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Zusammenfassung

Die Strategie der chemischen Quervernetzung wird in  Kombination mit
Massenspektrometrie seit einigen Jahren fir die Identifizierung der dreidimensionalen
Strukturen von Proteinen und Proteinkomplexen angewendet. Durch die Einflihrung
neuer  kovalenter  Verbindungen mittels  Quervernetzungsreagenzien,  meist
homobifunktionellen aminreaktiven Substanzen und photoaktivierbaren Aminosauren,
kdnnen Konformationsédnderungen nachvollzogen werden. Dabei agieren die Reagenzien
als molekulares Lineal, so dass die erhaltenen Abstandsinformationen fir die Erstellung
neuer Strukturmodelle angewendet werden kénnen.

Die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPAR) aus der Familie der
Kernrezeptoren sind an der Entstehung von Diabetes mellitus Typ Il, Dyslipidamie, dem
metabolischen Syndrom und Krebs beteiligt. Sie stellen daher potentielle Zielstrukturen
fir die Entwicklung neuer Arzneistoffe dar. Das Verstandnis des Zusammenspiels der
verschiedenen PPARs mit ihren Kofaktoren und Bindungspartnern ist unerlésslich fur die
Entwicklung neuer Arzneistoffe. Die drei bis heute bekannten PPAR-Subtypen (a, /3, v)
werden durch niedermolekulare Substanzen aktiviert und haben Einfluss auf die
Gentranskription. Dabei hat PPAR-o einen Einfluss auf den Lipidmetabolismus,
wohingegen die physiologischen Funktionen von PPAR-/3 bisher wenig untersucht sind.
Um die physiologischen Funktionen der PPARs besser zu verstehen, sind Strukturdaten
unerlasslich, jedoch existieren momentan nur hochaufgeloste Strukturen der isolierten
Ligandenbindungsdomanen (LBD). Durch chemische Quervernetzung kénnen neue
Strukturdaten unter physiologischen Bedingungen gewonnen werden, die zum
Verstandnis der Funktionen der PPARs, insbesondere des PPAR-f/3, beitragen konnen.

In dieser Arbeit wurden durch einen spezifischen Austausch von natirlichen
Aminosauren gegen photoaktivierbare Aminosauren und dem Einsatz von
Quervernetzungsreagenzien die dreidimensionalen Strukturen der beiden Subtypen
PPAR-a und -B/6 untersucht. Aus Vorarbeiten waren bereits mittels aminreaktiven
Quervernetzungsreagenzien Strukturdaten der PPAR-a-LBD gewonnen worden. Nun
wurden mittels eines spezifischen Austauschs in der PPAR-0-LBD an den Positionen
Leu-258 und Phe-273 erfolgreich die photoreaktive Aminosdure para-Benzoyl-L-
Phenylalanin  (Bpa) eingebaut. Nach der UV-A-Bestrahlung wurden mehrere
Quervernetzungsprodukte identifiziert, die Rickschlisse auf mogliche Konformationen
der PPAR-a-LBD zulieBen. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die PPAR-o-LBD im
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freien Zustand flexibler ist als im ligandengebundenen Zustand. Da sich die Zahl der
Quervernetzungsprodukte nach Ligandenbindung stark reduzierte, konnte von einer
starreren Konformation ausgegangen werden. Dies wurde vornehmlich bei der Variante
F273Bpa beobachtet, wahrend fur die Variante L258Bpa, fur die der Austausch in der
hochflexiblen  Q-Schlaufe  stattfand, nur geringe  Unterschiede  zwischen
ligandengebundenem und freiem Protein gefunden wurden.

Die PPAR-B/3-LBD konnte erfolgreich in E.coli exprimiert werden. Mittels
unterschiedlicher Quervernetzungsreagenzien wurde die Konformtionsanderung nach
Bindung verschiedener Liganden untersucht. Ahnlich wie bei Subtyp PPAR-a wurde hier
ebenfalls eine starrere Konformation nach Ligandenbindung beobachtet. Insbesondere
einige Quervernetzungsprodukte des N-Terminus zu veschiedenen Aminosdauren der
PPAR-B/3-LBD sind nicht im Einklang mit der verdffentlichten Rontgenkristallstruktur
(PDB-Eintrag: 3TKM) und deuten auf eine starke Konformationsanderung des Proteins in
Ldsung hin.

Der Austausch der beiden Aminoséduren Phe-180 und Tyr-443 gegen Bpa mit
anschlieBender Photoreaktion fuhrte zu mehreren spezifischen
Quervernetzungsprodukten. Durch das Vorhandensein dieser Quervernetzungsprodukte
sowohl im freien, als auch ligandengebundenen Zustand ist die Aussagekraft (ber eine
Konformationsanderung schwierig. Jedoch ergab sich durch die Kombination der
verschiedenen Quervernetzungsansatze ein plausibles Bild der Struktur vor und nach
Ligandenbindung.

Um die so gewonnen Strukturdaten zu bestatigen, wurden Quervernetzungsexperimente
des PPAR-B/5-Volllangenproteins mit dem aminreaktiven Quervernetzungsreagenz BS2G
durchgefuhrt. Dabei wurden Quervernetzungsprodukte identifiziert, die eine ausgepragte
Konformationsédnderung, sowohl im freien, als auch im ligandengebundenen Zustand
bestatigen. Da bis dato keine hochauflésende Struktur des PPAR-B/3-Volllangenproteins
existiert, wurden die erhaltenen Quervernetzungsprodukte in die hochaufgeldste Struktur
des PPAR-y (PDB-Eintrag: 3DZU) eingetragen, um erste Hinweise zur Konformation des
PPAR-B/6 zu erhalten. Die Quervernetzungsprodukte mit dem flexiblen N-Terminus
konnten jedoch nicht in diese Rontgenkristallstruktur Ubertragen werden, da dieser fehlte.
Alle  Quervernetzungsprodukte sind im Einklang mit der verdffentlichten
Rontgenkristallstruktur. In den letzten Jahren wurden drei hochaufldsende Strukturen von

Kernrezeptoren veroffentlicht. Diese zeigen eine Interaktion der LBDs und DNA-
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Bindungsdomanen (DBDs). Die Daten aus den Quervernetzungsreaktionen bestatigen
dies und erweitern die bekannten Strukturen, da erstmalig auch Strukturdaten ber den
hochflexiblen N-Terminus gewonnen werden konnten.

Wahrend der Photoaffinitdtsmarkierungsstudien wurde ein Wasserverlust der Bpa-
vernetzten Peptide vor der Fragmentierung beobachtet. Zusétzlich war aus vorherigen
Studien die unzuléngliche Fragmentierung der Bpa-vernetzten Peptide bekannt. Um
Einblick in das Fragmentierungsverhalten der Bpa-Quervernetzungsprodukte zu erhalten,
wurde im Rahmen dieser Arbeit die F180Bpa Variante der PPAR-B/6-LBD unter UV-
Bestrahlung intramolekular vernetzt und das proteolytische Peptidgemisch mittels
verschiedener Fragmentierungsmethoden untersucht. Dabei kamen die
kollisionsinduzierten Methoden CID wund HCD, als auch ETD wund die
Kombinationsmethoden ETciD und EThcD zum Einsatz. Es konnte gezeigt werden, dass
sich die drei ETD-basierten Fragmentierungstechniken fur die sichere Identifizierung von
mehrfach geladenen Vorlauferionen am besten eignen, da durch den radikalischen
Mechanismus eine von der Bindungsenergie unabhdngige Spaltung stattfindet. Die so
entstehenden komplexeren Fragmentionenspektren der ETD-basierten Techniken sind
informativer als die der kollisionbasierten Methoden (CID und HCD), jedoch aufgrund

ihrer Komplexitat schwieriger interpretierbar.
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Summary

During the last 15 years, chemical cross-linking combined with mass spectrometry has
evolved into an alternative tool to obtain structural information of a protein or protein
complex. Usually amine-reactive cross-linkers and/or photoreactive amino acids are used
to insert a covalent bond in the protein under investigation. The spacer exhibited by the
cross-linker acts as a ,,molecular ruler to map distances between the cross-linked amino
acids. The distances might than be used for studying conformational changes in proteins
upon ligand binding or for a structural modeling.

The peroxisome-proliferator activated receptors (PPARs) are members of the nuclear
receptor family. They are involved in the development of a number of diseases such as
the metabolic syndrome, dyslipidemia, type 2 diabetes and cancer. As such, PPARs are
important targets for drug development necessitated a detailed understanding of the
interaction between PPARs and their protein binding partners. Three PPAR subtypes are
known (a, B/, y) that are activated by small molecules. All three subtypes are involved in
gene transcription. PPAR-a influences lipid metabolism while the physiological functions
of PPAR-pB/o are elusive. High resolution X-ray stuctures have been solved for the ligand
binding domains (LBD) of PPARs, but there are only few structures available for full-
length PPAR-y.

Aim of this work was to obtain three-dimensional structural information of PPAR-a and -
/8 upon ligand binding by chemical cross-linking and by specific ally incorporating
photoreactive amino acids. To verify cross-linking data of previous studies, two variants
of the PPAR-a-LBD were expressed, in which para-benzoyl-L-phenylalanine (Bpa) was
incorporated at the positions Leu-258 and Phe-273. After UV-irradiation, several cross-
links were identified, revealing that a larger number of cross-links were identified in the
ligand-free state than in the -bound state. This indicates a more flexible structure of
PPAR-a-LBD in the ligand-free state and a more stable conformation after ligand
binding. Especially the F273Bpa variant, conformational changes between the free- and
bound-state were more pronounced. For variant L258Bpa, conformational changes were
less intense, probably due to the exchange position being located the high flexible Q-loop.
The PPAR-B/3-LBD was expressed and purified in E.coli. PPAR-B/5-LBD was cross-
linked by different cross-linkers in the ligand-free and -bound-state. As for PPAR-a-LBD,
a more rigid structure was observed upon ligand binding. Some of the identified cross-
links, especially those connecting the N-terminus and various amino acids in the PPAR-
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B/6-LBD, does not match the published X-ray structure (pdb: 3TKM). Therefore, a major
conformational change can be assumed to take place upon ligand binding.

To verify the structural information obtained for PPAR-B/3-LBD, additional cross-linking
experiments were conducted with PPAR-B/d full-length protein. PPAR-B/6 was cross-
linked with the amine-reactive cross-linker BS2G both in the presence and absence of
ligands. A number of cross-links were identified confirming pronounced conformational
changes as in the PPAR-B/3-LBD. Interestingly, these conformational changes were
observed in the ligand-free as well as in the ligand-bound state. As there are currently no
high resolution structures available for PPAR-B/8, the cross-links identified were mapped
into the published X-ray structure of PPAR-y (pdb: 3DZU). Several of the cross-links
identified, especially those with the N-terminus, could not be mapped into that structure
because of the missing N-terminus. Apart from those missing cross-links, all data are in a
good agreement with the published X-ray structure. In the last years, three structures of
nuclear receptors have been published, revealing an interaction between LBDs and DNA-
binding domains (DBDs). The cross-linking data found herein confirm these interactions
and expand existing high-resolution structures with additional data of the highly flexible
N-terminus.

In previous studies, ineffective and unique fragmentation of Bpa-cross-linked peptides
was observed. In this work Bpa-cross-linked peptides exhibited a neutral loss of H,O
from the precursor ion, even before the fragmentation process is induced. To study the
fragmentation behaviour of Bpa-cross-linked peptides, the F180Bpa variant of PPAR-B/5-
LBD was cross-linked and the peptide mixture was fragmented by different fragmentation
methods. The two collisional activation methods CID and HCD as well as ETD and the
combined techniques ETciD and EThcD were applied. For multiply charged precursor
ions, ETD was found to be the optimum fragmentation method resulting in the most
confident identification of cross-linked products. The complicated fragment ion spectrum
created by ETD contained a large amount of information on the cross-linked species and

allowed an unambiguous identifcation of cross-links.
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1. Grundlagen

1.1. Biologische Grundlagen

1.1.1. Die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren

Kernrezeptoren stellen eine Superfamilie dar, die aus 48 Proteinen mit strukturell
ahnlichem Aufbau besteht [1]. Sie werden anhand ihrer Dimerisierung und DNA-
Préaferenz in vier Unterfamilien eingeteilt. Eine der Unterfamilien der Kernrezeptoren
bildet Heterodimere mit den Retinoid-X-Rezeptoren (RXR) und bindet an direkte
Wiederholungen von DNA-Sequenzen. Zu dieser Unterfamilie gehoren neben den
Retinoid Acid Receptors (RAR), Vitamin D-Rezeptoren (VDR) und Thyroid Hormone
Receptors (TR) auch die Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARS) [2-4].
Diese Rezeptorklassen unterscheiden sich kaum hinsichtlich ihrer Tertidarstruktur,
wodurch anhand von Strukturuntersuchungen klassenlbergreifende Riickschliisse
gezogen werden kdnnen. PPARs liegen im inaktiven Zustand als Heterodimer mit dem
RXR und einem Korepressor vor. Nach Aktivierung durch Liganden des PPARs und
RXRs dissoziiert der Korepressor. Das Heterodimer bindet im Zellkern an die Peroxisom-
Proliferator-Erkennungssequenz (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Response
Element, PPRE) und aktiviert die Gentranskription [5, 6] (Abbildung 1). Das PPRE
besteht aus direkten Wiederholungselementen (Direct Repeat-1 Elements) der beiden
Hexanukleotidsequenzen AGGTCA, unterbrochen durch ein Nukleotid [7, 8]. Um die
Gentranskription zu inhibieren oder zu induzieren, konnen eine Vielzahl an
Korepressoren, wie der Nuclear Receptor Co-Repressor (NCoR) und Silencing Mediator
for Retinoid and Thyroid Hormone Receptor (SMRT), und Koaktivatoren, wie der Steroid
Receptor Co-Activator (SRC)-1 und PPAR Binding Protein (PBP), an das Heterodimer
binden [9-12].
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Abbildung 1: Zusammenspiel zwischen PPAR, RXR, PPRE,
Koaktivatoren/Korepressoren und Liganden fir die Transkriptionsaktivierung/-
deaktivierung.

Die PPARs bestehen aus vier funktionellen Doménen (Abbildung 2). Die A/B-Doméne
befindet sich am hochflexiblen N-Terminus und beinhaltet die ligandenunabhédngige
Aktivierungsfunktionshelix 1 (AF-1) [13]. Sie ist Angriffspunkt fir die Phosphorylierung
der PPARs durch Kinasen [14]. An die A/B-Domane schlie3t sich die C-Doméne an,
welche die DNA-Bindedoméane (DBD) darstellt. Die DBD enthalt zwei Zinkfinger-
Motive, wodurch sie maBgeblich an der Bindung des PPRE beteiligt ist [15]. Doméne D,
auch als Hinge-Region bezeichnet, ist hoch flexibel und bindet die Kofaktoren. In der
E/F-Domdne befindet sich die Ligandenbindungsdomdane (LBD). Diese enthélt C-
terminal die ligandenabhangige AF-2. An die AF-2 konnen ebenfalls PPAR-Kofaktoren
uber die Aminosduresequenzen LXXLL (Koaktivatoren) und LXXXLXXX
(Korepressoren) binden [16, 17]. Die Bindung der Kofaktoren und die daraus folgende
Gentranskription wird durch den Liganden in der hydrophoben Bindungstasche
mafgeblich beeinflusst [18, 19]. Dabei nimmt die Natur des Liganden eine entscheidende
Rolle ein. So wurden unterschiedliche Konformationen der LBD der Kernrezeptoren
gefunden, je nachdem ob ein Agonist, Antagonist oder inverser Agonist bindet
(Abbildung 3) [20]. Zusatzlich ist die LBD maligeblich an der Heterodimerisierung mit
RXR beteiligt [21].

N-Terminus A/B (o] D E/F C-Terminus
Variable Region DBD Flexible Hinge- LBD mit AF-2
Mit AF-1 Region

Kofaktorbindung

Abbildung 2: Schema der vier PPAR-Domaénen
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Abbildung 3: Konformationsanderungen der LBD von Kernrezeptoren nach Bindung
eines Agonisten (links), eines Antagonisten (Mitte) und eines inversen Agonisten (rechts)
(modifiziert nach [20]). Je nach Art des Liganden werden Koaktivatoren (CoA) oder
Korepressoren (CoR) rekrutiert. Die Helices sind mit H1-H12 gekennzeichnet.

Die strukturelle Aufklarung der PPARs und deren Komplexe ist fur die Entwicklung
neuer Arzneistoffe von grofer Bedeutung. In den letzten Jahren wurden
Rontgenkristallstrukturen der LBD der verschiedenen PPARs publiziert (Abbildung 4)
[22-24]. Diese weisen mit unterschiedlichen Kofaktoren und Liganden nur geringfligige
Unterschiede in ihren Tertidrstrukturen auf. Die LBD der PPARs besteht aus einem
gemischten B-Faltblatt aus drei B-Faltblattstrangen und zwolf o-Helices, welche ein
antiparalleles Helix-Sandwich und drei Seiten der hydrophoben Bindungstasche mit einer
GroRe von 1300 A® bilden [24]. Diese Bindetasche ist groRer als fur andere nukleére
Rezeptoren, wodurch PPARs eine Vielzahl an natlrlichen Liganden, wie freie Fettséuren,
Eicosanoide, aber auch synthetische lipophile S&uren, binden kénnen [25]. Es konnte
gezeigt werden, dass eine Heterodimerisierung des PPAR-a mit RXR-o in
Deletionsvarianten ohne AF-2 (entsprechend Helix 12, Abbildung 3) und der Helices 10
und 11 nicht mehr stattfinden kann [26]. Neben der AF-2 ist die flexible Q-Schlaufe
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(orange in Abbildung 4) an der Bindung von Liganden beteiligt. Erste Untersuchungen an
der aktiven LBD von RAR-y und der inaktiven LBD von RXR-o zeigten, dass nach
Bindung des Liganden an diese Kernrezeptoren eine spezifische Konformation der AF-2
stabilisiert wird und die AF-2 die Bindungstasche nach einem ,,Mausefallenprinzip*
verschliet [27]. Dieser Mechanismus wurde anschlieBend fur alle Kernrezeptoren
angenommen. Neuere Untersuchungen mittels Fluoreszenzspektroskopie, NMR und
Wasserstoff/Deuterium-Austausch (H/D) gekoppelt mit Massenspektrometrie ergaben
eine ungeordnete Struktur der AF-2 von Kernrezeptoren im ligandenfreiem Zustand [28-
36]. Fir die PPARs stehen neben Rontgenkristallstrukturdaten der LBD auch
hochaufgeloste NMR-Strukturdaten (DBD des PPAR-B/6 PDB-Eintrag: 2ENV; LBD des
PPAR-y PDB-Eintrag: 2QMV) zur Verfugung. Bisher existieren keine hochaufgel6sten
Strukturdaten fir die hochflexible A/B-Doméane mit der AF-1 und dem N-Terminus. Die
umfangreichsten Rontgenkristallstrukturen wurden mit dem Subtyp PPAR-y (PDB-
Eintrdge: 3DZU, 3DZY und 3EOO) gewonnen, in denen das Volllangenprotein ohne den
flexiblen N-Terminus mit RXR-o und verschiedenen Liganden und Kofaktoren
kokristallisiert wurde [37].

PPARa PPARB PPARy
pdb: 1KKQ pdb: 1GWX pdb: 2PRG

Abbildung 4: Ausgewéhlte Rontgenkristallstrukturen der drei PPAR-Subtypen [22-24].
Die AF2 und die Q-Schlaufe sind in orange, der jeweilige kokristallisierte Ligand in rot
und das antiparallele B-Faltblattmotiv in gelb dargestellt.

Die PPARs sind im Korper ubiquitdr vorkommende Transkriptionsfaktoren [38]. Sie

wurden 1990 entdeckt und ihre Bezeichnung rihrt von einer Beobachtung in Nagetieren,
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dass Agonisten wie Clofibrat die Proliferation und das Wachstum von Peroxisomen
beeinflussen [39, 40]. Im menschlichen Organismus konnte dies bisher nicht bewiesen
werden [41]. Drei PPAR-Subtypen (o, B/3, y) sind bis dato identifiziert worden [25, 42,
43]. Sie werden durch niedermolekulare Liganden, wie Prostaglandine und Fettsdauren,
aber auch durch synthetische Liganden aktiviert [44-46]. Die PPARs sind an der
Entstehung von Diabetes mellitus Typ 11, Dyslipidamie, dem metabolischen Syndrom und
Krebs beteiligt [47-50]. PPAR-a ist fur den Lipidmetabolismus in der Leber und der
quergestreiften Muskulatur von Bedeutung, wéhrend PPAR-y die Fettsdurelagerung in
verschiedenen Geweben reguliert [51-53]. PPAR-B/6 wird ubiquitdr exprimiert [54] und
ist am Fettsduremetabolismus [55], der Zelldifferenzierung [56] und der Entstehung von
Krebs beteiligt [57]. Daher sind die PPARs seit einigen Jahren bedeutsame Zielstrukturen

fur neue Arzneistoffe.

1.1.2. Der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor-a

Im menschlichen Organismus wird PPAR-a verstirkt in Geweben exprimiert, die ihre
Energie aus dem Lipidmetabolismus gewinnen. Dazu zahlen Leber, Herz- und
Skelettmuskeln, in denen PPAR-ao die Lipidhomdostase reguliert [58-63]. PPAR-o wird
ebenfalls im braunen Fettgewebe, Niere, Nebenniere, Makrophagen, glatten Muskelzellen
und Endothelzellen exprimiert [62-64]. Naturliche endogene Liganden mit hoher
Bindungsaffinitat zum PPAR-a sind gesittigte und ungesittigte Fettsduren, Derivate der
Leukotriene und Hydrolyseprodukte des Very Low Density Lipoprotein (VLDL). PPAR-a
ist ebenfalls ein Hauptregulator im mitochondrialen und peroxisomalen Stoffwechselweg
der pB-Oxidation, welche an der Entstehung von Lebererkrankungen, wie der
Hepatokarzinogenese in Nagetieren und Arzneimittel-induzierten Leberschaden, beteiligt
ist [65]. Die Aktivierung von PPAR-a inhibiert in vaskuldren glatten Muskelzellen die
proinflammatorische Genexpression und verlangsamt damit die Entstehung von
Atherosklerose [66, 67]. Die biologischen Funktionen von PPAR-a im kardiovaskuléren
System wurden anhand von Knock-Out (KO)-Mausen, in denen das Gen fiir PPAR-a.
ausgeschaltet wurde, untersucht [68-70]. Dabei entwickelten die KO-M&use progressive
kardiale Fibrosen mit abnormalen Mitochondrien und Myofibrillen [70]. AuRerdem
zeigten histologische Studien eine kardiale Hypertrophie [71]. Ex vivo-Studien deuteten
an, dass ein Verlust von PPAR-a durch erhéhten oxidativen Stress an der Schadigung des
Myosin Il beteiligt ist [71-74]. Der Schutz der Zellen vor oxidativem Stress wird durch
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aktiviertes PPAR-o. gewdhrleistet. Dabei unterdriickt PPAR-a die NF-kB-induzierte
Zytokinproduktion [75, 76]. Die erhohte, PPAR-a vermittelte Transkription von Genen
kann durch die p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) mittels
Phosphorylierungen an PPAR-a erniedrigt werden [77, 78]. Dieser p38 MAPK-Weg wird
durch kardialen Stress aktiviert, wie er bei Diabetes, Herzfehlern und Kkardialer
Hypertrophie vorkommt. Als Gegenregulation wird PPAR-a ebenfalls vermehrt aktiviert,
was zu verdnderten Glucose- und Fettsdurewerten fiihrt, die bei diesen Erkrankungen
beobachtet werden kénnen [77, 79]. Die PPAR-a-Uberexpression im Mausmyokard
schwacht die Genexpression des Glucosetransporters und damit die Glucoseaufhahme in
die Zellen [80]. Zudem kommt es zu einer Ansammlung an Triglyceriden in kardialen
Muskelzellen [81]. In der Pathophysiologie der diabetischen Kardiomyopathie spielt die
Apoptose eine entscheidende Rolle. Diese kann durch den PPAR-a. Agonisten Fenofibrat
unterdrickt werden und zeigt die wichtige Rolle der PPAR-a Liganden bei dieser
Erkrankung [82, 83]. Die Arzneistoffgruppe der Fibrate als PPAR-a Agonisten wird
insbesondere zur Behandlung der Hyperlipiddmie eingesetzt. Die Aktivierung von PPAR-
a durch Fibrate senkt durch eine verringerte Expression von Apolipoprotein C-111 die
Konzentration an Triglycerid-reichen Lipoproteinen im Blut [84, 85]. Ebenfalls wird die
High Density Lipoprotein (HDL)-Konzentration bei gleichzeitiger Senkung der Low
Density Lipoprotein (LDL)-Konzentration im Blut durch vermehrte Expression an
Apolipoprotein A-1 und A-I1 erhoht [84-86]. Durch die Verringerung der Konzentrationen
von VLDL, LDL und freien Triglyceriden bei gleichzeitiger Erhéhung von HDL-
Konzentrationen wird das Risiko fur Herz-Kreislauf-Erkrankungen, insbesondere bei

Diabetes mellitus Typ 11, gesenkt [87].

1.1.3. Der Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor-p/é

PPAR-B/6 wird vermehrt im Fettgewebe, Leber, Knochen, Herz- und Skelettmuskel,
Gehirn, Niere, Darm und Blutgefaen exprimiert [64, 88, 89]. Die physiologische
Funktion von PPAR-B/5 ist allerdings bisher wenig untersucht und verstanden [90, 91].
Es ist jedoch bekannt, dass die Aktivierung von PPAR-B/3 den Lipidmetabolismus im
Fettgewebe, im Skelettmuskel und im Herz steigert. Im Skelettmuskel konnte unter
Fasten und Anstrengung eine erhohte Expression von PPAR-B/6 gezeigt werden [92]. Des
Weiteren konnte eine Interaktion zwischen PPAR-B/d und der bewegungsinduzierten
AMP-Activated Protein Kinase (AMPK) gezeigt werden. Diese Wechselwirkung erhoht
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die Glucoseaufnahme, die Fettsdureoxidation, die mitochondriale Biogenese und die
Insulinsensitivitat. Zusétzlich konnte ein synergistischer Effekt auf die Gentranskription
der Laktatdehydrogenase b und damit eine verminderte Laktatakkumulation gezeigt
werden [93, 94]. AuBerdem erhoht die Aktivierung des PPAR-B/6 die HDL-
Konzentration im Blut bei gleichzeitiger Senkung der Insulinresistenz und LDL-
Konzentration [95]. Dabei wird die Insulinresistenz durch eine vermehrte Bildung des
Glucagon-ahnlichen Peptid 1 gesenkt [96]. Die Aktivierung des PPAR-B/6 konnte somit
in Zukunft flr die Behandlung des Diabetes mellitus Typ Il eingesetzt werden. Zudem
beginstigt PPAR-B/6 die Zellproliferation und -differenzierung [54]. PPAR-B/d
beeinflusst sowohl die Keratinozytendifferenzierung in der Haut als auch die
Wundheilung [97, 98]. Im Gehirn Dbeeinflusst es die Differenzierung der
Oligodendrozyten [99] und im Darm die Differenzierung der Epithelzellen [100]. In den
Knochen ist PPAR-B/6 von den drei PPAR-Subtypen der am stérksten exprimierte; er
vermindert die Osteoklastogenese und verstarkt die Osteoblastendifferenzierung [101]. Er
ist ebenfalls der am starksten exprimierte Subtyp in blutbildenden Stammzellen [102]. Bis
zu einer gewichtsbedingten Begrenzung hat die Aktivierung von PPAR-B/5 durch die
Hemmung der Expression von Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM) 1 und
Monocyte Chemoattractant Protein 1 (MCP1) entziindungshemmende Effekte [103-105].
In Ratten, die unter diabetischer Myopathie litten, konnte eine kardial verringerte
Expression an PPAR-pB/5 festgestellt werden [106, 107]. Eine Reduktion der Expression
von PPAR-B/6 im Krankheitsbild der Hyperglykdmie ist verbunden mit einer Zunahme
der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und einer erhdhten Aktivitat von
Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interleukin 6 und Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-
Phosphat (NADPH). Die genaue Funktion von Liganden des PPAR-B/6 auf die
Regulation von kardialen Muskelzellen im Krankheitsbild des Diabetes mellitus muss
noch evaluiert werden und bedarf weiterer Studien [83, 106]. Der selektive PPAR-B/5-
Agonist GW1516 ist fur Effekte in der Fettsdure-induzierten Entziindung von kardialen
Muskelzellen verantwortlich [108]. Ebenfalls reduziert wurde die Expression von NF-kB-
Zielgenen, MCP-1 und TNF-a in der Palmitat-stimulierten, humanen kardialen AC16
Zelllinie sowie in Herzen von M&usen, die unter eine fettreichen Diét gesetzt wurden.
Damit konnte die Aktivierung von PPAR-B/6 als antiinflammatorisches Prinzip
therapeutisch bei der diabetischen Kardiomyopathie Anwendung finden [108]. Eine
andere Studie konnte zeigen, dass PPAR-B/6 im ligandenfreien Zustand in Makrophagen
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das B-Cell Lymphoma 6 Protein (BCL6) bindet und nach Ligandenstimulierung von
diesem Protein dissoziiert und die Expression von NF-kB -Zielgenen, wie MCP-1,
reduziert [109]. Damit wird wiederum Entzliindungsprozessen entgegengewirkt. Die
ligandenunabhéngige Repression konnte durch PPAR-B/3-Deletionsvarianten bewiesen
werden. Dabei stieg nach Deletion von PPAR-B/6 die Expression verschiedener Gene an
[110, 111]. So konnte auch eine Herunterregulierung der PPAR-a- und PPAR-y-
vermittelten Transaktivierung durch PPAR-B/d gezeigt werden [112]. In Gegensatz zu
den beiden anderen Subtypen, PPAR-a und -y, besitzt PPAR-B/6 im freien Zustand nur
eine kurze Halbwertszeit und wird schnell ubiquitinyliert und abgebaut. Durch die
Aktivierung mit Liganden wird die Ubiquitinylierung jedoch verhindert [77, 113].
Interessanterweise werden die Gene fir Ubiquitin-C durch PPAR-B/6 reguliert [114].
Neben natlrlichen und synthetischen Agonisten, wie geséttigten und ungesattigten
Fettsduren, Ombuin, GW0742 und GW1516, werden auch synthetische Antagonisten, wie
GSK0660, DG172 und PT-S58, eingesetzt, um die biologischen Funktionen von PPAR-
(/6 vollstandig zu verstehen [44, 115-117].

1.2.  Massenspektrometrische Grundlagen

Die Massenspektrometrie (MS) ist seit Ende der 1980er Jahre unersetzlich in der Analytik
von Proteinen und deren Komplexen [118, 119] und findet dartiberhinaus in allen
naturwissenschaftlichen Bereichen Anwendung. Dabei werden die organischen oder
anorganischen Analyten durch geeignete lonisationsverfahren in die Gasphase Uberfiihrt
und anhand ihres Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) detektiert. Eine grofle Anzahl an
lonisationsmethoden kann heutzutage angewendet werden, wobei diese in ,harte*
lonisationsmethoden, wie Elektronensto3ionisation (EI) und chemische lonisation (Cl),
und ,weiche* lonisationsmethoden, wie Elektrosprayionisation (ESI) und Matrix-
unterstitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI) eingeteilt werden [120]. In den letzten
Jahren wurden verschiedene lonisationsverfahren, wie Desorption Electrospray
lonization (DESI) [121] oder Direct Analysis in Real Time (DART) [122], entwickelt, um
Analyten ohne Probenvorbereitung analysieren zu koénnen. Durch die geringe
Probemenge und die Mdoglichkeit, auch auBerhalb des Labors schnelle und sichere
Ergebnisse zu produzieren, wird die Massenspektrometrie in Zukunft immer wichtiger flr
unseren Alltag werden, wie z.B. bei der Uberpriifung von Lebensmitteln oder der
Sprengstoffkontrolle an Flughafen [120, 123].
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Die beiden sanften lonisationsmethoden ESI und MALDI kamen in dieser Arbeit zur

Anwendung und werden im Folgenden néher erlautert.

1.2.1. lonisationstechniken

1.2.1.1. Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation

In den 1960er Jahren wurde die Grundlagentechnik der Laser-Desorption/lonisation
(LDI) entwickelt. Hiermit war es einfach kleine organische Molekile unter 2000 u zu
analysieren. Fur grolRere Biomolekile blieb es jedoch schwierig eindeutige
Massenspektren zu erhalten [124]. Die punktuell hohen Temperaturen und
lonisationsenergien erschwerten dabei die Analyse von leicht fragmentierbaren
Substanzen. In den 1980er Jahren wurde das Prinzip der LDI weiter zur Matrix-
unterstiitzten Laser-Desorption/lonisation (MALDI) optimiert [125-128]. Zur selben Zeit
wurde eine Methode aus der Kombination von flissiger Matrix plus ultrafeinem
Cobaltpulver entwickelt, die sich jedoch nicht durchsetzte [129-132]. Die Probe wird bei
MALDI mit einer geeigneten Matrix (1:1000-1:10000) auf einem metallischen
Probenteller kokristallisert und in die MALDI-Quelle uberfiihrt (Abbildung 5). Dabei
missen beim Kiristallisationsvorgang homogene Kristalle aus Matrix und Analyt
entstehen, um eine effektive lonisation zu ermdglichen. Fur die Probenpraparation
werden die Analyt- und Matrixlésungen in einem leicht flichtigen Losungsmittel oder
Losungsmittelgemisch entweder direkt auf dem Probenteller oder schon zuvor gemischt
und auf den Probenteller aufgetragen. Diese Methode nennt sich dried-droplet-
Préaparation. Die Matrices missen einen niedrigen Dampfdruck aufweisen, damit sie sich
im Vakuum der lonenquelle nicht verflichtigen und das Laserlicht ausreichend
absorbieren [133]. Als Matrices haben sich Sinapinséure [134], 2,5-Dihydoxybenzoeséure
(DHB) [135] und auch Kombinationen mit DHB als Hauptbestandteil, wie Super-DHB
[136], fir die Analyse von Proteinen durchgesetzt. Fiir Peptide hat sich hingegen a-
Cyano-4-hydroxyzimtsaure bewahrt [137]. Als Strahlungsquellen kommen in der MALDI
héufig UV-Laser, wie Stickstofflaser und Nd:Yag-Laser, zum Einsatz [120]. Diese
emittieren kurze Pulse von 3-10 ns, die bendtigt werden, um eine Abtragung der
Probenschicht aus Matrix- und Analytmolekilen zu gewahrleisten. Durch die kurzen
Intervalle beim Beschiefen der Probe in der MALDI-lonenquelle wird neben der
geringeren thermischen Belastung der Probe ein einheitlicher Startpunkt insbesondere fiir

den Flugzeitanalysator (Time-of-Flight, TOF) gewahrleistet (Abbildung 5). Zusammen
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mit einer Verzégerung des Anlegens der Beschleunigungsspannung, der Delayed-
Extraction-Methode, wird der Einfluss der lonenerzeugung auf das Auflésungsvermdgen
und die Massengenauigkeit verringert [120]. Der lonisationsvorgang ist immer noch
Bestandteil laufender Forschungsprojekte und bis heute nicht im Detail geklart. Durch
den Laserbeschuss werden die lonen und Neutralteilchen mittels Uberschallexpansion als
Desorptionswolke ins Vakuum der MALDI-Quelle desorbiert. Fir den Prozess der
lonenerzeugung selbst werden mehrere Mdglichkeiten diskutiert. Zum einen kann eine
direkte Ubertragung von Protonen auf die Analyten in der Gasphase stattfinden, zum
anderen konnen diese im Kiristall schon als lonenpaar vorliegen und gemeinsam
desorbiert werden, wodurch die Ladung (bertragen wird [120]. Des Weiteren kdnnen
durch Photoionisation in der Gasphase absorbierende Analyten direkt zu einem Anion-
bzw. Kationradikal ionisiert werden. Welcher Prozess den groRten Anteil ausmacht, hangt
vom jeweiligen Analyten und der Matrix ab [120]. Im Gegensatz zur Elektrospray-
lonisation (ESI) werden durch den MALDI-Prozess vorwiegend einfach geladene lonen
erhalten. Dies ist mit dem Lucky-Survivor-Modell erklarbar [133]. Das durch den
Laserbeschuss entstandene Plasma besteht sowohl aus einfach wie auch aus mehrfach
geladenen Kationen und Anionen. Je hoher eine Spezies geladen ist, desto schneller und
effektiver ist die Neutralisation infolge der Rekombination aus kationischen und
anionischen Plasmabestandteilen. Bei einfach geladenen Teilchen findet diese
Rekombination nur langsam statt, wodurch diese detektierbar sind [133]. Heutzutage ist
der MALDI-Prozess Standard in der bildgebenden Massenspektrometrie (MALDI-
Imaging) von Gewebeschnitten [138] und fur die Spezifizierung von Mikroorganismen
[139].

i @D
® —= @ @.% zum Analysator
® @
| EPH

\r\@':
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Beschleunigung der
lonen

Linse fiir
Laserlicht

UV-Laserpuls

Abbildung 5: Schema einer Laser-Desorptions-lonenguelle [120]
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1.2.1.2. Elektrospray-lonisation

Die ESI ist die am héufigsten in der Massenspektrometrie angewendete
lonisationsmethode, insbesondere fir Peptide und Proteine. Sie ist die erste Wahl fir die
Kopplung von Massenspektrometrie mit der Flissigkeitschromatographie (LC/MS) [120].
Die Analyten werden dabei unter Atmosphérendruck aus einem kontinuierlichen
Flussigkeitsstrom in die Gasphase Uberfihrt. Im Fall von hohermolekularen Analyten
entstehen durch den ESI-Prozess typischerweise mehrfach geladene lonen, wodurch die
m/z-Werte in einen fir die meisten Massenanalysatoren analysierbaren m/z-Bereich
(meist bis m/z 2000) verschoben werden. Die zugrunde liegenden Prinzipien der
Elektrospray-lonisation wurden schon 1917 von Zeleny [140] und 1964 von Taylor [141]
formuliert, bevor sie 1968 von der Arbeitsgruppe um Dole entwickelt wurde [142].
Jedoch hatte die Arbeitsgruppe Schwierigkeiten, die lonen der hochmolekularen
Polystyrole mit ihren Massenspektrometern nachzuweisen. John Fenn erkannte Ende der
1980er Jahre, dass sich Analyten mit einem Molekulargewicht von bis zu 2000 u mit
einem Quadrupol und einer geeigneten ESI-Quelle analysieren lassen [143]. Entscheidend
fir die Uberfuhrung der Aerosoltropfchen aus der Atmosphare in das Vakuum des
Massenspektrometers ist Energiezufuhr in Form von Warme. Dadurch wird das
Ausfrieren der Tropfchen unter der adiabatischen Expansion verhindert. Die von Fenn
entwickelte ESI-Quelle ist in Abbildung 6 dargestellt. Dabei wird unter Normalfluss (5-
20 pl/min) die Probenlésung Uber eine Spriihkapillare, an der ein Potenzial von 3-4 kV
anliegt, unter Atmosphérendruck verspriht. Als Alternative zu einem heil3en,
gegengerichteten Stickstoffstrom ist auch eine beheizbare Kapillare zur Verdampfung des
Losungsmittels moglich. Uber eine kurze Transferkapillare gelangt ein kleiner Anteil des
versprihten Materials in die erste Pumpstufe (ca. 1 mbar). Das Gas breitet sich in einer
Uberschallexpansion frei aus und gelangt iiber den Skimmer in das Hochvakuum des
Massenspektrometers (ca 10°-10"° mbar) [120].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der ESI-Quelle entwickelt von Fenn (aus [120]
nach [143])

Bei Verwendung einer engeren Spriihkapillare aus Borosilikatglas mit einem Volumen
von wenigen Mikrolitern und einer Spitzendffnung mit einem Durchmesser von 1-4 um,
kann sich ein stabiles Elektrospray schon bei Flussgeschwindigkeiten von 20-50 nl/min
realisieren lassen (Nano-ESI) [144]. Bei der Nano-ESI entstehen Tropfchen mit einem
100-1000-fach Kkleineren Volumen im Vergleich zur Normalfluss-ESI. Unter Nano-ESI-
Bedingungen ist es ebenfalls mdglich, hochpolare Losungsmittel, wie Wasser, zu
verwenden. Zusétzlich ist der Probenverbrauch extrem niedrig und Puffersalze werden
besser toleriert als bei der konventionellen ESI [145]. Die angelegte Spannung an die
Spriihkapillare ist mit 0,7-1,2 kV ebenfalls geringer als bei der Normalfluss-ESI.
Entscheidend fir Nano-ESI ist die Entstehung eines breiten Konusstrahls, dem
sogenannten Taylor-Konus [141] (Abbildung 7), der aus geladenen Mikrotropfchen
besteht. Daflr mussen experimentelle Parameter, wie Polaritdt des Ldsungsmittels,
Probenkonzentration und Sprihspannung optimiert werden. So kann zum Beispiel eine zu
hohe Spruhspannung durch tbermaRig breite Streuung der Mikrotrépfchen zu einem
Probenverlust fihren und durch elektrische Entladungen die Kapillarspitze und die
Geréteelektronik beschadigen [120].
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Taylor-Konus

Kapillarspitze

Abbildung 7: Elektrospray aus einer Nano-ESI-Kapillare mit Bildung des Taylor-Konus
[120].

Im Gegensatz zu anderen lonisationsmethoden, wie MALDI, missen in der Ldsung
Analytionen vorherrschen, da lonen beim ESI-Prozess nicht aktiv gebildet werden. Die
lonenbildung kann durch einen dreistufigen Prozess aus Erzeugung des elektrisch
geladenen Sprays, Verkleinerung der TropfchengroBe wund die vollstandige
Desolvatisierung der lonen beschrieben werden. Durch eine angelegte Kapillarspannung
werden die geladenen Teilchen in der Lésung getrennt. Je nachdem, ob die Kapillare als
Anode oder Kathode und das Massenspektrometer als Gegenpart fungiert, wandern die
lonen entweder Richtung Massenspektrometer oder Kapillarwand. An der Offnung der
Kapillare wird der Flussigkeitsstrom einem elektrischen Feld ausgesetzt, was zur
Verformung des Flissigkeitsstroms zum  Taylor-Konus, fihrt.  Wenn die
Oberflachenspannung durch die elektrostatischen Kréfte tberwunden ist, emittiert von der
Spitze, dem Punkt mit der hochsten Ladungsdichte, ein Flussigkeitsstrahl in Richtung
Massenspektrometer. Dieser ist nicht stabil und zerféllt in Mikrotropfchen. Durch
Coulomb-AbstoBungen driften diese rasch auseinander, wodurch ein feines Spray entsteht
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Taylor-Konusbildung, lonenemission und

dem Zerfall in ein feines Spray [146].

Fir den Prozess der feinen Tropfchenbildung nahm man urspriinglich an, dass durch
Coulomb-Explosionen  die  Mikrotropfchen  immer  kleiner werden.  Neuere
Untersuchungen mittels Blitzlicht-Mikrofotografie zeigen, dass sich feine Mikrotropfchen
von groReren Tropfchen abstoRen [146, 147]. Dies geschieht am verjlingten Ende des
Tropfchens, welches wahrend des Fluges deformiert wird. Dadurch ist die Ladungsdichte
auf der Oberflache nicht homogen verteilt, wodurch am Rayleigh-Limit [148], wenn die
elektrostatische AbstoRung die Oberflachenspannung Ubersteigt, kleine Tropfchen als
Tropfchen-Ableger abgesondert werden. Diese Trépfchen-Ableger besitzen nur 1-2% der
Masse, aber 10-18% der Ladung des Vorlaufertropfchens [147]. Fur die Freisetzung der
lonen aus den geladenen Mikrotropfchen gibt es zwei Modelle. Das Modell des
geladenen Rickstands (charged residue model) geht davon aus, dass es nach Verdampfen
der Losungsmittelmolekile zu einer vollstandigen Desolvatisierung der Analytmolekiile
kommt und auf diese die verbliebenen Ladungen des Mikrotropfchens tbertragen werden
[120, 142, 149]. Das zweite, etwas neuere Modell der lonenverdampfung (ion
evaporation model) beschreibt die Bildung von desolvatisierten lonen durch direkte
Verdampfung von der Oberflache des hochgeladenen Mikrotrépfchens [150, 151]. Der
letzte Schritt der Freisetzung von lonen bei ESI wird weiterhin diskutiert [147, 150].

1.2.2. Massenanalysatoren
Die in dieser Arbeit verwendeten (Hybrid-)Massenspektrometer enthalten

unterschiedliche Massenanalysatoren, die im Weiteren néher erlautert werden.
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1.2.2.1. Der Flugzeit-Massenanalysator

Schon 1946 wurde der erste Flugzeit-Massenanalysator (time-of-flight, TOF) konstruiert
[152]. In einem TOF-Analysator werden die lonen mit unterschiedlichen m/z-Werten in
einer feldfreien Driftstrecke zeitlich voneinander getrennt. Dabei erreichen leichtere
lonen den Detektor friher als schwerere lonen. Dafiir ist eine pulsierende
lonisationsmethode, wie MALDI (1.2.1.1), hervorragend geeignet, da diese durch den
Laserpuls einen einheitlichen Startpunkt ermdglicht. Die Kopplung der MALDI mit dem
TOF-Analysator erzeugte eine groBe Nachfrage an leistungsfahigeren TOF-
Massenspektrometern, um lonen mit sehr hohen Massen (theoretisch unbegrenzt [153,
154]) analysieren zu konnen. Nach Erzeugung der lonen werden diese durch eine
angelegte Spannung U beschleunigt. Dieser Zusammenhang der elektrischen und
kinetischen Energie ist in Gleichung | dargestellt. Ist die Lange des Flugrohres bekannt,
kann Uber die Bestimmung der Flugzeit t von lonen in einer feldfreien Umgebung bei
konstanter Geschwindigkeit v Uber die Strecke s ihr m/z-Wert bestimmt werden
(Gleichung 1 und I1).

1
Eel =ezU = Emivz = Ekin

Gleichung I: Zusammenhang der potentiellen Energie E¢ und der kinetischen Energie Egin
eines geladenen Teilchens im elektrischen Feld.
m; 2eUt?

z 52
Gleichung II: Beziehung des m/z-Wertes (m: Masse des lons, z: Ladung) eines lons und

den Gerateparametern der Strecke s, der Spannung U und dem experimentellen Zeitwert t.

In dieser Arbeit kam das zur neueren Generation von MALDI-TOF-Geréten gehdrende
Ultraflex 11l MALDI-TOF/TOF-Gerét der Firma Bruker Daltonik zum Einsatz. Die durch
den MALDI-Prozess entstehenden lonen besitzen vor ihrer Beschleunigung in der
Gasphase  unterschiedliche  Startpunkte,  Startzeiten, = Anfangsenergien  und
Bewegungsrichtungen [155]. Um den dadurch bedingten Auflésungsverlust zu
kompensieren, wird in den neueren Geréten eine hohe Beschleunigungsspannung (10-30
kV) angelegt, die Extraktion der lonen um 200 ns vor der Beschleunigung verzogert
(delayed extraction) [156, 157], eine zweistufige Beschleunigungsquelle zum Ausgleich
anfanglicher Energieverteilungen verwendet [158] und ein hohes Vakuum (10" mbar) im
Massenspektrometer angelegt [159]. Zudem ist es mdglich, die lonen in dem 1994
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entwickelten Reflektron [160] zu fokussieren (Abbildung 9). Dabei fungiert das
Reflektron als lonenspiegel, so dass lonen mit gleichem m/z-Wert, aber unterschiedlichen
kinetischen Energien gemeinsam am Reflektron-Detektor ankommen. Das Reflektron
besteht aus ringformigen Elektroden, an denen das 1,05 bis 1,10-fache der
Beschleunigungsspannung angelegt wird. Die lonen dringen in das Feld des Reflektrons
ein, verlieren dabei ihre kinetische Energie und werden in entgegengesetzter Richtung aus
dem Reflektron ausgeworfen. lonen mit hoheren kinetischen Energien dringen tiefer und
langer ins Feld des Reflektrons ein als lonen mit niedrigeren kinetischen Energien.
Dadurch wird die Flugzeit von lonen mit gleichen m/z-Werten, aber unterschiedlichen
kinetischen Energien, korrigiert und die Auflésung des Massenspektrometers deutlich
verbessert [155, 161]. Das Reflektron befindet sich hinter der feldfreien Driftregion und
vor einem Detektor, wodurch nach Abschaltung der Reflektronspannung das
Massenspektrometer auch im linearen Modus betrieben werden kann (Abbildung 9).

Proben- L
triiger g Reflektron

|
| — )

- Of’_’_";ﬂ:—f
‘-——
U hdhere E,;, \
Reflektron- L
S —
. o v detektor = 1. e
Beschleunigung Driftstrecke Reflektron Detektor

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines TOF-Analysators mit Reflektron [120].

1.2.2.2. Der Quadrupol-Analysator

Der Quadrupol-Analysator eignet sich sowohl als Massenfilter als auch als
Kollisionszelle, Massenanalysator und lonentransferoptik [120]. Der prinzipielle Aufbau
ist in Abbildung 10 dargestellt. So besteht der Quadrupol-Analysator aus vier
hyperbolisch oder zylindrisch geformten Stabelektroden, die quadratisch angeordnet sind.
Dabei haben die Stabe einen Durchmesser von 10-20 mm und eine Lange von 15-25 cm.
Die jeweils gegenuberliegenden Stabe werden auf dem gleichen Potenzial gehalten,

welches sich aus einer Gleichstrom- und Wechselstromkomponente zusammensetzt. Die
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auf die lonen einwirkenden abstoRenden und anziehenden Krafte in x- und y-Richtung

wechseln sich zeitlich ab.

& v Z
-(U + Vcoswt) / ) //
g an

Abbildung 10: Schematischer Aufbau eines linearen Quadrupol-Analysators [120].

Mit Hilfe der Mathieu-Gleichung kann das Quadrupolfeld erklart werden, durch das sich
die lonen hindurch bewegen [120]. Bei einer ganz bestimmten Radiofrequenzspannung
und Gleichstromspannung konnen nur lonen mit bestimmten m/z-Werten bzw. m/z-
Bereichen durch den Quadrupol in z-Richtung oszillieren. Alle anderen lonen und
Neutralteilchen werden entweder aus dem Quadrupol geschleudert oder prallen an die
Elektrodenstdbe. Die dabei angelegte Radiofrequenz liegt im Bereich zwischen 1-4 MHz
und die Spannungen bei 100-2000 V. Wird die Gleichstromspannung auf Null gesetzt,
wird der gesamte lonenstrom in einem breiten m/z-Bereich durch den Quadrupol geleitet.
Dank dieser Eigenschaft werden Quadrupole nicht nur als Massenfilter genutzt, sondern
eignen sich hervorragend als lonentransferoptiken und Kollisionszellen, wie in den in

dieser Arbeit verwendeten Hybrid-Massenspektrometern [162].

1.2.2.3. Die lineare lonenfalle

Ein Quadrupol-Analysator kann, wie unter 1.2.2.2 beschrieben, als lonentransferoptik
dienen. Wird der Quadrupol-Analysator unter maRigem Vakuum von 107 bis 10 mbar
gehalten, findet im Inneren durch die Gegenwart eines Puffergases, wie Stickstoff, eine
StoRkihlung statt, die die lonenbewegung dampft und die Transmission erhéht [120,
163]. Positioniert man nun am Ende des Quadrupols zwei Elektroden mit etwas héheren
Potenzialen, kénnen die lonen im Inneren des Quadrupols eingefangen werden. Somit
spricht man nicht mehr von linearen Quadrupol-Analysatoren, sondern von linearen
lonenfallen (LIT). Urspringlich wurden LITs entwickelt, um lonen zu sammeln, bevor

sie als lonenpaket einem geeigneten Massenanalysator, wie dem TOF-Analysator,
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zugefihrt wurden [164]. Inzwischen werden sie nicht nur zur Akkumulation und
StoRRkihlung verwendet, sondern durch axiale bzw. radiale lonenanregung zum Scannen
der lonenpakete oder zur Auswahl von Vorlauferionen fur die Tandem-MS [165]. Die in
dieser Arbeit verwendeten Hybridgerdte enthalten eine segmentierte lineare lonenfalle
(Abbildung 11). Dabei besteht die LIT aus einem Quadrupol mit hyperbolischen
Elektrodenstdben, die in drei Segmente unterteilt sind. Das mittlere Segment ist das
groRte von den drei Segmenten und dient der lonenspeicherung, wohingegen die beiden
anderen Segmente zum Einfangen der lonen dienen. Die lonen konnen anschlie3end
entweder axial oder radial ausgeworfen werden. Beim axialen Auswurf wird an die
aulleren Segmente eine Wechselspannung angelegt, wodurch die lonen die LIT axial in z-
Richtung verlassen. Stimmt dabei die angelegte Wechselspannung mit der radialen
Sékularfrequenz der lonen Uberein, werden lonen eines bestimmten m/z-Verhaltnisses
bzw. Bereichs aus der LIT ausgeworfen [166]. Der radiale Auswurf von lonen wird durch
zwei Schlitze in einem Paar der gegeniberliegenden Stadbe und eine zuséatzliche
Zweiphasenwechselspannung an den x-Stében realisiert. Durch diese zusétzlich angelegte
Wechselspannung ist es mdglich, bestimmte lonen anhand ihrer m/z-Verhaltnisse radial
aus der LIT durch die Schlitze auf einen Sekundéarelektronenvervielfacher (SEV) zu
leiten. In modernen Gerdten befindet sich an beiden Seiten ein Detektor, um die
Sensitivitat zu erhohen [165].

mittleres Segment
mit modifizierter Elektrode

hinteres
Segment

'Spalt fur Austritt

der lonen zum SEV
vorderes

Segment

Abbildung 11: Darstellung einer segmentierten linearen lonenfalle [120]

1.2.2.4. Der Orbitrap-Massenanalysator

Der 2005 von der Firma Thermo Fisher Scientific auf den Markt gebrachte und von
Alexander Makarov entwickelte Orbitrap-Massenanalysator gewéhrleistet eine hohe
Auflosung, sowie eine exakte Massenbestimmung der Analyten. Er ist eine

Weiterentwicklung der 1923 entwickelten Kingdon-Falle [167] und deren Verbesserung
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durch Kbnight, in der lonen zwar einem Detektor zugeschickt, jedoch keine m/z-
Verhéltnisse ermittelt werden konnten. Er besteht aus einer zylindrischen
Zentralelektrode, die von einer zweiteiligen fassformigen Elektrode umgeben ist
(Abbildung 12) [168]. Wird an die Zentralelektrode ein Potenzial angelegt und werden
die lonen tangential eingeleitet, oszillieren diese in z-Richtung um die Zentralelektrode.
Dies wird durch ein exakt definiertes Quadrupolfeld der lonenfalle und dem
logarithmischen Feld des aus zwei Teilen bestehenden zylindrischen Kondensators
gewahrleistet [169]. Der durch die lonen erzeugte Bildstrom wird gemessen und die m/z-
Werte der einzelnen lonen konnen anschlieBend mittels Fourier-Transformation des
Transienten berechnet werden (Abbildung 12). Dabei verhalt sich die axiale
Schwingungsfrequenz (w;) umgekehrt proportional zur Wurzel aus Ladung (q) zu Masse
(mi) (Gleichung IlI). Die Feldkrimmung (k) ist hingegen unabhdngig von der
Tangentialgeschwindigkeit und der rdumlichen Verteilung der lonen in der Orbitrap,

wodurch die axiale Schwingung nur vom m/z Verhéltnis der lonen abhangt [170].

Abbildung 12: Schnitt durch einen Orbitrap-Analysator. Die lonen oszillieren in z-
Richtung um die Zentralelektrode (a). Die Auflenelektrode (b) ist durch einen
Keramikring (c) in zwei Halften geteilt. Der von den oszillierenden lonen erzeugte
Bildstrom wird mittels Fourier-Transformation anhand Gleichung Il in m/z-Werte

umgerechnet.

o o)
m;

Gleichung I11

Der loneneinlass und Hochvakuum in der Orbitrap sind von entscheidender Bedeutung,
um sie als Massenanalysator nutzen zu kénnen. Dabei hat sich ein C-férmig gekrimmter

RF-Quadrupol bewahrt, der als C-Trap (Curved Trap) bezeichnet wird. In der C-Trap
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werden die lonen akkumuliert und durch Stof3kiihlung mit Stickstoff verlangsamt. Durch
kurze Hochspannungsimpulse von einigen hundert Nanosekunden werden die
verlangsamten lonen aus der C-Trap in die Orbitrap ausgestol3en. Die C-Trap fungiert
dabei wie eine konvexe Linse, wobei die duReren Elektroden die lonen schieben und die
inneren Elektroden diese ziehen. Uber elektrostatische Linsen werden die lonen weiter
gebundelt und in die Orbitrap Uberfuhrt. Durch die an die Zentralelektrode angelegte
Spannung werden die lonen in der Orbitrap eingefangen (Abbildung 13)[120].

C-Trap
/ N
Linsen N
\
\

4 Aﬁlenker

auBere Elektrode 1

duBere Elektrode 2

Abbildung 13: Einlass von lonen aus der C-Trap Uber elektrostatische Linsen in den
Orbitrap-Analysator [120].

1.2.3. Die Hybridmassenspektrometer LTQ-Orbitrap-XL und Orbitrap Fusion
Tribrid
Im Laufe der Zeit wurde ersichtlich, dass ein einzelner Massenanalysator im Geréat fir
bestimmte Applikationen oft nicht ausreicht. Es wurden Hybridgerate entwickelt, die
verschiedene Massenanalysatoren fiir verschiedene Applikationen enthalten. Die in dieser
Arbeit verwendeten Hybridgerate LTQ-Orbitrap-XL und Orbitrap Fusion Tribrid der
Firma Thermo Fisher Scientific bestehen aus einem Orbitrap-Analysator und einer
linearen lonenfalle (LIT). Eine der friheren Hybridgerate ist das LTQ-Orbitrap-XL-
Massenspektrometer (Abbildung 14). Die mittels (Nano)-ESI gebildeten lonen werden
durch eine beheizte Transferkapillare in das Hybridgerat injiziert. Uber Transferlinsen,
den Skimmer, und einen Oktopol werden die lonen in die lineare lonenfalle (Bezeichnung
LTQ von Thermo Fisher Scientific) transferiert. Hier kdnnen die lonen entweder direkt
oder nach StolRgasfragmentierung mittels kollisioninduzierter Dissoziation (Collision-
Induced Dissociation, CID) (1.2.4) niederaufgeldst, aber sehr sensitiv analysiert werden.
Alternativ kénnen die lonen tber einen weiteren Quadrupol in die C-Trap transferiert und

von dort in den Orbitrap-Analysator zur hochgenauen Massenbestimmung weitergeleitet
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werden. Neben der Fragmentierung mittels CID ist es ebenfalls moglich, die lonen in der
Kollisionszelle nach der C-Trap mittels Higher Energy Collision-Induced Dissociation
(HCD) zu fragmentieren. HCD generiert &hnliche Fragmentionen wie CID, jedoch
mehrere interne Fragmente, und die entstehenden Fragmentionen kdnnen aufgrund des

Aufbaus der LTQ-Orbitrap-XL nur in der Orbitrap analysiert werden.

Electrospray lon Source LTQ Linear lon Trap C-Trap  HCD Collision Cell

N Pt

O

ﬁ- =="
Orbitrap /.K_
Mass Analyzer
¥ \ / ﬂ

Abbildung 14: Schema des LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometers

(planetorbitrap.com).

In einem der neusten Hybridgerédte, dem Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer
(Abbildung 15), wurde der Aufbau veréndert, sodass nach jeder Fragmentierungsart die
Fragmentionen entweder in der LIT oder in der Orbitrap analysiert werden kénnen. Um
eine bessere Uberleitung und eine hohere Ausbeute der lonen zu gewahrleisten, wurde
der Skimmer gegen eine Ansammlung an Linsen, der S-Lens, ausgetauscht. Ein sich
anschlieBender gekrimmter Quadrupol verhindert die Weiterleitung und damit
Verschmutzung der Massenanalysatoren durch Neutralteilchen, da diese gegen die Stabe
prallen. Die zweigeteilte LIT befindet sich in diesem Massenspektrometer hinter der
Kollisionszelle fir HCD, dem lon Routing Multipole, wodurch auch bei HCD eine
Analyse der Fragmentionen in der LIT mdglich ist. In der zweigeteilten LIT (Hoch- und
Niederdruckbereich) findet in der Hochdruckkammer die Fragmentierung mittels CID
und Elektrontransferdissoziation (ETD) (1.2.4) statt, wobei in der Niederdruckkammer
die Fragmentionen analysiert werden. Dadurch erhoht sich die Sensitivitat der LIT. Die
lonen kénnen auch, wie im LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer, iber die C-Trap in
die Orbitrap transferiert und analysiert werden. Der sogenannte Ultra-High-Field-
Orbitrap-Massenanalysator der neuen Generation ist kompakter und erméglicht héhere
Scanraten (bis zu 20 Hz) als in der LTQ-Orbitrap-XL (Scanrate bis zu 1 Hz). Dieser neue

Orbitrap-Massenanalysator kann bei der Aufnahme von Massenspektren eine maximale
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Auflésung von 480.000 bei m/z 200 erreichen. Der Orbitrap-Massenanalysator in der
LTQ-Orbitrap-XL erreicht dagegen eine maximale Auflésung von 100.000 bei m/z 400.
Es sollte jedoch beachtet werden, dass die beiden maximalen Auflésungen nicht
vollstandig verglichen werden konnen, da sie sich auf unterschiedliche m/z-Werte

beziehen.
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Orbitrap Mass Analyzer Linear lon Trap @ O
@3 O
O oS
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L= ) 2
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Abbildung 15: Schema des Orbitrap Fusion  Tribrid-Massenspektrometers

(planetorbitrap.com)

1.2.4. Fragmentierungsmethoden

Durch die in dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometer, insbesondere der
Hybridgerate, konnte eine Vielzahl an Fragmentierungsmethoden fir die Analyse von
quervernetzten Peptiden herangezogen werden. Durch die Kollisionsinduzierten
Fragmentierungsmethoden (CID und HCD) wird die schwachste Bindung im Molekidl
gebrochen. Bei den in dieser Arbeit analysierten Peptiden und Quervernetzungsprodukten
ist dies die Peptidbindung. Dadurch entstehen charakteristische lonen abhangig davon, ob
die Ladung am C- oder N-Terminus des fragmentierten Peptids verbleibt (Abbildung 16)
[171, 172].
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Abbildung 16: Nomenklatur der Fragmentionen quervernetzter Peptide nach Roepstorff

und Schilling [171, 172].

In den Hybridgerdten findet die Fragmentierung mit CID durch Zusammenstofie mit
Stickstoff in der LIT statt. Dadurch entstehen charakteristische b- und y-Fragmentionen.
Nutzt man HCD, z.B. im lon Routing Multipole des Orbitrap Fusion Tribrid-
Massenspektrometers (Abbildung 15), entstehen neben b- und y-lonen, auch a-lonen und
interne Fragmente. Trotz der héheren verwendeten Energien ist es mit HCD mdglich,
posttranslationale Modifikationen, wie Phosphorylierungen, zu analysieren, da deren
Bindungen zum Peptid bei dieser Fragmentierung intakt bleiben [173]. In dem Orbitrap
Fusion Tribrid-Massenspektrometer ist durch eine mit Fluoranthen geflllte Kammer
hinter der S-Lens die Fragmentierung mittels ETD mdglich. Dabei 0bertragt das
Fluoranthenradikal nach Sublimierung seinen radikalischen Charakter auf die Peptide der
Probe. Dies geschieht im Hochdruckbereich der zweigeteilten LIT (Abbildung 15). Durch
Umlagerung kénnen unabhéngig von der Bindungsenergie verschiedene Bindungsbriiche
stattfinden. Dadurch entstehen z- und c- lonen durch Spaltung der N-Ca-Bindung. In dem
Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer ist es ebenfalls méglich, ETD mit einer der
kollisionsinduzierten Fragmentierungsmethoden zu kombinieren. Dabei findet als Erstes
die Fragmentierung mittels ETD in der LTQ statt. Anschliefend wird entweder CID in
der LTQ mittels Stol3gas durchgefiihrt (ETciD) oder das lonenpaket wird in den lon
Routing Multipole geleitet und dort mittels HCD fragmentiert (EThcD). Durch die

anschlieBende kollisionsinduzierte Fragmentierung werden einerseits die durch nicht-
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kovalente Wechselwirkungen aneinanderhaftenden lonen getrennt, anderenseits werden
aus vorhandenen Vorlauferionen die typischen kollisionsinduzierten Fragmentionen
gebildet [174].

1.3. Proteinstrukturuntersuchungen mittels chemischer Quervernetzung und
Massenspektrometrie
Fur die physiologischen Funktionen von Proteinen und deren Komplexen mit
Interaktionspartnern sind deren dreidimensionale Strukturen entscheidend [175]. Um die
3D-Strukturen von Proteinen und deren Komplexen aufzuklaren, werden hauptséchlich
die beiden Methoden NMR-Spektroskopie und Rontgenkristallographie eingesetzt, da sie
zu hochaufgeldsten Strukturmodellen fuhren. Der Nachteil beider Methoden ist die
bendtigte Proteinmenge, meist im mg-Bereich, und die oft nicht physiologischen
Bedingungen, unter denen die Strukturdaten erhalten werden. Als Alternative hat sich
daher seit einigen Jahren die chemische Quervernetzung kombiniert mit
Massenspektrometrie (MS) etabliert. Dabei werden geringe Proteinmengen im attomol-
bis femtomol-Bereich bendtigt und es besteht die Mdglichkeit, unter physiologischen
Bedingungen  zu  arbeiten. Die durch die  Quervernetzung erhaltenen
Distanzbeschrankungen kénnen anschlieBend zur computergestiitzten Modellierung von
Proteinstrukturen vewendet werden. So konnten die ersten Strukturvorschldge des
Komplexes zwischen dem Formiat-Kanal A (Formate Channel A, FocA) und der
Pyruvat-Formiat-Lyase  (Pyruvate Formate Lyase, PfIB) anhand chemischer
Quervernetzung erstellt werden [176]. Ebenso wurde die Struktur des 1 MDa TCP-1 Ring
Compex/ Chaperonin Containing TCP-1 (TRiC/CCT)-Chaperon-Komplex mittels
chemischer Quervernetzung und MS aufgeklart [177]. Anhand dieses Beispiels ist
ersichtlich, dass die GroRe des zu untersuchenden Proteinkomplexes theoretisch
unbegrenzt ist, da der quervernetzte Komplex proteolytisch gespalten wird und die
Peptide mittels MS analysiert werden. Die niederaufgel6sten Strukturdaten kénnen zur
Verifizierung von bekannten hochaufgelosten Strukturdaten bzw. als Grundlage fir
Modelling-Studien verwendet werden. Zudem ist es maoglich, Bindungsstudien von

Liganden an ihren Rezeptoren durchzufihren, wie in dieser Arbeit gezeigt wird.

Bei der chemischen Quervernetzung wird ein Protein oder Proteinkomplex mit einem

Quervernetzungsreagenz definierter Reaktivitat vernetzt. Dadurch werden bestimmte
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funktionelle Gruppen von Aminoséuren in einem Protein bzw. Proteinkomplex durch das
Reagenz kovalent miteinander verkniipft. Die Quervernetzungsprodukte werden anhand
der top-down- oder bottom-up-Methode analysiert (Abbildung 17). Bei der top-down-
Strategie wird das intakte, vernetzte Protein in die Gasphase tberfiihrt und anschlieRend
werden bestimmte Ladungszustdnde isoliert und fragmentiert [178]. Dies setzt
leistungsfahige Massenspektrometer voraus, die sowohl durch eine hohe Auflésung die
teils hochgeladenen Spezies voneinander trennen, als auch die sehr grof3en Proteinionen
effektiv in die Gasphase und den Massenanalysator transferieren kdnnen. Ein weiteres
Problem besteht in der oft ineffektiven Fragmentierung mittels CID bei komplexeren
Molekilen, wodurch oft nur geringe Sequenzinformationen gewonnen werden. Die
Entwicklung des Orbitrap-Massenanaylsators und der Fragmentierungsmethode ETD
machte die top-down-Methode, die fruher den Anwendern von FTICR (Fourier
Transformation-lonenzyklotronresonanz)-Gerédten vorenthalten war, fir eine breitere
Gruppe an Nutzern anwendbar [178].

Bei der wesentlich hdufiger verwendeten bottom-up-Strategie [118] wird das
quervernetzte Protein bzw. der Proteinkomplex direkt in Losung gespalten oder zundchst
mittels eindimensionaler Gelelektrophorese getrennt, anschlieBend entsprechende
Gelbanden ausgeschnitten und die darin enthaltenen Proteine mit einer geeigneten
Protease in Peptide gespalten. Im Laufe der Jahre hat sich die Protease Trypsin, die C-
terminal nach Lysinen und Argininen spaltet, etabliert. Die C-terminal am Peptid
stehende basische Aminosdaure gewdhrleistet eine positive Ladung fur die weitere
Analyse. Das heterogene Peptidgemisch wird, bevor es in der lonenquelle ionisiert und
im Massenspektrometer analysiert wird, mittels LC getrennt. Die erhaltenen
Massenspektren werden mittels einer geeigneten Software einer Datenbankanalyse
unterworfen. Dabei wird eine Massenbibliothek aus den theoretischen Peptidmassen, die
durch die Spaltung mit der Protease entstehen kdnnen, erstellt und mit den Daten der

Analyse verglichen.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der top-down- (links) und der bottom-up-

Strategie (rechts).
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1.3.1. Chemische Quervernetzungsreagenzien

Die ersten Quervernetzungsreaktionen wurden meist mit kleinen chemischen Reagenzien,
wie Formaldehyd oder Glutaraldehyd durchgefiihrt, was jedoch schlecht kontrollierbar
war [179]. Mitterweile wird die Reaktion mit Formaldehyd und Glutaraldehyd wieder
genutzt, um Proteine und deren Komplexe in lebenden Zellen mit anschliefender
massenspektrometrischer Analyse zu untersuchen [179, 180]. Die Entwicklung der
Kombination aus Quervernetzung und MS fur die Proteinstrukturanalyse fiihrte in den
letzten Jahren zur Synthese einer Vielzahl an Quervernetzungsreagenzien, von denen
etliche kommerziell erhéltlich sind. Die Reagenzien vernetzen unterschiedliche
funktionelle Gruppen in Aminosauren [118]. Die Spacer der Reagenzien sind
unterschiedlich lang, wodurch sich der Uberbriickbare Ca-Ca-Abstand zwischen den
vernetzten Aminosduren unterscheidet. Allgemein koénnen bei einer chemischen
Quervernetzungsreaktion drei unterschiedliche Quervernetzungsprodukte entstehen
(Abbildung 18). Als hydrolysierte Produkte (Typ 0-Cross-link; Nomenklatur nach
Schilling et al. [172]) bezeichnet man Peptide, die zwar mit dem Reagenz reagiert haben,
jedoch nicht quervernetzt wurden, da das Reagenz anstatt mit einer zweiten Aminosaure
mit Wasser reagiert hat. Die hydrolysierten Produkte eignen sich zur Bestimmung der
Zuganglichkeit bestimmter Aminoséuren fir das Reagenz bzw. zur Analyse der
Oberflachenstruktur von Proteinen [181]. Wenn beide reaktiven Funktionen mit
Seitenketten der Aminosduren reagieren, konnen intra- (Typ-1) und interpeptidale (Typ-
2) Quervernetzungsprodukte entstehen. Bei intrapetidalen (Typ-1) Produkten befindet
sich das Quervernetzungsprodukt innerhalb eines Peptides, was oft nur geringe
Strukturinformationen beinhaltet. Die hochste Aussagekraft haben interpeptidale (Typ-2)
Produkte. Hier werden zwei unterschiedliche Peptide innerhalb eines Proteins oder

Proteinkomplexes miteinander verknipft (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der drei moglichen Quervernetzungsprodukte
einer Quervernetzungsreaktion nach proteolytischer Spaltung (Nomenklatur nach
Schilling et al [172]).

In dieser Arbeit wurden verschiedene Quervernetzungsreagenzien und modifizierte
Aminosduren fur die chemischen Quervernetzungsreaktionen verwendet, die im Weiteren

erlautert werden.

1.3.1.1. Homobifunktionelle Reagenzien

Bei den homobifunktionellen Reagenzien handelt es sich um Molekile mit zwei
identischen  funktionenellen  Gruppen. Das in dieser Arbeit verwendete
Bis(sulfosuccinimidyl)-Glutarat (BS2G) besitzt zwei N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Ester,
die mit Aminogruppen der Lysine und dem N-Terminus in Proteinen zu einer kovalenten
Amidfunktion reagieren kénnen (Abbildung 19). Gleichzeitig sind Hydroxidfunktionen
von Serinen, Threoninen und Tyrosinen in den Proteinen der Reaktion zugéanglich, jedoch
in geringerem Ausmal [182]. BS2G vernetzt dabei Aminosduren mit einem Ca-Co-
Abstand von bis zu 27 A [183, 184]. Mit Hilfe dieses Reagenzes konnten im p53-
Tetramer Strukturdaten der intrinsisch ungeordneten Regionen gewonnen und SO
Strukturen erstellt werden [185]. Aufgrund der beiden Sulfosuccinimidyl-Reste ist BS2G
wasserloslich und eignet sich daher, um cytosolische Proteine und Proteinkomplexe

strukturell zu untersuchen.
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Abbildung 19: Quervernetzungsreaktion von BS2G mit zwei Aminfunktionen (z.B. in

Lysinen) zu einem Quervernetzungsprodukt.

Ein weiterer Vertreter der homobifunktionellen Reagenzien ist der MS-spaltbare ,,Urea-
Linker (BuUrBu) [186]. Dieser besitzt ebenfalls zwei NHS-Ester, jedoch besteht der
Spacer zwischen den beiden funktionellen Gruppen nicht aus einer Kohlenstoffkette wie
bei BS?G, sondern enthdlt eine zentrale Harnstoffeinheit. Durch kollisionsinduzierte
Fragmentierungsmethoden wird eine spezifische Spaltung an der Harnstoffgruppe
induziert. Durch diese charakteristischen Fragmentionen ist eine automatische
Datenanalyse theoretisch mdglich. Dabei handelt es sich um Fragmente mit y-
Aminobutterséure (Bu)- bzw. einer Isocyano-y-Aminobuttersaure (BuUr)-Modifikation
(Abbildung 20), die sich um 26 Da unterscheiden.
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Abbildung 20: Quervernetzungsreaktion von Urea-Linker mit zwei Aminfunktionen (A)
und anschlieRender Fragmentierung (B) zu den charakteristischen Fragmentionen mit

BuUr- und Bu-Modifikation.

Suberinsdure-1,8-Dihydrazid (SDH) gehort ebenfalls zu den homobifunktionellen

Reagenzien, besitzt jedoch im Gegensatz zu BS2G und BuUrBu zwei Hydrazidfunktionen
34
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(Abbildung 21). Mit dieser Art von Quervernetzungsreagenzien werden mit Hilfe von 4-
(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-Methylmorpholiniumchlorid (DMTMM) (1.3.1.3)
bei neutralem pH-Wert Carboxylfunktionen zur Reaktion gebracht. Dies konnte erstmals
fur den TRiC/CCT-Chaperonkomplex und das 26S-Proteasom gezeigt werden [187].

0

0
R T
0N _NH NH/NHz DMTMM  2x J\ R
2 OH_ ! NI

0
Abbildung 21: Quervernetzungsreaktion von SDH mit DMTMM als Katalysator.

1.3.1.2. Heterobifunktionelle Quervernetzungsreagenzien

Diese Reagenzien besitzen zwei unterschiedliche reaktive funktionenelle Gruppen. Oft
wird ein NHS-Ester und damit eine spezifische Reaktion mit Aminogruppen mit einer
alternativen  funktionenellen Gruppe kombiniert. Dies kbénnen beispielsweise
Maleimidfunktionen sein, welche mit Cysteinen reagieren, oder photoaktivierbare
Funktionen, wie Azide, Diazirine oder Benzophenone [118]. Die photoaktivierbaren
Funktionen insertieren dabei Uber ein reaktives Carben oder biradikalischen
Zwischenschritt in alle 20 proteinogenen Aminoséuren. Die in dieser Arbeit verwendeten
Reagenzien Sulfosuccinimidyl 4,4'-azipentanoat (Sulfo-SDA) [188] und N-Succinimidyl-
para-Benzoyldihydrocinnamat (SBC) [189] besitzen neben dem aminreaktiven NHS-
Ester eine photoaktivierbare Funktion. Der Vorteil dieser Reagenzien ist, dass
Aminosaureregionen, in denen keine Lysine zur Verfugung stehen, zur Reaktion gebracht
werden kdnnen, wie anhand von Interaktionsstudien von Calmodulin mit Munc13 gezeigt
werden konnte [190]. Im Fall von Sulfo-SDA ist die photoaktivierbare Funktion eine
Diaziringruppe, die durch UV-A-Bestrahlung durch Stickstoffverlust ein hoch reaktives
Carben generiert, welches in alle Aminosaureseitenketten insertieren kann (Abbildung
22). Das Quervernetzungsreagenz SBC besitzt hingegen einen Benzophenonring, der
nach UV-A Bestrahlung (360 nm) (ber einen biradikalischen Mechanismus in alle
Aminosauren insertieren kann (Abbildung 23). Fir Benzophenone wurde eine Préaferenz

fur Methionine gezeigt [191].
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Abbildung 22: Schema der Quervernetzungsreaktion mit Sulfo-SDA. In der zweistufigen
Reaktion findet zundchst die Reaktion der NHS-Gruppe mit Amingruppen statt (A),
gefolgt von der Photo-Reaktion des Diazirins (B).
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Abbildung 23: Reaktionsschema des heterobifunktionellen Quervernetzungsreagenz SBC.
In der zweistufigen Reaktion findet zundchst die Reaktion der NHS-Gruppe mit
Amingruppen statt (A), gefolgt von der Photo-Reaktion des Benzophenons durch UV-A
Bestrahlung (B).

1.3.1.3. Kopplungsreagenzien

Eine Sonderstellung nehmen die Kopplungsreagenzen, wie DMTMM und 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimid-Hydrochlorid (EDC) ein (Abbildungen 24 und
25). DMTMM und EDC sind Nulllangenreagenzien, da sie die Aminfunktionen mit
Carboxylfunktionen in Proteinen direkt verkniipfen. EDC aktiviert Carboxyl-Funktionen

der Asparaginsdure und Glutaminsdure, wodurch ein nukleophiler Angriff durch
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Aminogruppen ermdglicht wird (Abbildung 24A). Da das EDC-Intermediat nicht stabil
ist, wird Sulfo-NHS hinzugegeben [192]. Dieses reagiert mit dem EDC-Intermediat,
sodass die Carboxyl-Funktion weiterhin aktiviert bleibt und nukleophil angreifbar ist
(Abbildung 24B). Nach dem nukleophilen Angriff der Aminogruppen entsteht eine neue
kovalente Bindung, die nur zwischen Aminosauren in unmittelbarer N&he zueinander
maoglich ist. Im Gegensatz zu den aminreaktiven Quervernetzungsreagenzien, welche
einen bestimmten Abstand durch ihren Spacer Uberbricken kdnnen, ist der durch EDC
uberbriickbare Abstand nur durch eine Flexibilitdt der Aminosédureseitenketten gegeben.
DMTMM hat gegenuber EDC den Vorteil, dass es sowohl im physiologischen pH-
Bereich bessere Ausbeuten an Quervernetzungsprodukten liefert und zudem kein
Hilfsreagenz, wie Sulfo-NHS, benétigt [187, 193]. EDC wurde beispielsweise zusammen
mit Dihydraziden in Experimenten mit Ubiqutin verwendet, um die bekannte Struktur des
Ubiquitin zu bestatigen und komplementére Quervernetzungsprodukte zu aminreaktiven
Reagenzien zu erhalten [193]. DMTMM hingegen wurde als Katalysator fur die Reaktion
von Quervernetzungsreagenzien mit Hydrazidfunktionen verwendet [187], jedoch nicht,
um gezielt Quervernetzungen zwischen Amin- und Carboxylfunktionen in Proteinen fir
Quervernetzungsstudien zu induzieren. Beide Reagenzien werden in der Synthese von
Hyaluronsdurederivaten verwendet, wobei bei DMTMM keine pH-Wertédnderung bei

einer besseren Effektivitit gegenuber EDC/Sulfo-NHS verzeichnet wurde [194].
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Abbildung 24: Quervernetzungsreaktion von EDC (A) und Sulfo-NHS (B).
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Abbildung 25: Quervernetzungsreaktion von DMTMM zwischen einer Carboxyl- und

CH,

Aminfunktion.

1.3.2. Photoaktivierbare Aminosauren

Die photoaktivierbaren Aminosauren (,,Photoaminosduren®) stellen eine Alternative zu
den herkémmlichen Quervernetzungsreagenzien dar. Sie werden in den Zellen direkt tUber
den Translationsweg der mRNA in die Proteine eingebaut. Dabei werden zwei Wege
unterschieden.

Photoaminosduren, wie Photomethionin und Photoleucin, werden (ber einen
unspezifischen Einbau, anstelle der nattirlichen Aminoséuren Methionin und Leucin, in

Proteine eingebaut [195]. Dieser Einbau funktioniert sowohl in bakteriellen Zellen, wie
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E.coli, als auch in humanen Zellen [195, 196]. Anschlielend kann das Photoaminoséure-
enthaltende Protein gereinigt oder direkt in der Zelle der Photoreaktion zugefuhrt werden.
Dazu wird die in den Photoaminoséuren enthaltene photoaktivierbare Funktion (z.B. ein
Diazirin) Uber UV-A-Bestrahlung aktiviert (Abbildung 26A). Im Fall der Diazirine
entsteht durch Stickstoffverlust ein hochreaktives Carben, welches anschlieend in jede
Aminosaure in der direkten Umgebung insertieren kann.

Ein alternativer Weg des Einbaus ist der spezifische Einbau photoaktivierbarer
Aminosdauren mittels genetischer Modifikation [197, 198]. Dabei wird die bakterielle
Zelle mit einem Plasmid transformiert, welches fur ein bestimmtes Aminoacyl-tRNA-
Synthetase/tRNA-Paar codiert. Die spezifische tRNA erkennt das Amber-Stopcodon
TAG im genetischen Code. Anstelle des Abbruchs der Proteinsynthese wird die
photoreaktive Aminosdure eingebaut. Im genetischen Code muss somit an der
Austauschposition der natirlichen Aminosaure gegen die photoaktivierbare Aminoséure
das Amber-Stopcodon vorliegen, um einen Austausch auf Proteinebene zu erméglichen.
Wahrend der Translation wird die unnatlrliche Aminosdure eingebaut. AnschlieRend
kann entweder das Protein flir weitere Experimente gereinigt oder innerhalb der Zelle mit
UV-A-Bestrahlung vernetzt werden. In dieser Arbeit wurden so die beiden
Photoaminosauren para-Benzoyl-L-Phenylalanin (Bpa) und para-
Trifluormethyldiazirinyl-L-Phenylalanin  (TfmdF) spezifisch in PPAR-a und -B/3
eingebaut (Abbildung 26). Bpa besitzt eine Benzophenonfunktion, die mittels UV-A-
Bestrahlung bei ca. 360 nm aktiviert werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass Uber
den biradikalischen Mechanismus Methionine bevorzugt reagieren [191]. TfmdF enthalt
eine Diazirinfunktion, die nach Bestrahlung tber ein reaktives Carben in alle 20

proteinogenen Aminosduren insertieren kann [199].
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Abbildung 26: Quervernetzungsreaktionen von Photomethionin (A), Bpa (B) und TfmdF
©).
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2. Zielstellung

Die PPARs sind an der Entstehung verschiedener Krankheiten, wie Diabetes mellitus Typ
Il oder Krebs beteiligt. Daher sind sie seit einigen Jahren Zielstrukturen fur Arzneistoffe.
Ein Verstandnis der Konformationsédnderungen in PPARs nach Ligandenbindung ist fur
die Entwicklung neuer Arzneistoffe von grof3er Bedeutung.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels chemischer Quervernetzungsstrategien mit
anschlieBender  massenspektrometrischer ~ Analyse  Informationen  dber  die
Konformationsédnderungen des PPAR-a und -B/6 vor und nach der Ligandenbindung zu
erhalten. Die Ligandenbindungsdoméane (LBD) des PPAR-o. war bereits in
vorhergehenden Studien erfolgreich exprimiert worden. Die LBD des PPAR-B/3 sollte im
Rahmen dieser Arbeit hergestellt werden. Zusétzlich sollten beide LBDs mit eingebauten
photoreaktiven Aminoséuren in E.coli exprimiert und gereinigt werden. So sollten
verschiedene Liganden mittels (photo-)chemischer Quervernetzung und nachfolgender
MS-Analyse der Reaktionsprodukte auf ihr Bindeverhalten an beiden LBDs untersucht
werden. Zusétzlich sollte das PPAR-B/5-Volllangenprotein, fur das bisher keine
Rontgenkristallstrukturen exisitieren, mittels chemischer Quervernetzung untersucht

werden, um Aussagen zur Konformation von allen Domanen des Proteins zu erhalten.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Chemikalie

Aceton, Lichrosolv 99,8%
Acetonitril, HyPerSolv 99,9%
Acrylamid/Bisacrylamid
Agar-Agar

Ameisenséure 98%
Ammoniumchlorid
Ammoniumdihydrogenphosphat
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumperoxidsulfat
L(+)-Arabinose > 99%
para-Benzoyl-L-Phenylalanin
Bradfordkonzentrat Protein Assay
Calciumchlorid
Coomassie-Brilliant-Blue G250
Coomassie-Brilliant-Blue R250
CutSmart-Puffer (10-fach konzentriert)
d-Desthiobiotin
Dikaliumhydrogenphosphat
Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

DNA-Basenmarker Quick Load 100 bp
DNA-Basenmarker GeneRuler 1kb

DNA-Ladepuffer (sechsfach konzentriert)

Essigsaure

Ethanol, Lichrosolv 99,9%
Ethylendiamintetraessigsaure
Fenofibrinsdure

Harnstoff

Abkirzung

ACN

FA

NH,CI
NH4H2PO4
NH4sHCO3
APS

Bpa

CaC|2

K2HPO4
DMSO
Na;HPO,
DTT

AcOH
EtOH
EDTA

Hersteller

Merck Millipore
VWR

Merck Millipore
Merck Millipore

Fluka

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Roth

Bachem

Bio-Rad

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

New England Biolabs
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

New England Biolabs7
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Roth

Merck Millipore
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Roth
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Hefeextrakt
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure

HEPES

Gel-Ladepuffer Purple (sechsfach konzentriert)

Glycerol 99%

Imidazol

lodacetamid
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

IAA
IPTG
KCI
KH2PO4

Laemmli-Probenpuffer (zweifach konzentriert)

Magnesiumsulfat
S-Mercaptoethanol

Methanol, HyPerSolv 99,9%
Natriumchlorid 99,8%
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

NEBuffer 4 (10-fach konzentriert)
Phenylmethansulfonylfluorid
PPAR-a-Agonist GW7647
PPAR-a-Antagonist GW6471
PPAR-p/8-Agonist GW0742
PPAR-p/3-Agonist GW1516

MgSO4

MeOH
NaCl
SDS
NaHCO;
NaOH

PMSF

Proteaseinhibitortablette Complete EDTA-frei

Rotiphorese 10-fach SDS PAGE
Saccharose reinst, DAB
Salzséure 37%

Salzséure 37% (Endotoxin-frei)
SeaKem LE Agarose

D-Sorbitol > 98%
N,N,N",N"-Tetramethylethylen-

diamin

HCI
HCI

TEMED

Roth

Roth

New England Biolabs
Merck Millipore
Merck Millipore
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Biorad

Sigma Aldrich
Bio-Rad

VWR

Roth

Sigma Aldrich
VWR

Sigma Aldrich
New England Biolabs
Molekula
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roche

Roth

Grissing

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Lonza

Roth

Bio-Rad
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethan TRIS
Trifluoressigsaure 99,8% TFA
Trifluorethanol TFE

Trypton/Pepton aus Casein

3.1.2. Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial

Amicon Ultra 15 ml-Zentrifugationsfilter
(AusschlussgroRe 10 kDa)

Amicon Ultra 0,5 ml-Zentrifugenfilter
(AusschlussgroRe 10 kDa)

Filtropur S 0,2-Filtrationseinheiten
Gelextraktionskit

GeneJET PCR Purification Kit
Injektionsspritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Mikrosaulen ZipTip C4

Mikrosaulen ZipTip C18

Parafilm ,,M“

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Plastikkiivetten

Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
Plasmid Mini-Prep Kit
96-Well-Mikrotiterplatten

Zeba Spin-Entsalzungssaulen (0,5 ml, 10 ml)
(AusschlussgroRe 7 kDa)

3.1.3. Laborgerate

Gerat

Agarosegelkammer/Messgerat
Analysenwaage LE225D

Autoklav VX-75
Geldokumentationssystem Gel Doc XR
HeraSafe KS

Roth

Sigma Aldrich
Fluka

Roth

Hersteller

Merck Millipore

Merck Millipore
Sarstedt

Peglab

Thermo Fisher Scientific
Braun

Merck Millipore

Merck Millipore
Pechiney
Eppendorf/VWR

VWR

Eppendorf

Jena Bioscience

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Hersteller
VWR
Sartorius
Systec
Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific

44



Material und Methoden

Mini-Protean Tetra Cell Elektrophorese-System

MiVac Duo Concentrator
PCR-Thermocycler

Pipetten (10 pl, 100 ul, 200 pl, 1000 ul)
Polarstar Galaxy-Plattenleser
Spektralphotometer Ultrospec 1100 pro
Schittelinkubator Innova 44
Thermoshake

Trockenschrank

Ts1-ThermoShaker

Ultrazentrifuge Optima L-90K
Ultraschallstab Vibracell 75185
Vakuumkonzentrator miVac
Vakuumkonzentrator Savant SPD1010
Vortex Mixer
Wasseraufbereitungsanlage TKA
Zentrifuge Avanti J-20 XP

Zentrifuge Biofuge 13

Zentrifuge Centrifuge 5415R
Zentrifuge Centrifuge 5804R
Zentrifugen MiniSpin Plus

Zentrifuge Minizentrifuge
Zentrifugenrohrchen

Zentrifugenrotor 45 Ti 45000 RPM
Zentrifugenrotor JLA 9.1000 9000 RPM

3.1.4. E.coli-Stamme
E.coli-Stamm
BL21 (DE3)

Genotyp

Bio-Rad

Barnstead GeneVac
Biometra
Eppendorf/VWR

BMG Lab Technologies
Amersham Biosciences
New Brunswick Scientific
Gerhardt

Binder

Analytik Jena

Beckman Coulter GmbH
Bioblock Scientific
GeneVac

Thermo Fisher Scientific
NeoLab

Thermo Fisher Scientific
Beckman Coulter GmbH
Heraeus Sepatech
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Kisker Biotech
Beckmann Coulter GmbH
Beckman Coulter GmbH
Beckman Coulter GmbH

E. coli, F ompT gal dcm lon hsdSg (r sm g)
MDE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7?

nin5])
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DH5a E.coli, F endAl gInV44 thi-1 recAl relAl
gyrA96 nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169, hsdR17(rk” mg’), A~

3.1.5. Antibiotika

Die fertigen Antibiotikaldsungen wurden vor der Benutzung steril filtriert.

Antibiotikum Stammkonzentration Endkonzentration  Hersteller
Chloramphenicol 32 mg/ml in Ethanol 30 pg/ml Roth
Kanamycinsulfat 30 mg/ml in Milli-Q-H,O 30 pg/mi Roth

3.1.6. Medien und Puffer
Alle Medien und Puffer wurden mit hochreinem, entionisierten Milli-Q-H,O hergestellt.

Agar-Medium-Platten 500 ml LB-Medium wurden mit 7,5 g Agar-Agar
versetzt und autoklaviert. Ca. 10-20 ml des warmen
Mediums wurden in jede Petrischale gegossen. Fir
eine Selektion wurden dem Agar-Medium nach dem
Autoklavieren Antibiotika in Form der 1000-fach

konzentrierten Stammldsungen zugesetzt.

KoHPO4/KH,PO,4-Puffer 0,72 M K;HPO4und 0,17 M KH,PO4wurden in H,O
(10-fach konzentriert) geldst und autoklaviert (Gomori (200]).

LB (Lysogeny Broth)-Medium 10 g Trypton/Pepton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl
wurden in 1 | H,O gel6st und mit 10 N NaOH auf
pH 7,5 eingestellt.

Minimalmedium 0,1M KH,PO4 0,06M Glucose und 1mM
MgSO,4 wurden in H,O geldst, auf pH 7,0 eingestellt
und autoklaviert. Anschlieend wurden 10 mM
NH4CI, Spurenelementelosung 1 (0,1 mM CaCl, x
H.,O, 0,08 mM NaEDTA und 0,092 mM FeCl; x
6 H,O) und Spurenelementelésung 2 (0,135 mM
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CuSO4 x 5 H,0, 0,106 mM MnSO,4 x H,0, 0,0156
mM ZnSO,4 x 7H,0 und 0,0215 mM CoCl; x 6 H,0)
steril filtriert zugesetzt.

SOC (Super Optimal Broth with 20 g Pepton/Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl,
Catabolite Repression)-Medium 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM Glucose

wurden in 1 | H,O geldst und autoklaviert.

TB (Terrific Broth)-Medium 12 g Pepton, 24 g Hefeextrakt, 4 ml Glycerol wurden
in 900 ml H,O gelést und autoklaviert. Danach
wurden 100 ml KH,PO4/K,;HPO,-Puffer (10-fach
konzentriert) zugesetzt.

3.1.7. Proteine, Enzyme und Peptide
Protein/Peptid

Benzonase Nuclease > 250 U/ul
Bovines Serumalbumin (BSA)
Chymotrypsinogen A

DNase 1

Endoproteinase GluC

Leupeptin

Lysozym (Huhnereiweil?)

Nco I 10000 U/ml

Nde I 20000 U/ml

Ovalbumin

PageRuler prestained Protein Ladder
PageRuler unstained Protein Ladder
Pepstatin A

Peptide Calibration Standard 11
PPAR-B/6 (human rekombinant)
Protein Calibration Standard I1
Ribonuclease A

RNase A

Hersteller

Sigma Aldrich

New England Biolabs
GE Healthcare
AppliChem

Promega

Sigma Aldrich

Roth

New England Biolabs
New England Biolabs
GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma Aldrich

Bruker Daltoniks
Biomol

Bruker Daltoniks

GE Healthcare
AppliChem
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Trypsin sequencing grade modified (porcin) Promega
Tobacco Etch Virus Protease ProTEV plus 5 U/ul Promega
Xho I (20000 U/ml) New England Biolabs

Nach dem Aufschluss der E.coli-Zellen wurden zur Deaktivierung der in den Zellen
befindlichen Proteasen die einzelnen Proteaseinhibitoren nach Tabelle 1 alternativ zu
einer Tablette Proteaseinhibitor Complete EDTA-frei (Roche) zugefuhrt. Zusatzlich
wurden DNase | und RNase A zum Entfernen der DNA und RNA der Losung zugesetzt.

Tabelle 1: Konzentrationen der Proteaseinhibitoren, RNase und DNase.

Proteaseinhibitor/RNase/DNase  Stamm-Konzentration Endkonzentration in
Losung

Leupeptin 2 mg/ml in H,O 0,4 pg/ml

Pepstatin A 1 mg/ml in Ethanol 0,7 pug/mi

DNase | 5 mg/ml in IMAC-A 5 pg/mi

PMSF 0,2 M in Ethanol 0,5mM

RNase A 5 mg/mi 10 pg/mi

3.1.8. Primer und Plasmide

3.1.8.1. Plasmide

pEvol-pBpF Peter Schultz, Scripps, Institute La Jolla, CA, USA
pUltra-MjY Peter Schultz, Scripps, Institute La Jolla, CA, USA
pMM CHisPPARaL258Stop Mathias Miiller, MLU Halle-Wittenberg

pMM CHisPPARaL460Stop Mathias Mller, MLU Halle-Wittenberg

pMM CHisPPARoaWT Mathias Mller, MLU Halle-Wittenberg
pET28a(+) Dirk Tanzler, MLU Halle-Wittenberg
pET28a-Variantel Eurofins Genomics, Ebersberg

pET28a-Variante2 Eurofins Genomics, Ebersberg

pET28a-Variante3 Eurofins Genomics, Ebersberg

PPARD_full_new Life Technologies, Darmstadt

pRS CStrepPPARB/6LBDWT diese Arbeit
PRS CStrepPPARB/SLBDF180  diese Arbeit
PRS CStrepPPARB/SLBDF192  diese Arbeit
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PRS CStrepPPARPB/SLBDF213  diese Arbeit
PRS CStrepPPARPB/SLBDF248  diese Arbeit
PRS CStrepPPARB/SLBDY443  diese Arbeit

3.1.8.2. Primer

PrimerT7fw 5’-CGAAATTAATACGACTCACTATA-3

PrimerT7rev 5’-AAAAAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGCC-3
PPARa fw 5-GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGG-3’
PPARa rev 5’-GCCCGTACATGTCCCGGTAGATTTCCTGC-3’

WT fw 5’-GCCGCTCTGCATCCGCTCTTGCAGGAAATCTAC-3’
WT rev 5-GTAGATTTCCTGCAAGAGCGGATGCAGAGCGGC-3’
Varil fw 5’-GCCGAAGTGCGCATTTAGCACTGTTGCCAATGC-3
Varil rev 5’-GCATTGGCAACAGTGCTAAATGCGCACTTCCGC-3
Vari2 fw 5-ACGTTAGTTGCAAAATAGGTTGCGAATGGCATT-3’
Vari2 rev 5-AATGCCATTCGCAACCTATTTTGCAACTAACGT-3
Vari3 fw 5’-GCCGCTCTGCATCCGTAGTTGCAGGAAATCTAC-3’
Vari3 rev 5-GTAGATTTCCTGCAACTACGGATGCAGAGCGGC-3
PPARDNCcolfw 5-ATGCACCATGGATGTGGTCACATCCGCAGT-3’
PPARDXholrev 5-TATGCCTCGAGTTAATACATATCTTTATAG-3’
MutationF180rev  5’-TAGATATGTTTGCTCTATGCTTTCAGATCT-3’
MutationF180fw  5’-AGATCTGAAAGCATAGAGCAAACATATCTA-3’
MutationF192rev  5-TTTGGTCATGTTCTAGTTTTTCAGATAGGC-3’
MutationF192fw 5-GCCTATCTGAAAAACTAGAACATGACCAAA-3
MutationF213rev  5’-CATGAATAACCTACGGTGCGGTATGGCTTG-3’
MutationF213fw  5’-CAAGCCATACCGCACCGTAGGTTATTCATG-3’
MutationF248rev  5’-TACACTGACAGCGATACTAAACATGCACGC-3
MutationF248fw  5-GCGTGCATGTTTAGTATCGCTGTCAGTGTA-3’

Ncol fw 2 5’-CCAGAGCTCCCATGGTGTGGTCACATCCGC-3’

Tyr fw TAG 5-TATAAAGATATGTAGTAACTCGAGCACCAC-3’

Tyr rev TAG 5-GTGGTGCTCGAGTTACTACATATCTTTATA-3’

3.1.9. Reagenzien fiir Polymerase-Kettenreaktion und Ligation

10 mM ATP

Sigma Aldrich
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100 mM dATP

100 mM dCTP

100 mM dGTP

100% Dimethylsulfoxid (DMSO)
100 MM dTTP

5x GC-Puffer

5x HF-Puffer

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

KOD Xtreme Hot Start DNA Polymerase 1000 U/ml  Novagen

50 mM MgCl,
Phusion DNA-Polymerase 2000 U/ml
T4-DNA-Ligase 200 U/ul

3.1.10.L6sungen

New England Biolabs
New England Biolabs
Thermo Fisher Scientific

Alle Loésungen wurden, falls nicht anders beschrieben, mit hochreinem entionisierten

Milli-Q-H0 hergestellt.

3.1.10.1. Gelelektrophoreselésungen
Ammoniumperoxidsulfat (APS)-Lésung: 10% (m/v) APS in H,O

Coomassie-Férbeltsung:

Féarbeldsung A:

Férbeldsung B:

Fixierlosung:

Natriumdodecylsulfat (SDS)-L08sung:
TRIS-HCI-Pufferlésung:

Entfarbelosung

1% (m/v) Coomassie-Brilliant Blue R250 in
40 % (v/v) Methanol/ 10% (v/v) Essigsaure
in H,O

5% (m/v) Coomassie-Brilliant-Blue G250 in
H,O

2% (m/v) ortho-Phosphorsaure, 10% (m/v)
(NH,4)2SO4 in H,0O

40% (v/v) Methanol/ 10% (v/v) Essigsaure in
H,O

10% (m/v) SDS in H,0O

1,5 M TRIS-HCI in H,O (pH 8,8)

0,5M TRIS-HCI in H,0 (pH 6,8)

10% (v/v) Essigséaure, 40% (v/v) Methanol in
H,O
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3.1.10.2. Lésungen fur die enzymatische Proteolyse

Alkylierungslosung A: 55 mM IAA in Proteolysepuffer A

Alkylierungsldsung B: 100 mM IAA/ 400 mM NH4HCO;3 in H,O

Denaturierungslosung: 8 M Harnstoff/ 400 mM NH4HCO; in H,O

Extraktionslésung: 5% TFA in H,O/ACN (1:2) (v/v)

Proteolysepuffer A: 100 mM NH4HCO3 in H,O

Proteolysepuffer B: 25 mM NH4HCO;3 in H,O

Reduktionslosung A: 10 mM Dithiothreitol (DTT) in Proteolysepuffer A

Reduktionslésung B: 45 mM DTT/ 400 mM NH4HCO3 in H,O

Waschlésung: 50% (v/v) ACN/ 50% (v/v) 100 mM NH4HCO; in
H,O

3.1.10.3. Lésungen fur MALDI-MS

Sinapin-Matrix: Gesattigte Sinapin-Lésung in TA50 oder TA90
(siehe unten)

Super-DHB-Matrix: 50 mg/ml Super-DHB (Mischung aus 2,5-
Dihydroxybenzoesaure und 2-Hydroxy-5-
Methoxybenzoesaure) in TA50 oder TA90

TAS0: 50% (v/iv) ACN/ 0,1% (v/v) Trifluoressigséaure
(TFA) in H,0O

TA90: 90% (v/v) ACN/ 0,1% (v/v) TFA/ 1 mM NHsH,PO,
in H,O

3.1.11.FPLC-Systeme und Zubehor
3.1.11.1. FPLC-Systeme

AKTA-FPLC mit Fraktionssammler GE Healthcare
AKTA-Prime plus mit Fraktionssammler GE Healthcare
mit Probenschleifen (0,5 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml) GE Healthcare
50 ml-Superloop GE Healthcare

3.1.11.2. FPLC-Saulen
HilLoad 16/600 Superdex 75 pg GE Healthcare
HisTrap FF-Saule (1 ml) GE Healthcare
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HisTrap HP-Saule (5 ml) GE Healthcare
HiTrapQ XL-Séaule (1 ml) GE Healthcare
StrepTrap HP-Sdule (1 ml) GE Healthcare

3.1.12.L6sungen fir die Chromatographie
3.1.12.1. Lésungen fur die Proteinreinigung

Alle Losungen wurden vor ihrer Benutzung steril filtriert und entgast.

AEX-A-Puffer 20 mM HEPES, 5 mM NaCl, 10% (v/v) Glycerol in
H,0O wurden mit 10 N NaOH auf pH 8 eingestellt.

AEX-B-Puffer 20 mM HEPES, 500 mM NaCl, 10% Glycerol in
H,O wurden mit 10 N NaOH auf pH 8 eingestellt.

IMAC-A 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol,

10% (v/v) Glycerol in H,O wurden mit 10 N NaOH
auf pH 8 eingestellt.

IMAC-B 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 500 mM Imidazol,
10% (v/v) Glycerol in H,O wurden mit 10 N NaOH
auf pH 8 eingestellt.

Strep-tag-Ldsung A 50 mM HEPES, 500 mM NacCl, 2,5 mM TCEP in
H,O wurden mit 10 N NaOH auf pH 6,8 eingstelit.
Strep-tag-Losung B Strep-tag-L6sung A mit 10 mM d-Desthiobiotin

3.1.12.2. Nano-HPLC-Ldsungen

FlieBmittel A: 5% (v/v) ACN/ 0,1% (v/v) Ameisenséure (FA) in H,O
FlieBmittel B: 80% (v/v) ACN/ 0,08% (v/v) FA in H,O

FlieBmittel C: 0,1% (v/v) TFA in H,O

FlieBmittel D: 0,1% (v/v) FA in H,0O

FlieBmittel E: 0,08% (v/v) FA in Acetonitril

FlieBmittel F: 0,1% (v/v) TFA in H,O

3.1.13.HPL.C-Systeme und S&ulen
HPLC-Systeme:
UltiMate Nano-HPLC-System Thermo Fisher Scientific
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UltiMate 3000 Nano-HPLC-System

Vorsaulen:

Acclaim PepMap (C18, 100 um x 20 mm, 5 um, 100 A)
Acclaim PepMap (C18, 300 um x 5 mm, 5 pm, 100 A)
Acclaim PepMap (C8, 300 pm x 5 mm, 5 pm, 100 A)

Trennsaulen:
Acclaim PepMap (C18, 75 pm x 150 mm, 3 pm, 100 A)
Acclaim PepMap (C18, 75 pm x 250 mm, 3 pm, 100 A)

3.1.14. Massenspektrometer

Massenspektrometer

MALDI-TOF/TOF-MS (Ultraflex I11)

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

Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer

mit Nano-ESI-Quelle Nanospray Flex

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Hersteller

Bruker Daltonik

Thermo Fisher Scientific
Proxeon

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

3.1.15.Quervernetzungsreagenzien und photoaktivierbare Aminosauren

Quervernetzungsreagenz Abkilrzung  Hersteller
Bis(sulfosuccinimidyl)-Glutarat Do/D4 BS2G Dy/D4 Thermo Fisher Scientific
4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4- DMTMM  Sigma Aldrich

Methylmorpholiniumchlorid
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)- EDC
carbodiimid-Hydrochlorid

Thermo Fisher Scientific

N-Hydroxysulfosuccinimid Sulfo-NHS  Thermo Fisher Scientific

Urea-Linker BuUrBu Francesco Falvo, Mathias

Schéafer, Universitdt zu
Koln

Suberinsdure-1,8-Dihydrazid Dy/D12 SDH Dy/D1, Creative Molecules Inc.

N-Succinimidyl-para-Benzoyldihydrocinnamat SBC

Fabian Krauth, MLU
Halle-Wittenberg
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Sulfosuccinimidyl 4,4'-azipentanoat Sulfo-SDA  Thermo Fisher Scientific

Photoaktiverbare Aminosaure Abkirzung  Hersteller

para-Benzoyl-L-Phenylalanin Bpa Bachem

Photomethionin Thermo Fisher Scientific

para-Trifluormethyldiazirinyl-L-Phenylalanin ~ TfmdF Andrew Smith, University
of Leeds

3.1.16.Software und Tools

Programm Beschreibung Hersteller

Adobe Illustrator CS4  Bildbearbeitungsprogramm Adobe Systems

ChemSketch 12.01 Zeichenprogramm flr chemische ACD Labs
Verbindungen

Circos 0.67-7 Software zur Visualisierung von Daten in  Canada's Michael
Kreisform Smith Genome

Sciences Centre
DCMS-Link 2.0 Erweiterung fur Xcalibur Software zur Thermo Fisher
Methodenerstellung fir die Nano-HPLC  Scientific
ExXPASy Proteomics  Serversammlung von Programmen, zur www.expasy.ch
Identifizierung von Proteinen der
SwissProt-Datenbank,

Proteinmodifikationen, Sequenzanalyse

Flex Analysis 3.3 Analyseprogramm fir MALDI- Bruker Daltonik
TOF/TOF-MS (Ultraflex I11) GmbH
Fluostar Galaxy 32 Software fur das Spektralphotometer BMG Lab
Polarstar Galaxy Technologies
GENtle 1.9.4 Klonierungsprogramm Universitat zu Kéln
MaxQuant 1.5.2.8 Quantifizierung von Proteinen MPI flr Biochemie,
Martinsried
Merox 1.4.13-1.5.1 Identifizierung von MLU Halle-
Quervernetzungsprodukten mit Wittenberg

spaltbareren Quervernetzungsreagenzien

Orbitrap Fusion Tune  Akquisitionssoftware des Orbitrap Fusion Thermo Fisher
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Application
2.0.1258.15
Perseus 1.5.1.6

Proteome Discoverer

1.2-1.4
PyMOL 0.99rc6

Sigma Plot 8.0

SnapGene Viewer 2.5

Stavrox 1.9 - 3.5.1

Strawberry Perl
5.22.0.1

Thermo Tune Plus
2.5.5

Xcalibur 2.07

Xcalibur 3.0.63

Tribrid-MS

Quantifizierung von Proteinen

Erstellung von Massenlisten und
automatische MS-Datenauswertung
Programm zur Visualisierung der
raumlichen Koordinaten von
Proteinstrukturen
Darstellungsprogramm fir Daten als
Plots- bzw. Diagonalplots
Klonierungsprogramm
Identifizierung von
Quervernetzungsprodukten

Programmiersprache fiir Circos

Akquisitionssoftware des LTQ-Orbitrap-
XL-Massenspektrometers
Auswertungssoftware des Nano-ESI-
LTQ-Orbitrap XL-MS
Auswertungssoftware der Nano-ESI-
Orbitrap Fusion-MS

3.2. Molekularbiologische Methoden

3.2.1. Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Der jeweilige E.coli-Stamm wurde unter sterilen Bedingungen in eine Vorkultur aus
Lysogeny Broth (LB)-Medium mit entsprechenden Antibiotikazusatzen Uberfuhrt und
iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Am Folgetag wurde mit der Ubernachtkultur 50 ml LB-
Medium in einem Verhaltnis von 1:100 (v/v) Vorkultur / LB-Medium mit entsprechenden
Antiobiotikazusdtzen angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,4 bis 0,6 bei 37 °C
kultiviert. Die Zellen wurden nach 10-minitiger Zentrifugation bei 4 °C und 5000 UPM

geerntet. Danach wurden die Zellen in 50 ml eiskalter, steriler 0,1 M CaCl,-L6sung

Scientific

MPI of
Biochemistry,
Martinsried
Thermo Fisher
Scientific
DeLano Scientific
LLC

Systat Software
GmbH

GSL Biotech LLC
MLU Halle-
Wittenberg

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher

Scientific
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resuspendiert und 90 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut wie
oben beschrieben geerntet. Das Zellpellet wurde in 5 ml eiskalter, steriler 0,1 M CaCl,-
Losung resuspendiert und mit 15% (v/v) Glycerol versetzt. Die Zellsuspension wurde in
100 pl-Schritten aliquotiert und in Flssigstickstoff eingefroren. Die Aliquots wurden bis

zu ihrer Verwendung bei -80 °C im Gefrierschrank aufbewahrt.

3.2.2. Plasmidpraparation

Eine Kolonie des E.coli-Stamms DHS5a mit gewiinschter Plasmid-DNA wurde unter
sterilen Bedingungen mittels einer sterilen 10 ul-Pipettenspitze selektiert und in 5-10 ml
LB-Medium mit entsprechenden Antibiotikazusatzen tberfihrt. Bei 37 °C wurden die
Ansétze uUber Nacht kultiviert. Am néchsten Tag wurden 2-5 ml der Kultur mit dem
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerprotokoll
aufgeschlossen und gereinigt. Mittels UV-Spektroskopie wurde die Plasmid-DNA
unverdinnt oder 1:10 (v/v) verdinnt mit Milli-Q-H,O folgendermalien bestimmt. VVon der
Probe wurden jeweils Extinktionen bei den Wellenlangen 260 nm (Ezso = DNA-
Konzentration), 280 nm (E.sp = Protein-Konzentration) und 320 nm (Eszo = Aggregate)
bestimmt. Unter Berticksichtigung des Verdinnungsfaktors und der Annahme, dass 50
pg/ml reine doppelstrangige DNA einer Ezso von 1 entsprechen, wurde die DNA-
Konzentration nach folgender Formel berechnet:

¢ [ng/ul] = (E260-E320-E280) * V * 50

Die Reinheit der Plasmid-DNA wurde zusatzlich mittels Agarose-Gelelektrophorese
(3.2.3) bestatigt. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend durch Seqglab (Microsynth,
Gottingen) sequenziert. Proben mit korrekter Plasmid-DNA  wurden fur die

Transformation chemisch kompetenter Zellen (3.2.8) weiterverwendet.

3.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

0,6 g - 1,0 g Agar-Agar wurden in 100 ml halb-konzentriertem TRIS-Borat-EDTA
(TBE)-Puffer oder TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer unter Kochen in der Mikrowelle
gelost. AnschlieBend wurde das heiRBe Gel in die Gelkammer gegossen, der Probenkamm
hineingesteckt und das Gel fir ca. eine Stunde polymerisiert. Alternativ wurde vor dem
GieRen des Gels 10 pl GelGreen Nucleic Acid Stain (10000 x in H,0) in die heile
Losung pipettiert. Je nach Probenkamm und Probe wurden bis zu 40 pl Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)-Ansatz (3.2.4), Kolonie-PCR (3.2.5), Restriktionsverdau (3.2.6)
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oder Ligation (3.2.7) in die Geltaschen geladen. Das Gel wurde bei 200 V, 500 mA fir 45
min entwickelt. Falls kein Farbemittel vor dem GielRen zugesetzt wurde, wurde das Gel in
25 ml einer 0,2 M NaCl-Losung mit 5 pl GelGreen Nucleic Acid Stain (10000 x in H,O)
fur 45 min unter Schwenken gefarbt. Unter UV-Licht wurden die Gele analysiert, Banden

von Interesse ausgeschnitten und die DNA mittels Gelextraktionskit (Peglab) isoliert.

3.2.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir die PCR wurde die zu vervielfaltigende Plasmid-DNA mit den Komponenten, wie in
Tabelle 2 dargestellt, gemischt. Bei schwierig zu vervielfaltigender Plasmid-DNA wurde
zusétzlich zum GC-Puffer, einem optimierten Puffer fir GC-reiche Sequenzen, DMSO
und MgCl, zugegeben. Dabei agiert DMSO in Konzentrationen von 1-10% (v/v) als
Katalysator fur die Reaktion der Polymerase beim Vervielféltigen von GC-reicher
Plasmid-DNA [201]. MgCl, uber 1,5 mM erhéht die Produktkonzentration, da es als
Kofaktor fir die Polymerasen dient [202]. Im PCR-Thermocycler fand anschlieRend die
PCR statt. In Tabelle 3 sind die PCR-Schritte fir einen Zyklus mit den jeweiligen
Temperaturen und Zeiten dargestellt. Je nach Lange des zu amplifizierenden Produktes
wurden die Zeiten fur die Elongation angepasst. Die Denaturierungszeit variierte dabei
von 30 s bis 5 min. Es wurden pro PCR-Ansatz 30-45 Zyklen ab dem Schritt der 2.
Denaturierung (Tabelle 2) durchgefihrt. Nach erfolgter PCR wurden die Ansatze bis zu
ihrem Entnehmen aus dem Thermocycler bei 4 °C gekiihlt. Das Ergebnis der PCR wurde

mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.2.3) kontrolliert.
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Tabelle 2: Allgemeine Zusammensetzung eines 50 pl PCR-Ansatzes.

Komponente Volumen
[u]

Plasmid-DNA (30-50 ng) 1

5x GC/HF-Puffer 10

10 mM dNTPs 1

100% DMSO 15

50 mM MgCl, 2

Primer fw. (50-200 pmol) 2

Primer rev. (50-200 pmol) 2

Polymerase 0,5

Milli-Q-H,0 Ad 50,0

Tabelle 3: PCR-Schritte mit den jeweiligen Temperaturen und Zeiten.

PCR-Schritt Temperatur [°C]  Zeit

1. Denaturierung 98 30 s oder 300 s
2. Denaturierung 98 10 s oder 30 s
3. Annealing 55-70 30s

4. Elongation 72 15sbis 150 s
5. Elongation 72 10 min

3.2.5. Kolonie-PCR

Eine Kolonie mit zur untersuchenden DNA wurde unter sterilen Bedingungen in einen
PCR-Ansatz Uberfihrt (3.2.4). Mit einer 10 ul-Pipettenspitze wurden 5 ml LB-Medium
mit entsprechenden Antibiotikazusatzen angeimpft, um die zu untersuchende E-coli-
Kolonie mit der enthaltenden Plasmid-DNA fur weitere Experimente zu sichern.

3.2.6. Restriktionsspaltung
Je nach Plasmid (3.1.8.1) oder PCR-Ansatz (3.2.4) wurden die Proben mit
unterschiedlichen Restriktionsenzymen (100-200 U) (3.1.7) versetzt und fiir eine Stunde

bei 37 °C gespalten. Anschlielend wurde der Ansatz mittels Agarose-Gelelektrophorese
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(3.2.3) auf die richtigen Spaltprodukte hin Gberpruft oder direkt fir einen Ligationsansatz
(3.2.7) mit dem Genelet PCR-Purification-Kit (Thermo Fisher Scientific) gereinigt.

3.2.7. Ligation

Die aus der Restriktionsspaltung (3.2.6) erhaltenen und gereinigten Plasmide und Inserts
mit komplementaren Enden wurden auf ein Volumen von 20 pl in verschiedenen molaren
Verhaltnissen von Plasmid:Insert (1:2, 1:4, 1:8) gemischt. Zum jeweiligen
Ligationsansatz wurde T4-Ligase-Puffer hinzugegeben, um eine optimale Aktivitat der
Ligase zu gewahrleisten. In jeden Ansatz wurden 200 U T4 DNA-Ligase und 0,1 mM
ATP verwendet. ATP wird von der Ligase zur Ligation bendtigt und wurde zusatzlich
hinzugefligt, um eine vollstandige Ligation zu erhalten. Der Ansatz wurde tber Nacht bei
16 °C im PCR-Thermocycler ligiert. Nach der Ligation wurden die Plasmide mittels
Agarose-Gelelektrophorese (3.2.3) analysiert, anschliefend fiir eine Transformation von

E.coli-Zellen genutzt (3.2.8) und mittels Seqlab (Microsynth, Géttingen) sequenziert.

3.2.8. Transformation chemisch kompetenter Zellen

Ein Aliguot chemisch kompetenter E.coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe
von 1-4 ul Plasmidldésung (60-200 ng/ul Plasmidkonzentration) wurden die Zellen fur 30
min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Hitzeschock fur 60 s (E.coli-DH5a) oder
90 s (E.coli-BL21(DE3)) im Tsl-ThermoShaker. Die Zellen wurden nach erfolgtem
Hitzeschock auf Eis gekuhlt und mit Super Optimal Broth with Catabolite Repression
(SOC)-Medium 1:5 (v/v) verdunnt. Nach dem Kultivieren der Zellen fiir 1 h bei 37 °C,
500 UPM im Tsl-ThermoShaker wurden diese auf Agar-Medium-Platten mit
entsprechenden Antibiotikazusétzen ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht bei 37 °C
bebritet.

3.3.  Proteinchemische Methoden

3.3.1. Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Um die Proteinkonzentration in den LoOsungen zu ermitteln, wurden
Proteingehaltsbestimmungen nach Bradford durchgefuhrt [203]. Dabei wurden 20 pl
Probe in 980 ul Bradford-Reagenz, bestehend aus 1 Teil Bradford-Reagenz (Biorad) (50
mg/l Coomassie Brilliant Blue G-250 gelost in 1:1:2 (v/v/v) Methanol:Wasser:ortho-
Phosphorséure) und 4 Teilen Milli-Q-H,0, gemischt und fur 15 min inkubiert. Alternativ
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wurden 1-2 pl Probe in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert, mit 200 ul Bradford-
Reagenz gemischt und sofort vermessen. Die Extinktionen bei 595 nm der 1 ml-Proben
wurden im Spektralphotometer Ultrospec 1100 pro und die 96-Well-Mikrotiterplatten im
Polarstar Galaxy-Plattenleser bestimmt. Um die erhaltenen Absorptionswerte richtig zu
interpretieren, wurde eine Vergleichsmessung mittels BSA durchgefihrt. Dabei wurden
Losungen mit BSA-Konzentrationen von 0,25 mg/ml, 0,50 mg/ml, 0,75 mg/ml und 1,00
mg/ml, wie oben beschrieben, mit Bradford-Reagenz gemischt und analysiert. Uber die
lineare Regression der BSA-Kalibrierkurve wurde die Proteinmenge in der Probe
bestimmt. Mittels der molekularen Masse des zu untersuchenden Proteins wurde die

Konzentration an Protein in der Probe ermittelt.

3.3.2. Eindimensionale Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
Methode, um Proteine anhand ihrer Stokes-Radien aufzutrennen. Durch das
Natriumdodecylsulfat (SDS) werden die Proteine an der Oberflache negativ geladen,
wodurch sie nach Anlegen einer Spannung zur Anode wandern. Die Proben wurden 1:1
(v/v) mit doppelt konzentriertem Laemmli-Puffer gemischt, wobei die Proteine durch das
SDS und Erhitzen fir 5 min bei 95 °C denaturiert wurden [204]. Die Disulfidbriicken
wurden durch das zugesetzte Mercaptoethanol reduziert. Die SDS-Gele wurden im Mini-
Protean Tetra Cell Elektrophorese-System von Biorad hergestellt (Tabelle 4). Dabei
wurde zundchst das Trenngel gegossen und nach dem Polymerisieren fiir mindestens 30
min mit dem Sammelgel inklusive Probenkamm Uberschichtet. Nach dem Polymerisieren
des Sammelgels wurden die Gele entweder sofort verwendet oder bis zu zwei Wochen bei
6 °C aufbewahrt. Die Gele wurden anschlieend in Laufpuffer, bestehend aus verdiinntem
Rotiphorese SDS-PAGE-Puffer (10-fach konzentriert), gesetzt. Die Probentaschen
wurden entweder mit 15 pl (15 Taschen) oder 20 pl (10 Taschen) Probe gefullt. Die Gele
wurden durch Anlegen eines Stroms bei 20 mA/Gel entwickelt. Alternativ wurden die
Gele bei einer Spannung von 100 V entwickelt, bis die Lauffront das Ende des
Sammelgels erreicht hatte. Die Proteine wurden anschlieBend bei 200 V im Trenngel
getrennt. Beendet wurde die SDS-PAGE, bevor die Lauffront aus dem Gel heraus
wandern konnte. Anschlielend wurden die Gele von den Glasplatten vorsichtig geldst
und gefarbt (3.3.2.1; 3.3.2.2).
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Tabelle 4: Chemikalien fiir die Herstellung eines 12%igen SDS-Gels

Chemikalie Trenngel (12%) Sammelgel (5%)
Acrylamid/Bisacrylamidldsung 3000 pl 650 pl

1,5 M TRIS-HCI-Ldsung, pH 8,8 2500 pl -

0,5M TRIS-HCI-L6sung, pH 6,8 - 1250 pl
MilliQ-H,O 4340 pl 3000 pl

10% (v/v) SDS 100 pl 50 pl

TEMED 10 pl 10 pl

APS 50 pl 25 pl

3.3.2.1. Coomassie-Proteinfarbung

Nach der SDS-PAGE (3.3.2) wurden die Proteine mittels des anionischen
Triphenylmethan-Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue R250 angefarbt [205]. Der
Farbstoff interagiert dabei mit kationischen und hydrophoben Seitenketten der Proteine.
Die Gele wurden mit Coomassie-Farbelosung (3.1.10.1) Uberschichtet. Das Férben
erfolgte dabei entweder unter Schwenken (iber Nacht oder durch 5-mindtiges Erhitzen in
der Mikrowelle und Schwenken bei Raumtemperatur fir eine Stunde. Nach erfolgter
Anfarbung der Proteine wurde das nichtgebundenen Coomassie Brilliant Blue R250 in
den Gelen mittels Waschen mit Milli-Q-H,O und Entfarbeldsung (3.1.10.1) entfernt. Das
Entfarben geschah ebenfalls entweder tber Nacht oder durch 5-mindtiges Erhitzen in der

Mikrowelle und einer Stunde Schwenken bei Raumtemperatur.

3.3.2.2. Coomassie Blue Silver-Farbung

Die kolloidale Farbung nach dem Protokoll mit Coomassie Brilliant Blue G250 ist eine
sensitivere Alternative zu Coomassie Brilliant Blue R250 [206]. Die Gele werden vor
dem Farben mindestens 30 Minuten in die Fixierlésung (3.1.10.1) gegeben. Anschlielend
werden die Gele mittels Milli-Q-H,O gewaschen und in einer Mischung aus Farbelésung
A und B (1:49 (v/v)) (3.1.10.1) gefarbt. Dies geschah ausschlieBlich Uber Nacht, um das
vollstandige Anfarben zu gewahrleisten. Anschlieend wurden die Gele mehrfach mit
Milli-Q-H,O gewaschen.
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3.3.3. Proteinexpression

Fur die Expression der Ligandenbindungsdoménen (LBD) von PPAR-o. und PPAR-B/6
wurden E.coli BL21-(DE3)-Zellen mit dem entsprechendem Plasmid (3.1.8.1)
transformiert. Fur die Expression der PPAR-o- und PPAR-B/3-Varianten mit
photoaktivierbaren Aminoséuren wurden E.coli BL21-(DE3)-Zellen zundchst mit den
Plasmiden pEvol-pBpF (para-Benzoyl-L-Phenylalanin (Bpa)-Varianten) oder pUltra-
MjY (Trifluormethyldiazirinyl-L-Phenylalanin (TfmdF)-Varianten) fur die Expression
des spezifischem tRNA:Aminoacyl/tRNA-Synthetase-Paars transformiert [197]. Die
transformierten Zellen wurden erneut chemisch kompetent gemacht (3.2.1) und mit den
Plasmiden fur die Proteinexpression der PPAR-a- und PPAR-f/6-Varianten transformiert,
selektiert und Vorkulturen erstellt. Verschiedene Volumina (5 ml, 10 ml, 50 ml, 500 ml,
1000 ml, 2000 ml) sterilen Mediums (3.1.6) wurden mit den Vorkulturen der PPAR-a-
und PPAR-B/6-LBD und der Varianten auf eine ODgyp von 0,1 angeimpft, mit den
jeweiligen Antibiotika (3.1.5) versetzt und bei 37 °C bis zu einer ODgoo zwischen 0,5-1,0
kultiviert. Nach erneuter Antibiotikazugabe wurde die Expression mit 0,1-1 mM IPTG
(PPAR-a-/PPAR-B/8-LBD) oder 0,1-1 mM IPTG, 0,2% Arabinose (PPAR-a-/PPAR-pB/-
Varianten) [198], 1% (m/v) Sorbitol (PPAR-a-Varianten) und 1% (m/v) Saccharose
(PPAR-o-Varianten) induziert. Die Expression der PPAR-Varianten mit photo-
aktivierbarer Aminosdure erfolgte in Gegenwart von entweder 0,1 mM Bpa in 0,5 M
NaOH, 10 mM Photomethionin oder 0,1 mM TfmdF. Sobald die photoaktivierbare
Aminosaure zugegeben wurde, wurde ausschliellich unter Lichtausschluss gearbeitet. Die
Kulturen wurden entweder fir vier Stunden bei 37 °C oder tber Nacht bei 18 °C
kultiviert, bevor sie bei 4 °C geerntet wurden. Die Uberstande wurden verworfen und die
Pellets bei -20 °C eingefroren. Vor und nach der Induktion wurde ein Volumen
entnommen, welches dem Kehrwert der ODgoo entsprach. Die Proteinexpression wurde

anschlieend mittels eindimensionaler Gelelektrophorese (3.3.1) Uberprift.

3.3.4. Proteinreinigung

3.34.1. Reinigung der PPAR-a-LBD und der photoaktivierbaren Varianten
Alle Reinigungsschritte der PPAR-a-Varianten wurden unter Lichtausschluss
durchgefuhrt. Die gefrorenen Pellets wurden auf Eis aufgetaut und mit IMAC-A-Puffer
(3.1.12.1) 1:2 Pellet:Puffer (m/v) resolubilisiert. RNase A, DNase 1 und

Proteaseinhibitoren wurden zugesetzt (Tabelle 1), bevor ein Aufschluss mittels
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Ultraschall (Amplitude 20-35% fir 10-25s, 5-8-malige Wiederholung) erfolgte. Das
Lysat wurde fir 45 min, 4 °C bei 16100 x g zentrifugiert (Zentrifuge 5415R). Der
Uberstand wurde abgenommen und steril filtriert. Das Pellet wurde verworfen. Das
filtrierte Lysat wurde Uber eine Probenschleife (10 ml-Probenschleife oder 50 ml-
Superloop, GE Healthcare) mit 0,5 ml/min auf eine 1 ml-HisTrap FF-Saule zur Ni*-
Affinitatschromatographie mittels FPLC aufgetragen. Vor der Elution wurde die Saule
mit 20 Saulenvolumina IMAC-A-Puffer gewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte bei
einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml/min mit einem Stufengradienten von 0-10% und 10-
100% IMAC-B-Puffer (3.1.12.1) uber jeweils 15 Sdaulenvolumina. Die einzelnen
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert (3.3.1). PPAR-o-Wildtyp- oder PPAR-
a-Varianten-enthaltende Fraktionen wurden vereint. Zur Abtrennung des Imidazols wurde
in 0,5 ml- oder 10 ml-Amicon-Filtrationseinheiten (AusschlussgréRe 10 kDa) dreimal mit
AEX-A-Puffer umgepuffert. Danach wurde die Proteinlésung Uber eine Probenschleife
auf eine 1 ml-HiTrapQ XL-Sdule zur Anionenaustauschchromatographie mit einer
FlieRgeschwindigkeit von 0,5 ml/min aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte mit 1
ml/min FlieRgeschwindigkeit mit einem Stufengradient von 0-10% und 10-100% AEX-
B-Puffer Uber jeweils 10 Saulenvolumina. Die Reinigung wurde mit SDS-PAGE (3.3.2)
kontrolliert und PPAR-a-Wildtyp- oder PPAR-a-Varianten-enthaltende Fraktionen
wurden vereint. Die Proteinldsungen wurden mit flissigem Stickstoff eingefroren und bei

-80 °C gelagert.

3.34.2. Reinigung der PPAR-B/6-LBD und Bpa-Varianten

Alle Reinigungsschritte der PPAR-B/5-Varianten wurden wie unter 3.3.4.1 beschrieben
unter Lichtausschluss durchgefuhrt. Die gefrorenen Pellets wurden auf Eis aufgetaut und
mit Strep-tag-Losung A (3.1.12.1) 1:2 (m/v) resolubilisiert. Anschliefend wurde eine
Tablette Proteaseinhibitor Complete EDTA-frei (Roche) und 0,5 mg/ml Lysozym aus
Hihnereiweil (3.1.7) hinzugegeben. Nach dem Aufschluss mit Lysozym fiir 30 Minuten
wurden den Losungen 2,5 U Benzonase Nuclease (3.1.7) hinzugefugt und fir 30 min
inkubiert. Danach wurden sie entweder dreimal 15 Sekunden mit Ultraschall bei einer
Amplitude von 35% behandelt oder bei 35.000 UPM fir eine Stunde bei 4 °C in der
Ultrazentrifuge Optima L-90K pelletiert. Die Uberstande wurden steril filtriert und die
Pellets verworfen. Die Proteine wurden mittels FPLC an einem AKTA-Prime System

uber einen 50 ml-Superloop auf zwei miteinander verbundene 1 ml-StrepTrap HP-Sdulen
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mit einer Flielgeschwindigkeit von 0,3 ml/min aufgetragen. AnschlieBend wurden die
Saulen mit 5 Saulenvolumina Strep-tag-Losung A mit 1 ml/min gewaschen, bevor die
Proteine mit Strep-tag-Losung B (3.1.12.1) eluiert wurden (1 ml/min). Der
Reinigungserfolg wurde mittels SDS-PAGE Uberpruft (3.3.1) und Zielprotein-enthaltende
Fraktionen wurden vereint. Die vereinten Fraktionen wurden mittels 0,5 ml-Amicon-
Filtrationseinheiten (Ausschlussgrofie 10 kDa) gewaschen und auf ca. 200 pl eingeengt,
bevor der Strep-tag Il Uber Nacht bei 6 °C durch die ProTEV-Protease abgespalten
wurde. Der Erfolg der ProTEV-Protease-Spaltung wurde mittels SDS-PAGE (3.3.1)
uberprift. AnschlieBend wurden die Losungen erneut mindestens dreimal mittels Strep-
tag-Losung A gewaschen, um den freien Strep-tag Il zu entfernen. Danach wurde das

Protein bei 4-6 °C bis zu seiner Nutzung fiir Quervernetzungsexperimente (3.4) gelagert.

3.3.5. Acetonfallung

Zielprotein-enthaltende Proben wurden im Verhéltnis 1:3 (v/v) mit -20 °C kaltem Aceton
gemischt und fir mindestens zwei Stunden auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
Proben mit 16.100 x g bei 4 °C fir eine Stunde prézipitiert. Die Uberstande wurden
verworfen. Die Prazipitate wurden entweder fur die eindimensionale Gelelektrophorese
(3.3.1) in Laemmli-Puffer aufgenommen oder direkt einer in-Losungs-Spaltung (3.3.6)

unterzogen.

3.3.6. In-Ldsungs-Spaltung

Alle Vorgange wurden in der Sterilbank durchgefuhrt. Das Prazipitat der Acetonfallung
(3.3.5) wurde in 20 pl Denaturierungslosung (3.1.10.2) aufgenommen und fur 10 min im
Ultraschallbad gelést. Anschlieend wurden die Disulfidbricken mit 5 pl
Reduktionslésung B (3.1.10.2) fiir 45 min bei 56 °C reduziert. Um die Oxidation der
Cysteine zu Disulfidbriicken zu unterbinden, wurden die Thiol-Gruppen der Cysteine mit
5 ul Alkylierungsléosung B (3.1.10.2) 45 min unter Lichtausschluss alkyliert. Die
Losungen wurden mit Proteolysepuffer B (3.1.10.2) 1:7 (v/v) verdunnt, sodass die
Harnstoffkonzentration unter 1 M lag. 0,25 pug Trypsin in 20 pl Proteolysepuffer B wurde
den L6sungen hinzugegeben und die Spaltung unter leichtem Schiitteln Gber Nacht bei
37 °C durchgefiihrt. Die Spaltung wurde am ndchsten Morgen mit 10% TFA-L&sung
gestoppt. Die Proben wuden zigig mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-MS/MS (3.5.4)

analysiert.
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3.3.7. In-Gel-Spaltung

Alle Vorgénge wurden in der Sterilbank durchgefiihrt. Nach der Trennung der Proteine
mittels eindimensionaler Gelelektrophorese (3.3.1) wurden die Gelbanden mit einem
Skalpell ausgeschnitten, in Wiirfel (1 mm® zerkleinert und in ein Reaktionsgefal
uberfuhrt. AnschlieRend folgte die proteolytische Spaltung nach folgendem Protokoll
[207]: Die Gelstiickchen wurden mit 500 ul Acetonitril (ACN) unter leichtem Schitteln
bei Raumtemperatur 10 min gewaschen und der Uberstand anschlieBend verworfen.
Danach wurden 50 pl der Reduktionsldsung A (3.1.10.2) bei 56 °C unter Schtteln fur 45
min hinzugeben, um die Disulfidbriicken zu reduzieren. Nach erneutem Waschen mit
ACN fir 10 min und Verwerfen des Uberstandes wurden die Thiolgruppen der Cysteine
mit Alkylierungslosung A (3.1.10.2) fur 45 min unter Lichtausschluss alkyliert. Die
Gelstiicke wurden erneut mit 500 pul ACN 10 min gewaschen und die Uberstande wurden
verworfen. Um die Gelstiicke weitestgehend zu entfarben, wurde 100 pl Waschlésung
(3.1.10.2) hinzugegeben und die Gelstiicke wurden bei Raumtemperatur 30 min
geschiittelt. Anschliefend wurden 500 pl ACN hinzugegeben und fir 10 min geschuttelt
und der Uberstand verworfen. Der Waschvorgang wurde solange wiederholt, bis die
Gelstlicke entfarbt waren. Fur die Spaltung wurde entweder 0,25 pg Trypsin in 20 pl
Proteolysepuffer A (3.1.10.2) oder 0,25 pg GIuC in 20 ul Proteolysepuffer B (3.1.10.2)
hinzugegeben und die Gelsticke wurden im Kihlschrank 30 min inkubiert. Die
gequollenen Gelstiicke wurden im Falle der Spaltung mit Trypsin mit Proteolysepuffer A
uberschichtet. Die Spaltung mit Trypsin erfolgte bei 37 °C uber Nacht unter leichtem
Schitteln. Bei der Spaltung mit GIuC/Trypsin wurde zunachst zwei Stunden mit GluC
(30 °C) gespalten, bevor 0,25 pg Trypsin in 20 pl Proteolysepuffer B hinzugegeben
wurde. Die Gelstiicke wurden mit Proteolysepuffer B vollstandig bedeckt. Die Spaltung
mit GluC/Trypsin erfolgte bei 30 °C ber Nacht unter leichtem Schitteln. Am néchsten
Morgen wurden die Reaktionen durch eine 1:3 (v/v) Verdinnung mit Extraktionslésung
(3.1.10.2) gestoppt. Nach leichtem Schiitteln bei 37 °C fur mindestens 15 min wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfithrt und die Gelstiicke wurden erneut mit
100 pl Extraktionslosung Uberschichtet. Nach Extrahieren fur mindestens 15 min beli
37 °C wurden die Uberstande vereint und im Vakuumkonzentrator eingeengt. Die
eingeengten Proben wurden abhdngig von der massenspektrometrischen Analyse mit
0,1% TFA-LGsung entweder auf ca. 50 pl oder auf ca. 150 pl aufgefullt (3.5.4). Die

Proben wurden bei 4 °C, 10 min mit 16.100x g zentrifugiert. Es wurden anschlieRend 40
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pl bzw. 140 pl aus den ReaktionsgefdRen entnommen, in 250 pl-Reaktionsgefalie
uberfuhrt und ziigig mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-MS/MS (3.5.4) analysiert.

3.4. Chemische Quervernetzungsreaktionen und Photoaffinitdétsmarkierungs-

studien
3.4.1. Chemische Quervernetzung des PPAR-a.
3.4.1.1. Chemische Quervernetzung der PPAR-a-LBD mit

heterobifunktionellen Reagenzien

Die PPAR-0-LBD sollte mit dem heterobifunktionellen Quervernetzungsreagenz SBC
[189] vernetzt werden (Abbildung 23). Fir die Reaktionen mit SBC wurde eine
zweistufige Reaktion gewahlt. Als erstes wurde die PPAR-a-LBD (5 pM) auf Eis
aufgetaut und das Quervernetzungsreagenz wurde in 50-200-fachem Uberschuss zum
Protein gegeben, bevor die Mischung fir zwei Stunden auf Eis inkubiert wurde.
AnschlieBend wurde Uberschiissiges Quervernetzungsreagenz durch Reaktion mit
NH,CO3 (Endkonzentration 20 mM) und durch dreimaliges Waschen uber Amicon-
Zentrifugationseinheiten (Ausschlussgrofle 10 kDa) entfernt. Zu dem mit SBC
modifizierten Protein wurde der Agonist GW7647 (Abbildung 27A) in Ethanol oder der
Antagonist GW6471 (Abbildung 27B) in DMSO in 50-200-fachem molaren Uberschuss
zu dem Protein gegeben und der Ansatz wurde fuir 30 min auf Eis inkubiert. Als Kontrolle
wurde eine Probe mit DMSO anstelle des SBC mitgefiihrt.

(0]
NH N g D H,C CH,
=
©\ /©/ | \r . “ ©
N
NH 7 O O
Cl
O
CH

Abbildung 27: Chemische Struktur des PPAR-a-Agonisten GW7647 (A), des PPAR-a-
Antagonisten GW6471 (B), Agonist MD78 (C) und Agonist Fenofibrinséure (D).
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Der erste Reaktionsschritt geschah unter Lichtausschluss, um eine Reaktion der
Benzophenonfunktion des SBC zu vermeiden. Nach 30-mindtiger Inkubation auf Eis
wurden die Proben mit UV-A Licht mit 4-16 J/cm? bestrahlt. Als Kontrolle wurde zu
einer Probe Ethanol oder DMSO gegeben und unter den selben Bedingungen bestrahlt.
AnschlieBend wurden die Reaktionsprodukte mittels SDS-PAGE (3.3.2) getrennt, bevor

die Gelbanden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung (3.3.7) unterzogen wurden.

3.4.1.2. Chemische  Quervernetzung der PPAR-a-LBD mit dem
Kopplungsreagenz EDC
Die PPAR-0-LBD (5 uM) wurde auf Eis aufgetaut und ein 50-facher Uberschuss der
Agonisten GW7647 (Abbildung 27A) oder MD78 (Abbildung 27C) wurde zum Protein
gegeben. Nach 30-minutiger Inkubation auf Eis wurde den Proben das Kopplungsreagenz
EDC zugegeben. EDC und Sulfo-NHS wurden in 500-2000-fachem molaren Uberschuss
zu der PPAR-a-LBD gegeben. Die Reaktion fand bei Raumtemperatur fur 10, 20, 30 oder
60 Minuten statt. Gestoppt wurde die Reaktion mit dem Reduktionsmittel DTT
(Endkonzentration 20 mM). Als Kontrolle wurde einer Probe DMSO oder Ethanol

anstelle der Liganden zugesetzt.

3.4.1.3. Photoaffinitatsmarkierungsstudien der PPAR-a-LBD

Die die photoreaktiven Aminosauren Bpa oder TfmdF enthaltenden PPAR-a-Varianten
(5 uM) wurden auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurden der Agonist GW7647
(Abbildung 27A) in Ethanol oder der Antagonist GW6471 (Abbildung 27B) in DMSO im
200-fachen molaren Uberschuss zu dem Protein gegeben und fir 30 min auf Eis
inkubiert. In Experimenten mit TfmdF-enthaltenden Varianten wurde zusétzlich der
Agonist Fenofibrinsdure (Abbildung 27D) im 200-fachen molaren Uberschuss zum
Protein gegeben. Als Kontrolle wurde zu einer Probe nur Ethanol oder DMSO anstelle
des Liganden gegeben. Die Endkonzentration von DMSO oder Ethanol in der Probe
betrug 1% (v/v). Nach 30-minutiger Inkubation wurden die Proben mit UV-A-Licht
verschiedener Dosen (4, 6, 8, 12 und 16 J/cm?) bestrahlt, um die photoaktivierbare
Aminosaure Bpa oder TfmdF zur Reaktion zu bringen (Abbildung 26). Nach erfolgter
UV-A-Bestrahlung wurden die Proben Uber eine eindimensionale Gelelektrophorese
(3.3.1) getrennt, Proteinbanden wurden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung (3.3.7)

mittels Trypsin oder GluC/Trypsin unterzogen. Alternativ wurden die Proben (ber eine
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Acetonféllung (3.3.5) einer in-Lésung-Spaltung (3.3.6) zugefiihrt. Die entstandenen

Spaltprodukte wurden unverziiglich mit Nano-HPLC/Nano-ESI-MS/MS  (3.5.4)

analysiert.

3.4.2. Chemische Quervernetzung des PPAR-B/6

3.4.2.1.
aminreaktiven Reagenzien

Sowohl das PPAR-B/5-Volllangenprotein als auch die PPAR-B/5-LBD wurden mit dem

Chemische Quervernetzung des PPAR-B/6 mit homobifunktionellen

aminreaktiven Quervernetzungsreagenz BS2G (Abbildung 19) vernetzt. Das Reagenz
wurde als 1:1 (m/m)-Mischung aus nichtdeuteriertem (Do) und vierfach deuteriertem (D)
Derivat eingesetzt. PPAR-B/6-LBD wurde wie unter 3.3.3 beschrieben exprimiert und
wurde wie unter 3.3.4.2 beschrieben gereinigt. Das PPAR-B/3-Volllangenprotein wurde

als N-terminal Hisg-markiertes Protein eingesetzt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Aminosduresequenz des PPAR-B/5. Die TEV-Protease Schnittstelle ist
unterstrichen, die DNA-Bindedoméne (DBD) ist hellgrau unterlegt. Die LBD ist dunkel-
grau unterlegt, die Hinge Region zwischen DBD und LBD ist kursiv dargestellt. Durch
die TEV-Protease Schnittstelle werden zwei zusétzliche Aminoséure (GA) N-terminal an
das Protein angefligt.

PPAR-B/6 wurde als
Konzentration von 5 pM geltst. Die PPAR-B/6-LBD wurde auf Eis aufgetaut und

Lyophylisat mit Strep-tag-L6ésung A (3.1.12.1) in einer

anschliefend auf eine Konzentration von 5 pM mit Strep-tag-L6sung A verdinnt. Die
PPAR-B/6-Agonisten GW0742 (Kp = 0,4 nM, ECsp = 1 nM) und GW1516 (Kp = 1,1 nM,
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ECso = 1 nM) (Abbildung 29) wurden im 20-fachen molaren Uberschuss in DMSO zu

den Proteinen gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert.
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Abbildung 29: Chemische Strukturen der PPAR-B/6-Agonisten GW0742 (A) und
GW1516 (B).

Als Kontrolle wurde eine Probe mit DMSO eingesetzt. AnschlieBend wurde eine
Mischung aus BS2G-Dy/D4 im 200-fachen molaren Uberschuss (Volllangen PPAR-B/3)
oder 100- bzw. 200-fachem molaren Uberschuss (PPAR-B/6-LBD) zugegeben. Die LBD
von PPAR-B/6 wurde zudem mit dem MS-spaltbaren Urea-Quervernetzungsreagenz [186]
in 50-, 100- bzw. 200-fachem molaren Uberschuss versetzt (Abbildung 20). Die
Quervernetzungsreaktionen wurden fir 2 h auf Eis durchgefiihrt. Anschliellend wurde das
uberschissige Quervernetzungsreagenz mit 2 M NH4COs-Losung (Endkonzentration
20 mM) zur Reaktion gebracht. Mittels eindimensionaler Gelelektrophorese (3.3.1)
wurden die Quervernetzungsprodukte getrennt, entsprechende Gelbanden wurden

ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung (3.3.7) mit Trypsin unterzogen.

3.4.2.2. Chemische Quervernetzung der PPAR-p/o6-LBD mit
carboxylreaktivem Reagenz
Die PPAR-B/5-LBD wurde, wie unter 3.4.2 beschrieben, mit den Agonisten GW0742 und
GW1516 versetzt und inkubiert. Fir die Quervernetzungsreaktion zwischen
Carboxylgruppen der Glutaminséuren und Asparaginsduren in PPAR-B/3, als auch der
Carbonsduren der PPAR-B/6-Agonisten GWO0742 und GW1516, wurde das
Kopplungsreagenz DMTMM zugesetzt. DMTMM reagiert mit Carboxylgruppen zu
einem Intermediat, welches reaktiver als die reine Carbonséure fiir nukleophile Angriffe
ist. DMTMM wurde in verschiedenen Konzentrationen (500 uM, 1 mM, 4,3 mM und 43
mM)  zur  PPAR-B/6-LBD  hinzugegeben. Zu DMTMM  wurde  das
Quervernetzungsreagenz SDH-Do/D1, in 100- oder 200-fachem Uberschuss im Verhaltnis
zum Protein zugesetzt. Dieses sollte die durch DMTMM aktivierten Carboxylgruppen
miteinander vernetzen (Abbildung 21). Nach zweistundiger Reaktion auf Eis wurden die

Proben unmittelbar mit Laemmli-Puffer gemischt und mittels eindimensionaler
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Gelelektrophorese (3.3.1) wurden die Proteine getrennt. Entsprechende Gelbanden
wurden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung (3.3.7) mit Trypsin tGberflhrt.

3.4.2.3. Chemische  Quervernetzung der PPAR-$/6-LBD mit dem

Kopplungsreagenz DMTMM

Wie unter 3.4.2.2 beschrieben, aktiviert DMTMM Carboxylgruppen uber die Bildung
eines Intermediates fur einen nukleophilen Angriff. Im physiologischen pH-Bereich
kénnen die Aminogruppen der Lysine und des N-Terminus des Proteins als
Elektronendonatoren fungieren und das durch DMTMM entstandene Intermediat
nukleophil angreifen (Abbildung 25). Die LBD des PPAR-B/6 wurde wie unter 3.4.2.1
mit den Agonisten GW0742 und GW1516 versetzt und inkubiert. AnschlieBend wurde
das Kopplungsreagenz DMTMM in 8000-fachen molaren Uberschuss hinzugegeben und
fir 2 h auf Eis inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Proben anschliefend
mit Laemmli-Puffer gemischt und mittels eindimensionaler Gelelektrophorese analysiert
(3.3.1). Gelbanden der PPAR-B/5-LBD wurden ausgeschnitten und einer tryptischen in-
Gel-Spaltung (3.3.7) unterzogen.

3.4.24. Chemische Quervernetzung der PPAR-B/6-LBD mit
heterobifunktionellem Reagenz
Die PPAR-B/6-LBD wurde mit dem heterobifunktionellen Quervernetzungsreagenz
Sulfo-SDA versetzt (Abbildung 22). Wie unter 3.4.1.1 fur die LBD von PPAR-a
beschrieben, wurde eine zweistufige Reaktion durchgefuhrt. Nach dem ersten
Reaktionsschritt und dem Abstoppen der Reaktion durch NH4COs-Ldsung wurden die
Agonisten GW0742 oder GW1516 (Abbildung 29) im 20-fachen molaren Uberschuss zur
PPAR-B/5-LBD gegeben und fiir 30 min auf dem Eis inkubiert. Nach UV-A-Bestrahlung
mit 8 J/cm? und anschlieBender Analyse mittels eindimensionaler Gelelektrophorese
(3.3.2) wurden die Gelbanden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung (3.3.7) mit

Trypsin unterzogen.

3.4.2.5. Photoaffinitatsmarkierungsstudien der PPAR-$/6-LBD

Nach Spaltung des Fusionsproteins mittels TEV-Protease wurden die die
Photoaminosdure Bpa-enthaltenden PPAR-B/6-Varianten mit Strep-tag-Losung A auf
eine Konzentration von 5 pM verdiinnt. Die Agonisten GWO0742 und GW1516
(Abbildung 29) wurden in DMSO in 20 bis 25-fachem Uberschuss zum Protein gegeben
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und fir 30 min auf Eis inkubiert. Als Kontrolle wurde eine Probe mit reinem DMSO ohne
Zugabe von Ligand mitgefihrt. Die Proben wurden anschlieRend auf Eis mit UV-A-Licht
(8 J/cm2) bestrahlt, um die photoaktivierbare Aminoséure zur Reaktion zu bringen. Nach
UV-A-Bestrahlung wurden die Proben mittels eindimensionaler Gelelektrophorese (3.3.1)
getrennt, nach der Farbung der Gele wurden die Gelbanden ausgeschnitten und einer in-
Gel-Spaltung (3.3.7) mittels Trypsin oder einer Mischung aus Trypsin und GIuC

unterzogen.

3.5. Massenspektrometrische Methoden

3.5.1. Probenvorbereitung

Die Analytlésungen aus den Quervernetzungsreaktionen (3.4), sowie den in-Lésung-
(3.3.6) und in-Gel-Spaltungen (3.3.7) wurden vor der massenspektrometrischen Analyse,
falls nicht anders beschrieben, entsalzt. Dafur wurden 20-40 pl Probenlésung mit TFA-
Losung auf pH 1,5-2 gebracht und anschlieBend mit ZipTip C4- oder C18-Mikrosdulen
nach folgendem Protokoll entsalzt: Die Mikrosaulen wurden mit 50% (v/v) ACN/ Milli-
Q-H,0 angefeuchtet und anschliefend mit 0,1% (v/v) TFA-LOsung &quilibriert. Fir die
Bindung der Peptide oder Proteine wurde die Lésung mindestens zehnmal Uber die
Mikrosaule gegeben. Um restliche Salze zu entfernen, wurden die Mikrosdulen
anschlieBend mit 100 pl 0,1% (v/v) TFA-L6sung gewaschen. Die Proteine oder Peptide
wurden mit 20 pl einer 50% (v/v) ACN/ 0,1% (v/v) TFA-LOsung eluiert.

3.5.2. Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-Massenspektrometrie

5-10 pl Analytlésung, in 1:1 (v/v) Methanol/ 0,1% FA oder wie unter 3.5.1 hergestellt,
wurden in Palladium/Gold-beschichtete Borosilikatglasemitter (New Objective) oder
selbst hergestellte Gold-beschichtete Borosilikatglasemitter gefillt. Mittels des LTQ-
Orbitrap-XL-Massenspektrometers wurden im Positivionenmodus Massenspektren in
verschiedenen Massenbereichen bei einer Auflésung von 60.000 bis 100.000 bei m/z 400
im  Orbitrap-Massenanalysator oder niederaufgelost in der linearen lonenfalle
aufgenommen. Gegebenenfalls wurden lonen in der linearen lonenfalle isoliert und
anschliefend mittels CID bei variablen normalisierten Kollisionsenergien (bis 35%),
fragmentiert. Die entstehenden Fragmentionen wurden abhéngig von der absoluten

Intensitat entweder in der linearen lonenfalle oder dem Orbitrap-Massenanalysator
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analysiert. Hoch abundante Signale (Intensitat Uber 10°) wurden im Orbitrap-

Massenanalysator und niedrig abundante in der linearen lonenfalle analysiert.

3.5.3. MALDI-TOF-Massenspektrometrie

1-2 ul Probenldsung (3.5.1) wurden auf einem Stahl- oder Anchor-Probenteller (Bruker
Daltonik) pipettiert. Danach wurde die Ldsung mit 1 pl Matrixlésung (3.1.10.3)
uberschichtet. Nach Auskristallisieren der Proben wurden diese mittels des Ultraflex 11
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometers (Bruker Daltonik) analysiert. VVor der Messung
wurde das Gerat mittels Peptid Calibration Standard Il oder Protein Calibration
Standard Il (Bruker Daltonik) kalibriert. Dabei durfte die Kalibration bei Messungen im
linearen Modus nicht tiber 50 ppm abweichen und im Reflektor-Modus nicht tiber 3 ppm.
Die Kalibranten wurden in unmittelbarer Nahe zu den Analysen pipettiert, um eine
korrekte Kalibration sicherzustellen. Je nach Probe wurden bis zu 10000 Laserschisse
addiert. Fur die Peptid-Fragment-Fingerprintanalyse wurden Signale isoliert und mittels
CID fragmentiert. Die Spektren wurden anschlieRend manuell ausgewertet oder durch
eine Datenbanksuche in der SwissProt-Datenbank analysiert.

3.5.4. Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-MS/MS

Proben der in-Losungs- (3.3.6) oder in-Gel-Spaltung (3.3.7) wurden mittels Nano-
HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-MS/MS  (LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer) analysiert.
Dabei wurde die Probe (70-140 pl) mit 20 pl/min tber eine 200 ul Probenschleife auf
eine Vorsaule (Acclaim PepMap C18, 100 um x 20 mm, 5 pm, 100 A) mit FlieBmittel A
(3.1.12.2) gegeben. Die Peptide wurden an die Vorsdaule gebunden und Salze, wurden
durch 15-minttiges Waschen mit FlieBmittel C (3.1.12.2) entfernt. Anschlielend wurden
die gebundenen Peptide eluiert und mittels einer Trennsdule (Acclaim PepMap C18,
75 um x 250 mm, 3 um, 100 A) mit einem linearen Gradienten von 0-40% FlieRmittel B
(3.1.12.2) mit 300 nl/min bei 30 °C Saulentemperatur getrennt. Fur die Peptid-Massen-
Fingerprintanalyse wurde ein Gradient tber 30 min, fir Quervernetzungsreaktionen ein
Gradient uber 90 min verwendet. AnschlieBend wurde die Trennsdule fir 11 min mit
100% FlieBmittel B und danach fir 15min mit FlieBmittel A gespilt. Die
Vorlauferionenmassenspektren (m/z 300-2000) wurden ausschlielich im Orbitrap-
Massenanalysator bei einer Auflésung von 60.000 bei m/z 400 aufgenommen, um eine

eindeutige ldentifizierung der Quervernetzungsprodukte zu ermdglichen. Aus jedem
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Vorlauferionenmassenspektrum wurden die funf hochsten Signale in einer ,,Top5-
Methode* bei einem Isolationsfenster von 2,5 Th isoliert und mittels CID in der linearen
lonenfalle fragmentiert. Die Fragmentionenspektren wurden in der LTQ aufgenommen.
Um auch niederabundante Spezies fragmentieren zu kénnen, wurden nach dreimaligen
Fragmentieren die jeweiligen Signale auf eine Ausschlussliste fiir 180 s gesetzt.

Alternativ wurden die Proben mittels des Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometers
analysiert. Die Peptidmischungen (bis 40 pl) wurden mit 20 pl/min Uber eine
Probenschleife auf eine Vorsiule (Acclaim PepMap C8, 300 um x 5 mm, 5 pm, 100 A)
mit FlieBmittel D (3.1.12.2) geladen. Um Salze zu entfernen, wurde die VVorsaule 15 min
mit FlieBmittel F (3.1.12.2) gewaschen. Die gebundenen Peptide wurden eluiert und
mittels einer Trennséule (Acclaim PepMap C18, 75 pum x 250 mm, 5 um, 100 A) mit
einem linearen Gradienten von 1-35% FlieBmittel E (3.1.12.2) tber 90 min mit 300
nl/min getrennt. AnschlieBend wurde der Gradient innerhalb von 5 min auf 85%
FlieBmittel E gesetzt und die Saule wurde fir 5 min gewaschen. Alle Spektren wurden
ausschlieBlich im Orbitrap-Massenanalysator aufgenommen. Die Vorlduferionen wurden
bei einer Auflosung von 120.000 bei m/z 200 in einem Bereich von m/z 300-2000
aufgenommen. AnschlieBend wurden die intensitatsstarksten Signale mit einem
Isolationsfenster von 2 Th isoliert, in einem Zeitraum von 5 s fragmentiert und die
Fragmentionen im Orbitrap-Massenanalysator bei einer Auflésung von 15.000 bei m/z
200 analysiert. Nach zweimaligem Fragmentieren eines Signals wurde dieses fiir 60 s auf
eine Ausschlussliste mit einem Ausschlussfenster von £2 ppm gesetzt. Dadurch wurde
ermdglicht, auch niederabundante Spezies zu fragmentieren. Als
Fragmentierungstechniken kamen die folgenden Methoden zum Einsatz: CID (35%
normalisierte Kollisionsenergie) in der linearen lonenfalle, Elektronentransferdissoziation
(ETD) mittels des Reaktandgases Fluoranthen fir 50 ms in der linearen lonenfalle und
hoher energetische kollisionsinduzierte Dissoziation (HCD) im lonen-Routing Multipole
des Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometers. Bei Verwendung von HCD wurden
drei Spektren gemittelt (29% normalisierte Kollisionsenergie = 15% gestufte
Kollisionsenergie). Bei den Fragmentierungsexperimenten (4.2.7) kamen zusatzlich die
beiden kombinierten Fragmentierungstechniken ETciD und EThcD zum Einsatz. Dabel
fand als erstes die ETD-Fragmentierung fur 50 ms in der linearen lonenfalle statt und
anschlieBend entweder CID (10% zusétzliche Kollisionsenergie) oder HCD (25%

zusatzliche Kaollisionsenergie) im lon Routing Multipole. Fir Proben mit dem
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Quervernetzungsreagenz BS2G-Dy/D,4 wurde zusétzlich ein ladungsabhéngiges Isolations-
und Verschiebungsfenster (Tabelle 5) angelegt. Dadurch wurde ermdglicht, in einem
Fragmentionenmassenspektrum sowohl die Vorléauferionen von
Quervernetzungsprodukten mit BS2G-D, als auch mit BS?G-D, gleichzeitig zu

fragmentieren. Dies vereinfachte die nachfolgende Datenauswertung.

Tabelle 5: Ladungsabhangige Verschiebungs- und Isolationsfenster fur die Identifizierung

von Quervernetzungsprodukten mit BS2G-Do/D;.

Ladung des Vorlauferions  Differenz des Breite des
Ladungsabhangiges Ladungsabhangiges
Verschiebungsfenster [Th] Isolationsfenster [Th]

+2 +1 4

+3 +0,66 3,5

+4 +0,5 3

+5 +0,4 2,5

+6 +0,33 2

+7 +0,28 1,5

+8 +0,25 1

3.5.5. ldentifizierung der Quervernetzungsprodukte

Um die Quervernetzungsprodukte aus 3.4 sicher identifizieren zu kénnen, wurden die
beiden Programme StavroX [208] und MeroX [209] (nur flr das spaltbare Urea-
Quervernetzungsreagenz; (3.1.14)) verwendet. Aus den Rohdaten wurde mit Hilfe des
Proteome Discoverers mgf-(Mascot generic format)-Dateien erstellt, welche von den
beiden Programmen verwendet wurden. Die experimentell bestimmten Massen wurden
mit theoretischen Massen abgeglichen. Alle identifizierten Quervernetzungsprodukte
wurden manuell verifiziert. Dabei wurden sowohl die Vorlduferionen- als auch
Fragmentionenmassenspektren Gberprift. Als Kontrolle wurden die Daten mittels der
Proteome Discoverer-Software nach potentiellen Verunreinigungen und Falsch-Positiven
Treffern in der SwissProt-Datenbank durchsucht. Fur das Programm StavroX wurden
folgenden Einstellungen fir das Suchen nach Quervernetzungsprodukten gewadhlt:
Statische Modifikation: Carbamidomethylierung am Cystein; variable Modifikationen:

Oxidation am Methionin (bis zu zweimal), Deamidierung von Glutamin (einmal) und
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Asparagin  (einmal); fir aminreaktive Quervernetzungsreagenzien wurden als
Reaktionsstellen Lysine, N-Termini, Serine, Threonine und Tyrosine [182] und fur
photoaktivierbare Aminosduren alle 20 proteinogene Aminosduren angenommen. Fur
carboxylreaktive Quervernetzungsreagenzien wurden die Aminoséuren Asparaginsaure,
Glutaminséaure und die C-Termini als mdgliche Reaktionsstellen festgelegt. Fir EDC und
DMTMM wurden als maégliche reaktive Aminosauren Glutaminséure, Asparaginsaure,
die C-Termini, Lysine und die N-Termini angenommen. Bei heterobifunktionellen amin-
/photoreaktiven Quervernetzungsreagenzien wurden einerseits der N-Terminus, Lysin,
Threonin, Serin, anderseits alle 20 proteinogenen Aminosduren festgelegt. Die
Massengenauigkeit fir die Vorlauferionen wurde auf 3 ppm und fir die Fragmentionen
auf 10 ppm (Messungen am Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer) bzw. 0,8 Da
(Messungen am LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer) gesetzt. Der Massenbereich
wurde zwischen 200-8000 Da gewéhlt. Als Proteasen wurden Trypsin (spaltet C-terminal
an Lysinen und Argininen) und fur die proteolytische Spaltung mit Trypsin/GIluC
zusétzlich GluC (spaltet C-terminal an Glutaminséure und Asparaginsaure) mit jeweils
drei Fehlschnittstellen gewéhlt. Als mogliche Fragmentionen wurden y-, b- und a-lonen
fir CID und HCD, y-, z-, z‘-, z°° und c-lonen fir ETD angenommen. Fur die
kombinierten Fragmentierungstechniken EThcD und ETciD wurden die oben genannten
lonen ausgewdhlt. Fir MeroX wurde zusétzlich nach spezifischen Spaltprodukten des
Urea-Linkers gesucht. Dabei handelt es sich um Peptidfragmente mit y-Aminobuttersdure
(Bu)- bzw. einer Isocyano-y-Aminobuttersaure (BuUr)-Modifikation (Abbildung 20)
(1.3.1.2).
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4. Ergebnisse

4.1.  Strukturuntersuchungen an der PPAR-a-LBD

In dieser Arbeit sollten mittels chemischer Quervernetzung und Massenspektrometrie die
Strukturanderungen der PPAR-a-LBD vor und nach Ligandenbindung im

physiologischen pH-Bereich untersucht werden.

4.1.1. Chemische Quervernetzung der PPAR-a-LBD mit heterobifunktionellen
Quervernetzungsreagenzien

Die optimalen Bedingungen fir die Expression und Reinigung der PPAR-o-LBD in

E.coli waren bereits in vorangegangenen Studien etabliert worden [210]. Daher konnte

die PPAR-0-LBD in Quervernetzungsstudien fir Konformationsuntersuchungen nach

Ligandenbindung eingesetzt werden. Die PPAR-o-LBD wurde, wie unter 3.4.1.1

beschrieben, mit dem heterobifunktionellen Quervernetzungsreagenz SBC in einer

zweistufigen Reaktion bei pH 8 mit und ohne Liganden vernetzt (Abbildung 30).

PPAR-(}-LBD
I ]
+ ohne + 50-fach + 50-fach
M K Ligand GW7647 GW6471
PPAR-a-
LBD-Dimer
PPAR-o-

- S—— LBD-Monomer

Abbildung 30: SDS-PAGE (12%) der mit SBC quervernetzten PPAR-a-LBD. M=

Proteinmarker; K= Kontrolle ohne Quervernetzungsreagenz und Ligand.

Anhand der SDS-PAGE-Analyse (3.3.2) ist ersichtlich, dass es in der zweistufigen
Reaktion zum Teil zu Proteinverlusten kam. Da die PPAR-a-LBD Homodimere bildet
(4.1.5) wurde auf eine in-Losung-Spaltung (3.3.6) verzichtet, entsprechende
Monomerbanden ausgeschnitten und mit Trypsin einer in-Gel-Spaltung (3.3.7)
unterzogen. Nach Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Analyse und
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Auswertung der Daten mit der  StavroX-Software  konnten  keine

Quervernetzungsprodukte identifiziert werden.

4.1.2. Chemische Quervernetzung der PPAR-a-LBD mit den Kopplungsreagenzien
EDC und Sulfo-NHS
Die PPAR-0-LBD (5 pM) wurde mit dem Kopplungsreagenz EDC bei pH 8 mit Hilfe
von Sulfo-NHS vernetzt. Dadurch sollten Konformationsédnderungen Uber benachbarte
Aminosdurereste vor und nach der Ligandenbindung verfolgt werden. Im Vorfeld wurden
die optimale Reaktionszeit und molaren Uberschiisse von EDC und Sulfo-NHS etabliert.
Dafiir wurden EDC und Sulfo-NHS bei Raumtemperatur in 250-2000-fachen molaren
Uberschiissen zur PPAR-a-LBD zugegeben. Die Reaktionszeiten variierten zwischen 10-
30 Minuten. Nach Abstoppen der Reaktion und anschlieRender SDS-PAGE-Analyse
(3.3.2) wurden die optimalen Bedingungen auf eine Reaktionszeit von 30 min bei
Raumtemperatur festgelegt. Als molare Uberschiisse wurde ein 500-facher Uberschuss an
EDC und 250-facher Uberschuss an Sulfo-NHS als am optimalsten geeignet festgestellt.
Anschlielend wurde die PPAR-a-LBD, wie unter 3.4.1.2 beschrieben, mit den Liganden
MD78 und GW7647 versetzt und inkubiert. Danach wurde die Quervernetzungsreaktion
mit optimierten molaren Uberschiissen an EDC und Sulfo-NHS und optimierter

Reaktionszeit durchgefuhrt.

PPAR-0-LBD
+ohne + 50-fach + 50-fach
M K Ligand MD78  GW7647
130 kDa
100 kDa PPAR-a-
<
70 kDa LBD-Dimer
55 kDa
40 kDa PPAR-q-

35kDa S s s S “€—]BD-Monomer
25 kDa | —

15 kDa | —

Abbildung 31: SDS-PAGE (12%) der Quervernetzungsreaktion von PPAR-a-LBD mit
EDC/Sulfo-NHS bei einer Reaktionszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur. M=
Proteinmarker; K= Kontrolle ohne Quervernetzungsreagenz und Ligand.
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Die leicht verschmierten Banden der PPAR-a-LBD und das Auftauchen des PPAR-a-
LBD-Homodimers zeigten den Erfolg der Quervernetzungsreaktion (Abbildung 31). Die
Banden des Dimers und Monomers wurden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung
(3.3.7) mit Trypsin unterzogen, gefolgt von einer Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-
MS/MS-Analyse  (3.5.4). In den Banden des Dimers konnten keine
Quervernetzungsprodukte mit sequenzgleichen a- und B-Peptiden gefunden werden, die
nur aus dem Homodimer stammen konnen. Andere Quervernetzungsprodukte in der
Dimerbande sind nicht aussagekréaftig, da sie sowohl vom Dimer als auch Monomer
herriihren konnten. In der Monomerbande konnten nur Quervernetzungsprodukte
identifiziert werden, die isobar zu linearen, nicht vernetzten Peptiden der PPAR-o-LBD
sind. Grund dafir ist, dass bei der Vernetzung mit EDC die Peptide unter einem
Wasserverlust verkniipft werden, aber jeweils zwei N- und C-Termini besitzen. Damit
sind die Quervernetzungsprodukte und lineare Peptide mit denselben Sequenzen isobar.

Eine eindeutige Identifizierung der Quervernetzungsprodukte war somit nicht maoglich.

4.1.3. Expression und Reinigung der Varianten der PPAR-a-LBD

Zusétzlich waren im Rahmen vorangegangener Arbeiten die photoaktivierbaren Varianten
L258Bpa und L460Bpa der PPAR-a-LBD erfolgreich exprimiert worden, allerdings in
geringen Ausbeuten [210]. Um die Ausbeuten zu verbessern, sollten fir E.coli-Codon
optimierte Plasmide eingesetzt werden. Dartiber hinaus sollten weitere Bpa-Varianten der
PPAR-a-LBD hergestellt werden. Es wurden drei E.coli-Codon optimierte Plasmide
eingesetzt (3.1.8.1). Durch das Plasmid pET28a-Variantel sollte ein Austausch von Phe-
273 zu Bpa stattfinden. Die Plasmide pET28a-Variante2 (L258Bpa) und pET28a-
Variante3 (L460Bpa) sollten dabei zu groReren Ausbeuten an I6slichem Protein als in den
vorangegangenen Arbeiten fuhren. Alle Plasmide wurden in E.coli BL21(DE3)-Zellen
transformiert, die das Plasmid pEvol-pBpf (3.2.8) enthielten. Die Reinigung der
photoaktivierbaren Bpa-Varianten wurde analog zur Reinigung der PPAR-a-LBD
durchgefiihrt (3.3.4.1). Die Variante L258Bpa der PPAR-a-LBD wurde uber
immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie (Abbildung 32) und nachfolgender
Anionenaustauschchromatographie (Abbildung 33) als reines Protein (35 kDa) erhalten.
Analog dazu wurde die Variante F273Bpa der PPAR-a-LBD gereinigt. Die Variante
L460Bpa der PPAR-a-LBD konnte hingegen nicht erfolgreich exprimiert und gereinigt
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werden. Mit den beiden erfolgreich gereinigten Varianten L258Bpa und F273Bpa wurden

anschlielend Photoaffinitatsmarkierungsstudien durchgefihrt.

Konzentration IMAC-B-Puffer [%] UV 280 nm [mAU] —— Fraktionen [ml]
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Abbildung 32: Nickel-Affinitatsreinigung der Variante L258Bpa der PPAR-a-LBD.
Signale aus dem Chromatogramm (UV: 280 nm) der Nickel-Affinitatsreinigung (A)
wurden mittels SDS-PAGE (12%) (B) analysiert. L= Ladefraktion; D= Durchfluss; W=
Waschfraktion; 1-31= Elutionsfraktionen; M= Proteinmarker. Die einzelnen Gelbanden
(2-10) wurden mittels LC/MS/MS analysiert (Tabelle A 1).
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Konzentration AEX-B-buffer [%] ——— UV 280 nm [mAU] Fraktionen [ml]
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Abbildung 33: Anionenaustauschchromatographie der Variante L258Bpa der PPAR-a-
LBD. Signale aus dem Chromatogramm (UV: 280 nm) der
Anionenaustauschchromatographie (A) wurden mittels SDS-PAGE (12%) (B) analysiert.
D= Durchfluss; 1-11= Elutionsfraktionen; M= Proteinmarker. Die einzelnen Gelbanden
(A-D) wurden mittels LC/MS/MS analysiert (Tabelle A 1).

Neben der photoaktivierbaren Aminoséure Bpa sollten zudem die Aminosauren Leu-258

und Phe-273 gegen die Diazirin-haltige Aminoséure TfmdF ausgetauscht werden. Die
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beiden Varianten L258TfmdF und F273TfmdF der PPAR-o-LBD wurden analog zu den
Bpa-Varianten in E.coli exprimiert (3.3.3) und gereinigt (3.3.4.1). Im Gegensatz zu den
Bpa-Varianten war die Ausbeute an TfmdF-Varianten gering (Abbildung 34).

L258TfmdF F273TfmdF
M 1 2 3 1 2 3

130 11§Da == Sl
100 kDa s i J—
70 kDa Vo P
55kDa W —

Ngp——
40kDa . e——
35kDa [ S s N — PPAR-o-LBD
25kDa ~

. e ——"
15 kDa (S S L —

Abbildung 34: SDS-PAGE (12%) der Anionenaustauschchromatographie der PPAR-a-
TfmdF-Varianten. M= Proteinmarker; 1= eingeengte Durchflussfraktionen; 2= eingeengte
Elutionsfraktionen mit 0-10% AEX-Puffer B; 3= eingeengte Elutionsfraktionen mit 10-
100% AEX-Puffer B.

Alle PPAR-a-TfmdF-Varianten enthaltenden Elutionsfraktionen wurden vereint und fir

Photoaffinitatsmarkierungsstudien eingesetzt (3.4.1.3).

4.1.4. Photoaffinitdtsmarkierungsstudien der PPAR-a-LBD

Wie unter 3.4.1.3 beschrieben, wurden die beiden Varianten L258Bpa und F273Bpa der
PPAR-a-LBD mit UV-A-Licht (360 nm) in An- und Abwesenheit der beiden Liganden
GW6471 und GW7647 (Abbildung 27) bestrahlt. Monomerbanden der PPAR-a-LBD
wurden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung (3.3.7) mit Trypsin oder einer
Mischung aus GIuC/Trypsin unterzogen. Die verifizierten Quervernetzungsprodukte
wurden mittels PyMOL in die bekannte Struktur der PPAR-a-LBD mit Antagonist
GW6471 (PDB-Eintrag: 1KKQ) eingetragen (Abbildungen 35 und 36), um die

Konformationsénderung nach Ligandenbindung nachzuvollziehen.
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Abbildung 35: Quervernetzungsprodukte der PPAR-a-LBD, Variante L258Bpa. Die
quervernetzten Aminosduren wurden in die Rontgenkristallstruktur (PDB-Eintrag:
1KKQ) eingetragen. Mit Bpa quervernetzte Aminosauren im ligandenfreien (A), mit
GW7647- (B) und GW6471-gebundenen (C) Zustand sind annotiert. Die Q-Schlaufe ist
in gelb, der Antagonist GW6471 in magenta, die AF2 in orange dargestellt. Die eindeutig
identifizierten Quervernetzungsstellen sind
Die nicht

rot und die Quervernetzungsregionen

lachsfarben markiert. eindeutig anhand der Fragmentionenspektren

zugeordneten Quervernetzungsstellen sind in grau dargestelit.
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Abbildung 36: Quervernetzungsprodukte der PPAR-a-LBD, Variante F273Bpa. Die
quervernetzten Aminosduren wurden in die Rontgenkristallstruktur (PDB-Eintrag:
1KKQ) eingetragen. Mit Bpa quervernetzte Aminosduren im ligandenfreien (A), mit
GW7647- (B) und GW6471-gebundenen (C) Zustand sind annotiert. Die Q-Schlaufe ist
in gelb, der Antagonist GW6471 in magenta, die AF2 in orange dargestellt. Die eindeutig
identifizierten Quervernetzungsstellen sind rot und die Quervernetzungsregionen
lachsfarben markiert. Die nicht eindeutig anhand der Fragmentionenspektren
zugeordneten Quervernetzungsstellen sind in grau dargestelit.
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So konnte eine Quervernetzung von Bpa-258 sowohl zu Pro-238 als auch zu Ala-233

anhand eines Fragmentionenmassenspektrums identifiziert werden (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Fragmentionenmassenspektrum eines 4+ geladenen Vorlauferions bei m/z
850.402 eines Quervernetzungsproduktes in der PPAR-a-LBD (ohne Ligand), Variante
L258Bpa; n= deamidiertes Asparagin; B= carbamidomethyliertes Cystein;
Quervernetzungsstelle Pro-238 ist in fett und das zusatzliche Signal [y,io-lon] fiir die

Quervernetzung zu Ala-233 ist kursiv gedruckt.

Dabei konnte die Quervernetzung zu Pro-238 anhand eines zweifach geladenen bgs-lon
bei m/z 837,8 und eines dreifach geladenen yass-lon bei m/z 972,4 identifiziert werden.
Im selben Fragmentionenmassenspektrum konnte Ala-233 anhand eines zweifach
geladenen y,19-H2O/NH3-lon bei m/z 1107,8 als Quervernetzungsstelle identifiziert
werden. Insgesamt wurde eine Vielzahl an Quervernetzungsprodukten in ligandenfreiem

und ligandengebundenem Zustand identifiziert (Tabellen 6, A 2 und A 3).
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Tabelle 6: Zusammenfassung der gefundenen Quervernetzungsstellen der beiden PPAR-
a-LBD-Varianten L258Bpa und F273Bpa. Wenn die Quervernetzungsstelle nicht

eindeutig identifiziert werden konnte, sind mehrere Aminoséauren angegeben.

PPAR-a-LBD-L258Bpa

PPAR-a-LBD-F273Bpa

mit Agonist mit Antagonist ohne Liganden | mit Agonist mit Antagonist  ohne Liganden
GW7647 GW6471 GW7647 GW6471
L254 Y214 N217 E212/A213 1210/Y211 1210/Y211
V255 L254 A225 1354/M355/ L258 N217
E356
A256/K257 V255 A233 N217/F218/N2
19
P350/F351 A256/K257 P238
A225
Y468 K257 L254
1228
E471 E267/A268/ V255
E269/V270/ M244/E245
H477 R271/1272/ V270
F273 T246/L247/
A333 C248
F359/D360/
F361/A362/M3  P458/L459 T253/L254
63/K364
M467 L254
M363/K364
H475 A256/K257
D466/M467
H477 L258
D466/M467/Y4
68 L258/V259/A2
60
1354/M355/
E356
A362
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Da nicht auszuschlieBen war, dass die photoaktivierbare Aminosédure Bpa neben den
Aminosauren im Protein ebenfalls mit den Liganden reagieren kénnte, wurden die beiden
Bpa-Varianten nach dem Bestrahlen mit 8 J/cm? mittels MALDI-TOF-MS (3.5.3) in An-
und Abwesenheit der Liganden analysiert. Durch eine Massenverschiebung von =~ m/z
500, welche der Masse des Liganden GW7647 (Molekulargewicht: 502,75 g/mol)
entspricht, wurde die Bindung des Agonisten GW7647 an die PPAR-a-LBD der beiden
Varianten bestatigt. Jedoch konnte dies nicht fir den Antagonisten GW6471 gezeigt
werden (Abbildung 38). Es wurden auch das Protein Catabolite gene activator (23,6 kDa)
und Abbauprodukte der beiden Varianten der PPAR-o-LBD identifiziert.
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Abbildung 38: MALDI-TOF-Massenspektren der Bpa-Varianten der PPAR-a-LBD.
Variante L258Bpa der PPAR-a-LBD mit Agonist GW7647 (A), mit Antagonist GW6471
(B). Variante F273Bpa der PPAR-o-LBD mit Agonist GW7647 (C), mit Antagonist

GW6471 (D). Der Catabolite gene activator ist als # und das Abbauprodukt der PPAR-a-
LBD als * dargestelit.
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Als zweite photoaktivierbare Aminosdure sollte die Diazirin-enthaltende Aminoséaure
TfmdF analog zu dem Benzophenon Bpa in die PPAR-a-LBD eingebaut werden. Dabei
wurden die PPAR-a-LBD-Varianten L258TfmdF und F273TfmdF in E.coli exprimiert
und gereinigt (3.3.4.1 und 4.1.3). Obwohl kein sauberes Protein erhalten werden konnte,
wurden Photoaffinitdtsmarkierungsstudien durchgefiihrt. Dabei wurden beide Varianten
in Abwesenheit und Anwesenheit der Liganden GW6471, GW7647 und Fenofibrat mit
8 J/lcm? bestrahlt (3.4.1.3). Nach der SDS-PAGE-Analyse (3.3.2) wurden Banden in Hohe
des Monomers bei 35 kDa ausgeschnitten (Abbildung 39) und einer in-Gel-Spaltung mit

Trypsin unterzogen.

L258TfmdF L258TfmdF F273TfmdF
A + 50-fach B + 50-fach + 50-fach
M  Kontrolle ohne ngand GW6471 GW76L}7 M_ i’fnoﬁbrati Kontrolle ohne Ligand
: ‘ 130kDa (4.
100 kDa R - |
- e — —-— ———
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I """ ENEE == ofF
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C  ohneLigand M GW6471 . GW7647 _ Fenofibrat

™ O e

130 kDa

T0KDR e T v -

a ; ;

55 kDa :

40 kDa -

P Magim =@ WK rAR-eLsD

25 kD2 N - —— — - -

15kDa e SRS s S
Abbildung 39: SDS-PAGE (12%) der Photoaffinitatsmarkierungsstudien (8 J/cm?2) der

beiden TfmdF-Varianten L258TfmdF (A und B) und F273TfmdF (B und C) der PPAR-a-
LBD in An- und Abwesenheit der Liganden GW6471, GW7647 und Fenofibrat; M=
Proteinmarker.

Die Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-MS/MS-Analyse ergab keine
Quervernetzungsprodukte. Der Einbau des TfmdF konnte nachgewiesen werden, jedoch
war selbst in den nicht UV-bestrahlten Banden der Stickstoffverlust des Diazirinrings
sichtbar. Ebenfalls konnte mittels MS/MS vor der Bestrahlung das Reaktionsproduktes
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des Carbens mit Wasser identifiziert werden. Aufgrund der vielversprechenderen Bpa-

Daten wurde in dieser Arbeit auf weiterfihrende Experimente mit TfmdF verzichtet.

4.1.5. Untersuchung der Dimersisierung der PPAR-a-LBD

Anhand der Quervernetzungs- und Photoaffinitatsmarkierungsstudien der PPAR-a-LBD
wurde mittels SDS-PAGE-Analyse eine weitere Bande in der Hohe von 60-80 kDa
nachgewiesen. Nach Ausschneiden dieser Bande und in-Gel-Spaltung mit Trypsin mit
nachfolgender Nano-HPLC/Nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS-Analyse wurde die PPAR-
a-LBD eindeutig nachgewiesen. Um die Dimerbildung der PPAR-a-LBD zu bestétigen,
wurden die Varianten L258Bpa und F273Bpa in An-und Abwesenheit des Antagonisten
GW6471 mit UV-A-Strahlung (4-16 J/cm?) behandelt. Die Reaktionsprodukte wurden
anschlieBend mittels SDS-PAGE-Analyse getrennt (Abbildung 40).

LBD-Monomer

LBD-Monomer

L258Bpa ohne GW6471 L258Bpa mit GW6471
M K 4J/em*  8J/em? 12J/em? 16 J/em? K M 4J/em* 8J/em? 12 J/em? 16 J/em?
130 kDa 3
100 KDa e 130 kDa : PPAR-0-
70 kDa 70 kDa €— | BD-Dimer
55 kDa 55 kDa R
35kDa v 35 KDa u—— ..e PPAR-a0-
25 kDa 25 kDa -
15 kD2 15 kDa -
F273Bpa ohne GW6471 F273Bpa mit GW6471
M K 4J/em?>  8J/em* 12J/em* 16 J/em? K M 4J/cm? 8J/cm? 12 J/em? 16 J/cm?
L 130 kDa
130 kDa 100 kDa PPAR-0-
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Abbildung 40: SDS-PAGE (12%) der Photoaffinitdtsmarkierungsstudie der Varianten
L258Bpa (A) und F273Bpa (B) der PPAR-o0-LBD in An- und Abwesenheit des
Antagonisten GW6471.

Das Homodimer der PPAR-a-LBD war schon ab einer UV-Bestrahlung von 4 J/cm?
(ohne Ligand) und ab 8 J/cm2 (mit Ligand) sichtbar. Um die Dimerisierung weiter zu

studieren, wurde die PPAR-o0-LBD ohne vorherige Quervernetzung mittels
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GroRenausschlusschromatographie untersucht und anschlieBend mittels SDS-PAGE
analysiert. Zur Ermittlung der molekularen Masse wurde eine Kalibriergerade mit
Standardproteinen (Tabelle 7) erstellt (Abbildung 41).

Tabelle 7: Molekulargewichte und Konzentrationen der Proteine fur die Kalibriergerade
(HiLoad 16/600 Superdex 75 pg-Saule).

Protein Molekulargewicht [Da] Konzentration fur Kalibrierung [uM]
Ribonuclease A 13700 79,4
Chymotrypsinogen A 25000 14,8
Ovalbumin 43000 23,3
BSA 66400 17,5

80
O  Standard Proteine
linear fit

75 ® PPAR-a-LBD-Wildtyp-Monomer
O  PPAR-u-LBD-Wildtyp-Dimer

70 1

65 -

60

Elutionsvolumen (ml)

55 A

50 A

45 T T T T

log(MW)
Abbildung 41: Kalibriergerade fir die GréRenausschlusschromatographie (HilLoad
16/600 Superdex 75 pg-Saule) mit den Proteinen (Tabelle 7).

Dadurch lieRen sich Ruckschlisse aus dem Chromatogramm auf die Stokes-Radien und
damit auf die Molekulargewichte der eluierten Proteine schlieBen. Aus den SDS-Gelen
der Elutionsfraktionen aus der GroRenausschlusschromatographie ist ersichtlich, dass die
PPAR-a-LBD Homodimere bildet (Abbildung 42). Zur Bestatigung wurden Gelbanden
ausgeschnitten und einer tryptischen in-Gel-Spaltung unterzogen. In allen Banden konnte
die PPAR-a-LBD mittels Peptidmassen-Fingerprint-Analyse durch MALDI-TOF-MS
und LC/ESI-MS/MS nachgewiesen werden.
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Abbildung 42: Grélenausschlusschromatogramm (bei 280 nm) und SDS-Gele (12%) der
grolRenausschlusschromatographischen Trennung der PPAR-o-LBD. M= Proteinmarker;
50-70= Elutionsfraktionen

Zusétzlich wurde die mittels Anionenaustauschchromatographie gereinigte Variante
L258Bpa der PPAR-a-LBD mit UV-A-Licht (16 J/cm?) bestrahlt. Anschlieend wurde
das Protein ebenfalls mittels GroRenauschlusschromatographie analysiert (Abbildung 43).
In der SDS-PAGE-Analyse war das Dimer neben dem Monomer sichtbar (Abbildung 43)
und konnte nach einer tryptischen in-Gel-Spaltung mittels LC/ESI-MS/MS bestétigt
werden. Da das Protein nicht mit stabilen Isotopen (**N oder *C) markiert worden war,
war eine genaue Bestimmung der Quervernetzungsstelle innerhalb des Dimers allerdings

nicht moglich.
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Abbildung 43: GroRenausschlusschromatogramm (bei 280 nm) und SDS-Gel (12%) der

grolRenausschlusschromatographischen Trennung der photochemisch vernetzten Variante
L258Bpa der PPAR-a-LBD. M= Proteinmarker; 1-30= Elutionsfraktionen

4.2.  Strukturuntersuchungen an PPAR-B/d

Mittels  chemischer  Quervernetzung und Massenspektrometrie  sollten  nun
Strukturuntersuchungen sowohl an der PPAR-B/6-LBD als auch am PPAR-B/6-
Volllangenprotein in An- und Abwesenheit der Agonisten GWO0742 und GW1516

erfolgen.

4.2.1. Expression und Reinigung der PPAR-p/6-LBD
Das Plasmid PPARD full new wurde von Life Technologies als ein fir E.coli
optimiertes Plasmid synthetisiert. Das Plasmid wurde in E.coli-DH5a-Zellen

transformiert (3.2.8), um es zu sichern und zu vervielfaltigen. Nach der
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Plasmidpraparation (3.2.2) wurde das Insert mit der Sequenz fir die PPAR-B/5-LBD
(890 bp) durch die beiden Primer PPARDNcolfw und PPARDXholrev (3.1.8)
amplifiziert. Das amplifizierte Insert wurde mit den Restriktionsenzymen Xho | und Nco |
(3.1.7) geschnitten, ebenso wie das Plasmid pET-28a(+) (3.1.8.1). Uber die entstandenen
komplementédren Enden wurde durch eine Ligation (3.2.7) Uber Nacht das Plasmid pRS
CStrepPPARB/SLBDWT hergestellt. Dieses wurde in E.coli DH5a-Zellen transformiert.
Die entstandenen Kolonien wurden mit einer Kolonie-PCR (3.2.5) auf positive Klone
getestet. Dabei wurden zwei positive Klone erkannt, die anschlieBend uber Nacht
kultiviert wurden. Uber eine Plasmidpraparation (3.2.2) wurde das Plasmid isoliert. Der
Erfolg der Klonierung wurde durch einen Restriktionsverdau (3.2.6), anschlieBender
Agarose-Gelelektrophorese  (3.2.3) und einer DNA-Sequenzierung bestétigt.
Anschlielend wurde das Plasmid in E.coli BL(21) DE3-Zellen transformiert (3.2.8). Die
Bedingungen (Temperatur, Zeit, IPTG-Konzentration) wurden optimiert, um die
grofitmogliche 16sliche Proteinmenge zu erhalten. Die PPAR-B/6-LBD wurde mittels des
Strep-tags Il uber eine Affinitatschromatographie gereinigt. Die Reinheit wurde mittels
SDS-PAGE-Analyse Uberprift. Die PPAR-B/5-LBD eluierte in den Waschfraktionen
(Abbildung 44, Fraktionen W3-W16) und Elutionsfraktionen (Abbildung 44, Fraktionen
E1-E5). Die Protein-enthaltenden Fraktionen (Fraktionen W10-E5) wurden vereint. Nach
dem Konzentrieren in  Amicon-Zentrifugationseinheiten wurde durch eine
Proteingehaltsbestimmung nach Bradford eine Ausbeute an PPAR-B/56-LBD von ca.
13 ug/g aufgeschlossenen Zellen bestimmt. Nach Abspaltung des Strep-tags Il wurde die
Proteinlésung mindestens dreimal mit Strep-tag-Lésung A (3.1.12.1) in Amicon-
Zentrifugationseinheiten gewaschen, um den Strep-tag 11 zu entfernen. Danach wurde die
Proteinlosung im Kihlschrank bei 4-6 °C bis zur Verwendung fiur die

Quervernetzungsreaktionen aufbewahrt.
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130 kD: 130 kDa
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Abbildung 44: SDS-PAGE (12%) der Reinigung der PPAR-B/3-LBD mittels
Affinitatschromatographie (ber den Strep-tag 1. M= Proteinmarker; L= Ladekontrolle;
W3-W16= Waschfraktionen; E1-E5= Elutionsfraktionen.

4.2.2. Quervernetzung der PPAR-B/6-LBD mit aminreaktiven Reagenzien

Die PPAR-B/3-LBD (dunkelgrau unterlegte Aminosduresequenz, Abbildungen 28 und
45) sollte  nach erfolgreicher Reinigung (3.3.3) mittels  verschiedener
Quervernetzungsreagenzien (3.1.15) im ligandenfreien als auch -gebundenen Zustand
vernetzt werden. Daflr wurden die beiden Agonisten GW0742 and GW1516 verwendet
(Abbildung 29) [44]. Der Erfolg der Reaktion wurde mittels SDS-PAGE kontrolliert.
Entsprechende Banden der PPAR-B/6-LBD wurden ausgeschnitten und einer in-Gel-
Spaltung mittels Trypsin unterzogen. Die LC/ESI-MS/MS-Analyse resultierte in der
Identifizierung mehrerer Vernetzungsprodukte (Tabelle 8). Der Vorteil der Verwendung
einer Mischung aus deuteriertem und nicht-deuteriertem BS2G-Quervernetzungsreagenz
besteht in der Identifizierung der Vernetzungsprodukte anhand des typischen
Isotopenmusters mit einem Massenabstand von 4 u. Durch das ladungsabhangige
Isolations- und Verschiebungsfenster (Tabelle 5) wahrend der MS-Analyse war es
maoglich, sowohl im Vorlduferionen- als auch im Fragmentionenmassenspektrum, beide
Spezies (Do und D,) gleichzeitig zu fragmentieren. Dadurch wurde nicht nur die
Identifizierung von Quervernetzungsprodukten vereinfacht, sondern auch die Zahl an
falsch-positiven Ergebnissen verringert. Als Beispiel sei die Quervernetzung von Ser-
181/Lys-182 zu Lys-197/Lys-198 gezeigt (Abbildung 46). Durch die hohe Auflésung und
Massengenauigkeit des Orbitrap-Massenanalysators lieR sich die Quervernetzungsstelle
auf das Serin oder Lysin im a-Peptid einschranken. Gleichzeitig konnten Fragmente
verifiziert werden, da im Fragmentionenmassenspektrum ebenfalls das typische Do/Ds-
Muster des Quervernetzungsreagenz sichtbar ist, was die Position der Quervernetzung
bestétigte (Abbildung 46).
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N-Terminus

C-Terminus Q-Schlaufe

Y443Bpa

Abbildung 45: Rontgenkristallstruktur der PPAR-B/6-LBD kokristallisiert mit dem
Liganden GW0742 (PDB-Eintrag 3TKM). Die Aktivierungsfunktionshelix 2 (AF2) ist in
rot dargestellt, die flexible Q-Schlaufe in orange, die durch Bpa ausgetauschten
Aminoséuren in griin und der Ligand GWO0742 in magenta. Die an den Quervernetzungen
beteiligten Helices sind farbig dargestellt (Helix 1: hellblau; Helix 2: rosa; Helix 4:

blasscyan; Helix 8: blassgriin; Helix 10: weizenfarben; Helix 11: blassgelb).
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Abbildung 46: Fragmentionenmassenspektrum eines 5+ geladenen Vorlauferions
(m/z 366.010) eines Quervernetzungsproduktes zwischen Ser-181/Lys-182 und Lys-
197/Lys-198. Anhand der Fragmentionen lief3 sich die Quervernetzung nicht eindeutig zu
Ser-181 Lys-182

Fragmentionenmassenspektrums sind zusatzlich dargestellt.

oder zuordnen. VergroRerte Bereiche des

Eine Vielzahl an Quervernetzungsprodukten konnte sowohl in An- als auch in
Abwesenheit der Liganden identifiziert werden (Abbildungen 47 und A 1, Tabellen 8 und
A 4). BS2G ist durch seinen Spacer (7,7 A) zwischen den beiden reaktiven NHS-
Estergruppen in der Lage, einen Co-Ca-Abstand von bis zu 27 A zu iiberbriicken [183,
184]. Nach manueller Verifikation der Quervernetzungsprodukte wurden diese in die
Rontgenkristallstruktur (PDB-Eintrag: 3TKM) der GW0742-gebundenen PPAR-B/5-LBD
eingetragen und als Kreisplots dargestellt (Abbildungen 47 und A 1). Mehrere
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Quervernetzungsprodukte der N-terminalen Aminoséure der PPAR-B/3-LBD (Gly-167)
konnten nur in Anwesenheit der beiden Liganden identifiziert werden und sind nicht
vereinbar mit dieser Rontgenkristallstruktur. So wurden im ligandengebundenen Zustand
Quervernetzungsprodukte von Gly-167 zu den Aminosdauren Lys-324 und Lys-423/Lys-
424 gefunden (Abbildung 47). Zuséatzlich wurden im GWO0742-gebundenen Zustand
Quervernetzungen zwischen Gly-167 und Lys-440 in der Aktivierungsfunktionshelix 2
(AF2) sowie zwischen den Aminosduren Lys-197/Lys-198 und Lys-324 identifiziert. Im
GW1516-gebundenen Zustand der PPAR-B/6-LBD wurde eine Quervernetzung zwischen
Gly-167 und Lys-231 in der flexiblen Q-Schlaufe (nicht aufgelGster Bereich der
Rontgenkristallstruktur) gefunden. Diese Quervernetzungsprodukte wurden nicht im
freien Zustand der PPAR-B/5-LBD gefunden und deuten auf eine spezifische, stabilisierte
Konformation nach Ligandenbindung hin. Diese Quervernetzungsprodukte kénnen nur
entstehen, wenn sich die vernetzten Aminosduren so nahe kommen, um durch das
Quervernetzungsreagenz verknipft zu werden. Andere Quervernetzungsprodukte, die nur
im ligandengebundenen Zustand gefunden wurden, sind durch den (berbriickbaren
Abstand des Quervernetzungsreagenzes erklarbar. Darunter zahlen die beiden

Quervernetzungsprodukte zwischen Gly-167 zu den Aminoséauren Lys-267 und Lys-404.
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B N-Terminus

Abbildung 47: ldentifizierte Quervernetzungsprodukte der PPAR-B/6-LBD mit BS?G.
Quervernetzungsprodukte sind in rot (ohne Liganden, A), blau (mit GW0742, B) oder
grin (mit GW1516, C) dargestellt, ebenso wie die beteiligten Aminosauren. Der in der

Rontgenstruktur (PDB-Eintrag: 3TKM) kristallisierte Ligand GW0742 ist in magenta (B)
dargestellt.
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Tabelle 8: Zusammenfassung aller gefundenen Quervernetzungsprodukte fir PPAR-B/6-
LBD (BS?G, DMTMM, BuUrBu und Bpa) und PPAR-B/5-Volllangenprotein (BS2G); X=

Bpa; {= N-Terminus; }= C-Terminus.

PPAR-4/0-LBD

PPAR-p/5-Volllangenprotein

quervernetzte Ligand quervernetzte Ligand
Aminosauren ohne  GWO0742 GW1516 Aminosauren ohne GWO0742 GW1516
{167+5181/K182 v v v {+K107 v v
{167+K182 v 4 4 {+S116/K118 v
{167+K190 v 4 4 {+K121/K122 v v v
{167+T195/K196/ v {+K122 v v v
K197
{167+K196/K197/ v v v {+K126 v v
K198
{167+K197/K198 v v v {+K155 v 4
{167+K198 v {+K197/K198 v v v
{167+5201 v {+K198 v 4
{167+K231 v {+K423 4
{167+E264 v v v K82+K121/K122 v
{167+K267 v v K107+K155 v v
{167+K324 v v K118+K122 v v v
{167+E331 v K118+K126 v v
{167+E373 v v v K118+K134 v
{167+D377 v v v K118+S181/K182 v
{167+K404 v v K118+K198 v
{167+ K423/K424 v v K121+K126 v v v
{167+K440 v K122+K126 v v v
{167+}443 v K122+K134 v v v
{167/G167/S168/ v K122+K155 v
Q169/Y170+X180
X180+I379 v v v K122+K157 v
S181/K182+K197/ v v v K126+K155 v
K198
S181/K182+K198 v v K127+K133 v
K182+K197/K198 v v v K134+K197/K198 v v
K190+K197/K198 v v v K155+K182 v
K190+K198 v v v K155+K190 v
T195/K196/K197+ v v K155+K197 v v v
K198
K197/K198+S201 v v v K155+K197/K198 v
K197/K198+K206 v v v K155+K404 v
K197/K198+S208 v v v K157+K197/K198 v
K197/K198+K206/ v K190+K197/K198 v
S208/T210

98



Ergebnisse

K197/K198+K324 v K197/K198+S201 v v v
K197/K198+K423/ v K198+S201 v v v
K424

K197+K424
K198+S201
K198+K206
S201/T204/K206/
S208+K302
K226+Y249/K241
K241+K423/K424
S298/K302+K400
K324+K423/K424
K324+K424
1330+X443
K333+K423/K424
M419+X443
K423+D441
K423/K424+T425/
T427/T429/S430
K423/K424+K440 v v v

K324+K423/K424 v
v v K423+K440 v v

N XX

AR N N N N U N N NN

Als zweites homobifunktionelles, aminreaktives Quervernetzungsreagenz wurde der MS-
spaltbare Urea-Linker verwendet [186] (Abbildung 20). Die PPAR-B/3-LBD wurde mit
dem Quervernetzungsreagenz zur Reaktion gebracht und anschlieBend mittels SDS-

PAGE analysiert (Abbildung 48).

ohne Liganden +GW0742 +GW1516
K M 100x Urea XL 100x Urea XL  100x Urea XL

35kD PPAR-(/5-LBD

Abbildung 48: SDS-PAGE (12%) einer Quervernetzungsreaktion mit Urea-Linker. K=
Kontrolle aus nicht vernetzter PPAR-f/6-LBD; M= Proteinmarker; 100x Urea XL= 100-
facher molarer Uberschuss an Urea-Linker im Vergleich zum Protein (5 uM).

Die Banden der PPAR-B/6-LBD wurden ausgeschnitten und einer in-Gel-Spaltung mit
Trypsin unterzogen. Die tryptischen Spaltprodukte wurden mit Nano-HPLC/Nano-ESI-
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Orbitrap-MS/MS-Analyse mittels der kollisionsaktivierten Fragmentierungstechniken
CID und HCD analysiert. Durch die Kollisionsenergie wurde die schwéchste Bindung
gebrochen, was im Falle der Quervernetzungsreaktionen mit dem Urea-Linker das
Quervernetzungsreagenz selbst war (Abbildung 20). Die dadurch entstehenden
spezifischen Signale erlaubten eine automatische Auswertung. Als Beispiel sei die
Quervernetzung zwischen Gly-167 zu Lys-198 gezeigt (Abbildung 49). Das dreifach
positiv geladene Vorldauferion bei m/z 673,033 wurde mittels CID (35% normalisierte
Kollisionsenergie) fragmentiert. Die Quervernetzungsstelle konnte anschlieBend im
Fragmentionenmassenspektrum eindeutig anhand des zweifach positiv geladenen b,;-lon
bei m/z 378,229 und des einfach positiv geladenen ygs-lons bei m/z 374,251 identifiziert
werden. Ebenfalls wurden die spezifischen Fragmentionen des Urea-Linkers identifiziert.
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Abbildung 49: Fragmentionenmassenspektrum eines Quervernetzungsproduktes mit dem
Urea-Linker zwischen Gly-167 und Lys-198. Im Fragmentionenmassenspektrum wurden
die spezifischen Fragmente y-Aminobuttersdure (Bu) und lsocyano-y-Aminobutterséure
(BuUr) des Urea-Linkers identifiziert (Abbildung 20).

Mit dem spaltbaren Reagenz wurden viele Quervernetzungsprodukte im ligandenfreien
Zustand  identifiziert, jedoch reduzierte sich die Zahl der gefunden

Quervernetzungsprodukte stark im ligandengebundenen Zustand. Es wurden &dhnliche
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Quervernetzungsstellen gefunden wie in den Quervernetzungsreaktionen mit BS2G-Dy/D4
(Abbildungen 50 und A 2, Tabellen 8 und A 5).

N-Terminus

&< b 20 ;
~e % R
) \ K197
) i J 5201
C-Terminus ) v
9 VK198
& )
ka3 ®om & @

C-Terminus
K440

K423

Abbildung 50: Identifizierte Quervernetzungsprodukte der PPAR-B/3-LBD mit BuUrBu.
Quervernetzungsprodukte sind in rot (ohne Liganden, A), blau (mit GW0742, B) oder
grun (mit GW1516, C) dargestellt, ebenso wie die beteiligten Aminoséuren. Der in der
Rontgenstruktur (PDB-Eintrag: 3TKM) kristallisierte Ligand GW0742 ist in magenta (B)
dargestellt.

4.2.3. Quervernetzung der PPAR-B/6-LBD mit dem carboxylreaktiven Reagenz
SDH und dem Kopplungsreagenz DMTMM
Um nicht nur die Aminogruppen von Lysinen und dem N-Terminus an der
Quervernetzungsreaktion zu beteiligen, sollten auch die Carboxylgruppen der
Asparaginséure, Glutaminséure, des C-Terminus und der Liganden zur Reaktion gebracht
werden. Dabei kam das homobifunktionelle, carboxylreaktive Quervernetzungsreagenz
SDH zur Anwendung (Abbildung 21) [187]. Dies verknlpft Carboxylgruppen nach
Aktivierung durch DMTMM [187]. Kontrolliert wurde das Ergebnis der
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Quervernetzungsreaktion mittels SDS-PAGE. Gelbanden der PPAR-B/6-LBD wurden
ausgeschnitten und nach einer tryptischen in-Gel-Spaltung mittels LC/ESI-MS/MS
analysiert. Mit StavroX wurden die Daten nach Quervernetzungsprodukten durchsucht.
Es konnten keine Quervernetzungsprodukte von SDH zwischen sauren Aminosduren
identifiziert werden, jedoch konnten einige durch DMTMM verkniipfte Aminosauren
identifiziert weren. DMTMM st ein Kopplungsreagenz, welches Carboxylgruppen
aktiviert und einen nukleophilen Angriff durch Amine beglnstigt. Dadurch verknipft es
saure Aminosauren mit dem N-Terminus und Lysinen innerhalb eines Protein. Im
Gegensatz zu BS2G und dem spaltbaren Urea-Linker werden Aminogruppen und
Carboxylgruppen so direkt miteinander verbunden. Durch DMTMM kénnen nur
Aminosauren vernetzt werden, die sich fur einen bestimmten Zeitraum in unmittelbarer
Nahe zueinander (Ca-Ca-Abstand von ca. 10 A) befinden. Nach der Inkubation mit den
Liganden GWO0742 und GW1516 wurde DMTMM in einem 8000-fachen molaren
Uberschuss zur PPAR-B/6-LBD gegeben. Kontrolliert wurde das Ergebnis der
Quervernetzungsreaktion mittels SDS-PAGE (Abbildung 51) und LC/ESI-MS/MS.

ohne
K Liganden +GW0742 M +GWI1516
L L S YL W LN Lo

130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa

40 kDa -

35 kDag rp— S €— PPAR-B/6-LBD
25kDa -

15 kDal |- | g

Abbildung 51: SDS-Gel (12%) einer Quervernetzungsreaktion mit 8000-fach molarem
Uberschuss DMTMM im Vergleich zum Protein (5 uM). K= Kontrolle aus nicht
vernetzter PPAR-B/5-LBD; M= Proteinmarker; +GW0742= PPAR-B/5-LBD mit 20-
fachem molaren Uberschuss an Agonist GW0742; +GW1516= PPAR-B/5-LBD mit 20-

fachem molaren Uberschuss an Agonist GW1516.

Sowohl im ligandengebundenen, als auch im freien Zustand konnte eine Vielzahl an
Quervernetzungsprodukten in der PPAR-B/6-LBD durch die hohe Auflésung und

Massengenauigkeit des Orbitrap-Massenanalysators sicher identifiziert werden
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(Abbildungen 52 und A 3, Tabellen 8 und A 5). Als Beispiel sei die Quervernetzung
zwischen Gly-167 mit Glu-373 genannt (Abbildung 53). Dieses Quervernetzungsprodukt
wurde sowohl im freien als auch ligandengebundenen Zustand der PPAR-B/3-LBD
identifiziert. Anhand der einfach positiv geladenen Fragmentionen b,; bei m/z 1196,661

und bg, bei m/z 1529,745 konnten die beiden Verkniipfungsstellen eindeutig identifiziert
werden.

A N-Terminus g B N-Terminus

_E264

D441 J.

C-Terminus
D441 i

K423 \

&,

-

Abbildung 52: Identifizierte Quervernetzungsprodukte der PPAR-B/6-LBD mit
DMTMM. Quervernetzungsprodukte sind in rot (ohne Liganden, A), blau (mit GW0742,
B) oder grin (mit GW1516, C) dargestellt, ebenso wie die beteiligten Aminosauren. Der
in der Rontgenstruktur (PDB-Eintrag: 3TKM) kristallisierte Ligand GWO0742 ist in
magenta (B) dargestellt.
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Abbildung 53: Fragmentionenmassenspektrum des Quervernetzungsproduktes innerhalb
der PPAR-B/6-LBD mit DMTMM zwischen Gly-167 und Glu-373. Fragmentiert wurde

ein 3+ geladenes Vorlauferion bei m/z 820,104; { definiert den N-Terminus.

In den Experimenten mit DMTMM wurde, sowohl im ligandenfreien als auch
-gebundenen Zustand der PPAR-B/5-LBD, eine Quervernetzung zwischen Gly-167 und
Glu-264 gefunden (Abbildung 52). Interessant ist, dass diese Region ebenfalls mit BS2G
im ligandengebundenen Zustand vernetzt gefunden wurde (Lys-267) (Abbildung 47).
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass sich der N-Terminus der PPAR-B/6-LBD (Gly-167)
an Helix 4 annéhert, auf der sich sowohl Glu-264 als auch Lys-267 befinden, um diese
Quervernetzungen auszubilden (Abbildung 45). Im GWO0742-gebundenen Zustand
wurden zwei zusétzliche Quervernetzungen gefunden. Dabei wurde der C-Terminus (Tyr-
443) mit dem N-Terminus (Gly-167) der PPAR-B/5-LBD, sowie der N-Terminus (Gly-
167) mit Glu-331 verknipft. Beide Quervernetzungen sind nicht vereinbar mit der
publizierten Rontgenkristallstruktur (PDB-Eintrag: 3STKM). Die beteiligten Aminoséuren
mussen sich zur Ausbildung der Quervernetzung in unmittelbarer N&he befinden. Das
lasst nur den Schluss zu, dass sich der N-Terminus der PPAR-B/5-LBD im GWO0742-

gebundenen Zustand den Helices 4 und 8 annéhert (Abbildung 45). Interessanterweise
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konnten im GW1516-gebundenen Zustand diese Quervernetzungsprodukte nicht
identifiziert werden.

4.2.4. Quervernetzung der PPAR-B/6-LBD mit heterobifunktionalen Reagenzien
Um weitere Aminosduren, zusatzlich zu Lysinen bzw. Asparaginsduren und
Glutaminséduren  einer  Quervernetzungsreaktion zu unterziehen, wurde das
heterobifunktionelle, amin-/photoreaktive Quervernetzungsreagenz Sulfo-SDA verwendet
(Abbildung 22). Die PPAR-B/56-LBD wurde dabei, wie unter 3.4.2.4 beschrieben, mit dem
Quervernetzungsreagenz vernetzt. Anschliefend wurde Ligand hinzugegeben und die
Photoreaktion mit UV-A-Bestrahlung (8 J/cm?) induziert (Abbildung 54). Nach der SDS-
PAGE-Analyse wurden Gelbanden ausgeschnitten und mittels in-Gel-Spaltung und
LC/ESI-MS/MS analysiert. Da die Abspaltung des Strep-tags Il durch die TEV-Protease
uber Nacht nicht vollstdndig war, wurde auch die Bande des Fusionsproteins analysiert.

Allerdings konnten in keiner Probe Quervernetzungsprodukte identifiziert werden.

ohne ohne 20-fach 20-fach
K Ligand M Ligand GW0742 GW1516

130 kDa
100 kDa

70 kDa
55 kDa

40 kDa

PPAR-B3/5-
Z Fusionsprotein

35kDa
S~ PPAR-B/5-LBD

25 kDa

15 kDa

Abbildung 54: SDS-Gel (12%) der Quervernetzungsreaktion der PPAR-B/6-LBD mit
100-fachem molaren Uberschuss an Sulfo-SDA, Ligand wurde im 20-fachen molaren
Uberschuss hinzugegeben. M= Proteinmarker; K= Kontrolle der unbestrahlten PPAR-B/3-
LBD ohne Liganden.

4.2.5. Spezifischer Einbau von photoaktivierbaren Aminosauren in die PPAR-B/6-
LBD

Fur spatere Photoaffinitatsmarkierungsstudien (3.4.2.5) sollte die photoaktivierbare

Aminosaure Bpa durch einen gezielten Austausch in die PPAR-B/6-LBD an

verschiedenen Positionen anstelle der natiirlichen Aminosaure eingebaut werden. Dabei

kam die von Schultz und Kollegen entwickelte Methode zur Anwendung [197]. Durch

gezielte Mutagenese wird das Amber-Stopcodon TAG im genetischen Code an der Stelle

eingefuhrt, an der die natiirliche Aminosaure gegen die unnatirliche photoaktivierbare
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Aminosaure ausgetauscht werden soll. Hierflr wird ein zusatzliches Plasmid pEvol-pBpf
(3.1.8.1) verwendet, welches fur ein spezifisches tRNA/Aminoacyl-tRNA-Synthetasepaar
kodiert. Anstelle eines Abbruchs der Proteinsynthese wird so durch die neue spezifische
tRNA der Einbau der unnatirlichen Aminosaure stattfinden. Durch gerichtete
Mutagenese wurde das Plasmid pRS CStrepPPARB/OLBDWT zu den Plasmiden pRS
CStrepPPARB/SLBDF180, pRS CStrepPPARB/SLBDF192, pRS
CStrepPPARB/GLBDF213, pRS CStrepPPARB/SLBDF248 und pRS
CStrepPPARB/SLBDY443 (3.1.8.1) umkloniert. Der Erfolg der Klonierung wurde mittels
Restriktionsverdau, gefolgt von einer Agarose-Gelelektrophorese und DNA-
Sequenzierung uberprift. Aufgrund der GréRRe und des hydrophoben Benzophenonrings
von Bpa (Abbildung 26A) wurden die Aminoséuren Phenylalanin und Tyrosin fur den
Austausch gewahlt. Die Expression und Reinigung erfolgte analog zur PPAR-f/5-LBD
(4.2.1). Es konnte eine Proteinausbeute von bis zu 6,5 pg/g aufgeschlossenes Zellmaterial
erreicht werden. Jedoch schwankte die Ausbeute und Reinheit je nach Bpa-Variante. Auf
weitere Reinigungsschritte wurde, aufgrund der zum Teil sehr geringen Ausbeute und der
Mdglichkeit, hochauflésende Massenspektrometrie fir die Analyse einzusetzen,

verzichtet.

4.2.6. Strukturuntersuchungen an Bpa-Varianten der PPAR-B/6-LBD mittels
Photoaffinitatsmarkierungsstudien
Die Varianten F180Bpa, F192Bpa, F213Bpa, F248Bpa und Y443Bpa der PPAR-B/5-LBD
wurden in E.coli exprimiert und gereinigt (3.3.3; 3.3.4.2). Die Austauschpositionen
wurden bewusst ausgewahlt. So befindet sich Tyr-443 am C-Terminus der AF2, welcher
malgeblich an der Ligandenbindung beteiligt ist (Abbildung 45). Die Photoreaktion
wurde mittels UV-A-Bestrahlung induziert. Anschliefend wurden die Proben einer in-
Losung-Spaltung mit GIluC/Trypsin unterzogen oder Uber eine SDS-PAGE-Analyse
getrennt, Gelbanden ausgeschnitten und uber eine in-Gel-Spaltung mit Trypsin analysiert.
Der Einbau war an allen Positionen aufler Phe-248 erfolgreich und konnte mittels
Tandem-MS nachgewiesen werden. Fir die Varianten F192Bpa und F213Bpa konnte der
Einbau zwar bestétigt, es konnten aber keine Quervernetzungsprodukte identifiziert
werden.  Fir die Varianten F180Bpa und Y443Bpa wurden einige
Quervernetzungsprodukte identifiziert (Abbildungen 56 und A 4, Tabellen 8 und A 6).

Fur die Variante F180Bpa konnte im ligandenfreien als auch -gebundenen Zustand eine
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Quervernetzung zwischen Bpa-180 und lle-379 identifiziert werden (Abbildung 55). lle-
379 befindet sich auf Helix 10 in direkter Nachbarschaft zu Helix 1, auf der Bpa-180
eingebaut wurde (Abbildung 56). Die Quervernetzungsstelle 1le-379 wurde eindeutig
durch das y,-lon bei m/z 288,205, das zweifach positiv geladene ys-lon mit Wasserverlust
bei m/z 469,780 und das zweifach geladene bg-lon mit Wasserverlust bei m/z 704,366
identifiziert.
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Abbildung 55: Fragmentionenmassenspektrum des Quervernetzungsproduktes zwischen
Bpa-180 und lle-379. Fragmentiert wurde ein 4+ geladenes Vorlauferion bei m/z 428,986.
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Abbildung 56: Rontgenkristallstruktur der PPAR-B/6-LBD (PDB-Eintrag: 3TKM). (A)
Die Quervernetzung zwischen Bpa-180 und Ile-379 ist in rot dargestellt, ebenso die
beiden Aminosduren; (B) Die Quervernetzungen zwischen Bpa-443 zu lle-330 und Met-
419 sind in grun dargestellt, ebenso wie die beteiligten Aminosauren.
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Fur die Variante Y443Bpa der PPAR-B/5-LBD wurde eine Quervernetzungsstelle sowohl
im ligandenfreien als auch -gebundenen Zustand zwischen Bpa-443 und Met-419
identifiziert und im ligandenfreien Zustand zusatzlich eine zwischen Bpa-443 und lle-
330. Beide Quervernetzungsprodukte sind im Einklang mit der publizierten
Rontgenkristallstruktur (Abbildung 56).

4.2.7. Fragmentierungsexperimente der Variante F180Bpa der PPAR-p/6-LBD

Nachdem die Variante F180Bpa der PPAR-B/6-LBD in Abwesenheit von Liganden mit
UV-A-Bestrahlung (8 J/icm?) vernetzt worden war, wurden verschiedene
Fragmentierungsexperimente durchgefiihrt. Wahrend der Analyse der
Quervernetzungsreaktionen der Bpa-Varianten von PPAR-a und PPAR-f/6 fiel die meist
schlechte Fragmentierung der Quervernetzungsprodukte auf. Daneben war hdufig ein
abundanter Verlust von Wasser und/oder Ammoniak zu beobachten. Ein Wasserverlust
wurde oft schon vor der Fragmentierung mittels CID beobachtet. Mit verschiedenen
Fragmentierungstechniken sollte eine effizientere Fragmentierung und
Sequenzabdeckung der Peptide erzielt werden, um die Quervernetzungsstellen sicher zu
identifizieren. Dafur kamen neben der Fragmentierung mittels CID auch HCD, ETD,
EThcD und ETciD zur Anwendung. EthcD und ETciD sind Kombinationstechniken aus
ETD und CID bzw. ETD und HCD (1.2.4). Fir die Fragmentierungsexperimente wurden
nach der SDS-PAGE-Analyse entsprechende Gelbanden einer in-Gel-Spaltung mit
Trypsin unterzogen. Die Spaltprodukte wurden anschlieRend mittles LC/ESI-MS/MS mit
den jeweiligen Fragmentierungstechniken analysiert. Das einzige in allen Proben
identifizierte Quervernetzungsprodukt zwischen Bpa-180 und 1le-379 konnte, auer fir
HCD, mit einer angemessenen Sequenzabdeckung identifiziert werden (Abbildungen A 5
bis A 14). Bei HCD (35% normalisierter Kollisionsenergie) traten gehduft interne
Fragmente auf, die die Sequenzabdeckung reduzierten und die automatische Auswertung
der Spektren erschwerte. Die Kombination aus ETD und einer kollisionsinduzierten
Dissoziationsmethode (CID oder HCD) eignete sich flr die Sequenzabdeckung und die

Zuordnung der Fragmentionen am besten.

4.2.8. Ungerichteter Einbau von Photomethionin in die PPAR-B/6-LBD
Als Alternative zum spezifischen Einbau von Bpa wurde ein ungerichteter Einbau der

photoaktiverbaren Aminosdure Photomethionin (3.1.15) gewahlt. Es konnte kirzlich
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gezeigt werden, dass E.coli-Zellen in der Lage sind, Photomethionine anstelle von
Methionin in Proteine einzubauen [195]. Fir den Einbau von Photomethionin wurden die
mit dem Plasmid der PPAR-B/6-LBD transformierten E.coli BL21(DE3)-Zellen
verwendet. Dabei wurden die Zellen in LB-Medium vorgezogen und auf Minimalmedium
uberfiihrt. Die Zellen wurden bis zu einer ODgo von 0,6 bis 0,8 bei 37 °C kultiviert. Mit
diesem Medium wurde neues Minimalmedium angeimpft, um die Zellen langsam an das
Wachsen in néhrstoffarmer Umgebung anzupassen. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt. AnschlieBend wurden die Kulturen bis zu einer ODgo von 0,6 bis 0,8
kultiviert und mit 1 mM IPTG in Anwesenheit von 30 mg/l Photomethionin induziert. Die
Kultur wurde, vor Licht geschutzt, Gber Nacht bei 18 °C kultiviert und anschliefRend
geerntet. Mittels SDS-PAGE wurde die Expression uUberpruft (Abbildung 57).
Anschlielend wurde die Gelbande der PPAR-B/3-LBD ausgeschnitten und einer in-Gel-
Spaltung mit Trypsin unterzogen. Mittels LC/ESI-MS/MS wurde der Einbau des
Photomethionins bestatigt. Aufgrund vielverspechender Bpa-Daten wurde jedoch die
Strategie des ungerichteten Einbaus mit Photomethionin im Rahmen dieser Arbeit nicht

weiter verfolgt. Diese Strategie soll in Zukunft verfolgt werden.

Vor Nach
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Abbildung 57: SDS-PAGE (12%) der Expression der PPAR-B/6-LBD mit

Photomethionin. M= Proteinmarker.

PPAR-3/6-LBD

4.2.9. Strukturuntersuchungen am PPAR-pB/6-Volllangenprotein

Da der N-Terminus (Gly-167) der isolierten PPAR-B/6-LBD nicht naturlich vorkommt,
jedoch mit diesem starke Konformationsanderungen nach Ligandenbindung beobachtet
wurden, wurden zusatzliche Quervernetzungsexperimente mit BS?G (Abbildung 19) mit
dem PPAR-B/5-Volllangenprotein (Abbildung 28 und 3.4.2) durchgefiihrt. Fir PPAR-B/3
existieren Rontgenkristallstrukturdaten fir die LBD, sowie eine NMR-Struktur fir die
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DNA-Bindedoméne (DBD) (PDB-Eintrag: 2ENV). Fir das PPAR-B/6-Volllangenprotein
mit den hochflexiblen Regionen des N-Terminus und der Hinge-Region existieren bislang
keine Strukturdaten (Abbildung 45). Mittels chemischer Quervernetzung des PPAR-f/5-
Volllangenproteins mit BS?2G sollten nun die Strukturinformationen der PPAR-/5-LBD
aus den vorherigen Quervernetzungsexperimenten bestatigt werden und zuséatzliche
Strukturdaten fir die DBD und die flexiblen Regionen des PPAR-B/6 gewonnen werden.
Da alle PPARs strukturell &hnlich sind, wurden die gefunden Quervernetzungen in die
NMR-Struktur der DBD des PPAR-B/5 und in eine der drei Rontgenkristallstrukturen des
PPAR-y-Volllangenproteins (PDB-Eintrag: 3DZU) [37] eingefiigt, um Hinweise zur
Strukturanderung des PPAR-B/6-Volllangenproteins nach Ligandenbindung zu gewinnen.
In dieser Rontgenkristallstruktur des PPAR-y-Volllangenproteins fehlt lediglich der
flexible N-Terminus (Aminoséuren 1-102). Im ligandenfreien als auch -gebundenen
Zustand wurde eine Vielzahl an Quervernetzungsprodukten mit BS2G im PPAR-B/6-
Volllangenprotein identifiziert, insbesondere in der DBD, der Hinge-Region und dem
flexiblen N-Terminus von PPAR-B/5 (Abbildungen 58 und 59, Tabellen 8 und A 7).

N-Terminus

C-Terminus
Abbildung 58: NMR-Struktur der PPAR-B/3-DBD (PDB-Eintrag: 2ENV). Die

gefundenen Quervernetzungen in der DBD sind, ebenso wie die beteiligten Aminosauren,

in rot dargestellt.
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Abbildung 59: Kreisdarstellung (Circos-Plots) der identifizierten
Quervernetzungsprodukte (BS?G) im PPAR-B/3-Volllangenprotein ohne Ligand (A), mit
GW0742 (B) und mit GW1516 (C).

Alle gefundenen Quervernetzungsprodukte der PPAR-B/6-DBD sind im Einklang mit der
veroffentlichten NMR-Struktur (Abbildung 58). Im ligandenfreien Zustand wurde eine
Quervernetzung zwischen Lys-155 und Lys-404 gefunden. Diese Quervernetzung
befindet sich in denselben Regionen wie Gly-167 und Lys-404 in den
Quervernetzungsreaktionen der PPAR-B/6-LBD mit BS2G (Abbildungen 45 und 47).
Insgesamt wurden mehr Quervernetzungen im ligandenfreien Zustand identifiziert als im

ligandengebundenen, was fur eine hohere Flexibilitdt des Proteins im freien Zustand
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spricht. Die Quervernetzungen aus diesen Experimenten wurden in die
Rontgenkristallstruktur von PPAR-y (PDB-Eintrag: 3DZU) eingetragen. Es war nicht
maoglich, die Vernetzungsprodukte mit den 1-102 N-terminalen Aminoséuren in die
Struktur zu Ubertragen, da die Rontgenkristallstruktur diese flexible Region nicht enthélt.
Alle Quervernetzungen, die eingetragen werden konnen, sind unter Annahme einer
gewissen Flexibilitat der beteiligten Regionen bzw. dem uberbriickbaren Abstand des
Quervernetzungsreagenzes BS2G in Ubereinstimmung mit dieser Réntgenkristallstruktur
(Abbildung 60).

<7

N-Terminus - - 15 ‘
-

A

C-Terminus - - - =< >

Abbildung 60: Rontgenkristallstruktur des BVT.13-gebundenen PPAR-y (PDB-Eintrag:
3DZU), kokristallisiert mit dem DNA-Response Element (PPRE), den Koaktivator-
Peptiden (NCoA2) und RXR-a. Identifizierte Quervernetzungsprodukte in PPAR-B/8 sind
in grin dargestellt, ebenso die beteiligten Aminosduren. Die PPAR-y-DBD ist in rot
dargestellt, die PPAR-y-LBD in orange, die Hinge-Region in weizenfarben, die DNA in
hellblau, die Koaktivatoren in blasscyan und der Agonist BVT.13 in magenta.
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5. Diskussion
5.1. Die verschiedenen Quervernetzungsstrategien fir Konformationsstudien von
Strukturen von Proteinen und Proteinkomplexen
Seit einigen Jahren ist die chemische Quervernetzung kombiniert mit
Massenspektrometrie fester Bestandteil der Strukturanalytik von Proteinen und
Proteinkomplexen [118]. Die Analyse der quervernetzten Produkte findet meist nach
einer Trennung durch eine eindimensionale Gelelektrophorese statt. Ein Problem stellt
dabei die unvollstandige Extraktion der proteolytischen Spaltprodukte dar, woraus sich
die meist geringe Intensitat der quervernetzten Produkte in den Massenspektren ergibt.
Damit trotzdem eine eindeutige massenspektrometrische Identifizierung der
Quervernetzungsprodukte mdoglich ist, werden verschiedene Strategien angewendet, die
im Weiteren diskutiert werden.
Die Entwicklung immer leistunsgfahigerer Massenspektrometer, wie das Orbitrap Fusion
Tribrid-Massenspektrometer, ist dabei von entscheidender Bedeutung. Mit diesen
modernen Geréaten ist es maoglich, Kombinationen verschiedener
Fragmentierunsgmethoden durchzufihren. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
flihrte dies zu aussagekréaftigeren Fragmentionenspektren und damit zu einer verbesserten
Identifizierung der Quervernetzungsprodukte. Mit dem alteren LTQ-Orbitrap-XL-
Massenspektrometer konnten Fragmentionenspektren nur niederaufgeldst in der linearen
lonenfalle aufgenommen werden. Durch die damit verbundene geringere
Massengenauigkeit von 1 Da ist eine eindeutige Zuordnung der Signale, insbesondere bei
hoher geladenen Fragmentionen, meist nicht moglich. Damit steigt die Zahl der falsch-
positiven Quervernetzungsprodukte. Gleichzeitig kdnnen die vernetzten Aminosduren
meist ebenfalls nicht eindeutig identifiziert werden. Im Orbitrap Fusion Tribrid-
Massenspektrometer wurden sowohl Vorlaufer- als auch Fragmentionenmassenspektren
hochaufgeldst im Orbitrap-Analysator erhalten, wodurch die Zuordnung der Signale
entscheidend verbessert wurde. Insbesondere die hohe Auflésung der Isotopensignale
spielte dabei eine wichtige Rolle.

In dieser Arbeit wurden die deuterierten Varianten von BS2G und SDH eingesetzt, um
aufgrund des spezifischen Massenunterschiedes Quervernetzungsprodukte eindeutig zu
identifizieren. Zusétzlich wurden im Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer die

deuterierten und nicht-deuterierten Vorladuferionen gemeinsam fragmentiert und
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analysiert. Der Vorteil, beide Vorlauferionen gleichzeitig zu fragmentieren, besteht in
dem spezifischen Massenabstand von 4 Th zwischen nicht-deuteriertem zu deuteriertem
BS?G in einem einzigen Fragmentionenmassenspektrum. Dadurch werden die
Spektrenauswertung und die ldentifizierung der Quervernetzungspositionen im Protein
stark vereinfacht. Fir SDH war die gemeinsame Fragmentierung der nicht-deuterierten
und deuterierten Varianten nicht moéglich, da aufgrund der 12-fachen Deuterierung des
SDH die Retentionsunterschiede bei der flissigchromatographischen Trennung der
quervernetzten Peptide zu grof? sind.

Eine weitere Strategie zur vereinfachten Analyse von vernetzten Peptiden wdre die
Anreicherung von Quervernetzungsprodukten bzw. die Abreicherung nicht vernetzter
Produkte. Eine selektive Identifizierung von Bindungspartnern eines Proteins ist dabei
mit trifunktionellen Reagenzien mit Biotinanker mdglich, mit deren Hilfe auch eine
Anreicherung der Quervernetzungsprodukte auf Peptidebene mdglich ist. Peptide kénnen
ebenfalls mittels starker Kationenaustausch- oder GréRenausschlusschromatographie
getrennt werden. Dabei reichern sich die Quervernetzungsprodukte aufgrund ihrer
héheren Ladung in bestimmten Fraktionen an [211].

Eine weitere Mdoglichkeit, die Ausbeute an Quervernetzungsprodukten zu erhéhen,
besteht in der Optimierung der jeweiligen Quervernetzungsreaktion. So sollten die
Reaktionsbedingungen und die molare Menge an Reagenz passend zu den mdglichen
Angriffspunkten im Protein gewé&hlt werden, um eine ausreichende Vernetzung der
Proteine ohne Artefaktbildung zu gewahrleisten. Dies konnte beispielsweise anhand von
Peptidstudien unter Verwendung der Photoaminosauren Photomethionin und Photoleucin
gezeigt werden [212]. Dabei wurden die verschiedenen Peptide mit unterschiedlicher
Menge UV-A-Strahlung bestrahlt, wodurch bei hoheren  Strahlungsdosen die
Reaktionsprodukte zunahmen.

Die genannten Anreicherungsstrategien fiihren schlussendlich zu einer erhéhten
Konzentration an Quervernetzungsprodukten und einer verbesserten Identifizierung
[211].

Die aus Diazirinen nach der UV-A-Bestrahlung entstehenden hochreaktiven Carbene
reagieren hé&ufig mit dem verwendeten Losungsmittel bzw. mit der im Molekil
benachbarten Methylfunktion. Um die Ausbeute an Quervernetzungsprodukten zu

erhéhen, werden neu synthetisierte Verbindungen mit Diazirinfunktionen mit Phenyl-
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und/oder Trifluormethylresten verknipft [213]. Dieses Vorgehen soll einerseits die
Umlagerung des Carbens zum Alken unterbinden und andererseits das reaktive Carben
stabilisieren,  sodass = minderreaktive  Intermediate  keine  falsch-positiven
Quervernetzungsprodukte erzeugen konnen. So kann eine hohere Ausbeute an
Quervernetzungsprodukten erzielt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, eine
Photomethionin- und Photoleucinvariante zu synthetisieren, die anstelle der endstandigen
Methylfunktion eine Trifluormethylfunktion enthalt. Jedoch fuhrte die Synthese nicht
zum gewinschten Endprodukt. Grund hierfiir waren die unterschiedlichen Reaktivitaten
der Vorstufenmolekiile mit dem Trifluormethylrest, die eine Synthese nicht erlaubten.

FUr den gezielten Einbau von unnatirlichen, photoreaktiven Aminoséuren in Proteine
sind die Austauschpositionen von entscheidender Rolle. So sollte das Benzophenon-
enthaltende Bpa gegen grol3e, hydrophobe Aminosduren wie Tryptophan, Phenylalanin
und Tyrosin, bevorzugt ausgetauscht werden, da sonst die Beibehaltung der 3D-Struktur
des Proteins nicht gewéhrleistet werden kann. Es konnte zwar anhand der RNA-
Polymerase im Komplex mit Faktoren Crl und Sigma S gezeigt werden, dass ein
Austausch von Arginin und Glutaminsaure zu Bpa keinen Einfluss auf Struktur und
Funktion hat, doch dies sollte vermieden werden, um potentielle Ladungstréger nicht zu
entfernen [214].

5.2.  Strukturuntersuchungen an der PPAR-a-LBD
5.2.1. Chemische Quervernetzung der PPAR-a-LBD mit heterobifunktionellen
Reagenzien

Anhand vorhergehender Quervernetzungsstudien und R&ntgenstrukturanalysen der
PPAR-a-LBD war bereits eine Strukturdnderung unter Ligandenbindung gezeigt worden
[210]. Da diese Studien mit aminreaktiven Reagenzien durchgeflihrt worden waren,
sollten  mit  heterobifunktionellen,  amin-/photoreaktiven  Substanzen  weitere
Strukturinformationen der PPAR-a-LBD im freien und ligandengebundenen Zustand
erhalten werden. Die Verwendung des SBC-Reagenz fuhrte jedoch zu Proteinverlusten
und keinen Quervernetzungsprodukten. Proteinverluste konnen entstehen, da durch die
spezifische Reaktion mit den Lysinseitenketten der PPAR-a-LBD die zugangliche
Oberflache mit dem hydrophoben Reagenz modifiziert wird, was zu einer
Strukturanderung der PPAR-o-LBD fiihrt. Da aufgrund der Dimerisierung der PPAR-a-

LBD keine proteolytische Spaltung in Losung durchgefiihrt werden konnte, war ein
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Verlust an quervernetzten Peptiden durch die Extraktion aus den Gelbanden nach der
SDS-PAGE-Analyse nicht vermeidbar. Die Optimierung der Konzentration an
Quervernetzungsreagenz bzw. der Reaktionszeit konnte hier zu vielversprechenderen

Ergebnissen flhren.

5.2.2. Chemische Quervernetzung der PPAR-a-LBD mit dem Kopplungsreagenz
EDC/Sulfo-NHS

Die Experimente der PPAR-a-LBD mit dem Kopplungsreagenz EDC/Sulfo-NHS flihrten
nicht zu eindeutigen Quervernetzungsprodukten. Zu diesem Zeitpunkt war es nicht
maoglich, Fragmentionenmassenspektren hochauflésend im Orbitrap-Analysator zu
analysieren, wodurch eine eindeutige Unterscheidung der teils hochgeladenen
Quervernetzungsprodukte unmoglich  war. Eine Unterscheidung wére mittels
lonenmobilitats-Massenspektrometrie (IM-MS) denkbar, da in der Drift-Rohre isobare
Spezies anhand ihrer Collisional-Cross-Section (CCS) getrennt werden konnen. Bei der
CCS handelt es sich um eine physikochemische Eigenschaft der lonen, die abhéngig von
ihrer chemischen Struktur und Konformation ist [215]. Isobare Spezies mit
unterschiedlichen CCS-Werten kdnnen dadurch in der Drift-R6hre voneinander getrennt
und analysiert werden. Dies konnte fur die Unterscheidung der hydrolysierten und
quervernetzten Spezies hilfreich sein. Mit IM-MS wurden beispielsweise verschiedene
isomere Glykane voneinander getrennt und analysiert [216].

5.2.3. Strukturuntersuchungen anhand der Varianten der PPAR-a-LBD-Varianten
5.2.3.1 Bpa-Varianten

Der Einbau von Bpa in Proteine konnte erstmals am Chromatin Remodeling-Enzym ISWI
gezeigt werden [217]. Der Einbau von Bpa anstelle der naturlichen Aminosauren Leu-258
und Phe-273 in PPAR-a-LBD war ein Erfolg, jedoch war die Ausbeute an Protein sehr
unterschiedlich. Die Variante L460Bpa, in der Leu-460 gegen Bpa ausgetauscht werden
sollte, konnte nicht exprimiert werden. Ein Austausch von Leucin zu Bpa fihrt
vermutlich zu instabiler PPAR-a-LBD und somit zum Abbau des Proteins.

In den Varianten L258Bpa und F273Bpa konnten nach Bestrahlung mehrere
Quervernetzungsprodukte identifiziert werden (Abbildungen 35 und 36). In einigen
Féllen war es aufgrund der geringen massenspektrometrischen Intensitaten der

Vorlauferionen, der ungenugenden Fragmentierung und der niederaufgel6sten
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Fragmentionenspektren nicht moglich, die genaue Position der Quervernetzung zu
identifizieren. Mit Variante L258Bpa wurde eine geringfugigere Konformationsanderung
in An- und Abwesenheit der Liganden GW6471 und GW7647 im Vergleich zu Variante
F273Bpa festgestellt. Grund hierfur kdnnte sein, dass sich Leu-258 auf der hochflexiblen
Q-Schlaufe befindet, die sowohl in ligandenfreiem als auch -gebundenem Zustand

verschiedene Konformationen annehmen kann.

Einige der Produkte ergaben jedoch einen Hinweis auf eine Strukturdnderung der PPAR-
a-LBD nach Ligandenbindung. Dazu zéhlen die beiden Vernetzungsprodukte zwischen
Bpa-258 und Asn-217 sowie Tyr-214, wobei Asn-217 im ligandenfreien und Tyr-214 im
Antagonist-gebundenen Zustand, jedoch nicht im Agonist-gebundenen Zustand,
identifiziert wurden (Abbildung 35). Auch die Vernetzung zwischen Bpa-273 und den
Aminosauren 210-213 wurde im freien als auch ligandengebundenen Zustand gefunden
(Abbildung  36). Diese Vernetzungen koénnen nur mit einer starken
Konformationsanderung erklart werden, in der die Helix 1 der photoreaktiven
Aminosaure Bpa-258 ndher kommt. Eine Erklarung konnte sein, dass sich nach Bindung
des Antagonisten GW6471 die Q-Schlaufe in Richtung Tyr-214 bewegt, wodurch Bpa
und Tyr-214 vernetzt werden kénnen (Abbildung 35). Eine tiefgreifende Anderung der
Konformation konnte fir die PPAR-a-LBD nach Bindung des Antagonisten GW6471
schon in friheren Studien mit aminreaktiven Reagenzien gezeigt werden [210].
Uberraschend war, dass im ligandenfreien Zustand eine Vernetzung von Bpa-258 zu Asn-
217 gefunden wurde, was vermuten lasst, dass diese Konformation auch im freien
Zustand vorliegt (Abbildung 35). NMR-Studien an freiem als auch Liganden-
gebundenem PPAR-o zeigten eine Stabilisierung der Konformation nach
Ligandenbindung [43]. Dies konnte anhand der in dieser Arbeit erstellten
Quervernetzungsdaten bestatigt werden. Im Prinzip sind die fur die PPAR-a-L258Bpa-
Variante im freien als auch ligandengebundenen Zustand gefundenen Quervernetzungen
identisch, jedoch kann anhand der hoheren Anzahl der Quervernetzungsprodukte von
einer leicht erhohten Flexibilitdit der PPAR-o-LBD im ligandenfreien Zustand
ausgegangen werden (Abbildungen 35 und 36 und Tabelle 6).

Fir die Variante PPAR-a-F273Bpa wurden mehrere Produkte im ligandenfreien Zustand
gefunden, insbesondere zwischen Helices 1 und 2 und der Q-Schlaufe (Abbildung 36 und

Tabelle 6). Dies spricht fur das Vorhandensein verschiedener, gleichzeitig auftretender
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Konformationen. Die gefundenen Quervernetzungsprodukte reduzieren sich drastisch
unter Ligandenbindung, was den Schluss zuldsst, dass nach Ligandenbindung,
unabh&ngig ob Agonist oder Antagonist, bestimmte Konformationen des PPAR-a-LBD
stabilisiert werden.

Es wurde Dbereits beschrieben, dass die C-terminale Helix 12, auch
Aktivierungsfunktionshelix 2 (AF2) genannt, in Abwesenheit von Liganden eine stabile,
aktive Konformation einnehmen kann [6]. Die Transkriptionsaktivitat von PPAR-a wird
durch die Position dieser Helix durch Interaktionen mit Liganden beeinflusst. Anhand der
gefundenen Quervernetzungen (Tabellen 6, A 2 und A 3) kann allerdings keine Aussage
uber die Position der AF2 im freien und ligandengebundenen Zustand getroffen werden.
Dafiir mussten weitere Bpa-Varianten generiert werden, bei denen ein
Aminoséureaustausch direkt in der AF2 stattfindet. Des Weiteren sollten Koaktivatoren
oder -repressoren mit in die Experimente eingebunden werden, um Aussagen tber die in
der Zelle vorkommende Konformation zu treffen.

In  MALDI-TOF-MS-Messungen der intakten PPAR-o0-LBD im freien und
ligandengebundenen Zustand wurde nach UV-A-Bestrahlung bei beiden Bpa-Varianten
eine Massenverschiebung nur nach Bindung des Agonisten GW7647 beobachtet. Dies
lasst eine unterschiedliche Bindung der beiden Liganden vermuten, da bei dem
Antagonisten GW6471 keine Massenverschiebung beobachtet wurde (Abbildung 38). Der
Agonist GW7647 muss sich sowohl in der Nahe von Bpa-258 (Q-Schlaufe), als auch von
Bpa-273 (nahe der Bindungstasche) befinden (Abbildungen 36 wund 38). Die
Quervernetzung zu dem Agonisten GW7647 kdnnte neben einer starren Konformation ein
Grund dafiir sein, dass eine geringe Anzahl an Quervernetzungen zwischen Bpa und
Aminosauren der PPAR-o-LBD gefunden wurden. Interessanterweise wurde der
Antagonist GW6471 nach UV-A-Bestrahlung nicht kovalent an die PPAR-a-LBD
gebunden, dennoch wurden weniger Quervernetzungsprodukte identifiziert (Tabelle 6),
was wiederum fir eine starre Konformation nach Ligandenbindung spricht, die sich
jedoch strukturell je nach Ligand unterscheidet. Die beschriebene Studie an den LBDs der
Kernrezeptoren wuirde dies bestatigen [20]. In dieser Studie wurden verschiedene
Substanzen auf ihr Bindungsverhalten an die Estrogenrezeptoren-o. und -B und den
PPAR-y untersucht. Dabei konnte beispielsweise gezeigt werden, dass PPAR-y in der
Lage ist, mehrere solcher kleinen Liganden zu binden. Dabei konnten zwei

Bindungstaschen identifiziert werden, wobei Agonisten mit beiden Bindungstaschen
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interagieren und partielle Agonisten nur mit einer Bindungstasche. Die drei untersuchten
Kernrezeptoren stellten dabei eine Auswahl dar, doch die gefundenen Ergebnisse lassen

sich aufgrund der starken Homologie der LBDs auf alle Kernrezeptoren ibertragen.

5.2.3.2. TfmdF-Varianten

Die Diazirin-enthaltende Aminosaure TfmdF konnte in anderen Studien bereits
erfolgreich in kleine Proteine eingebaut werden [199]. Die Expression und Reinigung der
TfmdF-enthaltenden Fraktionen war nur bedingt erfolgreich, da die Ausbeuten an Protein
gering waren und kein sauberes Protein erhalten werden konnte. Die
Reaktionsbedingungen sowie die Konzentrationen an Induktionsmittel und
photoaktivierbarer Aminosaure wurden von den Experimenten mit Bpa tbernommen,
jedoch war die Aminosaure TfmdF anschliefend nur in geringen Konzentrationen im
Medium vorhanden. Da die Diazirinfunktion in TfmdF hochreaktiv ist, war zudem unklar,
welcher Anteil der Aminoséure durch UV-A-Licht aktiviert wurde und wieviel zum
Alken umgewandelt wurde. Da die beiden Reinigungsschritte nicht zu sauberem Protein
fihrten, wurden alle Zielprotein-enthaltenden Fraktionen vereint und damit die
Quervernetzungsexperimente durchgefihrt. Durch die hohe Anzahl an kontaminierenden
Proteinen musste hier ebenfalls auf eine in-Ldsungs-Spaltung verzichtet werden, da
isobare Spezies vorlagen und schlussendlich falsch-positive Resultate nicht
auszuschlielen waren. Die in-Gel-Spaltungen flihrten zu keinen eindeutigen
Quervernetzungsprodukten. Die Grinde hierfir liegen einerseits im Verlust der
proteolytischen Spaltpeptide wéhrend der Extraktion, anderseits in den unbekannten
Fragmentierungseigenschaften der TfmdF-quervernetzten Peptide. Aufgrund der geringen
Menge der zur Verfigung stehenden Aminosaure TfmdF konnten die
Fragmentierungsexperimente nicht weitergefiihrt werden. Die intakte Form von TfmdF
konnte in keiner der beiden Varianten nachgewiesen werden. Hochstwahrscheinlich
reagierte das Diazirin in TfmdF bereits wéahrend der Vorbereitung fur die SDS-PAGE-
Analyse und anschlieBender in-Gel-Spaltung durch das Umgebungslicht ab. Zwar wurden
alle Experimente unter Lichtausschluss durchgefihrt, jedoch war dies beim Ausschneiden
der entsprechenden Gelbanden nicht komplett mdglich. Der Einbau von TfmdF konnte
bei beiden Varianten L258TfmdF und F273TfmdF anhand des umgewandelten Alkens
und des Reaktionsproduktes mit Wasser bestatigt werden. Fur weitere Experimente
sollten daher zuvor die Fragmentierungseigenschaften der TfmdF-quervernetzten Peptide

untersucht werden. Ebenfalls konnte eine Anreicherung der mehrfach geladenen,
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quervernetzten Produkte durch eine Kationenaustausch- oder
GroRenausschlusschromatographie zu einer Identifizierung von

Quervernetzungsprodukten mit TfmdF fihren.

5.2.4. Dimerisierung der PPAR-a-LBD

In allen Experimenten der PPAR-a-LBD wurde nach der SDS-PAGE-Analyse eine
Dimerisierung der PPAR-a-LBD beobachtet, die mittels
GroRenausschlusschromatographie verifiziert wurde (Abbildungen 42 und 43). Eine
Aussage Uber die Struktur des Homodimers war nicht moglich, da Kkeine
Quervernetzungsprodukte mit sequenzgleichen Peptiden identifiziert wurden. Alle
anderen Vernetzungsprodukte kénnten ebenfalls von einem Monomer herriihren. Um die
Struktur des Dimers eindeutig aufzuklaren, ist eine Markierung des Proteins mit schweren
Isotopen wie *C, ©*N oder 0O unerlasslich. Die Strukturaufklarung der PPAR-o-LBD-

Dimere wurde in der vorliegenden Arbeit nicht weiter verfolgt.

5.3.  Strukturuntersuchungen an PPAR-$/d

Die PPAR-B/6-LBD sollte als zweites Zielprotein analog zur PPAR-a-LBD hinsichtlich
Konformationsédnderungen nach Ligandenbindung untersucht werden. Dazu wurde die
Expression in E.coli und die Reinigung der PPAR-f/56-LBD optimiert. Dabei eluierte die
mit einem Strep-tag Il exprimierte PPAR-B/3-LBD in der sehr spezifischen
Affinitatsreinigung sowohl in den Wasch- als auch in den Elutionsfraktionen, was zu
Proteinverlusten flhrte (Abbildung 44). Ein Grund hierfur konnte die Abschwéachung der
Interaktion des Strep-tags Il mit der Strepavidinmatrix durch eine zu kurze
Aminosdurekette zwischen dem Strep-tag Il und dem Zielprotein sein. Aufgrund der
Flexibilitdt der PPAR-B/6-LBD konnte die Bindung des Strep-tags Il zur
Strepavidinmatrix so teilweise unterbunden werden. Hierfir wére ein Linker aus
mehreren Aminoséuren, wie Glycin oder Serin, zwischen dem Strep-tag 1l und PPAR-
/6-LBD hilfreich. Zudem ware auch die Erweiterung zu einem doppelten Strep-tag Il zur
Verbesserung der Bindung an das S&ulenmaterial denkbar. Dadurch kodnnten
Reinigungsverluste moglicherweise vermieden werden. Dennoch konnten sowohl die
PPAR-B/6-LBD als auch die vier Bpa-Varianten, erfolgreich gereinigt und fir

Quervernetzungsexperimente genutzt werden.
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5.3.1. Strukturuntersuchungen der PPAR-B/6-LBD mit aminreaktiven Reagenzien
Die PPAR-B/3-LBD wurde in An- und Abwesenheit der Liganden mit dem aminreaktiven
Reagenz BS2G vernetzt und es konnte eine Vielzahl an Quervernetzungsprodukten
identifiziert werden. Insbesondere nach der Ligandenbindung wurden mehrere
Quervernetzungsprodukte zwischen der N-terminalen Aminosédure Gly-167 und
verschiedenen Lysinen der isolierten PPAR-B/6-LBD gefunden (Abbildungen 47 und A 1
und Tabelle 8). Einige dieser Produkte sind nicht im Einklang mit der veroffentlichten
Rontgenkristallstruktur, in der die PPAR-B/3-LBD mit dem Agonisten GWO0742
kokristallisiert wurde (PDB-Eintrag: 3TKM). Sie kénnen nur mit einer hohen Flexibilitat
der N-terminalen Region der LBD erklart werden. Als Beispiele dienen die im
ligandengebundenen Zustand gefunden Quervernetzungen zwischen Gly-167 und
Lys423/424 in der C-terminalen Region der Helix 11 bzw. Lys-324 in der N-terminalen
Region der Helix 8 (Abbildungen 45 und 47). Des Weiteren wurden im Agonist
GWO0742-gebundenen Zustand mehrere Quervernetzungsprodukte zwischen Gly-167 und
Lys-440 in der AF2 sowie zwischen den Lysinen Lys-197/198 (Helix 2) und Lys-324 (N-
terminale Region der Helix 8) gefunden. Interessanterweise wurde im GW1516-
gebundenen Zustand eine Quervernetzung von Gly-167 zu Lys-231 in der hochflexiblen
Q-Schlaufe identifiziert. Diese  Quervernetzung kann mit einer starken
Konformationsédnderung nach Ligandenbindung erklart werden, sodass die Q-Schlaufe in
raumlicher Nachbarschaft zur N-terminalen Region kommt (Abbildung 47).

Ebenfalls wurden Vernetzungen im ligandengebundenen Zustand der PPAR-B/3-LBD
gefunden, die durch die tberbriickbare Lange von BS2G von bis zu 27 A erklarbar sind
[182, 184]. Dazu z&hlen die Vernetzungen zwischen Gly-167 und Lys-404 (N-terminale
Region der Helix 11) und Lys-267 (C-terminale Region der Helix 4) (Abbildungen 45
und 47). Der Hinweis, dass diese Quervernetzungen nicht im freien Zustand der PPAR-
B/5-LBD identifiziert wurden, lassen den Schluss zu, dass verschiedene Konformationen
durch die Ligandenbindung stabilisiert werden.

Zusétzlich wurden Quervernetzungsexperimente mit dem MS-spaltbaren Urea-Linker
durchgefiihrt [186]. Dabei wurden im freien Zustand die gleichen Regionen der PPAR-
B/6-LBD vernetzt wie mit BS2G. Interessanterweise reduzierte sich die Zahl der
gefundenen Quervernetzungen drastisch im ligandengebundenen Zustand (Abbildungen
50 und A 2, Tabellen 8 und A 5). Dies spricht fir eine starrere Konformation der PPAR-
B/6-LBD nach Ligandenbindung.
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5.3.2. Strukturuntersuchungen der PPAR-B/6-LBD mit dem carboxylreaktiven
Reagenz SDH und dem Kopplungsreagenz DMTMM
Zusétzlich zu den aminreaktiven Reagenzien wurden SDH-Dy/D1, in Kombination mit
DMTMM verwendet. Carboxylreaktive Reagenzien wie SDH wurden erstmals
verwendet, um zusatzliche Strukturinformationen aus sauren Regionen des
Chaperonkomplexes TRIC/CCT und des 26S-Proteasoms zu erhalten [187]. Fur die
PPAR-B/6-LBD gelang dies jedoch nicht. Zum einem ist die Reaktion der
Carboxylfunktionen mit DMTMM bei neutralem pH-Wert langsam, zum anderen ist die
PPAR-B/6-LBD stark flexibel, wodurch die Reaktion zwischen den Carboxylfunktionen
nicht stattfinden konnte. Da SDH das Kopplungsreagenz DMTMM als Katalysator
bendtigt, DMTMM aber selbst direkt Amin- mit Carboxylfunktionen verbindet, erklart
dies einerseits die fehlenden Quervernetzungsprodukte durch SDH und andererseits die
Bildung mehrerer Quervernetzungsprodukte durch DMTMM. Die Reaktion mit
DMTMM findet somit schneller statt als mit SDH, wodurch potentielle Bindungsstellen
fir SDH entfernt werden. Uberraschenderweise konnte kein mit SDH-modifiziertes
Protein nachgewiesen werden. Daher wurden Experimente nachfolgend nur mit DMTMM
durchgefuhrt. Dabei wurden sowohl im freien, als auch ligandengebundenen Zustand der
PPAR-B/6-LBD eine Vielzahl an Quervernetzungen identifiziert (Abbildungen 52 und
A 3, Tabellen 8 und A 5). In allen Zustdnden wurde eine Vernetzung zwischen Gly-167
und Glu-264 (C-terminale Region der Helix 4) gefunden. Diese Region wurde ebenfalls
mit BS2G im ligandengebundenen Zustand identifiziert (Abbildung 47). Das lasst den
Schluss zu, dass sich die N-terminale Region der LBD an Helix 4 anndhern muss, damit
Quervernetzungen mit BS2G und DMTMM, welches einen Ca-Ca-Abstand von ca. 10 A
uberbriicken kann, entstehen konnen. Im Agonist GW0742-gebundenen Zustand wurden
zwei zusatzliche Quervernetzungsprodukte innerhalb der PPAR-B/3-LBD identifiziert.
Dabei wurde Gly-167 mit dem C-Terminus der LBD und mit Glu-331 (in Helix 8)
vernetzt. Beide  Vernetzungen  konnen nicht mit der  verdffentlichten
Rontgenkristallstruktur erklart werden und bestatigen wiederum eine Stabilisierung einer
spezifischen Konformation, in der sich der N-Terminus den Helices 4 und 8 anné&hert
(Abbildungen 45 und 52). Interessanterweise wurden diese Vernetzungen nicht im
GW1516-gebundenen Zustand der PPAR-B/6-LBD identifiziert, was auf mdgliche

verschiedene Bindungsmodi der Agonisten hindeutet.
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5.3.3. Strukturuntersuchungen der PPAR-B/6-LBD mit heterobifunktionellen
Reagenzien

Fur die Quervernetzung von PPAR-B/56-LBD mit dem heterobifunktionellen Reagenz
Sulfo-SDA wurden keine Produkte identifiziert. Leider konnte der Strep-tag Il nicht
vollstandig vom Fusionsprotein entfernt werden, wodurch zwei Proteinvarianten
vorlagen. Zudem wurde die Stabilitit der PPAR-B/6-LBD selbst bei niedrigen
Temperaturen auf einen Tag abgeschatzt, da nach zwei Tagen eine Prézipitation des
Proteins beobachtet werden konnte. Weiterhin wurde in den Umpufferungsschritten zur
Entfernung des fur die Affinitatsreinigung eingesetzten d-Desthiobiotin ein Proteinverlust
verzeichnet, wodurch sich die absolute Proteinmenge verringerte. Es wurde kontrolliert,
ob das Diazirin des Sulfo-SDA durch Lichteinfluss vor der Quervernetzungsreaktion
schon zum Alken reagiert hatte, jedoch wurde fast nur das intakte Reagenz mittels Nano-
ESI-MS identifiziert.

5.3.4. Strukturuntersuchungen der PPAR-B/6-LBD mittels photoaktivierbarer
Aminosauren

Die Varianten F180Bpa, F192Bpa, F213Bpa und Y443Bpa konnten in unterschiedlichen
Mengen in E.coli exprimiert und gereinigt werden. Nur flr die Variante F248Bpa konnte
kein Bpa-Einbau erzielt werden. Hochstwahrscheinlich wird die Struktur der PPAR-B/5-
LBD durch den Austausch des Phe-248 zu Bpa zu stark veréndert, sodass das Protein
rasch abgebaut wird. Es konnte gezeigt werden, dass Phe-248 bei der Bindung des
Agonisten GW0742 eine wichtige Rolle spielt [218]. Da diese Position entscheidend flr
die Bindung wund die damit einhergehende Konformationsdnderung nach
Ligandenbindung ist, konnte dies eine Erklarung fir den fehlenden Bpa-Einbau an
Position 248 darstellen. Interessanterweise gelang die Expression der PPAR-o-LBD-
Variante F273Bpa, bei der ein Austausch an der entsprechenden Position stattfand. Trotz
der konservierten Position, die in allen drei PPARs vorhanden ist, scheint die
Stabilisierung des gesamten Proteins nach Bpa-Austausch unterschiedlich zu sein.

Die Ausbeuten fiir die beiden Varianten F192Bpa und F213Bpa war am geringsten. Es
scheinen hier ebenfalls strukturelle Eigenschaften der Austauschpositionen eine
entscheidende Rolle zu spielen, inwiefern eine bestimmte Variante exprimiert werden
kann. Nach der Bestrahlung mit UV-A-Licht konnten keine Quervernetzungsprodukte mit

diesen beiden Varianten identifiziert werden. Die Bpa-Austauschpositionen beider
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Varianten liegen in flexiblen Regionen. So liegt die unnatirliche Aminosédure bei
Variante F192Bpa zwischen den Helices 1 und 2, bei Variante F213Bpa hingegen auf
einem Teil der flexiblen Q-Schlaufe (Abbildung 45). F192Bpa befindet sich in der
Region, in der mit BS2G die meisten Quervernetzungen gefunden wurden (Abbildungen
45 und 47 und Tabelle 8). F213Bpa befindet sich hingegen in groRer raumlicher N&he zu
Lys-231, das mit BS2G in Experimenten mit dem Agonisten GW1516 vernetzt wurde.
Die Grinde fir eine fehlende Identifizierung von Quervernetzungsprodukten konnen
vielfaltig sein. Einerseits konnten verschiedene Produkte entstanden sein, sodass die
Intensitaten der einzelnen Vorl&uferionen zu intensitatsschwach sind, um auswertbare
Fragmentionenmassenspektren zu erhalten. Andererseits wurde beobachtet, dass mit Bpa
vernetzte Peptide vor der Fragmentierung im Massenspektrometer an der
Vernetzungsstelle einen Wasserverlust erleiden, wodurch die absoluten Intensitéten der
einzelnen Produkte verringert wurden. Des Weiteren unterliegt die PPAR-B-LBD an
bestimmten Positionen Deamidierungs- und Oxidationsreaktionen, wodurch eine Vielzahl
an Vorldauferionen entstehen, die die Signalintensitat des Quervernetzungsproduktes
verringern. Insbesondere die Region um Bpa-192 ist ungeordnet und somit anfallig fur
Deamidierungs- und Oxidationsreaktionen.

Die Varianten F180Bpa und Y443Bpa hingegen konnten mit akzeptablen Ausbeuten
erhalten werden. F180Bpa liegt auf Helix 1 in der Region des flexiblen N-Terminus,
welcher im ligandengebundenen Zustand mit BS?G hdufig vernetzt gefunden wurde
(Abbildungen 45 und 47). Y443Bpa entspricht dem C-Terminus der AF2 und wurde
ausgewahlt, um Strukturanderungen der AF2 nachvollziehen zu kdnnen. Nach UV-A-
Bestrahlung wurden nur wenige Quervernetzungen identifiziert, was die Selektivitat
dieser Quervernetzungsstrategie  widerspiegelt. Die meisten der gefundenen
Quervernetzungsprodukte wurden sowohl im freien als auch ligandengebundenen
Zustand identifiziert (Abbildungen 56 und A 4, Tabellen 8 und A 6). Fur die PPAR-p/5-
LBD Variante F180Bpa konnte eine Quervernetzungsstelle zwischen Bpa-180 und lle-
379 (Helix 10) identifiziert werden. Eine Quervernetzung innerhalb der PPAR-fB/3-LBD-
Variante Y443Bpa wurde nur im ligandenfreien Zustand identifiziert. Dabei handelt es
sich um die Vernetzung zwischen Bpa-443 (AF2) mit [le-330 (Helix 8).
Interessanterweise wurde keine Quervernetzung zwischen der AF2 und der Q-Schlaufe
gefunden. Dies weist darauf hin, dass beide Helices nach Ligandenbindung nicht in

radumliche N&he kommen, was ebenfalls im Einklang mit der veroffentlichten
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Rontgenkristallstruktur steht [218]. Zudem wurde ebenfalls keine Quervernetzung
zwischen Bpa-180 mit dem C-Terminus identifiziert. Dies konnte bedeuten, dass sich nur
ein kleiner Teil des flexiblen N-Terminus nach Bindung des Agonisten GW0742 in
Richtung des C-Terminus orientiert. Flr diese Hypothese spricht auch, dass keine
Vernetzungsprodukte zwischen Bpa-180 und den Regionen der Helices 8 und 11
identifiziert wurden (Abbildung 45).

5.3.5. Fragmentierungsexperimente der Variante F180Bpa der PPAR-$/6-LBD

Die Fragmentierungseigenschaften der quervernetzten Peptide sind entscheidend fiir eine
sichere Identifizierung der Quervernetzungsstellen und somit fir die Erstellung von
Strukturmodellen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass N-terminale bzw. oxidierte, mit
Bpa modifizierte, Methionine ein auflergewohnliches Fragmentierungsverhalten zeigen
[219]. Die Fragmente kdnnen dabei nur durch einen Bruch der neu gebildeten kovalenten
Bindung zwischen Methionin und Bpa entstehen. Zudem wurden dominante
Wasserverluste im Fragmentionenmassenspektrum beobachtet. Um die Fragmentierung
und damit die Identifizierung der Bpa-Quervernetzungsprodukte besser zu verstehen,
wurde die Variante F180Bpa der PPAR-B/6-LBD gewdhlt, da sie in groReren Mengen
exprimiert werden konnte. In den Photoaffinitdtsmarkierungsstudien wurde eine
spezifische Quervernetzung zwischen Bpa-180 zu lle-379 gefunden. Die mit dem
Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer verfugbaren Fragmentierungsmethoden
CID, HCD, ETD, ETciD und EThcD eigneten sich, um dieses spezifische
Quervernetzungsprodukt zu identifizieren. In der Analyse der Quervernetzungsprodukte
fielen dabei Vorlduferionen auf, die einen Wasserverlust zeigten und die nach der
Fragmentierung zu annahernd identischen Spektren fiihrten (Abbildungen A 5 bis A 14).
Mittels CID wurden mehrere lonen mit Wasserverlusten detektiert. Interessanterweise
wurden diese erst ab der Bpa-Quervernetzungsstelle detektiert (Abbildung A 5). Dies
lasst die Vermutung zu, dass die Alkoholfunktion der Bpa-vernetzten Position in der
Gasphase protoniert vorliegt und schon bei geringer Kollisionsenergie ein Wasserverlust
auftritt. Dies wird durch das Fragmentionenmassenspektrum der durch Wasserverlust
erhaltenen Spezies bestatigt (Abbildung A 6). Hier sind ebenfalls dieselben
Peptidfragmente die intensitatssérksten Signale, jedoch ist kein Wasserverlust zu
beobachten. Das bestétigt die Hypothese, dass dieser spezifische Wasserverlust nicht vom

Peptidrickgrat herruhrt, sondern von der vernetzten Aminosaure Bpa. Mit HCD wurden
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Fragmentionenmassenspektren erhalten, in denen eine Vielzahl an internen Fragmenten
zu verzeichnen war (Abbildungen A 7 und A 8). Hochstwahrscheinlich war die
normalisierte Kollisionsenergie mit 35 % zu hoch und sollte daher in spateren
Experimenten  verringert werden, um bessere Daten zu erhalten. Die
Fragmentierungsmethoden ETD, ETciD und EThcD fihrten allesamt zu einer
verbesserten Fragmentierung des Peptids. Durch die Vielzahl an c- und z- lonen ist das
Spektrum einerseits komplexer auszuwerten, enthdlt aber andererseits mehr
Informationen Uber das Quervernetzungsprodukt (Abbildungen A 9 bis A 14). Die in
dieser Arbeit verwendete StavroX-Software [208] ist in der Lage, ebenfalls c- und z-
Ionen sowie deren Varianten (c*, z*, z°“) zu berlcksichtigen, allerdings ist eine manuelle
Auswertung unverzichtbar.

In zukiinftigen Experimenten sollte eine ETD-basierte Fragmentierungsmethode zum
Einsatz kommen, um Quervernetzungsstellen von hoéher geladenen Vorlauferionen
eindeutig zu identifizieren. Zusatzlich sollte Bpa mit **C-Isotopenmarkierung eingesetzt
werden, um anhand des Isotopenmusters die Quervernetzungsprodukte eindeutig zu
belegen. Um die Eliminierung der Alkoholfunktion zu bestatigen, wiirde sich eine *°O-

Isotopenmarkierung des Benzophenonrings eignen.

5.3.6. Strukturuntersuchungen am PPAR-B/6-Volllangenprotein

Um die Quervernetzungsdaten der PPAR-B/6-LBD mit den verschiedenen Reagenzien zu
bestatigen, wurde das PPAR-B/5-Volllangenprotein mit BS2G in An- und Abwesenheit
der Liganden GWO0742 und GW1516 vernetzt. Bisher existieren von PPAR-B/3 lediglich
Rontgenkristallstrukturen der LBD sowie eine NMR-Struktur der DBD von PPAR-B/3.
Da die drei Subtypen der PPARs strukturell verwandt sind, kann fir die Beurteilung der
Quervernetzungsprodukte in PPAR-B/8 die Struktur des Volllangenproteins von PPAR-y
(PDB-Eintrag:  3DZU)  herangezogen  werden [37]. In  der genannten
Rontgenkristallstruktur  fehlt allerdings die hochflexible Region des N-Terminus
(Aminoséuren 1-102). Nach der Reaktion mit BS2G wurden viele Vernetzungsprodukte
identifiziert, insbesondere in der flexiblen Hinge-Region und der DBD (Abbildungen 58,
59 und 60, Tabellen 8 und A 7). Im ligandenfreien Zustand wurde ein
Vernetzungsprodukt zwischen Lys-155 (Hinge-Region) und Lys-404 (Helix 11)
identifiziert. Diese Vernetzung weist auf dieselben Regionen hin wie die Quervernetzung
von Gly-167 und Lys-404 in der PPAR-B/5-LBD (Abbildung 47). Die Tatsache, dass
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dieses Quervernetzungsprodukt sowohl im freien, als auch im ligandengebundenen
Zustand identifiziert wurde, deutet an, dass diese spezifische Konformation unabhéngig
vom jeweiligen Liganden ist. Vermutlich sind der N-Terminus und die Helix 1 der
isolierten PPAR-B/3-LBD flexibler als im PPAR-B/5-Volllangenprotein und daher einer
starkeren Konformationsdnderung nach Ligandenbindung unterworfen. Im GW1516-
gebundenen Zustand wurde eine Quervernetzung zwischen dem N-Terminus und Lys-423
(AF2) in der LBD des PPAR-B/3-Volllangenproteins gefunden (Abbildung 60). Das l&sst
vermuten, dass sich nach Bindung von GW1516 die N- und C-Termini in direkter
Nachbarschaft zueinander befinden. Interessanterweise wurde diese Vernetzung nicht im
GWO0742-gebundenen Zustand gefunden, was jedoch nicht bedeutet, dass diese
Vernetzung nicht vorlag. Um detailliertere Aussagen tber die Konformationsanderungen
im PPAR-B/5-Volllangenprotein nach Bindung der einzelnen Liganden treffen zu kdnnen,

sind weitere Experimente notwendig.

Zusammenfassend geben die Daten der Quervernetzungsstudien erste Einblicke in
Konformationsanderungen im PPAR-B/5-Volllangenprotein nach Ligandenbindung. In
den letzten Jahren wurden drei Rontgenkristallstrukturen von Kernrezeptoren (PDB-
Eintrdge: 3DZU, 3DZY und 3E00) veroffentlicht. Diese zeigen eine Interaktion der
DBDs und LBDs [1, 37, 220, 221]. Die Daten dieser Arbeit bestitigen und erweitern
diese hochaufgel6sten Strukturen, indem sie Informationen zur Interaktion der DBD und
LBD von PPAR-B/5 in Losung liefern. Wie bereits erwahnt, existieren bisher keine
hochauflésenden Strukturen des PPAR-B/5-Volllangenproteins. Daher wurden die mit
BS?2G fir das PPAR-B/6-Volllangenprotein erhaltenen Quervernetzungen in die
Rontgenkristallstruktur von PPAR-y (gebunden an einen Liganden und kokristallisiert mit
dem DNA-Response Element, den Koaktivatorpeptiden und dem RXR-a (PDB-Eintrag:
3DZzU)) eingetragen. Alle gefundenen Quervernetzungen in der DBD, zwischen DBD
und LBD sowie zwischen der Hinge-Region und DBD bzw. LBD sind im Einklang mit
dieser veroffentlichten Rontgenkristallstruktur (Abbildung 60). Ein
Quervernetzungsprodukt mit einer Lange von 40,8 A zwischen der Hinge-Region und der
Helix 11 in der LBD kann durch die hohe Flexibilitat der Hinge-Region leicht erklart
werden. Somit wurden mit Hilfe der chemischen Quervernetzung und MS erste
strukturelle Informationen Uber die hochflexible N-terminale Region des PPAR-B/6-

Volllangenproteins erhalten.
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6. Ausblick

Die massenspektrometrische Strukturanalyse der isolierten Ligandenbindungsdomanen
von PPAR-a und PPAR-B/6 nach Bindung spezifischer Liganden erlaubte Einblicke in
Konformationsédnderungen nach Ligandenbindung. Durch den Einbau der photoreaktiven
Aminosaure Bpa an definierten Positionen der PPARs konnten spezifische
Konformationsédnderungen nachvollzogen werden. Um die Identifizierung der gebildeten
Quervernetzungsprodukte zu erleichtern sollten isotopenmarkierte photoreaktive
Aminosauren zur Anwendung kommen. Flr weitere Quervernetzungsexperimente sollten
die Volllangenproteine der PPARs zum Einsatz kommen. Dadurch kénnten in naher
Zukunft, durch Verstandnis der kompletten Struktur, die Wirkungen und unerwiinschten
Wirkungen der PPARs erklart und vorhersagbar sein. Zudem wird es moglich werden,
neue Arzneistoffe mit Hilfe der Quervernetzungsreaktionen auf ihr Bindeverhalten an den
PPARs zu untersuchen. Ein Verstandnis der 3D-Struktur der Heterodimere aus PPARS
und RXRs mit ihren jeweiligen Bindungspartnern ist unerlasslich fur die Vorhersage der
PPAR-Wirkung in vivo. Da fiir die Analyse dieser Komplexe nur geringe Proteinmengen
und Zeit benotigt werden, sollte die Technik der chemischen Quervernetzung und
Massenspektrometrie fiir die Analyse der PPAR/RXR-Heterodimere eingesetzt werden.
Trotz der fortschreitenden Entwicklung neuer Massenspektrometer mit hoher
Massengenauigkeit, Sensitivitat und Auflésung, sowie neuer Software zur Bewaltigung
der riesigen Datenmengen, sollten flr weitere Experimente isotopenmarkierte Reagenzien
und photoaktivierbare Aminosauren zum Einsatz kommen. Das wird nicht nur die falsch-
positiven Resultate verringern, sondern auch die automatische Analyse der

Quervernetzungsprodukte erleichtern.
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Abbildung A 1: Identifizierte Quervernetzungsprodukte in Experimenten der PPAR-B/3-

LBD und dem Quervernetzungsreagenz BS2G dargestellt als Circos-Plots [222] ohne
Ligand (A), mit GW0742 (B) und GW1516 (C).
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Abbildung A 2: Identifizierte Quervernetzungsprodukte in Experimenten der PPAR-B/3-

LBD und dem BuUrBu Quervernetzungsreagenz dargestellt als Circos-Plots [222] ohne

Ligand (A), mit GW0742 (B) und GW1516 (C).
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Abbildung A 3: Identifizierte Quervernetzungsprodukte in Experimenten der PPAR-B/3-
LBD und dem Kopplungsreagenz DMTMM dargestellt als Circos-Plots [222] ohne

Ligand (A), mit GW0742 (B) und GW1516 (C).
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Abbildung A 5: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes

zwischen Bpa-180 und lle-379 ohne Wasserverlust bei m/z 428,986 fragmentiert mit CID

(35% normalisierte Kollisionsenergie).
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Abbildung A 6: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 mit Wasserverlust bei m/z 424,483 fragmentiert mit CID

(35% normalisierte Kollisionsenergie).
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Abbildung A 7: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 ohne Wasserverlust bei m/z 428,986 fragmentiert mit

HCD (35% normalisierte Kollisionsenergie).
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Abbildung A 8: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und Ile-379 mit Wasserverlust bei m/z 424,483 fragmentiert mit HCD
(35% normalisierte Kollisionsenergie).
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Abbildung A 9: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 ohne Wasserverlust bei m/z 428,986 fragmentiert mit ETD

(50 ms Reaktionszeit).
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Abbildung A 10: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 mit Wasserverlust bei m/z 424,483 fragmentiert mit ETD
(50 ms Reaktionszeit).
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Abbildung A 11: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 ohne Wasserverlust bei m/z 428,986 fragmentiert mit der
Kombinationstechnik ETciD (50 ms Reaktionszeit ETD und 10% nachfolgende
Kollisionsenergie (CID)).
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Abbildung A 12: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 mit Wasserverlust bei m/z 424,483 fragmentiert mit der
Kombinationstechnik ETciD (50 ms Reaktionszeit ETD und 10% nachfolgende
Kollisionsenergie (CID)).

XLVII



Anhang

2+ a
W*;’;ﬁ;ﬁ(’] [M+2H-H3012* B 176-179 Al —;#(
1007 i 847.956 2
902 [zg,7-H2012+ <
E (M43H-HOP 659873 o 369-378 V|E\ loptrzflr
E 565.642 yo7-Ha012* -
80 ‘ +698.383 [yus-H20]
1 lyoal* lgdrt [l 733.904
E + 288203 558.3‘25 673-\351 o 2+ y. -H40 2+ ' +
703 [ag2] . . [c8-H20] / [ep3-H20] [2/p3-H20]
E | T | 1712878
4201123 L ; 2 78342 ot 1607.850
E | + [bu4] Lo [ | , 24 [z w6-H2 ] |
sl [be2!] . leaaNH3T* | Lo [zgsH01M 5 1€a9-H20] 1266.672 H ol+
w207 [ca2-NH3] 413240 \[yl,s—HaO]g*J‘ 725403 | [zp3-H201 769418 lcg9-H20]
B4 229116 Tl | 1577814 | / ‘ , 803932 . ! 1537.8371
.3 . | 1 lagd O Basho2r LT L7 [Zg5-H20] I " L
£ 50 | 385.245 o )é(ﬁgle I NS, y 1138.602 [yo6-H201 ‘ (M-+H-NH3T*
R “ I ‘ : [buS]*‘ sy / [MiZH—1u]2+ I 1282.668 | 11695.909
E E \ ! | [C-S*NH3]+ | L I Y Vs [“ H O]"" | [Z'q8H O]+ | | )

o 403 + | lca ! o 7 856454 Yas5-H20I" | [7gg-H2 _ "
£ ‘[?g 13%55 | sar29 ’ 1154608 1450771 W’;gg‘;‘gl
- \ ! s / [ ).

] P e H0Pr L ygaH20TT o b

e N e & ¢ toseses | s RO gt
3 b | Lo |“‘/ // | ;] | 11378736 1565.830
E b 0! \ I [Zga-H01T ! : : roy ‘ |
E + et o4-h2 ) [ ) ) [P
209 v sl ! v 1023583 .‘ | leagH0T ZaoH0IT L
E l [gg3-NH31 \ I y N | .‘ . 1424.751 1|57,9-8]1
E 300.155 | ik SO .‘ L i P
10§ by | | I N oy “l
4 | I 1
3 ‘ .
| . \
05
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

Abbildung A 13: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes

zwischen Bpa-180 und lle-379 ohne Wasserverlust bei m/z 428,986 fragmentiert mit der
Kombinationstechnik EThcD (50 ms Reaktionszeit ETD und 25% nachfolgende
Kollisionsenergie (HCD)).
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Abbildung A 14: MS/MS des 4+ geladenen Vorlauferions des Quervernetzungsproduktes
zwischen Bpa-180 und lle-379 mit Wasserverlust bei m/z 424,483 fragmentiert mit der
Kombinationstechnik EThcD (50 ms Reaktionszeit ETD und 25% nachfolgende
Kollisionsenergie (HCD)).
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Tabelle A 1: Verunreinigungen aus der Affinitats- und Anionenaustauschchromatographie der
PPAR-a-L258Bpa aus den Abbildungen 32 und 33 analysiert mittels LC-MS/MS.

E.coli Protein Gelbande Swiss-Prot-Eintrag
30S Ribosomal protein S10 1 A7ZSL0
50S Ribosomal protein L9 2 A7ZV74
Eisenaufnahmeregulationsprotein 3;B POA9B1
50S Ribosomal Protein L5 4 A7ZSJ7
Catabolite gene activator 5 C POACKO
30S Ribosomal protein S2 6 B7UIL4
Uncharacterized protein yhboW 7 POADV6
Transkriptionstermination Faktor Rho 8 POAG32
Glutamine-Fructose-6-Phosphat Aminotransferase 9;D P17169
Protein hfq 10; A A7ZV41

Tabelle A 2: Zusammenfassung der Quervernetzungsprodukte in der PPAR-a-L258Bpa. n= Asparagin Deamidierung (entsprechend wie D); m=
Methionin Oxidation; g= Glutamin Deamidierung (entsprechend wie E); x= Bpa.

gemessene kalkulierte  Ladung Massenab  quervernetzte ohne mit mit Aminosauresequenz In-Lésung- oder
m/z-Werte protonierte weichung Aminosduren in  Liganden GW6471  GW7647 in-Gel-Spaltung
molekulare [ppm] PPAR-a-LBD-
Masse L258Bpa
[Da]
542,634 1625,890 3 -1,1 T253/L254 mit v a XVANGIgNK in-Lésung
Bpa258 B TLVAK
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737,399

813,448

881,740

931,449

926,951

926,951

850,402

850,402

1133,535

2210,182

1625,890

2643,206

1861,890

1852,894

1852,894

3398,585

3398,585

3398,585

0,8

0,8

0,0

0,0

1,0

T253/L254 mit
Bpa258

L254 mit
Bpa258

D466 mit
Bpa258
N217/F218/
N219/M220/
N221/K222 mit
Bpa258

A363 mit
Bpa258

M364 mit
Bpa258

P238 mit
Bpa258

A233 mit
Bpa258

M244/E245/
T246/L.247 mit
Bpa258

o XVANGIQnKEAEVR
B TLVAK

a XVANGIgNK

B TLVAK

o DMYGLEHHHHHH
B XVANGIQNK

a XVANGIQnK

B NFNMnK

a XVANGIQnK

B FDFAMK

a XVANGIQnK

B FDFAMK

o
ASNNPPFVIHDMETLBMAE
K

B xXVANGIQnK

a
ASNNPPFVIHDMETLBMAE
K

B XVANGIQnK

o
ASNNPPFVIHDMETLBMAE
K

in-Lésung

in-Losung, in-Gel

in-Loésung

in-Loésung

in-Losung

in-Losung

in-Ldsung, in-Gel

in-Losung in-Gel

in-Losung

LI



Anhang

882,069

1060,502

542,306

542,635

926,460

661,802

618,302

691,550

691,550

2644,190

4238,983

1624,906

1625,890

1851,910

2644,190

1852,894

3453,716

3453,716

1,0

0,6

-1,7

0,9

0,9

D466/M467/
Y468 mit
Bpa258
E267/A268/
E269/Vv270/
R271/1272/
F273 mit
Bpa258
A256/K257 mit
Bpa258

K257 mit
Bpa258
F359/D360/
F361/A362/
M363/K364 mit
Bpa258
D466/M467 mit
Bpa258
M363/K364 mit
Bpa258
R348/K349 mit v
Bpa258

A362/M363/ v

B XVANGIQnK
o DMYGLEHHHHHH
B XVANGIQnK

o
EAEVRIFHBBBTSVETVTE
LTEFAK

B XVANGIQNK

a XVANGIgNK
B TLVAK

a XVANGIgNK
B TLVAK

a XVANGIQNK
B FDFAMK

o DMYGLEHHHHHH

B xXVANGIQnK

a XVANGIQnK

B FDFAMK

o
SLRKPFBDIMEPKFDFAMK
B xXVANGIQNK

o

in-Losung, in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Loésung

in-Lésung

LIl



Anhang

777,738

777,738

773,066

773,066

1176,282

882,463

849,428

812,957

646,698

930,957

2331,203

2331,203

2317,176

2317,176

3526,840

3526,840

1697,849

1624,906

1938,081

1860,906

2,8

2,8

K364 mit
Bpa258
F218 mit
Bpa258
R226 mit
Bpa258
F218 mit
Bpa258
R226 mit
Bpa258
Y214 mit
Bpa258

Y214 mit
Bpa258

V270 mit
Bpa258
V255 mit
Bpa258
A225 mit
Bpa258
N217 mit

SLRKPFBDIMEPKFDFAMK
B xXVANGIQNK

a NFNmMNKVKAR

B xXVANGIQNK

o NFNmNKVKAR

B XVANGIQNK

a NFNMnKVKAR

B XVANGIQnK

a NFNMnKVKAR

B xXVANGIQnK

a
SLAKRIYEAYLKNFNMnKV
K

B XVANGIgnK

o
SLAKRIYEAYLKNFNMnKV
K

B xVANGIgnK

a XVANGIQnK

B EAEVR

a XVANGIQNK

B TLVAK

a XVANGIQnK

B ARVILSGK

a XVANGIQnK

in-Lésung

in-Loésung

in-Loésung

in-Losung

in-Losung

in-Losung

in-Losung, in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

LIt
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875,432

770,402

881,742

881,742

881,741

703,537

813,448

794,431

569,280

826,145

826,145

2624,281

3078,590

2643,206

2643,206

2643,206

3513,653

1625,890

1587,853

1705,825

3301,560

3301,560

1,9

0,7

0,4

-1,1

0,4

0,1

-1,1

-1,1

Bpa258
A333 mit
Bpa258
P458/L459 mit
Bpa258
M467 mit
Bpa258
H475 mit
Bpa258
H477 mit
Bpa258
P350/F351 mit
Bpa258
V255 mit
Bpa258
Y214 mit
Bpa258
E471 mit
Bpa258
Y468 mit
Bpa258
H477 mit
Bpa258

B NFNMNK
a DGMLVAYGNGFITR
B XVANGIQnK

a KTESDAALHPLLQEIYR

B XVANGIQnK

o« DMYGLEHHHHHH

B XVANGIQnK

o« DMYGLEHHHHHH

B XVANGIQnK

o DMYGLEHHHHHH

B XVANGIQnK

o PFCDIMEPKFDFAMK
B XVANGIQNKEAEVR
a XVANGIgNK

B TLVAK

a XVANGIQNK
BAYLK

a XVANGIQNK
BMYGLE

a TLVAKXVANGIQNnKE
B DmYGLEHHHHHH

a TLVAKXVANGIQNnKE
B DmYGLEHHHHHH

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

LIV
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Tabelle A 3: Zusammenfassung der Quervernetzungsprodukte in der PPAR-a-F273Bpa. n= Asparagin Deamidierung (entsprechend wie D); m=

Methionin Oxidation; B= Carbamidomethylierung am Cystein; x= Bpa

gemessene kalkulierte  Ladung Massenab  quervernetzte ohne mit mit Aminosauresequenz In-Lésung- oder
m/z-Werte protonierte weichung Aminosduren in  Liganden GW6471  GW7647 in-Gel-Spaltung
molekulare [ppm] PPAR-a-LBD-
Masse F273Bpa
[Da]
799,386 3194,521 4 0,1 V255/A256/ v a in-Ldsung
K257 mit IXHBBQBTSVETVTELTEFA
Bpa273 K
B TLVAK
1065,513 3194,521 3 1,3 A256/K257 mit v a in-Losung, in-Gel
Bpa273 IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K
B TLVAK
1065,513 3194,521 3 1,3 L254 mit v a in-Lésung, in-Gel
Bpa273 IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K
B TLVAK
1207,247 3619,723 3 1,0 L258/V259 mit v o in-Ldsung
Bpa273 IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K
B LVANGIQNK
1144,180 3430,521 3 1,2 N217/F218/ v o in-Ldsung
N219/M220/ IXHBBQBTSVETVTELTEFA

LV



Anhang

858,386

905,931

1207,576

1141,181

1242,561

3430,521

3620,707

3620,707

3421,525

4967,216

0,6

1,4

13

1,0

N221/K222 mit
Bpa273
N217/F218/
N219/M220/
N221/K222 mit
Bpa273
L258/Vv259/
A260 mit
Bpa273

L258 mit
Bpa273

F359/D360/
F361/A362/
M363/K364 mit
Bpa258
P238/F239/
V240/1241/
H242 mit
Bpa273

K

B NFNMNK

o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

B NFNMNK

o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

B LVANGIQnK

o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

B LVANGIQnK

o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

B FDFAMK

o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

p
ASNNPPFVIHDMETLBMAE
K

in-Lésung

in-Ldsung, in-Gel

in-Losung, in-Gel

in-Losung

in-Lésung

LVI



Anhang

1175,344

891,422

891,422

939,784

939,784

835,721

1465,679

977,783

733,342

4698,344

3562,658

3562,658

2817,337

2817,337

2505,146

2930,348

2931,332

2930,348

2,2

2,0

2,0

04

0,7

0,6

H440/A441/
Q442/L443 mit
Bpa273

1210/Y211 mit
Bpa273

E212/A213 mit
Bpa273

A225 mit
Bpa273
1228/L.229 mit
Bpa273
T253/L254 mit
Bpa273

L258 mit
Bpa273

L258 mit
Bpa273

L258 mit
Bpa273

o
IXHCCQCTSVETVTELTEFA
K

p
MADLRQLVTEHAQLVQIIK
o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

B IYEAYLK

o
IXHBBQBTSVETVTELTEFA
K

B IYEAYLK

o IXHBBQBTSVETVTE

B ARVILSGK

o« IXHBBQBTSVETVTE

B ARVILSGK

o« IXHBBQBTSVETVTE

B TLVAK

o IXHBBQBTSVETVTE

B LVANGIQNK

o IXHBBQBTSVETVTE

B LVANGIQnK

o« IXHBBQBTSVETVTE

B LVANGIQNK

in-Lésung

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

LVII
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914,387

1371,078

1619,706

1080,140

942,737

911,389

1148,826

565,271

4212,821

2741,146

2741,146

3238,402

3238,402

2826,191

2732,150

3444,464

3386,581

1053,962

04

11

0,7

0,8

1,7

1,2

0,1

1,8

11

N217 mit
Bpa273
N217/F218/
N219 mit
Bpa273
1354/M355/
E356 mit
Bpa273
1354/M355/
E356 mit
Bpa273
T246/L247/
C248 mit
Bpa273
A362 mit
Bpa273
M244/E245 mit
Bpa273
L258 mit
Bpa273
D466 mit
Bpa273

a IXHBBQBTSVETVTE
B NFNMNK
a IXHBBQBTSVETVTE
B NFNMNK

o IXHBBQBTSVETVTE
B KPFBDIMEPK

a IXHBBQBTSVETVTE
B KPFBDIMEPK

a IXHBBQBTSVETVTE
f TLBMAEK

o IXHBBQBTSVETVTE
B FDFAMK

a IXHBBQBTSVETVTE
B ASNNPPFVIHDME

a AEVRIXHBBQBTSVETVTE

B LVANGIQnK

o

IXHBBQBTSVETVTELTEFA

K
B DMYGLEHHHHHH

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Gel

in-Loésung

LVIII
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Tabelle A 4: Zusammenfassung der Quervernetzungsprodukte in der PPAR-B/6-LBD mit BS?G Dy/D4. Dargestellt sind die Massen der
Quervernetzungsprodukte mit BS?G als leicht (Do) und schwer (Da). {= N-Terminus des Proteins; n= Asparagin Deamidierung (entsprechend wie
D); m= Methionin Oxidation.

Peptid 1 Peptid 2 Quervernetzte Aminosauren [M+H]" m/z Ladung BS*G Ligand
D, D, Frei GWO0742 GW1516
KPFSDIIEPK KTETETSLHPLLQEIYK K324+K424 3298,749 825,443 4 v v v
324-333 424-440
IKK QLVNnGLPPYKEISVHVFYR K241+K423/K424 2743520 549,510 5 v v
422-424 232-250
IKK QLVNnGLPPYKEISVHVFYR K241+K423/K424 2747551 550,316 5 v v
422-424 232-250
NFNMTKKK {GSQYNPQVADLK {167+K196/K197/K198 2426,207 809,407 3 v v v
191-198 {167-178
NFnMTKKK {GSQYNPQVADLK {167+K196/K197/K198 2430,228 810,747 3 v v 4 v
191-198 {167-178
IKK KPFSDIIEPK K324+K423/K424 1656,960 552,992 3 v 4 4
422-424 324-333
IKK KPFSDIIEPK K324+K423/K424 1656,958 414,995 4 v v v
422-424 324-333
IKK KPFSDIIEPK K324+K423/K424 1660,983 554,333 3 v v
422-424 324-333
IKK KPFSDIIEPK K324+K423/K424 1660,981 416,001 4 v v v v
422-424 324-333
KK {GSQYNPQVADLK {167+K197/K198 1689,882 563,966 3 v v v

LIX
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197-198
KK

197-198
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178

KK

197-198

KKAR

197-200

KKAR

197-200

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYnAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206
HIYNAYLKNFNMTK
183-196

SILTGK

201-206
SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK
201-226
SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK
201-226

{167+K197/K198

{167+K182

{167+K182

{167+K182

{167+K182

K182+K197/K198

K198+S201

K198+S201

K190+K197/K198

K197/K198+S5201

K197/K198+K206

K197/K198+K206

1693,907

2869,460

2869,460

2870,439

2870,439

1825,001

1215,743

1219,767

2127,106

988,604

3262,753

3262,746

565,307

957,158

718,120

957,485

718,365

457,006

405,919

407,260

532,532

330,206

544,632

1088,253

LX
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KK SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK  K197/K198+K206 3262,749 816,443
197-198 201-226
KK SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK  K197/K198+K206 3262,751 653,356
197-198 201-226
KK ASHTAPFVIHDIETLWQAEK K197/K198+K208 2663,385 533,483
197-198 207-226
KK ASHTAPFVIHDIETLWQAEK K197/K198+K208 2667,409 667,608
197-198 207-226
KAR SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK  K198+206 3361,792 673,164
198-200 201-226
KAR SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK  K198+K206 3365,809 673,968
198-200 201-226
LLQKMADLR {GSQYNPQVADLK {167+K404 2506,323 836,113
401-409 {167-178
LLQKMADLR {GSQYNPQVADLK {167+K404 2518299 840,104
401-409 {167-178
IKK {GSQYNPQVADLK {167+K423/K424 1802,966 601,660
422-424 {167-178
IKK {GSQYNPQVADLK {167+K423/K424 1806,991 603,002
422-424 {167-178
KAR HIYNAYLKNFNMTK K190+K198 2226,149 557,293
198-200 183-196
KAR HIYNAYLKNFNmTK K190+K198 2242143 561,291
198-200 183-196
KK HIYNAYLKNFNMTK K190+K197/K198 2127,108 709,707

LXI
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197-198
KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198

KK

197-198
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179

183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
ASHTAPFVIHDIETLWQAEK
207-226
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFnmTK
183-196

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K182+ K197/K198

K182+ K197/K198

K182+ K197/K198

K182+ K197/K198

K197/K198+5208

{167+K190

{167+K190

{167+K190

{167+K190

2143,104

2143,102

2132,116

1825,001

1825,005

1829,028

1829,025

2663,385

3175,584

3176,573

3191,580

3192,570

536,532

715,039

533,784

365,806

609,007

366,611

458,012

666,602

794,652

794,899

798,650

798,898

LXI1
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{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179

KK

197-198
{GSQYNPQVADLK
{167-179

KK

197-198
KPFSDIIEPK
324-333

IKK

422-424

IKK

422-424
NFNMTKK
191-197
LLQKMADLR
401-409
KPFSDIIEPK

AFSKHIYnAYLK

179-190

AFSKHIYnAYLK

179-190

AFSKHIYNAYLK

179-190
TETETSLHPLLQEIYKDMY
425-443
SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK
201-226
ELTEFAKSIPSFSSLFLNDQVTLLK
261-285

KPFSDIIEPK

324-333
{GSQYNPQVADLK
{167-179
TETETSLHPLLQEIYKDmY
425-443
TETETSLHPLLQEIYKDmY
425-443
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK
{167-179
{GSQYNPQVADLK

{167+K182

{167+K182

{167+K182

{167+K440

K197/K198+K206

{167+K267

K197/K198+K324

{167+K324

K423/K424+K440

K423/K424+K440

{167+T195/K196/K197

{167+K404

{167+K324

2874,460

2874,460

2873,478

3725,787

3266,771

4242,170

1543,874

2588,327

2810,421

2814,443

2301,150

2522324

2592,353

719,370

958,825

958,498

1242,600

654,160

1061,303

515,296

863,447

937,479

938,819

767,722

841,446

864,789

LXI1
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324-333 {167-179

{GSQYNPQVADLK KTETETSLHPLLQEIYK

{167-179 424-440

{GSQYNPQVADLK GLVWKQLVNGLPPYK
{167-179 227-241

KAR HIYNAYLKNFNMTK

198-200 183-196

KK ASHTAPFVIHDIETLWQAEK
197-198 207-226

KK HIYNAYLKNFNMTK

197-198 183-196

KK HIYNAYLKNFNMTK

197-198 183-196

KK HIYNAYLKNFNmMTK

197-198 183-196

KK HIYNAYLKNFAMTK

197-198 183-196

KK SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK
197-198 201-226

KK SILTGKASHTAPFVIHDIETLWQAEK
197-198 201-226

{GSQYNPQVADLK ELTEFAKSIPSFSSLFLNDQVTLLK
{167-179 261-285

KK SILTGK

197-198 201-206

{167+K424

{167+K231

K190+K198

K197/K198+S208

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K197/K198+K206

K197/K198+K206

{167+K267

K197/K198+S201

3448,775

3130,685

2230,176

2667,408

2131,131

2131,131

2147,126

2128,091

3266,774

3266,775

4246,207

992,629

862,949

1044,233

558,300

534,287

533,538

711,049

537,537

532,778

545,302

817,449

1062,307

331,548

LXIV
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KAR SILTGK K198+S201 1087,647 363,221 3 v v
198-200 201-206
KAR SILTGK K198+S201 1091,672 364,562 3 v v
198-200 201-206

Tabelle A 5: Zusammenfassung der Quervernetzungsprodukte in der PPAR-B/3-LBD mit DMTMM und Urea Quervernetzungsreagenz. {= N-
Terminus des Proteins; }= C-Terminus des Proteins; n= Asparagin Deamidierung (entsprechend wie D); g= Glutamin Deamidierung (entsprechend

wie E); m= Methionin Oxidation.

Peptid 1 Peptid 2 Quervernetzte [M+H]" m/z Ladung Quervernetzungs- Ligand
Aminosauren reagenz
DMTMM Urea  Frei GWO0742 GW1516

IKK DMY} K423+D441 797,422 399,215 2 v v v v
422-424 441-443

ELTEFAK {GSQYNPQVADLK {167+E264 2138,078 713,364 3 v v v v
261-267 {167-178

VEAIQDTILR {GSQYNPQVADLK {167+E373 2458,301 820,105 3 v v v v
372-381 {167-178

VEAIQDTILR {GSQYNPQVADLK {167+D377 2458,299 820,104 3 v v v v
372-381 {167-178

VEAIQDTILR {GSQYNPQVADLKAFSK  {167+E373 2891,529 964,514 3 v v v v
372-381 {167-182

VEAIQDTILR {GSQYNPQVADLKAFSK  {167+D377 2891,528 964,514 3 v v v v
372-381 {167-182

VEAIQDTILR {GSQYNPqVADLK {167+E373 2459,281 820,432 3 v v v v

LXV
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372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
DMY}
441-443
DmY}
441-443
KPFSDIIEPK
324-333
ELTEFAK
261-267
VEAIQDTILR
372-381

{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLKAFSK
{167-182
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLKAFSK
{167-182
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPGVADLKAFSK
{167-182
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178

{167+E373

{167+D377

{167+E373

{167+E373

{167+E373

{167+E373

{167+E373

{167+}443

{167+}443

{167+E331

{167+E264

{167+D377

2460,267

2459,281

2892,515

2458,297

2891,530

2458,297

2892,515

1728,791

1744,786

2474,294

2138,075

2458,296

820,760

820,432

964,843

1229,652

723,638

615,330

723,884

864,899

872,897

619,329

1069,541

1229,652

LXVI



Anhang

ELTEFAK
261-267
KAR
198-200
KAR
198-200
KKAR
197-200
KKAR
197-200
KKAR
197-200
KKAR
197-200
KKAR
197-200
KAR
198-200
KKAR
197-200
KAR
198-200
KK
197-198
KK

{GSQYNPQVADLK
{167-178

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
HIYNAYLKNFNMTKK
183-197
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK

{167+E264

K198+S201

K198+5201

K197/K198+S201

K197/K198+5201

K197/K198+5201

S181/K182+K198

S181/K182+K198

K190+K198

K190+K198

K190+K198

S181/K182+K197/K19

8
S181/K182+K197/K19

2139,063

1187,711

1187,710

1315,805

1315,807

1315,809

2152,205

2152,204

2454,308

2454,310

2326,213

1925,064

1925,065

713,693

594,359

396,575

439,273

658,407

329,708

538,807

718,073

614,332

614,333

582,309

963,036

482,022

LXVII



Anhang

197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198

179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYnAYLK
179-190
AFSKHIYnAYLK
179-190
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKnFNMTK
183-196
HIYNAYLKnFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKnFNmMTK
183-196
HIYNAYLKnFNmMTK
183-196

SILTGK

201-206

8

S181/K182+K197/K19

8

S181/K182+K197/K19

8

S181/K182+K197/K19

8

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K197/K198+S5201

1925,061

1926,048

1926,050

2227,169

2227,167

2228,156

2228,156

2243,165

2243,166

2244150

2244150

1088,668

642,358

482,267

642,688

743,061

557,547

743,390

557,794

748,393

561,547

748,722

561,793

544,838

LXVIII



Anhang

KK
197-198
KK
197-198
KKAR
197-200
KKAR
197-200
KKAR
197-200
KK
197-198

KK
197-198

KK
197-198

KK
197-198

KK
197-198

SILTGK
201-206
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLK
{167-178
{GSQYNPQVADLKAFSK
{167-182
{GSQYNPQVADLKAFSK
{167-182
SILTGKASHTAPFVIHDIE
TLWQAEK

201-226
SILTGKASHTAPFVIHDIE
TLWQAEK

201-226
AFSKHIYNAYLKNFNMT
K

179-196
AFSKHIYNAYLKNFNMT
K

179-196
AFSKHIYNAYLKNFNmT
K

179-196

K197/K198+S201

{167+K197/K198

{167+K197/K198

{167+K197/K198

{167+K197/K198

K197/K198+K206/S20
8/T210

K197/K198+K206/S20
8/T210

S181/K182+K197/K19
8

S181/K182+K197/K19
8

S181/K182+K197/K19
8

1088,668

1789,946

2017,083

2450,320

2450,315

3362,814

3362,817

2660,408

2660,403

2676,399

363,560

895,476

673,033

817,445

613,334

841,459

673,369

665,857

532,886

892,804

LXIX



Anhang

KK
197-198

IKK
422-424
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

AFSKHIYNAYLKNFNmMT

K

179-196

KKAR

197-200
HIYNAYLKNFNMTK
183-196

HIYNAYLKNFNMTK
183-196

HIYNAYLKNFNMTK
183-196

AFSKHIYNAYLK
179-190

AFSKHIYNAYLK
179-190

AFSKHIYnAYLK
179-190

HIYNAYLKNFNMTKK

183-197

S181/K182+K197/K19
8

K197/K198+K423/K42
4
{167+K190

{167+K190

{167+K190

{167+5181/K182

{167+5181/K182

{167+5181/K182

{167+K190

2676,396

1085,715

3271,622

3287,615

3287,619

2969,517

2969,517

2970,498

3399,720

669,854

543,361

1091,212

1096,543

822,660

1485,262

990,511

990,838

850,685

LXX



Anhang

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178

KAR

198-200
SILTGKASHTA
PFVIHDIETLW
QAEK

201-226
SILTGKASHTA
PFVIHDIETLW
QAEK

201-226
ALEFHLQANH
PDAQYLFPKLL
QK

382-404
ALEFHLQANH
PDAQYLFPKLL
QK

382-404

HIYNAYLKNFNMTKK
183-197

HIYNAYLKNFnmTKK
183-197

{GSQYNPQVADLK
{167-178
YGVHEAIFAMLASIVNK
DGLLVANGSGFVTR
286-316

YGVHEAIFAMLASIVNK
DGLLVANGSGFVTR
286-316

YGVHEAIFAMLASIVNK
DGLLVANGSGFVTR
286-316

YGVHEAIFAMLASIVNK
DGLLVANGSGFVTR
286-316

{167+K190

{167+K190

{167+K198

S201/T204/K206/5208

+K302

S201/T204/K206/S5208
+K302

S298/K302+K400

$298/K302+K400

3415,712

3416,690

1888,989

6337,323

6338,301

6166,242

6167,224

854,683

854,928

630,335

1268,270

1268,466

1234,054

1234,251

LXXI



Anhang

SILTGK
201-206
KAR
198-200
KAR
198-200
KAR
198-200
KAR
198-200
KAR
198-200
KK
197-198
KAR
198-200
IKK
422-424
IKK
422-424
IKK
422-424
IKK
422-424
IKK

{GSQYNPQVADLK
{167-178

NFNMTKK

191-197

NFNMTKK

191-197

NFNMTKK

191-197

NFNmTKK

191-197

NFNmTKK

191-197
{GSQYNPQVADLKAFSK
{167-182
{GSQYNPQVADLKAFSK
{167-182

KKAR

197-200

KPFSDIIEPK

324-333

KPFSDIIEPK

324-333

KPFSDIIEPK

324-333
TETETSLHPLLQEIYKDm

{167+5201

T195/K196/K197+K19
8
T195/K196/K197+K19
8
T195/K196/K197+K19
8
T195/K196/K197+K19
8
T195/K196/K197+K19
8

{167+K197/K198

{167+K198

K197+K424

K324+K423/K424

K324+K423/K424

K324+K423/K424

K423/K424+K440

2566,357

1451,780

1451,779

1451,778

1467,777

1467,773

2223,176

2322,223

1085,715

1757,021

1757,021

1757,021

2910,481

856,124

726,393

484,598

363,700

734,392

367,699

556,550

581,311

362,567

878,993

586,330

439,998

970,810

LXXI



Anhang

422-424

IKK
422-424

IKK

422-424
QLVNGLPPYK
EISVHVFYR
232-250
QLVNGLPPYK
EISVHVFYR
232-250

KAR

198-200

KAR

198-200
{GSQYNPQVA
DLKAFSK
{167-182
{GSQYNPQVA
DLK

{167-178
{GSQYNPQVA
DLKAFSK
{167-182

Y}

425-443
TETETSLHPLLQEIYK}
425-440
KPFSDIIEPKFEFAVK
324-339
ASHTAPFVIHDIETLWQA
EKGLVWK

207-231
ASHTAPFVIHDIETLWgA
EKGLVWK

207-231

NFNmTKK

191-197
AFSKHIYNAYLK
179-190
HIYNAYLKNFNMTKK
183-197

AFSKHIYNAYLKNFNMT
K

179-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196

K423/K424+T425/T42
7/T429/S430
K333+K423/K424

K226+Y240/K241

K226+Y240/K241

T195/K196/K197+K19
8
S181/K182+K198

{167+K190

{167+K190

{167+K190

2485,355

2478,339

5330,804

5331,811

1467,774

2024,108

3832,954

3704,855

3704,853

829,105

620,340

1066,967

1067,168

489,916

675,358

767,397

926,969

741,776

LXXI



Anhang

{GSQYNPQVA  HIYNAYLKNFNMTK {167+K190 3704,845 1235,620
DLKAFSK 183-196
{167-182
KK AFSKHIYNAYLKNFNMT  S181/K182+K197/K19  2660,407 887,474
197-198 K

179-196
{GSQYNPQVA  HIYNAYLKNFNmMTKK {167+K190 3848,946 770,595
DLKAFSK 183-197
{167-182
KK {GSQYNPQVADLKAFSK  {167+K197/K198 2223,180 741,731
197-198 {167-182
{GSQYNPQVA  AFSKHIYNAYLKNFNMT  {167+K190 3720,968 930,968
DLK K
{167-178 179-196

Tabelle A 6: Zusammenfassung der Quervernetzungsprodukte der Photoaffinitiatsmarkierungsstudien der Varianten der PPAR-B/3-LBD. {= N-

Terminus des Proteins; }= C-Terminus des Proteins; g= Glutamin Deamidierung (entsprechend wie E); m= Methionin Oxidation; X= Bpa.

Peptid 1 Peptid 2 Quervernetzte [M+H]" m/z Ladung Variante F180Bpa Ligand
Aminosauren Ohne Mit Frei GWO0742 GW1516
Wasserverlust ~ Wasserverlust

AXSK VEAIQDTILR X180+1379 1712,923 571,646 3 v v v v
179-182 372-381

AXSK VEAIQDTILR X180+1379 1712,923 428,986 4 v v v v
179-182 372-381

AXSK VEAIQDTILR X180+1379 1712,923 856,965 2 v v v v

LXXIV



Anhang

179-182
AXSK
179-182
AXSK
179-182
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
AXSK
179-182
AXSK
179-182
AXSK
179-182
AXSK
179-182
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIQDTILR
372-381
VEAIgDTILR
372-381

372-381
VEAIGDTILR

372-381

VEAIGDTILR

372-381
{GSQYNPQVADLKAXSK
{167-182
{GSQYNPQVADLKAXSK
{167-182
{GSQYNPQVADLK
{167-178

VEAIQDTILR

372-381

VEAIQDTILR

372-381

VEAIGDTILR

372-381
{GSQYNPQVADLKAXSK
{167-182
{GSQYNPQVADLKAXSK
{167-182
{GSQYNPQVADLKAXSK
{167-182
{GSQYNPQVADLKAXSK
{167-182

X180+1379

X180+1379

X180+1379

X180+1379

X180+{167/G167/S1

68/Q169/Y170

X180+1379

X180+1379

X180+1379

X180+1379

X180+1379

X180+1379

X180+1379

1713,904

1713,905

3013,562

3014,555

1874,925

1694,912

1694,911

1695,894

2995,553

3013,569

2995,554

2996,543

571,973

429,232

754,146

1005,523

625,647

856,965

424,483

424,729

999,189

1005,194

749,644

999,519

LXXV



Anhang

AXSK VEAIQDTILR X180+I379 1694,912 565,642 3 v

179-182 372-381

VEAIQDTILR {GSQYNPQVADLKAXSK X180+I379 3013,565 603,519 5 v v

372-381 {167-182

VEAIQDTILR {GSQYNPQVADLKAXSK X180+1379 2995554 599,917 5 v

372-381 {167-182

Peptid 1 Peptid 2 Quervernetzte [M+H]" m/z Ladung Variante Y443Bpa Ligand
Aminosauren Ohne Frei GW0742 GW1516

Wasserverlust ~ Wasserverlust

DMX} QLVTEHAQMMQR M419+X443 1986,889 497,478 4 v v

441-443 410-421

DMX} QLVTEHAQMMQR M419+X443 1986,889 662,968 3 v v

441-443 410-421

DMX} QLVTEHAQMMOQR M419+X443 1968,881 656,965 3 v

441-443 410-421

DMX} QLVTEHAQMMQR M419+X443 1968,874 492,974 4 v

441-443 410-421

DMX} KPFSDIIEPK 1330+X443 1688,824 563,609 3 v 4

441-443 324-333

DMX} KPFSDIIEPK 1330+X443 1688,824 422,957 4 v 4

441-443 324-333

DMX} HAQMMQR M419+X443 1416,586 472,860 3 v v v

441-443 415-421

HAQMMOQR IYKDMX} M419+X443 1820,828 455,956 4 v v v v

415-421 438-443

LXXVI



Anhang

HAQMMQR
415-421
DMX}
441-443
HAQMMQR
415-421
HAQMmMQR
415-421
DMX}
441-443
DMX}
441-443
DMX}
441-443
HAQMMQR
415-421

IYKDMX}
438-443

QLVTEHAQMmMQR

410-421
IYKDMX}
438-443
IYKDmX}
438-443
HAQMMQR
415-421
HAQMMQR
415-421
HAQMmMQR
415-421
IYKDMX}
438-443

M419+X443

M419+X443

M419+X443

M419+X443

M419+X443

M419+X443

M419+X443

M419+X443

1820,828

1984,871

1836,823

1834,807

1432,581

1414,570

1414,570

1818,812

607,607

662,291

459,955

459,451

478,192

472,189

707,782

455,453

Tabelle A 7: Zusammenfassung der Quervernetzungsprodukte in PPAR-B/5-Volllangenprotein mit BS2G Do/D4. {= N-Terminus des Proteins; }= C-
Terminus des Proteins; n= Asparagin Deamidierung (entsprechend wie D); g= Glutamin Deamidierung (entsprechend wie E); B=

Carbamidomethylierung am Cystein; m= Methionin Oxidation.

Peptid 1 Peptid 2 Quervernetzte [M+H]" m/z Ladung BS2G Ligand
Aminosauren Dy D, Frei GW0742 GW1516
NKBQYBR FQKBLALGMSHNAIR K126+K134 2869,349 718,093 4 v v
125-131 132-146
NKBQYBR FOQKBLALGMSHNAIR K126+K134 2873,366 958,46 3 v v
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Anhang

125-131
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131
KK
197-198
KK
197-198
SBKIQK
116-121
SBKIQK
116-121
SBKIgK
116-121
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
SBKIQK
116-121

132-146
FOKBLALGmMSHNAIR
132-146
FOKBLALGMSHNAIR
132-146
KLVAGLTANEGSQYNPQVADLK
157-178
KLVAGLTANEGSQYNPQVADLK
157-178
FOKBLALGMSHNAIR
132-146
FOKBLALGMSHNAIR
132-146
FOKBLALGMSHNAIR
132-146
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190
AFSKHIYNAYLK
179-190

K126+K134

K126+K134

K157+K197/K198

K157+K197/K198

K118+K134

K118+K134

K118+K134

K155+K182

K155+K182

K155+K182

K155+K182

K118+S181/K182

2889,368

2874,351

2686,441

2690,462

2608,347

2608,350

2605,304

2430,243

2414247

2410,224

2410,224

2317,235

578,679

719,343

896,152

673,371

652,842

870,121

652,081

810,752

805,421

804,080

603,312

580,064

LXXVIII



Anhang

SBKIQK
116-121
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR

AFSKHIYNAYLK
179-190
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
FOKBLALGMSHNAIR
132-146

NKBQYBR

125-131

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

106-112

MKLEYEK

K118+S181/K182

K190+K197/K198

K190+K197/K198

K134+K197/K198

K126+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

2317,233

2131,131

2143,101

2120,138

1987,910

1899,948

1899,950

1895,927

1895,924

1895,927

1899,949

1911,920

1911,919

773,082

533,538

536,531

530,790

663,308

475,742

950,479

632,647

474,736

948,467

633,988

478,735

637,978
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Anhang

150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
SBKIQK
116-121
SBKIQK
116-121
IKK
422-424
IKK
422-424
IQKK
119-122
IQKK
119-122

106-112
MKLEYEK
106-112
MKLEYEK
106-112
MKLEYEK
106-112
MKLEYEK
106-112
MKLEYEK
106-112
MKLEYEK
106-112
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131
KPFSDIIEPK
324-333
KPFSDIIEPK
324-333
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K107+K155

K118+K126

K118+K126

K324+K423/K424

K324+K423/K424

K121+K126

K121+K126

1915,947

1911,922

1931,939

1927,915

1931,940

1927,915

1886,869

1890,892

1660,982

1656,959

1639,804

1639,803

639,320

956,465

483,741

482,734

644,652

643,310

629,628

630,967

554,332

552,991

547,273

410,706
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Anhang

IQKK
119-122
IQKK
119-122
IQKK
119-122
IQKK
119-122
IQKK
119-122
IQKK
119-122
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR

NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131
nKBQYBR
125-131
nKBQYBR
125-131
nKBQYBR
125-131
nKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131
nKBQYBR
125-131
nKBQYBR
125-131
SBKIQK
116-121
SBKIQK

K121+K126

K121+K126

K121+K126

K121+K126

K121+K126

K121+K126

K122+K126

K122+K126

K122+K126

K122+K126

K122+K126

K118+K122

K118+K122

1643,828

1643,828

1640,787

1640,788

1644,813

1644,815

1540,713

1540,712

1544,736

1541,695

1545,719

1275,685

1275,684

548,614

411,712

410,952

547,601

411,959

548,943

514,243

385,934

386,939

386,179

387,185

638,346

425,900
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Anhang

122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KNR
122-124
KAR
198-200
KAR
198-200
KAR
198-200
KAR
198-200
KK
197-198
KK
197-198
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR
125-131

116-121
SBKIQK

116-121

SBKIQK

116-121

SBKIQK

116-121

SBKIQK

116-121

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206

SILTGK

201-206
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14

K118+K122

K118+K122

K118+K122

K118+K122

K198+S201

K198+S201

K198+S201

K198+S201

K197/K198+5201

K197/K198+S5201

{+K126

{+K126

1275,685

1279,710

1279,708

1279,708

1087,647

1087,647

1091,672

1091,671

988,603

992,628

2694,167

2698,195

319,677

638,346

425,900

319,677

544,327

363,220

546,340

364,562

330,206

331,548

898,727

900,070

LXXXI1I



Anhang

nKBQYBR
125-131
MKLEYEK
106-112
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
IQKK
119-122
IQKK
119-122
IQKK
119-122
KNR
122-124
KNR
122-124
KnR
122-124
KAR
198-200
KAR
198-200
KK

{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR

{+K126

{+K107

{+K155

{+K155

{+K121/K122

{+K121/K122

{+K121/K122

{+K122

{+K122

{+K122

{+K198

{+K198

{+K197/K198

2699,175

2626,234

2546,179

2542,158

2182,083

2186,107

2198,079

2098,987

2103,007

2099,968

2039,984

2055,978

1956,929

900,396

876,083

849,398

848,058

728,032

729,374

733,365

700,334

701,674

700,661

680,666

685,997

652,981
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Anhang

197-198
KK
197-198
IKK
422-424
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KK
197-198
KAR
198-200
KAR
198-200
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
MPEAEKR
150-156
IQKK
119-122

0-14
{GAMEGPQEEAPEVR

0-14
TETETSLHPLLQEIYKDmY}
425-444

MPEAEKR

150-156

MPEAEKR

150-156

MPEAEKRK

150-157

MPEAEKRK

150-157

SBKIQK

116-121

SBKIQK

116-121
HIYNAYLKNFNMTK
183-196
HIYNAYLKNFNmMTK
183-196

LLQKMADLR

401-409
VBGDKASGFHYGVHABEGBK
78-97

{+K197/K198

K423+K440

K155+K197

K155+K197

K155+K197/K198

K155+K197/K198

K118+K198

K118+K198

K155+K190

K155+K190

K155+K404

K82+K121/K122

1941,923

2810,420

1230,652

1234,676

1358,746

1362,770

1232,678

1236,702

2732,355

2732,342

2059,071

2854,340

647,979

937,478

410,889

309,424

340,442

341,448

411,564

412,906

683,844

683,841

515,523

952,118
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Anhang

KKAR
197-200
KKAR
197-200
KNR
122-124
MPEAEKR
150-156
KNR
122-124
KNR
122-124
KKAR
197-200
KNR
122-124
KNR
122-124
KK
197-198
KK
197-198
NKBQYBR
125-131
NKBQYBR

{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
FOKBLALGMSHNAIR
132-146
MKLEYEKBER
106-115

KLVAGLTANEGSQYNPQVADLK

157-178

NKBQYBR

125-131

SILTGK

201-206
FQKBLALGMSHNAIR
132-146
FQKBLALGMSHNAIR
132-146
FQKBLALGMSHNAIR
132-146

MPEAEKR

150-156
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR

{+K197/K198

{+K197/K198

K122+K134

K107+K155

K122+K157

K122+K126

K198+S201

K122+K134

K122+K134

K134+K197/K198

K155+K197

{+K126

{+K126

2168,081

2172,102

2258,159

2341,098

2828,494

1544,737

1215,742

2274,161

2278,185

2136,135

1230,649

2714,189

2710,170

723,365

724,706

565,295

586,030

707,879

515,583

405,919

569,296

570,302

534,789

308,418

905,401

904,062

LXXXV



Anhang

125-131
nKBQYBR
125-131
KnR
122-124
KNR
122-124
KnR
122-124
KK
197-198
KK
197-198
IKK
422-424
IKK
422-424
KKAR
197-200
KNR
122-124
SBKIQK
116-121
KK
197-198

0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14
{GAMEQPQEEAPEVR
0-14

SILTGK

201-206

MPEAEKR

150-156
{GAMEQPJEEAPEVR
0-14
FQKBLALGMSHNAIR
132-146

{+K126

{+K122

{+K122

{+K122

{+K197/K198

{+K197/K198

{+K423

{+K423

K198+S201

K122+K155

{+S116/K118

2699,181

2103,993

2082,989

2087,998

1944,963

1960,958

2054,027

2070,016

1219,767

1372,699

2450,153

K134+K197/K198 2136,135

900,399

702,003

695,001

696,671

648,993

654,324

685,348

690,677

407,261

343,930

817,389

534,789
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