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1 Einleitung

Diese Diplomarbeit beschiftigt sich mit den Beeren des schwarzen Holunders
(Sambucus nigra L., Sambucaceae) und ist ein Folgeprojekt zweier vorrangegangener
Diplomarbeiten, in welchen verschiedenste in der traditionellen Medizin genutzten
Pflanzen und Pflanzenteile auf ihren Peptidgehalt getestet und Aufreinigungsmethoden
fir ausgewdahlte Pflanzenpeptide etabliert wurden (Semper, 2012; Hellmayr, 2012).
Mittels LC-MS (,liquid chromatgraphy - mass spectrometry“) soll die Primarstruktur der

Hauptpeptide aufgeklart werden.

1.1 Holunderbeeren

Nach der Exkursionsflora fiir Osterreich, Lichtenstein und Siidtirol (Fischer et al., 2008)
gehort der Schwarze Holunder (Sambucus nigra L.) der Familie der Sambucaceae und
der Gattung Sambucus an (Wenigmann, 1999). Es finden sich jedoch auch Taxonomien
in welchen Sambucus nigra der Familie der Caprifoliaceae oder der Adoxaceae
zugeordnet wird. Charakteristisch ist der buschartige Wuchs des Baumes, so wie die
doldenférmigen Bliitenstande mit kleinen weif3-gelblichen fiinfzdhligen Bliiten, die einen
unverwechselbaren Geruch verstromen und zu schwarz-violett schimmernden
Steinfriichten heranreifen (siehe Abbildung 1, S.6). Diese gemeinhin als Beeren
bezeichneten Friichte sind im botanischen Sinne sogenannte Steinbeeren und zahlen zu

den Steinfriichten (Fischer et al., 2008).

1.1.1 Holunderbeeren in der Phytotherapie

Sowohl die Bliiten als auch die Beeren des schwarzen Holunders werden schon lange in
der mitteleuropaischen Volksmedizin bei Fieber und Erkaltungen eingesetzt.

Ebenso sind sie fester Bestandteil der traditionellen einheimischen Kiiche, in der sowohl
die Bliten in Form von Sirup und Geback als auch die Beeren als Saft oder auch Suppe
zubereitet werden. Die Hitzebehandlung der Beeren vor dem Verzehr ist hierbei zu
beachten, da es sonst zu Ubelkeit und Erbrechen kommen kann. Diese heftige Reaktion

lasst sich nur bedingt auf die im Samen enthaltenen Blausidureglykoside zurtickfiihren,



vielmehr vermutet man die Ursache in noch unbekannten Inhaltsstoffen (Vlachojannis

etal, 2010).

Pl.130. Sureauw noir. Sambucus nigral..

Abbildung 1: Darstellung von Sambucus nigra aus Atlas des plantes de France (aus Masclef, 1891).

Bereits in der Antike wurde Sambucus nigra als Diuretikum und Laxans eingesetzt. Die
Blatter wurden zur besseren Heilung bei kleinen Verletzungen und Blutergiissen als
Umschlage verwendet. Als Teezubereitung wird die Blite wegen ihrer
schweifdtreibenden Wirkung bei fiebrigen Erkrankungen angewendet, und sie ist auch
der einzige Pflanzenteil der offizinell ist. Aber auch die Beere des schwarzen Holunders
wird schon lange volksmedizinisch, wohl auch wegen ihres hohen Vitamin C Gehaltes,
bei grippalen Infekten eingesetzt (Hemgesberg, 1998). Wie aus Studien hervorgeht, ist
die Wirkung allerdings nicht nur auf den hohen Vitamingehalt zurtickzufiihren. Vielmehr
zeigt der Extrakt der Holunderbeere auch eine immunstimulierende und antivirale
Wirkung (Atkinson und Atkinson, 2002; Barak et al,, 2001; Vlachojannis et al., 2010;
Zakay-Rones et al., 2004).



1.1.2 Phytochemie der Holunderbeeren

Trotz des vielfaltigen Einsatzes der Holunderbeeren in der traditionellen europaischen
Medizin, wurden sie bislang - wohl aus Mangel an klinischen Studien - nicht
monographiert. Nur Sambuci flos, der Bliite des schwarzen Holunders, wurde Ende des
letzten Jahrhunderts eine Monographie im Europadischen Arzneibuch gewidmet
(Blumenthal, 1998). Allerdings gibt es auch deutliche Hinweise auf die Wirksamkeit der
Holunderbeeren.

Bioaktive Komponenten, die in Holunderbeeren identifiziert wurden, sind Flavonoide
wie Hyperosid, Isoquercitrin und Rutosid, Anthocyane wie Chrysanthemin (Cyanidin-3-
O-glukosid),  Cyanidin-3,5-di-O-glukosid, = Cyanidin-3-O-sambubiosid, = Sambucin
(Cyanidin-3-0-rhamnoglucosid), Sambucyanin (Cyanidin-3-0-xyloglukosid), aber auch
Spuren von dtherischem Ol. Die frische Beere enthilt wichtige Vitamine wie Vitamin-B;
und C, Folsdure, Biotin, Nicotinsdureamid, [3-Carotin, Vitamin B¢ und Pantothensaure
(Anonym, 1994). Im Rahmen eines Screenings konnte eine hohe Konzentration an
cysteinreichen Abwehrpeptiden in Holunderbeeren nachgewiesen werden (Semper,

2012).

In-vitro Experimente zeigten, dass die Frucht des Holunders antioxidative, antivirale,
anti-Heliobacter pylori-, und antiinflammatorische Effekte aufweiset, allerdings sind
diese Daten noch nicht zuverldassig bestdtigt (Vlachojannis et al, 2010). Es konnte
festgestellt werden, dass alle Fraktionen, die mit einer toxischen Wirkung in Verbindung
gebracht wurden, Lektine (Anonym, 1994) und cyanogene Glykoside wie Sambunigrin
enthielten. Die cyanogenen Glykoside werden im gastrointestinal Trakt zu freiem Cyanid
hydrolysiert. Ein allergisches Potenzial des Lektins Ribosom-inaktivierendes Protein
konnte in einer Studie an 3668 Patienten (1% positiv) festgestellt werden. Typ-2-
Ribosom-inaktivierendes Protein ist das Hauptprotein in Fructus Sambuci nigrae.
Lectine wie Agglutinin aus Sambucus nigra induzieren die Freisetzung von IL-4, IL-13
und Histamin aus menschlichen basophilen Granulozyten (Haas et al, 1999). Die
toxischen und allergenen Lektine scheinen eine Rolle bei der antiviralen (Chen et al,,
2002; Vandenbussche et al.,, 2004) und antiproliferierenden Aktivitat (Citores et al,,
2002) von Fructus Sambuci nigrae zu spielen. Es fehlt bislang jedoch ein ausreichend
gutes Verstandnis sowohl der antiviralen als auch der allergenen Wirkung, um das

therapeutische Potential beurteilen zu konnen (Vlachojannis et al., 2010).



Anthocyane sind verantwortlich fir die tief schwarz-blaue Farbe der Holunderbeere
und gehoren zu den wichtigsten wasserldslichen Pigmenten der Pflanzen. Ungefdahr 14
verschiedene Anthocyane wurden in der Holunderbeere nachgewiesen. Cyanidin-3-
glykoside haben dabei das hochste antioxidative Potential - ca. 3,5 mal hoher als
Vitamin E Analoga - und sind mafigeblich beteiligt an bzw. verantwortlich fiir die

antioxidative Wirkung der Beeren (Wang et al., 1997).

In einer Studie mit dem spriihgetrockneten Saft der Beere konnte eine Verminderung
der Oxidation von LDL (low density lipoprotein) gezeigt werden, die auf die
antioxidative Wirkung der Anthocyane zurtickgefiihrt wurde. Der sprithgetrocknete Saft
konnte somit einen potentiellen Schutz vor Atherosklerose und damit assoziierten
Erkrankungen darstellen. Allerdings konnte dieser Effekt in einer nachfolgenden
klinischen Studie in vivo nicht bestdtigt werden. Eine andere Arbeitsgruppe konnte
zusatzlich zeigen, dass die Glukoseaufnahme in Muskelzellen, sowie die
Insulinausschiittung durch das wassrige Extrakt von Holunderbliiten erhéht wird

(Atkinson und Atkinson, 2002; Vlachojannis et al., 2010).

In in-vitro Versuchen mit Sambucol®1 konnte eine erhohte Cytokinproduktion in
Monozyten, besonders von TNF-qa, dessen Konzentration bis um ein 45-faches anstieg,
erzielt werden. TNF-a ist ein Mediator der zelluliren Immunantwort, der bei lokalen
und systemischen Entziindungsprozessen eine wichtige regulatorische Rolle spielt. TNF-
a kann sowohl die Ausschiittung anderer Zytokine in Immunzellen anregen, so wie
deren Proliferation und Differenzierung. Er kann aber auch Rezeptor-vermittelt die
Apoptose in Zellen einleiten (Barak et al., 2001). Eine externe Stimulation koénnte
besonders bei Patientlnnen mit einem geschwachten Immunsystem, wie bei einer

Chemotherapie oder bei HIV-Infektionen, zum Einsatz kommen (Barak et al,, 2001).

Des Weiteren konnte in Versuchen an verschiedenen Virus Stimmen, wie z.B. HIN1,
eine reproduktionshemmende Wirkung nachgewiesen werden (Vlachojannis et al,
2010). In einer Patientenstudie mit Influenza-A- oder B-erkrankten Versuchspersonen,
die mit Sambucol® behandelt wurden, konnte Symptomfreiheit bereits nach vier Tagen
mit Therapie erzielt werden, ohne Behandlung erst nach acht Tagen (siehe Abbildung 2,

S.9), (Zakay-Rones et al., 2004).

1 Sambucol® ist ein Nahrungserganzungsmittel, welches ein Extrakt der schwarzen Holunderbeere
enthalt.
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Abbildung 2: Statistische Darstellung der Studienergebnisse von einer Studie mit Sambucol®an Influenza
infizierten Patienten. Der auf der y-Achse aufgetragene Visual analogue scale score ist ein Maf? fiir das
subjektive Wohlbefinden seitens der Patienten, wobei 10 Beschwerdefreiheit beschreibt. Auf der x-Achse
sind die Tage bis zur vollstindigen subjektiven Beschwerdefreiheit der Patienten aufgetragen mit
Sambucol® - bzw. Placebotherapie (aus Zakay-Rones et al., 2004).

Eine in Sambucus nigra ebenfalls enthaltene Substanzklasse sind extrazelluldre
cysteinreiche Peptide, welchen in anderen Pflanzen und Organismen eine
Abwehrfunktion gegen Pathogene wie Pilze, Bakterien und Viren zukommt (Farrokhi et
al, 2008; wvgl. Hellmayr, 2012). Auch diese Substanzklasse konnte potenziell
mitverantwortlich fiir die antivirale Wirkung der Holunderbeere sein. Sie stellt das

zentrale Thema der vorliegenden Diplomarbeit dar (siehe Kap. 1.4, S.27).

1.2 LC-MS Analytik von Peptiden

,Liquid chromatography - mass spectrometry“ ist ein gekoppeltes Verfahren aus
Fliissigchromatographie - meist HPLC (Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) -
zur Auftrennung und Massenspektrometrie zur Detektion der Komponenten der zu

analysierenden Probe.



1.2.1 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High Performance
Liquid Chromatographie - HPLC)

Die HPLC ist ein Flissigchromatographie-Verfahren, das zur Trennung von
Substanzgemischen aber auch zur Identifizierung und Quantifizierung von Substanzen
verwendet wird. Die Trennleistung einer HPLC basiert auf der unterschiedlichen
Verteilung der Probenkomponenten zwischen einer fliissigen und einer festen Phase.
Hierflir wird die zu analysierende Probe iiber eine mobile Phase in die Trennsaule -

welche die stationdre Phase enthalt - eingebracht.

Es wird zwischen verschiedenen Trennprinzipen unterschieden: Normalphasen- (NP)
bzw. Hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC), Umkehrphasen- (RP),
lonenaustausch- (IEC) und Grofdenausschlusschromatographie (SEC) sowie
Enantiomerentrennung. Je nach Prinzip wirken unterschiedliche Wechselwirkungen
zwischen stationdrer Phase und Probenkomponenten. Die Stirke der
Wechselwirkungen bestimmt die Starke der Adsorption. Die Retentionszeit bei der eine
Substanz des Analysats eluiert wird, ist abhdngig von der jeweiligen Adsorption der

Substanz an der stationaren Phase und der Elutionskraft der mobilen Phase.

In der Bioanalytik ist zur Auftrennung bzw. Aufreinigung und Isolierung von Substanzen
die Flissigchromatographie eine der am haufigsten angewandten Methoden. Da sich
Peptide in ihrer Grofde, Form, Ladung und Polaritit bzw. biologischer Affinitit meist
unterscheiden, konnen diese unterschiedlichen Eigenschaften zur chromatographischen
Trennungen herangezogen werden (Kastner, 2000).

Bei der Umkehrphasenchromatographie oder Reversed-Phase Chromatography (RPC),
die im Rahmen der Diplomarbeit angewendet wurde, wirken hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den Analyten und der unpolaren stationdren Phase. Als
apolare Komponente der mobilen Phase wird aufgrund seiner physikochemischen
Eigenschaften bei RPC Acetonitril bevorzugt verwendet. Als polare Komponente wird

meist Wasser eingesetzt.

Das stationdre Phasenmaterial besteht meist aus alkyliertem Kieselgel oder aus
hydrophoben organischen Polymeren. Der mobilen Phase werden haufig polare Sauren
wie Phosphorsaure oder Ameisensiure zugesetzt, um sekunddre Wechselwirkungen der

Analysensubstanzen mit den Restsilanolgruppen der Kieselgel-basierten stationdren
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Phase zu vermeiden (Thevenon und Regnier, 1989). Die Retention der Analyten unter
diesen Bedingungen basiert auf solvophoben Wechselwirkungen (Horvath et al.,, 1976;

vgl. Vatansever, 2007).

Zur optimalen Auftrennung der Probe wird die Zusammensetzung und somit die
Polaritdt der mobilen Phase im zeitlichen Verlauf haufig graduell verdndert. Je nach
Polaritdt und Starke der Wechselwirkungen werden die Substanzen bei definierter
Polaritat der mobilen Phase eluiert. Dieser Gradient und auch die Dauer einer HPLC-
Methode miissen individuell an eine Probe angepasst werden, um eine optimale
Trennleistung zu gewahrleisten. Ist die mobile Phase, wie in dieser Arbeit, ein Gemisch
aus 0,1%-iger Ameisensaure und Acetonitril, wird deren Mischungsverhiltnis im
Rahmen eines HPLC-Laufes graduell zugunsten des apolareren Acetonitrils verdandert.
Die im Rahmen dieser Diplomarbeit angewendete Methode wurde bereits von Birgit

Semper in einer vorangegangenen Arbeit etabliert (Semper, 2012).

1.2.2 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein Analyseverfahren zur Messung von molekularen
Massen gasformiger lonen. Es ist ein sehr empfindliches Verfahren, welches
Informationen tiiber das Molekulargewicht und das Fragmentierungsverhalten der
Analyten liefert. Die Massenspektrometrie wird zur Identifizierung oder Quantifizierung
von bekannten Substanzen auch in komplexen Gemischen und zur Strukturanalyse

unbekannter Substanzen eingesetzt.

Ein Massenspektrometer ist aus den drei Grundkomponenten aufgebaut: lonenquelle,
Massenanalysator und Detektor. Die einzelnen Komponenten koénnen jedoch auf
verschiedenen Methodiken basieren. Abhdngig von der lonenquelle wird die Probe im
gasformigen, fliissigen oder festen Zustand eingebracht. Fliissigkeiten oder Feststoffe
werden vor oder bei lonisierung ebenfalls in die Gasphase ilibergefiihrt. Die Ionen
werden dann nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z) im Massenanalysator

aufgetrennt und anschlief3end detektiert.

In der Peptid- und Proteinanalytik wird meist in Losung gearbeitet. Die haufigsten

verwendeten [onisationsmethoden sind hierbei die Elektrosprayionisation (ESI) und die
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Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation (MALDI).

Im Folgenden wird allerdings nur auf die verwendeten Techniken der
Elektrosprayionisation als Ionisierungsverfahren und auf die Ionenfalle als

Massenanalysator eingegangen. Als Detektor wurde ein Daly-Detektor verwendet.

1.2.2.1 Elektrosprayionisation (ESI)

Die Elektrosprayionisation ist ein sehr schonendes lonisationsverfahren, das Anfang der
70er Jahre von Dole et al. entwickelt wurde (Dole et al.,, 1968a; Dole et al., 1968b; Mack
et al,, 1970), aber erst seit Mitte der 80er in der Massenspektrometrie eingesetzt wird

(Yamashita und Fenn, 1984a; Yamashita und Fenn, 1984b; Alexandrov et al., 1984).

In der Bioanalytik wird ESI bevorzugt eingesetzt, da es die beste Ionisationsleistung fiir
grofde und polare Molekiile in Losungen zeigt. Der grofde Vorteil dabei ist, dass sie
dadurch direkt mit HPLC-Systemen bzw. fliissigchromatographischen Methoden
gekoppelt werden kann, welche eben in diesem Feld grofe Anwendung finden

(Vatansever, 2007).

Die Probe sollte in einem Losungsmittel gelost sein, welches sowohl polar als auch gut
verdampfbar ist. Dafiir werden meist Losungsmittelgemische aus Wasser und einem
organischen Losungsmittel, wie Acetonitril verwendet. Die geloste Probe wird tliber eine
Kapillare geleitet, zwischen deren Ende und dem Eingang zum Massenspektrometer ein
starkes elektrisches Feld angelegt ist (meist 1-5 kV). Durch den Einfluss des elektrischen
Feldes wandern lonen elektrophoretisch zur Gegenelektrode und bilden an der
Kapillarspitze den so genannte Taylor-Kegel. Die Probenfliissigkeit dringt durch den
HPLC-Strom und das elektrische Feld aus der Kapillarspitze (siehe Abbildung 3, S.13)
und wird unter Einfluss des elektrischen Feldes und eines an der Aufdenseite der
Kapillare vorbei stromenden inerten Gases (meist N2) zu einem Nebel kleiner geladener

Tropfchen verspriiht (siehe Abbildung 4, S.13), (Schmelzer, 2007).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Elektrosprayquelle (aus Schmelzer, 2007).
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Die Ladungsdichte an der Oberflache der geladenen Tropfchen nimmt mit Verdampfen

des Losungsmittels kontinuierlich zu, bis sich ein Uberschuss gegenseitig abstofRender,

gleichartig geladener lonen an der Oberflache befindet. Der Abstofdungseffekt aufgrund

der stetig zunehmenden Ladungsdichte fiihrt zu einer explosionsartigen Zerstaubung

der Flussigkeitstropfen (Coulomb-Explosionen), (Schmelzer, 2007). Dieser Vorgang

wiederholt

sich unter Abnahme der Tropfengrofie so lange,

bis samtliches
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Losungsmittel verdampft ist und desolvatisierte, geladene Analytmolekiile zur
massenspektrometrischen Analyse vorliegen (siehe Abbildung 3, S.13). Der genaue
lonisationsprozess ist allerdings noch nicht vollstindig geklart. Es existieren
verschiedene Modelle, wie das Charged Residue Modell, das von kleinsten Tropfen
ausgeht, die nur noch ein geladenes Molekiil enthalten (Mack, 1970). Ein weiteres
Modell, das Ionenemissionsmodell von Iribarne und Thomson, postuliert, dass bereits
bei einem grofieren Tropfenvolumen Ionen in die Gasphase iibergehen. Die
Solvatationsenergie der Analytmolekiile kann hier aufgrund der starken Ladungsdichte
an der Tropfenoberfliche liberwunden werden. Dies ermoglicht, dass die geladenen
Analytmolekiile als freie Ionen in die Gasphase iibergehen (Iribarne und Thomson,

1976; Kebarle und Tang, 1993).

Organische Molekiile sind haufig protonierbare und/oder deprotonierbare Strukturen,
abhangig von ihrem pKb bzw. pKa. Basen lassen sich am besten im Positiv-Modus und
Sauren im Negativ-Modus messen. Abhadngig von der Polaritat der angelegten Spannung
entstehen dabei sogenannte [M+H]*- bzw. [M-H]-Quasimolekiil-lonen. Die Bildung von
Adduktionen (z.B. [M+Na]*) und mehrfachgeladenen lonen (z.B. [M+nH]"*) bei grof3eren
Molekiilen sind ebenfalls typische Produkte, die bei ESI entstehen kénnen (Schmelzer,

2007).

1.2.2.2 Ionenfallen - Massenspektrometer

Die Massenspektrometrie ist, wie oben bereits erwdhnt, ein Verfahren zur Bestimmung
der Molekiilmasse. Uber ein Ionisationsverfahren, wie oben beschrieben, werden die
Analyten ionisiert und die geladenen Molekiile mittels eines elektrischen oder
magnetischen Feldes beschleunigt. Die Auftrennung der Ionen erfolgt in einem
Massenanalysator. Die gasformigen Analytionen werden im Vakuum durch ein
statisches elektrisches Feld beschleunigt und tber ein System von elektrischen und

dynamischen Linsen fokussiert (Vatansever, 2007).
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau einer lonenfalle (aus Bruker Daltonics, 2008).

Im Quadrupol werden die Ionen im Wechselfeld, das zwischen vier parallel
angeordneten Stabelektroden angelegt wird, nach m/z selektiert, so dass nur lonen mit
einem definiertem m/z-Verhaltnis das Feld iiberwinden kénnen. In dieser Arbeit wurde
ESI in Verbindung mit einer Quadrupol-lonenfalle eingesetzt (siehe Abbildung 5).

Die Ionenfalle basiert auf der theoretischen Grundlage des Quadrupol-Massenfilters.
Hierbei werden Ionen in einem Quadrupolfeld, das durch Endkappenelektroden und
Ringelektrode erzeugt wird, gefangen gehalten. Im Gegensatz zu anderen
Massenspektrometern wie Quadrupol-MS und Sektorfeld-MS arbeitet die Ionenfalle
diskontinuierlich. Die lonisation lauft hierbei kontinuierlich ab; der Analysator arbeitet
jedoch diskontinuierlich.

Abhangig von der Art des einwirkendes Feldes konnen [onen von nur einem bestimmten
m/z-Wert entweder selektiv in der lonenfalle zuriickgehalten werden, oder aber Ionen
eines stabilisierten m/z-Bereiches verbleiben dort und durch eine geeignete
Veranderung der Felder verlassen nur lonen mit einem bestimmten m/z-Wert die Falle.
Die Ionenfalle kann nicht das gesamte Spektrum an m/z-Werten erfassen, sondern nur

Ionen in einem bestimmte m/z-Bereich stabilisieren (Bruker Daltonics, 2008).

Die Analyten werden nach der Ionisation und Desolvatation mittels eines Linsensystems
fokussiert. Beim Eintritt der Ionen in die Falle liegt an der Ringelektrode eine variable

Hochfrequenzspannung an. Die Endkappenelektroden sind geerdet. Um die kinetische
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Energie der eintretenden Ionen abzufangen und diese in der Falle leichter einzufangen,
wird die Falle mit Heliumgas mit 10-> mbar gefiillt. Die eingefangenen lonen zirkulieren
dort in stabilen dreidimensionalen Bahnen in einem Quadrupolfeld. Zur Detektion wird
an den Endkappenelektroden eine zusdtzliche Resonanz-Hochfrequenz-Wechsel-
spannung angelegt. Durch eine gezielte Verdanderung der Amplitude werden die
Analytionen abhangig vom m/z-Verhaltnis destabilisiert, iiber das Feld beschleunigt und
gelangen so iiber eine Offnung in den Detektor.

In einem Messzyklus werden jeweils fiir wenige Millisekunden lonen in der Falle
angereichert. AnschlieRend wird durch Anderung des anliegenden Potentials der
Eintritt weiterer Ionen verhindert. Einerseits um eine zu hohe Ladungsdichte in der
Falle zu vermeiden, da dies zur gegenseitigen Abstofdung der Ionen und so zu einer
Beeintrachtigung der Messergebnisse fithren wiirde. Andererseits wird auf diese Weise
das Eintreten nachfolgender lonen wahrend eines laufenden MS-Experiments

verhindert. Anschliefdend folgt die Detektion.

Wie oben bereits kurz beschrieben, werden iiber die Veranderung der an der
Ringelektrode und den Endkappen anliegenden Wechsel- und Gleichspannung die
stabilen dreidimensionalen Bahnen der Ionen durch Resonanzanregung destabilisiert
und die lonen mit steigendem m/z-Verhaltnis aus der Falle geschleudert. Dort werden
sie Uiber einen Detektor nachgewiesen. Bei dem hier verwendeten Detektor handelt es
sich um einen Daly-Detektor. Die beschleunigten lonen treffen hierbei auf einen
Metallknopf, aus welchem dabei Sekundarelektronen gelost werden. Diese werden
wiederum durch das Auftreffen auf einem Phosphorschirm in ein Photonensignal
umgewandelt. Uber einen Photoelektronenvervielfacher wird dieses schlussendlich in
ein elektronisches Signal transformiert, welches von einem Computer in einem
Massenspektrum dargestellt werden kann. Dadurch, dass die Signaltibertragung iiber
ein Lichtsignal funktioniert, kann der Photoelektronenvervielfacher durch eine
Glasplatte vom Rest des Detektors, der sich im Hochvakuumbereich befindet, getrennt
werden. Diese schiitzt den Photoelektronenvervielfacher vor Kontamination durch

Analyten.

Ein grofler Vorteil der Ionenfalle ist die Moglichkeit MS” -Experimente durchfiihren zu
konnen, die in ihrer Anzahl (n) lediglich von der mit jeder Stufe abnehmenden
Signalintensitdt beschrankt sind (Vatansever, 2007; Lohninger et al., 2010; Pfeiffer
Vakuum GmbH, 2005).
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Bei Mehrstufen (MS”)-Experimenten werden gezielt intakte bzw. bereits Fragmentionen
eines definierten m/z-Werts zur weiteren Fragmentierung bestimmt. Dafiir werden
zundchst die zu analysierenden lonen isoliert. Dies wird, wie beschrieben, durch
Anlegen einer Hochfrequenz-Wechselspannung an den Endkappen durchgefiihrt,
wodurch ein zusatzliches dipolares Feld erzeugt wird. Im Endeffekt werden alle, bis auf
das zu isolierende lon, destabilisiert. Die isolierten lonen werden in der Falle mit inerten
Heliumatomen zur Kollision gebracht. Durch die Kollision kommt es zu einer
Umwandlung der kinetischen Energie der Molekiile in innere Energie. Dabei wird
solange innere Energie aufgebaut, bis die schwachsten Bindungen der Analytmolekiile
brechen und Fragmentionen entstehen, von denen nun wiederum selektiv ein Fragment
mit einem bestimmten m/z-Wert zur weiteren Fragmentierung isoliert und angeregt
werden kann. Dieses Verfahren kann wiederholt werden, so lang das gewadhlte Fragment
eine genligend hohe Konzentration aufweist. Dabei spricht man von Mehrstufen- oder

MSr-Experimenten (Abbildung 6).

1¢n 2. Vorl'a'ufer;olieren 3. Voﬂwregen

4. Fragmentionen einfangen 5. Fragmentionen analysiern 6. Massenspektrum der Fragmente

m/z

Abbildung 6: Schematische Darstellung zur Erzeugung von Fragmentionen mittels eines lonenfallen-
Massenalysators (aus Vatansever, 2007).

Diese MSr-Experimente werden dann durchgefiihrt, wenn die Aussagekraft des
Fragmentionenspektrums des ersten Fragmentierungsschritts ungentiigend ist. Bei der

Analyse von Peptiden kommt es bei Fragmentierungsexperimenten hauptsachlich zu
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Briichen der Peptidbindungen, wobei verschiedene Fragmentionen entstehen kénnen

(siehe Kap. 1.2.3, S5.18).

In der Bioanalytik handelt es sich meist um kohlenstoffreiche Analytmolekiile.
Massenspektren kohlenstoffreicher Substanzen, wie von Proteinen und Peptiden,
weisen aufgrund der natiirlichen Isotopenverteilung des Kohlenstoffes mehrere Signale
fir das gleiche Molekiill auf. Dadurch wird eine Substanz nicht nur durch einen
definierten Massenpeak im MS-Spektrum, sondern durch mehrere Massenpeaks,
dargestellt. Da die Isotopenwahrscheinlichkeit pro Kohlenstoffatom fiir 13C 1,11 % ist,
steigt die Wahrscheinlichkeit fiir ein 13C im gesamten Molekiil mit jedem weiteren C-
Atom bzw. mit der Grof3e des Molekiils (Lehmann, 2010). Durch den Einbau eines 3C in
das Molekiil nimmt das Molekulargewicht um 1 Da zu. Es besteht allerdings auch die
Wahrscheinlichkeit, dass mehr als ein 3C eingebaut wird, wodurch sich das
charakteristische Isotopenmuster von Peptiden ergibt (siehe Abbildung 7), die

besonders kohlenstoffreiche Biomolekiile sind (Budzikiewicz und Schéfer, 2005).

lnte;ngs {FSN_B1_31-4_TD_M2_pMSn__RA2_01_2703.d: +MS3(1001.0->1045.3), 21.9-22.5ri
x1097]
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Abbildung 7: Darstellung der Isotopenverteilung anhand des Massenpeaks von m/z 1001,0->1045,3.

1.2.3 Massenspektrometrische Analyse von Peptiden

Zur Charakterisierung und Identifizierung von Proteinen und Peptiden wird in der
Bioanalytik haufig der Peptidmassen-Fingerprint (PMF) eingesetzt. Dabei werden
Proteine bzw. Peptide mit spezifischen Endopeptidasen, wie Trypsin und Pepsin,

gespalten. Diese Enzyme besitzen eine relativ spezifische proteolytische Aktivitit, so
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dass protein- bzw. peptidspezifische Verdauprodukte entstehen. Das Massenspektrum
der Verdauprodukte weist ein spezifisches Muster auf: den Peptidmassen-Fingerprint.
Dadurch kann im Abgleich mit Datenbanken ein Protein bzw. Peptid identifiziert werden
- vorausgesetzt es ist bekannt. Ist dies nicht der Fall, so liefert der PMF keine
ausreichenden Informationen zur Charakterisierung oder Identifizierung des Peptids.

Gezielte Fragmentierungsexperimente (MS2-Experimente) mit einzelnen
Verdauprodukten und weitere Experimente (MS3-Experimente) mit den aus den
Verdauprodukten entstandenen Fragmenten koénnen jedoch Aufschluss iliber deren
Primérstruktur geben. Fragmentierungsexperimente sind deshalb in der Peptidanalytik

von besonderer Bedeutung.

Um ein aussagekraftiges Massenspektrum mit einer lonenfalle zu erhalten, darf das zu
analysierende Molekiil eine gewisse Grofde nicht libersteigen, da zu viele Massenpeaks
die Zuordnung der einzelnen Peaks schwierig gestalten.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde der enzymatische Verdau genutzt, um das
intakte Peptid in kiirzere Peptidketten zu spalten, die mittels LC-MS sequenziert und
anschliefdend tliber die definierten Schnittstellen, an denen die Enzyme angreifen,
rechnerisch wieder zusammengesetzt werden konnten. Zur Absicherung der
Schnittstellen wurden dafiir zwei identische Proben, wie in Kap. 1.3, S.25, erwahnt, mit
zwei unterschiedlichen Enzymen parallel verdaut und die gewonnen Informationen

abgeglichen.

Auf diese Weise lasst sich die Aminosduresequenz des intakten Peptids aus den
Spektren der Verdauprodukte (Spaltpeptide) rekonstruieren. Die Vorgehensweise bei

der Sequenzierung wird im Folgenden naher erklart.
Peptide fragmentieren hauptsachlich an ihren Peptidbindungen entlang des

Peptidriickgrats. Die moglichen dabei entstehenden Fragmente sind in Abbildung 8, S.20,
dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Bildung von Fragmentionen eines Tripeptids - Bei der
Fragmentierung entstehen vom N-Terminus ausgehend aj-, bi- und ci-lonen und vom C-Terminus
ausgehend die dazu komplementidren x;-, yi- und z- Fragmentionen. Fragmentionen der
Aminosdureseitenketten werden als vi-, wi- und di- bezeichnet. Der Index-i gibt dabei die Zahl der im
Fragment enthaltenen Aminosaurereste an (aus Schmelzer, 2002) .

An den Peptidbindungen konnen drei verschiedene Arten von
Fragmentierungsreaktionen ablaufen. Dabei entstehen abhdngig von der Reaktion vom
N-Terminus ausgehend aj-, bi- und ci-lonen und vom C-Terminus ausgehend die dazu
komplementdren x;-, yi- und zi-Fragmentionen. Die Fragmentionen welcher lonenserie
bevorzugt entstehen, ist vom Verbleib der Ladung abhédngig. Dariiber hinaus kénnen
Fragmentionen der Aminosdureseitenketten entstehen. Die als vi-, wi- und di-
bezeichneten Ionen kdénnen zusatzliche Strukturinformationen liefern. Roepstorff und
Fohlman sowie spater Biemann (Roepstorff und Fohlman, 1984; Biemann, 1992) haben

diese Nomenklatur etabliert (vgl. Schmelzer, 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Sequenzinformationen ausschlief3lich mit Hilfe von
b- und y-lonen gewonnen. Diese Serien entstehen durch Spaltung der Amidbindung
zwischen dem Carbonylkohlenstoff und dem Amidstickstoff. Diese Reaktion lauft
bevorzugt bei der kollisionsinduzierten Dissoziation von Peptiden ab. Die dadurch
entstehenden Fragmentionen erzeugen daher meist signifikante Peaks im
Massenspektrum. Mit Hilfe von Analyseprogrammen (Compass Data Analysis, Bruker)
konnen die Peaks mit dem jeweils folgenden Peak des gleichen lonentyps verbunden
werden. Dieser wird durch den Bruch an der ndchstfolgenden Aminosdure erzeugt.
Dabei spricht man von Serien einer lonenart, die tiber Peptidleitern miteinander

verbunden werden (siehe Abbildung 9, S.21).
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Abbildung 9: Beispiel einer Peptidleiter anhand des Trypsin Spaltpeptids 703,3 Da (m/z 704,3 [M+H]*)
(siehe Tabelle 1, S.24).

Die Peaks einer bestimmten Serie unterscheiden sich jeweils vom Folgenden in der
Masse einer Aminosdure (residue mass?). In dem die Massenpeaks einer Serie
miteinander verbunden werden, kann die Aminosduresequenz des Fragments bzw.
Spaltpeptids bestimmt werden. Die Ermittlung der Sequenz eines unbekannten Peptids
ausschliefdlich durch Auswertung von MS-Spektren wird als de-novo-Sequenzierung
bezeichnet. Die Methode ist schon lange bekannt, findet aber erst seit der Entwicklung

leistungsfahiger Softwarealgorithmen vermehrt Anwendung in der Analytik.

Wie bereits erwahnt, sind die y- und die b-lonenserien in Massenspektren von Peptiden
meist am besten zu erkennen. Da die Amidbindung besonders labil ist, stellt sie eine
bevorzugte Bruchstelle dar. Im Rahmen eines Fragmentierungsexperiments entsteht pro
Analytion meist ein Kettenbruch des Aminosaureriickgrats. In der lonenpopulation des
Analytions entstehen jedoch die zahlreichen méglichen Fragmente mit unterschiedlicher
Haufigkeit und erzeugen damit Peaks mit unterschiedlichen Intensitdten. Dies hat zur

Folge, dass manche Fragmente selten und andere vermehrt gebildet werden.

2 Residue mass“ bezeichnet die Masse, die entsteht wenn eine Aminosiure aus einer Peptidkette
gespalten wird. Diese ist die eigentliche Aminosduremasse, die um 18 Da reduziert ist. Das entspricht dem
Verlust eines Wassermolekiils, das bei der Bildung der Peptidbindung abgespalten wird.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung einer Fragmentionenserie von b- und y-lonen (aus Monroe,
2013).

Durch die Fragmentierung eines Peptids an einer Amidbindung entstehen zwei
Teilfragmente, das b-lon und das y-lon (sofern beide Teilfragmente auch geladen
voeliegen). Da es sich bei der Fragmentierung eines Peptids nicht um eine Hydrolyse
handelt, entsteht durch die Spaltung nur ein Fragment, das sowohl einen intakten N-, als
auch einen intakten C-Terminus besitzt: das y-lon. Das andere Teilfragment, das b-Ion,
beinhaltet den N-Terminus des Vorlauferions. Der durch den Bruch neu entstandene C-
Terminus des b-lons ist dehydratisiert (vgl. Abbildung 10). Somit ist die Masse eines b-
Fragmentions um 18 Da im Vergleich zur Masse der ,intakten Peptidkette“3 reduziert.
Die y-lonenserie ist hingegen von der intakten Masse des Analytions ausgehend zu
sequenzieren. Sie beschreibt die durch die Fragmentierung entstandenen Teilfragmente,
die den intakten N-Terminus besitzen. Da eine Peptidkette an allen Peptidbindungen
fragmentieren kann, entstehen verschiedene Fragmente, die sich jeweils vom néachst
Schwereren oder Leichteren in der ,residue mass“ der (in der Sequenz) folgenden
Aminosaure unterscheiden. Die dadurch im Massenspektrum erhaltenen Signale kénnen
dann mit Hilfe einer Software verbunden und die Aminosdureabfolge ausgelesen
werden. Dies kann analog fiir die Signale der b-lonenserie durchgefiihrt werden, nur
dass dabei beachtet werden muss, dass die C-terminale Aminosiure mit intakter COOH-
Gruppe abgespalten wird und die Massendifferenz zwischen dem [M+H]*-Ion und dem

bn-1-Ion somit nicht der ,residue mass“ sondern der Masse der freien Aminosiauren

3 Hier ist die Peptidsequenz des Spaltfragments mit nicht dehydratisiertem C-Terminus gemeint.
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entspricht. Da bei der Sequenzierung in dieser Arbeit nur mit den ,residue masses” der
Aminosauren gearbeitet wurde (siehe Tabelle 1, S.24), beginnt die b-lonenserie 18 Da
zur y-lonenserie im Spektrum verschoben (siehe Abbildung 9, S.21). Das hat den Vorteil,
dass die Peaks haufig eindeutig den Serien zugeordnet werden koénnen und die

,Leserichtung” der Sequenz somit vorgeben ist.

Ein Nachteil der Peptidsequenzierung mittels Massenspektrometrie ist, dass zwischen
manchen Aminosdauren nur schwer oder gar nicht unterschieden werden kann. Dazu
gehoren Glutamin (Q) und Lysin (K), die aufgrund ihrer sehr adhnlichen
Molekulargewichte  nur  durch  Verwendung besonders hochauflésender
Massenspektrometer oder durch einen spezifischen tryptischen Verdau unterschieden
werden konnen. Bei letzterem wird selektiv nach basischen Aminosduren wie Lysin
gespalten. Die Isomere Isoleucin und Leucin kénnen hingegen nur durch zusatzliche LC-

MS-Experimente, z.B. mit synthetisierten Vergleichspeptiden unterschieden werden.
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Aminosaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode Residue-

Mass (Da)
Alanin Ala A 71,0371
Arginin Arg R 156,1011
Asparagin Asn N 114,0429
Asparaginsaure Asp D 115,0269
Cystein Cys C 103,0092
Glutamin Gin Q 128,0586
Glutaminsaure Glu E 129,0426
Glycin Gly G 57,0215
Histidin His H 137,0589
Isoleucin Iso I 113,0841
Leucin Leu L 113,0841
Lysin Lys K 128,0950
Methionin Met M 131,0405
Phenylalanin Phe F 147,0684
Prolin Pro P 97,0528
Serin Ser S 87,0320
Threonin Thr T 101,0477
Tryptophan Trp W 186,0793
Tyrosin Tyr Y 163,0633
Valin Val Vv 99,0684

Tabelle 1: Alphabetische Auflistung der Aminosauren mit Drei- und Einbuchstabencode und ihrer ,residue
mass"“.
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1.3 Enzymatischer Verdau

Der spezifische enzymatische Verdau wird routinemafdig bei der Sequenzierung von
Peptiden und Proteinen in der Massenspektrometrie eingesetzt. Durch die
Aminosaurespezifitit der Enzyme konnen die zu analysierenden Makromolekiile in
kiirzere und leichter zu sequenzierende Spaltpeptide gespalten werden. Diese kénnen
anschliefdend rechnerisch wieder zum intakten Peptid zusammengesetzt werden. Beim
Verdau entsteht ein peptidsequenzspezifisches Spaltpeptidmuster, das sich je nach
verwendetem Enzym unterscheidet. Dies ist der oben bereits erwdhnte Peptidmassen-
Fingerprint (PMF), der zur Identifizierung von Peptiden im Abgleich mit Datenbanken
und auch als Hilfsmittel zur Sequenzierung von unbekannten Peptiden verwendet wird

(Schmelzer, 2007).

1.3.1 Strategie der enzymatischen Fragmentierung

Um dabei eine bessere Abdeckung der Sequenzen zu erhalten, werden oftmals parallel
zwei oder mehrere Probenaliquote mit verschiedenen Endoproteinasen bzw.
Endopeptidasen, die unterschiedliche Selektivitdt besitzen, gespalten. Dabei entstehen
abhangig vom jeweiligen Enzym spezifische Spaltpeptide. Aus den zusammengesetzten
Peptiden zweier oder mehrerer Peptidverdaue ergeben sich gegenseitig tiberlappende
Spaltpeptidmuster, die miteinander abgeglichen werden. Gewonnene

Sequenzinformationen kénnen sich dabei gegenseitig erganzen (siehe Abbildung 11).

Proteinase 1

> | | | | |

—> | | |

Proteinase 2

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Verdaus eines Peptids mit zwei unterschiedlichen
Endopeptidasen und das jeweils entstehende Spaltpeptidmuster.
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Diese Methode wurde auch im Rahmen der Diplomarbeit verwendet. Die
Peptidfraktionen wurden jeweils einmal mit Pepsin und einmal mit Trypsin verdaut. Die
entstandenen Spaltpeptide wurden anschliefend mittels LS-MS analysiert und die

Peptidsequenz, wie oben beschrieben, rekonstruiert.

Das Verdauungsenzym Pepsin ist eine saure Peptidase, die ihre hochste proteolytische
Aktivitat bei pH 1,5-3 entfaltet. Trypsin wird iiber autoproteolytische Spaltung aus der
inaktiven Vorstufe unter Einfluss von HCl im Organismus gebildet. Im Gegensatz zu
Trypsin ist Pepsin in seiner Sequenzspezifitit etwas unselektiver. Pepsin spaltet
bevorzugt nach hydrophoben bzw. aromatischen Aminosiduren wie Leucin (L) oder
Phenylalanin (F) (Worthington Biochemical Corporation, 2014a). Die Serinprotease
Trypsin spaltet hingegen selektiv nach den basischen Aminosduren Arginin und Lysin

und arbeitet optimal bei einem pH 7-8 (Worthington Biochemical Corporation, 2014b).

Enzyme, die fiir den proteolytischen Verdau von Peptiden eingesetzt werden, sind meist
fir eine oder mehrere Aminosaure spezifisch. Da Endopeptidasen jedoch selbst eine
Peptidstruktur besitzen, ist zu beobachten, dass es beim Verdau zur Autoproteolyse der
Enzyme - sprich zum Selbstverdau - kommen kann. Eine Strategie, um dies zu
vermeiden, ist der Einsatz von an Polymermartrix gebundenen Enzymen, so dass kein
gegenseitiger Kontakt der Enzyme durch Diffusion zustande kommt. Dadurch kénnen
hohere Enzymkonzentrationen eingesetzt werden und somit die Verdauzeit erheblich
verkiirzt werden. Der Pepsinverdau wurde mit an Harzkiigelchen immobilisiertem
Pepsin durchgefiihrt. Wird ein enzymatischer Verdau hingegen in Losung durchgefiihrt,
wie es beim Trypsinverdau der Fall war, so muss sichergestellt werden, dass keine
autoproteolytischen Spaltprodukte in der Probe enthalten sind bzw. diese als solche
identifiziert werden koénnen. Dazu wurde parallel ein Kontrollexperiment ohne

Peptidprobe angesetzt, und die Daten anschlief3end abgeglichen.

1.3.2 Reduktion und Alkylierung von Peptiden

Peptide kdnnen iiber Cysteinbriicken quervernetzt sein. Dadurch werden enzymatische
Spaltstellen in der Aminosauresequenz eines Peptids fiir Verdauenzyme sterisch oftmals

schwer zuganglich, oder es wird die Trennung zweier Spaltpeptide nach der
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enzymatischen Spaltung verhindert. Deshalb wurden die Disulfidbriicken im Vorfeld
durch Reduktion und Alkylierung gespalten und so hingehend modifiziert, dass sie sich
nicht wieder unter Einfluss von Oz neu ausbilden kénnen.

Die Reduktion der Disulfidbriicken wird mit Hilfe von Reduktionsmitteln wie hier
Dithiothreitol (DTT) durchgefiihrt. Dabei wird die Disulfidbriicke, die zwischen den
Schwefelatomen zweier Cysteinen besteht, getrennt.

Durch die anschlief3ende Alkylierung wird die Reduktion irreversibel. Die freien SH-
Gruppen der Cysteine, die bei der Reduktion entstehen, werden dabei modifiziert, um
die unerwiinschte Neubildung von Disulfidbriicken zu vermeiden (siehe Abbildung 12).
Hierfiir werden Alkylierungsreagenzien wie Iodacetamid eingesetzt. Bei der
Sequenzierung der Aminosduresequenz muss berticksichtigt werden, dass sich durch
die Modifikation das Molekulargewicht des Cysteins um 57 Da erhoht -

dementsprechend ergibt sich eine ,residue mass

(Vatansever, 2007).

von 160 Da fiir ein Cystein

@ D~ SH+I-CHCONH, = @ LD~ S-CH,-CONH + HI

lIodacetamid S-(Carboxyamidomethyl)cystein

Abbildung 12: Reaktion der freien SH-Gruppe eines Cysteins mit lodacetamid zu S-(Carboxyamido-
methyl)cystein.

1.4 Vorkenntnisse aus vorangegangenen Diplomarbeiten
und Zielsetzung

Die Diplomarbeiten von Birgit Semper und Johanna Hellmayr haben bereits im Vorfeld
den Grundstein fiir diese Diplomarbeit gelegt, indem sie die verwendeten
Aufreinigungsverfahren und das Fraktionierungsschema, sowie die HPLC-Methoden

entwickelten und etablierten (Semper, 2012; Hellmayr, 2012).

Birgit Semper konnte im Rahmen eines Pflanzenscreenings feststellen, dass Fructus

Sambuci nigrae eine besonders hohe Konzentration von Peptiden aufweist.

27



Pflanzenpeptide werden in verschiedene Gruppen eingeteilt: Glutathionderivate,
Proteaseinhibitoren und cysteinreiche Abwehrpeptide. Ein Sonderfall stellen die
Cyclotide dar. Diese sind zwar auch cysteinreiche Abwehrpeptide, allerdings ist ihr
Peptidriickgrad durch die Amidbindung zwischen erster und letzter Aminosiure der
Sequenz zu einem Ring geschlossen. Johanna Hellmayr konnte in ihrer Arbeit zeigen,
dass es sich bei den in Fructus Sambuci nigrae enthaltenen Peptide um cysteinreiche
Peptide handelt, die jedoch linear sind. Die lineare Peptidstruktur ist iiber drei
peptidinterne Cysteinbriicken zyklisiert (Hellmayr, 2012). Cysteinbriicken stabilisieren
im Allgemeinen Peptide und Proteine und machen sie so fiir externe Einfliisse
unempfindlicher (Farrokhi et al., 2008). Die Klassifizierung von Peptiden erfolgt meist
iiber Sequenzdhnlichkeit charakteristischer konservierter Regionen, die strukturelle

Ahnlichkeit der Untergruppe ableiten lassen (vgl. Hellmayr, 2012).

Im Rahmen der Arbeit von Johanna Hellmayr wurden bereits einzelne Teilsequenzen
ermittelt. Diese konnten jedoch weder bestatigt noch zu einer vollstindigen

Peptidsequenz zusammengesetzt werden.

Cysteinreiche Abwehrpeptide, wie Defensine, sind in unterschiedlichsten Lebensformen
als Teil einer humoralen Abwehrstrategie zu finden. Neben ihren strukturellen
Ahnlichkeiten erfiillen sie meist auch eine dhnliche Funktion in den Organismen, die mit
der organismuseigenen Abwehr gegen exogene Schiadigungen assoziiert ist — z.B. eine
antimikrobielle Wirkung. Durch die Infektion mit Pathogenen kommt es in Pflanzen zu
einer gesteigerten Expression von Peptiden, die eben diese antimikrobielle Wirkung
besitzen. Um Peptide als Abwehrpeptide zu kategorisieren, muss ein direkter
Zusammenhang zwischen der Genexpression der Peptide und der Abwehrreaktion des
Organismus gegen die Pathogene bewiesen werden. Die Gruppe der Abwehrpeptide
kann in zwei Untergruppen unterteilt werden: Wahrend die eine Gruppe ubiquitdr im
Organismus vorhanden ist, wird die zweite Gruppe nur auf pathogene Reize hin
exprimiert. Beide Untergruppen sind in tierischen Organismen, so auch beim Menschen
und in hoheren Pflanzen zu finden und werden in Korperfliissigkeiten und an
Schleimhaut- und Korperoberflichen sezerniert. Sie dienen dort als Abwehr gegen
Bakterien, Pilze und Viren (Hellmayr, 2012). Cyclotiden konnte eine hamolytische,
cytotoxische und auch eine anti-HIV Wirkung nachgewiesen werden (Gruber und

O'Brien, 2011).
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Da auch in den Beeren von Sambucus nigra eine hohe Konzentration an cysteinreichen
Peptiden nachgewiesen werden konnte (Semper, 2012 und Hellmayr, 2012), liegt die
Vermutung nahe, dass diese potenziell mitverantwortlich fiir die antivirale Wirkung der
Holunderbeere sind, die aus Studien mit dem Nahrungsergianzungsmittel Sambucol®
hervorgeht (Zakay-Rones et al, 2004). Ziel dieser Diplomarbeit ist es, die
Primarstruktur der Hauptpeptide, die in Holunderbeeren enthalten sind, mittels LC-MS-
Analytik aufzuklidren. Parallel dazu, werden in Kooperation mit Arbeitsgruppen am
Universitatsklinikum Freiburg und der Universitat Tibingen Peptidfraktionen aus der
Holunderbeere auf ihre immunmodulatorische und antivirale (Influenza-Virus-A)

Wirkung getestet.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial von Fructus Sambuci nigrae

Fir die Versuche wurde Pflanzenmaterial der toto Droge Fructus Sambuci nigrae (von
Mag. Kottas Heilkrdauter; Charge: W10201493) verwendet. Dabei wurden zur

Gewinnung der Peptide die ganzen getrockneten unzerkleinerten Beeren eingesetzt.

2.2 Probenextraktion

2.2.1 Probenextraktion fiir MS-Experimente

Zur Isolierung der Inhaltsstoffe wurden insgesamt 30 g Drogenmaterial von Fructus
Sambuci nigrae toto mit 300 mL eines Gemisches (1:1) aus Acetonitril und 2%-iger
Ameisensdure (AMS) versetzt und 30 min lang mit Hilfe eines Ultraschallbades
extrahiert. Anschliefiend wurde die gewonnene Probe iiber einen Faltenfilter abfiltriert
und dann in einem Rotationsevaporator zur Trocknung gebracht. Von dem schwarz-
violetten, karamellartigen Acetonitrilextrakt wurden 2,5 g eingewogen und in 15 mL
eines Gemisches (1:9) aus Acetonitril und 1%-iger Ameisensaure gelost. Die Probe
wurde anschliefend, wie unter Kapitel 2.3, S.31, beschrieben, mittels

Festphasenextraktion (SPE) weiter aufgereinigt.

Diese Extraktion wurde zweimal durchgefiihrt. Zum einen wurde fiir die LC-MS Analytik
die erhaltene Probe in Einzelfraktionen aufgetrennt (siehe Tabelle 2, S.32) und zum
anderen wurde ein Gesamtpeptidextrakt (FSN_31.3-FSN_43.4) fiir Zelltests gesammelt.

Das Gesamtpeptidextrakt wurde dabei wie folgt weiterverarbeitet: das Losungsmittel
wurde entfernt, die Gesamtausbeute von 23,0 mg bestimmt, und die Probe erneut in
zweimal 5 mL Acetonitril/1%-ige Ameisensaure 4:1 (v/v) gelost. Diese Losung wurde
auf 20 Eppendorfgefafde volumenaliquot aufgeteilt und erneut zur Trocknung gebracht.
Die so erhaltene Probe wird auch im Folgenden als Gesamtpeptidfraktion bezeichnet.
Um zu tiberpriifen, ob die Aliquote tatsachlich die gleiche Stoffmenge beinhalten, wurde

exemplarisch das Fiillgewicht von vier Eppendorfgefafien bestimmt (1,11-1,24 mg). Die
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Aliquote wurden fiir weitere Tests auf antimikrobielle, antivirale und
immunmodulatorische Wirkung an die Kooperationspartner am Universitatsklinikum
Freiburg (Dr. Carsten Griindemann; Uni-Zentrum Naturheilkunde; Arbeitsgruppe
Praklinik) und an der Eberhard Karls Universitit Tiibingen (Prof. Oliver Planz;

interfakultares Institut fiir Zellbiologie; Abteilung Immunologie) geschickt.

2.2.2 Probenextraktion fiir Hitzestabilititstest

Die Durchfiihrung erfolgte auf Grundlage eines Kochrezeptes fiir Holunderbeerensaft
(Anonym, 2009). Hierfiir wurden 10 g Droge in 100 mL bidest. Wasser eine Stunde lang
quellen gelassen und anschliefend 30 Minuten lang gekocht. Das erhaltene Produkt
wurde filtriert, allerdings konnten nur weniger als 50 mL Filtrat gewonnen werden. 2,5
mL davon wurden zu je 750 uL aliquotiert. Diese wurden tiiber eine 96-well-SPE
aufgereinigt, die, wie unter Kapitel 2.6, S.35, beschrieben, durchgefiihrt wurde. Die so

erhaltene Probe wird im Folgenden als Gesamtwasserextrakt bezeichnet.

2.3 Festphasenextraktion (SPE) der Extrakte aus Fructus
Sambuci nigrae

Durch Festphasenextraktion, die zur Auftrennung der Inhaltsstoffe der extrahierten
Probe aus Fructus Sambuci nigrae (Kap. 2.2, S.30) bereits im Vorfeld von Birgit Semper
etabliert wurde (Semper, 2012), konnten die zu isolierenden Peptide in verschiedene
Fraktionen aufgetrennt, sowie andere Inhaltsstoffe und Verunreinigungen abgetrennt
werden. Hierfiir wurde eine Reversed-Phase C-18 SPE von Agilent Technologies (Mega
Bond Elut C-18; 10 g 60 mL) verwendet. Die Auftrennung der Peptide
(Gesamtpeptidfraktion) erfolgt durch die stufenweise Absenkung der Polaritit des
Elutionsmittels. Dafiir wurden sechs verschiedene Mischungsverhaltnisse von
Acetonitril und 1%-iger wassriger Ameisenssaure verwendet (27%-ig, 31 %-ig, 35%-ig,
39%-ig, 43%-ig und 47%-ig). Die Fraktionen, die bei 31-47%-igem Acetonitril eluieren,
wurden in je vier Unterfraktionen unterteilt. Die SPE wurde wie folgt durchgefiihrt:

2,5 g des Acetonitrilextrakts (Kap. 2.2.1 und, S.30) wurden in 15 mL einer Mischung
(1:9) aus 10%-igem Acetonitril und 1%-iger Ameisensaure geldst. Die Sdule wurde, wie

in der folgenden Tabelle 2 beschrieben, mit MeOH gewaschen und mit 1%-iger
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Ameisensaure equilibriert. Anschlief3end wurde das Acetonitrilextrakt (siehe Kap. 2.2.1,
S.30) aufgetragen und die einzelnen Fraktionen mit steigendem Acetonitril Gradienten

eluiert und aufgereinigt.

Volumina Elutionsmittel
Waschen
3-4 Reservoirvolumina Methanol redest.

Equilibrieren

3-4 Reservoirvolumina wassrige Ameisensaure 1%
Auftragen Extrakt (Kap. 2.2.1, S.30): ca. 2,5 g geldst in 15 mL
15 ml wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 9:1 (v/v)

Elution (verworfen)

3 Saulenvolumina wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 9:1 (v/v)

Elution Frakt.-Bez.
(gesammelte Fraktionen) pro Saulenvolumina 4 Fraktionen a 15 mL

1 Saulenvolumen wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 73:27 (v/v) FSN_27.

1 Séaulenvolumen wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 69:31 (v/v) FSN_31.1-31.4.

1 Séaulenvolumen wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 65:35 (v/v) FSN_35.1-35.4.

1 Séaulenvolumen wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 61:39 (v/v) FSN_39.1-39.4.

1 Séaulenvolumen wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 57:43 (v/iv) FSN_43.1-43.4.

1 Séaulenvolumen wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 53:47 (v/iv) FSN_47.1-47 4.

Tabelle 2: SPE-Schema an C-18 Material (10 g, 60 mL) zur Aufreinigung und Auftrennung der Peptide von
Fructus Sambuci nigrae aus dem Acetonitrilextrakt (Kap. 2.2.1, S.30; vgl. Kap. 2.4, S.33).

Das Eluat der drei Sdaulenvolumina mit 10%-igem Acetonitril wurde verworfen. Die mit
27%-igem Acetonitril eluierten Fraktionen wurden gemeinsam aufgefangen, aber nicht
weiter bearbeitet.

Die restlichen Konzentrationen wurden in je vier unterschiedlichen Gefafden zu je 15 mL

aufgefangen und anschlief3end in der Vakuumzentrifuge zur Trockene gebracht.
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2.4 Systematische Benennung der Fraktionen

Zur Differenzierung der unter Kapitel 2.3, S.31 (bzw. Kap. 2.2, S.30), gewonnenen
Fraktionen wurden diese zunachst systematisch nach ihrer Ursprungsdroge Fructus
Sambuci nigrae (FSN_) benannt. Fiir Zelltests wurde ein Gesamtpeptidextrakt
hergestellt, das auch im Weiteren als solche bezeichnet wird (siehe Kap. 2.2.1, S.30). Das
wassrige Extrakt das fiir den Test der Peptide auf Hitzestabilitdt hergestellt wurde, wird
im Folgenden als Gesamtwasserextrakt bezeichnet (siehe Kap. 2.2.2, S.31).

Die Bezeichnung der Einzelfraktionen fiir die Sequenzanalytik wurden mit der
Acetonitrilkonzentration ergdnzt, mit der die jeweilige SPE-Fraktion eluiert, und die
entsprechende Unterfraktion angefiigt (z.B. FSN_31.1.,, das entspricht der ersten
Subfraktion, die mit 31%-igem Acetonitril eluiert wurde).

Die systematische Fraktionsbezeichnung wurde anschlieffend mit dem jeweiligen
verwendeten Verdauungsenzym Trypsin (TD) bzw. Pepsin (PD) erganzt (z.B.
FSN_31.1._TD).

Zur Darstellung der Sequenzierungsergebnisse (der MS-Spektren) in einer
nachvollziehbare Struktur, wurden zwei Darstellungsformen gewahlt. Aus dieser kann
sowohl die ausgelesene Teilsequenz, als auch deren Lokalisation in der Sequenz des
intakten Peptids bzw. Spaltpeptids entnommen werden. Folgende zwei

Darstellungsformen wurden gewahlt:

GCAPWSPCQSGCTCVGVGG{K/Q}[I/LJGACTGP I/L (=intaktes Peptid)
GCAPWSPCQSGCTCVGVGG{K/Q}[I/LJGACTGP I/L (=Spaltpeptid)

Dabei gehoren alle farblich einheitlichen Sequenzbereiche zu dem gleichen Spaltpeptid.
Der Bereich, der direkt aus dem jeweils beschriebenen Spektrum sequenziert wurde,
wird durch die hervorgehobene Schrift fett gekennzeichnet. Der ausgegraute Bereich ist
der Sequenzteil, der das Spaltpeptid zur Gesamtsequenz des intakten Peptids
vervollstandigt. Werden im Folgenden MS3-Spektren beschrieben, so werden die
abgespaltenen Teilsequenzen in einem d&hnlichen abgeschwichten Farbton
zurlckgesetzt dargestellt.

Im  Flief3text gibt es unterschiedliche Darstellungsformen. Es werden

Spaltpeptidsequenzen isoliert dargestellt. Dabei werden zum einen Sequenzbereiche,
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die direkt aus einem Spektrum sequenziert wurden, fett dargestellt und zum anderen
kann sich die hervorgehobene Sequenz auch auf Sequenzbereiche beziehen auf die der

Text bzw. die Diskussion Bezug nimmt.

2.5 Spaltung der peptidinternen Cysteinbriicken - Reduktion
und Alkylierung

Fraktion Gewicht 0,1 M NH,HCO; 0,1 MDTT 0,3 M lodacetamid Acetonitril
in mg in uL in uL in uL in uL
31.1. 3,58 358 179 179 78,8
31.2. 4,39 439 220 220 96,8
31.3. 2,80 560 280 280 123,2
31.4. 1,94 388 194 194 85,4
35.1. 2,75 550 270 270 118,8
35.2. 3,35 670 335 335 147 .4
35.3. 2,44 488 244 244 107.,4
35.4. 1,51 302 151 151 66,4
39.1. 1,35 270 135 135 59,4
39.2. 1,28 256 128 128 56,3
39.3. 1,05 210 105 105 46,2
39.4. 0,87 174 87 87 38,3
43.1. 1,09 218 109 109 48,0
43.2. 0,81 162 81 81 35,6
43.3. 0,68 136 68 68 29,9
43.4. 0,43 86 43 43 18,9
47 1. 0,42 82 42 42 18,5
47 .2. 0,24 48 24 24 10,6
47.3. 0,32 64 32 32 14,1
47 4. 0,47 94 47 47 20,7

Tabelle 3: Pipettierschema der eingesetzten Reagenzien NH4HCO3, DTT zur Reduktion der
Disulfidbriicken und lodacetamid zur Alkylierung der freien SH-Gruppen, jeweils bezogen auf die
Peptidmenge der einzelnen Fraktionen.

Die getrockneten SPE-Fraktionen (vgl. Tabelle 2, S.32) wurden in zwei Schritten jeweils
in 250 uL 47%-igem Acetonitril (1%-iger Ameisensaure) gelost und in Eppendorfgefafie
tberfiihrt. Daraufhin wurden die Fraktionen wieder getrocknet und die Ausbeute per

Differenzwagung bestimmt (siehe Tabelle 3).

Flr die Reduktions- und Alkylierungsreaktionen wurden die Proben zunachst mit je 200
uL 0,1 M NH4HCO3 pro mg Ausbeute versetzt und geldst. Lediglich bei den Proben
FSN_31.1 und FSN_31.2. wurde mit 100 uL 0,1 M NH4HCO3 pro mg Ausbeute gearbeitet,
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da hier eine eher geringere Peptidkonzentration im Vergleich zu den iibrigen Fraktionen
zu erwarten war (siehe Hellmayr, 2012).

Zur Reduktion der Disulfidbriicken wurden die Proben mit je 100 uL pro mg Ausbeute
0,1 M DTT Losung versetzt und 30 min bei 60 °C im Heizblock inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Proben auf Eiswasser gekiihlt. Fir die
anschlief3ende Alkylierung der freien SH-Gruppen wurden den Proben je 100 uL pro mg
Ausbeute 0,3 M lodacetamid als Alkylierungsreagenz zugegeben und diese 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Das Volumenverhaltnis war dabei 2:1:1 und das
Konzentrationsverhdltnis 2:1:3. Die exakt eingesetzten Volumina kénnen der Tabelle 3,
S.34, entnommen werden. Im letzten Schritt wurden die Acetonitrilkonzentration der
Proben jeweils auf 10% erganzt. Dadurch kann die Loslichkeit auch fiir hydrophobe

Peptide gewahrleistet werden.

2.6 Festphasenextraktion (SPE) zur Aufreinigung der
alkylierten Peptide

Zur Aufreinigung der alkylierten Peptidfraktionen wurden die Proben auf je eine 96-well
SPE-Saule (RP 18-SPE von Supelco® Analytical, Discovery® DSC-18 SPE_96-Plate; 100
mg; Produktnr.: 3266701) aufgetragen. Die Fraktionen wurden mit bidest. H,0 und
10%-igem Acetonitril gewaschen und dann mit 80%-igem Acetonitril eluiert. Das Eluat
wurde zur Weiterverarbeitung aufgefangen. Die genaue Durchfiihrung kann Tabelle 4,
S.36, entnommen werden.

Von den gewonnenen Proben (4 mL) wurden je 200 uL fiir eine LC-MS Analyse
entnommen. Das librige Volumen wurde in 4 Eppendorfgefafde zu jeweils ungefahr 950
uL aliquotiert, getrocknet und die Aliquote bei -18 °C tiefgefroren. Die LC-MS Proben
wurden nach der Trocknung wieder in 50 uL 10%-igem Acetonitril (1%-iger

Ameisensaure) geldst, abzentrifugiert und in Probenvials tibergefiihrt.
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Volumina Elutionsmittel

Waschen (Saule)
3-4 Reservoirvolumina Methanol redest.

Equilibrieren

3-4 Reservoirvolumina bidest. H,O
Auftragen
siehe Tabelle 3 Proben

Waschen (Proben)
1 Reservoirvolumen bidest. H,O

2 Reservoirvolumina wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 9:1 (v/v)

Elution (gesammelt)
2 Saulenvolumina wassrige Ameisensaure 1%: Acetonitril 2:8 (v/v)

Tabelle 4: SPE-Schema an C-18 Material (96-Well, 100 mg) zur Aufreinigung der reduzierten und
alkylierten Peptidfraktionen.

2.7 Enzymverdau

Nach Auswertung der LC-MS Daten der alkylierten Peptidfraktionen wurden
ausgewahlte Fraktionen mit ausreichender Peptidkonzentration zur weiteren Analyse
herangezogen. Diese wurden zur massenspektrometrischen Analyse der Peptidsequenz
mit zwei unterschiedlichen Endopeptidasen, Trypsin (Trypsin, TPCK behandelt, aus
Rinderpankreas; Sigma-Aldrich; Produktnr.: T1426-100mg) und Pepsin (immobilisierte
Pepsin Agarose von Thermo Scientific; Produktnr.: 20343), in kleinere Spaltpeptide
gespalten.

Fir den tryptischen Verdau wurde die Probe in 50 uL 0,1 M NH4HCO3 fiir 10 min mit
Hilfe eines Ultraschallbades gelost. Es wurde parallel eine Blindprobe hergestellt. Durch
den Abgleich der erhaltenen LC-MS Daten mit der Blindprobe kénnen Spaltpeptide, die

durch den Selbstverdau des Trypsins entstehen konnen, in den Daten der Proben als
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solche identifiziert werden. Jeder Probe wurden 5 uL Trypsin (1 mg pro 10 mL 10 mM
HCI) zugesetzt. Nach ca. 8 h bei 37°C im Wasserbad wurden die Proben mit 55 uL 1%-
iger Ameisensdaure und 12 uL purem Acetonitril versetzt, um den Verdau zu stoppen
und anschlieRend bei 12000 UpM 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
Probenvial iiberfithrt und die Proben mittels LC-MS vermessen. Fiir den peptischen
Verdau wurde ein Aliquot jeder Fraktion (siehe Kap. 2.6, S.35) in 100 uL 0,01%-iger
Ameisensaure fiir 10 min mit Hilfe eines Ultraschallbades gelost. 40 uL. immobilisiertes
Pepsin wurden in ein Eppendorfgefafd tberfiihrt und dreimal mit 200 uL 0,01%-iger
Ameisensdure gewaschen. Die geloste Probe wurde in das Gefafs mit dem gewaschenen
Pepsingel tiberfiihrt und 100 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch regelmafiiges
Resuspendieren konnte eine gleichmafdige Durchmischung und somit ein vollstandiger
Verdau gewadhrleistet werden. Nach 100 min wurde das Pepsingel abzentrifugiert und
der Uberstand in ein neues Eppendorfgefi iiberfiihrt. Dieser wurde nochmals bei
12000 UpM fiir 10 min abzentrifugiert und zur LC-MS Analyse in ein geeignetes

Probenvial Uberfiihrt.

2.8 LC-MS Methoden

Um die molekularen Massen der intakten Peptide (reduziert und alkyliert) und deren
Spaltpeptide zu bestimmen, sowie zur Sequenzierung wurden LC-MS Analysen auf
einem Ultimate 3000 RSLC-Series System (Dionex), das an ein 3D-lonenfallen-
Massenspektrometer mit einer orthogonalen ESI-Quelle (HCT; Bruker Daltonics)

gekoppelt ist, durchgefiihrt.

2.8.1 HPLC Methoden

Fir die LC-MS Analysen wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene HPLC-Methoden
verwendet. Diese wurden von Birgit Semper (Semper, 2012) etabliert. Die Proben
wurden, wie unter den Kapiteln 2.6, S.35, und 2.7, S.36, beschrieben, fiir die LC-MS
Analyse vorbereitet, und die HPLC-Trennung auf einer Acclaim 120, C-18, 3 um, 2.1 x
150 mm Analysensaule (Dionex) bei 25 °C durchgefiihrt. Als mobile Phase A wurde
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dabei 0,1%-ige Ameisensdaure und als mobile Phase B Acetonitril verwendet; die
Flussrate betrug dabei stets 0,5 mL/min.

Die HPLC-Screeningmethode (pepscr_Icms, Tabelle 5, S.38) wurde zur Erfassung der
Massen der reduzierten und alkylierten intakten Peptide, sowie fiir die
Vergleichsanalysen, in denen die Peptide auf Hitzestabilitat und auf Loslichkeit in PBS-
Puffer getestet wurden, verwendet. Der Gradient wurde dabei nach folgendem Schema
aufgebaut.

Fir die LC-MS Analysen der enzymatischen Spaltpeptide, die Grundlage fiir die
Sequenzanalyse der Peptide waren, wurde die HPLC-Methode Plantpeptidomics-
Methode 1 (digest_M01) eingesetzt. Diese Methode wurde speziell fiir die Analyse der in
Fructus Sambuci nigrae enthaltenen Peptide optimiert. Im Laufe der Arbeit wurde die
Plantpeptidomics-Methode 1 noch zur HPLC-Methode Plantpeptidomics-Methode 2
(digest_M02) verkiirzt. Die Gradienten wurden dabei wie folgt aufgebaut (Tabelle 6, S.39
und Tabelle 7, S.24).

Screeningmethode (pepscr_lcms)

Minuten Acetonitril Anteil in %
00.0-02.0 10%
02.0-52.0 10 — 60%
52.0-53.0 60—95%
53.0-63.0 95%
63.0-64.0 95—10%
64.0-75.0 10%

Tabelle 5: Tabellarische Darstellung des Gradienten der HPLC-Methode pepscr_Icms, die fiir die Analyse
der intakten Peptide herangezogen wurde.
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Plantpeptidomics-Methode 1 (digest M01)

Minuten Acetonitril Anteil in %
00.0-02.0 5%
02.0-37.0 5—40%
37.0-38.0 40—95%

38.0 —48.0 95%
48.0-49.0 95—5%
49.0-59.0 5%

Tabelle 6: Tabellarische Darstellung des Gradienten der HPLC Methode digest M01, die fiir die Analyse der
Spaltpeptide optimiert wurde.

Plantpeptidomics-Methode 2 (digest M02)

Minuten Acetonitril Anteil in %
00.0-02.0 5%
02.0-27.0 5 - 30%
27.0-28.0 30—95%

28.0 — 38.0 95%
38.0-39.0 95—5%
39.0-49.0 5%

Tabelle 7: Tabellarische Darstellung des Gradienten der HPLC Methode digest M02, die fiir die
Sequenzanalyse optimiert wurde.

2.8.2 MS-Methode

Die zweite Komponente der LC-MS ist ein 3D-lonenfallen-Massenspektrometer, das mit

einer orthogonalen ESI-Quelle (HCT; Bruker Daltonics) gekoppelt ist. Dabei wurde der

Eluentenfluss ca. 1:4 vor der ESI-Quelle gesplittet, die mit folgenden Einstellungen

betrieben wurde: Kapillarspannung: -3,7 kV, Vernebelungsgas: 26 psi (N2), Fluss des

Trockengases: 9,0 L/min (N2), Trockengastemperatur: 340°C. Wie fiir die HPLC wurden

auch hier verschiedene Methoden fiir die Analytik verwendet.

Im Rahmen der Arbeit wurden drei verschiedene Arten von Experimenten

durchgefiihrt, fiir die jeweils gesondert eine Methode entworfen wurde. Fir alle

verwendeten MS-Methoden wurden jedoch einige Parameter fixiert: So wurde stets im

Positiv-lonen-Modus gemessen, ein Messbereich von m/z 80-2500 festgelegt und als

Kollisionsgas wurde He verwendet.
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Zur Detektion der intakten (reduzieren und alkylierten) Peptide wurde eine Methode
gewahlt, bei welcher ausschlief3lich MS!-Spektren der Peptide aufgenommen wurden,

um deren intakte Massen zu bestimmen.

Zur Charakterisierung der enzymatischen Spaltpeptide wurde zuniachst eine Methode
gewdhlt bei der zusdtzlich eine automatische Fragmentierung der Spaltpeptide
durchgefiihrt wurde (Auto-MS"), wenn deren Signal eine bestimmte Intensitat liberstieg.

Dabei spricht man von dem Data Dependent Acquisition- bzw. DDA-Modus.

Basierend auf den im DDA-Modus erzielten Resultaten wurden individuelle Methoden
geschrieben, um gezielt lonen zu fragmentieren, die fiir die Analytik der Peptide
relevant erschienen. Dabei wurde eine LC-MS Methode in bestimmte Zeitfenster
eingeteilt und genau festgelegt, in welchem Zeitfenster welches Spaltpeptid mit einem
bestimmten m/z-Wert isoliert und fragmentiert werden sollte; individuell fiir den
detektierten m/z-Wert der Spaltpeptide wurde jeweils der Scan-Bereich festgelegt.
Neben gezielten MS2-Experimenten wurden hier auch MS3-Experimente durchgefiihrt,
bei welchen Fragmente aus einem MS2?-Spektrum der Spaltpeptide ausgewahlt wurden,
die in einem Mehrstufenexperiment dann weiter fragmentiert wurden. Durch manuell
geschriebenen MS-Methoden bzw. durch eine gezielte Fragmentierung der Spaltpeptide
kann eine bessere Spektrenqualitit gewdhrleisten werden. Diese Spektren waren
Grundlage der Peptidsequenzanalyse, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde.
Zur Auswertung der Spektren wurde das Analyseprogramm Compass Data Analysis

(Bruker) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorexperimente fiir die biologische Testung der Peptide

Da fiir die meisten bekannten therapeutischen Anwendungen von Holunderbeeren
wassrige Abkochungen verwendet werden, ist fiir eine potenzielle medizinische
Wirkung der untersuchten Peptide deren Hitzestabilitit und Wasserloslichkeit von
entscheidender Bedeutung. Um tiberpriifen zu konnen, ob die in den Beeren enthaltenen
Peptide fiir die medizinische Wirkung der Wasserextrakte verantwortlich sein kénnen,

wurden folgende Kontrollexperimente durchgefiihrt.

3.1.1 Loslichkeit

Um das Gesamtpeptidfraktion (Kap. 2.2.1, S.30) auf antibakterielle, antivirale und
immunmodulierende Wirkung testen zu lassen (Dr. Carsten Griindemann; Uni-Zentrum
Naturheilkunde; Universitatsklinikum Freiburg und Prof. Oliver Planz; interfakultires
Institut fiir Zellbiologie; Universitat Tiibingen), wurde die Ldslichkeit der Peptide in
PBS-Puffer getestet. Durch die organische Extraktionsmittelkomponente Acetonitril
konnte von den Ergebnissen der zuvor durchgefiihrten Analysen nicht direkt auf eine
Loslichkeit in polaren Losungsmitteln wie Wasser (oder wassrigen Puffersystemen)
geschlossen werden. Diese ist allerdings Voraussetzung fiir eine potentielle Wirkung im
Rahmen der traditionellen, medizinischen Anwendung, da dabei meist wassrige
Zubereitungen verwendet werden. Ebenso muss eine Ldslichkeit der Probe im

physiologischen Medium fiir die Zelltests gegeben sein.

Zur Testung der Loslichkeit wurden 30 g Droge mit 300 mL eines Gemisches (1:1) aus
Acetonitril und 2%-iger Ameisensaure extrahiert, tiber eine SPE aufgereinigt (wobei nur
die Fraktionen FSN_31.3.-43.4. gesammelt wurden) und das Losungsmittel entfernt

(siehe Kap. 2.2.1, S.30).
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Abbildung 13: Loslichkeitsvergleich der gereinigt Gesamtpeptidfraktion (Kap. 2.2.1, S.30) von Fructus
Sambucus nigra in PBS-Puffer und 80%-igem Acetonitril mittels LC-MS (HPLC-Screeningmethode vgl.
Tabelle 5, S.38). Das obere Basispeakchromatogramm zeigt das Peptidmuster der in PBS-Puffer gelosten
Peptidgesamtfraktion. Das untere Spektrum zeigt die in 80%-igem (1%-ige Ameisensdure) Acetonitril
gelosten Peptide.

Die LC-MS Daten, die die Gesamtpeptidfraktion in PBS-Puffer und in 80%-igem
Acetonitril geldst zeigen, weisen im Vergleich ein nahezu identisches Peptidmuster und
ahnliche Signalintensitdten auf. Das belegt, dass die extrahierten Peptide in reiner Form

und in anndhernd gleichen Mengen sowohl in 80%-igem Acetonitril als auch in PBS-

Puffer l6slich sind (siehe Abbildung 13).

Dieses Ergebnis ist die Grundlage fiir in-vitro Versuche an Bakterien und Virenkulturen
(Influenza-A-Viren). Erste Ergebnisse dieser Versuche der Arbeitsgruppe von Prof.
Oliver Planz (an der Eberhard Karls Universitdt Tiibingen) zeigten, dass die Peptide, die
im Rahmen dieser Diplomarbeit sequenziert wurden, eine antivirale Wirkung aufweisen.
Da nur eine Gesamtpeptidfraktion untersucht wurde, kann keine weitere Eingrenzung
auf einzelne Peptide gemacht werden. Zusatzlich konnte eine immunmodulierende
Wirkung der Peptide von der Arbeitsgruppe von Dr. Carsten Griindemann
(Universitatsklinikum Freiburg) gezeigt werden.

Im Folgenden werden die Hauptpeptide, die in den einzelnen Fraktionen enthalten sind,

identifiziert und ihre Sequenz bestimmt.
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3.1.2 Hitzestabilitat

Um die Stabilitit der Peptide gegeniliber Hitzeeinwirkung zu tiberpriifen, wurde ein
Gesamtwasserextrakt (Kap. 2.2.2, S.31), das iber 30 min abgekocht wurde, anhand eines

Kochrezepts fiir Holunderbeerensaft (Anonym, 2009) hergestellt.

Intenss. 1 FSN_Hollerkoch_scr__RB7_01_2697.d
x10°] Gesamtwasserextrakt

*1  nach SPE-Aufreinigung

-4 Ao ada
Xm%._ FSN_GFCG_solubiity_BOACN_scr__RB3_01. 2694.d

Gesamtpeptidextrakt
] nach SPE-Aufreinigung
1.5

1.0

0.5

0.0

5 10 1 T2 2 7 T30 7 Tmeminl

Abbildung 14: Vergleich des Peptidmusters des Gesamtwasserextrakts (Basispeakchromatogramme,
HPLC-Methode, siehe Tabelle 5, S.38), das nach 30 miniitigem Kochen von Holunderbeeren im
destillierten Wasser (oben) entsteht (siehe Kap. 2.2.2, S.31) mit dem Peptidmuster der
Gesamtpeptidfraktion (siehe Kap. 2.2.1, S.30), das durch Extraktion mit 80%-igem Acetonitril (unten)
erhalten wird. Da die Gesamtpeptidfraktion (bei der Fraktionierung mittels SPE) erst ab einer
Acetonitrilkonzentration von 31% gesammelt wurden (vorigen Fraktionen verworfen), sind im unteren
Chromatogramm die nicht-peptidischen Komponenten, die innerhalb der ersten 25 min eluieren, nicht
enthalten.

Bei der Vergleichsauswertung der erhaltenen LC-MS Daten des Gesamtwasserextrakts
mit denen der Gesamtpeptidfraktion (siehe Kap.2.2.1, S.30) zeigte sich, dass das
Peptidmuster, das nach 30 miniitigem Kochen erhalten wurde, mit dem der
Gesamtpeptidfraktion identisch ist (siehe Abbildung 14). Trotz der starken
Hitzebelastung, der die Peptide oftmals bei medizinischen Zubereitungen ausgesetzt
sind, wird das Peptidmuster in der Zusammensetzung, wenn tiberhaupt, nur marginal
beeinflusst. Die absolute Konzentration der Peptide in den Extrakten wurde im Rahmen
dieser Diplomarbeit nicht gemessen, allerdings zeigen die Daten, dass die Peptide auch
in Wasser gut l6slich sind und deren Konzentration in den Abkochungen durchaus
relevant ist. Dadurch konnte eine therapeutische Wirkung theoretisch mit den
enthaltenen Peptiden in Zusammenhang stehen. Mit diesem Versuch konnte gezeigt

werden, dass die hier untersuchten Peptide thermostabil sind.
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3.2 Sequenzierung der Peptide

3.2.1 Fraktionierung der Peptide mittels Festphasenextraktion

Wie in Tabelle 2, S.32, beschrieben, wurde der Extrakt tiber eine SPE nach sinkender
Polaritat (Elutionsmittel: 27-47%-iges Acetonitril-(1%-ige)-Ameisensdure-Gemisch) in
Einzelfraktionen aufgetrennt. Die im Rahmen der Arbeit isolierten Peptide besitzen eine
tiber Disulfidbriicken quervernetzte Primarstruktur. Durch Reduktion der
Disulfidbriicken entstehen freie SH-Gruppen. Diese wurden anschlieféend alkyliert und
dabei so hingehend modifiziert, dass sich keine neuen Cysteinbriicken mehr bilden
konnten. Auf diese Weise konnte eine linear nicht quervernetzte Struktur der Peptide
gewahrleistet werden (siehe Kap. 2.5, S.34; vgl. Kap. 1.3.2, S.26), welche eine wichtige
Voraussetzung fiir die anschlieffende massenspektrometrische Sequenzierung der
Peptide und deren Spaltpeptide darstellte.

Von den erhaltenen Fraktionen wurden anschlieflend einzeln LC-MS Daten
aufgenommen. Die LC-MS Daten der erhaltenen Einzelfraktionen wurden ausgewertet,
um das Molekulargewicht der enthaltenen Peptide tabellarisch festzuhalten. Diese

Tabelle bildet die Grundlage der weiteren Arbeit (sieche Anhang Tabelle B1,S.111).

Zur naheren Analyse und Identifizierung der Peptide und ihrer Sequenz wurden jedoch
nur die Fraktionen FSN_31.4., FSN_35.3.,, FSN_39.2 und die Fraktionen FSN_39.4-43.3.
herangezogen. Da die Fraktionen FSN_31.1. sowie FSN_43.4.-47.4. nur eine geringe
Peptidkonzentration aufwiesen, wurden diese fiir die weitere Analyse nicht
herangezogen (vgl. Anhang Abbildung B 1, S.112 und Abbildung B 4, S.116). Die Fraktion
FSN_39.3. wurde ebenfalls nicht fiir die Sequenzierung der Peptide herangezogen, da sie
eine komplexe Mischung der Peptide aus den Fraktionen FSN_31.4-35.3. und der
nachfolgenden Fraktion FSN_39.4. enthielt (vgl. Anhang Abbildung B 3, S.114). Aus
diesem Grund wurde auf eine Auswertung verzichtet, da diese keine zusatzliche
Information geliefert hiatte und mit Zunahme der Komplexitit einer Mischung die

Zuordnung der Verdauprodukte erheblich erschwert wird.

Von den Fraktionen FSN_31.4., FSN_35.3., FSN_39.2 und FSN_39.4-43.3. wurde jeweils

eine Probe mit Pepsin und eine mit Trypsin verdaut (siehe Kap. 2.7, S.36) und zur
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weiteren Analyse LC-MS Daten der Proben aufgenommen. Uber Teilsequenzen, die aus
den Verdauprodukten und deren Fragmenten ausgelesen werden konnen, kann wie in
der unter Kapitel 1.3, S.25, beschrieben, die Aminosduresequenz der intakten Peptide
rekonstruiert werden. Auf diese Weise konnten im Rahmen der Arbeit insgesamt vier
Peptide sequenziert werden, fiir mindestens ein weiteres Peptid liegen zwar
Sequenzinformationen aber keine vollstindige Sequenz vor.

Im Folgenden wird die ermittelte Aminosduresequenz der identifizierten Peptide

anhand von MS2- und MS3-Spektren der Spaltpeptide belegt.

3.2.2 FSN_35.3.

Die Fraktion FSN_35.3. ist, wie Tabelle 2, S.32, zu entnehmen ist, gewonnen worden. Sie
ist die dritte Fraktion, die tiber eine SPE (siehe Kap. 2.3, S.31) mit 35%-igem Acetonitril
eluiert wurde.

Im Folgenden wird exemplarisch die detaillierte Vorgehensweise bei der
Sequenzanalyse anhand dieser Fraktion illustriert.

Bei der Fraktion FSN_35.3. handelt es sich um ein Peptidgemisch aus mehreren
Komponenten (siehe Abbildung 15, S.45 und Tabelle 8, S.20), wobei im Rahmen der
Arbeit aus dieser Fraktion zwei Peptide, P2 und P3 genannt, sequenziert wurden, die
beide ein Molekulargewicht von 3535 Da besitzen und mit der Screeningmethode
(pepscr_lcms) bei 19,9 min und 20,4 min eluierten. Die Peptide (P1 und Isoformen), die
zwischen 17-18 min eluierten konnten durch die Daten, die aus Fraktion FSN_31.4.

gewonnen wurden, aufgeklart werden (vgl. Kap. 3.2.4, S.65).

P1 P2 P3
|

Inte1r6sé_- l \L FSN:[_35-3_M1_pMS1_RA7_01_2668.d: BPC 80.0-2500.0 +All MS
X i

2.0

1.5
1.0

05

004

15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 Time[min]

Abbildung 15: Basispeakchromatogramm der reduzierten und alkylierten Peptidfraktion FSN_35.3.
(Tabelle 2, S.32) mit den drei Hauptpeptide P1, P2 und P3 (HPLC-Methode siehe Tabelle 5, S.38).
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Neben den oben genannten Peptiden P1, P2 und P3 waren noch weitere Peptide in der
Fraktion FSN_35.3. vorhanden. Die wesentlichen Peptide dieser Fraktion sind der
Tabelle 8 aufgelistet. Desweiteren waren die Peptide der Fraktion FSN_35.3. auch in den
Fraktionen FSN_35.4.-39.2 in anderen Intensitdten enthalten (vgl. Tabelle 8).

e G e S S

1229,0 3684,0 P1 +Hexose
1283,0 3846,0 P1 +2Hexose XX (x) (x) (x)
974,0 3892,0 +46 Da X () (x)
12444 3730,2 +46 Da XX X (x) (x)
893,2 2676,6 X X X
929,0 3712,0 X X
969,3 3873,2 X X
1179,4 3535,2 P2 XXX XXX XX (x)
1179,3 3534,9 P3 XXX XXX XXX (x)

Tabelle 8: Ergebnisse der semi-quantitativen Massenauswertung der reduzierten und alkylierten Peptide
der Fraktionen FSN_35.3.-39.2.. Die Tabelle ist auf die Massen der wesentlichen in den Fraktionen
vorkommenden Peptide reduziert. Sie beinhaltet zusatzlich zu den hier sequenzierten Peptiden P2 und P3
die Peptidvarianten des Peptids P1(siehe Kap. 3.2.4, S.65), die hier zwischen 17-18 min eluieren. Die
vollstandige Tabelle ist im Anhang zu finden.

3.2.2.1 Enzymatischer Verdau

Um die massenspektrometrische Analyse der Peptidfraktionen zu erleichtern, wurden
die enthaltenen Peptide mit Endopeptidasen in kiirzere Peptidketten gespalten. Dafiir
wurden die Enzyme Trypsin und Pepsin verwendet (vgl. Kap. 1.3, S.25). Im Folgenden
wird zundchst nur auf das Peptid P2 eingegangen.

Abhangig von dem eingesetzten Enzym ergaben sich unterschiedliche Spaltpeptide. Aus
den jeweils erhaltenen Spaltpeptiden (Tabelle 9, S.48 und Tabelle 10, S.48) lief3 sich das
Peptid P2 mit der Masse 3535 Da auf zwei unterschiedliche Arten und Weisen
rekonstruieren (vgl. Abbildung 16, S.47 und Abbildung 17, S.47).
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Pepsin Spaltpeptidmuster

3535,2

2879,1 674,2

2108,6 788,3 674,2

Abbildung 16: Theoretische Rekonstruktion von P2 und P3 aus den Spaltpeptiden des Pepsinverdaus der
Fraktion FSN_35.3..

Trypsin Spaltpeptidmuster

3535,2

660,3 2892,9

660,3 933,3 1977,6

Abbildung 17: Theoretische Rekonstruktion von P2 und P3 aus den Spaltpeptiden des Trypsinverdaus der
Fraktion FSN_35.3..

Hierbei zeigte der peptische Verdau zwei Hauptprodukte mit den Massen 2879,1 Da und
674,2 Da, welche zu dem intakten Peptid zusammengesetzt werden konnten. Daraus
ergab sich die sequenzspezifische Spaltstelle des Pepsins an Position 26 der Peptidkette.
Durch die ermittelte Peptidsequenz konnte diese als ein Isoleucin (I) oder Leucin (L), die
mittels LC-MS alleine nicht zu differenzieren sind, identifiziert und somit die spezifische

Spaltstelle bestatigt werden.
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2879,1
GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGGQI/L]

m/z |MG | Aminosiuresequenz

547,2 5462 CTGP[IIL]
618,2 617,2 ACTCP[IIL] (P2)
6752 674,2 GACTGPJI/L] (P2)
618,2 617,2 ACTGPII/L] (P3)
6753 674,3 GACTGPJI/L] (P3)
789,3 7883 CVGVGGQJI/L]

890,4 8894 TCVGVGGQ]I/L]

1050,4 1049,4 CTCVGVGGQ]I/L]

9248 1847,6 GIpCWGKGCAPWSPCQSG
1004,8 2007,6 GIpCWGKGCAPWSPCQSGC

1055,3 2108,6  GIpCWGKGCAPWSPCQSGCT

960,7 287911  GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGGEOIIL]

1179,4 35352  GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ[I/L]GACTGPJI/L]

Tabelle 9: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_35.3.
(FSN_35.3._PD) (vollstindige Tabelle siehe Anhang Tabelle B 4, S.117). Die schwarz bzw. grau
gekennzeichneten Spaltpeptide konnten P2 und P3 zugeordnet werden. Eine spezifische Spaltstelle von
Pepsin (siehe Kap. 1.3, S.25) ist hier an Position 26 [I/L] vorhanden; alle weiteren Fragmentierungen des
Peptids sind unspezifischen Ursprungs. Das weiff gekennzeichnete Fragment mit 864,3 Da ist eine
Variante, die wahrscheinlich einem anderen Peptid dieser Fraktion angehort.

2892,9

GCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ[I/L]JGACTGP[I/L]

m/z |MG |Aminosiuresequenz

661,3 660,3 GIpCWGK

934,3 933,3 GCAPWSPC

989,8 1977,6 QSGCTCVGVGGQ[I/L]IGACTGP|I/L]

965,3 2892,9 GCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ[I/LJIGACTGPII/L] (P2)
965,3 2892,9 GCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ[I/LIGACTGPI/L] (P3)

Tabelle 10: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_35.3.
(FSN_35.3._TD) (vollstindige Tabelle siehe Anhang Tabelle B 5, S.118). Die schwarz bzw. grau
gekennzeichneten Spaltpeptide konnten P2 und P3 zugeordnet werden. Die spezifische Spaltstelle von
Trypsin ist nach dem basischen Lysin an Position fiinf der Sequenz, die weitere Fragmentierung des
Peptids ist unspezifischen Ursprungs. Die beiden weifd gekennzeichneten Fragmente 1783,6 Da und 587,2
Da sind Varianten, die wahrscheinlich anderen Peptiden dieser Fraktion angehoren.

Im tryptischen Verdau liefd sich das gesamte Peptid aus den zwei Hauptprodukten mit
660,3 Da und 28929 Da rekonstruieren. Die spezifische Spaltstelle des Trypsins
befandet sich in der Peptidsequenz nach Position 5 und konnte im Folgenden als ein

Lysin (K) bestimmt werden.
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Sowohl der peptische als auch der tryptische Verdau zeigten eine Reihe von weiteren
Peptidfragmenten, die nicht durch spezifische enzymatische Spaltung entstanden sind.
Auffallig war hierbei, dass diese unspezifischen Fragmentierungen haufig in den

umgebenden Sequenzbereichen der modifizierten Cysteine stattfanden.

3.2.2.2 Sequenzierung der Peptide P2 und P3

Zur Bestimmung der Peptidsequenz wurden die Spaltpeptide der Fraktion FSN_35.3.
mittels LC-MS analysiert und die Fragmentionenspektren der Spaltpeptide, die dem
Peptid P2 zugeordnet wurden, genauer interpretiert. Im Folgenden wird bei der
Interpretation ausschliefllich auf das Peptid P2 eingegangen, die Sequenz ist aber
ebenso reprasentativ fiir die Sequenz von P3, worauf am Ende dieses Kapitels noch
genauer Bezug genommen wird.

Zunachst wird anhand der N-terminalen Sequenz des Peptids P2 die Vorgehensweise bei

der Interpretation der Spektren exemplarisch erldutert.

Inte1n§é i +MS2(661.2), 10.6-11.3min #(541-577)
x1007]
] w 159.8 1.4
2.0}
] w G K
] 390.1
1.5
] 18.(
1.0_: 18.( 424.0 458.0 515.1 e
] 200 a8 37,2_1 — 910 — 1 50z 91.1
054 271.9 331.0 ' '
] 2070 l 552.2 644.2
0.0 1 __l h o~ llll llt LLIL Ao 6252
0Lkl Al AL, oA
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Abbildung 18: Das MS2-Spektrum des [M+H]+*-lons des Trypsin Spaltpeptids bei m/z 661,2 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 10, S.48).

Das MS2-Spektrum des tryptischen Fragments m/z 661,2 zeigt vor allem im h6heren
m/z-Bereich sehr klar zuordenbar Massenpeaks, aus welchen zunachst iiber die b-
lonenserie und anschliefiend iiber die y-lonenserie vom C- zum N-Terminus die

Aminosauresequenz ausgelesen wurde.
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Die blaue Markierung im Spektrum (vgl. Abbildung 18, S.49) stellt die lonenmasse des
intakten [M+H]* -lons dar. Durch einen Wasserverlust (-18 Da) des C-Terminus ergibt
sich ein Peak bei m/z 643,2. Von diesem Peak ausgehend, zeigt das Spektrum den C-
terminalen Verlust eines Lysins (K; Am=128 Da) zu dem Peak m/z 515,1. Diese
Interpretation wurde durch die Tatsache bestéatigt, dass es sich dabei um die tryptische
Spaltstelle handelt und Trypsin eben nur nach den basischen Aminosauren Lysin oder
Arginin spaltet. Der niachste Massenpeak im Spektrum bei m/z 458,0 zeigt deutlich die
Abspaltung eines Glycins (G; Am=57 Da). Daraus ergab sich fiir die C-terminale Sequenz
zunichst, die Abfolge GK. Die weitere sinnvolle Interpretation des Spektrums liefs ein
Tryptophan (W; Am=186 Da) vermuten, woraus sich der Massenpeak bei m/z 271,9
erklart. Diese Annahme konnte zusatzlich durch die Gegenionenserie, die bei m/z 204,0
beginnt, im Spektrum und auch rechnerisch bestatigt werden. Auf Grund des ,low mass
cut off“ wurde die Sequenzierung in der y-lonenserie weitergefiihrt. Die Gegenionen zu
den oben beschriebenen bz (m/z 271,9) und bz (m/z 390,1) Ionen sind in der y-
lonenserie bei m/z 204,0 und m/z 390,1 zu finden. Darauf folgend konnte in der y-Serie
ein modifiziertes Cystein (160 Da) aus der Massendifferenz zu dem Peak m/z 550,1
identifiziert werden. Zur Vervollstandigung der Peptidsequenz des Spaltpeptids wurde
die Differenz aus der Gesamtmasse des Spaltpeptids und der Summe der bis dato
sequenzierten Aminosduren CWGK gebildet. Daraus ergab sich eine N-terminale
Aminosaure mit einer Masse von 111 Da; das entspricht einer Pyroglutaminsaure (Glp).
Dadurch erhielt man die gesamte Aminosdurenabfolge des Spaltpeptids mit 660,2 Da:
GlpCWGK.

Die Zyklisierung einer N-standigen Glutaminsaure (E) oder eines N-standigen Glutamins

(Q) ist nicht untiblich und in der Literatur haufig beschrieben.

GCAPWSPCQSGCTCVGVGGQII/LJIGACTGP[I/L]
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Abbildung 19: Das MS2-Spektrum des [M+3H]3*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 965,3 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 10, S.48).
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Abbildung 20: Das MS3-Spektrum (m/z 965,3->1186,5) ausgehend von dem [M+3H]3*-Ions des Trypsin
Spaltpeptids mit der Masse 2892,9 Da aus Fraktion FSN_35.3. (Tabelle 10, S.48).

QSGCTCVGVGGQI[I/L]IGACTGPIJIL]
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Abbildung 21: Das MS2-Spektrum des [M+2H]%*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 989,9 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 10, S.48).

Das komplementdre Spaltpeptid zur oben beschriebenen N-terminalen Sequenz
GIpCWGK ist das Spaltpeptid m/z 965,3 (2892,9 Da). Es reprasentiert den gesamten Rest
der Sequenz, das P2 zum intakten Peptid vervollstandigt. Aufgrund der Grofde dieses
Peptids konnte die Sequenz nur zum Teil aus dem MS2-Spektrum ausgelesen werden.
(vgl. Abbildung 19, S.50). Aus dem MS3-Spektrum m/z 965,3->1186,5 konnte allerdings
die C-terminale Sequenz des Peptids sequenziert werden (vgl. Abbildung 19, S.50 und
Abbildung 20, S.51). Zur Bestitigung der ermittelten Sequenz wurden einerseits die
Spektren sequenziiberlappender Spaltpeptide miteinander abgeglichen (Tabelle 10,
S.48) und andererseits die Sequenzinformationen aus den Spaltpeptiden des peptischen

Verdaus herangezogen (vgl. Tabelle 9, S.48).
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Die gesamte Sequenz konnte auch durch die beiden peptischen Spaltpeptide mit den
Massen 2879,1 Da und 674,2 Da abgedeckt werden (Abbildung 22, S.52 und Abbildung
27,5.54).

Aus dem N-terminalen Verdauprodukt 2879,1 Da konnte die Aminosaurefolge
GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ[I/L] sequenziert werden. Dadurch konnte die
kleine Sequenzliicke (Position 6-8) geschlossen werden, die nach der Analyse der

tryptischen Spaltpeptide noch offen war.

GlpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ[I/L]

Intens. +MS2(960.7), 23.3-23.8min #(1113-1124)

x106
G+0.1 12{4.4
2.0+ — 128.0 160.0 A | 283.1 S 257.0

151 V-0.1 TV 160.1 T Y -3.1 G5 Q 257.0 S-0.1

5716.5
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Abbildung 22: Das MS2-Spektrum des [M+3H]3*-lons des Pepsin Spaltpeptids m/z 960,7 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 9, S.48).

Durch unspezifische Spaltung im Bereich zweier modifizierter Cysteine an den
Positionen 17 und 19 entstanden aus dem Verdauprodukt 2879,1 Da die beiden
Spaltpeptide 2108,6 Da und 788,3 Da. Durch das MS?-Spektrum und das MS3-Spektrum
des Spaltpeptids 2108,6 Da (m/z 1055,3), (Abbildung 23, S.53 und Abbildung 24, S.53)
konnte die Sequenz GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGGQ][I/L]JGACTGP[I/L] (Position 6-8),
die aus der Interpretation des Spektrums m/z 960,7 schon bekannt war, nochmals

bestatigt werden.
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GlpCWGKGCAPWSPCQSGCT

Inte1n056 +MS2(1055.3), 20.0-20.3min #(1016-1025)
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Abbildung 23: Das MS2-Spektrum des [M+2H]2?*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 1055,3 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 9, S.48).

GIpCWGKGCAPWSPCQSGCT
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Abbildung 24: Das MS3-Spektrum (m/z 1055,3->931,3) ausgehend von dem [M+2H]?*-Ions des Pepsin
Spaltpeptids mit der Masse 2108,6 Da aus Fraktion FSN_35.3. (Tabelle 9, 5.48).

CVGVGGQ[I/L]
Intens. +MS2(789.3), 14.7min #790
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Abbildung 25: Das MS2-Spektrum des [M+H]*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 789,3 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 9, S.48).
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CVGVGGQI/L]

|me1n;5- L +MS3(789.3->658.3), 14.6-14.7min #(749-753)
o]
] \Y G V +0.1 160.0
] 64p.2
3 — G v G+01— G}01 Q-0.1

2] 2

1] 623.2
232.0 sro 416.1 550.2
] 266.0 \ 567.2
0 4eb 'l'JI TN I WL NI 'I'L'l‘lll! , '.ul' ke b 'Alklm.'.m'hll.l Ql' PRI V) |’-- ———r
250 300 350 400 450 500 550 600 650 mz

Abbildung 26: Das MS3-Spektrum (m/z 789,3->658,3) ausgehend von dem [M+H]*-lon des Pepsin
Spaltpeptids mit der Masse 788,3 Da aus Fraktion FSN_35.3. (Tabelle 9, S.48).

Die C-terminale Sequenz konnte durch die Interpretation des Spektrums des peptischen
Spaltpeptids mit 674,4 Da sequenziert werden. Die aus dem tryptischen Verdau bereits

bekannte Sequenz GACTGP[I/L] konnte somit nochmals eindeutig bestatigen werden.
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Abbildung 27: Das MS2-Spektrum des [M+H]*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 675,2 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 9, S.48). Diese Variante wurde dem friiher eluierenden Peptid P2 zugeordnet.
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Abbildung 28: Das MS2- Spektrum des [M+H]*-lons des Pepsin Spaltpeptids m/z 675,2 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 9, S.48). Diese Variante wurde dem spater eluierenden Peptid P3 zugeornet.

Auf Grund der Tatsache, dass alle Fragmente, welche die C-terminale Sequenz enthielten,
je zweimal zu unterschiedlichen Retentionszeiten erscheinen, lag die Vermutung nahe,
dass es sich bei dem beschriebenen Peptid um ein Isomerenpaar handelt. Zu den C-
terminalen Sequenzen gehoren das tryptische Spaltpeptid mit 2892,9 Da, sowie das
peptische Spaltpeptid mit 674,4 Da. Auch das intakte Peptid mit der Masse 3535,2 Da
erschien im Basispeakchromatogramm bei 19,9 min und 20,1 min zweimal (vgl
Abbildung 15, S.45 und Tabelle 8, S.20). Um exemplarisch zu beweisen, dass es sich bei
den Spaltpeptiden tatsachlich um mittels MS nicht zu unterscheidende Sequenzen
handelt, sind in Abbildung 27, S.54 und Abbildung 28, S.55, die Spektren der C-
terminalen Spaltpeptide m/z 675,4 aus dem peptischen Verdau, die bei 10,4-11,0 min
und 11,7-12,2 min eluierten, dargestellt.

Da die Retentionsverschiebung auch bei kleinsten Fragmenten des C-Terminus wie bei
617,2 Da festzustellen war, konnte der Bereich in dem die isomere Aminosaure
lokalisiert ist auf die Sequenz: ACTGPJI/L] eingeschrankt werden.

Die Aminosauren Isoleucin (I) und Leucin (L) sind Isomere (C¢H13NO2) mit exakt dem
selbe Molekulargewicht, die im Massenspektrum somit nicht durch eine
Massendifferenz zu unterschieden sind. Aufgrund dessen liefd sich vermuten, dass der
isomere Unterschied, der zu der Retentionszeitverschiebung zwischen den beiden
Peptidvarianten fiihrt, in einem Austausch von Isoleucin (I) und Leucin (L) an Position

33 begriindet ist.
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Um diese Hypothese beweisen zu konnen, miissen kiinftig noch Vergleichsexperimente
mit synthetisierten Peptiden durchgefiihrt werden, die bereits in Planung sind.

Die Peptidsequenz der Isomere P2 und P3 beinhaltet sechs Cysteine, die drei
Disulfidbriicken ausbilden (siehe Kap. 4.1, S.95).

Auffallig war, dass die unspezifische Spaltung der Peptidketten vor allem an den
modifizierten Cysteinen im mittleren Sequenzbereich stattfand.

Zusatzlich bleibt zu erwadhnen, dass nicht alle erhaltenen Spaltpeptide in den hier
aufgefithrten Tabellen, Tabelle 9, S.48 und Tabelle 10, S.48, enthalten sind.
Vollstandigere Tabellen sind im Anhang zu finden. Einige Spaltpeptide, die von anderen
intakten Peptiden stammen und auch teilweise in anderen Fraktionen sequenziert

wurden, sind hier nicht aufgelistet.

3.2.2.3 Interpretation weiterer Spektren

Viele der intensiven Spaltpeptide aus dem tryptischen- und peptischen Verdau von
FSN_35.3. liefden sich auf die spezifische und unspezifische Proteolyse von P2 und P3
zurlckfiihren (vgl. Tabelle 9, S.48 und Tabelle 10, S.48).

Ausnahmen waren das peptische Spaltpeptid 863,3 Da und die tryptischen Spaltpeptide
1783,6 Da und 587,2 Da. Ersteres konnte einer Variante (ohne Hexose) des Peptids P1
zugeordnet werden, das aus der Fraktion FSN_31.4. sequenziert wurde (siehe Kap. 3.2.4,
S.65). Bei dem tryptischen Spaltpeptid mit der Masse 1783,6 Da handelte es sich
ebenfalls um eine Variation von P1, bei welchem die C-terminale Aminosaure nicht
eindeutig zugeordnet werden konnte (vgl. Tabelle 10, S. 48). Da das Spektrum sonst gut
zu interpretieren war, lasst sich eine nicht weiter geklarte Modifikation vermuten.

Das Fragment 587,2 Da, das eindeutig als GIpC[I/L]JGK sequenziert werden konnte
(Abbildung 29, S.57), ist dem N-Terminus GIpCWGK sehr ahnlich und konnte als
alternative N-terminale Sequenz in FSN_35.3._TD (siehe Kap. 2.4, S.33) identifiziert
werden. Das Spaltpeptid ist auch der N-terminalen Sequenz des Peptids aus FSN_31.4.
(VQC[I/L]GK) sehr dhnlich und stellt die um eine Aminosaure verkiirzte und zyklisierte
Variante dar. Die richtige Zuordnung der Termini zu den Peptiden erfolgte zum einen
liber semi-quantitative Abschiatzung der Spaltpeptide - d.h. ein potentieller N-Terminus
eines hoch konzentrieren Peptids muss ebenfalls eine hohe Konzentration aufweisen.

Bestatigt wurde es rechnerisch durch die Rekonstruktion des intakten Peptids aus den
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Spaltpeptiden. Dadurch konnte die Variante GIpCWGK als N-Terminus der hier
sequenzierten Peptide P2 und P3 identifiziert werden. Eine Zuordnung der Sequenz
GIpC[I/L]GK als N-Terminus eines bestimmten Peptids konnte im Rahmen der Arbeit

nicht gemacht werden.
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Abbildung 29: Das MS2-Spektrum des [M+H]*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 588,2 aus Fraktion
FSN_35.3. (Tabelle 10, S.48).

3.2.3 FSN_39.2.

Aus der Fraktion FSN_39.2,, die als zweite Unterfraktion mit 39%-igem Acetonitril iiber
die SPE (Kap. 2.4, S.33) eluiert wurde, konnte das Peptid P4 sequenziert werden (siehe
Tabelle 11, S.58). Wie die Abbildung 30, S.57, zeigt, handelt es sich bei der Fraktion um
eine Peptidmischung mit drei Hauptkomponenten. Diese eluierten bei 17,6 min, 20,7
min und 22,4 min. Im Rahmen der Arbeit wurde das Peptid mit der gréfsten Intensitat,

das bei 20,7 min eluierte und die Masse 3549,0 Da besitzt, sequenziert.

P1 P4

I
Intens. 1 FSN_B]jg-z_MLpMm_R32_01_2671 3 BPC 80.0-2500.0 +All NS

x108]
1.25

1.00
0.75
0.50]

0.25]

0.00 rr+ o+ 4.+ r .+ —-— .+~ 1 ¢+ .+ 1.1+ 11—+ 1+ + |+ r—r+ 1T T’ T 1T T T T [T T T3
15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 Time [min]

Abbildung 30: Basispeakchromatogramm der reduzierten und alkylierten Peptidfraktion FSN_39.2. zeigt
die drei Hauptpeptide, die bei ca. 17,6 min, 20,7 min und 22,4 min eluieren.
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_-ﬂl- Pept-d mmmmm

1229,0 3684,0 +Hex XXX

1283,0 3846,0 P1 +2Hex XX (x) (x) (x)

12444 3730,2 +46 XX X () (x)

1179,4 3535,2 P2 XXX XXX XX (x)

1179,3 3534,9 P3 XXX XXX XXX (x)

1192,0 3573,0 XX X X (x)

1184,0 3549,0 P4 X X XX XXX
1220,3 3657,9 X

Tabelle 11: Ergebnisse der semi-quantitativen Auswertung der reduzierten und alkylierten Peptide der
Fraktionen FSN_35.3.-39.2.. Die Tabelle enthilt die Molekulargewichte der wesentlichen Peptide der
Fraktionen. Die vollstdndige Tabelle ist im Anhang zu finden (Tabelle B 1, S.111).

3.2.3.1 Enzymatischer Verdau

Je ein Probenaliquot der Peptidfraktion wurde analog wie FSN_35.3. mit den Enzymen
Trypsin bzw. Pepsin verdaut (Kap. 2.7, S.36). Dabei ergaben sich die folgenden
Spaltpeptide, die Tabelle 12 und Tabelle 13 zu entnehmen sind.

392,1 674,2
TCIIL] GACTGP[I/L]

m/z | MG | Aminosiuresequenz

393,1 3921 TCII/L]
553,2 552,2 CTCII/L]
530,2 529,2 GVGGQ[I/L]
6752 674,2 GACTGPIJI/L] (1.lsomer)
655,2 1308,4 CAPWSPCQSGC
662,2 1322,4
1186,5 1185,4 GVGGQ[I/LJIGACTGPII/L] (1.Isomer)

1004,8 2007,6 GIpCWGKGCAPWSPCQSGC
924,8 18476 GIpCWGKGCAPWSPCQSG
1191,9 2381,8 GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCJI/L]

Tabelle 12: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_39.2.
(vollstdndige Tabelle siehe Anhang Tabelle B 6, S.118). Die schwarz bzw. grau gekennzeichneten
Spaltpeptide konnten P4 zugeordnet werden. Die pepsinspezifischen Spaltstellen sind nach Position 20
und 26 [I/L] in der Sequenz; die weitere Fragmentierung des Peptids ist unspezifischen Ursprungs.
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933,2 1991,4
GCAPWSPCQSGCTCII/L]GVGGQJI/LJGACTGPJI/L]

m/z | MG | Aminosiuresequenz

661,3 660,3 GIpCWGK

934,2 933,2 GCAPWSPC
996,7 19914 QSGCTC[I/LIGVGGAQ [I/L] GACTGP|I/L]
969,9 2906,7 GCAPWSPCQSGCTCII/LIGVGGAQ [I/L] GACTGPII/L]

Tabelle 13: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_39.2.
(FSN_39.2._TD) (vollstindige Tabelle sieche Anhang Tabelle B 7, S.120). Die schwarz bzw. grau
gekennzeichneten Spaltpeptide konnten P4 zugeordnet werden. Die trypsinspezifische Spaltstelle ist nach
dem basischen Lysin an Position fiinf in der Sequenz; die weitere Fragmentierung des Peptids ist
unspezifischen Ursprungs.

Die erhaltenen Spaltpeptide der enzymatischen Verdaue zeigten, wie auch schon bei der
Fraktion FSN_35.3., enzymspezifische und unspezifische Spaltstellen.
Aus den peptischen Spaltpeptiden lief? sich das intakte Peptid auf zwei verschiedene
Weisen rekonstruieren. Das intakte Peptid konnte aus den Spaltpeptiden 2381,8 Da und
1185,4 Da zusammengesetzt werden, wobei das Spaltpeptid 2381,8 Da wiederum
sowohl aus den Spaltpeptiden 1847,6 Da und 552,2 Da, als auch aus den Spaltpeptiden
2007,6 Da und 392,1 Da zusammengesetzt werden konnte. Das Spaltpeptid mit 1185,4
Da konnte aus den Spaltpeptiden 529,2 Da und 674,2 Da rekonstruiert werden (siehe
Abbildung 31, S.59).
Dabei liefRen sich die enzymspezifischen Spaltstellen nach den Positionen 20 und 26
lokalisieren, die im Folgenden als ein Leucin bzw. Isoleucin [I/L] identifiziert wurden.
Zusatzlich zeigte sich eine unspezifische Fragmentierungen vor dem modifizierten
Cystein an Position 7 sowie vor und nach den modifizierten Cystein an Position 17 (vgl.
Tabelle 12, S.58).

Pepsin Spaltpeptidmuster

3549,0 3549,0
2381,8 1185,4 23818 1185,4

1847,6 552,2 529,2 674,2 2007,6 3921 529,2 674,2

Abbildung 31: Theoretische Rekonstruktion des Peptids P4 aus den peptischen Spaltpeptiden der
Fraktion FSN_39.2..
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Aus den tryptischen Spaltpeptiden mit 660,3 Da und 2906,7 Da (Abbildung 32, S.60) lief3
sich ebenfalls theoretisch das intakte Peptid P4 rekonstruieren. Die Spaltpeptide
entstehen durch die spezifische tryptische Spaltung nach dem basischen Lysin an
Position 5. Das grofiere Spaltpeptid (2906,7 Da) konnte aus den Spaltpeptiden 933,2 Da
und 1991,4 Da, die durch unspezifische Spaltung nach einem Cystein an Position 13
entstanden sind, zusammensetzten werden (vgl. Abbildung 32, S. 60 und Tabelle 13,
S.59).
Trypsin Spaltpeptidmuster

3549,0

660,3 2906,7

660,3 933,2 1991,4

Abbildung 32: Theoretische Rekonstruktion des Peptids P4 aus den tryptischen Spaltpeptiden der
Fraktion FSN_39.2..

3.2.3.2Sequenzierung des Peptids P4

Bei der Interpretation der Spektren der enzymatischen Spaltpeptide (FSN_39.2._PD
und FSN_39.2._TD) wurden vermehrt bereits bekannte Sequenzinformationen genutzt.
Hierfiir wurden Spektren von Spaltpeptiden gleicher Masse aus anderen Fraktionen
mit Spektren aus der FSN_39.2. verglichen und bei einer Ubereinstimmung die Sequenz
libernommen. Die N-terminale Sequenz des neuen Peptids wurde auf diese Weise
bestimmt. Der direkte Vergleich der Spektren von m/z 661,2 aus den Trypsinverdauen
von FSN_35.3. und FSN_39.2. zeigte, dass es sich hierbei um die gleiche Sequenz
GIpCWGK handelt (vgl. Abbildung 33, S.61).
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|nte1“086 1 FSN_B1_39-2_TD_M1_DDAp__RB3 _01_2735.d: +MS2(661.2), 11.1-11.3min #400-#413
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Abbildung 33: Die MS2-Spektren des [M+H]*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 661,2 im Vergleich, das
sowohl in Fraktion FSN_35.3. (unteres Spektrum) als auch in FSN_39.2. (oberes Spektrum) vorkommt.

Das tryptische Spaltpeptid 2906,7 Da (m/z 969,9) ist das komplementire
Verdauprodukt zu der oben beschriebenen N-terminalen Sequenz. Aus dem Spektrum
lief$ sich, hauptsachlich im Vergleich mit dem Spaltpeptid bei m/z 965,3 aus FSN_35.3,,
die Sequenz GCAPWSPCQSGCTCI[I/L] GVGGQ[I/L]JGACTGPJI/L] auslesen.

Aus dem Vergleich der Spaltpeptidspektren von m/z 969.9 (FSN_39.2.) und m/z 965,3
(FSN_35.3.) wurde ersichtlich, dass sich die Sequenzen der beiden Spaltpeptide durch
den Austausch eines Valins (V) mit einem Leucin (L) bzw. Isoleucin (I) an Position 20
unterscheiden (vgl. Abbildung 34, S.62). Dies lief3 sich bereits aus dem verdanderten
Spaltpeptidmuster des peptischen Verdaus vermuten, da durch den Austausch eine

neue peptische Spaltstelle entstanden ist.
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GCAPWSPCQSGCTCJ[I/L]IGVGGQ[I/L]GACTGP[I/L]
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Abbildung 34: MS2-Spektrum des [M+3H]3+*-Ions des Trypsin Spaltpeptids m/z 969,9 (FSN_39.2., oberes
Spektrum) im Vergleich mit dem MS2-Spektrum des [M+3H]3*-lons 965,3 m/z (FSN_35.3., unteres
Spektrum).
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Abbildung 35: MS2-Spektren des [M+H]*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 934,2 aus Fraktion FSN_35.3.
(oberes Spektrum) und FSN_39.2. (unteres Spektrum) im Vergleich.
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Der Sequenzteil GCAPWSPC, der auch aus dem Spaltpeptid m/z 970,2 nicht sequenziert
werden konnte, wurde durch das unspezifische tryptische Spaltpeptid m/z 934,2, das
bereits in der Fraktion FSN_35.3. vorhanden war, bestatigt (siehe Abbildung 35, S.62).

Das intakte Peptid P4 konnte auch aus den peptischen Spaltpeptiden 2381,8 Da und
1185,4 Da zusammengesetzt werden. Das N-terminale Spaltpeptid 2381,8 Da selbst
konnte sowohl aus den Spaltpeptiden 1847,6 Da und 552,2 Da, als auch aus den
Spaltpeptiden 2007,6 Da und 392,1 Da zusammengesetzt werden (siehe Abbildung 31,
S.59).

Durch die Sequenzierung des Spaltpeptids m/z 1191,9 (2381,8 Da), (Abbildung 36,
S.63) erschloss sich der Sequenzbereich zwischen Position 6 und 18, der bereits durch
die Sequenzinformation aus den tryptischen Spaltpeptiden bei m/z 934,2 und m/z
969,9 bekannt war (siehe Abbildung 35, S.62 und Abbildung 34, S.62). Die N-terminale
Sequenz von P4 kann aus den Spektren der peptischen Verdauprodukte nicht

sequenziert, sondern nur rechnerisch bestatigt werden.
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Abbildung 36: MS2-Spektrum des [M+2H]2+-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 1191,9 aus FSN_39.2..
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Abbildung 37: MS2-Spektrum des [M+H]*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 553,1 aus FSN_39.2..

Die C-terminale Sequenz des N-terminalen Spaltpeptids m/z 1191,9 konnte auch durch
das Spaltpeptid m/z 553,1 belegt werden (siehe Abbildung 37, S.64). Damit konnte der
Aminosaureaustausch (Position 20) eines Valins (V) gegen ein Leucin (L) bzw.
Isoleucin (I), was bereits aus dem tryptischen Verdau bekannt war, eindeutig bestatigt
werden.

Das C-terminale Spaltpeptid 1185,4 Da konnte aus den Spaltpeptiden 529,2 Da und
674,2 Da rekonstruiert werden. Durch diese konnte die Sequenz somit vollstindig
beschrieben werden. Aus den Spektren konnte die Sequenzinformation GVGGQ][I/L]
(529,2 Da) und die C-terminale Sequenz GACTGP[I/L] (674,2 Da) gewonnen werden
(siehe Abbildung 38, S.64 und Abbildung 39, S.65). Letztere ist, auch beziiglich der
Retentionszeit, identisch mit dem Peptid P2 (vgl. Abbildung 27, S.54).

lnte1nos7- ] +MS2(530.2), 10.4-10.9min #(598-625)
X
1.0
— G G 156.0
0.8
064 G-011—G Q /L
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1 ’/ 399.0 7.9
0.2
2430 354.0 l 495.1
186.0 297.0325.0 J 477.11 l
0.0- 'L"'""I'A""I""'I""I
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Abbildung 38: MS2-Spektrum des [M+H]+*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 530,2 aus Fraktion FSN_39.2..
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Abbildung 39: MS2-Spektrum des [M+H]+*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 675,3 aus Fraktion FSN_39.2..

Durch die Sequenzinformationen aus den MS-Spektren der enzymatischen
Spaltpeptide lief3 sich die gesamte Aminosauresequenz des Peptids P4
GlpCWGKGCAPWSPCQSGCTCII/LIGVGGQ[I/LIGACTGPJI/L] aufkliren.

Durch einen theoretischen Enzymverdau der Sequenz mit dem Programm Protein
Prospector (http://prospector.ucsf.edu) konnte die ermittelte Sequenz bzw. die
erhaltenen Verdauprodukte noch einmal bestdtigt werden. Auch die theoretisch
generierten MS?-Spektren stimmten mit den der erhaltenen Spaltpeptiden iiberein und

bestatigten die Interpretation.

3.2.4 FSN_31.4.

Die Peptidfraktion FSN_31.4. ist die vierte Unterfraktion, die mit 31%-igem Acetonitril
eluiert wurde (siehe Kap. 2.3, S.31). Dabei handelte es sich um eine relativ reine
Fraktion, deren Hauptpeptidkomponente bei 16,8-17,8 min eluierte (siehe Abbildung 40,
S.66).

Diese Fraktion wurde exemplarisch fiir die Peptide, die auch in den Fraktionen
FSN_31.2.-35.2. eluierten, verwendet (vgl. Tabelle 14, S.66 und Anhang Abbildung B 1,
S.112 und Abbildung B 2, S.113).
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Abbildung 40: Das Basispeakchromatogramm der reduzierten und alkylierten Peptidfraktion FSN_31.4.
zeigt bei 16,8-17,8 min einen Hauptpeak, der den Isoformen des Peptids P1 entspricht.

|_m/z_| MW_ [ Peptid [ Mod [31.1.]31.2 [313.]314.]351. 1352 1353 ]|354.[39.1.]39.2

861,2 2580,6 (x) X
1273,6 3817,8 (x)
1229,0 3684,0 P1 +Hex XX XX XXXX  XXXX  XXXX XXX X X X
1283,0 3846,0 P1 +2Hex XXX XXX XXXX XXX XXXX XX (x) (x) (x)
974,0 3892,0 +46 X XXX XXX XXX XXX X (x) (x)
1337,0 4008,0 P1 +3Hex XXX XX XXX X
1005,5 4018,0 X XX X X
1010,1 4036,4 P1 +28 X X X X
1014,5 4054,0 +46 XX X XXX X
1244,4 3730,2 +46 (x) XX XXX X(xX)  xxx XX X (x) (x)
1391,0 4170,0 P1 +4Hex X X
1175,0 3522,0 P1 XX XXX XXX XXX XXX XX (x)

Tabelle 14: Ergebnisse der semi-quantitativen Massenauswertung der reduzierten und alkylierten Peptide
der Fraktionen FSN_31.1-39.2.. In der Tabelle sind jedoch hauptsidchlich die Massen, des unter 3.2.2.
beschriebenen Peptids und dessen Varianten aufgelistet. Die vollstindige Tabelle ist im Anhang zu finden
(Tabelle B 1, S.111).

Bei dieser Peptidfraktion handelte es sich im Wesentlichen um ein Peptid, welches in
verschiedenen Isoformen vorhanden war. So existierten verschiedenste Varianten des
Peptids, die mit keiner bzw. einer, zwei, drei und vier Hexosen assoziiert vorlagen. Diese
konnten den Peptiden mit der Masse 3522,0 Da, 3684,0 Da, 3846,0 Da, 4008,0 Da und
4170,0 Da zugeordnet werden (siehe Tabelle 14, S.66).

Mehrfache Wasserverluste in den Massenspektren mancher Spaltpeptide (siehe
Abbildung 44, S.72) lief3en das Vorhandensein eines Zuckers vermuten. Vergleicht man
das MS3-Spektrum eines solchen Spaltpeptids nach Verlust der Hexose (-162 Da) im MS?
mit dem MS?2-Spektrum des entsprechenden unmodifizierten Spaltpeptids, so zeigt sich
die Ubereinstimmung der beiden Spektren (siehe Abbildung 45, S.73 und Abbildung 46,
S.73).
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Die glykierten Isoformen kdénnen eine zusatzliche N-terminale Formyl-Gruppe besitzen;
ebenso konnte fiir alle glykierten Isoformen eine Variante, die 46 Da schwerer war als
die jeweilige Ausgangsstruktur gefunden werden (vgl. Tabelle 14, S.66 und Abbildung
41, S.68). Die Formylierung lief3 sich als chemisches Artefakt, das durch den Einsatz von
Ameisensaure bei der Extraktion entsteht, erklaren. Bei den substituierten Hexosen
handelte es sich hochst wahrscheinlich um Zucker, die aufgrund des hohen
Zuckergehalts der Frucht ohne Beteiligung von Enzymen an reaktive Aminosauren, vor
allem an Lysine, aber auch an den N-Terminus konjugiert wurden (vgl. Kap. 4.1, S.95).
Die verschiedenen Varianten der Substituenten sind in Abbildung 41, S.68, dargestellt.
Tabellarisch sind sie in der Tabelle 14, S.66, festgehalten. Die folgende
Sequenzinformation wurde hauptsachlich aus den Spektren des Peptids mit der Masse
3684,0 Da (eine Hexose) gewonnen. Da die Modifizierungen keinen Einfluss auf die
Peptidsequenz haben, wurde auch teilweise auf Spektren modifizierter Spaltpeptide

Bezug genommen.
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Abbildung 41: Ausschnitt aus den MS!-Spektren der vierfach geladenen Peptidionen der reduzierten und
alkylierten Fraktionen FSN_31.24 und FSN_31.4, die zwischen 16,7- 18,1 min eluieren. Der Massenpeak bei
m/z 881,5 ist das Peptid ohne Substituenten. Darauf folgen drei Gruppe von jeweils drei Peaks. Bei dem
ersten Peaks handelt es sich jeweils um das Peptid mit einer (m/z 922,0), zwei (m/z 962,8) bzw. drei (m/z
1003,3) konjugierte/n Hexose/n. Der vierte Peak im oberen MS!-Spektrum (FSN_31.1) bei m/z 1043,5 ist
das Peptid mit vier konjugierten Hexosen. Die mittleren, kleineren Peaks (m/z 928,3, m/z 968,0 und m/z
1010,0) weisen jeweils einen Massenzuwachs von 28 Da auf - dies entspricht einer Formylgruppe. Die
hintersten Peaks der Dreiergruppe sind die Variationen des Peptids mit jeweils einer addierten Masse von
46 Da (m/z 933,5, m/z 974,0 und m/z 1014,5). Der Ursprung dieser Modifikation konnte allerdings nicht
geklart werden.

3.2.4.1 Enzymatischer Verdau

Uber den enzymatischen Verdau mit Pepsin und Trypsin ergaben sich verschiedene
Spaltpeptide (siehe Tabelle 15, S.70, Tabelle 16, S.71 und Anhang Tabelle B 2, S.116 und
Tabelle B 3, S.116), aus welchen das Peptid 3684,0 Da (bzw. 3846,0 Da und 4008,0 Da)
rekonstruiert werden konnte (siehe Abbildung 42, S.69 und Abbildung 43, S.70).

4 Diese Fraktion wurde unter einem irrefiihrenden Dateinamen (FSN_B1_31.1) gespeichert, da es bei den
Messungen zu einer Verwechslung gekommen ist.
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Das Peptid 3684,0 Da konnte aus den tryptischen Spaltpeptiden 703,3 Da und 2999,1
Da zusammengesetzt werden, wobei das Spaltpeptid 2999,1 Da wiederum aus den
Spaltpeptiden 1023,3 Da und 1993,8 Da, oder aus 1469,4 Da und 1547,6 Da
rekonstruiert werden konnte. Das Peptid 3846,0 Da ergab sich aus den Spaltpeptiden
865,4 Da und 2999,1 Da, also einer variablen N-terminalen Sequenz mit gleicher C-
terminaler Sequenz wie das Peptid 3684,0 Da. Alternativ ist aber auch die Variante mit
dem N-terminalen Spaltpeptid 703,3 Da und dem Spaltpeptid mit 3161,1 Da denkbar.
Das Peptid 4008,0 Da liefd sich aus den Spaltpeptiden 865,4 Da und 3161,1 Da
rekonstruieren, wobei sich das Spaltpeptid 3161,1 Da wiederum aus den Spaltpeptiden

1469,4 Da und 1707,6 Da zusammensetzen lief3 (siehe Abbildung 42, S.69).

Trypsin Spaltpeptidmuster

3684,0
703,3 2999,1

703,3 1023,3 | 1993,8

3846,0 3846,0
703,3 3161,1 865,4 2999,1

703,3 1469,4| = 1709,6 865,4 1469,4 = 1547,6

4008,0
865,4 3161,1

865,4 1469,4 1709,6

Abbildung 42: Theoretische Rekonstruktion der Peptide mit den Massen 3684,0 Da, 3846,0 Da und 4008,0
Da aus den tryptischen Spaltpeptiden der Fraktion FSN_31.4..
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Pepsin Spaltpeptidmuster

3684,0 3684,0
l 850,4 | l1322,4| l 1025,4| l 540,2 | l 850,4 | l1322,4| l 1096,4| l 469,1 |

Abbildung 43: Theoretische Rekonstruktion des Peptids P1 mit der Masse 3685,0 Da aus den peptischen
Spaltpeptiden der Fraktion FSN_31.4..

850,4 1322,4
VQCII/LJIGKFCAPWSPCQTGC

850,4 1322,4 469,1
VQC[I/L]GKFCAPWSPCQTGC CY[K/Q]
m/z__[MG___|Mod |Aminosiuresequenzen |
4701  469,1 CY[K/Q]
541,2  540,2 ACYIK/Q]
519,2  518,2 VQCI[I/L]
851,4 850,4 VQCII/LIGKF
1026,4 10254 +Hex TCFPSPVG
1097,4 1096,4 +Hex TCFPSPVGA
13234 1322,4 CAPWSPCQOTGC

Tabelle 15: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_31.4.
(FSN_31.4._PD) (vollstindige Tabelle siehe Anhang Tabelle B 2, S.116). Die schwarz bzw. grau
gekennzeichneten Spaltpeptide konnten P1 zugeordnet werden. Die spezifische Spaltstelle von Pepsin ist
hier nach dem hydrophoben Phenylalanin (F) an Position sieben der Aminosduresequenz. Die weitere
Fragmentierung des Peptids P1 ist unspezifischen Ursprungs.

Die verschiedenen Spaltpeptide, die aus dem spezifischen enzymatischen Verdau der
Peptidfraktion FSN_31.4. entstehen, sind Tabelle 15, S.70, und Tabelle 16, S.71, zu
entnehmen. Durch den peptischen Verdau entstanden vier Hauptspaltpeptide 850,4 Da,
1322,4 Da, 1025,4 Da und 540,2 Da, aus denen das intakte Peptid P1 (mit einer Hexose)
rekonstruiert werden konnte.

Die Spaltung der Peptidkette im peptischen Verdau, die zu den Spaltpeptiden 1322,4 Da
und 1025,4 Da sowie zu 1025,4 Da und 540,2 Da fiihrte, ist nicht auf eine spezifische
enzymatische Aktivitat zuriickzufiihren. Allein die Spaltstelle nach Position 7, einem
Phenylalanin (F), ist spezifischen Ursprungs. In der Sequenz war ein weiteres
Phenylalanin zu finden, das allerdings keine Spaltstelle darstellt, da die nachfolgende

Aminosaure ein Prolin (P) ist, das sterisch die enzymatische Spaltung verhinderte.
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2999,1
FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACYI[K/Q]

1469,4
FCAPWSPCQTGC
1023,3 1993,8
FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACYIK/Q]

lmiz__IMG____|Mod. | Aminosiuresequenz

7043 7033 VQC[ILIGK
866,4 8654  +Hex VQC[I/ILJGK
8944 8934  +Hex N-Formyl- VQC[IL]GK
7323 7313 N-Formyl- VQC[I/L]GK
7748  1547,6  +Hex TCFPSPVGACY[K/Q]
8558  1709,6  +2 Hex TCFPSPVGACY[K/Q]
997,8  1993,8  +Hex QTGCTCFPSPVGACY[K/Q]
640,7  1279,4 FCAPWSPCQ[K/Q]?
7357 14694 FCAPWSPCQTGC

10243  1023,3 FCAPWSPC

1000,7 29991  +Hex FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q)

Tabelle 16: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_31.4.
(FSN_31.4._TD) (vollstdndige Tabelle siehe Anhang Tabelle B 3). Die schwarz bzw. grau gekennzeichneten
Spaltpeptide konnten P1 zugeordnet werden. Die spezifische Spaltstelle von Trypsin ist nach dem
basischen Lysin an Position sechs der Sequenz. Die weitere Fragmentierung des Peptids P1 ist
unspezifischen Ursprungs.

Auch beim tryptischen Verdau gab es nur eine enzymspezifische Spaltstelle nach dem
basischen Lysin (K) an Position 6. Dabei entstanden zwei Hauptfragmente mit den
Massen 703,3 Da und 2999,1 Da. Die Teilspaltpeptide 1023,3 Da und 1993,8 Da bzw.
1469,4 Da und 1547,6 Da, die aus dem Spaltpeptid 2999,1 Da entstanden, sind keine
Produkte enymspezifischer Spaltung, sondern - wie auch im peptischen Verdau - durch
den Bruch labiler Bindungen entstanden, der auch hier vermehrt an modifizierten
Cysteinen stattfand (vgl. Tabelle 15, S. 70 und Tabelle 16, S.71). Eine vollstdndige
Auflistung aller entstandenen Spaltpeptide mit den jeweiligen Sequenzen (falls bekannt)

istim Anhang der Arbeit unter der jeweiligen Bezeichnung zu finden.

3.2.4.2 Sequenzierung des Peptids P1

Das intakte Peptid P1 konnte wie eben beschrieben aus den tryptischen Spaltpeptiden
703,3 Da und 2999,1 Da (bzw. 865,4 Da und 2999,1 Da sowie 865,4 Da und 3161,1 Da)

rekonstruiert werden.
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Die N-terminale Sequenz von P1 lief? sich durch die Interpretation der MS-Spektren der
tryptischen Spaltpeptide m/z 866,4 und m/z 704,3 (FSN_31.4._TD) bestimmen. Dabei
zeigte der Vergleich des MS2-Spektrums von m/z 704,3 mit dem MS3- Spektrum von m/z
866,4->704,3 eine Sequenziibereinstimmung (vgl. Abbildung 46, S.73 und Abbildung 45,
S.73). Aus diesen Spektren konnte die N-terminale Sequenz VQC[IL]GK bis zur
spezifischen Trypsinspaltstelle - nach dem basischen Lysin (K, Position 6) - sequenziert
werden.

Die Massendifferenz der beiden Spaltpeptide von 162 Da entspricht einer Hexose. Die
Identitdit der Hexose konnte durch mehrfache Wasserverluste sowie durch die
charakteristische Abspaltung von 162 Da aus dem MS2?-Spektrum von m/z 866,4
bestatigt werden. Die Position dieser Modifikation konnte nicht genauer lokalisiert
werden, da die Hexosylgruppe im MS? restlos abgespalten wird.

Die Spaltpeptide mit 731,3 Da, und mit 893,4 Da konnten als formylierte Varianten der
N-terminalen Sequenz - ohne bzw. mit konjugierter Hexose - identifiziert werden,
wobei der Formylrest am N-Terminus vermutetet wird (siehe Anhang Abbildung B 5,
S.123). Diese N-terminalen Sequenzen wurden den in Abbildung 42, S.72, (vgl. Tabelle

16, S.71) dargestellten Isoformen des Peptids zugeordnet.

Intens. [3; +MS2(866.4), 5.3-6.1min #193-#233
x106 ]
1 162.0
2.0
] 81p.4
i 18.0{18.018.0 18.2
1.5] I
] 848.4
1.0 830.5
] 794.4
05.] 782.4
] 704.4
0.0 ®
600 650 700 750 800 850 miz

Abbildung 44: Das MS2-Spektrum des [M+H]*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 866,4 aus Fraktion
FSN_31.4..
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Inte1n034 +MS3(866.4->704.3), 4.9-6.0min #(165-202)
X ]
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Abbildung 45: Das MS3-Spektrum (m/z 866,4->704,3) ausgehend von dem [M+H]*-lon des Trypsin
Spaltpeptids mit der Masse 865,4 Da aus Fraktion FSN_31.4..
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Abbildung 46: Das MS2-Spektrum des [M+H]+*-Ions des Trypsin Spaltpeptids m/z 704,3 aus FSN_31.4..

Aus dem Spaltpeptid m/z 640,7 (bzw. m/z 1280,5) lief3 sich die anschliefende Sequenz
VQCII/L]JGKFCAPWSPCQ(Q?) ermitteln (siehe Abbildung 47, S. 74, und Abbildung 48, S.74).
Hierbei ist die letzte Aminosdure der Sequenz eine Glutaminsaure bzw. Lysin (Q bzw. K
an Position 16). Diese Variante der Sequenz liefd sich jedoch mit keinem anderen
sequenzierten Spektrum in Ubereinstimmung bringen (vgl. Abbildung 54, S.77).

Die Aminosdauresequenz FCAPWSPCQ konnte auch durch andere sequenzierte
Spaltpeptide, wie z.B. m/z 1024,2, die P1 zugeordnet wurden, rechnerisch oder durch
die Sequenz bestdtigt werden. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass es sich dabei um
einen konservierten Sequenzbereich handelt (vgl. Abbildung 49, S.75). Bei der C-

terminalen Aminosaure des Spaltpeptids bei m/z 1280,5 handelt es sich demnach um

73



eine Modifikation des (in der Sequenz folgenden) Threonins (T), oder um eine Variante

des Sequenzteils, die jedoch keinem intakten Peptid zugeordnet werden konnte.

cQ(Q?)
lnte1nosé.13. +MS2(640.7), 18.4-18.9min #768-#796
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Abbildung 47: Das MS2-Spektrum des [M+2H]%*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 640,7 aus Fraktion
FSN_31.4..
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Abbildung 48: Das MS2- Spektrum des [M+H]*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 1280,5 aus Fraktion
FSN_31.4..

Aus den MS2-Spektren der Spaltpeptide mit der Masse 1547,6 Da und 1993,8 Da (m/z
774,8 und m/z 997,8) liefd sich die C-terminale Sequenz ermitteln (siehe Abbildung 50,
S.76 und Abbildung 51, S.76). Diese beiden Spaltpeptide sind die zwei moglichen C-
terminalen Spaltpeptide, die durch spontane Fragmentierung wahrend des

enzymatischen Verdaus aus dem tryptischen Verdauprodukt 2999,1 Da entstanden

(siehe Abbildung 42, S.69).
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Aus dem MSZ2-Spektrum m/z 997,8 lief’ sich die Sequenz FCAPWSPCQTGCTCFPSPVG
ACY[K/Q] ableiten. Durch das MS2-Spektrum m/z 774,8 konnte die Sequenz in den

Positionen 21-27 bestatigt werden.
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1 5_' w S P 160.0
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Abbildung 49: Das MS2-Spektrum des [M+H]+*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 1024,3 aus Fraktion
FSN_31.4..

Aus den Spektren liefd sich interpretieren, dass im Mittelteil der Sequenz eine Hexose
gebunden ist. Der Verlust eines Phenylalanins (F) als auch wahlweise einer Hexose war
in beiden Spektren zu erkennen (vgl. Abbildung 50, S.76 und Abbildung 51, S.76). Die
Fragmentierung war sowohl in die eine, wie auch in die andere Richtung zu beobachten.
Diese Hexose schien, anders als die bisher bekannten Zucker, gebunden zu sein, da sich
das Fragmentierungsverhalten deutlich unterscheidet. Im Vergleich mit anderen MS2-
Spektren Hexose-konjugierter Spaltpeptide, bei welchen meist nur ein mehrmaliger
Wasserverlust zu erkennen war (vgl. Abbildung 44, S.72), zeigten die Spaltpeptide
1547,6 Da und 1993,8 Da neben dem Verlust von 162 Da bereits im MS? eine intensive
Fragmentierung des Peptidriickgrads.

In der Diskussion (siehe Kap. 4.1, S.95) wird nochmals genauer auf den vermuteten
Ursprung der Glykierungen eingegangen. Das grofdte C-terminale tryptische Spaltpeptid
mit 2999,1 Da setzt sich somit aus der Sequenz FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q] und
einer Hexose zusammen. In dem MS3-Spektrum m/z 1001,0->1088,9 konnte der
Sequenzbereich CQTGCTCFPSPVGAC (Position 14-28) nochmals bestitigt werden
(Abbildung 52, S.76).
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Abbildung 50: Das MS2-Spektrum des [M+2H]%*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 774,8 aus Fraktion
FSN_31.4..
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Abbildung 51: Das MS2-Spektrum des [M+2H]%*-lons des Trypsin Spaltpeptids m/z 997,8 aus Fraktion
FSN_31.4..

SPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q]
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Abbildung 52: Das MS3-Spektrum (m/z 1001,0->1088,9) ausgehend von dem [M+3H]3*-lon des Trypsin
Spaltpeptids mit der Masse 2999,1 Da aus Fraktion FSN_31.4..
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Das intakte Peptid P1 konnte zum einen aus den peptischen Spaltpeptiden 850,4 Da,
1322,4 Da, 1025,4 Da und 540,2 Da, als auch aus 850,4 Da, 1322,4 Da, 1096,4 Da und
469,1 Da rekonstruiert werden (siehe Abbildung 43, S.70).

Die N-terminale Sequenz VQC[IL]GKF bis zur peptischen Spaltstelle nach dem
aromatischen Phenylalanin (F) an Position 7 ergab sich aus dem MS2-Spektrum des

Spaltpeptids 850,4 Da (siehe Abbildung 53, S.77).
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Abbildung 53: Das MS2-Spektrum des [M+H]*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 851,4 aus Fraktion
FSN_31.4..

Durch die Sequenzierung des Spaltpeptids 1322,4 Da (m/z 662,2) konnte die Sequenz zu
CAPWSPCQTGC, die bereits aus den tryptischen Spaltpeptiden vermutet wurde, noch

weiter erganzt werden.

CAPWSPCQTGC
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Abbildung 54: Das MS2-Spektrum des [M+2H]%?*-lons des Pepsin Spaltpeptids m/z 662,2 aus Fraktion
FSN_31.4..
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Wie bereits erwdhnt, entstanden durch den enzymatischen Verdau nicht nur
verdauspezifische Spaltpeptide, sondern auch solche, die durch spontane Briiche
labilerer Bindungen entstehen.

Die C-terminalen Spaltpeptide des peptischen Verdaus waren hierbei beispielhaft fiir
das beschriebene Fragmentierungsverhalten. Dabei entstanden zum einen die
Spaltpeptide 1025,4 Da und 1096,4 Da und zum anderen die dazu jeweils
komplementadren kurzen Spaltpeptide 540,2 Da und 469,1 Da (vgl. Abbildung 55, S.78
und Abbildung 56, S.79). Beide Paare wiesen eine Massendifferenz von 71 Da zu dem
jeweils grofderen Spaltpeptid auf - dies entspricht der molekularen ,residue mass“ eines
Alanins (A). Aus den MS2-Spektren m/z 1026,4 und m/z 1097,4 lief sich die Sequenz
VQCII/L]GKFCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q] und aus den MS? -Spektren m/z 541,2
und m/z 470,1 die anschlieflende Sequenz VQCI[I/L]JGKFCAPWSPCQTGCTCFPSPVG
ACY[K/Q] ermitteln (vgl. Abbildung 55, S. 78 und Abbildung 56, S.79).
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Abbildung 55: Die MS2-Spektren der [M+H]*-lonen der Pepsin Spaltpeptide m/z 1026,4 und m/z 1097,4
aus Fraktion FSN_31.4. im Vergleich.
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Abbildung 56: Die MS2-Spektren der [M+H]*-lonen der Pepsin Spaltpeptide m/z 470,1 und m/z 541,2 aus
Fraktion FSN_31.4.im Vergleich.

Aus den Sequenzierungsergebnissen der tryptischen und peptischen Spaltpeptide lief3
sich die vollstdndige Sequenz VQC[I/L]JGKFCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q] des Peptids
P1 ermitteln.

Beide Spektren der peptischen Spaltpeptide m/z 1026,4 und m/z 1097,4 zeigten den
Verlust von 162 Da, der bereits bei der Sequenzierung der tryptischen Spaltpeptide an
dieser Stelle beschrieben wurde; hier aber als dominanteste Fragmentierungsreaktion
und nicht, wie in den MSZ2-Spektren von m/z 774,8 und m/z 997,4 (tryptische
Spaltpeptide), gleichwertig zu den Briichen des Peptidriickgrads (vgl. Abbildung 50, S.76
und Abbildung 51, S.76). Die Ursachen des unterschiedlichen Fragmentierungs-
verhaltens und auch die Bindungsstelle, an welcher die Hexose in der Sequenz
konjugiert ist, sind noch nicht vollig geklart (siehe Kap. 4.1, S.95). Letztere muss
allerdings auf dem Sequenzstiick PSPV liegen und ist somit héchst wahrscheinlich an der
OH-Gruppe der Aminosdureseitenkette des Serin (S) an Position 23 konjugiert.

Es besteht weiterhin die Frage, ob die C-terminale Aminosadure ein Lysin (K) oder ein

Glutamin (Q) ist. Ebenso gilt es zu kldren, ob es sich bei der Aminosdure an Position 4
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um Leucin (L) oder ein Isoleucin (I) handelt. Dies muss durch Vergleichsexperimente

mit synthetisierten Peptiden geklart werden.

3.2.5 FSN_39.4.-43 4.

Die Fraktionen FSN_39.4.-43.4. (siehe Kap. 2.4, S.33) wurden nicht wie die Fraktionen
FSN_31.4.,, FSN_35.3. und FSN_39.2. einzeln analysiert, sondern im kollektiven
Vergleich ausgewertet. Bei den Fraktionen FSN_39.4.-43.4. handelte es sich um
komplexe Peptidmischungen, die in einer isolierten Analyse der Einzelfraktionen ein
aufderst komplexes Spaltpeptidmuster ergaben, so dass die Zuordnung der
Spaltpeptide zu den intakten Peptiden anhand einer Fraktion alleine nicht méglich war.
Es handelte sich dabei ausschlief}lich um Peptide, die in den vorigen Fraktionen nicht
vorhanden waren. Die Peptide waren jedoch in verschiedenen Konzentrationen in den
Fraktionen FSN_39.4.-43.4. enthalten. Dadurch bot sich der Vergleich der Fraktionen
und vor allem der Vergleich der Spaltpeptidmuster zur Analyse an (siehe Abbildung 57,
S.81).

Durch den Vergleich der ab- und zunehmenden Konzentrationen der Spaltpeptide in den
verschiedenen Fraktionen (siehe Tabelle 18, S.83 und Tabelle 19, S.84), konnten diese
den ab- und zunehmenden Konzentrationen der intakten Peptide der jeweiligen
Fraktionen (siehe Tabelle 17, S.81; vgl. Anhang Tabelle B 1, S.111) zugeordnet bzw.
Zusammenhange ersichtlich werden. Gleichzeitig konnte eine theoretisch mogliche
Zusammensetzung der intakten Peptide aus den Spaltpeptiden durch den Abgleich der
Konzentrationen der intakten Peptide mit den Konzentrationen der rechnerisch
ermittelten Spaltpeptide bestatigt werden. Die Peptide aus den Fraktionen FSN_39.4.-
43.4. waren im Vergleich zu den bereits analysierten Fraktionen in geringerer Menge
vorhanden, jedoch noch fiir die Analyse relevant. Die Peptide, die in den Fraktionen

FSN_39.4.-43.4. analysiert wurden, sind in Tabelle 17, S.81, zusammengefasst.
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Abbildung 57: Basispeakchromatogramme der alkylierten und reduzierten Peptidfraktionen FSN_39.4.-
43.4. (von oben nach unten) im Vergleich.
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Tabelle 17: Reduzierte tabellarische Auflistung und semi-quantitative Bewertung der Peptide (alkyliert
und reduziert) der Fraktionen FSN_39.4.-43.4.. Die vollstindige Auflistung ist der Gesamttabelle im

Anhang zu entnehmen (Tabelle B 1,S.111).

5 Diese Peptide konnten aus der Kombination zweier Spaltpeptide minus 18 Da zusammengesetzt werden.
Deren Masse wurde um 18 Da reduziert, da das N-terminale Fragment sehr leicht und viele
Wasserverluste aufweist (vgl. Tabelle 20, S.86).
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3.2.5.1 Enzymatischer Verdau

Die Spaltpeptide, die beim enzymatischen Verdau durch Pepsin und Trypsin in den
verschiedenen Fraktionen entstanden, wurden tabellarisch festgehalten (vgl. Tabelle 18,
S.83 und Tabelle 19, S.84). Die Spaltpeptide mit der starksten Intensitiat wurden darauf
hin mit einander kombiniert (vgl. Abbildung 58, S.86 und Abbildung 59, S.88).
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Pepsin Fragmente der Fraktionen FSN_39.4-43.4.

FSN_39-4
m/z

823,2
448,2
993,3
1022,3

599,2
935,2
992,3
863,4
1149,3
1171,3

618,3
405,2
1309,2
1422,3
791,7

998,2
808,2
836,2

MG

822,2
447,2
992,3
1021,3

598,2
934,2
991,3
862,4
1148,3
1170,3

617,3
404,2
1308,2
14213
1581,4

997,2
807,2
835,2
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FSN_43-1
m/z
720,3
823,2
4482
993,3
1022,3
528,1
599,2
935,2
992,3

618,3
405,2
1309,2
14223

1141,7
998,2
808,2
836,2

MG
719,3
822,2
447,2
992,3

1021,3
527,1
598,2
934,2
991,3

617,3
404,2
1308,2
1421,3

2281,4
997,2
807,2
835,2

R\ G L QL L UL UL UL L G

AN NDN=a

FSN_43-2
m/z

823,2
448,2
993,3
1022,3
528,2
599,2
935,2
992,3
863,3
1149,3
839,2

618,3

1309,2
1422,3
7917
11417
998,2
808,2
836,2

MG

822,2
447,2
992,3
1021,3
527,2
598,2
934,2
991,3
862,3
1148,3
838,2

617.3

1308,2
1421,3
1581.,4
22814
997,2
807,2
835,2

FSN_43-3
m/z

823,2
448,2
993,3

599,2
935,2

863,3
1149,3
839,2

618,3
405,2
1309,2
1422,3
7917

998,2
808,2
836,2

MG

822,2
447,2
992,3

598,2
934,2

862,3
1148,3
838,2

617,3

404,2
1308,2
1421,3
1581,4

997,2
807,2
835,2

N 2

-

FSN_43-4
m/z

823,2
448,2
993,3

935,2

863,3
1149,3

618,3
405,2
1309,2
14223
791,7

998,2
808,2
836,2

MG

822,2
447,2
992,3

934,2

862,3
1148,3

617,3

404,2
1308,2
1421,3
1581,4

997,2
807,2
835,2

+Hex

+Hex

GIpCWGKFCAPWSPCQSGCII/L]C[I/L]...

VGACYK*

[I/L]C[I/L]

CAPWSPCQSGC

Formyl-GIpCWGKF
GIpCWGKF
Formyl-GIpCWGKF

Tabelle 18: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_39.4.-43.4. (FSN_39.2._PD-43.4._PD) im Vergleich (vollstindige Tabelle siehe
Anhang Tabelle B 8, S.121). Griin hinterlegte Sequenzen sind bereits aus vorhergehenden Fraktionen bekannt. Die hellgriin hinterlegten m/z Werte sind im
folgenden Text mit Sequenzen belegt.
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Trypsin Fragmente der Fraktionen FSN_39.4-43.4.

FSN_39-4
m/z
707,2
869,1
851,2
661,2
689,2
711,7
927,7
1002,7
1024,2
1046,2
1000,5

953,9

949,2

920,2
956,2

MG
706,2
868,1
850,2
660,2
688,2

1421,4
1853,4
2003,4
1023,2
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2998,5

2858,7

2844,6

2757,6
2865,6
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927,7
1002,7
1024,2
1046,2
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1003,9
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920,2
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MG
706,2
868,1
850,2
660,2
688,2

1421,4
1853,4
2003,4
1023,2
1045,2
2998,5

2858,7
3008,7
2844,6
2908,5
3018,9
2771,7
2886,6
2757,6
2865,6
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FSN_43-2
m/z
707,2
869,1
851,2
661,2
689,2
711,7
927,7
1002,7
1024,2
1046,2

959,2
953,9
1003,9
949,2
970,5
1007,3
924,9

920,2
956,2

MG
706,2
868,1
850,2
660,2
688,2

1421,4
1853,4
2003,4
1023,2
1045,2

2874,6
2858,7
3008,7
2844,6
2908,5
3018,9
2771,7

2757,6
2865,6

N

— NN =22
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FSN_43-3
m/z
707,2

851,2
661,2
689,2
711,7
927,7

1024,2
1046,2

959,2
953,9
1003,9

1007,3
924,9
963,2
920,2

MG z

706,2

850,2
660,2
688,2
1421,4
1853,4

1023,2
1045,2

2874,6
2858,7
3008,7

3018,9
2771,7
2886,6
2757,6

-~

_ NN =

(V)

w

FSN_43-4
m/z
707,2

851,2
661,2
689,2
711,7
927,7

1024,2
1046,2

959,2
953,9

924,9
963,2
920,2

MG
706,2

850,2
660,2
688,2
1421,4
1853,4

1023,2
1045,2

2874,6
2858,7

27711,7
2886,6
2757,6

GIpCWGKFCAPWSPCQSGC[I/L]C[I/L]...

+H>0 Formyl-GIpCWGK
+H>0O/ +Hex Formyl-GIpCWGK
+Hex Formyl-GIpCWGK
GIpCWGK

Formyl-GIpCWGK

FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q

Tabelle 19: Reduzierte Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_39.4.-43.4. (FSN_39.4._TD-43.4._TD) im Vergleich (vollstindige Tabelle
siehe Anhang Tabelle B 9, S.123). Griin hinterlegte sind bereits aus vorhergehenden Fraktionen bekannt. Schwarzgeschriebene Aminosauren sind anhand von
Spektren bestitigt, weifdgeschriebene aus anderen Fraktionen tibernommen.
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Die Massen der alkylierten und reduzierten intakten Peptide, die aus den LC-MS Daten
der Fraktionen FSN_39.4-43.4. ermittelt wurden, wurden mit moéglichen Kombinationen
der relevanten tryptischen Spaltpeptide abgeglichen. Das Ergebnis dieser Auswertung

ist der Tabelle 20, S.85, zu entnehmen.

|_miz_| 660,2 | 688,2 | 706,2 | 850,2 [ -18,0 | 679,1
3399,8 [13427)8) 34458 3589,8 3571,8 3418,7
3413,9 3441,9 3459,9 3603,9 35859 34328

3486,8 1351487 3532)8" 3676,8 3658,8 3505,7
3500,9 [I3528)90 18546198 3690,9 3672,9 35198
[PLIE) 350787 3535,8 3553,8 3697,8 3679,8 35267
3516,8 3544,8 3562,8 3706,8 3688,8 35357

LI 13528180 3556,8 3574,8 3718,8 3700,8 35477

PRGN 3550,7 3578,7 3596,7 3740,7 3722,7 3569,6

<[4 1865097 3678,9 3696,9 38409 38229 36698
36611

3018,9 3689,1 3707,1 3851,1 3833,1 3680,0

Tabelle 20: Die Massen der relevanten tryptischen Spaltpeptide der Fraktionen FSN_39.4.-43.4. sind in der
Tabelle in verschiedenen Kombinationen addiert. Durch den Vergleich mit der Tabelle der intakten
Peptide (siehe Anhang Tabelle B 1, S.111) der alkylierten und reduzierten Fraktionen, ergeben sich
Ubereinstimmungen, die hier griin markiert sind. Die hellgriin gekennzeichneten Peptidmassen entstehen
durch den Verlust von 18 Da® der Peptidmassen, die sich aus der Kombination des N-terminalen
Spaltpeptids mit 850,2 Da mit dem Spaltpeptid mit 2757,6 Da bzw. mit dem Spaltpeptid mit 2858,6 Da
ergeben.

Die Peptide mit der Masse 3651,0 Da, 3428,1 Da und 3515,1 Da konnten, wie Abbildung
58 darstellt, aus den peptischen Spaltpeptiden rekonstruiert werden.

Hierbei konnte das intakte Peptid mit 3651,0 Da, das in den Fraktionen FSN_39.4.-43.2.
vorkam, aus den peptischen Spaltpeptiden 807,2 Da, 1308,2 Da, 991,3 Da und 598,2 Da
zusammengesetzt werden. Das intakte Peptid 3428,1 Da konnte aus den Spaltpeptiden
835,2 Da, 1308,2 Da, 404,2 Da und dem C-terminalen Spaltpeptid mit 934,2 Da
rekonstruiert werden. Das intakte Peptid mit 3515,1 Da konnte hingegen mit dem C-
terminalen Spaltpeptid 1021,3 Da rekonstruiert werden (Tabelle 18, S.83 und Abbildung
58, 5.86).

6 Wasserverlust
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Pepsin Spaltpeptide

3651,0 3428,1
l 807,2 |l1308,2 Il 991,3 Il 598,2 | l 835,2 |l1308,2|l 404,2 Il 934,2 |

3515,1
l 835,2 | l 1308,2 | l 404,2 | l 1021,3 |

Abbildung 58: Theoretische Rekonstruktion der Peptide mit den Massen 3651,0 Da, 3428,1 Da und 3515,1
Da aus den peptischen Spaltpeptiden der Fraktion FSN_39.4-43.4..

Das Spaltpeptid mit 1308,2 Da dessen Sequenz bereits von P4 bekannt ist, war in allen
Fraktionen (FSN_39.4.-43.4) durchgehend mit relativ starker Intensitat vorhanden. Es
ist das zentrale Mittelstiick der drei Peptide, die aus den peptischen Verdauprodukten
theoretisch rekonstruiert werden konnten. Das fithrte zu der Annahme, dass es sich
hierbei um einen relativ konservierten Sequenzbereich handelte. Dies wird unter
Kapitel 4.1, S.95, noch eingehender diskutiert.

Das Peptid mit der Masse 3428,1 Da war in den Fraktionen FSN_43.3. und 43.4. zu
finden. Wie das intakte Peptid 3428,1 Da war auch das Spaltpeptid mit 835,2 Da in den
Fraktionen FSN_43.3. und FSN_43.4. verstarkt vorhanden. Die Korrelation der Intensitit
des Spaltpeptids in den Fraktionen FSN_43.3. und FSN_43.4. mit der Intensitdt des
Peptids stellt eine Bestatigung der hypothetischen Rekonstruktion des intakten Peptids
dar. Allerdings liegt die Vermutung nahe, dass das Spaltpeptid mit 835,2 Da ebenfalls N-
Terminus von mindestens einem weiteren Peptid ist, da es bereits in den Fraktionen
FSN_39.4.-43.2. vorhanden war. Das Spaltpeptid mit 1308,2 Da war auch hier Teil des
Peptids (vgl. Abbildung 58, S.86).

In der theoretischen Zusammensetzung konnte die Sequenz im Anschluss an das
Spaltpeptid mit 1308,2 Da durch das Spaltpeptid mit 404,2 Da weiter beschrieben

werden.
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Das Spaltpeptid mit 404,2 Da kam zum einen in den Fraktionen FSN_39.4. und FSN_43.1.
und zum anderen in den Fraktionen FSN 43.3. und 43.4. mit verstirkter Intensitat
wieder vor. Die Richtigkeit der theoretischen Rekombination der Spaltpeptide wurde
auch hier bestatigt, da die Intensitit des Spaltpeptids mit der des intakten Peptids
korrelierte. Das Spaltpeptid mit 934,2 Da wurde hier als C-terminale Sequenz vermutet.
Es war in allen Fraktionen vorhanden: Nahm in der Fraktion FSN_43.1. kurzzeitig zu, in
Fraktion FSN_43.2. wieder ab und stieg darauf hin in FSN_43.3. und FSN_43.4. wieder an.
Dieser Verlauf korrelierte zum einen mit dem intakten Peptid 3428,1 Da und zum
andern mit der ab- und zunehmenden Intensitiat des Spaltpeptids 404,2 Da. Dies lief3
vermuten, dass es sich auch hier moéglicherweise um zwei isomere eines Peptids handelt.
Das Peptid mit der Masse 3515,1 Da war in der Fraktion FSN_39.4. nur in schwacher
Intensitat zu finden. Es konnte aus den Spaltpeptiden 835,2 Da, 1308,2 Da, 404,2 Da
rekonstruiert werden, aus denen auch das Peptid mit der Masse 3428 Da
zusammengesetzt wurde. Die beiden Peptide unterscheiden sich lediglich in der C-
terminalen Sequenz, welche hier das Spaltpeptid mit 1021,3 Da war. Dieses war in den
Fraktionen FSN_39.4.-43.3. in relativ starker Intensitit vorhanden. Auch dieses

Spaltpeptid ist wahrscheinlich C-Terminus eines weiteren Peptids.

Wie bereits Tabelle 20, S.85 und der Abbildung 59, S.88, zu entnehmen ist, liefden sich
theoretisch elf Peptide aus der Kombination entstandener tryptischer Spaltpeptide
zusammensetzen; wobei drei die N-terminale Sequenz mit der Masse 688,2 Da, vier die
mit 660,2 Da, zwei die mit 707,2 Da und zwei die mit 850,2 Da besaféen. Betrachtet man
das Spektrum des Spaltpeptids m/z 851,2, so lassen sich mehrmalige Wasserverluste
feststellen; dies deutet auf einen konjugierten Zucker hin (siehe Abbildung 64, S.91).
Subtrahiert man die Masse 162 Da (Hexose) von dem Spaltpeptid mit 850,2 Da, so erhalt
man die Masse 688,2 Da. Dadurch liefs sich vermuten, dass es sich bei den Peptiden
3428,0 Da und 3571,8 Da sowie bei den Peptiden 3529,0 Da und 3672,8 Da um das
jeweils gleiche Peptid mit einer N-terminal konjugierten Hexose handelt, was zu

beweisen ware (vgl. Abbildung 63, S.90 und Abbildung 65, S.91).
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Trypsin Spaltpeptide

3428,0 3515,0 3529,0
688,2 l 2757,6 | l 688,2 | l 2844,6 | l 688,2 | l 2858,7 |

3651,0 3507,8 3529,0
3008,7 l 660,2 | l 2865,6 | l 660,2 | l 2886,6 |

3661,0 3532,8 3547,0
30189 l 706,2 | l 2844,6 | l 706,2 | l 2858,7 |

3571,8 3672,8
l %_5105 Il 2757,6 | l %f’fé? Il 2858,6 |

Abbildung 59: Theoretische Rekonstruktion der Peptide mit den Massen 3428,0 Da, 3515,0 Da, 3529,0 Da,
3651,0 Da, 3507,8 Da, 3529,0 Da, 3661,0 Da, 3532,8 Da, 3547,0 Da, 3571,8 Da und 3572,8 Da aus den
tryptischen Spaltpeptiden der Fraktionen FSN_39.4-43.4..

05

660,2

]
]

660,2

]
H

Im Rahmen dieser Diplomarbeit konnten die hier aufgelisteten Peptide nicht vollstandig
sequenziert werden (vgl. Kap. 4.1, S.95). Im Folgenden werden die sequenzierten

Spektren der Spaltpeptide, die den Peptiden zugeordnet wurden, dargestellt.

3.2.5.2 Interpretation der MS-Spektren

Wie auch schon in der vorhergehenden Analyse der MS-Spektren der Spaltpeptide (der

Fraktion FSN_39.2.) wurden die Sequenzinformationen von bereits bekannten
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Spaltpeptiden aus Fraktion FSN_31.4., FSN_35.3. und FSN_39.2. genutzt, um etwaige

Sequenziibereinstimmungen zu erkennen und abzugleichen.

Aus den peptischen Spaltpeptiden waren folgende Strukturinformationen bekannt.

GlpCWGKFCAPWSPCQSGC.....
Intens. +MS2(808.3), 21.0-21.2min #(714-724)
x1054
6 W-0.1 160.1 111.0
51p5.1
44 -0.1 G Q F
3722
18.08.0
4242
) 458.1 643.1 7721
331.2 661.1
1 294.3 '
238.2 625.1 717.2
o Ladnl L l,...,.LJl,L TV I <1 O e
300 500 600 700 800 mz

Abbildung 60: MS2-Spektrum des [M+H]+*-Ions des Pepsin Spaltpeptids m/z 808,2.

GIpCWGKFCAPWSPCQSGC..... (+Formyl)
'nte1n056 K FSN_B1_39-4 PD_M1_pMSn__RA1_01_2878.d: +MS2(836.2), 21.4-21.6min #(978-988)
x100]
Z‘OE 271.0 F-0.1
E W -0.1 G Q F
197 689.2 27.918.
1.0{
0‘52 836.1
: 30152 N 38‘32 45.81 51.5.1 56‘5.1 671.2 74l5_2 L
37 FSN_B1_39-4_PD_M1_pMSn__RA1_01_2883.0; +MS3(998.2->836.2), 20.3-20.6min #(667-698)
3] 270.9 F-0.1
] 689.1 8%.2
2] w G K F-0.1 28.018
] 18.
] 17.
11 ’—1 — S 3.9 |
] 671.2 745.2
1 3052 3382 3832 4241 4581 515.1 | |
0 . . | Y WU W | T RS . : 1. . N ) . e . : . y A * ; 1
300 400 500 600 700 800 mz

Abbildung 61: MS2-Spektrum des [M+H]*-lons des Pepsin Spaltpeptide m/z 836,2 (Formyl-GIpCWGKF)
und MS3-Spektrum (m/z 998,2->836,2) ausgehend von dem [M+H]*-Ion des Pepsin Spaltpeptide mit der
Masse 997,2 Da (Formyl-GIpCWGKF; +Hexose) im Vergleich.
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Im Vergleich der Spektren von m/z 808,2 und m/z 836,2 war ersichtlich, dass es sich bei
dem Spaltpeptid m/z 836,2 um die formylierte Isoform des Spaltpeptids m/z 808,2
handelte. Daraus ergab sich fiir beide Spaltpeptide die Sequenz GlIpCWGKF. Diese gilt
ebenso fir das Fragment m/z 998,2, welches die formylierte Isoform des Spaltpeptids
mit 807,2 Da mit konjugierter Hexose ist (siehe Abbildung 60, S.89 und Abbildung 61,
S.89). Zusatzlich konnte das tryptische Spaltpeptid m/z 661,2 herangezogen werden,
welches die Sequenz GIpCWGK ohne das Phenylalanin (F) an Position 6 beinhaltet (vgl.
Abbildung 62, S.90). Das tryptische Spaltpeptid m/z 689,2 ist die formylierte Variante
der Sequenz GlIpCWGK und die hexosekonjugierte formylierte Isoform dieser Sequenz ist

das Spaltpeptid m/z 851,2 (siehe Abbildung 64, S.91 und Abbildung 65, S.91).

GlpCWGKFCAPWSPCQSGC.....

'ntinoss- +MS2(661.2), 10.5-11.5min #(498-552)
X J
8 -
W -0.1 159.9 111.2
390.2
6
W -0.1 G K-0.1
91.0
47 4241 458.1 8.
515.1
5 204.2 3312 3722
a1 272 570.1
1 . 205.2 l 542.2 643.1
0_ A |A.l‘.l .'nnl 'l' .l' ’ Y .L" 'l'Q r . r
200 300 400 500 600 700 m/z

Abbildung 62: MS2-Spektrum des [M+H]+-Ions des Trypsin Spaltpeptids m/z 661,2.

GIpCWGKFCAPWSPCQSGC..... (+Formyl)

'nte1r2)55- ] +MS2(689.2), 11.7-12.3min #(542-572)
X
81 W - 0.1 159.7 — 111.3 ——
6 28.018.
W -0.2 G
44
91.0
24
401.2 598.2 672.1
238.2 2721
R DA G VAT - U U WPV LI W U
250 300 350 400 450 500 550 600 650 m'z

Abbildung 63: MS2-Spektrum des [M+H]+-Ions des Trypsin Spaltpeptids m/z 689,2.
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GIpCWGKFCAPWSPCQSGC..... (+Formyl, +Hexose)

Intezlngs. [a. +MS2(851.2), 11.6-11.9min #415-#425
X
162.0
6 -
833 .4
4 18.0|117.8
36.1
761.4
24 815.4
689.4
660.3 7255 798.4

600 650 700 750 800 850 mz

Abbildung 64: MS2-Spektrum des [M+H]+-Ions des Trypsin Spaltpeptids m/z 851,2.

|ntin0s4: TMS3(8512-5689.2), 10.7-11.3min #(506-525)
X ]
30
] W-0.1 160.1 110.8 —
25
28.0
207 ————— W-02 G — k0.2
5] 17-?7- 596.2 17.97 5
] 401.2 6721
10
] 4382 2721 384.2

05 331.1 367.2 418.2
5] . 2 458.0
] 199.2 “ J 515.1 629.1 l
0.0 ! .L;'L.. SO l'. gk, ".AI'LA ! ; ln'l N 't

200 300 400 500 600 700 mz

Abbildung 65: MS3-Spektrum (m/z 851,2->689,2) ausgehend von dem [M+H]*Ion des Trypsin
Spaltpeptids mit der Masse 850,2 Da.

Wie bereits schon unter Kapitel 3.2.5.1, S.82, erwahnt, lief sich durch den mehr-maligen
Wasserverlust im MS2-Spektrum des Spaltpeptids m/z 851,2 die Abspaltung einer
Hexose vermuten und wurde durch das MS3-Spektrum m/z 851,2->689,2 bestatigt (vgl.
Abbildung 64, S.91 und Abbildung 65, S.91). Die Hypothese, dass es sich bei den
Peptiden 3428,0 Da und 3571,8 Da sowie zwischen 3529,0 Da und 3672,8 Da um
sequenzidentische Peptide handelt, die sich in einer N-terminalen Modifikation

unterscheiden, wurde hiermit bestatigt.
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GIpCWGKFCAPWSPCQSGC.....

htens. FSN B1_39-2_PD_M1_DDAp__RB3_01_2721.d: +MS2(1300.4), 15.1-15.2rmin #619-#627
x10 . S-0.1
] 160.0 P—+0-4 283.2 T 231.2
10 | 1078.4
: 7083 153. 160.1
0.5 795.2 191 18-
] —
] 451.1 .5?16'4 6172 7564[ 844.3 97 5 . 12914
MR FSN 51 304 FD. M1 DDAp.RAT 01 2847d VBZ(T500.2), 15.3-15.5min F639-7650
3; 1078.4
25 708.4
1_ 795.4
{ 4200 594.3 . l 844.3 981.5 ] 11378 1291.3
x108 PSN BT 431 PO M DDAD —RAD 07 2526 a7 TMB2(T309.2) 15.2-15 3min B655.77603
4]
] 708.4 10784
3
2
] 795.4
13
] 1292.3
] 4165 4734 o 9187 9824 | .
x10%—_ P15 FO. i BoAp—RAS 0T 2510 s NB2( T30 2] 5 2 T5 I B TA503
] 1078.4
24
] 708.4
11 795.4
] 1291.4
] 560.5613.1 | 944 973 ;
x1o%; FSN B 433 PO VT DDA RA 07 2652 F TNB2(T308 1) 152-15 4min 75847505
203
153
0.5 795.4
0.0 4914 . R SO 9812 e 122
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 miz

Abbildung 66: MS2-Spektren des [M+H]*-Ilons des Pepsin Spaltpeptids m/z 1309,2 aus (von oben nach

unten) FSN_39.2,, FSN_39.4., FSN_43.1., FSN_43.2,, und FSN_43.3..

Der Vergleich der Spektren des Spaltpeptids mit m/z 1309,2 aus den Fraktionen
FSN_39.4.-43.4. und zusatzlich aus der Fraktion FSN_39.2. wird in Abbildung 66, S.92,
dargestellt. Der Vergleich zeigte, dass es sich in allen Fraktionen um das gleiche
Spaltpeptid handelt. Es ist Spaltpeptid der drei Peptide 3651,0 Da, 3428,1 Da und 3515,1
Da, die aus den peptischen Spaltpeptiden rekonstruiert werden konnten. Aus den
Spektren lief3 sich die Sequenz FCAPWSPCQSGC auslesen bzw. auch rechnerisch

nachvollziehen. Das anschlief3ende Spaltpeptid ist bei den Peptiden 3428,1 Da und
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3515,1 Da das Spaltpeptid mit 404,2 Da, aus dessen MS2-Spektrum sich die Sequenz
[I/L]C[I/L] ergab (siehe Abbildung 67, S.93).

[I/L]CII/L].....
lntinosj. FSN_B1_39-2_ PD_M1_DDAp__RB3_01_2721.d: +MS2(405.1), 15.0-15.0min #612-#616
X _
1 IlL -0.1
0.8 -
. I/lL + 0.1
06 2741 8.
0.4 -
17.(
0.2 ] 2574
: 131.3 2021
N | 198.0 _ |
I FSN_B1_39-4_ PD_M1_DDAp__RA1_01_2847.d: +MS2(405.2), 15.0-15.2min #624-#63
1.0 VL -0.1
0.8 1 I/L - 0.1
061 2744 18.0
04 18.(
02 : 2577
2 131.5
1 \ 168.4 zgf"‘ 387.4

QB A
M FSN_B1_43-1_PD_M1_DDAp__RA2_01_2848.d: +MS2(405.2), 15.0-15.0min #643-#644

2.0 IIL - 0.1
1.5—; I /L
1.0 274.4 17.9
051
257.3
1316 1684 \

0.0 Y\ —--t-+-—r—+—*+~—+—+—r—1—r—r—+r+ b+~ -~ T+

100 150 200 250 300 350 400 miz

Abbildung 67: MS2-Spektren des [M+H]*-lons des Pepsin Spaltpeptids m/z 405,2 aus den Fraktionen
FSN_39.2., FSN_39.4. und FSN_43.3. (von oben nach unten).

Die C-terminale Sequenz des Peptids 3428,1 Da lief? sich aus dem Spaltpeptid 934,2 Da
ermitteln. Das Spaltpeptid mit 1021,2 Da, das theoretisch den C-Terminus des Peptids
mit 3515,1 Da bildet, wies grofde Sequenzhomologie zu dem Spaltpeptid mit 934,2 Da
auf (Abbildung 68, S.94). Fiir die Spaltpeptide konnten die Sequenzen GVSGTQGGII/L]
bzw. GVSGTQGGI[I/L]S ermittelt werden. Allerdings konnten die Sequenzen nicht
eindeutig bestatigt werden, da die Reihenfolge der (im Spaltpeptid) N-terminalen
Aminosauren GV/VG nicht mehr geklart werden konnte. Auch die Sequenzen der tibrigen
Spaltpeptide, aus welchen die intakten Peptide rekonstruiert wurden, konnten im

Rahmen dieser Diplomarbeit nicht mehr aufgeklart werden.
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GVSGTQGGII/L]S

intens. TMS2(1022.3), 9.9-10.4rin #(463-495)
x106]
K S-0.1 156.3
4]
1 S
3] 18.
2]
11
. 786.1 917.2 1004.2
0 ..6712'1 A l wuls i .lll P ¢
X105 TNS2(035.2), 12.0-12.5mn H573-505)
3] 128.0 T G S 156.1
A-01 G — 160.0 G G I l
7702 9172
2 2
18.
18.0 18 ( 899.2
14
2.2 |792 761
406.2 468 51215341 7” 2 F 826.2 L
0 TR NPT VU L Y IO ,J.L IV W e - .
400 500 600 800 900 1000 mz

Abbildung 68: MS2-Spektren der [M+H]+*-lonen der Pepsin Spaltpeptide m/z 935,2 (unten) und m/z

1022,3 (oben) aus der Fraktion FSN_39.4..
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die Peptide aus Fructus Sambuci nigrae
analysiert. Dabei konnte die Aminosduresequenz von vier Hauptpeptiden vollstindig
aufgeklart werden. Im Folgenden werden die ermittelten Sequenzen verglichen und

noch bestehende Unklarheiten diskutiert.

4.1 Aminosduresequenzen der identifizierten Peptide im
Vergleich

Der Vergleich der Aminosauresequenzen der vier identifizierten Peptide zeigt in weiten
Sequenzbereichen eine sehr dhnliche bzw. homologe Sequenz. Alle vier Peptide besitzen
sechs Cysteine (C), die drei peptidinterne Disulfidbriicken ausbilden; iiber diese wird die

lineare Amionsduresequenz der Peptide quervernetzt (vgl. Tabelle 21, S.95).

Fraktion peptid AS-Sequenz

FSN_31.4. P1 VQC[I/L]GKFCAPWSPCQTGC T C F PSP V GACY[K/Q]

FSN_35.3. p2 GlpC W GKGCAPWSPCQSGC T C V GVGGQ[I/L]GACTGP I

FSN_35.3. p3 GlpC W GKGCAPWSPCQSGC T C V GVGGQ[I/L]GACTGP L

FSN_39.2. p4 GlpC W GKGCAPWSPCQSGC T C[I/L]GVGGQ[I/L]GACTGP[I/L]
5153'_\2:39'4' GlpC W GKFCAPWSPCQSGC[I/L]C[I/L].....

Tabelle 21: Sequenzvergleich der identifizierten Peptide. Die Cysteine (C), die die peptidinternen
Disulfidbriicken bilden, sind hier rot und konservierte Sequenzbereiche griin gekennzeichnet.

Es konnten zwei verschiedene N-terminale Sequenzen bestimmt werden. Der N-
Terminus des Peptids P1 VQC[I/L]GK(F) existiert mit verschiedenen Modifikationen: Es
konnte neben der unmodifizierten Form eine Isoform der N-terminalen Sequenz mit
einer Formylgruppe (+28 Da) gefunden werden. Beide Sequenzen - sowohl mit als auch
ohne Formylgruppe - konnten auch mit einer konjugierten Hexose (+162 Da)
identifiziert werden.

Die Formylierung am N-Terminus ist vermutlich ein chemisches Artefakt, das durch eine
Reaktion mit der dem Losungsmittel zugesetzten Ameisensdure entsteht. Die im Bereich

des N-Terminus konjugierte Hexose, die auch an anderen Stellen in der Sequenz
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gefunden wurde, ist wahrscheinlich auf den hohen Zuckergehalt in der Beere
zurlckzufiihren. Es handelt sich dabei nicht um eine gezielte, enzymatische
Glykosylierungsreaktion, sondern um eine unspezifische Anlagerung eines Zuckers, der
sich vor allem an nukleophilen Aminosauren wie Lysin (K) oder Serin (S) und dem N-
Terminus anlagerte.

So konnten, wie unter Kapitel 3.2.4, S.65, beschrieben, die Aminosauresequenz von P1
mit keiner, einer, zwei bzw. drei konjugierten Hexosen identifiziert werden. Zusatzlich
konnte jede dieser Varianten einmal mit +28 Da und einmal mit +46 Da gefunden
werden (siehe Abbildung 41, S.68). Der Massenzuwachs von 28 Da entspricht der
Formylierung. Die Ursache des Massenzuwachses von 46 Da konnte bislang nicht geklart

werden.

Neben der in der Nahe des N-Terminus konjugierten Hexose, konnte eine weitere
Hexose im Sequenzbereich PSPVG identifiziert werden. Diese schien anders als die N-
terminale Hexose gebunden zu sein, da das Massenspektrum ein anderes
Fragmentierungsmuster aufwies (Abbildung 50, S.76, Abbildung 51, S.76, Abbildung 55,
S.78 und Abbildung 54, S.77). Das Spektrum m/z 997,8 (Abbildung 51, S.76) zeigt die
lonenserie dieses Sequenzbereiches auch um 162 Da verschoben. Der kleinste
Massenpeak dieser +162 Da-Serie ist dabei der Peak bei m/z 1140,4 (+162 Da zu m/z
978,5 verschoben). Das Fragmentierungsmuster des Pepsin Spaltpeptids m/z 541,2
zeigt, dass die Hexose nicht an der C-terminalen Sequenz ACY[K/Q] gebunden ist
(Abbildung 56, S.79). Dadurch konnte die konjugierte Hexose mit grofder Sicherheit an
dem Serin (S) an Position 23 der Sequenz lokalisiert werden, da die OH-Gruppe des
Serins (S) die einzig Position ist an der eine Hexose in der Sequenz PSPVG konjugiert
sein kann.

Die Peptidvarianten, die liber die Auswertung der LC-MS Daten der intakten Peptide als
Isoform mit drei bzw. vier konjugierten Hexosen identifiziert wurden, konnten durch die
Spaltpeptide des enymatischen Verdaus nicht bestdtigt bzw. es konnten keine weiteren
Fragmente mit einer konjugierten Hexose gefunden werden. Da die Peptidvarianten
jedoch nur in einer geringen Konzentration vorhanden waren und die Modifikation fir
die Analyse auch keine vorrangige Bedeutung hat, wurde auch nicht explizit nach der
Lokalisation der dritten bzw. vierten Hexose gesucht.

Die Aminosauren Lysin (K) und Glutamin (Q), sowie Isoleucin (I) und Leucin (L) sind im

Massenspektrum nicht zu unterscheiden, da sie ein sehrdhnliches bzw. identisches
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Molekulargewicht besitzen (vgl. Tabelle 1, S.24). Deshalb muss auf andere
Identifikationsmethoden, wie den enzymatischen Verdau, oder auf MS-Experimente mit
externen Vergleichsproben zuriickgegriffen werden.

Die Sequenz von P1 (VQC[I/LJGKFCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACYI[K/Q]) wurde durch
Trypsin spezifisch nach Position 6 gespalten. Dadurch konnte die Aminosaure eindeutig
als ein Lysin (K) bestimmt werden.

Da die Sequenz weder nach Position 2, noch nach Position 15 eine spezifische Spaltstelle
fir Trypsin aufwies, war dies ein eindeutiger Hinweis darauf, dass es sich bei den
Aminosduren um ein Glutamin (Q) handelte (siehe Tabelle 16, S.71). Die letzte
Aminosaure der Sequenz konnte aufgrund der vorliegenden Daten nicht eindeutig als Q
oder K bestimmt werden.

An der Position 4 der Sequenz zeigten die Sequenzierungsergebnisse ein Isoleucin (I)
bzw. Leucin (L). Eine genaue Aussage liber die Identitat der Aminosaure kann hier erst
nach gezielten Vergleichsexperimenten mit den synthetisierten Sequenzvarianten
gemacht werden. Diese sind bereits in Planung und werden in einer anschlief3enden

Arbeit durchgefiihrt.

Fiir den N-Terminus der Peptide P2 und P3 konnte die Sequenz GIpCWGK(G) sequenziert
werden. Dabei handelte es sich bei der N-terminalen Aminosdaure um ein zyklisiertes
Glutamin - eine Pyroglutaminsaure (Glp). Dies ist keine ungewohnliche Modifikation; sie
ist haufig in der Literatur beschrieben. Dabei zyklisiert die freie Aminogruppe einer N-
terminalen Glutaminsaure (E) oder eines Glutamins (Q) mit der Seitenkette spontan zu
einem Laktamring (Podell et al., 1978). Setzte man das N-terminale Pyroglutamat (Glp
aus P2 und P3) mit dem Glutamin (Q an Position 2) aus der N-terminalen Sequenz von
Peptids P1 gleich, so zeigte der Vergleich der Sequenzen einen Austausch eines
Isoleucins bzw. Leucins ([I/L]) gegen ein Tryptophan (W; Position 2 bzw. 3) und eines
Phenylalanins (F) gegen ein Glycin (G) (Position 6 bzw. 7). Die Sequenz ist ansonsten
unverandert.

Der weitere Sequenzvergleich der Peptide P2 bzw. P3 mit P1 zeigte eine weitgehende
Ubereinstimmung der Sequenzen bis Position 19 bzw. 20. Der einzige Unterschied in
diesem sehr konservierten Sequenzbereich ist der Austausch eines Serins (S) gegen ein
Threonin (T) an Position 15 bzw. 16. Ab Position 19 der Peptide P2 und P3 zeigte die
Sequenz keine signifikanten Ahnlichkeiten mehr zur Sequenz von P1. Ausschlieflich die

Aminosauren von Position 26-28 (in P1) und Position 27-29 (in P2 und P3) haben noch
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eine Ubereinstimmende Sequenz. Da im tryptischen Verdau keine Spaltpeptide einer
enzymspezifischen Spaltstelle an Position 25 gefunden werden konnten - wurde von
einem Glutamin (Q) an dieser Position ausgegangen.

Die Peptide P2 und P3 besitzen die gleiche Masse und unterschieden sich lediglich in
ihren Retentionszeiten. Die ausgelesene Sequenz der beiden Peptide ist ,identisch”. Alle
Spaltpeptide, die die C-terminale Sequenz beinhalten, konnten jeweils bei zwei
unterschiedlichen Retentionszeiten gefunden werden. So liefd sich aufgrund der
Retentionszeitverschiebung der Peptide und derer C-terminaler Spaltpeptide, ein
Sequenzunterschied in einer Aminosdure vermuten, wobei es sich sowohl um Leucin (L)
als auch um Isoleucin (I) handeln konnte, die im Massenspektrometer nicht zu
unterscheiden sind.

Da die Retentionszeitverschiebung auch bei den kleinsten C-terminalen Spaltpeptiden
ACTGPJI/L] festzustellen war, konnte der isomere Unterschied in der letzten Aminosaure
- im Austausch eines Leucin gegen ein Isoleucin - lokalisiert werden. Welches Signal
allerdings zu welchem Isomer gehort, muss durch den Vergleich der Spaltpeptide (469,1

Da) mit synthetisierten Peptiden der gleichen Sequenz noch bestimmt werden.

Das Peptid P4 besitzt die gleiche Aminosdauresequenz wie die Peptide P2 und P3,
lediglich der Austausch einer Aminosadure - eines Valins (V) an Position 20 gegen ein
Isoleucin (I) bzw. Leucin (L) —unterscheidet die Sequenzen voneinander. Fiir P4 konnte
allerdings nur eine isomere Form der C-terminalen Sequenz gefunden werden. Um

welche es sich dabei handelt, ist noch zu klaren.

Da fiir die aus den Fraktionen FSN_39.4.-43.4. rekonstruierten Peptide die Sequenzen
nicht vollstindig ermittelt werden konnten, kann hier nur eine spekulative
unvollstindige Sequenz diskutiert werden: GlpCWGKFCAPWSPCQSGCI[I/L]C[I/L].....

Diese zeigte grofse Sequenzahnlichkeiten mit der N-terminalen Sequenz von P2, P3 und
P4 (vgl. Tabelle 21, S.95) lediglich an Position 6 war in dieser Sequenz, wie auch an
Position 7 bei P1, ein Phenylalanin (F) zu finden. Der mittlere Sequenzbereich, der sehr
konserviert ist, war auch hier bis Position 17 unverandert. An Position 14 konnte, wie
schon bei den Peptiden P2, P3 und P4, ein Serin (S) identifiziert werden. Die
anschliefende Sequenz [I/L]C[/L] zeigt Ahnlichkeit mit der Sequenz von P4; so

unterscheiden sich die Sequenzbereiche der Peptide im Austausch eines Threonins (T)
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gegen ein Isoleucin (I) bzw. Leucin (L) an Position 18. Die C-terminale Sequenz konnte

im Rahmen der Arbeit nicht mehr vollstdndig sequenziert werden.

Die Peptide zeigen in weiten Bereichen eine sehr konservierte Struktur; so befinden sich
die strukturgebenden Cysteine (C) in allen Peptiden ungefahr in gleichen Abstinden
zueinander (vgl. Tabelle 21, S.95). Durch den Sequenzvergleich wurde ersichtlich, dass
auch die Sequenz in weiten Teilen ilibereinstimmt. Die variablen Bereiche befinden sich
an den Termini, sowie im Mittelteil zwischen Position 19 bzw. 20 und 26 bzw. 27 der

Sequenzen.

Flr die sequenzierten Peptide aus Fructus Sambuci nigrae konnte bei der Recherche in
der nicht redundanten Proteindatenbank mittels ,NCBI BLAST“ keine signifikante

Sequenzhomologie zu bereits bekannten Peptiden gefunden werden.

4.2 Antivirale Wirkung

Durch die Erkenntnis, dass cysteinreiche Peptide eine wichtige Rolle im Bereich der
Immunabwehr spielen und ihnen haufig eine antibakterielle, antifungizide oder
antivirale Wirkung, aber auch eine immunstimulierende Wirkung zugeschrieben wird,
sind sie eine Substanzklasse, die potentiell einen neuen Therapieansatz im Kampf gegen
Infektionen darstellt. So befinden sich derzeit einige Praparate in klinischen Studien. Der
Forschungsschwerpunkt liegt bislang auf &dufleren Anwendungen, da die
Bioverfiigbarkeit der Peptide bei oraler Einnahme oft nicht gewahrleistet werden kann.
Dabei sind z.B. Praparate gegen die bakterielle Infektion von Kathetern und auch solche
mit antiviraler Wirkung im Fokus der Forschung; so ist ein Forschungsansatz die
Entwicklung ,chemischer Kondome"“, die eine Infektion sexuell iibertragbarer
Erkrankungen, wie HIV (Humaner Immundefizienz Virus) oder HSV (Herpes simplex

Virus) verhindern sollen (Zasloff, 2002; vgl. Hellmayr, 2012).

Da auch in Holunderbeeren eine hohe Konzentration von cysteinreichen Peptiden
gefunden werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass eine antivirale Wirkung - die
bereits in einer Studie belegt wurde - von den Peptiden ausgeht bzw. mit bestimmt sein

konnte. So konnte in einer Studie an Influenza-A- und B-erkrankten Patienten mit
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Sambucol®, einen Holunderbeerenextrakt, eine Verkiirzung der Krankheitszeit um vier

Tage erreicht werden (Zakay-Rones et al., 2004).

Parallel zu dieser Arbeit konnte in in-vitro Tests an Influenza-A-Virus-Kulturen eine
antivirale Wirkung der hier untersuchter Peptidfraktionen (von Fructus Sambuci
nigrae) nachgewiesen werden (Prof. Oliver Planz; Eberhard Karls Universitit
Thibingen). Durch weitere gezielte Testungen der Einzelfraktionen an Virenkulturen
besteht eventuell die Moglichkeit, die Wirkung bestimmten Peptiden zuzuordnen.
Ebenso zeigen erste Ergebnisse eine immunmodulierende Wirkung der Peptide (Dr.

Carsten Griindemann; Universitatsklinikum Freiburg).

Noch zu klaren bleibt, ob die antivirale Wirkung der Holunderbeere ausschliefdlich auf
der Wirkung der cysteinreichen Peptide beruht, oder ob diese nur mitverantwortlich fiir
die antivirale Wirkung sind. Dafiir waren noch weitere Vergleichstests mit einem

Gesamtextrakt der Beere bzw. entsprechenden Reihnsubstanzen erforderlich.

Die Identifizierung einer antiviralen Komponente in Fructus Sambuci nigrae kann die
Grundlage fiir die Entwicklung einer neuen Klasse von Arzneistoffen darstellen; zudem
besteht die Aussicht durch weitere Experimente Fructus Sambuci nigrae in das

Européische Arzneibuch aufzunehmen.
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5 Zusammenfassung

In der Volksmedizin und auch in der Phytotherapie ist Sambucus nigra eine Arzneidroge,
die vor allem bei Grippe und grippalen Infekten angewendet wird. Vorangegangene
Diplomarbeiten zeigten, dass Friichte, Bliiten, Blitter und Rinde des schwarzen
Holunders, neben anderen Inhaltsstoffen, eine relevante Menge cysteinreicher, linearer
Peptide enthalten. Peptide sind ein wichtiger Bestandteil der Inmunabwehr; sie sind ein
Schutz der Pflanze gegen Frafd3feinde, Bakterien-, Pilz- und Virusinfektionen.

In dieser Arbeit wurden vier der in Holunderbeeren enthaltenen Hauptpeptide mittels
LC-MS Analyse sequenziert und die Daten fiir mindestens ein weiteres gesammelt. Alle
vier Peptide besitzen sechs konservierte Cysteine (C) in nahezu identischer Position, die
drei interne Disulfidbriicken ausbilden und die Peptide so quervernetzen und
stabilisieren. Auch sonst weisen die Peptide iiber weite Bereiche eine hohe
Sequenzahnlichkeit auf, wohingegen andere Bereiche und insbesondere die Termini
deutlich weniger konserviert sind. Besonders interessant ist hierbei, dass die Sequenzen
der Peptide keine relevante Homologie zu anderen bisher bekannten Peptiden oder
Proteinmotiven aufweisen.

Pflanzliche Peptide sind als Ausgangssubstanzen fiir die Arzneistoffentwicklung von
Bedeutung. Die sequenzierten Peptide zeigen bei in Kooperation durchgefiihrten in-
vitro-Tests eine antivirale und immunmodulierende Wirkung und sind dadurch eine

mogliche Grundlage fiir neue Entwicklungen.
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6 Abstract

Sambucus nigra is a herbal drug that is used in traditional European medicine and
phytotherapy for the treatment of influenza and common cold. Preceding diploma
theses showed that fruits, flowers, leaves and cortex of black elder contain a
significant amount of linear, cystein-rich peptides. Plant peptides are part of the
innate immune system of plants. They have been shown to possess antibacterial,
antifungal and antiviral properties and thereby, they are protecting the plant from
infections.

In this thesis, four main peptides of the elder berries were sequenced by LC-MS
analysis and data for at least one more peptide were collected. The four peptides
contain six cysteins (C) at almost identical positions. These cysteins form three
internal disulfid bridges, which crosslink and stabilize the peptides. The peptides
show high sequence similarity for large parts, but they also contain less conserved
regions. Particularly the terminal sequences show significant variations in the
sequence. Most notably, the peptides that were sequenced in this thesis do not show
relevant homology to any published peptide sequences or protein motifs.

Plant peptides are promising leads for the development of new drugs due to their
therapeutic potential. In cooperation with external research groups, anti-influenza
viral and immunomodulatory activity of peptide fractions from Sambucus nigra could
be shown in cell assays. Further studies to elucidate the potential of the here

sequenced peptides for drug development should therefore be conducted.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

AMP antimikrobielles Peptid

BPC Basispeak-Chromatogramm

Da Dalton

DTT Dithiothreitol

ESI Elektrosprayionisation

Glp Pyroglutaminsaure

HCOOH Ameisensdure

HIV Humaner Immundefizienz Virus

HPLC High Performance Liquid Chromatography
HSV Herpes simpex Virus

LC Liquid Chromatography

LDL Low Density Lipoprotein

LCMS Liquid Chromatography Mass Spectrometry
MS Massenspectrometrie

m/z Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
NaH>P04¢H20 Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
NaOH Natronlauge

PBS-Puffer Phosphatgepufferte Salzlosung
RP-Material Reversed-Phase Material

SPE Solid-Phase Extraction

UpM Umdrehungen pro Minute
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10 Anhang

MW

Peptid

Mod

31.1.

31.2.

31.3.

31.4.

35.1.

35.2.

35.3.

35.4.

39.1.

39.2.

39.4. 43.1. 43.2.

43.3. 43.4.

861,2
1273,6
1229,0
1283,0

974,0
1337,0
1005,5
1010,1
1014,5
1244,4
1391,0

991,1

893,2

929,0

969,3
1175,0
1219,0
1289,3
1292,8
1179,4
1179,3
1186,7

943,5
1156,3
1235,3
1238,7
1192,0
1184,0
1186,6
1220,3

2580,6
3817,8
3684,0
3846,0
3892,0
4008,0
4018,0
4036,4
4054,0
3730,2
4170,0
2970,3
2676,6
3712,0
3873,2
3522,0
3654,0
3864,9
3875,4
3535,2
3534,9
3557,1
3770,0
3465,9
3702,9
3713,1
3573,0
3549,0
3556,8
3657,9

P1
P1

P1

P1

P1

P1

P2
BS

P4

+Hex
+2Hex
+46
+3Hex

+28
+46
+46
+4Hex

(x)
(x)

X

XX
XXX

XXX

XX

(x)

XX
XXX
XXX

XX

XXXX
XXXX
XXX
XXX

XXX

XXX

XX

XXX

XX
XXX
XXX

XX

XX

XXXX
XXXX
XXX

XXX

XX
XXX
XX
XX
XXX
(x)
(x)

XX

XX

XXX
XX

XX

X
(x)

(x)

(x)
(x)

(x)

(x)

XX
XXX

XX

x

XX

(x)

(x)

(x)
(x)

(x)

(x)

XXX

(x)
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1178,7
1225,3
1156,7
1218,0
1172,7
1170,3
1191,6
1183,3
1177,3
1221,3
1151,3
1143,7
1164,0

3533,1
3672,9
3467,1
3651,0
3515,1
3507,9
3571,8
3546,9
3528,9
3660,9
3450,9
3428,1
3489,0

X

X

(x)
(x)
(x)
(x)
(x)

X
X
(x)

XX

XX

(x)

X

(x)
(x)

(x)
X

(x)
(x)

(x)

XX

(x)

XX
XX

Tabelle B 1: Auflistung der semi-quantitativen Auswertung der reduzierten und alkylierten Peptidfraktion FSN_31.1-43.4..
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850,4 1322,4

mlz MG VQC[I/L]JGKFCAPWSPCQTGC
4701 4691 CYIK/Q]
541,2  540,2 71,1 ACY[K/Q]
519,2 5182 VQCJI/L]
681,2  680,2 162 VQCII/L]
851,4  850,4 VQC[I/L]GKF
1013,5 1012,5 +Hex VQCI[I/L]GKF
1026,4 1025,4 +Hex TCFPSPVG(162)
1097,4 1096,4 71,0 TCFPSPVGA(162)
774,8 15476
13234 1322,4 CAPWSPCQTGC
1163,4 11624
1054,4 10534 28 TCFPSPVG(162)
11254 1124.4 71,0 TCFPSPVGA(162)
786,6 2356,8
840,6 2518,8 162
951,6 2851,8 CAPWSPCQTGC TCFPSPVGA CY[K/Q]
1041,5 1040,5
11659 2329,8 +Hex CAPWSPCQTGC TCFPSPVG
1201,4 2400,8 +Hex/71,0 CAPWSPCQTGC TCFPSPVGA
879,4 8784 28,0 N-Formyl-VQC[I/LIGKF
1055,0 3162,0 VQC[I/L]GKF CAPWSPCQTGC TCFPSPVG
1078,7 3233,1 71,1 VQC[I/L]IGKF CAPWSPCQTGC TCFPSPVGA
1109,0 3324,0 +Hex VQC[I/L]IGKF CAPWSPCQTGC TCFPSPVG
960,7 28791 27,3

Tabelle B 2: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_31.4. (FSN_31.4._PD).

1469,4 1547,6
m/z MG FCAPWSPCQTGCTCFPSPVG A CY[K/Q]
7043  703,3 VQCII/L]GK

866,4 8654 +Hex VQCII/L]GK

409,1 816,2 [IILIVQCII/LIGK

661,3 660,3 PyrQCWGK

894,4 8934 +Hex N-Formyl- VQC[I/LIGK

7323 731,3 N-Formyl- VQCII/L]GK

774,8 1547,6 +Hex TCFPSPVGACYIK/Q]
8558 1709,6 +Hex TCFPSPVGACYIK/Q]
997,8 1993,6 +Hex QTGCTCFPSPVGACY[K/Q]
892,8 1783,6 +Hex TCFPSPVGACY[K/QJ*

854,8 1707,6 +Hex TCFPSPVGACY[K/Q]**
640,7 1279,4 FCAPWSPCQQ?

735,7 1469,4 FCAPWSPCQTGC

1024,3 1023,3 FCAPWSPC

992,4 1982,8

1000,7 2999,1 FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACY[K/Q]

1006,6 3016,8

1054,7 3161,1 +Hex "1469,4+1709,6"

Tabelle B 3: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_31.4. (FSN_31.4._TD).
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2108,6 788,3 674,3

m/z MG GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTCVGVGG{K/Q}I/L]IGACTGPJI/L]
470,1  469,1 CYIK/Q]
541,2  540,2 71,1 ACY[K/Q]
560,1 559,1
473,2 4722
547,2  546,2 CTGPII/L]
519,2 5182 VQC[I/L]

618,2 617,2 71,1 ACTCP[I/L]
675,2 674,2 57 GACTGPI[I/L]
618,2 617,2 ACTGPI[I/L]
675,3 674,3 57 GACTGPI[I/L]
629,3 6283
789,3 788,3 160 VGVGGQII/L]
851,4 8504 VQCII/L]JGKF

1013,5 1012,5 +Hex VQC[I/L]JGKF

1026,4 1025,4 TCFPSPVG(162)
890,4 889,44 101 TCVGVGGQJI/L]

1050,4 1049,4 160 CTCVGVGGQJI/L]

1323,4 13224 CAPWSPCQTGC
864,3 863,3 TCFPSPVG(ohne Hexose)

786,6 2356,8
840,6 2518,8 +Hex

1179,4 2356,8
1214,9 2427,8 +Formyl
1041,4 10404

795,9 2384,7

951,3 2850,9

924,8 1847,6
1004,8 2007,6 160
1055,3 2108,6 101 GIpCWGKGCAPWSPCQSGCT
1134,8 2267,6
703,9 2108,7
1179,4 2356,8 89,2
732,5 2194,5
777,6 2329,8
879,4 8784

808,3 2421,9
809,3 2424,9
801,3 2400,9
1018,2 2034,4

1165,9 2329,8 CAPWSPCQTGC TCFPSPVG(162)
1201,4 2400,8 71,0 CAPWSPCQTGC TCFPSPVGA(162)
1202,4 2402,8

1213,4 2424,8
979,3 2934,9
1003,3 3006,9
1004,0 3009,0
960,7 28791 GIpCWGKGCAPWSPCQSG
1014,7 30411
1001 3000
884,8 2651,4
970 2907
1179,4 35352 "2879,1+ 674,3"

Tabelle B 4: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_35.3. (FSN_35.3._PD).
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2892,9

m/z MG GCAPWSPCQSGCTCVGVGGQII/LIGACTGP[I/L]
704,3 703,3 VQCII/LIGK
866,4 8654 +Hex VQCII/LIGK
588,2 587,2 GIpC[I/L]GK
661,3 660,3 GIpCWGK
894,4 8934 +Hex N-Formyl- VQCI[I/L]GK
732,3 7313 N-Formyl- VQCII/L]JGK
934,3 933,3 GCAPWSPC
892,8 1783,6 GCTCFPSPVGACYK*
640,7 1279,4 FCAPWSPC[K/Q]Q??
989,8 1977,6 "1977,6+ 933,3"(2892,9) QSGCTCVGVGGQII/LIGACTGP [I/L]
884,8 1767,6
1000,7 2999,1 FCAPWSPCQTGCTCFPSPVGACYK
965,3 2892,9 GCAPWSPCQSGCTCVGVGGQII/L]JGACTGP[I/L]
965,3 2892,9 "2892,9+660,3"
1006,6 3016,3 grofler geworden!

Tabelle B 5: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_35.3. (FSN_35.3._TD).

m/z

MG

2007,6 392,1 530,2  675,2
GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTC[I/L]GVGGQ[I/L]JGACTGP[I/L]

393,1
553,2
473,2
290,9
1022,4
530,2
675,2
405,1
655,2
662,2
1013,5
1309,4
1323,4
1186,5
890,4
593,7
786,6
840,6
1179,4
1214,9
1041,4
795,9
951,3
998,4
1004,8
924,8
794,9
703,9
1191,9

3921
552,2
472,2
289,9
1021,4
529,2
674,2
4041
1308,4
1322,4
1012,5
1308,4
1322,4
1185,4
889,4
1185,4
2356,8
2518,8
2356,8
2427.,8
1040,4
2384,7
2850,9
997,4
2007,6
1847.,6
2381,7
2108,7
2381,8

TClIL]
CTC[IL]

VGSGTAGCGGII/L]S
GVGGQ(I/L]
GACTGPIJI/L]
[I/LIC[I/L]???
CAPWSPCQSGC
CAPWSPCQTGC

CAPWSPCQSGC
CAPWSPCQTGC
GVGGQ[I/L]JGACTGP[I/L]
101 TCVGVGGQ]I/L]
GVGGQ[I/L]JGACTGP[I/L]

+Hex

28

+Hex Formyl- GIpCWGKF
GIpCWGKGCAPWSPCQSGC

GlpCWGKGCAPWSPCQSGCTCJI/L]

Tabelle B 6: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_39.2. (FSN_39.2._PD).
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m/z

MG

660,3  933,2 2906,7
GIpCWGKGCAPWSPCQSGCTC[I/L]JGVGGQ[I/L]GACTGP[I/L]

704,3
605,3
661,3
851,2
934,2
894,4
732,3
892,8
640,7
920,7
996,7
1024,2
1045,2
1068,1
1000,5
969,9
953,9
949,2

703,3
604,3
660,3
850,2
933,2
893,4
7313
1783,6
1279,4
1839,4
1991,4
1023,2
1044,2
1067,1
2998,5
2906,7
2858,7
2844,6

VQC[I/LIGK
-99
GIpCWGK

GCAPWSPC
+Hex
28
GCTCFPSPVGACYK*
FCAPWSPC[K/Q]Q??

QSGCTCII/L]IGVGGQ[I/LIGACTGP[I/L]

FCAPWSPCQTGCTC FPSPVGACYK
GCAPWSPCQSGCTC[I/L]JGVGGQII/LJIGACTGPJI/L]

FCAPWSPCQSG CJI/LIC [I/L]JGV SGTGACGGII/L]S

Tabelle B 7: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_39.2. (FSN_39.2._TD).
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FSN_39.4.-43.4_PD

39-4 MG 43-1 MG 43-2 MG 43-3 MG 43-4 MG
1 720,3 719,3
1 823,2 822,2 823,2 822,2 823,2 8222 1 823,2 8222 1 823,2 822,2 P7 STGACAGII/L]S
1 448,2 4472 448,2 4472 4482 4472 1 448,2 4472 1 448,2 4472 P7 [I/lL] CVG
1 993,3 992,3 993,3 992,3 993,3 992,3 1 993,3 992,3 1 993,3 992,3 P7 VASTGACAGIIL]S
1022,3 1021,3 1022,3 1021,3 1022,3 1021,3 P5 VGSGTAGCGG [I/L] S

528,1 5271 528,2 527,2 P8/9 CTTF

599,2 598,2 599,2 598,2 1 599,2 598,2 P8/9 ACTTF
1 935,2 934,2 935,2 934,2 935,2 9342 1 935,2 9342 1 935,2 934,2 PG6 VGSGTAGCGG [I/L]
1 9923 991,3 992,3 991,3 992,3 991,3 T C[I/L]PS (+162)PVG
1 8634 862,4 863,3 862,3 1 863,3 862,3 1 863,3 862,3
1 11493 11483 1149,3 11483 1 11493 11483 1 11493 11483 P5 VGVASTGACAGII/L]S

839,2 8382 1 839,2 838,2 VGAGTCAGF
1 618,3 617,3 618,3 617,3 618,3 617,3 1 618,3 617,3 1 618,3 617,3 ?2??7?VGACYK*
1 405,2 404,2 405,2 404,2 1 405,2 404,2 1 405,2 404,2 P5/6 m[l/L]C[I/L]
1 1026,2 1025,2 1026,2 1025,2 T C FPS(+162)PVG
1 11492 11482
1 1309,2 1308,2 1309,2 1308,2 1309,2 1308,2 1 1309,2 1308,2 1 1309,2 1308,2 P5/6/8 CAPWSPCQSGC
1 641,2 640,2 641,2 640,2 641,2 640,2 [ILICTTF
1 854,2 85632 1 854,2 853,2
1 14223 14213 1422,3  1421,3 1422,3 14213 1 14223 14213 1 14223 14213 P7 [I/IL]JC VGVASTGACAGII/L]S
2 791,7 15814 791,7 15814 2 7917 15814 2 791,7 1581,4 P5/6 CAPWSPCQSG CJI/L]C [I/L]
1141,7 2281,4 1141,7 22814 P8 CAPWSPCQSG CTC [I/L]PS(+162)PVG
1177,2 2352,4 1177,2 23524
1146,7 22914 P9 CAPWSPCQPG CTC [I/L]PS(+162)PVG
2 906,7 18114
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1 998,2
1 9982
1 808,2
1 8362

997,2
997,2
807,2
835,2

998,2

808,2
836,2

851,5

997,2

807,2
835,2

850,5

998,2

808,2
836,2

997,2

807,2
835,2

906

668,2
998,2

808,2
836,2

977,7

830,4

1334,4
997,2

807,2
835,2
1953,4

668,2
998,2

808,2
836,2
977,7

1334,4
997,2

807,2
835,2
1953,4

P8/9

VASTGACAGII/L]

GIpCWGKF

GIpCWGKF
GIpCWGKF

VQC[I/LIKF

TC [I/L]PSPVG

Tabelle B 8: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Pepsinverdaus von FSN_39.4.-43.4. (FSN_39.4.-43.4. _PD).
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39-4 MG 43-1 MG 43-2 MG 43-3 MG 43-4 MG
1 707,2 706,2 1 707,2 706,2 1 707,2 706,2 1 707,2 706,2 1 707,2 706,2 GIpCWGK
1 869,1 868,1 1 869,1 868,1 1 869,1 868,1 GIpCWGK
1 851,2 850,2 1 851,2 850,2 1 851,2 850,2 1 851,2 850,2 1 851,2 850,2 GIpCWGK
1 6612 660,2 1 661,2 660,2 1 661,2 660,2 1 661,2 660,2 1 661,2 660,2 GIpCWGK
1 689,2 688,2 1 689,2 6882 1 689,2 688,2 1 689,2 688,2 1 689,2 688,2 GIpCWGK
2 8927 17834 2 8927 17834 (162) GCTCFPSPVGACYK*
2  711,7 14214 2 711,7 1421,4 2 711,7 14214 2 711,7 14214 2 711,7 1421,4 P7 [I/L]ICV GVASTGACAGII/L]S
2 927,7 18534 2 927,7 18534 2 927,7 18534 2 927,7 18534 2 927,7 18534 P7 QGA C[I/L]C V GVASTGACAGII/L]IS
2 640,7 12794 2 640,7 1279,4 FCAPWSPCIK/Q]Q?
2 920,8 18396 P5 QSG C[I/L]C [I/L]GV SGTGACGGII/L]S
2 1002,7 20034 2 1002,7 20034 2 1002,7 20034 P8 QSG CTC [l/L] PS(+162)PVGACTTF
1 970,2 969,2
2 7287 14554 2 7287 14554
2 8772 17524 2 8772 17524 2 8772 17524 2 8772 17524
2 9312 18604 2 931,2 18604
1 10242 1023,2 1 1024,2 1023,2 1 1024,2 1023,2 1 10242 10232 1 10242 10232 FCAPWSPC
1 1046,2 10452 1 1046,2 10452 1 1046,2 10452 1 10462 10452 1 1046,2 10452
1 6801 679,17 1 680,11 679,17 1 6801 679,17 1 6801 679,1 1 680,1 679,1
2 8652 17284 2 8652 17284 2 8652 17284 2 8652 17284 2 8652 17284
3 1000,5 29985 3 1000,5 29985 FCAPWSPCIK/Q]TGCTCFPSPVGACYK
3 9592 28746 3 9592 28746 3 959,2 28746
3 9539 2858,7 3 9539 2858,7 3 9539 2858,7 3 953,9 2858,7 3 953,9 2858,7 P7 CAPWSPCQSG CJI/L]C VGV ASTGACAG]I/L]S
3 3 1003,9 3008,7 3 1003,9 3008,7 3 10039 30087 P8 FCAPWSPCQSG CTC [l/L] PS(+162)PVGACTTF
3  949,2 28446 3 9492 28446 3 9492 28446 P5 FCAPWSPCQSG C[I/L]C [I/L]GV SGTGACGGII/L]S
3 9705 2908,5 3 970,5 29085
3 1007,3 30189 3 1007,3 30189 3 10073 30189 P8 FCAPWSPCQPG CTC [l/L] PS(+162)PVGACTTF
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3 9202
3 9562

2757,6
2865,6

924,9
963,2
920,2
956,2

2771,7
2886,6
2757,6
2865,6

3 9249 27717
3 920,2 27576
3 956,2 2865,6

3 9249 2771,7 3 9249 2771,7
3 9632 28866 3 963,2 2886,6
3 920,2 27576 3 920,2 2757,6

P6

FCAPWSPCQSG C[I/L]C VGV ASTGACAGJI/L]

FCAPWSPCQSG C[I/L]C [I/L]GV SGTGACGGJl/L]

Tabelle B 9: Tabelle der erhaltenen Spaltpeptide des Trypsinverdaus von FSN_39.4.-43.4. (FSN_39.4.-43.4._TD).

Intens. {7 +MS2(894.4), 11.4min #437
x106]
27.9
1251 — Q-0.2 V+0.1 162.0
] 876.9
1.00 3
] G Q-0.1 —
0.75—: 18.B
] 18.p |
0.50 4
] 18.
025 17.
] 325.2 478.2 571.4 673. 7324
00011 —— U I T 1 le,llll . ,‘.1.‘.1 OI
300 400 500 600 700 800 mz

Intens. |
x106

0.8
0.6
0.4 1

0.2+

0.0 -

+MS2(732.2), 11.6-12.1min #(566-594)

I 160.0 Q 127.0 —
160.0 — /L +|0.1 G K
307
7143
416.0
256.0
4771 6113
5111 568.2 .
204.0 ...LLILIL. Al ale
200 300 400 500 600 700 mwz

Abbildung B 5: Trypsin Spaltpeptid m/z 894,4 (links) und Trypsin Spaltpeptid m/z 732,2 (rechts) aus der Fraktion FSN_31.4._TD.
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