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Zusammenfassung

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist auch bekannt als ,,Wachter des Genoms*. Es
kontrolliert die Transkription einer Vielzahl von Genen, die zur Verhinderung der Kar-
zinogenese dienen. Obwohl fast 40 Jahre seit der Entdeckung von p53 vergangen sind,
ist dessen Struktur noch nicht ganzlich aufgeklart. p53 gehort mit einem Anteil von ca.
40% an ungeordneter Struktur zur Klasse der intrinsisch ungeordneten Proteine (IDPs),
bei der die klassischen Methoden zur Strukturaufkldrung von Proteinen, wie beispiels-
weise die Rontgenkristallographie, an ihre Grenzen stoRRen.

Chemisches Cross-Linking™ in Kombination mit hochauflésender Massenspekt-
rometrie (MS) und native MS sind alternative Methoden zur strukturellen Charakterisie-
rung von Proteinen und Proteinkomplexen. Beim Cross-Linking werden mit Hilfe von
chemischen Reagenzien kovalente Verknitpfungen in Proteine, oder zwischen interagie-
renden Proteinen in Proteinkomplexen, eingefuihrt. Diese liefern Distanzinformationen
uber die miteinander verknipften Aminoséurereste. Die native MS dient der Bestim-
mung der Masse von intakten Proteinkomplexen, um Aussagen uber deren Stéchiomet-
rie und direkten Interaktionen zwischen verschiedenen Untereinheiten sowie uber deren
Anordnung im Komplex zu erhalten. Beide massenspektrometrische Anséatze wurden in
dieser Arbeit kombiniert, um komplementére Strukturinformationen von p53 zu erlan-
gen.

Humanes Volllangen-Wildtyp-p53 wurde als Fusionsprotein mit einer N-
terminalen, 16slichkeitsvermittelnden Lipoyl-Doméne der Dihydrolipoyl-Transacetylase
des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes aus Bacillus stearothermophilus I6slich in E-
scherichia coli exprimiert, gereinigt und flr Strukturanalysen verwendet. Die Lipoyl-
Doméne wurde Uber eine TEV-Schnittstelle (tobacco etch virus) von p53 abgespalten.
Dabei musste sichergestellt werden, dass das gereinigte p53 in aktiver Form vorlag. Als
Kriterien fir die Aktivitat dienten die Bildung der in vivo aktiven, tetrameren p53-
Spezies sowie die spezifische Bindung von Response Element-DNA (RE-DNA). So
konnte mittels nativer MS sichergestellt werden, dass die strukturierten Bereiche des
Proteins, die DNA-Bindedoméne und die Tetramerisierungsdomane, korrekt gefaltet

waren und ihre Funktion ausiiben konnten.

“ Es wird in dieser Arbeit dem englischen Begriff ,,Cross-Linking“ der Vorzug gegeniiber dem deutschen
Begriff ,,Quervernetzung“ gegeben.
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Mittels nativer MS wurden Untersuchungen zum Tetramerisierungsverhalten von
humanem Volllangen-Wildtyp-p53 durchgefiihrt. Durch die Verwendung eines dquimo-
laren Gemisches aus nicht-markiertem und *>N-markiertem p53 konnte gezeigt werden,
dass das aktive p53-Tetramer in An- und Abwesenheit von RE-DNA aus initialen Di-
meren gebildet wird. Dadurch ergab sich eine Vereinfachungen fiir die nachfolgenden
Cross-Linking-Experimente.

So wurden fir die Cross-Linking-Reaktionen dquimolare Mischungen aus nicht-
markiertem und **N-markiertem p53 verwendet, um zwischen intra- und intermolekula-
ren Cross-Linking-Produkten zu unterscheiden. Aufgrund der Bildung des p53-
Tetramers aus Dimeren konnte es sich bei intermolekularen Cross-Linking-Produkten
nur um Verknlpfungen zwischen den zuvor gebildeten p53-Dimeren im Tetramerkom-
plex handeln. Auf diese Weise wurden mit Hilfe von zwei homobifunktionellen, amin-
reaktiven Cross-Linking-Reagenzien (BS*G und BuUrBu) Informationen uber die To-
pologie der C-terminalen regulatorischen Domane von p53 innerhalb des aktiven Tet-
ramers erhalten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die rdumliche Anordnung
der C-terminalen Doméne von dem verdffentlichten Strukturmodell des p53-Tetramers
von Tidow et al. abweicht und eine wesentlich kompaktere p53-Tetramerstruktur als
bislang postuliert vorliegen muss.

Zur strukturellen Untersuchung der N-terminalen p53-Domane wurde ein car-
boxyl- und aminreaktives Kopplungsreagenz (DMTMM) verwendet. Mit Hilfe einer in
dieser Arbeit erstmalig eingesetzten Kombination aus chemischem Cross-Linking und
nativer MS konnte gezeigt werden, dass durch die Modifikation mit diesem Reagenz die
spezifische DNA-Bindung des p53-Tetramers verloren ging. Bei der Verwendung des
homobifunktionellen, aminreaktiven Cross-Linkers BuUrBu hingegen blieb diese erhal-
ten. Die Kombination aus chemischen Cross-Linking und nativer MS bewahrte sich als
geeignete Methode zur Etablierung der Cross-Linking-Bedingungen und zur Auswahl
geeigneter Cross-Linking-Reagenzien fir die strukturelle Analyse von p53. So mussten
fir p53 eine wesentlich niedrigere Reaktionstemperatur, kiirzere Reaktionszeiten und
ein sehr geringer molarer Uberschuss an Cross-Linker verwendet werden als fiir glo-
buldre Proteine. So konnte das Risiko des Auftretens artifizieller Strukturen im Verlauf
der Cross-Linking-Reaktion minimiert werden.

Die eindeutige massenspektrometrische Identifizierung von Cross-Linking-
Produkten gestaltet sich oft als schwierig. Durch die Anwendung des aminreaktiven,

MS/MS-spaltbaren Cross-Linkers BuUrBu konnten vielversprechende Resultate fiir p53
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erzielt werden, was die Entwicklung eines automatisierten Arbeitsablaufes zur struktu-
rellen Proteinanalytik betrifft. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Cross-Linking-
Produkte von p53 anhand charakteristischer Dublett-Signale mit Hilfe der Software
MeroX identifiziert. Die Fragmentierung der Cross-Linking-Produkte im Massenspekt-
rometer unter definierten Bedingungen (stepped HCD, higher energy collision induced
dissociation) lieferte hierbei die hochsten Identifizierungsraten an einzigartigen Cross-
Linking-Produkten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der hier erstellte Arbeitsab-
lauf geeignet ist, Cross-Linking-Produkte zur strukturellen Analyse gereinigter Proteine
und Proteinkomplexe eindeutig zu identifizieren. Fur die Analyse komplexer Gemische,

wie Zelllysate, sind allerdings Vortrennungsschritte notig.
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Summary

The tumor suppressor protein p53 is also referred to as the “guardian of the ge-
nome®. p53 controls a large variety of genes that are involved in the prevention of car-
cinogenesis, but despite nearly 40 years of p53 research, its structure remains elusive.
p53 belongs to the intrinsically disordered proteins (IDPs) with 40% of its structure na-
tively unfolded. IDPs frequently escape structural analysis with classical techniques,
like X-ray crystallography.

Chemical cross-linking in combination with high-resolution mass spectrometry
(MS) and native MS presents alternative techniques for 3D-protein structure elucidation
and protein-complex topology analysis. Cross-linking reagents allow connecting pro-
teins or protein complexes covalently to yield information on the distances between the
respective amino acid residues. Native MS is a technique for determining intact masses,
studying the stoichiometry and investigate the topology of protein assemblies. A com-
bination of both techniques will allow generating complementary structural data of p53.

Human full-length wildtype p53 was expressed in Escherichia coli as soluble
fusion protein with an N-terminal lipoyl domain, derived from the dihydrolipoyl trans-
acetylase of the Bacillus stearothermophilus pyruvate dehydrogenase complex. During
p53 purification, the fusion protein was cleaved via its TEV (tobacco etch virus) cleav-
age site, which allowed separating the lipoyl domain from p53. Formation of the p53
tetramer as functional unit in vivo, as well as the specific binding of response element
(RE) DNA were used as controls for confirming the activity of purified p53. Both crite-
ria guaranteed at least a proper folding of the DNA binding domain and the tetrameriza-
tion domain of p53.

The tetramerization behavior of human full-length wildtype p53 was investigat-
ed by native MS. Using equimolar mixtures of non-labeled and *°N-labeled p53 indicat-
ed p53 tetramer formation, in the presence and absence of RE-DNA, to originate from a
dimerization of initially formed dimers. This allowed a simplification regarding the un-
ambiguous identification of cross-linked products. As such, every unambiguously iden-
tified intermolecular cross-link has to be located in the interface region of p53 dimers
according to the dimer-of-dimers scenario. The use of the homobifunctional, amine-
reactive cross-linkers BS?G and BuUrBu provided information about the topology of
the C-terminal regulatory domain of p53 within the active p53 tetramer. Comparing
cross-linking data obtained herein with a tetrameric p53 model published by Tidow et

al. indicated a more compact tetrameric p53 structure than perceived in that model.
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Structural investigation of the N-terminal transactivation domain of p53 was
carried out using the carboxylic- and amine-reactive, zero-length cross-linker DMTMM.
A combination of chemical cross-linking and native MS, which is first described in this
work, revealed a loss of specific DNA binding by p53 after modification by DMTMM.
On the other hand, p53 cross-linking with BuUrBu fully retained specific DNA binding.
The combination of cross-linking and native MS has proven to be a powerful tool for
evaluating cross-linking reaction conditions and for selecting suitable cross-linkers to
investigate the structure of p53. Low reaction temperatures, short reaction times, and
low molar excess of cross-linker have to be employed compared cross-linking experi-
ments of globular proteins to minimize the risk of extensive cross-linking and creating
structural artifacts.

An unambiguous identification of cross-linked products is often challenging.
The amine-reactive, MS/MS-cleavable cross-linker BuUrBu yielded promising results
for analyzing the p53 tetrameric structure. An automated workflow for structural prote-
omics was established based on this reagent. For p53, cross-linked products were identi-
fied with the software MeroX by utilizing characteristic doublet signals provided by the
defined MS/MS-cleavage of BuUrBu. Fragmentation in the mass spectrometer under
defined conditions (stepped HCD, higher energy collision-induced dissociation) deliv-
ered maximum identification rates of unique cross-links. The workflow established
herein provided optimum results for analyzing cross-linking data originating from puri-
fied proteins or protein complexes, but also showed limitations for the analysis of more
complex mixtures, such as whole cell lysates. Here, extensive pre-fractionation steps are

required for an unambiguous identification of cross-links.
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1.1 Intrinsisch ungeordnete Proteine: Ein Uberblick

Ende der 60er Jahre des letzten Jahrhunderts postulierte Anfinsen, bestérkt durch
seine Experimenten an Ribonuklease A, dass jedes Protein unter physiologischen Be-
dingungen eine native Proteinfaltung minimaler Energie besitzt, die in dessen Amino-
séuresequenz codiert ist, wodurch die Funktionalitat dieses Proteins gewahrleistet wird
[1, 2]. Wie kann dieses Prinzip nun flr Proteine angewandt werden, die keine feste
Struktur besitzen und dennoch eine Funktion austiben?

Beobachtungen, die mit Anfinsens Dogma brechen, wurden verneint und wei-
testgehend ignoriert. Um den Jahrtausendwechsel wurden einige konzeptionelle Studien
veroffentlicht, die besagen, dass viele Proteine unter nativen Bedingungen unstruktu-
rierte Regionen enthalten oder komplett ,.intrinsisch ungeordnet* sind [3-6]. Diese Stu-
dien legten den Grundstock fir ein neues Forschungsgebiet. Eine Vielzahl von Studien
und Beobachtungen begriindeten das Gebiet der ,,unstrukturierten” Biologie, die heute
ein integraler Bestandteil der Strukturbiologie und Biochemie ist [7]. Der Paradigmen-
wechsel wurde durch eine Reihe experimenteller Beobachtungen von ,,Unordnung® in
einigen wenigen Proteinen erreicht. Die Strukturbiologie um den Jahrtausendwechsel
beruhte auf ca. 18.000 in der Protein Data Bank (PDB) hinterlegten Strukturen, wéh-
rend die PDB mittlerweile anndhernd 129.000 Strukturen umfasst. Wie man mittlerwei-
le herausgefunden hat, enthalten Tausende dieser Proteine ebenfalls unstrukturierte bzw.
ungeordnete Bereiche, die nur eine geordnete Struktur annehmen, wenn sie an einen
bestimmten Interaktionspartner gebunden sind [7]. Dieser Sachverhalt erklart, warum
viele Proteine nur mit Bindungspartnern kristallisiert werden kénnen und viele Regio-
nen oft strukturell ungeklart sind [8]. Die Untersuchung dieser strukturell ungeklérten
Proteinregionen mit weiterfuhrenden Strukturaufklarungsmethoden wie Circulardichro-
ismus (CD), Kernresonanzspektroskopie (NMR) und Kryo-Elektronenmikroskopie
(Kryo-EM) ermdglichte die Erstellung einer Datenbank fiir intrinsisch ungeordnete Pro-
teine (IDPs) und intrinsisch ungeordnete Regionen (IDRs), die sogenannte DisProt-
Datenbank, welche mittlerweile (Zugriff: 21.04.2017) 2970 Eintrdge umfasst [8, 9].

Einen weiteren Entwicklungsschub fir das Feld der IDPs stellen neu entwickelte
Algorithmen zur Sekundarstrukturvorhersage aus Aminosauresequenzen dar. So exis-

tierte im Jahre 2002 nur ein einziger Algorithmus (PONDR; Predictor of Natural Disor-



1 Einleitung

dered Regions) [10], wohingegen man heute auf 50 Algorithmen zuriickgreifen kann.
Diese liefern komplementére Ergebnisse, da sie auf verschiedenen Prinzipien beruhen
[11], jedoch zeichnen sich die Algorithmen ebenfalls durch eine hohe Genauigkeit aus
[12]. Mit Hilfe dieser weiterentwickelten VVorhersagemethoden konnte gezeigt werden,
dass weit mehr Proteine als bisher angenommen zu den IDPs zé&hlen oder IDRs aufweli-
sen. So liegt der geschatzte Anteil an Proteinen, die IDRs enthalten, in Eukaryoten bei
15-45% [13]. Dabei handelt es sich zum GroRteil um regulatorische oder in Signaltrans-
duktionsprozesse involvierte Proteine, welche mit moglichst vielen Bindungspartnern
interagieren massen [14, 15]. Prominente Vertreter der IDPs sind zum Beispiel der
Transkriptionsfaktor p65 (RelA), Cadherin, RIP1/RIP3-Kinase-Komplex (RIP1/RIP3-
Nekrosom), der Cdk1-Inhibitor Sicl und nicht zuletzt p53 [16, 17].

1.2 p53-—,,Der Wachter des Genoms*

1.2.1 Geschichtlicher Uberblick

Im Jahr 1979 wurde bei Untersuchungen zur Funktionsweise des simian virus
(SV40), welches zur Familie der Polyomaviridae gehort, ein Protein der transformierten
Wirtszelle entdeckt, welches sich im Laufe der nédchsten Dekaden als einer der wichtigs-
ten Ansatzpunkte fir die moderne Krebstherapie herausstellen sollte [18]. Die Arbeits-
gruppen von Arnold J. Levine von der Princeton University, und David P. Lane vom
Imperial College in London identifizierten unabhéngig voneinander ein Protein mit ei-
nem apparenten Molekulargewicht von 53 kDa, welches augenscheinlich einen Kom-
plex mit dem T-Antigen des SV40 bildete [19, 20]. Als klar wurde, welche Schliisselpo-
sition das T-Antigen als virales Onkoprotein bei der Initiation und der Aufrechterhal-
tung einer stabilen Transformation der Wirtszelle mit dem SV40-Virus einnimmt, er-
zeugte dieses neu entdeckte Wirtsprotein groRe Aufregung. Bereits zu diesem Zeitpunkt
wurde spekuliert, dass p53 “[...] may normally act as a regulator of certain cellular
functions related to growth control and itself be neutralized by binding to T antigen.*
[19].

In den 1980er Jahren wurden weitere Interaktionen von Virusproteinen mit dem
nun als p53 bekannten Protein beobachtet. Es konnte sowohl eine Komplexbildung mit
einem Onkoprotein des Adenovirus, als auch mit dem E6-Onkogen des humanen Papil-
lomavirus nachgewiesen werden [21-23]. Félschlicherweise bestérkte dies die Schluss-

folgerung, dass p53 in die virale Replikation und die Tumorgenese sogenannter ,,kleiner
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DNA-Tumorviren* involviert sei. Zusatzlich konnten verschiedene p53-cDNA-Klone
identifiziert werden, von denen viele in Kombination mit dem Ras-Onkogen Zellen
transformieren kdnnen, was p53 als Onkogen etablierte [24-26]. Diese Annahme wurde
am Ende der 1980er Jahre revidiert, da viele der identifizierten cDNA-Klone Mutatio-
nen enthielten und der p53-Wildtyp die Transformation von Zellkulturen mittels Onko-
genen verhinderte [27, 28]. In der Tat wurden sowohl bei Tumoren von Ma&usen, bei
Tumorzelllinien in Kultur, und am wichtigsten, in der DNA von humanen Darmkrebs-
zellen Mutationen in beiden Allelen des p53-Gens gefunden, was schlagartig den p53-
Wildtyp als Tumorsupressorprotein klassifizierte und nicht als Onkoprotein [29-31].

Die Erkenntnisse der 1980er Jahre wurden hauptsachlich durch vier Beobach-
tungen der 1990er Jahre bestétigt. 1) Patienten mit dem Li-Fraumeni-Syndrom, welche
eine Mutation im p53-Gen aufweisen, erkranken mit einer 100%igen Wahrscheinlich-
keit an Krebs und bilden verschiedene, voneinander unabhangige Tumore aus [32]. 1)
Méuse mit einer loss of function-Mutation im p53-Gen bilden friihzeitig Tumore [33].
I11) Bis zu 50% aller humanen Tumorerkrankungen liegt eine Mutation im p53-Gen
zugrunde [34]. IV) In vielen Tumorgeweben wird eine ungewohnlich hohe Expressions-
rate von p53 beobachtet [35, 36]. Diese vier Beobachtungen verdeutlichen, dass p53
eine entscheidende Rolle in der Verhinderung der Krebsentstehung spielt. Als 1992 eine
Reihe von Veroffentlichungen zeigten, dass p53 an spezifische DNA-Sequenzen
(Response-Elemente; RE) bindet und so die Transkription verschiedener Ziel-Gene ver-

starkt, wurde klar dass p53 die Funktion eines Transkriptionsfaktors innehat [37-39].

1.2.2 Struktur-Funktions-Beziehung

Das Tumorsupressorprotein p53 erfllt im Prinzip nur eine Aufgabe: die eines Tran-
skriptionsfaktors [39]. Dabei wird eine spezielle DNA-Sequenz (Response-Element,
RE) upstream des Zielgens erkannt und gebunden. Auf diese Weise wird die Transkrip-
tion des Zielgens initiiert oder verstarkt. p53 aktiviert eine Vielzahl an Genen, die le-
bensnotwendige Regulationsprozesse der jeweiligen Zelle steuern. Zu diesen gehoren
Apoptose, Seneszenz, Anti-Angiogenese und Zellzyklus-Arrest [40-43]. Ein Sonderfall,
der nicht zwangslaufig den programmierten Zelltod oder Stasis der Zelle mit sich bringt,
ist die Aktivierung von DNA-Reparatur-Mechanismen, welche durch DNA-Schéden
initilert werden [44]. Damit der betitelte ,\Wé&chter des Genoms* nicht zum Henker
wird, bedarf es eines komplexen Regulationsnetzwerkes, um p53 bei Nichtbedarf zu
inaktivieren (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Vereinfachte Darstellung der Kernelemente des p53-Regulationsnetzwerkes. Durch zellulare

Stresssignale wird p53 Uber einen nur zum Teil verstandenen Mechanismus aktiviert, in den unter ande-
rem mehrere Proteinkinasen involviert sind. In Verbindung mit Koaktivatoren, wie der Acetyltransferase
p300/CBP, reguliert p53 die Transkription verschiedener Zielgene, welche die zellulare Reaktion be-
stimmen. Eine streng kontrollierte Riickkopplungsschleife, in der p53 die Expression seiner Negativ-
Regulatoren, wie der E3 Ubiquitin-Ligase MDM2, kontrolliert, hélt bei Nichtbedarf die intrazelluléare
Konzentration von p53 sehr niedrig. Dies geschieht durch Ubiquitinierung, gefolgt von einem proteaso-
malen Abbau. MDM2 und p300/CBP konkurrieren hierbei um Bindestellen am N-Terminus von p53. Das
MDM2-Homolog MDM4 ist ebenfalls an dem Riickkopplungsmechanismus beteiligt und arbeitet entwe-
der synergetisch mit diesem oder ihm entgegen. Die Aktivierungsmechanismen stéren diese Riickkopp-
lungsschleife.

Im nicht-gestressten Zustand der Zelle, liegt p53 in Konzentrationen im niederen
nanomolaren Bereich vor. Dafur verantwortlich sind die Negativ-Regulatoren mouse
double minute (MDM) 2 und MDM4 bzw. MDMX, welche zur Familie der E3-
Ubiquitin-Proteinligasen gehoren. Diese sorgen fur die Ubiquitinierung von p53 und
fihren somit zu dessen Abbau [45, 46]. Sollte es zu zellul&ren Stresssignalen kommen,

wie zum Beispiel Onkogen-Aktivierung, Sauerstoffmangel oder DNA-Schaden, wird
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p53 posttranslational modifiziert [47]. Auf diese Weise wird die Bindung der Negativ-
Regulatoren inhibiert und die der Coaktivatoren, wie p300/CBP (CREB-Bindeprotein),
initiiert [48]. Dies fihrt zur Anreicherung von p53 in der Zelle, wodurch dessen aktive
Form, ein Homotetramer, gebildet werden kann. Welches Ziel-Gen aktiviert wird, hangt
vom ursdchlichen Stresssignal und der daraus resultierenden posttranslationalen Modi-
fikationen (PTMs) ab [47]. Es sind Acetylierungen, Phosphorylierungen, SUMOylie-
rungen, Methylierungen und Neddylierungen bekannt, welche wie eine Art ,,Barcode”
fiir die Aktivierung des Ziel-Gens fungieren sollen [49]. Trotz der mittlerweile fast 40
Jahre andauernden p53-Forschung, ist das Regulationsnetzwerk von p53 noch nicht
vollkommen verstanden, was ebenfalls fir dessen Struktur gilt.

Wie in Abb. 1.2 gezeigt, besitzt p53 einen modularen Aufbau, der seine Struktur

in Doménen gliedert.

Cyclin A2 - pi53
Cormpie

%4

F— tet. | Reg. }-C

292 325 ‘ 356 383

SH3-Doméne/Polyproline-Helix Komplex

Abb. 1.2: Modularer Aufbau von p53. Der Transkriptionsfaktor p53 kann in finf wichtige Doménen
unterteilt werden: Die Transaktivierungsdomane (TAD, blau), die Prolin-reiche Region (PRR, rot), die
DNA-Bindedoméne (DBD, griin), die Tetramerisierungsdoméne (Tet., gelb) und die regulatorische C-
terminale Doméne (Reg., orange), a) TAD im Komplex mit einer TAZ-Doméne [50]; b) Polyprolin-Helix
im Komplex mit einer SH3-Domane [51]; ¢) DBD im Komplex mit RE-DNA [40], d) Tet. als tetramerer
Komplex [40], ) Annahme verschiedener Sekundarstrukturen durch die regulatorische C-terminale Do-

mane in Abh&ngigkeit vom Bindungspartner [52].
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Es besteht aus einer Transaktivierungs-Domane (TAD), einer Prolin-reichen Region
(PRR) und einer regulatorischen Domane (Reg.), welche alle IDRs darstellen, sowie
zwei unabhangig voneinander faltenden Doménen, der DNA Bindedoméane (DBD) und
der Tetramerisierungsdoméne (Tet.) [40].

Die Transaktivierungsdomane (TAD) unterteilt sich nochmals in TAD1 und -2.
Diese Unterdomanen sind fur die Regulation der Transkriptionsaktivitdt von p53 ver-
antwortlich. Hier binden sowohl die Negativ-Regulatoren MDM2/4, als auch Koaktiva-
toren, wie p300/CBP [53, 54]. Die TAD ist intrinsisch ungeordnet, um als zentralem
Regulationspunkt maoglichst viele Effektor-Proteine mit einer moglichst hohen Affinitét
binden zu kdnnen [55, 56]. In solchen Regionen befinden sich in IDPs auch immer wie-
der sogenannte molecular recognition features, welche aus ca. 20 Aminosduren beste-
hen und von einer latent ungeordneten Struktur schnell in eine geordnete Struktur Giber-
gehen kénnen [57, 58]. Ein Beispiel hierfiir ist die latente a-Helix im N-Terminus von
p53 (Aminoséuren 15-29), welche sich zu einer rigiden a-Helix nach der Bindung an
eine hydrophobe Furche in MDM2/4 verfestigt [59]. Ebenso existiert eine amphiphati-
sche a-Helix im Bereich von TADZ2, welche sich erst wahrend der Bindung des Replika-
tionsproteins A oder von Tfbl, einer Untereinheit des TFIIH-Komplexes aus Hefen,
bildet [60]. Interessanterweise sind auch Uberlappende Bindungsmotive fir ganzlich
gegenlaufige Wege vorhanden. So Uberlappen die Bindestellen fir den Koaktivator
p300 und den Negativ-Regulator MDM2 [61]. Dieses Bindungsverhalten kann nur
durch die enorme Flexibilitdt der IDRs ermdoglicht werden. Ein N-terminales p53-
Konstrukt bindet vier verschiedene Motive in p300: Tazl, CH1, Kix, Taz2/CH3 [61].
Dabei zeigte Taz2/CH3 mit einem Kp-Wert von 27 nM eine um sechsfach erhéhte Affi-
nitdt im Vergleich zum Negativ-Regulator MDM2 [61]. Die Bindung verschiedener
Effektoren wird ebenfalls stark durch posttranslationale Modifikationen (PTMs) ge-
pragt. So sind hauptsachlich Phosphorylierungen der N-terminalen Lysine und Serine
dafiir verantwortlich, Affinitdten zu einem jeweiligen Bindungspartner zu verschieben
[62, 63].

Der TAD1/2 folgt die Prolin-reiche Region (PRR). Sie zeichnet sich durch das
wiederholte Auftreten eines PXXP-Motivs (X steht fur eine variable Aminoséure) aus
[64]. Es ist bekannt, dass die PRR von p53 Protein-Interaktionen durch Bindung an Src-
Homologie-3-Doméanen (SH3-Domaéne) vermitteln kann [65]. Das PXXP-Motiv ist in
p53 nicht per se konserviert, aber der hohe Prolin-Anteil ist typisch, um diesen Bereich

des Proteins rigider zu gestalten [66]. Es wird angenommen, dass die PXXP-Motive
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eine Art Polyprolin-Helix-Struktur annehmen. Die Funktion der PRR ist noch nicht
komplett geklart. Es ist allerdings bekannt, dass ein rigider Linker mit einer definierten
Lange zwischen der TAD und der DBD eine Notwendigkeit fur die Funktionalitit von
p53 darstellt [66].

Die erste strukturierte und gleichzeitig grofite Domaéne in p53 ist die DNA-
Bindedomédne (DBD). Diese Doméne nimmt einen Immunglobulin-dhnlichen -
Sandwich-Faltungstyp ein und stellt so ein basisches Geriist dar, welches ideal fir die
DNA-Bindung geeignet ist [67-69]. Man kann die DBD in zwei Teile gliedern: Ein
loop-sheet-helix-Motiv, welches die groRe Furche der DNA bindet und ein aus zwei
loops bestehendes Motiv, welches durch ein koordiniertes Zink-lon stabilisiert wird und
an die kleine Furche der DNA bindet [40]. Das Zink-lon wird von einem Histidin und
drei Cysteinen tetrahedral koordiniert und tragt malgeblich zur thermischen Stabilitat
der DBD bei. In Abwesenheit des Zink-lons kommt es zu starken loop-Fluktuationen,
was neben der Stabilitat auch die Spezifitdt der DNA-Bindung vermindert [70, 71]. Die
DBD diktiert ebenfalls die Stabilitat des gesamten Proteins und ist mit einer Schmelz-
temperatur von 45 °C eher instabil [72]. Ein Grund hierfr sind vermutlich die polaren
Aminosduren, welche im hydrophoben Kern der DBD liegen und deshalb keine polaren
Wechselwirkungen eingehen konnen. Analysen ergaben, dass die Aminoséuren an den-
selben Positionen bei den phylogenetisch élteren Vertretern, wie p63 und p73, noch
hydrophober Natur sind und so das gesamte Protein stabilisieren kénnen [40]. Tauscht
man nur zwei der polaren Aminosauren der DBD gegen hydrophobe Aminosauren aus,
so l&sst sich die Stabilitdt um 1,6 kcal/mol steigern [68, 73, 74]. Es wird vermutet, dass
durch die Instabilitat der DBD eine sehr viel schnellere Umwandlung zwischen den ak-
tiven und inaktiven Zustanden von p53 mdoglich wird. Die Hauptaufgabe der DBD ist
die spezifische Bindung von RE-DNA. Diese bestehen aus zwei dekameren Halbseiten-
Palindromen der allgemeinen Sequenz 5‘-RRRCWWGYYY-3* (R=A,G; W=A,T and
Y=C,T), die durch 0-13 Basenpaare voneinander getrennt sind [37]. Dabei besteht jede
Halbseite aus einer Wiederholung einer invertierten pentameren Viertelseite. Jede dieser
Viertelseiten soll von jeweils einer DBD des aktiven p53-Tetramers gebunden werden.
Wie diese Bindungsmodalitat genau funktioniert, wird jedoch noch diskutiert. Eine weit
verbreitete Ansicht ist, dass p53-Dimere je eine Halbseite binden und so das komplette
RE von einem p53-Tetramer gebunden wird [75]. Eine andere Studie zeigte, dass ein
Dimer alternierende RE-Viertelseiten bindet und somit bereits beide Halbseiten von

einem p53-Dimer gebunden werden kénnen [76].
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Die DBD endet mit einem unstrukturierten linker, der die Verknipfung zur
néchsten Doméne, der Tetramerisierungsdomane (Tet), herstellt. Die Struktur der
Tetramerisierungsdomane wurde sowohl mittels Rontgenkristallographie als auch mit-
tels Losungs-NMR aufgeklart und besteht aus einem kurzen B-Faltblattstrang, gefolgt
von einem engen turn und einer a-Helix [77, 78]. Zwei dieser Domé&nen bilden ein initi-
ales Dimer durch die Ausbildung eines intermolekularen, antiparallelen B-Faltblattes
und eines antiparallelen a-Helix-Stapels. Zwei dieser Dimere assoziieren Uber ihre Heli-
ces und bilden ein a-Helix-Bindel mit D2-Symmetrie (Abb. 1.2) [40]. Der Tetrameri-
sierungsprozess der isolierten Tetramerisierungsdoméne wird hauptsachlich durch hyd-
rophobe Wechselwirkungen getrieben. Dies konnte durch Mutation der hydrophoben
Kernaminosauren und der damit ausbleibenden Tetramerisierung gezeigt werden. Es
wurde lediglich ein stabiles Dimer gebildet, welches nur bei extrem hohen Konzentrati-
onen ein Tetramer bildete [79]. Es existiert eine Studie, welche die Dimerisierung von
p53 als einen kotranslationalen Prozess beschreibt und die anschlieRende Tetramerisie-
rung als einen posttranslationalen, wobei lediglich Tetramere aus kotranslational gebil-
deten Dimeren assoziieren [80].

Die regulatorische C-terminale Domane ist ebenfalls intrinsisch ungeordnet und
weist lokale Unordnung-zu-Ordnungs-Ubergéange auf. Hier befinden sich Bindestellen
fiir regulatorische Zielproteine. Eine so vielseitige Bindung von Interaktionspartnern ist
nur moéglich, da der im ungebundenen Zustand intrinsisch ungeordnete C-Terminus ver-
schiede Sekundirstrukturelemente imitieren kann, wie ein f-Faltblatt durch Bindung
von Sirtuin, eine a-Helix durch die Bindung von S100B und verschiedene Loop-
Strukturen bei der Bindung von Cyclin A2 und CBP (Abb. 1.2 e) [81]. Weiterhin kann
die regulatorische Domane aufgrund ihrer hohen Dichte an Lysinen unspezifisch an
DNA binden [82, 83]. Sollte DNA am C-Terminus gebunden sein, kdnnte dies die spe-
zifische DNA-Bindung der DBD inhibieren. Diese unspezifische DNA Bindung kann
durch Acetylierung einiger Lysine vermindert oder gar komplett verhindert werden
[82]. AuRerdem geht sowohl die spezifische DNA-Bindung als auch die transkriptionel-
le Aktivitat verloren, wenn man die C-terminalen 30 Aminosduren des p53 entfernt
[83]. Aufgrund dieser Beobachtungen wird angenommen, dass der C-Terminus sowohl
an verschiedene regulatorischer Proteine, als auch an die Ziel-DNA bindet und an dieser
entlang gleitet bis ein DNA-RE gefunden wurde. Nun kann die DBD das RE binden und
die regulatorische Domane gleichzeitig die DNA entlassen. Ob dies durch eine parallel

ablaufende Acetylierung geschieht, ist nicht abschlief3end geklart [40].
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1.3  Strukturaufklarung von intrinsisch ungeordneten Proteinen

IDPs stellen fir die traditionellen Methoden der Strukturaufklarung eine groRRe Her-
ausforderung dar. Durch die hohe Flexibilitat der ungeordneten Regionen in diesen Pro-
teinen ist es nahezu unmdglich, diese mittels Rontgenkristallographie zu untersuchen,
da keine geeigneten Kristalle gebildet werden. Es stellt schon eine Herausforderung dar,
wenn nur einige hochflexible loop-Bereiche in Proteinen vorhanden sind, so dass diese
in der Kristallstruktur oftmals fehlen. Zum Teil ist es mdglich, IDPs bzw. IDRs im
Komplex mit Bindungspartnern zu kristallisieren, da hier ein Unordnung-zu-Ordnungs-
Ubergang durch die Bindung des Partners eintreten kann und Sekundarstrukturelemente
fixiert werden, das Wachstum eines geeigneten Kristalles begilinstigen kann. Die Me-
thode der Wahl zu strukturellen Untersuchungen von IDPs ist die Kernspinresonanz-
spektroskopie in Lésung (Losungs-NMR) [84]. Damit besteht in Theorie die Moglich-
keit, auch hochflexible Proteine strukturell zu untersuchen. In der Praxis bestehen auch
hier starke Limitierungen. Einerseits kann sich die Auswertung der NMR-Daten mit
zunehmender GroRe und Flexibilitat des zu untersuchenden Proteins als sehr aufwendig
gestalten. Zudem werden Hochfeld-Spektrometer mit einer sehr hohen Auflésung beno-
tigt, um aussagekraftige Struktur- und Dynamikdaten zu erzeugen [85]. Weiterhin wer-
den fur die NMR-Analytik meist hoch konzentrierte Proteinldsungen (mg/ml) benétigt,
was bei den meisten IDPs ein Problem darstellt. Falls die IDPs in solchen Konzentratio-
nen erhalten werden, steigt mit der Konzentration das Aggregationsrisiko [86].

Mit wachsendem Interesse an IDPs wurden auch alternative Strukturaufkla-
rungstechniken, computergestiitzte Techniken und Kombinationen aus diesen interes-
sant [85]. Mit zunehmender Rechenleistung der heutigen Computersysteme nehmen
auch Strukturvorhersageprogramme, oder - in diesem Fall - Unordnungsvorhersagepro-
gramme, einen immer hoheren Stellenwert ein. Dabei werden zwei Arten von Algo-
rithmen verwendet, die auf biophysikalischen Modellen der Proteinfaltung [4, 87, 88],
oder auf maschinellen Lernprozessen basieren, die Unterschiede in den Aminoséurese-
quenzen zwischen strukturierten und ungeordneten Regionen vergleichen [85]. So zei-
gen aktuelle Studien basierend auf der Primérstrukturinformation, dass Proteome von
Archaeen 12-24%, bakterielle Proteome 15-30% und eukaryotische Proteome sogar bis
zu 50% aus ungeordnete Strukturen enthalten sollen [89]. Eine experimentelle Alterna-
tive zur NMR-Spektroskopie stellt das Verfahren der Kryo-Elektronenmikroskopie
(Kryo-EM) dar, welches, in der letzten Dekade enorme Verbesserungen in Bezug auf

Anwendbarkeit und vor allem Auflésung erfahren hat [90, 91]. Weiterhin haben sich in
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den letzten 15 Jahren diverse Massenspektrometrie (MS)-basierte Verfahren etabliert.
Dazu gehoéren die native MS [92], die lonen-Mobilitats-Massenspektrometrie (IM-MS)
[93, 94] und die massenspektrometrische Analyse von chemisch quervernetzten Protei-
nen und Proteinkomplexen (Cross-Linking/MS, XL-MS) [95, 96]. Diese Methoden lie-
fern in der Regel niederaufgel6ste Strukturdaten, sind aber besonders vorteilhaft, wenn
sie gleichzeitig genutzt werden, um komplementédre Daten zu erzeugen, oder direkt mit-

einander kombiniert werden [97].

1.4  p53-Tetramerstruktur: Status Quo

Trotz der nun fast 40 Jahre andauernden p53-Forschung, sind die Struktur des Mono-
mers sowie die Topologie des Tetramers noch nicht aufgeklart. Die Strukturen fur die
DNA-Bindedoméane und die Tetramerisierungsdomane sind beide unabhangig vonei-
nander aufgeklart worden [67, 78]. Die Struktur der DBD im Komplex mit RE-DNA
wurde mittels Rontgenkristallographie, die Struktur Tetramerisierungsdoméne mittels
Rontgenkristallographie und in Lésungs-NMR aufgeklart (1.2). Fir intrinsisch unge-
ordnete Bereiche, wie die TAD, konnten bisher nur kleine Peptide im Komplex mit
Bindungspartnern kristallisiert werden [20]. Fur das p53-Volllangenprotein in seiner
biologisch aktiven Form, dem Homotetramer, existieren bisher zwei Modelle (Abb.
1.3).

Das erste Modell beruht auf dem Versuch, die Strukturen der DBD und Tetra-
merisierungsdoméne mit Hilfe eines kombinierten Ansatzes aus NMR, Rdntgenklein-
winkelstreuung (SAXS, Small Angle X-Ray Scattering), EM (Negativfarbung) und mo-
lekularen Modellierungsmechanismen zu erfassen [98]. Dabei entstanden Modelle des
p53-Tetramers im DNA-gebundenen und -freien Zustand. Im DNA-freien Zustand er-
scheint p53 als ausladendes, sternformiges Konstrukt von lose miteinander interagie-
renden Dimeren (Abb. 1.3 a). Durch DNA-Bindung wird das p53-Tetramer zu einer
kompakteren Struktur fixiert, welche die Ziel-DNA umklammert. Dabei binden die vier
DNA-Bindedomanen jeweils eine Viertelseite des RE (Abb. 1.3 b). Das zweite Modell
basiert nur auf Kryo-EM-Daten, wurde aber in den letzten 10 Jahren stetig weiter entwi-
ckelt. Bei diesem Modell bildet das p53-Tetramer eine kompakte, wurfeldhnliche Struk-
tur, in der die initialen Dimere wie Schichten aufeinander liegen [99]. Die Monomere
hingegen zeigen eine Kopf-zu-Schwanz-Anordnung (Abb. 1.3 c¢). Die DNA-Bindung
induziert hierbei nur eine leichte Konformationsanderung, bei der am Ende nur zwei der
insgesamt vier DNA-Bindedoménen eine Halbseite der RE-DNA binden (Abb. 1.3 d)
[100]. Welches der beiden sehr unterschiedlichen Modelle eher der Wahrheit entspricht,
wird durch weitere Strukturuntersuchungen geklart werden mussen [101].
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Abb. 1.3: Zwei Strukturmodelle fir das p53-Tetramer im DNA-freien (a und ¢) und DNA-gebundenen
(b und d) Zustand. a) und b) basieren auf einer Kombination aus verschiedenen Strukturaufklarungs-
techniken und wurden mit Hilfe des Programms Pymol dargestellt [98], ¢) und d) basieren auf Kryo-EM-
Experimenten. N/C = N- und C-terminaler Kontakt c) entnommen aus [99], d) entnommen aus [100].
DBD: DNA-Bindedoméne; N/C: Kontakt N- und C-Terminus

1.5 Massenspektrometrische Grundlagen

Wie bereits in 1.3 beschrieben, stellt die Massenspektrometrie (MS) ein wichtiges
Werkzeug fir die Strukturaufklarung von Proteinen dar. Das grundséatzliche Ziel der
MS ist die Identifizierung einer Verbindung anhand der Molekil- bzw. Atommassen
ihrer Bestandteile [102]. Hierbei werden lonen aus anorganischen oder organischen
Substanzen erzeugt und in die Gasphase tberflihrt. Die anschlieBende Trennung nach
dem Verhaltnis von Masse zu Ladungszahl (m/z) ermdglicht die qualitative sowie quan-
titative Charakterisierung der erzeugten lonen [102]. Der lonisierungsprozess kann un-
ter Atmospharendruck oder im Vakuum erfolgen. Die Detektion hingegen erfolgt immer
im Hochvakuum. Um die MS effizient zur Analyse von Makromolekdilen einsetzen zu
konnen, bedarf es sanfter lonisationsmethoden. Diese gewahrleisten, dass Peptide, Pro-
teine und Proteinkomplexe intakt in die Gasphase uberfuhrt werden kénnen. Neben der
Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/lonisierung (MALDI) zahlt vor allem die Elekt-
rospray-lonisierung (ESI) zu den am hadufigsten eingesetzten sanften lonisationsmetho-
den [103, 104]. Vor allem wird ESI zunehmend verwendet, um Proteine und Protein-
komplexe aus ihrem nativen Zustand in Losung in die Gasphase zu transferieren. Sollen

diese Proteine im weiteren Verlauf massenspektrometrisch identifiziert werden, basiert
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dies hauptsachlich auf der Analyse proteolytisch erzeugter Peptide [105]. Um eine
falsch positive Identifizierung aufgrund des Auftretens isobarer Peptide in komplexen,
proteolytischen Mischungen auszuschlielRen, wird sich der Tandemmassenspektrometrie
(MS/MS) bedient [105, 106]. Dabei wird die genaue Abfolge der Aminoséduren be-
stimmt. Dafur muss im Massenspektrometer ein Vorlduferion ausgewahlt werden und
mit Hilfe einer geeigneten Fragmentierungstechnik, wie kollisionsinduzierter Dissozia-
tion (CID), in Fragmentionen zerlegt werden. Diese werden dann in einem Fragmentio-
nenspektrum aufgezeichnet. Zur Bestimmung der m/z-Werte sowohl von Vorlauferion
als auch von Fragmentionen finden in der Proteinanalytik verschiedene Massenanalysa-
toren Anwendung. Am h&ufigsten werden lonenfallen, Fourier Transformation-
lonenzyklotronresonanz (FTICR)-, Flugzeit-, Quadrupol- und Orbitrap-Analysatoren
verwendet [107].

Im Weiteren werden neben der ESI-Technik, die verschiedenen Fragmentie-
rungstechniken und Massenanalysatoren vorgestellt, die in dieser Arbeit zur Anwen-

dung kamen.

1.5.1 Elektrospray-lonisierung (ESI)

Die zurzeit am hdaufigsten eingesetzte Methode zur lonisation von Biomolekilen in
Kombination mit der massenspektrometrischen Analyse ist die Elektrospray-lonisation.
Bei dieser handelt es sich um eine der wenigen Methoden, bei der die lonisierung bei
Atmosphérendruck erfolgt. Ihr kontinuierlicher Charakter macht ESI fur eine Kopplung
mit flussigkeitschromatographischen Methoden optimal geeignet. Die heute bekannte
Methode der ESI wurde bereits 1968 von Dole beschrieben [108] und in den achtziger
Jahren von John Fenn mit der Massenspektrometrie gekoppelt [104], was im Jahre 2002
mit dem Nobelpreis flir Chemie gewurdigt wurde. Der schematische Aufbau einer ESI-
Quelle ist in Abb. 1.4 gezeigt. Im Grunde beruht die lonisation mittels Elektrospray auf
der Erzeugung eines Aerosols aus geladenen Teilchen in einem elektrischen Feld [104].
Dabei wird eine Potentialdifferenz zwischen der Kapillare und dem Massenspektrome-
ter erzeugt, wodurch es zu einer Ladungsverteilung innerhalb der Flussigkeit kommt. Im
positiven lonisationsmodus dient die Kapillare als Anode, welche die negativ geladenen
lonen in der Flissigkeit anzieht und der Eingang des Massenspektrometers als Kathode,
in dessen Richtung sich die positiv geladenen lonen der Losung ausrichten. Verbindet

man diese Art der lonenausrichtung im elektrischen Feld mit einem kontinuierlichen
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Flissigkeitsstrom, der an der Kapillare anliegt, so bildet sich durch die Kationen in L6-
sung an der dem Massenspektrometer zugewandten Seite ein Flussigkeitskonus, der

sogenannte Taylor-Konus [109].
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Abb. 1.4: Aufbau einer ESI-Quelle. Schematischer Aufbau einer ESI-Quelle. Die Analytlésung wird
mittels einer Kapillare zum Eingang des Massenspektrometers gefiihrt. Durch das Anlegen einer elektri-
schen Spannung entsteht ein Spray, das zur Desolvatisierung der lonen und deren Eintritt ins Massen-
spektrometer flihrt. Abbildung nach [102].

Die Anionen der Flissigkeit reichern sich auf der entgegengesetzten Seite an und flihren
zu einer Aufhebung des elektrischen Feldes in der Flissigkeit. Durch die zunehmende
Feldstarke an der Spitze des Taylor-Konus kommt es zu einem feinen Flussigkeits-
strom, von dem sich kleine Tropfchen mit einer sehr hohen Ladungsdichte abtrennen.
Diese Tropfchen verringern ihr Volumen durch Verdampfungsprozesse nun so weit, bis
eine kritische Ladungsdichte, das sogenannte Rayleigh-Limit, Gberschritten wird und es
zur Entstehung von ,,Nanotropfchen® (Tropfen sehr hoher Ladungsdichte mit nur weni-
gen Nanometern Durchmesser) kommt. Dieser Prozess wird auch als Coulomb-
Explosion bezeichnet [110-112]. Aus diesen Nanotropfchen gehen freie lonen in die
Gasphase ber. Die Bildung dieser freien lonen kann mittels zwei verschiedener Model-
le erklart werden: 1) das Modell des geladenen Rickstandes (CRM, charged residue
model) und 2) das Modell der lonenverdampfung (IEM, ion evaporation model). Beim
CRM entsteht aus einem Nanotropfchen durch Verlust des Losungsmittels ein desolva-
tisiertes lon, welches die Gesamtanzahl aller verbliebenen Ladungen Gbernimmt [108,
113]. Beim IEM wird davon ausgegangen, dass einzelne, desolvatisierte, hoch geladene
lonen von der Oberflache der Nanotropfchen direkt verdampfen [114, 115]. Beide Mo-
delle sind weder bewiesen noch widerlegt und es gibt Sachverhalte, die jeweils nur
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durch ein Modell erklart werden kdnnen. So kann das Auftreten relativ grofier, niedrig
geladener Molekilionen eher mit dem CRM und das Auftreten groRer, hoch geladener

Molekiile besser mit dem IEM erklart werden.

1.5.2 Massenanalysatoren

1.5.2.1 Flugzeit-Analysator

Flugzeitanalysatoren (TOF, time-of-flight) werden seit den 1940er Jahren verwendet
[116]. Hier beruht die Trennung der lonen aufgrund ihres m/z-Verhaltnisses auf ihrer
Flugzeit im feldfreien Raum. lonen werden im elektrischen Feld auf eine bestimmte
kinetische Energie beschleunigt und dann in ein feldfreies Flugrohr transferiert. Dabei

gilt folgender physikalischer Zusammenhang:
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Nach der Beschleunigung im elektrischen Feld sollten alle lonen eine identische Kineti-
sche Energie aufweisen und in der feldfreien Region entsprechend ihrer Masse nach
verschiedenen Zeiten den Detektor erreichen. Um die Aufldsung eines TOF-Analysators
zu erhohen, kann die Strecke (s), welche die lonen zuriicklegen, erhoht werden. Um
dies zu erreichen, ohne das Flugrohr stark zu verlangern, kommt ein sogenanntes Re-
flektron zum Einsatz [117]. Beim Reflektron handelt es sich um eine Reihe ringformi-
ger Elektroden die als lonenspiegel fungieren. Beim Eindringen der lonen in das Re-
flektronfeld, werden diese abgebremst und anschlieend entgegen ihrer urspriinglichen
Richtung aus dem Feld katapultiert. lonen mit gleichem m/z-Verhéltnis weisen bei initi-
al unterschiedlicher kinetischer Energie eine variable Eindringtiefe auf. So kdnnen
leicht abweichende Flugbahnen und Unterschiede in der kinetischen Energie identischer
lonenspezies ausgeglichen werden, da mit Hilfe des Reflektrons die Ankunftszeit am

Detektor angeglichen wird.
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1.5.2.2 Orbitrap-Analysator

Erstmalig beschrieb Kingdon im Jahr 1923 das Prinzip, lonen auf Kreisbahnen um eine
in z-Richtung ausgedehnte Zentralelektrode einzufangen. Diese Zentralelektrode ist von
einer zylinderférmigen und an beiden Enden verschlossenen AulRenelektrode umgeben
[118]. Dieses Prinzip wurde von Knight weiterentwickelt, indem er die Form der Au-
Renelektrode so dnderte, dass der Radius von der Mitte zu den AufBenseiten abnimmt
[119]. Auf diese Weise konnten lonen gespeichert werden und gezielt einem Detektor
zugefiihrt werden. Diese sogenannte ideale Kingdon-Falle wurde von Alexander Ma-
karov zum heute bekannten Orbitrap-Massenanalysator weiterentwickelt [120, 121]. Er
nutzte die spindelférmige Zentralelektrode und ummantelte diese mit einer in der Mitte
geteilten, fassformigen AuRRenelektrode. An der Zentralelektrode wird ein Potential von
3,5 kV angelegt, wobei die beiden Hélften der AulRenelektrode geerdet sind [120]. Da-
mit sich die zu analysierenden lonen auf stabilen Kreisbahnen um die Zentralelektrode
bewegen kdnnen, missen sie tangential mittels der C-trap (curved trap) in die Orbitrap
eingebracht werden. Dieser Prozess ist in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt. Auf-
grund des quadrologarithmischen statischen, elektrischen Feldes der Orbitrap bewegen
sich die lonen, zusatzlich zu ihren stabilen Kreisbahnen, periodisch entlang der z-Achse
der Zentralelektrode. Diese Bewegung induziert einen Bildstrom in der geteilten Au-
Renelektrode. Unabhangig von ihrer initialen Energie kann so die axiale Oszillationsfre-
quenz (w;) der gefangenen lonen bestimmt werden. Diese ist indirekt proportional zur

Quadratwurzel des m/z-Verhéltnisses, was in Gleichung 2 beschrieben wird.

lon packet

Orbitrap\

analyzer W& 4
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o\_ &
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Amplifier

Abb. 1.5: Querschnitt einer C-Trap und einer Orbitrap. Links: Es wird der Detektionsprozess wahrend
eines Spannungsgradienten gezeigt (Abbildung entnommen aus [122]). Rechts: Gleichung zur Berech-
nung der axialen Oszillationsfrequenz in der Orbitrap.
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1.5.2.3 Linearer Quadrupol

Lineare Quadrupole finden zahlreiche Einsatzmdglichkeiten in der MS. Einerseits kon-
nen sie als reine lonenoptik-Elemente zum gerichteten Transfer von lonen im Massen-
spektrometer oder als Massenfilter eingesetzt werden. Sie bestehen, wie der Name erah-
nen lasst, aus vier hyperbolischen oder zylindrischen Elektroden (Abb. 1.6), die quadra-
tisch um eine Langsachse angeordnet sind. Sich gegentiberliegende Elektroden besitzen
jeweils das gleiche Potential. Dieses besitzt gleichzeitig eine Gleich- und eine Wechsel-
stromkomponente. Dieses Potential alterniert mit einer bestimmten Frequenz, wodurch
lonen in x- und y-Richtung abwechselnd angezogen und abgestolRen werden (Abb.
1.6a). Das so erzeugte quadrupolare Feld kann mit Hilfe der Mathieu‘schen Gleichun-
gen beschrieben werden [123]. Die Werte fur Gleichstrom- und Wechselstromspannung
sowie die Frequenz bestimmen nun, welche lonen mit einem bestimmten m/z-Verhaltnis
bzw. m/z-Bereich den Quadrupol in z-Richtung auf einer stabilen Bahn durchqueren.
lonen, die nicht im stabilisierten m/z-Bereich liegen, beschreiben keine stabilen Bahnen
und bewegen sich radial aus dem Quadrupol heraus oder parallel zu den Stabelektroden.
Ohne die Gleichstromkomponente operiert der Quadrupol als reiner Transferquadrupol
fiir einen breiten m/z-Bereich. Der Quadrupol arbeitet dann im RF-only-Modus, wobei
RF fur Radiofrequenz steht [102].

a

Z
(U + Vcosat) /

7

+{U + Vcosomt)

S

Abb. 1.6: Detailansicht eines Quadrupol-Massenfilters. a) Schematische Darstellung des Quadrupols
mit eingezeichneten Achsen; Spannungen (U = Gleichspannung, V = Wechselspannung). b) Detailansicht
eines Quadrupols (Abbildungen entnommen aus [102]).
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1.5.3 Verwendete Massenspektrometer

Die in dieser Arbeit verwendeten Massenspektrometer Orbitrap Fusion Tribrid [124]
und High-Mass Q-TOF Il [125] sind Hybridgerate, die verschiedene Massenanalysato-

ren in sich vereinen und dadurch eine vielseitige Analytik ermdglichen.

1.5.3.1 Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer

Bei dem Orbitrap Fusion Tribrid-Gerat (Abb. 1.7) wird fur eine verbesserte Transmissi-
on der lonen anstatt eines Skimmers, wie er in alteren Geréaten, z.B. dem LTQ-Orbitrap-
XL-Massenspektrometer, blich ist, ein lonentrichter (S-Lens) verwendet [124]. Durch
die Geometrie des folgenden gebogenen Transferquadrupols kénnen Neutralteilchen
effektiv. vom restlichen lonenstrom abgetrennt werden. Im Quadrupol-Massenfilter
kdnnen lonen eines m/z-Wertes isoliert oder alle lonen in im RF-only-Modus hindurch-
geleitet werden (1.5.2.3). Die lonen werden zundchst gesammelt, um anschlieBend in
den gewiinschten Analysator transferiert zu werden. Sie kdnnen entweder in die Orbit-
rap uberfihrt werden oder gelangen in die zweizellige lineare lonenfalle. Fir die Analy-
se in der Orbitrap missen die gesammelten lonen-Pakete in die gekrimmte lonenfalle
(C-Trap) Uberflihrt und fur die tangentiale Injektion in die Orbitrap zentriert werden.
Dies geschieht durch die Verringerung der der kinetischen Energie der lonen durch so-
genannte Stol3kiihlung (collisional cooling). Dabei wird Energie durch ZusammenstoRe
der Analytionen mit einem Inertgas, wie Stickstoff, die kinetische Energie auf die Gas-
molekdle Ubertragen. Ein kurzer Hochspannungspuls injiziert nun das zentrierte lonen-
paket in den Orbitrap-Analysator. Dieser Transferschritt ist entscheidend fir die Funkti-
on der Orbitrap. So wird wahrend der Injektion das anziehende Potential der Zentralel-
ektrode verringert und die lonen werden wéhrend eines sehr kurzen Zeitfensters, in ei-
nem bestimmten Winkel und leicht seitlich versetzt injiziert. An der Zentralelektrode
liegt nach Injektion ein Potential von -3,5 kV (anziehend, im Positivionenmodus) und
die lonen nehmen ihre Kreisbahnen um die Zentralelektrode ein und oszillieren entlang
der z-Achse. Um einen ausreichend langen Transienten aufzeichnen zu kénnen, muss
im Bereich der Orbitrap ein Hochvakuum von 10 — 10 mbar herrschen. Die Orbitrap
der Fusion ist im Vergleich zu alteren Modellen (LTQ-Orbitrap XL-Gerét) kleiner und
mit einer dickeren Zentralelektrode ausgestattet. Durch das stdrkere elektrische Feld
(High-Field Orbitrap) von bis zu 5 kV kann hier eine Auflésung von bis zu 500.000 bei
m/z 200 bei gleichzeitig schnelleren Analysenzeiten gegentber den vorherigen Orbitrap-

Massenanalysatoren erreicht werden [124]. Die zweite Mdglichkeit ist die Analyse in

22



1 Einleitung

der linearen lonenfalle (LIT, Linear lon Trap). Hier kdnnen die lonen mit einer niedri-

geren Aufldsung, aber einer wesentlich besseren Sensitivitat analysiert werden.

Ultra-High-Field Dual-Pressure
Orbitrap Mass Analyzer Linear lon Trap : O\
L% \ &— Large-Surface-
L= %\0 O s
= \
- ’ Low-
é ’ Pressure
Quadrupole -, \ Cell
Mass Filter = =
4 High-
| \ Pressure
§> Cell
Active L‘ llll | \
Beam Guide ﬁ{ ]Ill |
— — lon-Routing
Optional i Multipole

IC & EASY-ETD
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—
=
(not shown) E

EASY-Max NG
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Abb. 1.7: Schematische Darstellung des Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometers. (Thermo Fish-

e
=

S-Lens

er Scientific, www.planetorbitrap.com/orbitrap-fusion. Abbildung nach [124]).

1.5.3.2 High-Mass Q-TOF II-Massenspektrometer

Im Jahre 1996 wurde eine neue Art von Massenspektrometer von der Firma Micromass
konstruiert [126]. Dieses Hybridgerdt kombiniert einen Quadrupol-Massenfilter mit
einem dazu senkrecht angeordneten TOF-Analysator. Zur lonisation kommt eine ESI-
Quelle zum Einsatz. Dieses erste Q-TOF-Gerat entwickelte sich zum Q-TOF lI-
Massenspektrometer weiter, welches durch diverse Modifikationen der Firma Wa-
ters/Micromass, in Kooperation mit dem Labor von Carol Robinson, zum ersten Tan-
dem-Massenspektrometer zur Analyse groRer makromolekularer Komplexe reifte [125].
Dieses als High-Mass Q-TOF Il (Abb. 1.8) bezeichnete Massenspektrometer unter-
scheidet sich im Aufbau nicht von einem Standard Q-TOF II-Instrument. Als lonisati-
onseinheit dient eine sogenannte Z-Spray-ESI-Quelle von Waters, welche Neutralteil-
chen vom Eintritt in das Massenspektrometer abhalten soll. Es folgt ein Transfer-
Hexapol, der die lonen in den Quadrupol-Massenfilter leitet. Hier kénnen, analog zu
den Orbitrap-Hybridgeréaten, lonen eines bestimmten m/z-Wertes isoliert oder alle lonen
im RF-only-Modus durchgeleitet werden. Die weiteren Segmente des Gerétes sind eine

Hexapol-Kollisionszelle, ein weiterer Transport-Hexapol gefolgt von fokussierender
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lonenoptik und einem orthogonal installiertem TOF mit Reflektron (1.5.2.1). Um dieses
Massenspektrometer fur die Analyse groBer makromolekularer Komplexe nutzbar zu
machen, bedarf es vier Modifikationen. Bei der lonisation grof3er lonen erhalten diese
eine hohe kinetische Energie und weisen starke Abweichungen von ihrer eigentlichen
Bewegungsrichtung im Massenspektrometer auf. Um dem entgegen zu wirken, werden
sowohl der Druck in der Quellen-Region (pl), als auch in der Kollisionszelle (p3) kon-
trollierbar gestaltet, um ihn fur collisional cooling (1.5.3.1) erhéhen zu kdnnen (Abb.

1.8) [125]. Dadurch wird die kinetische Energie verringert und die Flugbahn der lonen

stabilisiert.
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung des modifizierten High-Mass Q TOF 11-Massenspektrometers. Die
vorgenommenen Modifikationen fiir die Analyse sehr grof3er lonen sind blau hervorgehoben. (Q-TOF I

der Firma Waters/Micromass modifiziert durch MSVision, Abbildung entnommen aus [125].)

Weiterhin wird die Frequenz des Quadrupol-Massenfilters von standardisierten 832 kHz
auf 300 kHz verringert, um lonen mit einem m/z-Verhaltnis von maximal ~30.000 den
Durchtritt zu gewéhren [125]. Um die lonen mit dem orthogonalen TOF analysieren zu
kdnnen, missen lonenpakete aus dem kontinuierlichen lonenstrahl durch einen elektri-
schen Puls in Richtung des Reflektrons katapultiert werden. Dies geschieht im soge-
nannten pusher stack des orthogonalen TOF-Analysators (Abb 1.8, high transmission
grids, p5). Jeder elektrische Puls stellt einen Analysezyklus dar. Die Puls-Intervalle sind
hierbei automatisiert. Durch die deutlich erhéhte Transmission des Quadrupol-

Massenfilters kdnnen nun lonen in den TOF-Analysator gelangen, die eine langere
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Flugzeit aufweisen als ein Messzyklus andauern wirde und so fur falsch detektierte
Signale sorgen. Dieses Problem wird durch eine Verdopplung der Zeit zwischen den
elektrischen Pulsen und einer damit verbundenen Verdopplung der Zeit eines Messzyk-
lus gel6st. So dauert ein Messzyklus lange genug, um auch Makromolekdile im Bereich

mehrerer Megadalton detektieren zu konnen.

1.5.4 Fragmentierung

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl verschiedener Fragmentierungstechniken ange-
wandt. Die bekannteste davon ist die kollisionsinduzierte Dissoziation (CID, collision
induced dissociation). Hierbei werden Vorlauferionen mit Hilfe eines elektrischen Po-
tenzials beschleunigt und zur Kollision mit Molekdlen eines Inertgases (z.B. Stickstoff,
Argon, Helium) gebracht [127]. Dies erfolgt beim Orbitrap Fusion-Massenspektrometer
im Hochdruck-Teil der lonenfalle und beim Q-TOF Il in der Kollisionszelle. Durch
effektive Stollvorgange werden Bindungsbriiche in den Vorlauferionen hervorgerufen.
Hierbei brechen erst die schwéchsten Bindungen, welche im Falle von Peptiden und
Proteinen die Peptid-Bindungen darstellen. So entstehen Fragmentionen, welche man
nach dem Verbleib der Ladung in b- und y-lonen unterteilt. Bei b-lonen verbleibt die
Ladung nach Bindungsbruch am N-terminalen und bei y-lonen am C-terminalen Frag-
ment (Abb. 1.9). Eine analoge Fragmentierungsmethode ist die kollisionsinduzierte Dis-
soziation mit hoherer Energie (HCD, higher energy collision induced dissociation)
[128]. Hierbei wird ebenfalls zwischen dem Carbonyl-Kohlenstoff und dem angrenzen-
den Stickstoffatom der Peptidbindung ein Bruch induziert. In diesem Falle erfolgt die
Anregung der Vorlauferionen mit einem Radiofrequenzpuls, was zu einer effektiveren
Fragmentierung von vor allem kleineren Vorlauferionen und zur Bildung von sekunda-
ren Fragmentionen flhrt, wobei posttranslationale Modifikationen weitestgehend intakt
bleiben [128]. Mit dem Orbitrap Fusion-Massenspektrometer kénnen die durch HCD
erzeugten Fragmentionen sowohl in der LIT als auch in der Orbitrap analysiert werden.
Weiterhin stehen bei Verwendung des Orbitrap Fusion-Massenspekrometers die ETD-
Fragmentierung und Variationen davon zu Verfligung [124]. Dabei werden niederener-
getische Elektronen auf die VVorlauferionen tibertragen (ETD, electron transfer dissocia-
tion), was zu deren Dissoziation fuhrt [129]. In einer speziellen Reaktionskammer in
unmittelbarer N&he der S-Lens wird durch das Anlegen eines starken, elektrischen Fel-
des ein Elektron des zugeflhrten Stickstoffs auf ein Fluoranthen-Molekul (bertragen.

Das so erzeugte Fluoranthen-Radikalanion wird in die lineare lonenfalle tberfuhrt, wo
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bereits die ausgewdhlten Vorlauferionen gespeichert sind. Die Ubertragung des nieder-
energetischen Elektrons vom Fluorantten-Radikal auf das Analytion fuhrt zu dessen
Fragmentierung. Dabei wird die Bindung zwischen dem Amid-Stickstoff und dem fol-
genden Co-Atom gespalten, was zur Entstehung von N-terminalen c-lonen und C-
terminalen z-Radikalfragmentionen fihrt (Abb. 1.9). Das Orbitrap Fusion-
Massenspektrometer ist in der Lage, die oben genannten kollisionsbasierten Fragmen-
tierungstechniken mit der ETD-Fragmentierung zu kombinieren und somit moglichst
viele komplementdre Fragmentionen in einer Analyse zu erzeugen. So ist es maglich,
EThcD- und ETciD-Experimente durchzufiihren. Diesen liegt eine ETD-basierte Frag-
mentierung zu Grunde, welche durch eine zusatzliche Kollisionsaktivierung mittels
HCD (bei EThcD) oder CID (ETciD) unterstitzt wird.

a b c n+
Ry ! o)

Abb. 1.9: Nomenklatur der Fragmentierung nach Roepstorff, Fohlmann und Biemann. In Abhangig-
keit der Fragmentierungstechnik werden unterschiedliche Bindungsbriiche erzeugt und es kommt zur

Bildung von a- und x-, b- und y- oder c- und z-lonen [130, 131].

1.5.5 Chemisches Cross-Linking in Kombination mit Massenspektrometrie

Die traditionellen Techniken der Strukturaufklarung von Proteinen kommen bei intrin-
sisch ungeordneten Proteinen an ihrer Grenzen, wodurch alternative Techniken, wie die
Kombination aus chemische Quervernetzung (XL, cross-linking) und Massenspektro-
metrie (MS) immer mehr in den Vordergrund ricken. XL-MS wird hauptséachlich als
Methode zur Strukturaufklarung, Interaktionsanalyse von Proteinkomplexen und Identi-
fizierung von Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken verwendet [95, 96, 132]. Dabei
werden sowohl selektiv, als auch unspezifisch Seitenketten von Aminosduren durch
organische Reagenzien (cross-linking-Reagenzien, cross-linker) kovalent verknipft. So
kdénnen komplexbildende Proteine, oder bestimmte Konformationen isolierter Proteine
fixiert werden. Die Auswahl eines Cross-Linkers héngt stets von der primaren Frage-
stellung ab. Hier ist es wichtig, ob mit Hilfe der Technik niederaufgeldste Strukturdaten
generiert werden sollen oder ob unbekannte Interaktionspartner eines bestimmten Pro-

teins gefunden werden sollen.
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Quervernetzungsexperimente kdnnen sowohl mit unspezifischen Reagenzien (z.B. For-
maldehyd oder Glutaraldehyd), als auch mit speziell fiir diesen Zweck entwickelten
Reagenzien durchgefiihrt werden [132, 133]. Im Normalfall weisen die fir Cross-
Linking-Experimente optimierten Reagenzien zwei reaktive Kopfgruppen auf, die tber
einen Platzhalter (spacer) mit definierter L&nge und Funktionalitdt miteinander ver-
knupft sind. Die reaktiven Gruppen zeichnen sich durch die gleiche Reaktivitat (homo-
bifunktionell) oder verschiedene Reaktivititen (heterobifunktionell) aus. So kdnnen
verschiedene Kombinationen aus selektiven Kopfgruppen kombiniert werden. Man un-
terscheidet hier spezifisch (z.B. aminreaktiv, carboxylreaktiv oder sulfhydrylreaktiv)
und unspezifisch reagierende Kopfgruppen (Arylazide, Diazirine oder Benzophenone)
[95, 132, 133]. Letztere kdnnen auch in Form unnatirlicher Aminoséuren (z.B. Diaziri-
ne in Photomethionin oder Photoleucin) mittels rekombinanten Expressionsmethoden
direkt in Proteine integriert werden [134]. Fur die Ableitung von Interaktionsregionen
zwischen zwei Proteinen, kann sich der zweistufigen Reaktion eines heterobifunktionel-
len Reagenz bedient werden. Hierbei wird zuerst ein Interaktionspartner mit der ersten
reaktiven Gruppe des Cross-Linkers modifiziert und Gberschussiger Cross-Linker abge-
trennt. AnschlieBend wird der Protein-Interaktionspartner hinzugefiigt und die zweite
Reaktivitat des Cross-Linkers genutzt. Eine Sonderstellung bei den heterobifunktionel-
len Reagenzien nehmen die Kopplungsreagenzien oder auch ,,Nullldngen-Reagenzien*
wie zum Beispiel die Carbodiimide ein [133]. Sie verknupfen die Carboxylgruppen von
Glutamat- und Aspartat-Seitenketten sowie dem C-Terminus direkt mit primaren Ami-

nen der Lysine oder dem N-Terminus von Proteinen.

In dieser Arbeit wurden die homobifunktionellen, aminreaktiven Reagenzien
Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat (BS?G) und das CID-spaltbare Reagenz 4-(3-[3-(2,5-
Dioxo-pyrrolidin-1-yloxycarbonyl)-propyl]-ureido}-butansaure-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-
yl-ester, kurz BuUrBu, verwendet [135]. Diese reagieren bevorzugt mit primaren Ami-
nen von Lysin-Seitenketten oder dem N-Terminus eines Proteins. Als Nebenreaktion
wurde eine Esterbildung mit Aminoséuren, die eine Hydroxyl-Gruppe enthalten wie
Serin, Threonin und Tyrosin, beobachtet [136]. Nach erfolgter Reaktion kdnnen ver-
schiedene Cross-Linking-Produkte identifiziert werden. Diese lassen sich nach Art der
Verknipfung als intrapeptidale (Typ 1), interpeptidale (Typ 2) und lineare Peptide, die
mit partiell hydrolysiertem Cross-Linker modifiziert sind (Typ 0, ,,dead end*) klassifi-
zieren (Anhang Abb. Al d). BS°G stellt einen Standard dieser Reagenzien-Klasse dar,
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bei dem zwei N-Hydroxysuccinimid (NHS)-Ester tber eine kurze Kohlenwasserstoff-

kette miteinander verbunden sind (Abb 1.10).
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der Cross-Linking-Reaktion mit BS?G.Zwei primare Amingrup-

pen werden durch Reaktion mit dem Cross-Linker kovalent verknipft und es entsteht ein Typ 2-Cross-

Link.

BuUrBu unterscheidet von BS®G hinsichtlich des spacers. Dieser enthalt hier eine

Harnstoffgruppe, bei der unter CID-Bedingungen die Bindung zwischen dem Carbonyl-

Kohlenstoff und dem Stickstoff-Atom auf beiden Seiten mit gleicher Wahrscheinlich-

keit gespalten werden kann. Dies geschieht unter &hnlichen energetischen Bedingungen

wie die Fragmentierung des Proteinriickgrates. Die Fragmentierung von BuUrBu fihrt

zur Bildung eines spezifischen Dublett-Musters (Abb. 1.11), was zu einer wesentlich

vereinfachten Identifizierung der Cross-Linking-Produkte fuhrt.
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Abb. 1.11: Schematische Darstellung der Fragmentierung von BuUrBu mit resultierendem
Dublett-Muster. Durch die kollisionsinduzierte Fragmentierung der Harnstoff-Funktion im Spacer des

Cross-Linkers, kommt es zu spezifischen Dublett-Signalen (,,Bu* bzw. ,,BuUr*), die eine Massendifferenz
von 25,979 u aufweisen. Diese dienen der Software MeroX [137] als Identifizierungskriterium bei der
automatisierten Suche nach Cross-Linking-Produkten. P: Peptid.

Die Analyse von Cross-Linking Experimenten kann auf zwei verschiedene Arten ange-
gangen werden: Man unterscheidet die ,bottom-up*“- und die ,,top-down*-Strategie.
Beim ,,bottom-up*“ Ansatz wird der entsprechende Cross-Linking-Ansatz mit Hilfe ge-
eigneter Endoproteasen in ein komplexes Peptidgemisch tberfihrt [95, 96]. Dies kann
direkt nach der Reaktion der Proteine in Losung oder nach gelelektrophoretischer Tren-
nung geschehen, um die Komplexitat der Probe zu verringern. So kann nach der Elekt-
rophorese ein bestimmtes Protein oder ein Proteinkomplex selektiv enzymatisch gespal-
ten werden. Die resultierenden Peptidgemische enthalten vorwiegend unmodifizierte
Peptide und nur zu einem kleinen Anteil Cross-Linking-Produkte. Diese werden chro-
matographisch getrennt und anschlieRend massenspektrometrisch analysiert. Der erhal-
tene massenspektrometrische Datensatz wird anschliefend mittels geeigneter Software
nach Cross-Linking-Produkten durchsucht. Hier werden die erhaltenen Fragmentionen-
spektren mit theoretisch von der Software erzeugten Spektren verglichen und entspre-
chende Ubereinstimmungen dokumentiert. Damit die massenspektrometrische Analyse

optimal durchgefiihrt werden kann, sollten nach proteolytischer Spaltung Peptide im
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Massenbereich von 1000-3000 u erhalten werden. Die am h&ufigsten verwendete Pro-
tease Trypsin spaltet spezifisch C-terminal von Lysin und Arginin, was bei der Verwen-
dung von aminreaktiven Reagenzien zu Fehlschnittstellen fihren kann. Um dennoch
Peptide im optimalen Massenbereich zu erhalten, empfiehlt sich die Nutzung einer

zweiten Protease mit alternativer Spezifitat.

Bei der ,,top-down“-Strategie werden die Analyten (Proteine oder Proteinkomplexe)
ohne vorherige proteolytische Spaltung in die Gasphase Uberfiihrt [132]. Da es zur
Auswertung von Experimenten mittels der ,,top-down““-Strategie bislang keine optimale
Softwareldsung gibt und in der massenspektrometrischen Analyse Limitierungen beste-
hen, ist eine ,,top-down**-Cross-Linking-Strategie noch nicht konkurrenzfahig.

1.5.6 Native Massenspektrometrie

Proteine erkennen durch nicht-kovalente elektrostatische-, van der Waals- und hydro-
phobe-Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriicken nahezu alle Bindungspartner. Da-
zu gehdren Proteine, Nucleinséuren, Lipide, Zucker und kleine Molekdile. Da diese In-
teraktionen eine grundlegende Rolle in der Biologie spielen, ist deren strukturelle Un-
tersuchung notwendig. Eine in den letzten Jahren stark aufstrebende Technik ist die
native Massenspektrometrie. Hierbei werden Bedingungen verwendet, welche nicht-
kovalente Interaktionen intakt halten und die Bestimmung der Masse von intakten
Komplexen, deren Stéchiometrie und deren direkte Interaktionen zwischen Untereinhei-
ten und ihre relative Position im Komplex ermdglichen [138-143]. Durch schrittweises
Mischen von Untereinheiten eines Multiproteinkomplexes kénnen sogar Assemblie-
rungs-Hierarchien bestimmt werden [144]. Bei der nativen MS werden Proteine und
Proteinkomplexe aus leicht flichtigen Salzlésungen, wie Ammoniumacetat, ionisiert.
Diese garantieren notwendige lonenstarken und stabile pH-Werte, die nahe an den phy-
siologischen Bedingungen liegen. Nach lonisation missen die lonen mit hohen m/z-
Werten (meist m/z > 4000) in geeigneten Instrumenten analysiert werden. Hierbei mus-
sen modifizierte Massenspektrometer verwendet werden, die auf die Transmission und
die Detektion von grofRen, makromolekularen, fragilen Strukturen ausgelegt sind. Das
High-Mass Q-TOF II- (Waters/MSVision) und das Orbitrap EMR (extended mass ran-
ge, Thermo Fisher Scientific)-Massenspektrometer sind Beispiele fur kommerziell ver-
flugbare, modifizierte Massenspektrometer [125, 145]. Die native Massenspektrometrie
bringt zur Analyse von Struktur und Dynamik von makromolekularen Komplexen etli-

che Vorteile mit sich. Sie kann fir Proben angewendet werden, die sich drastisch in
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Hinsicht auf Masse, Flexibilitdt, Symmetrie und Polydispersitat unterscheiden. Aul3er-
dem konnen multiple, oligomere Zustdnde gleichzeitig untersucht werden, ohne Daten
fiir einzelne Spezies getrennt akkumulieren zu missen [92]. So kénnen Dynamikstudien
zur Quartarstruktur von Komplexen in Echtzeit angefertigt werden. AulRerdem ist es bei
der nativen MS nicht notwendig, die zu analysierenden Proben aufwendig chemisch zu
markieren oder mittels vorigen Cross-Linkings zu fixieren. Dennoch ist dies mdglich
und eroffnet ein noch breiteres Anwendungsspektrum [146]. Trotz der enormen Vorteile
birgt die native MS auch Nachteile. So findet die Analyse der Proteinkomplexe in der
Gasphase statt, was Abweichungen in den relativen Haufigkeiten detektierter Spezies
zur Folge haben kann [147]. Diese hangt in der nativen MS natirlich von der lonisati-
onseffizienz, der Transmission und der Detektierbarkeit der einzelnen Komplexe ab
[140]. Weiterhin verandert sich die Starke nicht-kovalenter Wechselwirkungen in der
Gasphase. So werden hydrophobe Wechselwirkungen schwaécher, bei gleichzeitiger
Verstarkung der elektrostatischen Anziehungskréfte. Dadurch wird die Analyse von
speziellen Komplexen, die zum Beispiel hauptsachlich auf hydrophoben Wechselwir-
kungen beruhen, unmdglich, solange sie vor der Analyse nicht durch vorangegangenes
Cross-Linking fixiert werden [148]. Nichtsdestotrotz gibt es rechnerische und experi-
mentelle Beweise, dass die Uberfiihrung aus der Losung in die Gasphase, Makromole-
kile in Bezug auf ihre Struktur und Funktion nicht drastisch verandert [149]. So wurde
die Funktionalitat von Trypsin und Lysozym nach lonisation, Selektion in der Gasphase
und anschlieender ,,weicher Landung® (soft landing) auf einer speziellen Oberflache
eindeutig nachgewiesen [123, 126].

Die native MS kann zusétzlich mit anderen Techniken, wie lonenmobilitéts-
Spektroskopie (IMS) oder chemischem Cross-Linking, gekoppelt werden [93, 97, 150].
IMS liefert zusétzlich Informationen Uber die rdumliche Anordnung Proteine. IMS
funktioniert in diesem Zusammenhang wie eine Gelfiltration in der Gasphase, bei der
die ,stationdre Phase“ ein inertes Gas darstellt, mit dem die zu analysierenden lonen
kollidieren [151]. Analyten mit kompakter Konformation durchqueren eine ,,drift tube®
schneller, also mit weniger Gaskontakten, als Analyten mit einer ausgestreckten Kon-
formation [152]. So konnen isobare Spezies, die sich nur durch ihr rdumliches Erschei-
nungsbild voneinander unterscheiden, durch ihre Driftzeiten differenziert werden [153].
Chemisches Cross-Linking, kann im Gegenzug verwendet werden, um transiente und
schwache Interaktionen zu fixieren, niederaufgeldste Strukturdaten zu erhalten oder

Interaktionsflachen der Proteine in Komplexen zu bestimmen [96, 97, 146].
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2  Zielstellung

In mehr als 50% aller Félle ist die Entstehung eines Malignoms (b&sartigen Tumors) auf
eine Inaktivierung von p53 zuriickzufuhren. Trotz des enormen Forschungsaufwandes
innerhalb der letzten 40 Jahre ist die Struktur dieses Proteins immer noch nicht aufge-
klart. Die Tatsache, dass es sich bei p53 um ein intrinsisch ungeordnetes Protein handelt
und traditionelle Methoden der Strukturaufklarung von Proteinen an ihre Grenzen sto-
Ren, erschwert dieses VVorhaben weiterhin. Bisher existieren lediglich Modelle der akti-

ven Form von p53, das in vivo als Homotetramer agiert.

Ziel dieser Arbeit war es, Beitrage zur Strukturaufklarung dieses bedeutenden Tumor-
suppressorproteins zu leisten. Dafir sollte humanes Volllangen-Wildtyp-p53 rekombi-
nant in E.coli exprimiert und gereinigt, sowie anschlieRend dessen Funktionalitat basie-
rend auf der Tetramerisierung und der spezifischen DNA-Bindung Uberpruft werden.
AnschlieBend sollten mit Hilfe von chemischem Cross-Linking in Kombination hoch-
auflosender Massenspektrometrie und nativer Massenspektrometrie Informationen Gber
die Struktur des p53-Tetramers und dessen Topologie gewonnen werden. Eine Schwie-
rigkeit stellte dabei die Unterscheidung zwischen intra- und intermolekularen Cross-
Linking-Produkten dar, was die Verwendung von nicht-markiertem und *>N-markiertem
p53 notig machte. Zudem sollte ein automatisierter Arbeitsablauf zur Identifizierung
von Cross-Linking-Produkten unter Verwendung eines MS/MS-spaltbaren Cross-

Linkers etabliert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Acetonitril (HPLC gradient grade, HiPerSolv)
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (37.5:1); 40 % (w/v)

Agar-Agar

Agarose (Seakem LE)
Ameisenséure
Ammoniumacetat
N-Ammoniumchlorid

Ammoniumchlorid

Ammoniumhydrogencarbonat

Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat
Brillantblau G250
Brillantblau R250
Borsaure
Calciumchlorid
Casiumiodid
Cobalt(11)-chlorid

cOmplete Protease Inhibitor

Cocktail-Tabletten (EDTA-frei)

D-Glukose

Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol

DNA ladder (1 kb, 100 bp)
DNA-Probenpuffer (6x)
Eisen(l11)-chlorid

Essigséure

Ethanol
Ethylendiamintetraessigséure
GelGreen

(FA)
(NH4(CH3CO0))
(**NH,CI)
(NH4CI)
(NH4HCO3)
(APS)
(NH4)2S04

(H3BO3)
(CaCly)
(Csl)
(CoCly)

(CeH1206)
(DMSO)
(DTT)

(FeCly)
(CH5COOH)
(C,HsOH)
(EDTA)

VWR

Roth

Merck

Lonza

Roth
Sigma-Aldrich
Eurisotop
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Roche

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientifc
AppliChem

Thermo Fisher Scientifc
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Roth

Merck

Sigma-Aldrich

Biotium
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Glycerol

Harnstoff

Hefeextrakt

Hydrochlorsaure, 0.1 M (endotoxinfrei)
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethan-

sulfonséure (HEPES)
lodacetamid (1IAA)
Imidazol

Isopropanol

Isopropyl-$-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PQOy,)
Kupfer(I)chlorid (CuCly)
Laemmli-Probenpuffer (2x)

Magnesiumchlorid (MgCly)
Magnesiumsulfat (MgSOy)
Mangan(ll)chlorid (MnCly)
Methanol (CH30H)
2-Mercaptoethanol

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPQ,)
Nickel(Il)chlorid (NiICly)
PageRuler Prestained Protein Ladder

PageRuler Unstained Protein Ladder

Rotiphorese 10x SDS-PAGE
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)

Tris(2-carboxyethyl)phosphin Hydrochlorid (TCEP)

Trifluoressigsdure (TFA)
2,2,2-Trifluorethanol (TFE)
Trypton/Pepton aus Casein

Zinkchlorid (ZnCly)

Merck

Roth

Roth
Sigma-Aldrich

Roth

Sigma-Aldrich

Merck

Merck

Roth

Roth

Merck

Merck

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientifc
Sigma-Aldrich

Merck

VWR

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Sigma-Aldrich

Merck

Thermo Fisher Scientifc
Thermo Fisher Scientifc
Roth

Bio-Rad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

Roth

Sigma-Aldrich
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3.1.2 Gerate

3.1.2.1 Chromatographiesysteme

Nano-HPLC-System UltiMate 3000
Vorsaulen: Acclaim PepMap C8
300 pm x 5 mm,
5 um, 100 A
Trennséulen: Acclaim PepMap C18

75 pm x 150 mm,
3 um, 100 A
Acclaim PepMap C18
75 pm x 250 mm,
2 um, 100 A
FPLC-Systeme: AKTA FPLC mit
Fraktionssammler Frac-920
Akta Prime Plus
Saulen: HisTrap FF, 1 ml
HisTrap FF, 5 ml
HiLoad Superdex 200 pg
16/600
HiLoad Superdex 200 pg
26/600

3.1.2.2 Massenspektrometer

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

High-Mass Q-TOF II-Hybridmassenspektrometer

3.1.2.3 Laborgerdate

Analysenwaage LE225D
Autoklav V75
Brutschrank BKE 40

Dionex

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare
GE Healthcare

GE Healthcare

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Micromass/MSVision

Sartorius
Systec

Memmert
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Coater Scancoat Six

DNA Electrophorese-Kammer Mini-Sub-Cell GT
Elektrophorese-System Mini-Protean Tetra Cell
Geldokumentationssystem Gel Doc XR
Inkubationsschiittler innova 44
Inkubationsschittler Thermoshake
Micropipette Puller P-1000

Magnetrihrer R3T

Magnetriihrer M21/1

pH-Meter PH211

Pipetten (2,5-5000 pl)

Plattformschittler Titramax 101
Reinstwasseranlage TKA Pacific
Sicherheitswerkbank Polaris 48
Sicherheitswerkbank Herasafe KS 12
Spannungsgeber PowerPac 300
Spektralphotometer Ultrospec 100 pro
Spektralphotometer V-630

Thermocycler TPersonal

Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner
Ultraschallnomogenisator Vibra-Cell 75185
Vakuumkonzentrator Savant SPD1010
Vortexmixer 7-2020

Wiegetisch See-saw rocker SSL4
Zentrifuge Centrifuge 5414R

Zentrifuge Centrifuge 5804R

Zentrifuge Minizentrifuge

Zentrifuge Optimal L-90K

3.1.2.4 Verbrauchsmaterialien

Amicon Ultra 15 Zentrifugenfiltrationseinheit

(Molekulargewichtsauschluss: 10kDa, 30 kDa)
Amicon Ultra 0.5 Zentrifugenfiltrationseinheit
(Molekulargewichtsauschluss: 10kDa, 30 kDa)

HHV
Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad

New Brunswick Scientific

Gerhardt

Sutter Instruments

mLw

Framo

Hanna Instruments
Eppendorf und VWR
Heidolph

Thermo Electron LED
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Bio-Rad

GE Healthcare

Jasco

Biometra

VWR

Sonics & Materials
Thermo Fisher Scientific
neoLab

Stuart

Eppendorf

Eppendorf

Kisker Biotech

Beckmann Coulter

Millipore

Millipore
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Einmalspritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) Braun

Plastikkdiivetten Sarstedt

Precise Tris-HEPES (4-20%) Gradientengel Thermo Fisher Scientific
ReaktionsgefaRe (0,2 ml, 0,5 ml, 1,0 ml,2,0 ml) Eppendorf
Spritzenvorsatzfilter (Filtropur S 0.2) Sarstedt
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Corning

3.1.3 Plasmide

HLT_p53FL_pET28a Bastian Brauning, Weizmann Institute, Rehovot, Israel

3.1.4 Oligonukleotide

Alle fur diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion
International AG (Martinsried) und Microsynth AG (Balgach, Schweiz) synthetisiert.
Die Oligonukleotide wurden nach Synthese durch die jeweilige Firma mittels HPLC
gereinigt. Es erfolgte die direkte Nutzung gemé&R Herstellerangaben ohne weitere Reini-
gungsschritte.

REP_TS 5-CGCGGACATGTCCGGACATGTCCCGC-3¢
REP_BS 5’-GCGGGACATGTCCGGACATGTCCGCG-3’
REIL_TS 5’-tTGACATGCCCAGGCATGTCT-3’
REI_BS 5’-tAGACATGCCTGGGCATGTCA-3’
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3.1.5 Bakterienstamme

BL21 (DE3)

DH5a

E. coli, F ompT gal decm lon hsdSg (r sm g) MDE3 [lacl
lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

E.coli, F- endAl gInVv44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR  nupG P80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169,
hsdR17(rK- mK+), /—

3.1.6 Medien und Antibiotika

Antibiotika:

Kanamycin:

Medien:

2 X YT-Medium:
Agarplatten:
LB-Medium:

M9-Mineralsalzmedium:

Spurenelementeldsung I:

(1000 x)

Spurenelementeldsung I1:

(10.000 x)

SOC-Medium

30 mg/ml in H,O, Endkonzentration: 30 pg/ml, Roth

169 /I Trypton, 10g/l Hefeextrakt, 5g/I NaCl, pH 7,0

15 g/l Agar-Agar in M9-Minimal- oder LB-Medium

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,2

10 % (v/iv) M9-Salzlésung, , 0,4 % (w/v) Glucose,
0,1 % (v/iv) 1 x Spurenelementelésung 1 und I,
0,1 mM CaCl,, 2 mM MgSO4

11,3 g/l CaCl, x 2H,0, 372,2 g/l Na,EDTA, 270,3 g/l
FeCls; x 6H,0

250 g/l CuSO4x 5H,0, 170 g/l MnSO4x H20, 287,5 g/l
ZnS0O4 x TH,0, 238 g/l CoCl, x 6H,0

20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,5 g/l NaCl,

2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM Glukose
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3.1.7 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Ldsungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit hochreinem, ent-

ionisiertem Milli-Q-H,O hergestellt.

10 x KH2PO4/K2HPO4:
TAE-Puffer (50 x):

IMAC-Bindepuffer:

IMAC-Elutionspuffer:

SEC-Puffer:

Phusion Puffer

PAGE-LGsungen:

PAGE-Féarbelsung:

PAGE-Entfarber:
Fixierlésung:
Farbeldsung A:

Farbelésung B:

HPLC-Fleimittel:

Injektionslésung HPLC:

FlielBmittel A HPLC:

FlielBmittel B HPLC:

0,17 M KH,PO4, 0,72 M K;HPO,4

100 ml EDTA (0,5 M pH 8,0), 5,71% (v/v) CH3COOH,
2 M Tris

50 mM Na;HPO, pH 8,0, 300 mM NaCl, 2.5 mM TCEP,
20 mM Imidazol

50 mM NaHPO, pH 8,0, 300 mM NaCl, 2.5 mM TCEP,
500 mM Imidazol

50 mM HEPES pH 7,2, 300 mM NacCl, 2,5 mM TCEP,
10% (v/v) Glycerin

5 x HF-Puffer New England Biolabs

1% (w/v) Coomassie-Brillant-Blau R250 in 40 % (v/v),
Methanol/ 10% (v/v) Essigsdure

10% (v/v) Essigséure, 40% (v/v) Methanol
40% (v/v) Methanol/ 10% (v/v) Essigsaure
5% (w/v) Coomassie-Brillant-Blau G250

2% (w/v) ortho-Phosphorséure,
10% (W/V) (N H4)2804

0.1% (v/v) TFA; Wasser (LC/MS grade, VWR)

0.1% (v/v) FA; Wasser (LC/MS grade, VWR)

0,08% (v/v) FA; Acetonitril
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3.1.8 Cross-Linking-Reagenzien

Bis(sulfosuccinimidyl)glutarat (BS°G)

(4-(3-[3-(2,5-Dioxo-pyrrolidin-1-yloxy (BuUrBu)
carbonyl)-propyl]-ureido}-butanséure-2,5-
dioxo-pyrrolidin-1-yl-ester

4-(4,6-Dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)- (DMTMM)
4-methyl-morpholiniumchlorid

N-y-Maleimidobutyryloxysuccinimidester (GMBS)

3.1.9 Enzyme
AspN

GluC

Benzonase Nuclease
ProTEV Plus

porcines Trypsin (sequencing grade)

3.1.10 Kommerziell verfugbare Kits

GeneJET Plasmid Miniprep-Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up-System

Thermo Fisher Scientific

Dr. Francesco Falvo,

Universitat Koln

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Promega
Promega
Sigma-Aldrich
Promega

Promega

Thermo Fisher Scientific

Promega

40



3 Material und Methoden

3.1.11 Software

Chromeleon (6.8)

Mascot

Masslynx (4.1)

MeroX (1.4.1-1.6.0)

Proteome Discoverer

ProtParam

Qual Browser (2.07)

Quantity One (4.6.2)

SnapGene (2.8.1)

StavroX (3.0-3.5.1)

Unicorn (5)

Xcalibur (2.0.7-2.2)

xVis

Steuerung des HPLC-Systems der Orbitrap Fusion

Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific)

Identifizierung von Proteinen anhand massenspektrometrischer

Daten (Matrixscience)

Akquisition und Prozessierung von Daten des
High-Mass Q-TOF II-Massenspektrometers (Waters)

Identifizierung und Auswertung von Cross-Linking-Produkten
anhand massenspektrometrischer Daten MS/MS-spaltbarer
Cross-Linker

(Michael Gotze, MLU Halle-Wittenberg, www.StavroX.com)

Analyse von MS-, MS/MS- und LC/MS Daten
(Thermo Fisher Scientific)

Berechnung von pl-Werten und Extinktionskoeffizienten von

Proteinen (Expasy, www.expasy.org)

Visualisierung und Prozessierung von Massenspektren

(Thermo Fisher Scientific)

Steuerung fir das Geldokumentationsgerat Gel Doc XR
(Bio-Rad)

Visualisierung von DNA-Sequenzen (www.snapgene.com)

Identifizierung und Auswertung von Quervernetzungs-produkten
anhand massenspektrometrischer Daten (Michael Goétze, MLU

Halle-Wittenberg, www.StavroX.com)

Steuerung des AKTA-FPLC-System (GE Healthcare)

Aufnahme und Prozessierung von Daten des Orbitrap Fusion-MS

(Thermo Fisher Scientific)

Darstellung von Cross-Linking-Produkten

(https://xvis.genzentrum.Imu.de)
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3.2 Methoden

Sofern nicht ausdrucklich erwahnt, wurden alle Arbeiten mit Milli-Q-H,O durchgefihrt.

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Préparation chemisch kompetenter Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte geméall dem Protokoll der CaCl,-
Methode nach Sambrook und Russell [154]. 200 ml LB-Medium wurden mit 5 ml einer
Ubernachtkultur von DH50- oder BL21 (DE3)-Zellen inokuliert und bei 37 °C bis zu
einer optischen Dichte ODggo ~ 0,6 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 15
min bei 4.000 x g (4 °C) sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 50 ml einer 0,1 M CaCl,-
Losung (4 °C und steril filtriert) resuspendiert und fir 90-120 min auf Eis inkubiert.
Nach einem weiteren Sedimentationsschritt (15 min, 4.000 x g, 4 °C) wurde das Zell-
pellet in 2 ml einer 0,1 M CaCl,-L6sung resuspendiert und erneut fiir 90-120 min auf
Eis inkubiert. SchlieRlich wurde die Suspension mit Glycerol versetzt (Endkonzentrati-
on 10 % (v/v)), in Aliquoten von 50 ul in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -

80 °C gelagert.

3.2.1.2 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Ein Aliquot (50 ul) chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und
mit 1-5 pl Plasmid-DNA versetzt. Nach 15 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitze-
schock bei 4 °C. Fir DH5a-Zellen betrug die Dauer des Hitzeschocks 90 s, respektive
45 s bei Verwendung von BL21 (DE3). Es folgte ein weiterer Inkubationsschritt bei
4 °C fur 5 min. AnschlieBend wurden den Zellen 950 pl, auf 37 °C vorgewarmtes, SOC-
Medium hinzugefugt und diese fir 1 h bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die transformierten Zellen auf Selektionsmedium ausplattiert und Uber
Nacht bei 37 °C kultiviert.

3.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung eines kommerziell erhalt-
lichen Kits (GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Scientific) stets aus Ubernachtkul-
turen der E. coli-Zelllinie DH5a gemdB den Herstellerangaben.
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3.2.1.4 Hybridisierung komplementarer DNA-Einzelstrange

Aus zwei komplementaren Oligonukleotiden (3.1.4) wurde mittels Hybridisierung dop-
pelstrangige RE-DNA hergestellt. Daftr wurden &quimolare Mengen des jeweiligen
oberen und unteren Stranges (40 uM) in einem Ansatzvolumen von 25 ul in Phusion-
HF-Puffer gemischt. Der Hybridisierungsansatz wurde mittels eines PCR-Cyclers er-
hitzt (98 °C, 5 min) und graduell auf 4 °C gekihlt (Gradient 0.2 °C/min). Die Hybridi-
sierung wurde mittels Agarosegelelektrophorese (3.2.1.5) verfolgt und das entstandene

Produkt aus dem Gel extrahiert.

3.2.1.5 Agarosegelelektrophorese

Die Trennung der DNA anhand ihrer molekularen GroRe erfolgte mittels elektrophoreti-
scher Trennverfahren unter Verwendung von Agarosegelen (1% (w/v) fir Plasmide
4,5% (w/v) flr hybridisierte p53 Response-Element-DNA) in TAE-Puffer unter Zusatz
von GelGreen-Farbeldsung gemélR Herstellerangaben. Die DNA wurde mit DNA-
Probenpuffer gemischt und anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoreti-
sche Trennung wurde bei 200 V durchgefiihrt. Die Detektion der DNA im Agarosegel
erfolgte mittels UV-Licht der Wellenlédnge 302 nm.

3.2.1.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde mittels eines kommerziellen Kits
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) gemalR Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die Elution erfolgte abweichend vom Protokoll mit DNase-freiem Wasser
(50 °C).

3.2.1.7 DNA-Sequenzierung

Alle in dieser Arbeit genutzten oder hergestellten DNA-Konstrukte wurden zur Sequen-
zierung der Firma Seglab (Sequence Laboratories Géttingen GmbH) Uberstellt und die

Ergebnisse wurden anschlielend mit der Software SnapGene uberprift.

3.2.2  Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Expression von rekombinantem, humanem p53 in E.coli

Das entsprechende Expressionsplasmid (HLT_p53 pET28a, 3.1.3) wurde zur Trans-
formation chemisch kompetenter E.coli BI21(DE3)-Zellen verwendet. Kanamycin-LB-

Agar Selektionsmedium wurde verwendet, um erfolgreich transformierte Klone zu ver-
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einzeln. Von den entsprechenden Kulturen wurden nach erfolgreicher Testexpression
Kryo-Kulturen angelegt und diese flr weitere Expressionsansatze verwendet. Es wurde
112 x YT-Medium, versetzt mit Kanamycin (30 pug/ml), mit einer 5 ml-Vorkultur in-
okuliert und bei 37 °C bis zu einer ODggo von 0,8-1,0 kultiviert. AnschlieBend erfolgte
eine Akklimatisierung der Expressionskultur bei 18 °C fur 1h. Die Induktion mit 1 mM
D-lIsopropylthiogalactose (IPTG) erfolgte friihestens nach der Akklimatisierungsdauer
und spatestens bei einer ODggo Von 1,2. Parallel zur Induktion wurde ZnCl, zum Ex-
pressionsansatz gegeben (Endkonzentration 0,1 mM), um ausreichende Mengen an
Zn**-lonen fiir die Produktion des rekombinanten HLT-p53-Fusionsprotein bereit zu
stellen. Die Expression erfolgte ebenfalls bei 18 °C tber Nacht. Die Zellen wurden mit-
tels Zentrifugation (4.000 x g, 5 min, 4 °C) geerntet. Die Expression von rekombinan-
tem, °N-markiertem p53 wurde analog durchgefiihrt. Das 2 x Y T-Medium wurde gegen
Minimalmedium auf der Basis des M9-Mineralsalzmediums (3.1.6) ersetzt, welches als
einzige Stickstoff-Quelle **N-Ammoniumchlorid (**NH,CI) enthielt. Zusétzlich wurde
die Vorkultur sedimentiert (4.000 x g, 5 min, 4 °C), mit Mineralsalzmedium gewaschen,
erneut sedimentiert und anschlieend nach erneutem Resuspendieren in Mineralsalzme-

dium genutzt, um die Hauptkultur zu inokulieren.

3.2.2.2 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die sedimentierten Zellen wurden in Wasser resuspendiert und erneut sedimentiert
(4.000 x g, 30 min, 4 °C). AnschlieBend wurde das Zellpellet in IMAC-Bindepuffer (5
ml/1g Biofeuchtmasse) unter Zugabe von Protease-Inhibitor (Roche cOmplete, EDTA-
frei) bei 4 °C resuspendiert. Es folgte ein Zellaufschluss mittels Ultraschall bei einer
Amplitude von 35 % mit Aufschlussintervallen von 30 s Dauer und einer Gesamtschall-
dauer von 2 min im Eisbad. Um die DNA zu spalten, wurde der Mischung Benzonase
Nuklease (2,5 U/ml) und Magnesiumchlorid (3 mM) hinzugefugt und fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden durch Sedimentation (40000 x Q)
Zelltrummer und andere unloslichen Bestandteile des Zellaufschlusses von der 16slichen
Fraktion getrennt (Subfraktionierung). Der dekantierte Uberstand (I6sliche Fraktion)

wurde fur die anschliefende Reinigung des rekombinanten p53 verwendet.
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3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Pufferaustausch und Konzentrierung von Proteinlésungen

Die aufgefuhrte Methode zum Wechsel von Puffersystemen und zur Konzentrierung
von Proteinlésungen wurde bei 4 °C durchgefihrt. Die Konzentrationsbestimmung der
verschiedenen Proteinlésungen erfolgte mittels UV-Absorptionsmessung bei 280 nm
oder unter Anwendung des Bio-Rad Protein-Assays nach der Bradfordmethode geman
Herstellerangaben [155].

Pufferaustausch und Konzentrierung mittels Zentrifugenfiltrationseinheiten

Fur den Wechsel des Puffersystems von p53-Ldsungen wurden Zentrifugationsfilter
(Amicon Ultra 15 oder 0,5, 3.2.1.4) mit einem Molekulargewichtsausschluss von 30
kDa verwendet. Zunachst wurden die Filter zweimal mit maximalem Fillvolumen des
entsprechenden Puffers gewaschen (5 min, 4.000 x g). Anschlieend wurde die p53-
Losung in die Filtrationseinheit tberfihrt und bei 4.000 x g auf ca. 1/10 des Maximal-
volumens eingeengt. Das Konzentrat wurde mit Zielpuffer aufgefillt und erneut kon-
zentriert. Dieser Vorgang wurde insgesamt fiinf bis sechs Mal wiederholt. So ergab sich
eine 1:10° bzw. 1:10° Verdiinnung des Ausgangspuffers, was einen effizienten Puffe-
raustausch darstellt. Fir die Konzentrierung von Proteinlésungen wurden diese nach
dem Waschen der Zentrifugenfiltrationseinheit auf das gewiinschte Endvolumen oder
die gewiinschte Endkonzentration mittels Zentrifugation bei 4.000 x g eingestellt.

3.2.3.2 Reinigung von humanem Volllangen-Wildtyp-p53

Die Reinigung von humanem Volllangen-Wildtyp-p53 erfolgte tber eine Vier-Schritt-
Reinigungsstrategie bestehend aus einem affinitdtschromatographischen und einem an-
schlieRenden groRenausschlusschromatographischen Schritt, Tag-Abspaltung mittels
TEV-Protease und einem weiteren Gelfiltrationsschritt. Das erzeugte Expressionspro-
dukt des Plasmides HLT p53 pET28a ist ein Fusionsprotein, bestehend aus einem Ok-
tahistidin-Tag gefolgt von einer Lipoyl-Domane, einer TEV-Schnittstelle und dem hu-

manem Volllangen-Wildtyp-p53.

Immobilisierte-Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC, immobilized metal ion

affinity chromatography)

Als affinitdtschromatographischer Schritt wurde eine IMAC durchgefiihrt. Hierbei
kommt es zu einer partiellen Komplexierung des Polyhistidin-Tags an den immobili-
sierten Nickel-lonen der IMAC-Saule. Die Reinigung erfolgte mittels eines AKTA-
FPLC System (GE Healthcare) unter Verwendung von Nickel-NTA-Sdulen (HisTrap
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FF, 1 bzw. 5 ml). Diese wurden mit IMAC-Bindepuffer aquilibriert (5-10 S&ulenvolu-
men), bevor die l6sliche Fraktion des E.coli-Lysates (3.2.2.2) mit einer Flussrate von
0,5 ml/min aufgetragen wurde. Nach der Probenapplikation wurde mit IMAC-
Bindepuffer gewaschen, bis das UV-Absorptionssignal bei 280 nm ein konstantes Ni-
veau nahe der Basislinie zeigte. Danach wurde mit 20% (v/v) IMAC-Elutionspuffer
(100 mM Imidazol) gewaschen und anschlieend wurde p53 mit 80% (v/v) desselben
Puffers (300 mM Imidazol) und einer Flussrate von 1 (bzw. 5) ml/min (FraktionsgroRe

2 ml) eluiert. Der Verlauf der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE-Analyse uUberprift.
Konzentrierung des Eluates

p53-enthaltende Fraktionen wurden vereinigt und mittels Zentrifugenfiltrationseinheiten
erfolgte ein Austausch des Puffersystems gegen SEC-Puffer und eine Konzentrierung
der Probe (3.2.3.1).

Grolienausschlusschromatographie 1 (SEC)

Mittels GrolRenausschlusschromatographie kénnen Proteine in Bezug auf ihren hydro-
dynamischen Radius voneinander getrennt werden. So konnte das p53-Fusionsprotein
von weiteren Verunreinigungen abgetrennt werden. Hierfiir wurde eine SEC-Séaule mit
einem Trennbereich von 1 x 10* bis 6 x 10° (HiLoad Superdex 200, 26/600 bzw.
16/600) verwendet. Die isokratische Trennung erfolgte mit SEC-Puffer bei einer Fluss-
rate von 2 ml/min. Es wurden 1,5 ml-Fraktionen gesammelt und mittels SDS-PAGE
und LC/MS/MS analysiert.

Proteolytische Spaltung mit TEV-Protease

AnschlieBend wurde die proteolytische Spaltung mit TEV-Protease (ProTEV Plus,
Promega) laut Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Es wurde nicht der mitgelieferte
Reaktionspuffer, sondern der SEC-Puffer verwendet. Es wurde ein zweifacher Uber-
schuss der empfohlenen Menge an Protease (2 x 0,5 U/ug Fusionsprotein) eingesetzt.
Die Proteolyse wurde fiir 16 h tber Nacht bei 4 °C durchgefiihrt und der Erfolg der
Spaltung mittels SDS-PAGE Analyse tberprift.

Grolenausschlusschromatographie 2 (SEC)

Der abgespaltene HLT-Tag, die TEV-Protease sowie nicht gespaltenes p53-
Fusionsprotein von gespaltenem HLT-p53 wurden mit Hilfe der GroRenausschluss-

chromatographie unter identischen Bedingungen wie oben beschrieben abgetrennt.
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Die Reinigung von humanem Volllangen-Wildtyp-p53 wurde partiell von Vanessa
Flegler wahrend ihrer Arbeiten zur Erlangung des M.Sc. unter Anleitung durchgefihrt
[156].

3.2.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Eine Trennung der Proteine beziglich ihrer apparenten Molekulargewichte (Stokes-
Radien) erfolgt mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE). Die Zusammensetzung der Sammel- und der Trenngele kénnen Tabelle 3.1
entnommen werden. Flr 8%ige bzw. 10%ige Trenngele wurden die Volumina entspre-
chend angepasst. Fur Proben von Cross-Linking-Experimenten wurden kommerzielle

Gradientengele verwendet (Precise Tris-HEPES; 4-20%; Thermo Fisher Scientific)

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele fur die SDS-PAGE.

Trenngel (12%) Sammelgel (5%)
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung 40 % (w/v) 3000 pl 650 pl
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2500 pl -
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 - 1250 pl
MilliQ-H,O 4340 pl 3000 pl
10 % (v/v) SDS 100 pl 50 pl
TEMED 0u 10 pl
10 % (v/v) APS 50 pl 25

Die Proteinproben wurden vor der Elektrophorese mit reduzierendem Laemmli-Puffer
im Verhéltnis 1:1 (v:v) gemischt und einer Denaturierung unterzogen (95 °C, 10 min).
Die gelelektrophoretische Trennung erfolgte zunéchst fur 10 min bei 100 V gefolgt von
ca. 50-70 min bei 200 V, entsprechend der gewiinschten Trennleistung. Die kommerzi-
ell erworbenen Gradientengele wurden nach Herstellerangaben verwendet. Die Protein-
signale wurden anschlielende mittels kolloidaler Coomassie Brillant-Blau-Ldsung

sichtbar gemacht.
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Proben aus Cross-Linking-Experimenten wurden einer Coomassie-Blue-Silver-Farbung
unterzogen [157]:

Fixierlosung: 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 50 % (v/v) H,O
Farbeldsung: 2 % (v/v) Losung A [5 % (wiv)

Coomassie-Brillant-Blau G250 in H,0]

98 % (v/v) Losung B [2 % (w/v) Phosphorsaure,

20 % (W/Vv) (NH4)2SO4 in H,0]

Die Gele wurden nach der Elektrophorese fir 1h bei Raumtemperatur fixiert, anschlie-
Rend 2-4 mal grindlich mit Wasser gewaschen, bevor sie fir 4-16 Stunden auf dem
Schwenkschittler gefarbt wurden. Fir das Entfarben reichte mehrmaliges Waschen mit
Wasser aus. Alle anderen Proben wurden einer konventionellen Coomassiefarbung un-
terzogen [158]:

Farbeldsung: 0,1 % (w/v) Coomassie-Brillant-Blau R250, 10 % (v/v) Essigsau-
re, 40 % (v/v) Ethanol, 50 % (v/v) H,O
Entfarbelésung: 10 % (v/v) Essigsdure, 25 % (v/v) Methanol, 65 % (v/v) H,O

Die Gele wurden kurz mit Wasser gespult und anschlieRend fiir 1-12 h bei Raumtempe-
ratur gefarbt. Entfarbt wurden die Gele unter mehrfachem Wechsel der Entfarbelésung

bis zum gewdinschten Grad der Entfarbung.

3.2.3.4 Enzymatische Proteolyse in Losung

20-40 pl der Proteinlosung wurden fast bis zur Trockne eingeengt und anschlie3end mit
5 ul einer 8 M Harnstofflésung (in NH4HCO3; 400 mM) versetzt. Anschlie3end erfolgte
ein reduzierender Arbeitsschritt mit DTT (7,5 mM) fur 15 min bei 56 °C. Die reduzier-
ten Sulfhydrylgruppen der Cysteine wurden mit dem Alkylierungsreagenz lodacetamid
(IAA; 20 mM) behandelt und fur 15 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
inkubiert. VVor der eigentlichen Proteolyse wurde der Reaktionsansatz 1:6 (v/v) mit
Wasser verdinnt. Im Falle einer einfachen Proteolyse wurde die Endoprotease Trypsin
zugefugt (Enzym/Substrat-Verhéltnis 1:20 (w/w)) und die Probe fir 16 h bei 37 °C in-
kubiert. Fur eine doppelte proteolytische Spaltung wurde zunéchst das Enzym AspN
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(bzw. GIuC) zugefigt (Enzym/Substrat-Verhéltnis 1:25) und fur 16h bei 37 °C inku-
biert. Anschlielend wurde Trypsin zugegeben (Enzym/Substrat-Verhéltnis 1:12) und
erneut fr 4 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von TFA-LOsung
(10 % (v/v)) gestoppt und das proteolytische Peptidgemisch wurde flr die massenspekt-
rometrische Analyse vorbereitet. Hierflir musste das Volumen im Vakuumkonzentrator

auf 5-40 ul reduziert werden.

3.2.3.5 Enzymatische In-Gel-Proteolyse

Fur die In-Gel-Proteolyse wurden folgende Ldsungen stets frisch hergestellt:

Reduktionsldsung: 10 mM DTT in 100 mM NH4HCO4
Alkylierungslosung: 55 mM IAA in 100 MM NH4;HCO3

Entfarbelésung: ACN und 100 mM NH4HCO3, 1:1 (v/v)
Trypsinlésung: 2 ul Trypsin-Stammlésung, 78 pl 20 mM NH4HCO;
Extraktionsldsung: ACN und TFA (5 % (v/v)), 1:2 (vIv)

Proteinbanden wurden aus dem SDS-Gel ausgeschnitten und in Wurfel mit einem Vo-
lumen von ca. 1 mm? zerteilt. Diese wurden anschlieBend in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR
iiberfithrt und mit 500 pl ACN dehydratisiert. Nachdem der Uberstand verworfen wur-
de, erfolgte die Zugabe von 50 pl Reduktionslésung. Nach einer Reaktionszeit von 30
min bei 56 °C unter stetigem Schiitteln wurden die Gelproben erneut mit 500 ul ACN
versetzt. Der Uberstand wurde wiederum verworfen. Die trockenen Gelstiicke wurden
mit 50 pl Alkylierungslésung versetzt und fiir 30 min bei Raumtemperatur unter Licht-
ausschluss inkubiert. AnschlieBend wurden die Gelstiicke fur 10 min mit 500 ul ACN,
dann 30 min in 100 ul Entfarbel6sung und wieder 10 min in ACN gewaschen. Die tro-
ckenen Gelstlicke wurden mit ca. 20 pl Trypsinlésung (Enzym/Substrat-Verhéltnis 1:15
(w/w) Uberschichtet, fir 2 h bei 4 °C inkubiert und bei Bedarf erneut mit NH4;HCOs-
Losung Uberschichtet. Die Proteolyse erfolgte fiir 16 h bei 37 °C. Fir eine doppelte pro-
teolytische Spaltung wurden die Proteine vornehmlich mit dem Enzym AspN (En-
zym/Substrat-Verhaltnis 1:25) proteolytisch gespalten. Dabei wurde ebenso wie fur die
Spaltung mit Trypsin vorgegangen. Anschliefend wurden 3 pl einer konzentrierten
Trypsin-Losung (Enzym/Substrat-Verhaltnis 1:15) den Proben beigemischt und erneut
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fiir 4 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden zwei Extraktionsschritte mit je 100 pl
Extraktionslosung durchgefuihrt, wodurch ebenfalls die Proteolyse gestoppt wurde. Das

extrahierte Peptidgemisch wurde mittels Vakuumkonzentrator auf 5-40 ul eingeengt.

3.2.4 Cross-Linking-Methoden

3.2.4.1 Cross-Linking von p53

Die Cross-Linking Reaktionen wurden in HEPES-Puffer (pH 7,2) durchgefuhrt (SEC-
Puffer, 3.1.7). Als Negativkontrolle diente jeweils ein Reaktionsansatz, dem eine ent-
sprechende Menge DMSO zugesetzt wurde. Dabei wurde darauf geachtet, eine maxima-
le Konzentration von 10% (v/v) DMSO im Reaktionsansatz nicht zu tberschreiten.
Falls nicht anders beschrieben, wurden &quimolare Mengen an nicht-markiertem p53
mit **N-markiertem p53 gemischt und eine Konzentration von 10 pM (p53-Monomer)
eingestellt. Fir die Reaktionen in Anwesenheit von RE-DNA, wurde hybridisierte RE-
DNA in einer Endkonzentration von 2,5 uM hinzugefgt. Die Reaktionsansatze wurden
bei 4 °C fur 12h inkubiert. Das Ergebnis der Reaktionen wurde mittels SDS-PAGE
Uberpriift. Die Reaktionsschemata der verwendeten Cross-Linking-Reagenzien sind im
Anhang Abb. Al dargestellt.

Der homobifunktionelle, aminreaktive Cross-Linker BS*G

Frisch hergestellte Stammlésung von BS*G (in DMSO) wurde in einem 50-fachen mo-
laren Uberschuss zur Proteinlésung gegeben. Die Reaktionen wurden bei 4 °C fir 120
min durchgefihrt und anschlieRend durch die Zugabe von NH;HCO3 (Endkonzentration
20 mM) beendet.

Der homobifunktionelle, aminreaktive, CID-spaltbare Cross-Linker BuUrBu

Frisch hergestellte Stammldsung von BuUrBu (in DMSO) wurde in einem 5 bis 50-
fachen molaren Uberschuss zur Proteinldésung gegeben. Die Reaktionen wurden bei
4 °C fir 30 min durchgefihrt und anschliefend durch die Zugabe von NH4,HCO;3 (End-
konzentration 20 mM) beendet.

Das heterobifunktionelle, carboxyl- und aminreaktive, Kopplungsreagenz DMTMM

Frisch hergestellte Stammldsung von DMTMM (in H,O) wurde in einem 20 bis 8000-
fachen molaren Uberschuss zur Proteinlosung gegeben. Die Reaktion bei 4 °C wurde
nach 2 h durch Entfernen von tberschiissigem DMTMM mittels Zentrifugenfiltrations-
einheiten (MWCO, 10 kDa) gestoppt.
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Der heterobifunktionelle, sulthydryl- und aminreaktive Cross-Linker Sulfo-GMBS

Es wurde eine 10 pM Ldsung von nicht-markiertem p53 verwendet. Frisch hergestellte
Stammlosung von Sulfo-GMBS (in DMSO) wurde in einem 50-fachen molaren Uber-
schuss zur Proteinlésung gegeben. Die Reaktionen wurden bei 4 °C fir 120 min durch-
gefiihrt und anschlielend durch die Zugabe von NH;HCO;3 (Endkonzentration 20 mM)
beendet.

Kovalente Markierung mit dem carboxylreaktiven Reagenz GEE

GEE dient zur kovalenten Markierung aktivierter Carboxylgruppen [159]. Es wurde
eine 10 uM LoOsung von nicht-markiertem p53 verwendet. Zur Aktivierung der Car-
boxylgruppen wurde frisch hergestellte Stammlésung von EDC (in DMSQO) in einem
500-fachen molaren Uberschuss und GEE in einem 20.000-fachen molaren Uberschuss
zur Proteinldsung gegeben. Die Reaktionen wurden bei 4 °C fir 120 min durchgefihrt
und anschlielend durch die Zugabe von NH,HCO3; (Endkonzentration 500 mM) been-
det. Die kovalenten Markierung mit GEE wurde von Vanessa Flegler im Rahmen ihrer
Masterarbeit in der Abteilung Pharmazeutische Chemie und Bioanalytik unter Anlei-
tung durchgefihrt [156].

3.2.4.2 Automatisierter Arbeitsablauf fiir die Analyse von Cross-Linking-Produkten

unter Verwendung von BuUrBu

Bei der automatisierten Analyse von Cross-Linking-Produkten wurden wassrige Lésun-
gen der Proteine p53, BSA und B-Lactoglobulin (jeweils 10 uM) verwendet. p53 wurde
mit einem 50-fachen molaren Uberschuss, BSA und B-Lactoglobulin mit einem 100-
fachen molaren Uberschuss an frisch hergestellter BuUrBu-Stammlésung (in DMSO)
versetzt. Es wurde zudem die I6sliche Fraktion eines E.coli-Zelllysates verwendet, wel-
che auf eine Konzentration von 1 mg/ml Gesamtprotein eingestellt wurde und mit einer
Endkonzentration von 5 mM BuUrBu versetzt wurde. Die Reaktionen wurden bei 4 °C
far 120 min durchgefuhrt und anschlielend durch die Zugabe von NH;HCO3 (Endkon-
zentration 20 mM) beendet. Die Reaktionsansatze wurden einer enzymatischen Proteo-
lyse in Losung (3.2.3.4) unterzogen und die entstandenen Peptidgemische mittels
LC/MS/MS (3.2.5.1) analysiert.
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3.2.5 Massenspektrometrische Methoden

3.2.5.1 Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-Massenspektrometrie

Die komplexen Peptidgemische wurden vor der massenspektrometrischen Analyse mit-
tels Nano-HPLC chromatographisch getrennt. Die Analytldsungen wurden mit einem
programmierbaren Probengeber in eine Probenschleife tberfihrt und auf eine 5 mm-
Vorsdule (C18) aufgetragen. Die Proben wurden durch 15-minutiges Waschen mit 0,1
% (v/v) TFA bei einer Flufirate von 20 pl/min entsalzt. AnschlieBend wurden die Pro-
ben mit 100 % (v/v) FlieBmittel A (3.1.7) und einer Flurate von 300 nl/min auf eine 15
cm-Trennséule (C18) eluiert und mit einem 30-bis 300-mindtigen Gradienten von 0 %
(v/v) FieBmittel B (3.1.7) auf 25 bzw. 35% (v/v) B getrennt. Anschlielend wurden mit
einem 5-min(tigen-Gradienten von 25% (bzw. 35%) bis 85% B hydrophobe Peptide
eluiert. Nach 5-minitigem Spulen mit 85% B wurde das System fiir 15 min mit 100 %
(v/v) A &quilibriert, um die néchste Probe zu applizieren. Die Trennung der Peptide
wurde durch die Aufzeichnung des Totalionenstroms verfolgt. Auf eine Detektion des
UV-Signals bei 214 nm wurde zu Gunsten eines geringeren Totvolumens verzichtet.
Das Nano-HPLC-System war direkt Uber eine Nano-ESI-Quelle (3.1.2.2) an das Orbit-
rap Fusion-Massenspektrometer gekoppelt. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte
iiber den gesamten Zeitraum der Trennung. Fiir die LC/MS-Analysen wurden Uber-
sichtsmassenspektren in einem Massenbereich von m/z 300-2000 bei einer Auflésung
von R = 120.000 bei m/z 200 registriert. Datenabhangig wurden nach jedem Ubersichts-
scan flr funf Sekunden die Signale mit den hochsten Intensitdten einzeln mit einem
Massenfenster von 2 u isoliert und bei einer normalisierten Fragmentierungsenergie
(NCE, normalized collision energy) von 29% mittels HCD fragmentiert. Dabei wurden
nur Signale mit Ladungszustdnden zwischen +2 und +8 ausgewahlt. Die Detektion der
Fragmentionen erfolgte in der Orbitrap mit einer Auflésung von R = 15.000. Zur Erfas-
sung auch gering abundanter Signale, wurden bereits fragmentierte Signale automatisch
auf eine Ausschlussliste gesetzt und fur 60 s nicht fragmentiert. Diese Bedingungen
gelten fur die Strukturanalysen von p53 mittels chemischen Cross-Linking. Die Bedin-
gungen zur automatisierten Analyse von Cross-Linking-Produkten mit Hilfe des CID-

spaltbaren Reagenzes BuUrBu sind im Folgenden separat aufgefhrt.
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Automatisierter Arbeitsablauf flr die Analyse von Cross-Linking-Produkten unter Ver-

wendung von BuUrBu

Die beschriebene Nano-HPLC/MS-Methode wurden ebenfalls fiir die systematischen
Fragmentierungsversuche eiungesetzt, doch fur die Selektion der Vorlauferionen, und
deren Fragmentierung wurden verschiedene Methoden angewendet. So wurden daten-
abhangig nach jedem MS-Ubersichtsscan fiir finf Sekunden die héchsten Signale, oder
jene mit der hdochsten Ladung einzeln mit einem Massenfenster von 2 u isoliert und mit-
tels CID (35% NCE), ,,stepped” HCD 29% (+ 3% NCE), ETciD (25 und 30 % NCE als
zusatzliche Aktivierungsenergie) und ETheD (25% und 29% NCE als zusétzliche Akti-
vierungsenergie). Stepped bedeutet in diesem Zusammenhang, dass statt einer definier-
ten normalisierten Kollisionsenergie (NCE 29%), drei verschiedene Kollisionsenergien
(NCE 26%, 29%, 32%) zur Generierung eines Fragmentionenspektrums verwendet
wurden. Es wurden nur Vorlduferionen mit einer Ladung >3 fiir die Fragmentierung
ausgewahlt und die dynamische Ausschlusszeit wurde auf 120 s erhoht (extended dy-

namic exclusion, EDE).

3.2.5.2 Native Massenspektrometrie

Ausgewahlte Proteine und Proteinkomplexe wurden zudem mittels nativer Massenspek-
trometrie analysiert. Hierfir wurden die entsprechenden Proteinlésungen auf eine End-
konzentration von 10 uM eingestellt, bei Bedarf RE-DNA zugegeben (2,5-3 uM) und
bei 4 °C fiir 16h Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Austausch des Puffers
gegen Ammoniumacetat (500 mM, pH 6,8) mittels Zentrifugenfiltrationseinheiten
(3.2.3.1). Cross-Linking-Reaktionsansatze, welche mittels nativer MS weiter analysiert
werden sollten, wurden analog behandelt. Die lonisation der Proben erfolgte mittels
Nano-ESI. Es wurden selbst hergestellte, goldbeschichtete Borosilikatglas-Kapillaren
verwendet, mit je 5 pl Analyt-Losung beftllt und in die dafir vorgesehen Halterung der
Quelle eingebracht wurden. Zur Initiation des Elektrospray-Prozesses wurde ein leichter
Druck an der Kapillare mittels einer Spritze erzeugt. Es wurden eine Kapillarspannung
von 12-1,4 kV und eine Sample-Cone-Spannung von 120-160 V angelegt (1.5.3.2, Abb.
1.8). Der Druck wurde abhangig von der zu untersuchenden Probe im Quellenbereich
des Massenspektrometers (p1, Abb. 1.8) auf 9,2-10 mbar und der Druck in der Kollisi-
onszelle (p3, Abb. 1.8) auf 1-2 x 10 mbar eingestellt. Der Transmissionsbereich im
TOF-MS-Modus (Ubersichtsmassenspektrum) wurde im ,,sweep-Modus* zu Beginn der

Messung festgelegt oder im ,,MS-Profil-Modus* wahrend der Messung justiert. Die
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Beschleunigungsspannung in der Kollisionszelle bewegte sich im Bereich von 30-60 V
fir Ubersichtsmassenspektren. Fir Dissoziationsexperimente wurde in den ,, TOF-
MS/MS-Modus* (CID) gewechselt. Es konnte nun ein Signal von Interesse aus dem
Ubersichtsmassenspektrum isoliert werden. Hierfiir wurde die Extraktorspannung (Abb.
1.8) auf 5-15 V angehoben und die Beschleunigungsspannung in der Kollisionszelle bis
auf 180 V erhoht. Kalibriermessungen mit Césiumiodid (Csl) dienten zur Uberpriifung
der Signale, ihre Auflésung und Massengenauigkeit sowie zur Nachkalibrierung der
Datensétze. Die Experimente zur nativen MS wurden partiell von Vanessa Flegler im
Rahmen ihrer Masterarbeit in der Abteilung Pharmazeutische Chemie und Bioanalytik
unter Anleitung durchgefihrt [156].

3.2.6 ldentifizierung von Cross-Linking-Produkten

Die Identifizierung Cross-Linking-Produkten erfolgte unter Nutzung der Software
StavroX [160]. Bei Verwendung des spaltbaren BuUrBu wurde das fur MS/MS-
spaltbare Cross-Linker entwickelte Programm MeroX verwendet [137]. Aus den mas-
senspektrometrischen Rohdaten wurden mit dem Programm Proteome Discoverer mgf
(Mascot generic format)-Dateien erstellt. Die in den mgf-Dateien enthaltenen, experi-
mentell ermittelten Massen wurden durch StavroX bzw. MeroX mit einer Liste der the-
oretischen Cross-Linking-Produkte abgeglichen, welche die beiden Programme wéh-
rend des Suchprozesses selbst erstellen. Fiir den Abgleich wurden eine maximale Mas-
senabweichungen von 3 ppm fir die Vorlauferionen bzw. 10 ppm fir die Fragmentio-
nen, sowie ein Signal-Rausch-Verhéltnis von mindestens zwei eingestellt (S/N > 2).
Endoproteasen mit definierten Schnittstellen sowie Reaktionsstellen (Aminoséuren) fir
Cross-Linker wurden entsprechend dem verwendeten Datensatz definiert. Des Weiteren
wurden als mdgliche Modifikationen die Carbamidomethylierung von Cysteinen und
die Oxidation von Methioninen beriicksichtigt. Die Ubersichtsspektren sowie die Frag-
mentionenspektren der durch StavroX ermittelten potentiellen Vernetzungsprodukte
wurden manuell Gberprift. Fir MeroX wurde der RISE-Modus (Reporter lon Scan
Event) genutzt. Dieser beriicksichtigt nur die Fragmentionenspektren, welche das cha-
rakteristische Dublett, resultierend aus der Fragmentierung des BuUrBu-Linkers auf-
weisen (Abb. 1.11). Bei der Suche mit MeroX wurden die Ergebnisse statistisch anhand
einer Falsch-Positiv-Rate (FDR, false discovery rate) gefiltert. Hierbei wurden nur
Cross-Linking-Daten mit einer FDR < 5% als korrekt bewertet. Diese wurden anschlie-

Rend manuell verifiziert.
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4.1  Herstellung des humanen Volllangen-Wildtyp-p53

Um rekombinantes, humanes p53 aus E. coli zu gewinnen, wurde es mit N-terminalem
HLT-Tag (His-Lipoyl-TEV) exprimiert (Abb. 4.1). Dieser setzt sich aus einer Okta-
histidin-Sequenz, gefolgt von der ersten Lipoyl-Doméne der Dihydrolipoyl-
Transacetylase (E2p) des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes von Bacillus stearother-

mophilus und einer TEV-Schnittstelle zusammen [161].

500! 1000/ 15001

[ I V> M p53 WT
8xHis | TGATAA

Abb. 4.1: Ausschnitt aus der Plasmidkarte von HLT_p53FL_pET28a. Der obere Bereich zeigt die
schematische Darstellung eines Ausschnittes der Plasmid-DNA (schwarz) und dem sich darauf befinden-
den offenen Leseraster (orangener Pfeil). Im unteren Bereich sind detailliert die Bestandteile des offenen
Leserasters gezeigt. Dieser setzt sich aus einem Oktahistidin-Sequenz (8xHis), der Lipoyl-Doméne mit
Glu-Phe-Linker (LD), einer TEV-Schnittstelle (TEV) und dem humanem p53-Gen (p53_WT) zusammen.

Das verwendete Plasmid wurde als Plasmidpraparation auf Filterpapier von Bastian
Bréuning (Weizmann Institute, Rehovot, Israel) zur Verfligung gestellt. Es wurde mit
TE-Puffer eluiert und chemisch kompetente E.coli DH5a-Zellen damit transformiert
(3.2.1.2). Eine Ubernachtkultur (5 ml) wurde zur erneuten Praparation der Plasmid-
DNA verwendet (3.2.1.3). Nach Bestéatigung der gewiinschten Sequenz mittels DNA-
Sequenzierung (3.2.1.7) wurden ebenfalls chemokompetente E.coli BL21(DE3)-Zellen

mit der bestatigten Plasmid-DNA transformiert und Kryokulturen angelegt.
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4.1.1 Expression von HLT-p53 und *°N-markiertem HLT-p53

Die Expression von HLT-p53 und **N-markierten HLT-p53 wurde, wie in 3.2.2.1 be-
schrieben, durchgefiihrt. Fir die Expressionskultur zur Herstellung des nicht-
markiertem HLT-p53-Fusionsproteins konnten 6-10 g Biofeuchtmasse pro Liter ver-
wendetes Medium erhalten werden. Firr die Herstellung von **N-markiertem HLT-p53
wurden 6-8 g Biofeuchtmasse geerntet.

Die SDS-PAGE-Analyse der Testexpression (Abb. 4.2) in beiden Medien zeigte, dass
sowohl die °N-markierte Variante (M9), als auch nicht-markiertes **N-Fusionsprotein
(2 x YT) zu einem hohen prozentualem Anteil 16slich und in ausreichenden Mengen

exprimiert werden konnten.

14 15
N-HLT-p53 N-HLT-p53
M T L U T L U

kDa
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Abb. 4.2: Expressionstest des HLT-p53-Fusionsproteins in 2 x YT-Vollmedium (nicht-markiertes HLT-
p53) und M9-basiertem Mineralsalzmedium (**N-markiertes HLT-p53). Die entnommenen Proben der
Testexpressionen wurden anhand der Zellzahl normiert, mittels Ultraschall lysiert und fraktioniert. Auf-
getragen wurden gleiche Volumina von Gesamtlysat (T), I6slichem Uberstand (L) und unléslicher Frakti-
on (U).

4.1.2 Reinigung von HLT-p53 und **N-markiertem HLT-p53

Vorversuche zur Reinigung des '°N-markiertem und nicht-markierten HLT-p53-
Fusionsproteins zeigten, dass eine vierstufige Reinigungsstrategie am geeignetsten zur
Gewinnung des Zielproteins war. Alle Reinigungsschritte wurden bei 4 °C durchge-
fiihrt, da es sich bei p53 um ein thermolabiles Protein handelt. Als initialer Schritt wur-
de eine Affinitatschromatographie mittels einer IMAC durchgefiihrt (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Affinitatschromatographischer Schritt (IMAC) der Reinigung von HLT-p53. a) Chromato-
gramm der IMAC mit Imidazol-Stufengradienten-Elution: Dargestellt sind die Phasen des Reinigungs-
schrittes bestehend aus Probenapplikation (L), einem Waschschritt (W) und der Elution (E). Die Markie-
rungen (rote Striche) im Chromatogramm zeigen die Zeitpunkte der Probenentnahme an. Die UV-
Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm (blau) und die Konzentration des Elutionspuffers in %
(grin) sind aufgetragen. b) Korrespondierende SDS-PAGE-Analyse zur Verfolgung des IMAC-
Reinigungsschrittes. Aufgetragen wurden variable Volumina von Gesamtlysat (T), ldslicher Fraktion des
Zelllysates (L), Waschfraktionen (W) und Elutionsproben (E). Zuséatzlich wurde ein GréRenstandard (M)
mitgefihrt.
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Die Probe wurde in Anwesenheit von 20 mM Imidazol zweimal zu je 10 ml injiziert (L
und L, Abb 4.3), um eine unspezifische Bindung von Histidin-reichen E.coli-Proteinen
zu minimieren. Die Elution erfolgte mit 320 mM Imidazol und wurde mittels UV-
Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm verfolgt. Die FPLC-Fraktionen wurden
mittels SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.3 b).

Wie die SDS-PAGE-Analyse zeigt, konnten mit der ersten Stufe des Elutionsgradienten
(Abb. 4.3 Waschfraktionen W1-W3) einige unspezifisch gebundene Proteine des Wirts-
organismus erfolgreich vom Zielprotein getrennt werden. Die Analyse der Elutionsfrak-
tionen E; und E; wiesen jeweils ein deutliches Signal bei einem apparenten Molekular-
gewicht von ca. 70 kDa auf, welches dem Fusionsprotein HLT-p53 zugeordnet werden
konnte. HLT-p53 besitzt ein Molekulargewicht von 56,2 kDa und wies demzufolge ein
Migrationsverhalten auf, was nicht dem Molekulargewicht entsprach. Es ist bekannt,
dass p53 (43,8 kDa ) bei einem apparenten Molekulargewicht von 53 kDa mittels SDS-
PAGE-Analyse detektiert werden kann. Demzufolge kann auch das Fusionsprotein bei

einem hoheren apparenten Molekulargewicht detektierbar sein.

Die Identitét des Zielproteins wurde mittels enzymatischer Proteolyse im Gel und Nano-
HPLC/Nano-ESI-MS/MS uberpriift. Dabei konnte die Sequenz des HLT-p53 mit einer
Abdeckung von 95% bestétigt werden (Abb. 4.4). Die Fraktionen des Elutionspeaks
zwischen einem Elutionsvolumen von 65-72 ml (Abb. 4.3) wurden vereinigt und fur

den weiteren Reinigungsverlauf auf ein VVolumen von 4,0-4,5 ml konzentriert.

1 HE H EFS FKL, PDIGEGIHEG F KPG DEVNEDDVLC EVONDEAVVE
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Abb. 4.4: Identifizierung des HLT-p53-Fusionsproteins anhand der Aminosauresequenz. Der N-
Terminus ist schwarz, der Oktahistidin-Sequenz hellblau, die Lipoyl-Doméne grau, Spacer orange, die
TEV-Spaltstelle lila und p53 griin eingeféarbt. Die Sequenzbereiche, die massenspektrometrisch bestatigt

wurden, sind rot unterstrichen.
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Es folgte eine GrolRenausschlusschromatographie als zweiter Schritt der Reinigung. Der
Trennbereich der verwendeten Sdule (3.1.2.1) liegt mit 10-600 kDa im Bereich der zu
trennenden Proteinspezies. Der Verlauf der Chromatographie wurde durch Aufzeich-
nung der UV-Absorption bei 280 nm verfolgt (Abb. 4.5 a). Nach Erreichen des Totvo-
lumens (107 ml) wurden 2-ml Fraktionen gesammelt. Es konnten zwei Signale (E; und
E3) bei Elutionsvolumina von 125 ml und 143 ml detektiert werden. Im weiteren chro-
matographischen Verlauf konnten weitere drei Signale (E4-Eg) mit wesentlich geringe-
ren Signalintensitaten detektiert werden. Die Elutionsfraktionen wurden mittels SDS-
PAGE analysiert (Abb. 4.5 b). Die Fraktionen E;-E3 wiesen hauptsachlich ein Protein
mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 70 kDa auf, was dem Zielprotein ent-
sprach. Das Elutionsverhalten der detektierten Spezies korrelierte nicht mit dem Mole-
kulargewicht von HLT-p53. Ein Vergleich mit der Kalibrierung der verwendeten Sdule
(Abb. 4.5 a) zeigte in Bezug auf das apparente Molekulargewicht eine starke Abwei-
chung des HLT-p53 vom erwarteten Molekulargewicht. Die detektierten Spezies, wel-
che mit Molekulargewichten im Bereich 500-550 kDa im Falle von E; bzw. 300-400
kDa im Falle von Ejz korrelieren, schienen einen wesentlich héheren hydrodynamischen
Radius aufzuweisen als fur ein Protein mit einem Molekulargewicht von 56,2 kDa ty-
pisch ware. Unter physiologischen Bedingungen liegt p53 hauptséchlich als Dimer und
Tetramer vor, welche Molekulargewichte von 112,4 kDa, respektive 224,8 kDa, aufwei-
sen. Weiterhin handelt es sich bei p53 um ein IDP, was einen deutlich vergrof3erten
hydrodynamischen Radius sowohl des Monomers, als auch der Dimere und Tetramere
zur Folge haben kann. Aus den aufgeftihrten Griinden wurden die gesammelten Frakti-
onen (E;-E3) zwischen 115 ml und 160 ml vereinigt, konzentriert und fur die folgende
Abspaltung des HLT-Tags mittels TEV-Protease verwendet. Der Erfolg der enzymati-
schen Reaktion wurde mittels SDS-PAGE verfolgt (Abb. 4.6 b). Mit den gewahlten
Bedingungen konnte eine Effizienz der Spaltungsreaktion von nahezu 100% beobachtet
werden. Das groRere Spaltprodukt des Fusionsproteins erschien bei einem apparenten
Molekulargewicht von 53 kDa (p53) und das kleinere Spaltprodukt (HLT-Tag; MG:
12,4 kDa) migrierte mit der Laufmittelfront. Die verwendete TEV-Protease besitzt ein
Molekulargewicht von 48 kDa und war, da nur sehr geringe Mengen eingesetzt wurden,
nach der SDS-PAGE-Analyse im Gel nicht sichtbar.
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Abb. 4.5: GroBRenausschlusschromatographischer Schritt (SEC) der Reinigung von HLT-p53. a)
Chromatogramm der SEC: Rote Striche zeigen die Probenentnahme wéhrend der Elution (E;-Eg). Das
Chromatogramm zeigt die UV-Absorption bei 280 nm (blau). Im Einschub ist die Kalibriergerade zur
Abschatzung der Molekulargewichte dargestellt. b) SDS-PAGE-Analyse zur Verfolgung der Reinigung.

Aufgetragen wurden identische Proben-Volumina (E). Zusatzlich wurde ein GrdRenstandard (M) mitge-
fahrt.
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Zur Abtrennung des HLT-Tags und der TEV-Protease vom Zielprotein p53 wurde ein
weiterer groRenausschlusschromatographischer Trennschritt unter identischen Bedin-
gungen wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Der Verlauf der Chromatographie wurde
durch Aufzeichnung der UV-Absorption bei 280 nm verfolgt (Abb. 4.6 a). Das Chroma-
togramm zeigt ein Signal mit einem Intensitatsmaximum bei 145 ml, was mit einem
Molekulargewicht von ca. 300-400 kDa korreliert. Das Signal bei einem Elutionsvolu-
men von 124 ml ist nun stark vermindert. Weiterhin wurden zwei zusatzliche Signale
detektiert. Eines bei ~250 ml (E3), wobei es sich um den HLT-Tag handeln kénnte, und

ein weiteres bei 285 ml, welches nicht weiter analysiert wurde.

Auch hier korrelierte das chromatographische Verhalten nicht mit dem apparenten Mo-
lekulargewicht in der SDS-PAGE-Analyse (Abb. 4.6). Die Elutionsfraktionen der Sig-
nale E; und E, (Abb. 4.6) wurden vereinigt und mittels Zentrifugenfiltrationseinheiten
konzentriert und als 200 pl-Aliquots (10-15 pM) nach Schockfrieren in flissigem Stick-
stoff bei -80 °C gelagert. Es wurde eine Probe fir eine proteolytische Spaltung mit an-
schlieRender Nano-HPLC/Nano-ESI-MS/MS-Analyse entnommen, um die Identitat des
Zielproteins zu verifizieren und auf eventuelle Verunreinigungen mit E.coli-Proteinen
zu untersuchen. p53 wurde mit einer Sequenzabdeckung von 88% identifiziert (Abb.
A2). 1668 Fragmentionenspektren konnten p53 zugeordnet werden. Die abundanteste
Verunreinigung stellte das Chaperon DnaK (69,1 kDa), mit einer Sequenzabdeckung
von 62,85 % dar. f-Galactosidase (116,4 kDa), Chaperon DnaJ (41 kDa) und Chapero-
nin GroL1 (57,3 kDa) komplettieren die Auswahl an Verunreinigungen, welche bei ent-
sprechenden apparenten Molekulargewichten gefunden wurden (Abb. 4.6 v.T. und
n.T.). Weitere Verunreinigungen wurden in so geringem MaRe identifiziert, dass sie

vernachlassigt wurden.

Die Reinigung wurde analog fur *N-markiertes p53 mit vergleichbarem Ergebnis
durchgefiihrt. So konnten fiir p53 durchschnittlich 1,5 mg Protein und fiir *N-
markiertes p53 durchschnittlich 1,1 mg Protein pro Liter Expressionsmedium gewonnen

werden.
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Abb. 4.6: GrolRenausschlusschromatographischer Schritt nach Abspaltung des HLT-

Tags: a) Chromatogramm der SEC: rote Striche zeigen die Probenentnahme wahrend der Elution (E;-
E¢). Das Chromatogramm zeigt die UV-Absorption bei 280 nm (blau). Im Einschub ist die Kalibriergera-
de abgebildet. b) SDS-PAGE Analyse zur Verfolgung der Reinigung. Analysiert wurden die Proben vor
TEV-Spaltung (v.T.) und nach Spaltung (n.T.), die aufgetragene Probe (L) und Elutionsfraktionen (E).
Zusatzlich wurde ein GroRenstandard (M) mitgefiihrt.
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4.1.3 Funktionsstudien des gereinigten p53 mittels nativer MS

Nach jeder Reinigung wurde p53 auf seine Funktionalitit geprift. Hierflir wurden zwei
Kriterien herangezogen: 1) Die F&higkeit zur Tetramerisierung, um die Funktion und
korrekte Faltung der Tetramerisierungsdomane zu tberprifen; 11) die Fahigkeit der spe-
zifischen DNA-Bindung, um die Funktion und Faltung der zentralen DNA-
Bindedomane (DBD) richtigzustellen. Beide Doméanen sind die einzigen geordneten
Doménen in p53 und sollten somit einen Indikator fiir die erfolgreiche Reinigung von

funktionellem p53 darstellen.

4.1.3.1 Tetramerisierung des gereinigten p53 in Abwesenheit von Response-Element-
DNA

Die Tetramerisierung von p53 wurde mittels nativer MS Uberprift. Es wurden nur Sig-
nale im m/z-Bereich 3000-8000 detektiert, welche den nativen p53-Spezies zugeordnet
werden konnten (Abb. 4.7). Im m/z-Bereich tber 8000 wurden keine Signale detektiert,
wodurch p53-Multimere mit héheren Oligomerisierungsgraden ausgeschlossen werden
konnten. Unterhalb von m/z 3000 konnten ebenfalls keine Signalverteilungen mit hohen
Ladungszustanden detektiert werden, die auf denaturiertes p53 hindeuten wirden. p53
selbst konnte in vier Hauptladungsverteilungen gefunden werden. Die experimentell
bestimmten Molekulargewichte der unterschiedlichen p53-Spezies zeigten nach Kalib-
rierung der Spektren eine Abweichung von durchschnittlich 3 u von den berechneten
Werten. Wie in Abbildung 4.7 gezeigt, konnten die Signale der monomeren Spezies
(43,9 kDa) mit Ladungen von 12+ bis 15+, einem Dimer (87,8 kDa) mit Ladungen von
18+ bis 23+, einer trimeren Spezies (131,7 kDa) mit Ladungen von 25+ bis 28+ und
dem Tetramer (175,7 kDa) mit einer Ladungsverteilung von 26+ bis 32+ zugeordnet
werden. Zusatzlich wurden Signale fur DnaK (69,0 kDa), welches bereits als Verunrei-
nigung bekannt war, beobachtet. Signale, die einem Protein oder Proteinkomplex mit
einem Molekulargewicht von ca. 145 kDa entsprechen, wurden ebenfalls detektiert.
Hierbei kdnnte es sich um das bifunktionelle Protein PutA (143,8 kDa) oder um einen
Komplex aus mehreren Proteinen handeln. Um dies zu prufen, wurde versucht, das 27-
fach positiv geladene lon dieser Spezies bei m/z 5350 zu isolieren und mittels Dissozia-
tionexperimenten zu prifen, ob es sich um einen Komplex handelt. Allerdings war eine
Isolierung des Signals mit ausreichender Intensitat nicht méglich. Zur Bestéatigung der
Identitat des p53-Tetramers wurde die 29-fach positiv geladene lonenspezies bei m/z
6150 fur weiterfuhrende kollisionsinduzierte Dissoziationsexperimente (MS/MS) aus-
gewaéhlt (Abb. 4.8).
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Abb. 4.7: Natives Massenspektrum von p53 in Abwesenheit von DNA: Es sind sowohl das p53 Mono-
mer (rot), als auch die verschiedenen Oligomere, wie Dimer (hellblau), Trimer (orange) und Tetramer

(grun) detektierbar. Neben den p53 zugeordneten Signalen, wurden Signale fiir DnaK (gelb) und eine

nichtidentifizierte Spezies (schwarz) beobachtet. CE=Kaollisionsenergie.
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Abb. 4.8: Fragmentionenspektrum des 29-fach positiv geladenen p53-Tetramers in Abwesenheit von
DNA: Das isolierte p53-Tetramer (griin) dissoziiert in ein hochgeladenes Monomer (rot) und ein Trimer

(orange), welches die Restladung tragt. CE=Kaollisionsenergie.

Durch sukzessive Erhéhung der Beschleunigungsspannung in der Kollisionszelle von

60 V auf 120 V konnte aus dem p53-Tetramer ein hochgeladenes p53-Monomer (16-

bis 21-fach positiv geladen, m/z 2100-2700) entfernt werden. Auch das resultierende

Trimer, welches die restlichen Ladungen der urspriinglichen tetrameren lonenspezies
trug (Abb. 4.8), wurde detektiert (10-bis13-fach positiv geladen, m/z 10000-13500). Die
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Signalintensitaten des Trimers sind in diesem Beispiel sehr gering, da die lonenoptik

auf die Fokussierung des resultierenden Monomers optimiert war.

4.1.3.2 Spezifische DNA-Bindung des gereinigten p53

Ein weiteres Kriterium fir die Funktionalitat des gereinigten p53 stellt die spezifische
DNA-Bindung dar. Diese ist ein Indikator fiir eine funktionale DBD. Dafur wurde ge-
reinigtes p53 mit spezifischer RE-DNA versetzt und fir 10 bis 16 Stunden bei 4 °C in-
kubiert. AnschlieBend wurden die massenspektrometrischen Untersuchungen, wie zuvor
beschrieben, vorbereitet und durchgefuhrt (3.2.5.2). Als DNA diente ein artifizielles
Response-Element (REP; 3.1.4), welches mit einer hoheren Affinitat gebunden wird als
das affinste natlrlich vorkommende Response-Element [162]. Dieses besteht aus zwei
typischen Halbseiten flankiert von einem ,,CGC*-Triplet, um die Hybridisierungseffizi-
enz zu steigern und eine Selbsthybridisierung zu verringern. Parallel dazu wurde das
natlrlich vorkommende Response-Element p53R2 (REI; 3.1.4) verwendet, welches ein
Ribonukleotidreduktase-kodierendes Gen kontrolliert [163]. Die erfolgreiche Hybridi-
sierung beider DNA-Fragmente ist im Anhang (Abb. A3) dargestellt. Die Aufzeichnung
der nativen Massenspektren in Anwesenheit von RE-DNA wurde analog zu den bereits
in 4.1.3.1 beschriebenen Experimenten durchgefuhrt. Wiederum konnten Signale fur
das p53-Monomer (rot), Dimer (hellblau) und Trimer (orange) in identischen Ladungs-
verteilungen, wie in 4.1.3.1 beschrieben, detektiert werden. Die Ladungsverteilung fur
das p53-Tetramer wies eine Verschiebung zu héheren m/z-Werten zwischen 5700 und
8000 auf (Abb. 4.9). Die experimentelle Masse dieser Spezies betrug 191,6 kDa, was
einer Massenverschiebung von 15,9 kDa im Vergleich zu den Analysen ohne RE-DNA
entsprach. Dabei handelte es sich exakt um das Molekulargewicht des verwendeten
Response-Elements (REP). Zusatzlich wurden Signale fir ein Dimer (m/z 4500-5750)
und ein Trimer (m/z 5250-6750) im Komplex mit RE-DNA beobachtet. Die Signale des
Trimers wiesen vergleichsweise geringe Intensitaten auf. Die Signalintensititen des
DNA-gebundenen Dimers entsprachen annéhernd der des ungebundenen Dimers. Da
identische Messbedingungen wie bei den Proben ohne DNA verwendet wurden, lies
sich eindeutig eine Verschiebung der relativen Signalintensitaten zu Gunsten der tetra-

meren p53-Spezies im Komplex mit RE-DNA erkennen.

65



4 Ergebnisse

100+ .
®® p53-Dimer CEB0V 28+
_@® p53-Dimer + DNA g =
pS3-Trimer
— p53-Trimer + DNA .
1 -8 p53-Tetramer + DNA
DnaK
| 27+
|
® 31+
13+ 15+ 32
L] 27+ g, 33+ *24+ l ‘ ‘
p % 25 24+t6. 25+ ] |£ ‘ ‘ M
1:' w 14+ 26+_2&'_ 19+ | ‘18+_-1-_ ‘ | 22 | ‘
PRl |
Ky 2&‘ 2.‘.* Zw M }125— 3 { * :‘ ‘ B {‘ h ‘
| il ‘ ‘
I\
15+ lJ \! i V \J y A_JJK_J\" ' \U u P’\J‘ J\«.’N | \ JI
T A\ _JL_M\JU-FJ‘-——)JJ‘J MWL RPN N\‘“ Y N o

3000 3500 “4000 4500 5000 5500 6000 6500 ‘7000

Abb. 4.9: Natives Massenspektrum von p53 in Anwesenheit von RE-DNA: p53-Monomer (rot), p53-
Dimer mit RE-DNA (dunkelblau) und ohne RE-DNA (hellblau), p53-Trimer mit und ohne RE-DNA
(orange) und p53-Tetramer im Komplex mit RE-DNA (griin) sind detektierbar. Neben den p53 zugeord-

neten Signalen wurde DnaK (gelb) identifiziert. CE=Kaollisionsenergie.

Da bekannt ist, dass p53 unspezifisch an DNA (ber seine basische, C-terminale, regula-
torische Domane binden kann, musste dies ausgeschlossen werden. Diese unspezifische
DNA-Bindung ist jedoch wesentlich schwacher im Vergleich zur spezifische DNA-
Bindung der DBD [82, 83]. Ein Indiz fiir eine spezifische DNA-Bindung war das Feh-
len einer p53-Monomer-Spezies mit gebundener DNA. Um diese Vermutung zu besté-
tigen, wurde zusatzlich die 30-fach positiv geladene, tetramere lonenspezies (m/z 6450)
selektiert und in einem MS/MS-Experiment dissoziiert (Abb. 4.10). Hierbei konnten
hochgeladene, monomere p53-Spezies aus dem Komplex entfernt werden, wozu eine
Kollisionsenergie von mind. 130 V notwendig war. Zusatzlich zu den Signalen des p53-
Monomers (16- bis 21-fach positiv geladen, m/z 2100-2700) wurde bei dieser Kollisi-
onsenergie bereits eine Fragmentierung des Proteinriickgrates beobachtet. Vergleicht
man diese Ergebnisse mit den oben beschriebenen MS/MS-Experimenten des DNA-
freien Tetramers (4.1.3.1), bei denen eine Kollisionsenergie von 120 V zur Dissoziation
des Tetramers ausreichte, kann man schlussfolgern, dass das p53-Tetramer im Komplex
mit der eingesetzten RE-DNA eine hohere Stabilitat aufweist als das DNA-freie Tetra-
mer. Dies unterstreicht, dass es sich um eine spezifische DNA-Bindung handelt. Fr
unspezifisch gebundene DNA wurde bei einer geringeren Kollisionsenergie die Disso-
ziation der DNA vom p53-Tetramer erwartet, was zu einer Verschiebung der Tetramer-
Signale zu geringeren m/z-Werten gefuhrt hatte. Analoge Untersuchungen wurden mit
dem zweiten Response-Element (REI, Anhang Abb. A4), sowie mit *>N-markiertem
p53 durchgefihrt, was zu identischen Resultaten fuhrte. Auf die weitere Verwendung
von REI wurde aufgrund eines schlechteren Hybridisierungsverhaltens im Vergleich zu
REP verzichtet (Anhang Abb. A3).
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Abb. 4.10: Fragmentionenspektrum des 29-fach positiv geladenen p53-Tetramers in Anwesenheit von
RE-DNA: Das isolierte p53-Tetramer (grin) dissoziiert in hochgeladenes Monomer (rot). AuRerdem

werden Fragmentionen des Proteinriickgrates detektiert (schwarze Sterne). CE=Kaollisionsenergie.

Somit wurde mit Hilfe nativer Massenspektrometrie die Funktionalitat im Hinblick auf
Tetramerisierung und DNA-Bindung des gereinigten, humanen Volllangen-Wildtyp-
p53 bestétigt. Damit konnte das gereinigte p53 fir die Strukturaufklarung mittels Cross-

Linking/MS verwendet werden.
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4.2 Untersuchungen zur Tetramerisierung von p53 mittels nativer
MS

Es ist bekannt, dass p53 seine Funktion als Transkriptionsfaktor nur als Homotetramer
ausfiihren kann [40]. Diese Tetramerisierung wird in der Regel von mehreren Faktoren
wie Konzentration, posttranslationalen Modifikationen (PTMs), Temperatur und dem
Vorhandensein spezifischer RE-DNA, beeinflusst. Fir strukturelle Untersuchungen an
p53 ist daher von vorrangiger Bedeutung, wie sich das p53-Tetramer unter bestimmten
Bedingungen in vitro verhélt. Die folgenden Experimente sollten Aufschluss dartiber
geben ob sich die Assoziation von p53-Tetrameren in An- und Abwesenheit von
Response-Element-DNA grundlegend voneinander unterscheidet.

Fur die Untersuchung der Tetramerisierung von p53 wurden aquimolare Mischungen
aus nicht-markiertem und **N-markiertem p53 verwendet. Fiir Messungen in Anwesen-
heit von RE-DNA (REP) wurde dieses direkt zum Zeitpunkt der Mischung von **N-p53
und *N-p53 hinzugegeben. Unabhangig von der DNA-Zugabe wurden die Gemische
fur mindestens 10 Stunden bei 4 °C inkubiert, um die Bildung von gemischten p53-
Dimeren und -Tetrameren zu gewabhrleisten. Die resultierenden nativen Massenspektren
sind in Abbildung 4.11 dargestellt. Sowohl in An- als auch in Abwesenheit von RE-
DNA konnten Signale fur p53-Monomere, -Dimere, -Trimere und -Tetramere als ein-
heitliche *>N- und **N-Spezies (Abb. 4.11) erhalten werden. Zudem wurden Signale fiir
DnaK detektiert. p53-Dimer und -Tetramer wiesen die hdchsten relativen Signalintensi-
taten auf. Zusétzlich wurde in Anwesenheit von RE-DNA ungebundenes p53-Tetramer
detektiert, was auf eine zu geringe Konzentration an RE-DNA hindeutet. DNA-Bindung
wurde sowohl flr das p53-Dimer als auch das Tetramer beobachtet. Die Verteilung der
Signale und ihre relativen Intensitaten fir isotopenreine und gemischt-isotope Spezies

entsprachen allerdings nicht den theoretisch erwarteten Werten.
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Abb. 4.11: Native Massenspektren einer &quimolaren Mischung aus nicht markiertem und **N-
markiertem p53 a) in Abwesenheit und b) Anwesenheit von RE-DNA. Sowohl reine **N-p53-(rot) und
N-p53-(blau) Spezies als auch Mischspezies wurden detektiert. Es wurden ebenfalls Signale fur nicht
markiertes (orange) und **N-markiertes DnaK (gelb)beobachtet. Abbildung entnommen aus [146]

Bei der Ausbildung eines Homotetramers bei kompletter, statistischer Durchmischung
von °N- und *N-Spezies ergabe sich eine Intensitatsverteilung von 1:4:6:4:1 (*'N, :
YINGN YNNG - NN 0 °N,) und entsprechend eine 1:2:1-Verteilung (YN :
NN : °N) fiir das korrespondierende Dimer (Abb. 4.12). Stattdessen wurde fir das
p53-Dimer nahezu keine “*N*°N-Mischspezies detektiert (ca. 1:0,2:1-Verhaltnis). Das
p53-Tetramer wies eine 1:2:1-Verteilung (**N4: NN, : *°N4 ,Abb.4.11 und 4.12) und
das p53-Trimer eine 1:1:1:1-Verteilung (**N3 : NN : NN, : **N3) der Signale auf.

Die beobachtete Verteilung des p53-Tetramers von 1:2:1 zeigte, dass es sich hier um
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eine Dimerisierung initial gebildeter Dimere handelte und dass auch nach langerer In-
kubation (Uber Nacht) bei 4 °C nahezu kein Austausch der monomeren p53-
Untereinheiten erfolgte.
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Abb. 4.12: Theoretische und experimentelle Intensitatsverteilung der Signale fur verschiedene p53-
Mischspezies. Die Signalverteilung wird durch die Isotopenmarkierungsstrategie erhalten. Abbildung
entnommen aus [146].
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Dieses Szenario eroffnete eine Simplifizierung der Analytik mittels Cross-Linking/MS.
Jeder identifizierte intermolekulare Cross-Link musste sich demzufolge an der Interak-
tionsflache zweier Dimere gebildet haben, die ein Tetramer ausbildeten. Jedoch ergab
sich daraus auch eine zusatzliche Schwierigkeit fur die sichere Identifizierung von in-
tramolekularen Cross-Linking-Produkten, da eine Unterscheidung von intra- und inter-
molekularen Cross-Links innerhalb eines initialen p53-Dimers basierend auf der Isoto-
penmarkierung nicht méglich war. Die Assoziation der Dimere und ihre Orientierung
im p53-Tetramer sind weiterhin nicht ganzlich geklart (Abb. 4.13). Zu diesem Sachver-
halt existieren kontroverse Literaturdaten, so dass die mittels Cross-Linking/MS erhal-
tenen Daten zur Klarung dieser Frage beitragen konnten [101].

«0 @*@@r&
“ 2%

Abb. 4.13: Schematische Darstellung zur p53-Tetramerisation. Theoretische Bildung von p53-
Tetrameren aus Dimeren und deren Umwandlung ineinander. Es assoziieren initiale Dimere aus “°N-

markiertem- (blau) und nichtmarkiertem p53 und bilden tetramere Mischspezies.
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4.3  Strukturaufklarung von p53 mittels Cross-Linking/MS

Aufgrund des IDP-Charakters von p53 existieren nur wenige Strukturdaten des Volllan-
genproteiens. Die erfolgreiche Reinigung von funktionellem, humanen Volllangen-
Wildtyp-p53 in dieser Arbeit ermdglichte es neue Informationen in Form rédumlicher
Distanzbeschréankungen durch Cross-Linking-Experimente zu erhalten. So wurden In-
formationen Uber die Interaktionsflachen von p53-Monomeren innerhalb des aktiven
Tetramers und Einblicke in die Orientierung der intrinsisch ungeordneten Regionen
sowohl im Monomer als auch im Tetramer in An- und Abwesenheit von RE-DNA er-
halten. Aufgrund des hohen Anteils an Lysinen, vor allem in der C-terminalen regulato-
rischen Doméne von p53, wurden homobifunktionelle, aminreaktive Cross-Linker
(BS°G und BuUrBu) verwendet, um strukturelle Einblicke in die C-terminale Region
von p53 zu erhalten (Anhang Abb. A5). Die N-terminale Transaktivierungsdoméne ent-
hélt vor allem saure Aminosauren, wie Asparaginsédure und Glutaminsdure. Diese Do-
maéne sollte mit carboxylreaktiven Cross-Linkern (DMTMM, SDH) untersucht werden.
Zusétzlich enthélt die DBD elf Cysteine, welche als potenzielle Reaktionsstellen des
heterobifunktionellen, sufhydryl- und aminreaktiven Cross-Linkers Sulfo-GMBS dien-
ten (Anhang Abb. A6). Fir die Differenzierung von intramolekularen (innerhalb des
p53-Monomers bzw. initialen Dimers) und intermolekularen (zwischen einzelnen p53-
Monomeren bzw. initialen Dimeren) Cross-Linking-Produkten wurde sich einer Isoto-
penmarkierungsstrategie bedient [164-166]. Dabei wurden nicht-markiertes und *°N-
markiertes p53 in &quimolaren Anteilen gemischt, um die Bildung dimerer und tetrame-
rer Mischspezies zu erlauben. Auf diese Weise sollten topologische Informationen aus
allen Regionen des p53-Monomers, -Dimers und -Tetramers in Anwesenheit und in

Abwesenheit spezifischer RE-DNA erlangt werden.

4.3.1 Cross-Linking-Experimente in Abwesenheit von Response Element-DNA

Die Cross-Linking-Experimente in Abwesenheit von RE-DNA wurden mit Hilfe der
homobifunktionellen, aminreaktiven Reagenzien BS°G und BuUrBu, sowie dem hete-
robifunktionellen, sulfhydryl- und aminreaktiven Sulfo-GMBS durchgefihrt (3.2.4).
Zur Unterscheidung intra- und intermolekularer Cross-Links wurde, wie bereits be-
schrieben, ein dquimolares Gemisch von nicht-markiertem **N-p53 und *°N-markiertem
p53 verwendet. Nach erfolgter Reaktion wurden die Reaktionsansatze mittels eindimen-
sionaler SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Eindimensionale SDS-PAGE der p53-Cross-Linking-Reaktionsansatze in Abwesenheit von
RE-DNA: a) Ergebnis der Gelelektrophorese der Cross-Linking-Reaktion mit 50-fachem molarem Uber-

schuss an BS?G unter Verwendung eines 8%igen SDS-Gels. Zusatzlich wurden Kontrollen ohne Cross-
Linker (*N-p53; ®N-p53) eingesetzt. b) Verlaufe der Cross-Linking-Reaktion von p53 mit BS’°G und
BuUrBu unter identischen Bedingungen mittels Tris-HEPES-Gradientengelen (4-20%). Die unterschied-
lichen p53-Spezies sind markiert: Monomer (A), Dimer (B), Trimer (C), Tetramer (D).

Im Vergleich zu nicht vernetztem p53 konnte in den Cross-Linking-Ansétzen eine Ab-
nahme der Signalintensitaten fur monomeres p53 (A) und das Auftreten von p53-Dimer
(B), Trimer (C) und Tetramer (D) -Signalen beobachtet werden (Abb. 4.14). Entspre-
chende Oligomersignale von p53 wurden fiir die Kontrollen ohne Cross-Linker (Abb.
4.14.3) fiir nicht-markiertes **N-p53 und *°N- markiertes p53 unter den gegebenen Be-
dingungen nicht beobachtet. Durch die Verwendung eines denaturierenden und reduzie-
renden gelelektrophoretischen Trennverfahrens kénnte es sich bei Monomer, Dimer und
Trimer um die so in Losung vorliegenden und durch die Cross-Linking-Reaktion fixier-
ten p53-Spezies oder die durch Zerfall von nicht-kovalent fixierten p53-Tetrameren
entstandenen Spezies handeln. Die Banden entsprechender p53-Spezies wurden an-
schlielend ausgeschnitten und die Proteinkomplexe mittels AspN und Trypsin im Gel
proteolytisch gespalten. Resultierende Peptidgemische wurden mittels LC/MS/MS ana-
lysiert (3.2.5.1). Fur die ldentifizierung der Cross-Linking-Produkte wurden die N-
Termini der Proteine sowie die Seitenketten von Lysinen als reaktive Gruppen beachtet.
Mdgliche Reaktionen mit Hydroxylfunktionen von Serinen, Threoninen oder Tyrosinen
wurden nur bei der Auswertung der mit BS?’G gewonnenen Daten in Betracht gezogen
(3.2.6).
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Fur Sulfo-GMBS konnten keine Cross-Linking-Produkte identifiziert werden, obwohl
ausreichend reaktive Aminosdurereste in tUberbrickbarer Distanz vorhanden waren (An-
hang Abb. A7). Die erhaltenen Daten wurden demnach zur Oberflachenkartierung der
vorhandenen Cysteine verwendet (Anhang Abb. A6 und Tabelle Al). Die Lokalisation
der Cysteine in der DNA-Bindedoméne, sowie die Ergebnisse der kovalenten Markie-
rung mit Sulfo-GMBS sind im Anhang Abb. A6 und A7 sowie Tabelle Al dargestellt.

Die Verwendung einer 1:1-Mischung aus **N-markiertem und nicht-markiertem p53
und die damit moglichen Kombinationen unterschiedlich isotopenmarkierter Peptide
ermoglichte die Unterscheidung zwischen intra- und intermolekularen Cross-Links an-
hand des Auftretens charakteristischer Isotopenmuster. Intramolekulare Produkte wei-
sen nur Signale fur reine N- oder *N-Spezies auf. Bei intermolekular verkniipften
Produkten sind neben reinen Spezies (**N-Peptid/**N-Peptid; “*N-Peptid/*°N-Peptid)
auch Kombinationen aus **N-Peptiden und **N-Peptiden (**N-Peptid/ *>N-Peptid; *N-
Peptid/**N-Peptid) mdglich. Wird ein Cross-Linking-Produkt aus identischen oder tiber-
lappenden Sequenzabschnitten identifiziert, kann dieses nur auf eine intermolekulare
Verknipfung zurtickgefiihrt werden. Abb. 4.15 a zeigt das Vorladuferionenmassenspekt-
rum eines dreifach positiv geladenen Cross-Linking-Produktes mit BS*G aus zwei ver-
schiedenen p53-Peptiden (Peptid 1: KKPL; Peptid 2: DAQAGKEPGGSR). Es enthalt
Signale fir eine reine *N-Spezies (m/z 584,980) und eine reine °*N-Spezies (m/z
592,624). Die Massendifferenz zwischen beiden Spezies betragt 7,64 Th (z = 3, 23 u),
was mit der Anzahl von 23 Stickstoffatomen des Cross-Linking-Produktes korreliert.
Das Fehlen von Signalen fur eine gemischte Spezies zeigt, dass es sich hierbei um ein
intramolekulares Produkt handeln muss. In Abb.4.15 b ist ein intermolekulares Cross-
Linking-Produkt dargestellt. Die Massendifferenz zwischen reiner **N-Spezies (m/z
683,004) und °N-Spezies (m/z 692,642) betragt 9,64 Th (z = 3, 29 u) was der Gesamt-
anzahl von 29 N-Atomen des Cross-Linking-Produktes entspricht. Die beiden Misch-
spezies N/*N (m/z 686,992) und “N/*°*N (m/z 688,654) weisen eine Massendifferenz
von 3,988 Th (z = 3; 12 u) bzw. 5,65Th (z = 3; 17 u) zur reinen **N-Spezies auf, ent-
sprechend der Anzahl an Stickstoffatomen der miteinander verkniipften Peptide (N7 fiir
das a-Peptid, Nj, fiir das B-Peptid). Statistisch sollten die Intensitaten der Signale fur
die Mischspezies die gleichen Intensitaten wie die der reinen **N- bzw. *N-Spezies
aufweisen. Im abgebildeten Spektrum (Abb. 4.15 b) sind die Intensitaten der Mischspe-
zies jedoch deutlich vermindert, was bedeutet, dass der entsprechende Cross-Link auch

intramolekular, oder im Fall von p53, auch intermolekular zwischen zwei Monomeren
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eines initialen, reinen p53-Dimers gebildet wurde. Handelt es sich um Cross-Linking-
Produkte von Peptiden mit identischer Anzahl an Stickstoffatomen oder gar identischen
Sequenzen wie in Abb. 4.15 ¢, sind die ®N/*N- und “N/**N-Mischspezies (m/z
615,030) isobar. Die Massendifferenz zwischen *N- und Mischspezies sowie zwischen
>N- und Mischspezies betragt 4,24 Th (z = 4, 17 u), was der Anzahl an N-Atomen des
Peptides mit der Aminosauresequenz DAQAGKEPGGSR entspricht. Auch fiir dieses
Cross-Linking-Produkt weicht die experimentell ermittelte Intensitétsverteilung (1:1:1)

von der theoretischen (1:2:1) ab.
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Abb. 4.15: Massenspektren ausgewahlter BS?G Cross-Linking-Produkte mit charakteristischen
Isotopenmustern. Die charakteristischen Isotopenmuster aufgrund der Verwendung von *N- und *°N-

markiertem p53 auftreten, hdngen von der Anzahl der vorhandenen Stickstoffatome ab. Massenspektren

sind gezeigt fur Cross-Links zwischen a) zwei verschiedenen Peptiden eines Monomers (intramolekular,

dreifach positiv geladene lonen); b) zwei verschiedenen Peptiden mit unterschiedlicher Anzahl an Stick-

stoffatomen (dreifach positiv geladene lonen) und c) zwei identischen Peptiden mit gleicher Anzahl an

Stickstoffatomen (vierfach positiv geladene lonen).
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Die Verwendung von BuUrBu als Cross-Linking-Reagenz fuhrte zu &quivalenten Er-
gebnissen hinsichtlich der beobachteten Isotopenmuster. Eine Auswahl an Massenspek-
tren, welche fur die BuUrBu-Cross-Linking-Experimente erhalten wurden, ist im An-
hang in Abb. A8 dargestellt.

4.3.1.1 Auswertung der BS*G-Cross-Linking-Daten

Die Cross-Linking-Produkte wurden anhand ihrer Fragmentionenspektren mit Hilfe der
Software StavroX identifiziert [160]. Idealerweise wurden im Verlauf der LC/MS/MS-
Analyse die Fragmentionenspektren der reinen *N- und '°N-Spezies als auch der
YN/®N- Mischspezies sequenziell aufgezeichnet, wodurch eine eindeutige Identifizie-
rung moglich war. Ein charakteristisches Beispiel stellt das intermolekulare Cross-
Linking-Produkt dar, bei dem K-357 des a-Peptides mit der Aminoséuresequenz
DAQAGKEPGGSR mit K-357 eines [-Peptides mit identischer Sequenz aus einem
anderen p53-Monomer verknupft wurde. Dieses Produkt wurde anhand des charakteris-
tischen Isotopenmusters im Vorldauferionenmassenspektrum der vierfach positiv gelade-
nen Spezies, anhand der Signalen bei m/z 610,793 (**N/*N), m/z 615,030 (*N/**N und
N/AN) und m/z 619,267 (*N/*°N) identifiziert (Abb. 4.16 a). Die Fragmentierung der
Vorlauferionen bei m/z 610,793 (**N/**N) und m/z 619,267 (**N/**N) fiihrte jeweils zu
identischen Fragmentierungsmustern und charakteristischen Massendifferenzen identi-
scher Fragmentionen, entsprechend der Anzahl der in den Fragmenten vorhandenen
Stickstoffatome (Abb. 4.16 b und c). Beispielsweise weist das [yso/p] -Fragmention der
Y"N-Spezies (m/z 473,245) und °N-Spezies (m/z 481,221) eine Massendifferenz von 8 u
auf. Dies ist auf die Beteiligung von insgesamt 8 Stickstoffatomen aus den jeweiligen
Aminosduresequenzen (PGGSR) zuriickzufuhren. Die Fragmentierung des Vorlaufer-
ions der gemischten Spezies bei m/z 615,030 (**N/*°N und **N/*N) beweist, dass es sich

um eine intermolekulare Verknipfung handelt (Abb. 4.16 d).
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Abb. 4.16: Identifizierung eines intermolekularen BS?G-Cross-Links zwischen K-357 und K-357 im
p53-Tetramers. a) Ubersichtsmassenspektrum bei einer Retentionszeit von 37,19 min: In der VergroRe-

rung ist das charakteristische Isotopenmuster aufgrund **N-Markierungzu erkennen. b) Fragmentionen-
massenspektrum des vierfach positiv geladenen Vorlauferions bei m/z 610,793 (**N-Spezies); c) Frag-
mentionenmassenspektrum des vierfach positiv geladenen Vorlauferions bei m/z 619,267 (*°*N-Spezies); d)
Fragmentionenmassenspektrum des vierfach positiv geladenen Vorlauferions bei m/z 615,030 (**N/**N-
Spezies und °N/**N-Spezies); **N-Aminosauren sind durch GroBbuchstaben und *°N-Aminosauren durch
Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Die Fragmentionen des b-Typs sind in blau und die des y-Typs in rot
dargestellt. Fragmentionen, die durch eine Umordnung der Aminosauresequenz (,,sequence scramb-

ling**) entstanden sind, sind mit einem * versehen.
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Durch die datenabhéngige Fragmentierung wurden gering abundante Vorlduferionen,
wie die der Mischspezies in Abb. 4.15 b teilweise nicht fragmentiert. In diesem Fall
wurde das Isotopenmuster des Vorlauferions manuell geprift und der experimentelle

m/z-Wert des Vorlauferions mit dem theoretischen abgeglichen.

Auf diese Weise konnten mit Hilfe von BS?G vier intramolekulare (innerhalb der p53-
Monomere oder initialen Dimere) und sieben intermolekulare Cross-Links bei der Ana-
lyse des Tetramersignals der SDS-PAGE (Abb. 4.14 Signal D) identifiziert werden.
Diese sind in Tabelle 4.1 aufgefiihrt. Die kovalente Verknlpfungsstelle kann nur ein-
deutig identifiziert werden, wenn entsprechende Fragmentionen detektiert werden. An-
dernfalls mussen, wie in Tabelle 4.1, mehrfache Angaben bezuglich der mdglichen Ver-
knupfungsstelle gemacht werden. Zusétzlich wurden die moglichen vernetzten Amino-
séuren bei Angabe der Sequenzen von a- und B-Peptid hervorgehoben. Bei den in Ta-
belle 4.1 dargestellten Produkten handelt es sich um einzigartige Cross-Links. Das
heilt, es wurden nicht alle Fragmentionenspektren, die einem Cross-Linking-Produkt
zugeordnet werden konnten, als individuelle Cross-Links gezéhlt, sondern die Ergebnis-
se wurden kombiniert. Hierdurch wurden Redundanzen vermieden, die sich durch die
Identifizierung von Cross-Linking-Produkten in verschiedenen Ladungszustanden (z.B.
3+,4+,5+,6+) und/oder mit unterschiedlichen Modifikationen, wie z. B. oxidiertem Me-
thionin, ergében. Eine komplette Liste der Fragmentionenspektren fur die Ergebnisse
der Cross-Linking-Experimente mit BS*G ist im Anhang aufgefiihrt (Tabelle A2). Fir
die ebenfalls analysierten SDS-PAGE-Proben des p53-Dimers und Trimers wurden
identische Produkte identifiziert. Da diese jedoch auch aus dem nicht vollstandig kova-
lent verknipften Tetramer durch den denaturierenden Charakter der SDS-PAGE-
Analyse entstanden sein konnten, lieferten die erhaltenen Ergebnisse keinen verlassli-
chen Informationsgehalt hinsichtlich der Unterscheidung zwischen intra- und intermo-
lekularen Cross-Links. Durch die Analyse des p53-Monomers konnten die vier in der
Tetramerbande detektierten intramolekularen Cross-Links bestétigt werden. Dies bedeu-
tet, dass die identifizierten Produkte tatséchlich auf intramolekulare Cross-Links zu-
rickzufiihren sind und es sich nicht um intermolekulare Verknlpfungen innerhalb eines

initialen p53-Dimers handelt.
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Tabelle 4.1: Intra- und intermolekulare BS?G-Cross-Links im p53-Tetramer. In einigen Fallen konnte
die genaue Verknupfungsstelle (,,Cross-Link-Position**) nicht bestimmt werden.

Cross-Link-Position

Intermolekular/

Intramolekular

Aminosauresequenzen von a-
und B-Peptid

K-357 x K-357

K-357 x K-372/K-373

K-357 x S-366/S-367

K-357 x K-381

K-357/S-362 x K-373/S-376/S-
378/T-377

K-357 x K-373

K-372/S-371 x K-370/S366/S-367

K-357 x K-351

S-367/K-370 x K-381

K-357 x K-320/K-321

K-386 x S-371/K-372/K-373

Inter

Inter

Inter

Inter

Inter

Inter

Inter

Intra

Intra

Intra

Intra

a *’DAQAGKEPGGSR®*”®
B *’DAQAGKEPGGSR®*?
a ***DAQAGKEPGGSR®*®
8 3718ﬁ373

a **DAQAGKEPGGSR®*®
B 364AH$HLK370

a ***DAQAGKEPGGSR®*®
B SSOHKKBBZ

a **DAQAGKEPGGSR®*®
B 373KGQ$R379

a *’DAQAGKEPGGSR®*”®
B SSZKLMFKBS(S

a **AHSSHLKSK®"

B 364AH$HLK370

a *’DAQAGKEPGGSR®*”®
B 349ELK351

a ***AHSSHLKSK®™

B SSOHKK%Z

a **DAQAGKEPGGSR®**®
B SZOﬁPLSZS

a *¥LMFKTEGPDSD**
B 37lSKK373
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4.3.1.2 Auswertung der BuUrBu-Cross-Linking-Daten

Durch die kollisionsinduzierte Spaltbarkeit des neben BS®G verwendeten Cross-Linkers
BuUrBu konnten Cross-Linking-Produkte an Hand charakteristischer Dublett-Signale in
den Fragmentionenspektren unter Verwendung der Software MeroX identifiziert wer-
den (3.2.6) [137]. Die Zuordnung von **N-, **N- und, im Falle intermolekularer Cross-
Links, *N/"N- und **N/*N-Spezies in den entsprechenden Massenspektren wurde (wie
im Falle der BS?’G-Daten) manuell durchgefiihrt (4.3.1.1). Als charakteristisches Bei-
spiel wurde wiederum das intermolekulare Cross-Linking-Produkt zwischen den Lysin-
resten K-357 der Peptide DAQAGKEPGGSR aus zwei unterschiedlichen p53-
Monomeren ausgewdhlt. Dies unterstreicht die Reproduzierbarkeit der Cross-Linking-
Experimente mit verschiedenen homobifunktionellen, aminreaktiven Reagenzien fr
p53. Dieses Cross-Linking-Produkt wurde anhand des charakteristischen Isotopenmus-
ters der dreifach positiv geladenen Spezies, bestehend aus den Signalen bei m/z 847,409
(*N/**N), m/z 853,058 (**N/*°N und *N/**N) und m/z 858,708 (**N/**N) identifiziert
(Anhang Abb. A8 c). Die Fragmentierung der reinen **N- und °N-Spezies (m/z 847,409
respektive 858,708) fuhrte zu identischen Fragmentierungsmustern und charakteristi-
schen Massendifferenzen identischer Fragmentionen, entsprechend ihrer Anzahl, an
Stickstoffatomen (Anhang Abb. A9 a und b). Die Fragmentierung der gemischten Spe-
zies bei m/z 853,058 (**N/**N und °N/**N) bewies, dass es sich um einen intermoleku-
laren Cross-Link handelt (Anhang Abb. A9 c¢). Zusétzlich wird das Auftreten charakte-
ristischer Fragmentionen-Dubletts beobachtet, die auf eine Spaltung des Cross-Linkers
an der zentralen Harnstofffunktion zurtickzufiihren sind (Abb. 1.11). Dabei entstehen
idealerweise zwei Dubletts, eines fiir das a-Peptid und ein analoges fiir das B-Peptid.
Zusétzlich konnen diese Dupletts ebenfalls fiir Fragmentionen des Proteinriickgrates
auftreten, wie im Falle von [ygo/pBu]” und [ysa/BBuUr]” (Anhang Abb. A9 c). Diese
Fragmentionenspezies entstehen, wenn neben dem Bruch des Cross-Linkers eine Frag-

mentierung das Proteinriickgrates auftritt.

So konnten mit Hilfe von BuUrBu 13 intramolekulare und neun intermolekulare Cross-
Linking-Produkte fur die Analyse der Tetramerbande aus der SDS-PAGE (Abb. 4.14
Signal D) identifiziert werden. Diese sind in Tabelle 4.2 aufgefthrt. Die Ergebnisse
wurden, wie bereits fir die Experimente mit BS*G beschrieben (4.3.1.1; Tabelle 4.1), zu
einzigartigen Cross-Links zusammengefasst. Eine vollstdndige Liste der Ergebnisse der
Cross-Linking-Experimente mit BuUrBu, welche ebenfalls die Analysen des Mono-

mers, Dimers und Trimers enthalten, sind im Anhang aufgefiihrt (Tabelle A3 und DVD-
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ROM). Die intramolekularen Cross-Linking-Produkte der Experimente mit BS?G konn-
ten zu einem grofRen Teil reproduziert werden.

Die intermolekularen Cross-Links, die mit BS?G identifiziert wurden, konnten
ebenfalls fast vollstdndig reproduziert werden. Eine Ausnahme stellte das in 4.3.1.1
identifizierte Produkt zwischen dem a-Peptid AHSSHLKSK und dem [B-Peptid AHS-
SHLK mit partiell identischer Sequenz dar. Hier konnte keine eindeutige Identifizierung
der Reaktionsstellen erhalten werden (Tabelle 4.1). Da bei der Analyse der BuUrBu-
Daten Hydroxylfunktion-enthaltende Aminoséuren (Ser, Thr, und Tyr) als Reaktions-
stellen ausgeschlossen wurden, ist es wahrscheinlich, dass in diesem Fall mindestens ein
Serin an der Ausbildung des Cross-Links beteiligt war (4.3.1.1). Im Vergleich zu den
BSG-Experimenten konnten unter Verwendung von BuUrBu drei zusétzliche einzigar-
tige Cross-Links identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die Cross-Links zwi-
schen K-373 und K-370, K-374 und K-382 oder K-386 sowie zwischen K-373 und K-
319 bzw. K-320 (Tab. 4.2)

Tabelle 4.2: Intra- und intermolekulare einzigartige BuUrBu-Cross-Links im p53-Tetramer. In eini-
gen Fallen konnte die genaue Verkniipfungsstelle (,,Cross-Link-Position*) nicht bestimmt werden. Iden-
tische Cross-Links wurden ebenfalls in Anwesenheit von RE-DNA erhalten.

) . Intermolekular/  Aminoséduresequenzen von a-
Cross-Link-Position )
Intramolekular und B-Peptid

. B ZglﬁGEPHHZW
K-291/K-292 x K-374 intra 374 379
a **KGQSTSR
8 320 k| 323
K-320/K-321 x K-357 intra —_— 363
a *?DAQAGKEPGGSR
. B **DAQAGKEPGGSR®*®
K-357 x K-319/K-320 intra 206 320
a P°(R)YALPNNTSSSPQPKK
8 31gK K373
K-372/K-373 x K-319/K-320 intra 306« 320
a *®RALPNNTSSSPQPKK
. B **AHSSHLK(SK)*"
K-370K-372 x K-357 intra 25 363
a *>DAQAGKEPGGSR
. B *¥KLMFK3®
K-382/K-386 x K-357 Intra 352 363
a DAQAGKEPGGSR
B 373
K-372/K-373 x K-370 intra
a 364AHSSHL5370
B 382
K-381/K-382 x K-370/K-372 intra - a72
a **AHSSHLKSK
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) o Intermolekular/ Aminosauresequenzen von a-
Cross-Link-Position ;
Intramolekular und B-Peptid

B 374KGQSTSR379

K-374 x K-370/K-372 intra

a ***AHSSHLKSK?*"
B 380HKK382
K-381/K-382 x K-372/K-373 intra o -
a *'SKKGQSTSR
B 3715KK373
K-372/K-373 K-382/K-386 intra 82 a5
a *KLMFK
B 3715KK373
K-372/K-373 x K-386 intra S 394
a *B¥LMFKTEGPDSD
. B 37SKGQSTSR379
K-373 x K-386 intra 283 394
a **LMFKTEGPDSD
B 380HKK382
K-381/K-382 x K-386 inter cE 304
a **LMFKTEGPDSD
. B *’DAQAGKEPGGSR®*?
K-357 x K-357 inter 352 363
a **>DAQAGKEPGGSR
- B 373KGQSTSR379
K-373 x K-319/K-320 inter 207 220
a *’ALPNNTSSSPQPKK
B 3715KK373
K-372/K-373 x K-357 inter 352 r 363
a *’DAQAGKEPGGSR
B 380HKK382
K-381/K-382 x K-357 inter A 363
a **>DAQAGKEPGGSR
. B 37SKGQSTSR379
K-373 x K-357 inter 352 363
a **>DAQAGKEPGGSR
B 37lSKK373
K-372/K-373 x K-370 K-372 inter soh 572
a *“*AHSSHLKSK
K-373 x K-370 i B~ KGQSTSR™
- X K- inter
a **AHSSHLK®™
B 382KLMFK386
K-382/K-386 x K-374 inter oo
a *"KGQSTSR

4.3.1.3 Struktur des p53-Tetramers im DNA-freien Zustand

Da bisher lediglich zwei wesentliche Modelle des Vollldngen-p53-Tetramers existieren
(1.4), tragen alle hier erhaltenen Strukturdaten zur Verfeinerung dieser Modelle bei.
Eines dieser Modelle beruht auf Kryo-EM Daten, das andere wurde durch die Kombina-
tion verschiedener Methoden, wie SAXS, Kryo-EM und Molekulare Modellierung mit
Hilfe etablierter NMR- und Rontgenkristall-Strukturen einzelner p53-Doménen (DBD,
Tet.) [98, 99] erhalten. Bei ersterem Modell sind die postulierten Strukturen fir DNA-
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freies- und des DNA-gebundenen-p53-Tetramer sehr ahnlich, bei dem zweiten Modell
unterscheiden sie sich stark voneinander. In dieser Arbeit wird hauptsachlich auf das
von Tidow et al. postulierte Modell eingegangen [98]. Die Koordinaten dieses Struktur-
Modelles wurden von Prof. Dr. Henning Tidow (Fachbereich Chemie, Universitat
Hamburg) zur Verfiigung gestellt. Das Modell des p53-Homotetramers zeichnet sich im
DNA-freien-Zustand durch eine ausgedehnte kreuzéhnliche Struktur aus (Abb. 4.17).

N—{ T [IBRRI DBD —{ tet. | Reg. }-C

1 61 94 292 325 356 393

Abb. 4.17: Strukturmodel des p53-Tetramers im DNA-freien Zustand, basierend auf den Daten von
Tidow et al. [98] Oben: Darstellung der kreuzartigen Struktur des p53-Tetramer-Modelles. Die bereits

strukturell aufgeklarten Doménen sind in ,,Cartoon-Darstellung®, die ungeordneten, modellierten Do-
manen in ,,Sphere-Darstellung* abgebildet. Die Farbgebung von Transaktivierungsdoméne (TAD), Pro-
lin-reiche-Region (PRR), DNA-Bindedoméne (DBD), ungeordnetem Linker (L), Tetramerisieungsdoméane
(Tet.) und regulatorischer Domane (Reg.) entspricht der schematischen Darstellung des p53-Monomers
(unten).

Die in den Tabellen 4.1 und 4.2 aufgefuhrten Cross-Linking-Ergebnisse wurden ver-
wendet, um mit Hilfe des von Tidow et al. publizierten p53-Tetramermodelles im
DNA-freien Zustand Distanzbestimmungen durchzufuhren (Abb. 4.19, Anhang Abb.

A10 und A11). Dabei wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die wahrschein-
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lichsten Verknlpfungsstellen eingezeichnet, die die Lysine der verkniipften Peptide
darstellen. Mdgliche Serin- oder Threonin-Verknlpfungsstellen wurden vernachlassigt.
Die verwendete Cross-Linker BS?’G und BuUrBu konnen unter Beriicksichtigung der
Spacer-Lange (BS°G = 7,7 A; BuUrBu = 12,5 A) und der Lange der Seitenketten von
Lysinen (6-6,5 A) einen maximalen C,-C,-Abstand von ~ 25 A fiir BS’G respektive 32
A fir BuUrBu Uberbriicken. Durch Beachtung der Flexibilitat der Tertiarstruktur von
p53 und der Annahme einer beweglichen Assoziation zweier p53-Dimere im Tetramer
kann dieser Abstand auf ca. 30 A fiir BS?G bzw. 40 A fiir BuUrBu erhéht werden.

Intramolekulare Verkniipfungen wurden nur fiir BS?G-Cross-Links und nur fiir
zwei monomere Untereinheiten des p53-Tetramers eingezeichnet (Anhang Abb. A10
und Al11). Die erhaltenen Distanzen fir intramolekulare BS?G-Cross-Links liegen bis
auf eine Ausnahme (Anhang Abb. A10; 37,9 A) in diesem Bereich. Demzufolge wiirden
die erhaltenen Cross-Linking-Daten gut mit dem bereits bestehenden Modell (berein-
stimmen. An dieser Stelle sei nochmals darauf hingewiesen, dass aufgrund des Tetrame-
risierungsverhaltens von p53 (4.2) auch mithilfe der Isotopenmarkierung nicht eindeutig
zwischen intramolekularen Cross-Links innerhalb eines Monomers und intermolekula-
ren Verknlpfungen zwischen zwei Monomeren eines initialen Dimers diskriminiert
werden kann. Hierdurch kann mdglicherweise auch der Cross-Link erklart werden, der
im Monomer einer Distanz von 37,9 A entsprache. Auf Distanzbestimmungen der in-
tramolekularen BuUrBu-Cross-Links wurde aufgrund der nicht eindeutigen Differen-
zierbarkeit verzichtet.

Die intermolekularen Distanzen (C,-C,) wurden der Ubersichtlichkeit halber nur
zwischen zwei Monomeren bestimmt (Abb. 4.18, 4.19 und Anhang Abb. A11). Diese
wurden so gewahlt, dass sie in Bezug auf das verwendete Modell nicht zu einem initia-
len p53-Dimer gehdrten, da andernfalls keine Mischspezies detektierbar gewesen waren
(4.2). Die Auswahl dieser Monomere erfolgte unter Beachtung des in der Literatur be-
schriebenen Tetramerisierungsverhaltens des p53 anhand der NMR-Struktur der Tetra-
merisierungsdoméne [78]. Ein als intermolekular identifizierter Cross-Link zwischen
zwei Lysinen K-357 wies im Struktur-Modell von Tidow et al. [98] eine C,-C,-Distanz
auf, welche mit 23,3 A im iiberbriickbaren Abstand fir BS?G und BuUrBu liegt (Tabel-
le 4.1 und 4.2). Das Vorldauferionenspektrum und die entsprechenden Fragmentionen-
spektren dieses Cross-Links sind in Abb. 4.16 und im Anhang Abbildung A9 darge-
stellt. Durch die Verkniipfung identischer Sequenzen konnte dieser Cross-Link als aus-

schlief’lich intermolekular charakterisiert werden. Der Cross-Link ist in der Tetrameri-
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sierungsdomane lokalisiert und bestétigt, in Kombination mit zwei intramolekularen
BS’G-Cross-Links (K-320/K321 x K357 und K-351 x K-357, Tabelle 4.1), die NMR-
Struktur des Tetramers der p53-Tetramerisierungsdomane von Clore et al. (Abb. 4.18)
[78]. Hier weisen die gemessenen C,-C,-Abstédnde geringe Abweichungen im Vergleich
zum Modell von Tidow et al. auf, fur dessen Erstellung eine hoher aufgeldste Rontgen-
kristallstruktur verwendet wurde [77].

LY5-321
a) 3

- LYs-321

i~ & Lys-319

7 wsa20

LY5-357

P A Lvs-357

5 LY5-319
- LYS-.32O LY5-320

B '.
¥ RO (15319

i,

LYs-321

LYS-320

Abb. 4.18: Kennzeichnung von BS’G-Cross-Links innerhalb der NMR-Struktur der tetrameren p53-
Tetramerisierungsdomane (PDB: 10LG). a) Tetramer der Tetramerisierungsdomane in ,,Cartoon-

Darstellung*. Die Farbung variiert je nach Monomer. b) Distanzbestimmung des intermolekularen (K-
357 x K357) und intramolekularen (K-320/K-321 x K-357; K-351 x K-357) Cross-Links (Tabelle 4.1).
Lysine sind in ,,Stick-Darstellung* hervorgehoben, Cross-Links sind als Linien (rot) eingezeichnet und

die entsprechenden C,-C, Distanzen sind in A angegeben.
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Abb. 4.19: Darstellung der BuUrBu-Cross-Links anhand des Strukturmodels des p53-Tetramers im
DNA-freien Zustand von Tidow et al.[98]. b) und c) zeigen die in a) markierten Bereiche als vergroBerte

Darstellung. Die jeweiligen Cross-Links sind als Linien dargestellt und je nach Maximaldistanz einge-
farbt: bis 32 A in griin; bis 40 A in magenta und tber 40 A in rot. Tetramerisierungsdoménen und DNA-
Bindedomaénen sind in ,,Cartoon-Darstellung* IDRs sind in ,,Sphere-Darstellung* abgebildet; Reakti-
onsstellen sind blau eingefarbt.
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Alle weiteren intermolekularen Cross-Links weisen im Modell von Tidow et al. C,-C,
Distanzen von bis zu 100 A auf (Abb 4.19 und Anhang Abb. A11). Diese befinden sich
fast ausschlieBlich in der regulatorischen Domane. Demzufolge ist die raumliche An-
ordnung der C-terminalen, regulatorischnen Domane (Abb. 4.17 orange, ,,Sphere-
Darstellung®) im verwendeten Modell nicht mit dem Ergebnis der Cross-Linking-
Experimente vereinbar. Diese deuten auf eine kompaktere Struktur als die im Modell

postulierte hin.

4.3.2 Cross-Linking-Experimente in Anwesenheit von Response Element-DNA

Die Cross-Linking-Experimente mit p53 in Anwesenheit von RE-DNA wurden mit Hil-
fe des homobifunktionellen, aminreaktiven BuUrBu zur Analyse der C-terminalen Re-
gion (Tet. und reg. Domane) durchgefiihrt (3.2.4.1). Durch die gewonnen Erkenntnisse
in Abwesenheit von DNA wurde auf die Verwendung von BS?G verzichtet, da mit die-
sem Reagenz in Abwesenheit von DNA im Vergleich zu BuUrBu keine zusétzlichen
Erkenntnisse erhalten wurden. Um strukturelle Informationen bezlglich der N-
terminalen Region (TAD, PRR), die viele saure Aminoséauren (Glu und Asp) enthalt, zu
erhalten, sollte der carboxylreaktive Cross-Linker Suberinséure-1,8-dihydrazid (SDH;
Anhang Abb. A12) eingesetzt werden. Daflir war eine Aktivierung der Carboxylgrup-
pen von sauren Aminosaureresten, wie Glutamat und Aspartat, notwendig. Die Aktivie-
rung sollte mit Hilfe des Kopplungsreagenzes DMTMM durchgefiihrt werden, welches
Carboxyl- und Amingruppen kovalent miteinander verknipft. Aus diesem Grunde wur-
den Vorversuche mit DMTMM durchgefiihrt. Die Unterscheidung zwischen intra- und
intermolekularen Cross-Links im p53-Tetramer erfolgte wiederum mittels Isotopenmar-
kierung (4.3.1.). Nach erfolgter Reaktion wurden die Reaktionsansatze mittels eindi-
mensionaler SDS-PAGE analysiert (Abb. 4.20). Die SDS-PAGE-Analysen der Cross-
Linking-Reaktionen von p53 mit BuUrBu und DMTMM in Anwesenheit von RE-DNA
lieferten identische Ergebnisse wie in Abwesenheit von RE-DNA (Abb. 4.14 und 4.20).
Die mittels SDS-PAGE detektierten Signale konnten den monomeren, dimeren,
trimeren und tetrameren p53-Spezies zugeordnet werden (Abb. 4.20). Fur die Bildung
eines mittels Coomassie-Farbung detektierbaren Cross-Linking-Produktes musste ein
8000-facher molarer Uberschuss des Kopplungsreagenzes DMTMM verwendet werden
(80 mM; Abb. 4.20 b). Der verwendete molare Uberschuss an BuUrBu (50- und 100-
fach) entsprach dem, der fur die Reaktionen in Abwesenheit von RE-DNA eingesetzt

wurde.
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a)  BuUrBu b) DMTMM
e, ' 1
K05 1 M K 02 05 1 5 10 80 M
2L 260kDa 32 260kDa
140kDa 140kDa
100kDa 100kDa
70kDa 70kDa
-2 50kDa e — - 50kDa

Abb. 4.20: Eindimensionale SDS-PAGE der p53 Cross-Linking-Reaktionsansatze in Anwesenheit von
RE-DNA: Ergebnisse der Gelelektrophorese der Cross-Linking-Reaktionen mit a) BuUrBu und b)

DMTMM. Es wurdden 10%ige SDS-Gele verwendet. Die Spuren sind mit den Konzentrationen an ver-
wendeten Cross-Linker in mM gekennzeichnet. Zusatzlich wurde jeweils eine Kontrolle fiir *N/*°N -p53
ohne Cross-Linker aufgetragen. Die Reaktionszeit betrug jeweils 30 min bei 4 °C. M = Proteinstandard,
Monomer (A), Dimer (B), Trimer (C), Tetramer (D)

4.3.2.1 ,,Native* Cross-Linking-Massenspektrometrie

Da die Analyse mittels SDS-PAGE keine Aussage tber den DNA-Bindungszustand
nach erfolgter Cross-Linking-Reaktion zulie3, wurde eine Abwandlung der nativen MS
entwickelt. Hierbei wurden den Cross-Linking-Reaktionsansatzen nach Abstoppen der
Reaktion Proben entnommen und diese fir die native MS vorbereitet (3.2.5.2).
AnschlieBend wurden Massenspektren an einem High-Mass Q-TOF II-
Massenspektrometer aufgezeichnet. Diese Methode kann als ,,native* Cross-Linking-
Massenspektrometrie (native XL-MS) bezeichnet werden und wurde im Zuge dieser
Arbeit erstmalig verwendet. Cross-Linking-Reaktionen mit variierenden molaren
Uberschiissen an DMTMM und BuUrBu wurden durchgefiinrt und analysiert, um die
Methode zu validieren. Reaktionszeit und -temperatur wurden konstant gehalten (30
min, 4 °C) und nur nicht-markiertes p53 wurde verwendet. Fir den Cross-Linker
BuUrBu wurden 5-, 10-, 20-, 50- und 100-fache molare Uberschiisse verwendet fiir
DMTMM 20-, 50-, 100-, 500-, 1000- und 8000-fache molare Uberschisse. Diese Werte
wurden anhand von Vorversuchen etabliert. Eine Auswahl von ,nativen®“ Cross-
Linking-Massenspektren unter Verwendung von BuUrBu ist in Abbildung 4.21 a
dargestellt.
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Abb. 4.21: ,Native* XL-MS-Analyse von p53 in Anwesenheit von RE-DNA. a) Verwendung eines
ansteigenden molaren Uberschusses von BuUrBu (UXL). b) VergroRerung des m/z-Bereiches von 4000-
4800, in dem Signale fiir das p53-Dimer und DnaK zu finden sind; c) VergréBerung des m/z-Bereiches
von 6000-6500 mit Signalen flir das p53-Tetramer (£tDNA). Als Lésungsmittel wurde 500 mM Ammoniu-
macetat (pH 6,8) verwendet. Alle Spektren wurden an einem High-Mass Q-TOF 1I-Gerat unter identi-

schen Bedingungen aufgenommen. Abbildung entnommen aus [146].

Hier konnte im Vergleich zu unmodifiziertem p53 eine deutliche Signalverbreiterung
und -verschiebung zu héheren m/z-Werten beobachtet werden, was auf die Anwesenheit
gleicher p53-Spezies in verschiedenen Modifikationsstufen hindeutet. Beispielsweise
konnte die 31-fach positiv geladene, DNA-gebundene, tetramere p53-lonenspezies bei
10-fachen  molaren  Uberschusses an BuUrBu in sechs verschiedenen
Modifikationsstufen von nicht-modifiziert (m/z 6180) bis zu flinfach-modifiziert (m/z
6212) detektiert werden (Abb. 4.21 c). Die Signalbasisbreite anderte sich von 15 u in

Abwesenheit des Cross-Linking-Reagenzes zu 45 u nach der Reaktion mit einem 10-
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fachen molaren Uberschuss an BuUrBu. Bei einem 50-fachen molaren Uberschuss war
keine Unterscheidung der einzelnen Modifikationsstufen von p53 mehr mdglich. Es
wurden lediglich stark verbreiterte Signale (110 u, Basisbreite) der jeweiligen
Ladungzustédnde beobachtet (Abb. 4.21 c¢). Nach Reaktion mit 100-fachem molaren
Uberschuss an BuUrBu konnte mittels ,nativer XL-MS weder zwischen den
tetrameren Spezies von p53 (xDNA), noch zwischen ihren Ladungszustéanden,
unterschieden werden.

Wie aus Abbildung 4.21 ersichtlich, bleibt die Fahigkeit zur DNA-Bindung des
vorliegenden p53-Tetramers (26 bis 33 fach positiv geladen, m/z 5800-7400) sowie des
p53-Dimers (19 bis 22 fach positiv geladen, m/z 4710-5450) bei 10- und 50-fachem
molaren Uberschuf® an BuUrBu nahezu unbeeinflusst. Demzufolge waren die Cross-
Linking-Experimente mit BuUrBu geeignet, um in Strukturinformationen des p53-

Tetramers im DNA-gebundenen Zustand zu liefern.

Die ,,native”“ XL-MS-Analyse der Reaktionsansidtze mit DMTMM erbrachte analoge
Ergebnisse hinsichtlich der Signalverbreiterung und Verschiebung der Signale zu héhe-
ren m/z-Werten (Abb. 4.22 a). Dabei wurde bei einem 50-fachem molarem Uberschuss
von DMTMM 0- bis 5-fach modifiziertes 20-fach positiv geladenes p53-Dimer (m/z
4390-4445) und bei einem 500-fachem Uberschuss 2- bis 6-fach modifiziertes 20-fach
positiv geladenes p53-Dimer detektiert (Abb. 4.22 b, m/z 4400-4450). Die Anzahl an
Modifikationen des p53-Tetramers konnte aufgrund unzureichender Auflésung der
entsprechenden Signale nicht bestimmt werden (Abb. 4.22 c). Zusétzlich wurde durch
die Reaktion mit DMTMM eine deutliche Verringerung der relativen Signalintensitaten
des DNA-gebundenen p53-Tetramers beobachtet, welche fur unmodifiziertes p53 die
abundanteste Spezies im nativen Massenspektrum darstellt (Abb. 4.22 a). So konnte das
Signal des 31-fach positiv geladenen DNA-gebundenen p53-Tetramers (m/z 6180) bei
einem 50-fachen Uberschuss an DMTMM gerade noch detektiert werden, wahrend bei
einem 500-fachen Uberschuss DNA-gebundenes p53-Tetramer nicht mehr detektierbar
war (Abb. 4.22 c). Das 20-fach positive geladene DNA-gebundene p53-Dimer (Abb.
4.22 a, m/z 5190) konnte allerdings weiterhin detektiert werden. Fur das DNA-
gebundene p53-Dimer wurde eine Verschiebung der Ladungsverteilung von 19- bis 22-
fach positiv geladen (m/z 4710-5450) ohne Cross-Linker zu 18- bis 20-fach positiv
geladen (m/z 5200-5625) bei einem 500-fachen Uberschuss an DMTMM beobachtet
(Abb. 4.22 a).
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Abb. 4.22: | Native” XL-MS von p53 in Anwesenheit von RE-DNA. Verwendung eines ansteigenden
molaren Uberschusses des Cross-Linkers DMTMM (XL). b) VergroRerung des m/z-Bereiches von 4000-
4800, in dem Signale fiir das p53-Dimer und DnaK zu finden sind; c) VergroBerung des m/z-Bereiches
von 6000-6500 mit Signalen fur das p53-Tetramer (xDNA). Als Losungsmittel wurde 500 mM
Ammoniumacetat-Ldosung (pH 6,8) verwendet. Die Spektren wurden an einem High-Mass Q-TOF II-

Gerat unter identischen Bedingungen aufgenommen. Abbildung entnommen aus [146].

Beim Vergleich der ,nativen“ XL-MS-Analysen zeigen sich fur die Cross-Linker
BuUrBu und DMTMM zusatzliche Unterschiede. So wurde mit ansteigendem molaren
Uberschuss an BuUrBu zunehmend DNA-freies p53-Tetramer angereichert (Abb. 4.21
a), wahrend mit DMTMM die relativen Signalintensitdten der p53-Dimer- und -
Tetramersignale fur die verschiedenen Linkertiberschiisse nahezu konstant sind (Abb.
4.22 a). Diese Beobachtung korelliert ebenfalls mit den SDS-PAGE-Analysen der
entsprechenden Cross-Linking-Experimente (Abb. 4.20). Die Fahigkeit zur DNA-
Bindung des p53-Tetramers ging augenscheinlich durch die Modifikation mit DMTMM
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verloren. Demzufolge wurde auf eine Auswertung der Cross-Linking-Daten mit
DMTMM und aufweiterfuhrende Experimente mit SDH verzichtet. Eine Abbildung der
Spektren flr diese Versuchsreihen sind im Anhang zu finden (Abb. A13 und Al14).

4.3.2.2 Struktur des p53-Tetramers im DNA-gebundenen Zustand

Die Analyse der Cross-Linking-Experimente von DNA-gebundenemen p53 mit
BuUrBu erfolgte wie bereits in 4.3.1.3 fir DNA-freies p53 beschrieben.
Interessanterweise wurden fur das DNA-gebundene p53-Tetramer identische Cross-
Linking-Produkte wie fir das DNA-freie identifiziert (Tabelle 4.2 und Anhang Tabelle
A3). Diese wurden vewendet, um Distanzbestimmungen im Modell des DNA-
gebundenen p53-Tetramer Modelles durchzufiihren, welches in der gleichen Studie von
Tidow et al. postuliert wurde (Abb. 4.23) [98].

Abb. 4.23: Strukturmodell des p53-Tetramers im DNA-gebundenen Zustand von Tidow et al [98].. Die
bereits strukturell aufgeklarten Doménen sind in ,,Cartoon-Darstellung® und die ungeordneten, model-
lierten Doménen in ,,Sphere-Darstellung* abgebildet. DNA-Bindedoméne (griin), ungeordneter Linker
(grau), Tetramerisierungsdoméne (rot). Transaktivierungsdoméne, Prolin-reiche Region und regulatori-

sche Doméne fehlen.
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Durch das Fehlen der regulatorischen Doméne im Strukturmodell des p53-Tetrames im
DNA-gebundenen Zustand, konnte nur fir einen Teil der ermittelten intramolekularen
und intermolekularen Cross-Links Distanzbestimmungen durchgefiihrt werden (Abb.
4.24). Die intramolekularen Distanzen (orange) liegen mit einer maximalen Lénge (C,-
C,) von 20,8 A ebenso wie die intermolekularen Verknipfungen (magenta, 20,7 A)
deutlich unterhalb der von BuUrBu iiberbriickbaren Distanz von bis zu 40 A. Somit
stimmt das Strukturmodell [98] gut mit den experimentellen Daten Uberein. Alle weite-

ren Cross-Links der regulatorischen Domane sind in Abb. 4.24 schematisch dargestellt.

Abb. 4.24: Erweiterte schematische Darstellung der Cross-Linking-Ergebnisse mit BuUrBu fir das
p53-Tetramer im DNA-gebundenen Zustand von Tidow et al.[98] Ein Bereich des Strukturmodells (Abb
4.23), in der der ungeordneter Linker (grau) und die Tetramerisierungsdoméane (rot) enthalten sind. wur-
de vergroRert dargestellt und die regulatorischen Doménen zweier p53-Monomere wurden schematisch
weitergefiihrt. Die jeweiligen intramolekularen (orange) und intermolekularen (magenta) Cross-Links
sind als Linien dargestellt. Gemessene Distanzen sind in A angegeben.

Die erhaltenen Distanzbeschrankungen fir das p53-Tetramer im DNA-gebundenen Zu-
stand konnen fur weiterfuhrende computerbasierte Modellierungen Verwendung finden,
um Strukturdaten fir die fehlende regulatorische Domane zu erhalten.
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4.4 Entwicklung eines automatisierten Arbeitsablaufes fur
strukturelle Proteinanalytik unter Verwendung des MS/MS
spaltbaren Cross-Linkers BuUrBu

Um die Strukturaufklarung von Proteinen und Proteinkomplexen mittels Cross-
Linking/MS leichter zugénglich zu gestalten, sollte ein kompletter Arbeitsablauf, aus-
gehend von der Cross-Linking-Reaktion bis hin zur Auswertung der Daten erstellt wer-
den, welcher weitestgehend automatisiert ablauft. Dies war nur durch die Verwendung
des homobifunktionellen, aminreaktiven, MS/MS-spaltbaren Cross-Linkers BuUrBu in
Kombination mit der Datenauswertungssoftware MeroX maglich, welche von Dr. Mi-
chael Gotze (Institut fir Biochemie/Biotechnologie, Martin-Luther Universitat Halle-
Wittenberg) in Zusammenarbeit mit unserer Gruppe entwickelt wurde. Diese Software
wurde speziell fir die Analyse von MS/MS-spaltbaren Cross-Linkern entwickelt [137].
Die automatisierte Auswertung der Daten wurde durch einen Kernalgorithmus von
MeroX, den sogenannten RISE-Modus (Reporter lon Scan Event), ermoglicht. Hierbeli
werden Fragmentionenspektren nach charakteristischen Reporterionen-Mustern durch-
sucht, welche durch die charakteristische Spaltung des Cross-Linkers entstehen. Im Fall
von BuUrBu sind dies zwei Dubletts, die eine Massendifferenz von ca. 26 u aufweisen
(1.5.5, Abb. 1.11). Die Identifizierung der Reporterionen anhand ihrer charakteristi-
schen Massendifferenz ermdglicht auch die direkte Berechnung der Massen der ver-
knupften Peptide. Diese werden verwendet, um eine in silico-Spaltung von Proteinen
nach Cross-Linking-Kandidaten zu durchsuchen. AnschlieBend erfolgt eine Uberprii-
fung der Ubereinstimmung der experimentellen Fragmentionenspektren mit theoreti-
schen Fragmentionenspektren der ermittelten Kandidaten. Je besser diese Ubereinstim-
mung ist, desto sicherer wird der jeweilige Kandidat identifiziert (Scoring). Um eine
sichere Basis flr die automatisierte Analyse zu gewéhrleisten, wurden Cross-Linking-
Reaktionen mit vier verschiedenen Modellsystemen mit moglichst identischen Bedin-
gungen durchgefiihrt (3.2.4.2). Hierfur wurden die beiden globulédren Modellproteine
bovines Serumalbumin (BSA) und B-Lactoglobulin, das Tumorsuppressorprotein p53
als Vertreter intrinsisch ungeordneter Proteine und zusétzlich die I6sliche Fraktion eines
E.coli-Zelllysates als hoch komplexe Probe verwendet. Die enzymatische Spaltung nach
erfolgter Cross-Linking-Reaktion wurde in Losung durchgefihrt (3.2.3.4), um homoge-
ne Mengen an Peptidgemisch fir die  Nano-HPLC/Nano-ESI-Orbitrap-

Massenspektrometrie zur Verfligung zu stellen (3.2.5.1).
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4.4.1 Vergleich verschiedener Fragmentierungsmethoden

Die Fragmentierung von Vorl&uferionen liefert je nach verwendeter Fragmentierungs-
methode variierende Fragmentionenspektren. Fiir eine effiziente Automatisierung der
Arbeitsablaufe wurden verschiedene Fragmentierungsmethoden (CID, HCD, ETciD und
EThcD; 1.5.4) eines kommerziellen Massenspektrometers (Orbitrap Fusion Tribrid,
1.5.3.1) hinsichtlich der generierten MS/MS-Datenqualitat und der Anzahl identifizier-
ter Cross-Linking-Produkte miteinander verglichen. Die Cross-Linking-Experimente
wurden mit dem MS/MS-spaltbaren Cross-Linker BuUrBu durchgefiihrt. Vorversuche
mit p53 favorisierten EThcD und ,,stepped* HCD (NCE 26%, 29%, 32%), als die am
besten geeigneten Fragmentierungsmethoden, wobei EThcD eine leicht verbesserte Se-
quenzabdeckung fir die verknipften Peptide zeigte (Abb. A12). Aus diesem Grund
beschrénkten sich weiterfiihrende Experimente auf diese beiden Fragmentierungstech-
niken. Zusatzlich wurden zwei verschiedenen Methoden zur Selektion von Vorlauferio-
nen getestet. Einerseits wurden die Signale mit den hochsten Intensitaten (MI, most in-
tense), andererseits diejenigen mit den hdchsten Ladungszustanden (HC, highest char-
ge) im Verlauf eines Messzyklus bevorzugt ausgewdhlt (3.2.5.1).

Zum Vergleich der Effizienz der Fragmentierungsmethoden HCD und EThcD wurde
die durchschnittliche Anzahl an aufgenommenen Fragmentionenspektren im Verlauf
eines standardisierten 90 minitigen Gradienten einer Umkehrphasenchromatographie
untersucht (Abb. 4.25). EThcD lieferte hierbei eine geringere Anzahl an MS/MS-
Spektren im Vergleich zu HCD (EThcD: 9006 Spektren; ,,stepped* HCD:13 482 Spek-
tren), da ETD-Kombinationsmethoden aus technischen Griinden generell zeitaufwendi-
ger sind als HCD-basierte Methoden. Dies resultierte in einer niedrigeren Anzahl an
potenziellen Cross-Linking-Kandidaten pro Nano-LC/MS/MS-Analyse mittels EThcD-

Fragmentierung.
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Abb. 4.25: Anzahl an Fragmentionen-Spektren im Verlauf eines 90-minttigen LC-Gradienten. Die
Spektren wurden durch Gruppierung von Fragmentionenspektren identischer Vorlauferionen (x3ppm,
Elution innerhalb eines 1,5-minitigen Retentionsfensters) ohne weitere Bearbeitung aus den Rohdaten

erzeugt. MI: héchste Signalintensitat; HC: héchste Ladung.

4.4.2 Identifizierung von Cross-Linking-Produkten

Im nachsten Schritt sollte die Qualitét der Identifizierung von Cross-Linking-Produkten
mit den verwendeten Fragmentierungsmethoden gepruft werden. Dabei spielte die so-
genannte Falschidentifizierungsrate (FDR, false discovery rate) fir die Automatisierung
eine entscheidende Rolle. Da fir eine Datenauswertung bei sehr groRen Datensétzen
nicht jedes Kandidatenspektrum ausfiihrlich manuell evaluiert werden kann, ist es wich-
tig, die Anzahl der falsch-positiven Zuordnungen fir eine gewéhlte Grenze (threshold
score) abschatzen zu kénnen. Hierfir wird sich bei Datenbanksuchen in der Proteomik
tUblicherweise sogenannten ,,Lockvogel“-Analysen (Decoy-Analysen) bedient, welche
auch bei MeroX eingesetzt werden. Dabei wird neben der Zieldatenbank eine Decoy-
Datenbank derselben GroRRe durchsucht, die entweder inverse oder zuféllige Sequenzen
enthdlt [137]. Durch einen Vergleich der Anzahl an Kandidaten, welche aus der Zielda-
tenbank identifiziert wurden, mit der Anzahl an Kandidaten aus der Decoy-Datenbank
kann die FDR fir den gewahlten Score abgeschétzt werden. In der Praxis kann flr die
Suche mit MeroX eine Obergrenze fir die FDR frei gewéhlt werden. Alle Kandidaten,
die das Score-Minimum fur diese FDR unterschreiten, werden von der Software aussor-
tiert. In Abbildung 4.26 ist eine Decoy-Analyse fir einen p53-Datensatz dargestellt. Die
blauen Balken stellen die Anzahl der Kandidaten dar, welche in der Zieldatenbankbank

identifiziert wurden. Die roten Balken die Anzahl an Decoy-Kandidaten (also definitiv
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falsche Zuordnungen aus der Decoy-Datenbank) in Korrelation zum ermittelten Score
an. So beinhaltet die Kandidatenliste bei einem Score >85 insgesamt 208 potenzielle
Cross-Linking-Produkte aus der Zieldatenbank und 22 falsch-positive Zuordnungen aus
der Decoy-Datenbank. Die FDR I&sst sich in diesem Fall aus dem Quotienten 22/208 zu
ca. 10% abschatzen (Abb. 4.26). Da fir die hier dargestellten Ergebnisse ein FDR-Filter
von < 5% verwendet wurde, wurden Cross-Linking-Kandidaten mit einem Score > 87

von MeroX ausgewahlt.

_

FDR<0.5 (59) FDR<0.25 (74) FDR<0.1(23) FDR<0.05(27)

10000

Mumber of Hits

0 17 34 51 68 85 102119136153170 187 204 221 238 255 272 289 300 323
Score B Candidates [ Decoys

FDR = Score »

s || < | | > | fa7 | savetorcsv | | Pprnt_|

Abb. 4.26: Darstellung einer Decoy-Analyse der Software MeroX. Die Analyse wurde mit Hilfe eines
p53-Cross-Linking-Datensatzes (,,stepped* HCD; Selektionsmethode des Vorlauferions MI) angefertigt.

Die verwendete Datenbank enthielt neben der p53-Sequenz 200 zuféllig ausgewéhlte E.coli-Proteine.

In Abbildung 4.27 ist ein Beispielspektrum dargestellt, welches im Zuge der Analyse
von Cross-Linking-Produkten von p53 identifiziert wurde. Hierbei handelt es sich um
ein vierfach positiv geladenes Cross-Linking-Produkt bei m/z 569,561 das selektiert und
mittels ,,stepped* HCD fragmentiert wurde. Diesem Fragmentionenspektrum wurde ein
Score von 132 zugeordnet, welcher eine FDR von unter 5% gewaéhrleistet (Abb. 4.26
und 4.27). Informationen, wie die Sequenzen des a- und B-Peptides, Massengenauigkeit
fur Fragmentionen (ppm) und Annotationen der Fragmentionen werden von MeroX
dargestellt (Abb. 4.27).
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Abb. 4.27: HCD-Fragmentionenspektrum eines Cross-Linking-Produktes, dargestellt in MeroX. Das

Spektrum wurde der Analyse eines p53-Cross-Linking-Datensatzes enthnommen. Die verwendete Daten-

bank enthielt neben der p53-Sequenz 200 zuféllig ausgewéhlte E.coli-Proteine.

Die von MeroX ausgegebenen Cross-Linking-Ergebnisse wiesen jedoch Redundanzen
auf. Hierbei handelt es sich um Identifizierungen einzelner Cross-Linking-Produkte, die
sich anhand ihrer Fragmentionenspektren unterscheiden, jedoch keinen Zugewinn be-
zuglich der Cross-Link-Position und der daraus abgeleiteten Distanzinformation liefern.
So wurden identische Cross-Linking-Produkte, welche in verschiedenen Ladungszu-
standen und/oder verschiedenen Oxidationsstufen der Aminosdaure Methionin identifi-
ziert wurden, zu einem einzigartigen Cross-Link zusammengefasst (Abb. 4.28). Auf
diese Weise wurden fir p53 folgende Ergebnisse erhalten: ,,stepped* HCD; MI: 107/80
(identifiziert/einzigartig), ,,stepped* HCD; HC 106/86, EThcD; MI 51/23 und EThcD;
HC 45/23 (Abb. 4.28 c). Die kompletten Datensatze aller identifizierten Cross-Linking-
Produkte stehen digital im Anhang zur Verfiigung (DVD-ROM).
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Abb. 4.28: Vergleich von identifizierten (,,identified”) und einzigartigen (,,unique*) Cross-Links fir
die Analyse verschiedener Proteine. a) B-Lactoglobulin, b) BSA, und c) p53; ,,identified”” Cross-Links:

Cross-Links identifiziert von MeroX; ,,unique” Cross-Links: nicht-redundante Cross-Links, bei denen
verschiedene Ladungszustande und Oxidationsstufen von Methionin zusammengefasst wurden. Methoden

zur Selektion der Vorléauferionen: MI: héchste Signalintensitat; HC: hdchste Ladung.

Die fir die Modellproteine BSA und B-Lactoglobulin identifizierten, einzigartigen
Cross-Links wurden mit Hilfe etablierter 3D-Strukturdaten dieser Proteine hinsichtlich
der jeweils Uberbrickten Distanzen uberprift. Hierbei konnte ermittelt werden, dass
keiner der automatisch identifizierten Cross-Links die max. C,-C, Distanz von 32 A
(fir globulére, rigide Proteine) fir BuUrBu Uberschritten hat (BSA, pdb 3V03; R-
Lactoglobulin, pdb 3NQ9). Fur p53 wurden sowohl Cross-Links bestatigt, die schon bei
den vorangegangenen Strukturanalysen in Abwesenheit von RE-DNA (4.3.1) identifi-
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ziert worden waren, als auch zusétzliche Verknipfungen identifiziert. Sowohl das Vor-
kommen bestimmter Cross-Linking-Produkte im p53-Monomer, Dimer, Trimer, Tetra-
mer, als auch intra- bzw. intermolekularer Charakter der Cross-Links konnten aufgrund
der enzymatischen Spaltung in Losung und einer fehlenden Isotopenmarkierung nicht
geklart werden (4.3). Stattdessen wurde die in MeroX integrierte Exportfunktion ge-
nutzt, um die detektierten Cross-Links mit Hilfe der Software xVis darzustellen [167].
Dabei wurde eine entsprechende schematische Abbildung der Cross-Linking-Ergebnisse
automatisch erstellt (Abb. 4.29).

o ¢ f& &}%ﬂ% Doy
g’h ﬁ% L o : %?w
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p53

Abb. 4.29: Schematische Darstellung von automatisch detektierten BuUrBu-Cross-Links eines mit
Hilfe von MeroX erstellen p53-Datensatzes. (Oben) Strukturmodell des p53-Tetramers im DNA-freien

Zustand von Tidow et al. [98](Unten) Schematische Darstellung identifizierter Cross-Links. Cross-Links
sind als Kreishdgen (rot) dargestellt. Die Domanen sind farblich kodiert. TAD: Transaktivierungsdoméane
(lachsfarben); DBD: DNA-Bindedomane (azur); Linker (grau); Tet: Tetramerisierungsdoméne (red);

Reg: regulatorische Domaéne (blau).

Fur alle untersuchten Einzelproteine war die Anzahl an identifizierten Cross-Linking-
Produkten bei der Anwendung der Fragmentierungstechnik ,,stepped** HCD hdéher als
fir EThcD, unabhéngig von der Methode zu Selektion der Vorlauferionen. Fur die Ana-
lyse von weniger komplexen Systemen ist ,,stepped* HCD aufgrund ihrer Schnelligkeit
hinsichtlich der Anzahl an Identifizierungen von Cross-Linking-Produkten gegentiber
ETD-basierten Methoden uberlegen. Fur ,,stepped” HCD wurden ~20-30 scan events
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und fiir EThcD ~12-16 scan events bei einer maximalen Akkumulationszeit von 200 ms
durchgefinhrt.

AbschlieBend wurde eine Analyse der Cross-Linking-Datensétze bezlglich der
Identifizierung einzigartiger Cross-Links fir jede Fragmentierungsmethode (,,stepped*
HCD und EThcD) durchgefiihrt. Hierbei wurde die Anzahl mit einer bestimmten Frag-

mentierungsmethode in Kombination mit der verwendeten Selektionsmethode der Vor-

lauferionen als Venn-Diagramme dargestellt (Abb. 4.30).
a) b)

HCD HC ETheD MI HED HC EThcD MI

ETheD HC

HCD HC ETheD MI

ETheD HC

Abb. 4.30: Vergleich der ldentifizierung von einzigartigen Cross-Linking-Produkten mittels stepped
HCD und EThcD mit Hilfe von Venn-Diagrammen. MI: héchste Signalintensitat; HC: héchste Ladung.

Die Anzahl sowie die prozentualen Angaben fir identifizierte Cross-Links fiir a) 8-Lactoglobulin, b) BSA
und c) p53 sind angegeben. Die Grauschattierung spiegelt die prozentuale Verteilung wieder. Abbildung

entnommen aus [168]

Fur p53 wurden insgesamt 103 einzigartige Cross-Linking-Produkte identifiziert (Abb.
4.30 c). Nur 15 (14,6%) davon wurden mit allen verwendeten Methoden identifiziert.
Mit HCD wurden unabhéngig von der Selektionsmethode der Vorlduferionen 98
(95,1%) einzigartige Cross-Links gefunden, 63 (61%) hiervon wurden mittels EThcD
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nicht identifiziert. Der Vergleich der Selektionsmethoden der Vorl&uferionen ergab,
dass fur die HCD-Experimente 64 Cross-Links (65%) reproduzierbar mit beiden Selek-
tionsmethoden (M1 und HC) identifiziert werden konnten, wahrend 16 Cross-Links aus-
schliellich mit der MI-Methode und 18 ausschlieRlich mit der HC-Methode zugénglich
waren. Demzufolge hat die Selektionsmethode der Vorlduferionen einen starken Ein-
fluss auf die Identifizierungsrate der Cross-Linking-Produkte unter den gegebenen Be-
dingungen. Mittels EThcD konnten lediglich flinf einzigartige Cross-Links zusétzlich zu
den mit HCD gefundenen identifiziert werden.

Fir die globuléren Proteine (3-Lactoglobulin und BSA; Abb. 4.30 a und b) variierte die
Anzahl der identifizierten Cross-Links, aber die Tendenzen waren mit denen der p53-
Analyse vergleichbar (Abb. 4.30 c). Auch fur diese Proteine flihrte der detaillierte Ver-
gleich der Methoden zu dem Ergebnis, dass der Einsatz der EThcD-Fragmentierung

keinen Zugewinn von Distanzinformationen im Vergleich zu HCD-Methoden lieferte.

4.4.3 Die Analyse komplexer Proteingemische am Beispiel eines E. coli-Zelllysates

Um den Arbeitsablauf an einem komplexen Gemisch zu testen, wurde die 16sliche Frak-
tion eines E.coli-Zelllysates verwendet. Diese wurde unter den in 3.2.4.2 beschrieben
Bedingungen mit BuUrBu zur Reaktion gebracht und analog der Einzelproteine analy-
siert. Als Fragmentierungsmethoden wurden ,,stepped“ HCD und EThcD verwendet.
Grundlage fir die Identifizierung stellte eine E.coli-Datenbank (Swiss Prot-Datenbank
http://www.expasy.org/; Version 05.05.2016) mit 4306 Eintragen dar. Zusatzlich wurde

neben dem 90-minutigen LC-Gradienten ein 300-minitiger LC-Gradient zur verbesser-
ten Trennung des getestet. Mit dem gleichen Ziel, d.h. die Anzahl fragmentierter Vor-
lauferionen zu erhéhen, wurde aullerdem die Zeitspanne des dynamischen Ausschlusses
bereits fragmentierter Vorlauferionen von 60 auf 120 s (EDE, extended dynamic exclu-
sion) erhoht (3.2.5.1). Eine Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse ist in Tabelle 4.3
dargestellt. Mit Hilfe dieser Optimierungen konnten mit ,,stepped* HCD (M) 12.634
(300 min mit EDE) respektive 2.965 (90 min, ohne EDE) potenzielle Cross-Linking-
Produkte identifiziert werden. Unter Verwendung von EThcD (MI) konnten lediglich
591 potenzielle Cross-Linking-Produkte ermittelt werden. Diese Ergebnisse geben al-
lerdings keine FDR-Beschrankung wieder. Wurde die FDR, wie bei der Analyse der
Einzelproteine, auf eine Grenze von 5% gesetzt, konnten lediglich 27 (,,stepped* HCD;
MI) und 19 (EThcD; MI) Cross-Links sicher identifiziert werden. Eine Erhéhung der
Zeitspanne des dynamischen Ausschlusses fuhrte, wie beabsichtigt, zu einer héheren
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Zahl an Fragmentionenspektren (19.708 gegentber 28.122 fir ,stepped* HCD) bei
sonst identischen Bedingungen, jedoch wurden insgesamt kaum mehr Cross-Linking-
Produkte (ohne EDE: 25, mit EDE 26) identifiziert. Eine Verlangerung des Gradienten
auf 300 Minuten verringerte, trotz einer héheren Anzahl an aufgenommenen Fragmen-
tionenspektren, interessanterweise sogar die Anzahl an sicher identifizierten Cross-
Linking-Produkten (14 gegeniiber 26 fur ,,stepped” HCD) Demzufolge war die eindeu-
tige Identifizierung einer hohen Anzahl an Cross-Linking-Produkten in einer komplexen

Peptidmischung mit dem verwendeten Ansatz nicht maoglich.

Tabelle 4.3 Vergleich verschiedener Datenaufnahme-Bedingungen fir die Analyse von Cross-Linking-
Produkten eines komplexen Peptidgemisches (E.coli-Zelllysat). Die Datensatze wurden mit Hilfe der
Fragmentierungsmethoden (stHCD: ,,stepped* HCD und EThcD) in Kombination mit verschiedenen
Selektionsmethoden flr Vorlauferionen (MI: héchste Signalintensitat; HC: hdchste Ladung) generiert,
Gradientenzeiten in Minuten (90 oder 300), und erweiterte dynamische Ausschlusszeiten (EDE, extended

dynamic exclusion) sind angegeben.

Datensatz Spektren FDR Cross-Links niedrigster Score
StHCD_MI_90 19708 5% 25 95
StHCD_MI_90 19708 - 2965 0
stHCD_HC_90 17350 5% 27 88
stHCD_HC_90 17350 - 4547 0

stHCD_MI_90_EDE 28122 5% 26 96
stHCD_MI_90_EDE 28122 - 3626 0
EThcD_MI_90 13129 5% 19 71
EThcD_MI_90 13129 - 591 0
EThcD_HC_90 12248 5% 16 74
EThcD_HC_90 12248 - 524 0
stHCD_MI_300_EDE 51516 5% 14 113
stHCD_MI_300_EDE 51516 - 12634 0
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5 Diskussion

5.1 Expression und Reinigung von humanem Volllangen-Wildtyp-
p53

Das Tumorsuppressorprotein p53 stellt als IDP ein instabiles Protein dar (1.2.2). Der
IDP-Charakter bietet fiir p53 in-vivo die Mdglichkeit des schnellen Ubergangs zwischen
aktiven und inaktiven Zustanden, jedoch stellt dies fiir die rekombinante Herstellung in
einem Wirtsorganismus, wie E.coli, eine groRe Herausforderung dar (1.2.2). Die Stabili-
tat des Volllangen-Proteins wird durch die Stabilitat der zentralen DNA-Bindedoméne
definiert (DBD), welche bei 25 °C bei 25 kJ/mol und bei 10 °C bei 41 kJ/mol liegt [72].
Erschwerend ist zudem die starke Tendenz des Volllangen-Proteins zur Aggregation
[169]. Die Expression von p53 erfolgte deshalb als HLT-Fusionsprotein (4.1), was die
Herstellung von l6slichem Protein erlaubte. Der HLT-Tag setzt sich aus einem Octa-
histidn-Tag, gefolgt von der ersten Lipoyl-Doméne der Dihydrolipoyl-Transacetylase
des Pyruvatdehydrogenase-Komplexes von B. stearothermophilus und einer TEV-
Schnittstelle zusammen [170]. Dieser Tag wurde bereits erfolgreich zur Reinigung von
IDPs verwendet und eignet sich ebenfalls zur Expression von Proteinen, die zur Aggre-
gation neigen [161, 171-173]. Auf diese Weise konnten im Rahmen dieser Arbeit aus-
reichende Mengen an “*N-markierten und nicht-markierten, humanem Volllangen-

Wildtyp-p53 erhalten werden.

Mehrere Publikationen beschreiben den Einsatz einer Variation des HLT-Tags mit p53-
Varianten [98, 174]. Diese p53-Varianten weisen vier Punktmutationen innerhalb der
DBD auf (M133L; V203A; N239Y; N268D), welche die Stabilitdt der DBD und somit
die des gesamten Proteins, um 2.65 kcal mol/1 und die Denaturierungstemperatur (Tp)
um 5.6 °C erhohen (1.2.2). Diese ultrastabile ,,Vierfachmutante® (Quadruple-Mutant)
bindet RE-DNA mit gleicher Affinitat wie die Wildtyp-DBD und zeichnet sich durch
eine vergleichbare Rontgenkristallstruktur der DBD aus [175]. Bei der Verwendung
dieser ultrastabilen p53-Mutante kdnnte die Expressionstemperatur von 18 auf 22 °C
angehoben werden [174], was verbesserte Kultivierungsbedingungen fir E.coli darstellt
und somit zu hoheren Zelldichten und einer damit verbundenen verbesserten p53-
Produktion fiihren sollte. Dadurch kénnten vor allem bei der Herstellung von *°N-
markierten p53 Kosten eingespart werden. Expressionstests des Volllangen-Wildtyp-

p53 bei 22 °C fihrten zu unléslichem Protein. Bisher wurden keine strukturellen Ver-
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gleiche zwischen humanem Volllangen-Wildtyp-p53 und dem ultrastabilen Volllangen-
p53 durchgefuhrt. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass die veranderte DBD
eventuell einen Einfluss auf intra- und intermolekulare Wechselwirkungen im aktiven
p53-Tetramer hat. Dies unterstreicht die Bedeutung, Strukturuntersuchungen mit huma-
nem Volllangen-Wildtyp-p53 vorzunehmen, um mdgliche Quellen der Artefaktbildung
aufgrund der eingefuhrten Mutationen von Beginn an ausschlielen zu kénnen.

Fur die rekombinante Herstellung von Wildtyp-p53 ist ein vielversprechenderer
Ansatz, die Reinigungs- anstatt der Expressionseffizienz von p53 zu verbessern. Fir die
Reinigung des HLT-p53-Fusionsproteins ist der erste affinitdtschromatographische
Schritt essentiell. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der erste Gelfiltrationsschritt
durch einen Pufferaustausch mittels Dialyse oder Zentrifugenfiltrationseinheiten
(3.2.3.1) ersetzt werden kann. Erste Versuche ergaben neben einer enormen Zeiterspar-
nis auch eine um ca. 30 % gesteigerte Ausbeute von maximal 2 mg Zielprotein pro Liter
Expressionsmedium [156]. Eine Spaltung des auf der Ni-NTA-Matrix fixierten Proteins
mittels TEV-Protease wurde ebenfalls in Betracht gezogen, resultierte jedoch in aggre-
giertem p53.

Im Verlauf der Reinigung von p53 wurde zudem ein ungewdohnliches Migrati-
onsverhalten bei den groRenausschlusschromatographischen Trennschritten (Abb. 4.5
und 4.6; 4.1.2) beobachtet, was durch eine Tetramerisierung des p53 und einen somit
stark vergroRerten hydrodynamischen Radius erklart werden kann. Ahnliche Beobach-
tungen wurden in der Literatur beschrieben, bei denen das Molekulargewicht des Voll-
langen-p53-Tetramers mittels GroRenausschlusschromatographie mit 400-450 kDa be-
stimmt wurde [176]. Anhand der erhaltenen Ergebnisse zur Funktionalititskontrolle des
p53 mittels nativer MS (4.1.3) wurde auf eine zusatzliche Methode zur Bestimmung des
Oligomerisierungsgrades in Losung, wie z.B. der analytischen Ultrazentrifugation, ver-

zichtet.
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5.2 Tetramerisierung des Volllangen-Wildtyp-p53 und DNA-Bindung

Die Tetramerisierung von p53 ist seit einigen Jahren ein viel diskutiertes Thema, bei
dem es mehrere Gesichtspunkte zu betrachten gibt. Die isolierte Tetramerisierungsdo-
mane bildet ein Dimer aus Dimeren mit D2-Symmetrie, was durch NMR-Studien und
Rontgenkristallographie bereits seit 1995 bekannt ist [77, 78]. Hierbei bilden zwei Mo-
nomere der Tetramerisierungsdomane durch Ausbildung eines intermolekularen, antipa-
rallelen B-Faltblattes und eines antiparallelen a-Helix-Stapels ein initiales Dimer. Zwei
diese Dimere assoziieren zu einem Tetramer iiber die Ausbildung eines a-Helix-
Biindels. Weiterhin ist zu bedenken, dass diese Schlussfolgerungen auf der Analyse der
isolierten Tetramerisierungsdomane basieren, die im Modell fur p53 von Tidow et al.
Verwendung fand [98]. Fir das wirfeldhnliche Modell des p53-Tetramers von Okoro-
kov et al. [99] wird ebenfalls die Bildung des p53-Tetramers aus initialen Dimeren an-
genommen, allerdings wird hier ein abweichender Assoziationsmechanismus postuliert
[100]. So soll die Interaktion zweier Tetramerisierungsdomanen im aktiven Tetramer
auf der Bildung ecines antiparallelen B-Faltblattes beruhen. Die Untersuchungen zur Tet-
ramerisierung des Vollldngen-Proteins mittels nativer MS ergaben ebenfalls eine Dime-
risierung aus inititalen Dimeren (Abb. 4.11, 4.2). Diese Beobachtung favorisiert keines
der beiden Modelle, da sie mit beiden vereinbar ist. Die durch Isotopenmarkierungsex-
perimente (4.2) ermittelten Verhaltnisse der Signalintensititen der Isotopenmuster des
p53-Tetramers (1:2:1) und des p53-Dimers (1:1) nach mindestens 16-stindiger Inkuba-
tion bei 4 °C zeigten, dass sich ein Gleichgewicht zwischen Dimeren und Tetrameren
einstellt, ohne dass Dimere in signifikantem Malie zu Monomeren dissoziieren und als
Isotopenmischspezies reassoziieren (Abb. 4.11 und 4.12). Diese Beobachtung kann mit
den sehr niedrigen Dissoziationskonstanten der Tetramere zu Dimeren (50 nM bei 37
°C) und der Dimere zu Monomeren (0,55 nM) erklart werden. Somit sollte unter nativen
Bedingungen p53 fast ausschlieBlich als Dimer oder Tetramer vorliegen [177]. Ahnliche
Ergebnisse wurden bereits in einer Studie zur Untersuchung der heterogenen Oligome-
risation von Wildtyp-p53 mit p53-Strukturmutanten gezeigt [178]. Hier wurde jedoch
nicht Volllangen-p53 sondern eine sogenannte ,,Core-Tet-Variante* (Variante bestehend
aus DBD, Linker und Tetramerisierungsdoméne, Abb. 4.23) verwendet, welche auRer-
dem die bereits beschriebene ultrastabile VVariante der DNA-Bindedomane enthélt [175].
Aufgrund dessen konnten die Tetramerisierungs-Experimente in diesem Fall bei 20 °C

durchgefuhrt werden, was im Vergleich zu den in dieser Arbeit durchgefuhrten Experi-
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menten bei 4 °C, hohere Austauschraten der p53-Monomere innerhalb des Tetramers
erlauben sollte, resultierten jedoch ebenfalls in einem 1:2:1 Verhaltnis [178].

Ebenso konnte in der nativen MS ein p53-Trimersignal mit einem Isotopenverhaltnis
von 1:1:1:1 detektiert werden, welches zwar der statistischen Verteilung der Assoziation
eines initialen Dimers mit einem freien Monomer entspricht. Jedoch wird ein nativ vor-
kommendes Trimer in der Literatur nicht beschrieben (Abb. 4.11; 4.12). Demzufolge
kdnnte es sich hierbei um ein Konzentrations-bedingtes Gasphasenartefakt handeln.
Messungen mit geringerer Proteinkonzentration verringerten zwar die Signalintensitat
des p53-Trimers, allerdings konnte es weiterhin detektiert werden. Ebenfalls konnte die
Anwesenheit der detektierten trimeren p53-Spezies als Resultat eines Dissoziationser-
eignisses im Massenspektrometer ausgeschlossen werden. Die aus der Dissoziation ei-
nes p53-Tetramers resultierenden Trimere wiesen wesentlich geringere Ladungzustéande
auf und wurden erst bei hoheren Kollisionsenergien erzeugt (Abb. 4.7 und 4.8). Die
Starke der Interaktion zwischen initialen p53-Dimer und einem zusétzlichen Monomer
in der Gasphase konnte mit Dissoziationsexperimenten bei nativen MS-Messungen ab-
geschatzt werden. Durch die geringen Signalintensitaten der einzelnen trimeren p53-
Spezies konnten bisher jedoch keine Daten erzeugt werden. Da in der Literatur kaum
native MS-Daten zum Vollldngen-p53 existieren bzw. diese z. T. von niederer Qualitét
sind, ist nicht klar, ob ein p53-Trimer bereits detektiert wurde [179]. Weiterhin stellt
sich die Frage, warum die hier beobachteten Trimere ebenfalls als DNA-gebundene
Spezies detektiert wurden (Abb. 4.9; 4.1.3). Eine weit verbreitete Annahme ist, dass ein
p53-Dimer konsekutive Viertelseiten, oder alternierende Viertelseiten pro enthaltener
DBD bindet [76, 80, 101]. Demzufolge wirde ein p53-Dimer stabil an RE-DNA bin-
den. An dieses Dimer konnte ein freies Monomer assoziieren, was in einem DNA-
gebundenen p53-Trimer resultieren wirde. DNA-gebundene p53-Dimere konnten in
dieser Arbeit ebenfalls detektiert werden (Abb. 4.9 und 4.11). Diese zeigten jedoch
schwéchere Signalintensitaten als DNA-freie p53-Dimere. Ein spezifisches, DNA-
gebundenes p53-Dimer ist nur mit dem Strukturmodell von Tidow et al. [98] vereinbar,
da im Modell von Okorokov et al. [99] jeweils eine DBD pro initialem Dimer in die
DNA-Bindung involviert ist. Da DNA-gebundene Monomere in keinem Fall detektiert
wurden (4.1.3; 4.2), ist eine spezifische Bindung der RE-DNA durch Dimere wahr-
scheinlich und ein Indiz fir eine &hnliche Struktur wie in dem von Tidow et al. postu-
lierten Modell. Allerdings kann nicht ganzlich ausgeschlossen werden, dass die in dieser

Arbeit beobachteten DNA-gebundenen p53-Dimere und -Trimere auf eine unspezifische
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DNA-Bindung, induziert durch die additive Anwesenheit der basischen, regulatorischen
Doméne zurlickzufiihren sind. Dies sollte in einer weiterfuhrenden Studie durch die
Verwendung eines nicht spezifisch bindenden DNA-Molekiils verifiziert werden. Sollte
weiterhin DNA-gebundenes p53-Dimer und -Trimer erhalten werden, wirde es sich um
eine unspezifische DNA-Bindung handeln. Ebenfalls konnte dies mit einer Mutante des
Volllangen-p53 untersucht werden, die keine spezifische DNA-Bindung mehr aufweist.
In vergleichbaren nativen massenspektrometrischen Analysen unter Verwendung der
»Core-Tet-Variante“ konnte in Anwesenheit der identischen RE-DNA kein DNA-
gebundenes Dimer detektiert werden, im Gegensatz zur isolierten DBD [179]. Demzu-
folge konnte es sich bei den detektierten DNA-gebundenen p53-Dimeren und -Trimeren
tatsdchlich  um  unspezifische, elektrostatische Interaktionen des DNA-
Phosphatriickgrates mit den regulatorischen Doménen handeln. In weiterfiihrenden Ex-
perimenten sollte daher die Lokalisation der DNA-Interaktionsflache im p53-Dimer und
Trimer Uberpruft werden. Dafir konnten Cross-Linking-Experimente zwischen DNA
und p53 durchgefuhrt werden [180]. Das kontrdre Modell von Okorokov et al., schlief3t
die Anwesenheit eines spezifischen DNA-gebundenen p53-Dimers aus, da nach diesem
Modell die Assoziation zu Tetrameren eine Voraussetzung fur die DNA-Bindung dar-
stellt [100, 181]. Anhand der hier durchgeflihrten Untersuchungen mittels nativer MS
kénnen momentan keine abschliefenden Aussagen Uber die tatsdchliche raumliche An-

ordnung des p53-Tetramers vorgenommen werden.

5.3 Strukturaufklarung von IDPs mit Hilfe von Cross-Linking/MS
Die Vorteile des chemischen Cross-Linking-Ansatzes liegen nicht nur in der bendtigten

geringen Probenmenge, sondern in der theoretisch unbeschrankten GroRe des Analyten.
So war es bereits moglich, die Strukturen von hochmolekularen Proteinkomplexen, wie
die der 670-kDa RNA-Polymerase II-TFIIF und des 1-MDa TRiC/CCT Chaperonin
[182-184] zu bestimmen. Auch konnte sogar die Struktur der 1,6-MDa 39S-
Untereinheit des mitochondrialen Ribosoms mit einer Kombination aus Kryo-EM und
Cross-Linking aufgeklart werden [185].

Durch Verwendung von Cross-Linkern unterschiedlicher Lange (Abstand der reaktiven
Kopfgruppen zueinander) und Reaktivitat lassen sich komplementdre Resultate gewin-
nen, welche zur Prifung von 3D-Strukturmodellen oder zur Erstellung neuer 3D-
Strukturmodelle genutzt werden kdnnen. Sollten bisher keine 3D-Strukturmodelle exis-

tieren, kénnen die erhaltenen Cross-Links als Distanzbeschrankungen verwendet wer-
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den, um einen Uberblick iiber die rdumliche Anordnung einzelner Proteine und Protein-
komplexe zu erhalten.

In dieser Arbeit wurde erstmalig der Volllangen-Wildtyp des humanen Tumorsuppres-
sorproteins p53 mit Hilfe von chemischen Cross-Linking in Kombination mit hochauf-
l6sender MS untersucht. Es wurden Daten erhalten, die zur Uberpriifung vorhandener
Strukturmodelle des p53-Tetramers verwendet werden kénnen [98, 99]. Dabei mussten
die Bedingungen der durchgefuhrten Experimente stets an die Gegebenheiten angepasst
werden. Aufgrund des IDP-Charakters von p53 und der damit verbundenen sehr guten
Zuganglichkeit bzw. Modifizierbarkeit einzelner Proteinbereiche mit Cross-Linking-
Reagenzien, mussten sowohl die Menge an eingesetztem Cross-Linker, als auch Reakti-
onszeit und Reaktionstemperatur angepasst werden (3.2.3, 4.3.2). Da die Reaktionstem-
peratur durch die Thermolabilitat von p53 mit 4 °C vorgegeben war, konnten nur der
molare Uberschuss an Cross-Linking-Reagenz und eine Reduktion der Reaktionszeit die
Cross-Linking-Reaktion beeinflussen (4.3.2). Bei einem exzessiven Cross-Linking be-
steht die Gefahr, artifizielle Strukturen zu induzieren und zu fixieren. Dabei ist es
schwierig die fixierten nativen Strukturen von artifiziellen zu unterscheiden, was ein
besonders groRes Problem bei flexiblen Proteinen bzw. Proteinkomplexen darstellt. Pro-
teine die nur leichte konformationelle Anderungen durch Liganden-Bindung eingehen
oder globul&re, wohldefinierte Strukturen aufweisen, sind weniger anféllig fur diese Art
der Artefaktbildung. Dabei kann ein Funktionstest oder die Prifung der Ligandenbin-
dung nach erfolgtem Cross-Linking Aufschluss tber die Qualitat der erhaltenen Daten
geben. Im Zuge dieser Arbeit konnte eine Methodenkombination aus chemischen Cross-
Linking und nativer MS, die ,,native* Cross-Linking MS, vorgestellt werden, welche
sich zur Optimierung der Bedingungen von Cross-Linking-Experimenten, speziell im
Hinblick auf IDPs, eignet und im Falle von p53 einen gleichzeitigen Funktionstest lie-
ferte (4.3.2). So konnte nicht nur die Modifikationsrate von p53 mit verschiedenen
Cross-Linking-Reagenzien sondern auch deren Einfluss auf die Fahigkeit der spezifi-
schen DNA-Bindung uberprift werden (4.3.2). Hierbei wurde bereits DNA-gebundenes
p53-Tetramer der Cross-Linking-Reaktion unterzogen und anschlieend Uberprift, ob
die DNA-Bindung bestehen blieb. Dies schliel3t jedoch nicht aus, dass die RE-DNA
eventuell durch die Cross-Linking-Reaktion mit BuUrBu fixiert wurde und so die Dis-
soziation der DNA vom p53-Tetramer verhindert wurde. In weiterfihrenden Experi-
menten muss geklart werden, ob ein bereits kovalent fixiertes p53-Tetramer noch in der
Lage ist, RE-DNA zu binden.
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5.4  Strukturuntersuchung des p53-Tetramers mittels Cross-Linking-
MS

Die Strukturaufklarung von p53 gestaltet sich seit Jahrzehnten als Herausforderung. Die
in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit dem humanem Volllangen-Wildtyp-
p53 in Losung liegen nahe an den physiologischen Bedingungen, was pH-Wert und
lonenstérke betrifft. Typischerweise existieren vorwiegend Strukturen von p53-
Einzeldoménen oder Konstrukten aus strukturierten Doméanen mit verkirzten Verbin-
dungssequenzen. Als Alternative werden stabilisierte Mutanten verwendet [77, 147,
175, 186]. Zuséatzlich wurden bisher zwei wesentliche Modelle von p53 veroffentlicht,
die unterschiedlicher nicht sein konnten (1.4). Das Strukturmodell des p53-Tetramers
von Tidow et al. diente als Hauptreferenz flr diese Arbeit [98]. Ein kirzlich verdffent-
lichtes Modell das auf bestehenden Strukturdaten und erganzenden Modellierungsstra-
tegien basierte lieferte Aussagen Uber die Struktur des p53-Tetramers im DNA-
gebunden Zustand [187]. Werden diese Strukturmodelle mit in Lésung generierten Da-
ten, wie den Cross-Linking-Daten aus der vorliegenden Arbeit verglichen, muss dies
unter dem Vorbehalt geschehen, dass sich das Volllangen-Wildtyp-p53 in Ldsung
durchaus von den Modellen, die auf Einzelstrukturen und Strukturfragmenten basieren
unterscheiden kann. In dieser Arbeit wurden mittels Cross-Linking/MS Ergebnisse er-
halten werden, die einen Einblick in die Orientierung des Volllangen-Wildtyp-p53 in-
nerhalb des biologisch aktiven Homotetramers ermdglichten. Diese Ergebnisse werden

in folgenden Abschnitten diskutiert.

5.4.1 Strukturuntersuchungen der C-terminalen Region von p53
(Tetramerisierungsdomane und regulatorische Domane)

Die Analyse mittels Cross-Linking/MS sollte topologische Informationen tber das p53-
Tetramer im DNA-freien und -gebundenen Zustand liefern. Die Anwendbarkeit ver-
schiedener Cross-Linking-Reagenzien zur Ermittlung von Strukturinformationen aller
p53-Domaénen und vor allem der intrinsisch ungeordneten Termini wurden erfolgreich
gezeigt. Ein p53-Monomer besitzt 20 Lysine, von denen 14 in der C-terminalen Region
(AS 292-393) lokalisiert sind (Anhang Abb. A5 b). Demzufolge sollten die verwendeten
homobifunktionellen, aminreaktiven Cross-Linking-Reagenzien BS?G und BuUrBu gut
geeignet sein, um umfassende Strukturinformationen Uber die C-terminale Region zu
erhalten. Um eine klare Differenzierung zwischen intra- und intermolekularen Cross-

Linking-Produkten zu gewahrleisten, wurde ein Isotopenmarkierungsansatz gewahlt
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(4.3), welcher aufgrund des Tetramerisierungsverhaltens von p53 (5.2) nicht immer eine
eindeutige Differenzierung zulie. Die mit Hilfe der Cross-Linking-Reagenzien BS*G
und BuUrBu identifizierten intramolekularen Cross-Linking-Produkte kénnen nicht
zweifelsfrei als intramolekular angesehen werden, da es sich ebenfalls um intermoleku-
lare Cross-Links zwischen zwei p53-Monomeren innerhalb eines initialen p53-Dimers
handeln kann. Sie besitzen demzufolge fiir die Strukturaufklarung eine verminderte
Aussagekraft, sofern sie bei der Analyse der dimeren, trimeren oder tetrameren p53-
Spezies detektiert wurden. Obwohl es moglich war, alle intramolekularen Cross-Links
ebenfalls in der SDS-PAGE-Bande des p53-Monomers (Abb. 4.14 und 4.20; Anhang
Tabelle A3) zu detektieren, konnte nicht differenziert werden, ob diese Monomere in
Losung vorlagen (Abb. 4.7, 4.9, 4.11), oder ein Artefakt der denaturierenden SDS-
PAGE-Analyse darstellen. Mit einer Wiederholung der Cross-Linking-Experimente und
einer anschlielenden Trennung der Produkte mittels nativer PAGE oder analytischer
GrolRenausschlusschromatographie kénnten genauere Aussagen getroffen werden. Hier
bleiben nicht-kovalente Interaktionen bestehen, sodass die oligomeren p53-Spezies vor
der Analyse voneinander getrennt werden konnten.Die ebenfalls mit BuUrBu gebildeten
neun intermolekularen Cross-Links hingegen liefern unmissverstandliche Aussagen
uber die Kontaktflachen der initialen p53-Dimere innerhalb des aktiven Tetramerkom-
plexes. So konnte der Cross-Link zwischen den Lysinresten K-357 eines initialen p53-
Dimers, welcher in An- und Abwesenheit von RE-DNA detektiert wurde (Abb. 4.16),
die Tetramerisierung von p53 aus initialen Dimeren bestatigen. Betrachtet man in die-
sem Zusammenhang die Protein-Protein-Wechselwirkungen innerhalb der separaten
Tetramerisierungsdomane (1.2.2), wird klar, dass die Bildung der initialen Dimere und
deren Assoziation zum Tetramer nur mit der NMR-Struktur von Clore et al. vereinbar
sind (Abb. 4.18; Anhang Abb. A16 a) [78]. So kann die Orientierung der vier Monome-
re im p53-Tetramer eingeschréankt werden (Anhang Abb. Al7). Es wiederlegt jedoch
nicht das p53-Strukturmodell nach Okorokov et al., da dieser Cross-Link hier ebenfalls
nur als intermolekulare Verknlpfung zwischen initialen Dimeren méglich ware [100].
Im Zuge dieser Arbeit wurde jedoch nicht geprift, ob die zu berbriickende Distanz
zwischen den beiden Lysinresten in diesem Modell mit BS?’G oder BuUrBu méglich
waére (4.3.1.1). Die Intensitatsverteilungen der Isotopenmuster aller weiteren, in Tabelle
4.2 aufgefuhrten, intermolekularen Cross-Linking-Produkte entsprechen denen des
Cross-Links zwischen K-357 x S-366/S-367, welcher in Abb. 4.15 b dargestellt ist. Sie
weichen somit von der theoretischen Verteilung (1:1:1:1) fir intermolekulare Verknip-
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fungen zwischen zwei initialen Dimeren ab. Das heil3t, die Mehrzahl aller identifizierten
intermolekularen Cross-Linking-Produkte existierte ebenfalls als intramolekulare Cross-
Links innerhalb eines p53-Monomers bzw. intermolekulare Cross-Links zwischen Mo-
nomeren innerhalb eines initialen p53-Dimers. Dennoch lieferten sie Distanzinformati-
onen uber die rdumliche Anordnung der initialen Dimere im p53-Tetramer und kénnen
zur Uberpriifung der Qualitat eines Strukturmodelles dienen. Dies wurde in der vorlie-
genden Arbeit fur das von Tidow et al. veroffentlichte p53-Strukturmodell im DNA-
freien Zustand durchgefuhrt. Hierbei traten starke Diskrepanzen zwischen den experi-
mentellen Daten und diesem 3D-Strukturmodell auf. Alle intermolekularen Cross-Links
(ausgenommen K-357 x K-357) miissten viel zu groBe Distanzen (> 40 A) tberbriicken,
als dem verwendeten Cross-Linkern moglich ware (4.3.1). Die erhaltenen Ergebnisse
weisen auf eine weitaus kompaktere Struktur hin, wie es das wirfelartige Strukturmo-
dell von Okorokov et al. postuliert [99]. Vertffentlichte lonenmobilitatsdaten stiitzen
die hier prasentierten Daten, da diese ebenfalls eine kompaktere Anordnung der p53-
Monomere im Tetramer postulieren [179]. In dieser Studie wurden geringere experi-
mentelle Werte flr die Kollisionsquerschnitte (CCS, Collisional Cross Sections) be-
stimmt als die fir das Modell von Tidow et al. berechneten. Dieser Sachverhalt wurde
anhand eines Kollapses der DNA-freien p53-Tetramerstruktur beim Eintritt in die Gas-
phase erklart. Es konnte allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass nicht schon in
Losung ein wesentlich kompakteres p53-Tetramer vorliegt. Vergleicht man die Modelle
der DNA-gebundenen und -freien Zustande des p53-Tetramers nach Tidow et al. so fallt
auf, dass sowohl eine groRe Konformationsédnderung der beteiligten Monomere, als
auch eine Umorientierung der Monomere im p53-Tetramer nétig ist. Die experimentell
in dieser Arbeit erhaltenen Cross-Linking-Daten in An- und Abwesenheit von RE-DNA
(REP, 4.3.2) waren jedoch identisch, was einer stark unterschiedlichen Konformation
der beiden Zustdnde widerspricht. Obwohl die entsprechenden Regionen im Struktur-
modell des DNA-gebundenen p53-Tetramer-Modell fehlen, und somit die durch inter-
molekulare Cross-Links uberbriickten Distanzen in diesem Modell nicht bestimmt wer-
den konnen, erscheint eine identische Anordnung der regulatorischen Doméanen nach
einer so drastischen Umorientierung eher unwahrscheinlich [101, 188]. Eine kirzlich
veroffentlichte Studie des ausschliel3lich aus bestehenden Strukturen modellierten Voll-
langen-p53 im Komplex mit RE-DNA bestatigte ebenfalls die in dieser Arbeit erhalte-
nen Ergebnisse [187]. Es konnte gezeigt werden, dass sich sowohl Tetramerisierungs-

domane, als auch regulatorische Doméne stark an die DBD anné&hern und es zu elektro-
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statischen Interaktionen zwischen K-372, K-373, K-381 und K-382 und der gebundenen
RE-DNA kommt. Diese Reste befinden sich zum Grofiteil in der regulatorischen C-
terminalen Domdne und missen sich demnach in rdumlicher N&he zur Tetramerisie-
rungsdoméne und zur DBD befinden. Wéhrend einer fast 1 ps-andauernden Simulation
des konstruierten Modelles verdichtete sich das komplette p53-Tetramer mit Ausnahme
der TAD, welche weiterhin von der DBD abgewandt blieb. Im Falle des von Okorokov
et al. postulierten Modelles wurde ebenfalls gezeigt, dass DNA-freies und DNA-
gebundenes p53-Tetramer eine nahezu identische, sehr kompakte Anordnung aufwei-
sen. Nach diesem Modell ist lediglich eine leichte Rotation der Dimere gegeneinander
notwendig um RE-DNA zu binden [100].

Andererseits muss berlcksichtigt werden, dass auch die ermittelten Cross-Linking-
Daten auf heterogene Strukturen zurlickzufiihren sein kénnten. So konnte fiir entspre-
chende Cross-Linking-Experimente trotz vorhandener RE-DNA noch DNA-freies Tet-
ramer mittels nativer MS detektiert werden (Abb. 4.11 b). Die Ergebnisse der ,,nativen*
XL-MS zeigen auBerdem, dass die Cross-Linking-Reaktion mit BuUrBu unter den ge-
gebenen Bedingungen zur Abnahme der relativen Signalintensititen des DNA-
gebundenen gegenliber des DNA-freien Tetramers fihrte (Abb. 4.21, 4.3.2). Dabei ist
nicht eindeutig nachvollziehbar, ob die Fahigkeit zur DNA-Bindung durch das Cross-
Linking vermindert wurde und so freies Tetramer entstand oder ob im Verlauf der
Reaktion noch freies p53-Dimer und Monomer zu freiem p53-Tetramer assoziierten.
Dies konnte mit einer Gleichgewichtsverschiebung auf die Seite des p53-Tetramers er-
klart werden, da dieses durch die Cross-Linking Reaktion aus dem dynamischen
Gleichgewicht entfernt wird und nachgebildet werden muss. Bei der Untersuchung des
DNA-gebundenen p53-Tetramers konnte es aufgrund identischen Migrationsverhaltens
wahrend der SDS-PAGE-Analyse (Abb. 4.14 und 4.20) zur Vermischung von DNA-
gebundenen und -ungebundenen Cross-Linking-Spezies gekommen sein. Um dies zu
verhindern, kénnte die Reaktion wiederholt und nach Abstoppen der Reaktion mit Hilfe
eines EMSA-Assays (Electrophoretic Mobility Shift Assay) entsprechende DNA-
gebundene p53-Spezies fur die enzymatische In-Gel-Proteolyse (3.2.3.5) erhalten wer-

den.

Aufgrund der potenziellen Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit dem 3D-
Strukturmodell des p53Tetramers nach Okorokov et al. wurden die BuUrBu-
Datensatze, welche in Abwesenheit von RE-DNA erhalten wurden, erneut untersucht.

Hierbei wurde auf die Verwendung des RISE-Modus in MeroX zur Datenanalyse ver-
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zichtet (3.2.6). Dabei wurden zwei zusatzliche Cross-Linking-Produkte identifiziert,
deren Fragmentionenspektren keinen kompletten Satz der Reporterionen-Signale fur
BuUrBu enthielten und daher mit aktivem RISE-Modus nicht identifiziert wurden.
Hierbei handelt es sich um die Cross-Links zwischen S-1 x K-357 und S-1 x S-372
(Anhang Abb. A18 und A19), bei denen jeweils die N-terminale primare Amingruppe
von p53 verknipft wurde. Somit wurden zwei intramolekulare Cross-Linking-Produkte
zwischen dem N-Terminus und eines Aminosédurerestes der C-terminalen regulatori-
schen Domaéne (S-372) sowie K-357 in der Tetramerisierungsdoméne von p53 detektiert
(Datensatz auf DVD-ROM enthalten). Das spezifische Fragmentierungsverhalten von
BuUrBu (Abb. 1.11) beruht auch auf sequenzspezifischen Effekten, wodurch eine be-
vorzugte Fragmentierung des Proteinriickgrates beobachtet wurde, wenn es sich um
hoher geladene Vorldauferionen handelte und die verknupften Peptide einen geringen
Anteil basischer Aminosduren enthielten [189]. Diese zusétzlich gefundenen Verknup-
fungen deuten auf eine Head-to-Tail-Orientierung der Monomere innerhalb eines initia-
len Dimers hin, wie es im Modell von Okorokov et al. beschrieben wurde. Um weitere
Aussagen treffen zu kdnnen, mussten die erzeugten Datensatze erneut mit dem entspre-
chenden 3D-Strukturmodell verglichen werden [99, 100].

5.4.2 Strukturuntersuchungen der N-terminalen Region von p53
(Transaktivierungsdoméne und Prolin-reiche Region)

Neben der regulatorischen Doméne stellte die N-terminale TAD als weitere IDR ein
geeignetes Ziel fur die Anwendung von Cross-Linking/MS zur Analyse der p53-
Struktur dar. Eine hohe Anzahl an sauren Aminosdureresten (Abb. A5 c) lieR die An-
wendung von SDH als optimal geeignet erscheinen (Anhang Abb. A12). SDH stellt ein
homobifunktionelles, carboxylreaktives Cross-Linking-Reagenz dar [190]. Fir die An-
wendung dieses Cross-Linkers miissen saure Aminosauren (Glu, Asp) zuerst mit dem
Reagenz DMTMM (oder EDC) modifiziert und somit aktiviert werden, bevor die Reak-
tion mit SDH durchgefihrt werden kann. Dabei kann DMTMM als Kopplungsreagenz
fungieren (1.5.5), indem es nach Aktivierung der Carboxylgruppe mit einem primaren
Amin, wie z.B. in Lysin, unter Ausbildung einer Peptidbindung reagiert. Die in dieser
Arbeit durchgefuhrten Cross-Linking-Experimente zeigten, dass eine Modifikation des
p53-Tetramers mit DMTMM zu einem kompletten Verlust der DNA-Bindungsféhigkeit
fihrt. Die Modifikation mit BuUrBu hingegen erhielt die spezifische DNA-Bindung des
p53-Tetramers (Abb. 4.21). Die erhaltenen Massenspektren legen die Vermutung nahe,
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dass es einen Einfluss auf die F&higkeit zur spezifischen DNA-Bindung des p53-
Tetramers geben muss, da die DNA-Bindung des Dimers erhalten bleibt (Abb. 4.21).
Eine weiterfiihrende Studie, bei der DMTMM und Glycinethylester (GEE), welche mit
Carboxylgruppen reagieren, als Reagenzien zur Oberflachenkartierung verwendet wur-
den (Anhang Abb. Al c und A20), ergaben kontrare Ergebnisse.

Abb. 5.1: Oberflachenkartierung saurer Aminosaurereste des p53-Tetramers im DNA-gebundenen
Zustand anhand des Modelles von Tidow et al. Mit Gylcinethylester modifizierte Aminosaurereste sind
rot, mit DMTMM modifizierte magenta und mit beiden Reagenzien modifizierte sind rosa gefarbt. Das

p53-Tetramer (grau) und die gebundenen DNA (griuin) sind als Oberflachenansicht dargestellt.

Diese Studien wurden in Abwesenheit von RE-DNA durchgefiihrt, zeigen aber, dass die
Kontaktflachen der DBD bzw. des Linkers und der RE-DNA mit keinem der beiden
Reagenzien modifiziert wurde; vorausgesetzt, man legt das p53-Tetramer-Modell von
Tidow et al. zugrunde. Diese Flache enthélt ebenfalls nur einen kleinen Anteil an sauren
Aminosdureresten (Abb. 5.1 und Anhang A21). Die Tetramerisierungsdomane hingegen
wurde sowohl mit DMTMM als auch GEE modifiziert (Abb. 5.1 und Anhang A21 und
A22). Dementsprechend konnte erwartet werden, dass das p53-Tetramer durch Modifi-
kation saurer Aminosaurereste nicht nur seine Fahigkeit zur DNA-Bindung einzubfen
wirde. Weiterhin konnte in diesen Studien keine Modifikation der N-terminalen TAD
mit DMTMM gefunden werden, trotz der hohen Anzahl an Asp- und Glu-Resten (Abb.
A22). Fur das kleinere Reagenz GEE konnten hingegen Modifikationen detektiert wer-
den (Abb. A21). Diese Beobachtungen stehen im Kontrast zum p53-Tetramer-Modell
von Tidow et al., da im DNA-freien Zustand die TAD jedes p53-Monomers durch die
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kreuzartige Anordnung der p53-Monomere im Tetramer gut zuganglich sein musste
[98]. Ebenfalls musste die TAD im DNA-gebunden Zustand gut zuganglich sein, wie
ein kurzlich veroffentlichtes Modell zeigte (Abb. 5.2) [187].

Abb. 5.2: Modell des p53-Tetramers im DNA-gebundenen Zustand von Demir et al. Das Modell wurde
auf der Grundlage bekannter Kristallstrukturen modelliert und mit Hilfe von Molekildynamik-
Simulationen verfeinert. Die TAD (cyan), DBD (magenta), Tetramerisierungsdomane (grun) und regula-

torische Doméne (rot) sind in ,,Cartoon-Darstellung* abgebildet. Entnommen aus [187]

Bei diesem Modell sind die TADs der einzelnen p53-Monomere im DNA-gebundenen
Tetramer l6sungsmittelzuganglich und vom kompakten, DNA-umklammernden Rest
des p53-Tetramers weg gerichtet. Das einzige Modell, bei dem die N-terminale Doméne
beschrénkt zugénglich ist, ware das von Okorokov et al. postulierte (Abb. 1.3 ¢ und d).

5.4.3 Strukturuntersuchungen der Zentralen Region von p53
(DNA-Bindedoméne)

Da die 3D-Struktur der DBD von p53 bereits seit 1995 aufgeklart ist, stand diese nicht
im Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit (1.2.2.). Trotz der sieben vorhandenen Ly-
sinreste in der DBD konnten weder im DNA-freien noch -gebundenen Zustand Cross-
Linking-Produkte mit einem der verwendeten Reagenzien identifiziert werden. Eine

magliche Ursache hierfur konnten die moderaten molaren Uberschiisse der Cross-
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Linker BS?’G und BuUrBu sein. Fir die Reaktionen mussten geringe Cross-Linker-
Uberschiisse eingesetzt werden, um keine artifiziellen Ergebnisse fiir die flexiblen Be-
reiche von p53 zu erhalten (4.3.2). Wahrend hohe Modifikationsraten der IDR selbst bei
geringen Uberschiissen an Cross-Linking-Reagenz erzielt wurden, konnte fir die glo-
buldre DBD die Konzentration der jeweiligen Reagenzien fur eine effiziente Vernetzung
zu gering gewesen sein. Ein Indikator hierflr ist die Modifikationsrate des globuldren
Proteins DnaK unter den gewdhlten Bedingungen. Diese Verunreinigung in der ver-
wendeten p53-Praparation zeigte im Verlauf der ,,nativen” XL-MS-Analysen eine im
Vergleich zu p53 stark verminderte Modifikationsrate, sowohl fur BuUrBu als auch fur
DMTMM (3-6-fach weniger als das p53-Dimer), trotz vergleichbarer Anzahl an Lysi-
nen (50 gegeniiber 40) und sauren Aminosauren (50 Glu; 55 Asp) gegeniiber dem p53-
Dimer (60 Glu; 40 Asp).

Da p53 ebenfalls zehn Cysteine besitzt, welche ausschlielich in der DBD loka-
lisiert sind, wurden zudem Cross-Linking-Reaktionen mittels Sulfo-GMBS durchge-
fihrt (3.2.4.1). Es konnten trotz erfolgreich modifizierter Cysteine (Anhang, Tabelle
Al) keine Cross-Linking-Produkte identifiziert werden. C-176, C-238 und C-242 sind
an der tetrahedralen Koordination des Zentralen Zn**-lons beteiligt und wurden in kei-
nem Fall als modifiziert detektiert. Interessanterweise wurde C-229, welches im DNA-
freien Zustand des p53-Tetramers zuganglich sein misste, ebenfalls in keinem Fall mo-
difiziert (Anhang, Tabelle Al). Alle weiteren Cysteine der DBD wurden modifiziert
(Anhang, Tabelle Al), jedoch wurden keine Cross-Links zu Lysinen in einem maximal
von Sulfo-GMBS iiberbriickbaren Ca-Ca-Abstand von 27 A detektiert. Lysine mit ent-
sprechendem Abstand, die zu intramolekularen Cross-Linking-Produkten fuhren wir-
den, konnten wahrscheinlich durch sekundéarstrukturbedingte Behinderungen nicht aus-
gebildet werden. Jedoch sind nicht alle potenziell mdglichen Cross-Links derart unzu-
ganglich (Anhang, Abb. A7).

5.5 Automatisierung der Cross-Linking-Analysen

Eine der groBten Herausforderungen bei der Analyse von Reaktionsgemischen, die
durch chemisches Cross-Linking und eine anschlielende enzymatische Proteolyse er-
zeugt werden, ist die Komplexitat dieser Peptidmischungen. und die oft niedere A-
bundanz der gebildeten Cross-Linking-Produkte. Dies macht es unerlésslich, effektive
Identifizierungsstrategien fir Cross-Linking-Produkte zu etablieren. Die am hdufigsten

verwendete Strategie hierfir ist die Verwendung von Gemischen aus stabil isotopen-
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markierten ,leichten* und ,,schweren* Cross-Linkern, die z.B. Deuterium enthalten statt
Wasserstoff. So kénnen Cross-Linking-Produkte anhand ihrer charakteristischen Isoto-
penmuster identifiziert werden [96]. Die Verwendung MS/MS-spaltbarer Cross-Linker,
wie z.B. Disuccinimidylsulfoxid (DSSO), Bis(succinimidyl)succinamylaspartylprolin
(SuDP) oder des hier verwendeten Harnstoff-basierten Cross-Linkers BuUrBu stellen
vielversprechende Alternativen dar [135, 191, 192]. Mit Hilfe dieser Reagenzien kann
die Auswertung von Cross-Linking-Datensatzen stark vereinfacht und automatisiert
werden.

Ziel der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Studie war es, einen kompletten
Arbeitsablauf zur (nahezu) automatischen Analyse strukturbasierter Cross-Linking-
Experimente von Proteinen und Proteinkomplexen, basierend auf dem MS/MS-
spaltbaren Cross-Linker BuUrBu, zu etablieren. MS/MS-spaltbare Cross-Linker besit-
zen mehrere entscheidende Vorteile, welche sie flr automatische Arbeitsabldufe prédes-
tinieren. Am wichtigsten ist die durch die Cross-Linker-Spaltung erzeugten Reporterio-
nen zuverldssige Unterscheidung zwischen verschiedenen Cross-Linking-Produkten
(sogenannte ,,dead ends* oder Typ 0, intra- und interpeptidal oder Typ 1 und 2, 1.5.5).

Neben der Identifizierung von Cross-Links mit Hilfe von MeroX sollten hierbei ver-
schiedene Fragmentierungsmethoden genutzt und hinsichtlich ihrer Effektivitat fir die
Analyse von Cross-Linking-Ansédtzen mit BuUrBu untersucht werden. Dabei konnte
gezeigt werden, dass mit HCD und EThcD die qualitativ besten Fragmentionenspektren
fir Cross-Linking-Produkte erhalten wurden. In Bezug auf die Identifikationsrate er-
wies sich HCD fur die Analyse von Einzelproteinen gegentiber EThcD als (berlegen
(Abb. 4.28). Der Geschwindigkeitsvorteil einer ausschlieBlich HCD-basierten Fragmen-
tierung resultierte fr die der Proteine (BSA, B-Lactoglobulin und p53) in einer deutlich
hoheren Anzahl an identifizierten einzigartigen Cross-Links als mit ETD-basierten Me-
thoden. Dieses Ergebnis spiegelt die intrinsischen Eigenschaften des verwendeten spalt-
baren Cross-Linkers BuUrBu wieder. Unter MS/MS-Bedingungen liegen &hnliche Sta-
bilitdten fir die CO-N-Bindungen der zentralen Harnstoff-Gruppe des Cross-Linkers
und der Amidbindungen der Peptidriickgrate vor. So treten bei der Fragmentierung mit-
tels CID oder HCD neben den Reporterionen des Cross-Linkers ebenfalls Peptidfrag-
mentionen auf, welche die eindeutige Zuordnung der entsprechenden Peptide und in
vielen Féllen auch die exakte Bestimmung der jeweils verknipften Aminosédure in den
Fragmentionenspektren ermdglichen. Andere spaltbare Cross-Linker, wie zum Beispiel

DSSO, sind durch eine schwéchere zentrale Bindung der Sulfoxid-Gruppe gekenn-
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zeichnet. Diese fragmentiert bei geringerer Kollisionsenergie als die Amidbindung des
Peptidrickgrates [193]. Dies resultiert in Fragmentionenspektren, welche ausschlieRlich
Linker-fragmente enthalten und macht eine MS>-Strategie zur Sequenzierung der ver-
kniipften Peptide unerlasslich. Die MS3-Daten sind meist von geringer Qualitat, wenn
Vorlauferionen mit niederer Intensitat fragmentiert werden. Eine andere Mdoglichkeit
besteht darin, ETD und HCD sequenziell einzusetzen, um einmal durch HCD mit nied-
riger Kollisionsenergie nur Reporterionen zu erzeugen und zudem mittels ETD kom-
plementare Peptidrickgratinformationen zu erhalten [193]. Somit ist die Anwendung
von DSSO auf eine Analyse mit MS"-fahigen Massenspektrometern bzw. ETD- oder
ECD-fahigen Geréten beschrénkt. Fir Cross-Linking-Analysen mit BuUrBu sind hin-
gegen CID- oder HCD-MS/MS Experiment ausreichend, um Cross-Linking-Produkte
eindeutig zu identifizieren. Daher kann jedes Massenspektrometer, das in der Lage ist,
CID-basierte MS/MS-Daten zu generieren, verwendet werden, um den hier vorgestell-
ten Arbeitsablauf zu nutzen.

Fur die Analyse eines deutlich komplexeren Proteingemisches war der vorgestellte
Arbeitsablauf weniger erfolgreich, was sich in der vergleichsweise geringen Zahl an
eindeutig identifizierten Cross-Linking-Produkten ausdriickte. Eine Beschrankung der
Ergebnisse durch eine FDR von 5% reduzierte die hohe Anzahl an identifizierten Kan-
didaten drastisch. Vergleicht man die Anzahl an eindeutig identifizierten Cross-
Linking-Produkten im E.coli-Lysat mit denen der Einzelproteine, werden die Schwie-
rigkeiten deutlich. Einerseits resultiert die haufige Koisolation von mehreren Vorlaufer-
ionen in komplexen Proben oft in gemischten Fragmentionenspektren. Dies macht eine
eindeutige Zuordnung dieser Cross-Linking-Produkte fiir MeroX nahezu unmdglich.
Weiterhin steigt mit zunehmender Komplexitat die Anzahl an isobaren proteolytischen
Peptiden. Fir das E.coli-Lysat wurden einzelnen Fragmentionenspektren durchschnitt-
lich flnf theoretisch passende, isobare Cross-Linking-Produkte zugeordnet. Eine ein-
deutige Zuordnung ware nur durch eine vollstdndige Fragmentierung und einer damit
verbundenen kompletten Sequenzabdeckung beider Peptide mdglich. Eine geeignete
Vorfraktionierung, wie mit einem starken Kationenaustauscher (SCX), konnte diese
Probleme verringern. Ein automatisierter Arbeitsablauf basierend auf dem Cross-Linker
DSSO und der Software XlinkX, beruhte auf der Vorfraktionierung eines Hela-
Zelllysates mit Hilfe von SCX. AnschlieBend wurden 28 dieser Fraktionen nochmals
mittels Umkehrphasenchromatographie getrennt und massenspektrometrisch erfasst

[193]. Verwendet wurden 60-miniitige Gradienten, woraus sich mit Aquilibrieren und
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Nachspulen des Systems bei gegebenen Flussraten von 200 nl/min ca. 80 Minuten pro
LC-MS/MS-Analyse ergeben. Die Analyse eines HelLa-Zelllysates benétigt demnach
mehrere Tage Messzeit. Unter diesem Aspekt stellt sich momentan das Ergebnis solcher
Analysen, d.h. die Identifizierung von hauptsachlich intramolekularen Cross-Links von
hochabundanten Proteinen aus Zelllysaten, noch als unginstig im Verhaltnis zum be-
triebenen Aufwand dar. Weitere Optimierungen, sowohl geratetechnisch als auch hin-
sichtlich der spezifischen Anreicherung von Cross-Linking-Produkten, wird zukinftig
die Identifizierung intermolekularer Cross-Linking-Produkte aus komplexen Proben
erleichtern.

Zusammenfassend kann der hier beschriebene Arbeitsablauf als sehr zuverlassig in Hin-
sicht auf die strukturbasierte Cross-Linking/MS-Analytik gereinigter Proteinsysteme
beschrieben werden. Durch die parallele Identifizierung von BuUrBu-spezifischen Re-
porterionen und Fragmentionen des Peptidrickgrates in den Fragmentionenspektren
konnen alle hochauflésenden Massenspektrometer mit Tandem-MS-Funktion, wie z.B.
Q-TOF oder Orbitrap Q-Exactive Massenspektrometer, fir entsprechende Analysen

verwendet werden.

5.6 Vergleichbarkeit von Cross-Linking-Daten
Ein Vergleich von Cross-Linking-Daten, die von unterschiedlichen Arbeitsgruppen er-

zeugt wurden, ist keinesfalls trivial. So gibt es derzeit keine klaren Richtlinien zur Dar-
stellung der Ergebnisse von Cross-Linking-Analysen. Zudem werden viele verschiedene
Softwarelosungen fir die Analyse von Cross-Linking-Produkten angeboten. Neben
MeroX existieren XiSearch, XlinkX, Kojak, pLink und viele andere [96, 194-196]. Da-
bei variieren sowohl Eingabe- und Ausgabeformate der Daten, Benutzeroberflachen,
Algorithmen und allgemeine Suchkriterien, die einen Vergleich der mit den verschiede-
nen Programmen erhaltenen Ergebnisse erschwert. Da es keine klaren Regeln zur Dar-
stellung der Cross-Linking-Ergebnisse gibt, kommt es zu einer stark variierenden An-
zahl an identifizierten Cross-Links. In dieser Arbeit wurden Redundanzen weitestge-
hend eliminiert. In anderen Studien wurden alle Fragmentionenspektren, die einem
Cross-Linking-Produkt zugeordnet werden kénnen, als einzigartig gezahlt. Zudem wer-
den Cross-Linking-Produkte, die in mehreren Modifikationsstufen (z.B. Methioninoxi-
dation) identifiziert werden, oftmals als einzigartig eingestuft, obwohl der strukturelle
Informationsgewinn identisch ist. So kann ein einziges Cross-Linking-Produkt, welches

in vier verschiedenen Ladungszustanden, mit und ohne Methioninoxidation, sowie zu-
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satzlich mit einem zusétzlichen hydrolysierten Cross-Linker-Molekul modifiziert, iden-
tifiziert werden. Das ergébe 16 individuelle Cross-Links, die jedoch nur eine Distanzin-
formation liefern. In dieser Arbeit stellt dies genau einen einzigartigen Cross-Link dar.
Eine weitere Herausforderung stellt die Differenzierung verschiedener Cross-
Linking-Produkte dar. Dabei ist ein Cross-Link anhand der Masse des Vorlauferions
nicht von der entsprechenden Aminosduresequenz mit einer Trypsin-Fehlschnittstelle
und einer Modifikation mit hydrolysiertem Cross-Linker (,,dead-end*) zu diskriminie-
ren (Anhang Abb. A22). Um dennoch zwischen diesen beiden Spezies anhand der
Fragmentionenspektrums unterscheiden zu kdnnen, bedarf es einer kompletten Frag-
mentierung des Peptidruckrates beider verknlpfter Peptide. Da dies nicht immer ge-
wahrleistet ist, kann auf die Verwendung MS/MS-spaltbarer Cross-Linker zurtickgegrif-
fen werden. Lineare Peptide, die mit partiell hydrolysiertem Cross-Linker modifiziert
sind, wirden bei Verwendung von BuUrBu kein komplettes Dublett-Muster der Repor-
terionen liefern und sind klar von ,,wahren“ Cross-Linking-Produkten unterscheidbar.
Spaltbare Cross-Linking-Reagenzien, wie BuUrBu, haben demzufolge das Potenzial mit
Hilfe einer geeigneten Software die eindeutige ldentifizierung von Cross-Linking-
Produkten zu revolutionieren und die Technik einer breiten Masse an Anwendern zu-

ganglich zu machen.
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6  Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundlagen fiir die Strukturaufklarung von IDPs
im Allgemeinen und von p53 im Speziellen mittels Cross-Linking in Kombination mit
hochaufgeloster MS gelegt. Die hier erhaltenen Daten widersprechen dem 3D-
Strukturmodell von Tidow et al. [98], und sollen erneut zur Uberpriifung des 3D-
Modells von Okorokov et al. [99, 100] verwendet werden. Weiterhin sind IM-MS-
Messungen mit dem gereinigten p53-Tetramer im DNA-gebundenen und -freien Zu-
stand geplant. Die Berechnung der theoretischen CCS-Werte des 3D-Strukturmodells

von Okorokov et al., um eine mégliche Korrelation zu untersuchen.

Da die Anwendung von externen Cross-Linking-Reagenzien nur in bestimmten MaRe
erfolgreich war, besteht der ndchste Schritt im Einbau unnatirlicher, Diazirin-haltiger
Photo-Aminoséuren, wie Photo-Leucin und Photo-Methionin, um auch Cross-Linking-

Informationen Gber die bisher strukturell ungeklarten Bereiche von p53 zu erhalten.

Die im Zuge dieser Arbeit erstmalig verwendete Kombinationsmethode aus Cross-
Linking und nativer MS soll weiterentwickelt werden. Dabei soll die Anwendung weite-
rer Cross-Linking-Reagenzien fir die Strukturaufklarung von p53 und die Ubertragung
der Methode auf weitere Proteinkomplexe geprift werden. Eine Weiterentwicklung
dieser Methode soll in der dissoziierbaren Fixierung von transienten Komplexen beste-
hen. Hierbei konnte durch die Verwendung von geringen Mengen DSSO ein Komplex
kovalent verknupft werden und dann mittels CID-Spaltung der zentralen Sulfoxid-
Gruppe von DSSO aus dem Komplex entfernt werden. So kénnen sowohl schwache
Proteininteraktionen als auch transiente Komplexe identifiziert und deren Stéchiomet-

rien bestimmt werden.
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Abb. Al: Reaktionsschemata der verwendeten Cross-Linking-Reagenzien. Es sind die Reaktionen von a)
Reaktion eines homobifunktioniellen aminreaktiven Cross-Linkers am Beispiel von BS?G (BuUrBu analog), b)
Sulfo-GMBS und ¢)DMTMM dargestellt; d) Die Nomenklatur der Cross-Linking-Produkte ist nach Schilling
et al. angegeben [197].
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1 51 101 151 201 251 301 351 393

Abb. A2: Identifizierung des humanen Volllangen-Wildtyp-p53 anhand der Aminosauresequenz. Oben:

Identifizierte Bereiche des Proteins sind griin hervorgehoben. Unten: Korrespondierende Aminosaurese-
quenz.
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Abb. A3: Hybridisierung der verwendeten Response-Element DNA. Die Trennung erfolgte mit Hilfe eines
4,5%igen LE-Agarosegels.
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Abb. A4: Natives Massenspektrum von p53 in Anwesenheit von RE-DNA (REI): p53-Monomer (rot), p53-
Dimer mit RE-DNA (dunkelblau) und ohne RE-DNA (hellblau), p53-Trimer (orange) und p53-Tetramer im

Komplex mit RE-DNA (dunkelgriin) und ohne (hellgriin) sind detektierbar. Neben den p53 zugeordneten Sig-
nalen wurde DnaK (gelb) gefunden. Kollisionsenergie: 60 V.
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C-terminal region
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Abb. A5: Potenzielle Cross-Linking-Reaktionsstellen innerhalb der p53-Aminosduresequenz. a) Schemati-
sche Darstellung der p53-Domanenstruktur b) Aminosduresequenz mit hervorgehobenen Lysinen ¢) Amino-

sauresequenz mit hervorgehobenen Asparaginsaure-, Glutaminsaure- und Lysinresten.
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Abb. A6: Lokalisation der Cysteine in der DBD von p53. Die Darstellung wurde mit Hilfe des Strukturmo-
dells von Tidow et al. (im DNA-freien, tetrameren Zustand) angefertigt. Die DBDs sind in ,,Cartoon-

Darstellung* (azur) abgebildet, Cysteine sind mittels ,,Stick-Darstellung* (gelb) hervorgehoben.

Abb. A7: Theoretisch mégliche Cross-Links mit Sulfo-GMBS anhand des p53-Tetramer Modells im DNA-
freien Zustand. von Tidow et al. Die C,-C,-Distanzen, die von Sulfo-GMBS tberbriickt werden kénnen sind
als griine, gestrichelte Linien dargestellt. Cysteine sind gelb (,,Stick-Darstellung*“) dargestellt; Lysine, deren

C,-Atom sich in einem maximalen Radius von 27 A Entfernung befindet, sind blau hervorgehoben.
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Abb. A8: Massenspektren ausgewéhlter BuUrBu-Cross-Linking-Produkte mit charakteristischen
Isotopenmustern. Die charakteristischen Isotopenmuster aufgrund der Verwendung von “*N- und '°N-
markiertem p53 hangen von der Anzahl der vorhandenen Stickstoffatome ab. a) Massenspektrum mit hervor-
gehobener Isotopenverteilung fiir einen intermolekularen Cross-Link im p53-Tetramer. b)Cross-Link zwi-
schen zwei verschiedenen Peptiden eines Monomers (intramolekular). ¢) Massenspektrum eines Cross-
Linking-Produkts zwischen zwei verschiedenen Peptiden mit unterschiedlicher Anzahl an Stickstoffatomen
(intermolekular). d) Massenspektrum eines Cross-Linking-Produktes zwischen zwei identischen Peptiden mit
gleicher Anzahl an Stickstoffatomen (intermolekular).* = Uberlagerndes Isotopenmuster einer nicht identifi-

zierten lonenspezies.
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Abb. A9: Fragmentionenspektren eines intermolekularen BuUrBu-Cross-Links zwischen K-357 und K-
357 im p53-Tetramers: HCD-MS/MS des a) dreifach positiv geladenen Vorlauferions bei m/z 847,409 (**N-

Spezies); b) dreifach positiv geladenen Vorlauferions bei m/z 858,708 (**N-Spezies); c) dreifach positiv gela-
denen Vorlauferions bei m/z 853,058 (**N/*°N-Spezies und °N/**N-Spezies); **N-Aminoséuren sind durch
GroRbuchstaben und *°N-Aminosauren durch Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Die Fragmentionen des b-

Typs sind in blau und die des y-Typs in rot dargestelit. lonen, die das gesamte a- bzw. B-Peptid enthalten,
sind schwarz, das Vorlauferion ist griin markiert.
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Abb. A10: Distanzen der mit BS?G erhaltenen intramolekularen Cross-Links anhand des Strukturmodelles
des p53-Tetramers im DNA-freien Zustand von Tidow et al. [98] Cross-Links sind als Linien (orange) dar-
gestellt und nummeriert. Die entsprechenden Distanzen sind in der Legende angeben. Der Ubersichtlichkeit
halber sind unbeteiligte Doménen ausgeblendet. Tetramerisierungsdomanen (rot) sind in ,,Cartoon-
Darstellung*, Linker (grau) sowie regulatorische Domanen (gelb) sind in ,,Sphere-Darstellung* abgebildet.
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Abb. A11:Distanzen der mit BS’G erhaltenen intermolekularen Cross-Links anhand des Strukturmodels
eines p53-Tetramers im DNA-freien Zustand. Cross-Links sind als Linien (rot) dargestellt und nummeriert.

Die entsprechenden Distanzen sind in der Legende angeben. Nicht involvierte Domanen wurden ausgeblen-
det. Tetramerisierungsdoménen (rot) sind in ,,Cartoon-Darstellung®, Linker (grau) sowie regulatorische
Domanen (gelb) sind in ,,Sphere-Darstellung* abgebildet.
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Abb. A12:Schematische Darstellung der Cross-Linking-Reaktion mit SDH. Carboxylgruppen von Asparag-
inséure- und Glutaminsaureresten werden mit DMTMM aktiviert und reagieren anschlieRend weiter mit dem

Dihydrazid SDH unter Ausbildung einer kovalenten Verkniipfung.
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Abb. A13:, Native* XL-MS von p53 in Anwesenheit von RE-DNA. a) Verwendung eines ansteigenden
molaren Uberschusses von BuUrBu (UXL) b) VergroRerung des m/z-Bereiches von 4000-4800, in dem Sig-
nale flir das p53-Dimer und DnaK zu finden sind; ¢) VergréfRerung des m/z-Bereiches 6000-6500 zeigt Signa-
le fur das p53-Tetramer (xDNA). Als Lésungsmittel wurde 500 mM Ammoniumacetat-Lésung (pH 6,8) ver-

wendet. Die Spektren wurden an einem High-Mass Q-TOF I1-Gerét unter identischen Bedingungen aufge-
nommen.
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Abb. Al4:, Native* XL-MS von p53 in Anwesenheit von DNA. a) Verwendung eines ansteigenden molaren
Uberschusses des Cross-Linkers DMTMM (XL). b) VergroRerung des m/z-Bereiches von 4000-4800, in dem
Signale fiir das p53-Dimer und DnaK zu finden sind ¢) VergréRerung des m/z-Bereiches 6000-6500 zeigt
Signale fir das p53-Tetramer (£DNA). Als Losungsmittel wurde 500 mM Ammoniumacetat-Lésung (pH 6,8)

verwendet. Die Spektren wurden an einem High-Mass Q-TOF I1-Gerat unter identischen Bedingungen aufge-

nommen.
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Abb. A15:Vergleich verschiedener Fragmentierungsmethoden anhand eines BuUrBu-Cross-Linking-
Produktes von p53: Fragmentionenmassenspektrum des dreifach positiv geladenen Vorlauferions bei m/z

711.022 erzeugt mittels a) CID (NCE=30), b) ETciD(SA=30), ¢) EThcD (SA=29) und d) stepped HCD
(NCE=29+3 %). Die Fragmentionen des b-Typs sind in blau und die des y-Typs in rot dargestellt. lonen die
das gesamte o/f-Peptid enthalten sind schwarz, das Vorlauferion griin und interner Fragmente ist dunkelgrin

markiert.
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Abb. A16: Schematische Darstellung der Bildung des p53-Tetramers aus initialen **N-markierten (blau) und
nicht-markierten (rot) p53-Dimeren. a) Assoziation unter Bertcksichtigung des von Clore et al. beschriebe-
nen Tetramerisierungsverhaltens der isolierten Tetramerisierungsdoméne [78]. b) Assoziation aus alternati-
ven initialen Dimeren. Die Ausbildung eines intermolekularen Cross-Links zwischen den Lysinresten K-357
zweier p53-Monomere ist schematisch (roter Strich) dargestellt.
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Abb. A17:Schematische Darstellung zur p53-Tetramerisation. Drei der Modelle kénnten durch die Identifi-

zierung eines intermolekularen Cross-Links zwischen den Lysinresten K-357 initialer Dimere ausgeschlossen
werden. Es assoziieren initiale Dimere aus **N-markiertem- (blau) und nicht-markiertem p53 und bilden die

tetramere Mischspezies.
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Abb. A18: Fragmentionenspektrum eines intramolekularer Cross-Link zwischen dem N-terminalen S-1 und K-357. Das Spektrum stellt die Ansicht der
MeroX-Software dar.. Fragmentionen des o-Peptides (blau), des f-Peptides (rot) und Signale des Dublett-Musters von BuUrBu (gelb) sind farblich mar-

kiert.
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Abb. A19: Fragmentionenspektrum eines intramolekularer Cross-Link zwischen dem N-terminalen S-1 und S-372. Das Spektrum stellt die Ansicht der
MeroX-Software dar. Fragmentionen des o-Peptides (blau), des p-Peptides (rot) und Signale des Dublett-Musters von BuUrBu (gelb) sind farblich mar-

kiert
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Abb. A20:Schematische Darstellung der Reaktion von Glycinethylester (GEE) zur Oberflachenkartierung
von sauren Aminosaureresten. Die sauren Aminosauren Glutamat und Aspartat werden mittels EDC akti-
viert und mit GEE modifiziert. Abb. entnommen aus [156].
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Abb. A21:Mit Glycinethylester (GEE) modifizierte Aminosdurereste in p53. Die modifiziert detektierten
Aminosauren sind durch einen Stern gekennzeichnet. Abb. entnommen aus [156].
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Abb. A22:Mit DMTMM maodifizierte Aminosaurereste in p53. Die modifiziert detektierten Aminosauren
sind durch einen Stern gekennzeichnet. Abb. enthommen aus [156].
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BS2G + Trypsin
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Abb. A22:Isobare Vorlauferionen eines Typ 0 und Typ 2 Cross-Links. Interpeptidaler (Typ 2) Cross-Link
von Folgesequenzen und einem korrespondierendem linearen Peptid, das mit einem hydrolysiertem Cross-
Linker modifiziert ist (Typ-0-Cross-Link).
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Anhang Tabellen

Tabelle:Al: Modifizierung von Cysteinen der DBD von p53 in Abwesenheit von RE-DNA mit Sulfo-

GMBS.
Aminoséaure Modifiziert Lokalisation
Cys-124 + B-sheet Sandwich, antiparallel
Cys-135 + B-sheet Sandwich, antiparallel
Cys-141 + B-sheet Sandwich, antiparallel
Cys-176 - Zn**-Bindestelle
Cys-182 + DNA-Interaktionsflache
Cys-229 - B-sheet Sandwich, antiparallel
Cys-238 - Zn**-Bindestelle
Cys-242 - Zn**-Bindestelle
Cys-275 + DNA-Interaktionsflache
Cys-277 + DNA-Interaktionsflache
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Tabelle A2: Intra- und Intermolekulare BS?G-Cross-Linking-Produkte im p53-Tetramer im DNA-freien Zustand.

m/z exp. [t'xl;gir]f z (pﬁ)n%) Cross-Linking-Position Aminosauresequenzen

819,703 2457,094 3 0,2 K-357 x K-357 g :::gﬁgﬁgigigg:g:: EEE;
814,054 2440,145 3 1,4 K-357 x K-357 g :::Bﬁgﬁgigigg:i:: Eizs;
825,354 2474,044 3 1,6 K-357 x K-357 g zzgﬁgﬁgiggggggz: Eizm;
615,029 2457,094 4 0.6 K-357 x K-357 g iiigﬁgﬁgﬁgiggggii gﬁm;
610,792 2440,145 4 11 K-357 x K-357 g zzgﬁgﬁgiggggggz: Eiim;
619,267 2474,044 4 1,0 K-357 x K-357 g zzgﬁgﬁgigggggizz gzs;
619,630 1856,875 3 1,0 K-357 x K-357 g Z:zgﬁgﬁgigfﬁ%?qses (MN)
627,939 1881,801 3 1,0 K-357 x K-357 g :::gﬁgﬁgigg%?wm (lSN)
625,280 1873,825 3 11 K-357 x K-357 g :::gﬁgﬁgifs??g\swbd (lSN)
543,945 1629,819 3 1,0 K-357 x K-372 oder K-373 ([; ::gégﬁf(%ﬁ;GGSRdbd (14N)
551,256 1651,754 3 0,6 K-357 x K-372 oder K-373 g :ig?gﬁse(lﬁsEN?GGSR%s (15N)
408,210 1629,819 4 -0.2 K-357 x K-372 oder K-373 E ziigégﬁs‘G(%EN?GGSR%S CN)
413,694 1651,754 4 0.3 K-357 x K-372 oder K-373 g zjigﬁgﬁg(%EN?GGSRm (15N)
688,654 2063,945 3 0.7 K-357 x S-3660r S-367 oder K-370 E zzmcsg_gﬁl_%%e(gs;z%s N)
686,992 2058,960 3 1.0 K-357 x S-366 oder S-367 oder K-370 g ZZESS_'SAHGLKE%G(SE;?%S (14N)
683,004 2046,995 3 0.5 K-357 x S-366 oder S-367 oder K-370 & SSZDAQAGKEPGGSRBM (14N)

B 364AH§HLK370 (14N)
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m/z exp. [t'\r/1|:c;|r].+ (pﬁ)n%) Cross-Linking-Position Aminosauresequenzen

a **DAQAGKEPGGSR™ (N)
692,642 2075,909 0.4 K-357 x S-366 oder S-367 oder K-370  ases St sy
516,741 2063,945 0.1 K-357 x K-370 g iiigggggfgﬁﬁgf“ *N)
515,496 2058,960 11 K-357 x S-366 oder S-367 oder K-370 g zzmgﬁféiigﬁfm N
512,505 2046,995 1.2 K-357 x S-366 oder S-367 oder K-370 g iiigg;\gggﬁﬁﬁgf“ N
519,732 2075,909 0.3 K-357 x S-366 oder 367 oder K-370 gzi;iiﬁcsi;ﬁ%fﬁﬁﬁise%s N
562,947 1686,825 01 K-357 x K-381 g 22252%26(%’5\'?6@%3“ N
560,620 1679,846 0.2 K-357 x K-381 g :::ag%ze(%ﬁeesw“ N)
568,596 1703,775 0.2 K-357 x K-381 ; ZZZEQSQZGG@,E\,F)’GGSRM N)
420,716 1679,846 13 K-357 x K-381 g :::ag%ze(%ﬁeesw“ N)
426,699 1703,775 1.0 K-357 x K-381 g EZf)aQSSASZG%%F))GGSR%S °N)

352 363 (14

677667 2030,985 0.6 cs)d?éerszT 5(3};%373 oder S-376 oder S-378 g 3732(/;82?8(55?(?%? (°N)
687,305 205,899 0.7 cs)deész f<3|;%373 oder S-376 oder S-378 g :ztﬁ)éggcTssngg(?%F;m (°N)
508,502 2030,985 0.8 S-362 x K-373 g 2?2@23@%55&;}%?” N
515,731 2059,899 0.6 K-357 x K-373 g Ziiggg@%&g?&ﬁw *N)
677,666 2030,985 0.2 K-357 x K-373 g Zi;zggg%gg?gif“ ('N)
687,305 2059,899 0.2 K-357 x K-373 g ;‘i;gggg%gi&g%?“ °N)
645,332 1933,980 0.4 K-357 x K-373 o~ DAQAGKEPGGSR™ (*N)

B 382KLMFK386 (14N)
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m/z exp. [t'\r/wl:c;ir]f (FﬁJTT]) Cross-Linking-Position Aminosauresequenzen
653,308 1975,910 0.4 K-357 x K-373 g :::Efﬁ?;%ﬂi?swm (°N)
484,250 1933,980 L K-357 x K-382 oder K-386 g :ZZE?S?E%E(Z%?SRM Ny
490,232 1957,907 0.7 K-357 x K-382 oder K-386 g :Z:Efﬁ?;%’iiﬁ?sw“ CN)
623,663 1868,973 1.0 Edgzs ?Sgg S-371 x K-370 oder S366 [c; zzﬁﬂ;ﬂﬁ%x |\(|;4N)
632,636 1895.893 0.7 K-372 oder S-371 x K-370 oder S366 o ° AHSSHLKSK®'* (*°N)

oder S-367

B 364AH§HLKS7O (15N)
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Tabelle A3: Zusammenfassung BuUrBu-Cross-Linking-Produkte fir p53 in An- und Abwesenheit von RE-DNA. RE-

REI in Anwesenheit von RE-DNA (3.1.4).

in Abwesenheit von RE-DNA; REP und

Monomer Dimer Trimer Tetramer
B-Peptid Sequnez | a-Peptid Sequenz | RE- | REIl | REP | RE- | REI | REP | RE- | REI | REP | RE- | REIl | REP | Intral/inter
[SKK] 372-374  [KLMFK] 383-387 X X X X X X X X X X X X intra
[SKK] 372-374 [AHSSHLKSK] 365-373 - - - X X X X X X X X X inter
[SKK] 372-374 [AHSSHLK] 365-371 X X X X X X X X X X X X intra
[HKK] 381-383 [AHSSHLKSK] 365-373 X X X X - X X X X X X X intra
[KLyFK] 383-387 [(K)GQSTSR] 374-380 X X X X X X X X X X X X intra/inter
[KGQSTSR] 374-380 [LMFKTEGPDSD} 384-395 X X X X X X X X X X X X intra
[SKK] 372-374 [DAQAGKEPGGSR] 353-364 X X X X X X X X X X X X intra/inter
[HKK] 381-383 [DAQAGKEPGGSR] 353-364 X X X X X X X X X X X X intra/inter
[KKPL] 321-324 [DAQAGKEPGGSR] 353-364 X X X X X X X X X X X " intra
[KGoSTSR] 374-380 [AHSSHLK] 365-371 X X X X X X X X X X X X intra/inter
[(K)GoSTSR] 374-380 [AHSSHLKSK] 365-373 X X X X X X X X X X X X intra
[KGQSTSR] 374-380 [DAQAGKEPGGSR] 353-364 X X X X X X X X X X X X intra/inter
[AHSSHLK(SK)] 365373 [DAQAGKEPGGSR] 353-364 X X X X X X X X X X X X intra
[DAQAGKEPGGSR] 353-364 [(R)ALPNNTSSSPQPKK] 307-321 X X X X X X X X X X X X intra
[SKK] 372-374 [LMFKTEGPDSD} 384-395 X X X X X X X X X X X X intra/inter
[SKK] 372-374 [RALPNNTSSSPQPKK]  307-321 X X X X X X X X X X X X intra
[KLMFK] 383-387 [DAQAGKEPGGSR] 353-364 X X X X - X X X X X X X intra
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Monomer Dimer Trimer Tetramer
B-Peptid Sequnez | a-Peptid Sequenz | RE- | REIl | REP | RE- | REIl | REP | RE- | REI | REP | RE- | REIl | REP | Intra/inter
[HKK] 381-383 [LMFKTEGPDSD} 384-395 - - - X X X X X X X X X inter
[KGQSTSR] 374-380 [KKGEPHH] 292-298 X X X X X X X X X - - - intra
[KGQSTSR] 374-380 [ALPNNTSSSPQPKK] 308-321 X X X X X X X X X X X - Intra/inter
[HKK] 381-383 [SKKGQSTSR] 372-380 X X X - - X X X X X - X intra/Inter
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