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,Entwicklung und Anwendung eines neuartigen Festphasen-
Assays fur die Untersuchung des enzymatischen Abbaus von

tragerfixierten Peptiden”

Marc Hovestadt

Zusammenfassung

Abstract (deutsch)

Proteasome sind zellulare Proteasen, involviert in den Abbau von einer Vielzahl
zellularer Proteine. Das 20S Proteasom ist ein zylindrischer 28-mer Protein-Komplex,
welcher aus zwei aullenstandigen sieben-Ringen (a-Ringe; Substrateingang) und zwei
innenliegenden sieben-Ringen (B-Ringe; katalytisches Zentrum) besteht. Zahlreiche
Studien haben den Beweis erbracht, dass das 20S Proteasom Peptide in
verschiedenen Langen sowie komplette denaturierte Polypeptidketten abbaut. Jedoch
konnte bis jetzt nicht der Beweis erbracht werden, dass das 20S Proteasom fahig ist,
ein oberflachengebundenes, immobilisiertes Peptid zu prozessieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die erstmalig den
proteasomalen Verdau tragerfixierter Peptide Uber den massenspektrometrischen
Nachweis in Loésung gegangener Peptidfragmente charakterisiert. Initial wurden
unterschiedliche Trager (Gold, Silizium und glass-beads) getestet und neuartige
Funktionalisierungsmethoden fir eine optimale Peptidanbindung etabliert. Hierbei
wurde jede Funktionalisierungsstufe mittels verschiedener optischer und
elektrochemischer Verfahren charakterisiert. Schliellich wurde der proteolytische
Verdau der kovalent fixierten Peptide mittels LC-MS/MS analysiert und kartographiert.
Wahrend der Methodenentwicklung zeigte sich, dass die glass-beads aufgrund der
signifikant geringer einzusetzenden Peptidmenge und der resultierenden absoluten
Peptidstoffmenge am besten geeignet sind. Mit diesem optimierten Versuchsaufbau
konnte erstmalig das Abbauverhalten verschiedener fixierter Peptide durch das
Proteasom mittels nanoLC-MS/MS nachgewiesen werden.

Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass das Proteasom N-Terminal fixierte
Substrate mit einer erheblich beschleunigten Abbaurate prozessieren kann im Vergleich

zum gelosten Substrat. Des Weiteren konnte ein verandertes Schnittmuster im



Vergleich zum gelésten Substrat beobachtet werden, das jedoch teilweise mit dem
bekannten, in Losung verdauten Substrats, Ubereinstimmt.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass auch die in den
Lésungsraum orientierten Termini membranstandiger Proteine ubiquitin-unabhangig
durch das 20S Proteasom degradiert werden kdnnten. Die von uns etablierte Methode
legt auBRerdem den Grundstein fur die Entwicklung von semi-automatischen Verfahren
fur die schnelle ldentifizierung von Abbauprodukten oder anderen enzymatischen

Prozessen.



Abstract (englisch)

Proteasomes are cellular proteases involved in the degradation of numerous cellular
proteins. The 20S proteasome is a cylindrical 28-mer protein complex composed of two
outer heptameric a-rings forming the entrance for the protein substrate and two inner
heptameric B-rings carrying the catalytic sites. Numerous in vitro studies have provided
evidence that the 20S proteasome may degrade peptides of various lengths and even
unfolded full-length polypeptide chains. However, a direct demonstration that the 20S
proteasome may also cleave surface-attached immobilized peptides is lacking so far.

In the present work a method was developed which characterized the proteasomale
digestion of solid-phase bound peptides by peptide fragments in the aqueous phase.
Initially different surfaces (gold, silicon and glass-beads) were selected and novel
functionalization methods for an optimal peptide fixation were established. During this
procedure, every functionalization step was characterized by different optical and
electrochemistry techniques. Finally, the protolytical fragments of the proteasome
digestion of the covalent fixed peptides were analyzed by LC-MS/MS and map.

Based on the preliminary results glass-beads showed to be the eligible candidate for the
further experiments due to the significant fewer amounts of peptides required for the
surface fixation and yield of coupled peptides. With this optimized setup we were for the
first time able to demonstrate by means of nanoLC-MS/MS the proteasomal digestion of
different surface fixed peptides.

Our results clearly demonstrated that the proteasome is able to degrade N-terminal
fixed peptides with a much higher degradation rate as compared to the soluble
substrate. Furthermore, a modified cleavage pattern could be observed between
surface-fixed or in solution proteasomale digestion. However, some digestion products
are detectable in both approaches. In summary, this finding supports our initial
hypothesis that proteasomes may be able to directly degrade segments of membrane-
bound proteins protruding into the aqueous phase. Furthermore, this study lays the
foundation for the development of semi-automatic methods to identify very rapidly

proteasomale digestion products.



1. Einleitung

Das Proteasom ist ein zentraler zellularer multikatalytischer Proteasekomplex von
1.700 kDa, welcher am Abbau von 60-70 % aller zelluldren Proteine beteiligt ist. Es ist
im Zytoplasma und im Zellkern von Eukaryoten Iokalisiert. Kontrolle und
Aufrechterhaltung der Protein-Homoostase sind elementar zum Erhalt der Zellfunktion,
Zellvitalitat und der Zellteilung. Das Proteasom-System spielt dabei eine wesentliche
Rolle. So werden metabolische Enzyme, Transkriptionsfaktoren oder auch den
Zellzyklus regulierende Proteine wie Zykline, CDK-Inhibitoren kontrolliert degradiert -

ebenso werden fehlerhafte Proteine abgebaut [1].

Der 20S-Kernpartikel (20S Proteasom) von Eukaryoten ist ein zylindrischer Komplex,
welcher aus 28 Untereinheiten, die in vier gestapelten heptameren Ringen angeordnet
sind. Die zwei zentral gelegenen (B-Ringe beherbergen die drei proteolytisch aktiven
Zentren (B1 = Caspase-ahnlich, B2 = Trypsin-ahnlich undf5 = Chymotrypsin-ahnlich).
Die a- Untereinheiten der zwei aulleren Ringe formen die Grenze zum Eingangskanal,
durch den das eingehende bzw. ausgehende Substrat geschleust wird [2,3]. Beide a-
Ringe des zylindrischen 20S Proteasoms koénnen assoziiert mit weiteren
Proteinkomplexen vorliegen, wie dem Proteasom Regulator PA700 (19S Regulator
Komplex). Das 19S Proteasom ist verantwortlich fir die Erkennung ubiquitinierter
Substratproteine, welche die Entfaltung von Proteinen und die Translokation in das 20S
Proteasom durch Hydrolyse mittels ATP steuern [4,5]. Das 26S Proteasom von

Eukaryoten besteht somit aus einer 20S- und zwei 19S-Untereinheiten.

Der zellulare Proteinabbau durch das 26S Proteasom ist durch folgende Schritte
charakterisiert [6]: i) Markierung des abzubauenden Proteins durch Ubiquitin oder
Ubiquitin-ahnliche Molekdle, ii) Der 19S Regulator bindet die markierten Proteine,
entfaltet diese ATP-abhangig und flhrt die Polypeptidketten durch die duleren -Ringe
in den Kern des 20S Proteasoms, iii) Peptidbindungen der Polypeptidkette interagieren
mit variabler Affinitdt an die R-Ringe, wo sie dann geschnitten und als 3 bis 30mere
Peptide entlassen werden, iv) Die Verdauprodukte werden durch die a-Ringe

ausgeschleust [7].

Neben dem Ubiquitin-abhangigen Weg konnen Peptide und beschadigte Proteine auch
direkt durch das 20S Proteasom degradiert werden, wie in zahlreichen in vitro Studien
mit geléstem Substrat nachgewiesen wurde. Peters et al. konnte durch statistische

Analysen Praferenzen in der Schnittwahrscheinlichkeit verschiedener, in Lésung
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befindlicher Substrate, feststellen [8]. Jedoch ist bis heute wenig dariber bekannt, ob
das 20S Proteasom in der Lage ist, ein tragerfixiertes Substrat abzubauen. Nur wenige
Studien zeigen die Beteiligung vom Proteasom am Abbau von immobilisierten zellularen
Proteinen - entweder membranstandig [9-13] oder wahrend der Translation an den
Ribosomen assoziiert [14]. Die Erforschung der proteasomalen Aktivitdt an Tragern ist
jedoch von groRer Relevanz, um unbekannte Abbauwege von immobilisierten Proteinen

in der Zelle zu entdecken und zu verstehen.

Forschungsansatz

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine Methode entwickelt werden, die erstmalig den
proteasomalen Verdau von tragerfixierten Peptide zeigt und charakterisiert. Hierzu

sollen folgende Schwerpunkte bearbeitet werden:

(i) Auswahl und Charakterisierung von potentiell geeigneten Tragermaterialien.

(i) Etablierung eines Versuchsprotokolls zur Untersuchung des enzymatischen
Abbaus von tragerfixierten Peptiden durch das 20S Proteasom mittels LC-
MS/MS.

(ili)  Untersuchung und Charakterisierung der proteasomalen Schnittkarte von
tragerfixierten Peptiden.

In dieser Arbeit sollen drei unterschiedliche Funktionalisierungsstrategien auf Gold (Au),

Silizium (Si) Oberflachen und Glaskugeln (glass-beads) charakterisiert werden.

Zunachst sollen die Kopplungserfolge, die Schichtdicke, die Homogenitat sowie die

Ausbeute der Trager-gekoppelten Peptide optimiert und untersucht werden. Schliel3lich

soll festgestellt werden, ob ein proteasomaler Abbau der fixierten Peptide mit den

gewahlten Bedingungen analytisch nachgewiesen und somit als neue

Standardmethode verwendet werden kann.



Auswahl der Trager  Grund- Peptidanbindung Proteasomaler

funktionalisierung Verdau

(

ac ) 4aPDT )} 000000000 —
20S-Proteasom

(s ) sceor }—o00000000— 3’%

(GIas-Beads )7( Hersteller )—OOOOOO(X)O— ? *

Oberflachencharakterisierung: Analytik der
Kopplungserfolg, Schichtdicke, Homogenitat und Ausbeute Verdauprodukte

Linker und/oder Anker ==== Peptid QOOOOOOO00

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Vorgehensweise in dieser Arbeit. Zu Anfang
sollen potentielle Trager ausgewahlt, funktionalisiert, charakterisiert und optimiert
werden. Im Anschluss sollen die mit Peptid funktionalisierten Trager dem
proteasomalen Verdau ausgesetzt und mittels LC-MS/MS getestet werden, ob der
Abbau von tragerfixierten Peptiden durch das 20S Proteasom mdglich ist.

Vorteile des gewahlten Ansatzes sind:

(i)

(ii)

(iii)

Durch die Verankerung des Substrats ist die komplette Aufnahme des Substrates
in das Innere des Proteasoms begrenzt. Dies schrankt die Erreichbarkeit der
Peptidbindungen durch die katalytischen Untereinheiten des Proteasoms ein.
Daher sind Aussagen Uber die mogliche Konfiguration der tragerfixierten Peptide
und des Proteasoms madglich.

Ein Festphasen basierter Peptid-Assay zur Charakterisierung des Peptidabbaus
mittels LC-MS konnte zur Entwicklung eines quantifizierbaren Assay fuhren.

Der Einsatz von planaren Au- oder Si-Tragern ermdglicht die
Oberflachencharakterisierung durch weitere optische und physikalische
Messmethoden und bietet somit die Maoglichkeit eines elektrochemischen

Sensors fur ein semi-automatisches Verfahren zur Aktivitatsbestimmung.

2. Methodik

Eine detaillierte Beschreibung aller Versuche findet sich in den angegebenen

Publikationen.



Auswahl der Oberflachen

Fir die Untersuchungen zu enzymatisch katalysierten Modifikationen von tragerfixierten

Peptiden wurden Trager mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften
gewahlt: Gold, Silizium und pordse glass-beads (Trisoperl®, VitraBio GmbH, Steinach,

Germany).

Oberflachenfunktionalisierung

Gold- und Silizium-Tréger: Das Funktionalisierungsreagenz 4-Aminophenyl-diazonium-
tetrafluoroborat (4-APDT) wurde nach der Arbeit von Becker et al. Synthetisiert [15] und
wie in Zhang et al. beschrieben an den Au-Trager kovalent gekoppelt [16]. Das
Funktionalisierungsreagenz  4-Carboxybenzen-diazoniumtetrafluoroborat  (4-CBDT)
wurde vom Fraunhofer-Institut fir Angewandte Polymerforschung gestellt und wie von
Sun et al. beschrieben an die Au- bzw. Si-Tragern gekoppelt [17]. AnschlieRend wurde
die Oberflache, wie unter ,glass-beads” beschrieben, mit einer Maleoyl-Gruppe
inkubiert.

Glass-beads: Die Amino-funktionalisierten glass-beads wurden mit einem saurelabilen
Fmoc-Rink Linker (0,3 M) und dem Ankermolekil N-Maleoyl-B-Alanin (NMbA, 0,4M)
bestlickt (Details in Hovestadt et al.) [7].

Peptidanbindung

Fir die Versuche wurden die Peptide aus Tabelle 1 mit einer Reinheit von >95%
hergestellt. Zusatzlich zur angegebenen Peptidsequenz wurden N-terminal
Abstandsmolekile (beta-Alanin und/oder Aminohexansdure) sowie ein Cystein

hinzugefugt:

Tabelle 1: Verwende Peptide fur den proteasomalen Verdau.

Sequenz Protein/Bezeichnung

LAKDLIVPRR CHL [16,17]

RLMYDMPHFMPTNLGPSEKRVWMS | pp89 (MCMV); Pos. 162—-186 [7]

AYISSVAYGRQVYLKLSTNSHSTKVKA | LLO (L.monocytogenes); Pos. 291-317 [7]

EVSGLEQLESIINFEKLTEWTS Ova (Ovalbumin); Pos. 249-270 [7]

Die Maleoyl-funktionalisierten Trager wurden zweimal mit den Cystein-haltigen Peptiden

(0,1 mM) inkubiert, um eine mdglichst hohe Kopplungsausbeute zu erreichen. Um
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unspezifisch haftende Peptide zu eliminieren, wurden die Proben gewaschen (glass-
beads mit 8 % TFA/PBS) oder im Ultraschallbad in PBS behandelt. Anschliel3end
wurden die verbliebenen freien Maleoyl-Gruppen mit 2-Mercaptoethanol abgesattigt
[7,16,17].

Oberflachencharakterisierung

Zur Kopplungskontrolle aller Funktionalisierungsschritte von Au-/Si-Oberflachen wurde
die IR-Ellipsometrie verwendet (Bruker 55 Fourier Transform Spektrometer). Die
Homogenitat der mit 4-CBDT funktionalisierten Oberflachen wurde mittels IR mapping
Elipsometrie am  BESSY (Berliner Elektronenspeicherring-Gesellschaft  fir
Synchrotronstrahlung) durchgefiihrt. Im Weiteren wurde die 4-CBDT funktionalisierte
Oberflache mittels XPS (Roéntgenphotoelektronenspektroskopie) anhand der
chemischen Zusammensetzung am Helmholtz-Zentrum Berlin (kundenspezifisches
UHV-System) charakterisiert [16,17].

Die Kopplungsausbeute des Fmoc-Rink Linker sowie des (5/6)TAMRA-pp89 Peptides
an die glass-beads, wurden mittels spektroskopischer Methoden bestimmt. Die
Kolokalisiation der gebundenen Peptide und des Proteasoms mit den funktionalisierten
glass-beads erfolgte mittels Konfokal-Mikroskopie (invertiertes 1X81 Fluoreszenz
Mikroskop mit einem Fluoview 1000 Scankopf, Olympus). Das Proteasom wurde mit
dem Cyanin Farbstoff Cy2, entsprechend dem Herstellerprotokoll (GE-Healthcare),

markiert.

Proteasomaler Verdau

Der Verdau, der mit Peptid beladenen Oberflachen durch das 20S Proteasom, erfolgte
in  Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer (pH 8, T = 37°C). Nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten wurde der Uberstand mit den abgespaltenen Peptiden abgenommen
und das Proteasom durch Zusatz von 3% (v/v) TFA-L&sung inaktiviert. AnschlieRend
wurden die Trager gewaschen, um verbliebene unspezifisch haftende Verdauprodukte
zu entfernen. Die Losungen wurden vereint und mittels Vakuumkonzentrator eingeengt.
Die konzentrierten Proben des Festphasen-Verdaus wurden dann mittels LC-MS/MS
(nanoLC-ESI-QTOF und nanoLC-MALDI-TOF) analysiert [7].
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3. Ergebnisse

Oberflachencharakterisierung

Die elektrochemische 4-APDT Anbindung an die Goldoberflache erfolgte Uber die
zyklische Voltametrie, die mit einer elektrochemischen Quarzmikrowaage gekoppelt
wurde, um die Massenzunahme direkt auf der Oberflache zu detektieren. Die Ankopp-
lung der Aminophenyl (AP)-Gruppe und der NMbA-Gruppe wurde durch die Detektion
der spezifischen Molekilschwingungen (IR-Ellipsometrie), wie der Amino-Gruppe und
des Aryl-Rings, bestatigt. Aufgrund der sterischen Hinderung wurden nur die Halfte der
NMbA-Gruppen mit Peptid funktionalisiert. Die resultierende Schichtdicke wurde mit
UV-VIS Ellipsometrie bestimmt und betragt 6-8 nm. Schliel3lich wurde die Immo-
bilisierung des CHL-Peptids durch das Auffinden der Amid | Bande dokumentiert [16].

Die elektrochemische 4-CBDT Anbindung an Gold- oder Silizium-Tragern erfolgte
ebenfalls Uber die zyklische Voltametrie. Die Ankopplung der Carboxybenzen (CB)-
Gruppe wurde anhand einer spezifischen Bande fur die Reduktion des Diazoniumsalzes
gezeigt. Wie bei dem oben beschriebenen Prozess entsteht wahrend der radikalischen
Reaktion ebenfalls ein mehrschichtiges System. Die mit Benzoesaure funktionalisierte
Oberflache wurde in drei Schritten weiter funktionalisiert: i) mit 2,3-Di-aminopropan, ii)
mit NMbA und iii) mit dem CHL-Peptid. Alle Reaktionsschritte wurden mittels IR-
Ellipsometrie kontrolliert. Der Erfolg jedes Kopplungsschrittes wurde anhand der
spezifischen IR Banden in den tan W Spektren gezeigt und eine Schichtdicke von ca.
7 nm ermittelt. Die XPS-Spektren bestatigten die IR-Ellipsometrie Ergebnisse.

Mittels IR-Kartierung (IR-mapping) konnte jedoch festgestellt werden, dass die CB-

Oberflache auf Gold grof3e Inhomogenitaten aufweist [17].

Die Funktionalisierung der glass-beads wurde sowohl uUber die photometrische
Bestimmung der Fmoc-Gruppe des Rink Linkers, als auch Uber die photometrische
Bestimmung des (5/6)-TAMRA-pp89 nach Abspaltung von der Oberflache
vorgenommen. In beiden Fallen stimmen die Werte gut Uberein und zeigen im

Durchschnitt eine Flachenbeladung von 0,03 nmol/cm? (siehe Tabelle 2) [7].
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Tabelle 2: Photometrische Quantifizierung der Kopplungsausbeute, des Fmoc-Rink
Linkers und des (5/6)TAMRA-pp89 Peptids auf glass-beads.

Fmoc S TAMRA(5/6) S
" [nmol/cm?] 3,4E-02 2,4E-03 2,5E-02 3,3E-03
I [nmol/mg] 1,8E+04 1,3E+04
Flache (cm?) 26640 26640
Stoffmenge - Peptid (nmol) 915 667
Stoffmenge - Proteasom
(nmol) 3,6E-03 3,6E-03
Verhaltnis Peptid/Proteasom | 2,6E+05 1,9E+05
Jeder Ansatz wurde mit 50 mg glass-beads und in einem Reaktionsvolumen
von 500 pL durchgefuhrt.

Die Kolokalisation des Modellpeptids mit dem Proteasom wurde mittels Konfokal-
Mikroskopie erbracht (Abbildung 2). An der Oberflache der glass-beads ist eine
eindeutige Kolokalisation der beiden Molekile zu beobachten, wahrend in den Poren
innerhalb der glass-beads das Peptid fur das Proteasom aus sterischen Grinden

unerreichbar bleibt [7].

A) TAMRA(5/6)-markiertes Peptid (rot) B) FITC-markiertes 20S Proteasom (griin)  C) Fusioniert (A) und B))

Abbildung 2: Konfokal Mikroskopie des Cy2-markierten Proteasoms und des
TAMRA(5/6)-markierten pp89 Peptids an der Oberflache der glass-beads. (A)
TAMRA(5/6)-markiertes Modellpeptid (rot). (B) Cy2-markiertes 20S Proteasom (grun).
(C) fusioniertes Bild von (A) und (B) [7].

Verdau tragerfixierter Peptide durch das 20S Proteasom

Nach Optimierungschritten des Versuchsaufbaus mit der Protease Trypsin, im Hinblick
auf die Funktionalitdt der Methode und der Optimierung der Analytik mittels LC-MS,
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wurde als Trager fur den proteasomalen Peptidabbau die glass-beads ausgewahlt.
Anschlielend wurde das pp89 Peptid an die glass-beads gekoppelt, durch das 20S
Proteasom verdaut und die Fragmente mittels nanoLC-ESI-QTOF analysiert.

Ziel war es, das Schnittmuster des tragerfixierte Peptids, im Vergleich zum geldsten
Peptid, mdglichst genau zu beschreiben. Bereits nach einer Minute Inkubationszeit
konnten bei dem tragerfixierten Peptid bereits Verdauprodukte identifiziert werden
(Abbildung 2A), wahrend bei dem Verdau des gelésten Peptides, erste Verdauprodukte
frihestens nach 15 min zu beobachten waren. Der Vergleich des 1 min Verdaus des
tragerfixierten Peptides mit dem 1 h Verdau (siehe Abbildung in Hovestadt al et. [7]) des
gelésten Peptides zeigten erhebliche Unterschiede im Schnittkartenmuster und der
Langenverteilung der Produkte (Abbildung 2B und C). Besonders aufféllig ist der Schnitt
hinter Arg1, der mit dem geldsten Substrat niemals zuvor beobachtet wurde.

Zur Validierung der Methode wurden zwei weitere Peptide immobilisiert (LLO und OVA)
und dem proteasomalen Verdau ausgesetzt. Die Schnittkarten des proteasomalen
Verdaus beider Peptide in Lésung wurden bereits friher charakterisiert [7]. Beim
proteasomalen Verdau des immobilisierten LLO Peptides konnten ebenfalls schon nach
einer Minute Verdauprodukte identifiziert werden, die auch ein abweichendes
Schnittmuster, im Vergleich zum Verdau des gelosten Substrates, zeigten [7]. Dagegen,
konnten erste Verdauprodukte des tragerfixierten OVA Peptids erst nach einer 10
mindtigen Inkubationsdauer detektiert werden, wobei die identifizierten Fragmente

denen des Abbaus des geldsten Peptids entsprechen.
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A) Immobilisiertes pp89 - 1 min Verdauzeit = B) Langenverteilung der Fragmente

oOsoluble PP89
®immobilized PP89

1 5 10 15 20 25 14
Sequence RLMYDMY PHFMPTNLGPSEEKRYVWMS

[16-24]
[15-24]
[14-24]
[12-24]
[10-24]
18-24]
[15-23]
[10-23]
[12-22]
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[4-22)
1221

@
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[10-21] Y] T T T
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16-15] fragment length

[5-15]
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o3 C) Schnittpraferenzen

[4-13]

o ACEBGE - BRE o o 26

3 B« o [J - o ['5] - [S|ENEY o

14-9]
13-9]
12-9]

Abbildung 3: Proteasomal generierte Fragmente des immobilisierten Modell-Peptids
pp89 bei 37°C. Alle Fragmente wurden mittels nanoLC-ESI-QTOF identifiziert. A) Die
detektierten Fragmente werden als graue Balken dargestellt, links daneben ist die
Position innerhalb der Sequenz angegeben. Die Verdauzeit betrug 1 min. B)
Langenverteilung der proteolytisch gebildeten Fragmente des immobilisierten Substrats
im Vergleich zum geldsten [7]. C) Die Schnittpraferenzen des immobilisierten
Substrates (IS — immobilised substrate) und die des geldsten Substrates (SS - soluble
substrate) wurden anhand der C-Termini oder N-Termini der Fragmente quantifiziert [7].

4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, welches die
Charakterisierung des enzymatischen Abbaus von kovalent gebundenen Peptiden
ermoglicht. Mit dieser neu entwickelten Methode konnte erstmals gezeigt werden, dass
das 20S Proteasom in der Lage ist, tragerfixierte Peptide zu verdauen.

Wahrend der Methodenentwicklung wurden drei Oberflachen mit unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften teilweise neu charakterisiert und auf ihre Eignung fir
die Aufgabenstellung getestet. Im Speziellen wurden Gold- und Silizium-Trager fur die
kovalente Anbindung der Peptide mittels Michael-Addition und einer neuartigen
Grundfunktionalisierung  beschrieben. Im Weiteren wurden glass-beads mit
funktionalisierbaren Aminogruppen charakterisiert und fir den proteasomalen Verdau

von tragerfixierten Peptiden eingesetzt.
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Nach verschiedenen Optimierungsschritten (Oberflachenaktivierung, Peptidbeladung,
etc.) hat sich herausgestellt, dass die glass-beads der geeignetste Trager fur den
proteasomalen Abbau sind. Die Oberflachencharakteristika der aminofunktionalisierten
glass-beads wurden photometrisch Uber die Kopplungsausbeute des Fmoc-Rink Linker
und des TAMRA-markierten Peptides bestimmt, wobei in beiden Fallen eine absolute
Stoffmenge im hohen nanomolaren-Bereich detektiert werden [7]. Diese hohe
Verfugbarkeit der Peptide ist wichtig, da aufgrund der porésen Struktur der glass-beads,
nicht alle gebundenen Peptide tatsachlich fur das Proteasom zuganglich sind
(Abbildung 2). Im Vergleich zu den getesteten planaren Oberflachen ist die verfugbare
Menge an gebundenem Peptid durch die kugelféormige Geometrie der glass-beads fur
die anschlieRende Analytik des proteasomalen Verdau mittels nanoLC-MS optimal.

Die hier vorgestellten Ergebnisse des enzymatischen Verdaus an glass-beads fixierten
Peptiden durch das 20S Proteasom zeigen eine erheblich beschleunigte Abbaurate und
ein verandertes Schnittbild im Vergleich zum Verdau des Substrates in Lésung. Der
beschleunigte Abbau ist womaglich in der Aktivierung des Proteasoms durch Kontakt
mit der Oberflache oder durch Konzentrations- und Orientierungseffekte bezlglich des
peptidischen Substrates begrindet. Die Beobachtung, dass Proteasomen ein an der
Membran des endoplasmatischen Retikulums gebundenen carboxymethylierten
Lysozyms sehr viel schneller abbauen kann als frei im Zytosol vorliegendes Enzym,
bestatigen diese Hypothese [18].

Die gefundenen unterschiedlichen Schnittmuster konnten dadurch erklarbar sein, dass
das geldste Substrat durch eine langere Verdauzeit sekundar prozessiert wird. Des
Weiteren wurde eine Langenanalyse mittels einer MD-Simulation (Molecular Dynamics)
des Linker-pp89-Konstruktes durchgefuhrt. Dabei wurde der Abstand zwischen
Oberflache und gebundenem Peptid bestimmt und dieser im Vergleich mit den
Réntgenstrukturdaten des Proteasoms dargestellt [7]. Auf Basis der Simulationsdaten
wurde festgestellt, dass der Schnitt hinter dem N-terminalen Arg1 nicht maoglich ist, da
diese Schnittstelle flir kein aktives Zentrum des Proteasoms erreichbar ist [7]. Da
jedoch keine Aussagen uUber die Amino-Funktionalisierung gemacht werden koénnen,
konnte der Abstand zwischen Oberflache und Peptid in der Realitat grolRer sein als
berechnet. Dies begrindet unter anderem die enorme Relevanz der exakten

Bestimmung der Oberflachencharakteristika, wie z.B. der Schichtdicke.
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Die Verwendung planarer Au- und Si-Trager erlaubte den Einsatz etablierter
elektrochemischer und optischer Messverfahren zur Charakterisierung der
funktionalisierten Oberflachen. Aus diesen Grinden wurde die Funktionalisierung von
Gold- und Silizium-Tragern im Rahmen dieser Arbeit beschrieben. Hierzu wurden zwei
Funktionalisierungsmethoden untersucht: die Aminophenyl (AP)- [16] und die
Carboxybenzen (CB)- Oberflachenfunktionalisierung [17]. An beiden neuartig
funktionalisierten Tragern konnte sowohl B-Alanin-Maleoyl effektiv gebunden werden,
als auch im Anschluss ein Modellpeptid. Jedoch bedarf es weiterer Optimierungen des
Methodenprotokolls, um Kopplungsverluste und Inhomoginitdten innerhalb der
Peptidbeschichtung zu reduzieren. Die von uns erhaltenen Ergebnisse der
Funktionalisierungsversuche auf Gold und Silizium kénnten, wie Cao et al zeigen
konnten, zu einer Entwicklung eines elektrochemischen Sensors fur die

Charakterisierung proteolytischer Ereignisse fuhren [19].

Die Weiterentwicklung des Methodenprotokolls fir die Beschichtung von metallischen
planaren Tragern eroffnet zahlreiche neue analytische Detektionsmaglichkeiten fur die
schnelle Charakterisierung des proteasomalen Verdaus von tragerfixierten Peptiden,
wie auch fur die elektrochemische Detektion von Protein-Protein Interaktionsstudien
oder fur die Charakterisierung alternativer enzymatischer Systeme. Zum Beispiel konnte
mit Hilfe des gezeigten Diazonium-Linkers von uns eine Peptid/Antikérper Interaktion

erfolgreich demonstriert werden [20].

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit deutlich herausgearbeitet werden,
dass sphérische Oberflachen (hier glass-beads mit einem Durchmesser von 50-100
pm) fur die Analyse des proteasomalen Abbaus tragerfixierter Peptide sehr gut geeignet
sind. Aufgrund ihrer Eigenschaften kann im Vergleich zu planaren Tragern eine
drastisch reduzierte Menge von Enzym verwendet werden. Des Weiteren erhalt man
aufgrund der gréReren Oberflache der glass-beads eine hdhere absolute Stoffmenge an
gebundenen Peptid und somit eine hdhere Ausbeute an Verdauprodukten, die fir den
nanoLC-MS/MS Nachweis ausreicht. Somit hat der hier vorgestellte Versuchsaufbau
ein hohes Mall an technologischem Potenzial, z.B. im Einsatz als kontinuierliches
Durchflusssystem fur kinetische Untersuchungen des proteasomalen Verdaus. Dies
bietet somit die Mdglichkeit frihe proteasomale Abbauprodukte zu identifizieren, da

Sekundar-prozessierungsereignisse vermieden werden konnen.
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