseite der Retina, deren weitere
Zellschichten erst von den Photonen durchdrungendeme missen, bevor sie in den
AulRensegmenten der Stabchen und Zapfen detektedew konnen. Die Verarbeitung des
Lichtreizes erfolgt Gber ein Zusammenspiel versibdner Proteine, die den Ein- und Ausstrom
von Signalmolekiilen regulieren. Ganz entscheidsnbiérbei die Beteiligung der €aonen
und des zyklischen Guanosinmonophosphats [3]. Deeviiterleitung erfolgt mit Hilfe
elektrischer Signale Uber die Ganglienzellen urdNBrvenfasern zum Gehirn [1, 2].

Ganglienzellen Bipolare Zellen

Retina
Licht
! - Stébchen} Photorezeptor-
& Licht Zapfen Zellen
.\"'-.
Sehnerv Licht.
Augapfel

Sehnerv

Abb. 1 Darstellung des Auges (links) mit einer Vedgerung der Retina im Bereich des Sehnervs (reghts
(Abbildung auf Grundlage von [4])
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1.1.1 Die Verarbeitung eines Lichtreizes in den Stabcheuand Zapfen der Retina

Die AulRensegmente der Stabchen und Zapfen sindh domere Membraneinstilpungen
und Hohlraume gekennzeichnet, die von den sogeeanbiskmembranen umgeben sind
(Abb. 2 A. In diesen Bereichen findet die eigentliche Ptrattsduktion statt [1, 2, 5].

FUr den initialen Schritt ist das in den Diskmenmmema befindliche Rhodopsin
entscheidend, ein mit 11-cis-Retinal modifiziekdembranprotein. Die mit einem Lichtreiz
eindringenden Photonen flhren zu einer Isomerisgerdes 11-cis-Retinal zum all-trans-
Retinal und in der Folge zu einer Konformationsd@ndg des Rhodopsins [5Abb. 2 B. Das
angeregte Rhodopsin aktiviert das heterotrimererddeih Transducin. Nach Austausch von
GDP gegen GTP dissoziiert es und aktiviert UbereseiUntereinheit eine Phosphodiesterase.
Die sinkende intrazellulare cGMP-Konzentration fidum Verschluss von cGMP-abh&angigen
Ca&*/Na'-Kanalen. Ein zuséatzlicher*kund C&"-Ausstrom uiber einen cGMP-unabhangigen
Na'/Ca*, K*-Austauscher fiihrt zur Abnahme der intrazelluld@tionenkonzentration und
zu einer Hyperpolarisation der Membran. Dadurchdvdire Transmitterausschittung an den
Synapsen moduliert [1, 2, 5].

Fur die Anpassung an die verschiedenen Lichtvarisgk ist eine genaue Einstellung der
intrazellularen C&-Konzentration notwendig. Ist eine weitere Absertkdier intrazellularen
Kationenkonzentration notwendig, kann diese Sigmekkde durch die Gavermittelte
Aktivierung des Recoverin verlangert werden. Redovist in der Lage, die Rhodopsinkinase
zu inhibieren und halt so die Aktivitdt des Rhodopsufrecht [6].

Um den Dunkelzustand der Zellen wieder herzusteliad die intrazellulare C&
Konzentration zu erhohen, ist die Offnung der cGaténgigen Kationenkanale essentiell.
Das dafur bendtigte cGMP wird durch die in den Disknbranen vorhandene retinale
Guanylatcyclase (ROS-GC) synthetisiert [2, 7, & @ner niedrigen C&Konzentration wird
die ROS-GC durch die &asensitiven Guanylatcyclase-aktivierenden Protdi@EAPS)
aktiviert und synthetisiert verstarkt cGMP aus GDi Rezeptoren und die Reizweiterleitung
kénnen so den entsprechenden Lichtverhaltnisseapasgt werden. GCAPs spielen hierbel
eine entscheidende Rolle.
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Abb. 2 A: Darstellung der Stabchenzellen (rodg¢hbbildung aus Yau et al. [1])B: llustration der
Signalverarbeitung nach einem Lichtreiz ; R*: alkdites Rhodopsin; G: Transducin; @*a-Untereinheit; G-
E: aktivierter Phosphodiesterasekomplex; GC: rdm@auanylatcyclase; cG: zyklisches Guanosinmonagpiets
CM: Calmodulin (Abbildung aus [5])

1.1.2 Die Guanylatcyclase-aktivierenden Proteine

Die Guanylatcyclase-aktivierenden Proteine (GCAf®) C&'-gesteuerte regulatorische
Proteine, die zur Familie der neuronaler'€sensor (NCS) Proteine gehoren [9]. Es sind
verschiedene Isoformen bekannt, wobei GCAP-1 [10d GCAP-2 [11] bei fast allen
Saugetierarten vorkommen. Diese beiden Isoformen@vusowohl in Zapfenzellen, als auch
in Stabchenzellen identifiziert. Eine dritte IsofoiGCAP-3 [12] wurde in Menschen und
Fischen nachgewiesen, allerdings kommt sie beim skfgn ausschliel3lich in den
Zapfenzellen vor. Weitere GCAP-Isoformen wurdender Retina von Zebrafischen und
Kugelfischen gefunden [13].

Alle GCAP-Isoformen besitzen vier sogenannte EFd#amtive, die sich aus einer
strukturellen Abfolge vomu-Helix—Loop-a-Helix zusammensetzen. In démop-Regionen
werden die C#-lonen durch mehrere saure Aminosaureseitenketierplexiert [9, 13]. Im
Ca&*-freien Zustand konnen diese auch von?Mgnen besetzt werden [14, 15]. Diese
Bindungsmotive zahlen zu den konserviertesten Regiainter den GCAP-Isoformen. Eine
Gemeinsamekeit aller NCS-Proteine ist ein inaktizEsHandmotiv 1, welches nicht in der Lage
ist, C&* zu binden [9, 16, 17]. GCAPs kénnen daher bis mi @&*-lonen in ihren EF-
Handmotiven 2-4 komplexieren. Andere 2GBindeproteine, wie Calmodulin (CaM) und
Recoverin, besitzen ebenfalls vier EF-Handmotivehev Calmodulin (kein NCS-Protein) bis
zu vier C&*-lonen binden kann. Recoverin hingegen kann algidd der NCS-Familie nur
zwei C&*-lonen in EF-Handmotiv 2 und 3 binden [9]. Die Rine der NCS-Familie, wie
Recoverin und GCAPs, besitzen im?Ggebundenem Zustand &@hnliche, kompakte Strukturen
(Abb. 3 [9, 18-20]. Im Gegensatz dazu ist im2Ggebundenen CaM die zentrale Helix

gestreckt und es hat eine hantelférmige Struktu2]9. Eine weitere Besonderheit der NCS-
9



Grundlagen

Proteine ist eineN-terminale Acylierung [9]. Haufig handelt es siclabéi um eine
Myristinsauregruppe [22]. Die Funktion dieser Mddation ist nicht fur alle NCS-Proteine
geklart. Fir Recoverin wurde ein £abhangiger fyristoyl-switch beschrieben, bei dem es
in Anwesenheit von Cé& zur Exposition der sonst im Inneren des Proteiebargenen
Myristoylkette und dadurch zur Membranassoziatiemint [13, 23, 24]. Fur die GCAP-
Proteine ist die Funktion deX-terminalen Myristoylierung nicht vollstandig geklaein
»myristoyl-switch ist aber unwahrscheinlich [22]. Bei GCAP-1 isedyristoylgruppe im
Ca&*-gebunden Zustand im Inneren verborgen, was auotiafii C&'-freie GCAP-1 vermutet
wird [19]. Sie ist fur die vollstandige Aktivierunder ROS-GC entscheidend [7, 19, 25, 26].
Die Myristoylgruppe des GCAP-2 ist sowohl in Anweleit als auch im C&freien Zustand
exponiert [27, 28] und scheint keine gro3ere Badwyfir die Aktivierung des Zielproteins zu
besitzen [7, 22]. Isolierte GCAPs sind loslichetBie. In Gegenwart der ROS-GC sind sie

dagegen standig an ihr Zielprotein assoziiert [29].

PDB-2R2I| PDB-1JBA PDB-2GGZ

Abb. 3 Strukturvergleich der GCAP-Isoformen. ADie Abbildung zeigt von links nach rechts die
Kristallstruktur des C&-gebundenen myristoylierten GCAP-1 (Huhn) [19], disungsstruktur (NMR-Struktur)
des Cé*'-gebundenen unmyristoylierten GCAP-2 (Rind) [18dutie Kristallstruktur des Ca-gebundenen
unmyristoylierten GCAP-3 (Mensch) [20]. Die Eintgigler Proteindatenbank (PDB) sind angegeber?*Ca
lonen: rote Kugeln; EF-Handmotiv 1: blau; EF-Handtivo2: griin; EF-Handmotiv 3: gelb; EF-Handmotiv 4:
orange; B: Uberlagerte Strukturen der €aBindeproteine: GCAP-2, GCAP-3, Recoverin, Neurcical
Calcineurin, C&*-Integrin-Bindeprotein und Frequenin. N-Terminiabl C-Termini: rot (Abbildung aus [20]).

1.1.3 Die retinale Guanylatcyclase und ihre Interaktion mt GCAP

Bei den Guanylatcyclasen (GC) handelt es sich umepterenzyme, welche fir die
Bildung von cGMP (cyclisches Guanosinmonophasphay GTP (Guanosintriphosphat)
verantwortlich sind. cGMP dient als Signalmolekiidust an der Regulation verschiedener
Prozesse beteiligt [7]. Es existieren sowohl Id&ials auch membrangebundene GCs [7]. Ein
Beispiel fur die 16sliche Form ist die NO-abhang@€, welche an der Dilatation der Gefal3e

und somit der Regulation des Blutdrucks beteiligit i[30]. Die Familie der
10
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membrangebundenen GCs kann man in zwei weiterergfafgpen unterteilen, die Peptid-

Hormon-gesteuerten Rezeptor-Guanylatcyclasen (R@@)die C&'-gesteuerten ROSqd

outer segmeGCs [7]. Eine Gemeinsamkeit dieser Familie igt Miembranbindung durch

eine einzige Transmembranhelix. Zu den Rezeptom@atcyclasen zahlen die ANP (atriales

natriuretisches Peptid)- und CNP (C-Typ natriucttes Peptid)-gesteuerten RGCs sowie
RGCs, die durch Hitze-stabile Enterotoxine \Estherichia coliaktiviert werden (STahgat-
stable enterotoxinfRGC [31-33]). Diese werden durch Bindung der prashenden Peptid-

Hormone auf ihrer extrazellularen Seite aktiviéit [

Die Gruppe der ROS-GCs besteht aus ROS-GC 1 und®RD3, welche an der Regulation
des Sehprozesses beteiligt sind und an ihrer glttdéren Seite aktiviert werden [34]. Eine

Mischform ist die ONEdlfactory neuroepitheliuppGC, welche sowohl auf der extrazellularen

Seite, als auch intrazellular aktiviert werden kama an der Ubertragung von Geruchsreizen

beteiligt ist [7].

ROS-GCs sind aus etwa 1100 Aminosauren besteheotieldn&nenproteine und liegen

in ihrer aktiven Form als Homodimer vor [29, 34-88bb. 4.
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Abb. 4 Schematischer Aufbau der retinalen Guanyhattase (ROS-GC 1)ROS-GC 1 setzt sich aus einer
extrazellularen Doméanekkt D), einer einzigen TransmembranhelixkM) und einer intrazellularen Domane
(ICD) zusammen. Das N-terminale Signalpeptil)(wird posttranslational entfernt. Der intrazellukTeil [&sst
sich nochmals in eine an die Membran assoziiertdalnembrandomanelID), eine Kinase-Homologie-
Domaéane KHD), eine Dimerisierungsregion bzw. Signal-tUbertragerelix-DomaneSHD), eine katalytische
Doméne CCD) und deren C-terminale ErweiterunG@TE) unterteilen. Die Aminosaurebereiche sind linksl un
rechts der Doménen angegeben und die Bindungsregigon GCAP-1 und GCAP-2 rot umkreist. Die in diese
Arbeit verwendeten Peptide sind mit ihren Aminosdequenzen angegeben (modifizierte Abbildung nadaD

et al. [29]).
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Die zwei Isoformen ROS-GC 1 und ROS-GC 2 sind im d@skmembranen der
Aulensegmente der Seesinneszellen zu finden uwddsirch einen negativen Feedback-
Mechanismus indirekt an der Einstellung der intlazeen C&*-Konzentration beteiligt [7, 8,
34, 37]. Sie werden auf ihrer intrazellularen Selibech die GCAPs reguliert, welche fur die
eigentliche Detektion der €aKonzentration verantwortlich sind. Beide ROS-GGfsmen
werden von GCAP-1 und 2 aktiviert, wobei GCAP-1H@S-GC 1 starker aktiviert als ROS-
GC 2 [37]. GCAP-2 hingegen aktiviert beide ROS-GGfbrmen mit der gleichen Intensitat
[37]. Der genaue Ablauf der GCAP/GC-Interaktiondisther nicht vollstandig geklart. Es wird
vermutet, dass es durch den Verlust def*@men zu einem Konformationswechsel im
Bereich der Zentralhelix der GCAPs kommt. Dies kénru einer relativen Reorientierung
zweier struktureller Domanen mit jeweils einem Paam EF-Handmotiven und dadurch zu
einer Anderung der GC-Aktivitat fihren [13]. Fur GB-2 wird ein weiteres Modell vermutet,
bei dem es durch eine Dimerisierung des GCAP sellosfktivierung des ROS-GC-Dimers
kommt [38]. GCAP-1 aktiviert sein Zielprotein altitng als Monomer [39].

Die verschiedenen GCAP-Isoformen zeigen ein untézdtiches Aktivierungsprofil und
aktivieren die ROS-GCs bei unterschiedlicherf*@&onzentrationen und zu verschiedenen
Zeitpunkten Abb. 5. GCAP-1 ist fur die initiale Antwort durch Aktierung der ROS-GC 1 zu
einem friiheren Zeitpunkt und bei hoheren®'@nzentrationen verantwortlich [8]. Die
Aktivierung erfolgt auch schon bei geringeren Licténsitdten. GCAP-2 ist fur die
Aktivierung in der nachfolgenden Phase verantwdrtlund aktiviert die ROS-GC bei
niedrigeren C#-Konzentrationen als GCAP-1 und erst bei eineksté@n Lichtintensitat. Die
absoluten CH-Konzentrationen unterscheiden sich fiir die Re@nain unterschiedlichen
Spezies. Fur in HEK-Zellen exprimierte ROS-GC blgte eine halbmaximale Aktivierung
durch GCAP-1 bei C&Konzentrationen von 700-100M1 (ICsc-Werte) und bei
Konzentrationen von 100-20MM (ICsec-Werte) durch GCAP-2 [8]. Die Aktivierung von ROS-
GC 2 durch GCAP-1 fand ebenfalls bei héherefi @anzentrationen statt als durch GCAP-2
(ICso-Werte von 306 1M und 46nM) [8].
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Abb. 5 Ca&"*abhangige Aktivierung der ROS-GC durch GCAP-1 uCAP-2.GCAP-1 und 2 sind sowohl in
Anwesenbheit, als auch in Abwesenheit voff @a die ROS-GC gebunden. Dies ermdglicht eine #ehArtwort
auf C&*-Konzentrationsanderungen. Durch Abfall der intlhdéren Ca*-Konzentration dissoziiert das &€a
zuerst von GCAP-1. Dies fuhrt zu einer Konformagéiorderung des GCAP-1 und in der Folge zur Aktivigru
der ROS-GC. Fdllt die intrazellulare €aKonzentration noch weiter ab, geht auch GCAP-@6n aktivierenden
Modus tber (Abbildung von Koch und Dell‘Orco [8]).

Nicht nur die Aktivierungsprofile, sondern auch theeraktionsstellen von GCAP-1 und
GCAP-2 unterscheiden sich [29]. Die Aktivierung cduiGCAP-1 erfolgt hierbei von dé&-
terminalen Seite der intrazellularen Domane der FBTS(Abb. 4. Es sind insgesamt vier
Bindungstellen bekannt [8], zwei im Bereich dertdnxembrandoméne [40] und zwei in der
benachbarten Kinase-Homologie-Domane [41]. GCAPkfviart die ROS-GC von der
entgegengesetzt&iterminalen Seite im Bereich dérterminalen Extension der katalytischen
Doméne [36] Abb. 4. Die C-terminale Aktivierung ist einzigartig fur GCAP-2d wurde
bisher bei keiner anderen membrangebundenen GGdlatet [29].

Mutationen im Bereich der Bindungsregionen der R&S-und den GCAP-Proteinen
werden mit verschiedenen Erkrankungen assoziiéne Bekannte Punktmutation, die zum
Austausch F514S im Bereich einer GCAP-1-Bindungsreghnerhalb der ROS-GC fihrt,
wurde als eine Ursache fur die Lebersche kongenAahaurose identifiziert [42]. Dadurch
kommt es zum Ausfall der &agesteuerten Regulation durch GCAP-1 [43]. Versidne
Mutationen des GCAP-1-Gens, vor allem im BereiahEfe Handmotive 3 und 4 des Proteins,
fiihren zu einer veranderten Sensitivitat gegeni@@f und somit zu einem veranderten
Aktivierungsprofil [8, 44-49]. Eine sehr seltene tdtion wurde ebenfalls im codierenden Gen

fur das GCAP-2 gefunden und ist mit der ErkrankRegitis pigmentosa assoziiert [50].
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1.1.4 Calmodulin (CaM) und die Skelettmuskel-Myosin-leiclie-Ketten-Kinase
(skMLCK)

Bei dem C&'-bindenden Protein Calmodulin (CaM) handelt es siah ein ubiquitar
vorkommendes EF-Handprotein, das an einer Vielkatdchiedener Signaltransduktionswege
beteiligt ist. Diese sind unter anderem an der Mlkslntraktion, der Zellproliferation sowie
der Neurotransmittelfreisetzung beteiligt. CaM waurdrstmals 1970 als Aktivator einer
Phosphodiesterase beschrieben [51, 52]. Seitdendewumehr als 300 verschiedene
Zielproteine identifiziert [53], darunter die Sketauskel-Myosin-leichte-Ketten-Kinase
(skMLCK). Die CaM-vermittelte Aktivierung der skMUC erfolgt C&*-abhangig und fiihrt
zur Phosphorylierung der leichten Kette des Myo$t#s 55]. Diese Interaktion spielt eine
zentrale Rolle bei der Muskelkontraktion [55]. L&limenthalet al. ist ein Peptid (M13) aus
der C-terminalen Region der skMLCK das minimale CaM-Ringsmotiv [56]. Die mittels
NMR ermittelte Loésungsstruktur des CaM/skMLCK-Pdgtiomplexes bestatigte eine starke
Konformationsanderung des aebundenen CaM nach Bindung des Zielpeptiisb( §
[57]. CaM umschlieRt das Zielpeptid und nimmt eiine Vergleich zum freien C&
gebundenen CaM kompaktere Struktur an. Das PegpiilshiKomplex mit denC-Terminus zur
zentralen Helix des CaM orientiert, was als sogateantiparallele Orientierung bezeichnet
wird [57].

Aufgrund der strukturell sehr gut charakterisierbeteraktion des M13-Peptids mit CaM
wurde es in dieser Arbeit als Modellsystem zur Egalbng einer analytischen Strategie

verwendet.

CaM CaM/M13 Komplex
PDB-1EXR PDB-2BBM

Abb. 6 A:Rontgenkristallstruktur des Calmodulins (Pantoféetthen) im Cé&*-gebundenen Zustand [21B:
Losungsstruktur (NMR-Struktur) des CaM/M13-Peptahiplexes im Ga-gebundenen Zustand (CaM aus der
schwarzbauchigen Fruchtfliege) [57]. Eintrage deofeindatenbank (PDB) sind angegeben?Ganen: rote
Kugeln; EF-Handmotiv 1: blau; EF-Handmotiv 2: griBF-Handmotiv 3: gelb; EF-Handmotiv 4: orange.
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1.2 Massenspektrometrische Grundlagen

Die Massenspektrometrie (MS) ist heutzutage eiretmightbares analytisches Werkzeug
in allen naturwissenschatftlichen Bereichen. Grutmlisies Ziel dabei ist die Identifizierung
einer Verbindung anhand der Molekll- bzw. Atommasg®&er Bestandteile [58]. Das
Grundprinzip der Massenspektrometrie liegt in dezeigung von lonen aus anorganischen
oder organischen Substanzen mittels geeigneterddeth deren Uberfiihrung in die Gasphase
und der anschlieBenden Trennung nach ihrem Massedungsverhaltnis nG/2 zur
qualitativen und quantitativen Charakterisierun@][5Die Erzeugung der lonen kann im
Vakuum oder unter Atmospharendruck stattfinden, resdth die Trennung anhand ihmerz
Verhéltnisse im Vakuum erfolgt.

Die MALDI (Matrix-unterstitzte Laser Desorption/igrerung) zahlt neben der heute am
haufigsten eingesetzten Elektrospray-lonisierur§lYEu den sanften lonisierungsmethoden,
die fur die Analyse von Makromolekilen, wie Peptideder Proteinen, eingesetzt werden.
Beide werden im Folgenden zusammen mit den in diddeeit verwendeten Analysatoren
genauer beleuchtet.

1.2.1 lonisierungsmethoden
1.2.1.1 Matrix-unterstutzte Laserdesorption/lonisierung (MA LDI)

Bei der MALDI erfolgt die Anregung durch Laserbes$tiung mit UV- oder IR-Lasern. Die
lonisierung mittels Laserdesorption (LDI) ist hierlein schon seit den 1960er Jahren bekanntes
Prinzip [59]. Die Schwierigkeiten bei der lonisiagulabiler Substanzen mittels LDI waren die
punktuell auftretenden hohen Temperaturen und iemisgsenergien. Die MALDI-Technik
wurde von Michael Karas und Franz Hillenkamp enkeit Sie zeigten, dass durch
Kokristallisierung von Analytmolekilen mit einer iV-Bereich des Lasers absorbierenden
organischen Matrix nicht flichtige Substanzen dffekind ohne starke Fragmentierung
ionisiert werden koénnen [60, 61]. Dies wurde intepgn Arbeiten auch fur grof3e Proteine
bestatigt [62, 63].

Prinzipiell wird der Analyt fiir die lonisierung mitinem Uberschuss (1:1000 — 1:10000)
einer geeigneten Matrix auf einem metallischen Entdller kokristallisiert und dieser in die
MALDI-Quelle eingebracht [64]. Die lonisierung elgd durch Laserbeschuss des
Kokristallisats im Vakuum. Der genaue Vorgang aerigierung ist allerdings bis heute nicht
abschliel3end geklart. In Folge eines kurzen Lassgplkommt es zur pl6tzlichen Desorption
eines Teils des Feststoffkristallisats und zur @ig einer sogenannten Desorptionswolke. Fur
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die lonisierung kommen mehrere Mdoglichkeiten inderd65]. Zum einen kann es nach
Anregung der Matrixmolekiile zur Ubertragung einetéhs auf die Analytmolekiile kommen.
Zum anderen wird bei Verwendung saurer Losungsimiite Desorption zuvor gebildeter
protonierter Analytmolekile diskutiert. Zusatzlickkann es bei absorbierenden
Analytmolekilen auch zur direkten Photoionisierumgl zur Bildung von Radikalkationen
bzw. -anionen kommen. Die Beschleunigung der emdstaen lonen erfolgt durch Anlegen
einer elektrischen Spannung [58].

Fur die lonisierung mittels MALDI werden meist Lag® UV-Bereich mit Pulszeiten von
3-10ns verwendet [58]. Es handelt sich dabei um Stidkaser mit einer Emission bei 38
oder Nd:YAG-Feststofflaser mit einer Wellenlangen\@865nm [66, 67]. Fur eine effektive
lonisierung sind eine homogene Kristallisation udié Wahl einer geeigneten Matrix
entscheidend. Die Probenpraparation erfolgt dazispledsweise mit derdried-droplet
Methode. Dabei wird die Analytldsung mit einer Mdtisung in einem leicht flichtigen
Losungsmittel bzw. Losungsmittelgemisch vor dem thagen oder direkt auf dem
metallischen Probenteller gemischt und getrockifét.die lonisierung von Proteinen haben
sich Sinapinsaure [68] und 2,5-Dihydroxybenzoes§®®@¢ bzw. deren Derivate (z.B. Super-
DHB [70]) als geeignete Matrices herausgestelle Bnalyse von Peptiden erfolgt meist mit
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure [71].

Aufgrund der gepulsten Freisetzung der lonen aud/dd_DI-Quelle ist die Verbindung

mit einem Flugzeitanalysator (TOfime-of-fligh) eine optimale Kombination.

—_—
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auf
Proben-
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Linse fur
Laserlicht

UV-Laserpuls

Abb. 7 Darstellung der MALDI.Durch einen kurzen Laserpuls werden Matrix- undid@mmmolekiile angeregt
und desorbiert. Dies fiihrt zur lonisierung der Matund der Probenmolekiile. Durch Anlegen einertekdhen
Spannung werden die erzeugten lonen beschleurbgil&ing aus [58]).

1.2.1.2 Elektrospray-lonisierung (ESI)

Die heute am haufigsten eingesetzte Methode besbfisledie massenspektrometrische
Analyse nicht flichtiger Biomolekle ist die Eleds$pray-lonisierung (ESI). Es handelt sich
um eine der wenigen Methoden, bei der die lonisigribei Atmospharendruck erfolgt.
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Aufgrund ihres kontinuierlichen Charakters wird diealerweise in Kombination mit
flussigkeitschromatographischen Methoden eingesetzt

Die heute bekannte Methode der ESI wurde beres8 18®n Dole beschrieben [72]. Fur
seine in den achtziger Jahren entwickelte Methode Kombination der ESI mit der
Massenspektrometrie [73] erhielt John Fenn 2002 &&belpreis fur Chemie. Der
schematische Aufbau der damaligen ESI-Quelle istip. 8gezeigt.

Uberschall-  elektrostatische
zylindrische Gegen- expansion Transferlinsen
elektrode

\ Transfer-
Sprihkapillare I_ kapillare

I | | Quadrupolanalysator

Flussigkeits- | I
strom Ski /
Sprihnebel bei fmmer
Atmosphérendruck -‘
heiRes
Desolvatationsgas

erste Pumpstufe | zweite Pumpstufe

Abb. 8 Schematische Darstellung einer ESI-Quel@ie Analytldsung wird Gber eine Kapillare zum Eang

des Massenspektrometers gefiihrt und am Ende dumtdgeén einer elektrischen Spannung verspriiht. Das
Lésungsmittel wird mit Unterstlitzung eines heil3mtkengasstroms verdampft und die desolvatisicidaern
gelangen ins Massenspektrometer. In der ersten Buufgpwerden das eindringende Trockengas sowibctest
Lésungsmittelmolekiile entfernt und die lonen gegarigher den Skimmer und verschiedene Transferlinsgen
Massenanalysator (Abbildung nach [58, 73]).

Prinzipiell ist fir die lonisierung mittels ESI negtu jedes fllichtige Lésungsmittel geeignet.
Bei Standard-Flu3raten von 5-g0min (Normalfluss-ESI) wird eine Kapillarspannuwgn 3-
4kV angelegt. Dabei ist fur eine effektive Desolsaiung ein hoherer Anteil an flichtigen
organischen Losungsmitteln notwendig. Beim NanddEbspray ist auch die Verwendung
polarer Losungsmittel, wie reinem Wasser, moglicgd][ Unter Verwendung sehr enger
Spruhkapillaren und einer Spruhspannung von O0,k2,kann schon bei geringen
Flie3geschwindigkeiten von 20-80min ein stabiles Spray erreicht werden. Durcin de
geringen FluRR wird ein sehr feines Spray mit sétlrkleineren Primartrépfchen erzeugt (100-
1000-fach kleiner als bei NormalfluB-ESI), was dmiséatzliche Verwendung eines
Trockengasstroms unndtig macht [75]. Dies fuhremer verbesserten Empfindlichkeit und
einem geringeren Probenverbrauch.

Eine Voraussetzung fur die ESI ist das Vorhandensesn Analytionen in der
Probenlésung, da lonen nicht aktiv erzeugt werdd)j. [Das Anlegen der Kapillarspannung
fuhrt zur Ladungstrennung innerhalb der Loésung. dgiemh der Eingang des
Massenspektrometers als Kathode und die zufuhréagellare als Anode, wandern die

negativ geladenen lonen zur Kapillarwand und disitpogeladenen lonen innerhalb der
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Flussigkeit in Richtung Massenspektrometer. Daduitdet sich an der Kapillar6ffnung ein
Flissigkeitskonus, der sogenannte Taylor-Konaisb( 9 Aund B) [76]. Die zunehmende
Feldstarke an der Konusspitze fiihrt nach UberwirterOberflachenspannung zur Emission
eines feinen Flussigkeitsstrahls. Durch die hoh@ubgsdichte am Ende des Strahls zerfallt
dieser in kleine Tropfchen [77]. Die gleichartiglagenen Tropfchen driften aufgrund der
Coulomb-Abstof3ung auseinander und es entstehéiast Spray.

Die Flussigkeit der mikrometergrof3en Tropfchen aengft und die Dichte gleichartiger
Ladungen innerhalb der Trépfchen nimmt weiter ziieksteigt die elektrostatische AbstoRung
die Oberflachenspannung des Ldsungsmittels, zenfadlie Tropfchen bei Erreichen des
sogennanten Rayleigh-Limits [78] in kleinere Mikdyfchen. Ursachlich dafir sind die
auftretenden Fliehkrafte, die zu einer Deformatdsr Tropfchenform und somit zu einer
inhomogenen Ladungsverteilung fihren. An Bereich@nerer Ladungsdichte schniren sich

noch kleinere Tropfchen allpb. 9 G [79-81].

A geladene

Mikrotrépfchen @ |

Elektronen

Hochspannungs-
versorgung p——

TDC Elektronen

Abb. 9 Darstellung der Prozesse bei der Elektrogptanisierung. A: Schematische Darstellung des ESI-
Prozesses von der Bildung des Taylorkonus, dertisang der Mikrotrépfchen und der weiteren Absahing
kleinerer Mikrotropfchen von den Primartropfchenbflldung aus [58] nach [79])B: Mikroaufnahme des
Taylorkonus, dem austretenden Strahl und dem Zénf&deine Tropfchen (Abbildung aus [58] nach [7.7C:
Schattenaufnahme eines deformierten Tropfchenslendich abschnirenden Mikro/Nanotropfchen (Ablbidpu

nach [80]).

Die Bildung der freien lonen wird durch zwei versttene Modelle erklart. Das Modell
des geladenen Rickstands (CRiarged residue modegeht von immer kleiner werdenden
Tropfchen aus, die letztendlich nur ein einzigeddWol enthalten [72, 82]. Nach Verlust der
restlichen Losungsmittelmolekile werden die veti#igen Ladungen auf das Analytmolekiil
Ubertragen. Je nach Anzahl der verbliebenen Ladukaen so das Auftreten niedrig geladener
Spezies grof3er Molekule erklart werden.

Das Modell der lonenverdampfung (IEMpn evaporation modgl postuliert die
Verdampfung einzelner lonen von der Oberflache pelddener Mikrotropfchen [83, 84].
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Dieses Modell geht davon aus, dass gro3ere Molekitigprechend ihrer Oberflache mehr
Ladungen erhalten als kleine globulare Molekuleedstimmt mit der Beobachtung tberein,
dass Proteine in entfalteter Form meist hohere hgeln tragen als in der nativen gefalteten

Form.
1.2.2 Massenanalysatoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Hybridmassenspekéter setzen sich aus einer Reihe

verschiedener Massenanalysatoren zusammen, dielgarfelen kurz vorgestellt werden.
1.2.2.1 Der Flugzeit-Analysator

Das Prinzip der Flugzeitanalysatoren (TQime-of-fligh) wird schon seit den 1940er
Jahren genutzt [85]. Dabei werden lonen mithilfeesielektrischen Feldes auf eine bestimmte
kinetische Energie beschleunigt und gelangen darein feldfreies Flugrohr. Der folgende
physikalische Zusammenhang zwischen der elektnnsahd der kinetischen Energi@l( 1.1)
beschreibt die getrennte Detektion von lonen miérgchiedlichemm/z-Verhaltnissen anhand
ihrer Flugzeit Gl. 1.2). Dabei entspricht s der bekannten Lange des éltuigy U der angelegten
Beschleunigungsspannung, e der Elementarladureg,lzzdungszahl, nader zu bestimmenden
Masse des lons und t der fur das Durchfliegen dklfreien Driftstrecke bendétigten Zeit
(Gl. 1.3.

1 2
Ee/ = eZU :57}’1[-\/ = Ekin Gl 1.1
S
t=— Gl. 1.2.
V
m, 2eUt’
- Gl.1.3
z 52

Nach Beschleunigung der lonen mit einer bestimrBschleunigungsspannung sollten diese
beim Erreichen der feldfreien Region identischeeksthe Energien besitzen und so
entsprechend ihrer Masse zu unterschiedlichen Zeden Detektor eintreffen. Der
schematische Aufbau eines linearen TOF-Analysatareiner MALDI-Quelle ist inAbb. 10
gezeigt.
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Abb. 10 Schematische Darstellung eines linearen T®Ralysators [58].Nach lonisierung durch einen kurzen
Laserpuls werden die lonen mit der Spannung U besolgt, gelangen dann in die feldfreie Driftstrecknd
kommen dann entsprechend ihrer m/z-Verhaltnissmtarschiedlichen Zeiten am Detektor an.

Bei den heutigen TOF-Analysatoren werden die nsittdlALDI gepulst entstehenden
lonen verzogert extrahiert [86, 87]. Die ExtrakBspannung wird erst ca. 208 nach
Beendigung des Laserpulses eingeschaltet, so dagsedorption abgeschlossen ist [58]. Die
entstandene lonenwolke wird dann durch plétzlichelegen der Spannung beschleunigt und
gelangt gleichzeitig in den feldfreien Raum. Beir dALDI-TOF-Massenspektrometrie
werden sehr hohe Beschleunigungsspannungen veriv€@0kV), um die wegen des
Laserpulses schon anfanglich hohe kinetische Emeéyi lonen zu kompensieren [87].

Eine weitere Verbesserung der Auflosung wird duvtdrwendung eines Reflektrons
erreicht [88]. Das Reflektron setzt sich aus elReihe ringférmiger Elektroden zusammen und
kann als eine Art lonenspiegel betrachtet werd&bb( 1). Die lonen gelangen in das
Reflektronfeld, werden abgebremst und entgegenm ilispringlichen Bewegungsrichtung aus
dem Reflektron ausgestofRen. lonen mit gleicimefnV/erhaltnis dringen je nach Hoéhe ihrer
kinetischen Energie unterschiedlich tief in das I&&fonfeld ein. Dabei werden leicht
unterschiedliche Flugbahnen und kinetische Energlentischer lonenspezies korrigiert, so
dass sie zur gleichen Zeit am Detektor ankommen.

Mit heutigen sogenannten TOF/TOF-Geraten sind zlisht auch
tandemmassenspektrometrische Fragmentierungsexgeeanmaglich. Eine seit langerem
bekannte MALDI-Fragmentierungstechnikin-source decay (ISD), beruht auf der
Fragmentierung des Analyten in der Quelle durchen®h_aserenergie. Eine weitepgst-
source decayPSD) genannte Technik nutzt den Zerfall metaalonen in der feldfreien
Flugbahn. Bei der von der Firma Bruker Daltonik véiokelten, als LID laser-induced
dissociatio) bezeichneten Methode, die in dieser Arbeit genutaurde, werden
Fragmentierungen der Vorlauferionen durch eine lghd.aserenergie und Erhéhung der
sogenannten Laserfluenz erzielt [89]. Dabei trdben Peptiden hauptsachlich b- und y-

Fragmentionen und teilweise auch a-Fragmentionén au
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Abb. 11 Schematische Darstellung des MALDI-TOF/TQWassenspektrometers mit LIFT-Funktion und
Reflektron.Bei LID fiihrt die erhéhte Laserfluenz zu einer@gdten Anzahl von Vorlauferionen und in der Folge
auch der auftretenden Fragmentionen. Durch einanmgere Beschleunigungsspannung von c&V8bleibt
aufgrund der langsameren Geschwindigkeit mehrfdeiie Entstehung von Fragmentionen. Die Fragntargn
fliegen zusammen mit ihren Vorlauferionen als Idamniie durch den feldfreien Raum 1 (TOF1) zur LFT
Einheit. Auf dem Weg erfolgt die Selektion der gestiten lonenfamilie durch einen timed ion sele€it8). In
einem ersten Bereich der LIFT-Einheit werden digelo der Familie auf ein gemeinsames Potential aolgeh
und durch ein zweites Elektrodengitter fokussidurch Absenken der Elektrodenspannung gelangeim slen
dritten Bereich der LIFT-Zelle und werden dort &éximalgeschwindigkeit in Richtung des zweitenfifeien
Raums beschleunigt. Am Detektor 2 werden die I@msprechend ihres m/z-Verhéltnisses zeitlich gatre
erfasst (Abbildung nach [89]).

1.2.2.2 Der Orbitrap-Massenanalysator

Der von Alexander Makarov entwickelte und seit 20@% der Firma Thermo Fisher
Scientific ~ vertriebene  Orbitrap-Massenanalysator 0,[9 91] ermdglicht die
massenspektrometrische Analyse von lonen mit éioken Genauigkeit und Sensitivitat. Das
Prinzip, lonen auf Kreisbahnen um eine in z-Richtuausgedehnte Zentralelektrode
einzufangen, die von einer Zylinder-formigen und briden Enden verschlossenen
Aul3enelektrode umgeben ist, war schon 1923 vond<ngoeschrieben worden [92]. Knight
entwickelte dieses Prinzip weiter. Er veranderte lBorm der Aul3enelektrode so, dass der
Radius von der Mitte zu den Aul3enseiten abnahm. [B8{ dieser sogenannten idealen
Kingdon-Falle konnte man lonen speichern und gezieleinem Detektor weiterleiten, aber
keine m/zVerhaltnisse bestimmen [91]. Makarov nutzte dieBaazip und entwickelte die
heute bekannte Orbitrap, die sich aus einer sfiheigen Zentralelektrode und einer in der
Mitte geteilten fassformigen AuRRenelektrode zusamsetzt [90] Abb. 12 A. An der
Zentralelektrode liegt ein Potential von ca. By5an, wahrend beide Aul3enelektrodenhélften
auf Grundpotential geerdet sind [94]. Gelangenalieanalysierenden lonen tangential zur
Zentralelektrode in das als quadrologarithmischelndmete Feld der Orbitrap, bewegen sie
sich auf stabilen Kreisbahnen um die spindelférndgeatralelektrode. Sie rotieren aufgrund
der Form des statischen elektrischen Feldes nichtum die zentrale Elektrode, sondern

zusatzlich periodisch entlang ihrer z-Achse. Dudddse Bewegung (z-Achse) wird in den
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beiden AulRenelektroden ein Bildstrom induziert. Oszillationsfrequenz entlang der z-Achse
ist unabhangig von der initialen Energie der loned indirekt proportional zur Quadratwurzel
desm/zVerhéltnisses [90]. Mithilfe einer schnellen FaufiTransformation lassen sich so die

exakterm/zVerhaltnisse der zu analysierenden lonen bestimi@&richung Abb. 12 B.

B

Abb. 12 Orbitrap-Massenanalysator. Alnnenansicht des Orbitrap-Massenanalysatofa) spindelférmige
Zentralelektrode; (b) falRfoérmige AuRenelektrode;) (Keramikisolierung zwischen den Halften der
AulRenelektrode. r und z bezeichnen die zylindrisclordinaten (Abbildung aus [95])B: Die
Oszillationsfrequenz entlang der z-Achse) (ist indirekt proportional zur Quadratwurzel desabte-zu-
Ladungsverhaltnisses (fu) eines lons. k: Konstante fiir die Krimmung dektaschen Feldes.

1.2.2.3 Linearer Quadrupol-Massenfilter

Lineare Quadrupol-Massenfilter werden entwedereatse Transferoptiken zur gerichteten
Fuhrung der lonen in Massenspektrometern eingesdtat entsprechend ihrem Namen als
Massenfilter. Sie setzen sich aus vier quadratisolh eine Langsachse angeordneten
hyperbolischen oder zylindrischen Stabelektrodesamumen Abb. 13 [58]. Die sich
gegeniberliegenden Elektroden besitzen jeweils diesche, aus einer Gleich- und
Wechselstromkomponente bestehende, Potential. Dladwechseln sich die auf ein lon
einwirkenden anziehenden und abstol3enden Krafte imd y-Richtung ab. Das auftretende
guadrupolare Feld kann mithilfe ddiathieulschen Gleichungen [96] beschrieben werden [58].
Bei einer bestimmten Gleichstrom- und Wechselstgansung mit einer definierten Frequenz
kénnen nur lonen eines bestimmtefeWertes bzwm/zBereiches den Quadrupol auf stabilen
Bahnen in z-Richtung passieren, andere bewegenradibl heraus oder prallen gegen die
Stabelektroden. Ohne eine zusatzliche Gleichstrompkmente wirkt der Quadrupol als reine

lonentransferoptik fir einen breitem’zBereich (Radiofrequenz (Rénly)-Modus) [58].
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-(U + Veosot)

Abb. 13 Quadrupol-Massenfilter. (ajschematische Darstellung mit eingezeichneten Koaten und den
anliegenden Wechselspannungen (V) und GleichspaenufU); (b) Foto eines Quadrupol-Massenfilters der
Firma Waters (Abbildungen aus [58]).

1.2.2.4 Lineare lonenfalle

Die linearen lonenfallen (LIT) in den hier verwenrele Hybridmassenspektrometern
bestehen aus einem Quadrupol mit hyperbolischektrBtienstaben, die in drei Bereiche
segmentiert sind. Gelangen lonen in das Wechseispagsfeld des Quadrupols, werden sie
durch StoRRkihlung verlangsamt [97]. Bei Anlegen eeirGleichspannung an beiden
AuBBensegmenten T(appingElektroden) des Quadrupols wird ein zusatzliches
Trappingpotential erzeugt und lonen im Inneren des Quadsugiagefangen [98]. So kdnnen
lonen akkumuliert und gespeichert werden. Wird aidiegende Gleichspannung an den
aul3eren Segmenten auf eine Wechselspannung unigekteginen die gespeicherten
lonenpakete gezielt in axialer (z-) Richtungbb. 14 ausgeworfen werden. lonen eines
bestimmterm/zWertes kénnen auch isoliert oder massenseleksgeworfen werden. Dazu
wird eine zusatzliche Wechselspannung an den Aglgemsnten angelegt, deren Frequenz der
radialen Frequenz der lonen eime&Wertes entspricht [99]. Diese bewegen sich dadurch
axialer (z-) Richtung aus der LIT heraus. Altemaist es mit den hier verwendeten
segmentierten LITs mdglich, lonen eineszWertes auch radialApb. 14 x-Richtung)
auszuwerfen. Dafiir werden die im Inneren der Llfinoichen lonen durch eine zuséatzliche
Wechselspannung an den zentralen (x-)Stabelektno@esenselektiv angeregt und durch die
in den Elektroden befindlichen Offnungen in x-Riohg nach auBen auf einen
Sekundarelektronenvervielfacher (SEV) gelenkt [1&dje solche LIT kann auch als isolierter

Massenanalysator verwendet werden.
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Abb. 14 Segmentierte lineare lonenfalllonen werden im RF-Feld des mittleren Segmentsaragispeichert.
Durch ein starkeres Feld am Anfang und Ende deleRaird ein Trappingfeld erzeugt, was ein axialeslgssen
der lonen verhindert. lonen kdnnen massenselektwokl axial (z-Achse), als auch radial (x-Achse3gaworfen
werden. SEV: Sekundéarelektronenvervielfacher (Alobi) aus [58] nach [100]).

1.2.2.5 Hybridgerate

Eines der friihen kommerziell erhaltlichen Orbitipssenspektrometer ist das in dieser
Arbeit verwendete Hybridgerat LTQ-Orbitrap XAl§b. 15 [94]. Die lonisierung erfolgte hier
Uber eine Nano-ESI Quelle. Die lonen gelangen madsieren der Transferkapillare und des
Skimmers Uber verschiedene lonentransferoptikedienlineare lonenfalle. Hier wird tber
kurze Prescansder Totalionenstrom (TIC) bestimmt und die Fullz#er Falle automatisch
angepasst (AGCautomatic gain contrdl[94]. Dies verhindert ein Uberfillen der linearen
lonenfalle (hier: LTQ) und daraus folgende Raum+tagseffekte, die zu einer verringerten
Auflésung und Massengenauigkeit fihren kdénnen. NAkkumulation einer bestimmten
Anzahl von lonen kénnen diese entweder direkt m_.d€) mit einer niedrigen Auflésung, aber
hohen Sensitivitat analysiert werden oder die lagelangen nach axialem Auswurf Gber einen
Transfermultipol in den C-férmigen RF-QuadrupdC-{rap. Dort werden sie durch
StoRkuhlung bei niedrigem Stickstoffpartialdruckgebremst und im Zentrum dé€-Trap
konzentriert. Uber einen kurzen Hochspannungspalslen die lonen ausgestoRen und in die
Orbitrap injiziert [94]. Wahrend der Injektion wirddas anziehende Potential der
Zentralelektrode verringert. Entscheidend dabed sler Injektionswinkel, eine sehr kurze
Injektionszeit und die leicht seitlich verschobehgektion in die Orbitrap. An der
Zentralelektrode liegt anschlielend ein anziehendestential von ca. -3V
(Positivionenmodus) an und die lonen gelangen aefedforderliche Kreisbahn um die
Zentralelektrode. Sie oszillieren aul3erdem entlaley z-Achse Abb. 12 A. Fir die
Aufzeichnung eines ausreichend langen Transienggninh Bereich der Orbitrap ein
Hochvakuum von ca. 110°mbar erforderlich [94]. Die Analyse der lonen kanit einer
Auflésung von bis zu 100.000 bai/z400 erfolgen und bei interner Kalibrierung mit @ine

Massengenauigkeit van3 ppm.
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Bei dem neu entwickelten Orbitrap Fusion Tribridr&dAbb. 16§ wird fur eine verbesserte
Transmission der lonen anstatt eines Skimmersogienitrichter §-Len3 verwendet [101]. Im
darauf folgenden gebogenen Transferquadrupol weNéeiralteilchen effektiv abgetrennt und
nur geladene Molekile in den Quadrupol-Massenfgedfiihrt. Hier kbnnen lonen einegz
Wertes isoliert oder alle lonen in der RF-Konfigioa hindurchgeleitet werden. Die lonen
werden zuerst in der HCDhigher-energy collisional dissociatipiZelle gesammelt und
kénnen dann entweder Uber dieTrap in die Orbitrap gefiihrt und analysiert werden oder
gelangen in die zweizellige lineare lonenfalle. Didvitrap ist im Vergleich mit dem Orbitrap-
Analysator im LTQ-Orbitrap XL-Gerat insgesamt kiginmit einer verhaltnismafig dickeren
inneren Elektrode. Durch das starkere elektrisaié i der sogenanntetigh-Field Orbitrap
von bis zu XV kann hier eine Auflosung von bis zu 400.000rb&200 und bei vergleichbarer
Auflésung schnellere Analysenzeiten gegeniuber aeherigen Orbitrap-Massenanalysatoren
erreicht werden [101]. Der niedrigere Druck in tieearen lonenfalle verbessert ebenfalls die
Auflosung und erlaubt schnellere Analysenzeiten.

C-Trap

Elektrospray- LTQ-lineare C-formiger HCD-
lonenquelle lonenfalle Quadrupol  Kollisionszelle
€ L _hala il ey u
(>)
e (o . =
N W g o —
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Orbitrap- /’\
Massenanalysator

Abb. 15 Schematischer Aufbau bes LTQ-Orbitrap XL btidmassenspektrometefplanetorbitrap.com).

Niederdruck-

iah-Fi Dual-Pressure
Uﬂrg:;ﬁz:m,d Lineare @ 0 - Zelle
Massenanalysator lonenfalle @;\ 0
— 0
7 ¢
4
\O O Detektor
L ST \0
® =
Q -'f‘ ‘; \ Hochdruck-
uadrupol- = \ Zelle
Massenfilter o .’
) T
lonenstrahlfilter - \
~ [ N4 .
HCD
ﬁ Ill | Kollisionszelle
-_—— !
% C-Trap
ETD- — S C-férmiger
Quelle == S-Lens Quadrupol
%% lonentrichter

Elektrospray-

% lonenquelle

Abb. 16 Schematischer Aufbau des Orbitrap Fusionidrid-HybridmassenspektrometeréThermo Fisher
ScientificProduct SpecificationBroschiire 2013, Abbildung nach [101]).
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1.2.3 Fragmentierungsmethoden

In dieser Arbeit wurden verschiedene Fragmentiesexgerimente durchgefuhrt. Fur die
sogenannte kollisionsinduzierte Fragmentierung (Qdllision-induced dissociatign[102,
103] werden die in der linearen lonenfalle isoberund gespeicherten lonen angeregt. Nach
Zufuhr eines Inertgases (z.B. He, Ar odef) Mommt es zu Kollisionen zwischen den
angeregten lonen und den Inertgasmolekilen. Diwaadmsten Bindungen im Molekdl, d.h.
bei Peptiden die Peptidbindung, brechen dabei zu2issentstandenen Fragmentionen kénnen
entweder direkt in der linearen lonenfalle (LIT)endnach Uberfiihrung in der Orbitrap
analysiert werden. Bei der zweizelligen lonenfafidolgen die Fragmentierung in der
Hochdruckzelle und die Detektion der Fragmentioimetier benachbarten Niederdruck-Zelle.
Dies ermdglicht eine héhere Auflosung bei der Asalger Fragmentionen.

Eine weitere Moglichkeit einer etwas héher enesgbin Fragmentierung ist durch
Aktivierung mittels HCD Kigher-energy collisional dissociatipméglich [104]. Daflr werden
die lonen in einen an de-Trapangrenzenden RF-Multipol Gberfihrt und durch eistanken
Radiofrequenzpuls angeregt. Kollisionen mit vorlereh Stickstoffmolekilen fihren zu
vergleichbaren Fragmentierungen, wie unter CID-Bgdngen. Bei dem LTQ-Orbitrap XL-
Massenspektrometer kann die Detektion der erzeugtagmentionen ausschliel3lich in der
Orbitrap erfolgen. Die veréanderte Anordnung der je@oren bei dem Orbitrap Fusion
Tribrid-Gerat ermdglicht die Detektion der Fragmenén sowohl in der Orbitrap als auch in
der linearen lonenfalle. Sowohl bei CID als auchH€D werden bei der Fragmentierung von
Proteinen oder Peptiden hauptsachlich die Peptidinigen zwischen dem Carbonyl-
Kohlenstoff und dem benachbarten Stickstoffatompgken. Je nach Verbleib der Ladung
kénnenN-terminale b-lonen un@€-terminale y-lonen entsteheAlfb. 173. HCD eignet sich
dabei besonders fiur die Analyse der Lokalisierungttpanslationaler Modifikationen, wie
Phosphorylierungen, da diese trotz héherer Enertialten bleiben [104].

Bei Verwendung des Orbitrap Fusion Tribrid-Hybridse@nspektrometers ist zusatzlich
eine durch Ubertragung niederenergetischer Ele&trorerursachte Fragmentierung moglich
(ETD, electron transfer dissociatig101, 105]. In einer direkt hinter d8rLendokalisierten
Reaktionskammer wird Uber ein starkes elektrisdRelsl ein Elektron von zugeflihrtem
Stickstoff auf das sublimierte Fluoranthen UberragNach Isolierung und Speicherung der
interessierenden lonenspezies in der linearen falhenwird das erzeugte Fluoranthen-
Radikalanion ebenfalls in die lineare lonenfallerdbhrt und das niederenergetische Elektron

auf das zu analysierende Molekilion Ubertragen. Begmentierung von Proteinen und

26



Grundlagen

Peptiden werden dadurch Spaltungen zwischen dendeanPeptidbindung beteiligten
Amidstickstoff und dem folgenden o€Atom hervorgerufen, wodurchN-terminale c-
Fragmentionen un@-terminale z-Radikalfragmentionen entsteh@bl. 13. Zusatzlich ist
durch Fragmentierung der Seitenketten eine Unterdahg zwischen Leucin und Isoleucin
maoglich. Posttranslationale Modifikationen bleibgrof3tenteils erhalten, worin die Starke

dieser Fragmentierungsmethode liegt.
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Abb. 17 Fragmentierungsschema am Beispiel einespéptids mit den auftretenden Fragmentionen unter
Verwendung der Nomenklatur nach Roepstorff und Bianm [106, 107].

1.3 Protein-Strukturanalysen mittels chemischer Quervenetzung und

Massenspektrometrie

Die dreidimensionale Struktur eines Proteins hamgf mit dessen Funktion und seinen
Interaktionen mit anderen Proteinen zusammen [188lkturelle Veranderungen kénnen
entscheidend flr den Ablauf eines physiologischeargengs sein. Fur ein detailliertes
Verstandnis der molekularen Zusammenhénge ist titeahah eine genaue Charakterisierung
der 3D-Strukturen bzw. der strukturellen Verandgemvon Proteinen und deren Komplexen
essentiell.

Zur Untersuchung von Proteinstrukturen und Protégmaktionen werden verschiedene
spektroskopische, kalorimetrische, chromatograpleiscsowie massenspektrometrische
Methoden eingesetzt. Eine genaue strukturelle @tetaierung wird haufig mittels NMR-
Spektroskopie und Rontgenkristallographie durchgef{d09, 110]. Die erhaltenen Daten
konnen zur Erstellung hochaufgeloster dreidimera@mProteinstrukturen genutzt werden.
Allerdings sind fur diese Messungen groR3e Protenmgee und hohe Konzentrationen
notwendig, was ihre Anwendung auf bestimmte Systeeggenzt [111].

Die strukturelle Untersuchung mittels chemischee@ernetzung in Kombination mit der
Massenspektrometrie stellt eine Alternative zu klassischen Methoden dar [108, 111, 112].

Die Reaktionen kénnen in Lésung bei anndhernd plogischen Konzentrationen und pH-
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Bedingungen durchgefiihrt werden. Dabei ist die @rd& interessierenden Proteinkomplexe
theoretisch unbegrenzt, es werden geringe Mengémalyt bendtigt und es kann schnell ein
riesiger Datensatz generiert werden [108]. Die Bnggse konnen dann zur Erstellung
niederaufgeldster Protein-3D-Strukturmodelle genuerden. Dies wurde an sehr grof3en
Proteinkomplexen, wie dem 1-MDa TRIC/CCT Chaperefdimplex [113, 114], der sich aus
16 Untereinheiten zusammensetzt, und dem 670-kDA-Rdlymerase II-TFIIF-Komplex
[115] gezeigt.

1.3.1 Prinzip der chemischen Quervernetzung und die Iderfizierung der

Quervernetzungsprodukte

Bei der chemischen Quervernetzung von Proteinen Bo&einkomplexen werden Uber
ein chemisches Reagenz kovalente Bindungen zwisebesthiedenen Aminosaureresten
eingefuhrt. Dies kann direkt zwischen zwei benadema Aminosaureseitenketten als
sogenannte Nulllangen-Vernetzung oder durch Eimftiheines AbstandshalterSpacey
erfolgen. Das Protein bzw. der Komplex wird daduncheiner bestimmten Konformation
fixiert. Entsprechend der Primarstruktur der verdeden Proteine, deren GroRe und der zu
I6senden Fragestellung muss daflr ein passendevépuetzungsreagenz gewahlt werden.
Die Reagenzien konnen hinsichtlich der maximal kiiexkbaren Distanz, der Reaktivitat
sowie der Funktionalitat variieren [108, 111]. Sekchtig fur die Auswahl des Reagenzes ist
auch, ob primar strukturelle Informationen von tesse sind oder nach unbekannten
Interaktionspartnern gesucht werden soll.

Zu Beginn muissen die Reaktionsbedingungen hingbhtder Konzentration des
Quervernetzungsreagenzes, der Reaktionszeit, deBegihgungen und der Temperatur
optimiert werden. Ziel ist dabei, das Protein baessen Komplex ausreichend zu vernetzen,
aber keine Reaktionsartefakte durch zu starke Weung zu erzeugen [108]. Nach erfolgter
Reaktion wird die Komplexbildung massenspektromselritiberpriift.

Die Untersuchung der quervernetzten Komplexe kariverschiedenen Wegen erfolgen.
Eine der popularsten Strategien ist die sogenapmddtom-up-Analyse (Abb. 1§. Dazu
werden nach gelelektrophoretischer Trennung (SD&P)Adie Banden des Komplexes aus
dem Gel ausgeschnitten. Anschliel3end werden dieiReomit einer oder mehreren geeigneten
Proteasen proteolytisch im Gel gespalten [108]skann alternativ auch direkt in Losung
erfolgen. Durch die Wahl der richtigen Proteasdtesolgut zu analysierende und definierte
Produkte im Massenbereich zwischen 1000-3D8fhalten werden. Aufgrund der spezifischen
Spaltung nach Lysin und Arginin und der daraus Itesanden potentiellen Ladung a@y
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Terminus wird am haufigsten die Protease Trypsimwgadet. Bei der Reaktion mit
aminreaktiven Reagenzien kann dies aufgrund demeéfeung von Lysinseitenketten vermehrt
zu Fehlschnittstellen fihren, weshalb die Verwemgeiner zweiten Protease oft vorteilhaft ist.

Die erhaltenen Peptidmischungen sind sehr komplek lestehen hauptséchlich aus
linearen Peptiden und einem kleinen Anteil quergtater Produkte. Eine chromatographische
Trennung ist deshalb fir die massenspektrometriktdeifizierung essentiell. Die erhaltenen
massenspektrometrischen Daten werden mit einer e Lish-silico erzeugter
Quervernetzungsprodukte  abgeglichen und identifzie Produkte Uber ihre
Fragmentionenmassenspektren bestatigt.

Die massenspektrometrische Analyse intakter Pretiler Proteinkomplexetfp-dowri-
Analytik) stellt einen zweiten vielversprechendensatz dar [108]Abb. 1§. Ein sehr hohes
Auflésungsvermoégen ist dabei eine VoraussetzungdiérAnalyse grof3er Komplexe und
begrenzte den Einsatz dieser Methode bisher im htleseen auf FTICR (Fourier-
Transformation-lonencyclotronresonanz)-Massenspaidter. Mit der Entwicklung des
Orbitrap-Massenanalysators wird dieser Ansatz afioh ein breiteres Anwenderfeld
interessant. Dabei wird der intakte Proteinkompiée vorherige proteolytische Spaltung
ionisiert und in die Gasphase uberfiihrt. Uber eibmssenfilter werden die lonen des
Komplexes in der Gasphase isoliert und anschlieffegimentiert. Die Identifizierung der
exakten Vernetzungsstellen erfordert eine leistifigge Fragmentierungsmethode zur
Sequenzierung des Komplexes. Die Entwicklung deb{fagmentierung war dabei ein
entscheidender Schritt. Die Analyse der komplexegmentionenspektren setzt zusatzlich
eine leistungsstarke Software voraus. In der Aspeitppe von Neil Kelleher wurde fur die
Analyse posttranslationaler Modifikationen einestengsstarke Software entwickelt [116,
117]. Fur die Analyse von quervernetzten Proteingn allerdings immer noch eine
zeitaufwendige manuelle Auswertung notwendig. Td#g grof3en Potentials déop-dowri-
Methode hangt deren Erfolg von einer effektiven flidrung groRer Komplexe in die
Gasphase und deren ausreichende Fragmentierungenauen Bestimmung der exakten

Quervernetzungsstellen ab, was ihre Anwendung blsgrenzt.

Nach Identifizierung der exakten Vernetzungsstell&ddnnen die erhaltenen
Distanzbeschrankungen fur die Computer-gestltzteredd@aung niederaufgeltster

Proteinstrukturmodelle, z.B. mit Rosetta [118], gzbhwerden.
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Abb. 18 Schematische Darstellung der Strukturanaysvon Proteinkomplexen mittels chemischer
Quervernetzung und massenspektrometrischer Analyséer Verwendung der ,bottom-up“-Strategie (links)
und der ,top-down“-Strategie (rechts) zur Erstellgneines Strukturmodells.

1.3.2 Quervernetzungsreagenzien

Fur die strukturelle Analyse von Proteinkomplexenduder Identifizierung von
Interaktionspartnern wurde wahrend der letzten z#dimte eine Vielzahl verschiedener
Quervernetzungsreagenzien entwickelt, von denengesitkkommerziell erhaltlich sind.
Hinsichtlich ihrer Reaktivitat werden hauptsachlispezifische Reagenzien (amin- oder
sulfhydrylreaktiv) und unspezifische ReagenzienB.(zFormaldehyd) sowie solche mit
photoaktivierbaren Gruppen unterschieden [108, 1119]. Als homobifunktionelle
Reagenzien werden meist symmetrische Molekile méi zdentischen reaktiven Gruppen
eingesetzt. Heterobifunktionelle Reagenzien traggsachiedene reaktive Gruppen und kdnnen
in einer konzertierten oder in einer Stufenreaktienvendet werden. Bei einer zweistufigen
Reaktion wird ein Molekil modifiziert und das UbshEssige Reagenz entfernt, bevor der
potentielle Interaktionspartner hinzugegeben urel zleite Reaktion initiiert wird [119].
Trifunktionelle Reagenzien bestehen haufig ausmneineterobifunktionellen Reagenz, welches

mit einem Affinitatsanker, wie Biotin, gekoppelt tisder zur Anreicherung der
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Quervernetzungsprodukte genutzt werden kann [1E@je Sonderstellung nehmen die
sogenannten Nulllangenreagenzien wie Carbodiimigedée in Kombination mit Sulfo-NHS
zur direkten Vernetzung von Carboxylgruppen dert&hat- und Aspartat-Seitenketten und

den priméren Aminen der Lysine genutzt werden [119]
1.3.2.1 Homobifunktionelle aminreaktive Quervernetzungsreagnzien

Zu den verbreitetsten Reagenzien gehdren aminveakitiHydroxysuccinimid (NHS)-
Ester und deren wasserlosliche Sulfonsaureder(iatéydroxysulfosuccinimidSulfaNHS),
die als Natrium-Salze zum Einsatz kommen. PromendBeispiele sind die NHS-Ester-
Derivate von Dicarbonsauren, wie Bis(sulfosuccimiyhiglutarat (BSG) als Derivat der
Glutarsaure und Bis(sulfosuccinimidyl)suberat {B8s Derivat der Suberinsaure [121]. Diese
reagieren hauptsachlich mit den primaren Amingrapper Lysinseitenketten sowie der
ProteinN-Termini (Abb. 19. Dabei fuhrt der nukleophile Angriff des primaraliphatischen
Amins Uber einen&-Mechanismus zur Bildung einer stabilen AmidbingluNur wenn sich
zwei Lysinseitenketten (bzwN-Termini) in ausreichender, durch den Abstandshalts
verwendeten Reagenzes uUberbruckbarer, raumlichére Nd@ueinander befinden, ist eine
Reaktion beider NHS-Ester Funktionen mdglich undé®&este werden kovalent miteinander
vernetzt. Liegen die verknUpften Reste nach prgtscher Spaltung innerhalb eines Peptids
oder in verschiedenen Peptiden, werden diese Pt@dlk intrapeptidale bzw. interpeptidale
Quervernetzungen bezeichnet. Wenn sich im entspnglgin  Abstand kein zweiter
Reaktionspartner befindet, kann nach erfolgter Realauf einer Seite des Reagenzes durch
Hydrolyse des zweiten NHS-Esters die freie CarbareséntstehermAbb. 19. In der Literatur
wird dies auch alsmonolinkK oder ,dead-end crosslirflbezeichnet [122, 123]. Die Reaktionen
werden meist Uber Zugabe von aminhaltigen Substanzae (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan) oder Ammoniumhydrogencarbonat gestejaurch auch Aminolyseprodukte
beobachtet werden [124]. Die Modifikation diesersing gibt Aufschluss Uber deren
Zuganglichkeit. Neben den Reaktionen mit primardiphatischen Aminen sind auch
Reaktionen mit Hydroxylfunktionen von Serin, Threoand Tyrosin moéglich, die zur Bildung
von kovalenten Esterbindungen fihren [125, 126 Bnwesenheit von Histidin in der Nahe

der Reaktionsstelle scheint dies zu katalysier@s][1
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der potentiellen Reaktionsprodukte.

1.3.2.2 Photoaktivierbare Quervernetzungsreagenzien

FUr eine Vernetzung verschiedener Aminosduren werbaufig photoaktivierbare
Reagenzien mit unspezifischer Reaktivitat eingés@iese sollten bei Umgebungslicht und
den verschiedenen Pufferbedingungen stabil undniene UV-Bereich aktivierbar sein, der
nicht zur Zerstérung der zu untersuchenden Bionibdéekfuhrt (UV-A) [108]. Als
photoreaktive Gruppen werden Arylazide, DiaziriAdly. 20 oder Benzophenondib. 23
verwendet, die bei Wellenlangen von ca. B6D angeregt werden kdnnen [108]. Sie finden
unter anderem in heterobifunktionellen Quervernegsueagenzien Verwendung, die noch eine
zweite, meist aminreaktive Gruppe tragen [127, 1R8ch Markierung eines Proteins kann in
einem zweiten Schritt gezielt die Photoreaktion\zeimetzung mit Bindungspartnern gestartet
werden.

Zusatzlich kommen photoreaktive Aminosauren zunséiin Diese kdnnen zum einen
unter Verwendung spezieller t-RNA bei der rekombtea Proteinbiosynthese gerichtet in das
Zielprotein eingefuhrt werden [129, 130] oder werdespezifisch nach Zugabe zu einem
depletierten Nahrmedium inkorporiert [131]. Furer@ktionsstudien zwischen Peptiden und
Proteinen kénnen Photo-Aminosauren auch syntheiisotie zu untersuchenden Peptide
eingebaut werden [132-135]. Ein Vorteil dieser BhAMinosauren ist neben ihrer breiten
Reaktivitat auch die kurze Uberbrickbare Distanzdea potentiellen Reaktionspartnern.
Solche Aminoséauren werden deshalb auch als NulléRgagenz betrachtet. Photo-Leucin
und Photo-Methionin besitzen einen Diazirinringbb. 20 und werden anstelle der
entsprechenden natirlichen Aminosauren eingebat#A44Aktivierung fihrt zur Abspaltung
des Stickstoffs, wodurch ein reaktives Carben ehtstCarbene kdnnen C-H-Bindungen

angreifen und eine stabile C-C-Bindung mit demrhidtgonspartner ausbilden [136]. Weiterhin
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sind aufgrund des elektrophilen Charakters des éarlauch Reaktionen mit Heteroatomen
maoglich, die freie Elektronenpaare besitzen [13@&)ies kann zu unerwinschten
Nebenreaktionen mit Losungsmittelmolekilen wie Véassd Alkohol fihren [137]. Weitere
Reaktionen sind die Umlagerung zu inerten line&riexzoisomeren oder nach-{Verlust zum
Alkenprodukt [136].

Mji( \J\jﬁ(\z — L

Abb. 20 Reaktionsschema eines mit Photo-Leucin marten Peptids nach Bestrahlung mit UV-A-Licht am
Beispiel des Alanins.

Eine weitere photoreaktive Aminosaure ist ga8enzoylphenylalaninAbb. 23, welches
zunehmend flr Protein/Peptid- und Protein/Proteterbktionsstudien verwendet wird [130,
132, 135, 138]. Die Benzophenon-Gruppe dieser Asénee ist ausreichend stabil gegeniber
Umgebungslicht und den bei der Peptidsynthese nddreen Bedingungen. Nach Aktivierung
bildet sich ein Diradikal, welches hauptsachlich t n€-H-Gruppen reagiert. Das
Sauerstoffradikal abstrahiert dabei ein Wassemdimii und es kommt in der Folge zur
Ausbildung einer stabilen C-C-Bindung [136, 139]ofz der Reaktionsmdglichkeit mit jeder
C-H-Gruppe zeigt sich eine Praferenz von Benzophemofir die Reaktion mit C-H-
Bindungen, die Heteroatomen benachbart sind. Disdevm besonderen Mal3e fir Methionin
beobachtet [134, 140-142]. Vorteil der Benzophengegenuber den Diazirinen ist die

Reversibilitat der Radikalbildung, sowie die felden Reaktivitat gegentber polaren

Lésungsmitteln [132, 139].

Abb. 21 Reaktionsschema eines mit p-Benzoylphemylal markierten Peptids nach Bestrahlung mit UV-A-
Licht am Beispiel des Methionins.
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1.3.3 Identifizierung der Quervernetzungsprodukte

Die sichere Identifizierung der Quervernetzungspkoel stellt immer noch die grolite
Herausforderung fir eine breite Anwendung der Tictiar. Das liegt zum einen an der meist
niedrigen Abundanz der Produkte und den komplexagriRentionenmassenspektren. Diese
sind bedeutend komplexer als bei Fragmentierungafer Peptide, da Fragmente beider
Peptide erhalten werden. Bei der Verwendung voperiBschen Reagenzien missen zudem
verschiedene Verknipfungsstellen einbezogen werdén.eine eindeutige Zuordnung der
Fragmentionen wurde von Schillireg al. [143] eine angepasste Nomenklatur vorgeschlagen,
die auch in dieser Arbeit Verwendung findabb. 23.

Fur eine zeiteffiziente Analyse ist eine Computest{tzte Auswertestrategie unerlasslich.
Dies fuhrte zur Entwicklung zahlreicher Softwareidgen [144-151]. Einige, wie z.B.
GPMAW [144], nutzen ausschlie3lich die Massen derlduferionen zur Identifizierung der
Quervernetzungsprodukte, was eine zusatzliche nilanueAnnotierung der
Fragmentionenmassenspektren notwendig macht. Afitegramme, wie die unter anderem
in dieser Arbeit verwendete StavroX-Software [151]{zen zusatzlich die Informationen der
Fragmentionenmassenspektren und lassen die Suthkesatzlichen variablen und statischen
Modifikationen zu. Unabhangig davon, fir welche t&afe man sich entscheidet, eine
verlassliche Identifizierung der Produkte erfordemnner eine zusatzliche manuelle Kontrolle
der Daten.

FUr eine vereinfachte Analyse werden beispielswestahile Isotopenmarkierungen
verwendet. Potentielle Kandidaten kdnnen anhandakbexistischer Isotopenmuster im
Ubersichtsmassenspektrum  herausgefiltert und  durdfergleich  der  beiden
Fragmentionenmassenspektren bestatigt werdéb. (23. Eine der popularsten Methoden
sieht die Verwendung von Isotopen-markierten Quaetzungsreagenzien voilgb. 23 A.
Deuterierungen finden weit verbreitete Anwendunig, zum Beispiel bei den weitverbreiteten
Reagenzien B% und BS, die in einer 1:1-Mischung aus nicht-deuterietiad vierfach-
deuterierter Form eingesetzt werden [121]. Die Kieia der Massendifferenz von 4 u kann
bei hoher geladenen Produkten aufgrund der Ubetageder Isotopenmuster erschwert sein,
weshalb auch starker deuterierte Reagenzien wie-AE%> [122] und Bpabi1 [152]
Verwendung finden. Der Nachteil dieser Reagenzg&ndie unterschiedliche Elution von
deuterierten (frihere Elution) und nicht deuteaert Reaktionsprodukten bei der
Umkehrphasen-chromatographischen Trennung. Diesrsaght eine zeitlich verschobene

Detektion der deuterierten und nicht-deuteriertpezies [126]. Eine Alternative bietet die
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Markierung mit*3C-Atomen, da diese keinen Einfluss auf die Retestieit haben*C-
markierte Reagenzien kommen aufgrund des héhesseBrseltener zum Einsatz, stellen aber
gegeniber Deuterierungen die elegantere Lésung dar.

Zur Untersuchung von Proteinkomplexen, die sich &bslichen oder identischen
Untereinheiten zusammensetzen, ist eine stabileibtang der Proteine selbst notwendig
(Abb. 23 B. Dieser Ansatz wurde von Tavernet al. [153] fur die Untersuchung des
Interleukin-6-Homodimers entwickelt, wobei eine -Mischung aus nicht-markiertem und
5N-markiertem Protein verwendet wurde. Die daralgefaden verschiedenen Kombinationen
aus “N-Peptiden und ®N-Peptiden bei intramolekularen und intermolekulare
Quervernetzungen ermdglicht eine Unterscheidungrhlder Isotopenmuster.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz liegt in d&@rwendung von CID-MS/MS-
spaltbaren Quervernetzungsreagenzigpb( 23 §. Dabei werden durch niederenergetische
Fragmentierung charakteristische Fragmentionen Bbamstante Neutralverluste erzeugt,
anhand derer Quervernetzungsprodukte eindeutigifidesrt werden konnen [154-156]. Eines
der ersten Reagenzien war das von Baek al. [157] vorgestellte BID (N-
Benzyliminodiacetoylhydroxysuccinimid), welches hd&ragmentierung eine ldentifizierung
anhand des entstehenden Tropyliumionsnvgd1 erlaubte. Die Verfolgung dieses Ansatzes
fuhrte zur Entwicklung weiterer Reagenzien [1556,1558-163]. Ein viel versprechender
Kandidat ist das in dieser Arbeit verwendete Haffidtasierte Quervernetzungsreagenz [163].
Der symmetrische Aufbau des aminreaktiven NHS-Bstenaubt eine Unterscheidung
zwischen verschiedenen Quervernetzungsproduktérageptidal, interpeptidal und partiell
hydrolysiert) anhand charakteristischer Fragmeetionnd Dublett-Signale. Das Auftreten
dieser charakteristischen Fragmentionen bietelt/idiglichkeit einer automatisierten Filterung

und Identifizierung der Quervernetzungsprodukte.
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Abb. 22 Nomenklatur von QuervernetzungsprodukternchaSchilling et al. [143].
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2 Zielstellung

Die C&*-abhangige Interaktion zwischen der retinalen Glaoyclase (ROS-GC 1) und
dem Guanylatcyclase-aktivierenden Protein 2 (GCAR2en Sehsinneszellen der Retina ist
entscheidend fur die Anpassung des Auges an vedsae Lichtverhaltnisse. Bisher existiert
lediglich eine NMR-Struktur des unmyristoylierteil€@P-2 im C&*-gebundenen Zustand. Es
sind weder fir ROS-GC 1, noch fur deren InteraktinGCAP-2 strukturelle Daten verfugbar.
Fur die Entwicklung mdoglicher Therapien zur Behandl von Fehlfunktionen der ROS-
GC 1/GCAP-2-Interaktion sind ein detailliertes arginis der Wechselwirkungen und deren
strukturelle Charakterisierung von essentiellerd&gdng.

Ziel dieser Arbeit war, mit Hilfe verschiedener Q@uernetzungsexperimente und
nachfolgender massenspektrometrischer Analysen @eervernetzungsprodukte erste
strukturelle Erkenntnisse sowohl tber die Inte@kzwischen myristoyliertem GCAP-2 und
ROS-GC 1, als auch tiber das myristoylierte GCARIBss, im C&'-gebundenen und &a
freien Zustand zu gewinnen. Auf Grundlage vorheegeler Untersuchungen sollten daher
Quervernetzungsexperimente mit bekannten und pellent Bindungspeptiden der ROS-GC
1 und GCAP-2 zur Erstellung von Strukturmodellemget werden. Zur Charakterisierung
dieser Protein-Peptid-Komplexe war die Anwendung@tpaktivierbarer Aminosauren zur
Identifizierung rdumlich naher Interaktionsbereiapeplant. Aufgrund der unspezifischen
Reaktion dieser Reagenzien und der verringerten gnkeatierungseffizienz der
Quervernetzungsprodukte sollte eif¥C-markierte Variante deg-Benzoylphenylalanins
(Bpa) zu einer verlasslicheren Identifizierung edraltenen Quervernetzungsprodukte fihren.
Zur strukturellen Charakterisierung einer posttgieiC&*-abhangigen Homodimersierung des
GCAP-2 sollten Quervernetzungsexperimente untesw¥edung von nicht-markiertem und
vollstandig *°N-markiertem GCAP-2 durchgefiihrt werden, die diassenspektrometrische
Identifizierung von intermolekularen Quervernetzsprdukten ermoéglichen. Ziel war die
Erstellung eines Strukturmodells fur ein solchesAB&-Homodimer. Am Beispiel des
GCAP-2 sollte weiterhin ein MS/MS-spaltbares Haoffdbasiertes Quervernetzungsreagenz
hinsichtlich seiner breiten Anwendbarkeit zur aultisierten Auswertung von

Quervernetzungsprodukten untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Aceton Roth

Acetonitril ACN Merck Millipore
Acrylamid/Bisacrylamid Merck Millipore
N-Acetyldiethylmalonsaureester Sigma Aldrich
Ameisensaure FA Sigma Aldrich
Ammoniumdihydrogenphosphat MiHP Oy Sigma Aldrich
Ammoniumhydrogencarbonat NHCOs Sigma Aldrich
Ammoniumpersulfat APS Sigma Aldrich
Ammoniumsulfat (NH)2SCQy Sigma Aldrich
Azobis(isobutyronitril) AIBN Sigma Aldrich
Benzol £3Cs-markiert) Euriso-Top
Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat BS Thermo Fisher Scientific
Bradfordkonzentrat Protein Assay Bio-Rad
N-Bromsuccinimid NBS Sigma Aldrich
Calciumchlorid Cagal Sigma
Chloroform CHd Roth
Citronensaure Roth
Cobaltchlorid CoCl Sigma Aldrich
Coomassie-Brilliant-Blue G250 Sigma Aldrich
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure HCCA Bruker Daltonik
Dichlormethan CECl2 Roth
2,5-Dihydroxybenzoesaure DHB Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma Aldrich
Dioxan Roth
Dithiothreitol DTT Sigma Aldrich
Essigsaure AcOH Roth

Ethanol EtOH Merck Millipore
lodacetamid IAA Sigma Aldrich
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Kaliumchlorid KCI Roth
Kaliumhydroxid KOH Grissing
Kaliumiodid Kl Roth
Laemmli-Probenpuffer Bio-Rad
Magnesiumchlorid MgGl Roth

Methanol MeOH Merck Millipore
S-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Natriumchlorid NacCl Grissing
Natriumdodecylsulfat SDS Bio-Rad
Natriumhydroxid NaOH Grussing
Natriumhydrogencarbonat NaHGO Grissing
Natriumsulfat NeSQy Grissing
ortho-Phosphorsaure € 2(O]] Roth
Rotiphorese 10x SDS-PAGE Roth
Salzsaure HCI Grissing, Sigma Aldrich
Schwefelkohlenstoff GS Sigma Aldrich
Sinapinsaure Sigma Aldrich
Super-DHB (Mischung aus DHB und Methoxy-DHB) SigAddrich
Tetrachlorkohlenstoff cal Grissing
Tetramethylethylendiamin TEMED Fluka

Toluol Grussing
p-Toluoylchlorid Sigma Aldrich
Trifluoressigsaure TFA Sigma Aldrich
Trifluorethanol TFE Fluka

3.1.2 Verwendete Lésungen und Fliel3mittel
Alle Lésungen wurden mit hochreinem entionisiertditiQ -H>O hergestellt.
3.1.2.1 Losungen fur die Gelelektrophorese

Ammoniumpersulfat (APS)-Losung: 20 (m/v) APS in HO

56 (m/v) Coomassie-Brilliant-Blue G250 in
H2O

2 (m/v)ortho-Phosphorsaure, 28 (m/v)
(NH4)2SCGy in H20

Farbelbsung A:

Farbelosung B:
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Fixierlésung:

4® (v/v) Methanol/ 106 (v/v) Essigsaure in
H20

Natriumdodecylsulfat (SDS)-L6sung: ¥ (m/v) SDS in HO

Tris-HCI-Pufferlésung:

Denaturierungslésung:
Extraktionslosung A:
Extraktionslosung B:
Proteolysepuffer:
Reduktionslésung:
TFA-LOsung:
Alkylierungslésung:
Waschlosung A:
Waschlésung B:

Waschlosung C:

3.1.2.3 Nano-HPLC-FlieRmittel

FlieBmittel A:
Flie3mittel B:
Fliel3mittel C:
FlieBmittel D:

3.1.2.4 Matrix-L6ésungen

TA 33:
TA 50:
TA 90:

3.1.3 Peptide und Proteine

Calmodulin (CaM; Rind)

Endoproteinase AspMequencing grade
Endoproteinase GluGgequencing grade

(Staphylococcus aure)

1,8 Tris-HCl in H.O (pH8,8)
0,5M Tris-HCI in H20 (pH6,8)

3.1.2.2 Losungen fur die enzymatische Proteolyse

N8 Harnstoff/ 400mM NHsHCQO:s in H20
47% (v/iv) ACN/ 5% (v/v) TFA in O
% (v/v) TFA in LO/ACN (1:2)

2M NHsHCOs in H.0

@M DTT in 100mM NH4HCO3

106 (v/iv) TFA in O

55M lodacetamid in 10t0M NH4HCO:s
5% (v/v) ACN in HO

106M NHsHCOz in H.0

5% (v/iv) ACN/ 50% (v/v) 100mM NHsHCOs

5% (viv) ACN/ 0,1% (v/v) FA in O
80 (v/v) ACN/ 0,08% (v/v) FA in O
%% (v/v) ACN/ 0,05% (v/v) TFA in BO
800 (v/v) ACN/ 0,04% (v/v) TFA in O

33% (viv) ACN/ 0,1% (v/v) TFA in HO
50% (v/iv) ACN/ 0,1% (v/v) TFA in HO

9% (v/iv) ACN/ 0,1% (v/v) TFA/ 1mM
NHsH2POy in HO

Calbiochem
Promega

Promega
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GC-Peptid 1 (4.1.1.1), GC-Peptid 2 (Kapitel 4.2y
GC-Photo-Peptide 2a und 2b (Bpa-Peptide; KapiteP).

GC-Photo-Peptide 1a und 1b (Photo-Leu; Kapitell42).

GC Photo-Peptid 3 (Bpa-Peptide; Kapitel 4.2.3)
und skMLCK-Peptid ((Bpa)-M13; Kapitel 4.2.2)

Guanylatcyclase-aktivierendes Protein 2 (GCAP-2dRi

Guanylatcyclase-aktivierendes Protein 2 (GCAP-BdRIi
N-markiert (Kapitel 4.3)

Peptide Calibration Standard
Protein Calibration Standard Il
Trypsin,sequencing gradgRind)

Trypsin,sequencing gradéschwein)

3.1.4 Gerate

3.1.4.1 Laborgerate

Analysenwaage LE225D
Elektrophorese System Mini-Protean Tetra Cell

Geldokumentationsgeréat
Molecular Imager Gel Doc XR+ System

Magnetrihrer R3T

Magnetrihrer M21/1

pH-Meter PH211

Pipetten (2,5 — 10001)
Plattformschuttler Titramax 101
Reinstwasseranlage TKA Pacific
Reinstwasseranlage DirectQ5
Rotationsverdampfer
Sicherheitswerkbank Polaris 48
Sicherheitswerkbank Herasafe KS 12
Spektralphotometer Ultraspec 100 pro
Thermomixer HLC HTMR-133
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Thermomixer HLC MKR10
Thermomixer TS 1

Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner
Vakuumkonzentrator miVac Duo
Vakuumkonzentrator Savant SPD1010
Vortexmixer 7-2020

Wiegetisch See-saw rocker SSL4
Zentrifuge Centrifuge 5415R
Zentrifugen MiniSpin Plus

Zentrifuge Minizentrifuge

3.1.4.2 HPLC-Syteme

UltiMate Nano-HPLC-System
UltiMate 3000 Nano-HPLC-System

Vorsaulen:

Acclaim PepMap (C18, 100m x 20mm, 5um, 100A)
Acclaim PepMap (C18, 300m x 5mm, 5um, 1004)
Trennsaulen:

Acclaim PepMap (C18, 75m x 150mm, 3um, 1008)

3.1.4.3 Massenspektrometer

LTQ-Orbitrap XL Hybrid-Massenspektrometer
mit Nano-ESI-Quelle

Ultraflex Il MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometer

Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer
mit Nano-ESI-Quelle Nanospray Flex

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

DC Kieselgel 60 F254 TLC-Platten
Borosilikatglasemitter ES380
Mikroreaktionsgefale (0,5 - 2nl)
Falconréhrchen 18nl; 50ml

Pipettenspitzen (10! — 1000ul)
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Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

TherFisher Scientific

Proxeon
Bear Daltonik

TheFrsher Scientific
Thermo Fiskeentific

Merck Millipore
Thermo Fisher Sitie
Eppendorf
Greiner bio-one

Eppendorf



Material und Methoden

Plastikkuvetten VWR
Quarzkivette Hellma QS 105.204 Hellma
Zentrifugationsfilter Ultra-0,Bnl Ultracel, 1kDa-Membran Merck Millipore
Zentrifugationsfilter Ultra-1%nl Ultracel, 1kDa-Membran Merck Millipore
Zentrifugationsfilter Ultra-1%nl Ultracel, 3kDa-Membran  Merck Millipore
ZipTip-Pipettenspitzen (mit C4- und C18-Material) Merck Millipore

3.1.6 Software

Chromeleon(Version 6.8; Thermo Fisher Scientific)
Software zur Steuerung des HPLC-Systems am LTQt@bKL-MS
flexAnalysis (Version 3.3; Bruker Daltonik)
Software zur Prozessierung, Bearbeitung und Ausmgrvon Massenspektren
flexControl (Version 3.3; Bruker Daltonik)
Software zur Steuerung und Aufnahme von Massensrekin MALDI-TOF/TOF-MS
GPMAW (Versionen 8.1-9.0; Lighthouse Data)
Software zur Vorhersage von proteolytischen Spadipkten, Erstellung von
Fragmentionenlisten fur Peptide und zum Abgleich n@assenspektrometrischen Daten
zur ldentifizierung von Quervernetzungsprodukten
HyStar (Version 3.2; Bruker Daltonik)
Software zur Steuerung von HPLC-Systemen und Aulfreaton Chromatogrammen
MeroX (Versionen 1.1 — 1.3.4; Michael Gotze)
Software zur Identifizierung und Auswertung cherhescQuervernetzungsprodukte bei
Verwendung CID-MS/MS-spaltbarer Vernetzungsreaganzi
MS-Produkt (ProteinProspectorVersion 5.10.15University of California)
Online-Software (http://prospector.ucsf.edu/prospectdnonse.htm) zur Berechnung von
Fragmentionenmassenlisten und zur Auswertung mggskimometrischer Daten
Proteome Discoverer (Versionen 1.3 — 1.4; Thermo $her Scientific)
Software zur Auswertung und Prozessierung von mapsitrometrischen Daten und
zur Durchfuihrung von Mascot-Datenbank-Analysen
ProtParam (Expasy, www.expasy.org)
Software zur Berechnug von pl-Werten und Extinkskaeffizienten von Proteinen
Pymol (Version 0.99; DeLano Scientific LLC)
Software zur Visualisierung dreidimensionaler Rragukturen
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Quantity One 1-D Analysis Software (Version 4.6.2Bi0-Rad)
Software zur Steuerung des Geldokumentationsgel@iescular Imager Gel Doc XR+
System (Bio-Rad)

StavroX (Versionen 1.7 - 3.2; Michael Goétze [151])
Software zur ldentifizierung und Auswertung vonigchen Quervernetzungsprodukten
aus massenspektrometrischen Daten

Xcalibur (Version 2.0.7 - 2.2; Thermo Fisher Scieritic)
Software zur Datenaufnahme und Prozessierung amQit@rap XL-MS;
mit DCMSLink (Thermo Fisher Scientific) zur Koor@ition der Kommunikation zwischen
HPLC und Massenspektrometer
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3.2 Methoden

3.2.1 Pufferwechsel mittels Filtration

Fur den Wechsel des Puffersystems von Proteinl@ungirden Zentrifugationsfilter mit
einem Volumen von 0,mI und einem Molekulargewichtsausschluss vorkD@ verwendet.
Fur die Zentrifugationsschritte wurde eine Kuhlzénge verwendet. Die Filter wurden
zweimal mit 10Qul des entsprechenden Puffers gewaschen (4°C,@A&0A5-20min). Die
Proteinlésung wurde in die Filtrationseinheitengpijert und diese, abhangig vom Volumen,
fur 30-45min bis auf ein Volumen vor 20l konzentriert (4°C, 13.00@f). Diese Losung
wurde 3x mit je 5l des entsprechenden Puffers versetzt und noctkoarentriert (10nin,
15min, 30min, 4°C, 13.000cf). Die Filtereinheiten wurden umgedreht in neue
ZentrifugationsgefalRe platziert und die Proteintiggulurch Zentrifugation fur 1@in bei
4.000rcf und 4°C in die neuen GeféalRe Uberfuhrt. Die énbbsung wurde mit dem neuen
Puffer auf das urspringliche Volumen aufgefullt urdie Konzentration mittels
UV-Absorptionsmessung bei 28 oder mit Hilfe der Bradfordmethode [164] nach
Herstellerangaben bestimmit.

3.2.2 Chemische Quervernetzungsexperimente
3.2.2.1 Allgemeine Probenvorbereitung der Quervernetzungseerimente

Fur die Quervernetzungsexperimente erfolgte eirfePaistausch des rekombinant in
Escherichia colihergestellten GCAP-2 mittels Filtrationseinhei{&apitel 3.2.1) zu 2nM
HEPES-Puffer (pH,5). CaM wurde direkt in 2&M HEPES-Puffer (pH,5) geldst. Die
verwendeten Peptide wurden in>@H gelost und die Konzentration wurde mittels
UV-Absorptionsmessung bei 28tn bestimmt. Vorbereitete Aliquote der Peptide Brateine
wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren urel BB0°C bzw. -20°C gelagert. Die
gewinschten Konzentrationen der Proteine und Reptilden vor Durchfihrung der Reaktion
eingestellt.

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reaktisatanfolgendermalden vorbereitet:
Die Proteinlosungen von GCAP-2 bzw. CaM wurden eine Konzentration von 10M in
20mM HEPES (pH7,5) eingestellt und mit @M EGTA bzw. ImM CaCh fur 10min
inkubiert. Im Falle der Quervernetzungsexperimedés Proteine mit Bindungspeptiden
erfolgte anschlie3end die Zugabe der Peptide zyetegiligen Ansatzen und eine Inkubation

fur weitere 30min. Die Quervernetzungsreagenzien wurden direkZugabe in DMSO gelost.
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Als Kontrolle diente jeweils eine Probe, der nue dntsprechende Menge DMSO zugesetzt
wurde. Bei Verwendung von aminreaktiven Reagenwierden die Reaktionen durch Zusatz
von NHsHCOs-LAsung (Endkonzentration von #tM) gestoppt.

Alle Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur tigefihrt. Die Proben wurden nach
erfolgter Reaktion entweder sofort weiter verwena##r nach Schockgefrieren in flissigem
Stickstoff bei -20°C gelagert.

3.2.2.2 Reaktionen mit homobifunktionellen aminreaktiven Quervernetzungsreagenzien

3.2.2.2.1 Intermolekulare Quervernetzungsexperimente zwischel®GCAP-2 und den GC-
Peptiden

Die Probenvorbereitung erfolgte, wie in Kapitel .3.2 beschrieben. Die verwendeten
Peptide wurden in Konzentrationen von|8@ (GC-Peptid 1) bzw. 1AM (GC-Peptid 2)
eingesetzt. Nach erfolgter 30-minutiger Inkubatarde die Reaktion durch Zugabe einer 1:1
Stammlésung aus nicht-deuteriertem?@%®, und vierfach-deuteriertem BS-Ds (BS*G-
Gesamtkonzentration von nmiM) gestartet. Aliquote wurden nach @@ und 60min
entnommen und die Reaktion wurde mit MOz gestoppt.

Fur die Messung der intakten Protein-Peptid-Komplexittels Nano-ESI-Orbitrap-MS
wurden die Reaktionen mit BS-Do durchgefiihrt und die Peptide in einer Konzentration
100uM eingesetzt.

3.2.2.2.2 Intramolekulare  Quervernetzungsexperimente mit GCAR2 und dem
Harnstoff-Reagenz

Die Ansatze wurden wie in Kapitel 3.2.2.1 besclerelmit GCAP-2 vorbereitet. Nach
Inkubation mit CaCGl bzw. EGTA erfolgte die Zugabe des Harnstoff-Reagen
(Endkonzentration von M) und die Reaktionen wurden nach 30 unart® mit NHsHCOs
gestoppt.

3.2.2.2.3 Intermolekulare Quervernetzungsexperimente zwischenGCAP-2 und °N-
markiertem GCAP-2

Abweichend von der in Kapitel 3.2.2.1 beschriebedethode wurde eine 320M Lésung
aus nicht-markiertem untiN-markiertem GCAP-2 (je 10M) in 20mM HEPES-Puffer mit
zusatzlich 56nM KCI, 10mM NaCl und 1nM MgCl> eingesetzt. Nach 30-mindtiger
Inkubation in Gegenwart von On3M CaCb bzw. 0,4mM EGTA wurde die Reaktion durch
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Zugabe von B35-Do (Endkonzentration vonaM) gestartet. Nach @@in wurde die Reaktion
mit NHsHCOs beendet.

3.2.2.3 Chemische Quervernetzungsexperimente mit photoreakte Aminosauren

enthaltenden Peptiden

Die Reaktionsansatze der Proteine (GCAP-2 bzw. CaM)rden in braunen
Mikroreaktionsgefal3en, geschuitzt vor direkter Leamivirkung, vorbereitet (Kapitel 3.2.2.1).
Die Konzentration der verwendeten Peptide betrugMQaul3er fir das GC-Photo-Peptid 3,
welches in einer 2AM Konzentration einer 1:1-Mischung atf€- und*C-Bpa markierten
Peptiden eingesetzt wurde. Nach der Inkubation audie Reaktionsansatze in transparente
MikroreaktionsgefaRe lberfihrt und mitJ4n? bzw. 8J/cn? UV-A Licht bestrahlt.

Unbestrahlte Proben dienten als Kontrolle.
3.2.3 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Durchfihrung eindimensionaler gelelektraptischer Trennungen von Proteinen
und Quervernetzungsprodukten mittels SDS-PAGE wulde Mini-Protean Tetra Cell
Elektrophorese-System von Bio-Rad verwendet. Disstdung der SDS-Polyacrylamidgele
(15% Trenn- und 3% Sammelgel) erfolgte anhand etablierter Method®a. Gele wurden
entweder sofort verwendet oder bis zu zwei WocheKiihlschrank gelagert.

Proteinlésungen wurden gegebenenfalls mit einemulMadkonzentrator konzentriert,
1:1 (v/v) mit Laemmli-Probenpuffer versetzt und &a. 5min bei 95°C erhitzt [165]. Das Gel
wurde mit max. 2@l pro Probentasche beladen. Die Trennung erfdigté5min bei 100V
und ca. 40nin bei 200V bzw. bis der im Probenpuffer enthaltene Farbsia Ende des Gels
erreichte.

Nach der Trennung wurde das Gel von den Gelplageiist und zweimal mit #D
gewaschen. Das Gel wurde fir can@@ in Fixierlosung geschuttelt. Die Fixierlosungnade
entfernt und das Gel wurde zweimal miéGHgewaschen. AnschlieRend wurde das Gel mit
Farbelosung (2 (v/v) A in B (Kapitel 3.1.2.1)) versetzt und Gkdacht inkubiert. Entfarbt
wurde das Gel durch mehrmaliges Waschen i@ [166].

Zur Dokumentation wurde das Gel mit einem Geldokutatgonsgerat fotografiert.
3.2.4 Enzymatische Proteolyse

Alle verwendeten Puffer und Lésungen sind in Kd@t&.2.2 aufgefihrt.
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3.2.4.1 Enzymatischeln-Gel-Proteolyse

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle folgendepeitsschritte an einer
Sicherheitswerkbank unter Verwendung eines Thermersi bei Raumtemperatur
durchgefuhrt.

Das mittels Coomassie-Blau gefarbte Gel wurde ank eGlasplatte gelegt und
interessierende Gelbanden wurden mit einem Skadpskjeschnitten. Die Gelbanden wurden
in ca. Imm? groRe Stiicke zerschnitten und in mSMikroreaktionsgefale uberfiihrt. Fir die
Proteolyse der im Gel enthaltenen Proteine undelikimplexe wurden verschiedene
Protokolle (Protokoll 1 [167] und Protokoll 2 [1§8jerwendet.

3.2.4.1.1 Protokoll 1

Die Gelstiickchen wurden zunachst in §0MH20 fir 10min geschdttelt. AnschlieRend
wurden sie zweimal in 190l Waschlésung A fur jeweils I@iin und einmal in 8@xl ACN fir
5min geschiittelt. Die Uberstande wurden nach jedetmits entfernt. Es wurden §d
Waschlésung B hinzugegeben und fimis geschuttelt, bevor §d ACN ergénzt wurden und
fur weitere 10min geschittelt wurde. Der gesamte Uberstand wuwetevorfen und die
Gelstuckchen wurden fur 2Bin in einem Vakuumkonzentrator getrocknet.

Die trockenen Gelstickchen wurden zur Reduktion Besulfidbricken mit 8Qul
Reduktionslosung versetzt und furm bei 56°C inkubiert. Der Uberstand wurde venearf
und durch 8@l Alkylierungslosung ersetzt. Die Alkylierung eldte fir 30min im Dunkeln.
Nach Entfernen des Uberstandes wurden erneut 8@aschlosung B hinzugegeben, fimb
geschuttelt, bevor 80l ACN erganzt und fir weitere 18in geschiittelt wurde. Der Uberstand
wurde entfernt und die Gelstlickchen wurden nochigpetiocknet.

Die Proteolyse erfolgte mit einer Kombination derdBproteinasen GluC und Trypsin.
Vorbereitete Protease-Aliquote |f2 einer Lésung (0,pg/ul) in ImM HCI) wurden mit
Proteolysepuffer verdiinnt. Zuerst erfolgte die Aegaer GluC-Losung auf Eis (Enzym zu
Proteinverhéltnis ca. 1:15 (m/m)). Nach 15-minutiggkubation wurde die gleiche Menge
Trypsin hinzugefugt und fur weitere din inkubiert. Anschlie3end wurde Proteolysepuffer
erganzt, bis die Gelstlckchen vollstandig bedecktew. Die Proteolyse erfolgte Gber Nacht
bei 30°C. Durch Zugabe von bl Extraktionslésung A wurde die Proteolyse gestal die
Ansatze wurden fir 1®in geschiittelt. Der Uberstand wurde in ein neuisdvieaktionsgefal
Uberfuhrt. Die Extraktion wurde zweimal mit je fDExtraktionslosung A wiederholt und die

Uberstande wurden vereinigt. AnschlieRend wurde daganische Losungsmittel im
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Vakuumkonzentrator entfernt und die Loésung auf &in die LC/MS-Analyse adaquates

Volumen von maximal 100l reduziert.
3.2.4.1.2 Protokoll 2

Protokoll 2A: Die Gelstiickchen wurden mit 50DACN versetzt und 1fin geschiittelt. Der
Uberstand wurde entfernt und durch jBOReduktionslésung ersetzt. Nach 30-miniitiger
Inkubation bei 56°C wurden 5@Q0 ACN erganzt und fur 1in geschiittelt. Der Uberstand
wurde verworfen, die Gelstiickchen mitblOAlKylierungslosung versetzt und fur &tin im
Dunkeln inkubiert. Nach Entfernen des Uberstandeslen 10Qul Waschlésung C zugegeben
und fur 10-30min geschdttelt, bis die Gelstickchen vollstanditéebt waren. Anschlie3end
wurden 50Qul ACN erganzt, 1@nin geschittelt und der gesamte Uberstand entfernt.
Protokoll 2B: Fir Cystein-freie Proteine wurden @Gielstiickchen zunachst in 5ADACN fir
10min geschuttelt und der Uberstand entfernt. Ans@aind wurden sie in 100 Waschlosung
C fur 20min geschuttelt. Es wurden 5Q0ACN erganzt, 1@nin geschuttelt und der gesamte
Uberstand entfernt. Der zweite Schritt wurde einwialderholt.

Die Proteolyse nach Protokoll 2 erfolgte entwedseuVerwendung einer Kombination
der Endoproteinasen GluC und Trypsin oder AspN Tingbsin mit einem Enzym:Protein-
Verhéltnis von ca. 1:12-1:15 (m/m). Die entsprecleen Proteasen wurden mit
Proteolysepuffer verdinnt (0,0R%/ul). Die Zugabe der Protease-Losungen und die
Inkubation erfolgten auf Eis. Zuerst wurde einespréchende Menge GluC bzw. AspN-Lésung
auf die Gelstuckchen pipettiert und fur Bt inkubiert. Dann wurde die gleiche Menge
Trypsin hinzugegeben und erneut furmid inkubiert. Anschliel3end wurde Proteolysepuffer
erganzt, bis die Gelstickchen bedeckt waren und viéitere 30-60nin inkubiert.
Gegebenenfalls wurde anschlie3end Proteolysepriénzt und die Ansatze wurden bei 30°C
uber Nacht inkubiert.

Fur die Extraktion der Peptide wurde das doppelteluMen des Ansatzes an
Extraktionslésung B hinzugefiigt und fir tin bei 37°C geschuttelt. Die Uberstande wurden
in neue MikroreaktionsgefaRe Uberfihrt und der d&ktionsschritt wurde mit 100l
Extraktionslosung B wiederholt. Die vereinigten fakte wurden im Vakuumkonzentrator auf
ein fir die LC/MS-Analyse adéaquates Volumen von imax 100ul reduziert.

3.2.4.2 Enzymatischeln-Lésungs-Proteolyse

Zur Fallung der Proteine wurde die L6sung mit déixféthen Volumen eiskalten Acetons
versetzt und fur 1fhin geschittelt. Danach wurde der Ansatz bei 14td0@ir 8 min
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zentrifugiert und fur h bei -80°C inkubiert. Anschlie3end wurden die H&fa Proteine bei
0°C mit 16.100c¢f fur 40min zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig enttarnd das Pellet mit
25ul Denaturierungslésung fir H&in im Ultraschallbad resolubilisiert. Der Ansatangde mit
165ul H20 verdinnt und §il der in HO gelésten Endoproteinase AspN hinzugegeben. Der
Ansatz wurde fur & bei 37°C inkubiert, bevor bl einer Trypsin-Losung erganzt wurden. Das
Enzym zu Protein-Verhaltnis betrug jeweils ca. 1(33@m). Der Ansatz wurde Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Zum Schluss wurde die ProteolyseckluZugabe von 1fal TFA-L6sung
gestoppt.

3.2.5 Massenspektrometrische Methoden
3.2.5.1 Probenvorbereitung

FUr die massenspektrometrische Analyse von Probea worherige chromatographische
Trennung wurden die Analytldsungen gegebenenfallsadzt. Fiur das Entsalzen wurden
ZipTip-Pipettenspitzen, gefullt mit C4-Umkehrphaseterial fir Proteine bzw. C18-
Umkehrphasenmaterial fur Peptide den Herstellefa@gantsprechend verwendet.

Konzentrierte Lésungen wurden gegebenenfalls vordiessungen verdinnt.
3.2.5.2 Nano-ESI-Orbitrap-Massenspektrometrie

Fur die lonisierung mittels Nano-ESI wurden, mitl@gl der Analytlosung beflllte,
Palladium/Gold-beschichtete Borosilikatglasemitterwendet. Massenspektren am LTQ-
Orbitrap XL-Massenspektrometer wurden im Positielemodus in verschiedenen
Massenbereichen bei einer Auflosung von R = 601660L00.000 bem/z400 im Orbitrap-
Massenanalysator oder niederaufgelost in der lameatonenfalle (LTQ) detektiert.
Interessierende lonen wurden gegebenenfalls i @€ isoliert und dort mittels Kollisions-
induzierter Dissoziation (CID), bei variierenderrm¢erten Kollisionsenergien, fragmentiert.
Entstandene Fragmentionen wurden entweder im @pbNassenanalysator oder in der
linearen lonenfalle analysiert.

Fur dietop downAnalyse der intakten CaM/M13 Komplexe wurden diaggenspektren
ebenfalls im Positivionenmodus am Orbitrap Fusioibrid-Massenspektrometer gemessen.
Die interessierenden lonenspezies wurden im Quatimjh einem Isolationsfenster vonTh
isoliert und in der LTQ gesammelt. Die Fragmentngrerfolgte in der LTQ mittels CID unter
Verwendung variierender normierter Kollisionsenengbis zu 35. Fur die Fragmentierung
mittels Elektrontransfer-Dissoziation (ETD) wurdéie Radikalanionen des Fluoranthens als

Elektronenubertrager in die LTQ geleitet und Reaigreiten von 3 bis Ifis verwendet. Die
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Fragmentionenmassenspektren wurden in verschiedéassenbereichen bei einer Auflésung
von R = 240.000 ben/z200 im Orbitrap-Massenanalysator detektiert.

3.2.5.3 Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-Massenspektrometrie

Komplexe Peptidlésungen wurden vor der massensprktrischen Analyse mittels
Nano-HPLC chromatographisch getrennt.

Die Analytldsungen wurden mit einem automatischenbBngeber in eine Probenschleife
Uberfuhrt und auf einefdm-Vorséaule mit C18-Material aufgetragen. Die Proerden durch
15- bis 30-minttiges Waschen mit 04l(v/v) TFA bei einer FluRrate von Rl¥/min entsalzt.
AnschlieRend wurden die Proben mit 2060(v/v) FlieBmittel A und einer Flul3rate von
300nl/min auf eine 1sm-Trennsaule eluiert und mit einem linearen Fligfatgradienten Gber
60 bis 180min von 0% (v/v) Fiel3mittel B auf 4086 (v/v) B aufgetrennt (siehe Kapitel 3.1.2.3).
Sehr hydrophobe Peptide wurden bei ¥@v/v) B tber 11 bis 30 min eluiert, bevor das
System fir 1%nin mit 100% (v/v) A aquilibriert wurde. Die Trennung der Pieptwurde durch
Detektion der UV-Absorption bei 21¥m verfolgt.

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte, bis aiMdaschphase, tiber den gesamten
Zeitraum. Fir die LC/MS-Analysen wurden Ubersictassenspektren in  einem
Massenbereich vom/z350-2000 bei einer Auflosung von R = 60.000 toéz400 registriert.
Datenabhangig wurden nach jedem Ubersichtsscdimfibdchsten Signale einzeln mit einem
Massenfenster vonth in der LTQ isoliert und bei einer normierten gireentierungsenergie
von 35 mittels CID fragmentiert. Die Detektion deéagmentionen erfolgte in der LTQ. Fur
die Erfassung eines grofReren dynamisch&Bereichs, wurden bereits fragmentierte Signale

automatisch auf eine Ausschlussliste gesetzt un@iZds nicht fragmentiert.
3.2.5.4 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Fur die Analyse von intakten Proteinen und Prot@mjglexen mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie wurden die Proben, wie in €api2.5.1 beschrieben, entsalzt.

Die Analyten wurden mit Sinapinsaure oder Super-Dad® Matrix auf einer MALDI-
Probenplatte prapariert. Fur die Praparation nmafinsaure wurde die Dlinnschichtmethode
verwendet. Hierfir wurde eine gesattigte Sinapiredéaung in Ethanol auf einem Probenplatz
verteilt und so eine diinne Matrixschicht erzeugtekgesattigte Losung von Sinapinsaure in
TA 33 (Kapitel 3.1.2.4) wurde 1:1 (v/v) mit Anal§iBung vermischt und davon wurdgllauf
die Matrixschicht pipettiert.
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Bei der Praparation mit Super-DHB wurde einenfgfJml-Losung der Matrix in TA 50
(Kapitel 3.1.2.4) 1:1 mit Analytlésung gemischt usi@von wurde ful auf einen Probenplatz
pipettiert.

Fur die externe Kalibrierung wurde der Proteinstad® von Bruker Daltonik verwendet,
der sechs Massen zwischen 11.991 und 6648@fasst. Hierfur wurde die Kalibrierlosung auf
gleiche Weise wie die Analytlosung auf einen bebaden Probenplatz prapariert.

Die Spektren wurden im linearen Messmodus in eindtassenbereich von
m/z5.000-100.000 im Positivionenmodus aufgenommen0 ZBiGzelspektren (entsprechend

2000 Laserschussen) wurden zu einem Einzelmasdenspeakkumuliert.

3.2.5.5 Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie

Komplexe Peptidproben wurden dber ein Nano-HPLGeBys chromatographisch
getrennt. Hierzu wurden die Analytldsungen mitegtses automatischen Probengebers in eine
Probenschleife Uberfuhrt und auf eine C18-Vorsaufgetragen. Die Proben wurden durch 15-
minutiges Waschen mit 0% (v/v) TFA bei einer Flussrate von R0Omin entsalzt.
Anschliel3end wurden die Peptide auf eine mit Flit®mC &quilibrierte C18-Trennsaule
eluiert und Uber einen FlieBmittelgradienten beeeiFlussrate von 300/min aufgetrennt
(siehe Kapitel 3.1.2.3): In 9Qin von 0% D auf 40% (v/v) D, in 1 min auf 108 D, 11min
mit 100% D, in 1min auf 0% (v/v) D entsprechend 1086 C und 10min bei 100% C.
18s-Fraktionen wurden Uber einen Probenroboter autschamit 1,1ul einer HCCA-LAsung
(0,8mg/ml in TA 90, Kapitel 3.1.2.4) vermischt und aihen Probenplatz einer MALDI
AnchorChipProbenplatte pipettiert.

Nach erfolgter Trennung wurde der Peptidstand@Bduker Peptide Calibration
Standard 1), der sieben Peptide der Massen zwischen 104654[M\+H]*, Angiotensin 1)
und 3147,471@ ([M+H]*, Somatostatin) umfasst, fur die externe Kalibmgrmanuell auf die
Probenplatte aufgebracht und die Peptide im Pamitenmodus mittels MALDI-TOF-MS
analysiert. Das Gerat wurde fur eine hohere Aufigsin Reflektormodus verwendet. Fur ein
Ubersichtsmassenspektrum im Massenbereichnu@800-5000 wurde in Schritten von 250
Laserschiissen ein Spektrum akkumuliert, welchesnaatisch auf die erreichte Auflosung
(mindestens R = 7500) und Intensitat (Eingabmew jntensity) tberpruft wurde. Bei Erfullung
dieser Kriterien wurden insgesamt bis zu 1500 lsa$ersse akkumuliert. Zur Ermittlung der
monoisotopischen lonenmassen wurde der SNABph(isticated numerical annotation
procedurg-Algorithmus verwendet. Pro Ubersichtsmassenspekfiir jede Fraktion wurden
automatisch bis zu 20 Vorlauferionensignale miegirSignal-zu-Rausch (S/N)-Verhéltnis von
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S/N> 15 fir die Fragmentierung mittels LiDager-induced dissociatigrausgewahlt. Dabei
wurden Signale, die in einem Fenster vonppfh in bis zu vier Fraktionen auftraten,
zusammengefasst und jeweils aus der Fraktion mit lichsten Intensitat fur die
Fragmentierung ausgewahlt.

Fir die Detektion des isolierten Vorlauferions wendis zu 2040 Laser-Schusse in 170
Schuss-Schritten akkumuliert bzw. bis ein S/N-Vértigivon 30 erreicht wurde. Anschliel3end
wurde fur die Fragmentierung die Laserenergie drbil bis zu maximal 3200 Laserschiisse
wurden in 200 Schuss-Schritten zu einem Spektrukuraklliert bzw. bis mindestens 10

Fragmentionensignale ein S/N-Verhaltnis voh0 erreicht hatten.
3.2.5.6 Identifizierung der Quervernetzungsprodukte

Fur die Analyse und Identifizierung von quervertetzProdukten wurden sowohl die
Software StavroX [151] als auch GPMAW@éneral Protein Mass Analysis for WindQ\is4]
verwendet. Aus den Rohdaten wurden sowohl mit Hilfeon flexAnalysis
(MALDI-TOF/TOF-MS) bzw. dem Proteome Discoverer @IOrbitrap XL-MS) MGF
(Mascot generic formatDateien erstellt als auch Massenlisten im Exaghtat extrahiert. Die
experimentell  bestimmten  Massen wurden mit einer steli theoretischer
Quervernetzungsprodukte abgeglichen und die Fragomemmassenspektren maoglicher
Treffer manuell verifiziert. Der Abgleich erfolgtait einer Massenabweichung von ®&m
(LTQ-Orbitrap XL-MS) bzw. 5pm (MALDI-TOF/TOF-MS) fur die Vorlauferionen und
einer Differenz von 0,8h (LTQ-Orbitrap XL-MS) bzw. Da (MALDI-TOF/TOF-MS) fur die
Fragmentionen. Zusatzlich wurden mogliche Modifisaén, wie die Oxidation von Methionin
und die Carbamidomethylierung von Cysteinen, angenen. Fur die proteolytische Spaltung
mit Trypsin wurde dieC-terminale Spaltung nach Lysin und Arginin und (il zusatzliche
Verwendung von GIluC bzw. AspN d€-terminale Spaltung nach bzw. diterminale
Spaltung vor Asparaginsadure und Glutaminsdure lbefacBis zu acht Fehlschnittstellen
(GPMAW) bzw. drei Fehlschnittstellen pro proteadgtier Spaltstelle (StavroX) wurden
akzeptiert. Je nach verwendetem Quervernetzungsteagurden fir aminreaktive Reagenzien
hauptsachlich die Seitenketten von Lysinen und Mefermini der Proteine als potentielle
Reaktionsstellen betrachtet. Bei einigen Analysarden auch Reaktionen mit Serin, Threonin
und Tyrosin in Betracht gezogen. Bei Verwendung vophotoreaktiven

Quervernetzungsreagenzien wurden alle Aminosauecaés Reaktionsstellen akzeptiert.
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Wenn isotopenmarkierte Reagenzien bzw. Proteineversdet wurden, erfolgte bei
potentiellen Quervernetzungsprodukten eine zuséeliKontrolle auf charakteristische

Isotopenmuster.

3.2.6 Organisch-praparative Methoden
3.2.6.1 Substanzcharakterisierung
3.2.6.1.1 Dunnschichtchromatographie (DC)

Zur Kontrolle der Reaktionen und Uberprifung der détaung wurden die
Reaktionsmischungen und Ausgangstoffe dinnschiaimwdtographisch untersucht. Dafir
wurden die jeweiligen Probeldsungen mittels Glagkapn punktformig auf mit Kieselgel
beschichtete DC-Aluminiumplatten aufgetragen und t mi verschiedenen
Losungsmittelgemischen (z.B. Chloroform/Methanol,hld@oform/Ethylacetat, Toluol)
getrennt. Die DC-Platten wurden nach dem TrockmeardJV-Licht bei 2541m und 3661m

ausgewertet.
3.2.6.1.2 ESI-Massenspektrometrie

Fur die Aufnahme der Massenspektren wurden fH@r Probeldsungen in einen Metall-
beschichteten Borosilikat-Glasemitter geflllt und der Nano-ESI lonenquelle eines LTQ-
Orbitrap XL-Massenspektrometers befestigt. Zur derung wurde eine Sprayspannung von
1,3-1,5kV gewahlt und die Temperatur der Transferkapillangischen 80 und 200°C
eingestellt. Die Detektion der Massenspektren gtéolflir variierendem/zBereiche im

Orbitrap-Massenanalysator bei einer Auflésung von F0.000 bein/z400.
3.2.6.1.3 NMR-Spektroskopie

Zur Messung von NMR-Spektren wurden 10/3@ der Substanzen in den angegebenen
deuterierten Losungsmitteln (CDCICD:OD, (CDs).SO) geldst. Die Detektion der Spektren
erfolgte entweder an einem Varian Gemini 2000 NMfek@rometer mit einer Arbeitsfrequenz
von 400MHz (*H-NMR) bzw. 100MHz (*3C-NMR) oder an einem Varian Inova 500 NMR-
Spektrometer mit einer Frequenz von Bz bzw. 125VIHz. Als interner Standard dienten

die Signale der verwendeten Lésungsmittel.
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3.2.6.2 Synthese des$3Ce-markierten N-Fmoc-L-p-Benzoylphenylalanin
3.2.6.2.1 Darstellung des4-Methylbenzophenon (1)

Diese Synthese basierte auf einer Vorschrift varhiin et al. [169]. **Cs-markiertes Benzol
(2,09g, 24,86mmol) wurde zu einer Suspension aus Al@BL03g, 60,22nM) in 14,5m|I CS
gegeben. Danach wurde mittels Tropftrichter, urieskihlung und standigem Ruhren,
p-Toluoylchlorid (4,449, 28,72mmol) Uber 30min hinzugetropft und anschliel3end bei
Raumtemperatur weiter gerthrt. Nachhl@urde das Losungsmittel unter Vakuum entfernt
und 40ml einer eiskalten wéassrigen HCI-Losung ¢40(m/m)) wurden hinzugegeben. Die
wassrige Phase wurde dreimal mit Diethylether (@x# 2x 30ml) extrahiert. Nachfolgend
wurden die vereinigten organischen Phasen nachs@namit je 50ml H.O, NaHCQ-LAsung
(5% (m/m)) und NaCl-Losung (gesattigt) gewaschen tbdr NaSQu getrocknet. Nach
Filtration wurde das Lésungsmittel unter Vakuumfemtt, bis ein leicht gelbliches Ol
zuruckblieb. Dieses Rohprodukt wurde mittels CHler Kieselgel saulenchromatographisch
gereinigt und das gewinschte Produlta]s farbloser Feststoff (3,24 16,02mmol) erhalten.

Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff o
Ausbeute: 640

Summenformel: 13C6CeH1201 O O
Exakte Masse: 202,10894mol \6_)(‘1;}

ESI-MS [M+H]" gef./ ber.: 203,1162/ 203,1162

'H-NMR:  d[ppm] (400MHz, 27°C, CDC4) = 2,44 [s, 3H; -El3]; 7,28 [d,3I(H,H) = 8,0,
2H; -COPHH(3, 5)CHa]; 7,45-7,49 [m, 2H; -CORH(3’, 5")]; 7,55-7,59 [m,
1H; -COPIH(4")]; 7,73 [d,3J(H,H) = 8,1, 2H; -COPH(2, 6)CHs]; 7,77-7,79
[m, 2H; -COPIH(2’, 6)]

13C-NMR:  3[ppm] (L00MHz, 27°C, CDC}) = 21,64 [s, 1C;CH3]; 127,46-130,51 [m,
6C; PhC(2', 3, 5', 6)COPhC(2, 6)CHs]; 131,56-132,73 [m, 3C;
Ph(C(4’)COPhC(3, 5)CHs]; 134,82-134.96 [m, 1C; -COPB(1))CHa];
137,34-138,55 [m, 1C; -CORB(1))]; 143,20 [s, 1C; -COPKI(4))CH;
196,17-196,78 [m, 1CGO-]

3.2.6.2.2 Darstellung des4-(Brommethyl)benzophenon (2)

Diese Synthese basierte auf den Vorschriften vandsaet al.[170] und Wilkinset al. [152].

Zu einer Losung voi (3,12g, 15,43nmol) in 60ml CCL wurdenN-Bromsuccinimid (NBS;

3,169, 17,74mmol) und Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN; 12fhg, 0,73mmol) hinzugegeben.

Die Reaktionsmischung wurdeh@unter Rickfluss erhitzt. AnschlieRend wurde dhgekihlte

Reaktionsmischung filtriert und das Lésungsmitteien Vakuum entfernt. Das erhaltene rot-
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braune Ol wurde anschlieRend mittels Toluol Ubeeskigel saulenchromatographisch
gereinigt, wobei4-(Brommethyl)benzophenor) als weil3er Feststoff (2,89 9,57mmol)

erhalten wurde.

Aussehen: weil3er kristalliner Feststoff o

Ausbeute: 620 ‘)1\‘v
Summenformel: 13C6CsH1101Br O O Br
Exakte Masse (ber.): °Br: 280,0194&)/mol \;Y;} )

81Br: 282,0174/mol

ESI-MS [M+H]" gef./ ber.. "Br: 281,0265/ 281,0267
81Br: 283,0244/ 283,0247

H-NMR:  d[ppm] (500MHz, 27°C, CDC4) = 4,54 [s, 2H; -E2Br]; 7,46-7,52 [m, 4H;
-PHH(3, 5)COPHH (3, 5)]; 7,58-7,61 [m, 1H; -CORH(4")]; 7,78-7,80 [m, 4H;
-PHH(2, 6)COPHH(2’, 6")]

13C-NMR:  §[ppm] (125MHz, 27°C, CDC) = 32,25 [s,1C;CH,Br]; 127,77-130,54 [m,
8C; PhC(2', 3, 5', 6)COPhC(2, 3, 5, 6)CHs]; 132,08-133,02 [m, 1C;
Ph(C(4’)CO-]; 136,88-137,85 [m, 2C; RA(1)COPhC(1)-]; 142,08 [s, 1C;
-COPh(C(4))CH3]

3.2.6.2.3 Darstellung von Diethyl-(4-benzophenonyl)methylaceimidomalonat (3)

Dieser Syntheseschritt orientierte sich an den &torken von Hsiacet al. [171] und Wilkins

et al.[152]. Diethylacetamidomalonat (3,8315,31mmol) wurde in 15nl Ethanol gradient
grade geldst und zu 1l einer frisch hergestellten Losung von Natriunaetblat (470ng
Natrium gelost in 2@nl Ethanol) getropft. Das Reaktionsgemisch wurde 2{bh bei
Raumtemperatur gerihrt und anschliel3end fundter Ruckfluss erhitzt. Im Anschluss wurde
2 (2,699, 9,57mmol) unter Warmezufuhr in 5@l Ethanol gel6st und nach Zugabe einer
Spatelspitze Kl langsam zum Reaktionsgemisch gitr@pe Mischung wurde auf einem
Olbad fiir 22n unter Riickfluss erhitzt. Nach Entfernen des Lgsumittels im Vakuum wurden
jeweils 100ml H20O und Ethylacetat ergdnzt und beide Phasen voranagetrennt. Die
wassrige Phase wurde noch zweimal mit jenb@Ethylacetat extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen wurden mitCH (2x 50ml) gewaschen, anschliel3end Ubers$@&
getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des Lossmitels im Vakuum verblieb ein weil3-
gelbes festes Rohprodukt, welches im Anschlusseséhfomatographisch mit einem
CHCIls/Ethylacetat-Gradienten  steigender  Polaritat  gegein wurde.  Diethyl-4-
benzophenonyl)methylacetamidomalonai \urde als weilRer Feststoff (3,8.17,21mmol)

erhalten.
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Aussehen: weil3er Feststoff 0

Ausbeute: 756 O

Summenformel: 13C6C17H2506N1 L

Exakte Masse (ber.): 417,188§ol 6x 1°C ;\\NH 5 i
): : 3 NS

ESI-MS [M+H]" gef./ ber.: 418,1956/ 418,1956 ©

IH-NMR:  3[ppm] (400MHz, 27°C, CDC}) = 1,30 [t,3J(H,H) = 7,1 Hz, 6H; -OCKCH3];
2,03 [s, 3H; -CO@l3]; 3,75 [s, 2H; -Ph@l2-]; 4,22-4,34 [m, 4H; -O6,CH];
6,56 [s, 1H; -COMI-]; 7,13 [d, 2H,3)(H,H) = 8,2, 2H; -COPH(3, 5)]; 7,46-
7,50 [m, 2H; -COPH(3', 5)]; 7,56-7,60 [m, 1H; -CORH(4)]; 7,72 [d, 2H
3J(H,H) = 8,3, 2H; -COPH(2, 6)]; 7,76-7,78 [m, 2H; -CORH(2’, 6')]

13C-NMR:  [ppm] (100MHz, 27°C, CDC4) = 14,02 [s, 2C; -OCKCH3]; 23,06 [s, 1C;
-COCHz3J; 37,76 [s, 1C; -PBH-]; 62,84 [s, 2C; -@H2CHg]; 67,03 [s, 1C;
-NHC(CO-)CHy]; 127,55-130,52 [m, 8C; -P&(2, 3, 5)LOPhC(2’, 3, 5))I;
131,81-132,97 [m, 2C; -CORB(4"))]; 136,12-136,55 [m, 1C;
-COPh(C(1))CHz]; 136,94-138,14 [m, 1C, -COR®(1"))]; 140,32 [s, 1C;
-COPhC(4))-]; 167,29 [s, 2C;E00-]; 169,18 [s, 1C;GOCH3]

3.2.6.2.4 Darstellung vonN-Acetyl-DL- p-Benzoylphenylalanin (4)

Die Synthese orientierte sich grob an der Vorsthah Linet al.[172]. Eine L6sung von KOH
(1,45g) in 20ml H2O wurde unter Rihren Ubem&n zu einer Suspension vaéh(3,01g,
7,21mmol) in 60ml einer Mischung, bestehend aus Ethagohdient grade 40ml) und HO
(20ml), getropft. Das Reaktionsgemisch wurde fuh2ihter Ruckfluss erhitzt. Anschlie3end
wurde der Alkohol im Vakuum entfernt und die veib&nde wassrige Phase nacheinander mit
jeweils 30ml CH.Cl, und CHCt gewaschen. Danach wurde die wassrige Phase neit ein
wassrigen HCI-Losung () auf pH2-3 angesauert und zweimal mit je mb Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen amither NgSQ; getrocknet, gefiltert und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der verblatte gelblich-weil3e Feststoff wurde tber
einen CHCIlx/Methanol Gradienten steigender Polaritat chromajagsch gereinigt und das
Produkt @) als weil3er Feststoff (1,4} 5,48mmol) erhalten.

Aussehen: weilRer Feststoff
Ausbeute: 76,00
Summenformel: 13C6C12H1704N1
Exakte Masse (ber.): 317,135&%nol

ESI-MS [M+H]* gef./ ber.: 318,1433/ 318,1432

'H-NMR:  d[ppm] (400MHz, 27°C, CROD) = 1,88 [s, 3H; -C0O83]; 3,01-3,36 [m, 2H;
-CH2-]; 4,61 [dd,2); = 8,5,3), = 5.0, 1H; -CH2EI(COOH)NH-]; 7,36 [d,
3)(H,H) = 8,2, 2H; -COPH(3, 5)]; 7,40-7,47 [m, 2H; -CORHK(3’, 5)]; 7,55-
7,65 [m, 5H; -PHI(2, 6)COPIH(2", 4', 6")]
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13C-NMR:  §[ppm] (100MHz, 27°C, CROD) = 22,79 [s, 1C;GH3]; 38,90 [s, 1C; EH-];
57,13 [s, 1C;EH-]; 128,74-131,49 [m, 8C; PE(2', 3", 5", 6")COPh(C(2, 3, 5,
6))CHza]; 133,10-134,24 [m, 1C; -COR®@(4'))]; 136,78-136,91 (136,85) [m(d),
(3J = 13,3Hz), 1C; -COPKC(1))CH;]; 138,30-139,49 [m, 1C; -COPB(1))];
145,29 [s, 1C; -COPR(4))CH2]; 173,16 [s, 1C;COCHg]; 179,19 [s, 1C;
-COOH]; 197,95-198,56 [m; 1C; -RIOPh]

3.2.6.2.5 Darstellung von L-p-Benzoylphenylalanin (5)

Diese Synthese basierte auf Angaben von €ibal. [173] und Ros<t al. [174]. 4 (1,54,
4,73mmol) wurde in 3%nl H.O suspendiert und der pH-Wert mit wassriger NaOldeioi)
(2 M) auf pH7-8 eingestellt. Zum Starten der Reaktion wurde &ltrierte L6sung aus Acylase
| (Aspergillus melleys246mg) und Cod (4,6mg) in 15ml H2O zum Reaktionsgemisch
gegeben und bei 37°C geschwenkt. Nach zwei Tagedenitbml einer Losung aus Acylase |
(60mg) und Codl (1 mg) ergénzt und einen weiteren Tag inkubiert. AhsBlend wurde der
pH-Wert der Suspension mit NaOH-L6sung auf cal@H3 eingestellt, bis alle ungelosten
Ruckstande vollstandig in LOosung gingen. Die Losumgurde zweimal durch
Zentrifugationsfilter mit einem Molekulargewichtssehluss von 1kDa und einmal durch
einen Zentrifugationsfilter mit einem Molekulargelwisausschluss von kBa gefiltert.
Danach wurde die Losung mit wassriger HCI-Losuniflauf pH7-8 eingestellt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der schwach-gefeststoff §) wurde ohne weitere

Reinigung fur den nachsten Syntheseschritt verwtende
3.2.6.2.6 Darstellung von N-Fmoc-L-p-Benzoylphenylalanin (6)

Diese Synthese basierte auf Vorschriften von Gheal. [175] und Brimbleet al. [176]. Das
Rohprodukt ) wurde in 25ml einer wassrigen Loésung von NaHE®28mg) suspendiert.
Eine Ldsung vonN-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)succinimid (NHS-F@o529mg,
1,57mmol) in 15ml Dioxan wurde unter standigem Rudhren Uber mli® zum
Reaktionsgemisch hinzugetropft. Danach wurdemllBioxan zum Reaktionsansatz erganzt
und dieser bei Raumtemperatur gerihrt. Nach whirden 5ml einer Losung von NHS-Fmoc
(271mg) in Dioxan erganzt und weiternerthrt. Das Dioxan wurde im Vakuum entfernt
und die wassrige Phase mit einer wassrigen Zitrsdaelosung (2% (m/m)) auf ca. pk2
angesauert. AnschlieRend wurde dreimal mit Ethygaextrahiert, die vereinigten organischen
Phasen uUber N&Q: getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakn entfernt. Das
Rohprodukt wurde mit einem CBIl,/Methanol-Gradienten tber Kieselgel chromatographie
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum bliab Bndprodukt (6) als weil3er Feststoff

(970mg, 1,95mmol) zurlck.
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Aussehen: weilRer Feststoff
Ausbeute: nach Stufen 5 und 6: 4%2 O O
(von max. 50%) T Q
6x 13C OH
Summenformel: 13CsCosH2505N1 )\ NA
asetlh
Exakte Masse (ber.): 497,193¢/nol Q
ESI-MS [M+H]* gef./ ber.. 498,2001/ 498,2007 O
H-NMR: O[ppm] (400MHz, 27°C, (C3).S0O) = 2,99-3,28 [m, 2H; -Ph&-]; 4,04-4,14
[m, 3H; -OH2CH-]; 4,3-4,34 [-NHCH(COOH)-]; 6,96-6,95 [m, 2H;
-NHCH(COQH)-]; 7.20-7,89 [m, 17Harom.H]
BC-NMR:  §[ppm] (100MHz, 27°C, (CR),SO) = 37,42 [s, 1C; -RH,-]; 46,59 [s, 1C;

-OCH,CH-]; 56,28 [s, 1C; -NKL(COOH)-]; 65,16 [s, 1C; -OH.CH-]; 119,92-
119,95 [m, 2C; Fluore(4, 5)]; 124,95-125,14 [m, 2C; Fluore@(1, 8);
126,86-126,88 [m, 2C; -PG(2, 6)CH2-]; 127,41-129,82 [m, 10C; -RB(3,
5))COPhC(2, 3, 5', 6Y); FluorenC(2, 3, 6, 7)]; 131,13-132,78 [m, 1C;
-COPh(C(4))]; 134,42-134,56 [m, 1C; -COP®(1))CH];]; 136,61-137,78
[m, 1C; -COPNC(1))]; 140,54-140,57 [m, 2C; Fluore@(4a, 4b)]; 143,71-
143,72 [m, 2C; Fluore(9a, 8a)]; 144,60 [s, 1C; -COPRI(4))CH.-]; 155,29
[s, 1C; -NHCOO-]; 195,01-195,69 [m, 1C; -PIOPh]
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3.3 Zusatzlich verwendete Methoden

Die hier aufgefihrten Untersuchungen lieferten talisfie Ergebnisse ([133, 177]) und

waren fur die Bestéatigung der eigenen Resultateerudig.
3.3.1 Circular Dichroismus (CD)-Analyse des GC-Peptids 1

Die CD-Messungen wurden von Dr. Knut Kélbel durdiihpet. Es wurden Stammlésungen
(146uM) des GC-Peptids 1 in28 und 60% (v/v) TFE hergestellt und in verschiedenen
Verhaltnissen gemischt, so dass TFE-Konzentratioran 0-60% (v/v) erhalten wurden.
Gegebenenfalls wurde mit einerML Stammlésung von ¥HPOQJ/KHPOQw (pH7,5) eine
Konzentration von 2&hM KoHPQy/KH2PQ, (pH7,5) eingestellt. Die Fern-UV-CD Spektren
der Lésungen wurden in einer Orin Quarzkivette an einem J-810 Spectropolarimésesco)
aufgenommen. Die Messungen erfolgten bei 4°C, ineiBke von 260'm bis 180hm mit einer
Messgeschwindigkeit von 2im/min, Abstédnde der Datenpunkte von 1@yi, Antwortzeiten
von 4s und Bandweiten vonrdm. Je nach Signalintensitat wurde der Durchschngt10-20
Spektren berechnet. Die Rohspektren wurden auPdmidbindungskonzentration®vrw)

normalisiert.
3.3.2 Erstellung des Strukturmodells des GCAP-2/GC-Peptidl-Komplexes

Das Strukturmodell des GCAP-2/GC Peptid 1-Komplexasde durch Dipl.-Biochem. Bjorn
Olausson erstellt. Fur die Erstellung des Modelisde das GC-Peptid 1 manuell in die NMR-
Struktur  des  GCAP-2 (PDB-Eintrag 1JBA  [18]) platzie PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) wurde zur Verbage der Sekundarstruktur des GC-Peptids
verwendet. Mittels der NAMD-Software [178] (CVS-2011-16) und dem CHARMM27
[179] all-atomKraftfeld wurde eine Molekulardynamik (MD)-Simuikan in explizitem
Wasser in einer wiirfelfdrmigen Box mit einer Selimge von 78 durchgefiihrt. Dafiir wurde
der Protein-Peptid-Komplex neutralisiert und unterwendung des TIP3P-Wassermodells in
0,15M CacCk solvatisiert. Die Bindung der €alonen in den EF-Handmotiven des GCAP-2
wurde dabei beibehalten. Die Simulation erfolgteteunVerwendung periodischer
Randbedingungen. Weitreichende elektrostatischehgébwirkungen wurden mit Hilfe des
particle mesrEwald-Verfahrens [180] mit einer Gitterweite voi fiir die schnelle Fourier-
Transformation berechnet. Fir die nichtbindendercelwirkungen wurde eine Distanz von
15A verwendet. Bindungen zu Wasserstoffatomen wuméndem SHAKE-Algorithmus

[181] auf ihre Gleichgewichts-bindungslange festgelwodurch der Zeitschritt der Simulation
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auf 2fs erhdht werden konnte. Das System wurde in 108@ritten minimiert und bei
konstantem Volumen (NVT-Ensemble) bei 303fur 1ns aquilibriert. Wahrend des
Produktionslaufs wurden der Druck und die TempenatitiHilfe der Nose-Hoover-Langevin-
Druckkontrolle [182, 183] konstant beibar und 30X gehalten (NTP-Ensemble). Fir die
ersten 1Gs der Simulation wurden Distanzbeschrankungenbfstimmte Aminosauren
eingestellt. Fur alle verwendeten Quervernetzungerde eine untere Begrenzung vod 0
angenommen, mit einem unteren Limit voA.IDie obere Begrenzung fiir Quervernetzungen,
die mittels BSG erhalten wurden, wurde auf Adestgesetzt, mit einem Limit von 28 Fiir
die Quervernetzungen mittels Photo-Leucin wurdeBgigrenzung auf 18 und ein Limit von

9 A verwendet. Eine begrenzende Kraft wurde msdntervallen stufenweise erhoht (20, 50,
100 und 20&cal/mol) und fur és auf der hdchsten Stufe gehalten.

3.3.3 Chromatographische Trennung der D- und L-Bpa-Peptie

Die chromatographische Trennung der Bpa-Peptidelevuon Dr. Olaf Jahn und Lars van
Werven durchgefiihrt (MPI fiir Experimentelle Mediz@bttingen)}2C-D-Bpa-M13 und*C-
L-Bpa-M13 wurden mittels analytischer Umkehrphab#t-C unter Verwendung einer Vydac
C4-Trennséule (250 x 4r6m, 5um, 300R) untersucht. Die Trennung der Bpa-M13 Peptide
erfolgte mit einem linearen FlieBmittelgradientem\25-40% b in 80min, unter Verwendung
der FlieBmittel (0,1% (v/v) TFA in Wasser) untd (80% ACN, 0,1% TFA (v/v) in Wasser).
Die praparative Trennung der Peptide erfolgte uidimtischen Bedingungen mit einer Vydac
C4-Trennséule (250 x 28m, 10um, 30QR). Die Bpa-GC-Peptide*{C- und*3Cs-GC-Photo-
Peptid 3) wurden erst praparativ mittels linearele(¥mittelgradienten von 30-3%6 b in
100min gereinigt. Anschlieend wurden sie bei idemhiso Fliel3mittelgradienten unter
Verwendung einer Vydac C18-Trennséaule (250 xhd, 5um, 3008) und den FlieRmittels
(0,1% (v/iv) FA in Wasser) undd (80% ACN, 0,1% FA (v/v) in Wasser) erneut

chromatographiert.
3.3.4 Grolenausschlusschromatographie zur Analyse des G®A2-Homodimers

Die groRRenausschlusschromatographischen Untersgehumvurden von Dipl.-Biochem.
Christian Arlt durchgefihrt. Fur die Analyse wurd&@Opl einer 3QuM GCAP-2-Lésung in
20mM HEPES (pH7,5), 50mM KCI, 20mM NaCl, 10mM MgClz und 0,3mM CaCp bzw.
0,4mM EGTA verwendet. Als Fliel3mittel dienten die jeligen Puffer. Fur die Trennung
wurden 30Qul dieser Losungen verwendet. Die Trennung erfdigtd20min an einem FPLC-
System (AKTA fplc, GE Healthcare) mit einer GroResschlusssaule (HiLoad 16/600
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Superdex 7pg, GE Healthcare) und einer Flussrate voml/inin. Die Kalibrierung wurde mit
1 ml einer Mischung aus Dextranblau (2.000.00@mg/ml), Rinderserumalbumin (66.400
7mg/ml), Ovalbumin (43.000, 7mg/ml), Chymotrypsinogen A (25.0@Q 3mg/ml) und
Ribonuklease A (13.700, 10mg/ml) durchgefihrt.

3.3.5 Analytische Ultrazentrifugation (AUC)

Die Analysen mittels analytischer Ultrazentrifugati(AUC) erfolgten durch PD Dr. Hauke
Lilie (Institut fir Biochemie/Biotechnologie der ML Halle-Wittenberg). Fur die AUC-
Messungen wurde eine Beckman XL-A Zentrifuge (BeaknCoulter) mit einem AN5OTI-
Rotor und Doppelsektorzellen verwendet. Das Sedatiensgleichgewicht wurde bei
16.000rpm, 20°C und 288m beobachtet. Hierfiir wurde eine[d®l Losung au$*N-GCAP-2
oder ™N-GCAP-2 in den gleichen Puffern hergestellt, wieie sfir die
Quervernetzungsreaktionen (Kapitel 3.2.2.2.3) uma @rol3enausschlusschromatographie
(Kapitel 3.3.4) verwendet wurden. Die Sedimentatg@schwindigkeiten voffN-GCAP-2
(0,025-2mg/ml) wurden in Gegenwart von Gy8V CaCb untersucht. Die Analyse erfolgte bei
40.000rpm, 20°C und wurde bei 230n und 280m verfolgt. Die Daten wurden mittels der
vom Hersteller zur Verfigung gestellten Softwaresgawertet. Die Abh&ngigkeit des
apparenten s-Wertes von der Proteinkonzentrationrdevuunter Annahme eines

Monomer/Dimer-Gleichgewichts mittels nichtlineaRegression [184] angepasst.
3.3.6 Erstellung des GCAP-2-Homodimer-Strukturmodells

Die Erstellung des Modells fur das GCAP-2-Homodiradolgte durch PD Dr. Iris Thondorf
(Institut fur Biochemie/Biotechnologie der MLU HelWittenberg). Die Struktur von
monomerem GCAP-2 wurde mittels NMR-Spektroskopidogie und 22 verschiedene
Modellstrukturen unter dem PDB-Eintrag 1JBA abge]&8]. Diese Modelle wurden mit Hilfe
des ResProx-Server [185] evaluiert und eine Aufigsuon 3,5 bis 5,4 im Vergleich zu
Rontgenkristallstrukturen vorhergesagt. Von den &lleth mit der hochsten vorhergesagten
Auflosung wurde das Modell 1 aus der Struktur 1JBA die weiteren Untersuchungen
verwendet. Mittels der im MOE n(olecular operating environmer®Programm [186]
implementierten Funktionen Protonate3D und LigX deudas Modell verfeinert. Das betraf
die Protonierung der Proteinseitenketten, die kberédnordnung der Asparagin-, Glutamin-
und Histidin-Seitenketten. Eine Kraftfeld-Minimierg bis zu einem RMS-Gradient von
0,01kcal/mol/A schloss sich an. Mit einer Reihe versdener Protein-ProteidockingServer
(Hex [187], ClusPro [188], GRAMM-X [189], ZDOCK [1), SwarmDock [191], PatchDock
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[192], HADDOCK [193]) wurden ausgehend von der wearérten Struktur GCAP-2-
Homodimer-Modelle generiert. Hierzu wurden, fallsogiich, Standardeinstellungen
verwendet. Die so erhaltenen 93 Modelle wurden inblitk auf intermolekulare LysiGo—
Ca-Abstéandegefiltert (oberer Grenzwer25A). Es wurden nur Modelle in Betracht gezogen,
bei denen die vernetzten Lysine auf der Oberflé@ldseHomodimers lagen. Modelle, bei denen
die Lysine im Inneren der Struktur eingebettet wargurden aussortiert. Dabei wurden aus
den 93 Modellen nur zwei ermittelt, die diese Kida erfiullten. Diese zwei Modelle
(Ergebnisse der HADDOCK und PatchDock Server) wardeer MD-Simulation mit dem
AMBER12-Programm [194] unterzogen. Hierfiir wurdesf'@donen manuell an die Position
im Modell platziert, die denen im GCAP-2-Monometsgmachen. Das Programm Leap wurde
fur die Implementierung des ff12SB-Kraftfelds ung Solvatisierung des Systems mit einer
stumpfoktaedrischen Box von TIP3P Molekiilen vervegndum System wurden 18 Nibnen
addiert, um eine Neutralisation zu erreichen. D@-Bimulation selbst wurde nach folgendem
Protokoll durchgefiihrt: (1) 5000 Minimierungssctajt(2) Erwarmung des Systems von 100
auf 300K in 10ps unter Verwendung starker Riickgratbeschrankumgerb,Okcal/mol, (3)
drei Aquilibrierungslaufe bei konstantem Druck vbbar und konstanter Temperatur von
300K (NPT-Ensemble) fur 100s unter Verwendung von Ruckgratbeschrankungen von
2 kcal/mol, 0,%cal/mol bzw. 0,kcal/mol, (4) NPT-Aquilibrierung ohne Beschrankundér
1,1ns, (5) endgiltige Simulation von 86 fir das HADDOCK-Modell und von 74¢8 fir das
PatchDock-Modell.
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4 Ergebnisse

4.1 Quervernetzungsexperimente zwischen Peptiden der tralen
Guanylatcyclase (ROS-GC) und dem Guanylatcyclase-tikierenden
Protein-2 (GCAP-2)

Fur ein tiefergehendes Verstandnis der Interaktiischen dem myristoylierten GCAP-2
und seinem Bindungspartner der retinalen Guanytieg (ROS-GC) sollte diese strukturell
untersucht werden. Bisher existieren nur NMR-Stritdditen flr das nicht-myristoylierte
GCAP-2-Monomer im Cd-gebundenen Zustand (PDB-Eintrag 1JBA [18]) undnéei
strukturellen Daten des Komplexes aus GCAP-2 un8&T 1.

In vorhergehenden biochemischen UntersuchungeGZAP/ROS-GC-Interaktion war
eine potentielle Bindungsregion fur die Bindung @G€3AP-2 an de€-terminalen Erweiterung
der katalytischen Doméane der ROS-GC identifizieorden Abb. 4und Abb. 24 [36]. Ein
weiteres potentielles Bindungsmotiv aus der juxtaim@naren Domane wurde als GCAP-1-
Bindungsmotiv postuliert [40], zur moglichen Intktian mit GCAP-2 existieren allerdings
bisher keine Daten. Diese, hier als GC-Peptid 1@6dPeptid 2 bezeichneten, Regionen der
ROS-GC sollten fur erste strukturelle Untersuchunget GCAP-2 genutzt werden. Dabei
sollte die Bindung und somit die Interaktion des-B€ptid 1 an GCAP-2 bestatigt und
weiterhin eine mogliche Interaktion von GCAP-2 @IC-Peptid 2 untersucht werden. Fir eine
strukturelle Charakterisierung des myristoyliert@CAP-2-Proteins im Komplex mit den
potentiellen Bindungspeptiden der ROS-GC und dauksirellen Charakterisierung der
Interaktionsflaichen der Komplexe wurden zuerst Expente mit dem aminreaktiven
Quervernetzungsreagenz %sin An- und Abwesenheit von €adurchgefiinrt Abb. 24. Als
maogliche Reaktionsstellen im GC-Peptid 1 steherNd&erminus sowie die Hydroxygruppen
des Tyr-1, Ser-8, Thr-9 und Ser-14 zur Verfiigungfghund der Lange des BS-Reagenzes
von ca. 7, kdnnen weiter entfernte Interaktionsregionen iomplex ermittelt werden. Zieht
man die Lange der Aminosaureseitenketten und dexilfilitat des B3G sowie der
Aminoséaureseitenketten in Betracht konnen@-Abstande von 19-28 tiberbriickt werden.
Fur eine strukturelle Charakterisierung raumlichher@r Interaktionsflachen im Komplex
wurden jeweils zwei Varianten der Peptide mit deatpreaktiven Aminoséuren Photo-Leucin
(GC Photo-Peptid 1a und b) updBenzoylphenylalanin (GC Photo-Peptid 2a und byvesdet
und die Komplexbildung mit GCAP-2 untersuchAbp. 24. Die daraus gewonnenen
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Erkenntnisse sollten zur Erstellung erster Struktwdelle fur die Interaktion zwischen

GCAP-2 und dessen potentiellen BindungsmotiverRies-GC dienen.

GCAP-2
10 20 30 40 50 60
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Abb. 24 Aminoséauresequenz des GCAP-2 und den Birgiumotiven der retinalen Guanylatcyclase (ROS-GC).
GCAP-2 besteht aus 204 Aminosauren, wobei das-Biettiionin abgespalten wird und Gly-2 posttransiagl

mit einer Myristinsdurekette modifiziert wird. Dieerwendeten Peptide stammen aus der intrazellularen
juxtamembrandren Domé&ne (JMD) und der C-termindtettension (CTE) der katalytischen Doméane (CCD).
ROS-GC: EXT: extrazellulare Domane; TM: Transmemhgdix; JMD: juxtamembranare Domane; KHD:
Kinase-homologie-Domane; DD: potentielle Dimerisiegsregion; CCD: katalytische Domane; CTE: C-
terminale Erweiterung; B%: Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat.

4.1.1 Quervernetzungsexperimente zwischen dem GC-Peptidund GCAP-2
4.1.1.1 Quervernetzungsexperimente mit B&G

Die Interaktion zwischen dem Bindungsmotiv GC-Repli aus derC-terminalen
Erweiterung der ROS-GC (AS 965-981) [36] und denmistgylierten GCAP-2 wurde sowohl
in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit vorf*Gatersucht Abb. 24 Abb.-A 3. Hierfiir
wurde GCAP-2 in Gegenwart vormiM CaCp bzw. 10mM EGTA mit dem Peptid inkubiert
und beide Partner wurden durch Zugabe des homdifunellen aminreaktiven Reagenz
BS’G quervernetzt. Um spater die massenspektromedrisdtentifizierung  der
Quervernetzungsprodukte zu erleichtern, wurde deagénz als 1:1-Gemisch in nicht-

deuterierter und vierfach-deuterierter Form vervegn@die Bildung des Komplexes sowie
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dessen Stochiometrie wurde anschlieBend massermpektisch untersucht. Die Analyse
beider Reaktionsansatze mittels MALDI-TOF-MS zeifteite, hochabundante Signale des
BS?’G-modifizierten GCAP-2 sowie weniger intensive Signdes GCAP-2/GC-Peptid (1:1)-
Komplexes der einfach und zweifach geladenen lofghb. 25 A. Mit Hilfe des
hochauflosenden Orbitrap-Massenanalysators konmte ggénaue Zusammensetzung der
Modifikationen, sowohl des GCAP-2-Monomers als auths GCAP-2/GC-Peptid 1-
Heterodimers ermittelt werderAlgb. 25 B. Das GCAP-2-Monomer trug drei bis sechs
Modifizierungen durch partiell hydrolysierte undésdntramolekulare Quervernetzungen. Der
GCAP-2/GC-Peptid 1-Komplex wurde zusatzlich zueintolekularen Quervernetzung vier-

bis sechsfach modifiziert.

A
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5% .
% -50,8
: :
=,
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Q- X X : + 90,4
2 ‘ [mod. GCAP-2 + GC-Peptid 1 + H] s [mod, GCAP-2 + 2H2*
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Abb. 25 Massenspektrometrische Analyse des intakkmplexes aus GCAP-2 und GC-Peptid 1 nach
chemischer Quervernetzung mit BS. (A) MALDI-TOF-MS der B&5-Reaktionsansatze nach 30-mindtiger
Reaktionszeit mit mM BSG zwischen GCAP-2 (2380743 10uM) und GC-Peptid 1 (198318 30uM) in
Gegenwart von InM CaC} (links) und 1nM EGTA (rechts); mod.GCAP-2: GCAP-2 modifiziertt mi
intramolekular gebundenen und partiell hydrolyseertB SG-Molekiilen. B) Dekonvolutiertes Massenspektrum
(Nano-ESI-MS; [M+HJ}) eines Reaktionsansatzes mitpdMd GCAP-2 (23807,38) und 10uM GC-Peptid 1
(1983,3u) nach 30min Reaktionszeit mit M BSG-Dy und 1ImM CaCh; XL: Modifizierung mit
intra/intermolekular gebundenem B5D, (+96 u); XL-OH: Modifizierung durch partiell hydrolysits B3G-

Do (+114u).
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Die Reaktionsansatze wurden nach Bestatigung dempikexbildung mittels
eindimensionaler Gelelektrophorese (SDS-PAGE) a@mafy und mit einer nicht
guervernetzten Probe verglichei\bp. 2§. Das freie GCAP-2 (23J@a) wurde in
Abwesenheit von C4im Bereich von 20 bis 28Da detektiert. In Gegenwart von Laeigte
sich auf Grund unterschiedlicher T#eladener Zustiande des GCAP-2 eine veranderte
elektrophoretische Mobilitat. Nach erfolgter Queneatzungsreaktion migrierten diese Banden
auf Grund der Modifizierungen durch das?BSReagenz im Vergleich zu den unmodifizierten
Proteinbanden breiter und diffuser. Durch die uemirende Auftrennung in Bh-ige SDS-
Polyacrylamid-Gelen, konnte keine getrennte Préfeiptid-Komplexbande detektiert werden
(Abb. 26 A. Die Reaktionsansatze wurden deshalb entsalzt emméut mittels eines
Gradientengels analysiert. In beiden Reaktionsaaed(lmM CaCb und 10mM EGTA)
konnten auf diese Weise zwei Spezies in Form getieerBanden fir GCAP-2 und den 1:1
(GCAP-2/GC-Peptid 1)-Komplex im Bereich von ca kP& detektiert werdempb. 26 B.

A EGTA CaCl,

r LI} 1
M P GCAP OsL__ 100xL30min  100xL 60 min M GCAP P 100xL 30 min 100xL 60 min
“— e L L

- -

LK I 1 1

50 kDa
40 kDa b R [ R

30 kba

75D | b A
20 kDa - e oy e I
)|
15 kDa
10 kDa
B CaCl, EGTA
GCAP M 0xl 100 M 0xl 100x1
30min 60min 30min 60min
50kDa —
40kDa
30kDa GCAP_Z/_
/GC-Peptldl
N 1.1 L | TY— y -—— (1:1)
20kDa \
GCAP-2

15kDa
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Abb. 26 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGEEr GCAP-2/GC-Peptid 1-Quervernetzungsansatze
mit BSG (10uM GCAP-2/3M GC-Peptid 1, 3@nin bzw. 60nin Reaktionszeit, M BSG; 20l pro Bande).
(A) 15%-ige SDS-Polyacrylamidgele zur Trennung der Reaktnséatze mit 1M EGTA (links) bzw. mM
CaClb (rechts). B) 4-20%-iges SDS-Polyacrylamidgel der Reaktionsansatza Rafferwechsel zu EGTA. | und
II: ausgeschnittene Gelbanden; M: Molekulargewiohdsker; GCAP: GCAP-2, Kontrolle; P: GC-Peptid 1,
Kontrolle; OxL: Reaktionsansatz ohne?8S100xL: Reaktionsansatz mitdM BSG
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Nach Bestatigung der Bildung des 1:1-Komplexes anda GCAP-2 und GC-Peptid 1
erfolgte die Identifizierung der exakten Verknipgspunkte auf Peptidebene. Hierflr wurden
die diffusen Gelbanden der quervernetzten Probemvai Teilen ausgeschnitteAlfb. 26A,
Bereiche | und Il). Die Proteine wurden mit einesribination aus GIluC und Trypsin im Gel
gespalten (Kapitel 3.2.4.1). Anschlielend wurdemr deptidgemische mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS analysiert (Kapi82.5.3). In allen ausgeschnittenen
Banden wurde GCAP-2 nachgewiesen. Das GC-Peptiuardenm Gelbandenbereich | sowohl
in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit vort*Gdentifiziert. Fiir die EGTA-enthaltenden
Proben wurde es auch im Bereich der Bande |l deteKAbb. 26A und Tabelle-A ). Dies
bestétigte die Bildung des Komplexes unter beideakitonsbedingungen. Die Identifizierung
des GC-Peptids auch im unteren Bereich (Il) derb&®le ist vermutlich durch die
unzureichende gelelektrophoretische Auftrennungrkliéren.

Im C&*-gebundenen Zustand des GCAP-2/GC-Peptid-Komplexasden mehrere
intramolekulare  Quervernetzungen innerhalb des stoyiierten GCAP-2-Proteins
identifiziert, die mit der publizierten NMR-Struktdes nicht-myristoylierten GCAP-2 im €a
gebundenen Zustand (PDB-Eintrag 1JBA [18]) in Eankj stehenAbb. 27 A Tabelle-A 2.
Das spricht fur eine vergleichbare Struktur desistgylierten GCAP-2, auch im Komplex mit
dem GC-Peptid. Weitere zehn intramolekulare Veunrggen zwischen dentC-terminal
lokalisierten Lys-200 und den Lysinen an den Paisén 29, 30, 46, 50, 96, 126, 128, 129, 142
und 178 deuten auf eine hohe Flexibilitat @eerminalen Bereichs von GCAP-2 hin. Dieser
Bereich (AS 191 bis 204) ist in der bekannten NMR#&ur nicht aufgeldst. Im Céafreien
Zustand wurden lediglich drei aquivalente Quervemmegen zwischen dem in der NMR-
Struktur nicht aufgeldsten Lys-200 und den LysiaarPositionen 46 und 50 einerseits, sowie
zwischen Lys-29 und Lys-46 identifizie(Tabelle-A 2. Das kénnte auf eine veranderte
Flexibilitat bzw. eine veranderte Struktur des&feeien GCAP-2 hindeuten.

Zusatzlich wurde in GCAP-2 eine grof3e Anzahl vosihgn mit partiell hydrolysierten
BS?’G-Molekillen modifiziert Tabelle-A 3. Diese Produkte weisen auf die
Losungsmittelzuganglichkeit exponierter Lysinsedgetten hin. Ein Unterschied zwischen dem
Ca*-freien und dem Ca-beladenen Zustand des GCAP-2 wurde nicht festijeste

Im Komplex aus GCAP-2/GC-Peptid 1 wurden sowohlAinwesenheit als auch in
Abwesenheit von Casechs libereinstimmende intermolekulare Quervarngen identifiziert
(Abb. 27 Tabelle-A 4. Die Vernetzung erfolgte jeweils zwischen dererminalen Tyr-1 des
GC-Peptids 1 und verschiedenen Lysinen des GCAPEIn reprasentatives

Vorlauferionenmassenspektrum und  Fragmentionenmggsktrum  eines  solchen
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Quervernetzungsprodukts werdenAibb. 28gezeigt. Die Identifizierung der Quervernetzung
zwischen Lys-129 des GCAP-2 und Tyr-1 des GC-Psiiticerfolgte zunéchst anhand des
Isotopenmusters der doppelt geladenen lonenntie677,820 undm/z679,832 mit einer
Massendifferenz von Bh (entsprechend ) im Vorlauferionenmassenspektruabp. 28 A.
Die exakte Lokalisierung der Quervernetzung wundeaad der Zuordnung der zugehdrigen
Fragmentionen im Fragmentionenmassenspektrum bras{#ib. 28 B.

Drei intermolekulare Vernetzungen zwischen Tyr-& @G&£-Peptid 1 und den Lysinen 29,
102 und 178 des GCAP-2, wurden im?Ggebunden Zustand identifizierAlh. 27 B.
Spezifisch fur den Cafreien Zustand waren dagegen intermolekulare \teamgen zwischen
Tyr-1 des GC-Peptids 1 und Lys-106, Lys-30 und FHerdes GCAP-2. Eindeutige
Unterschiede zwischen den Strukturen def*®altigen und C#-freien Komplexe ergaben
sich aus diesen Ergebnissen jedoch nigbb( 27 B.

A +Ca?* B +Ca?* -Ca%+

Abb. 27 Vergleich der NMR-Struktur des nicht-myrstlierten GCAP-2 im C&-gebundenen Zustand (PDB-
Eintrag: 1JBA [18]) mit den identifizierten Querveretzungen. AMit BSG intramolekular quervernetzte Lysine
im Ca*-gebundenen Zustand sind mit orangenen Linien@&-Distanzen) verbunden und als rote Stabchen
hervorgehoben (&Ca-Distanzen: Ly¥ — Lyg% 19,68A; Lys® — Lys$% 20,50A; Lys®— Lyd$2% 16,05A; Lys? —
Lys'?8 15,10A; Lys'?® — Lyd42 17,08A); B: Mit Tyr-1 des GC-Peptids 1 quervernetzte Lysimel sils rote
Stabchen hervorgehoben; links: in Gegenwart vamML CaC}; rechts: in Gegenwart von 18M EGTA.
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Abb. 28 Massenspektrometrische Identifizierung esn@SG-Quervernetzungsprodukts zwischen Lys-129 des
GCAP-2 und Tyr-1 des GC-Peptids (Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS). 41 GCAP-2 und
30uM GC-Peptid 1 wurden mit iM BSG in Gegenwart von M CaC}h fur 60min quervernetzt,
gelelektrophoretisch getrennt und nach proteolyiisc Spaltung massenspektrometrisch analysieff) (
Ubersichtsmassenspektrum bei einer ElutionszeitSa8min: Der Ausschnitt des Massenspektrums zeigt das
charakteristische BDs-Isotopenmuster des identifizierten Quervernetzproghikts als doppelt geladene
Spezies.R) Fragmentionenmassenspektrum nach CID-Fragmemgdes doppelt geladenen Vorlauferions bei
m/z679,832. Fragmentionen desPeptids sind in blau dargestellt und Fragmentiordas S-Peptids in rot.

B: carbamidomethyliertes Cystein. Die Nomenklatigrtiert sich an [143].

Aus den Ergebnissen der BSExperimente lassen sich naherungsweise Riicksehsis
die Lage dedi-terminalen Bereichs des GC-Peptids 1 ziehen. &mdeutige Unterscheidung
beider Komplexe (mit/ohne &4 ist allerdings nicht moglich. Weiterhin lasstlsiauf eine
ahnliche Konformation des &agebundenen myristoylierten GCAP-2 im Komplex nend
GC-Peptid 1 im Vergleich zum unmyristoylierten GCG2MMonomer schliel3en. Eine
geanderte Struktur des €dreien GCAP-2 im Komplex wird vermutet, lasst sjedoch nicht
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eindeutig bestatigen. Weiterhin wurde durch dieeDatine ausgesprochen hohe Flexibilitat
des C-terminalen Bereichs des GCAP-2 gezeigt. FuUr einenagere strukturelle
Charakterisierung der Komplexe waren deshalb weEsiperimente erforderlich.

4.1.1.2 Quervernetzungsexperimente zwischen den Photo-Leucmarkierten GC-
Photo-Peptiden 1a und 1b und GCAP-2

Eine genaue Charakterisierung des Komplexes zwis@@AP-2 und dem GC-Peptid 1
sowie der Unterschiede zwischen?Ggebundenem und -freien Zustand waren allein anhand
der Ergebnisse der BS-Experimente nicht moglich. Deshalb wurden weifexperimente mit
zwei GC-Peptid 1-Varianten durchgefiihrt, bei deeatweder Val-5 (GC-Photo-Peptid 1a;
Abb. 24 oder Leu-13 (GC-Photo-Peptid 1Abb. 24 gegen die photoreaktive Aminosaure
Photo-Leucin ausgetauscht wurde. Dies ermdglichte Hlentifizierung potentieller
Kontaktstellen zwischen GCAP-2 und zwei definierRgsten innerhalb des GC-Peptides 1.
Wegen des im Vergleich zu BS kiirzeren uberbriickbaren Abstandes und der méuglich
Reaktion mit vielen verschiedenen Aminosauresedttak konnten mit diesen modifizierten
Peptiden direkte Kontakte im Komplex mit GCAP-2 &tett werden.

Nach erfolgter Photoreaktion (Kapitel 3.2.2.3) warddie Komplexbildung
massenspektrometrisch untersucht. Die Analyse deakfionsgemische bestatigte die
Komplexbildung beider GC-Photo-Peptide mit GCAR€p(asentativ sind die Ansatze ohne
C&* in Abb. 29dargestellt).

Die Reaktionsansatze wurden nach Bestatigung denpiaxbildung ebenfalls mittels
eindimensionaler Gelelektrophorese (SDS-PAGE) gatrelm C&'-gebundenen Zustand
konnte fur keine der beiden Photo-Peptid-Varianteime getrennte Protein/Peptid-
Komplexbande detektiert werdeAlb. 3Q links GC Photo-Peptid 1a). Nach Trennung des
C&*-freien Reaktionsgemisches war sowohl fur das Gad?Reptid 1aAbb. 3Q rechts) als
auch das GC-Photo-Peptid 1b eine schwache BandbkBia fur einen GCAP-2/GC-Peptid
(1:1)-Komplex erkennbar. Die schwache Bande im iBarées Komplexes vor der Bestrahlung
ist durch eine Reaktion aufgrund von Umgebungskcherklaren.
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Abb. 29 Massenspektrometrische Analyse der intaktedomplexe zwischen GCAP-2 und den
GC-Photo-Peptiden 1a und INGNoESI-LTQ-Orbitrap-MSA: Dekonvolutiertes Massenspektrum ((M+MHes
Reaktionsansatzes mit i1 GCAP-2 (23807,8) und 10uM GC-Photo-Peptid 1a (20098 nach Bestrahlung
mit 4000mJ/cni, in Gegenwart von 1M EGTA.B: Dekonvolutiertes Massenspektrum ([M+H]des
Reaktionsansatzes mit i1 GCAP-2 (23807,8) und 10uM GC-Photo-Peptid 1b (19958 nach Bestrahlung
mit 4000mJ/cn?, in Gegenwart von 1M EGTA. * Der Stern zeigt ein mogliche Phosphomsaddukte des
GCAP-2 bzw. GCAP-2/GC-Photo-Peptid 1-Komplexes.
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Abb. 30 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGEer Quervernetzungsprodukte zwischen GCAP-2
und GC-Photo-Peptid laDie Trennung der Reaktionsgemische M GCAP-2/GC Photo-Peptid 1la,
Bestrahlung bei 4000 und 806@/cn3; 20l pro Bande) erfolgte mit 1%-igen SDS-Polyacrylamidgelen nach
Reaktion in Gegenwart vomiM CacC} (links) bzw. 1nM EGTA (rechts). Die gestrichelten Rechtecke raeghi
die ausgeschnittenen Gelbereiche. M: Molekulargbtsimarker; GCAP-2: GCAP-2, Kontrolle; P:
GC Photo-Peptid 1a, Kontrolle; Ox: Reaktionsansair Bestrahlung.

Zur Ermittlung der genauen Kontaktstellen wurder danden der GCAP-2/GC-
Photo-Peptid-Komplexe ausgeschnitten und protesaliytgespalten. Nach LC/MS-Analyse der
erhaltenen Peptidgemische konnte die Anwesenhaitjel@eiligen Photo-Peptids in den
Gelbanden bestatigt werdehapelle-A ).

In Anwesenheit von C& wurden insgesamt funf verschiedene intermolekulare
Quervernetzungen identifiziert: zwei zwischen GCARnd GC-Photo-Peptid 1a und drei
zwischen GCAP-2 und GC-Photo-Peptid Ablj. 31 A Tabelle-A 5und Tabelle-A §. Das
Photo-Leu-5 des GC-Photo-Peptids l1a wurde entweaderVal-61, Glu-62 oder Ala-63
vernetzt, welche sich innerhalb derHelix am Anfang des EF-Handmotivs 2 befinden

(Abb. 31 A linke Struktur). Eine genauere Eingrenzung der Reagstelle war nicht
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zweifelsfrei moglich, der Grofteil der zugeordnekeagmentionen deutete aber auf Val-61
hin. Als zweiter Kontakt des Photo-Leu-5 des GCiBHeptids 1a wurde Ala-57 oder Thr-58
identifiziert. Beide befinden sich in unmittelbar®&dhe auf der gleichem-Helix des
EF-Handmotivs Abb. 31 A linke Struktur). Die Qualitat der entsprechenderekan liel3
jedoch keine zweifelsfreie Identifizierung des Rrkigs zu, so dass dieser Vernetzungspunkt
nicht fur die spatere Erstellung des Modells vematwurde.

Das GC-Photo-Peptid 1b, bei dem Leu-13 gegen Pbhatcin ausgetauscht wurde, wurde
mit demC-terminalen Phe-204, den Aminosduren Phe-170 —1Glinnerhalb der zweiten
Helix des vierten EF-Handmotivs sowie mit den Ansi@doren Pro-146 und Glu-147 am Beginn
des vierten EF-Handmotivs vernet2ibp. 31 B linke Struktur). Diese Reste sind in der 3D-
Struktur des freien GCAP-2 (PDB 1JBA [18]) weit wimander entfernt, was auf eine gro3ere
Konformationsanderung des GCAP-2 hinweist. Riucksdd Uber  eine
Konformationsanderung dél-terminalen Region lassen sich hieraus allerdingstrziehen,
da die 14C-terminalen Aminosauren innerhalb der GCAP-2 NMR4&ur nicht aufgelost
sind. Die Vernetzung zwischen Photo-Leu-13 mit RP8é-konnte deshalb auch nicht in das
Strukturmodell einbezogen werden. Die Ubrigen ifierdgrten Kontaktstellen innerhalb des
aufgelosten Bereichs des GCAP-2 wurden fiir diecBusty eines Modells des €&beladenen
Komplexes aus GCAP-2 und GC-Peptid 1 verwendet.

Nach Quervernetzungsreaktion in Abwesenheit vofi Garrde ein zweifach geladenes
Signal beim/z844,453 als quervernetztes Produkt aus Photo-Lele435C-Photo-Peptids 1b
und Ala-137 bzw. Glu-138 des GCAP-2 identifiziehbp. 33. Diese Reste befinden sich in
der Loop-Region zwischen dem dritten und vierten EF-Handmadés GCAP-2 Abb. 31 B
rechte Struktur). Insgesamt wurde im ?Gheien Zustand eine Vielzahl quervernetzter
Produkte zwischen beiden GC-Photo-Peptiden 1a wmtitverschiedensten Aminosauren des
GCAP-2 identifiziert Tabelle-A 5und Tabelle-A 8. Im Gegensatz zum €abeladenen
Komplex sind diese Bindungsstellen tber die gesda@AP-2 Struktur verteilt und kdnnen
keiner spezifischen Bindung zugeordnet werd&ob( 3). Moégliche Erklarungen dafir sind
eine extrem flexible Konformation des Komplexes @& *-freien Zustand, eine starke
strukturelle Anderung der GCAP-2-Struktur oder eimspezifische Bindung des Peptids an
das C&'-freie GCAP-2. Dadurch bedingt und wegen der fetdeninformationen iiber die 3D-
Struktur des Cd-freien GCAP-2, konnten diese Daten nicht zur Hisig eines Modells

genutzt werden.
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+Ca2+

+ca2+

Pro-146

Abb. 31 NMR-Struktur des nicht-myristoylierten GCAPim Ca&*-gebundenen Zustand (PDB-Eintrag 1JBA
[18]). A: Mit GC-Photo-Peptid 1a quervernetzte Aminosauren@CAP-2 sind als rote Stabchen hervorgehoben.
B: Mit GC Photo-Peptid 1b quervernetzte Aminosaures @CAP-2 sind als orangene Stabchen hervorgehoben.

+Ca?": Ergebnisse des Cabeladenen Komplex (WM CaC}); -Ca?*: Ergebnisse des Cafreien Komplex
(10mM EGTA).
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Abb. 32 CID-Fragmentionenmassenspektrum eines Quenetzungsprodukts zwischen GCAP-2 und GC-
Photo-Peptid 1bDas Quervernetzungsprodukt zwischen Ala-137 oderl38 des GCAP-2 und Photo-Leu-13
des GC-Photo-Peptids 1b wurde nach Nano-HPLC/Na8biH Q-Orbitrap-MS/MS-Analyse eines
Reaktionsansatzes (400@/cn; 10mM EGTA; Retentionszeit 3%8n) in Abwesenheit von €anach CID-
Fragmentierung eines zweifach geladenen Vorlaufisribei m/844,453 identifiziert. Fragmente des GCAP-2
Peptids sind in blau dargestellt und die Fragmesds GC-Photo-Peptid 1b in rat-Peptid: GCAP-2-Peptids-
Peptid: GC-Photo-Peptid 2a.

4.1.1.3 Struktur des GCAP-2/GC-Peptid 1-Komplexes

Die Erstellung eines Strukturmodells des GCAP-2/ptid 1-Komplexes (Kapitel 3.3.2)
im C&*-gebundenen Zustand erfolgte durch Herrn Dipl.-B&. Bjorn Olausson. Hierfir
fehlten jedoch noch Informationen Uber die Konfatiora des GC-Peptids 1. Erste
Informationen zur Sekundarstruktur des Peptids widurch Vorhersagen mittels PSIPRED
(v3.3, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) und BBEERATH (www.scfbio-
litd.res.in/bhageerath/index.jsp) gewonnen. Beidghérsagen stimmten hinsichtlich einer
partiell a-helikalen SekundarstruktuC{terminale Halfte) des Peptids Ubereibb.-A 3.
Diese theoretischen Erkenntnisse konnten mittel§@izulardichroismus)-spektroskopischer
Analysen (Kapitel 3.3.1) durch Herrn Dr. Knut Kdllestéatigt werden. Wahrend die Fern-
UV-CD-Spektren des Peptids in wassriger Lésung sageterandom-coitCharakteristika
aufwiesen, zeigten sich in Anwesenheit steigend€lf-Konzentrationen die flw-helikale
Strukturen typischen Signale bei 18®, 208 1m und 22Z2ym. Anhand der Amplituden nach
Sattigung des Signals konnte in Ubereinstimmungdait theoretischen Vorhersagen ein
helikaler Anteil von ca. 58 abgeschatzt werdeAlfb.-A 3.

Zur Erstellung des Modells wurden die mittels?BSermittelten Distanzbeschrankungen
zwischen denN-Terminus des GC-Peptid 1 und den Lysinen 50, 08, 126, 129, 142 und

178 verwendet und eine maximale-Ca-Distanz von 1% angenommen. Fir die Reaktion
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mit dem Photo-Leucin in Position 5 (Val-5) wurds alahrscheinlichste Bindungsstelle Val-
61 des GCAP-2 gewahlt. Als Kontaktstellen flr Phiogéni-13 (Leu-13) dienten Pro-146, Glu-
147, Phe-170 und Val-171 des GCAP-2. Als maximaleda-Distanz fur die Vernetzung mit
Photo-Leucin wurden 8 angenommen. Zur Erstellung des Modells wurde chosigeine MD-
Simulation durchgefiihrt, wéhrend der fur die ersi®ms eine zusatzliche Energie fur die
Einhaltung der angegebenen Distanzbeschrankungmwandet wurde. Anschliel3end wurde
diese Energie entfernt und die Struktur fur weidas verfolgt, um die relaxierte Struktur zu
ermitteln. Diese sollte der natirlichen Struktus dBCAP-2/GC-Peptid 1-Komplexes am
ahnlichsten sein. Dabei wurden die festgelegtetabrbeschrankungen zu Glu-147, Phe-170
und Val-171 Uberschritten. Diese Verletzungen déstddzbeschrankung konnten jedoch
vernachlassigt werden, wenn man die in diesen 8weeai der GCAP-2-Struktur inh&renten
Fluktuationen akzeptiert. Bei den tbrigen Vernegamwurden die Distanzbeschrankungen
eingehalten Tabelle-A 7. Die anhand der vorgegebenen Beschrankungen waimchste
Struktur wird in Abb. 33 gezeigt. Die vorhergesagte partielthelikale Struktur des
GC-Peptids 1 ist nach der Simulation auch im Komple erkennen. Dieses Modell stellt den

ersten Strukturvorschlag fur den Komplex zwisch&@AB-2 und dem Bindungsmotiv aus der

retinalen Guanylatcyclase dar.

Abb. 33 Strukturmodell des GCAP-2/GC-Peptid 1-Koewss im C&-gebundenen ZustandDas Rickgrat des
GC-Peptids 1 ist in rot dargestellt. Die fur diedllung des Modells verwendeten Kontaktsteller fizeaktion

mit BSG sind als orangene Kugeln dargestellt. Die vervegad Vernetzungen mit den GC-Photo-Peptiden sind
als hellgriine Kugeln hervorgehoben. Die braune KageRuckgrat des GC-Peptids 1 stellt das verndigtesin

1 dar und die dunkelgriinen Kugeln jeweils das Phaocin an Positionen 5 und 13.

4.1.2 Quervernetzungsexperimente zwischen dem GC-Peptiduhd GCAP-2

Das GC-Peptid 2 reprasentiert einen Abschnitt arsjuktamembrandren Domane der
ROS-GC (AS 503-5224bb.-A 1, fur den eine GCAP-1-Bindung postuliert wurde][40
Um eine vermutete Interaktion mit GCAP-2 zu beggiti wurde die Bildung des

Komplexes aus GCAP-2 und GC-Peptid 2 in An- und géewnheit von C4 untersucht.
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Zuerst wurde die Interaktion ebenfalls mit dem hbifunktionellen Reagenz BS analysiert.
Die nach der Reaktion erhaltenen Proben wurden der proteolytischen Spaltung
massenspektrometrisch analysiert. VergleichbademtErgebnissen des GC-Peptid 1, wurden
sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit vefi @undante Signale des mit mehreren
BS?’G-Molekiilen modifizierten GCAP-2 und weniger abum@aSignale des 1:1-Komplexes
aus GCAP-2 und GC-Peptid 2 identifizieAbp. 34. Nach erfolgter proteolytischén-Gel
Spaltung mittels GluC und Trypsin wurde das GC-#aptden potentiellen Komplexbanden
massenspektrometrisch nachgewiesen, was die Bildesdomplexes bestatigte. Allerdings
konnten, auch nach intensiver Analyse der generidbaten, weder in Anwesenheit noch in
Abwesenheit von C4, quervernetzte Produkte zwischen GCAP-2 und demP&gtid 2
identifiziert werden. Deshalb wurden, analog zu detiherigen Experimenten, zwei Varianten
des Peptids verwendet, in denen entweder Trp-6 RGGo-Peptid 2a) oder Trp-8 (GC-
Photo-Peptid 2b) gegen die photoreaktive AminosaprBenzoylphenylalanin (Bpa)
ausgetauscht wurdeAlfb. 24 Abb.-A ). Bei der anschlielenden gelelektrophoretischen
Trennung der in Abwesenheit vonhestrahlten Proben wurde mit beiden Peptidvanmante
eine schwache Bande auf Hohe des Protein-Peptidekes detektiert (analogbb. 30. In
Anwesenheit von Cawar auf Grund des veranderten Laufverhaltens deaR52 im C&'-
gebundenen Zustand keine separate Komplexband&ennen. Jedoch konnte das jeweilige
GC-Photo-Peptid nach proteolytischer Spaltung fleidd Reaktionsbedingungen
massenspektrometrisch nachgewiesen werden, sdiddditdung des Komplexes aus GCAP-2

und den Photo-Peptiden bestatigt wurde.
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Abb. 34 Massenspektrometrische MALDI-TOF-MS-Analysder intakten Komplexe aus GCAP-2 und
GC-Peptid 2Analyse der Reaktionsansatze nach 60-minitigekteezwischen 1AM GCAP-2 und 1M GC-
Peptid 2 mit InM BSG A: in Gegenwart von inM CaC} undB: in Gegenwart von 1M EGTA. mod. GCAP-2:
GCAP-2 modifiziert mit intramolekular gebundenenl partiell hydrolysierten B%-Molekiilen.

Nach Reaktion des GC-Photo-Peptids 2a, in dem Tpgén Bpa ausgetauscht wurde, mit
GCAP-2 wurde sowohl in An- als auch in Abweseniveih C&* ein Vernetzungsprodukt
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zwischen Ala-63 oder Met-64 des GCAP-2 und Bpa$ @€-Photo-Peptids 2a identifiziert
(Abb. 35. Da Bpa bevorzugt mit der endstandigen Methylgeupon Met reagiert [132], ist

eine Vernetzung mit Met-64 deutlich wahrscheinlicligne potentielle zweite Vernetzung von
Bpa-6 mit Met-181 wurde ausschlieRlich in Abweséien C&* registriert.

FUr das GC-Photo-Peptid 2b wurde eine Vernetzungchen Bpa-8 des Peptids und Met-
64 des GCAP-2 im C&freien Zustand, nicht jedoch in Gegenwart vorf*@ketektiert. Dies
ist vergleichbar mit den Daten fiir den’Gaeien Zustand (Kapitel 4.1.1.2) und deutet ebiésfa
auf eine hohere Flexibilitat des €dreien GCAP-2 hin.

Die Analyse der Bpa-Vernetzungsprodukte gestaketlh schwierig und war oft nicht
eindeutig, da die CID-Fragmentierung dieser Proglukt ausgepragten.&-Neutralverlusten
der Vorlauferionen fuhrte. Diese Signale warensefir dominant im Gegensatz zu den sehr
viel weniger abundanten Signalen der FragmentidesrPeptidrickgrats. Ein vergleichsweise
gut auswertbares Beispiel wird &bb. 35gezeigt. Potentielle weitere Kandidaten konnten
aufgrund ihrer schlechten Spektrenqualitat nichtleutig identifiziert werden, weshalb die

Erstellung eines Modells fur den Komplex zwischedAR-2 und GC-Photo-Peptiden 2a und
2b nicht méglich war.

7333
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Abb. 35 CID-Fragmentionenmassenspektrum eines quenetzten Produkts zwischen GCAP-2 und GC-
Photo-Peptid 2aDas Quervernetzungsprodukt zwischen Ala-63 oddr@Meales GCAP-2 und Bpa-6 des GC-
Photo-Peptid 2a wurde nach Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQHtap-MS/MS-Analyse eines Reaktionsansatzes
(8000mJ/cn%; 10mM EGTA, Retentionszeit 84tin) in Abwesenheit von &anach CID-Fragmentierung eines
zweifach geladenen Vorlauferions bei @5,376 identifiziert. Fragmente des GCAP-2-Pepsol in blau

dargestellt und die Fragmente des GC Photo-Pep2idsin rot. a-Peptid: GCAP-2-Peptids-Peptid: GC-
Photo-Peptid 2a.
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4.2 Quervernetzungsexperimentemit *Ce-markiertem

p-Benzoylphenylalanin (Bpa)

Fur eine zuverlassige Identifizierung von Querveaaegsprodukten mit Bpa-markierten
Peptiden oder Proteinen war auf Grund der oft @kéffen Fragmentierung eine zusétzliche
Bestatigung der Produkte notwendig. Wie in dieseébel gezeigt, ist eine verlasslichere
Identifizierung von Vernetzungsprodukten durch Vendung stabiler Isotopenmarkierungen
mit Hilfe des daraus resultierenden charakterig@sclsotopenmusters maoglich. Die haufig
genutzte Deuterierung von Reagenzien, wie unteerand bei B3G-Do/D4 und BS-Do/D4
[121] verwendet, ist eine etablierte Methode. Mihehmendem Deuterierungsgrad kann dies
aber wéahrend der chromatographischen Trennung wtlideen Unterschieden der Retention
deuterierter und nicht-deuterierter Spezies inldtakehrphasenchromatographie fuhren. Eine
Markierung mittels*C-Kohlenstoff beeinflusst die Rententionszeit dagegicht.

Zur verbesserten Identifizierung der Quervernetspngdukte nach Reaktion mit
Photopeptiden wurde im Rahmen dieser Arbeit eiobsfach*C-markierte, Fmoc-geschiitzte
Variante dep-Benzoylphenylalanins (Bpa), ausgehend von Bekiy-synthetisiert (Kapitel
3.2.6.2).

Die Verbindung wurde fir die Synthese zweier madbfiter Bpa-Peptide verwendet. Dies
war zum einen das M13-Peptid, ein 26-Aminosaurdiequs der Skelettmuskel Myosin-
leicht-Ketten-Kinase (skMLCK) und ein 23-Aminosé&ieptid aus der retinalen
Guanylatcyclase (GC-Photo-Peptid 3).

4.2.1 Nachweis der Enantiomerenreinheit de$3Cs-markierten Bpa

Bei der Verwendung von artifiziellen Aminosduren & von Bedeutung, dass diese
ahnliche Eigenschaften wie die ausgetauschte Arauresbesitzen. Hydrophobizitéat, Grol3e,
aber vor allem die Chiralitat sollten hierbei veighbar sein. Die Enantiomerenreinheit des
synthetisierte®Cs-markierten Bpa wurde wegen der begrenzten Sulistamge nach Einbau
in das M13-Peptid tberprift. Als Standard wurdealasviodell dienende M13-Peptid jeweils
mit kommerziell erhaltlichem D- und L-Bpa synthedi$ und gereinigt. Ausgetauscht wurde
hierbei das Tryptophan an PositionAbb.-A ). Die Peptide wurden jeweils einzeln und als
Mischung mittels HPLC analysiert. Bei der Trennuetyierte D-Bpa-M13 bei einer
Retentionszeit von 27,7#8in (Maximum), wahrend L-Bpa-M13 ca. Ig¥in spéater bei
29,48min eluierte. Aufgrund der fast vollstandigen Treng waren beide Spezies eindeutig
unterscheidbarAbb. 36 A. AnschlieBend wurde M13 mit dem selbst synthetien 13Cs-
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markierterN-Fmoc-L-Bpa hergestellt. Bei der praparativen Trenqnder Syntheserohprodukte
wurden fur das nicht markierte L-Bpa-M13 und ddSs-markierte Bpa-M13 identische
Elutionsprofile detektiert, welche sich eindeutigonv Elutionsprofil des D-Bpa-M13
unterschiedenAbb. 36 B. Es konnte also von einem Enantiomeren-refi€smarkiertenN-

Fmoc-L-Bpa Syntheseprodukt ausgegangen werden.

A B

2001 ——L-Bpa-M13 + D-Bpa-M13
——L-Bpa-M13
——D-Bpa-M13

1501

mMAUz200m

501

10 " 20 " 30 " 40 " 50 " 60 10 20 30 40 50
tin tin

Abb. 36 Chromatographische (RP-HPLC) Trennung der Ond L-Bpa-M13 Peptide. ADas Chromatogramm
zeigt das Elutionsprofil des nicht-markierten D-B@a3 in blau, des nicht-markierten L-Bpa-M13 in griind
das der Peptidmischung in rd3: Das Chromatogramm zeigt die Elutionsprofile dentSgserohprodukte des
nicht-markierten D-Bpa-M13 in blau, des nicht-markén L-Bpa-M13 in griin und dé¥Cs-markierten L-Bpa in
rot.

4.2.2 Interaktion zwischen Calmodulin und M13 (skMLCK-Peptid)

Zur Etablierung der Strategie diente ein bereitsabhates Modellsystem, die Interaktion
zwischen CaM und dem M13-Peptid, einem bekanntev-Badungsmotiv aus skMLCK
[56]. Die Struktur dieses Komplexes wurde bereiitets NMR-spektroskopischer Methoden
aufgeklart [57] und zeigt eine antiparallele Bindutes M13 an CaM, bei der défTerminus
des Peptids mit der Zentralhelix des CaM interagieiir die Quervernetzungsexperimente
wurde Trp-4 des M13 gegéfC-Bpa bzw3Cs-Bpa ausgetauscht und die Peptide in einer 1:1-
Mischung aus?C-Bpa-M13 und>Cs-Bpa-M13 eingesetzt (Kapitel 3.2.28bb.-A .

Um die spezifische Bindung der Bpa-Peptide nachmeme wurde die
Vernetzungsreaktion in Gegenwart steigender Komagohen des Wildtyppeptides (wt-M13)
durchgefuhrt und die Reaktionsansatze wurden mit@ldimensionaler Gelelektrophorese
analysiert Abb. 37 A. Als Kontrolle dienten die nicht-bestrahlten Reab Vor der
Photoreaktion wurde das CaM als abundante Bandeifemn apparenten Molekulargewicht
von ca. 1%Da detektiert, wobei auf Grund unterschiedlichef*@eladung eine weitere
verschmierte Bande des CaM bei cakD@& erkennbar war. Nach Bestrahlung zeigten sich

diffuse Komplexbanden im Bereich von 17K@a. Mit steigender wt-M13-Konzentration
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nahm die Intensitat der Komplexbande ab, wahreeddds freien CaM zunahm. Bei einem
Konzentrationsverhaltnis des wt-M13 zu Bpa-M13 tdhwar nur noch ein geringer Anteil an
Komplex sichtbar. Die Kompetition des Bpa-M13 dudas wt-M13 um die Bindung an CaM
bestétigte einen vergleichbaren Bindungsmodus.rdifigs war selbst bei einem flinffachen

Uberschuss des wt-M13 noch eine schwache Bandmb#&bkDa fiir den Komplex sichtbar.

A 10pM CaM + 10pM Bpa-M13 B 10uM CaM + 10pM Bpa-M13
(5uM 'ZC-Bpa-M13;15|.IM 13C-Bpa-M13) (5uM '2C-Bpa-M13; 5uM 13C-Bpa-M13)
F opm 1M 10 M 50uM f : \
] wt-M13 wt-13 wt-)113 wi-p13 M CaM Kontr. M-13 4000 mJ/cm? 8000 mJ/cm?
0 \ 0 il ' \ M VT !
50 kDa Poooor s st stk
R —
50 kDa - 40 kDa
30kDa 30 kDa I
25kDa 25kDa ity
20 kDa 20 kDa !
b
15 kDa |
15 kDa
10 kDa
10 kDa
-

Abb. 37 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAG@Er Reaktionsansétze zwischen CaM und Bpa-M13.
Die Trennung der Reaktionsansatze miuM CaM und 1M Bpa-M13 (je M 1’C-Bpa-M13 und3Cs-Bpa-
M13; 20ul pro Bande) erfolgte mit 1%-igen PolyacrylamidgelenA: Trennung der Reaktionsansatze mit
steigender Konzentration des Wildtyp-M13 (wt-M1®r ¢-) und nach (+) Bestrahlung mit UV-A-Licht
(8000mJ/cni); B: Trennung der Reaktionsansatze nach UV-A-Bestrghiait 4000 und 800MJ/cni fur die
spatere massenspektrometrische Analyse. Die desitenn Rechtecke markieren die ausgeschnittenen
Gelbandenbereiche; M: Molekulargewichtsmarker; CaaM, Kontrolle; M13: Bpa-M13, Kontrolle; Kontr.:
Reaktionsansatz vor Bestrahlung.

Bei der nachfolgenden massenspektrometrischen s@algs Reaktionsgemisches wurde
ein gering abundantes Signal fur das freie CaNt{6790,901) und ein abundantes Signal fir
den CaM/M13 (1:1)-Komplexnf/z19819,662) im dekonvolutierten Massenspektrum der
quervernetzten Probe detektieibp. 3§. Nach Bestatigung der Bildung des Komplexes und
einer dem wt-M13 vergleichbaren Bindung des Bpa-Mi8de der Komplex mittelsottom-

up undtop-downAnalyse genauer untersucht.

81



Ergebnisse
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Abb. 38 Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS-Analyse des intat CaM/Bpa-M13-Komplexes im Massenbereich
m/z900-2400 ((+): Signale des CaM/Bpa-M13-Komplexeg¢:): Signale des CaM). Das eingefiigte
Massenspektrum zeigt die dekonvolutierten Signdle-H] *). Das Signal bei m/9759,626 konnte nicht
zugeordnet werden. Die VergroRerupngigt die dekonvolutierten monoisotopischen Sige.onstH] *) des

CaM/Bpa-M13-Komplexes mit gebundener?*danen. Die Signale bei mif8747,575, m/29787,585 und
m/z19825,645 konnten nicht zugeordnet werden.

4.2.2.1 ldentifizierung der Vernetzungsstellen im CaM/M13-Komplex

Zur Untersuchung der Interaktionsstellen auf Pejighe wurden die markierten Bereiche
des Geles ausgeschnitten (I undAibb. 37 B und der Proteinkomplex proteolytisch mit einer
Kombination aus AspN und Trypsin im Gel gespali@ie. Peptidgemische wurden per Nano-
HPLC aufgetrennt und mittels Nano-ESI-LTQ-Orbitfes/MS analysiert.

Die erhaltenen massenspektrometrischen Daten wurdesch potentiellen
Quervernetzungsprodukten durchsucht. Hierbei wurd@mdidaten nur als identifiziert
akzeptiert, wenn das charakteristische Isotoperenuistden Vorlauferionenmassenspektren
erkennbar war. Beide Fragmentionenmassenspektren Videlauferionenpaares mussten
vorhanden sein und &quivalente Fragmentionenmustér den charakteristischen
Massenunterschieden zeigen. Im Folgenden werdenidaismarkierte'C-Bpa als ,X* und
das'3Cs-markierte Bpa als ,J“ bezeichnet.

Ein reprasentatives Beispiel stellt das Querveumggprodukt zwischen Met-124
(DEMIR) des CaM und Bpa-4 (XKK bzw. JKK) des M13g#ds dar. Dieses wurde als
dreifach geladenes Produkt mit einer charakteciséie Massendifferenz von Th
(entsprechend 6) zwischen dem Vernetzungsprodukt #&-Bpa-Speziesi/z396,8741) und
der13Cs-Bpa-Speziesni/z398,8808) detektiertypb. 39A). Beim Vergleich der zugehorigen

82



Ergebnisse

Fragmentionenmassenspektren beider Vorlauferionennd s die identischen
Fragmentierungsmuster und die charakteristischessttalifferenzen zwischen den Bpa-
enthaltenden Fragmentionen erkennbdob( 39 Bund C). Das zweifach geladenegzsylon
wurde mit einfachem und zweifachem Wasserverlustiiz463,9 und 454,8 im Spektrum der
12C-Spezies identifiziert und mit einer charaktesistien Verschiebung vorit® (entsprechend

6 Da) beim/z466,8 und 457,8 im Spektrum déCs-Spezies identifiziert. Anhand der Tatsache,
dass zum Beispiel die identifizierten .4H-0]?*- und [hs-2H.O]**-Fragmentionen die
charakteristische Massendifferenz aufweisé@-Speziesm/z463,9 und 454,8:%Cs-Spezies:
m/z466,8 und 457,8), nicht aber dasg;[B-lon (**C/*3Cs-Speziesm/z245,2/245,1), konnte die
Vernetzungsstelle auf Met-124 eingegrenzt werdexs Wird auch durch die entsprechenden
Yo3- Und yo-Fragmentionen bestatigt.

Insgesamt wurden acht verschiedene Quervernetzumgeerhalb des CaM/M13-
Komplexes identifiziert Abb. 40; Tabelle-A 8ind Tabelle-A 9. Drei Quervernetzungen
zwischen Bpa-4 des M13-Peptides und den MethionameRositionen 109, 124 und 144/145
des CaM, welche im Einklang mit der bekannten améifele Orientierung des Peptides im
Komplex stehen Abb. 40, wurden sowohl im Gelbandenbereich | als auch im
Gelbandenbereich INpbb. 37B) des Komplexes detektiert. Vier Quervernetzungeheu-4,
Met-51, Met-71/72 und Met-76 des CaM wurden hauwbtséh in Proben des oberen
Komplexbandenbereichs Il identifiziert. Diese Quenetzungen sind nur mit einer vom
bekannten Bindungsmodus abweichenden paralleleant@iung zu erklarenApb. 40. Ein
weiteres Quervernetzungsprodukt aus Bpa-4 (XKK h#K) und entweder Leu-105 (ELR)
oder lle-85 (EIR) lasst aufgrund des isobaren Gttara der beiden Aminosauren keine
Unterscheidung zuApb. 40.
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Abb. 39 Identifizierung eines Quervernetzungsprodsikwischen CaM und Bpa-M1Bas Vernetzungsprodukt
zwischen Met-124 des CaM (@) und Bpa-4 des Bpa-M13 (ib/; je 7,5uM 2C-und*Ce-Bpa-M13) wurde

in einer mit 4000nJ/cn? bestrahlten Probe der unteren Gelbande | (AbbB3}Tdentifiziert.A: Der Ausschnitt
eines Massenspektrums zeigt das charakteristisebt@denmuster der dreifach geladenen Spezies d@b§ ni
markierten und'®Cs-markierten ProduktsB: CID-Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentigmes
Vorlauferions bei m/296,8741C: CID-Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentgedas Vorlauferions
bei m/Z398,8808. Die Fragmentionen des CaM-Peptids sirulan dargestellt und die Fragmentionen des Bpa-
M13 in rot. Die Fragmentionen bei n524,5, 639,4 und 780,5 in Spektrum B und die zugghtFragmentionen
bei m/z600,4, 645,5 und 686,5 in Spektrum C enthaltemsiatlich Bpa, konnten jedoch nicht zugeordnet

werden.
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Aminosduren des CaM,
quervernetzt mit Bpa des M13
antiparalleler paralleler Cu:Ca A
Bindungsmodus | Bindungsmodus Abis:‘azde
X L-4 23,54
X M-51 27,15
X M-71 oder M-72 | 20,30 0. 17,81
X M-76 24,84
11,03 0.12,45
M-109 X 10,46
M-124 X 8,78
M-144 or M-145 X 9,32 0.11,03

Abb. 40 NMR-Struktur des CaM/M13-Komplexes (PDB-Hiag: 2BBM [57]). CaM ist hellblau und M13 lila
dargestellt. Die mit einer antiparallelen Orientierg des M13 libereinstimmenden Quervernetzungspdinid
als griine Stabchen und die zugehorigenGa-Distanzen als blaue Linien dargestellt. Produldi auf eine
abweichende/parallele Orientierung deuten, sindatsngebraune Stdbchen und zugehorigeCa-Distanzen
als magentafarbene Linien dargestellt. Das Prodwieiches entweder fieoder Led® zugeordnet werden kann,
ist gelborange hervorgehobenaa-Distanzen (in Angstrém) sind in der Struktur undér Tabelle aufgefihrt.

4.2.2.2 Quantitative Einschatzung der Bindungsmodi

Die identifizierten Quervernetzungen sind mit zweirschiedenen Bindungsmodi des
M13-Peptides im Komplex mit CaM erklarbar, von deralerdings nur die antiparallele
Orientierung mit der veroffentlichten 3D-Struktusdieinstimmt (PDB-Eintrag: 2BBM [57]).
Aufgrund der unterschiedlich stark gefarbten Getlegavereiche 1 und 1IAbb. 37 B und den
darin identifizierten Produkten ist eine bevorzugtéiparallele Orientierung des M13-Peptides
im Komplex mit CaM zu vermuten. Wie bereits beseben, wurden die mit dem antiparallelen
Bindungsmodus Ubereinstimmenden Quervernetzungen b&iden Bandenbereichen
identifiziert, abweichende Produkte jedoch nur inenwger intensiv gefarbten oberen
Bandenbereich II.

Um die eventuelle Dominanz einer der Bindungsmawahéatzen zu kénnen, wurden die
Quervernetzungsexperimente je dreimal mit einetdifvéPeptidkonzentration von jg und
10puM (1:1, CaM:M13) wiederholt und die Komplexe induing mit AspN und Trypsin
gespalten. Nach der LC/MS/MS-Analyse wurden diepii¢llen Quervernetzungsprodukte
identifiziert. AnschlieBend wurden die Integrale detrahierten lonenchromatogramme (EIC)
der Vorlauferionen bestimmt, die durch ein chamagtisches Isotopenmuster und
Fragmentionenmassenspektren fiir beide SpeZi€sBpa und*Cs-Bpa) bestatigt wurden.
Zusatzlich einbezogen wurden alle Ladungszustdndseed Produkte, fir die auch ein
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charakteristisches Isotopenmuster und mindestang-reigmentionenmassenspektrum einer
Spezies fC-Bpa oder*Cs-Bpa) detektiert wurden. Danach wurden die Integdar EIC der
einzelnen Kandidaten und zusatzlich die aller Kdatiin fir einen bestimmten
Bindungsmodus addiert.

Die Ergebnisse bestéatigten die vorherigen VermwongNach Vergleich der
Gesamtsummen fir beide Bindungsmodi wurde ein sfabke hoherer Wert der integrierten
EICs der Kandidaten fur den antiparallelen Bindumgdus im Vergleich zum parallelen
Bindungsmodus ermittelt (Verhaltnis 7,22:1). DierNadtnisse variieren zwischen 6:1
(6,03:1; 5uM, 8000mJ/cnf) und = 9:1 (8,70:1; 1M, 8000mJ/cnf). Das
Quervernetzungsprodukt von Bpa-4 des M13 und Méfi¥b des CaM, welches einer
antiparallelen Orientierung des M13 entspricht, waallen Proben am hdchsten abundant.
Diese Ergebnisse konnten aber nur flr eine grolmscBatzung genutzt werden, da die
Signalintensitat eines Quervernetzungsproduktdst mgr von der Menge, sondern auch von
dessen lonisierbarkeit abh&ngbbp. 4.

500~

4504 Wtotal 5 M 4000 mJ/cm?2
400 total 5 pM 8000 mJ/cm?2
350
© total 5 uM
< 300
X 2
8 250 Wtotal 10 uM 4000 mJ/cm
<200

Btotal 10 pM 8000 mJ/cm?2
150

100+
50+
0 1 J

BWSumme 10 yM

| BGesamt (5 pM + 10 uM)

M-109
M-124
Total
M-36
M-51
M-71/72
M-76
Total

Abb. 41 Bestimmung der Bindungsmodi aus den extetén lonenchromatogrammen der
Quervernetzungsprodukte. Das Saulendiagramm zeigt die addierten Integraler dextrahierten
lonenchromatogramme der identifizierten Quervemmegsprodukte nach proteolytischer Spaltung (in b@gu
der Reaktionsansatze (3 1 CaM und 1M Bpa-M13 (je 2,5M *°C und*3Cs-Bpa-M13); 3 x 1uM CaM und
10uM Bpa-M13 (je M 2C und Cs-Bpa-M13)). Die Flachenverhaltnisse von antiparkdtezu paralleler

Bindung betragen fir: 3 x|5M CaM/Bpa-M13A: 6,34:1;B: 6,03:1; A+B: 6,13:1 und fur 3 x 1AM CaM/Bpa-
M13; A: 6,68:1;B: 8.70:1; A+B: 7.71:1 @: 4000mJ/cn3; B: 8000mJ/cni).

antiparalleler Bindungsmodus paralleler Bindungsmodus

M-144/145

L-4

4.2.2.3 Top-dowrrAnalyse des CaM/M13-Komplexes

Zur Bestatigung der bisherigen Ergebnisse wurderdekte CaM/M13-Komplex mittels
CID- und ETD-Fragmentierung analysiert.

Nach CID-Fragmentierung einer 14-fach positiv getegh Spezies des intakten
CaM/M13-Komplexes bei m/z1416,6188 Abb. 43 konnten 43 Fragmentionen

unmodifizierten N-terminalen b-lonen ¢bbis k2 des CaM zugeordnet werden. Alle b-
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Fragmentionen schlieRen eine Bindung von Bpa-AMIE3 an Leu-4 des CaM aus. 26 dieser
b-Fragmentionen @-bss) schlieRen das Met-36 und 12 b-Fragmentionen das5¥ als
potentielle Bindungsstelle im CaM aus. Zusatzliaraen dreiC-terminale y-Fragmentionen
(y1s, Y17, Y19) des CaM identifiziert, die gegen eine Bindung Bpa an Met-144/145 sprechen.
Diese widersprechen einer Bindung an Leu-105, Né&tnd Met-124 nicht und sind somit
trotzdem in Ubereinstimmung mit dem bekannten amdifelen Bindungsmodus. Firr den
CaM/Bpa-M13-Komplex konnten insgesamt Ziterminale y-Fragmentionen des CaM
identifiziert werden, die mit dem M13-Peptid vemtetvorliegen und ebenfalls den
antiparallelen Bindungsmodus unterstitzen. SeabsediFragmentionen zwischep#Bpa-
M13 und gs+Bpa-M13 passen dabei ausschliel3lich zur bekarartgparallelen Bindung des
M13 an CaM. Dasgt+Bpa-M13-lon unterstiitzt im Gegensatz zu den unfrmeliten Vis, yi7,
yie-lonen nur eine Bindung an Met-144/145. Somit ish winer gemischten Population des
Komplexes mit einer antiparallelen Orientierung d&l3 auszugehen, mit einer
hauptsachlichen Bindung des Bpa-4 an Met-109, Ndtund Met-144/145.
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Abb. 42 CID-Fragmentierung des intakten CaM/M13-Kqutexes. A: (Oben) Das
Fragmentionenmassenspektrum nach CID-Fragmentierings 14-fach positiv geladenen Vorlauferions des
Komplexes (m/2416,6188; normalisierte Kollisionsenergie: 28) evirm Massenbereich von n#@0-2400
gezeigt. (Unten) Ausschnitte des Fragmentionenmapsé&trums im Bereich von m/z00-1410 (links) und
m/z1410-1700 (rechts) sind vergroRert gezeigt. Frageeies CaM sind in blau dargestellt und Fragmergs d
CaM/M13-Komplexes in blau und rdB: Es sind die Aminosauresequenzen des M13 und désndtden
identifizierten Fragmentierungsstellen dargestdllnmodifizierte Fragmente des CaM sind in blau ggaend
CaM-Fragmente, die mit dem Bpa-M13 modifiziert weg#n, sind rot gekennzeichnet. Identifizierte
Quervernetzungsstellen, die dem parallelen Bindonaghis entsprechen, sind orange markiert und Kositzllen

des M13 im antiparallelen Bindungsmodus in grie=8b und Leu-105 sind gelb, das Bpa-4 (X) blau meark
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Fur eine detailiertere Charakterisierung des ietak€CaM/M13-Komplexes war eine
Fragmentierung Uber einen groéf3eren Bereich des @aMendig. Dies wurde durch ETD-
Fragmentierung des Komplexes erreickibly. 43. Nach Fragmentierung einer 20-fach positiv
geladenen Spezies des Komplex®#z091,9342; 3ns Reaktionszeit) konnten 14 Fragmente
einerC-terminalen z-lonenreihe {zind 22) des Bpa-M13-Peptides zugeordnet werden. Vom
N-terminalen Teil des CaM wurden insgesamt 46 unfirelite c-Fragmentionen identifiziert
(c13-C1039), die alle Leu-4 als potentielle Bindungsstellessahlielen. Neunundzwanzig
Fragmentionen ¢g-Cio3 schlieRen Met-36, 23 Fragmentionensz{@o3) Met-51, 16
Fragmentionen (G-C103) Met-71, 15 Fragmentionen-gecios) Met-72 und 13 Fragmentionen
(c7e-C103) Met-76 als Bindungsstelle aus. Alle potentielBimdungsstellen (Leu-4; Met-36;
Met-51; Met-71/72; Met-76 und lle-85), die fur emearallelen Bindungsmodus stehen,
werden von insgesamt secNgerminalen c-Fragmentionengc Go3, Cos, Gs, Cio1 UNA Qo3)
ausgeschlossen. Zusatzlich wurden insgesamE-garminale z-Fragmentionen im Bereich
zwischen zz und z1 des CaM identifiziert, die mit Bpa-M13 modifiziemurden und eindeutig

den antiparallelen Bindungsmodus favorisieren.

Diese Ergebnisse wurden nach CID- und ETD-Fragreemtg weiterer Ladungszustande des
intakten CaM/M13-Komplexes bestétigt. Insgesamtnkerweder nach CID-Fragmentierung
noch nach ETD-Fragmentierung ein einziges Fragmentietektiert werden, welches eine
parallele Orientierung des M13-Peptides unterstizt eine antiparallele Bindung des Bpa-
M13 ausschlief3t. Die mittels CID erzielten Ergebaigeuten auf eine gemischte Spezies hin,
bei der eine Bindung des Bpa an unterschiedlichéhidieine des CaM im antiparallelen
Bindungsmodus zu vermuten ist. Die Fragmentieruntgielm ETD zeigte ausschliel3lich
Fragmente, die einen antiparallelen Bindungsmodugd Met-124 und Met-144/145 als
hauptséachliche Kontaktstellen des Bpa bestati@@enErgebnisse deéop-downExperimente
und die Resultate der integrierten EIC zeigtens @gssich bei dem parallelen Bindungsmodus
zwischen CaM und M13 um ein niederabundantes Nebdogt der Reaktion handeln muss,

welches klar vom hauptsachlichen antiparallelerdBimgsmodus abgegrenzt werden kann.
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Abb. 43 ETD-Fragmentierung des intakten CaM/M13 Kahexes. A:  (Oben) Das
Fragmentionenmassenspektrum nach ETD-Fragmentieeimgs 20-fach positiv geladenen Vorlauferions des
Komplexes (m/291,9342; 3ns ETD-Reaktionszeit) wird im Massenbereich vorba0z2000 gezeigt. (Unten)
Der Ausschnitt des Fragmentionenmassenspektrum8areich von m/2000-1400 ist vergréRert gezeigt.
Fragmente des CaM sind in blau dargestellt, Fragteates Bpa-M13 in rot und Fragmente des CaM/M13-
Komplexes in blau und roB: Es sind die Aminosauresequenzen des M13 und ddsntaden identifizierten
Fragmentierungsstellen dargestellt. Unmodifizigftagmente des CaM sind in blau gezeigt und Fragmdets
Bpa-M13, sowie CaM-Fragmente, die mit dem Bpa-Ml&difiziert vorliegen, sind rot gekennzeichnet.
Identifizierte Quervernetzungsstellen, die dem pelen Bindungsmodus entsprechen, sind orange mdnknd

Kontaktstellen des M13 im antiparallelen Bindungdo®in grin. lle-85 und Leu-105 sind gelb, das Bpa)
blau markiert.
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4.2.3 Quervernetzungsexperimente zwischen GCAP-2 und dem

isotopenmarkierten GC-Photo-Peptid 3

Nach Bestatigung der grundsatzlichen Anwendbarkieit *C-Markierung fir eine
verlasslichere ldentifizierung von Bpa-Quervernaggprodukten, wurde diese Methode auf
das in dieser Arbeit untersuchte biologische SystesxGCAP-2 und der ROS-GC angewendet.
Hierflr wurde das in Kapitel 4.1.1 beschriebene ®EABindungsmotiv aus d€-terminalen
Extension der ROS-GC, GC-Peptid 1 [38bb. 24, als Vorlage verwendet und édaterminal
um sechs Aminosauren verlangertes und acetyliBgptid aus 23 Aminosauren synthetisiert.
Im Peptid wurde die gré3te hydrophobe Aminoséauas, Tyrosin an Position 7, gegen nicht-
markiertes und®Cs-markiertes Bpa ausgetauscht (GC-Photo-Peptitlb®,.-A ). Nach der
Quervernetzungsreaktion in Abwesenheit vod*@ad anschlieBender gelelektrophoretischer
Trennung war bei ca. #Da auf Hohe des moglichen GCAP-2/Peptid-Komplerase
schwache Bande erkennbabp.-A 4. Der gro3te Teil des GCAP-2 wurde nicht querviate
Vergleichbar mit den vorherigen Quervernetzungsespnten zwischen GCAP-2 und den
verschiedenen Bindungspeptiden konnte auch fiiredidsomplex im C#&-gebundenen
Zustand keine getrennte Bande fir einen potentiéti®tein/Peptid (1:1)-Komplex detektiert
werden. Dieser wurde mdglicherweise durch die Veesienen C4-beladenen Zustiande des
GCAP-2 uberdeckt (siehe Kapitel 4.1.1.2 und 4.1.2).

Fur eine detaillierte Analyse der potentiellen Queenetzungsprodukte wurden die
jeweiligen Gelbanden in zwei Teilen ausgeschnitteiehe Abb.-A 4, entsprechend des
Protokolls (Kapitel 3.2.4.1.2) mit GluC und Trypsim Gel gespalten und nach
chromatographischer Trennung massenspektrometisalysiert. Sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von C4 wurde das GC-Photo-Peptid 3 fast ausschlieRlictdén oberen
Gelbanden | identifiziert. Wie zuvor in Kapitel 221 beschrieben, wurden anschlieRend die
Quervernetzungsprodukte identifiziert. Ein  représeves Beispiel fur das
Quervernetzungsprodukt von Bpa-7 des GC-Photo-®ept(AS 1-8, ESTGLPXR bzw.
ESTGLPJR) und Met-64 des GCAP-2 (AS 63-66, AMFR)dwh Abb. 44gezeigt. Dieses
Produkt wurde sowohl in An- als auch in Abwesenhein C&" gefunden, jedoch
ausschlief3lich in den Extrakten der oberen Gelbaridbb.-A 4. Die Signale der doppelt
geladenen Spezies'“C-Spezies:m/z788,3850; 1°Cs-Spezies: m/z791,3950) zeigten die
charakteristische Massendifferenz voini3(entsprechend Ba; Abb. 44 A. Die zugehdrigen
Fragmentionenmassenspektren zeigten aquivalentgmergierungsmuster und die zu

erwartenden charakteristischen Massenunterschidate @4 BundC). Beispielsweise wurde
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das [ip2]*-Fragmention mit einem zusatzlichea@Verlust beim/z1254,7 und 1236,51C-
Spezies) und mit der entsprechenden Massendiffexanéu beim/z1260,7 und 1242,43Ce-
Spezies) identifiziert. Anhand dieser Fragmentenkelie potentielle Reaktionsstelle auf Ala-
63 und Met-64 des GCAP-2 eingegrenzt werden. Aufgrder bekannten Praferenz des Bpa
fur Methionin als Reaktionspartner [142] ist Met-@ié¢ wahrscheinlichere Kontaktstelle. Die
Vernetzung von Bpa-7 des GC-Photo-Peptids 3 und@edes GCAP-2 wurde sowohl im
Ca*-gebundenen als auch im Céreien Zustand als einzige Reaktionsstelle erfhitRies

spricht fur eine definierte Interaktion zwischen &2 und GC-Photo-Peptid 3.
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Abb. 44 |dentifizierung eines Quervernetzungsprodek zwischen GCAP-2 und GC-Photo-Peptid [3as
Vernetzungsprodukt zwischen Bpa-7 des GC-PhotdeRept(20uM; je 10uM *2C-und*3Cs-Bpa-Peptid) und
Met-64 des GCAP-2 (30M) wurde in einer bestrahlten Probe (8000/cnf) mit Ca* der oberen Gelbande
(Abb.-A 4) identifiziertA: Der Ausschnitt des Massenspekirums zeigt das kteaistische Isotopenmuster der
zweifach geladenen Spezies des  nicht-markierten uridCs-markierten Produkts. B:
Fragmentionenmassenspektrum nach CID-Fragmentieruthgs Vorlauferions bei mr88,3850; C:
Fragmentionenmassenspektrum nach CID-Fragmentierwgs Vorlauferions bei mi®1,3950. Die

Fragmentionen des GC-Photo-Peptids 3 sind in blatgéstellt und die Fragmentionen des GCAP-2-Peptids
rot.
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4.2.4 Charakteristische Fragmentierung der Quervernetzungprodukte mit Bpa

Wie schon bei anderen Peptiden (Kapitel 4.1.2) belotet, zeigen Bpa-
Quervernetzungsprodukte ein spezielles Fragmenggsierhalten. Dies bestatigte sich bei den
Experimenten mit GC-Photo-Peptid 3.

Nach CID-Fragmentierung der Bpa-Quervernetzungsted wurden hauptsachlich
Fragmentionen mit starken Neutralverlusten zugestrdtierbei handelte es sich hauptséachlich
um Wasserverluste. Im Grol3teil der Fragmentioneserespektren wurden die intensivsten
Signale als einfache oder mehrfache NeutralverldeseVorlauferions selbst identifiziert. Ein
initialer Wasserverlust ist hierbei durch den Vstlder Hydroxylfunktion des zentralen
Kohlenstoffatoms der Benzophenonseitenkette zuaerkl Weitere Wasserverluste kdnnen
von sauren Aminosauren, wie Glutaminséure und Agpasaure stammen. Diese kommen auf
Grund der Verwendung der Proteasen GIuC und AspN den meisten
Quervernetzungsprodukten vor. Weiterhin fragmetgtierdas Peptidrickgrat vieler
Vernetzungsprodukte abhéngig vom Ladungszustandrsffizient.

Als Beispiel dienen hier die CID-Fragmentionenmaspektren des
Vernetzungsproduktes von Met-124 des CaM und Bpeg M13-PeptidsAbb. 39 und
Abh. 45). Die Fragmentierung der dreifach geladeneszi®p Abb. 39 fihrte zu ausgepragten
Neutralverlusten der VorlauferionetfGs-Speziesm/z391,0, 385,0 und 379,8°Cs-Spezies:
m/z393,0, 397,0 und 391,0) sowie der FragmentionenRiggidriickgrats; beide sind als
abundante Signale in den Fragmentionenmassenspektegkennbar. In  den
Fragmentionenmassenspektren der zweifach geladepenies Abb. 45 wurden ebenfalls
hoch-abundante Neutralverluste der Vorlauferioté@-Epeziesm/z586,0, 577,1 und 568,5;
13Cs-Spezies:m/z589,0, 580,0 und 571,5) beobachtet. Die SignaleFdagmentionen des
Peptidrickgrats waren in diesen Spektren jedoclvomiigeringer Intensitat.

Dieser, wie auch weitere Falle (ein weiteres Beispst in Abb.-A 5 dargestellt)
verdeutlichen, dass eine zusatzliche Isotopennrariie essentiell fir eine zweifelsfreie

Identifizierung der Quervernetzungsprodukte soveieakakten Kontaktstellen ist.
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Abb. 45 CID-Fragmentionenmassenspektren eines Qeenetzungsproduktes zwischen CaM und Bpa-M13.
Das Quervernetzungsprodukt zwischen Met-124 des @Q8MM) und Bpa-4 des Bpa-M13 (us/; je 7,5uM
12C-und*3Cs-Bpa-M13) wurde in einer UV-bestrahlten Probe (40@Dcn?) der unteren Gelbande | (Abb. 37 B)
identifiziert. Es entspricht dem zweifach geladeResdukt aus Abb. 3®: CID-Fragmentionenmassenspektrum
nach Fragmentierung des Vorlauferions bei B94,8076. Das Signal bei n85%6,2 konnte nicht zugeordnet
werden (n.i.)B: CID-Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentiedas Vorlauferions bei méa7,8177.
Die Fragmentionen des CaM-Peptids sind in blau éatgllt und die Fragmentionen des Bpa-M13 in rot.
4.2.4.1 Fragmentierung von Bpa-Quervernetzungsprodukten zuN-terminalen und

oxidierten Methioninen

Neben dem generellen Auftreten dominanter Neutriisee bei Bpa-
Quervernetzungsprodukten Zeigten einige Produkte n eiaul3ergewdhnliches
Fragmentierungsverhalten.

Die Fragmentierung der zweifach geladenen Signaf€-$pezies: m/z939,4514;
13Ce-Spezies: m/z942,4613) eines Quervernetzungsprodukts zwischena-4Bmles M13

(B-Peptid: XKK und JKK) und demN-terminalen Met-76 des CaM-Peptids-Reptid:
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MKDTDSEEEIR) fuhrte zu spezifischen Fragmentiondig nur durch den Bruch der neu
entstandenen Bindung zwischen Bpa und Met erkl&ibarAbb. 4. Den einfach geladenen
Signalen det*C-Spezies bein/z524,3 und 378,4 untfCs-Spezies bein/z530,3 und 384,3
konnten nur das isoliert@-Peptid und das 2Hragmention das3-Peptids mit einem
Massenverlust von @ zugeordnet werden. Die Beteiligung des Bpa wuddech die
auftretende Massendifferenz bestatigt. Ein weitSgmgal beim/z1336,5 in den Spektren
beider Spezies wurde als da®eptid mit einem Massenverlust vonul&lentifiziert. Dieser
Verlust von 16 ist hochstwahrscheinlich durch den Verlust deniealen Methylgruppe des
Methionins und der Bildung eines Thioaldehyds zkléeen. Die Fragmentierung eines
weiteren Quervernetzungsprodukts (zweifach geladgigeale,'*C-Spezies:m/z402,2277;
13Cs-Speziesm/z405,2378) ebenfalls zwischen Bpa-4 und Met-76 ([BeMK) bestatigten
diese Ergebniss@bb.-A §. Die N-terminale Position des Methionins in dem vernetReptid
scheint hierbei entscheidend zu sein, da derarttgagmentionen nicht in CID-
Fragmentionenmassenspektren eines vergleichbaoelnlRes mit zusatzlicheiterminalen
Lysin (Peptid: KMKDTDSEEEIR) beobachtet werden ktem
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Abb. 46 CID-Fragmentionenmassenspektren eines Qeenetzungsproduktes zwischen Bpa und einem N-
terminalen Methionin.Das Quervernetzungsprodukt zwischen Met-76 des @aMM) und Bpa-4 des Bpa-M13
(15pM; je 7,5uM 2C-und**Ce-Bpa-M13) wurde in einer UV-bestrahlten Probe (86@Dcn3) der Gelbande I
(Abb. 37 B) identifiziert. CID-Fragmentionenmasgeidrum des Produkts miA '°C-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlauferidsd m/239,4514 undB °Cs-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des Vorlauferions bei r842,4613. Die Fragmente des CaM-Peptids sind iu llargestellt
und die des Bpa-M13 in rot. Die charakteristiscli@agmentionen sind mit-16, -2, fb>-2 bezeichnet.
Ahnliches wurde nach Fragmentierung von Querveumgigprodukten mit oxidierten
Methioninen beobachtet. Die Fragmentierung der dibpmeladenen Spezies eines
Quervernetzungsprodukts aus Met24 des CaM und Bpa-4 des M13-Peptiélsk(. 47,12C-
Spezies:m/z702,8449;13Cs-Spezies:m/z705,8547) fuhrte zu einem Signal eines einfach
geladenen lons bei/z863,3 {°Cs-Speziesm/z863,4) und wurde dem MgtPeptid mit einem
Verlust von 161 zugeordnet. Der potentielle Verlust der Methypgre resultiert
wahrscheinlich in der Bildung einer Sulfin-Struk{abb. 4§. Ein weiteres Signal eines einfach
geladenen lons ben/z815,5 in beiden Spektren (Massendifferenz vouy&t durch den

zusatzlichen Verlust von Schwefelmonoxid zu erkiardduch die bereits bekannten
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Fragmentionen des Bpa-Peptids nach damverlust wurden hier beobacht@t:RPeptid und
b-Fragmention?C-Speziesm/z524,4 und 378,4-*Cs-Speziesm/z530,4, 512,5 und 384,5).
Ein doppelt geladenes Signal beiz670,9 ¢3Cs-Speziesm/z673,9) konnte dem Vorlauferion
nach einem Neutralverlust von 38 (entsprechend @4) durch die Eliminierung von GSO
und einer potentiellen Umlagerung zugeordnet werdéach diese charakteristischen
Fragmente wurden nach CID-Fragmentierung der doggéhdenen Spezies eines weiteren
Quervernetzungsproduktes zwischen §4é#4/145 des CaM und Bpa-4 des M13 bestatigt
(Abb.-A 7.
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Abb. 47 CID-Fragmentionenmassenspektren eines Qeemetzungsproduktes zwischen Bpa und einem
oxidierten Methionin. Das Quervernetzungsprodukt zwischenMet-124) des CaM (10M) und dem Bpa-4
des Bpa-M13 (16 M; je 7,5uM 12C-und*3Cs-Bpa-M13) wurde in einer UV-bestrahlten Probe (8@@Dcn?) der
Gelbande Il (Abb. 37 B) identifiziert. Fragmentiomeassenspektrum des Produkts Auit'?C-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlauferibes m/2694,8477 undB: mit *Cs-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des Vorlauferions bei r687,8576. Die Fragmente des CaM-Peptids sind i lolargestellt
und die des Bpa-M13 in rot. Die charakteristiscikeagmentionen sind mit-16, a-16-48,4-2, fb>-2, und M+2H-
64 bezeichnet.
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Diese charakteristische Fragmentierung wurde alisBtibh bei
Quervernetzungsprodukten mi-terminalen und oxidierten Methioninen beobachtetl u
konnte fur die Identifizierung solcher Produkte geh werden. Der Vorschlag eines

potentiellen Fragmentierungsweges isflib. 48dargestellt.
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Abb. 48 Hypothese der Fragmentierung der Bpa-Quenatzungsprodukte zu N-terminalen und oxidierten
Methioninen. Die Fragmentierung kénnte mit einem initialeaQHVerlust beginnen, vermutlich durch Verlust
der Hydroxylfunktion vom zentralen C-Atom des Bphenons. In der Folge wird wahrscheinlich die Bindu
zwischen dem Schwefel und demA®m des Methionins gespalten. Dies wirde denugenwon 1 des
Bpa-Peptids und den Verlust vonu @les Methionin-haltigen Peptids erklaren.

4.3 Homodimerisierung von GCAP-2

Frihere Untersuchungen mittels Grol3enausschluseabographie von Olshevskagsal.
legten eine Homodimerisierung des GCAP-2 imi*@geien Zustand nahe [38]. In Anwesenheit
von 400uM EGTA war ein 1:1-Verhaltnis zwischen Monomer uicher beobachtet worden,
wahrend in Anwesenheit von 300 CaCh nahezu kein GCAP-2-Dimer detektierbar war. Die
Reversibilitat der Dimerisierung nach Zugabe bzwtf&nen des Ca lieR einen C&-
regulierten Mechanismus vermuten [38].

Auf Grund fehlender Strukturinformationen Uber d@S€AP-2-Homodimer und die
maogliche Bedeutung flr die Aktivierung der ROS-G@l|te in dieser Arbeit die Dimerisierung

massenspektrometrisch mittels chemischer Quenzamegtuntersucht werden.
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Zunachst wurden die Untersuchungen mittels Grol&mdwsschromatographie unter
vergleichbaren Bedingungen, wie in [38] beschrielv@aderholt. Die Durchfihrung erfolgte
durch Dipl.-Biochem. Christian Arlt. Im Gegensatz @en verotffentlichten Ergebnissen [38]
wurde kein Unterschied der Homodimerbildung zwischdem C&'-freien und C#&-
gebundenen Zustand des GCAP-2 festgestdhb(49. Unter beiden Bedingungen wurde ein
deutlich hoherer Anteil von GCAP-2-Monomer gegemiB€AP-2-Homodimer sowie ein
geringer Anteil von GCAP-2-Oligomeren detektieriadd Vergleich beider Elutionsprofile,
wurde sogar ein etwas hoherer Anteil an GCAP-2-Htimer im C&'-gebundenen Zustand
registriert. Die Schlussfolgerung war daher, dass @CAP-2-Dimerisierung ein Ch

unabhangiger Vorgang ist.

Ca 2+
18 o 80 — EGTA

nsvolumen (mL)

Elutiot

(66.400)

Ao (MAU)

4 log(MG)

Dimer Monomer

-2 T T T
0 20 40 60 80

Elutionsvolumen (mL)

Abb. 49 GrolRRenausschlusschromatographie des GCAP2s Chromatogramm zeigt den Verlauf der UV-
Absorption der GréRenausschlusschromatographiereB@AP-2 Probe (1tM) in Anwesenheit von Op3M
CaCb (graues Profil) und 0,.s/MM EGTA (schwarzes Profil). Im eingefligten Koorténaystem ist die
Kalibriergerade dargestellt.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde die Démeening zusatzlich mit Hilfe der
analytischen Ultrazentrifugation (AUC) untersucbtese Experimente wurden von PD Dr.
Hauke Lilie (Institut fur Biochemie/Biotechnologigjurchgefiihrt. Die Bestimmung des
Sedimentationsgleichgewichts einer I Ldsung von GCAP-2 zeigte hauptséchlich
monomeres GCAP-2, sowohl im €dreien, als auch im C&gebundenen Zustand. Ein
kleiner, aber signifikanter Anteil des GCAP-2-Hormodrs an der Gesamtspezies wurde in
beiden Proben detektiert. Dabei wurde in Gegenwamt C&* ein etwas hoherer Anteil an

GCAP-2-Dimer von 306, verglichen mit 206 in Abwesenheit von G4 registriert. Dies
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bestéatigte die Ergebnisse der GrolRenausschlussatographie. Die Analyse der
konzentrationsabhangigen Sedimentationsgeschwieidigles GCAP-2 in Gegenwart von
C&* bestatigte ein Gleichgewicht zwischen Monomer tamodimer. Die resultierende
Dissoziationskonstante betrug p®1 (Kp-Wert). Entsprechend dieser Ergebnisse scheint die
Homodimerisierung des GCAP-2 ein {Ganabhangiger, thermodynamisch kontrollierter

Vorgang zu sein.

4.3.1 Massenspektrometrische Identifizierung der intermoékularen
Quervernetzungsprodukte im GCAP-2-Homodimer anhand

charakteristischer Isotopenmuster

Die Quervernetzungsexperimente zur UntersuchunG@#sP-2-Homodimers wurden mit
Hilfe des homobifunktionellen aminreaktiven Queneatzungsreagenz BS-Do durchgefiihrt.
Zur Unterscheidung intra- und intermolekularer Qeenetzungen in Homodimeren ist die
Verwendung isotopenmarkierter Proteine unumgéangboh Experimente wurden deshalb mit
einer aquimolaren Mischung aus unmarkierféftGCAP-2 und™®N-markiertem GCAP-2 in
Gegenwart von 30@M CaCb bzw. 400uM EGTA durchgefuhrt (Kapitel 3.2.2.2.3).

Nach erfolgter Quervernetzungsreaktion wurden dieakiRonsmischungen mittels
eindimensionaler Gelelektrophorese aufgetrenabb( 5(Q. Ubereinstimmend mit der
GroRRenausschlusschromatographie und der analytidgheazentrifugation wurde sowohl in
An- als auch in Abwesenheit von €ain deutlich hoherer Anteil an monomeren GCAP-2
(Bande bei 18-2&Da) gegenuber dem GCAP-2-Homodimer (Bande bei4€a50kDa)
beobachtet. Die Banden des GCAP-2-Homodimers wuatschlieRend ausgeschnitten und
die Proteinkomplexanittels GluC und Trypsiim Gel gespaltent-ir die Identifizierung der
Quervernetzungsprodukte wurden dNeTermini der Proteine sowie die Seitenketten von
Lysinen als reaktive Gruppen beachtet. MdglichekiReaen mit Hydroxylfunktionen von
Serinen, Threoninen oder Tyrosinen wurden nichtraobtet, da in den vorherigen
Experimenten mit GCAP-2 und GC-Peptid 1 fast aussfglich Lysine als Reaktionspartner
innerhalb des GCAP-2 identifiziert wurden.
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0,3 mM CaC!z: 1 mM BSG 0,4 mM EGTIA, 1 mM BS2G
I 1 I 1
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Abb. 50 Eindimensionale Gelelektrophorese (SDS-PAGIer Reaktionsansatze zwischétN-GCAP-2 und
N-markiertem GCAP-2.Die Trennung der Reaktionsansatze mit jgulD GCAP-2 (je 1M *N- und '°N-
markiertem GCAP-2; 2l pro Bande) nach Reaktion mitiM BSG in Gegenwart von 0/8M CacCh} (links)
und 0,4mM EGTA (rechts) erfolgte mit 25-igen SDS-Polyacrylamidgelen. Die GCAP-2-Homodbaaden
sind mit Rechtecken hervorgehoben und die Reakgiiea sind jeweils angegeben. M: Proteingewichikera
GCAP-2: Probe ohne Zusatz von?BS

Die Verwendung einer Mischung at®\-markierten und nicht-markierten Proteinen und
die damit moéglichen Kombinationen unterschiedlisbtbpen-markierter Peptide erméglichte
die Unterscheidung intra- und intermolekularer Qaanetzungen anhand charakteristischer
Isotopenmuster. Bei intramolekularen Querverneteangind nur zwei Kombinationen aus
reinen'*N- oder*>N-Peptiden moglich. Bei intermolekular vernetztendkten sind dagegen
Kombinationen au¥N-Peptid 1 mit*N-Peptid 2 “N-Peptid 1 mit°N-Peptid 2 °N-Peptid 1
mit “N-Peptid 2 und N-Peptid 1 mit ®N-Peptid 2 moglich. Wenn ein
Quervernetzungsprodukt aus zwei identischen Peapthksteht, kann dies nur von einer
intermolekularen Vernetzung zweier verschiedendetémheiten herrthren.

In Abb. 51 A wird das Vorlauferionenmassenspektrum eines doppgeladenen
Quervernetzungsproduktes aus zwei identischen GZREptiden (AS: WYKK) gezeigt. Das
Signal der gemischten Spezi@s/£675,850) hat ungefahr die doppelte Intensitat dgnede
der reinent*N-Speziesif/z672,361) und®°N-Speziesr/z679,340). Die Massendifferenz von
7Th (z=2, entsprechend 14 zwischen den reinefN- und *®N-Spezies entspricht der
Gesamtanzahl von vierzehn Stickstoffatomen ausebeReptiden. Zwischen der gemischten
N/N-Spezies und den isotopenreinen Spezies tritt despeechend eine Differenz von
3,6Th (z=2, entsprechend uj auf. Solche Intensitatsverhaltnisse sind auch be
intermolekularen Quervernetzungen aus verschiedéeptiden mit gleicher Anzahl von
Stickstoffatomen zu erwarten. lAbb. 51 Bist das Vorlauferionenmassenspektrum eines
doppelt geladenen Quervernetzungsprodukts zwisdeen GCAP-2-Peptiden WYKK und
FKR (jeweils 7x N) dargestellt. Die Intensitéat dgignals der gemischtéfiN/*°N-Spezies bei
m/z588,816 ist allerdings niedriger als die Signaleisietopenreinen Spezies miz585,327
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(**N) und m/z592,306 t°N). Somit tritt diese Quervernetzung auch innertddb einzelnen
Untereinheiten auf, was zur Erh6hung der Signaisitéat der reinen Isotopenspezies fiihrt. Bei
Vernetzung zweier Peptide mit unterschiedlicher &rzvon Stickstoffatomen sind zwei
unterschiedliche Signale der zwei gemischten Spezieerwarten'{N/*>N und**N/**N). Bei
einer ausschliellich intermolekularen Vernetzungdei die Signale der reinen sowie der
gemischten Spezies die gleichen Intensitaten asémeiEin solches Quervernetzungsprodukt
der Peptide FFKVPDNEE mit elf Stickstoffatomen utidLK mit acht Stickstoffatomen, ist
in Abb. 51 Cdargestellt. Die Massendifferenz ver6,3Th (z=3, entsprechend 19 zwischen
den Signalen der dreifach geladenen lonen der me8mezies bem/z582,302 {*N) und
588,616 t°N) gibt die Gesamtanzahl der Stickstoffatome wielée entsprechenden Signale
der beiden gemischten Speziesméi584,961 t*N/*°N) und 585,957fN/“N) unterscheiden
sich um= 1Th (z=3, entsprechendu3, was der Differenz von drei Stickstoffatomen stien
beiden Peptiden entspricht. Da dieses Produkt siffatlich auch innerhalb der beiden
GCAP-2-Monomere auftritt, betragt die Intensitat &gnale der gemischten Spezies nur
ungefahr die Halfte der Signale der reinen Spezies.

Die Identifizierung und Charakterisierung der Q@enetzungsprodukte erfolgte zusatzlich

auf Grundlage der zugehoérigen Fragmentionenmasskinsp nach CID-Fragmentierung.
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Abb. 51 Massenspektren der

672

673 674

L LU UL

675 676 677

Quervernetzungsproduktdt charakteristischen

678

T T T T T [ T T T T [T
679 680 m/z

IsotopenmusternDie

charakteristischen Isotopenmuster aufgrund der éadung vort*N- und'>N-markiertem GCAP-2 hangen von
der Anzahl der vorhandenen StickstoffatomeAbMassenspektrum eines Quervernetzungsproduktshemisc
Lys-29/30 und Lys-29/30 zweier identischer Peptide der gleichen Anzahl an Stickstoffatomen (zwhifa
geladenene lonenB: Massenspektrum eines Quervernetzungsproduktshemitg/s-29/30 und Lys-46 zwischen
zwei verschiedenen Peptiden mit gleicher Anzahl Sdickstoffatomen (zweifach geladenene loned);
Massenspektrum eines Quervernetzungsprodukts amistiis-50 und Lys-96 zwischen zwei Peptiden mit
unterschiedlicher Anzahl an Stickstoffatomen (drifgeladenene lonen).
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Abb. 51-Fortsetzung
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4.3.2 Identifizierung der quervernetzten Kontaktstellen avischen den GCAP-2-

Monomeren

Um die exakten Kontaktstellen zwischen den quemtetan GCAP-2-Untereinheiten zu
ermitteln, wurden neben den Isotopenmustern detéufarionenmassenspektren auch die
zugehorigen Fragmentionenmassenspektren verglicibabei wurden nur Kandidaten
akzeptiert, bei denen die abundanten Signale in E@gmentionenmassenspektren der
gemischten Isotopenspeziéd\/*°N bzw.*N/**N) zuzuordnen waren.

Ein charakteristisches Beispiel fiir ein Querveraetsprodukt, welches sowohl im Ta
gebundenen als auch im%Gdreien Zustand auftrat, ist die Vernetzung zwischgs-29 (oder
Lys-30) desi-Peptids WYKK und Lys-46 dgsPeptids FKR. Dieses Quervernetzungsprodukt
wurde anhand des charakteristischen Isotopenmuster¥orlauferionenmassenspektrum
seiner zweifach geladenen Spezies, bestehend auSigealen beim/z585,327 tN/*“N),
m/z588,816 {*N/*°N und *N/**N) und m/z592,306 {°N/*°N) identifiziert (Abb. 52 A. Die
Fragmentierung der zweifach geladenen Vorlauferiomei m/z585,327 *N/**N) und
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m/z592,306 {°N/*N) filhrte jeweils zu identischen Fragmentierungsems und
charakteristischen Massendifferenzen identischagmentionen, entsprechend der Anzahl,
der in den Fragmenten vorkommenden Stickstoffato(dd. 52 B undC). Beispielsweise
weisten die [y]*-Fragmentionen zwischen den Fragmentionenmassenspekler 14N-
Spezies 11/z820,5) und®N-Spezies 111/z831,5) eine Massendifferenz von dhuf. Dies ist
auf die Beteiligung von insgesamt elf Stickstoffatm aus den jeweiligen
Aminosauresequenzen zuruckzufihren.

Die Fragmentierung des Vorlauferions der gemisci8pezies bein/z588,816 {*N/*°N
und 1°N/*N) belegt eindeutig, dass es sich um eine interkutdee Quervernetzung handelt
(Abb. 52 D. Wegen der wechselseitigen Beteiligung VK- und °N-Peptiden treten die
Signale der Fragmentionen als Dubletts auf. Dien&& des zuvor erwahnten .jj/-
Fragmentions der gemischten Spezies sindnie824,5 und 827,4 zu finden. Der Unterschied
von 4u und 7u zu dem Signal défN-Spezies bein/z820,5 entspricht genau der erwarteten
Beteiligung von viet°N-Stickstoffatomen aus demPeptidfragment (K> 4 x N) und sieben
aus demp-Peptid (FKR = 7 x N). Weitere Beispiele fiur die Identifizierungon
intermolekularen Quervernetzungsprodukten, untetesem zwischen Lys-29 und Lys-29
(oder Lys-30) zweier identischer Aminosauresequen@dYKK x WYKK) und dem
Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-56Peptid: FFKVPDNEE) und Lys-20@{Peptid:
KSAMF) mit einer unterschiedlichen Anzahl der bleggen Stickstoffatome beider
Peptidsequenzen sind im Anhang dargestébb(-A 8undAbb.-A 9).
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Abb. 52 |dentifizierung einer intermolekularen Queernetzung zwischen Lys-29/30 und Lys-46 deg*Ca
freien GCAP-2 Homodimer§20uM GCAP-2; je 1M **N- u.'>N-GCAP-2; 0,4nM EGTA; 2nM BSG; 60min
Reaktionszeit)A: Ubersichtsmassenspektrum bei einer RetentionszeiB0,2min: In der VergroRerung ist das
charakteristische Isotopenmuster durch die Verwegdwles °N-markierten GCAP-2 zu erkenneis:
Fragmentionenmassenspektrum des zweifach gelad¢ogauferions bei m/385,327 ¥*N/A“N-Spezies)C:
Fragmentionenmassenspektrum des zweifach geladéagauferions bei m/392,306 {°N/*°N-Spezies)D:
Fragmentionenmassenspektrum des zweifach gelad¥odauferions bei m/288,816 {*N/*°N-Spezies u.
5N/N-Spezies); Die Fragmentionen dedeptids (WYKK) sind in blau und die deéfeptids (FKR) in rot
dargestellt. Die charakteristischen Fragmente d&&®Bsind mit ,+XL+{K}* und ,+XL“ markiert (Abb. 53).
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Abb. 52-Fortsetzung
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Im C&*-gebundenen Zustand des GCAP-2-Homodimers konnsgesamt vier, im C&
freien Zustand insgesamt sieben intermolekulare rf@ueetzungen identifiziert werden
(Tabelle 1 Tabelle-A 12und Tabelle-A 13. Davon waren drei Interaktionsstellen fir beide
Zustande identisch. In  Ubereinstimmung mit den edgen Ergebnissen der
Vernetzungsexperimente mit GCAP-2 und den GC-Peptitst die starker ausgepragte
Vernetzung im CH-freien Homodimer auf eine hohere Flexibilitat bzeime umfassende
Konformationsanderung zurtckzufuhren.

Auf Grundlage der vier identifizierten Quervernetgan in Gegenwart von Eavurde ein
Strukturmodell des GCAP-2-Homodimers erstellt.

Tabelle 1 Intermolekulare QuervernetzungsprodukterdsCAP-2-Homodimerem: oxidiertes Methionin

Quervernetzungen zwischen /- Ca* Aminosduresequenzen
GCAP-2-Monomeren
K-96 x K-46 + o O9=HKLK
B 9“FKR
K-96 x K-46 - o 99HKLK
B *“*FKR
K-96 x K-96 } o P=HKLK
B %*HKLK
K-29(30) x K-46 + o 22AWYKK
B °“*FKR
K-29(30) x K-46 , o 22AWYKK
B %“FKR
K-29(30) x K-29(30) + a 02_’WYKK
B %2 WYKK
K-126 x K-200 - o 1ESIYKLK
B 2KSAmMF
K-46 x K-50 - o “¢FFKVPDNEE
B *“*FKR
K-50 x K-96 + o “¢FFKVPDNEE
B %*HKLK
K-50 x K-96 - o “¢FFKVPDNEE
B 9*HKLK
K-50 x K-200 B} a “*FFKVPDNEE
B 2’KSAMF
K-50 x K-200 - o “¢FFKVPDNEE
B 2KSAmMF

4.3.3 Identifizierung charakteristischer Fragmentionen

Fur die Fragmentierung von Quervernetzungsprodukidie durch Reaktion mit
aminreaktiven NHS-Estern, wie zum Beispiel 2BS entstanden sind, wurden in
vorhergehenden Untersuchungen charakteristischgnferationen beobachtet [195]. Von
Santoset al. [195] wurde eine Fragmentierung solcher Querveurggsprodukte unter CID-
Bedingungen beschrieben. Dabei kann es zum gletdere Bruch der einem quervernetzten
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Lysin benachbarten Bindungen kommen und zuséatzliokinem Verlust von CO und NHEs
entsteht ein Tetrahydropyridiniumion, welches (s Vernetzungsreagenz an ein Peptid bzw.
ein Fragment geknlpft ist. Weiterhin wurde ein migéher Massenverlust vor 83u
registriert, der dem Verlust des Tetrahydropyrigigs entsprichtAbb. 53[195]).

> /+/
(0] o]
R = 83,1 u R

(0] (0]
ragment + + ragment +
[F t+ XL+ {K}]* [F XL*

Abb. 53 Strukturen der charakteristischen Fragmentien von Quervernetzungsprodukten von NHS-Estern.
Die Fragmente des Tetrahydropyridiniumions sind dan Massenspektren als ,+XL+{K}" und die des
Reagenzfragments mit ,+XL" beschrieben.

Durch die Verwendung der stabil-isotopenmarkierm®nteine konnten diese Produkte
eindeutig in einigen der erhaltenen Fragmentionaseragspekiren nachgewiesen werden. Fur
das Vernetzungsprodukt zwischen Lys-29/30 des ety KK und Lys-46 von FKR wurden
diese Produkte bem/z629,4 und nach dem Verlust von 83u bei m/z546,4 im
Fragmentionenmassenspektrum der reffidrSpezies und zuséatzlich beiz637,2 und 553,3
im Spektrum der ®*N-Spezies detektiert. Bei der gemischten Speziesdevu die
entsprechenden Fragmentionen b€z630,4 und 636,4 und nach Verlust ven83u bei
m/z546,3 und 553,3 identifiziert. Die gleichen Fragtmamen wurden ebenfalls im
Fragmentionenmassenspektrum der gemischten Spegsge¥ernetzungsprodukts zwischen
den Lys-29/30 (WYKK x WYKK) beobachtet.

Interessanterweise wurden diese charakteristischglagmente nicht in den
Fragmentionenmassenspektren des Produkts zwisgreeB(.und Lys-200 (FFKVPDNEE x
KSAMF) identifiziert. =~ Wahrscheinlich waren bei des Produkt andere
Fragmentierungsstellen bevorzugt. Die spezifiscHenagmente wurden bevorzugt in

Fragmentionenmassenspektren von niedermolekulagemetzungsprodukten gefunden.
4.3.4 Erstellung eines Strukturmodells des GCAP-2-Homodirars

Die vier identifizierten intermolekularen Quervetzungen flossen in die Berechnung
eines Strukturmodells des €aebundenen GCAP-2-Homodimers ein. Die Erstellueg d
Modells wurde von PD Dr. Iris Thondorf (InstitutrfBiochemie/Biotechnologie) durchgefthrt.
Das Modell wurde mit Hilfe von Protein-ProtedeckingExperimenten, gefolgt von MD-
Simulationen erstellt. Hierzu wurde eine passertdek@ir des GCAP-2-Monomers im €a

gebundenen Zustand, welche durch Areeal. mit Hilfe der NMR-Spektroskopie bestimmt
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wurde [18], an verschiedem#ocking-Serveiibermittelt und mogliche Anordnungen wurden
berechnet. Die erhalten®vockingModelle wurden unter Beriicksichtigung der idenidrten
Quervernetzungen gefiltert. Von den 93 erhaltenendéllen erfillten nur zwei die
vorgegebenen Distanzbeschrankungen von maximal 2% die Co-Ca-Abstéande der
verknupften Lysine. Diese zwei Modelle wurden eiiD-Simulation unterzogen (Kapitel
3.3.6). Wahrend der Simulation stellte sich eines Modelle als vergleichsweise instabil
heraus. Deshalb wurde dieses Modell von der weit@erechnung ausgeschlossen. Das
verbleibende, mittelBockingauf dem PatchDockervererhaltene, Modell zeigte eine stabile
Konformation wahrend der Simulation. Gr6Rere Flaktanen wurden nur in als strukturell
ungeordnet beschriebenen Bereichen [18], wie Neferminus, den Bereichen zwischen den
EF-Hand-Motiven 3 und 4 (AS 123-143) und Helicesd 3 (AS 18-35 und 41-53) beobachtet.
Die relativen Positionen dieser beiden Helices wadabei entscheidend hinsichtlich der
Quervernetzung zwischen Lys-29/30 und Lys-46. Dieda-Abstande lagen im Bereich von
14,1-17,3A und erfillten somit alle die vorgegebene maxim8egrenzung von 24
(Abb. 54 A. Das erhaltene Modell ist iAbb. 54B gezeigt. Dieses Modell stellt den ersten

Strukturvorschlag fiir den GCAP-2-HomodimerkomplexGegenwart von Gadar.

109



Ergebnisse

A
K29 K30 K46 K50 K96
| GCAP-2-Monomer 1 l I I I
14, 1."' P /"/ _____-_:‘—=:==—_===’=°'--
, o 15,4 17,:}——___—_—________—_—_::: ———— 15,3
GCAP-2-Monomer 2 I I B I—"— I
K29 K30 K46 K50 K96
B

Abb. 54 Modell des GCAP-2-Homodimers im Tgebundenen Zustand. ASchematische Darstellung der
guervernetzten Lysine mit den zugehdrigerQa-Distanzen in Angstrom. Es ist nur der Teil des BcAgezeigt,
in dem die Quervernetzungen im 2Ggebundenen Zustand identifiziert wurdeBr. Die Struktur (zeitlich
gemittelt) des CA-beladenen GCAP-2-Homodimermodells: Die Monomend 8i blau und gelb gezeigt. Die
vernetzten Lysine sind als Kalottenmodell (Kohigffisyrau; Stickstoff: blau; Sauerstoff: rot) ungedCa*-lonen

als braune Kugeln hervorgehoben.
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4.4 ldentifizierung von Quervernetzungsprodukten mit enem Harnstoff-

basierten Quervernetzungsreagenz

Die grofte Schwierigkeit bei der massenspektroswten Analyse quervernetzter
Proteinkomplexe besteht in der verlasslichen Ifier@rung der Quervernetzungsprodukte aus
einer komplexen Mischung verschiedenster PeptidspeEZine Mdglichkeit der vereinfachten
Identifizierung ist die Verwendung von isotopenmarien Reagenzien bzw. Proteinen, wie in
den vorhergehenden Experimenten gezeigt wurde. Riegere Moglichkeit bietet die
Verwendung von Quervernetzungsreagenzien, welcheh naiederenergetischer CID-
Fragmentierung charakteristische Fragmentionenugerte an Hand derer die Produkte
identifiziert werden koénnen.

In unserer Arbeitsgruppe wurde in Zusammenarbeit RD Dr. Mathias Schafer
(Universitat zu Koln) ein CID-spaltbares Harnstbésiertes Quervernetzungsreagenz
(,Harnstof-Reagenz®) entwickelt, welches auf Grund seiner aktaristischen
Fragmentierung die Identifizierung und Unterscheglu  verschiedener
Quervernetzungsprodukte erlaubt [163]. Dieses HaffaiReagenz besteht aus zwei i
Hydroxysuccinimid veresterteny-Aminobuttersauremolekilen, die (ber eine zentrale
Harnstoffgruppe verknupft sindAbb. 55. Es reagiert bevorzugt mit Aminogruppen von
Lysinseitenketten und den ProtéikTermini. Wie bei anderen NHS-Estern sind zusatzlic
Reaktionen mit Serinen, Threoninen und Tyrosinegliok [125, 126]. Der Abstand zwischen
den beiden reaktiven Gruppen betragt #[563]; damit ist das Harnstoff-Reagenz langer als
BS?G (7,7A) und etwa vergleichbar mit B$11,4A).

Bei Peptiden, die mit einem partiell hydrolysiertéarnstoffReagenz modifiziert wurden,
fuhrt die CID-Fragmentierung zu charakteristisciNgutralverlusten von 129 (Abspaltung
von 1,3-Oxazepan-2,7-dion) und 103 (Abspaltung von y-Aminobuttersaure). Im
Fragmentionenmassenspektrum &ufRert sich dies in 3mgmalen (Dublett) mit einem
charakteristischen Massenunterschied von P&%3, 196] Abb. 55. Die Fragmentierung eines
Produktes zweier interpeptidal verknupfter Peptetailtiert in zwei Dublett-Signalen, jeweils
mit einem charakteristischen Massenunterschied2éan entsprechend [M + 85+ HJ" und
[M + 111u + HJ" fur beide Peptide [163, 196ABb. 55.
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Abb. 55 Schema zur CID-Fragmentierung der Quervetnengsprodukte des Harnstoff-Reagenzes. A:
Dargestellt sind das Harnstoff-Reagenz und desssakti®dnsprodukte. Links: Produkte die mit einemtiphr
hydrolysierten Harnstoff-Reagenmodifiziert sind und dessen zu erwartende Fragmemgehts: ein
interpeptidales Quervernetzungsprodukt und dessemeartende Fragmente. NHS: N-Hydroxysuccinimid; B
y-Aminobuttersdure; Ur: Harnstoff-Gruppe; BuUr: Isganatfragment. B: Theoretische Dublett-
Fragmentierungsmuster in den CID-Fragmentionenmassektren nach Fragmentierung der Produkte, die mit
einem partiell hydrolysierten Harnstoff-Reagenz ifimdrt sind (links) und nach Fragmentierung eines
interpeptidalen Quervernetzungsproduktes (rechts).

4.4.1 Automatisierte Identifizierung von GCAP-2-Quervernetizungsprodukten

nach Reaktion mit dem HarnstoffReagenz

Kirzlich wurde von Dipl.-Biochem. Michael Goé6tze (AQ@Vahle, Institut far
Biochemie/Biotechnologie) in Zusammenarbeit mit ares Arbeitsgruppe ein Programm
namens ,MeroX"“ entwickelt. Dieses Programm ermdglidie automatisierte Identifizierung
und Annotierung von Quervernetzungsprodukten, die der Reaktion mit CID-spaltbaren
Reagenzien hervorgehen. Die Einschatzusgpring eines Kandidaten hinsichtlich seiner
Richtigkeit beruht hauptséchlich auf der charaktesthen Fragmentierung des Reagenzes und
im geringeren Mal3e auf der des Peptidriickgrat® Birterscheidung von vernetzten und nicht
vernetzten Produkten sollte daher an Handsdesesandglich sein. Die Berechnung désores

erfolgt durch einen komplexen Algorithmus, der tltigche Fragmentionen des
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Quervernetzungsreagenzes und der Peptide mit disdcldich gemessenen Signalen
vergleicht. Dabei gehen neben den Intensitatensebeéie Wahrscheinlichkeiten der jeweiligen
Fragmentierung in den Score ein. Die Fragmente @easrvernetzungsreagenzes werden
insgesamt starker gewichtet. Fur die Bestimmun@ligér Ergebnisse werden die Spektren
mit kinstlich erzeugten Spektren verglichen in dede Signale um n x 119 (n= -2 - +2)
verschobenen sind, was in die BerechnungSdbeseanit einfliel3t.

Fur die Entwicklung und Testung des Programms wuf@eervernetzungsreaktionen mit
GCAP-2 und dem Harnstoff-Reagenz durchgefihrt (thpi 3.2.2.2.2). Nach
gelelektrophoretischer Trennung wurden die BandgrHéhe des Monomers ausgeschnitten
und mittels GIuC und Trypsin im Gel gespalten (KelpB.2.4.1.2). Die erhaltenen Proben
wurden nach HPLC-Trennung direkt massenspektroseétrianalysiert (Kapitel 3.2.5.3).
Anschlie3end wurden die Daten nach méglichen Queeteungsprodukten durchsucht und
die zugehérigen Fragmentionenmassenspektren mamadyisiert. Die erhaltenen Ergebnisse
wurden mit denen einer automatisierten Suche mioMeerglichen.

In Ubereinstimmung mit den manuell ermittelten Brgesen wurden durch MeroX im
Ca&*-gebundenen GCAP-2 insgesamt 12 mit partiell hysieltem Harnstoff-Reagenz
modifizierte Reste identifizierT@belle-A 1. Ein weiteres modifiziertes Peptid (insgesamt 13)
wurde im C&'-freien GCAP-2 ermitteltTabelle-A 15. In Abb. 56ist beispielhaft die manuelle
Annotation neben der automatischen Annotation durdteroX gezeigt. Die
Fragmentionenmassenspektren nach Fragmentierurmyvegach geladenen GCAP-2-Peptids
(HKLKWTFK; m/z651,3719), welches an Lys-98 modifiziert wurdeaeblen eine eindeutige
Zuordnung. Die charakteristischen Fragmente degadtlaff-Reagenzes wurden beiz600,1
(Addukt mit BuUr-Fragment, +111) und m/z587,1 (Addukt mit Bu-Fragment, +8f als
doppelt geladene Signale mit einer Massendifferanz 13Th (entsprechend 26, sowohl
manuell Abb. 56 A, als auch automatisch durch MeroXbp. 56 B zugeordnet. Die
Fragmentierung des Harnstoff-Reagenzes fuhrte muirdensivsten Signalen im Spektrum.
Durch Abspaltung des gesamten Harnstoff-Reagemagsle ein zusatzliches Signal bei
m/z544,5 beobachtet. Mithilfe von MeroX wurden sowoklie charakteristischen
Fragmentionen des Harnstoff-Reagenzes als auch-rdigmentionen des Peptidrickgrats
automatisch erkannt und annotiert. Der durch di&wBoe berechneteéScore von 184

ermoglichte eine eindeutige Identifizierung dieKesdidaten.
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Abb. 56 CID-Fragmentionenmassenspektren eines mitartiell hydrolysiertem Harnstoff-Reagenz
modifizierten GCAP-2-PeptidsDas GCAP-2-Peptid (AS 95-102), welches an Lys-98 aimem partiell
hydrolysierten Harnstoff-Reagenz-Molekil modifizist, wurde nach Fragmentierung des zweifach gated
Vorlauferions bei m/851,3719 in einer LC/MS-Analyse bei einer Retestieit von 49,6in detektiert (Probe
mit 1ImM CaC}, 30min Reaktionszeit)A: Manuell annotiertes Fragmentionenmassenspektrunenképricht
hierbei der Masse des unmodifizierten Peptid®: Automatisch durch MeroX annotiertes
Fragmentionenmassenspektrum. Das ,h" reprasenténtpartiell hydrolysierten Harnstoff-Reagenz inribl¢.
Die charakteristischen miy-Aminobuttersdure modifizierten Fragmente werdes atBu“ bzw. ,Bua“
bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekil modifemeals ,+BuUr" bzw. ,BuUra”. Die Modifikation mit dem
gesamten, unfragmentierten Reagenz-Molekil wird+BitUrBuOH" bezeichnet.

Interpeptidal quervernetzte Peptide kdnnen anhamdiez charakteristischer Signal-
Dubletts identifiziert werden. Bei der Analyse ei@el*-haltigen Probe des quervernetzten
GCAP-2-Monomers wurde ein Quervernetzungsproduksaven Lys-29 ¢-Peptid WYKK)
und Lys-46 B-Peptid FKR) identifiziert. Die Fragmentierung desveifach geladenen
Vorlauferions beim/z635,3586 resultierte in zwei abundanten Dublegsle$ mit einer

Massendifferenz von 26 (Abb. 573. Die mit dem Harnstoff-Reagenz modifizierten Fremte
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desa-Peptids wurden als einfach geladene Signaleer09,4 ([M+Bu]*) und m/z735,4
(IM+BuUr]") detektiert. Die Signale des korrespondierendagfentionenpaares pvBu]*
und [Mg+BuUr]" desp-Peptides wurden ben/z709,4 und 735,4 identifiziert. Analog zu den
Fragmenten des modifizierten GCAP-2-Peptids wurdech nach Fragmentierung des
interpeptidal quervernetzten Produktes die Sighalder Einzelpeptide als einfach geladene
Spezies bemn/z691,4 ¢-Peptid) undn/z450,3 @ -Peptid) beobachtet.

Die verbliebenen Signale geringerer Intensitdt wordsowohl manuell wie auch
automatisiert durch MeroX Fragmenten des Peptidniatk zugeordnet. Bei Vergleich des
manuell annotierten Spektrums mit dem von MeroXadierten zeigte sich eine vergleichbar
gute Zuordnung. Kleinere Unterschiede wie die fietidéeZuordnung des J4"-Fragmentions
im MeroX-Spektrum ist mit den verwendeten Suchpatanm zu erklaren. Das identifizierte
Produkt erhielt eineScorevon 83.

Insgesamt konnten 29 interpeptidale QuervernetaummeCa*-gebundenen und 37 im
Ca&*-freien GCAP-2-Monomer ermittelt werdeMabelle-A 16und Tabelle-A 17. Alle
Produkte wurden von MeroX automatisch identifiziewhd korrekt annotiert. Die
zeitaufwendige manuelle Berechnung und ZuordnungFdagmentionen kann in Zukunft

somit deutlich vereinfacht werden.

Wie bereits erwahnt, beruht das Scoring von MeroX der charakteristischen
Fragmentierung des Harnstoff-Reagenzes und solléerd relativ verlasslich die
Unterscheidung zwischen falsch positiven und wakreervernetzungen erlauben. Fir die hier
durchgefuhrten Analysen wurde ab ein&woorevon >48 kein falsch positiver Kandidat
detektiert.
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Abb. 57 CID-Fragmentionenmassenspektren eines iptptidalen Quervernetzungsproduktes des GCAP-2
zwischen Lys-29 und Lys-4®as Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-29 undibydes GCAP-2 wurde nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlauferibes m/2635,3581 in einer LC/MS-Analyse bei einer
Retentionszeit von 36min detektiert (Probe mit M CaCh, 30min Reaktionszeit)A: Manuell annotiertes
Fragmentionenmassenspektrum; M entspricht hierbsi Masse des gesamten Quervernetzungsprodukts;
Fragmente des-Peptids sind in blau und die d@sPeptids in rot dargestelltB: Automatisch durch MeroX
annotiertes Fragmentionenmassenspektrum; die charakschen mit y-Aminobuttersaure modifizierten
Fragmente werden als ,+Bu” bzw. ,Bal’ bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekil modifien als ,+BuUr*

bzw. ,BuUr"“. Zusatzliche Fragmentionen der reinen Peptidedegrals ,“ bzw. ,Pepa” und ,, 5 bzw. ,Peps”
bezeichnet.

Laut der bekannten 3D-Struktur des’Gheladenen GCAP-2 betragen digG,-Abstéande
fast aller im C&'-gebundenen Zustand ermittelten Quervernetzungskteaveniger als 24
(Abb.-A 10 A Dies stimmt mit der fir Produkte des vergleidgieinaQuervernetzungsreagenz
BS® bestimmten maximalen Distanz von 24 4iberein [115]. Einzige Ausnahme war die
Vernetzung von Lys-29 und Lys-128. Unter den 22 NBHWRikturen (PDB-Eintrag: 1JBA
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[18]) variierten die G-C,-Abstande dieser beiden Aminoséauren zwischeA 8hd 35A. In
Anbetracht der groBeren Lange des Harnstoff-Reagewan 12,3\ (BS® 11,4A) und einer
gewissen Flexibilitat des GCAP-2 ist dies jedochegitabel. Die starkere Vernetzung de$'Ca
freien GCAP-2 mit mehreren,&,-Distanzer> 30A deutet auf eine erhdhte Flexibilitat und

stimmt mit den bisherigen Ergebnissen Uberainb(-A 10 B.

4.4.2 Ladungsabhéngige CID-Fragmentierung der interpepticlen

Quervernetzungsprodukte

Bei der Analyse der Quervernetzungsprodukte ergabieh Hinweise auf einen
ladungsabhangigen CID-Fragmentierungsmechanismus ldarnstoff-Reagenzes selbst.
Auftreten und vor allem Intensitat der typischenagmente des Harnstoff-Reagenzes
unterschieden sich teilweise deutlich in Abhangigkem Ladungszustand der fragmentierten
Vorlauferionen. Die Fragmentierung zweifach gelateQuervernetzungsprodukte resultierte
meist in abundanten Signalen der fur das Harn®e#genz spezifischen Fragmentionen und
entsprechend hoh&toresNach CID-Fragmentierung hoher geladener Produakte) waren
haufig weniger abundante oder teilweise keine $&gfia die Harnstoff-Reagenz-spezifischen
Fragmentionen erkennbar.

Beispielsweise  wurden nach  Fragmentierung eines ifaote geladenen
Quervernetzungsproduktsi(z792,8996) zwischen Lys-178-Peptid: IKWVMK) und Lys-
200 @-Peptid: KSAMF) des GCAP-2 abundante Signale fie &eagenz-spezifischen
Fragmentionen beobachtedbp. 5§. Die relativen Intensitdten der Signale dePeptids
betrugen 100,% ([M,+Bu]*, m/z891,5) und 89,86 ([M,+BuUr]", m/z917,5) und derer dés
Peptids 70,% ([Mp+Bu]", m/z668,3) und 20,086 ([Mp+BuUr]", m/z694,3). Dagegen wurden
die betreffenden Fragmentionen nach CID-Fragmemgerder dreifach geladenen Spezies
(m/z528,9352) mit einer sehr viel geringeren Intensl&iektiert. Das intensivste Signal dieser
Fragmentionen wurde bei/z446,2 ([M+Bu]*) mit einer relativen Intensitat von 1% und
die der anderen Reagenz-spezifischen Fragmentimiteginer relativen Intensitat von1%

bestimmt.
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Abb. 58 CID-Fragmentionenmassenspektren eines GC2ABuervernetzungsproduktes zwischen Lys-178
und Lys-200.Die automatische Annotation durch MeroX wird gekzedg Fragmentionenmassenspektrum nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlaufermsn/z792,8996 B: Fragmentionenmassenspektrum nach
Fragmentierung des dreifach geladenen Vorlauferibes m/A528,9352; Die Fragmentionenmassenspektren
wurden wahrend einer LC/MS-Analyse eines Reaktisaaes in Gegenwart vonmiM CaCh (30min
Reaktionszeit) bei 63,3-63%in detektiert. Die charakteristischen mitAminobuttersaure modifizierten
Fragmente werden als B bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekil modifien als ,BuUw”. Zusétzliche
Fragmentionen der beiden Peptide werden als #eypnd ,Pepps” bezeichnet. Die nicht annotierten Signale
stammen von Fragmentionen des Peptidriickgratgudi®&erbesserung der Ubersichtlichkeit hier nichhatiert
wurden.

Die Fragmentierung eines Quervernetzungsprodukieser in der GCAP-2-Sequenz
aufeinanderfolgendern Peptide zwischen Lys-J2Bdptid: SIK LK) und Lys-129 ¢-Peptid:
KABSVEVE) ergab ein ahnliches BildAbb.-A 1). Nach Fragmentierung der zweifach
geladenen Spezies be1/z934,4962 wurde das Fragmentionenmassenspektruni dliec
Signale der Reagenz-spezifischen Fragmentionen rilermi Das Produkt erhielt einen

entsprechend hohen Merd¢core von 54 und konnte damit eindeutig als wahres
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interpeptidales Quervernetzungsprodukt bestatigdere Die Fragmentierung des dreifach
geladenen Vorlauferionsn{z623,3329) filhrte zu Reagenz-spezifischen Fragmmsmionit
einer relativen Intensitat von weniger al%1Aufgrund des entsprechend niedrigen MeroX-
Scoresvon 7 und einer vergleichbar guten Zuordnung deagmentionen war eine
Unterscheidung des Kandidaten von dem entsprecherishearen Peptid mit einer
Modifizierung durch ein partiell hydrolysiertes Hatoff-Reagenz (Mero)Score20) nicht
mehr maoglich.

Die beschriebene Tendenz einer bevorzugten Fraggnamg des Peptidrickgrats trat sehr
haufig, aber nicht durchgehend auf (weitere BelsmeheAbb.-A 12und Abb.-A 13. Nach
genauerer Betrachtung der jeweils vernetzten Repigbt sich ein Zusammenhang zwischen
der ladungsabhangigen Fragmentierung der Querzemmgiprodukte und deren
Peptidsequenzen vermuten. Die bevorzugte SpaltaadPdptidriickgrats wurde tberwiegend
fur Produkte beobachtet, die bezogen auf die Nattolg weniger freie basische
Aminosaurereste beinhalten. Waren dagegen viele fbasische Aminosdurereste im
Vergleich zur Nettoladung vorhanden, traten auahr@D-Fragmentierung hoher geladener
QuervernetzungsprodukteXA) vermehrt abundante Reagenz-spezifische Fragmentauf.
Da das vermehrte Auftreten von freien basischennés@uren mit einer starkeren lokalen
Immobilisierung der vorhandenen Protonen einhergehieint die Mobilitat der Protonen eine
entscheidende Rolle fur die Fragmentierung der @ueetzungsprodukte zu spielen.

Fur die Verwendung des Harnstétbagenzes sind zur sicheren Identifizierung von
Quervernetzungsprodukten proteolytische Produkté mmhreren basischen Resten und
niedriger Ladung (z < 3) vorteilhaft. Dies kann zemen durch die Wahl der verwendeten
Protease und zum anderen durch Verwendung einebkation aus verschiedenen Proteasen
erreicht werden, was zu kleineren proteolytischesd&kten mit einer tendenziell niedrigeren

Ladung flhrt.
4.4.3 CID-Fragmentierung intrapeptidaler Quervernetzungsprodukte

Fur die zweifelsfreie Identifizierung der interpelaien Quervernetzungsprodukte ist die
Unterscheidung von proteolytischen Spaltprodukten imrapeptidaler Vernetzung zweier
Aminosaurereste essentiell. Die CID-Fragmentieruhigser Produkte fuhrt durch eine
Eliminierung vony-Butyrolactam hauptsachlich zu einem dominantentidézerlust von 8%
[163]. Das zu erwartende abundante Signal fur [MnH - 85u]™ sollte somit eine
Unterscheidung zu anderen Quervernetzungsprodyggatiell hydrolysiertes Reagenz und

interpeptidale Vernetzung) des Harnstoff-Reagepm@gglichen.
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Bei der Analyse der mit dem Harnstoff-Reagenz qeremtzten GCAP-2-Proben wurden
teilweise abweichende Fragmentierungen beobachiéach Vergleich der CID-
Fragmentionenmassenspektren jeweils gleichgeladem@edoppelt geladener) intrapeptidaler
Quervernetzungsprodukte mit verschiedenen Amines&guenzenT@belle-A 18, scheint
auch hier ein Zusammenhang zwischen der Mobili&it vbrhandenen Protonen und dem
bevorzugten Fragmentierungsweg vorzuliegen.

Bei Peptiden mit mehreren basischen Resten, berndgie Protonen lokal gebunden (nicht
mobil) sind, wurde nach Fragmentierung hauptsdchlaer erwartete Verlust von
y-Butyrolactam ([M + nH - 8%i]"") beobachtet. Als Beispiel dient das intrapeptidale
Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-96 und Lys-88 G@CAP-2 (HKLKWTFK). Nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlaufer(amz642,3669) wurde der zweifach
geladene Basispeakn(z600,1) dem Vorlauferion nach Verlust de8utyrolactam (-8%)
zugeordnet. Fragmentionen des Peptidriickgrats wuddgegen nur mit geringer Intensitat
detektiert Abb.-A 14 A

Gleiches wurde nach CID-Fragmentierung intrapeptidenetzter Peptide mit basischen
und sauren Aminosauren, aber tiberwiegend basigtigenschaften beobachtet.

Dagegen wurde bei intrapeptidal vernetzten Peptidenmehrere saure und wenige bis
keine basischen Aminoséuren enthalten, der entspnele Neutralverlust gar nicht oder nur
mit sehr niedriger Intensitdt beobachtet. Dies &@h Beispiel des intrapeptidalen
Quervernetzungsprodukts zwischen Lys-129 und S2r(KABSVEVE) zu erkennen. Nach
CID-Fragmentierung des zweifach geladenen Vorléwier M/z559,2634) wurden
hauptsachlich Spaltungen des Peptidrickgrats batdia®as Signal fir den entsprechenden
Neutralverlust des Vorlauferions war dagegen nagtektierbar Abb.-A 14 B. Gleiches galt
fur das Peptid DKWVMKMLQMD. Bei diesem Produkt wareie zwei einzigen basischen
Reste (Lys-178 und Lys-182) vernetzt und standemtsaicht mehr fir die Immobilisierung
der Protonen zur Verfigung.

Die uneinheitliche und sequenzabhangige Fragmenger der intrapeptidalen
Quervernetzungsprodukte (siehe addib.-A 14 § erschwerte zum einen die zweifelsfreie
Identifizierung dieser Produkte und zum anderer @imdeutige Zuordnung der vernetzten
Aminosaurereste.

Aufgrund  der  abweichenden  Fragmentierung  gegenubelen  anderen
Quervernetzungsprodukten des Harnstoff-Reagenzadielp hydrolysiertes Reagenz und

interpeptidale Vernetzung) war aber dennoch einerdoheidung mdglich.
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4.4.4 Analyse der Quervernetzungsprodukte mittels Nano-HBC/MALDI-
TOF/TOF-Massenspektrometrie

Fur die massenspektrometrische Analyse von Questaingsprodukten des Harnstoff-
Reagenzes wurde urspringlich die lonisierung rsift®ALDI favorisiert [163, 197]. Bei der
lonisierung mittels MALDI entstehen bevorzugt ettfageladene Vorlauferionen. Da jedes
Peptid mindestens eine basische GruppeNaferminus sowie, im Falle tryptischer Peptide,
eine weitere anC-Terminus enthalt, ist eine lokale Bindung des é&mstund damit die
Fragmentierung am Reagenz-Molekul selbst wahrsktiein

Erganzend zu den LC/ESI-MS-Analysen wurden degtial@uervernetzungsprodukte des
Harnstoff-Reagenzes zusatzlich mit LC/MALDI-TOF/T®rassenspektrometrie untersucht.

Abb. 59zeigt beispielhaft das Fragmentionenmassenspel¢mes an Lys-98 mit einem
partiell hydrolysierten Harnstoff-Reagenz modifitéen GCAP-2 Peptids KWTFK). Nach
Fragmentierung des einfach geladenen Vorlauferign&1036,589) wurden neben dem
Basispeak des Vorlauferions die Reagenz-spezifrsEhggmentionen als zweithéchste Signale
beim/z907,4 und 933,4 mit einer charakteristischen Madiffienrenz von 261 beobachtet.

Insgesamt wurden sieben Lysine im?Gieien und sechs Lysine im €agebundenen
GCAP-2 als mit einem patrtiell hydrolysierten HaaofsReagenz modifizierte Aminosauren
identifiziert (Tabelle-A 19und Tabelle-A 2). Die ermittelten Reaktionsstellen stimmen mit
denen der LC/ESI-MS/MS-Analyse uberein.
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Abb. 59 MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenmassenspektrum ines mit einem partiell hydrolysierten
Harnstoff-Reagenz modifizierten GCAP-2-PeptidBas GCAP-2-Peptid (AS 97-102), welches an Lys-98
modifiziert ist, wurde nach Fragmentierung des athf geladenen Vorlauferions bei i@36,589 wahrend der
Analyse einer Probe mit M CaCh und 30min Reaktionszeit detektiert. M entspricht der Maskes
unmodifizierten Peptids. Die charakteristischen pakminobuttersaure modifizierten Fragmente werdes al
,<+BU" bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekil niizéérten als ,+BuUr*“. Die Modifikation mit dem gesnten,
unfragmentierten Reagenz-Molekdl wird mit ,+BuUrBHO bezeichnet. Fragmente, die mit einem
Tetrahydropyridiniumion modifiziert vorliegen, sindt {K} gekennzeichnet (siehe Abb. 53).

Verglichen mit der LC/ESI-MS/MS-Analyse wurde beiend Messungen mittels
LC/MALDI-TOF/TOF-MS/MS nur ein Bruchteil der zuvodentifizierten interpeptidalen
Quervernetzungen gefunden. Lediglich sieben Queeteungen wurden jeweils im €a
freien und C&-gebundenen Zustand ermittelt. Diese stimmten enied der LC/ESI-MS/MS-
Analyse Uberein.

Auffallig war, dass nach Fragmentierung dieser Qemretzungsprodukte haufig nur ein
abundantes Dublett fir eines der Peptide beobashiete. Das Dublett des zweiten Peptids
wurde nur mit sehr geringer Intensitat oder garhiidetektiert. In Abb. 60 ist das
Fragmentionenmassenspektrum des Quervernetzunggpsadvischen Lys-29/3{Peptid:
WYKK) und Lys-46 @-Peptid: FKR) des GCAP-2 gezeigt. Nach Fragmentigies einfach
geladenen Vorlauferionsm{z1269,698) wurden dominante Dublett-Signale b¥z534,8
([Mp+BuU]*, 100% rel. Int.) und 560,8 ([M-BuUr]", 93,5% rel. Int.) fir dag-Peptid detektiert.
Die komplementaren Fragmentionen deBeptid konnten nur mit sehr geringen Intensitaten
beim/z708,8 ([M+BuUr]", 2,2% rel. Int.) und 734,8 ([M-BuUr]", 1,3% rel. Int.) detektiert
werden.
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Abb. 60 MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenmassenspektrunines interpeptidalen Quervernetzungsprodukts
des GCAP-2.Das Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-29/30 upst46 des GCAP-2 wurde nach
Fragmentierung des einfach geladenen Vorlauferibesm/z1269,698 wéahrend der Analyse einer Probe mit
10mM EGTA und 3énin Reaktionszeit detektiert. Fragmente @éeptids sind in blau und die dg€Peptids in
rot dargestellt. Die charakteristischen, miAminobuttersdure modifizierten Fragmente werdes ,aBu”
bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekil modifenieals ,+BuUr*.

Weiterhin wurden jeweils vier Produkte intrapepkidaQuervernetzungen (+/-€%
identifiziert, welche alle durch einen markanten u88erlust und wenige zusatzliche

Fragmentionen im Fragmentionenmassenspektrum ge&mmmet waren.

Insgesamt zeigte sich, dass fir eine verlasslideatifizierung interpeptidal vernetzter
Produkte, welche die wichtigsten Informationen zstrukturellen Analyse von
Proteinstrukturen liefern, zweifach positiv geladéforlauferionen optimal sind.

Die lonisierung mittels ESI scheint insgesamt firie d Analyse der
Quervernetzungsprodukte sehr gut geeignet undtlizfelem detaillierte Informationen tber
die exakten Reaktionsstellen innerhalb der veraptPeptide.
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5 Diskussion

5.1 Potential der unterschiedlichen Quervernetzungsstrgeegien fir die

Analyse von Proteinen und Proteinkomplexen

Die  Kombination aus chemischer Quervernetzung undchauflésender
Massenspektrometrie der erhaltenen Produkte istleistungsstarke alternative Methode zur
Analyse von Proteinen und Proteinkomplexen in Lgsiabei ist es mdglich, auch transiente
Interaktionen zu erfassen und dynamische Struktiermgen zu untersuchen. Besonders
vorteilhaft sind die im Vergleich zu anderen Sturkhalysen geringen Proteinmengen, die
bendtigt werden, und die theoretisch unbegrenzte&R&r der zu untersuchenden
Proteinkomplexe. Neben den bereits erwahnten Koxepldes 1-MDa TRIC/CCT Chaperonin
[113, 114] und der 670-kDa RNA-Polymerase II-THI1R5] wurde kirzlich die Struktur der
1,6-MDa 39S-Untereinheit des mitochondrialen Rilmsomit einer Kombination aus
Kryoelektronenmikroskopie und chemischen Querveurggsexperimenten aufgeklart [198].
Auch die Analyse ganzer Proteinnetzwerke ist nat@lervernetzung und MS mdglich [199].

Durch Verwendung von Quervernetzungsreagenzienuntgrschiedlichen Langen und
Reaktivitaten lassen sich komplementare Resultat@nmen, die in der Kombination zur
Erstellung aussagekraftiger 3D-Strukturmodelle genuerden kénnen.

Mit Hilfe homobifunktioneller aminreaktiver Reageea, wie BSG, lassen sich in relativ
kurzer Zeit (Minuten) und unter physiologischen Beldingungen Quervernetzungen zwischen
Lysinseitenketten einfihren und Proteinstrukturederfen. Aufgrund der Flexibilitat der
Aminosaureseitenketten und des Reagenzes selbsienvanstatt der AN.-Abstédnde haufig
die G-C,-Abstéande angegeben. Unter Beriicksichtigung degédtes B3 (7,7A) und der
der Lysinseitenketten (6-649 sowie einer gewissen Flexibilitdt von Reagenz Wrotein
kénnen G-C,-Distanzen von maximal 25 angenommen werden [132]. Bei ldngeren
Reagenzien, wie dem in dieser Arbeit verwendetemsiaff-Reagenz (12A [163]), sind
demnach Abstande bis ca. 2ndglich. Solche Reagenzien eignen sich deshalbrimkers fiir
die Untersuchung von Proteinkomplexen, in denefRgm® Abstdnde zwischen verschiedenen
Domaéanen bestimmt werden sollen, wie dem hier uatiten Homodimer des GCAP-2
(Kapitel 4.3). Bei kleineren Proteinkomplexen istreh Potential aufgrund der geringen
Auflésung begrenzt. Dies wird am Beispiel des GCHBC-Peptid-Komplexes deutlich, bei
dem anhand der Quervernetzungen mit@%eine Unterscheidung zwischen dem?€a

gebundenen und freien Zustand madglich ist (Kagitel1.1;Abb. 27 B.
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Fur die Bestimmung sehr kurzer Abstande innerhali Rroteinkomplexen hat sich die
Verwendung kurzer photoreaktiver Reagenzien bewBletweniger spezifische Reaktion der
photoreaktiven Gruppe ist in diesem Fall vorteilhafa es die Wahrscheinlichkeit einer
Vernetzung erhdht und die Reaktion mit hydropholkesten ermdglicht. Photoreaktive
Aminosauren ermdglichen die Vernetzung einer besten Region und somit eine relativ
genaue Positionsbestimmung. Die erfolgreiche Anwagd zur Bestimmung von
Sekundarstrukturen kurzer Peptide wurde gezeigb][2Die Kombination aus chemischer
Quervernetzung und Photoaffinitditsmarkierung wuwedelgreich fir die Untersuchung des
Komplexes aus CaM und einem Munc13-Bindungspem@id/gndet [132]. Eine vergleichbare
Strategie kam in dieser Arbeit zur Analyse der GEXABC-Peptid-Komplexe zum Einsatz.
Die Verwendung von Photo-Leu ermdglichte in die&dyeit eine Differenzierung zwischen
den verschiedenen Zustanden des GCAP-2/GC-Peptairiplexes (Kapitel 4.1.1.Zbb. 3).

Bei den Analysen werden die Konzentrationen dern¥®ungsreagenzien und die
Reaktionsbedingungen so angepasst, dass einechesr@ée Vernetzung der Proteine erreicht
wird, ohne Artefakte zu erzeugen. Die verschied&Smeries werden meist mittels SDS-PAGE
getrennt. Die Extraktion der vernetzten Proteolysdpkte ist im Allgemeinen unvollstandig
[108]. Daher und aufgrund ihrer geringen Konzemiratveisen sie in den Massenspektren
meist eine geringe Intensitat auf.

Deshalb erfolgte bei den LC/MS-Analysen im LTQ-Mndpp XL-Massenspektrometer
lediglich die Detektion der Vorlauferionenmassehsman hochaufgelést im  Orbitrap-
Analysator, die Detektion der Fragmentionenmasskisgn wegen der héheren Sensitivitat
jedoch in der linearen lonenfalle. NiederaufgeloBtragmentionenmassenspektren lassen
aufgrund der geringeren Massengenauigkeit hauigZdordnung mehrerer Fragmente fir ein
Signal zu. Die zweifelsfreie ldentifizierung von uernetzungsprodukten anhand von
Vorlauferionenmasse und nieder aufgelésten Fragorerimassen ist darum bei der Analyse
komplexer Peptidmischungen problematisch.

In dieser Arbeit kamen verschiedene Strategien varbesserten Identifizierung von
Quervernetzungsprodukten zum Einsatsbl{. 23. Die Verwendung isotopenmarkierter
Reagenzien ist hierbei eine gut etablierte Mogkshkl21, 122, 199]. Bei der Analyse der
GCAP-2/GC-Peptid-Komplexe ermdglichte die Verwerglwiner 1:1-Mischung des nicht-
deuterierten und  vierfach-deuterierten 28BS die Identifizierung  potentieller
Quervernetzungsprodukte  anhand  ihrer  charaktedsis Isotopenmuster im
Ubersichtsmassenspektrum (siehleb. 28. Noch bedeutsamer ist die Isotopenmarkierung

photoreaktiver Aminosauren. Die zwar sterisch ageisdftige, daftir aber hinsichtlich der
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verknUpften Reste unspezifische Reaktion fiihrt atsprechend komplexen Datensatzen.
Weiterhin fuhrt die Fragmentierung der Querverneggprodukte von Bpa mittels CID haufig
zu niedrig abundanten Fragmentionen (Kapitel 4uh@ 4.2.4). Mihilfe einer 1:1-Mischung
aus nicht-markierten und sechsfatdic-markierten Bpa-Peptiden wurde eine vereinfachte
Identifizierung der Quervernetzungsprodukte antderdsotopenmuster erreicht (zA&bb. 39
und Abb. 44. Der Vergleich der Fragmentionenmassenspektren etlezelnen Spezies
ermoglichte die verlassliche Identifizierung derakten Reaktionsstellen, da auch niedrig
abundante Fragmentionen anhand ihrer charaktehstisMassendifferenz identifiziert werden
konnten. Die Isotopenmarkierung lie ebenfalls dentifizierung bisher unbekannter
Fragmentionen zu, die anhand der Massendifferedermuervernetzten Peptiden zugeordnet
werden konnten.

Eine weitere, erfolgreich in dieser Arbeit verwetedilethode stellt die Verwendung von
isotopenmarkierten Proteinen zur Analyse von Homeden dar (Kapitel 4.3) [153, 201]. Die
resultierenden Isotopenmuster der verknupften 8eptierlaubten eine eindeutige
Unterscheidung zwischen intra- und intermolekula@uervernetzungen (Kapitel 4.3.1,
Abb. 5) sowie die exakte Identifizierung der jeweiligenteraktionsstellen (Kapitel 4.3.2).
Zusatzlich konnten damit charakteristische Fragioeah, die bei der Verwendung von NHS-
Esterreagenzien auftreten konnen [195], bestaegtien (Kapitel 4.3.3).

Trotz der verbesserten Identifizierung ist geradei kder Verwendung von
homobifunktionellen Reagenzien, wie ®SDo/Ds, nicht immer eine eindeutige
Unterscheidung der verschiedenen Quervernetzungsiie® moglich. Alle Produkte
(interpeptidal, intrapeptidal und partiell hydrdbm) zeigen ein charakteristisches
Isotopenmuster, lassen bei isobaren Spezies ati@rimmer eine eindeutige Differenzierung
anhand der Fragmentionenmassenspektren zu. Da$/ISIDIS-spaltbare Harnstoff-Reagenz
ermdglicht eine Unterscheidung der Quervernetzugsikte anhand der charakteristischen
Spaltung an der zentralen Harnstoff-Gruppe [168pidch fur partiell hydrolysierte Produkte
ist ein einzelnes 26-Dublett im Fragmentionenmassenspektr#xhh 55und Abb. 5. Im
Gegensatz dazu zeigen Spektren interpeptidaler v@uetzungen zwei getrennte 26
Dubletts Abb. 55und Abb. 57. Diese Spaltprodukte treten zuverlassig nachresdierung
von zweifach geladenen Produkten auf und lasser auverldssige automatisierte

Identifizierung mit der eigens dafir entwickelteetdX-Software zu (Kapitel 4.4.1).
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5.2 Strukturelle Analysen an GCAP-2 und GCAP-2/ROS-GC-

Peptidkomplexen

5.2.1 GCAP-2/GC-Peptid-Interaktionen

Bisher existieren keine hochauflésenden dreidineeraden Strukturdaten von ROS-GC 1
bzw. des Komplexes aus GCAP-2 und ROS-GC 1. Lethigline Losungsstruktur des nicht
myristoylierten C&'-beladenen GCAP-2 wurde mittels NMR ermittelt (PBBirag 1JBA
[18]). Die Struktur des myristoylierten GCAP-2 kaaraufgrund der niedrigen Léslichkeit
bisher nicht bestimmt werden [18]. Zur Gewinnunst@r struktureller Informationen wurden
sowohl das isolierte myristoylierte GCAP-2 als a@dmplexe aus myristoyliertem GCAP-2
und zwei potentiellen GCAP-2-Bindungspeptiden d&SRGC 1 analysiert. Die Interaktion
eines potentiellen Bindingsmotivs aus dé€kterminalen Erweiterung der ROS-GC
(GC-Peptid 1) mit GCAP-2 wurde in einer vorangegaren Studie Uber
Oberflachenplasmonresonanz-spektroskopische Uwtansgen sowohl in An- als auch in
Abwesenheit von G4 nachgewiesen und eiroKWVert von ca. 1,9M bestimmt [36]Fiir GC-
Peptid 2 aus der Juxtamembrandoméne der ROS-G6t Egibisher nur Hinweise auf eine
Interaktion mit GCAP-1 [40].

Distanzinformationen beziiglich der GCAP-2/GC-Pegtanplexe im C&'-gebundenen
Zustand wurden mittels B&-Vernetzung gewonnen. Chemische Quervernetzungjdiifen
des Harnstoff-Reagenzes lieferten Aquivalente hmdtionen (iber das freie €ebeladene
GCAP-2. Beide stimmen weitgehend mit der vorhandenBIMR-Struktur des
unmyristoylierten GCAP-2 (iberein. Dies deutet aimeevergleichbare Struktur des a
beladenen myristoylierten GCAP-2 sowohl im isoberZustand als auch im Komplex mit dem
GC-Peptid 1. Da die Myristoylierung fir die Aktivieng und Bindung der ROS-GC nicht
essenziell ist [22], war dies vermutet worden [1&)ie wenigen intramolekularen
Quervernetzungen mit BG im C&*-freien Zustand des Komplexes lieRen keine eindeuti
strukturelle Differenzierung zu. Dagegen impliziedte generell starkere und diverse
Vernetzung des isolierten GCAP-2 mit dem HarnsRétgenz, besonders im Bereich der N-
terminalen Helix der EF-Hand 1, aufgrund mehrergingerer Distanzen eine
Konformationsdnderung bzw. eine hohe Flexibiliiies passt zu der Beobachtung, dass Cys-
35 imLoop-Bereich der EF-Hand 1 im &afreien Zustand leichter zuganglich ist als infCa
gebundenen [28]. NMR-Analysen des unmyristoyligr@e*-freien GCAP-2 ergaben breite
und schlecht aufgeltste Signale, die typisch fiifatiete oder aggregierte Proteine sind [18].

CD-spektroskopische Analysen wiesen allerdings @ne geordnete Struktur mit einem
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helikalen Anteil von 606 hin [18] und belegten eine Konformationsanderewgchen dem

Ca*-gebundenen und &afreien GCAP-2 [202]. Das veranderte Migrationswedidn des

Ca*-freien und gebundenen GCAP-2 bei den SDS-PAGEyseal ist aus der Literatur
bekannt [11, 28] und wurde auch hier beobachtet istdwahrscheinlich auf stabile
Reststrukturen zuriickzufuhren, die charakteristiclden jeweiligen Zustand sind.

Bei den massenspektrometrischen Analysen der RfBgptid-Interaktionen wurde eine
Komplexbildung von GCAP-2 sowohl mit GC-Peptid $ alich mit GC-Peptid 2 in An- und
Abwesenheit von Ca bestatigt. Aufgrund der Lange des BSReagenzes und der damit
verbundenen geringen strukturellen Aussagekraft euae exakte Charakterisierung dieser
Komplexe nicht moglich. Dies gelang erst mithilfer d°hoto-Leu-markierten Peptide aus der
C-terminalen Erweiterung der ROS-GC. Die Ergebnisdeuten auf definierte
Interaktionsstellen der beiden Peptidvarianten @©to-Peptid 1a und b) im €&a
gebundenen Zustand hin und erméglichten unter \fealweg der B35-Quervernetzungen die
Berechnung eines 3D-Strukturmodelshb. 33 auf Grundlage der bekannten NMR-Struktur
(PDB-Eintrag 1JBA [18]). Dies sind die ersten sturkllen Daten dieses Komplexes, die erste
strukturelle Einblicke hinsichtlich der Orientiegider Bindungsregion aus ROS-GC 1 und der
Interaktionsflache des GCAP-2 ermdglichen. Aussagmsr den Gesamtkomplex aus ROS-
GC 1 und GCAP-2 sind damit allerdings nicht mdgliélafbauend auf diesem Modell sind
weiterfihrende Studien mit einzelnen Doméanen derSKET bzw. dem Gesamtprotein
moglich. Die Quervernetzungen der Photopeptide @fi-€eien Zustand zeigten hingegen
keine definierte Interaktion. Die Uber das gesam®CAP-2-Molekll verteilten
Quervernetzungen lief3en keine Eingrenzung derdktiensflache oder Rickschlisse auf die
Orientierung des Peptids zu. Dies kdnnte entwedleeiae unspezifische Bindung des Peptids
im C&*-freien Zustand oder eine globale Konformationsémug des GCAP-2 hindeuten.

Die Analysen mit dem uri¥-terminal sechs Reste verlangerten GC-Photo-P8ptidAn-
und Abwesenheit von Gaergaben eine spezifische Interaktion von Bpa-7 Met-64 des
GCAP-2. Dies konnte ein erster Hinweis darauf sdass sich ein definierter Komplex im
Ca*-freien Zustand erst bei Verwendung langerer Pepbiziv. ganzer Doménen bildet. So
unterscheidet sich die Interaktion zwischen CaM Bimtlepeptiden der Munc13-Proteine je
nach Lange des eingesetzten Peptides [132, 208tieikturelle Einblicke in die Struktur des
Ca*-freien GCAP-2/ROS-GC-Komplexes sind deshalb Studieit groReren Doménen
unerlasslich.

Bei den Untersuchungen mit GC-Peptid 2 aus derdwetnbrandomane der ROS-GC 1

wurde mithilfe von B3G zwar der intakte Protein/Peptid-Komplex nachgeefe nach
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proteolytischer Spaltung konnten aber keine queeteten Produkte identifiziert werden
(Kapitel 4.1.2). Eventuell wurden kaum Quervernagaprodukte gebildet, so dass sie bei der
LC/MS-Analyse nicht detektiert wurden. Mdglich &ich, dass die Produkte zu klein oder zu
grof3 waren, was die massenspektrometrische Analgshwerte. Wahrend der SDS-PAGE-
Analyse der GCAP-2/GC-Photo-Peptid 2a und b-Konmplewrden die Peptide in den
untersuchten Gelbanden nachgewiesen und bestatdjeerKomplexbildung Abb. 24.
Aufgrund der fehlenden Isotopenmarkierung und deffizienten Fragmentierung der Bpa-
Quervernetzungsprodukte konnte nur eine Quervarngtam C&'-gebundenen Zustand
zwischen GC-Photo-Peptid 2a und Met-64 des GCARHesidentifiziert werden, was einen
ahnlichen Interaktionsbereich wie GC-Photo-PeptideBnuten lasst. Die beiden im a
freien Komplex identifizierten Verknupfungsstellenunterstitzen die Annahme
unterschiedlicher Konformationen. Eine Interakiites GC-Peptids 2 wurde zwar bestatigt, da
die erhaltenen Produkte jedoch nicht zweifelsfrerakterisierbar waren, war die Erstellung
von Strukturmodellen auf dieser Basis nicht sinhvol

Grundsétzlich ist die Bindung dieses aus der Justabnandomane von ROS-GC 1
abgeleiteten Peptides an GCAP-2 eher unerwartsheBgen Studien zufolge bindet und
aktiviert GCAP-2 sein Zielprotein ROS-GC 1 an dgterminalen katalytischen Domane
(Abb. 5). Die Bindung und Aktivierung an die Juxembrandomane der ROS-GC 1 wurde
nur fur GCAP-1 nachgewiesen [29, 36]. Ein posttdégrgemeinsames Bindungsmotiv von
GCAP-1 und 2 aus der katalytischen Domane [204}mstitzt die Vermutung einer
vergleichbaren Wechselwirkung der isolierten Bingemotive mit beiden GCAP-Isoformen,
ohne jedoch eine in vivo-Bedeutung aufzuweiseneifig Bestatigung dieser Hypothese waren
aber sowohl Interaktionsstudien zwischen GCAP-1 dedl verschiedenen Peptiden, als auch

Interaktionsstudien zwischen den GCAP-Isoformen derdgesamten ROS-GC notwendig.
5.2.2 GCAP-2-Homodimer

GroRRenausschlusschromatographische Untersuchuonge@lshevskayat al. hatten eine
C&*-abhangige Dimerisierung des GCAP-2 gezeigt, diglitiderweise bedeutend fur die
Aktivierung der ROS-GC sein konnte [38]. Auf diegérundlagen erfolgte die Analyse der
Homodimerisierung von GCAP-2 in dieser Arbeit.

Hier durchgefihrte Untersuchungen mittels Gréf3esehissschromatographie und
analytischer Ultrazentrifugation lassen allerdingsrmuten, dass die Dimerisierung des
GCAP-2 C&*-unabhangig ist. Gelelektrophoretische Analysen hnachemischer
Quervernetzung mit B& bestétigen dies. Die in dieser Arbeit verwendetieht-markierten
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und ™N-markierten GCAP-2-Varianten verhielten sich beéesén Analysen identisch.
Aufgrund der Vernetzung von mit nicht-markiertenddPN-markiertem Protein durch BS

war eine eindeutige Unterscheidung zwischen intrat intermolekularer Quervernetzungen
maoglich. Die unterschiedlich starke Vernetzungldemodimere in An- (4 Vernetzungen) und
Abwesenheit (7 Vernetzungen) von?C&onnte auf verschiedene Strukturen hindeuten. In
Anbetracht der offensichtlich unterschiedlichen Kwmationen der GCAP-2-Monomere [18,
28, 202] ist dies auch wahrscheinlich. Drei dentdzierten Vernetzungen stimmen allerdings
fur beide Komplexe tberein und kdnnten zumindesawfahindeuten, dass sich ein Teil der
interagierenden Flachen gleicht.

Auf Grundlage der bekannten NMR-Struktur (PDB-EgtrlJBA [18]) konnte fur den
Ca*-gebundenen Zustand des GCAP-2-Homodimers ein 8x8tmodell berechnet werden
(Abb. 54. Da dies der erste Strukturvorschlag fur diesemflex ist, belegt diese Studie das
Potential der Kombination aus Computer-gestitzteod®llierung und chemischer
Quervernetzung. Aus einer Vielzahl mdglicher benetbr Modelle konnten durch zusatzliche
Distanzbeschrankungen zwei Modelle isoliert werdeon denen sich nur eines als
thermodynamisch stabil erwies (Kapitel 4.3.4).

Die Bedeutung der Homodimerisierung fir die Aktruieg der ROS-GC 1 ist allerdings
fraglich, da z.B. die strukturell &hnliche Isofo@®CAP-1 ihr Zielprotein als Monomer aktiviert
[39]. Zur eindeutigen Klarung sind weiterfihrendetérsuchungen des gesamten Komplexes
aus ROS-GC 1 und GCAP-2 notwendig.

5.3 Charakteristische Fragmentierung von Bpa-

Quervernetzungsprodukten

Zusatzlich zu abundanten Neutralverlusten in demgfentionenmassenspektren aller
Bpa-Quervernetzungsprodukte kam es bei der kafissmmluzierten Dissoziation von
Vernetzungsprodukten aus Bpa iiterminalen Methioninen bzw. oxidierten Methionirmn
weiteren charakteristischen Fragmentierungen (k€bp#2.4.1). Die dabei auftretenden
Fragmentionen nach Spaltung der neu gebildeten I&aem Bindung entsprechen den
einzelnen Peptiden. Mithilfe der Isotopenmarkierummd der damit verbundenen
charakteristischen Massendifferenz vamBvischen beiden Isotopenspezies konnte der Bruch
der kovalenten Quervernetzung bestatigt werden:o8bwie Bpa-Peptide (@-Verlust) als
auch die jeweiligen Met-Peptidé&{erminales Met: 16-Verlust, oxidiertes Met: 16 und
48u-Verluste) wurden zweifelsfrei identifiziert. Ddfragmentierungsweg ist noch nicht

geklart, die auftretenden Fragmente wirden aber dhein in Abb. 48 vorgestellten
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hypothetischen Mechanismus erklarbar sein. Demgefdidme es nach dem initialen
Wasserverlust zur Spaltung der Bindung zwischen &ahwefelatom und der mit dem
Benzophenon verknipften Methylengruppe. Die Beperlg des Bpa und die Position bzw. der
Oxidationsstatus des vernetzten Methionins isbleiesinscheinend ein entscheidender Faktor.

Fragmentionen, die dem Bpa-Peptid nach Spaltunyeeretzungsstelle und dem Verlust
von 2u entsprechen, wurden bereits bei UntersuchungerQuervernetzungsprodukten des
Munc13/CaM-Komplexes mittels MALDI-TOF/TOF-MS bedbaet [203]. Untersuchungen
des TIM23-Komplexes bestétigten diese BeobachtdBg][ In beiden Studien traten diese
Fragmentierungen unabhangig vom Oxidationsstates ddr Position des Methionins auf.
Beobachtet wurde allerdings nur das Bpa-Peptids Bisst einen moglichen Zusammenhang
zwischen der Fragmentierungsenergie und dem gésrerBlftreten dieser Fragmentionen
vermuten.

Ein weiteres Fragmention bei Quervernetzungspraauktu oxidierten Methioninen
entspricht der Masse des Vorlauferions mit einesdéadifferenz von 64. Dies lasst sich mit
dem Verlust von CESO erklaren. Ein solcher Verlust wurde bisher vegeind bei der
MALDI-TOF/TOF-MS-Analyse von linearen Peptiden nukidierten Methioninen [205],
teilweise aber auch in CID-Experimenten beobadi2@8]. Dieses Produkt ist aufgrund der
Bindung des Bpa zur terminalen Methylgruppe deshMeins [132] bei Verlust von C430
mit einer Umlagerung und der Neubildung einer Bmglerklarbar.

Fur eine mogliche Nutzung dieser charakteristisdiRegmentionen als Indikatoren zur
Identifizierung von Bpa-Met-Vernetzungsproduktenrevé weitere systematische Studien
dieser Vernetzungsprodukte hinsichtlich der Fragireemgsmethode und bendétigten Energie

unerlasslich.
5.4 Ladungsabhangige Fragmentierung des Harnstoff-Reagees

Die Verwendung des CID-MS/MS-spaltbaren Harnst#agenzes ist eine potentielle
Alternative zu den gangigen, nicht-spaltbaren hafooktionellen Reagenzien. Verschiedene
Quervernetzungsprodukte konnen dabei anhand eintrsghiedlichen Anzahl an 26
Dublettsignalen differenziert werdeAl{b. 59 [163].

Die festgestellte ladungsabhangige FragmentieresgHhrnstoff-Reagenzes stellt jedoch
eine Hiurde fur dessen erfolgreiche Anwendung dachNVergleich der Ergebnisse der
MALDI-TOF/TOF-MS-Analysen, bei denen hauptsachlahfach geladene lonen auftreten,
und ESI-LTQ-Orbitrap-MS-Analysen, bei denen meisthniach geladene lonen detektiert
werden, zeigte sich, dass eine Vorlauferionenladumy 2+ optimal fur eine verlassliche
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Identifizierung anhand der Reagenz-spezifischergrRemtionen ist. Bei héher geladenen
Vorlauferionen Uberwiegt héaufig die Fragmentierudgs Peptidrickgrats, wodurch die
Detektion der Produkte anhand charakteristischagrfentionen erschwert wird und der
Vorteil dieses Ansatzes verloren geht (Kapitel 2).4Aufgrund der beideN-Termini sowie
den basischen Resten an derC-Termini tryptischer  Spaltprodukte sind
Quervernetzungsprodukte tendenziell hoher geladas den Einsatz dieser Strategie limitiert.
Nach Fragmentierung einfach geladener Vorlaufenonen interpeptidal vernetzten
Produkten, wie sie bei den MALDI-TOF/TOF-MS/MS-Aps¢én vorkommen, wurde meist nur
ein abundantes 26Dublett eines der Peptide beobachtet. Auch dsshevert eine eindeutige
Identifizierung besonders bei einer automatisief@rche. Die Mobilitat der Protonen ist
hierbei entscheidend, da bevorzugte FragmentierubgeCID und LID von den verknipften
Resten und der Ladung abhangig sind [207]. Beil&kaindung des Protons werden zuerst
die labilsten Bindungen gespalten, in diesem Fal Bindungen der Harnstoffgruppe des
Reagenzes. Ist ein mobiles Proton vorhanden, wied zdr Spaltung bendétigte Energie
erniedrigt, was in der vermehrten FragmentierurggRiptidriickgrats resultiert [208]. Bei der
Verwendung der MALDI verbleibt die einzige Ladungch Fragmentierung auf dem stéarker
basischen Peptid, was das Auftreten eines domindhibletts erklart.

Die unterschiedliche Fragmentierung der intrapeiial Produkte lasst sich so ebenfalls
begriinden. Die verstarkte Fragmentierung des Répkidrats zeigt sich bei Produkten, bei
denen die basischen Reste aufgrund der Verknilpfucly fir die Immobilisierung der
Protonen zur Verfiigung stehen. Sind zuséatzlich maciie Aminoséauren im Peptid enthalten,
kann dies auch bei freien basischen Resten zu siaderen Fragmentierung des Ruckgrats
fihren, da die Ubertragung eines Protons der Sank#bn mdglich ist [208]. Dies fiihrt zu

uneinheitlichen Fragmentierungen, was die Idemgifimg dieser Produkte erschweren kann.
5.5 Grenzen der analytischen Strategie

Chemische Quervernetzung in Verbindung mit hoclbsefider Massenspektrometrie und
den in dieser Arbeit verwendeten Strategien zureiméachten und zuverlassigen
Identifizierung der Quervernetzungsprodukte bietenenormes Potential fiir die Analyse von
Proteinen und ihrer Komplexe. Die Methode ist dilegs nicht in der Lage, die etablierten
hochauflosenden Methoden der Rontgenkristallogeaptier NMR-Spektroskopie zu ersetzen.
Wie in dieser Arbeit deutlich wurde, ist die ertddare Auflésung begrenzt. Mit Reagenzien,
wie dem verwendeten BS, konnen aufgrund der groRen Uberbriickbaren Distamur
niederaufgeloste Strukturdaten erhalten werdenad&ebei dem hier untersuchten, relativ
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kleinen Protein GCAP-2 ist deren Nutzen deshallrdrei. Aber auch bei Verwendung von
Photoaminoséauren lassen sich nur Distanzen im &ex@n mehreren Angstrom bestimmen.
Keiner der beiden Ansatze liefert Informationen ridie Orientierung der vernetzten bzw.
benachbarten Aminosaureseitenketten. Eine atomaflésiing ist mit beiden Anséatzen also
unerreichbar.

Probleme kénnen auch durch die verwendeten Reageseibst auftreten, da die Fixierung
der Seitenketten auch bei vorsichtigem Einsatz demsetzungsreagenzes das Faltungs-
/Entfaltungs- bzw. das Assoziations-/Dissoziatideistpgewicht verschiebt. Zudem verringern
grof3e unnatirliche hydrophobe Aminosauren, wie Rpea,Ldslichkeit von Peptiden und
Proteinen.

Bei ordnungsgemalier Anwendung werden die untemsaidhtoteine oft nur zu einem
kleinen Teil quervernetzt. Die Quervernetzungspkeelsind deshalb oft niedrig abundant und
kénnen bei unginstigen chromatographischen Bedgejurvon den abundanten linearen
Peptiden der Proteine Uberlagert werden. Dies eesthderen massenspektrometrische
Identifizierung. Trotz der Vorteile der Isotopenikiarung fur die vereinfachte Identifizierung,
kann dies aufgrund der Aufteilung der Gesamtintéhauf die beteiligten Isotopenspezies bei
sehr niedrig abundanten Produkten eine erschwegatifizierung zur Folge haben. Die
Quervernetzung kann die Effizienz der proteolytestispaltung beeinflussen und so vermehrt
zu Fehlschnittstellen fihren, was die Komplexit&r dProben erhoht. Die Verwendung
mehrerer Proteasen fuhrt zwar zu kleineren Prageplodukten, erhdht aber aufgrund weiterer
maoglicher Schnittstellen ebenfalls die Komplexdét Proben.

Durch die Quervernetzung der Peptide wird auchrd&magmentierung beeinflusst. Im
Falle der Bpa-Quervernetzungsprodukte fuhrt die gfentierung, &hnlich wie bei
Phosphopeptiden, hauptsachlich zu dominanten Nearttsten des Vorlauferions, nicht aber
zur Spaltung des Peptidrickgrats. Die schwachenk@aterung erschwert in der Folge die
eindeutige ldentifizierung der Produkte bzw. distBamung der vernetzten Aminosaure.

Nach erfolgreicher massenspektrometrischer Analige eine Computer-gestitzte
Auswertung zur Bewaltigung der riesigen Datensézsentiell. Gangige Softwarelésungen,
wie das hier verwendete StavroX, erlauben eine naatigierte Identifizierung der
Quervernetzungsprodukte durch Abgleich der Massen Vorlaufer- und zugehoérigen
Fragmentionen min-silico erzeugten Daten. Der auf Ubereinstimmung von &tesmhen und
identifizierten Signalen beruhen8eoresollte im Idealfall eine schnelle Auswertung edan.
Selbst bei kleinen Proteinsystemen, wie dem hi¢eranchten GCAP-2, kommt es trotz des

Vorliegens von Daten mit hoher Massengenauigkdgrand der vielen méglichen Produkte
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haufig zu Mehrfachzuordnungen. Bei niederaufgetost@gmentionendaten sind auch haufig
Mehrfachzuordnungen der Fragmentionen mdglich, éasBerechnung eines verlasslichen
Scores erschwert. Gerade bei der Verwendung mehrerere&eh und der Bildung
unspezifischer Quervernetzungsprodukte ist eineetdoheidung anhand d&toreshaufig
nicht moglich. Deshalb ist in vielen Féllen einetagfwendige manuelle Kontrolle der

erhaltenen Daten unerlasslich.

Peptide stellen aufgrund ihrer tberschaubaren GraGkg den Startpunkt fur strukturelle
Analysen unbekannter Protein-Systeme dar. In dem @urchgefuhrten Analysen wurde
versucht, durch Peptidinteraktionsstudien erstgkgirelle Erkenntnisse tber die Interaktion
des GCAP-2 mit der ROS-GC 1 zu erhalten. Int*@gbundenen Zustand konnte fiir das
GC-Peptid 1 ein erstes Modell zur Interaktion mEARP-2 erstellt werden. Die Ergebnisse
ermdglichen aber lediglich die Bestimmung der Qresnng des Peptids am GCAP-2 und dem
potentiellen Interaktionsbereich. Fiir den*Glaeien Komplex blieb der Erkenntnisgewinn
vermutlich aufgrund der hohen Flexibilitat geririgjies zeigt, dass fur weitere strukturelle
Untersuchungen des ROS-GC/GCAP-2-Komplexes die ¥etwng grofierer Domanen bzw.
der Volllangen-ROS-GC notwendig ist.
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6 Ausblick

Die Strukturanalyse der GCAP-2/GC-Peptid-Komplexbrachte erste Anhaltspunkte
beziglich der Orientierung und der interagierenidegion des GCAP-2 an die ROS-GC 1 im
Ca&*-gebundenen Zustan#iir den C&-freien Zustand sind die Ergebnisse allerdings tnich
eindeutig. Die Aussagekraft dieser Peptidbindungish ist insgesamt begrenzt. Geplante
Interaktionstsudien mit gréReren Domanen der ROSE@@rden in Zukunft sowohl im &a
gebundenen als auch im Cdreien Zustand zu einer genaueren Charakterisieden ROS-
GC/GCAP-Komplexe fuhren. Der Einbau von photo-reakt Aminosauren, z.B. in den
identifizierten Interaktionsbereichen des GCAP-2wiso der ROS-GC 1 werden die
Identifizierung rdumlich naher Kontaktstellen zwisa beiden Interaktionpartnern und so die
Erstellung detaillierter Strukturmodelle ermdglioheDie Verwendung isotopenmarkierter
Proteine oder photo-reaktiver Aminosauren sind digse Analysen essentiell, um ein
Herausfiltern der Quervernetzungsprodukte aus kexepén Datensatzen zu ermdglichen.
Zum Nachweis einemn-vivo-Relevanz der resultierenden Strukturmodelle soliekiinftig
auch Vernetzungsexperimente nach Einfuhrung vomtiiniichen Aminosauren zwischen der
membrangebundenen ROS-GC und den GCAPs direktlienzangestrebt werden.

Durch die enorme instrumentelle Entwicklung der S#amanalysatoren hinsichtlich ihrer
Massengenauigkeit, Massenauflésung und hohen B&#sitwerden zukinftig nur noch
hochaufgeloste Fragmentionendaten Verwendung finBées ist bei den hochkomplexen
Mischungen grol3er quervernetzter Proteinkomplesi wer Isotopenmarkierung notwendig
und wird die Verlasslichkeit der Resultate erhohefeitere Entwicklungen im Bereich der
Datenauswertungssoftware hinsichtlich der Erkennungn Isotopenmustern in
Fragmentionenspektrum quervernetzter Peptide unehd@ewertung beziglich der Ladung
und Isotopenverteilung wird die Verlasslichkeit d®sorings verbessern und zukinftig
vollautomatische Quervernetzungsanalysen erlauligne schnelle und standardisierte
Uberprifung der korrekten Faltung von beispielseem®noklonalen Antikérpern und anderen
therapeutisch relevanten Proteinen wird moglich,sgas fur die pharmazeutische Forschung
und Analytik von grof3em Interesse ist.
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Anhang

Anhang

GCAP-2
10 20 30 40 50 60 70
Myr- GQQFSWEEA EENGAVGAAD AAQLQEWYKK FLEECPSGTL FMHEFKRFFK VPDNEEATQY VEAMEFRAFDT
80 90 100 110 120 130 140
NGDNTIDFLE YVAALNLVLR GTLEHKLKWT FKIYDKDRNG CIDRQELLDI VESIYKLKKA CSVEVEAEQQ
150 160 170 180 190 200 204
GKLLTPEEVV DRIFLLVDEN GDGQLSLNEF VEGARRDKWV MKMLOMDLNP SSWISQQRRK SAMF

Myr- N-terminal myristoyliert

C1068 Hie49 0321 N27g Sg
Mgy, 23807,3 Da; Myeno. 23791,8664 Da

Calmodulin (CaM)
10 20 30 40 50 60 70
Acetyl-ADQLTEEQIA EFKEAFSLFD KDGDGTITTK ELGTVMRSLG QNPTEAELQD MINEVDADGN GTIDFPEFLT
80 90 100 110 120 130 140
MMARKMKDTD SEEEIREAFR VFDKDGNGYI SAAELRHVMT NLGEKLTDEE VDEMIREADI DGDGQVNYEE
148
FVQMMTAK

Acetyl- N-terminal acetyliert
k- Lysin trimethyliert

C719 Hi129 O256 Nigg Sg
Mgy, 16791,3 Da; Myeno. 16780,8591 Da

GC-Peptid 1
10
YRIHVNRSTV QILSALN-NH,

NH,- C-terminal amidiert
Cg7 Hig7 O24 Nog

M,,. 1983,3 Da
Mpono. 1982,1174 Da

GC-Peptid 2
10 20
LYEGDWVWLK KFPGDRHIAI-NH,

NH,- C-terminal amidiert

GC-Photo-Peptid 1la
10
YRIH U NRSTV QILSALN-NH,

NH,- C-terminal amidiert
U- Photo-Leu (Cs Hy N3 O;)

Cg7 Higs Opg4 N3
Mgy.  2009,3 Da
Mpono. 2008,1079 Da

GC-Photo-Peptid 2a
10 20
LYEGD X VWLK KFPGDRHIAI-NH,

NH,- C-terminal amidiert

GC-Photo-Peptid 1b
10
YRIHVNRSTV QI U SALN-NH,

NH,- C-terminal amidiert
U- Photo-Leu (Cs H; N3 Oj)

Cge Hig3 O24 N31
Mgy . 1995,3 Da
Mypono. 1994,0922 Da

GC-Photo-Peptid 2b
10 20
LYEGDWV X LK KFPGDRHIAI-NH,

NH,- C-terminal amidiert

X-  12C-Bpa (Ci¢ Hyz Ni Oy) X-  12C-Bpa (Cyg Hyz Ni Oy)
C118 Hi72 027 N3p

Mgy,  2442,9 Da Ci23 Hi7s O28 Nag C123 Hi7s Ozg Nag

Mpnono. 2441,3008 Da May.  2507,9 Da May.  2507,9 Da

Mpono. 2506,3161 Da Mpono. 2506,3161 Da

GC-Photo-Peptid 3 skMLCK-Peptid (M13)
10 20 10 20
Acetyl-ESTGLP X RIH VNRSTVQILS ALN-NH, KRR W KKNFIA VSAANRFKKI SSSGAL-NH,
Acetyl-ESTGLP J RIH VNRSTVQILS ALN-NH, KRR X KKNFIA VSAANRFKKI SSSGAL-NH,
KRR J KKNFIA VSAANRFKKI SSSGAL-NH,

Acetyl- N-terminal acetyliert

NH,- C-terminal amidiert NH,- C-terminal amidiert
X- 12C-Bpa (Cig Hyz Ny Oy) W- Trp (Wildtyp)
J- 13Ce-Bpa (13Cq Cqg Hyz Np Oy) X-  12C-Bpa (C;g Hyz Ny Oy

J-  13Cg-Bpa (13Cg Cig Hiz Ni Op)
C121 Hi93 O35 N3s
May. 2698,1 Da C134 Hp2g O32 Ngg
Mnono. 2696,4398 Da May. 2963,6 Da
Mpono. 2961,7253 Da
13Cg C115 Hig3 035 N3s
Myy.  2704,1 Da C139 H227 O33 Ng3
Mpono. 2702,4600 Da Moy . 3028,6 Da
Mpono. 3026,7406 Da

13C¢ C133 Hp27 033 Ny3

Mavy. 3034,6 Da
Mmono. 3032,7608 Da

Abb.-A'1 Sequenzen und Massen der verwendetendinetund Peptide
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Anhang

A
cont: JINNEm-nRNNNNREm=Nt
Pred: _ © -
Pred: CEEEECHHHHHHHHHHC
AA: YRIHVNRSTVQILSALN
1
10
Legend:
e = helix Conf: ]:Jlll[ = confidence of prediction
- +
= strand Pred: predicted secondary structure
= coil AA: target sequence
B
a b c
Y,
d e

Abb.-A 2 A: Ergebnis der PSIPRED-Strukturvorhersagfir das GC-Peptid 1; B: Modelle (a-e) der
BHAGEERATH-Strukturvorhersage fir das GC-Peptid 1

£ 40000 e e e e ——r e e e N Ty 0 ~
-] N ] N E
£ 30000 f ::ﬁ IEE g::’/"’ Iig 3 -O-inHoO 2000 E
~ L — 0 ‘o : H ~
E E 10% TFE A% TFE ] >~ in 25 mM KH,PO,/K,HPO, {4000 ¢
o 20000 F —— 15% TFE —— 50% TFE E >
o ] -6000 g
s —— 20% TFE —— 60% TFE ] 3
_E 1 E-eo«m E
@ 4 10000 "E
] 12000 £~
] -14000
E 16000
-30000 TR [TRRETETEn Ll Lol Ll Ll [TETETNRET] Ll il 'S FUNEY SEEE FEUEN FENET SHUTS FRNUN UREET FUNST BUNEY VRUTS SESUT TR 1= R Y]

180 190 200 210 220 230 240 250 260 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
A (nm) [TFE] (%)
Abb.-A 3 CD-spektroskopische Untersuchungen des-B&ptids 1.CD-Spektren wurden in2@ und 25mM
Phosphatpuffer (pH,5) mit steigenden Trifluorethanol (TFE)-Konzetibaen aufgenommen. Die Maxima bei

einer Wellenlange von ~190n und die zwei Minima bei ~208 und ~220 deuten auf eine helikale
Sekundarstruktur des GC-Peptids 1 hin.
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Anhang

A B
10uM GCAP2 + 20pM BPA-GC-P 10pM GCAP2 + 20uM BPA-GC-P
(10uM '2C-GC-P; 10uM "3C-GC-P) (10uM '2C-GC-P; 10uM '3C-GC-P)
1 L
f Bestrahlung ! f Bestrahlung '
M GCAP GC-P K 4000 mJ/cm? 8000 mJ/cm? “M__GCAP GC-P K 4000 mJ/cm? 8000 mJ/cm?
= r : 1 : | r ! 1 : \
dokpa 40kDa
30 kDa :: :g: ‘
25kDa
20 kDa - -‘;EQ‘ G Y s 20 kDa I:
e — - Ecﬂr — — -
15 kDa
15 kDa
10 kDAl 10kDa

il

Abb.-A 4  Gelelektrophoretische Trennung der quemetzten Proben zwischen GCAP-2 und GC-
Photo-Peptid 3. A:Trennung der Reaktionsansatze mitnild EGTA; B: Trennung der Reaktionsansatze mit
1 mM CaCp. M: Molekulargewichtsmarker; GCAP: GCAP-2, Kontegl GC-P: GC-Photo-Peptid 3, Kontrolle;
K: Reaktionsansatz vor Bestrahlung; rote Rechtealiekieren die ausgeschnittenen Gelbandenbereiche.
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Anhang

100.0
90.0
3+
2+
80.0 1+
B [XKK]
g Pre(-36)+3 1+
z 700 Pre(-35)+3 ! 2
§ Pre(-35)+3
r::) 60.0 | —Pre(-34)+3
2 568.5 rrrr 3+
& rrrr 2+
£ 500 rrr 1+
a [EEFVQMMTAK}
111 1+
400 11 2+
il 3+
300 | S|
bda(-18)+1 y7a+2 y8a+2 0% rel. intensity  100%
2003 b3a(18)+1 4873 667.6 7413
388.2 \ Pre(-54)+3 |
y5al-18)+2  |Pre(-53)+3 y‘f"":?):gyea(-1ay2
10.0 Y3+t ysa(17)+2  |Pre(-52)+3 ’y‘;g(} 2 \8a(-17)+2
3198 5450 5624 | 732.0
\ \ O\ K
T e e LA AL e L S B e A e mama s n e
200.0 400.0 600.0 800.0 1000.0 1200.0 1400.0 1600.0
m/z
100.0
90.0
3+
2+
800 ™
B [JKK]
I 1+
B 700 Pre(-36)+3 1 2+
% . Pre(-35)+3 1 3+
5 Pre(-35)+3
£ | —Pre(-34)+3
s 600 5704 rer 3+
2 - rrrnr 2+
3 rolrer s
50.0 a [EEFVQMMTAK}
1111 1+
1111 2+
40.0 1111 3+
[ SR
30.0 ) ;
baa(-18)+1 J7as2 bTa(36)2 0% rel. intensity  100%
200 yagr1 4872 6707 6959
450.4 Pre(-54)+3 y8a(-18)+2
b2a+1 N y5(-18)+2 |Pre(-53)+3 V:"(':s):g y8a(-17)+2
1009 2591 Y31\ ysa17p2 |pre(syes | YOI 2400
31?'3 \547.9 5645 | o 735.0
\ \ N \
N [
0.0 e e e e e e e e e e e
200.0 400.0 600.0 800.0 1000.0 1200.0 1400.0 1600.0
m/z

Abb.-A5 CID-Fragmentionenmassenspektren eines @aenetzungsprodukts zwischen Met-144/145 des
CaM und Bpa-4 des Bpa-M13.Die automatische Annotation durch StavroX ist auatgllt. Das
Quervernetzungsprodukt wurde in einer Probe deb&edle | (Abb. 37B) eines Reaktionsansatzes i1 CaM;
15uM Bpa-M13(je 7.M *2C- und 3Cs-Bpa-M13) nach Bestrahlung mit 406@/cn? identifiziert. In der
Abbildung sind die Fragmentionenmassenspektrenddeifach geladenen Vorlauferionen b&im/z580,2895
(*2C-Spezies) unB m/z582,2962 3Cs-Spezies) und die Fragmentionenmassenspektrenadfiazh geladenen
Vorlauferionen beC m/z869,9311 ¥¥C-Spezies) und 872,9411 ¥Cs-Spezies) dargestellt. Die Neutralverluste
der Vorlauferionen (Pre) sind in griin hervorgeholfeierluste: -17=-NH; -18=-H,0; -34=-2XNH; -35=-NHs-
H20; -36=-2xH0).
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Anhang

relative Intensity [%]

relative Intensity [%]

80.0
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60.0
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10.0

0.0
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70.0
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Abb.-A 5-Fortsetzung

Pre(-36)+2
Pre(-35)+2
Pre(-35)+2
Pre(-34)+2
852.2
y9a(-36)+2
b2p(-18)+2
b9a(-18)+2
yoa(-18)+2 b2B(-17)+2
b2B+2 b9a(-17)+2
b9a+2 y9a(-34)+2
y9a(-17)+2 788.0 Pre(-18)+2
bda(-18)+1  y7a(-18)+2 797.1 | Pre(-17)+2
b4a(-17)+1 y7a(-17)+2 861.1
487.4 659.0 y8a(-18)+2
\ y8a(-17)+2
1842
b3a(-54)+1 5 Pre(-51)+2
3523 ; 8439

300.0

300.0

400.0

400.0

y5a(-54)+2
530.4

500.0

500.0

600.0 700.0 8000 900.0 1000.0
mz
Pre(-36)+2
Pre(-35)+2
Pre(-35)+2
855.1
y9a(-36)+2
b2B(-18)+2
b9a(-18)+2
b2B(-17)+2
b9a(-17)+2
y9a(-18)+2 yga(-34)+2 y8a(-54)+2
b2g+2 7910 b2,
B(-36)+2
b9a+2 | b9a(-36)+2
yoa(A7ye2 782.0
799.8 .
Pre(-18)+2
y7a(-18)+2 +2 Pre(-17)+2
Y7a(-17+42  gog0 864.0
661.8
600.0 700.0 800.0 900.0 1000.0
mz
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1100.0

1100.0

2+
1+
B [XKK]
1 1+
1 2+
rrr 2+
r 1+
a [EEFVQMMTAK}
11 1 1+
11 2+
H T
0% rel. intensity  100%
y9a(-36)+1
b8a(-17)+1  b2B(-18)+1
1504.6 b9a(-18)+1
1574.5

b2B(-17)+1

12000 1300.0 1400.0 1500.0 1600.0 1700.0
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| S|
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Anhang

A [M+2H-H,O/NH3]?*
100 3934
[M+2H-2H,01%* [o-2]
% 0. [M+2H-H,0-NH]** 524,4
3842
% [M+2H-3H20]§+
N
0. [M+2H—2H20—N|;%]5 : [u_z_Hzo]*‘
<70 Uit ‘ -
2 i
g .
560 [5-16-H20]
g 2442
E50
2
540 [bg1-Ho0T* .
° or [b,>-Hy0]
30 39,7
[yp1-H201" )
or [y,1-H20]
205 1293
10 ‘
o L HH‘ HMI‘ il il |l I
SRR A RS LA RS AR RARN RARS RAAN R RRN RN R R LA MRS LR LR RALN EARS RS LU RS R LN LA AL AR LSS AN AL RRAS LRAE RS |
200 300 400 500 600 700 miz
B
3963
100 .
[M+2H-2H,072* [M+2H-H,0/NH3[**
9 0. [M+2H-H,0-NH;]?*
387,3
N\
80 \
L0
T
£60
c
o}
€50
) pon
%40 [yl?_HZ(HJ]JfO]* \%0241 [bg1-Ho01"
= 0. -
CIERT A [p-161" 0. [by2-H;01"
30 , 2624 [a-2-H,0T" 645,1
[B-16-H20] 5124 lopa]*
2442 ) 0. [b,]"
20 [}/;51]+ . ,66:;6(12]
0. [yl (
10 147,0
0 \‘[ T N ‘M‘HMN“\MM ‘ ‘\\‘ o \‘MH\‘\‘M \HH\H |1
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200 300 400 500 600 700 miz

Abb.-A 6 CID-Fragmentionenmassenspektren eines @ueenetzungsprodukts zwischen Bpa und einem N-
terminalen Methionin.Das Quervernetzungsprodukt zwischen Met-76 des@&MM) und dem Bpa-4 des Bpa-
M13 (15uM; je 7,5uM2C-und*3Cs-Bpa-M13) wurde in einer UV-bestrahlten Probe (8@@Dcn?) der Gelbande

Il (Abb. 37 B) identifiziert. Fragmentionenmassesidgpum des Produkts miA '*C-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlauferidoes m/z2402,2277 undB '3Cs-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des Vorlauferions bei m05,2378; Die Fragmente des M13-Peptids sind inilolargestellt und
die des CaM-Peptids in rot. Die charakteristisclt@agmentionen sind als-2, 5-16 dargestellt.

Die Fragmentierung der Vorlauferionen eines Quemungsprodukts (Signale zweifach
geladener lonen ben/z402,2277 ?C-Spezies) undan/z405,2378 ¥Cs-Spezies)) ebenfalls
zwischen Bpa-4 und Met-76 (Peptid: MK) bestétigiesse Ergebnisse. Die Fragmentionen des
Bpa-Peptids wurden mit dem Verlust voru 2ind einem zuséatzlichen8-Verlust bei
m/z524,4 und 506,4{Cs-Speziesm/z530,4 und 512,4) detektiert, wahrend das Met-haltig
Peptid mit einem Verlust von 16und einem kLD-Verlust beim/z262,2 und 244,2{Ce-
Speziesm/z262,4 und 244,2) detektiert wurde.
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Abb.-A 7 CID-Fragmentionenmassenspektren eines @uaenetzungsprodukts zwischen Bpa und einem
oxidierten Methionin.Das Quervernetzungsprodukt zwischengMet)-144/145 des CaM (10M) und dem Bpa-
4 des Bpa-M13 (1AM; je 7,5uM 2C-und*Cs-Bpa-M13) wurde in einer UV-bestrahlten Probe (8@@Dcn?)
der Gelbande Il (Abb. 37 B) identifiziert. Fragmienenmassenspektrum des ProduktsAnifC-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des zweifach geladenen Vorlauferibes m/2885,9257 undB: mit *Ce-Bpa-M13 nach
Fragmentierung des Vorlauferions bei r888,9362; Die Fragmente des CaM-Peptids sind iruldargestellt
und die des Bpa-M13 in rot. Die charakteristiscieagmentionen sind als-16,a-16-48 -2, fb,-2, und M+2H-
64 dargestellt. *Die Fragmente bei n¥%4,3 und 572,44) und bei m/560,4 und 578,3R) enthalten auf Grund
des charakteristischen Massenunterschieds von |@wei offensichtlich Bpa, konnten aber keinem Fragment
zugeordnet werden.

Charakteristischen Fragmente wurden nach Fragmmengeder doppelt geladenen Spezies
(*2C-Spezies:m/z885,9257; 13Cs-Spezies: m/z888,9362) eines Quervernetzungsproduktes
zwischen Mek-144/145 des CaM und dem Bpa-4 des M13 bestétigt. $ignale bei
m/z1229,6 und 1181,539Cs-Speziesm/z1229,4 und 1181,6) bestatigten den Verlust von 16
und zusatzlich von 48 fir das Mej-haltige Peptid, wahrend die Signale b®z524,4 und
378,3 {3Cs-Spezies:m/z530,5 und 384,4) die Signale fur das Bpa-Peptidatigten. Der
Neutralverlust von 64 ist als doppelt geladene Signale bez853,9 {’°C-Spezies) und
m/z857,1 {3Cs-Spezies) zu finden.
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Abb.-A 8 Identifizierung einer intermolekularen Qarvernetzung zwischen Lys-29/30 und Lys-29/30 des
Ca?*-gebundenen GCAP-2-Homodimé20uM GCAP-2 (je 1M ¥N- u.>N-GCAP-2; 0,3nM CaC}; 2 mM
BSG; 60min Reaktionp\: Ubersichtsmassenspektrum bei einer Retentionaze®2,9min: In der VergréRerung

ist das charakteristische Isotopenmuster durchvidievendung de$N und**N-markierten GCAP-2 zu erkennen.
B: Fragmentionenmassenspektrum des zweifach geladéosauferions bei m/@75,850 ¥N/A°N-Spezies u.
NA4N-Spezies); Da die Fragmentionen jeweils von eiigemtischen Peptid stammen (AS: WYKK) kénnen diese
nicht eindeutig einem Partner zugeordnet werdensind deshalb mit undp beschriftet. Die charakteristischen
Fragmente des B6S sind mit ,+XL+{K}" und ,+XL*“ markiert (Abb. 53).

Das Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-29 und29geder Lys-30), wurde ausschlief3lich in
Gegenwart von Ca detektiert. Das Produkt konnte ebenfalls durch ddsrakteristische
Isotopenmuster der Signale beiz672,351,m/z675,850 undn/z679,340 bestétigt werden. Da zwei
identische Peptide miteinander verknupft sind, leéied es sich hierbei eindeutig um ein
intermolekulares Quervernetzungsprodukt. Die Aralydes Fragmentionenmassenspektrums der
gemischten Spezies zeigte, dass mehrere Reakgth@ssimoglich sind. Wahrend die meisten
Fragmente das Lys-29 als Reaktionsstelle iderdifizn, deuteten die Signale b@z868,5 und 873,5
zusammen mit dem dazugehdrigen Wasserverlusmfe350,5 und 855,5 auf Lys-30 hin. Auch in
diesem Spektrum weisen Signale léz260,1 und 261,1 auf eine Modifizierung des Tyr-88 h
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Abb.-A 9 Identifizierung einer intermolekularen Qarvernetzung zwischen Lys-50 und Lys-200 deg*Ca
freien GCAP-2-Homodime(20uM GCAP-2 (je 1M N- u.®N-GCAP-2; 0,4nM EGTA; 2 mM B%5; 60min
Reaktion)A: Ubersichtsmassenspektrum bei einer Retentionsoeit69,8min: In der VergroRerung ist das
charakteristische Isotopenmuster durch die Verwegddes'*N und>N-markierten GCAP-2 zu erkenne.
Fragmentionenmassenspektrum des zweifach gelad¢ogauferions bei m/201,919 ¥N/A“N-Spezies)C:
Fragmentionenmassenspektrum des zweifach geladéagauferions bei m/210,395 {°N/A°N-Spezies)D:
Fragmentionenmassenspektrum des zweifach geladéoéiuferions bei m/204,911 §-Peptid: “N-GCAP-2;
B-Peptid: N-GCAP-2); E: Fragmentionenmassenspektrum des zweifach gelad&fwtauferions bei
m/z907,403 ¢-Peptid: ®N-GCAP-2;4-Peptid: “N-GCAP-2);Die Fragmentionen desPeptids (FFKVPDNEE)
sind in blau und die dg&Peptids (KSAMF) in rot dargestellt.

Ausschlielich in der C&freien Probe wurde ein Quervernetzungsproduktaves Lys-50 und Lys-
200 identifiziert. Auf Grundlage des Isotopenmustens den Signalen der zweifach geladenen lonen
bei m/z901,919 und 910,393 der rein&hl- und *N-Isotopenspezies und vor allen den Signalen der
gemischten Isotopenspezies baiz904,911 *N/N-Spezies) undn/z907,403 °N/“N-Spezies)
konnte dies eindeutig als intermolekulares Quertzumgsprodukt zwischen zwei GCAP-2 Molekilen
bestimmt werden. Auf Grund der getrennten Fragroeeiimassenspektren fir jede der vier moglichen
Spezies war eine eindeutige Bestimmung der einzelReEagmentionen mdglich. Das .-
Fragmention wurde bein/z1200,5 und 1211,5"\- und ®N-Spezies) in den Spektren der reinen
Isotopenspezies und zusatzlich eiz1206,7 und 1205,5"N/*°N- und *N/**N-Spezies) in den
einzelnen Spektren der gemischten Spezies idaetifiz
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Abb.-A 10 Vergleich der NMR-Struktur des nicht-mgtbylierten GCAP-2 C#-beladenen Zustand (PDB-
Eintrag: 1JBA [18]) mit den identifizierten Quervertzungen des Harnstoff-Reagenzdsitramolekulare
Quervernetzungen im &agebundenen Zustand\) und Ca&*-freien Zustand B) sind mit magentafarbenen
Linien fiir Gu-Ca-Distanzen < 23, mit gelben Linien fiir &Ca-Distanzen < 27 und mit roten Linien fir &
Ca-Distanzen > 3 verbunden (Distanzen beziehen sich auf alle &iren des PDB-Eintrags 1JBA).
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Abb.-A 11 CID-Fragmentionenmassenspektren eines G2 Quervernetzungsprodukts zwischen Lys-126
und Lys-129 von zwei aufeinander folgenden Peptid&arstellung der automatischen Annotierung durch
MeroX.A: CID-Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentiedas zweifach geladenen Vorlauferions bei
m/z934,4962; B: CID-Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentgerudes dreifach geladenen
Vorlauferions bei m/623,3329; Die Fragmentionenmassenspektren wurdémend einer LC/MS-Analyse eines
Reaktionsansatzes in Gegenwart vomM CaCh und 30min Reaktionszeit bei 59,4-5%Bn detektiert. Die
charakteristischen, mijt-Aminobuttersdure modifizierten Fragmente werden,Bua" bezeichnet, die mit dem
Isocyanatmolekil modifizierten als ,Butt Zusatzliche Fragmentionen der Peptide werden &spa” und
.Pepps’ bezeichnet. Die nicht annotierten Signale stammen Fragmentionen des Peptidriickgrats, die zur
Verbesserung der Ubersichtlichkeit nicht annotiearden.
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Abb.-A 12 CID-Fragmentionenmassenspektren eines GC2A Quervernetzungsprodukts zwischen Lys-126
und Lys-29.Darstellung der automatischen Annotierung durchrde A: CID-Fragmentionenmassenspektrum
nach Fragmentierung des zweifach geladenen Voniue bei m/Z#85,9537; B: CID-
Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentierunglagfach geladenen Vorlauferions bei ra2z,3046;

Die Fragmentionenmassenspektren wurden wahrend eE@1S-Analyse eines Reaktionsansatzes in Gegénwar
von 10mM EGTA und 3énhin Reaktionszeit bei 49,3-49n detektiert. Die charakteristischen, mi
Aminobuttersaure modifizierten Fragmente werden @&sio* bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekul
modifizierten als ,BuUs”. Zusatzliche Fragmentionen der Peptide werden,Blspo“ und ,Pepg” bezeichnet.

Die nicht annotierten Signale stammen von Fragnoaet des Peptidriickgrats, die zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit nicht annotiert wurden.

Beim Vergleich der Fragmentionenmassenspektrers gnervernetzungsprodukts zwischen Lys-29
(B-Peptid: WYKK) und Lys-126 ¢-Peptid: SIKLK) wurden die Reagenz-spezifischen Signale im
Spektrum der zweifach geladenen Spezipgz185,9537) mit einer hohen relativen Intensitét
beobachtet (Mero>score97). Die entsprechenden Signale im Spektrum dgfadih geladenen Spezies

(m/z524,3046) waren weniger intensiv, aber deutlickezennen (MeroXScorel8).
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Abb.-A 13 CID-Fragmentionenmassenspektren eines G2 Quervernetzungsprodukts zwischen Lys-126
und Lys-106.Darstellung der automatischen Annotierung durchrde A: CID-Fragmentionenmassenspektrum
nach Fragmentierung des zweifach geladenen Voniume bei m/B42,5339; B: CID-
Fragmentionenmassenspektrum nach Fragmentierunglagfach geladenen Vorlauferions bei r628,6912;

Die Fragmentionenmassenspektren wurden wahrend eC/®1S-Analyse eines Reaktionsansatzes in Gegénwar
von 1mM CaC}h (30min Reaktionszeit) bei 40,4-40vBn detektiert. Die charakteristischen, mjt
Aminobuttersdure modifizierten Fragmente werden @sa“ bezeichnet, die mit dem Isocyanatmolekul
modifizierten als ,BuUs"“. Zusatzliche Fragmentionen der Peptide werden,Rlspo* und ,Pepp” bezeichnet.

Die nicht annotierten Signale stammen von Fragnoeeth des Peptidrickgrats, die zur Verbesserung der
Ubersichtlichkeit nicht annotiert wurden.

Bei einem Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-B&Bdptid: IYDKDR) und Lys-126 bzw. Lys-128
(o-Peptid: SIKLKK) stellten die Reagenz-spezifischen Fragmentioden intensivsten Signale
sowohlim Spektrum der zweifach geladenen Spemé&H@2,5339), als auch im Spektrum der dreifach
geladenen Spezi€m/z628,6912) dar.
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Abb.-A 14 CID-Fragmentionenmassenspektren versclaiedr intrapeptidal vernetzter GCAP-2 Peptide.
Darstellung der automatischen Annotierung durch dder A: CID-Fragmentionenmassenspektrum eines
zweifach geladenen Vorlauferions bei B42,3669, welches als intrapeptidale Vernetzungawan Lys-96 und
Lys-98 identifiziert wurdeB: CID-Fragmentionenmassenspektrum eines zweifach geladéoéuferions bei
m/z559,2634, welches als intrapeptidale Vernetzungaven Lys-129 und Ser-132 identifiziert wur@eCID-
Fragmentionenmassenspektrum eines zweifach gelad&f@lauferions bei m/E01,7573, welches als
intrapeptidale Vernetzung zwischen Lys-178 und18&identifiziert wurde. Die Fragmentionenmassehkspa
wurden wahrend einer LC/MS-Analyse eines Reaktisaaes in Gegenwart von & CaCh und 30min
Reaktionszeit detektiert. Die charakteristischeragmentionen, welche mjtAminobuttersdure modifiziert
wurden, sind mit ,Ba“, ,Bu g und“+Bu“ und die mit einem Isocyanatmolekil madiérten als ,BuUw",
,BuUr g*“ und ,+BuUr“ markiert und in gelb dargestellt.Zudaliche Fragmentionen der Peptide sind als ,Rép
und ,Peps“ bezeichnet. Fragmente ohne Zusatz (+Bu oder +Buéhthalten je nach Position das gesamte
Reagenzfragment bzw. keine Modifikation.
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Abb.-A 15 MALDI-TOF/TOF-Fragmentionenmassenspektrugines interpeptidalen
Quervernetzungsprodukts innerhalb des GCAPE2as Quervernetzungsprodukt zwischen Lys-106 unééys
des GCAP-2 wurde nach Fragmentierung des einfatéidgaen Vorlauferions bei m1529,841 wahrend der
Nano-HPLC/MALDI-TOF/TOF Analyse einer Probe mit M EGTA (30nin Reaktionszeit) detektiert.
Fragmente dea-Peptids sind in blau und die dé€Peptids in rot dargestellt. Die charakteristischeragmente,

welche mity-Aminobuttersaure modifiziert wurden, sind als ,+Bund die mit einem Isocyanatmolekil
modifizierten als ,+BuUr" dargestellt.
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Tabelle-A 1 Identifizierte GC-Peptide
- [M+H] * +-
Peptid m/zexp. T z Am (ppm) cazt AS Sequenzen
1044,605 |  1044,605 1 0 + 8STVQILSALN
GC-Peptid 1| 522,806 1044,605 2 0 - 8STVQILSALN
832,486 1663,960 2 +3 +|  3IHVNRSTVQILSALN
GC-Photo. | 522,806 1044,605 2 0 + 8STVQILSALN
Peptid 1 522,806 1044,605 2 1 - 8STVQILSALN
GC-Photo. | 479272 957,538 2 1 + IYRIHVNR
Peptid 2 479,272 957,538 2 1 - IYRIHVNR
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Tabelle-A 2 Intramolekulare Quervernetzungsprodektes GCAP-2 innerhalb des GCAP-2/GC-Peptid 1-KaRrpb
[M+H] * Am vernetzte AS +/-
m/zexp. T (ppm) von GCAP-2 | ca?* AS Sequenzen Fragmente
201
535,816 | 1070,622 31| K-200xK-128 4 " ?ﬁf@’”: Buz; bug; bag; Yat; Yez: yas-H20; bz
L 20K SAMF
566,811 1132,612 2,2 K-200 x K-46 + a B 045FKR bul; buz; bus; baa O. )432-H20/NH3; Va2, yu4-NH3; Vp1s Yp2
X o 2K SAMF Bo2; bez; bas 0. Yp2-H20; bas-H20; yas; yaz-H20 0. Y15 Yo2; Yas;
566,810 1132,612 -0,2 K-200 x K-46 - B KR Vae-NH3 0. Yoa-Ha0: byt: ypo
K-29 (K-30) x a 2AWYKK
587,340 1173,672 1,4 K(46 ) + B MFKR Bo2; ba3; Va2 bp2; yp1
K-29 (K-30) x i o PWYKK Do2; bas; Ya2; Yas; bpa; Yp1 0. Di2; yp2
587,339 | 1173,672 0.0 K46 B %4FKR Alternative K-30: ks-H20; yu1
201
604,345 1207,681 2,4 K-200 x K-96 + aB O?é'_'s'?l_l\l/l(F buz; bus; bu4; Ya2; Yo3; Y4, bﬁz; bgs-HzO/N H3; yp2
X o 1°RKSAMF Bo2; bez; bass bas-NHa/H20; ya2; Vas; Yos-H20 0. [32; bpa-NHa;
644,860 1288,713 0,4 K-200 x K-46 B KR Viz: yr-NHa 0. his
201
653,845 | 1306,680 23|  K-200xK29 4 %Ozo'ﬁﬁK'\"KF Dus; bas 0. iaH20; ya2: bpo: bps: yo: yso-Ho0 0. b
201
661,843 | 1322,675 2,0 K-200 x K-29 + %O%VSYA&F Bu2; baz; baa 0. Bia-H20; Ya2; Yas; yass bps; ypz; ypa-H20
12351 YKLK
717,406 1433,801 2.8 K-126 x K-200 + (E; 200K SAME Do3; bas; bas; Yaz; Yo3; Yass bpo; bps; bpa 0. kus-H20
a Y""'DKWVMK Do2-NH3; bog; bas; Yaz; Yas; Yaa; bpa; bps; bpa 0. Lis-H20; yp2; ypa-
752,879 1504,748 2,5 K-178 x K-200 +H B 20K SAMF H,0
o “*¥*FFKVPDNEE Do2; bas; bas; bas; bes; baz; Yaz-H20/NH3; yo3; yaa-H20; yas; Vas;
806,434 1611,857 2,3 K-50 x K-128 + 8 128 KK Yer 0. hr-NHa/Hz0; by 0. Bis 0. Yis
12
810,385 1619,759 2,5 K-129 x K-2Q0 + ¢ Bq;&BSSXrE;/E Do3; bag; bus; bas; baz; Yas; Yos; bp2; bpa 0. ku7-H20; yp2-H20; ypa
bu3; bu4; bu5; qu; bu8 0. yuB; YuZ'HZO; Ya3; Yo4; Ya5 0. b14: Ya6; Yo7
041
903,934 | 1806,856 26| KB5OXK-200 “ ;’qufg’mEEE 0. bur-H20; by1NHs; byz; bys; by 0. -0 0. yig-HaO; ypa:
Yp4
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Tabelle-A 2 Fortsetzung

bu3; bu4; buS; buﬁ; bu7; bu8 0. Yus, buB'HZO 0. yIS'HZO 0. bﬁ4, Ya2

04
903,932 1806,856 0,2 K-50 x K-200 o BBI;IJ:OlE\S/,Za’:EE 0. B2-H20; yo2-H20; yu3; Yos 0. Rug; Yos; Ya7 0. R7-H20; yar-
NH3/H20 0. Bia-NHa; bgi-NHs; bga; bgs; bpa-H20; ypz; ypa-NH3
Du3-NH3; bag; bas-NHs; be7; Yo3; Yos; Yos; Yoz 0. iz-NHs/H20;
04 s ) s ) s > > s
911,931 | 1822,851 23| K-50 x K-200 “ Baifq'z\s/ira'EEE Yar-NHa/H,0 0. By3; yas 0. hus: bpa-NHs; ba; bs-Ho0; by 0,
bas-NH:a/HzO 0. yls-NHaleo; Ypa
a “FFKVPDNEE Du3; bus; bos; ba7; bes 0. Yus; bug-H20/NH3 0. Yus-H2O/NH; 0.
911,929 1822,851 -0.2 K-50 x K-200 B 2K SAmMF D45 Yo3; Yas; Yas; Yor-H20 0. [3; bpr-NHa; bga-NHs; bpa-H20;
04
924,464 1847,915 2.6 K-50 x K-29 o ;’;@/\(PEKNEE Do3; Das; bas; baz; Deg 0. Yos; Yos; Yas; Yas; bps; yp2
o **]FFKVPDNEE Du3; bas; bas; baz; bag 0. Yis; Yo3; Yos; Yos; Yoz 0. i-H20; yor-
981,983 | 1962,957 11|  K-50 x K-200 5 IRKSAMF o B o o bt
R o “8FFKVPDNEE Ba3; bas; bar-NH3 0. Yu7; yas; Yos; Yas; Yar-NHs; yos 0. Dig 0. Bs;
988,025 1975,036 3,0 K-50 x K-126 B 123SIYKLK Yoa-NHa
Do3; bag; bas; bas; baz; bag; bag; bag 0. Yas-NH3z 0. V25 bea1-H20;
137 s 9 ) s s s B ) s
767,100 | 2299,281 2,1 K-142 x K-128 ¢ AEQQ[SSII:H—(PEEWDR Do12; ba1s; Ya3; Yas-NHS3; Yos; Ya7; Yo8; Y95 Ya10; Yai2; Yar3-H20;
Ya14; bp-NH3
Dos; ba7; bus 0. B4y bas-NH3; bag-NH3/H20; baio-H20/NHs; bgao-
137 O T .
B el
Ya11; Ya13-NH3; ya14 yas-NH3/H20; bga; bpo; bes; yp2; vpa
Boz; bag; bas-H20; bes; baz; bes; bog; ba1o; ba11; ba12; bais; baa O.
04. 2 ) B 2 B 2 5 )y ) ) 2
1249,593| 2498,173 1.8 K-50 x K-200 * SFFE\QEOEIS\I Eﬁﬁ‘TQYVE Y14 Ya3; Yaa; Yas; Ya7; Yas-H2O/NH3; Ya10; Vo115 Vo125 Yoi3; Yoz
H20 0. B3-NHs; yu14-NH3 0. asa-NHz 0. Bys; ypa
a “FFKVPDNEEATQYVE Dos; bag; bu10; bu11; be12; be12 0. Yu12; ba1s; bata 0. Ye14; bara-H20
833,396 2498,173 0,3 K-50 x K-200 e ’ ’ ’ ° ’ ’
X B 29 SAMF 0. Yu14-H20 0. B4; yu2; Yo3; Yos O. B2; Y113 Ya12 Ya13 0. Ih2; yp2
Do3; Das; bus; baz; Dag; Dag; ba10; be11; ba12; be1s; ba1sa 0. Ya14; bers
04 2 ) 2 ) ) B s ) ) 23
1249,590| 2498,173 01  K-50 x K-200 . SFFE\ﬁqug'AESéTQYVE H20 0. Yiae-H20 0. Bha: Ya: Yt yo5 0. Yor-NHa; yas-H20; yaes

Va8 Va9 Yoi1; Ya12; bps; bpa-NH3 0. Ye13-H20; bpa-H2O/NHz; ypa
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Tabelle-A 2 Fortsetzung

Bo2; Doz 0. B32; bea; bas; bas; bee-H20; bai1; beas; baia-H20 0. bg;

030K FLEEBPSGTLFMHE
836,394 | 2507,159 2,8 K-30 x K-20 + ¢ B 20K SAMF Yo2; Yo3; Yas; Yas5; Yob; Yar-NHa/H20; yas; Yag; Yoo 0. Ia-NHs;
Ya10; Yai1; Ya12; Ya13; Ya130. Ba-NHa/H20; bgo-NHs3; bgs; ypo
Do3; bag; bus; bas; baz; bag 0. Vu7; Dag; ba10; ba11; ba12; ba13; ba1a O.
04 s ) 5 ) s ) > b > > A
1257,590| 2514,168 1,7 K-50 x K-20 +H ° SFFIE\QEquEEéTQYVE Ya14; be14-H20 0. Y14-H20 0. B4 yo3; yas 0. Yea1-NHs; yos; Yoe-
H20; yo11; Ya12; Yo13 Ya13-H20 0. Bs; bga-NH3/H20; bgsa- H20
Do3; Das; bus; baz; basg; Dag; ba10; be11; ba12; be1s; ba1s 0. Ya14; beas
04 ) ) }) D) 2 5 2 ) ) 2]
1257,588| 2514,168 02| K-50xK-20 : . SFF'E\QOPq[()g'EnEéTQYVE H20 0. Yu14-H20 0. B Yas: yas 0. Yurr-NHs; Yas; Yar-HzO; yas:
Ya10; Yai1; Ya12; Ya13; Ya13-H20 0. B3; yps; ypa
a Bu2; bas; Dag; Bo1o; Boa1; ba12; ba1z; bais; bate; ba17; bats; batg; bazo;
1135,228 3403,661, 2,8 K-178 x K-20 4 YDKWVMKMLQMDLNPSSWISQQR | bo21; Yod; Vos5; Yos; YoT; Yos O. Rag; Yag; Yeo 0. Yars-NH3; Ya10; Yat0
B 20KSAMF 0. Yu15; Ya12, Ya13; Yo17 O. B3-NHa; bps-NHa; bps
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Tabelle-A 3 Peptide modifiziert mit einem partiélydrolysierten B3G-Molekil

m/zexp. [M+H] * theor. z Am (ppm) +/-Ca®* modifizierte AS AS Sequenzen
701,34¢ 701,354 1 1 + K-20C 20RSAMFE
43E,267 86¢,534 2 -0,84 - K-12€ 12551 YKLK
43E,26¢ 86¢,534 2 1,67 + K-12€ 12551 YKLK
462,744 924,48¢ 2 1,34 + K-17€ DKWVMK
47C741 94(,47¢ 2 0,6¢ + K-17€ DKWVmMK
47C77¢€ 94(,55C 2 0,8€ + K-98 997 KWTFK
47C77¢ 94(,55C 2 -0,82 - K-98 997 KWTFK
49¢,31¢ 997,62¢ 2 1,23 + K-12€ 1255 YKLKK
49¢,31¢ 997,62¢ 2 0,11 - K-12€ 1255 YKLKK
54(,79¢ 108(,587 2 0,7¢ + K-17€ ' RDKWVMK
54(,794 108(,587 2 -0,32 - K-17€ " RDKWVMK
54¢€,792 109¢,57¢€ 2 0,05 + K-17€ 1" RDKWVmMK
55¢,344 1115692 2 1,42 + K-126; K-12€ 12:S1KLKkK
55§,34:3 1115,692 2 -0,17 - K-126; K-12¢€ 12:51KLKkK
60¢,822 121¢,641 2 2,75 + K-102 SWTFkIYDK
621,79¢ 1242588 2 -0,41 - K-50 Y4EFKVPDNEE
662,38 1325767 2 2,77 + K-96; K-98 O9HKL KWTFK
662,381 1325767 2 -0,25 - K-96; K-98 9 *HKLKWTFK
73C41% 145¢,82(C 2 3,44 + (K-98); K-102 991 KWTFKIYDK
74E,38¢€ 148¢,76¢ 2 1,4€ + K-102; (K-106; SSWTFkIYDKDR
74E,38¢ 148¢,76¢ 2 0,15 - K-102; (K-106; SWTFkIYDKDR
772,42C 1545,84C 2 -0,98 + K-1260.K-1280. K-12¢ 12SIYKLKKABSVE
772,421 1545,84C 2 0,21 - K-1260.K-1280. K-12¢ 12:S1YKLKKABSVE
78¢,441 1577,88< 2 2,84 + K-98; K-102 997 KWTFkIYDK
804,41% 1607,832 2 -0,28 - K-102; K-10€ SWTFkIYDKDR
837,42¢ 1675853 2 2,34 + K-46 0. K-50 9*FKRFFKVPDNEE
837,42¢ 1675858 2 0,3 - K-46 0. K-50 Y*FKRFFKVPDNEE
84C(,907 168(,811 2 1,05 + K-12¢ 12k ABSVEVEAEQQGK
86E,46¢ 172¢,93< 2 2,31 + K-142 1*QQGKLLTPEEVVDF
86E,467 172¢93< 2 0,2 - K-142 B*QQGKLLTPEEVVDF
577,652 173(,94¢ 3 2,47 + (K-98) 0. K-1020. K-10€ 99 KWTFkIYDKDR
88€,47¢ 1771951 2 2,53 + K-1260.K-1280. K-12¢ 12SIYKLKKABSVEVE

*k: modifiziertes Lysin
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Tabelle-A 3 Fortsetzung

88€,47¢ 1771951 2 0,08 - K-1260.K-1280. K-12¢ 12SIYKLKKABSVEVE
92£,00< 184¢,011 2 2,63 + K-98; K-102; (K-106} 997 kWTFkIYDKDR

92£,004 184¢,011 2 1,1€ - K-98; K-102; (K-106; 997 KWTFkIYDKDR

617,00¢€ 184¢,011 3 3,2C + K-98; K-102; (K-106; 997 KWTFkIYDKDR

617,008 184¢,011 3 048 - K-98; K-102; (K-106; 997 KWTFkIYDKDR

965,50¢€ 193(,015 2 1,35 K-142 BIAEQQGKLLTPEEVVDF
965,507 193(,015 2 0,13 - K-142 BIAEQQGKLLTPEEVVDF
644,007 193(,01¢ 3 0,33 - K-14z BIAEQQGKLLTPEEVVDF
967,45¢ 193:,907 2 1,37 + K-5C YFFKVPDNEEATQYVE
967,454 1935907 2 -0,05 - K-5C Y¥FFKVPDNEEATQYVE
971,94¢ 1942,89¢ 2 1,94 + K-3C SKFLEEBPSGTLFMHE
971,947 1942,89< 2 0,0C - K-3C SKFLEEBPSGTLFMHE
97¢€,94¢ 195¢,887 2 2,15 + K-3C O KFLEEBPSGTLFmHI
97C,94% 195¢,887 2 1,08 - K-3C O KFLEEBPSGTLFmHI
98€,51¢ 1972,031 2 2,31 + K-1260.K-1280. K-12¢ 12:S|YKLKKABSVEVEAE
98€,51¢ 1972,031 2 -0,01 - K-1260.K-1280. K-12¢ 1255 YKLKKABSVEVEAE
705,391 2114164 3 3,14 + (K-96); K-98; K-102; (K-106 O*HKLKWTFkIYDKDR
107¢,568 215¢,124 2 0,81 + K-14z BYEAEQQGKLLTPEEVVDF
107¢,568 215¢,124 2 0,3€ - K-142 BYEAEQQGKLLTPEEVVDF
74¢S,35¢ 224¢,062 3 2,58 + K-46 SIFL EEBPSGTLFMHEFKI
74S,357 224€,062 3 0,13 - K-46 SIFLEEBPSGTLFMHEFKI
118¢5,08¢ 2365171 2 2,44 + K-46 0. K-5C Y*FKRFFKVPDNEEATQYVE
118:,087 2365171 2 051 - K-46 0. K-50 Y*FKRFFKVPDNEEATQYVE
78,065 2365171 3 3,58 + K-46 0. K-50 Y*FKRFFKVPDNEEATQYVE
78¢€,06( 2365171 3 0,54 - K-46 0. K-5C Y*FKRFFKVPDNEEATQYVE
122(,07€ 243¢,154 2 0,7C + K-5C YFFKVPDNEEATQYVEAMFFR
129¢,63¢ 259¢,272 2 -1,58 + K-182 "WVMKMLQMDLNPSSWISQQF
86€,094 259¢,272 3 1,11 + K-182 I"WVMKMLQMDLNPSSWISQQF
90z,11¢ 2704,33¢ 3 2,18 + K-142 BABSVEVEAEQQGKLLTPEEVVDF
944,81% 2832,43C 3 2,18 + K-1290.K-142 2% ABSVEVEAEQQGKLLTPEEVVDF
142(,197 283¢,394 2 -0,75 + K-1780.K-182 "DKWVMKMLQMDLNPSSWISQQFR
947,13¢ 283¢,394 3 0,44 + K-1780.K-182 DKWVMKMLQMDLNPSSWISQQFR

*k: modifiziertes Lysin
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Tabelle-A 4 B3%G-Quervernetzungprodukte zwischen GCAP-2 und GC-iRef

m/zexp. “:f;;;'gﬁ (rfprpn) :/'g;ng[éfé g +/-Ca?* AS Sequenzen Fragmente

510,759 1020,512 05 K-200 i o quéfYARMF Bu1-NHs/H20; bz; bes; bas; bps-H0; Vat: Yaz: o

518,757 1036,507 -0,4 K-200 + ¢ zgoléleARmF Do2; Du3; basg; bp1-H20; yat; Y25 Yo3; Yaa

531,291 1061,572 3,3 K-29 + ¢ E%{JQK buz; bas; bps; yaz: Yas; yp1

588,812 1176,613 25 K-200 ¥ a lg;%ﬁ?éw buz; Bus; bus; bya; yas; Yo

594,850 1188,692 0,0 K-126 i o 1;3%:(‘;“ buz; Bgs bus; bs; yaz: Ve Yod; Yo

594,851 1188,692 2.8 K-126 ¥ o 1;3§JLKRLK Bat; bes: byt Ve Yats Yo

622,327 1243,644 2,6 K-178 ¥ ‘* 177E(§Y¥\F§MK buz; bus; bos; bes; Yaz; Yos

623,822 1246,636 0,0 K-106 i . 1?1,5;@“ Bus 0. Byt: Ya1 0. Y Yz: Yas; Yaa

630,358 1259,708 0.1 K-98 : °‘ OgéLOﬂQ’; FK bus; bus: bas; bass by Yzt Yos: Yar

630,360 1259,708 3,1 K-98 ¥ o OgéLOﬂQ’; FK bus; b bos; bys; Yazs Yes; Yos

679,832 1358,656 0,3 K-129 i ‘* lzg'EAoﬁs\FgEVE Bu bus: bas: bus; buss bar: V2! Ves: Yas

679,832 1358,656 0,7 K-129 ¥ o lzg‘EAOE\S(\R’EVE buz; bug; bas; bas; bu; Yz

467 955 1399 745 33 K-178 N o Y'RDKWVMK Bu1 0. Y1-H20; buz; beg; bus; bas; b1 0. Yus-H20;
' ' ' B O9YR Yo1; Ya2; Yod; Ya5; Y6
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Tabelle-A 4 Fortsetzung

04
781,378 1561,747 0,4 K-50 ‘ SFBF <|a<oX/PRDNEE Bu3; baa; bus; bus;baz; Yas; Yos; Yas: Yoz
04
781,380 1561,747 3,1 K-50 ’ SFBF QQPRDNEE bu2; baz; bas; baz; bpa; Yas; Yus; Yas; Yaz
603,649 1808,927 3,3 K-102 o ®WTFKIYDKDR bug; bo7; Yat; Yaz; Yas 0. Ria-NHa; bog 0. By1; Yoa; Yus;
, ’ ' B 00y R Yas; Da7
711,991 2133,956 0,6 S-37 o SFLEEBPSGTLFMHE Bu2; bo3; bus; bag; Da130. Yea3; Yar; Yod; Yos; Yaos Yaios
' ' , B 001y R Ya11; Yo12
1125,090 2249,171 0,2 K-142 o AEQQGKLLTPEEVVDR | b7} bug; bus; buto; buss; buszi barss Vs Yos; Yar; Yas;
, ’ , B 001y R Ya10; Y125 Yoi14
1125,002 2249,171 2.9 K-142 o AEQQGKLLTPEEVVDR | Bus; ba7; bus; bus; bua; buss; busd; Yo Yos; Yas; Yaars
, ’ , B 00lYR Yu14; Ya15-H20
137,
750,396 2249,171 0,5 K-142 ‘ AEQQ[? ctglL\(L;PEEWDR P ot s yurs Yot Yosi Yo Yooz
I v s 142 o BAEQQGKLLTPEEVVDR Do3; ba7; bus; Dag; Yo7; Va8 Va9 Yo10; Yalls Yai2 Yais
, ’ ' B 001y R Ya14
1127,037 2253,065 05 K-50 o “FFKVPDNEEATQYVE Ba3; bas; bas; bus; buaet baass burzi buag burs. Yuas
, , , B 001y R Ya3; Yoi11; Ya12
030K FL EEBPSGTLFMHE
754,689 2262,051 0,9 K-30 ‘ B OOy R Pt D Do D Dt Yo Yo Yo Y v

LI




Anhang

Tabelle-A5 Quervernetzungsprudukte zwischen GC2Bnd GC-Photo-Peptid 1a

[M+H] * Am vernetzte AS von ~o2+
m/zexp. theor. (opm) GCAP-2 +/-Ca AS Sequenzen Fragmente
a 22ISAMF Du3-H20 0. W2-NH3;yo1; Ya2; Ya3; bp2; Yp2; Yps3;
545,777 1090,546 -0,3 F-204 - B IHUNR Vo B
137
432,565 1295,682 -0,3 A-137: E-138 - * ofEQQGK Dus; Ya1; Ya2; Yas; bp2; yp2; Yps; Ypas ; B
B ©IHUNR
a B'/AEQQGK Du2; buz; bag; bus; Yo2; Ya3; Yad; Yas; bp2; bpa; ypo:
648,344 1295,682 -0,1 A-137: E-138 - > T T T S8 JAS JH D JES The TR TP
B PIHUNR Yp3: Ypa; 0 B
F-170: V-171: « TFVEGAR Du3; bads; Ya1 0. W15 Ya3; Yass Yas; bp2; Yp2: Yps: Ypas
438,574 1313,707 04 1 alternative: A-174 ) B ®IHUNR o p
’ Alternative A-174: ys
G-91; T-92; L-93;
’ ; ’ Do3; bog; bas; Ya1; Yaa O. W3 bpo; bpa; yps; ypas B
09
440,577 | 1319718 0,7 | Aleratven - p s LEHK Alternative E-94-K-96 by
L-92.K-96 Alternative L-93-K-96: ya
|-120, 117 ba3; ba4 0. ya4'H20; baS; Yo2, YaS'HZO; Yo4; Yo5 0.
Alternativen i o LLDIVE Ypa; bp2; bgs; bpa; ypo; Yps; o B
668,883 1336,758 0.3 V-121-E-122 B PHUNR Alternativen V-121-E-122y,,-H>0;
L-117-D-11¢€ L-117-D-119: ky3
V-133 — E434; 130
: i a BPABSVEVE Dus; bus; Yas; bpz; bps; bpa; ypo; Yps; ypa; 05 B
714,849 1428,690 0.1 E’T'jg;”f’“gjge; B C4HUNR Alternative E134-E136y,3
a °9YDKDR
482,260 1444,766 -0,5 Y-104 - B 0IHUNR Do3; bes; Ya1 0. W15 Ye3; Yas; Yas O. Yba; bp2; Yp2; ¥p3

LIl




Tabelle-A 5 Fortsetzung

a BIFLLVDE Du2; ba3z; bass bas; Va3, Yoss Yos; Yas; bp2; bps; bpa;
742,417 1483,827 0,3 ; D-158 i S
M7 B XIHUNR Yzt v B
Du2; ba3; bas; bus-NHs; bag 0. Vus; Yas; Yaa-NH3 0.
04 ) ) ] ) ) )
587,296 1759,876 -0,9 V-51 ¢ ;ﬁ)EqKJSSSEE Ya7 0. i7-NH3z 0. b7-H20; yus; ya7; bpo; bpa-
NH3/H20; yps; Ypa; 0; B
14 RN . o o NHa o
602,667 1805,987 _0,3 E"S, V-149 o 3L|0_(-)I;,IPEEVVDR ba2: ba3, b(179 ba9 0. h}4s Ya1 0. Mil, Yau6 NHS, Yaz;
B "IHUNR Yas; Yp2; Yp3
a S'ATQYVEAMFR Du3; Ya1 0. W1 Ya3; Yads Yas; Yus; Ya7; Yoss bp2; Yp3;
617,649 1850,933 -0,5 A-63 B CAHUNR Voas o B
ba4; baS; baG; b(ﬂ; Ya3; yﬁ4; YGS'N H3 0. B, ya6; ya7;
V-61; o 'ATQYVEAMFR
617,649 1850,933 -0,4 (E-62-A-63) B O%HUNR Ya8; Yao; bp2; ypa; ypa; O
Alternativen E-62-A-63: y
05’ATQYVEAMFR
622,981 1866,928 -0,3 E-62 — R-66 - o B O%HUNRm Ya5; Ya6; Ya7; Yas; Yao; Dp2; bp3; Yp2; Yp3; ypas o P
o 1°QELLDIVE
638,346 1913,024 -0,6 Q-115-D-119 - B O(ERlHUNR Dos; bas; Du7; Yoo; bps; yps 0. Ri7-NH3
a %%PDN EEATQYVE bug; ba1o; be11 O. yus-HQO' yas-NHs‘ Ya7- NHs; Yoo,
676,993 2028,962 0,7 : Q-59 - ’ ’ ’ ’ I
o Q B IHUNR Ya10; Ya11; bpz; bps; bpa; yp2; yps; yaa-H20
. o ®VPDNEEATQYVE Du4; bag; ba10; bar1 0. Yus-H20; yas; yas-NHs; Yaio;
676,992 2028,962 0,2 BF; T-58 + B °IHUNR Yaiz: bpa

LI




Anhang

Tabelle-A 5 Fortsetzung

a BPPABSVEVEAEQQGK Do2; baz 0. B; Du11; Yas; Yo7; Yas; Ya9; Ya10; Yall; Yps3;
690,673 | 2070,003 0,4 A-137 — Q-14( 5 CIHUNR o
260,372 9279 101 0.2 A-10 — V-16 a “PAEENGAVGAADAAQLQE Da7; buis; Do12; ba13; bpig; bais; bpie; Yuz; Yos; Yas O.
’ ’ ' B °4HUNR Do13

LIV




Anhang

Tabelle-A 6 Quervernetzungsprudukte zwischen GC2Bnd GC-Photo-Peptid 1b

m/zexp. [m;gl;, (pAan) vernggfp,?\zs e ga/l;,, Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen

645,357 1289,706 0,5 D¥7; K-178 - BOOSS'T'\l;(;?SSALN bpa; bpa; bps; bps; bpz; bgz; brflgH Zﬁé gm; Y85, Yp6; YBT3 Ypes
741,885 1482,762 0,1 F-204 5 Oogg;t%AlgsFALN bug; Yat; Yoz; bpa-H20; bﬁ4éyt"3l:;;:l3§; by7; bes; bps; Yp2: ypas yps:
741,885 1482,762 0,4 F-204 5 Oogg;t%AuTsFALN bu3; Yat; Yaz; bps; bpas bps; bﬁz;; %m; bps; bpo; Y2; ypa: Ys; Ype:
749,882 | 1498,757 0 F-204 b oosg;i;%%n EALN bus; Yaas Yaz: bys: bpe: byz; bye; byss Ypas yos: ype: Yo o b
768,391 1535,773 0.6 V-133 5 Oogsl'lﬁ(\)'/o\(gllSJ\éiLN Bus; Yoz 0. bps-H20; Yu;';i\;' ';';;’b;;’t;z? bgs; bp7; bps; bpe; yp2;
769,433 1537,858 0,1 Y-125 5 OOSS;C%QIITJEALN bu3; Yaz; Ya3; bps; bpa; bﬁs;sl/)sﬁz;ybgﬁs?ol:%; yp2-NHs; ypa; yps: ype:
844,453 1687,897 0,5 ’37; E-138 - 5 O%S;S;@%?SSAEN bu2; boa; bas; bas; 3{/; yy;s l;sﬁe;-;l-;i(?);;yt;z?;;:sg; bpg; bpz; bgs; bps;

LV




Tabelle-A 6 Fortsetzung

Anhang

C-111-|-.112; o 9NGCIDR bys 0. Yoa O. Qs-HzO; Yal; Yo2, yus-Hzo/NHs; b[}z; b[}s; b|35;
568,961 1704,870 -0,6 Alternativen B OOSSTVQIUSALN bﬁe; b[}7; b[}g; b[}g 0. Yus-NHs; y|_32; Ypa; Yps; Yp6; Yp7; Yps O. Yea-
N-109 - C411; H2O/NHg; B; Alternativen N-109-C-111:8
G-110 - H12; o« NGCIDR Bus; bus; Yoz; Yas; bpa-H20; bpa; bgs; bge; bps; bpo 0. Yus-NHa;
852,939 1704,870 0,5 Alternativen- B OOSSTVQIUSALN Ypa; Yps; yBG% yp7; yps O. yu4-H20/NH3
N-09 - C-111 Alternativen N-109-C-111: b
o FVEGAR Bua-NH3; bas 0. Bs; Yo1; Va3; Yas; Yes-NH3 0. B; bg2; bpa-H20;
569,312 1705,923 -0,7 V-171-E-172 B 8STVQIUSALN bgs; bp7; bpe; yp2-NH3 0. yuz-Hzp’O; YB4; Yp5; Yp6; YB7; Yps; VB9,
a;
a Y"FVEGAR Du3; bag; bus; Yoz Yas-NH3/H20; bga; bpa; bgs; bgs; bpz; bps;
853,465 1705,923 0 V-171 - E-172 > T T SO > B TR TP TR TR TR
B °STVQIUSALN Dgo; ypa: Ypas Yps: Ypes Yp7s Ypos o B
) a "FVEGAR Do3; bas; Yaz; Ya3: bps-H20; bpa; bps; bps; bps; bpo; ypa; yps; ypes
853,466 1705,923 0,5 F-170 - E-172 B 8STVQIUSALN yior: 0 B
a Y"FVEGAR Ya1; Yo2; Yo3; Yods yus-N Hs 0. B bﬁz' b[}s-Hzo‘ b|34‘ bﬁe' b[}7-
569,312 1705,923 3 -0,3 F-170 > J 08 TED T > e LA
B °STVQIUSALN NHa/H20; bygs; bge; ypa; Yes; ype; yo7; ypes 05 f+H20
o 09]GTLEHK bus—Hzo 0. )ﬁe-NHs’ bus 0. Qg-HzO/NHs’ yu4—H20 0. hss-
571,316 1711,934 3 -1,0 L-93 ’ ’
B 98STVQIUSALN NHs; bpz; bgs; bge; bps; bpe; yp2; yps; Yps; Y7 ypss ypo-NH3
a ®IGTLEHK Dua-NHs; bas; Yaz; Yas; bps; bpa; bps; bgs; bpz; bps; bpo; yps; ype-
856,471 1711,934 2 0,3 L-93 — E-94 B 8STVQIUSALN NHz: ygr ype: o B

LVI



Anhang

Tabelle-A 6 Fortsetzung

o %°%PDNEE Dus; bus; Yas; bpa—H20; bpa; bps; bes; bpz; bps; bpo; ypa; ys;
865,434 1729,860 0,5 V-51 B 5STVQIUSALN Vi Yor: Vo o B
o STATQYVE Do2; ba3; buss bas-NH3; ya2; Yea-H20; yas; bes; bgs; bpr-
869,455 1737,902 0,2 T-58 B OOSSTVQIUSALN NH3/H20; bgg-HzO; b[}g; ygg;;/ﬁ};?t; YB5; Yp6, y|37-NH3/H20; yps;
V-133; Dos; Dus; bus; Ya2; Yo3; Yaa-NH3; yos; bes; bps; bgs; bpz; bps; beo;
i 130 04y > Uaby Ya2, Yo3, Yad™ s Y0y s > > 5 > B
882,446 1763,884 06 EAl'tgef‘_""i'/‘g‘;g 5 &%ﬁ\f(;\GESXEN Vs Yoa: vis: ves; vsr-NHs; vpe: vpo-NHa; o; Alternativen: E-
A-130 — C-131 134 — V-135 y5-NH3; A-130 — C-131 b; yos
K-129 — C-131 o PKACSVEVE Bu3; bos; bas; baz; Yoz; Yas; bps; bpa-H20; bgs 0. ys7-H20; ber;
631,331 1891,979 -0,6 Alternativen BOOSSTVQIUSALN bge-H20 0. he-NH3/H20; bgo; ypo; ypa; yes; Yas; Yp7; Ype; O O.
A-130 - C-131 b.7-NH3; alternative A-130 — C-131,%H>0
K-129 - C-131 o« PKACSVEVE Du3; bus; bus; bus; buz; Yas; Yas; bps; bps; bps; bgzr-NHa; bps; bpo;
946,494 1891,979 0,0 Alternative C- BOOSSTVQIUSALN YB3; Yp4s Yp5; Yp6; Yp7s yﬁs-NHs; a 0. hy7-NH3/H0;
131 alternative C-131: ¥; yo7-H20
A-137 bus-Hzo; bus O. )433-NH3 0. yus-Hzo; bue-NHngzo; bar-
. 135\/EAEQQGK H20; Ya2; Yo3; Yod; Ya5 O. h}g-N H3/H.0; Ya6; Yo7, bgs; bge;
639,341 1916,008 0,7| Alternat % > S0 Jud, Jad > Job, YoT> VB3 6,
V135 - E136. B O%8STVQIUSALN bz; bps 0. Yae-NHa: bge-NHa/H0; bgs; vg2; ype-NHa; ygs:
’ Yps; Yp7; Yps; Ypo; o B-NHa; alternative V135 — E-134,p
bu2 0. i7-NHa; bua-NH3/H20; baa 0. Y5-H20; bes 0. Yse-
N-109; a 109NGC|DRQE NH3; bas-Hzo; bu7 0. h}g-NHs; bu7-NH3/H20; yaz-Hzo; Ya3;
654,661 1961,971 -1.3 G-110 B 0OBSTVQ|USALN Yoa; Yab, yu7-NH3 0. Q;g; bﬁs-Hzo; b[}s 0. yu4-H20; b[}e; bﬁs;
Yp2-NHs; ypa; yps; ype; Yp7; yps; ypo; B
Bu2-H20; basz; bea 0. Yes-H20; baa-NH3; bas; bes; ba7; Yos; Yos;
N-109; a 1°NGCIDRQE > T ’ > T i LA J0e JA
981,490 1961,971 0,6 G-110 B OOSSTVQ|USSLN Ya5; Ya6s Yo7, b[}4-H20; bﬁe; b|37; b|38; b|39 0. yu7-NH3/H20; YB3~

NHs; yps; yps; ype; yps; Ypo
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Tabelle-A 6 Fortsetzung

ba2-NH3 0. Q;s; baa O. )435-NH3; bes-H20; bes-NH3; byz 0.

55: E-56: E-62 B 2%8STVQIUSALN

N-109; a 109NGB|DRQE bﬁg-NH3/H20' be7-H20; Ya2; Ya3; yu5'NH3/H20' ya7-NH3 0.
673,669 2018,992 -0,4 ’ - ’ > 0o Ja® ’
G-110 B 9*STVQIUSALN bgo; bps-NHs; bps; bsz; bs; ypo; ypas yes; yee: yp7s ys: Ypo: 0
B-NHs
Bu2 0. Y2-H20; Doz Yos; Yas: Yas; Yos~H20; Ya7; Yos; Yao-
143 3
733,406 | 2198,203 06|  E-147 (P-146 ¥ EOOS;LTT\/P(EE\éXEﬁ NHs/H20 0. b; bys; bye 0. Yea-H20/NHs; bs-NH3/H-0; yps
Yee: Yp7: Ypss Ypo; 0 P
V-51 Bu1-NHs; baz-NHs/H20; bos; 0a7; bas; bag; baio 0. bys; boaa-
051y . . . . . . . . . . . . R-
1211,094 2421,178 1,0| Alternativen E- _ o >VPDNEEATQYVE NH3; Yo3; Yas; Vo5 Ya7; Yas; bl377 (bﬁs): bl39: Yp4; Ypss Ypo; O B;

Alternativen E-55: y; E-56: his; yo7; E-62: his; beg; baio-
H20; ba11

LVII




Anhang

Tabelle-A 7 Distanzen innerhalb des GCAP-2/GC-Rét-Komplexes

Quervernetzungsprodukte BSG

(max. Distanz 19A)

Quervernetzungsprodukte Photo-Leu Peptide
(max. Distanz 9A)

Peptid ccap-| , . . Peptid | GCAP-| , .. .
Min. A | Max. A| Mittl. Std. Min. A | Max. A| Mittl. Std.
(Ca) | 2 (Co) (Ca) | 2(Co)
Lys50 | 14,57 | 21,48 1814 1,04 Va5 Va6l 641 11,00 8,590,60
Lys-98| 15,02 | 22,97| 1839 1,04 z;%' 3,72 | 11,63 7,80 1,02
Lys- | 1512 | 22.83| 1839 0,95 Glu- ' 596 | 1430 982 112
102 ’ ’ ' ’ 147 ' ' ’ '
] Leu-13 oh
yS- e-
Tyr-1| 126 0,00 | 13,93 11,72 0,77 170 | 672 | 1216| 1028 067
"13’255; 8,27 | 13,75| 1041 07 Val-1717,92 | 13,35 1153 0,68
Lys-
tas | 1239 1885 1567 089
Lys-
g | 1504 | 1938 1679 06

LIX



Anhang

Tabelle-A 8 Intermolekulare Quervernetzungsprodekiies CaM/Bpa-M13-Komplexes identifiziert aus deteren Gelbande | (Abb. 37 B)
[M+H] * Quervernetzte AS des
m/zexp. TG Am (ppm) CaM/Bpa-M13 Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen
' Komplexes
o ?DEMIR
530,7601 | 1060,5132 -0,31 M-124 x X-4 Doa OF &1; Yas; Yos; Yozr Op1
B 004XK
o ?DEMIR
533,7699 1066,5333 -0,82 M-124 x J-4 o4 OF &1; Yoa; Yoz; bp1
B 004JK
o ?DEMIR
396,8741 | 1188,608] -0,47 M-124 x X-4 B 004 KK Bus; D3y Doz; @u2; Yod; Yos; Yazi Yars Dp2; Ypa
o ?DEMIR
594,8076 1188,6081 -0,21 M-124 x X-4 Yo, Yo3; Op2; ap1
B 004XKK
o ?DEMIR
398,8808 | 1194,6283 -0,49 M-124 x J-4 Bus; Dus; Du2; @u2; Yaas Yas; Yaz; Yar; bp2; Ypa
B 004J KK
o ?DEMIR
597,8176 1194,6283 -0,22 M-124 x J-4 au3; Yaa; Yu3; Y1, Op2; Dp1; &1
B 004J KK
o 2?DEMIREA
694,8475 | 1388,6879 -0,17 M-124 x X-4 Bus; us; Yos: Yos: Dp2; p1
B 004XKK
a »’DEMIREA
465,5739 | 1394,7080 -0,52 M-124 x J-4 B 004IKK Bus; us; Dua; Dus; Buz; @i2; Yas: Yas; Yaar bp2
a »’DEMIREA
697,8579 1394,708(Q 0,31 M-124 x J-4 bus; Dus; Do Yus; Yos; Bp2
B 004J KK

LX
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Tabelle-A 8 Fortsetzung

o BEEFVQMMTAK
805,8837 [ 1610,7593 0,47 M-144 or M-145 x X4 B 008 Bao OF bp1; Dug; Du7; Dus; Dua; Dus; Yao; Yes; Yor; Yos
o BEEFVQMMTAK . b o
539,5978 | 1616,7794 031|  M-144 or M-145 x J{4 bur; bus (M144); bis; Buai 2us; Vs Yoo Yos: Yaa (M144); Yo
B 0043K Ya2
o BEEFVQMMTAK
808,8936 | 1616,7794 0,27 M-144 or M-145 x Ji4 B 0043 Dao OF bs1; bug; Da7; Dus; Bas; Dus; Yoo Yas; Yar; Yus; Yos
o BEEFVQMMTAK
580,2895 [ 1738,8543 0,24 M-144 or M-145 x X4 B O9XKK Bao OF bs2; Dug; u7; Dus; Dus; Yeus; Ya7; Vo) Yos; Y3
o BEEFVQMMTAK
869,9311 | 17388543 033 |  M-144 or M-145 x X}4 oo bus OF by bis; B bus (M144); bt Yas OF Byt Yo Yas
o BEEFVQMMTAK e by .
582,2962 | 1738,8543 019 |  M-144 or M-145 x X4 Duo OF Bz; s B Bu B Yasi Yo Yo Yos; Yaa (ML44);
B 004K K Ya3
o BEEFVQMMTAK
872,9411 | 1738,8543 0,24 M-144 or M-145 x X4 B OVIKK Dog OF 132; bog; Bu7; Boa; B3 Yus; Ya7; Yas; Yos
o BEEFVQMMTAK o b g
585,6200 | 1754,8492 068 | M-144 (or M-145) x -4 Do OF Byz; Bzt B (M144); Dot Bzt Yo Yo OF By Yer: Ve
B 004XKK yu4( )
o FEEFVQMMTAK i e oy
585,6200 | 1754,8492 068 |  M-144 (or M-145) x -4 PusOF byzs Bz Bue (M144): Bt Bzt Yo Yoo OF By Yori Yoo
B 004XKK yu4( )
o BEEFVQMMTAK
877,9288 1754,8492 0,68 M-144 (or M-145) x X-4 B 00K Doo OF Ip2; Be; bus (M144); Vs OF By1; Yos

LXI




Anhang

Tabelle-A 8 Fortsetzung

o BEEFVQMMTAK
877,9288 | 1754,8492 0,68 | M-144 (or M-145) x X-4 beo OF by; bus; bus (M144); yig OF by} Yes
B 004XKK
o BEEFVQMmMTAK h B B v v e v
587,6277 | 1760,8693 0,44 |  M-144 (or M-145) x %-4 Buo OF bz} bz} bos (M144); B s o) Vs Yoz, Yas Yo
004 Yaua (M144); Vo3, Yoz
B 004IKK
o BEEFVQMMTAK h B B v v e v
587,6277 | 1760,8693 0,44 |  M-144 (or M-145) x %-4 Buo OF bz} bz} Do (M144); B o) e Vs Yoz, Yas Yo
004 Vo4 (M144); Yo3; Ya2
B 04IKK
o BEEFVQMMTAK
880,9388 1760,8693 0,56 M-144 or M-145 x X4 oo OF bs2; Yus OF 3315 Yo7
B 004J KK
o BEEFVQMMTAK
880,9388 1760,8693 0,56 M-144 or M-145 x X4 oo OF bs2; Yus OF B31; Yo7
B 004J KK
o “DFPEFLTMMAR . . . by
628,3124 19829230 -0,23 M-71 or M-72 x X-4 Du10; Duo OF Yao; Dus OF Yas; Doz OF B52; Dus; Du2; Yuio; Yes OF
B 004X KK Yo4; Yo7
(1064DFPEFLTMMARK b or h31. bu or . bu . b . bu . bu or . bu . .
628,3124 | 1982,9230 0,23 M-71 or M-72 x X-4 it OF Lpt; Dhs OF Yos: Bu7i Baes %55 Hus OF Yod; Do Yais Yoo
B 004K or Yos; Yo7
o ®“DFPEFLTMMAR
944,9767 | 1988,9432 1,55 M-71 or M-72 X X-4 buac; Bus OF Yus; Bu; Yaao; bgz
B 004J KK
o “DFPEFLTMMARK
944,9767 | 1988,9432 1,55 M-71 or M-72 X X-4 bua1 OF byt; Bu7; Yarz;Yato
B 004JK

LX1
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Tabelle-A 8 Fortsetzung

o BPDGQVNYEEFVQMMTAK . haoho b - . . .
805,7171 | 2415,1359 0,38 M-144 or M-145 x X}4 uss OF Byz; Buaa OF Yors; Busi s Bu Duy s Y
B 004X KK Ya12; Ya11; Ya10; Ya9; Yes; Yoo, Yas; Yoa( ); Vo3
o BDGQVNYEEFVQMMTAK . . . . hahe b
807,7234 | 2421,1561 -0,03 M-144 or M-145 x J{4 b‘ﬂg OF Bz Du1s OF Yas Dz OF Yars: Burzi Duasi Bosi Do B
B 004JK K 03 OF Yo3; Y15, Yai4; Ya13i Yo12; Yo11, Ya10; Ya9; Yo8: Yo6
o 9%XKKNFIAVSAANR ha ho b Nt Aot ot B
928.1403 2782,4055 0,33 X-4 x M-144 or M-145 D10} bus; Dus; Dus; Yars; y_ag, y(.xs, y(.17a Yas; bpo OF Ypo; bps; Dg7;
B BEEFVQMMTAK Yoe: Yo7: Yoo Yps
o PIKKNFIAVSAANR . hohoheha ho o . v
930,1477 2788,4256 1,06 J-4 x M-144 or M-145 Do10; bug OF h36y.ba7,.ba61.ba5a.ba4y Ba3; b(.xz, Ya11; Yo10; Ya9;
B BBEEFVQMMTAK Yas; Ya7; Yos; Yas; Dpo OF Ypo; Yps
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Tabelle-A 9 Intermolekulare Quervernetzungsprodekdes CaM/Bpa-M13-Komplexes identifiziert aus dé&ecen Gelbande Il (Abb. 37 B)
[M+H] * Quervernetzte AS des
m/zexp. T Am (ppm) CaM/Bpa-M13 Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen
: Komplexes
a Q09X KK
402,2277 803,4484 -0,48 X-4 x M-76 bo2 OF I31; Ya1 OF Wp1; 0-2; B-16
B 078K
a O4IKK
405,2378 809,4685 -0,16 J-4 x M-76 be2 OF By1; Ya1 OF p1; 0-2; B-16
B 066N|K
a Q04X KK
466,2752 931,5434 -0,37 X-4 x M-76 Doz OF bs2; Bo1; Va1 OF Yp1; Vp2
B O KMK
a Q4IKK
469,2851 937,5635 -0,61 J-4 X M-76 b2 Or h}z; bal; Yo1 OF W1, Yp2
B OKMK
471,7739 942,5407 0,30 X-4 x L-105 @ XK b be2; by by
) ) -U, -4 X L- o2 OF VB2, Du2; Da1; Ya1; Bp2; Yp2; Yp1
B “ELR
a Q04X KK
471,7739 942,5407 -0,30 X-4 x 1-85 Doz OF V2; bu2; Do1; Ya1; Dp2; Yp2; Y1
B OEIR
a 904JKK
474,7838 948,5609 -0,48 J-4 x L-105 bo2 OF V2; bu2; but; Yoo; Ya1; be2; Yp2; Yp1
B “ELR
a O4IKK
474,7838 948,5609 -0,48 J-4 x 1-85 B IR D2 OF Yh2; Du2; Dut; Va2, Va1, Dp2; Yp2; Yp1
a DEMIR
530,7600 1060,5132 -0,54 M-124 x X-4 Dos; Ba3z; Yoa: Yaz; bp1
B 004XK
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o 12DEMIR
533,7700 1066,5333 -0,62 M-124 x J-4 Do4; Dus; Yaar Yaz; bp1
B 004JK
a SDMINEV
559,2652 1117,5234 -0,27 M-51 x X-4 Dos; Bos; D2y Yoa; bp1
B 004XK
o SDMINEV
562,2754 1123,5436 -0,04 M-51 x J-4 B 004K Bos; Dos; buz; Du2; Yoa; Yas; bp1
a ?DEMIR
396,8739 1188,6081, -0,85 M-124 x X-4 Dos; Dus; D2y 8u2; Yaas Yo3; Yo2; Ya1; Dp2; Yp1
B 004XKK
a ?DEMIR
594,8077 1188,6081 -0,04 M-124 x X-4 au4; D2y Yoar Yaz; Yoo, Ds2; &1
B 004XKK
o 12DEMIR
398,8809 1194,6283 0,21 M-124 x J-4 Do4; Duz; Bu2; @2} Yod; Yoz; Yozi Vo1, Bp2; Yp1
B OO4JKK
o 12DEMIR
597,8176 1194,6283 -0,30 M-124 x J-4 Dos; Yas; Yz, Ds2; bp1; Yp2
B 004JKK
a DEmIR
602,8054 1204,6031 0,33 M-124 x X-4 B 00AKK Ya2; bp2; 0-16; 0-16-48;B-2; -2
o 2DEmIR
404,2124 1210,6232 -0,41 M-124 x J-4 Dus; bDo2; @u2; Yas; 0-16; B-2
B OO4JKK
o 2DEmIR
605,8152 1210,6232 -0,01 M-124 x J-4 B OOIKK Doa OF &2; Du2; Va2; be2; &1; 0-16; 0-16-48;B-2; byo-2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o DmINEV h oy oy oy AR v AR 1R R
6313106 1261,6133 0.41 m-51 x X-4 Dos; Dus; Duz; Yas; Yoa: Yas; l?)ﬁz, a-16; a-16-48; hs-16; B-2;
B 004XKK [32'2
a DmINEV
634,3203 1267,6334 0,12 m-51 x J-4 Dos; DBu3z; Yos; Yos; Vaz; 0-16; 0-16-48; Qs-16; B-2; byo-2
B 004JKK
o YDEMIR
448,9074 1344,7093 -1,32 X-4 x M-124 B RXKK Daa OF Y83; Du3; Yoa; Yo3; You; Bp3; B2 Yp1
a YDEMIR
450,9142 1350,7294 -1,06 J-4 x M-124 B R IKK a3, Duz; Yoa; Yus; Yoo; Ops; Dp2; Yp1
a 1DEMIR
675,8678 1350,7294 -0,79 J-4 x M-124 Doa OF Y53; Dus; Du2; Yoa; Yoz, bps; bp2
B 9°RIKK
a DEMIREA
463,5672 1388,6878 -0,65 M-124 x X-4 Dos; Dus; Dus; Bo3; Vus: Yos; Yas; Yoz
B 004XKK
o 12DEMIREA
694,8477 1388,6878 0,13 M-124 x X-4 bus; Dus; Yos; Yus; Yos; Dp2
B 004XKK
o 12DEMIREA
465,5739 1394,7080 -0,63 M-124 x J-4 B 0043KK bus; Dus; Bog; Dus; Boz; Yus, Yos; Yo Yus; Yoo; Bp2
a DEMIREA
697,8576 1394,7080) -0,02 M-124 x J-4 Dos; Dos; Doz Yos; Yos; Yz D2
B 004JKK
o 12DEmIREA T
468.8987 1404,6828 0,98 M-124 X X-4 Dos; Dus; Doy Doz OF Yos; Vos; IYas, Yod; Ya3; bp2; 0-16; a-16
B 004 KK 48, B-Z
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o ?DEMIREA
702,8449 | 1404,6828 0,15 M-124 x X-4 ok Dus; Yas; Yas; Yad; Yas; brz; 0-16; 0-16-48:B-2; hyp-2: M-64
o ’DEmIREA
705,8547 | 1410,7029 10,50 M-124 x J-4 - Dut Vas; Yaa; byz; b 0-16; 0-16-48;B-2; hyp-2; M-64
o ’DQLTEEQIA bus; Du7; Bus; Dus; Doa; Dus; Doz OF Yas; Doz, Yus; Yor; Yos; Yo
786,4012 | 15717952 0,00 L-4 x K-4 w8 a7, Die; Dos; Dos; D 021 Yas; Yo, Yos: Yo
B 004 KK bgz
o ?DQLTEEQIA
789,4116 | 1577,8153 0,35 L-4 x J-4 Dog; Du7; Dus; Dus; Doa; Dus; Yos; Yoz, Yas; Yod; Yos; bp2
B 0041KK
o EEFVQMMTAK
805,8835 | 1610,7593 024 |  M-144 or M-145 x x}4 e Do OF bys; bug; bur; bus (M144); B Yess: Ve Yar; Vs Yas
o EEFVQMMTAK o o b h
539,5075 | 1616,7793 085 |  M-144 or M-145 x J}4 Bus OF B Bug; Bus (M144); Bis; Bua; b Dz Yus; Yo Y
BOO‘UK Vo6 Yo5; Yo3
o EEFVQMMTAK
808,8932 [ 1616,7793 -0,21 M-144 or M-145 x Jt4 g oo Dog OF B1; o7} Dos; Yas; Yos
o EEFVQMMTAK o N .
542,0221 | 1626,7542 1,49 | M-144 (or M-145) x X-4 B9 OF By; Bug; Bur; bis (M144); Bis; Dus; Bua-H20 or o)
B 0%4XK Du2; Yos; Ya7; Yoo, Yos, Yaa (ML44); Vo3; Va2
o EEFVQMMTAK b o o
542,9221 | 1626,7542 1,49 | M-144 (or M-145) x X-4 Beo OF Dy1; Dus;, u7; Bis (M144); Bis; B Bus OF s bz
B 0%4XK Yos; Ya7, Yus; Yo5; Yaa (M144); Y3, Yoz
o EEFVQMmMTAK
813,8810 1626,7542 0,32 (M-144) or M-145 x X-4 B 00K bog OF I31; bus; bus (M145); hua; Bus; bu2; Yos; Yas; Vs
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o BEEFVQMMTAK
813,8810 1626,7542 0,32 (M-144) or M-145 x X-4 B 004K bog OF I31; bus; bus (M145); hua; Bs; bu2; Yos; Yas; Vs
o BEEFVQMMTAK
816,8908 1632,7744 0,03 M-144 or M-145 x J}4 5 ook buo OF by1; bus (M144); hie (M145); bz} Yos; Ya7; Yas; Yos
o BEEFVQMMTAK
816,8908 1632,7744 0,03 M-144 or M-145 x J}4 B ook buo OF by1; bus (M144); hie (M145); bs; Yos; Ya7; Yas; Yos
o Y HVMTNLGEKLT
561,3042 1681,8987 -0,36 M-109 x X-4 Do100r Ya10; Dus; Dus; Dus; Da2; Yao; Yos; Yos; Yaa: Dp1
B OO4XK
o Y HVMTNLGEKLT
841,4525 1681,8987| -0,66 M-109 x X-4 B oo bu100r Yo10; bus; Dus; Des; Do3; Yoo, Yos; be1
o Y HVMTNLGEKLT o o o e
563,3106 16879189 -0,98 M-109 x J-4 be1o0r Y10 bag; bus OF ya_g, ba.4, bz or bp1; beo; Yo9; Yos;
B 0043K Ya6; Yo5; Yo3
o Y HVMTNLGEKLT
844,4628 1687,9189 -0,28 M-109 x J-4 B 0043 Du100r Ya10; bBus; Duz OF bs1; Yoo
o BEEFVQMMTAK ho e ey ey
580,2895 | 1738,8543 0,04 M-144 or M-145 x X|4 buo OF b b b7, g (M144); lisi B s bz Yoo Ve
B 004y KK Yo7, Yos, Yo5; Yoa (M144)’ Yoo
o BEEFVQMMTAK
869,9311 1738,8543 0,36 M-144 or M-145 x X}4 Dag OF by2; bug; Bo7; Bu3; Yao; Yas; Va7, Yos; bpt
B 004XKK
o BEEFVQMMTAK R e e
582,2962 | 1744,8744) -0,24 M-144 or M-145 x J}t4 Bas OF bz, Dus; D7, '_0“6 (M144)’ s, % bus; iz, Yas; Yar;
BOO4JKK Y6, Yo5; Yas (M144)1 Y3
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o EEFVQMMTAK
872,9410 1744,8744 0,19 M-144 or M-145 x Jt 8 004K bao OF Bh2; bo7; Bus; Dod; Yoo, Yes; Yor; Yes; Y3
o “DFPEFLTMMAR o by N
877,9178 | 1754,8281 012 M-71 or M-72 x X-4 Dusg; bus; bug (M71) OF Vig; Due; Yaao; Yao OF Big; Ya; Vs,
B 004X K Yas; Y3, D1
o “DFPEFLTMMAR b v N
880,9276 1760,8482) 20,17 M-71 or M-72 x J-2 Bo10; bus; Dug (M71) OF Vig; .)/alO, Yog; Yoo OF g} Yo7; Yas;
B 04K Yas; bp1
o PEEFVQMMTAK - B B v v v
5856213 | 1754,8492 0,06 |  M-144 or M-145 x x} buo OF Byz; s Bu bus (M144); B B bz Yos; Yo, Yae:
B 094X KK Yas; Yoa (M144); Yus; Yp2
o BEEFVQMMTAK N b By v v
5856213 | 1754,8492 0,06 |  M-144 or M-145 x X} Bus OF By2; B Du7; Bus (M144); i) s Buzi Yas: Yos: Yo
B 094X KK Yus; Yos; Yaa (M144); Vus; Yp2
o BEEFVQMMTAK - . .
877,9282 | 1754,8492 0,09  M-144 or M-145 x X} Bus OF z; bue; Bu; e (M145); bis OF Yo bha OF Yas
B Q04X KK M145; bs; Yoo, Yus; Yor; Yas
o BEEFVQMMTAK - . .
877,9282 | 17548492 0,09 |  M-144 or M-145 x X| bus OF Bz, Bus; D7, bus (M145); Bis OF Yas; bus OF Yea
B 004X KK (M145); g; Yoo, Yos; Ya7; Yas
o PEEFVQMMTAK b N by
587,6276 | 1760,8693 063|  M-144 or M-145 x J} bus OF Bz; bur; bus (M144); bis; bua (M144); s bz Ve
B O4IKK Yas; Ya7; Yas; Ya5; Yoa (M144); Vi3
o BEEFVQMMTAK I o b
587,6276 | 1760,8693 063 |  M-144 or M-145 x J} bus OF 2 bu7; Bus (M144); bis; bus (M144); Bis; buzi e
B O4IKK Y8, Yo7, Yos; Yo5; Yoa (M144); Vo3
o BEEFVQMMTAK
880,9384 1760,8693 0,07 M-144 or M-145 x J}t B O04IKK Doo OF bs2; Bo7; Duss Yoo; Vas; Vs Yori Yas; Yaa (M144); Yz
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o BEEFVQMMTAK
880,9384 1760,8693 0,07 M-144 or M-145 x J} B 04K oo OF b2y Bu7; Dos; Yoo; Vus; Yas; Yo7; Vs, Yas (M144); Yz
a BEEFVOmMmMTAK
590,9526 1770,8441 -0,40 M-144 or M-145 x X} vos boo OF By2; Bo3; Vos; Ya7; Yas; 0-16; 0-16-48; ye-16; -2
B O0XKK
o BEEFVOmMmMTAK
885,9257 1770,8441 0,06 M-144 or M-145 x X} B OoAXKK buo OF byo; 0-16; 0-16-48;B-2; by-2: MH-64
o BEEFVOmMmMTAK
888,9362 1776,8642, 0,55 M-144 or M-145 x J} B oAKK buo OF byo; 0-16; 0-16-48;B-2; by-2: MH-64
o OHVMTNLGEKLT
453,2531 1809,9937| -1,84 M-109 x X-4 Bo10 OF Yu10; Dug; Dug; Du7; Dus; Dus; Yo7; Vus: Yoa
B 004XKK
o OHVMTNLGEKLT
604,0031 1809,9937, 0,50 M-109 x X-4 Do10 OF Ya10; Yao; Yaa; b2
B 004XKK
o PO'HVMTNLGEKLT
905,5007 1809,9937 0,23 M-109 x X-4 D10 OF Yu10; Deg; Dus; Dus; Yoo, Yas; Yas: Yoz; bs2
B 004XKK
o PO'HVMTNLGEKLT
606,0091 1816,0138 -0,60 M-109 x X-4 B 0043KK Du10 OF Yu10; Dog; Dus; Bu2; Yag; Yao OF Yur; Yaus; Yas, Dp2
o OHVMTNLGEKLT
908,5105 1816,0138 -0,03 M-109 x X-4 Bo10 OF Yu10; Dus; Du7; Dus; Yao; Yos; Yas; Yz D2
B 004JKK
a “MIKDTDSEEEIR
626,6364 1877,8950 -0,15 M-76 x X-4 B KKK Dog; Dos; Yao; Yas; Yor; Vs, Yaz; Ds2; a-16; B-2; bpo-2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o SMKDTDSEEEIR Ch g e e
939,4514 1877,8950 0,35 M-76 x X-4 Do10; bug; Du3 OF Ya10; bus; ba.3, Ya9; Yas; Yo Yos; Bp2; 0-16;
B OO4XKK [3-2, h}z-z
o “SMKDTDSEEEIR
628,6432 | 1883,9151 -0,05 M-76 x J-4 5 04KK bus; bus; Yas; Yus; Yo7 OF B2} Yos; Yaz; bpo; a-16; B-2; b2
o “SMKDTDSEEEIR e e e o,
942,4613 | 1883,9151 0,11 M-76 x J-4 Dus; D7, bus; Bus; Yoo, Yas; Yar OF Bz Yas; Byz; 0-16;B-2;
004 bpo-2
B 004IKK
a %DFPEFLTMMAR . . . Rl
628,3126 1882,9230) 0,28 M-71 or M-72 X X-2 Da10; boo OF Yuo; bos F)r y(xt?, b.7 or hsz, baf.i, Bus; Dus; bu2; o2
B 904X KK Or Yu2; Yo10; Yos OF Yus; Yo3; Dp2
a %DFPEFLTMMARK o e
628,3126 | 1882,9230 0,28 M-71 or M-72 x X-4 Bu1z OF Bya; Dus; B Bus; Dus; Dy Bz Yoa; Yo Yo Yo
B 004X K Ya7; Ya6; Yas-NH3z/H20 Or Vo; Yaa (M144); Vi3
o %DFPEFLTMMAR . . e
941,9655 | 1882,9230 0,40 M-71 or M-72 x X-4 Bu10; Buo OF Yos; Bus (M144); s, Dus; Yaro) Yar; Yae; Vs,
B 00X KK Yoa; Yoz (M144); by
a %DFPEFLTMMARK hh oy
941,9655 1882.9230 0,40 M-71 or M-72 x X-4 Ba11 OF BB1; Boto; Dog; bas.(M1.44) .Of Vig; Bos; Doy Ya11; Yoio;
B 004y K Ya8; Ya7; Yab; Yaus
a %DFPEFLTMMAR . . A
630,3189 1888,9432 0,57 M-71 or M-72 x J-4 Do10; Duo OF Yao; Bug OF Yig; l?a7, l?ae, F)az, a2, Y10, Ya7; Ya6,
B 004K K Yas OF 10, Yas; Yo3; bs2
a %DFPEFLTMMARK ey e .
630,3189 | 1888,9432 0,57 M-71 or M-72 x J-4 Butz OF Dya; Buzi Yursi Yoro; Yas; Yaei Yosi Yos; Yus (M144);
B 0043K Yu3 OF Yue
o %DFPEFLTMMAR
944,9757 1888,9432 0,50 M-71 or M-72 x J-4 8 0043KK Do10; Dug OF Yag; Bus; Dus; Ya10; Yaz; Yas; Yas; Yas; bp2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o %“DFPEFLTMMARK
944,9757 1888,9432 0,50 M-71 or M-72 x J-4 B o043 D11 OF B31; Dos OF Bug; Yoi1; Yo10; Yoo, Yes; Yo7; Yos; Yos
a “DFPEFLTMmAR . . R e
633,6438 | 1898,9179 0,61 M-71 or M-72 X X~ Bu10; Buo OF Yos; bog (M144); i, Dy Bus; bus; D) s Yoo
B 094X KK Yas; Ya7; Yo&; Ya5; Yasr Yoz (M144); ya (M145); o
a ©“DFPEFLTMMAR . h R R Ay ey
633,6438 1898,9179 0,61 M-71 or M-72 x X-4 Do10; Duo OF Yao; Pw, l?ae, t.)a5, Bua; bo2; ?uz, Ya10; Ya8; Yo7,
B O04XKK Vo6, Yas; Yoa; Yoz (M145); by
o "“DFPEFLTMmMARK Du11 OF [y1; Dug; Do (M144); la7; bus; Dus; Doa; Buz; &2y Yo,
633,6438 1898,9179 -0,61 M-71 or M-72 x X-4 Y10, Ya9; Yas; Ya7; Ya5; 82 OF Yua (M144); Yua (M145); yis
B OO4XK or b16
o %“DFPEFLTMMARK Du11 Or By, bug; bug (M144) or Vi, bo7; Bus; bus; Dea; Du2;
633,6438 1898,9179 -0,61 M-71 or M-72 x X-4 oou 342, Ya11; Ya10; Ya9; Ya7; Yas; &2 OF Yua (M144); yia (M145);
pXK Yo OF hig
a “DFPEFLTMmAR . R oy
949,9625 | 1898,9179 0,10 M-71 or M-72 X X~ bu1g; Bus (M144); 87, bus; Vs Yoo OF R Yas) Yar; Yas;
B 004y KK Yo4; Yo3 (M144), Ye3 (m145)v lEZ
a ®“DFPEFLTMMAR . R oy
949.9625 1898.9179 0,10 M-71 or M-72 x X-4 Do10; bes (M144); bx7., Bus; Yaio; yafa or buo; Yus; Ya7; Yes;
B QO4XKK Yoa; Yoz (M144); by
a “DFPEFLTMmMARK o ey
949,9625 | 1898,9179 0,10 M-71 or M-72 x X-4 iz OF [y; Dus; g (M144); bz, bue; Bus) Yo, Yaaos Yoo
B 094XK Yos; Va6, Vo5, Yoa (M145); ya (M144)
a “DFPEFLTMMARK s ey
949,9625 | 1898,9179 0,10 M-71 or M-72 x X-4 Busz OF by bis; Dog (M144); b7, e, Bus; Yo Yoo Yos;
B 004K Yas; Yo6; Yo5; Yas (M144)
a “DFPEFLTMmAR . . A
635,6506 | 1904,9381 0,38 M-71 or M-72 x J-2 Buci Duo OF Yas; e (M144); iz, b Dus; Bosi B B &k
B O%4IKK Ya10; Yoo, Yus; Ya7; Yos; Yos; Yoz (M144); k2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

06
6356506 10049381 0.38 M-71 or M-72 x J-2 o ®DFPEFLTMMAR Do10; buo OF Yoo; bus (M144); bz, bus; bos; bus; bs; Bu2; @w2;
, , ' B 04JKK Yo10; Yao; Yus; Ya7; Yo, Yus; Yoz (M144); b2
06
sa5.6506 | 1004 9381 038 M71 or M72 5 J.d o “DFPEFLTMMARK bu11 OF By; Dus; bus OF he; bug; Dus; buz; bus; Bu2; Yo, Yato;
: ’ ' B 004JK Yo9; Yos; Ya7; Yas, 82 OF Yua (M144)
06
sa5.6506 | 1004 9381 038 M71 or M72 5 J.d o “DFPEFLTMMARK bu11 OF By1; Dus; bus OF hue; bug; Dus; buz; bus; Bu2; Yo, Yato;
, ’ ' B 004K Yas; Yus; Ya7; Yas; @2 OF Yaa (M144)
06
0526725 | 10040381 017 M71 or Mo72 x 3.2 o ®DFPEFLTMMAR bu1o; bus OF Yus; bus (M144); ba; Yaio, Yos: Ya7; Yas; Yos;
, : ' B 0%4IKK Yas; Yo3(M144); b2
06
0526725 | 10040381 017 M71 or M.72 x 3.2 o ®DFPEFLTMMAR bu1o; bus OF Yus; bus (M144); bua; Yaio, Yos: Ya7; Yas; Yos;
’ ’ ’ B004\]KK yu4; yu3 (M144)1 tBZ
06
052078 | 1004 6381 017 M71 o M72 5 J.d o ®DFPEFLTMMARK but1 OF byt; Dus; bus (M144Y); bus; Yois; Yaio; Yas; Yas; Yor;
) ; ' B 043K Yus; Yo5; Yoa (M145); ya (M144)
06
052078 | 1004 6381 017 M71 or M72 5 J.d o ®DFPEFLTMMARK but1 OF byt; Dus; bus (M144); bus; Yois; Yaio; Yas; Yas; Yor;
: : ' B 043K Y6, Vo5, Yaa (ML45); ya (M144)
00:
659.3384 1976.0011 093 L4 x X4 o ’DQLTEEQIAEFK Du110r B52; Dot OF By1; Dug; Bus; D7y Dus; us; Dz OF Yar;
J ’ ’ 004y KK Yoi1; Yai10; Yao OF kus; Yos; Vo2
B
00:
988.5043 1976.0011 008 L-4 x X-4 o “?DQLTEEQIAEFK Bu110r Bs2; Doto; Bu1o OF By1; Bos; Du7; us OF Yao; Va1, Yaio,
’ ! ! B 004XKK Ya6; Yoss Yo2
00:
s61an50 | 1082001 0.00 4% 34 o “?DQLTEEQIAEFK bu110r B2; buto OF By1; Bug; bus; Dus OF Yas; bu7; bus; bus;
’ ! ’ B 004K K bus; bez; Yo11; Ya10; Ya9; Ya8; Yo7, Yo4; Ya3; Ya2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

a “°DQLTEEQIAEFK . hoch oo - . L
9915145 | 1982,0213 0,27 L-4 x J-4 Bu110 Byz; BuaoOF b Buoj D e Bus; Yaas; Yaaos Yoo Yas
B 004K K or hus; Yo, Yo3; Ya2
a " KMKDTDSEEEIR Chohhoh ko . ey
669,3348 2005,9899 0,11 M-76 X X-4 Bo10; Dog; Dog; Dus; Doa; bu?;.. buz., Yai11 OF BB2; Ya10; Yoo, Yas;
B 004y K K Ya6; Yoss Yo2
o " KMKDTDSEEEIR . hoh oo h . ey
1003,4990 2005,9899 0,42 M-76 x X-4 Bo11; Bu10; bog; bus; Dus; Bo3; Paz, Yo11 OF B2} Y10, Ya9; Yos;
B OO4XKK Ya3; Yo2
o " KMKDTDSEEEIR hoh o h ok - . NS n) vy ey e
671,3414 2012,0100 0,18 M-76 X X-4 Do10; Bug; Bos; Das; buz; Yo11 9|’ B2; Yo10; Yao; Yos; Yos; Yass
B 0041KK Ya3; Yo2
a " KMKDTDSEEEIR . Choh oo h - . N ey ey
1006,5088| 2012,0100 0.15 M-76 X X-4 Do11; Du1o; Dog; Dus; Dus; Bos; Ya11 OF B82; Y10, Yoo Yos; Yaa:
004 b1
B IKK
a "“DFPEFLTMMARK
671,0111 2011,0180 0,32 M-71 or M-72 x X-4 8 09%KKK Do110r bp2; Dag; Doz OF By1; Bos; Bos; Bz Yoi0; Yo7; Yaa
o %“DFPEFLTMMARK
1006,0130( 2011,0180 0,33 M-71 or M-72 x X-4 B 00AKK Da110r 1032; Do10; Dug; Dus; Yai1; Y10 Yas OF big; Yo7; Yos;
o “DFPEFLTMMARK
673,0176 2017,0381 0,07 M-71 or M-72 x J-4 B 04K Du110r Bi2; Bog; Bus; Duz; Ya11; Ya10; Yoo, Yos; Yori Yoa
a "“DFPEFLTMMARK
1009,0232| 2017,0381 0,48 M-71 or M-72 x J-4 B 0043KK Do110r BB2; Do10; Dug; Yoi1; Va0, Yao; Yus; Yo7: Yos; Yos
o "“DFPEFLTMmMARK . o h o . SN g ey
676,3425 2027,0129 -0,02 M-71 or M-72 X X-4 Do110r B32; bozo; Dug; bas,.baz, Yoi1, )./alO, Yo9; Yos; Yo6, Yos
B 004X KK (M144); yus or ke, Ya2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o %“DFPEFLTMMARK . ‘hoh. R . S\ Ny ey
676,3425 2027,0129 -0,02 M-71 or M-72 X X-4 Do110r B32; bozo; Dug; bas,.baz, Yoi1, )./alO, Yo9; Yos; Yo6, Yos
B 004X KK (M144); yi3 or he; Yoz
a "“DFPEFLTMmMARK . h oo . . .
678,3484 | 2033,0330 1,01 M-71 or M-72 x J-4 Bu110 Bz; Bugs ogi Bu Dui Buai Yars; Yoz OF Yas: Yoo
B O4IKK Ya9; Yo8; Yos; Yaus (M144)
a ®“DFPEFLTMMARK . h oo . . .
678,3484 | 2033,0330 1,01 M-71 or M-72 x J-4 Bu110 Bz; Bugs ogi Bur Dusi Buai Yars; Yoz OF Yas: Yaao
B OO4IKK Ya9; Yo8; Yos; Yas (M144)
a % DFPEFLTMmMARK . Chohohoh h. . .
681,6737 2043,0078 -0,59 M-71 or M-72 X X-4 Boz10r Bs2; Bozo; bug; .ba7, .bas, .ba4, .baz, Yo11; Ya10; Ya10 OF
B 004X KK Yos5; Yos; Yo7 Yod; Bp1
a %“DFPEFLTMmMARK
683,6808 2049,0279 -0,09 M-71 or M-72 x J-4 8 0043KK Do110r Bg2; Bog; Dos (M144); Bs; Yar1; Yai0; Yos; Yos; Yas
a %?Ac-ADQLTEEQIAEFK . . Ch oo e Ch
697,0213 | 2089,0488 0,30 L-4 x X-4 Bu1201 Bz, Buaz O Bz, Busg; Bus; i) Du7; Dus O Yoo buss
[3°°4XKK Yo12; Yo11; Y10, Yo9; Yo8; Yo7, Ya6, Va3, Ya2
a ©lAc-ADQLTEEQIAEFK . . Ch .
699,0281 | 2095,0689 0,31 L-4 x J-4 Bu120r B2 Duaa OF By, Buso; bus; g OF Yee; Bur OF Yas OF
B P04IKK Dp1; Dos OF Yuo; Yoi2; Yoi1; Ya10; Yoo; Yos; Ya7; Yo Yo3; Va2
a ©lAc-ADQLTEEQIAEFK . . . Cho R T h
1048,0388 2095,0689 0,68 L-4 X J-4 Dot20r bpo; bu:!.ly b(?ll Or. b1 Palo,.ba9y.bu8a.ba8 Of Yus; bu7;
B 04JKK Dos; Bos; Ya11; Y10 Yoo; Yos; Yods Vo3
a 2P'HVMTNLGEKLTDEEV Do14; Doaa OF Lis; Bu13; Bu12; D11y Boto; Bog; Bez OF ya2; Dos;
761,3964 | 2282,1742 0,33 M-109 x X-4 Dus; Baa; Doz OF Yo7, Doz OF Yos; Ya13; Yoa2 OF Dug; Yoa1; Yaio;
B 2°XKK Ya3; D2
a 2 HVMTNLGEKLTDEEV . . Choh o - . . . .
763,4029 2288,1944 -0,15 M-109 X J-4 Do14; Da13; Dua2; pae, t?aS, b.a4, t?aZ Or Ya4,. Yo14, Ya13; Ya12;
[30043 KK Yo11; Yo10; Ya9; Yes; Yo7; Yes; Dp2
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

a 1°"HVMTNLGEKLTDEEV . . . . Cho - . . . .
1144,6011 2288,1944 0,21 M-109 x J-4 Do14; D13 Doa2; Bo11; buso; l?as, Bg3; Yo13; Yo12; Yai1; Yai0;
B 204JKK Ya7; bp2
a ©9XKKNFIAVSAANR . . Tho ot . .
763,7283 | 2289,1696 0,36 X-4 X M-51 Du12; Buto OF Bi; Dus OF Yoo; Dus; Bur; s i OF Vi Yoo,
B OSDMINEV Yo7, Vo6, Yo5; Yad; Yo3; Dps O Yps; Bpa; Dpo; Vs
a Y9JKKNFIAVSAANR ot S s ) S e Ay -
765,7349 2295,1897 0,18 J-4 X M-51 Bozo OF by3; Dog; ba7., b(16., bas., y(xs., ya7: Yo6; Yas; Yaa; Dgs OF
B %SDMINEV Yps; bpa; bps; bpz; Ypas Yps
o 3DGQVNYEEFVQMMTAK Tho he b Ry AV
805,7172 2415,1359 0,43 M-144 or M-145 x Xt4 Do1s0r bp2; Dys; l?ae, b?s, baé.‘n bas.Ol’ ¥a31 y.als, }/a14, Ye13, Yo13
B 004X KK Or Bu13; Yo12; Yo11; Yu10; Yus; Yus; Yos; Yo3
o BIDGQVNYEEFVQMMTAK
1208,0727| 2415,1359 0,87 M-144 or M-145 x X4 B O0XKK Du150r By2; Yais; Ya14; Ya12, Yoi1; Yoi0; Yoo Yas; Yo7; Yas
o BDGQVNYEEFVQMMTAK b bet b bt B HO" verc
807,7234 | 2421,1561 013 |  M-144 or M-145 x J}4 Bz OF byz; Bus; B Bury Bus; bug; s OF Yaa-H0; Yaas
B 204IKK Yo14; Yo13 OF Ru13; Yu12) Yoi1, Yo10; Yus
a ¥DGQVNYEEFVOQMMTAK
1211,0818 2421,1561 0,13 M-144 or M-145 x J+4 B 0043KK Do1s50r Bs2; Do12; Bu11; Yeis; Ya14; Yea1; Yoo
o 33DGQVNYEEFVQMMTAK bu1s0r by2; Do1s; Bog; bus OF Yai2; Bua (M144); bz OF Yis;
811,0487 2431,1308 0,28 M-144 or M-145 x X4 B 00MKK Y15, Yoi4; Yo13; Ya13 OF Qi3 Yoi2; b)[:un; Y10, Ya7 OF Va2, Yas;
Y5, Ya3; Dp2
o 33DGQVNYEEFVQMMTAK bu1s0r by2; Do1s; Bog; bus OF Yoi2; Bua (M144); bz OF Vis;
811,0487 2431,1308 0,28 M-144 or M-145 x X4 B 00MKK Y15, Yo14; Ya13; Ya13 OF Ba3; Yo12; Ya11, Yu10, Yo7 OF Yu12; Yes,
Yos, Ya3, Dp2
o ¥DGQVNYEEFVQMMTAK Du15 01 Bs2; Du14; Dotor Du7; Dos; Dos; Doa (M144); s OF Yos;
813,0549 [ 2437,1510 -0,38 M-144 or M-145 x Ji4 ood Ya15, Yoi4; Yo13, Ya13 OF B3 Ya12; Yoa1; Ya10; Ya7; Yo Yos,
B ™IUKK Yaa (M144)
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Tabelle-A 9 Fortsetzung

o I33DGQVNYEEFVQMMTAK Du15 0T Bs2; Dot4; Do1o; Bu7; Dus; Dos; bus (M144); ks O Yas;
813,0549 2437,1510 -0,38 M-144 or M-145 x J+4 oo Va5, Yoi4; Ya13, Ya13 OF B3, Ya12; Yei1; Yo10; Yo7 Yas; Yos;
pTIKK Yaa (M144)
o 999 KKNFIAVSAANR Do12; Do11; Doo; Doo OF bss; Bug; Du7; Dos; Dus; Dua; Boz; bu2;
928,1410 2782,4055 1,00 X-4 x M-144 or M-145 Ya11; Yo10; Ya9; Yos OF u10; Yo7; Yus: Yas; Dgo; Ds7; Yo; Yes;
B °EEFVQMMTAK V7, Yo, Vs
o 94 JKKNFIAVSAANR . oo - N ey .
697,8619 | 2788,4256 009 |  J-4xM-144 or M-145 Dtz OF Yo7 Busch s o, D Dus Y, Yo Yo Dpo OF o
B *EEFVQMMTAK 57, Dpas Yps; Yo7, Yper Ypa
o 9 JKKNFIAVSAANR . - oo e . .
930,1471 | 2788,4256 035 |  J-4xM-144 or M-145 Busz; Dusg; Bug; Buz OF s; Busi Dus; o B Bz Yaas, Yol
B BEEFVQMMTAK Yag; Yos; Ya7; Yas; Yas; Do OF Ypo; bps; D7, Y7; Ype
o 94X KKNFIAVSAANR Do12; bog; Das; Dz OF Yps; Bos; bus; Dus; Boz; bu2; Yoa1; Yoo,
933,4720 2798,4004 0,36 X-4 x M-144 or M-145 Va9, Yao OF [Bo; Yas OF bug; Ya7; o OF Yeo; Des; Vps; Ves; Ypa
B BEEFVQMMTAK (M145)
933,4720 2798,4004 0,36 X-4 x M-144 or M-145 @ PXKKNFIAVSAANR bz b bgs; S YEi e bgz; p b(i3;bﬁb(12; Yot Yoo
, , , -4 X M- or M-14 Ya9; Yao OF 139; Yag OF Dyo; Ya7; Do OF YBo; Ope; Yps; Ype: Ypa
B IEEFVQMMTAK M145) oo e 8
01 859 2804.420 - a CIKKNFIAVSAANR Do12; bab;o; l;(;g; %;8; b.7 or )tl;;si a3 t:r )t/g;; )g;s; )é;s; Yoz; Bpo
701,8597 4,4205 -1, J-4 x M-144 or M-145 Or Yo, Dps; Dp7; D7 OF Yue; Oge OF Dyo; Opa; Ops; Op2; Yps; Yp7,
B BEEFVQMMTAK Vs
01 859 2804.420 - o CIKKNFIAVSAANR Do12; bab;o; l;(;g; %;8; b.7 or )tl;;si a3 t:r )t/g;; )g;s; )é;s; Yoz; Bpo
7 1, 597 4,4 5 -1, J-4 x M-144 or M-145 Or Yo, Dps; Dp7; D7 OF Yue; Oge OF Dyo; Opa; Ops; Op2; Yps; Yp7,
B B*EEFVQMMTAK Vs
935.4780 2804 4205 0.45 14 X M-144 of M-145 o 9YIKKNFIAVSAANR Bo12; Do11; Dog; Bug; bu7; buelijﬁbus; Bo4; %;3 Ot;shssi B2, Yois;
) ) -0, -4 X M- or M-14 Ya10; Ya9; Yu8; Yo7, Y6, Yas, Bpo OF Yo, Dp7; Des; Yps; Yp7: Yp6
B B*EEFVQMMTAK (M145)
935,4780 2804,4205 0,45 J-4 x M-144 or M-145 @ PIKKNFIAVSAANR Dz s D e bﬂﬁ;blsﬁ; e bﬁlgi'E/th% buhzs; y&l;
) ) -0, -4 X M- or M-14 Ya10; Ya9; Yu8; Yo7, Y6, Yas, Bpo O Ypo- 20); Bg7; Dge;
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Tabelle-A 10 Intermolekulare Quervernetzungsprodektwischen GCAP-2 und dem GC-Photo-Peptid 3 nachk&en in Gegenwart von CaGl

[M+H] *

Quervernetzte AS des

m/zexp. TG Am (ppm) | GCAP-2/Bpa-GC Peptid Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen
' Komplexes
a %IAC-ESTGLPXR
788,3849 1575,7624 0,10 X-7 x M-64 B OSAMER Dos; Dua; Dus; Doz OF By; Yas; Yas; Yo7, Dp2; Ypo
a %IAC-ESTGLPJR
791,3951 1581,7826 0,20 J-7 x M-64 B SSAMER Dus; Daa; Doz OF B33, Yos; Yasr Yas: Yo7, Dp2; Ypo
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Tabelle-A 11 Intermolekulare Quervernetzungsprodekitwischen GCAP-2 und dem GC Photo-Peptid 3 nachk®en in Gegenwart von EGTA

Quervernetzte AS des

m/zexp. [',:f]::;a Am (ppm) | GCAP-2/Bpa-GC Peptid Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen
' Komplexes
a 2STGLPXR cho oA . N
702,8585 1404,7293 0,34 X-7 x M-64 Do3; Dus; @ua; bDus OF [i3; aue OI‘. a3; Yazi Yo3; Yoa Yos, Yas; D2
B 063AMFR Yp2; Yps3
a 9STGLPJR ‘oA : Ayt A Prnt \e
705,8687 | 1410,7294 0,49 37 x M-64 buz; Bus; ue; bus O Bia; @6 OF 3, Ya; Yus; Vos) Yas; By Y2,
B 063A MER Yp3
a %Ac-ESTGLPXR
788,3850 1575,7624 0,16 X-7 x M-64 Dos; Dua; Doz OF Bs; Yas; Yas; Yas; Yas; Ya7; Dp2; Ypo; Yea
B %°AMFR
a %9AC-ESTGLPJR
791,3950 1581,7826 0,13 J-7 x M-64 Doz; Ds; D7 OF Bss; Yoz, Yas; Yas; Yoe; Yaz Dp2; Y2, Yps
B %3AMFR
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Tabelle-A 12 Intermolekulare Quervernetzungsprodekdes GCAP-2-Homodimers in Gegenwart von Cal3 mM CaC})

[M+H] * vernetzte AS im GCAP-2 L o .
m/zexp. T Am (ppm) ST, — Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen
o E/OFHKLK (14N) & a0 Voot bt Vet Vet Yar: . N
] ] ; - Y623 Bu2; Vo3 Yoz; Yar; [BHXLHK]]; [ +XL]; B;
357,554 | 1070,647 03 K-96 x K-46 IR () Y N
o E/OBHKLK (14N o . o
539,316 | 1077,626 0,7 K-96 x K-46 N Dz ©. Yz B Yo [B KUK | BXLE b s
B E/95FKR (*N) [XLHKHNH 4]
o E/OHKLK (15N)
360,213 | 1078623 1,2 K-96 x K-46 o; B30, Yz bz Yas; Yoo Yar; [B+XLHKY; [ B+XL; B;
B E/*5FKR (“N)
o E/OBHKLK (15N) o . .
539,816 | 1078,623 18 K-96 x K-46 B 0. Yz Buzi Yozi [BXLHKIL [ BXLE by o
B E/9SFKR (“N) [XLHKHNH ]
o E/OBHKLK (5N) oy . o
543,305 | 1085602 0,2 K-96 x K-46 D 0. Yz Buzi Y Yoz [F+XLHKL [ B+XL bpai Y
B E/%5EKR (ISN) [XL+H{K}+NH 3]
o E/OBHKLK (15N . . . N
362,539 | 1085,602 0.1 K-96 x K-46 ") o bi30. e bz, Yo Yoz Yo [ﬁJ'XNL;{K}]' [ B+XLE B;
B E/O*FKR (SN) i Yo P T DXL+ o
o E/2WYKK (N) e b ey vy . N
585327 | 1169647 0,5 K-29(30) x K-46 o big; bgz' Bz C?( 3@%3";"_[?*&“3;“}]' [ BXLEB:
B E/%SFKR (N) p2; Yp1; [Y+CO+XL]; (K-30) yur
o E/92WYKK (N 5N) o b . o
588,816 | 1176,626 0.4 K-29(30) x K-46 Pusi Duzi Bz OO i Yozr DI [ BeXLE B by
B E/%5EKR (ISN; 14N) Y1, [Y+ +XL], (K- ) Yol
o E/ OZM/YKK (15N) b 3 baz' baz-CO' . . . Q-
i i 3, Do2; ; Y3, Yozi [BHXLH{K]]; [ p+XL] ;B ;
592,306 | 1183,605 0,0 K-29(30) x K-46  EIEKR () G I eaatT (K30} v
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Tabelle-A 12 Fortsetzung

o E/ZWYKK (“N)
448576 | 1343715 0,3 K-29(30) x K-29(30) o/B; Bups; bugs-NHs; Yups; Yaz; [a/p+XL]; W
B E/92WYKK (1N)
o E/2WYKK (“N; 5N)
450,903 | 1350,694 0,3 K-29(30) x K-29(30) o/B; bups; bups-NH; Yups; Yapz; [a/B+XL]; W
B E/92WYKK (1N; “N)
o E/92WYKK (N; °N) /B; bups; bupz; Bupz-CO; Yusga: Yapz; [o/p+XLI;
05 K-29(30) x K-29(30 | o iz, Dz Yol Vo2 '
675,85 1350,694 (30) x K-29(30) B E/ZWYKK (15N: 4N) [o/B+XLHKY; Y wpotXL; [Y+CO+XL]; (K-30) Yo
o R/“*FFKVPDNEE (N) bt b v o
582,301 | 1744,890 05 K-50 x K-96 a0 Yo bus B TSRO 0. i Yer MHIHEO: e
B E/%HKLK (14N) 05, Dod; o3, Bo2; Yab; Yos, Ya2-H2
o R/™3FFKVPDNEE ¢N) : NHa: b  vur-NHs: bug:
872,949 | 1744,890 0.4 K-50 x K-96 a0 Yisp O 0- Brfifta: Bur20 0 or YurNF: B
B E/9SHKLK (1N) oty Du3; Vs Yos; Yaz; Dps; Dp2;ypa
o R/™3FFKVPDNEE ¢N)
876,937 | 1752,867 0,0 K-50 x K-96 bus 0. Yug; Bu7; Bur-H20 0. Yi7; bus; Yas; Yos: by
B E/O%HKLK (15N)
o R/“*FFKVPDNEE (*N) bt b v o
882,421 | 1763,834 0,5 K-50 x K-96 a0 Yie, s Bir B 2O 0. Mt yur-NHHAO:
B E/%HKLK (15N) 05, Daa; Da3; Yas: Yas; Yas; Dp2
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Tabelle-A 13 Intermolekulare Quervernetzungsprodelkdes GCAP-2-Homodimers in Abwesenheit von GgGl4 mM EGTA)

[M+H] * vernetzte AS im GCAP-2 L o .
m/zexp. T Am (ppm) ST, — Aminosauresequenzen Identifizierte Fragmentionen
o E/99HKLK (1“N) : e A e e . PR
357,554 | 1070,647 0,4 K-96 x K-46 o Do30. Yz Duzs Yas; Yoz Yoy [BHXLHKY [ B+XLL B by
B E/%5FKR (“N) yp1, Fi H; [XL+HK}+NH 3]
o E/99HKLK (1“N) Rt v e . e
535,827 | 1070,647 0,0 K-96 x K-46 Dus©. Yz i Yo Yezi [BXLHIQL T B+XLL; b
B E/95FKR (4N) [XLHKHNH 4]
o E/%°HKLK (1N) o; b3 0. Yo, buz; Va3, Yoz Yoa; [BHXLHK]] [ B+XL]; bas-
359,88 1077,626 -1,0 K-96(98) x K-46 H200. yp-H200. B; bez; Vpz; Ypr; F; H; [XL+H{K}+NH 3];
B E/*FKR (*N) (K-98) Yuz; Yo1-H20/NHs
o E/9HKLK (1“N)
539,316 1077,626 -1,4 K-96 x K-46 Du30. Wp2; Du2; Ya2; bg2; Yp1
B E/%FKR (1°N)
o E/99HKLK (15N) : e A A e . PR
360,213 | 1078,623 1,9 K-96 x K-46 0 Do30. Yz Duzs Yas;, Yoz Yoy [BHXLHKY [ B+XLL B by
B E/%5FKR (“N) yp1, Fi H; [XL+HK}+NH ]
539,816 1078,623 0,9 K-96 x K-46 @ EPPHKLK (N) b by [B+XL+{K}]; [ p+XL]; b
) ) ) =90 X K- i3 0. VB2, Du2; Va2, [PHALA ; + ; Dp2; Yp1
B E/%FKR (1*N)
o E/9HKLK (15N) Rt v e . e
543,305 | 1085,602 03 K-96 x K-46 Dus©. Yz i Yo Yezi [BXLHIQL T XL B
B E/95FKR (*N) [XLHKHNH 4]
382,577 1145,715 -0,3 K-96 x K-96 o B/ PPHKLK (N) o/B; Busps; Bup2; Yoips; Yopa; Yaps; [a/B+XLHK]]; [ a/B+XL];
’ ' ' B E/%9HKLK (1“N) H; [XLHKHNH 3]; bupz X Yaps; Bupz X bugz
573,361 1145,715 0,2 K-96 x K-96 o B/PHKLK (N) Bups; Dup2; Yups; Yupz [0/p+XLHK]] [ a/B+XL];
’ ' ' B E/OHKLK (1“N) [XLHK}HNH s]; Dz X Yorps; Doz X Dupz
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Tabelle-A 13 Fortsetzung

o E/99HKLK (1N; 15N)

o/B; bups; Bupz; Yups; Yupzs Yupt; [0/B+XLHK]]; [ ofp+XLI;

B E/™SFKR (“N)

385,235 1153,692 -0,3 K-96 x K-96 B E/OHKLK (N: 14N) H; [XL+H{K}+NH 3]; bupgz X Yass; bupz X bupe
o E/OHKLK (“N; 15N) e . _
577,349 | 1153,692 03 K-96 x K-96 Bups; Dz Yougs; Yaspzr [/B+XLAHKY; [XLHKHNH 3], bug
B E/OBHKLK (15N; 1N) X Yasps
387,894 1161.668 04 K-96 x K-96 o E/%*HKLK (N) o/B; Dosgs; Dosp2; Youps; Youpz; Youpr; [0/ B+XLHKY]; [ a/B+XL];
’ ' ’ B E/%9HKLK (15N) H; [XLHKHNH 3]; bupz X Yaps; Bupz X bugz
o E/OZM/YKK (14N) o [(I+XL] b.a ba . ba -CO: . C [B+XL+{KY: +XL1:
585,327 | 1169,647 0.2 K-29(30) x K-46 !  Dug; iz Di2-CO; g Yoz [BHXLHKY; [ BHXLE;
59 B E/%FKR (1*N) B ; bpz; Ypu; [Y+HCO+XL]; Yaz X b2y (K-30) Yas
o E/2WYKK (14N: 15N) ke . R
588,816 | 1176,626 0,2 K-29(30) x K-46 Do Buzi Do CO: Yo Yz [B3XLA(KE [ BT 3 o i
B E/%SFKR (15N; 14N) [Y+CO+XL]; ya2 X bg2; (K-30) Yo
o E/027\NYKK (lSN) a [(X+XL] b bu . bu CcO: . . +XL+HKM: +XLT:
592,306 | 1183,605 0,2 K-29(30) x K-46 ! : Dag, bz, Do-CO; Vi, Yoz [B+XLHKYL [ BXLE;
(30) B E/%SFKR (N) B ; be2; Yp1; [Y+CO+XL]; Yaz X by2; (K-30) Yas
482,595 | 1445771 0.1 K-126 x K-200 « EPSIVKLK () [+ XL+KY]; b bya; by
) ) -0, - X K- o+ XLH{Ks[s D o2; Yoa; Dpa; Dp3; Yp2; Yp1
B RIPKSAMF (“N)
o E/ 23S YKLK (5N) . . N Ny
727,377 | 1453747 04 K-126 x K-200 e [ertXLJ: [t XL b ost Hus Yos: Yost Yias [B4XLL: Dy
B R/2°%SAmMF (““N) 83; Dp2; Vp3; Y2
o E/25S|YKLK (N) N g
487,248 | 1459729 0.1 K-126 x K-200 [0t XLHKY: b o5; busHZO/NHs 0. By Bz Yas; by By Yz
B R/2PKSAMF (°N) Yp1
o R/%“8FFKVPDNEE ¢4N) Dog 0. Yus; Bu7; Do7-H20/NHz 0. Yo7; Yar-H20/NH3; bes; Des;
557,279 1669,822 0,4 K-46 x K-50 Bo4; Bua-CO; gy Puzy Bu2-H20 0. Yuz; Yao-H205 Yus; Yos; Yos;

bg2; Yp1; PDNE; B4 X bg2
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Tabelle-A 13 Fortsetzung

048, 4
) ) o RI®FFKVPDNEE (N) a; Do 0. Yos; D7, Du7-H200. Va7, Yor-H20; bus; Dos; Doy Dua-
835,415 | 1669,822 0,3 K-46 x K-50 8 0. Yog; Du7; Dur-H20 a7-H20. ;
B E/045FKR (14N) CO, b13, Yo6; Yo5, Ya3; b|32, PDNE, PDN, IQ4X bﬁz, FKVXB
o R/ “8EFKVPDNEE {4N) - oy kb O
838,905 | 1676,801 0,7 K-46 x K-50 Bug 0. Yasi Dur; Dur-HZO 0. Yor; Yar-H2OMNH; busi Duss D CO;
B E/045FKR (15N) bus, Yo6, Yo5, Ya3; bﬁz, PDNE, PDN, b4X bﬁz, FKV x [3
a R/“8FFKVPDNEE ¢5N) bug 0. Yus; Du7; De7-H20/NH3 0. Yo7; Ya7-H20/NHz; bes; Doa;
563,261 1687,769 0,4 K-46 x K-50 B E/%FKR (5N) bua-CO; hiz; bz, Yoo-H20; Yus; Yos; Yas; bg2; Yp1; PDNE; by
bgz
o R/%“8FFKVPDNEE ¢°N) o; Beg 0. Yus; bu7; Du7-H200. Yu7; Yar-H20; bus; Bos; Dos; Dus-
844,389 1687,769 0,7 K-46 x K-50 B E/%FKR (5N) CO; hyz; biz-CO; Yis; Yos; Yoz; bg2; PDNE; PDN; hax bgz;
FKV xB
o R/ “8EFKVPDNEE {4N) e h o o
582,302 |  1744,89 0,0 K-50 x K-96 Bug 0. Yos: Bozs bz NHI/H00. Y Yor- NHIH:O; i Dus;
B E/O9BHKLK (14N) Dus; Duz; Do2; De2-CO; Vue; Yas; Yas; Yaz-H20; PDNE; PDN
o R/98FFKVPDNEE #4N) | bagO. Yus 0. B3, buzy bur-NHa/H200. Yoz} Yor-NHa/H20; Die;
872,949 1744,89 0,4 K-50 x K-96 o " Bus-NH3/H20; bya; bua-H200. 0; Vas; Yas; Yoz; bp3; be2;
B E/O%HKLK (1N) PDNE; PDN; haX ys3
o RI“8FFKVPDNEE ¢N)
438,971 1752,867 -1,8 K-50 x K-96 Dug 0. Yug 0. bi3; Bu7; Dus; Dus; Bu30. Yes; De2 0. B2 0. Yut; Yos
B E/O%SHKLK (5N)
048 5
o RI®FFKVPDNEE (*N) Dus 0. Yos; Du7; Du7-NHa/H20 0. Yoz, Yor-NHa/H20; bye; bos,
585,957 | 1755,858 0,1 K-50 x K-96 r Do, D7 D0. Y7, _
B E/OHKLK (14N) Bua; Du3; B2y Du2-CO; Vus; Vs, Yao-H20; PDNE
a R/%*¥FFKVPDNEE {°N) “he h oo —— .
878,431 | 1755,858 1,6 K-50 x K-96 beg O- Yis 0. Bis; bz} Bur-NHFHA00. Yar, yur- NHI/H-0; b
B E/99BHKLK (14N) Dos; Dus; Yos; Yos; Yaz; bes; bg2; PDNE; PDN; baX yp3
o R/ “8EFKVPDNEE {5N) e h o o
588,616 | 1763834 0,4 K-50 x K-96 Bug 0. Yos Bozs bz NHI/H00. Y Yor- NHIH:O; i s
B E/99BHKLK (15N) Dus; Doz; Do2; Du2-CO; Vue; Yas; Yas; Ya-H20; PDNE; PDN
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Tabelle-A 13 Fortsetzung

o R/%“8FFKVPDNEE {#N Cho o —_— Ch .
882,421 | 1763834 05 K-50 x K-96 N1 biso. %0, s s burNHIH:00. i Yo NHIIHO; b
B E/9SHKLK (1N) Dos; Yas; Yos; Yoz; bp3; bg2; PDNE; PDN; BaX g3
o R/“8FFKVPDNEE {N) o; g 0. Yus; Dug-H20/NHz 0. Yug-H2O/NH3 0. bss; buz; bor-
901,919 1802,831 0,3 K-50 x K-200 H200. Yu7; Yar-H20/NHs; bos; Doa; Dus; Yoe; Yos, Yos; Bps; Ypa-
20! 14 p
B R/ZKSAMF (“N) NHs; yg2; PDNE; PDN; baX bgs; bus X bya
048 4
) i o RIPFFKVPDNEE ('N) | ¢ bgo. Yug; Do7; Du7-H20/NH3 0. Yu7; Ya7-H20; Dus; Doa; Bos;
904,911 | 1808,813 0,6 K-50 x K-200 0. Ys; D7, Du7-H20 Wr; Yo :
B R/2°KSAMF (15N) Yo6; Va5, Yo3;Dpa; D3, Yp2; PDNE; PDN; ba X bpa; busX pa
o R/“¥FFKVPDNEE (5N) Pus 0. Yus; bBog-H20/NHz 0. yus-H2O/NH3 0. bya; bu7; bor-H20
907,403 1813,798 0,4 K-50 x K-200 ”0 " 0. Va7 0. b3; Yar-NHz0. bya-NHs; bos; buz; De2 0. Vb2 Yos; Yos;
B RI**KSAMF (*N) Yaz; PDNE; PDN; kX bys; buaX bps
o R/“8FFKVPDNEE (5N) o; Dug 0. Yos; bus-H20/NH;3 0. Yog-H20/NH3 0. bss; boz; buz-
910,394 1819,78 0,4 K-50 x K-200 0 s H20 0. W7; Ya7-H20/NHz 0. by3-NHs; Bos; bus; Dus; Yos; Ves:
B R/ 2K SAMF ( N) bﬁs; yﬁ4-H20/NH3; Yp2; PDNE; PDN; bax b54; buz X b|34
a R/“FFKVPDNEE ¢4N) a; Dyg 0. Yus; Dug-H20/NH30. Yog-H20/NH3 0. I34; bu7; Do7-
909,917 1818,825 0,2 K-50 x K-200 ”0 . H200. Yu7; Yar-H20 0. b3; bga-NH3; bes; Dos; Doy Doz; Yas;
B R/ZKSAMF (“N) Yas; Yoa; Ds2; Ypa; Yp2; PDNE; PDN; BaX bpa; Doz X bpa
o RI“FFKVPDNEE {N) | DegO- Yuei Duz-H2O/NH3 0. Yoo H2O/NH; 0. bya; bya-HoO/NHs;
912,908 1824,808 0,0 K-50 x K-200 ”0 . bu7-H200. Yo7; Yor-H20 0. b3; Bus; bus; Bo3; Yos; Yos; Bps; De2;
B R/2°KSAMF (*°N) Y4, Yp2; PDNE; X bpa; bua X bga
o R/%®FFKVPDNEE ¢°N) | bug0. Yus; bus-H2O/NH30. Yue-H20/NHsz 0. bs; bga-H2O/NHs;
918,392 | 1835,775 0.9 K-50 x K-200 bur; bar-H200. Yo7; Yar-Ho0 0. bys; bisNH3; bug; bis; bus; b
B R/KSAMF (*N) Yas; Yos; Ya3; Ypar Yp2; PDNE; PDN; Bax bga; busx bga

LXXXV
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Tabelle-A 14 Identifizierte GCAP-2-Peptide modifizi mit einem partiell hydrolysierten Harnstoff-Reg@&nz (1 mM CaG)

m/zexp. [m;g2_+ Am (ppm) modigz(i:e:s_gs im Aminosauresequenzen ttghél;rlj]des Igﬁggierg/ez Legﬁ;gtger
Peptids Signale
419,7265 838,4458 2 -0,1 K-29 (K-30) 02ANYKK 806,4229 355,3-368,3 2
477,2472 953,4873 2 -0,3 K-200 19RKSAMF 739,3920 412,8-425,8 2
483,2868 965,5666 2 -0,3 K-126 12351 YKLK 751,4713 418,8-431,8 2
510,7627 1020,5183 2 -0,2 K-178 T DKWVMK 806,4229 446,3-459,4 2
512,2587 1023,5106 2 -0,4 K-106 193YDKDR 809,4152 447,8-460,9 2
518,7950 1036,5826 2 0,0 K-98 09 KWTFK 822,4872 454,4-467 4 2
588,8134 1176,6194 2 0,1 K-178 I RDKWVMK 962,5240 524,4-537,4 2
596,8107 1192,6143 2 -0,2 K-178 T RDKWVmMK 978,5189 532,4-545,4 2
651,3719 1301,7365 2 0,1 K-98 09HKLKWTFK 1087,6411 587,1-600,0 2
434,5835 1301,7365 3 -0,4 K-98 09HKLKWTFK 1087,6411 391,8-400,4 3
793,4047 1585,8009 2 0,7 K-102 (or K-106 09WTFKIYDKDR 1371,7056 729,1-742,1 2
529,2717 | 1585,8009 3 -0,2 K-102 (or K-106 099 TFKIYDKDR 1371,7056 48?’5'495’1 3
n.i.-742,1 2
888,9259 1776,8433 2 0,7 K-129 12 ABSVEVEAEQQGK 1562,7479 824,6-837,6 2
955,9193 1910,8299 2 0,8 S-37 or T-39 031 EEBPSGTLFMHE 1696,7346 891,5-904,5 2
963,9172 1926,8248 2 1,2 S-37 or T-39 031 EEBPSGTLFmMHE 1712,7295 899,6-912,7 2
1013,5269 2026,0451 2 0,7 K-142 BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 949,2-962,2 2
1019,9668 | 2038,9249 2 0,7 K-30 03K FLEEBPSGTLFMHE 1824,8295 955,7-968,7 2
1027,9645 | 2054,9198 2 0,9 K-30 03K FLEEBPSGTLFmMHE 1840,8244 963,7-976,7 2
1127,5823 | 2254,1561 2 0,5 K-142 13%/EAEQQGKLLTPEEVVDR 2040,0608| 1063,1-1076, 2
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Tabelle-A 15 Identifizierte GCAP-2-Peptide modifizi mit einem partiell hydrolysierten Harnstoff-Reggnz (10 mM EGTA)

m/zexp. [m;§2_+ Am (ppm) modigzci:epr‘tpe_gs im Aminosauresequenzen tt[wl\g;rlj]des Igﬁgrgiéerﬁ/ez Legtjt;:gtger
Peptids Signale
370,2265 |  739,4461 2 -0,4 K-96 095K LK 525,3507 305,8-318,8 2
419,7265 | 838,4458 2 -0,2 K-29 02ANYKK 806,4229 355,3-368,3 2
4772472 | 953,4871 2 -0,18 K-200 199RKSAMF 739,3920 412,8-425,8 2
4832868 | 965,5666 2 -0,3 K-126 1235 YKLK 751,4713 418,8-431,8 2
510,7628 | 1020,5183 2 0,1 K-178 TDKWVMK 806,4229 446,3-459,3 2
512,2589 | 1023,5106 2 0,1 K-106 103YDKDR 809,4152 447,8-460,9 2
518,7600 | 1036,5132 2 -0,4 K-178 DKWVmMK 822,4178 454,4-467 4 2
518,7949 | 1036,5826 2 0,1 K-98 097 KWTFK 822,4872 454,4-467 4 2
547,3342 | 1093,6616 2 -0,4 K-126 or K-128 1235 YKLKK 879,5662 483,0-495,9 2
365,2252 | 1093,6616 3 -0,5 K-126 or K-128 1235 YKLKK 879,5662 922,4-330.9 >
482,9-496,0 2

570,3244 | 1139,6419 2 -0,3 K-96 09IGTLEHKLK 925,5465 506,0-518,8 2
588,8134 | 1176,6194 2 0,0 K-178 17eRDKWVMK 962,5240 524,5-537,5 2
596,8105 | 1192,6143 2 -0,5 K-178 1eRDKWVMK 978,5189 532,5-545,5 2
793,4044 | 1585,8009 2 0,4 K-102 (or K-108 09\ TFKIYDKDR 1371,7056 |  729,1-742,1 2
529,2716 | 1585,8009 3 -0,4 K-102 (or K-108 09\ TFKIYDKDR 1371,7056 |  486,5-495,1 3
888,9257 | 1776,8433 2 0,4 K-129 2% ABSVEVEAEQQGK 1562,7479|  824,6-837.4 2
609,6649 | 1826,9799 3 01 |KOBorl0ZorK: 091 KWTFKIYDKDR 1612,8846 | 566,8-575,5 3
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Tabelle-A 15 Fortsetzung

918,4827 1835,9585 2 -0,2 K-178 T"FVEGARRDKWYVYMK 1621,8631 854,1-867,0 2
955,9189 1910,8299 2 0,3 S-37 or T-39 FLEEBPSGTLFMHE 1696,7346 891,5-904,4 2
963,9159 1926,8248 2 -0,1 S-37 or T-39 FLEEBPSGTLFmMHE 1712,7295 899,5-912,6 2
665,9775 1995,9189 3 -0,4 K-106 103YDKDRNGBIDRQE 1781,8235 623,3-631,9 2
998,4642 1995,9189 2 1,2 K-106 103YDKDRNGBIDRQE 1781,8235 934,1-947,2 2
1013,5270 2026,0451] 2 0,8 K-142 BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 949,3-962,2 2
1019,9666 2038,9249 2 0,5 K-30 BKFLEEBPSGTLFMHE 1824,8295 955,7-968,7 2
1027,9645 2054,9198 2 1,0 K-30 BKFLEEBPSGTLFmMHE 1840,8244 963,7-976,7 2
1127,5829 2254,1561 2 11 K-142 B%EAEQQGKLLTPEEVVDR 2040,0608 1063,3-1076,8 2

LXXXVIII
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Tabelle-A 16 Identifizierte Quervernetzungsprodukie GCAP-2 mit dem Harnstoff-Reagenz in Anwesenhain 1 mM CaCl

m/zexp. [m;g2_+ Am (ppm) Qu;anr]vgrgitsfg = Aminosauresequenzen tt[wl\g;rlj]des Igﬁggiéerg/ez Le:lljcit'?g:gt?_er
Peptids Signale
583,8337 1166,6602 -0,1 K-200 x K-128 20:'2(7??&/' F ggssgfg f?gjf:gf 11
604,3629 | 1207,7198 1,1 K-29 x K-128 0217;/7\&};}( ggg:gggg Z?g:g:zgg:i i
614,8290 | 1228,6507 0,1 K-200 x K-46 2°§E$Q“FQF iigézgg ggiﬁgiﬁ’g 1
622,8264 1244,6456 0,0 K-200 x K-46 zozlf;ﬁg - igg;ggg gggj;?g 11
635,3586 1269,7103 -0,3 K-29 x K-46 OZA/SVFE(RK 2%3‘:)3258022 7.:-)%%175?;55143 %L
652,3632 | 1303,7191 0,1 K-200 x K-96 223;SKAL'\QF :;353 ’3,25985 gfg, g__gié ’:’ 11
657,8419 1314,6762 0,2 K-200 x K-30 ZZTOEFALMEF ggg:gggg ggiigi?:g i
660,3608 1319,7140 0,2 K-200 x K-96 Zflffﬁnf 55295?'32580578 6618011:;1%;573160’;13 11
661,8845 1322,7613 0,3 K-200 x K-128 199|§§_?<?<MF 37;:2399125 572;:4?9590: 11
441,5916 | 1322,7613 -0,8 K-200 x K-128 199?;7(&?(,\,,; 3783; ’5’;12; 572;', ifsg, f 11
665,8396 | 1330,6712 0,5 K-200 x K-30 222;?;‘_? :gg:gg?g gff,’j__g j;),,ss 11
669,8456 1338,6835 0,3 K-129 x K-46 129};'§FBKSI_\Y £ 2232222 ggggggii 1
669,8817 1338,7562 -0,1 K-200 x K-128 miiti'?(m': 37852352?;81%9 4%430444%69644 11




Anhang

Tabelle-A 16 Fortsetzung

12 -

69,0103 | 13968311 02 | K126xK-46 by oo | swmosers| 1
19 -

7008770 | 14007467 01 | K200xK45 Py 4500053 | seneceral 1
02 -

7018632 | 14027188 03 | K29xK:200 AME wesz00s | eesa | 1
02 1 -

o | o ome sl e

355,4-368,3 2
02 1 1

473,5760 | 1418,7137 0,2 K-29 x K-200 WYKK 624,3504 1 709,4-735.4 1

200K SAMF 599,2858 684,4-710,4 1
10 -

727,8912 1454,7750 0,0 K-106 x K-46 USEESR iﬂ%’iﬁ 8593‘23_%%01'53 11

103YDKDR 809,4152 ggzg:ggg'g i

4855963 | 1454,7750 -0,4 K-106 x K-46 268.2-281 2 5
04 1 &7 ’

FKR 4502823 | 535 45614 1
12 -

736,349 | 14716920 04 | K129xK-200 A can008 | etmoeoad| 1
19 -

7384115 | 14758151 03 | K200xK9 K somosor | 61046364 L
177 -

763.0208 | 15268512 08 | KL78xK9 THKLK s255507 | e1056a64| 1
12 -

765.4240 | 1529839 07 | K126xK-200 MY Soao008 | ceaceas| 1
177 -

7710270 | 15428461 05 | KL7BxK96 HLK 059507 | o1056004 | 1

XC
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Tabelle-A 16 Fortsetzung

LDKWVmMK 822,4178 gg‘?"g:ggg'g i
514,9534 | 1542,8461 -0,4 K-178 x K-96 305.6.318 8 5
09 A ’
HKLK 525,3507 | 1 0'6.636.4 1
1235]YKLK 751,4713 | 836,5-862,5 1
773,4212 | 1545,8345 0.4 K-126 x K-200 2000 S AME 500 2658 684 4.710.4 1
19 -
779,9139 | 1558,8199 0.4 K-200 x K-29 OiRN*\(/f’(ﬁ'\é'F g;’ffsgozf 7%2; f_ ;33?: ':' 11
12 -
7839013 | 1566,7045 05 |  K129xK4s KABSVEVE 9214345 [ 1006510324 1
19 -
767015 | 15748148 06 |  K200xK29 TRKSATE 753869 | BA04B6A| 1
199RKSAMF 755,3869 gjg’g:ggg’j i
5256095 | 1574,8148 -0,6 K-200 x K-29 355 3.368.3 5
2AWYKK 624,3504 o
709,4-735,4 1
DKWVMK 806,4229 | 8915-917,5 1
792,8996 | 1584,7913 0,4 K-178 x K-200 200¢S AME 5832008 |  668.3-604.3 1
TDKWVmMK 822,4178 | 907,5-933,4 1
800,8972 | 1600,7862 0,5 K-178 x K-200 200¢S AME 5832908 |  668.4-604.3 1
DKWVMK 806,4229 | 8915-917,5 1
534,2666 | 1600,7862 -0,6 K-178 x K-200 200¢S AME 500, 2858 684 4. 0.1 1
LDKWVmMK 822,4178 |  907,5-933,4 1
808,8948 | 1616,7811 0.7 K-178 x K-200 200¢S AmE 590, 2858 684.4.710,3 1
1235 YKLK 751,4713 |  836,5-862,5 1
820,4406 | 1639,8724 0,9 K-126 x K-129 12U ABSVE 6033236 |  778.4-804.3 1
K-126 or K-128 x K- 1235 YKLKK 879,5662 964,7-990,7 1
837,4673 | 16739295 1.3 200 200K SAMF 509,2858 |  684,4-710,6 1

XClI
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Tabelle-A 16 Fortsetzung

12! -
850,4056 | 1699,8030 0.6 K-129 x K-200 E@ﬁﬁp\/ - ggégggg 1222 2282254 11
12! - Vi
858,4032 | 1715,7979 0,7 K-129 x K-200 E&BSS,:/;: : 95332322 1282’2-;232:; i
DKWVMK 806,4229 ggi'g:gii’g i
580,9685 1740,8924 -0,8 K-178 x K-200 412.8-n.i. 2
19 y = DLEY
"RKSAMF 739.3920 | 92458504 1
10 -
878,4870 1755,9640 1,5 K-106 x K-126 123;;%?5 ?f—,’f j%f; 233 ’55,-353 ’3 11
YDKDR 8094152 | goyCor0a | 1
585,9929 1755,9640 0,2 K-106 x K-126 418.8-4319 2
1235 YK LK 751,4713 ' '
836,5-862,5 1
177, _
878,9478 1756,8873 0,6 K-178 x K-200 195’RK,<V§X?”“'§ 8?:5'43?559 85}555?81&55 11
YDKWVMK 806,4229 ggi'g:gig'g i
586,3004 | 1756,8873 -0,5 K-178 x K-200 421,0- n.i. 2
19 o
"RKSAmF 755.3869 | 840,5-866,5 1
04 - b5
885,4471 1769,8857 0,7 K-50 x K-46 SFiTS\F’Eg NEE 12342’2229 1523059'46_5162132' i 11
04 _ '8
887,4300 1773,8516 0,6 K-50 x K-200 Siﬁgphf;“ = §§§ ';9835 155; ielglf 2") 11
041 - 5
T Sw03070 | orLecara] 1
12! -
934,4962 | 1867,9834 0,9 K-129 x K-126 Tﬁé;?f,ff,f : 79511 f?ng 153?: 55-:31;; 2’4 11

XClI




Anhang

Tabelle-A 16 Fortsetzung

12! -
S — 02 | krzexkam KABSVEVE 2L [ 1006510024
K-126 or K-128 x K- 23S|YKLKK 879.5662 964,6-990.6 1
942,5339 | 1884,0589 0.9 106 109YDKDR 8094152 | 894.4-9205 1
483,0-495,9 2
12 t ’
K-126 or K-128 X K- “SIYKLKK 879,5662 964,6-990,6 1
628,6912 | 1884,0589 0,0 108 1479.460.9 5
103yDKDR 809,4152 ' '
894,5-920,4 1
12! - [=
osadss | 1998627 09 | Krzexkaum KABSVEVERE LSS | 10661228 1
04 - -
os19516 | 19028902 09 | Ksoxka0o FEKVPDNEE 1245255 1208512855 1
12 _ [=
058,4432 | 1915,8776 0,8 K-129 x K-200 %QiSS\/AE%/EAE 15192;’258154; 1282’2_%324‘ i
04 B -
959,0488 | 1918,8891 0,6 K-50 x K-200 a'zfq'z\éia':EE 222458229 fgff_ 71125’3 P 11
04 - -
raaenz | 19439538 07 | Ksoxkao FEKVPDNEE 1245250 12056 2365 1
48 FK\VPDNEE 1124,5259| 1209,6-1235,4 1
648,6562 | 1943,9538 0,1 K-50 x K-30
02N YKK 624,3504 355,4-368,2 2
709,4-735,4 1
03 -
976,9544 | 1952,8993 1,2 S-37 or T-39 x K46 {BifSS;F'Q‘FMHE }1:872’2335 2952;1&:’521?5 11
04 -
1069682 | 2012270 11| ksoxkaz FEKVPONEE 11245259 12006 1295 1

XCIl
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Tabelle-A 16 Fortsetzung

048FFKVPDNEE 11245259 1209,6-1235,6 1
199RKSAMF 739,3920 824,4-850,4 1
1030,0025 | 2058,9953 L1 K-50 x K-200 04RFFKVPDNEE 1280,6270 | 1365,6-1391,6 1
200K SAMF 583,2908 668,4-694,4 1
12 _ [=
1034,5364 | 2068,0631 1,2 K-129 x K-126 %Q%?XEC/KEAE %ilﬁif 182306658162232" 11
04 B -
1036,0420 | 2071,0746 1,0 K-50 x K-126 Tzlzslﬁ\\/(PK[L)EEE 71;121’;’1259 22295853:" 11
048-FKVPDNEE 1124,5259| 1209,6-1235,6 1
691,0299 2071,0746 0,3 K-50 x K-126
1235]YKLK 751,4713 418,8-431,8 2
836,5-862,5 1
047 -
1037,9998 | 2074,9903 1,0 K-50 x K-200 RZFO&*(S\/AF:T?FNEE 15258’582575 1322;16 41_3%’2 11
048-FKVPDNEE 1124,5259| 1209,6-1235,4 1
11210239 2241,0380 1 K-50xK-129 2% ABSVEVE 921,4346 | 1006,5-1032,4 1
04 - -
47,6844 | 2241,0380 05 | KsoxK29 FPKVPDNEE 11245250 1209612355 1
03 -
7813702 | 23420044 07 | Sa7orTsoxkle  TLEEBPSGTLFWHE lesersa  GOL60Ag 2
03 -
1171,5520 | 2342,0944 1,0 S-37 or T-39 x K146 lFLEEafFiiTLFMHE 22362’;%6 é;ilgk_ﬁozj 11
12! -
786,3759 2357,1112 0,8 K-129 x K-200 %Ach}ngQEQQGK 153%%2’278229 gsg_sfg’i f
03 -
7867017 | 2355,0893 05 | SarorTaoxkls O TLECBLSCTLFMHE e B9ES12E 2
137 _
11981648 | 2395 3101 15 | Kkiexkizs  AEQQGKILTPEEWDR | IBILOA% T I8970-10230 1

XCIV




Anhang

Tabelle-A 16 Fortsetzung

00 | cupxcin]  CPEQQSLTPEEWOR T ieneiss oisset 2
12511068 | 24512034 11 | KSoxkas|  TPKVPDNEEATQWE | T1815ea3| 1900016265 1
837,1044 2509,2967, 0,7 K-129 x K-126 lZ%ABlsz\g/SEh\,/ELAf QQeK %gﬁ;gg n8i2 i‘é%zn; ' 12

1274,1176 |  2547,2290 -0,4 K-50 x K-30 048FFKV§3?4'<\IFELEEATQYVE éiésé?;;z(s fgf 3?61?12,6 5 11
13 | ksoxcao| | CTPRPDNEEATQWE | usiseis| 100seios 1
a65.4044 | 26031079 02 |  K@oxkaoo| | NPLEEBPSGTLRVRE | 1820205 95579090 2
869,4431 2606,3130 0,6 K-142 x K-200 mAEQQz?qu::FE EVVDR 15221’2%‘;%8 gg j ’32__3 fg ’g 12
1305,6086 |  2610,2069 1,2 K-50 x K-200 048FFKV££§EE|A:TQYVE 2325’2%‘;6 13;’2’5_'71353' ? 11
873,7363 | 2619,1928 0,6 K-30 x K-200 OS%FL'EZEquiﬁlLFMHE 22342’2225 69854557_'79160857 12
08 | ksoxkas| | CTRVEDNEEATQWE | dsisnass| 190051208
900,7890 | 2700,3509 05 K-142 x K-129 137AEQ?§<KAL;;SEEWDR (132?3’92’;28 7974: i':(?j’az 12
938,4889 | 2813,4502 07 K-142 x K-178 ls?AEQSg'E\I;\I,'\I,\F;iEVVDR 8153; 1’29;3 ° 8%195"_1;314’18 12

XCV




Anhang

Tabelle-A 16 Fortsetzung

BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 949,27-962,4 2
708,1169 2829,4451 0,2 K-142 x K-178
) ) ) 454,4-467,35 2
177 ’ ’
DKWVmMK 822,4178 907,5-933 5 1
13 -
976,8265 2928,4619 11 K-142 x K-129 5\/EAEQ12(3|23 AKBLé_\-ll—E EEVVDR 22;03'2228 1707683;131 810047?1, B 12
BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 949,2-962,3 2
976,8266 2928,4619 1,2 K-142 x K-129 129 ABSVEVE 921,4346 1006,5-1032,4 1
BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 1897,0-1923,0 1
1464,7365 2928,4619 1,3 K-142 x K-129 129% ABSVEVE 9214346 1006,5-1032.4 1
BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 1233’2:?_23’;0 i
990,5224 2969,5513 0,4 K-142 x K-178 524 ’4 537 4’ 2
17 L ’
SRDKWVMK 962,5240 1047,6-1073.5 1
B/AEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 1233’2:?22’;1 i
995,8540 2985,5462 0,4 K-142 x K-178 532'4 545 3’ 2
17 Ul )
RDKWVmMK 978,5189 1063,6-1089.5 1

XCVI




Anhang

Tabelle-A 17 Identifizierte Quervernetzungsprodukie GCAP-2 mit dem Harnstoff-Reagenz in Abwesenhain C&* (10 mM EGTA)

M+H] * . o Ladung der
[M+H] * guervernetzte L [ identifizierte Dubletts }
m/zexp. -~ Am (ppm) AS im GCAP-2 Aminosauresequenzen theor.'des g nglett
Peptids Signale
i 20K SAMF 583,2908 668,3-694,3 1
583,8341 1166,6602 0,5 K-200 x K-128 127 KK 388,2018 473.4-499 4 1
, 20K SAMF 599,2858 684,4-710,4 1
591,8309 1182,6551 -0,5 K-200 x K-128 127 KK 388,2018 473.4-499.4 1
20 -
614,8289 1228,6507 -0,2 K-200 x K-4p zlquzﬁl\é”: iiggzgg ggiiggﬁi ::II'_
20 -
22,8263 | 124,645 02 | K200xKdb KA 592658 | 68447103 !
02 -
95,3587 | 12697103 o1 | Kooxkad WK G24.3504 | 70947554 !
o e | SIS |2
423,9082 1269,7103 -0,2 K-29 x K-46 268,24-281’22 5
O4%FKR 450,2823 ' '
535,39-561,33 1
L 20K SAMF 583,2908 668,4-694,3 1
652,3634 1303,7191 0,3 K-200 x K-9p 094K | K 505.3507 610,4-636 4 1
19 -
c028704 | 13847518 02 | K200xKdp RKSAMF 7393920 | 62448505 !
12 -
698,9194 1396,8311 0,2 K-126 x K-4p E;'ZKKIF;K 221642;1233 853;6553856(32153 ];L
04 -
699,3828 1397,7576 0,5 K-50 x K-46 EEFKQ/RPD Zgéiggg gggiggfg i
19 -
7008771 | 14007467 02 | K200xKkah RKSAF TS53E69 | BI0SEGG I
02 -
701,8632 1402,7188 0,2 K-29 x K-20p ZOOIX\XE/IKF 2@23;59?;; 722;3??;15;4 i

XCVII




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

02ANYKK 624,3504 n.i. -735,38 1
709,8607 1418,7137 0,4 K-29 x K-200 20K SAME 500 2858 6843 ni. 1
129%¢ ABSVE 693,3236 778,4-804,3 1
736,3498 1471,6920 0,2 K-129 x K-200 200K S AME 583 2008 668 3.604.4 1
12351 YK LK 751,4713 836,5-862,5 1
736,4536 1471,8995 0,3 K-126 x K-9p 095K LK 525 3507 610.5-636.4 1
129%¢ ABSVE 693,3236 778,4-804,3 1
756,8797 1512,7515 0,4 K-129 x K-29 02AYKK 624 3504 100.4.735.4 1
K-126 or K-128 1235 YKLKK 879,5662 964,7-990,6 1
762,9672 1524,9261 0.6 X K-46 045EKR 450,2823 535,4-561,4 1
K-126 or K-128 1235 YKLKK 879,5662 482,95-495,80 1
508,9801 |  1524,9261 0.2 % K-46 045EKR 450,2823 535,43-561,40 1
103YDKDR 809,4152 ggi’g:ggé’g i
510,6188 1529,8435 -1,0 K-106 x K-9p : :
09HK LK 525,3507 306,3-318,8 2
’ 610,5-636,1 1
12351 YK LK 751,4713 836,5-862,5 1
765,4232 1529,8396 0,3 K-126 x K-200 200K S AME 583 2008 668.4-604 3 1
12351 YK LK 751,4713 836,5-862,5 1
773,4216 1545,8345 0,9 K-126 x K-200 20K SAME 509 2858 684 4.710,3 1
19RKSAMF 739,3920 824,4-850,4 1
779,9142 1558,8199 0,8 K-200 x K-29 0ANYKK 624 3504 700.4.735.4 L
129%¢ ABSVEVE 921,4346 1006,5-1032,4 1
783,9011 1566,7945 0,3 K-129 x K-4p 0SKR 450 2823 535 4.561.9 1
12351 YK LK 751,4713 836,5-862,5 1
785,9537 1570,8992 0,6 K-126 x K-29 0PAWYKK 624 3504 7004735 4 1

XCVIII




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

1235 YKLK 751,4713 gég’g:gg;’g i
524,3046 1570,8992 0,0 K-126 x K-29 35E 3.368.4 5
02 397 )
WYKK 624,3504 709.4-735.4 1
177 _
792,8998 1584,7913 0,6 K-178 x K-200 25q§§V,§’MMFK ?3%%42292098 86%22%222 11
TDKWVmMK 822,4178 907,5-933,4 1
800,8975 1600,7862 0,9 K-178 x K-200 200¢S AME 583 2908 668 4-604 3 1
177 -
s0230 | 16087785 04 | Kamexkife oKWK B224176 | 89459204 !
177 -
s08.0045 | 16167811 04 | Kazexkao DKWMK 3224178 | 907 5-933.4a !
10: -
814,9256 1628,8431 0,5 K-106 x K-20 OZ'{A?YKK[:(R ggz'gégi ?gg'i’_?;g 'Z’ i
103YDKDR 809,4152 ggzg:ggg’g i
543,6190 1628,8431 0,5 K-106 x K-29 35t 3.368.5 5
02 [ )
WYKK 624,3504 700.4.735.4 1
J 1235 YK LK 751,4713 836,6-862,5 1
820,4403 1639,8724 0,5 K-126 x K-129 129 ABSVE 693.3236 778.4-804 3 1
04 -
820,9257 1640,8431 0,6 K-50 x K-46 SFZfFVKPRDNE 238";883; 1;’;? 5_51.(;[](-)63,7 11
048FEKVPDNE 995,4833 1080,6-1106,6 1
547,6189 1640,8431 -0,6 K-50 x K-46
MSFKR 450,2823 268,2-281,2 2
: 535,3-561,4 1
K-126 or K-128 1235 YKLKK 879,5662 964,6-990,6 1
829,4714 | 1657,9346 0.5 x K-200 20K SAMF 583,2908 668,4-694,4 1




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

K-126 or K-128 1235 YKLKK 879,5662 964,6-990,6 1
837,4687 1673,9295 0.3 x K-200 200K SAMF 599,2858 684,3-710,3 1
1235 YK LK 751,4713 818,5(-18)-862,5 1
843,4746 1685,9407 0,8 K-126 x K-2Q0 199K SAME 7363920 824.5-850,4 1
K-126 or K-128 1235 YK LKK 879,5662 964,6-990,5 1
850,0010 |  1698,9941 0.4 % K-29 02ANYKK 624,3504 709,4-735 4 1
483,0-496,0 2
12 1 1
K-126 or K-128 SIVKLKK 879,5662 964,7-990,5 1
567,0029 1698,9941 0,0 K29 35 4.368.4 5
02 T )
WYKK 624,3504 700.4.735.4 1
12 -
9504055 | 169,800 05 | Kizexkago  KABSVEVE 21,4346 | 1006510324 !
04 _
9544510 | 17078952 02 | Ksoxkags | THKVPDNEE 11245289 [ 1200612385 [ 1
12 -
858,4032 1715,7979 0,7 K-129 x K-200 E@BSSAV@/ E iggézgg 1222’2_%2323;4 i
YDKWVMK 806,4229 ggi’g:gi’g’j i
580,9689 1740,8924 0,2 K-178 x K-2Q0 41277 5
19 y = 1.1
RKSAMF 739,3920 824.4-850,4 1
17 -
870,9505 1740,8924 0,8 K-178 x K-200 GZ(?(*;VX&'\F"K 95682'522‘(‘)% 122;’3_2213?"5 1
17 -
878,9477 1756,8873 0,5 K-178 x K-200 GZODK*;VXX:\é'K 122522845% 1%‘;1’31_17012355 11
04 _
885,4471 1769,8857 0,7 K-50 x K-46 SFFOTS}:/EQ NEE ié(z)“z"z;gg 15230595-5162132,5 11




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

DKWVmMK 822,4178 907,5-933,5 1
L9RKSAMF 755,3869 840,4-866,4 1
886,9454 | 1772,8822 0,7 K-178 x K-200 TR DKWV 9785189 1063.6.1089.7 T
20KSAmMF 599,2858 684,4-710,5 1
103YDKDR 809,4152 ggzg:ggg’g i
604,3097 1810,9156 -0,6 K-106x K-178 426 5450 4 5
177) T
DKWVMK 806,4229 801 5-017.4 1
9 KWTFK 822,4872 ggjg’:gg;’g i
609,6649 1826,9800 0.1 K-98 x K-106 447 9.460.9 5
1°3YDKDR 809,4152 oo
894,5-920,5 1
097 T
9139944 |  1826,9800 08 K-98 x K-106 103';52’)\}’35 ggg'ﬁgg 8%‘2 5?32'055 11
04 _
922,9813 1844,9541 0.7 K-50 x K-9§ SF(E;VKPL?(NEE 512152':(??9 éiggéi;?f"‘ 11
12 -
28,4566 | 18559041 10 | Kizexkage RABSVEVE 21,4345 | 1006510323 !
12 -
934,958 | 18679834 06 | Kizexkige KABSVEVE 9214345 | 10064103240 | 1
12 -
936,4538 1871,8990 0.7 K-129 x K-200 rgéigxri\f 9;%15'43%‘; 1%3%’3_213%225'5 1
17 -
633,0024 | 1896,9935 -0,4 K-178 x K-200 fﬁggigvpt/MMFK 97%29’532942% 5822‘2123:0’3 21
12 -
9504456 | 18998527 07 | Kizexkage KABSVEVEAS 1215143 [ 1206512325 :
04 _
0519512 | 10028042 05 | Ksoxkaoh EKVPDNEE T1245059 | 1200512355 | 1

Cl




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

1T6RDKWVMK 978,5189 532,5-545 4 2
19RKSAMF 739,3920 824,5-850,5 1
638,3347 1912,9884 0,5 K-178 x K-200 TERDKVVMK 9625240 524 4537 4 >
19RKSAMF 755,3869 840,5-866,5 1
04 -
959,9489 1918,8891 0,8 K-50 x K-200 SFZOFOI'E\S/Z?:EE g@"’éﬁ? 1::5’35_ 711252’5 11
171 -
643,6658 1928,9833 -0,3 K-178 x K-200 ;RQEE;VAVHTI‘:K 175%531886% 583420’65-58‘256’55 21
04 _
0724814 | 1043958 09 | Ksoxk FEKVPDNEE 24555 | T I00 12355 T
048-FKVPDNEE 1124,5259 1209,5-1235,5 1
648,6563 1943,9538 0,3 K-50 x K-29
02N YKK 624,3504 355,4-368,4 2
709,4-735,4 1
12 -
1034,5362 2068,0631 1,0 K-129 x K-126 %SSE;?\\(/ELVKEAE %211;31;3 18206655_8162232’4 11
048-FKVPDNEE 1124,5259 1382’2’_%2’: 6 21
691,0300 2071,0746 0,4 K-50 x K-12p 418’9 131 8’ 5
12: R )
3SIYKLK 751,4713 836 5.862.5 1
04 -
1037,9995 2074,9903 0,7 K-50 x K-200 SnggFRKlg /En':'FEE 1722534'3582629 1:23 f_glggi’s 11
K-102 or K-106 099WTFKIYDKDR 1371,7056 729,2-742,1 2
23,7887 2092,1338 -0.4 x K-96 09HK LK 525,3507 305,5-318,8 2
048-FKVPDNEE 1124,5259 1209,5- n.i. 1
709,3469 2126,0263 0,0 K-50 x K-178
: ’ : 446,4-459,3 2
177) ) )
DKWVMK 806,4229 8015017 4 1




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

04 N
1065,0141 | 21290186 11 K-50 x K-106 Sizﬁ\éigﬁEE S o> o .
49EFKVPDNEE 11245250 | SO0 00 .
710,3445 | 21290186 0,2 K-50 x K-10B 2o, ]
199YDKDR 809,4152 19490,
894,4-920,5 1
%EFKVPDNEE 1124,5259 1209,6-1235,4 1
10715154 |  2142,0212 11 K-50 x K-178 KA 520 ot s .
049-FKVPDNEE 1124,5259 12%0952'12;5 . 21
714,6788 | 21420212 0.3 K-50 x K-17B i ;
177) )7 ’
DKWVMK 822,4178 507 5.095.5 1
%EFKVPDNEE 1124,5259 1209,5-1235,6 1
11210231 |~ 2241,0380 04 K-S0 x K129 12X ABSVEVE 921,4346 1006,5-1032,4 1
S370rT39x|  “FLEEBPSGTLFMHE 1696,7346 891,2-904,2 2
/81,3699 | 23420944 03 K-46 OU5EKR 450,2823 535,3-561,3 1
S370rT39x|  FLEEBPSGTLFMHE 1712,7295 899,6-912,3 2
/86,7018 | 2358,0893 0.7 K-46 O4SEKR 450,2823 535,4-561,2 1
WAEQQGKLLTPEEWDR | 18119498 | oo’z onr's ;
599,5850 | 23953191 0,4 K-142 x K-138 S92 2
127 KK 388,2918 11-250,
473,2-499,5 1
137 :
799,1116 | 23953191 0,4 K142 x K128  COQGEEIPEEVVDR | 18119495 | 949,990 61902 Sz
04 _
1231,1067 | 2461,2034 11 KE0xKag T KVFDREEATQTVE i o !
03l -
8293999 | 24861843 0,4 K-30 x K-46 WLEE?SEisTLFmHE s oo z

Cll




Anhang

Tabelle-A 17 Fortsetzung

sea1112 | 25003101 04 | Kaszxiofo “AEQQCKLTPEEWDR [ IBILO495 [ 04925625 2
869,4430 2606,3130 0,5 K-142 x K-200 137AEQQ2?O,E;;K’FE EVVDR 2221’2%2%8 ggf’gjfg 32 12
900,7887 2700,3509 0.2 K-142 x K-129 137AEQ?2(;’KKAL£\F;E FVVER égélézgzg 3‘712"2&;32244 12
938,4889 |  2813,4502 0,7 K-142 x K-178 mAEQSgE\I;\I,'J,\F;IiEWDR ;(?(:SL i’ggs ° 8;;'5__2?27'2 12
943,8204 | 2829,4451 0,6 K-142 x K-178 137AEQS%E\L,5\T§E<EWDR ;3;14'2;128 n'iébieij;;gggz'lz 12
14647368 | 29284619 15 | Klezxkape AEQQOKILTPEEVVOR ITISILOISG | 18970 19229 i
976,8262 | 2928,4619 07 K-142 x K-129 137AE?%23AKBL§$E\EEWDR ;21,142128 1 §§§,f_'f§§f 4 f

Clv




Anhang

Tabelle-A 18 Potentielle intrapeptidal vernetzted@ied-Kandidaten (kdnnen auf Grund der unterschiedlien Fragmentierung nicht 100% bestétigt werden)

+ [M+H] * relative | Neutralverluste
m/zexp. [M-+H] Am (ppm) quervernetzte Aminosauresequenzen| theor. des VI E Lad_u i (2 Intensitat | Vorlauferion
theor. AS im GCAP-2 . 85u Signale .
Peptids der Signale rel. Int.
318.8 2 20,2«
361,2214 721,4355 0,07 K-96 x K-98 O9HKLK 525.3507 ’ 100%
636.5 1 2,86
Y-28 or K-29 x 368.3 2 5,%
410,7212 820,4352 -0,04 O2ANYKK 624.3504 100%
K-29(K-30) 735.4 1 7,8 °
425.7 2 37,%6
- - _ 19 s o
468,2416 935,4767 0,86 K-200 x S-20 RKSAMF 739.3920 850.5 1 6.86 100%
425.3 2 5,6/
468,2419 935,4767 -0,35 K-200 x S-20 19RKSAMF 739.3920 ] 100%
850.4 1 1,%
431.5 2 12,24
474,2814 947,556 -0,49 ? 12351YKLK 751.4713 ° 34,6%
862.6 1 5,26
474,2814 947,556 -0,49 ? 12351 YKLK 751.4713 431.8 2 2% 95,2%
433.8 2 31,%
- - _ 19 s o
476,2392 951,4717 0,59 K-200 x S-20 RKSAmMF 755.3869 866.4 1 4% 100%
4 459.2 2 75,86
501,7573 1002,507 -0,31 K-178 x K-18 DKWVMK 806.4229 67,3%
917.5 1 40,06
460.9 2 11,04
503,2534 | 1005,5000 -0,44 Y-104 x K-1Q 103YDKDR 809.4152 ° 6,3%
920.5 1 1,3%
467.3 2 28,2%
- - _ 177) s 0
509,7548 1018,5026 0,26 K-178 x K-18 DKWVmMK 822.4178 933.1 1 5.2 79,5%
?K-126 x K-128 495.9 2 10046
538,3289 1075,6510 -0,26 12351 YKLKK 879.5662 18,8%
0. K-129 990.2 1 0,86 ’
559,2634 | 1117,5193 0,11 K-129 x S-13 12X ABSVEVE 921.4346 516.4 2 1% 38,4%

Cv




Anhang

Tabelle-A 18 Fortsetzung

K-128 (0. K-129) 522.7 15,36
5657972 | 1130,5873 019| xK-1290. 127 KKABSVE 934.5026 21.2%
(S-132) 1045.4 0,86
6053188 | 1209,6303 0,01 | Y-280rK-29x 02ANYKKFLE 10135455 |  562.9 14% 84.9%
K-29(K-30)
642.3667 | 1283,7254 023 K'gf_i‘o*;')% 09K LKWTFK 1087.6411 |  600.1 100 51.0%
K-128 (0. K-129) 6375 6.3
679.8531 | 1358,6984 028 | xK-129o. 121 KKABSVEVE | 1162.6136 71%
(S-132) 1274.2 0,20
784.3991 | 1567,7904 054 | ?K-102xK-106 “WTFKIYDKDR | 1371.7056 |  742.1 10m 28.5%
810,8834 | 1620,7583 073 K-178 x K-182 'DKWVMKMLQMD | 1424.6735 769 2.% 75.4%
818,8804 | 1636,7532 0.2 K-178 x K-182 DKWVMKMLQMD | 1440.6684 777 0.9 25.5%
826,8782 | 1652,7481 056 K-178 x K-182 DKWVMKMLQmMD | 1456.6633 |  784.5 2% 39.5%
9044817 | 1807,9549 0,69 K-142 X T-145%QQGKLLTPEEVVDR | 1611.8701|  862.7 56% 28.1%
904.9 7 &
946,914 | 1892,8193 071 S-37 x T-3d *FLEEBPSGTLFMHE| 1696.7346 0 8.8%
1807.7 0.86
] K-30 0. S-37 X | g5
1010,9615| 2020,9143 068 | 300 537 X oo FI EEBPSGTLFMHE| 1824.8295|  968.6 100 63.0%

CVI




Anhang

Tabelle-A 19 MALDI-TOF/TOF-MS: Identifizierte GCAP2-Peptide modifiziert mit einem partiell hydrolysten Harnstoff-Reagenz (1 mM Cag)l

meow | W |2 e | ™SS o | ot | St | et
838,451 838,446 1 6,5 K-29(K-30) 02ANY K K 624,3504 709,3-735,3 44,0% u. 39,6%
969,493 969,482 1 11,5 K-200 19RK SAMF 755,3869 840,3-866,3 63,5% u. 19,8%
1023,529 1023,511 1 18,1 K-106 103YDKDR 978,5189 894,3-920,3 100% u. 61,%%
1036,589 1036,583 1 59 K-98 091 KWTFK 822,4872 907,4-933,4 41,1% u. 39,%%
1585,812 1585,801 1 7,2 K-102 (0. K-106) O9WTFKIYDKDR 1371,7056 | 1456,7-1482,7 100% u. 71,6%
2026,081 2026,045 1 17,8 K-142 BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 | 1897,0-1923,0 100% u. 76,6

Cvil




Anhang

Tabelle-A 20 MALDI-TOF/TOF-MS: Identifizierte GCAP2-Peptide modifiziert mit einem partiell hydrolysten Harnstoff-Reagenz (10 mM EGTA)

ampm) | OEEISAST | ey | ortes | Sttt | o et
838,443 838,446 1 -3,5 K-29(K-30) 02ANY KK 624,3504 709,2-735,2 100 u. 92,20
965,568 965,567 1 0,9 K-126 1235 YK LK 751,4713 836,3-862,3 100 u. 95,6%
969,476 969,482 1 -6,2 K-200 19RKSAMF 755,3869 840,2-866,3 42®u. 13,5%
1023,520 1023,511 1 9,5 K-106 103YDKDR 978,5189 894,3-920,3 138 u. 59,6%
1036,575 1036,583 1 -7,2 K-98 091 KWTFK 822,4872 907,3-933,3 657 u. 66,80
1585,782 1585,801 1 -12,2 K-102 (0. K-106 O9WTFKIYDKDR 1371,7056 1456,6-1482,6 809/8u. 70,90
1825,955 1825,965 1 -6,0 K-142 BQQGK LLTPEEVVDR 1611,8701 1696,7-1722,8 120u. 86,1%
2026,040 2026,045 1 -2,6 K-142 BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 1896,9-1922,9 120u. 76,1%
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Anhang

Tabelle-A 21 MALDI-TOF/TOF-MS: Identifizierte Querernetzungsprodukte im GCAP-2 mit dem Harnstoff-Reag in Gegenwart von Ca(1 mM CaCb)

M+H] * o . -
[M+H] * quervernetzte AS S [ identifizierte relative Intensitat
YT theor. Am (ppm) im GCAP-2 Alullie: Bl se MU tigaé)gﬁcciises Dubletts m/z | der Dublett-Signale
200 SAMF 599,2858 684,7-710,7 727 u. 11,8%
1182,648 1182,655 6,1 K-200 x K-128
127 KK 388,2918 473,6- n.i. 10% u. n.i.
200 SAMF 599,2858 683,8- n.i. 2% u. n.i.
124,658 1244,646 103 K200 xK-40 MSEKR 450,2823 534,8-560,8 106u. 81,6
02ANYKK 624,3504 708,9- n.i. 2% u. n.i.
1269,723 1269,710 9,8 K-29 x K-46
MSEKR 450,2823 534,9-560,9 106 u. 97,1%
1235|YK LK 751,4713 n.i. n.i.
1396,846 1396.831 107 K126 x K40 MSEKR 450,2823 534,9-560,9 106u. 82,26
103yDKDR 809,4152 893,8-919,7 919 u. 100%
1755,989 1755,964 14,2 K-106 x K-126
1235 YK LK 751,4713 835,8-861,7 3% u. 2,3%
48 FKVPDNEE 1124,5259 1209,0- n.i. 26u. ..
1769,926 | 1769886 228 K50 x K46 05EKR 4502823 |  534,7-560,6 106 u. 83,.9%
BAEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498| 1896,6-1922,7  7%0u. 100%
2395,365 2395,319 19,0 K-142 x K-128 o
LKK 388,2918 472,7-n.i. 4% u. n.i.
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Anhang

Tabelle-A 22 MALDI-TOF/TOF-MS: Identifizierte Querernetzungsprodukte im GCAP-2 mit dem Harnstoff-Reag in Abwesenheit von a(10 mM EGTA)

M+H] * . o . -
[M+H] * guervernetzte AS L [ identifizierte relative, Intensitat
YT theor. Am (ppm) im GCAP-2 Alullie: Bl se MU th;ggﬁg:s Dubletts m/z | der Dublett-Signale
OHKLK 525,3507 n.i. n.i.
1170,717 1170,711 51 K-96 x K-46
04FKR 450,2823 534,9-560,9 100u. 92,%%
BKFLE 536,3079 n.i. n.i.
1181,665 1181,668 2,1 K-30 x K-46
O4FKR 450,2823 534,7-560,7 180 u. 95,5%
20K SAMF 599,2858 683,7- n.i. 3% u. n.i.
1244,631 1244,646 -11,8 K-200 x K-46
04FKR 450,2823 534,8-560,8 100u. 79,2
O2ANYKK 624,3504 708,8-734,8 2% u. 1,3%
1269,698 1269,710 -9,8 K-29 x K-46
O4FKR 450,2823 534,8-560,8 180 u. 93,5%
12351 YKLK 751,4713 835,9-861,8 3% u. 2,4%
1396,808 1396,831 -16,3 K-126 x K-46
04FKR 450,2823 534,8-560,8 100u. 85,8
103YDKDR 809,4152 893,7-919,7 88% u. 100%
1529,841 1529,844 -1,4 K-106 x K-96
O9HKLK 525,3507 609,8-635,7 7% u. 5%
Y¥FKVPDNEE 1124,5259 1208,8- n.i. IOu. n.i.
1769,878 1769,886 -4,2 K-50 x K-46
O4FKR 450,2823 534,7-560,6 180 u. 93,2
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Anhang

Tabelle-A 23 MALDI-TOF/TOF-MS: Identifizierte intrapeptidale Quervernetzungsprodukte im GCAP-2 mit delarnstoff-Reagenz in Gegenwart von €a

m/zexp. m‘;‘;g ’ Am (ppm) qu?r::/t(asrgitgcfazAS Aminosauresequenzen ttghélgrl.-']des [M+H-85u]* relac';g/;a ér:;r;it -
: Peptids (M +H-85u]*)
951,490 | 951,472 18,9 K-200 x $-201 19RKSAMF 755,3869 866,4 719%
1018,500 | 1018572 171 | 98X 12000 097 KWTFK 822,4872 933,5 97 %
1068595 | 1068,599 3,2 K-46 x K-50 OSEKRFFK 872,5141 983,5 100
2008,052 | 2008,035 8,6 K-142 x T-145|  “AEQQGKLLTPEEVVDR | 1811,9498 1923,0 106
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Anhang

Tabelle-A 24 MALDI-TOF/TOF-MS: Identifizierte intrapeptidale Quervernetzungsprodukte im GCAP-2 mit delarnstoff-Reagenz in Abwesenheit von €a

m/zexp. [m;g2_+ Am (ppm) A?Su ?rrr\]/ gg‘ilzjtz Aminosauresequenzen ['\ﬁ;?];etgt?g;' [M+H-85u]" relaftill;/: é?;ig?g +at
(M + H - 85u]*)
947,554 947,556 1 -2,4 ? 1235 YKLK 751,4713 862,3 67,%
951,468 951,472 1 -4,2 K-200 x S-201 PRKSAMF 755,3869 866,3 106
1005,494 1005,500 1 -5,7 Y-104 x K-106 103YDKDR 809,4152 920,3 10%
2008,013 2008,035 1 -11,0 K-142 x T-145'%"AEQQGKLLTPEEVVDR 1811,9498 19229 100
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