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EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

1 EINLEITUNG

Proteine gehoren zu den Grundbausteinen allen uns bekannten Lebens. Sie {iben entschei-
dende Funktionen bei nahezu allen biologischen Vorgidngen aus, indem sie beispielsweise
als Katalysatoren wirken, Molekiile oder Signale iibertragen, Immunitét verleihen oder an
der Bildung mechanisch stabiler Strukturen beteiligt sind. Proteine sind lineare Makromo-
lekiile ungeheurer Strukturvariabilitét, die aus den 22 proteinogenen Aminosduren, den 20
seit langem bekannten sowie Selenocystein und Pyrrolysin, aufgebaut und durch Peptid-
bindungen zu Ketten verbunden sind. Diese Aminosduresequenzen sind in den Genen der
DNA festgelegt. Eine Moglichkeit zur Ermittlung der Primérstrukturen von Proteinen liegt

somit in der Sequenzierung ihrer Gene.

In den vergangenen Jahrzehnten konnten auferordentliche Fortschritte im Rahmen der
Genomforschung erzielt werden, die ithren Hohepunkt im Jahre 2001 in der Veroffentli-
chung des nahezu vollstindig sequenzierten menschlichen Genoms erreichte (Lander et al.,
2001). Allerdings konnte auch eine Vielzahl von Erwartungen nicht erfiillt werden, da sich
viele Zusammenhidnge als wesentlich komplexer erwiesen, als urspriinglich angenommen
wurde. So kennt man heute zwar aus den entschliisselten Genen die theoretischen Sequen-
zen vieler Proteine, von der Mehrzahl allerdings nicht ihre aus alternativem Spleiflen und
posttranslationalen Modifikationen resultierenden Isoformen und vor allem nicht ihre
Funktionen. Die Regel ,,ein Gen — ein Protein* musste revidiert und durch ,,ein Gen — n
Proteine* ersetzt werden, wobei n fiir den Menschen zum Teil dreistellige Zahlenwerte
annehmen kann. So kodieren die ca. 20 000 bis 25 000 Gene des Menschen nach verschie-
denen Schitzungen mehrere hunderttausend oder sogar Millionen Proteine (IHGSC, 2004).
In Analogie zur Genomik (engl. genomics) hat sich der Forschungszweig der Proteomik
(engl. proteomics) herausgebildet, der sich je nach Definition die Erforschung aller Protei-
ne einer Zelle oder eines ganzen Organismus zur Aufgabe macht. Anders als das Genom,
die Gesamtheit aller Gene eines Organismus, das man ndherungsweise als statisch be-
zeichnen kann, ist das Proteom hoch dynamisch und unterliegt permanent qualitativen und
quantitativen Verdnderungen. Konnte man das Proteom einer Zelle vollstindig erfassen,
entspriche dieses Bild immer nur einer Momentaufnahme. Neben diesem Aspekt ist es vor
allem die hohe dynamische Breite der Protein-Expressionslevel, die die Proteomforschung

zu einer sehr grofBen Herausforderung macht.
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Um die vielfaltigen Eigenschaften der Proteine und die Komplexitét ihrer Funktionen ver-
stehen zu konnen, ist die Untersuchung ihrer Struktur, ihres quantitativen Vorkommens,
ihrer posttranslationalen Modifikationen sowie ihrer Wechselwirkungen mit anderen Prote-
inen oder Stoffen erforderlich. Hierzu kommen mannigfaltige Methoden wie Edman-
Sequenzierung, Rontgenbeugungsanalyse, Kernresonanzspektroskopie, die Yeast-Two-
Hybrid-Technik und in hohem Mal3e die Massenspektrometrie zum Einsatz. Letztere hat in
den vergangenen beiden Jahrzehnten eine duflerst grole Bedeutung in den Biowissenschaf-
ten erlangt. Sie ermdglicht es, in Verbindung mit Trennverfahren wie der Gelelektropho-
rese und der Hochleistungsfliissigchromatographie Proteine auch in komplexen Gemischen
zu identifizieren und Untersuchungen an ihren Strukturen vorzunehmen. Die Mas-
senspektrometrie zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit, einen groBen dynami-
schen Bereich und eine gute Automatisierbarkeit aus, weshalb sie ein unverzichtbares

Werkzeug in der Proteomik und Systembiologie geworden ist.

In der vorliegenden kumulativen Dissertation wurden zwei Fragestellungen der Proteinana-
lytik durch Anwendung der zu diesem Zweck entwickelten massenspektrometrischen Ver-
fahren bearbeitet. Der erste Teil der Arbeit beschéiftigt sich mit Proteinen als Bestandteile
der Nahrung. Neben ihrer unmittelbaren nutritiven Bedeutung kénnen Nahrungsproteine
auch funktionelle und biologische Eigenschaften insbesondere in Gestalt ihrer Abbaupro-
dukte, der Peptide und Aminoséuren, besitzen. In den vergangenen drei Jahrzehnten wurde
eine Vielzahl von Peptiden mit verschiedenartigen biologischen Wirkungen nachgewiesen.
So wurden beispielsweise Peptide gefunden, die wie Opioide wirken, Komplexe mit Mine-
ralien bilden konnen, den Stoffwechsel oder Blutdruck beeinflussen oder immunstimulie-
rende Eigenschaften aufweisen. Diese so genannten bioaktiven Peptide wurden in ver-
schiedenen tierischen und pflanzlichen Proteinen, vor allem aber in Proteinen der Milch
nachgewiesen. Sie liegen inaktiv innerhalb der Proteinsequenzen vor und konnen wihrend
der Verarbeitung der Nahrungsmittel oder aber durch den proteolytischen Abbau in Magen
und Darm freigesetzt werden. Im Rahmen eines Teilprojektes des vom BMBF geforderten
Netzwerkprojektes ,,Molekulare Erndhrungsforschung® galt es zu iiberpriifen, inwiefern
bioaktive Peptide bei der gastrointestinalen Digestion von Nahrungsproteinen entstehen
konnen. Dabei lag ein Schwerpunkt auf der ersten Stufe des gastrointestinalen Verdaus, der

Hydrolyse im Magen, die durch das Enzym Pepsin katalysiert wird.
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Der zweite Teil der Arbeit widmete sich der Untersuchung der Primérstruktur des Faser-
proteins Elastin. Elastin ist gemeinsam mit anderen Strukturproteinen, wie beispielsweise
Kollagen, Bestandteil der extrazelluldren Matrix und kommt in den elastischen Fasern vie-
ler Organe vor, unter anderem in der Lunge, der Haut und den Blutgefd3en. Durch eine fiir
dieses Protein einzigartige Vernetzung aus Einheiten des Vorliuferproteins Tropoelastin
verleiht es den Organen Elastizitdt. Dabei ergidnzen sich die Eigenschaften des Elastins mit
denen des Kollagens, so dass die Gewebe insgesamt dehnbar und reif3fest werden. Im Falle
des Menschen ist die Elastinsynthese bereits im frithen Kindesalter weitgehend abge-
schlossen. Verringerungen der Elastizitit des Korpergewebes, die einerseits mit dem Al-
terwerden einhergehen, andererseits infolge schwerwiegender Erkrankungen auftreten
konnen, sind in der Regel irreversibel. Um die damit im Zusammenhang stehenden dege-
nerativen Verdnderungen des Elastins nachvollziehen und geeignete Therapien entwickeln
zu konnen, ist ein genaues Verstindnis der auf molekularer Ebene stattfindenden Vorginge
notwendig. Da Elastin jedoch in Wasser, aber auch in organischen Losungsmitteln voll-
standig unloslich ist, ist es flir Untersuchungen nur schwer zugénglich und daher im Ver-

gleich zu anderen wichtigen Strukturproteinen wenig untersucht.

Es wurde daher das Ziel verfolgt, mit den Moglichkeiten der Massenspektrometrie Metho-
den zur Untersuchung der Primirstruktur von humanem Tropoelastin sowie Elastin zu
entwickeln. Diese sollten schlieBlich zur Charakterisierung des Elastins der menschlichen

Haut eingesetzt werden.
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2 GRUNDLAGEN DER MASSENSPEKTROMETRIE IN DER PEPTID-

UND PROTEINANALYTIK

Massenspektrometrische Untersuchungen werden an im gasformigen Zustand vorliegenden
ionisierten Analytmolekiilen durchgefiihrt. Es existiert eine Vielzahl apparativer Varianten
von Massenspektrometern, denen allen gemein ist, dass sie aus den Grundeinheiten lonen-

quelle, Massenanalysator und Detektor bestehen.

Je nach Art der verwendeten lonenquelle wird die Probe als Gas, Fliissigkeit oder Feststoff
zugefiihrt, wobei sie in den letzten beiden Fillen vor oder wéhrend der Ionisierung in die
Gasphase tiberfiihrt wird. Mit dem Massenanalysator werden die Ionen nach ihrem Masse-

Ladungs-Quotienten (m/z) aufgetrennt und schlieBlich am Detektor nachgewiesen.

Fiir die Analytik von Peptiden und Proteinen haben heute die im Folgenden kurz beschrie-
benen Ionisationsmethoden Elektrospray (ESI), inklusive der Variante Nanoelektrospray
(Nano-ESI), sowie die Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/Ionisation (MALDI) den wich-
tigsten Stellenwert eingenommen. Auf Kopplungsmoglichkeiten der Massenspektrometrie
mit der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC), weitere Techniken zur Ionisierung
und Massenanalyse bzw. die zahlreichen Kombinationsmdglichkeiten soll hier nicht im
Detail eingegangen, sondern stattdessen auf weiterfiihrende Literatur [z.B. (Lehmann,

1996; Gross, 2004; Lottspeich und Engels, 2006)] verwiesen werden.

Die Ionisationsarten MALDI und ESI haben Vor- und Nachteile gegeniiber der jeweils
anderen Technik und fithren bei Anwendung auf identische Proben gewdhnlich zu kom-

plementédren Ergebnissen (Bodnar ef al., 2003; Stapels und Barofsky, 2004).

2.1 Ionisationstechniken

2.1.1 Elektrosprayionisation

Die Elektrosprayionisation wurde urspriinglich Anfang der 1970er Jahre von Dole et al.
entwickelt (Dole et al., 1968a; Dole et al., 1968b; Mack et al., 1970), schlieBlich aber erst
1984 von den Arbeitsgruppen um J. Fenn (Nobelpreis fiir Chemie 2002) (Yamashita und
Fenn, 1984a; Yamashita und Fenn, 1984b) und M. Alexandrov (Alexandrov et al., 1984)

fiir die Massenspektrometrie etabliert. Bei dieser lonisationsart wird die Probe zunéchst in
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einem Losungsmittel gelost, das polar und gleichzeitig gut verdampfbar sein sollte und
daher meist aus einer Mischung von Wasser und einem organischen Losungsmittel besteht.
Bei Atmosphérendruck wird die Losung unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes zu
einem Nebel feiner und hochgeladener Tropfchen verspriiht. Wihrend das Losungsmittel
verdampft und die Ladungsdichte an der Oberfliche kontinuierlich zunimmt, kommt es
aufgrund der starken AbstoBungseffekte zu einem explosionsartigen Zerfall der Tropfchen
(Coulomb-Explosionen). Dieser Vorgang, der durch Kollision mit Inertgasteilchen unter-
stiitzt wird, wiederholt sich unter Abnahme der Tropfchengrofle so lange, bis schlieBlich
nur noch desolvatisierte, geladene Molekiile vorliegen, die dann in das eigentliche Mas-

senspektrometer gelangen (Abbildung 1).

Skimmer
B
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau einer Elektrosprayquelle mit pneumatisch unterstiitztem Spray.

Typischerweise entstehen je nach Polaritit der angelegten Spannung [M+H]'- bzw.
[M-H]-Quasimolekiil-Ionen. Charakteristisch fiir ESI ist weiterhin die Bildung von Ad-
dukt-Tonen wie [M+Na]" oder [M+NH,]" sowie das Auftreten von mehrfach geladenen

Ionen bei groBeren Molekiilmassen.

Ein groBer Vorteil der Elektrosprayionisation gegeniiber anderen lonisationsarten liegt in
der direkten Koppelbarkeit an HPLC-Systeme (LC/ESI-MS), wodurch sich Proben unter
Verwendung von entsprechenden Kalibrierstandards quantifizieren lassen. Dariiber hinaus
eignet sich diese Methode aufgrund ihrer hohen Trennleistung zum Nachweis von Sub-
stanzen in biologischen Matrizes wie Arzneistoffen und deren Metaboliten in Korperfliis-
sigkeiten oder aber zur Analyse komplexer Peptid- und Proteingemische. Die Elektro-

sprayionisation wird in Form kommerzieller Massenspektrometer in Kombination mit na-
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hezu jedem Massenanalysator angeboten. In dieser Arbeit kamen ESI bzw. Nano-ESI in
Verbindung mit Quadrupol-lIonenfalle, qTOF (Hybrid-Massenspektrometer aus Quadrupol
und Flugzeitanalysator) sowie FT-ICR- (Fourier-Transform-lonenzyklotronresonanz) Ana-

lysator zum Einsatz.

2.1.1.1 Konventionelles Elektrospray

Die Versprithung erfolgt an der Offnung einer diinnen Kapillare, zumeist aus Fused-Silica
oder Stahl bestehend, mit Flussraten im Bereich von 1 pL min” bis 20 pL min™, die mit-
tels einer Spritzenpumpe erzeugt werden. Bei direkter Kopplung an konventionelle HPLC-
Systeme kommen hingegen deutlich héhere Flussraten bis ca. 300 uL min™ zum Einsatz.
Bei diesen vergleichsweise hohen Flussraten kommt das so genannte pneumatisch unter-
stiitzte Elektrospray zum Einsatz (siche Abbildung 1). Dabei wird zur Vernebelung der
Losung und zur Unterstiitzung der Verdampfung des Losungsmittels ein inertes Gas (in der
Regel Stickstoff) verwendet, mit dem die aus der Kapillare austretende Losung konzen-

trisch umstromt wird (Bruins et al., 1987).

2.1.1.2 Nanoelektrospray

Bei statischem Nanoelektrospray, das auf Wilm und Mann zuriickgeht (Wilm und Mann,
1994), erfolgt die Versprithung aus ausgezogenen Glaskapillaren mit iiblichen Offnungs-
durchmessern von 0,7 um bis 5 um. Die Flussraten ergeben sich durch das Verspriihen der
Fliissigkeit im elektrischen Feld und liegen im Bereich von etwa 10 nL min' bis
40 nL min”'. Bei Nano-ESI mit online gekoppelter Nano-HPLC wird aus einer Fused-
Silica-Kapillare mit einem Offnungsdurchmesser von ca. 5 um bis 20 um und Flussraten

von 100 nL min™' bis 300 nL min™ verspriiht.

Die Nano-ESI-Technik weist gegeniiber der konventionellen ESI-Technik eine Reihe von
Vorteilen auf. Aus den geringen Flussraten resultiert ein deutlich verminderter Probenbe-
darf bzw. eine lingere zur Verfligung stehende Messzeit je Probe (Wilm und Mann, 1996).
Im Falle des statischen Nanoelektrosprays lassen sich beispielsweise mit einem Probenvo-
lumen von 1 pL iiber eine Stunde Experimente durchfithren. Nano-ESI ist jedoch nicht nur
einfach eine miniaturisierte Variante der herkdmmlichen ESI-Technik, sondern unterschei-
det sich von dieser aufgrund des geringeren Flusses und der deutlich kleineren Ausgangs-

tropfchen auch in der Ionenbildung (Karas et al., 2000). Suppressionseffekte und die Emp-
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findlichkeit gegeniiber Salzen sind weniger ausgepréigt, wodurch eine chromatographische
Vortrennung oftmals nicht notwendig ist (Juraschek et al., 1999; Schmidt et al., 2003).
Zudem lassen sich mit der Nano-ESI sehr gute Nachweisgrenzen bis in den unteren Atto-
molbereich erreichen, woriiber in verschiedenen Arbeiten berichtet wurde (Emmett und

Caprioli, 1994; Valaskovic ef al., 1995).

2.1.2 Matrix-unterstiitzte Laserdesorption/Ionisation

MALDI (engl. matrix-assisted laser desorption/ionization) beruht auf einer auf Karas und
Hillenkamp zuriickgehenden Erweiterung der Laserdesorptions/Ionisations-Massenspek-
trometrie (LDI-MS) (Karas und Hillenkamp, 1988). Nicht fiir die Entwicklung des MAL-
DI-Verfahrens, sondern fiir Entdeckungen im Zusammenhang mit der Desorption von
Makromolekiilen erhielt Koichi Tanaka 2002 den Nobelpreis fiir Chemie (Tanaka et al.,
1988). Bei der MALDI-MS wird ein Analyt zusammen mit einer im 10°- bis 10°-fachen
molaren Uberschuss vorliegenden Matrix auf einen zumeist metallischen Probentriger in
fliissiger Form aufgebracht und getrocknet. Im Hochvakuum der lonenquelle wird die kri-
stalline Oberflache kurzen Laserpulsen (¢ < 10 ns bei UV-MALDI) ausgesetzt, deren Ener-
gie durch die entsprechende Matrix absorbiert wird. Nach Relaxation im Kristallgitter
kommt es zur explosionsartigen Ablosung von Clustern der Kristalloberfliche und zur Io-
nisation der Analyt-, aber auch der Matrixmolekiile. Im Gegensatz zur ESI entstehen bei
MALDI zumeist einfach geladene Molekiil-lonen. Die genauen Vorgidnge der Ionisation
sind trotz der breiten Anwendung der Technik noch immer nicht vollsténdig verstanden
und Gegenstand kontroverser Diskussionen (Gliickmann et al., 2001; Karas und Kriiger,

2003; Knochenmuss und Zenobi, 2003).
Die Matrix muss folgende Eigenschaften besitzen bzw. Funktionen erfiillen kdnnen:

(1) eine hohe Energieabsorption bei der eingestrahlten Laserwellenlidnge bei gleich-

zeitigem Schutz der Probe vor photolytischer Zersetzung,
(i)  die Ubertragung der zur Desorption notwendigen Energie und

(iii))  das Bereitstellen bzw. Aufnehmen von Ladungstragern fiir die Ionisation der

Analytmolekiile.

Es kommen in erster Linie UV-Laser (UV-MALDI, z.B. 4 =337 nm), seltener auch Infra-

rot-Laser (IR-MALDI) zur Anwendung. Fiir die Untersuchung von Proteinen mit
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UV-MALDI eignen sich als Matrizes 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) und 3,5-
Dimethoxy-4-hydroxyzimtsdure (Sinapinsdure), fiir Peptide zusidtzlich a-Cyano-4-

hydroxyzimtsdaure (CHCA).

MALDI-Massenspektrometer werden vor allem mit Flugzeit- (engl. time-of-flight, TOF)
Massenanalysatoren ausgeriistet, da diese mit einer gepulsten lonenerzeugung betrieben
werden konnen. Ein weiterer gro3er Vorteil der TOF-Analysatoren liegt in dem theoretisch
unbeschriankten Massenbereich. Praktisch konnten mit MALDI-Massenspektrometern be-
reits Analyten von {liber 500 000 u nachgewiesen werden, weshalb sich diese Technik sehr
gut zur Proteinmassenbestimmung eignet. Problematisch ist lediglich der m/z-Bereich bis
ca. 600, der gewohnlich unterdriickt wird, da in diesem Signale der Matrix stéren. Nachtei-
lig gegeniiber ESI ist vor allem, dass nicht online an eine chromatographische Vortrennung
gekoppelt werden kann, weshalb Quantifizierungen auf diesem Wege nicht durchfiihrbar
sind. Man spricht von LC/MALDI-MS, wenn Fraktionen offline analysiert werden, die

zuvor mittels HPLC gewonnen wurden.

2.2 Identifikation von Peptiden und Proteinen

2.2.1 Peptide Mass Fingerprinting

Beim Peptide Mass Fingerprinting (PMF) werden Proteine mit einer spezifischen Protease
wie beispielsweise Trypsin verdaut und anschlieBend massenspektrometrisch vermessen.
Das resultierende Massenspektrum enthélt zundchst keine Sequenzdaten, ist jedoch fiir
diese Substrat-Enzym-Kombination einzigartig. Das Spektrum mit den Massen der Peptide
wird in eine Peakliste iiberfiihrt und zur Identifikation an eine Datenbanksuchmaschine
gesendet. Diese greift auf Proteinsequenzdatenbanken zu und errechnet unter Berticksich-
tung der Spaltregeln des Enzyms (engl. enzyme cleavage rules) und weiterer Randbedin-
gungen wie Taxonomie, maximale Zahl {ibersprungener Spaltstellen (engl. missed cleava-
ges) etc. die theoretisch entstehenden Peptide des virtuellen Verdaus aller Proteine. Dabei
wird die experimentell erhaltene Peakliste mit den errechneten verglichen. Die Ergebnisse
werden statistisch ausgewertet und Ubereinstimmungen als Resultate ausgegeben. Das
Peptide Mass Fingerprinting wurde in Verbindung mit der Massenspektrometrie zum ers-
ten Mal im Jahre 1989 (Henzel et al., 1989) vorgestellt. In den frithen 1990er Jahren gab es

deutliche Verbesserungen in der Empfindlichkeit und Massengenauigkeit der Mas-
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senspektrometer sowie starke VergroBBerungen der Proteindatenbanken, wodurch PMF rou-
tinemafig eingesetzt werden konnte (Henzel ef al., 1993; James et al., 1993; Mann et al.,
1993; Pappin ef al., 1993; Yates et al., 1993). Je nach Massengenauigkeit konnen Proteine
bereits anhand weniger Peptidmassen (drei bis zehn) signifikant identifiziert werden. Al-
lerdings darf die Probe nicht verunreinigt sein, da bereits die Existenz eines einzigen weite-
ren Proteins den Abgleich erheblich erschweren und eine Identifikation unmoglich machen
kann. An Grenzen stoBt das Verfahren auch, wenn die gesuchte Proteinsequenz lediglich in
Fragmenten in der Datenbank vorliegt. Dies trifft auf einen Grofteil der humanen Proteine
zu, da deren kodierender Bereich im Genom zwar sequenziert, aber auf viele kleine Exons

verteilt ist, deren Lage und Grenzen oft nicht bekannt sind (Reese ef al., 2000).

2.2.2 Fragmentierungsexperimente mittels Massenspektrometrie

Fragmentierungsexperimente haben in der Proteinanalytik eine groBe Bedeutung, da sich
mit ihnen Informationen {iber die Struktur von Molekiilen gewinnen lassen. So ist es mog-
lich, aus Fragmentspektren die Sequenzen von Peptiden zu rekonstruieren und die entspre-
chenden Proteine zu identifizieren, aus denen die Peptide durch Hydrolyse hervorgegangen
sind. Dabei nutzt man die Tatsache, dass Fragmentierungen, wie im Schema in Abbildung

2 dargestellt, iiberwiegend an den Peptidbindungen entlang der Peptidkette auftreten.

S
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H3C—CH—+C~—NH—+CH~——C——NH—CH—COOH

Abbildung 2: Schema der Bildung von Fragment-lonen bei Peptiden am Beispiel eines protonierten Tripep-
tids [modifiziert nach (Lottspeich und Zorbas, 1998)].

Die Nomenklatur der Fragment-Ionen geht auf Roepstorff und Fohlman sowie Biemann

(Roepstorff und Fohlman, 1984; Biemann, 1992) zuriick. Fragmente der N-terminalen Se-
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rie werden mit a, b und c, die der C-terminalen Serie hingegen mit X, y und z bezeichnet.
Ein zusitzlicher Index gibt die Zahl der im jeweiligen Fragment-Ion enthaltenen Amino-
sdurereste an. Bei bestimmten Fragmentierungsarten, insbesondere bei Nutzung héherer
Kollisionsenergien, kdnnen zudem Fragmente der Seitenketten der Aminosduren entstehen.
Diese mit d, v und w bezeichneten Fragment-lonen konnen wichtige Informationen zur
Interpretation der Spektren beitragen und zum Beispiel die Unterscheidung zwischen Leu

und Ile ermdglichen.

2.2.2.1 Tandem-Massenspektrometrie

Bei der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS oder MS?) werden bestimmte Molekiil-
Ionen gezielt zur Fragmentierung angeregt. Die Massenanalyse erfolgt in zwei Stufen. Zu-
nichst werden die lonen eines zu untersuchenden Analyten nach Isolation im ersten Analy-
sator in einer Kollisionszelle mit Gasteilchen eines Inertgases wie Stickstoff, Argon oder
Helium zur Fragmentierung gebracht. Dieser Vorgang wird als stolinduzierte Fragmentie-
rung bzw. CID (engl. collision-induced dissociation) bezeichnet. Die dabei entstehenden
leichteren Ionen werden anschlieBend in der zweiten Stufe massenspektrometrisch analy-

siert. Diese beiden Analysen kdnnen rdumlich oder zeitlich getrennt stattfinden.

Bei der rdumlichen Tandem-MS (engl. tandem-in-space) befinden sich zwei Massenanaly-
satoren in Serie, wie das beispielsweise bei Triple-Quadrupol-, qTOF- oder TOF-TOF-
Gerdten der Fall ist. Bei Instrumenten mit Quadrupol-lonenfallen oder FT-ICR-
Analysatoren handelt es sich dagegen um zeitliche Tandem-Massenspektrometrie (engl.
tandem-in-time), bei der die Analyse der Fragment-lonen im gleichen Analysator durchge-
fiihrt wird. Bei diesen Instrumenten besteht die Moglichkeit, den gesamten Vorgang
mehrmals zu wiederholen, so dass bereits erhaltene Fragmente isoliert und weiterfragmen-
tiert werden konnen. Hierbei spricht man von Mehrfach-Massenspektrometrie oder MS”,
wobei n der Anzahl der Fragmentierungsschritte entspricht. Diese Moglichkeit ist beson-
ders dann von Nutzen, wenn im ersten Fragmentierungsschritt nicht geniigend aussagekraf-

tige Fragmente entstehen.

Bei Tandem-MS-Experimenten an Peptiden mit ESI-Massenspektrometern treten Frag-
mentierungen an den Peptidbindungen auf, insbesondere zwischen dem Carbonylkohlen-
stoff und dem Amidstickstoff, womit es primir zur Ausbildung von b- und y-lonen kommt

(siche Abbildung 2).
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2.2.2.2 MALDI-TOF-PSD

MALDI gilt ebenso wie ESI als eine ,,sanfte* lonisationstechnik, bei der gewohnlich intak-
te Quasimolekiil-lonen entstehen. Tatséchlich kommt es jedoch bei MALDI bereits im
Verlauf der Ionisation zu Fragmentierungen (prompte Fragmentierung) sowie infolge me-
tastabilen Zerfalls auch wihrend und nach der Beschleunigung der lonen. Man unterschei-
det diese Fragmentierungen nach dem Entstehungsort, das heif}t, ob sie in oder nach der
Quelle stattfinden. Sie werden daher mit ISD (engl. in-source decay) bzw. PSD (engl. post-
source decay) bezeichnet. Die Zusammenhinge um den metastabilen Zerfall von Molekiil-
Ionen wurden erstmalig von Spengler ef al. erkannt und zur Sequenzierung von Peptiden
eingesetzt (Spengler et al., 1991; Spengler et al., 1992). In linearen Flugzeitanalysatoren
(Lin-TOF) behalten PSD-Fragmente, die in der feldfreien Driftstrecke entstehen, die Ge-
schwindigkeit v der Ausgangs-Molekiil-Ionen bei und werden gemeinsam mit diesen de-
tektiert, weswegen sie anhand der Flugzeit nicht vom Vorldufer-lon unterschieden werden
konnen. Jedes dieser Fragmente verfiigt infolge seiner kleineren Masse m auch {iber eine
geringere kinetische Energie Ej, =0,5mv*. In einem Reflektorflugzeitanalysator
(Ref-TOF) lassen sich durch diese Energieunterschiede die Fragmente unter Zuhilfenahme
eines statischen elektrischen Bremsfeldes wieder auftrennen und ihren m/z-Werten zuord-
nen. Um Masseninterferenzen zu vermeiden, muissen zuvor alle stabilen Ionensorten mit
Ausnahme der zu untersuchenden unterdriickt werden. Dies wird iiber ein elektrisches Ab-
lenkfeld — auch als ion gate bezeichnet — realisiert. Die Fragment-lonen beschreiben je
nach ihrer Eindringtiefe in das Bremsfeld verschiedene Flugbahnen, weswegen fiir eine
bestimmte Reflektorspannung immer nur ein begrenzter m/z-Bereich abgedeckt werden
kann. Fragment-lonen mit m/z-Werten auBlerhalb dieses Bereichs verfehlen die Detektor-
oberflache. Bei den meisten MALDI-PSD-Geriten ist es daher erforderlich, unter Variati-
on der Reflektorspannung mehrere Teilspektren (zumeist 10 bis 15) aufzunehmen, die an-
schlieBend zu einem Gesamtspektrum zusammengefiigt werden. Eine Ausnahme bilden
Gerite mit curved field reflectrons, bei denen die Aufzeichnung eines PSD-Spektrums mit
einer einzigen Reflektorspannung mdglich ist (Cornish und Cotter, 1994; Cordero et al.,
1995). In den letzten Jahren wurden zudem kommerzielle MALDI-Massenspektrometer
auch mit Hybrid-Analysatoren wie qTOF oder TOF-TOF ausgeriistet, mittels derer sich die

dem PSD iiberlegene Tandem-Massenspektrometrie durchfiihren ldsst.

11
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Bei der Fragmentierung von Peptiden durch PSD kommt es gewo6hnlich zur Bildung von
a-, b- und y-Fragmenten. Bei hoheren Kollisionsenergien, die z.B. durch eine Anhebung
der Laserintensitdt oder die Verwendung eines Kollisionsgases (PSD-CID) induziert wer-
den konnen, treten zudem Fragmentierungen in den Seitenketten der Aminosduren auf.
Dabei entstehen beispielsweise Immonium-lonen, die wertvolle Informationen fiir Sequen-

zierungen liefern.

Neben PSD-Spektren lassen sich auch ISD-Spektren zur Identifizierung von Peptiden ver-
wenden (Reiber et al., 1998). Dariiber hinaus kann ISD auch direkt zur Bestimmung von
terminalen Sequenzabschnitten intakter Proteine eingesetzt werden (Suckau und Rese-

mann, 2003).

2.2.3 Peptidsequenzierung

Die klassische Methode zum Sequenzieren von Peptiden und Proteinen ist der Edman-
Abbau, bei dem in einem zyklischen Prozess in jedem Reaktionszyklus die N-terminale
Aminosédure chemisch derivatisiert, abgespalten und als Phenylthiohydantoin-Aminosdure
tiber HPLC identifiziert wird (Edman und Begg, 1967). Diese Technik wird zunehmend
durch die im Folgenden beschriebenen, auf massenspektrometrischen Fragmentspektren
basierenden Sequenzierungsverfahren ersetzt. Ein grofer Vorteil der massenspektrometri-
schen Verfahren gegeniiber der Edman-Sequenzierung liegt in dem deutlich geringeren
Probenbedarf und der wesentlich kiirzeren Analysezeit (Wilm et al., 1996). Weiterhin sind
keine hohen Anforderungen an die Reinheit der Probe gestellt und es lassen sich im Ge-
gensatz zur Edman-Sequenzierung auch N-terminal blockierte (z.B. durch Acetylierung,

Formylierung) bzw. anderweitig modifizierte Peptide untersuchen.

Allerdings sind die Methoden in der Regel nur auf Peptide, nicht aber direkt auf Proteine
anwendbar. Trotz vieler Verbesserungen besonders auf Seiten der Softwarealgorithmen
reichen die Daten der Fragmentspektren nicht immer fiir eine eindeutige Sequenzierung
aus. Ein weiterer Nachteil liegt in der Tatsache, dass mit den meisten Massenspektrome-

tern nicht zwischen Leu- und Ile-Resten unterschieden werden kann.

12



GRUNDLAGEN

2.2.3.1 De novo-Sequenzierung

Jedes Fragment in einer Fragmentserie (z.B. b-Serie) unterscheidet sich von seinem be-
nachbarten Fragment in der Masse einer Aminosdure. Dadurch ist es moglich, die Amino-
sduresequenz eines Peptids ausschlieBlich auf Basis seiner Fragmente zu ermitteln. Diese
als de novo-Sequenzierung bezeichnete Sequenzierungsart ist folglich unabhingig von
Nukleotid- oder Proteindatenbanken, weswegen auch Sequenzen von Peptiden unbekann-

ter Proteine ermittelt werden konnen.

Obgleich die Prinzipien der de novo-Sequenzierung schon mehr als 30 Jahre alt sind
(Biemann und Martin, 1987; Standing, 2003), wurde ihr routineméBiger Einsatz erst durch
instrumentelle Entwicklungen und leistungsfihige Softwarealgorithmen der letzten Jahre
ermoglicht. Zahlreiche, teilweise sehr verschiedene Algorithmen zur Bestimmung von
Peptidsequenzen aus MS*-, MS*- oder PSD-Spektren wurden in der Vergangenheit vorge-
stellt und sind zum Teil als Software verfiigbar (Taylor und Johnson, 1997; Dancik et al.,
1999; Horn et al., 2000; Zhang und McElvain, 2000; Chen et al., 2001; Taylor und John-
son, 2001; Yergey et al., 2002; Ma et al., 2003; Demine und Walden, 2004; Spengler,
2004).

Trotz grofer Fortschritte lassen sich manche Peptide nicht oder nur teilweise mittels de no-
vo-Sequenzierung identifizieren. Die Ursachen liegen dabei in der Mehrdeutigkeit der
Spektren aufgrund gleichzeitig auftretender lonen-Serien, der Tatsache, dass Ionen-Serien
zumeist unvollstindig sind oder manche Aminosduren (z.B. Lys und Gln) oder Aminosiu-
rekombinationen sehr dhnliche Massen aufweisen (Peng und Gygi, 2001; Ma et al., 2003).
Der Erfolg der de novo-Sequenzierung hiangt daher maBBgeblich von der Qualitéit der Frag-
mentspektren ab, weshalb sich nur bestimmte Methoden eignen. Gute Ergebnisse lassen
sich insbesondere mit diversen Hybrid-Massenspektrometern wie qTOF-, TOF-TOF- oder
Ionenfallen-FT-ICR-Instrumenten erzielen, da diese Gerdte auch bei der Aufnahme der
Fragmentspektren 1iiber eine hohe Auflosung und Massengenauigkeit verfiigen
(Shevchenko et al., 2000). Dadurch werden die Spektren leichter interpretierbar und die

Zahl der Sequenzkandidaten verringert sich beachtlich.

In dieser Arbeit wurde die Software PEAKS Studio (Bioinformatics Solutions, Waterloo,
ON, Kanada) eingesetzt (Ma et al., 2003). Eine Besonderheit dieses Programms ist, dass
die Daten der de novo-Sequenzierungen auch in Verbindung mit Proteindatenbanken zur

Identifikation von Peptiden und Proteinen eingesetzt werden konnen, wodurch die Identifi-
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kationsrate der Peptide gesteigert und die Zahl der falsch-positiven Sequenzen drastisch

minimiert wird.

2.2.3.2 Datenbankgestiitzte Sequenzierung

Die datenbankgestiitzte Sequenzierung von Peptiden, die auch als PFF (engl. peptide frag-
mentation fingerprinting) bezeichnet wird, nutzt die in Abschnitt 2.2.2 beschriebene spezi-
fische Fragmentierung von Peptiden. Das Prinzip unterscheidet sich von der de novo-
Sequenzierung dadurch, dass fiir ein Peptid einer bestimmten Lénge von Aminosduren
nicht alle theoretisch mdglichen Kombinationen von Aminosduren in Betracht gezogen
werden,b sondern nur die, die tatsdchlich Bestandteil der Sequenzdatenbanken sind. Auf
diese Weise geniigen zumeist schon wenige Fragmente eines Peptids, um dieses identifi-
zieren zu konnen. Dazu werden mittels geeigneter Algorithmen Informationen aus den
Fragmentspektren mit den aus Genom- oder Proteindatenbanken abgeleiteten Peptiden
abgeglichen. Statistisch bewertete Ubereinstimmungen erlauben die Identifizierung des
jeweiligen Peptids und des korrespondierenden Proteins mit einer definierten Wahrschein-
lichkeit. Modifikationen an den Peptiden, z.B. posttranslationale Modifikationen (PTMs)
oder Modifikationen durch die Probenvorbereitung, konnen wihrend der Sequenzierung

beriicksichtigt werden.

Das Programm PeptideSearch basiert auf der Tatsache, dass massenspektrometrische
Fragmentspektren wenigstens eine kleine Serie von lonen leicht zu interpretierender Se-
quenzabschnitte beinhalten (Mann und Wilm, 1994). PeptideSearch nutzt zum Abgleich
mit Sequenzdaten einen so genannten peptide-sequence tag, der aus einem kurzen Se-
quenzabschnitt und den beiden Massen dieses Bereichs zum jeweils anderen Terminus

Peptids besteht.

Bei Sequest (Eng ef al., 1994) werden experimentelle Fragmentspektren durch Autokorre-
lation mit den simulierten Fragmentspektren in Frage kommender Peptide aus den Daten-
banken abgeglichen. Diese Methode eignet sich insbesondere fiir Spektren mit geringen

Signal-Rausch-Verhéltnissen.

Die Software Mascot (Perkins et al., 1999) errechnet ebenfalls Fragmentspektren und ver-

gleicht diese mit experimentell erhaltenen. Dabei werden die Fragmente ausgehend von

® Bei einem Hexapeptid sind dies beispielsweise 20° = 64 000 000 Moglichkeiten.
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thren jeweiligen Intensitdten analysiert. Zudem wird errechnet, mit welcher Wahrschein-
lichkeit es sich bei den Treffern um Zufille handelt, womit eine kritische Bewertung der

Ergebnisse moglich wird.

Neben diesen drei wichtigen und héufig verwendeten Algorithmen sind in den vergange-
nen Jahren weitere Algorithmen und Datenbanksuchprogramme entwickelt worden. Einen
Uberblick iiber die verschiedenen Programme und Funktionsweisen geben die Arbeiten

von Fenyd (Feny0, 2000) sowie Steen und Mann (Steen und Mann, 2004).
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VERDAUSTUDIEN AN B-CASEIN

3 VERDAUSTUDIEN AN [3-CASEIN

3.1 Einleitung

Caseine stellen mit 76 % bis 86 % den grofSten Bestandteil der Proteine der Milch dar. Es
handelt sich um heterogene Proteine aus os;-, 0s2-, B- und k-Casein. Diese machen jeweils
ungefahr 38 %, 10 %, 36 % und 13 % des Gesamtcaseins aus. Weiterhin sind mit einem
Anteil von ca. 3 % die y-Caseine zu nennen, bei denen es sich um Spaltprodukte des
B-Caseins handelt. Sie entstehen durch Proteolyse mit dem Milchenzym Plasmin (Davies
und Law, 1980; Marchesseau et al., 2002). Weitere Heterogenitdt resultiert aus den
posttranslationalen Modifikationen Phosphorylierung und Glykosylierung (nur k-Casein).
Alle Caseine — die y-Caseine ausgenommen — sind hydrophobe und mit Molekiilmassen
zwischen ca. 19 000 u und 24 000 u recht kleine Proteine. Thre Hydrophobizitidt nimmt in
der Rangfolge asy- < ag- < k- < B-Casein zu (Fox, 1989). Fiir das f-Casein-Gen (CSN2)
sind bis heute die zehn Varianten A' bis A’ und B bis H nachgewiesen, die Unterschiede in
insgesamt 14 der 209 Aminosduren aufweisen (Grosclaude et al., 1972; Ribadeau-Dumas
et al., 1972; Grosclaude et al., 1974; Baev et al., 1987; Jimenez-Flores et al., 1987; Ste-
wart et al., 1987; Simons et al., 1993; Visser et al., 1995; Dong und Ng-Kwai-Hang, 1999;
Han e al., 2000). Von diesen Varianten sind A*, A' und B die in der Welt am hiufigsten
vorkommenden. Die Primérstruktur des B-Caseins besteht aus 209 Aminosduren® und im
Falle der Variante A hat das Protein eine mittlere Molekiilmasse von 23 983 u. Insgesamt
sind fiinf Serine des B-Caseins phosphoryliert, vier davon N-terminal in einem regelrechten
Phosphatkomplex an den Positionen Serl5 und Serl7 bis Serl19 sowie ein weiteres an der
Position Ser35. Seine hohe Hydrophobizitét erlangt B-Casein in erster Linie durch den hyd-
rophoben C-Terminus, wohingegen die geladene N-terminale Domidne mit den vier

Phosphorylierungen dem Protein amphiphile Eigenschaften verleiht (Livney ef al., 2004).

3.2 Bioaktive Peptide

Wie fiir die anderen Caseine sind auch fiir B-Casein zahlreiche Peptide mit verschiedenar-

tigen biologischen Wirkungen bekannt, die durch proteolytische Spaltung in vitro oder in

¢ Allen Angaben zu Positionen von Aminosiuren des p-Caseins liegt eine das Signalpeptid ausschlieBende
Zahlweise zu Grunde.
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vivo entstehen. Ob von bioaktiven Peptiden aus der Nahrung Wirkungen im menschlichen
Korper ausgehen konnen, hangt von mehreren Faktoren ab. Sind die Peptide bereits in den
Nahrungsmitteln vorhanden, miissen sie den gastrointestinalen Verdau iiberstehen konnen.
Sind sie jedoch als inaktive Bestandteile ihrer Vorlduferproteine in der Nahrung enthalten,
ist zu kldren, ob sie wihrend der in Magen und Darm stattfindenden Proteolysen gebildet
werden. Von nicht geringerem Interesse ist die Resorbierbarkeit dieser Stoffe. Sehr kleine
Peptide wie Di- und Tripeptide zeigen eine hohe intestinale Resorptionsrate. Sie werden
durch den intestinalen Peptidtransporter PEPT1 in die Zellen transportiert (Leibach und
Ganapathy, 1996; Daniel, 2004), von wo aus sie auch in den Blutkreislauf gelangen kon-
nen (Matsui et al., 2002). Fiir Peptide von vier oder mehr Aminosduren Lange ist kein sol-
cher Transporter bekannt. Eine Resorption kann jedoch unter bestimmten Umstdnden, so
z.B. aufgrund einer Durchlissigkeit der Darmschleimhaut bei einer gestérten Darmflora

oder entziindlichen Erkrankungen, durch passive Diffusion stattfinden.

Bekannte Wirkungen von bioaktiven Peptiden bestehen in der Beteiligung an der Regulati-
on der Néihrstoffaufnahme sowie der Beeinflussung des postprandialen Stoffwechsels
durch Stimulierung der Sekretion verschiedener Hormone. Dariiber hinaus konnen sie ei-

nen anregenden Effekt auf das Immunsystem ausiiben (Meisel ef al., 1989).

Phosphopeptide des B-Caseins, die auch als Caseinophosphopeptide (CPPs) bezeichnet
werden, sind aufgrund ihrer hohen negativen Ladung relativ resistent gegeniiber der
gastrointestinalen Proteolyse. Sie bilden 16sliche Komplexe mit Calcium, die die Féllung
von Calciumphosphat verhindern (Berrocal et al., 1989) und damit die intestinale Absorp-
tion und den Verbleib von Calcium im Kdorper fordern (Meisel und Schlimme, 1990; Séve-
rin und Wenshui, 2005). Andere bioaktive Peptide wirken als Opioidagonisten
(B-Casomorphine) (Meisel et al., 1989; Smacchi und Gobbetti, 2000) oder zeigen immun-
stimulierende Effekte (Smacchi und Gobbetti, 2000). Fiir einige Peptide wurde eine Hem-
mung der Lipoxygenase (LOX) nachgewiesen (Rival ef al., 2001) und fiir die zahlreichen
als B-Casokinine bezeichneten Peptide wurde eine Inhibierung des Angiotensin-I-
Konversionsenzyms (ACE, EC 3.4.15.1) gefunden (Maeno et al., 1996; Gobbetti et al.,
2000). Zu bioaktiven Peptiden der Milch ist eine Reihe von Ubersichtsartikeln erschienen,
auf die an dieser Stelle hingewiesen werden soll (Meisel und Bockelmann, 1999; Shah,
2000; Smacchi und Gobbetti, 2000; Gobbetti et al., 2002; Pihlanto-Leppéld et al., 2002;
FitzGerald et al., 2004; Séverin und Wenshui, 2005; Korhonen und Pihlanto, 2006).

17



VERDAUSTUDIEN AN B-CASEIN

Die Bedeutung der bioaktiven Peptide wird auch angesichts einer in den vergangenen Jah-
ren sehr kontrovers diskutierte Hypothese deutlich, nach der der Anteil von p-Casein A' in
der Nahrung Einfluss auf das Auftreten mehrerer Krankheiten haben soll. Aus Daten, die
auf das WHO-MONICA-Projekt zuriickgehen (Kuulasmaa et al., 2000), wurden Zusam-
menhinge insbesondere zur koronaren Herzkrankheit sowie Diabetes mellitus Typ 1 ge-
funden (McLachlan, 2001; Laugesen und Elliott, 2003). Fiir diese Beziechung wird die po-
tenzielle Freisetzung des &duflerst starken opioiden Agonisten p-Casomorphin 7
(B-CN 60-66) (Koch et al., 1985) verantwortlich gemacht. In der A'-Form des B-Caseins
ist die C-terminal benachbarte Aminosdure dieses Fragments His, das eine Spaltung an
dieser Position und damit die Freisetzung des Peptids nicht hindert, wahrend es Pro im
Falle von A” tut. Obgleich bereits genetisch kontrollierte, auf -Casein A” basierende Pro-
dukte vermarktet werden, ist die Richtigkeit dieser Hypothesen umstritten (Swinburn,

2004; Truswell, 2005; Woodford, 2006; Truswell, 2006).

3.3 Zielstellung

Die meisten der bekannten bioaktiven Peptide wurden durch die Proteolyse mit Trypsin,
Proteinase K oder aber synthetisch gewonnen. Die Entstehung dieser Peptide in vivo durch
gastrointestinalen Verdau ist jedoch bisher nicht im Detail untersucht worden. Bevor die
Nahrung in den Darm gelangt, passiert sie zundchst den Magen, in dem sie je nach Zu-
sammensetzung bis zu mehreren Stunden verbleibt. Dort durchlaufen die Proteine eine
Proteolyse unter Einwirkung des Enzyms Pepsin (EC 3.4.23.1), einer Aspartatprotease, die
ihre hochste Aktivitat bei pH-Werten zwischen 1 und 2 besitzt (Loken et al., 1958).

Wihrend die Proteolyse des B-Caseins mit spezifischen Proteasen wie Trypsin oder Chy-
motrypsin gut untersucht ist (Leadbeater und Ward, 1987; Lemieux und Amiot, 1989), gibt
es nur wenige Erkenntnisse zu dieser wichtigen Phase menschlicher Verdauung von
Milchproteinen (Svedberg et al., 1985). Ein genaues Verstindnis ist jedoch erforderlich,
um Aussagen dariiber treffen zu kdnnen, ob solche bioaktiven Peptide iiberhaupt entstehen
konnen. Es wurde daher das Ziel verfolgt, in einer systematischen Studie zu untersuchen,
welche Peptide des B-Caseins beim peptischen Verdau unter gastroanalogen Bedingungen
freigesetzt werden und ob die Regionen, in denen bioaktive Peptide kodiert sind, unver-
sehrt bleiben. Da die Verweildauer der Nahrung im Magen je nach Zusammensetzung und

Grad der Zerkleinerung wéhrend des Kauens sehr unterschiedlich ausfallen kann, waren
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auch zeitliche Aspekte der Proteolyse von Interesse. Weiterhin sollte untersucht werden, an

welchen Aminosduren Pepsin spaltet.

3.4 Ergebnisse und Diskussion

3.4.1 Gastroanaloge Proteolyse von -Casein

(Anhang 9.1: Schmelzer et al. 2004, Anhang 9.2: Schmelzer et al. 2007)

In der ersten Studie lag ein Schwerpunkt neben der Methodenentwicklung selbst auf dem
Nachweis von Di- und Tripeptiden. Da diese als Substrate des PEPT1-Carriers resorbiert
werden konnen, sind sie hinsichtlich moglicher biologischer Aktivitit besonders interes-
sant. Nach dem peptischen Verdau des f-Caseins, bei dem die gastrischen Bedingungen im
Hinblick auf Temperatur, pH-Wert, Proteolysedauer und Enzym-Substrat-Verhéltnis simu-
liert wurden, wurde das Peptidgemisch mit Membranfiltern fraktioniert und mittels
LC/ESI-MS/MS an einer Quadrupol-Ionenfalle sowie MALDI-TOF-PSD untersucht. Die
Fragmentspektren wurden mit der Software Mascot Distiller (Matrix Science, London,
UK) aufbereitet und die Peptide mit der Datenbanksuchmaschine Mascot (Matrix Science)

identifiziert.

Bei den MALDI-Messungen wurden die Matrizes CHCA, Sinapinsdure und DHB einge-
setzt, wobei sich mit den ersten beiden die besten Ergebnisse erzielen lieBen. In Abbil-
dung 1 in Anhang 9.1 sind die Spektren einer Fraktion gegeniibergestellt, die bei identi-
schen Geriteeinstellungen mit CHCA bzw. mit Sinapinsdure vermessen wurde. Aus der
Abbildung wird ersichtlich, dass einige der Peptide ausschlieflich mit einer der beiden
Matrizes detektiert wurden, andere zum Teil grofle Unterschiede in den relativen Intensita-
ten aufwiesen. So erreicht beispielsweise B-CN 143-163 (my,, = 2467,2 u) bei Verwendung
von Sinapinsdure die hochste Intensitit im Gesamtspektrum, bei CHCA hingegen nur eine
relative Intensitét von ca. 8 %. Interessant sind weiterhin die sich je nach Matrix umkeh-
renden Intensititsverhiltnisse der beiden Peptide B-CN 192-209 (my, = 1993,1u) und
B-CN 193-209 (my, =1880,1 u), die sich nur durch das Vorhandensein eines Leu am
N-Terminus unterscheiden. Sinapinsdure wird zumeist ein Anwendungsbereich fiir Analy-
sen groferer Peptide oder Proteine zugeschrieben (Bahr ef al., 1994). In den in dieser Stu-
die durchgefiihrten Untersuchungen an komplexen Peptidgemischen zeigte sich jedoch,

dass sich durch parallele Verwendung von Sinapinsidure und CHCA auch fiir den Massen-
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bereich unterhalb 2500 u deutlich mehr Ergebnisse erhalten lassen, weswegen auch in Fol-
geexperimenten mindestens diese beiden Matrizes parallel eingesetzt wurden. Mit der
LC/ESI-MS/MS konnten insbesondere viele kleine Peptide identifiziert werden, darunter
zwei Di- und flinf Tripeptide. Insgesamt wurden 41 verschiedene Peptide mit Lingen zwi-
schen 2 und 36 Aminosduren identifiziert, mit denen eine Sequenzabdeckung von 75 %

erreicht wurde.

In der zweiten Studie wurden wéhrend des Verdaus zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
entnommen, die mittels UV-HPLC untersucht wurden (siche Abbildung 1 in Anhang 9.2).
Drei der Proben (nach 10 min, 30 min und 60 min Proteolyse) wurden mittels Umkehrpha-
sen-HPLC (RP-HPLC) fraktioniert. Die Fraktionen wurden dann mit statischer Nano-ESI-
MS/MS an einem qTOF vermessen. Die Offline-Kopplung zwischen HPLC und Nano-ESI
wurde einer Online-Kopplung vorgezogen, da auf diese Weise praktisch unbegrenzt Zeit
fiir Tandem-MS-Experimente zur Verfiigung steht. Dadurch war es moglich, das Signal-
Rausch-Verhiltnis zu verbessern und auch sehr schwache Signale sichtbar zu machen. Die
Fraktionen wurden auflerdem mittels MALDI-TOF-PSD analysiert. Durch die HPLC-
Vortrennung konnten Probleme, die aus der geringen Auflésung des Ionenselektors (engl.
ion gate) im PSD-Modus bei komplexen Gemischen resultieren, weitgehend umgangen
werden. Neben einer datenbankgestiitzten Sequenzierung der PSD- und qTOF-MS/MS-
Daten mit Mascot wurden letztere Fragmentspektren auch einer de novo-Sequenzierung

mit anschlieBender Datenbanksuche unterzogen.

Durch die Kombination dieser leistungsfahigen Methoden konnte eine vollstindige Se-
quenzabdeckung erreicht werden, indem 119 verschiedene B-CN-Peptide, inklusive dreier
Phosphopeptide, identifiziert wurden. Die Peptide wiesen eine aullerordentlich breite Gro-
Benverteilung zwischen 4 und 84 Aminosdureresten Linge auf. Das grofte identifizierte
Peptid, B-CN 59-142 (my, =9303,9 u), wurde anhand seines sechsfach geladenen Vorldu-
fer-Tons [M+6H]®" (Abbildung 3) iiber eine Dauer von 35 min mittels Nano-ESI-MS/MS
fragmentiert (Abbildung 4) und unter Verwendung von Mascot identifiziert.
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b-cas60, Fr. 46
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Abbildung 3: Isotopencluster des [M+6H]" -Ions des Peptids -CN 59-142.
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Abbildung 4: Dekonvolutiertes Tandem-Massenspektrum des Peptids -CN 59-142 (m,, = 9303,9 u) mit der

Sequenz VYPFPGPIPNSLPONIPPLTQTPVVVPPFLOPEVMGVSKVKEAMAPKHKEMPFPKYPVEPFTES-
OSLTLTDVENLHLPLPLLQS.
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3.4.1.1 Zeitlicher Verlauf

Die Degradation beginnt unmittelbar nach Zugabe der Enzym- zur Substratlosung. In Ab-
bildung 1 in Anhang 9.2 sind die HPLC-Chromatogramme der Proben, die zu verschiede-
nen Zeitpunkten entnommen wurden, gegeniibergestellt. Bereits nach einer Minute sind
erste Peaks von Abbauprodukten im Chromatogramm bei Retentionszeiten von 42 min bis
47,5 min erkennbar. Dabei zeigte sich, dass es sich ausschlieflich um Peptide des
C-Terminus (B-CN 190-209) handelt. In den Fraktionen zusétzlicher Peaks nach zehnmi-
niitiger Proteolyse wurden Peptide aus dem sich anschlieBenden Bereich B-CN 164-192
sowie aus den nidchsten Abschnitten in N-terminaler Richtung, B-CN 143-163 und
B-CN 126-163, nachgewiesen. Nach 30 min wurde neben weitergespaltenen Peptiden die-
ser Bereiche nur das Peptid B-CN 69-93 gefunden. Bis zu einer Inkubationszeit von 60 min
nahm die Zahl der Peptide deutlich zu. Es konnten in den Fraktionen dieser Probe Peptide
aus der gesamten Sequenz des B-Caseins inklusive des phosphorylierten N-Terminus iden-
tifiziert werden. Zwischen 60 min und 180 min gab es nur noch geringfiigige Anderungen
in den Chromatogrammen, woraus geschlussfolgert werden kann, dass die enzymatische

Spaltung nach einer Stunde liberwiegend abgeschlossen war.

3.4.1.2 Bildung bioaktiver Peptide

In den beiden Untersuchungen sind an insgesamt 61 der 208 Peptidbindungen des
B-Caseins Spaltungen nachgewiesen worden, die liber die gesamte Sequenz verteilt sind. In
Abbildung 5 sind diese Spaltstellen gemeinsam mit den Bereichen bioaktiver Peptide dar-
gestellt. Lediglich vier Schnittstellen aus der ersten Studie (Schmelzer et al., 2004) sind
nicht mit den Methoden der zweiten Arbeit (Schmelzer et al., 2007) identifiziert worden,

wohingegen in letzterer 33 zusitzliche Spaltstellen nachgewiesen werden konnten.

Der Abbildung 3 in Anhang 9.2 lassen sich die Spaltstellen hinsichtlich ihres zeitlichen
Auftretens entnehmen. Es wird ersichtlich, dass die Wahrscheinlichkeit einer Freisetzung
mit zunehmender Verdauzeit und damit Verweildauer im Magen abnimmt. Obwohl die
tatsdchlichen gastrischen Bedingungen in vivo gegeniiber den in diesen Studien simulierten
ungleich komplexer sind, machen die erhaltenen Ergebnisse die Entstehung zahlreicher
bioaktiver Peptide mit intakter Sequenz unwahrscheinlich. So zeigt sich beispielsweise fiir

die Bereiche, in denen die ACE-hemmenden Peptide B-CN 140-143, B-CN 169-174 und
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B-CN 169-175 (Maeno et al., 1996) oder das B-Casokinin B-CN 80-90 (Abubakar et al.,
1998) kodiert sind, eine Vielzahl von Spaltungen. Auch innerhalb des Bereichs, in dem
-Casomorphin 7 (B-CN 60-66) enthalten ist, wurden zwei Spaltungen nachgewiesen.

1 P PpPP )

y * * | [N ¢ ¢ |
MKVLILACLV ALALARELEE LNVPGEIVES LSSSEESITR INKKIEKFQS 35
— Signal sequence —

® & 60 ® o0 * LR J * L d *e
36 EEQQQTEDEL QDKIHPFAQT QSLVYPFPGP IPNSLPQNIP PLTQTPVVVP 85

R & 4 A d L 3K 2 * ® O 00000
86 PFLQPEVMGV SKVKEAMAPK HKEMPFPKYP VEPFTESQSL TLTDVENLHL 135

*0090 Loadd * *00 6 6 o * <
136 PLPLLQSWMH QPHQPLPPTV MFPPQSVLSL SQSKVLPVPQ KAVPYPQRDM 185

9000000 * *0 4
186 PIQAFLLYQE PVLGPVRGPF PIIV 209

Abbildung 5: Aminosduresequenz von bovinem p-Casein, Variante A? mit der Swiss-Prot Accession-Nummer
P02666. Die Bereiche bekannter bioaktiver Peptide sind unterstrichen. Die Quadrate kennzeichnen die
Schnittstellen, die nach der Proteolyse mit Pepsin identifiziert wurden: ® - Schnittstellen aus Schmelzer et
al., 2004 (Anhang 9.1), ® - Schnittstellen aus Schmelzer et al., 2007 (Anhang 9.2) und ® - Schnittstellen aus

beiden Arbeiten. Die mit ,,-p “ gekennzeichneten Serine markieren die Positionen der Phosphorylierungen.

Es ist allerdings zu beriicksichtigen, dass an den meisten Positionen partiell gespalten wur-
de und somit von den Spaltstellen allein nur bedingt auf die Erhaltung der Bereiche bioak-
tiver Peptide geschlossen werden kann. Die Abbildung 2 in Anhang 9.2 gibt ein detaillier-
tes Bild {iber die Situation. So ist beispielsweise B-Casokinin 10 (B-CN 193-202), fiir das
immunstimulierende Eigenschaften beschrieben wurden (Meisel und Schlimme, 1994), im
C-terminalen Bereich des Proteins lokalisiert, fiir den gezeigt werden konnte, dass er be-
sonders schnell abgebaut wird. Es wurden jedoch auch einige ldngerkettige Peptide des
C-Terminus identifiziert, an denen diese Spaltstellen offenbar {ibersprungen wurden. Es
muss daher angenommen werden, dass Bereiche bioaktiver Peptide trotz der vielen Spalt-
stellen zumindest teilweise unversehrt bleiben. Eindeutiger ist die Situation fiir die Berei-
che, in denen der Opioidagonist B-CN 41-44 (Fiat et al., 1993), das immunstimulierende
Peptid B-CN 63-68 (Smacchi und Gobbetti, 2000), das LOX-inhibierende Peptid
B-CN 98-105 sowie B-Casokinin 7 (B-CN 177-183) (Maruyama et al., 1985; Rival et al.,
2001) enthalten sind. Innerhalb dieser Sequenzabschnitte konnten keine Spaltstellen nach-
gewiesen werden, woraus sich schlussfolgern ldsst, dass sie sehr wahrscheinlich den pepti-

schen Verdau unversehrt {iberstehen. In Tabelle 1 sind dariiber hinaus einige identifizierte
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Peptide aufgefiihrt, die mit gleicher oder geringfiigig kiirzerer Sequenz in der Literatur mit

Bioaktivitdaten beschrieben wurden.

Tabelle 1: Vergleich der Sequenzen bioaktiver Peptide aus der Literatur mit identifizierten Peptidsequenzen
nach dem peptischen Verdau des p-Caseins. Die Ubereinstimmungen in den Sequenzen sind durch Un-

terstreichung hervorgehoben.

Literatur Experiment
Peptid Sequenz Bioaktivitt Referenz Peptid Sequenz
B-CN 60-70 YPFPGPIPNSL  Opioid Meisel und Schlimme, 1989  B-CN 59-70 VYPFPGPIPNSL
B-CN 75-82 PPLTQTPV ACE-Hemmung Gobetti et al. , 2000 B-CN 75-83 PPLTQTPVV
B-CN 177-183 AVPYPQR ACE-Hemmung Rival et al. , 2001 B-CN 177-183 AVPYPQR
B-CN 191-193 LLY Immunstimulierend ~ Fiat et al., 1993 B-CN 190-193 FLLY

3.4.1.3 Spaltstellen des Pepsins

Pepsin ist eine Endopeptidase mit Aspartat-Reaktionszentrum, die eine sehr breite Spezifi-
tat aufweist und bevorzugt an grolen hydrophoben Aminoséureresten spaltet. Die Spezifi-
tat wird dabei durch die Struktur der acht Substratbindungsstellen der Bindungstasche des
Enzyms bestimmt (Tang, 2004). Fiir Pepsin sind in der Literatur Schnittstellen C-terminal
von Phe, Leu, Trp, Tyr, Ala, Glu und GIn beschrieben worden (Konigsberg et al., 1963;
Oka und Morihara, 1970). Wie aus Abbildung 3 in Anhang 9.2 hervorgeht, zeigte sich in
den Experimenten ein Zusammenhang zwischen Inkubationsdauer und Spezifitdt. Nach
zehnminiitiger Proteolyse wurden vorwiegend Spaltstellen C-terminal von Leu gefunden.
Zu spiteren Zeitpunkten wurden hingegen zahlreiche Spaltstellen C-terminal von anderen
der genannten Aminoséureresten, aber auch von Met, Ser, Thr und weiteren Resten identi-
fiziert, an denen Pepsin offenbar weniger bevorzugt spaltet. Diese Schnittstellen wurden
zum Teil auch von Fujioka und Scheraga gefunden (Fujioka und Scheraga, 1965). Insge-
samt war eine Spezifitit nach ldngeren Inkubationszeiten praktisch nicht mehr zu erken-
nen. Erstaunlicherweise wurden auch einige Spaltstellen C-terminal von Arg und Lys iden-
tifiziert. Bei Untersuchungen des Pepsins mit MALDI-TOF konnten keine Verunreinigun-
gen mit anderen Enzymen nachgewiesen werden. Da das verwendete Pepsin aus der Ma-
genschleimhaut gewonnen wurde, ist eine Trypsinkontamination unwahrscheinlich. Gegen
einen Zusammenhang dieser Spaltstellen mit Trypsin spricht aulerdem, dass das Enzym

bei dem verwendeten pH-Wert von 2 keine Aktivitdt aufweisen wiirde.
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3.4.1.4 Identifikation einer neuen genetischen Variante

In der Vergangenheit wurden fiir zwei Positionen in der Nukleotid- bzw. Aminosdurese-
quenz des B-Caseins gegensitzliche Ergebnisse gefunden. Jimenez-Flores ef al. klonierten
und sequenzierten cDNA von bovinem B-Casein und identifizierten in der Nukleotidse-
quenz fiir die Positionen der translatierten Aminosduren 93 und 195 die Basentripletts CTG
und cAG,? die den Aminosiuren Leu und Gln entsprechen (Jimenez-Flores ef al., 1987). In
anderen publizierten Sequenzen von bovinem B-Casein wurden hingegen die Tripletts ATG
und GAG fiir die translatierten Aminoséduren Met und Glu bzw. die Aminosduren selbst
identifiziert (Ribadeau-Dumas et al., 1972; Stewart et al., 1987; Simons et al., 1993; Vis-
ser et al., 1995; Dong und Ng-Kwai-Hang, 1999; Han et al., 2000). Abgesehen von den
Unterschieden in der Natur dieser beiden Aminosdurepositionen, die letztlich nur auf je-
weils eine unterschiedliche Nukleinbase zuriickgehen (C — A und C — G), ist die von Ji-
menez-Flores et al. ermittelte Sequenz identisch mit der A*-Form, die von Ribadeau-
Dumas et al. identifiziert wurde (Ribadeau-Dumas et al., 1972). Die beiden Unterschiede
werden in den Proteindatenbanken als Sequenzkonflikte behandelt. Im Jahr 2002 verof-
fentlichten Jann et al. eine Arbeit zu den Exons 6 und 7 des f-Casein-Gens (CSN2), bei der
sie einen DNA-Test zur Genotypisierung an 318 Tieren sieben unterschiedlicher Rassen
mittels PCR-SSCP durchfiihrten. Die Sequenzierung einer unbekannten Bande ergab die
Punktmutation der ersten Nukleinbase des Tripletts der Aminosdure 93 (Jann et al., 2002).
Dieses Allel wurde von den Autoren mit CSN2*I bezeichnet. Die Autoren beriicksichtigten
in ihrem Artikel allerdings nicht die 15 Jahre zuvor von Jimenez-Flores et al. publizierte
Sequenz, aus der diese und eine weitere Mutation bereits hervorgegangen waren (Jimenez-

Flores et al., 1987).

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie kam B-Casein aus zur Nahrung be-
stimmter boviner Milch neuseeldndischer Herkunft zum Einsatz, die von verschiedenen
Tieren stammt und nachweislich verschiedene genetische Varianten enthilt. 100 % der
A’-Form konnten wiedergefunden werden, allerdings wurden auch Peptide mit His anstelle

von Pro an der Position 67 detektiert, die hochstwahrscheinlich von der ebenfalls sehr ver-

¢ Zur besseren Unterscheidung werden hier und im folgenden Text die Einbuchstabencodes der Aminoséu-
ren mit GrofSbuchstaben und die der Nukleinbasen mit Kapitdlchenformatierung angegeben.
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breiteten Variante A' stammen. Interessanter ist, dass ein groBes Peptid (B-CN 59-93) se-

quenziert wurde, das am C-Terminus (Position 93) ebenfalls ein Leu besitzt:®

L.VYPFPGPIPNSLPONIPPLTQTPVVVPPFLOPEVL.G.

Die zur A*-Variante homologe Sequenz besitzt hingegen ein C-terminales Met:

L.VYPFPGPIPNSLPONIPPLTQTPVVVPPFLOPEVM.G.

Da der Massenunterschied zwischen diesen beiden Peptiden Am = 18 u betrigt, kam neben
einem Aminosdureaustausch (Met — Leu/Ile) auch eine Wasserabspaltung an einem der
Ser oder Thr als Ursache in Betracht. Diese Modifikation wurde mehrfach in diesem Be-
reich des Proteins gefunden. Der in Mascot erzielte lons score betrug jedoch nur 38 fiir das
A’-Peptid mit einer Dehydratisierung am Thr80, wohingegen fiir das Peptid mit der
C-terminalen Variation ein Wert von 75 erhalten wurde. B-CN 59-93(M) wurde ebenfalls
detektiert und fand sich am intensivsten in einer Fraktion mit einer um ca. eine Minute
kiirzeren Retentionszeit. In Abbildung 4 in Anhang 9.2 sind die annotierten Fragment-
spektren der beiden homologen Peptide B-CN 59-93(M) und B-CN 59-93(L) gegeniiberge-
stellt. Daraus geht deutlich hervor, dass die b-Serie beider Peptide identisch ist, wohinge-
gen die Massen der jeweiligen y-Fragmente eine Differenz von 18 u aufweisen. Dies belegt
zweifelsfrei, dass der Massenunterschied von 18 u in der C-terminalen Aminosaure seinen
Ursprung hat. Lége tatsachlich eine Dehydratisierung an einem Ser oder Thr der Sequenz
vor, ergiben sich vollstindig andere b- und y-Serien. Zusétzlich wurden fiir dieses Peptid
akkurate Massenbestimmungen durchgefiihrt. Die monoisotopische Masse des mittels ei-
ner Kombination aus de novo-Sequenzierung und Datenbanksuche identifizierten Peptids
betriagt my, =3804,0906 u, das abundante und untersuchte dreifach protonierte Molekiil
[M+3H]*" hat damit den m/z-Wert 1269,0375. Das dehydratisierte Peptid ohne Aminoséu-
reaustausch hitte hingegen eine Masse von my, = 3804,0364 u bzw. fiir das Ion [M+3H]*"
den m/z-Wert 1269,0194. Die Differenz zwischen den m/z-Werten dieser beiden Varianten
betrdgt damit 0,0181 bzw. 14,3 ppm.

¢ Das Peptid wird im Folgenden als B-CN 59-93(L) bezeichnet, das der A’-Variante entsprechende mit
B-CN 59-93(M).
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Abbildung 6: Elektrospray-FT-ICR-Massenspektrum des Isotopenclusters des dreifach geladenen Peptids

S-CN 59-93(L) mit dem theoretischen m/z-Wert 1269,0375 (Abweichung bei Verwendung des zweiten Peaks
des Isotopenclusters: 1,4 ppm).
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Abbildung 7: Nano-ESI-qTOF-Massenspektrum der beiden parallel detektierten Varianten des dreifach ge-
ladenen Peptids p-CN 59-93 mit unterschiedlichem C-Terminus (Leu bzw. Met) sowie des ebenfalls dreifach
geladenen Peptids f-CN 58-93 der A’-Form, dessen monoisotopischer Peak zur akkuraten Massenbestim-

mung als Lockmasse verwendet wurde. Die Abweichung der Masse fiir f-CN 59-93(L) betrdgt 0,8 ppm.
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Akkurate Massenbestimmungen wurden an dem in dieser Arbeit verwendeten Q-TOF-2
(Waters/Micromass, Manchester, UK) sowie an einem Apex III (Bruker Daltonics, Billeri-
ca, MA, USA) FT-ICR-Massenspektrometer durchgefiihrt. In den Messergebnissen zeigte
sich innerhalb der Geritetoleranzen eine Ubereinstimmung mit der Masse des de novo se-
quenzierten Peptids (siche Abbildung 6 und Abbildung 7). Dieses Peptid belegt zusammen
mit den Ergebnissen von Jann et al. die Existenz einer weiteren genetischen B-Casein-
Variante, die bereits von Jimenez-Flores et al. verdffentlicht, bisher jedoch nicht bzw.
falsch klassifiziert wurde (Jimenez-Flores et al., 1987; Jann et al., 2002). Entsprechend der
bisherigen Nomenklatur sollte diese elfte genetische Variante als B-Casein I bezeichnet

werden.

3.4.2 Untersuchung proteolytischer Spaltungen mittels Quarzmikrobalance in

Echtzeit (Anhang 9.3: Huenerbein ef al. 2007)

In dieser Studie wurde ein neues Verfahren erprobt, mit dem proteolytische Verdauvor-
ginge online verfolgt werden konnen. Zum Einsatz kam dazu die Quarzmikrobalance
(engl. quartz crystal microbalance, QCM), mit der sehr sensitiv Anderungen an der Grenz-
fliche fest/gasformig oder — wie in dieser Arbeit — an der Grenzfliche fest/fliissig unter-
sucht werden konnen. Bei der QCM-Technik wird ein Schwingquarz, auf dessen gegenii-
berliegenden Seiten Elektroden aufgebracht sind, durch Anlegen einer Wechselspannung
zu lateralen Oberflichenschwingungen infolge des reziproken piezoelektrischen Effektes
angeregt. Masseanlagerungen auf der Quarzoberfliche sowie Anderungen der Dichte oder
Viskositdt resultieren in einer messbaren Verschiebung der Resonanzfrequenz und/oder
Dampfung. Auf diese Weise lassen sich zum Beispiel Reaktionen und Interaktionen mit
Proteinen verfolgen (Kawakami et al., 1999; Hook et al., 2001). Einer der beiden Bin-
dungspartner muss dazu vor dem QCM-Experiment auf der Quarzoberfldche immobilisiert
werden, wofiir eine Reihe von Methoden beschrieben sind (Liu ef al., 2001). Nachdem das
System stabile Bedingungen erreicht hat, wird der andere Interaktionspartner dem Quarz-

sensor stationdr oder im Durchfluss zugefiihrt.

Am Beispiel des Modellproteins -Casein wurde iiberpriift, ob sich mit der Quarzmikroba-
lance proteolytische Spaltungen in Echtzeit und in der Weise verfolgen lassen, dass Riick-
schliisse auf kritische Einflussfaktoren wie beispielsweise pH-Wert oder Temperatur mog-

lich sind. Zu diesem Zweck wurde das auf dem Quarzsensor immobilisierte B-Casein den
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Enzymen Trypsin bei pH 5.4, pH 6,4 und pH 7,4 sowie Pepsin bei pH 2, pH 3 und pH 4
ausgesetzt. Dabei konnte die Proteolyse durch den Anstieg der Resonanzfrequenz sowie
durch eine Abnahme der Impedanz verfolgt werden. Dies ist am Beispiel des tryptischen
Verdaus in Abbildung 4 in Anhang 9.3 gezeigt. Die hochste Aktivitit des Pepsins liegt
zwischen pH 1 und pH 2 (Loken et al., 1958), wohingegen sie bei hoheren pH-Werten auf-
grund von Konformationsdnderungen deutlich abnimmt (Campos und Sancho, 2003).
Trypsins maximale proteolytische Aktivitit liegt bei pH-Werten zwischen 7 und 9
(Vorob'ev et al., 2000). Eine signifikante Abnahme der Aktivitdt beim Verlassen dieser
pH-Bereiche konnte fiir beide Enzyme auch anhand der QCM-Experimente nachgewiesen
werden, wie aus den jeweiligen Frequenzdnderungen in den Abbildungen 5 und 6 des An-

hangs 9.3 hervorgeht.

Da jedoch auf Basis der QCM-Daten keine qualitativen Aussagen iiber die Entstehung der
Abbauprodukte gemacht werden konnen, wurden die abgespaltenen Peptide nach einem
Aufkonzentrierungsschritt mittels MALDI-TOF untersucht. Dies ist besonders unter dem
Aspekt interessant, dass das Protein wédhrend der Proteolyse nicht in Losung, sondern auf
einer Oberfliche immobilisiert vorliegt. Wie aus Abbildung 7 in Anhang 9.3 hervorgeht,
wurden interessanterweise keine qualitativen Unterschiede bei dem Vergleich mit einem in

vitro durchgefiihrten Kontrollexperiment festgestellt.
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4 STRUKTURUNTERSUCHUNGEN AN ELASTIN

4.1 Einleitung und Zielstellung

Elastische Fasern besitzen die auflergewohnliche Eigenschaft reversibler Dehnbarkeit und
sind daher in vielen Geweben vorzufinden, die elastischen Verformungen ausgesetzt sind.
Elastische Fasern haben eine sehr lange Existenzdauer und bestehen ultrastrukturell aus
den Mikrofibrillen und dem Protein Elastin. Die Elastinmonomere sind untereinander auf
einzigartige Weise durch Quervernetzungen zu einem dreidimensionalen Netzwerk ver-

bunden, durch das die Fasern grof3e Elastizitit erlangen.

Zahlreiche pathologische Zustinde werden mit degenerativen Verdnderungen des Elastins
in Verbindung gebracht. So treten mit zunehmendem Alter Verdanderungen in der der Son-
nenstrahlung ausgesetzten Haut auf, die sich in Form von Faltenbildung und Erschlaffung
duBern (Kligman und Kligman, 1986; Gilchrest, 1989). Fiir Erkrankungen wie das Willi-
ams-Beuren-Syndrom (Ewart et al., 1993a; Urban et al., 2000b), supravalvuldre Aor-
tenstenose (Ewart et al., 1993b; Li ef al., 1997; Urban et al., 2000a), Cutis laxa (Zhang et
al., 1999), Lungenemphysem (Mandl et al., 1977), Aneurysma (Perejda et al., 1985) und
Arteriosklerose (Robert et al., 1970; Robert et al., 1998) wurden direkte Zusammenhinge

mit pathologischen Verdnderungen des Elastins gefunden.

Strukturelle Untersuchungen an Elastin konnen wichtige Beitrdge zum Verstdndnis bio-
chemischer Vorginge liefern, die mit alterungsbedingten oder pathologischen Veridnderun-
gen der elastischen Fasern einhergehen. Allerdings werden Untersuchungen dadurch er-
heblich erschwert, dass das Protein in Wasser, aber auch in organischen Losungsmitteln

vollstidndig unloslich ist und sich nur schwer aus den Geweben gewinnen ldsst.

In der Vergangenheit wurde Elastin meist einer partiellen oder vollstindigen sauren Hyd-
rolyse unterzogen und die resultierenden Aminosduren, inklusive der fiir Elastin einzigarti-
gen quervernetzten Aminosauren Desmosin und Isodesmosin, wurden analysiert (Partridge
et al., 1955; Salomoni et al., 1991; Spacek et al., 1998; Kaga et al., 2003). Diese Herange-
hensweise setzt allerdings eine hohe Reinheit des isolierten Elastins voraus, da nach der
Hydrolyse der Ursprung der Aminosiuren nicht mehr geklart werden kann. Die Mdoglich-
keiten, auf diesem Wege zu Strukturinformationen des Gesamtmolekiils zu gelangen, sind

aullerst limitiert.
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Es wurde daher in dieser Arbeit nach anderen Moglichkeiten der Charakterisierung des
Elastins gesucht, die es gestatten, aussagekriftigere Informationen zur Struktur bzw. zu
Strukturverdnderungen zu erhalten. Im Gegensatz zu einer Vielzahl fritherer Arbeiten soll-
te das Protein nicht mittels saurer Hydrolyse in Aminosduren, sondern mithilfe von Protea-
sen unterschiedlicher Spezifitit in Peptide gespalten werden. Diese sollten dann mit mas-
senspektrometrischen Methoden identifiziert werden. Modifikationen, die z.B. infolge pa-
thologischer Zustinde auftreten, haben bei dieser Vorgehensweise wesentlich hdhere
Chancen erhalten zu bleiben, da das Protein nicht den aggressiven Bedingungen der sauren

Hydrolyse, wie sehr geringem pH-Wert und hohen Temperaturen, ausgesetzt ist.

Ein erster Schwerpunkt lag auf der Entwicklung und Evaluierung massenspektrometrischer
sowie bioinformatischer Methoden. Dazu wurden Untersuchungen an rekombinant herge-
stelltem Tropoelastin, dem 16slichen Vorldufer des Elastins, vorgenommen. Ziel war es
dabei, die Methoden soweit zu optimieren, dass eine moglichst vollstdndige Sequenzabde-

ckung erreicht werden kann.

Diese Methoden wurden dann an humanem Elastin der Haut angewendet. Neben der Me-
thodenentwicklung selbst lagen die Schwerpunkte bei der Charakterisierung der Peptide in
der Eingrenzung der Isoform des Hautelastins und in dem Nachweis mdglicher Hydroxy-

lierungen der Proline.

4.2 Das elastische Fasersystem

Elastische Fasern sind essentielle extrazelluldre Matrixmolekiile des Bindegewebes aller
Vertebraten mit Ausnahme einiger niederer Vertreter wie der Neunaugen (Debelle und
Tamburro, 1999). Elastische Fasern wurden in Arterien, Lunge, Haut, Ligamenten, Stimm-
bindern und in elastischem Knorpel gefunden. Sie verleihen Gewebe, das wiederholt me-
chanischer Verformung ausgesetzt werden muss, Elastizitdt und Stabilitit. Die morpholo-
gische Struktur der elastischen Matrix ist dem jeweiligen Gewebe angepasst. In der Haut,
der Lunge und den Ligamenten treten die Fasern in Form feiner Netzwerke auf, die das
Gewebe durchziehen (Dahlbéck et al., 1990; Vrhovski und Weiss, 1998; Starcher, 2000).
Im Knorpelgewebe weisen die Netzwerke grof3e, dreidimensionale wabenartige Strukturen
auf (Dietz et al., 1994; Pasquali-Ronchetti und Baccarani-Contri, 1997) und in Blutgefdf3en

sind die Fasern in Form schmaler, konzentrischer Lamellen angeordnet (Li ef al., 1998).
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Elastische Fasern bestehen aus zwei klar unterscheidbaren Komponenten, einem Elastin-
Kern und den ihn umhiillenden fibrillinreichen Mikrofibrillen (Greenlee ef al., 1966; Ross
und Bornstein, 1969). Das Protein Elastin, das iiber 90 % des Gesamtanteils der elastischen
Fasern ausmacht (Ross, 1973), liefert den entscheidenden Beitrag zu den mechanischen
Eigenschaften der Fasern, die eine hohe reversible Dehnbarkeit von bis zu 220 % aufwei-

sen (Fung, 1993).

4.2.1 Elastin

Elastin ist das hydrophobste aller bekannten Proteine (Cleary und Gibson, 1996) und voll-
stindig unloslich in Wasser, aber auch in organischen Losungsmitteln. Es ist dullerst be-
staindig und wird in gesundem Gewebe offenbar nicht abgebaut. Es wird angenommen,
dass es eine Halbwertszeit von ca. 70 Jahren hat (Petersen et al., 2002). Elastin wird durch
Quervernetzung der Lysinreste aus der 16slichen Vorstufe Tropoelastin gebildet. Dieser
Vorgang wird durch das Enzym Lysyloxidase (Kagan et al., 1986) oder von Vertretern der
Lysyloxidase-dhnlichen Proteine initiiert (Liu ef al., 2004; Noblesse ef al., 2004). Zu den
Organgeweben, die reich an Elastin sind, gehdren die Aorta (30 % bis 57 %), andere grofie
BlutgefaBe (28 % bis 32 %), elastische Bander (50 %), die Lunge (3 % bis 7 %), Sehnen
(4 %) und die Haut (2 % bis 3 %) (Vrhovski und Weiss, 1998; Mithieux und Weiss, 2005).

4.2.2 Mikrofibrillen

Im sich bildenden Gewebe sind die aus verschiedenen Makromolekiilen bestehenden
Mikrofibrillen die zuerst entstehenden Komponenten der extrazelluldren Matrix. Sie haben
Durchmesser zwischen 10 nm und 12 nm (Ross, 1973) und fungieren als Geriist flir den
Einbau der Tropoelastineinheiten (Mithieux und Weiss, 2005). Die Hauptkomponenten der
Mikrofibrillen sind die zwei Isoformen des Fibrillins, Fibrillin-1 (Sakai et al., 1986) und
Fibrillin-2 (Zhang et al, 1994), sowie das Mikrofibrillen-assoziierte Glykoprotein
(MAGP) MAGP-1 (Gibson et al., 1991). Die Fibrilline sind ca. 350 000 u grof3e, Cystein-
reiche Glykoproteine, deren Primérstruktur durch sich wiederholende Abschnitte geprégt
ist, die dem epidermalen Wachstumsfaktor dhnlich sind. MAGP-1 ist ein 31 000 u grof3es
Glykoprotein, das kovalent an die Mikrofibrillen gebunden ist. Weitere beteiligte Proteine

" Die prozentualen Angaben bezichen sich auf das Trockengewicht des jeweiligen Gewebes.
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sind unter anderem die Lysyloxidase (Kagan et al., 1986), Vitronektin (Dahlbéck et al.,
1990), Fibuline (Roark et al., 1995; Reinhardt ef al., 1996; Nakamura et al., 2002; Yanagi-
sawa et al., 2002), Osteopontin (Pasquali-Ronchetti und Baccarani-Contri, 1997), Emilin
(Bressan et al., 1993; Mongiat et al., 2000), Proteoglykane wie Versikan (Isogai et al.,
2002) MAGP-2 (Gibson et al., 1996) und andere Mikrofibrillen-assoziierte Proteine
(Kobayashi et al., 1989; Horrigan et al., 1992; Abrams et al., 1995).

4.2.3 Elastogenese

4.2.3.1 Das Tropoelastin-Gen

Das menschliche Gen, in dem Tropoelastin kodiert ist (ELN), befindet sich auf Chromo-
som 7 (7q11.23) (Fazio et al., 1991; Hillier et al., 2003). Es ist ca. 45 kb lang und besteht
aus kleinen Exons, die sich zwischen sehr groBen Introns befinden (Bashir ef al., 1989).
Das Verhiéltnis von Introns zu Exons ist mit 20:1 auflergewdhnlich hoch (Vrhovski und
Weiss, 1998; Piontkivska et al., 2004). Die Sequenz kodiert lediglich ca. 3,5 kb mRNA
(Parks und Deak, 1990), von denen 2,5 kb translatiert werden, wohingegen ein ca. 1,0 kb
groBBer Abschnitt vom 3’-Terminus untranslatiert bleibt (Rosenbloom, 1993). Das humane
Tropoelastin-Gen beinhaltet 34 Exons (1 bis 33 und 36). Zwei weitere Exons (34 und 35),
die in den Genomen anderer Sdugetiere wie Maus, Kaninchen, Katze, Schwein und Rind
vorhanden sind (Szabo et al., 1999), gingen wihrend der Evolution der Primaten in zwei
Stufen verloren. Einzigartig fiir das menschliche Tropoelastin-Gen ist weiterhin das Vor-
handensein des Exons 26A, das eine hydrophile Doméne kodiert und dessen Vorkommen

bisher fiir keine andere Spezies beschrieben wurde (Indik ef al., 1987; Bashir et al., 1989).

4.2.3.2 Alternatives Spleifien

Die Mehrzahl der menschlichen Gene wird in mehr als eine mRNA transkribiert, wodurch
aus den nur ca. 20 000 bis 25 000 Genen (IHGSC, 2004) hunderttausende Proteine herge-
stellt werden. Nachdem die DNA eines Gens in pre-mRNA kopiert wurde, miissen die
Introns entfernt und die Exons wieder zusammengefiigt werden. Dieser Vorgang wird als
SpleiBen bezeichnet. Kommt es dabei zu Variationen, also beispielsweise zum Ubersprin-

gen von Exons, handelt es sich um alternatives SpleiBen. Einen Uberblick iiber den derzei-
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tigen Kenntnisstand des alternativen Splei3ens und die verschiedenen auftretenden Formen

gibt ein kiirzlich von Blencowe verdffentlichter Artikel (Blencowe, 2006).

Die mRNA des Tropoelastins unterliegt einem ausgeprigten alternativen Spleilen, das
durch das vollstindige Fehlen von Exons oder aber durch das Fehlen von Teilen von Exons
in Erscheinung tritt. Im Falle von humanem Tropoelastin sind mindestens acht verschiede-
ne Exons (22, 23, 23A, 24, 26A, 30, 32 und 33) in das alternative Spleilen involviert
(Indik et al., 1987; Fazio et al., 1988a; Indik ef al., 1989; Parks und Deak, 1990; Zhang et
al., 1999). Noch ist nicht vollstindig geklért, unter welchen Bedingungen die einzelnen
Isoformen gebildet werden. Es gibt jedoch Erkenntnisse, nach denen die Vorgédnge des
alternativen Spleiflens gewebeabhingig zu sein scheinen und offenbar mit entwicklungs-
bedingten Verdnderungen der Zellen bzw. mit der Alterung des jeweiligen Individuums
einhergehen. Dies duBert sich in der Ausbildung unterschiedlicher Verhiltnisse der Iso-
formen und wurde fiir alle untersuchten Spezies inklusive des Menschen gefunden (Parks
und Deak, 1990; Heim et al., 1991). Bisher sind elf verschiedene Isoformen von Tropoe-
lastin bekannt (Indik et al., 1987; Fazio et al., 1988a; Fazio et al., 1988b; Li et al., 1997;
Hillier et al., 2003; Gerhard et al., 2004; Ota et al., 2004). Bei den am haufigsten auftre-
tenden Isoformen des Tropoelastins fehlt das Exon 26A, das offenbar nur bei bestimmten
Erkrankungen, wie beispielsweise pulmonaler Hypertonie, exprimiert wird (Liptay et al.,

1991; Debelle und Tamburro, 1999).

4.2.3.3 Expression und Sekretion von Tropoelastin

Die Elastogenese findet hauptséchlich wiahrend der fetalen und der frithen neonatalen Ent-
wicklung statt. Tropoelastin wird von verschiedenen Zelltypen wie Muskelzellen, Endo-
thelzellen, Fibroblasten, Chondroblasten und Mesothelzellen synthetisiert und sezerniert
(Uitto et al., 1991; Mithieux und Weiss, 2005). Im Erwachsenenalter findet kaum noch
Elastogenese statt. Kommt es zu einer Schadigung der elastischen Fasern, so kann die Syn-
these jedoch innerhalb kurzer Zeit wieder gestartet werden (Hoff ef al., 1999; Davidson,
2002). Das dabei entstehende Elastin ist jedoch von geringerer Qualitdt als das wéhrend
des Wachstums gebildete.

Nach dem Spleiflen verldsst die mRNA den Kern und durch die auf der Oberfliche des
rauen endoplasmatischen Retikulums (rER) stattfindende Translation wird das je nach

Spleiflvariante ca. 60000u bis 70000u grofle, hydrophobe Protein Tropoelastin
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(Vrhovski und Weiss, 1998) gebildet, das zu etwa 75 % aus den Aminosduren Gly, Ala,
Pro und Val besteht. Das Protein ist groftenteils aus alternierenden hydrophoben und
hydrophilen Dominen zusammengesetzt, wie das Hydrophobizitits/Hydrophilitats-
Diagramm in Abbildung 8 verdeutlicht. Die hydrophoben Doménen sind fiir die elasti-
schen Eigenschaften verantwortlich, wohingegen an den hydrophilen Lysin-reichen Do-

mainen die Quervernetzung erfolgt (Rosenbloom et al., 1991).
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Abbildung 8: Diagramm zur Hydrophobizitit/Hydrophilitit von humanem Tropoelastin (Swiss-Prot Accessi-
on-Nummer P15502, Isoform 9) berechnet nach Hopp und Woods (Hopp und Woods, 1981). Die hydrophilen

Peaks sind iiberwiegend potenzielle Domdnen fiir Quervernetzungen (Indik et al., 1987), die durch Amino-

sduresequenzen der KA- und KP-Domdnen mit den entsprechenden kodierenden Exons gekennzeichnet sind.

Am N-Terminus befindet sich ein aus 26 Aminosduren bestehendes Signalpeptid, das ab-
gespalten wird, sobald das Protein in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums ein-
dringt (Grosso und Mecham, 1988). Danach wird es durch das Lumen in Richtung Golgi-
Apparat transportiert. Bevor das Tropoelastin {iber Sekretvesikel aus der Zelle sezerniert
wird, wird es mit einem Chaperon, dem ca. 67 000 u groBBen Elastin-bindenden Protein
(EBP), versehen. Bei EBP handelt es sich um eine enzymatisch inaktive SpleiBvariante von
B-Galactosidase, die an hydrophobe Doménen des Tropoelastins, vorrangig an den Bereich
VGVAPG, bindet (Mecham et al., 1989). Das Chaperon verhindert die intrazelluldre

Selbstaggregation des Tropoelastins und schiitzt es anscheinend vor enzymatischem Abbau
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durch Maskierung der Angriffsstellen der Proteasen (Hinek und Rabinovitch, 1994). Nach
der Sekretion transportiert EBP das Tropoelastin zu dem fibrilldren Netzwerk, in dem die
Fasern gebildet werden. Durch Bindung von mikrofibrilliren Galaktozuckern an das EBP
wird das Tropoelastin schlieBlich freigesetzt (Privitera et al., 1998). Danach wird das EBP
zuriickgewonnen und wieder in die intrazelluldren endosomalen Kompartimente aufge-

nommen, wo es an neu synthetisiertes Tropoelastin bindet (Hinek, 1995).

4.2.3.4 Posttranslationale Modifikationen

Neben der Umwandlung von Lysin zu Allysin in Tropoelastin (siche 4.2.3.5) ist als weitere
posttranslationale Modifikation die Hydroxylierung von Prolin in Tropoelastin beschrie-
ben. AuBBerdem wird zu einem sehr geringen Anteil Hydroxyprolin (Hyp) direkt eingebaut
(Bentley und Hanson, 1969).

Die Hydroxylierung findet vermutlich wie im Falle des Kollagenvorldufers Prokollagen im
endoplasmatischen Retikulum statt und wird dort durch das Enzym Prolylhydroxylase (EC
1.14.11.2) katalysiert (Uitto et al., 1976). Es ist zwischen der 3- und 4-Prolylhydroxylase
zu unterscheiden, die fiir die Bildung der beiden in Abbildung 9 gezeigten Isomere 3- und
4-Hydroxyprolin verantwortlich sind. Wéhrend fiir Kollagen die Bedeutung des
4-Hydroxyprolins in der Stabilisierung der Tripelhelixstruktur liegt (Berg und Prockop,
1973), ist die Funktion von 3-Hydroxyprolin bisher weitgehend unbekannt und Gegenstand
von Untersuchungen (Jenkins et al., 2003; Mizuno et al., 2004).

OH OH

NH NH

Abbildung 9: 3- und 4-Hydroxyprolin.

Wie zuvor erwdhnt, wurden Untersuchungen zum Gehalt der einzelnen Aminoséuren in
Elastin in der Vergangenheit anhand von Aminosdureanalysen nach saurer Hydrolyse
durchgefiihrt. Dabei konnte auch 4-Hydroxyprolin nachgewiesen werden. Fiir verschiedene
Spezies wurden Hydroxylierungsgrade zwischen 0 % und 33 % beschrieben (Bentley und

Hanson, 1969; Sandberg et al., 1969; Smith et al., 1972; Starcher und Galione, 1976; Uitto
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et al., 1976; Dunn und Franzblau, 1982). Allerdings war es mit den in diesen Arbeiten ein-
gesetzten Methoden nicht moglich, die Positionen der Prolinreste zu ermitteln, an denen
die Hydroxylierung stattfindet. Weiterhin ist nicht untersucht worden, ob es sich aus-
schlieBlich um 4-Hydroxyprolin handelt. In einem Artikel von Vrhovski und Weiss wurde
die Moglichkeit in Betracht gezogen, dass es sich bei den Ergebnissen zur Prolinhydroxy-
lierung um Artefakte handeln konnte, die auf Verunreinigungen des Elastins mit Kollagen
zurlickgehen (Vrhovski und Weiss, 1998). Dies kann aber unter Beriicksichtigung einer
Arbeit aus dem Jahr 1969, in der die Autoren eine Kontamination durch Kollagen aus-

schlieBen konnten, als unwahrscheinlich betrachtet werden (Bentley und Hanson, 1969).

Anders als bei Kollagen, bei dem die Hydroxylierung essentieller Bestandteil der Biosyn-
these ist (Uitto und Lichtenstein, 1976), ist die Anwesenheit von Hyp fiir die Synthese und
Sekretion von Tropoelastin nicht erforderlich (Rosenbloom und Cywinski, 1976). Kommt
es jedoch zu einer tiberhohten Hydroxylierung, kann dies Auswirkungen auf die Stabilitit
der Sekundirstruktur des Tropoelastins haben, woraus die Inhibierung der Koazervation
und Quervernetzung der Tropoelastinmolekiile und damit schlieBlich eine gestorte Bildung

der elastischen Fasern resultieren kann (Urry et al., 1979).

4.2.3.5 Koazervation und Quervernetzung von Tropoelastin

Die Koazervation ist ein essentieller Bestandteil der Elastogenese. Tropoelastin ist bei ge-
ringen Temperaturen 16slich, beginnt aber bei Erhéhung in den physiologischen Tempera-
turbereich selbstindig zu aggregieren. Der Vorgang, bei dem sich die Tropoelastinmolekii-
le ausrichten und dadurch die nachfolgende Quervernetzung untereinander erst ermogli-
chen, beginnt bei Temperaturen oberhalb von 20 °C und ist vollstindig reversibel. Die op-
timalen Bedingungen fiir die Koazervation sind auf die physiologischen Eigenschaften der
extrazelluliren Matrix eingestellt (Urry, 1978; Vrhovski et al., 1997). Die aggregierenden
Molekiile ordnen sich aufgrund von Interaktionen zwischen den hydrophoben Dominen
an, zu denen beispielsweise die sich wiederholenden Sequenzabschnitte GVGVP, GGVP
und GVGVAP gehoren (Vrhovski und Weiss, 1998). Diese Anlagerung der Tropoelastin-
molekiile geschieht nicht zuféllig, sondern ihre Orientierung wird durch die Mikrofibrillen

genau vorgegeben.

Nach Anlagerung von Tropoelastin kommt es zu kovalenter Quervernetzung zwischen den

Molekiilen. Wie auch im Falle von Kollagen wird diese durch die kupferabhéngige, auch
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bei hohen Temperaturen stabile Aminoxidase Lysyloxidase (EC 1.4.3.13) initiiert. In einer
ersten, durch dieses Enzym katalysierten Reaktion werden Lysinreste durch oxidative Des-
aminierung der e-Aminogruppe in Allysine (a-Aminoadipin-o-semialdehyd) umgewandelt
(Kagan und Sullivan, 1982; Kagan und Cai, 1995). In den folgenden, spontan stattfinden-
den Kondensationsreaktionen verbindet sich das Allysin mit benachbarten Allysin- oder
unveranderten Lysinresten. Dabei entstehen aus zwei Aminosaureresten Allysinaldol und
Lysinonorleucin sowie aus drei Resten Merodesmosin. Die ausschlieBlich in Elastin vor-
kommenden quervernetzten Aminosduren Desmosin und sein Isomer Isodesmosin werden
aus drei Allysinresten und einem Lysinrest gebildet. Sie verbinden jedoch jeweils nur zwei
Tropoelastinmolekiile miteinander (Partridge et al., 1964; Foster et al., 1974; Vrhovski und
Weiss, 1998; Umeda et al., 2001).

In Tropoelastin existieren zwei Doménen fiir die Quervernetzung. Diese Doménen beinhal-
ten entweder mehrere Alanin- (KA) oder Prolinreste (KP) (siche Abbildung 8). In den KA-
Regionen befinden sich die Lysinreste immer in Gruppen von zwei oder drei Aminoséduren,
die durch zwei oder drei Alaninreste voneinander getrennt sind. Diese Regionen liegen
hochstwahrscheinlich in Form von a-Helices vor, die die Bildung von Desmosin und Iso-
desmosin begilinstigen. Die Lysinpaare in den KP-Doménen sind durch einen oder mehrere
Prolinreste getrennt und werden von hydrophoben Aminosduren begrenzt (Brown-
Augsburger et al., 1995). Die Ausbildung von Desmosin und Isodesmosin wurde nur fiir
KA-, nicht aber fiir KP-Doménen beobachtet. Dies hingt vermutlich mit dem Vorhanden-
sein der Proline zusammen, die hochstwahrscheinlich die Bildung einer a-helikalen Struk-

tur verhindern.

Es gibt nur wenige Erkenntnisse dariiber, welche Lysinreste tatsdchlich in die Bildung der
Quervernetzung involviert sind. Brown-Augsburger et al. identifizierten allerdings eine
Domine, in der drei Tropoelastinmonomere miteinander verbunden sind. Dies geschieht
durch Bildung einer Desmosin-Quervernetzung an jeweils zwei Lysinresten der KA-
Dominen der Exons 19 und 25. Diese beiden Doménen sind die einzigen, in denen drei
Lysine kodiert sind (vgl. Abbildung 8). Der verbleibende Lysinrest an jeder der beiden
Dominen bildet iiber ein Lysinonorleucin eine Quervernetzung zu jeweils einem der zwei
Lysinreste der im Exon 10 kodierten KP-Doméne einer weiteren Tropoelastineinheit

(Brown-Augsburger ef al., 1995).
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Einsatz komplementirer massenspektrometrischer Techniken zur Ana-
lyse der Peptide von rekombinantem Tropoelastin (Anhang 9.4: Getie et
al. 2005b)

In dieser Studie wurden Peptide von humanem Tropoelastin mittels verschiedener mas-
senspektrometrischer Fragmentierungsexperimente untersucht. Es wurde das Ziel verfolgt,
durch Einsatz komplementirer Techniken eine mdglichst vollstindige Sequenzabdeckung

zu erreichen.

Dazu wurde humanes Tropoelastin (P15502, Isoform 2), das rekombinant durch Expressi-
on eines synthetisch hergestellten Tropoelastin-Gens in Escherichia Coli nach Martin et al.
hergestellt wurde (Martin et al., 1995), mit den Proteasen Chymotrypsin und Pepsin ge-
spalten. Die resultierenden Peptidgemische wurden Tandem-MS-Experimenten mittels
HPLC/ESI an einer Quadrupol-Ionenfalle und statischer Nano-ESI an einem qTOF-
Instrument sowie PSD-Experimenten an einem MALDI-TOF-Gerdt nach vorheriger
HPLC-Fraktionierung unterzogen. Die prozessierten Fragmentspektren wurden dann durch
datenbankbasierte Sequenzierung, de novo-Sequenzierung sowie durch Kombination bei-

der Methoden identifiziert.

Die Untersuchung des peptischen Verdaus erfolgte wegen der iiberwiegend kurzkettigen
Peptide mittels Tandem-Massenspektrometrie an LC/ESI sowie an statischer Nano-ESI.
100 Peptide mit Léngen zwischen 4 und 54 Aminosiduren wurden identifiziert, 29 davon

mit beiden Methoden. Die Sequenzabdeckung betrug 86,7 %.

Bei dem Verdau mit Chymotrypsin entstanden im Vergleich zu dem peptischen Verdau
weniger und dafiir groBere Peptide. Dies resultiert aus der im Vergleich zu Pepsin hoheren
Spezifitit des Chymotrypsins. Der chymotryptische Verdau wurde mittels Nano-ESI-
Tandem-MS und LC/MALDI-TOF-PSD untersucht. Insgesamt wurden 49 verschiedene
Peptide mit Langen zwischen 6 und 59 Aminosduren sequenziert. Neben den fiir Chy-
motrypsin typischen Spaltstellen C-terminal von Phe, Leu und Tyr (Folk und Cole, 1965)*
wurden zahlreiche Spaltungen C-terminal von Lys und Arg nachgewiesen, die fiir Trypsin

charakteristisch sind. Bei der Untersuchung des eingesetzten Enzyms mit MALDI-TOF

¢ Chymotrypsin spaltet bevorzugt auch an Trp, das aber nicht Bestandteil der Tropoelastinsequenz ist.
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wurde zudem ein der Molekiilmasse des Trypsins entsprechender Peak gefunden, womit
auf eine Verunreinigung des Chymotrypsins mit Trypsin geschlossen werden konnte. Dies
war allerdings fiir diese Untersuchung eher forderlich als nachteilig, da mit Chymotrypsin

allein noch groflere Peptide und folglich weniger Peptide entstanden wéren.

Die Sequenzabdeckung betrug bezogen auf die Isoform 2 des Tropoelastins exklusive des
Signalpeptids und ohne Beriicksichtung nicht eindeutig zuordenbarer Peptide 84,7 %. Le-

diglich neun der mit beiden Methoden identifizierten Peptide waren identisch.

Verdau mit Pepsin Verdau mit Chymotrypsin/
Trypsin

72,1 % 48,4 % 78,9 % 42,8 %
86,7 % 84,7 %

mmmmms  Nano-ESI-MS/MS
= | C/ESI-MS/MS
LC/MALDI-TOF-PSD

Abbildung 10: Zahl der identifizierten Peptide und Sequenzabdeckung in Prozent fiir die Proteolyse mit Pep-

sin und Chymotrypsin/Trypsin sowie der jeweils verwendeten massenspektrometrischen Methode.

Die identifizierten und zuordenbaren Peptide innerhalb der Tropoelastinsequenz sind in
Abbildung 1 und 2 in Anhang 9.4 kenntlich gemacht. Die jeweils ermittelte Zahl der Pepti-
de, die durch Einsatz der beiden Enzyme und der drei massenspektrometrischen Methoden
erhalten wurde, sowie die aus ihnen ermittelten Sequenzabdeckungen sind in Abbildung 10

dargestellt.

Es wird ersichtlich, dass bei Verwendung einer einzelnen Methode an nur einem Verdau
Sequenzabdeckungen von lediglich 42,8 % bis zu 78,9 % erzielt werden konnten. Erst
durch die Kombination der Ergebnisse der drei massenspektrometrischen Methoden, die
zur Analytik der beiden Verdaue angewendet wurden, konnte eine Sequenzabdeckung von
94,4 % erreicht werden. Die fehlenden Sequenzabschnitte kdnnen insbesondere dadurch
erkldrt werden, dass einige der identifizierten Peptide aufgrund des mehrfachen Vorkom-

mens innerhalb der Tropoelastinsequenz nicht eindeutig zugeordnet werden konnten. Zu-
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dem wurden einzelne Aminosduren detektiert, insbesondere Ala und Lys, die in den nicht

wiedergefundenen Regionen besonders hiufig vorkommen.

4.3.2 Untersuchung der Primirstruktur des humanen Hautelastins

(Anhang 9.5: Schmelzer ef al. 2005 und Anhang 9.6: Getie et al. 2005a)

Fiir den enzymatischen Abbau des Elastins eignen sich spezifische Proteasen wie Trypsin
oder Chymotrypsin nur sehr bedingt (Werb et al., 1982). Trypsin spaltet sehr spezifisch
C-terminal von Arg und Lys, sofern der nichste Rest kein Pro ist (Olsen et al., 2004). In
Elastin gibt es wenige Arg-, jedoch viele Lys-Reste. Die meisten Lys-Reste liegen aller-
dings modifiziert in Quervernetzungen vor, weswegen sie flir Spaltungen nicht zur Verfii-
gung stehen. Brown-Augsburger ef al. haben dieses Problem teilweise umgehen konnen,
indem sie durch induzierten Kupfermangel die Wirkung der Lysyloxidase und damit die
Quervernetzung im Elastin der Schweineaorta gehemmt haben, wodurch dieses besser mit
Trypsin und Chymotrypsin gespalten werden konnte (Brown-Augsburger et al., 1995).
Allerdings bleibt der N-Terminus fiir Trypsin problematisch, da in diesem Bereich auf vie-

le der Lys ein C-terminales Pro folgt.

Um derartige Probleme zu vermeiden, wurde in dieser Arbeit der Ansatz verfolgt, Elastin
mithilfe unspezifischer Proteasen zu verdauen. Humanes Hautelastin, das nach einer von
Starcher und Galione beschriebenen Methode gewonnen wurde (Starcher und Galione,
1976), wurde mittels der drei Enzyme Pepsin (EC 3.4.23.1) aus der Magenschleimhaut des
Schweins (Ryle, 1970), Thermitase (EC 3.4.21.66) aus Thermoactinomyces vulgaris
(Schalinatus et al., 1979) und Elastase (EC 3.4.21.36) aus dem Pankreas des Schweins
(Shotton, 1970) hydrolysiert. Allen drei Endopeptidasen ist gemein, dass sie ihre Substrate
sehr unspezifisch spalten und fiir sie die Féhigkeit beschrieben wurde, Elastin abbauen zu

konnen (Collins und Fine, 1981; Kleine, 1982).

Aus Voruntersuchungen an bovinem Hautelastin (unverdffentlichte Daten) wurde ersicht-
lich, dass aufgrund der Quervernetzungen und der daraus resultierenden Unloslichkeit des
Proteins die Proteolysen sehr langsam ablaufen. Die Elastinprobe, die in der entsprechen-
den Pufferlosung bzw. im Falle des peptischen Verdaus in HCI-Losung dispergiert vorlag,
wurde daher nach Zugabe des jeweiligen Enzyms iiber 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die
Proben wurden dann einer Charakterisierung mit HPLC/ESI-MS/MS an einer Quadrupol-

Ionenfalle sowie statischer Nano-ESI-MS/MS an einem qTOF-Analysator unterzogen.
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4.3.2.1 Charakterisierung der Peptide

Insgesamt wurden in den drei Elastinverdauen 278 Peptide sequenziert, von denen 254
unterschiedliche Sequenzen aufwiesen. Davon konnten 25 Peptide aufgrund des mehrfa-
chen Vorkommens in der Tropoelastinsequenz nicht eindeutig zugeordnet werden, so z.B.
das Peptid VAPGVGVAPGVGVAPG, bei dem es sich um HTEL 514-529" oder
HTEL 538-553 handeln konnte. In Abbildung 11 ist die Anzahl der identifizierten Peptide
in Abhéngigkeit ihrer Kettenldnge fiir die jeweilige Protease dargestellt.

I Pepsin
[ Thermitase
[ Elastase

Abbildung 11: Anzahl der identifizierten Peptide fiir die eingesetzten Proteasen Elastase (insges. 117 Pepti-
de), Thermitase (insges. 89 Peptide) und Pepsin (insges. 72 Peptide) in Abhdngigkeit ihrer Kettenldinge.

Daraus geht hervor, dass der Verdau mit Thermitase besonders effektiv war, also vor allem
viele kleine Peptide im Bereich von sechs bis zehn Aminosduren entstanden. Bei Elastase
und insbesondere bei Pepsin wurde eine breitere Groflenverteilung der Peptide festgestellt.
Die identifizierten Bereiche, die auf Tropoelastin bezogen wurden, sind in Abbildung 12
hervorgehoben, wohingegen die Peptide der Abbildung 1 des Anhangs 9.5 und der Tabel-
le 1 des Anhangs 9.6 entnommen werden konnen. Alle drei Proteasen spalteten C-terminal

von den in Tropoelastin am hdufigsten vorkommenden Aminosduren (auller Pro) Gly, Val,

" Allen Angaben zu Positionen von Aminosiuren des Tropoelastins liegen die Sequenz der Isoform 9 und
eine das Signalpeptid einschlieBende Zahlweise zu Grunde.
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Ala und Leu. Die identifizierten Spaltstellen der drei Enzyme sind in Tabelle 2 zusammen-

gefasst.
Protease Spaltstellen (C-terminal von)
Elastase G V,ALLF,P,E,R Tabelle 2: Spaltstellen der zum Verdau

Thermitase G, V,A,L,F,P,T,E,Q,K des humanen FElastins eingesetzten
Proteasen (fett — hdufige Spaltstellen;
Pepsin G V,ALF, Y S, T,I,D

kursiv — seltenere Spaltstellen).

Aus der Vereinigung aller Daten wurde eine Sequenzabdeckung von ca. 73,7 % ermittelt.
Nicht wiedergefundene Bereiche stammen insbesondere aus den KA-Dominen, wie z.B.
den Abschnitten AAAKAAK (in Exon 27 kodiert), AAAKAAKAA (kodiert in Exon 29)
und teilweise aus KP-Dominen, wie beispielsweise KPGKVPGV (in Exon 8 und 9 ko-
diert). Die Lys dieser Domidnen sind — wie in 4.2.3.5 beschrieben — teilweise in Querver-
netzungen wie Lysinonorleucin, Allysinaldol, Merodesmosin, Desmosin und Isodesmosin
involviert. Eine Identifikation von Peptiden, die solche Quervernetzungen beinhalten, war

mit den in dieser Studie verwendeten Methoden nicht moglich.

4.3.2.2 ldentifikation der Prolinhydroxylierungen in humanem Hautelastin

Die Hydroxylierung des Prolins in humanem Hautelastin konnte eindeutig nachgewiesen
werden, indem insgesamt 43 Peptide identifiziert wurden, die eine oder zwei Prolinhydro-
xylierungen aufwiesen. Aus diesen Daten konnten 33 Positionen potenzieller Prolinhydro-
xylierungen ermittelt werden." Mindestens eine weitere Position geht aus einem identifi-
zierten Nonapeptid mit der Sequenz GVpGLGVGA hervor, die aber nicht eindeutig zuge-
ordnet werden konnte, da diese Sequenz an zwei aufeinanderfolgenden Positionen des

Tropoelastins (HTEL 593-601 und HTEL 602-610) lokalisiert ist.

Wie aus Abbildung 12 hervorgeht, wurden Hydroxyproline iiber die gesamte Tropoelastin-
sequenz verteilt gefunden. Geht man von einer Gesamtzahl von 91 Prolinen je Tropoe-
lastinmolekiil aus, entspricht dies einem maximalen Hydroxylierungsgrad von ca. 37,4 %.

Allerdings wurden flir beinahe alle Positionen der Hydroxyproline auch unmodifizierte

" Die Positionen partieller Prolinhydroxylierung wurden in die Swiss-Prot-Datenbank aufgenommen.
I Bezogen auf die Isoform 9 der Tropoelastinsequenz P15502, jedoch ohne Signalpeptid und die durch Exon
26A kodierten Aminosauren.
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Prolinreste nachgewiesen, woraus geschlussfolgert werden kann, dass es sich bei der Pro-

linhydroxylierung von Tropoelastin um eine partielle Modifikation handelt.

10 20 30 40 50 60
MAGLTAAAPR PGVLLLLLSI LHPSRPGGVP GAIpGGVPGG VFYPGAGLGA LGGGALGPGG
< 1 >< 2 >'¢ 3 —>|<— 4—

70 80 90 100 110 120
KPLKpVpGGL AGAGLGAGLG AFPAVTFpGA LVPGGVADAA AAYKAAKAGA GLGGVPGVGG

130 140 150 160 170 180
LGVSAGAVVP QPGAGVKPGK VPGVGLPGVY PGGVLPGARF PGVGVLPGVPp TGAGVKpKAP
> < 8 >« 9 >« 10 >
190 200 210 220 230 240
GVGGAFAGIp GVGPFGGPQP GVPLGYPIKA PKLPGGYGLP YTTGKLPYGY GPGGVAGAAG
11 >< 12 >'¢ 13 >'< 14
250 260 270 280 290 300
KAGYPTGTGV GPQAAAAAAA KAAAKFGAGA AGVLPGVGGA GVpGVpGAIp GIGGIAGVGT
>'<¢ 15 ><¢ 16 >«
310 320 330 340 350 360
PAAAAAAAAA AKAAKYGAAA GLVPGGPpGFG PGVVGVPGAG VpGVGVPGAG IpVVPGAGIp
17 >'< 18
370 380 390 400 410 420
GAAVPGVVSP EAAAKAAAKA AKYGARPGVG VGGIPTYGVG AGGFPGFGVG VGGIpGVAGV
—>|< 19 >I< 20
(G) 430 440 450 460 470 480
PSVGGVPGVG GVPGVGISPE AQAAAAAKAA KYGAAGAGVL GGLVPGpQAA VPGVPGTGGV
>'<¢ 21 >« 22
490 500 510 5210 530 540
PGVGTPAAAA AKAAAKAAQFEF ALLNLAGLVP GVGVAPGVGV APGVGVApPpGV GLAPGVGVAP
23 23A 7‘I< 24
550, 560 570 580 590 600
GVGVAPGVGV APGIGPpGGVA AAAKSAAKVA AKAQLRAAAG LGAGIpGLGV GVGVPGLGVG
>« 25 >< 26
610 620 630 640 650 660
AGVPGLGVGA GVpGFGAGAD EGVRRSLSPE LREGDPSSSQ HLPSTPSSPR VPGALAAAKA
>l 26A >< 27
670 680 690 700 710 720
AKYGAAVPGV LGGLGALGGV GIpGGVVGAG PAAAAAAAKA AAKAAQFGLV GAAGLGGLGV
>< 28 >'<¢ 29 >< 30
730 740 750 760 770 780
GGLGVPGVGG LGGIPPAAAA KAAKYGAAGL GGVLGGAGQF PLGGVAARPG FGLSpIFpGG
>« 31 >« 32 > <
790
ACLGKACGRK RKl
36 >

Abbildung 12: Aminosduresequenz von humanem Tropoelastin (P1550

2, Isoform 9) mit Kennzeichnung der

die Aminosduren kodierenden Exons (rot — Exons, die in der Hautelastin kodierenden mRNA ausgespleifit

sein kénnen; blau — sonstige Exons). Das Signalpeptid ist kursiv und Bereiche, aus denen Peptide identifi-

ziert wurden, sind fettgedruckt dargestellt. Prolinreste, die in mindestens einem der identifizierten Peptide

hydroxyliert vorlagen, sind mit ,,p * gekennzeichnet.
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So wurden beispielsweise mehrere Peptide gleicher Sequenz parallel detektiert, die sich
nur durch eine OH-Gruppe an einem der Pro unterschieden. Beispiele sind das Peptidpaar
GVPGAGVPGVGVPGAGIPVVPG und GVPGAGVpGVGVPGAGIPVVPG (HTEL 335-
356) des Elastaseverdaus oder die beiden Peptide AGIPGVGPF und AGIpGVGPF
(HTEL 281-293), die nach der Proteolyse mit Thermitase identifiziert wurden.

Annotierte Fragmentspektren dieser Peptidpaare sind in Abbildung 2 in Anhang 9.6 sowie
in Abbildung 2 in Anhang 9.5 gegeniibergestellt. Der Hydroxylierungsgrad des Elastins
kann aus den Daten dieser Experimente nicht genau bestimmt werden. Da jedoch fiir die
meisten Positionen einer Prolinhydroxylierung auch Peptide mit Pro nachgewiesen wur-
den, muss der durchschnittliche Hydroxylierungsgrad deutlich unterhalb der ermittelten

maximalen 37,4 % liegen.

4.3.2.3 Ergebnisse zur Isoform des Hautelastins

Aus Untersuchungen von cDNAs des humanen Tropoelastins ist bekannt, dass es durch
alternatives Spleiflen verursachte Variationen in den Nukleotidsequenzen einer Spezies

gibt (Fazio et al., 1988a; Fazio et al., 1988b; Pierce et al., 1990).

So wurde das Vorhandensein des Exons 26A in der Tropoelastin kodierenden mRNA feta-
ler Aortenzellen nachgewiesen (Indik et al, 1987), wohingegen es in der mRNA der
Fibroblasten der Haut ausgespleil3t ist (Fazio et al., 1988a). Das Fehlen der durch das Exon
26A exprimierten Aminosduren (HTEL 618-650) in Hautelastin konnte eindeutig verifi-
ziert werden. Einerseits konnten keine Peptide aus diesem Teil des Proteins nachgewiesen
werden, zum anderen wurden vier Peptide identifiziert, die das Nichtvorhandensein da-
durch belegen, dass sie Sequenzen aufweisen, die aus dem C-Terminus der von Exon 26
kodierten Aminosduresequenz sowie dem N-Terminus des von Exon 27 kodierten Se-

quenzabschnitts bestehen (siehe Abbildung 13).

Exon 26 - Exon 26A . . Exon27
Ll Il Ll b
600 610 620 630 640 65g| 660
.. GUGVPGLGVG AGVPGLGVGA GVPGFGAGAD EGVRRSLSPE LREGDPSSSQ HLPSTPSSPR VPGALAAAKA ..
O —! T
11| 11—
mi 11—

Abbildung 13: Sequenzabschnitt von humanem Tropoelastin. Die farbigen Unterstreichungen kennzeichnen
vier identifizierte Peptide, die belegen, dass die Aminosduren des kodierenden Exons 264 in Hautelastin

nicht exprimiert werden.
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Bei diesen Peptiden handelt es sich um AVpGAL (my, = 542,31 u) aus dem Verdau mit
Thermitase, GAVPGAL (my, = 583,33 u), das im Pepsinverdau nachgewiesen wurde, so-
wie zwei Spaltprodukte der Proteolyse mit Elastase, GVPGFGAVPG (m, = 856,44 u) und
GAGVPGFGAVPG (mm = 984,50 u).

In einer Arbeit von Fazio et al. wurde fiir Hautelastin das zusétzliche, sechs Aminosduren
(ALLNLA, HTEL 501-506) kodierende Exon 23A beschrieben (Fazio et al., 1988a). Das
Vorhandensein dieses Sequenzabschnitts konnte durch die Identifizierung der Peptide
NLAGL (HTEL 504-508), AGLVPGVGVAPGVGVAPG (HTEL 506-523) und
AGLVPGVGVAPGVGVAPGVG (HTEL 506-525) bestitigt werden. Diese Peptide wur-

den durch Proteolyse mit Elastase gewonnen.

Fiir cDNA des humanen Hautelastins wurde weiterhin das Fehlen des Exons 22 berichtet
(Fazio et al., 1988a). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurden drei Peptide identifi-
ziert, die die Anwesenheit der in Exon 22 kodierten Aminosiuren (HTEL 453-481) fiir das
von uns untersuchte Hautelastin belegen. Dabei handelt es sich um die Peptide
GGLVpGpQAAVPGVPG (HTEL 461-476), GGVpGVGTPAA (HTEL 478-488) und
GLVpGp (HTEL 462-467), die durch proteolytische Spaltung mit Pepsin und Thermitase
erhalten wurden (siche Abbildung 1 in Anhang 9.5). Aus Bereichen, die durch die Exons
23, 32 und 33 exprimiert werden, konnten ebenfalls Peptide nachgewiesen werden (siche
Abbildung 12). Ein partielles Fehlen dieser Exons wurde fiir Tropoelastin-cDNA aus
Fibroblasten der Haut festgestellt (Fazio et al., 1988a; Holzenberger ef al., 1993).

Weiterhin wurden drei Peptide identifiziert, die sich keiner der elf Isoformen der Tropo-
elastinsequenz P15502 zuordnen lieBen. Die Peptide wurden jedoch anhand der Sequenz
eines hypothetischen Proteins, die der Charakterisierung humaner cDNA entstammt (Ota et
al., 2004), identifiziert. Die Aminosduresequenz des kodierten Proteins enthilt 472 Amino-
sduren und wird in der TrTEMBL-Datenbank unter der Accession-Nummer Q8N2GO ge-
fiihrt. Sie weist groBe Ubereinstimmung mit der Tropoelastinsequenz auf. Es fehlen jedoch
Aminosduren einiger kodierender Exons und es gibt einige Variationen in der Sequenz.
Eine dieser Variationen betrifft die Aminosédure in Position 422, die in P15502 als Ser, in
Q8N2GO jedoch als Gly vorliegt. Diese auch von Hillier et al. beschriebene Variation
(Hillier et al., 2003) wurde anhand der Peptide mit den Sequenzen GVPGVGG-
VPGVGGVPGVG, GVPGVGGVPGVGGVPGVGI und GVPGVGGVPGVGGVPG-
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VGISPE nachgewiesen. Das grofite dieser drei Peptide ist in Abbildung 14 dem entspre-
chenden Abschnitt der Sequenz P15502 gegeniibergestellt.

Peptid: 1 GVPGVGGVPGVGGVPGVGISPE 22
Match: GVP VGGVPGVGGVPGVGISPE
P15502: 419 GVPSVGGVPGVGGVPGVGISPE 440

Abbildung 14: Eines von drei identifizierten Peptiden aus humanem Hautelastin, das gegeniiber der Tropo-

elastinsequenz P15502 eine Variation in einer Aminosdure aufweist (S — G).

Es wurden allerdings auch Peptide mit Ser an Position 422 identifiziert, woraus geschluss-
folgert werden kann, dass das untersuchte Elastin verschiedene Tropoelastinvorldufer be-
inhaltete. Aus dem Vergleich der ermittelten Sequenzdaten mit den verschiedenen Isofor-
men der Tropoelastinsequenz P15502 ergab sich die hdchste Ubereinstimmung mit der

Isoform 10.
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5.1 Verdaustudien an B-Casein

Entsprechend der Zielstellung des ersten Teils dieser Arbeit galt es, am Beispiel des Nah-
rungsproteins B-Casein die Proteinverdauung im Magen in vitro nachzuvollziehen. Die
Schwerpunkte lagen dabei auf der Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse, der
Ermittlung der Spaltstellen des Enzyms Pepsin sowie dem Verbleib von Bereichen des
B-Caseins, in denen bioaktive Peptide in inaktiver Form vorliegen. Dazu wurden gastro-
analoge Proteolysen mit Pepsin an B-Casein durchgefiihrt und dessen Spaltprodukte zur
Sequenzierung Fragmentierungsexperimenten mit ESI-, Nano-ESI- sowie MALDI-
Massenspektrometrie unterzogen. Die Identifikation der Peptide erfolgte mittels daten-

bankgestiitzter sowie de novo-Sequenzierung.

Durch die Identifikation von insgesamt 138 unterschiedlichen Peptiden, darunter drei
Phosphopeptide, wurde eine vollstindige Sequenzabdeckung erreicht. Die Peptide wiesen
mit Kettenldngen zwischen 2 und 84 Aminosduren bzw. zwischen 218 u und 9304 u eine
duBerst breite GroBenverteilung auf. Aus den Ergebnissen der zeitlichen Studie geht her-
vor, dass die ca. 60 min andauernde Proteolyse am C-Terminus des Proteins beginnt. Mit
zunehmender Inkubationszeit wurde zudem eine Abnahme der Spezifitit des Pepsins beo-
bachtet. An den 61 identifizierten Schnittstellen wurde partiell gespalten, woraus sich die
hohe Zahl entstandener Peptide ergibt. Wihrend fiir einige Bereiche des B-Caseins, in de-
nen bioaktive Peptide kodiert sind, gezeigt werden konnte, dass sie einen Verdau mit Pep-
sin liberstehen kénnen, muss fiir andere das unbeschadete Uberdauern des Verdaus im Ma-

gen als eher unwahrscheinlich eingeschétzt werden.

Auf Proteinebene wurde erstmals ein Aminosdureaustausch an Position 93 (Met — Leu)
nachgewiesen, der neue Beweise fiir die Existenz einer weiteren genetischen Variante des
B-Caseins erbringt. Diesem Aminosiureaustausch liegt eine bereits publizierte Punktmuta-
tion im B-Casein-Gen zu Grunde. Es konnte der Bezug zu einer weiteren Arbeit hergestellt
werden, in der die bisher nicht klassifizierte Nukleotidsequenz dieser Variante ermittelt

worden war. Es wird vorgeschlagen, diese elfte Variante als -Casein I zu bezeichnen.

Ferner wurde ein auf der Quarzmikrobalance basierendes Verfahren vorgestellt, mit dem

sich Proteolysen in Echtzeit verfolgen lassen. Am Beispiel der mit zwei verschiedenen
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Enzymen durchgefiihrten Hydrolysen des auf Quarzsensoren immobilisierten B-Caseins
konnte demonstriert werden, dass sich durch die Messung der Anderungen von Resonanz-
frequenz und Dampfung kleinste Verdnderungen an der Proteinbeschichtung sehr empfind-
lich detektieren lassen. Auf diese Weise ist es moglich, die Einfliisse verschiedener Reak-
tionsbedingungen auf die Dauer und Effektivitit enzymatischer Degradationen zu untersu-

chen und diese entsprechend zu optimieren.

5.2 Strukturuntersuchungen an Elastin

Im zweiten Teil der Arbeit galt es, neue Methoden zu entwickeln, die Untersuchungen zur
Primérstruktur des unldslichen Faserproteins Elastin ermdglichen. Die Experimente wur-
den an dem rekombinant hergestellten, 16slichen Vorlduferprotein Tropoelastin sowie an
humanem Elastin der Haut durchgefiihrt. Dazu wurden die Proteine zundchst mithilfe der
Proteasen Chymotrypsin und Pepsin bzw. Thermitase, Pepsin und Elastase {iber eine Dauer
von bis zu 24 h hydrolysiert. Mit Tandem-Massenspektrometrie-Experimenten unter Nut-
zung von konventionellem Elektrospray an einer Quadrupol-lonenfalle, Nanoelektrospray
an einem Quadrupol-Flugzeit-Massenspektrometer sowie Post-Source-Decay-Experimen-
ten an einem MALDI-Flugzeit-Massenspektrometer wurden Fragmentspektren der ent-
standenen Peptide aufgenommen und diese mithilfe von Proteindatenbanken identifiziert

sowie de novo sequenziert.

Charakterisierung der Peptide von rekombinantem humanem Tropoelastin

Die Methoden wurden an rekombinantem Tropoelastin nach Verdau mit Chymotrypsin
und Pepsin evaluiert. Durch die Kombination verschiedener Ionisationstechniken und Se-
quenzierungsverfahren konnten fiir den Chymotrypsinverdau 49 Peptide und fiir den
Pepsinverdau 100 Peptide sequenziert werden. Die aus diesen Daten resultierende Se-

quenzabdeckung betrug 94,4 %.

Charakterisierung der Peptide von humanem Hautelastin

Es konnte gezeigt werden, dass unldsliches Elastin aus der Haut durch Einsatz verschiede-
ner Proteasen breiter Spezifitit effektiv gespalten werden kann. Die verwendeten Enzyme
Pepsin, Thermitase und Elastase spalteten dabei tiberwiegend C-terminal von vier der fiinf
haufigsten Aminosduren des Tropoelastins: Gly, Ala, Val und Leu. Insgesamt wurden 254

verschiedene Peptidsequenzen ermittelt, mit denen eine auf das Vorlduferprotein Tropo-
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elastin bezogene Sequenzabdeckung von 73,7 % erreicht werden konnte. Die nicht wieder-
gefundenen Sequenzabschnitte sind zum iiberwiegenden Teil in Dominen potenzieller

Quervernetzungen lokalisiert.

In der Literatur ist fiir die Hautelastin kodierende mRNA die partielle Abwesenheit mehre-
rer Exons beschrieben worden. Auf Proteinebene konnte in dieser Arbeit das Fehlen der
durch Exon 26A exprimierten Aminosduren eindeutig bestétigt werden. Dies gelang durch
die Identifikation mehrerer Peptide, die aus Aminosduren bestehen, die durch die beiden
Exons vor und nach Exon 26A kodiert werden. Entgegen einer fritheren Publikation, in der
das Fehlen des Exons 22 berichtet wurde, konnten Peptide identifiziert werden, die bele-
gen, dass dieses Exon im Falle des Hautelastins nicht vollstindig ausgespleif3t ist. Auch fiir
die Exons 23, 32 und 33, fiir die teilweise ein Ausspleilen beschrieben wurde, konnten
Peptide nachgewiesen werden. Weiterhin konnten Aminosduren des Exons 23A gefunden
werden, das in vielen Isoformen des Tropoelastins nicht vorhanden ist. Die identifizierten
Bereiche der Primérstruktur ergaben eine hohe Ubereinstimmung des untersuchten Elastins

mit der Isoform 10 des Tropoelastins.

Erstmalig wurde die Prolinhydroxylierung in humanem Hautelastin anhand von 43 Pepti-
den nachgewiesen. Aus diesen Peptidsequenzen lieBen sich 33 Positionen partieller
Hydroxylierung ermitteln. Die Position eines weiteren Hydroxyprolins konnte nicht be-
stimmt werden. Der maximale, auf die Prolingesamtzahl der Isoform 10 des Tropoelastins
bezogene Hydroxylierungsgrad betrdgt 37,4 %. Es ist davon auszugehen, dass die Prolin-
hydroxylierung nicht ohne Einfluss auf die Tertidrstruktur des Tropoelastins bleibt und

damit moglicherweise auch von Bedeutung fiir die Elastogenese ist.

Die vorgestellten Methoden bieten neuartige Mdglichkeiten zur Untersuchung des Elastins.
So kann beispielsweise Fragen beziiglich der Degradation des Elastins durch extrazellular
vorliegende Matrixmetalloproteinasen und einer potenziellen Verlangsamung durch Inhibi-
toren wie Elafin nachgegangen werden. Dariiber hinaus lassen sich mithilfe von aus Ge-
webe isoliertem Elastin Verdnderungen in seiner Primérstruktur und in den Quervernet-
zungen, die im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten sowie Alterungsprozessen
stehen, auf biochemischer Ebene untersuchen. Dies kann zum Versténdnis pathologischer

Vorginge entscheidend beitragen und die Suche nach Therapiemdoglichkeiten erleichtern.
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