
 

 

 

 

 

Entwicklung und Anwendung 
massenspektrometrischer Methoden zur 

Analyse von proteasekatalysierten 
Reaktionen 

 

 

Dissertation 

 

zur Erlangung des Doktorgrades  

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät  

der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

 

 

 

 

Joanna Tucher 

2015 

  



  

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Erster Gutachter:    Prof. Dr. Andreas Tholey 

Zweiter Gutachter:   Prof. Dr. Thomas Roeder 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 1. Oktober 2015 

 

Zum Druck genehmigt: 

  

Tucher
Typewriter

Tucher
Typewriter

Tucher
Typewriter

Tucher
Typewriter

Tucher
Typewriter
1. Oktober 2015

Tucher
Typewriter

Tucher
Typewriter

Tucher
Typewriter



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Danksagung 

An erster Stelle möchte ich mich bei meinem Betreuer PROF. DR. ANDREAS THOLEY für die 

Bereitstellung der interessanten und vielseitigen Fragestellungen sowie die engagierte 

Unterstützung während meiner Promotionsarbeit bedanken. Das entgegengebrachte 

Vertrauen und die freundliche Zusammenarbeit haben stets zu einem kreativen und 

äußerst angenehmen Arbeitsumfeld beigetragen, wofür ich ihm sehr dankbar bin. 

Bei PROF. DR. THOMAS ROEDER möchte ich mich herzlich dafür bedanken, dass er sich dazu 

bereit erklärt hat, das Zweitgutachten meiner Dissertation anzufertigen. 

PROF. DR. CHRISTOPH BECKER-PAULY danke ich vielmals für die gemeinsam bearbeiteten 

Projekte. An dieser Stelle möchte ich mich auch bei den weiteren Mitgliedern des 

Forschungsprojektes A9 des SFB 877, insbesondere bei DR. CLAUDIA TREDUP, FELIX JÄCKLE 

und RIELANA WICHERT, für die exzellente Zusammenarbeit bedanken.  

Vielen Dank auch an KIRSTEN MEINHARDT für die engagierte Unterstützung in bürokra-

tischen Angelegenheiten. 

Ganz besonders möchte ich mich bei meinen Kollegen in der Arbeitsgruppe von PROF. 

DR. ANDREAS THOLEY für ihre alltägliche Motivation und Hilfsbereitschaft, aber auch für 

die entstandenen Freundschaften und die schöne gemeinsame Zeit, ob in der 

Kaffeepause oder im Schrevenpark, bedanken. Danke an ALEXANDER BECKER, DR. LIAM 

CASSIDY, DR. TOMAS KOUDELKA, DR. DENNIS LINKE, JANA SCHLENK, PRASATH SOMASUNDARAM und 

CHRISTIAN TREITZ. Auch bei den ehemaligen Mitarbeitern DR. CHIEN-WEN HUNG und DR. 

THOMAS JAKOBY-GREGORIUS möchte ich mich in diesem Sinne ganz herzlich bedanken. 

Hervorheben möchte ich DR. TOMAS KOUDELKA, meinen Kollegen im Forschungsprojekt Z2 

des SFB 877, dem ich für seine allseits kompetente Beratung und Unterstützung sowie 

die geduldigen wissenschaftlichen Diskussionen sehr dankbar bin. 

Zudem möchte ich mich bei ALEX, BENNI, BINE, LILLY, LUKAS, MANJA, MARCEL und MARIE für 

die wöchentlichen erfrischenden Mittagspausen im Schleswig-Holsteinischen Landtag 

bedanken. 

Ein großes Dankeschön richte ich an meine Eltern, DANUTA und BERNHARD, und an 

meinen Freund STEFAN für ihre liebevolle Unterstützung und alle Freiheiten, die sie mir 

ermöglicht haben. Ebenso möchte ich mich bei meinen FREUNDEN aus der Heimat und 

denen aus Erlanger Zeiten, nicht nur für ihre zahlreichen Besuche im hohen Norden, 

sondern auch für die vielseitige Abwechslung vom Alltag in der Wissenschaft bedanken. 



  

In gleicher Weise möchte ich mich natürlich auch bei allen in Kiel neu gewonnenen 

Freunden bedanken. 

VIELEN DANK. 

  





  



Publikationsliste 

Teile dieser Dissertation finden sich in folgenden Veröffentlichungen wieder: 

Joanna Tucher, Dennis Linke, Tomas Koudelka, Liam Cassidy, Claudia Tredup, Rielana 

Wichert, Claus Pietrzik, Christoph Becker-Pauly & Andreas Tholey (2014) 

LC-MS BASED CLEAVAGE SITE PROFILING OF THE PROTEASES ADAM10 AND ADAM17 USING 

PROTEOME-DERIVED PEPTIDE LIBRARIES.  

in: Journal of Proteome Research, 13, 2205-14. 

 

Joanna Tucher, Tomas Koudelka, Jana Schlenk & Andreas Tholey 

FROM TOP-DOWN TO BOTTOM-UP: TIME-DEPENDENT MONITORING OF PROTEOLYTIC PROTEIN 

DEGRADATION OVER TIME BY LC-MS. 

eingereicht 

Mitwirkung und Veröffentlichungen zusätzlich zu den Teilen dieser 

Dissertation: 

Nina Zänglein, Joanna Tucher & Monika Pischetsrieder (2015) 

TARGETED MASS SPECTROMETRY FOR THE ANALYSIS OF NUTRITIVE MODULATION OF CATALASE AND 

HEME OXYGENASE-1 EXPRESSION. 

in: Journal of Proteomics, 117, 58-69. 

Buchkapitel: 

Joanna Tucher, Prasath Somasundaram & Andreas Tholey 

QUANTITATIVE MALDI MS USING IONIC LIQUID MATRICES. 

in: Advances in MALDI and Laser-induced Soft Ionization Mass Spectrometry 

Editor: Rainer Cramer 

Verlag: Springer 

eingereicht  



  

  





  

 

  









  

VBA   Visual Basic for Applications 

v/v   Volume/Volume, Volumen/Volumen 

w/v   Weight/Volume, Masse/Volumen 

w/w   Weight/Weight, Masse/Masse 

XIC   Extracted Ion Chromatogram, Extrahiertes Ionenchromatogramm 

  



Abkürzungsverzeichnis proteinogener Aminosäuren 

Einbuchstaben-Code, Dreibuchstaben-Code, Aminosäure 

A    Ala   Alanin 

C    Cys   Cystein 

D    Asp   Asparaginsäure, Aspartat 

E    Glu   Glutaminsäure, Glutamat 

F    Phe   Phenylalanin 

G    Gly   Glycin 

H    His   Histidin 

I    Ile   Isoleucin 

K    Lys   Lysin 

L    Leu   Leucin 

M    Met   Methionin 

N    Asn   Asparagin 

P    Pro   Prolin 

Q    Gln   Glutamin 

R    Arg   Arginin 

S    Ser   Serin 

T    Thr   Threonin 

V    Val   Valin 

W    Trp   Tryptophan 

Y    Tyr   Tyrosin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

  







8 Literaturverzeichnis 113 

9 Anhang 129 

9.1 Anhang Kapitel 5 ................................................................................... 129 

9.2 Anhang Kapitel 6 ................................................................................... 143 

9.3 Anhang Kapitel 7 ................................................................................... 146 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

  

















8 Einleitung 

 

Abb. 2: Nomenklatur der Spaltsequenzen nach Schechter und Berger. Die Sequenz N-
terminal von der Spaltstelle wird als non-prime, die Sequenz C-terminal von der Spalt-
stelle als prime Sequenz bezeichnet.  

Abschließend ist zu erwähnen, dass manche Proteasen neben ihrer hydrolytischen 

Aktivität unter bestimmten Bedingungen auch als Ligasen fungieren und somit neue 

Peptidbindungen schaffen können. An dieser Stelle ist beispielhaft Carboxypeptidase Y 

zu nennen. Die Ligase-Aktivität dieser Exopeptidase wurde bereits für analytische 

Zwecke genutzt (S. 20). 

3.3 Proteolytische Netzwerke 

Proteolytische Vorgänge in vivo sind als irreversible posttranslationale Modifikationen 

Teil eines komplexen dynamischen Zusammenspiels verschiedener Interaktionspartner 

(Abb. 3). Dazu zählen unter anderem die Proteasen selbst, ihre Substrate, die aus der 

Proteolyse resultierenden Spaltprodukte, sowie Aktivatoren oder Inhibitoren der 

Enzyme. Dabei sind einzelne proteolytische Systeme aber nicht als isoliert, sondern als 

eng miteinander verflochten, anzusehen. Diese gegenseitige Abhängigkeit wird durch 

den Begriff Protease Web oder proteolytische Netzwerke definiert [23,24]. 

Um das Ausmaß der Komplexität proteolytischer Vorgänge in vivo zu veranschaulichen, 

werden verschiedene Aspekte im Folgenden anhand der Transmembranprotease 

ADAM10 beleuchtet. 

Im Allgemeinen werden Proteasen zunächst als inaktive Vorstufen, sogenannte 

Zymogene, translatiert [25]. Durch diesen Mechanismus kann die proteolytische 

Aktivität sowohl zeitlich als auch räumlich reguliert werden. Die Aktivierung einer 

Protease erfordert meist die Hydrolyse eines N-terminalen Propeptides, welches das 

aktive Zentrum der Protease blockiert. Außerdem kann die Bindung eines Kofaktors 

nötig sein. Im Fall von ADAM10 wird die Prodomäne durch die Proteasen Furin bzw. 

PC7 von der katalytischen Domäne abgespalten [26]. Jedoch wirkt die Prodomäne durch 

die Ausbildung eines nicht-kovalenten Enzym-Propeptid-Komplexes weiterhin inhi-
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tät einer Protease die Bestimmung der exakten Position der Spaltstelle innerhalb eines 

Substrates erleichtern. Die Lokalisierung der Spaltstelle innerhalb der Aminosäure-

sequenz eines Substrates beinhaltet die simultane Identifizierung der N- bzw. C-Termini 

generierter Spaltprodukte. 

Zeitabhängige Untersuchungen proteolytischer Reaktionen können, neben der Ermitt-

lung von kinetischen Parametern (z. B. vmax, kcat oder Km), dazu beitragen bevorzugte 

Substrate, intermediär auftretende Spaltprodukte oder präferierte Spaltstellen zu identi-

fizieren. Zu einem möglichst umfassenden Verständnis proteolytischer Vorgänge gehö-

ren außerdem die Identifizierung von Aktivatoren und Inhibitoren sowie die Aufklärung 

der damit verbundenen regulatorischen Mechanismen, welche weitere posttranslatio-

nale Modifikationen (PTMs) beinhalten können. Kürzlich konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass eine Serin-Phosphorylierung von ADAM17 durch die Kinase PLK2 zu einer 

erhöhten Aktivität der Protease führt [36]. Die gegenseitige Regulation verschiedener 

posttranslationaler Modifikationen wird als sogenannter PTM Cross Talk bezeichnet 

[37]. Auch strukturelle Aspekte der beteiligten Interaktionspartner sollten nicht ver-

nachlässigt werden. Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass die Transmem-

branprotease ADAM17 durch das Enzym Proteindisulfid-Isomerase von einer aktiven in 

eine inaktive Form überführt wird [38]. Durch die Konformationsänderung ist das 

aktive Zentrum der Protease für Substrate nicht mehr zugänglich. Zusammenfassend 

spiegeln die vielfältigen Fragestellungen die hohe Komplexität proteolytischer Vorgänge 

wider. 

3.5 Analytik proteolytischer Reaktionen 

3.5.1 Biochemische, zellbiologische Methoden und Tiermodelle 

An dieser Stelle wird lediglich ein kurzer Einblick in die Möglichkeiten biochemischer 

und zellbiologischer Methoden, sowie angewandter Tiermodelle zur Analyse proteo-

lytischer Vorgänge gewährt, da der Fokus der vorliegenden Dissertation auf Strategien 

unter Zuhilfenahme der Massenspektrometrie liegt. 

Ausgehend von einer bisher uncharakterisierten Protease, kann zunächst ein Spalt-

spezifitätsprofil generiert werden, um mögliche Konsensussequenzen für die Hydrolyse 

einer Peptidbindung zu identifizieren. Dazu dienen unter anderem Methoden wie der 

Substrat-Phagen-Display [39,40] und Verfahren unter Anwendung von Peptid-Zufalls-
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desorptions-Ionisierung, Matrix-assisted Laser Desorption Ionization) [53,54] oder ESI 

(Elektrospray-Ionisierung, Electrospray Ionization) [55], zur Analyse großer Biomole-

küle. Die Markteinführung des Orbitrap Massenanalysators [56,57] im Jahr 2005 

revolutionierte die massenspektrometrische Proteinanalytik von Neuem. Die weit 

verbreiteten ESI LTQ Orbitrap Massenspektrometer zeichnen sich unter anderem durch 

eine hohe Auflösung und Massengenauigkeit aus. Neben CID (Collision-induced 

Dissociation) und HCD (Higher Energy Collisional Dissociation), sind die Geräte optional 

mit alternativen Fragmentierungstechniken wie ETD (Electron Transfer Dissociation) 

[58,59] ausgestattet, die beispielsweise die Analyse posttranslationaler Modifikationen 

erleichtern. Die Online-Kopplung von LC-Systemen mit ESI Massenspektrometern 

ermöglicht die simultane Trennung und MS Analyse komplexer Proben. 

 

Abb. 4: Proteomische Bottom-up und Top-down Strategien. In einer Bottom-up Strategie 
(A) werden die Proteine bereits vor der Trennung mit einer Protease verdaut. Auch die 
MS Analyse findet auf der Ebene von Peptiden statt. Werden Analyten auf der Ebene von 
Proteinen getrennt, anschließend verdaut und auf der Ebene von Peptiden massen-
spektrometrisch untersucht, so handelt es sich um eine Kombination aus Top-down und 
Bottom-up Strategie (B). In einer Top-down Strategie (C) finden Probentrennung und MS 
Analyse auf der Ebene von Proteinen statt. Es wird keine Protease eingesetzt.  

Grundsätzlich werden in der Proteomik im Hinblick auf die Trennung der Analyten und 

die MS Analyse Bottom-up von Top-down Strategien [60] unterschieden (Abb. 4). 

Während die Trennung der Analyten sowie die MS Analyse in der Top-down Proteomik 

(Abb. 4C) auf der Ebene intakter Proteine erfolgt, werden die Proteine in der Bottom-up 
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Abb. 5: Die TAILS Methode mit Kontrolle (oben) und Protease-Experiment (unten). Nach 
Inkubation des Proteoms mit der Target Protease werden Disulfidbrücken reduziert und 
freie Thiolgruppen alkyliert (nicht dargestellt).  

Eine Weiterentwicklung, die iTRAQ-TAILS Methode [90], nutzt anstelle der Dimethylie-

rung die Derivatisierung von primären Aminen mit isobaren iTRAQ-Reagenzien [91] auf 

Proteinebene. Diese Strategie verringert zum einen die Probenkomplexität, da die 

Quantifizierung auf der Ebene von MS2-Spektren erfolgt, und ermöglicht zum anderen 

den quantitativen Vergleich von bis zu vier oder acht Proben. Das Substratdegradom 

von MMP-2 und MMP-9 wurde beispielsweise mithilfe von iTRAQ-4plex analysiert [90]. 

C-Terminale Degradomik 

Durch die proteasekatalysierte Hydrolyse einer Peptidbindung entsteht neben einem N-

Terminus ein neuer C-Terminus. Während für die Analyse N-terminaler Protein-

sequenzen ein breites Methodenspektrum zur Verfügung steht, ist die Auswahl für die 

Analyse C-terminaler Sequenzen eher begrenzt. Dies ist unter anderem auf die 

vergleichsweise geringe chemische Reaktivität von Carboxylgruppen zurückzuführen. 

Allgemein bekannte Strategien zur Erhöhung der Reaktivität einer Carbonsäurefunktion, 

wie beispielsweise die Veresterung mit einem Alkohol oder die Umsetzung mit einem 

Carbonsäurechlorid zu einem hoch reaktiven Carbonsäureanhydrid, sind meist mit 

extremen, nicht biokompatiblen Reaktionsbedingungen verbunden. Außerdem mangelt 

es den vorgeschlagenen Reaktionsmechanismen in der Regel an Selektivität; zum einen 

im Hinblick auf Nebenreaktionen der verwendeten Reagenzien mit anderen funktio-

nellen Gruppen als der Carboxylfunktion und zum anderen bezogen auf die im Vergleich 

zum C-Terminus hoch abundanten Aminosäuren Asparaginsäure und Glutaminsäure, 

welche ebenfalls Carboxylfunktionen enthalten. Hinzu kommt, dass die massenspektro-

metrische Identifizierung von C-terminalen Peptiden oft eine Herausforderung darstellt, 

Kontrolle bzw.

Verdau mit der

Target Protease

Proteom Dimethylierung 

von 
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Kontrolle und Experiment kovalent an ein Polymer gebunden werden. Die relevanten 

Protein-C-Termini befinden sich in Lösung und werden mittels LC-MS analysiert.  

Zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese 

Die zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese (2D-DIGE) [64,95] basiert, im 

Gegensatz zu den oben beschriebenen Bottom-up Methoden, auf einer Kombination von 

Top-down und Bottom-up Prinzip (Abb. 4B, S. 14). Intakte Proteine werden mittels 2D-

GE [62,63] getrennt: Isoelektrische Fokussierung in der ersten Dimension (Trennung 

aufgrund des pI-Wertes) und SDS-PAGE in der zweiten Dimension (Trennung aufgrund 

des Molekulargewichtes). Vor der Elektrophorese werden maximal drei zu vergleichen-

de Proteinproben jeweils mit einem aminspezifischen Fluoreszenzfarbstoff, Cy3, Cy5 

oder Cy2, derivatisiert und anschließend zu gleichen Teilen vereinigt. Nach der 2D-GE 

können zwischen den Proben identische bzw. differierende Proteinspots höchst sensitiv 

mithilfe eines Fluoreszenz-Gelscanners detektiert und deren Intensität quantiativ 

erfasst werden. Relevante Proteinspots werden aus dem Gel ausgeschnitten, die 

Proteine mit Trypsin im Gel verdaut und massenspektrometrisch, meist mittels MALDI 

MS, identifiziert. Auf diese Weise kann beispielsweise das Proteinprofil von Zellen, in 

denen eine bestimmte Protease aktiviert oder inhibiert wurde, mit dem unbehandelter 

Zellen verglichen werden.  
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Spaltspezifität verdaut. Primäre Amine werden dimethyliert und die Bibliotheken 

aufgereinigt. Nachfolgend werden sechs Replikate der Peptidbibliotheken bei den 

relevanten Reaktionsbedingungen mit der Target Protease inkubiert. Die sechs Proben 

werden zu gleichen Teilen vereinigt und mittels LC-MS analysiert. Während prime 

Sequenzen massenspektrometrisch erfasst werden, werden non-prime Sequenzen 

bioinformatisch ermittelt. Quantitative Daten werden anhand der TMT-Reporterionen-

verhältnisse ausgewertet. Im Gegensatz zu PICS können mithilfe der Q-PICS Strategie 

grundsätzlich auch non-prime Sequenzen mittels LC-MS identifiziert werden, da diese 

nicht durch die positive Anreicherung der proteasegenerierten N-Termini aus dem 

Probengemisch entfernt werden. 

Die Eignung der Q-PICS Methode zur relativen Quantifizierung von proteolytischen 

Vorgängen wurde exemplarisch anhand der Protease Glu-C in Anwesenheit von zwei 

verschiedenen Puffersystemen gezeigt [74]. Hierfür wurden drei Replikate einer 

Peptidbibliothek in TEAB-Puffer und drei Replikate in HEPES-Puffer desselben pH-

Wertes mit der Endopeptidase inkubiert. Durch die nachfolgende LC-MALDI TOF/TOF 

MS Analyse und Auswertung der qualitativen und quantitativen Daten konnte, in 

Anlehnung an vorangegangene Ergebnisse [120], eine erhöhte proteolytische Aktivität 

von Glu-C in HEPES-Puffer bestätigt werden. Die Wahl des Puffers hatte hingegen keinen 

Einfluss auf die Spaltspezifität der Protease. 

Die Q-PICS Methode wurde in der vorliegenden Arbeit zunächst optimiert und 

nachfolgend zur Analyse der Spaltspezifität von ADAM10 und ADAM17 verwendet. 

Hierfür wurde unter anderem der Gebrauch von Kontrollen der Peptidbibliotheken 

implementiert, um falsch-positive Zuordnungen von Spaltstellen auszuschließen. 

Außerdem wurden die Proben parallel mittels LC-MALDI TOF/TOF MS und LC-ESI LTQ 

Orbitrap MS analysiert. 
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aufgereinigt und die daraufhin im Vakuumkonzentrator (Concentrator Plus, Eppendorf) 

getrockneten Peptide zu 1,5 mg/ml in 50 mM HEPES (pH 7,4) gelöst. 

5.2.5 TMT-6plex-Experimente mit ADAM10/17 

Die Lys-C bzw. Glu-C Peptidbibliothek wurde in jeweils sechs internen technischen 

Replikaten zu jeweils 40 µg (Konzentration, 1,5 mg/ml; Volumen, 26,7 µl) für 18 h bei 

37 °C mit jeweils 8 µg ADAM10 bzw. ADAM17 (Enzym-Peptid-Verhältnis, 1:5, w/w; 

Konzentration, 1 mg/ml; Volumen, 8 µl) in 50 mM HEPES (pH 7,4) inkubiert. Nach 18 h 

wurden die Proben für 15 min bei 95 °C erhitzt, anschließend auf Raumtemperatur 

abgekühlt und der pH-Wert der Lösungen mit 1 M TEAB (pH 8,5) auf 8,5 eingestellt. Die 

TMT-6plex-Reagenzien 126-131 wurden nach Herstellerangaben vorbereitet und zur 

Derivatisierung der freien proteasegenerierten N-Termini in den jeweils sechs 

Replikaten verwendet (Abb. 7A). Allgemein wurden 20 µl TMT-6plex-Reagenz 

(19,5 mg/ml, gelöst in ACN) zur Derivatisierung von 40 µg Peptid eingesetzt und die 

Proben bei 20 °C für 1 h inkubiert. Um überschüssiges TMT-6plex-Reagenz abzufangen, 

wurden jeweils 20 µl 100 mM ABC (pH 8,0) zugegeben, die Proben für 15 min bei 20 °C 

inkubiert und die sechs Replikate eines Experimentes anschließend zu gleichen Teilen 

(v/v) vereint. Die Proben wurden im Vakuumkonzentrator getrocknet und zu 1 mg/ml 

in 1% TFA gelöst. 

5.2.6 Kontrollen der Peptidbibliotheken 

Um in der Peptidbibliothek, trotz reduktiver Dimethylierung, enthaltene freie N-Termini 

von ADAM10- bzw. ADAM17-generierten N-Termini zu unterschieden, wurden jeweils 

40 µg der Lys-C bzw. Glu-C Peptidbibliothek ohne die Zugabe der Target Proteasen bei 

den gleichen Bedingungen wie in Kapitel 5.2.5 beschrieben inkubiert und anschließend 

derivatisiert. Anstelle der Target Proteasen wurden entsprechend 8 µl 50 mM HEPES 

(pH 7,4) zugefügt. Für die Derivatisierung primärer Amine in den Kontrollen wurde 

ausschließlich das TMT-6plex-Reagenz 131 verwendet (Abb. 7B). Die Proben wurden im 

Vakuumkonzentrator getrocknet und zu 1 mg/ml in 1% TFA gelöst. 
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Abb. 7: Zuteilung der TMT-6plex-Reporterionenkanäle 126-131. (A) Die jeweils sechs 
Replikate der Inkubation der Peptidbibliotheken mit ADAM10/17 wurden jeweils mit den 
TMT-6plex-Reagenzien 126-131 derivatisiert. (B) Die Kontrollen der Peptidbibliotheken 
wurden jeweils mit TMT-6plex-Reagenz 131 derivatisiert.  

5.2.7 LC-MALDI TOF/TOF MS 

Zur offline LC-MALDI MS Analyse wurden zunächst jeweils drei technische Replikate 

jeder Probe aus Kapitel 5.2.5 (Experimente mit ADAM10/17) und 5.2.6 (Kontrollen der 

Peptidbibliotheken) mithilfe des UltiMate 3000 nano-LC-Systems aufgetrennt und mit 

einem Probot Mikrofraktionssammler (beides Dionex, Idstein, Deutschland) auf eine 

MALDI-Platte (Opti-TOF LC/MALDI Insert, 123 x 81 mm, AB Sciex, Darmstadt, 

Deutschland) gespottet. Hierfür wurden jeweils 2 µg der Probe injiziert und zunächst 

auf einer Vorsäule (Acclaim Pepmap C18, 300 µm i.D. x 5 mm, 5 µm, 100 Å, Dionex) bei 

einem Fluss von 30 µl/min mit 3% ACN/0,1% TFA für 10 min konzentriert und entsalzt. 

Die Temperatur des Säulenofens betrug 30 °C. Anschließend wurden die Analyten durch 

einen Gradienten aus den Eluenten A (0,05% TFA) und B (80% ACN/0,04% TFA) 

(Tabelle 2) auf einer Trennsäule (Acclaim Pepmap C18, 75 µm i.D. x 250 mm, 3 µm, 

100 Å, Dionex) bei einer Flussrate von 300 nl/min aufgetrennt. Die UV-Spur wurde bei 

214 nm aufgezeichnet. Das von der Trennsäule kommende Eluat wurde im Probot 

Mikrofraktionssammler automatisch mit dem dreifachen Volumen an Matrix (3 mg/ml 

CHCA, 14 nM [Glu1]-Fibrinopeptid B, gelöst in 70% ACN/0,1% TFA) versetzt. Im 

zeitlichen Abstand von 15 s wurde die Probe von 40 bis 163 min auf die MALDI-Platte 

gespottet. 

Die MALDI MS Analyse wurde an einem MALDI TOF/TOF 5800 Massenspektrometer 

durchgeführt, welches mit der Software 4000 Series Explorer Software (beides AB 

Sciex) ausgestattet war. Vor der Messung wurde mit einem Standard aus sechs Peptiden 

im positiven Ionenmodus kalibriert (MS1- und MS2-Ebene). Außerdem wurde auf der 

A Experimente

Lys-C Bibliothek + ADAM10

Glu-C Bibliothek + ADAM10

Lys-C Bibliothek + ADAM17

Glu-C Bibliothek + ADAM17

B Kontrollen

Lys-C Bibliothek

Glu-C Bibliothek

TMT126  TMT127  TMT128  

TMT129  TMT130  TMT131

1:1:1:1:1:1
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Ebene von MS1-Spektren simultan zur Probenanalyse eine interne Kalibrierung anhand 

des in der Matrix enthaltenen [Glu1]-Fibrinopeptid B durchgeführt. 

MS1-Spektren wurden mit insgesamt 1.000 Laserschüssen pro Spektrum in einem 

Massenbereich von 700 bis 4.000 m/z gemessen. Die Vorläuferionen für die MS2 

Analysen wurden von der Software nach folgendem Prinzip ausgewählt: minimales 

Signal-Rausch-Verhältnis, 25; minimale Fraktionsbreite, 1; maximale Anzahl an 

Vorläuferionen pro Spot, 20. Bei hohem Gasdruck (0,53 mPa) wurden pro Spot zuerst 

die intensivsten Vorläuferionen fragmentiert. Für die MS2-Spektren wurden insgesamt 

3.000 Laserschüsse pro Vorläuferion akkumuliert.  

Tabelle 2: Gradient aus den Eluenten A (0,05% TFA) und B (80% ACN/0,04% TFA) zur 
Trennung des Probengemisches bei einer Flussrate von 300 nl/min und einer Säulen-
ofenofentemperatur von 30 °C. 

 

5.2.8 LC-ESI LTQ Orbitrap MS 

Zur online LC-ESI MS Analyse wurde ein an ein UltiMate 3000 nano-LC-System (Dionex) 

gekoppeltes LTQ Orbitrap Velos Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) 

verwendet, welches mit der Software XCalibur (Version 2.1, Thermo Fisher Scientific) 

ausgestattet war. Auch hier wurde jede Probe aus Kapitel 5.2.5 (Experimente mit 

ADAM10/17, S. 29) und 5.2.6 (Kontrollen der Peptidbibliotheken, S. 29) in drei 

technischen Replikaten gemessen.  

Die für die LC Trennung verwendeten Parameter stimmen mit den für LC-MALDI MS 

beschriebenen überein. Jedoch wurde in den Eluenten A und B, TFA durch FA ersetzt. 

MS Daten wurden von 15 bis 160 min aufgezeichnet, wobei die MS1-Spektren bei einer 

Auflösung von 60.000 zwischen 300 und 2.000 m/z aufgenommen wurden. Nach einem 

MS Full Scan wurden die fünf intensivsten Vorläuferionen mit einem Ladungszustand 

von mindestens z=2 durch CID (NCE, Normalized Collision Energy, 35%; 

Isolationsfenster, 2 m/z) und HCD (NCE, 45%; Isolationsfenster, 3 m/z) fragmentiert. 

Zur Auswahl der Vorläuferionen wurde außerdem ein dynamisches Ausschlussver-

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

0 95 5

10 95 5

154 50 50

164 5 95

169 5 95

173 95 5

198 95 5
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fahren (Dynamic Exclusion) mit einer Massentoleranz von 10 ppm und den folgenden 

Einstellungen verwendet: Anzahl der wiederholten Fragmentierung, 3; Wiederholungs-

zeitfenster, 20 s; Ausschlussdauer, 180 s. Im Anschluss an die MS Analyse wurden die 

Daten mit dem Programm RecalOffline (XCalibur, Thermo Fisher Scientific) anhand des 

Signals für Polydimethylcyclosiloxan (445,120025 m/z) rekalibriert. 

5.2.9 Auswertung der Daten 

Zur Identifizierung und Quantifizierung von Peptiden wurde die Software Proteome 

Discoverer (Version 1.4, Thermo Fisher Scientific) in Kombination mit der Such-

maschine Mascot (Version 2.2.07, Matrix Science, London, UK) verwendet. Die mittels 

MALDI MS erhaltenen Rohdaten wurden dafür zunächst mit der Software TS2Mascot 

(Version 1.0.0, Matrix Science) als MGF-Dateien (Mascot Generic Format) exportiert. 

Dabei wurden die folgenden Einstellungen vorgenommen: Export der monoisotopischen 

MS2 Signale von 60 Da bis 35 Da unterhalb der betreffenden Vorläuferionenmasse; 

minimales Signal-Rausch-Verhältnis, 0.  

Die drei technischen Replikate einer mittels MALDI MS bzw. ESI MS gemessenen Probe 

wurden im Proteome Discoverer jeweils gemeinsam zur Datenbanksuche eingegeben. 

Die verwendete FASTA-Datenbank bestand aus insgesamt 6.649 Proteinsequenzen: der 

Referenzproteomdatenbank von Saccharomyces cerevisiae (UniProt, heruntergeladen 

am 02.05.2013), den Sequenzen von Lys-C (Lysobacter enzymogenes), Glu-C 

(Staphylococcus aureus) sowie von ADAM10 und ADAM17 (beide Mus musculus). Bei den 

Datenbanksuchen wurde eine semi-Lys-C (mit maximal einer verpassten Spaltstelle) 

bzw. semi-Glu-C (mit maximal zwei verpassten Spaltstellen) Enzymspezifität verwendet. 

Als feste Modifikationen wurden angegeben: Carbamidomethylierung, Cys; 

Dimethylierung, Lys; TMT-6plex-Derivatisierung, N-Terminus. Die Massentoleranz für 

Vorläuferionen wurde bei MALDI MS auf 25 ppm, bei ESI MS auf 8 ppm gesetzt. 

Während für die Fragmentionen bei MALDI MS Daten eine Abweichung von 0,3 Da 

zugelassen wurde, wurde für ESI MS Daten eine Differenz von 0,5 Da in CID-Spektren 

und von 0,02 Da in HCD-Spektren erlaubt. In der Quantifizierungsmethode wurden die 

fünf folgenden TMT-Reporterionenverhältnisse ermittelt: 127/126, 128/126, 129/126, 

130/126 und 131/126. Dabei wurden die vom Hersteller für das verwendete TMT-

6plex-Kit angegebenen Korrekturfaktoren berücksichtigt, um die Isotopenverunreini-
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5.3 Ergebnisse und Diskussion 

5.3.1 Analytische Strategie 

Zur Q-PICS Analyse der Spaltspezifität von murinem rekombinantem ADAM10 und 

ADAM17 wurden zunächst zwei Peptidbibliotheken auf Basis des zytosolischen 

Proteoms von Saccharomyces cerevisiae hergestellt (Abb. 9A). Die Spaltspezifität von 

Säugetierproteasen kann grundsätzlich mithilfe von Peptidbibliotheken, die aus 

Organismen niedrigerer Komplexität hervorgehen, untersucht werden. Dies wurde 

beispielhaft in einer PICS Analyse mit humanem MMP-2 und einer Escherichia coli 

Peptidbibliothek gezeigt [126].  

 

Abb. 9: Arbeitsablauf. (A) Herstellung von zwei Peptidbibliotheken aus einem Hefepro-
teom mithilfe der Work Proteasen Lys-C bzw. Glu-C. (B) Ausführung von Experimenten 
mit der Target Protease und Kontrollen der Bibliotheken. Jeweils sechs interne tech-
nische Replikate (ITR) der Lys-C bzw. Glu-C Bibliothek wurden mit ADAM10 bzw. 
ADAM17 inkubiert, freie primäre Amine mit den TMT-6plex-Reagenzien 126 bis 131 
derivatisiert und die Proben zu gleichen Teilen vereinigt. Parallel wurde jeweils ein 
Replikat der Lys-C bzw. Glu-C Bibliothek ohne die Zugabe der Target Protease inkubiert 
und freie primäre Amine mit TMT-6plex-Reagenz 131 derivatisiert. Alle Proben wurden 
jeweils in drei technischen Replikaten (TR) sowohl mittels LC-MALDI MS als auch LC-ESI 
MS analysiert. Non-prime Sequenzen wurden nach Abzug der in den Kontrollen identifi -
zierten Peptide bioinformatisch ermittelt. 

Prime Sequenz
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dieser Zeit potentiell durch die Aktivität von Lys-C bzw. Glu-C neu entstandenen N-

Termini durch den hohen Überschuss von Derivatisierungsreagenzien unverzüglich 

blockiert werden. Letztendlich wurden die Work Proteasen im Anschluss an die 

reduktive Dimethylierung durch den Gebrauch von SPE-Kartuschen aus den 

Peptidbibliotheken entfernt. Zusammengefasst lassen sich freie primäre Amine daher 

eher durch eine unvollständig ablaufende Dimethylierungsreaktion erklären. 

 

Abb. 11: Venn-Diagramme zu den identifizierten Peptiden in den Kontrollen der 
Peptidbibliotheken (MALDI und ESI MS kombiniert) sowie den mittels MALDI  MS bzw. 
ESI MS identifizierten Peptiden in den jeweiligen Experimenten (mindestens in zwei von 
drei technischen Replikaten identifiziert). (A) Lys-C Bibliothek + ADAM10. (B) Glu-C 
Bibliothek + ADAM10. (A) Lys-C Bibliothek + ADAM17. (A) Glu-C Bibliothek + ADAM17. 

Im Anschluss an die Datenbanksuchen wurden die in der entsprechenden Kontrolle 

identifizierten Peptide von den in den Experimenten identifizierten Peptiden abgezogen 

(Abb. 11). In der Lys-C Bibliothek wurden mittels MALDI MS und ESI MS insgesamt 107, 

in der Glu-C Bibliothek 118 Peptide mit N-terminaler TMT-6plex-Derivatisierung in den 

Kontrollen ermittelt. Nach Vergleich der Peptidlisten von Kontrollen und Experimenten 

wurden beispielsweise 12% der für ADAM17 in der Lys-C Bibliothek identifizierten 

Peptide aus dem Datensatz entfernt (Abb. 11C). In den anderen Experimenten mussten 

hingegen bis zu 40% der identifizierten Peptide aufgrund des gleichzeitigen Auftretens 

in der Kontrolle ausgeschlossen werden. Außerdem wurden alle übrigen Peptide mit der 

P1 Spaltspezifität der jeweiligen Work Protease entfernt. Entsprechend wurden Peptide 

Kontrolle Kontrolle

KontrolleKontrolle

B  Glu-C Bibliothek + ADAM10

D  Glu-C Bibliothek + ADAM17

A  Lys-C Bibliothek + ADAM10

C Lys-C Bibliothek + ADAM17
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mit Lysin an P1 aus den Experimenten mit der Lys-C Bibliothek und Peptide mit Gluta-

minsäure bzw. Asparaginsäure an dieser Position aus den Experimenten mit der Glu-C 

Bibliothek entfernt. 

Erwartungsgemäß würde es sich bei den durch die Kontrollen ausgeschlossenen 

Peptiden nahezu vollständig um Peptide mit der Spaltspezifität von Lys-C bzw. Glu-C an 

der P1 Position handeln, was den Einsatz von zusätzlichen Kontrollen nicht zwingend 

notwendig machen würde. Jedoch wurde beispielsweise anhand der Experimente mit 

ADAM10 festgestellt, dass mehr als ein Drittel der entfernten Peptide andere 

Aminosäuren als Lysin bzw. Glutaminsäure oder Asparaginsäure an dieser Position 

aufwiesen. Diese Spaltstellen könnten zum einen durch die Aktivität hefeeigner 

Proteasen vor bzw. während der Zelllyse erklärt werden. Zum anderen könnte deren 

Ursprung auf eine eingeschränkte Spaltspezifität der verwendeten Work Proteasen 

zurückgeführt werden. Für Lys-C wurde beispielsweise gezeigt, dass das Enzym mit 

geringerer Affinität auch Peptidbindungen C-terminal von anderen Aminosäuren als 

Lysin hydrolysiert [128]. Dabei konnte jedoch kein reguläres Muster erkannt werden. In 

der Konsequenz ist der alleinige theoretische Ausschluss von Peptiden mit der P1 

Spaltspezifität der Work Protease nicht ausreichend. Eine LC-MS Analyse der 

Peptidbibliotheken ist deshalb unabdingbar und bietet eine einfache Möglichkeit falsch-

positiv identifizierte Spaltstellen zu vermeiden. 

5.3.2 Spaltspezifität von ADAM10 und ADAM17 

Grundsätzlich sind sowohl gemeinsame als auch spezifische in vivo Substrate von 

ADAM10 und ADAM17 bekannt. In dieser Studie wurden die Gemeinsamkeiten und 

Unterschiede der nahe verwandten Proteasen hinsichtlich der Spaltspezifität anhand 

von Peptidbibliotheken untersucht.  

In der MEROPS Datenbank [35] werden für ADAM10 und ADAM17 ausschließlich 40 

bzw. 60 Spaltstellen aufgelistet. Mithilfe der Q-PICS Strategie konnten hingegen 

insgesamt über 580 Spaltstellen identifiziert werden; 218 für ADAM10 (69 in der Lys-C 

und 149 in der Glu-C Bibliothek) und 365 für ADAM17 (197 in der Lys-C und 168 in der 

Glu-C Bibliothek) (Auflistung der einzelnen Spaltstellen, Anhang, Tabelle A1, Tabelle A2, 

Tabelle A3 und Tabelle A4, S. 129 ff.). Die Ergebnisse wurden als Heatmaps und iceLogos 

[124], die zusätzlich die natürliche Aminosäureverteilung des Hefeproteoms berück-

sichtigen, dargestellt (Abb. 12B-D). Die Größe der einzelnen Buchstaben in den iceLogos 
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Abb. 12: Legende auf der nächsten Seite.  
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Analyse um 18 bis 50% zu erhöhen (Abb. 13). Beispielsweise wurden in der Glu-C 

Bibliothek, die mit ADAM17 inkubiert wurde, insgesamt 168 Spaltstellen identifiziert, 

wobei von 109 mittels MALDI MS und 120 mittels ESI MS identifizierten Spaltstellen 

ausschließlich 61 mithilfe beider Technologien zugeordnet werden konnten (Abb. 13D). 

Folglich kann durch diese Strategie die Datenausbeute erhöht und damit einhergehend 

die Aussagekraft von erhaltenen Ergebnissen eines Q-PICS Experimentes verbessert 

werden. 

 

Abb. 13: Venn-Diagramme zu mittels MALDI MS oder ESI MS identifizierten Spaltstellen. 
(A) Lys-C Bibliothek + ADAM10 (n=69). (B) Glu-C Bibliothek + ADAM10 (n=149). (C) Lys-
C Bibliothek + ADAM17 (n=197). (D) Glu-C Bibliothek + ADAM17 (n=168).  

Beide MS Technologien zeichnen sich jeweils durch bestimmte Vorteile, aber auch 

Nachteile aus. Ein bedeutender negativer Aspekt von LC-MALDI MS ist der benötigte 

Zeitaufwand. Während bei LC-ESI MS die LC Trennung des Probengemisches und die 

massenspektrometrische Analyse durch die Online-Kopplung simultan erfolgen, finden 

diese Schritte bei LC-MALDI MS zeitlich voneinander getrennt statt (Offline-Kopplung). 

Zunächst werden die Proben chromatographisch aufgetrennt, das von der Säule 

kommende Eluat automatisch mit Matrix (z. B. CHCA) versetzt und die Mischung in 

definierten Zeitabständen (z. B. 15 s) auf eine MALDI-Platte gespottet. Anschließend 

wird die MALDI-Platte in das Massenspektometer geladen und die MS Analyse 

durchgeführt. Bei den im Zusammenhang mit ADAM10 und ADAM17 durchgeführten 

Experimenten betrug die Messdauer von drei technischen Replikaten einer Probe 

inklusive von Blindinjektionen mithilfe von LC-MALDI MS etwa 30 h und mittels LC-ESI 

53 682823 16 30

61 594874 9330

A Lys-C Bibliothek + ADAM10

C Lys-C Bibliothek + ADAM17

B Glu-C Bibliothek + ADAM10

D Glu-C Bibliothek + ADAM17
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MS lediglich 12 h. Ein weiterer Nachteil von LC-MALDI MS gegenüber LC-ESI MS ist 

darin begründet, dass die Leistung der chromatographischen Trennung durch die nach-

folgende Fraktionierung der Analyten auf der MALDI-Platte eingeschränkt wird. Neben 

dem erhöhten Zeitaufwand bietet die Offline-Kopplung von LC und MS Analyse aller-

dings auch einige Vorzüge. So werden beispielsweise Vorläuferionen für die MS2 

Analyse erst im Anschluss an eine vollständige MS1-Messung der Probe ausgewählt. 

Dabei besteht gegenüber ESI MS der klare Vorteil, dass diejenigen Fraktionen zur 

Fragmentierung bestimmter Vorläuferionen herangezogen werden können, in denen 

über die Zeit die höchste Signalintensität des entsprechenden Ions beobachtet wurde. 

Ein weiterer Vorteil ist, dass beispielsweise noch nicht eindeutig identifizierte Analyten 

erneut gemessen werden können. Jedoch hängt der Erfolg einer solchen wiederholten 

Messung stark vom Ausmaß des vorher durch den Laser verursachten Materialabtrags 

eines Spots ab. 

In einer MALDI Ionenquelle werden in der Regel ausschließlich einfach positiv geladene 

Ionen generiert. Demgegenüber werden beim ESI Ionisierungsprinzip, abhängig von der 

Peptidmasse und den strukturellen Eigenschaften, hauptsächlich mehrfach positiv 

geladene Ionen erzeugt. Hinzu kommt, dass Peptide meist in mehreren Ladungs-

zuständen auftreten, wodurch die Massenspektren im Vergleich zu MALDI MS 

komplexer erscheinen. Einfach geladene Ionen werden bei ESI MS Analysen oft von der 

Fragmentierung ausgeschlossen [147]. Dies ist unter anderem in der weitläufig 

verbreiteten Meinung begründet, dass es sich bei einfach geladenen Ionen größtenteils 

um chemische Artefakte oder Kontaminationen handelt. Außerdem produzieren mehr-

fach geladene Ionen bei der Fragmentierung umfassendere b- bzw. y-Ionenserien. Es 

wurde jedoch gezeigt, dass der Ausschluss von einfach positiv geladenen Ionen bei ESI 

MS gerade im Hinblick auf die Bottom-up Analyse von Verdauen nicht-tryptischen 

Charakters zu einem Informationsverlust führen kann [148]. Werden Proteine beispiels-

weise mit Glu-C oder Chymotrypsin anstatt mit Trypsin verdaut, so entstehen theo-

retisch mehr Peptide, die keine basischen Aminosäuren enthalten. Basische funktionelle 

Gruppen erleichtern jedoch die Ionisation von Peptiden. In der Folge ist statistisch eine 

erhöhte Anzahl von einfach positiv geladenen Ionen zu erwarten. Bei der Q-PICS 

Bestimmung der Spaltspezifität von ADAM10 und ADAM17 wurden bei den ESI MS 

Analysen einfach geladene Ionen von der Fragmentierung ausgeschlossen. Jedoch 

konnte wider Erwarten und möglicherweise aufgrund des vergleichsweise kleinen 
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Datensatzes kein Vorteil der MALDI gegenüber der ESI Technologie bei der Bestimmung 

von neutralen bzw. sauren Peptiden festgestellt werden. In dieser Studie war es 

dennoch allgemein von Nutzen, dass mittels MALDI nicht ionisierbare Peptide durch ESI 

ionisiert und damit detektiert werden konnten, und umgekehrt.  

Im Hinblick auf die Massengenauigkeit und Auflösung ist die ESI LTQ Orbitrap MS 

Technologie der MALDI TOF/TOF MS eindeutig überlegen. Der für die Q-PICS Analyse 

verwendete Orbitrap Massenanalysator erlaubt eine Massenabweichung von unter 

5 ppm auf der Ebene von MS1-Spektren. Diese hohe Massengenauigkeit kommt 

grundsätzlich der Einschränkung der Anzahl möglicher Peptidtreffer bei der nachfolgen-

den Datenbanksuche zugute [149]. Dies ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn bei 

einer proteomischen Analyse Proteasen mit breiter [150] oder wie im Fall von ADAM10 

und ADAM17 mit unbekannter Spaltspezifität verwendet werden. Zur Datenbanksuche 

des Q-PICS Experimentes wurden eine semi-Lys-C bzw. semi-Glu-C Enzymspezifität 

verwendet, da die durch ADAM10 bzw. ADAM17 entstehenden N-terminal TMT-6plex-

derivatisierten Spaltprodukte C-terminal größtenteils die Spaltspezifität von Lys-C bzw. 

Glu-C aufweisen sollten. 

Die Derivatisierung mit den TMT-6plex-Reagenzien 126 bis 131 wurde zur parallelen 

Analyse von sechs Replikaten jeweils einer proteasekatalysierten Reaktion verwendet. 

Entsprechend konnten im Vergleich zu einer aufeinanderfolgenden Analyse sechs 

einzelner Replikate Arbeitsaufwand und Messzeit eingespart werden. Anhand der 

quantitativen Daten konnte die Reproduzierbarkeit von ADAM10- bzw. ADAM17-

katalysierten proteolytischen Vorgängen gezeigt werden. Hierzu wurden die Inten-

sitäten der einzelnen TMT-Reporterionensignale der mittels MALDI MS gewonnenen 

Daten aus den CID-Spektren und die der mittels ESI MS erhaltenen Daten aus den HCD-

Spektren extrahiert. Die Reporterionenverhältnisse 127/126, 128/126, 129/126, 

130/126 sowie 131/126 wurden berechnet. Für jedes Target Protease Experiment 

wurden alle PSMs der identifizierten Peptide berücksichtigt; die parallel in den 

Kontrollen identifizierten Peptide wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Nach 

der Entfernung von Ausreißern der einzelnen Reporterionenverhältnisse wurden 

geometrische Mittel und Standardabweichungen für jedes einzelne Experiment und die 

mittels MALDI MS bzw. ESI MS erhaltenen Daten berechnet (Tabelle 4). 

Für das geometrische Mittel der einzelnen Reporterionenverhältnisse liegt der 

Erwartungswert bei 1,00. Für MALDI MS Analysen lag das geometrische Mittel der 
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ESI MS Daten 1,11. Dies könnte für einen systematischen Fehler in Zusammenhang mit 

der mit dem TMT-6plex-Reagenz 126 derivatisierten Probe, wie beispielsweise einen 

Pipettierfehler, sprechen. 

 

Zusammenfassend war es mithilfe der TMT-6plex-Strategie möglich, die Reprodu-

zierbarkeit der durch ADAM10 und ADAM17 verursachten proteolytischen Vorgänge zu 

demonstrieren. Dabei lieferte die ESI MS gegenüber der MALDI MS eine etwas genauere 

Quantifizierung. Durch die Verwendung von zwei komplementären Technologien der 

Massenspektrometrie konnte die Anzahl an identifizierten Spaltstellen jedoch signi-

fikant erhöht und damit einhergehend die Qualität der Ergebnisse im Hinblick auf die 

Zuordnung von Spaltspezifitäten deutlich verbessert werden.   

5.4 Ausblick 

In der vorhergehend beschriebenen Studie wurde die Q-PICS Methode zur Bestimmung 

der Spaltspezifität der physiologisch sowie pathologisch relevanten Metalloproteasen 

ADAM10 und ADAM17 angewendet. Hierfür wurden in einem optimierten Protokoll 

zwei verschiedene proteombasierte Peptidbibliotheken mit blockierten primären Ami-

nen vorbereitet, mit den beiden rekombinant hergestellten Target Proteasen in jeweils 

sechs Replikaten inkubiert, neu entstandene N-Termini mit TMT-6plex derivatisiert und 

die Proben zu gleichen Teilen vereinigt. Um die Zuordnung von falsch-positiven Spalt-

stellen zu unterbinden, wurden außerdem Kontrollen der Peptidbibliotheken implemen-

tiert. Zur massenspektrometrischen Analyse wurden eine LC-MALDI MS sowie eine LC-

ESI MS Plattform verwendet, wodurch die Anzahl identifizierter Spaltstellen erhöht und 

damit einhergehend die Verlässlichkeit der Ergebnisse verbessert werden konnte. 

Alternativ könnten Kontrollen von Peptidbibliotheken innerhalb eines TMT-6plex-

Experimentes durchgeführt werden. Beispielsweise könnten drei Replikate der Peptid-

bibliotheken und drei Replikate eines Target Protease Experimentes mit den TMT-

6plex-Reagenzien 126 bis 131 derivatisiert und simultan mittels LC-MS analysiert 

werden. Auf Kosten der maximal möglichen Replikate der Target Protease Reaktion 

könnten auf diese Weise zusätzliche MS Messungen eingespart und falsch-positive 

Spaltstellen direkt anhand der Reporterionenverhältnisse aussortiert werden. 
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Bezogen auf ADAM10/17 wurde ein direkter Vergleich der Spaltspezifität der beiden 

Proteasen innerhalb eines TMT-6plex-Experimentes ausgeschlossen, da die spezifischen 

Aktivitäten (U/mg) der rekombinant hergestellten Proteasen nicht bekannt waren. 

Grundsätzlich könnte die quantitative Dimension der Q-PICS Strategie auf vielfältige 

Fragestellungen bezüglich einer Target Protease und verschiedenen Reaktions-

bedingungen angewendet werden. Auf diese Weise könnte beispielsweise der Einfluss 

von unterschiedlichen pH-Werten, Puffern, Temperaturen oder die Wirkung von 

Inhibitoren auf die Spaltspezifität oder proteolytische Aktivität untersucht werden. 

Im Zusammenhang mit Caspasen wurde festgestellt, dass eine Serin-Phosphorylierungs-

stelle in der Nähe einer potentiellen Spaltstelle im Allgemeinen inhibierend wirkt [151]. 

Eine Q-PICS Analyse des Einflusses von posttranslationalen Modifikationen auf die 

proteasekatalysierte Reaktion wäre grundsätzlich möglich, aber würde sich im Detail 

etwas komplizierter gestalten. Beispielsweise müsste zur Untersuchung von Phosphory-

lierungen zunächst eine entsprechende Peptidbibliothek, möglicherweise mit der Hilfe 

von Proteinkinase A, hergestellt, Phosphopeptide aufgereinigt und im Hinblick auf die 

Position der Phosphorylierungsstellen genau charakterisiert werden. Innerhalb eines 

TMT-6plex-Experimentes müsste die Target Protease anschließend in drei Replikaten 

mit der dephosphorylierten Bibliothek (z. B. durch die Behandlung mit Alkaliner 

Phosphatase) und in drei Replikaten mit der phosphorylierten Bibliothek inkubiert 

werden. Im Anschluss an die Target Protease Reaktion müsste auch die Phospho-

peptidbibliothek dephosphoryliert werden, um das isobare Prinzip des TMT-6plex-

Experimentes zu gewährleisten. In der Konsequenz werden Phosphorylierungsstellen 

nicht massenspektrometrisch erfasst, was für das Gelingen der Strategie eine möglichst 

genaue Charakterisierung der Phosphopeptidbibliothek zu Beginn des Experimentes 

voraussetzt. 

Eine weitere Anwendungsmöglichkeit der Q-PICS Strategie ist die zeitaufgelöste Analyse 

proteolytischer Reaktionen. Bei drei relevanten Zeitpunkten könnten zwei Replikate der 

Target Protease Reaktion zum Zeitpunkt t1, zwei Replikate zum Zeitpunkt t2 sowie zwei 

Replikate zum Endzeitpunkt tEnde  innerhalb eines TMT-6plex-Experimentes miteinander 

verglichen werden. Die Strategie könnte in weiteren TMT-6plex-Experimenten beliebig 

um zusätzliche Zeitpunkte ergänzt werden, jedoch sollte jeweils der Endzeitpunkt tEnde 

als Referenz verwendet werden. Auf diese Weise könnte zum einen das Entstehen oder 

der Abbau von Spaltprodukten beobachtet werden und zum anderen potentiell 
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bevorzugte Aminosäuren der non-prime und prime Sequenzen identifiziert werden. Der 

Abbau von ursprünglich in der Peptidbibliothek enthaltenen Peptiden könnte jedoch 

nicht beobachtet werden, da hier keine freien und damit mit TMT-6plex 

derivatisierbaren N-Termini vorliegen würden. Ein weiteres Hindernis könnte die 

Geschwindigkeit einer proteasekatalysierten Reaktion auf Peptidebene darstellen. Diese 

müsste beispielsweise durch Variation der Enzymmenge so eingestellt werden, dass 

eine Probenabnahme zu relevanten Zeitpunkten möglich wäre.   

Zur Bestimmung der Spaltspezifität von ADAM10 und ADAM17 wurden zwei 

komplementäre Technologien der Massenspektrometrie, MALDI und ESI MS, verwendet. 

Der damit verbundene Mehraufwand ist künftig vor allem in dem Fall zu empfehlen, 

wenn aufgrund niedriger Proteaseaktivität gegenüber von Peptiden nur wenige Spalt-

vorgänge erwartet werden, wie es bei den hier untersuchten Target Proteasen der Fall 

war. 

Der Q-PICS Ansatz [74] basiert auf der vorangegangenen und ausschließlich qualitativ 

ausgelegten PICS Strategie [69]. Dabei werden durch die Target Protease generierte N-

Termini biotinyliert und anschließend angereichert. Dieser Schritt entfällt bei Q-PICS 

aufgrund der Derivatisierung mit TMT-6plex-Reagenzien. Die Verwendung von stabil-

isotopenmarkierten Biotin-Derivaten anstelle von TMT-6plex-Reagenzien würde, im 

Sinne von Q-PICS, eine quantitative Dimension eröffnen und gleichzeitig die in PICS 

implementierte Anreicherung von proteasegenerierten N-Termini zur Steigerung der 

Sensitivität in der nachfolgenden MS Analyse ermöglichen. Die Quantifizierung würde 

hierbei im Gegensatz zum originalen TMT-basierten Q-PICS auf der Ebene von MS1-

Spektren stattfinden. 

Die Spaltspezifitätsprofile von ADAM10 und ADAM17 könnten künftig verwendet 

werden, um die Positionen von Spaltstellen in bekannten Substraten der beiden 

Proteasen einzuschätzen. Auf ähnliche Weise wurde bei der Bestimmung der 

ADAM10/17 Spaltstelle in Klotho verfahren [142]. Jedoch werden aufgrund der 

vergleichsweise breiten Spaltspezifität dringend zusätzliche Experimente zur exakten 

Lokalisierung einer Spaltstelle empfohlen. Hier könnte beispielsweise die Top-down 

Massenspektromtrie behilflich sein. 

Darüber hinaus könnten die bekannten Spaltspezifitäten zur Planung von Genmuta-

tionsexperimenten verwendet werden. Durch Austausch- oder Deletionsverfahren 

könnte beispielsweise die Hydrolyse bekannter Substrate durch ADAM10/17 verhindert 
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mit zunehmendem Alter. Dies könnte unter anderem darin begründet sein, dass der pH-

Wert des Magensaftes in den ersten Lebensjahren von etwa 4 auf 2 abnimmt [158]. 

Damit steigt die Aktivität von Pepsin und sinkt in der Konsequenz die Wahrschein-

lichkeit, dass das intakte Allergen oder große proteolytische Spaltprodukte die Darm-

schleimhaut erreichen. Entsprechend wird eine Sensibilisierung des Immunsystems 

bzw. eine Bindung von IgE-Antikörpern, die hauptsächlich für das Auslösen allergischer 

Reaktionen verantwortlich ist, verhindert. 

Grundsätzlich stellt die Nachahmung von den im Magen vorherrschenden physiolo-

gischen Bedingungen eine Herausforderung dar. Neben dem pH-Wert spielt das Enzym-

Substrat-Verhältnis eine Rolle, welches nicht nur von der sezernierten Menge Pepsin, 

aber auch von der Menge an aufgenommenem Nahrungsprotein abhängig ist. In 

vorangegangenen Studien wurden unter anderem Enzym-Substrat-Verhältnisse (w/w) 

von 19:1 [161] oder 1:20 [162] berichtet. Weitere einflussreiche Parameter sind die 

insgesamte Verweildauer des Nahrungsbreis im Magen oder die gleichzeitige 

Anwesenheit weiterer Nahrungsmittelbestandteile, wie beispielsweise die Präsenz des 

Phospholipides Phosphatidylcholin [163]. Auch verschiedene Verfahren während der 

Zubereitung von Lebensmitteln, wie die Behandlung mit Hitze [164,165], können die 

Verdaubarkeit von Proteinen gegenüber Pepsin verändern. 

Das physiologisch relevante Protease-Substrat-Paar von Pepsin und LYZ wurde zur 

Etablierung einer zeitaufgelösten kombinierten Top-down und Bottom-up LC-MS 

Strategie untersucht. Der Verdau wurde zum einen bei pH 2 (Modell Erwachsener) und 

zum anderen bei pH 4 (Modell Kleinkind) durchgeführt. Relevante Proben für die LC-MS 

Messung wurden mithilfe einer Tricin-SDS-PAGE Analyse identifiziert. Außerdem wurde 

der Einfluss von Disulfidbrücken als PTMs auf den peptischen Verdau analysiert. 

Es soll betont werden, dass in dieser Studie die Entwicklung einer analytischen 

Strategie, und nicht die möglichst detailgetreue Nachahmung der im Magen vorherr-

schenden physiologischen Bedingungen, im Vordergrund stand. 
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Die LC-MS Analysen wurden an einem UltiMate 3000 nano-LC-System (Dionex), welches 

online an ein LTQ Orbitrap Velos Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) 

gekoppelt war, durchgeführt. Nicht-reduzierte Proben wurden jeweils einmal injiziert, 

reduzierte Proben wurden doppelt gemessen. Die Injektionsmenge betrug jeweils 25 ng 

LYZ. Die Temperatur des Säulenofens betrug 60 °C. Die Proben wurden zunächst auf 

einer C8 Vorsäule (siehe Kapitel 6.2.2, S. 61) für 4 min bei einer Flussrate von 30 µl/min 

mit 3% ACN/0,1% TFA konzentriert und entsalzt. Anschließend wurden die Analyten 

auf einer monolithischen Trennsäule (siehe Kapitel 6.2.2, S. 61) durch einen Gradienten 

aus den Eluenten A (0,05% FA) und B (80% ACN/0,04% FA) bei einer Flussrate von 

500 nl/min separiert (Tabelle 7). Die UV-Spur wurde bei 214 nm detektiert. 

Tabelle 7: Gradient aus den Eluenten A (0,05% FA) und B (80% ACN/0,04% FA) zur 
Trennung des Probengemisches bei einer Flussrate von 500 nl/min und einer Säulen-
ofentemperatur von 60 °C. 

 

Das Massenspektrometer war mit den Programmen LTQ Tune Plus (Version 2.7.0) und 

XCalibur (Version 2.2, beide Thermo Fisher Scientific) ausgestattet. Im Tune File wurden 

für die Aufnahme von MS und MSn Spektren jeweils zwei Microscans und eine maximale 

Injektionszeit von 1.000 ms definiert. Daten wurden von 4 bis 70 min aufgezeichnet. MS 

Full Scans wurden im Orbitrap Massenanalysator in einem Massenbereich von 500 bis 

2.000 m/z bei der maximal möglichen Auflösung von 100.000 erfasst. Nachfolgend 

wurden die drei intensivsten Ionen mit einem minimalen Ladungszustand von z=2 zur 

HCD Fragmentierung (NCE, 35%; Isolationsfenster, 3 m/z; Aktivierungszeit, 0,1 ms) 

ausgewählt. Ionen, deren Ladungszustände nicht automatisch zugeordnet werden 

konnten, wurden nicht von der Analyse ausgeschlossen. Die Fragmentionen wurden im 

Orbitrap Massenanalysator bei einer Auflösung von 60.000 registriert. Außerdem wurde 

ein dynamisches Ausschlussverfahren (Dynamic Exclusion) zur Auswahl der 

Vorläuferionen mit einer Massentoleranz von 10 ppm und den folgenden Einstellungen 

verwendet: Anzahl der wiederholten Fragmentierung, 2; Wiederholungszeitfenster, 

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]

0 95 5

4 95 5

4,1 90 10

45 30 70

46 5 95

56 5 95

57 95 5

70 95 5
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30 s; Ausschlussdauer, 180 s. Nachdem in den reduzierten Proben des Verdaus von LYZ 

mit Pepsin bei pH 2,0 einfach positiv geladene Ionen mit teilweise hoher Intensität 

beobachtet werden konnten, wurden die Zeitpunkte 2 h und 24 h ergänzend ohne den 

Ausschluss dieser Ionen von der HCD Fragmentierung analysiert. 

6.2.6 Auswertung der Daten 

Die LC-MS Rohdaten aller Proben wurden getrennt voneinander der Software Proteome 

Discoverer (Version 1.4, Thermo Fisher Scientific) und dem Suchalgorithmus SEQUEST 

zur Identifizierung der Peptide zugeführt. In den nicht-reduzierten Proben sollten auf 

diese Weise Peptide ohne Disulfidbrücken identifiziert werden. Die verwendete FASTA-

Datenbank bestand aus 2.263 Proteinsequenzen: den geprüften kanonischen Sequenzen 

des Hühnerproteoms (Gallus gallus, UniProt, heruntergeladen am 15.01.2015) und der 

Sequenz von Pepsin (Sus scrofa). Es wurde keine Enzymspezifität angegeben. Die 

Massentoleranz der Vorläuferionen wurde auf 10 ppm gesetzt, die der Fragmentionen 

auf 0,02 Da. Es wurde keine feste und eine variable Modifikation (Oxidation, Met) 

verwendet. Ausschließlich Peptide, welche mit mindestens drei PSMs von hoher Sicher-

heit der richtigen Zuordnung (1% FDR) und Suchmaschinen-Rang 1 identifiziert 

wurden, wurden in die nachfolgende Datenauswertung einbezogen. 

Die abundantesten Signale der nicht-reduzierten Proben wurden manuell durch die 

Auswertung der HCD-Spektren identifiziert, wobei unterstützend die Daten der redu-

zierten Proben einbezogen wurden. 

Um die Entwicklung der Signalintensitäten der einzelnen identifizierten Proteolyse-

produkte zu beobachten, wurde die jeweils maximale Intensität der Isotopenverteilung 

für jeden Zeitpunkt des Experimentes protokolliert. Dabei wurde über alle Zeitpunkte 

derselbe Ladungszustand, dessen Signale in der Regel am intensivsten waren, für ein 

bestimmtes Peptid betrachtet. Die Signalintensitäten der doppelt mittels LC-MS 

gemessenen reduzierten Proben wurden gemittelt. Aus den Daten wurden relative 

Signalintensitäten berechnet und die daraus folgenden Ergebnisse als Heatmaps durch 

bedingte Formatierung in Excel (Version 2007, Microsoft, Redmond, USA) dargestellt. 
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6.3 Ergebnisse und Diskussion 

6.3.1 Analytische Strategie 

Zur Analyse des proteasekatalysierten Abbaus eines Substrates über mehrere Zeitpunk-

te hinweg wurde eine Strategie verwendet, bei der zwei analytische Plattformen aufein-

anderfolgend eingesetzt werden: Tricin-SDS-PAGE und LC-MS (Abb. 14). 

 

Abb. 14: Analytische Strategie. Das Protease-Substrat-Paar wird bei definierten Reak-
tionsbedingungen inkubiert. Nach der Probenabnahme zu bestimmten Zeitpunkten wird 
die Protease irreversibel inaktiviert. Um einen ersten Überblick über die proteolytischen 
Vorgänge zu erhalten, werden die Proben bei nicht-reduzierenden bzw. reduzierenden 
Bedingungen mittels Tricin-SDS-PAGE untersucht. Proben von relevanten Zeitpunkten 
werden im Anschluss, ohne und mit vorhergehender Reduktion von Disulfidbr ücken, 
mittels LC-MS analysiert. 

Zunächst werden die Target Protease und das zugehörige Substrat bei den interessie-

renden Reaktionsbedingungen miteinander inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wird 

ein Teil der Probe aus dem Reaktionsansatz entnommen und die Protease irreversibel 

inaktiviert. Anschließend wird eine Tricin-SDS-PAGE Analyse aller Zeitpunkte durchge-

führt. Im Vergleich zur klassischen Glycin-SDS-PAGE/Laemmli-SDS-PAGE erlaubt diese 

elektrophoretische Trennmethode eine bessere Auflösung von Proteinen, die kleiner als 

30 kDa sind [168,169]. Peptide bis zu einem Molekulargewicht von etwa 1 kDa können 
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auf diese Weise getrennt und detektiert werden. Mithilfe von Tricin-SDS-PAGE Analysen 

kann folglich zum einen der Grad des Substratabbaus durch die Protease und zum 

anderen die Größe der Spaltprodukte vergleichsweise schnell und einfach eingeschätzt 

werden. Außerdem können anhand der Ergebnisse diejenigen Proben, in denen keine 

Proteolyse des Substrates stattgefunden hat, von der nachfolgenden LC-MS Analyse 

ausgeschlossen werden. Dies reduziert nicht nur den Arbeitsaufwand, sondern auch die 

Messzeit. Die präsentierte LC-MS Strategie erlaubt die gleichzeitige Untersuchung des 

intakten Substrates sowie intermediär auftretender und am Ende der Proteolyse 

vorliegender Spaltprodukte. Folglich können simultan Analyten von höherem, mittlerem 

sowie kleinerem Molekulargewicht erfasst werden. 

Die Methode wurde auf Pepsin und LYZ angewendet, welche angelehnt an die im Magen 

vorherrschenden Bedingungen eines Erwachsenen bei pH 2 bzw. eines Kleinkindes bei 

pH 4 miteinander inkubiert wurden. Im Anschluss an die Probenabnahme wurde Pepsin 

irreversibel inaktiviert, indem ein pH-Wert von über 8 eingestellt wurde [170]. Tricin-

SDS-PAGE und LC-MS Analysen wurden jeweils ohne und mit der vorherigen Reduktion 

von Disulfidbrücken durchgeführt. 

Ein großer Vorteil der hier dargestellten Strategie ist, dass weder das Substrat noch die 

Spaltprodukte chemisch derivatisiert werden. Außerdem wird keine Work Protease 

eingesetzt, da auch das intakte Substrat und größere Spaltprodukte mit der LC-MS 

Plattform analysiert werden können. Hinzu kommt, dass der Einsatz einer LC Vorsäule 

bei geringer Komplexität der Probenmatrix grundsätzlich zur Aufreinigung der Analyten 

für die MS Analyse ausreicht. In der Konsequenz müssen keine zusätzlichen Schritte, die 

meist mit Probenverlusten einhergehen, unternommen werden. 

6.3.2 Optimierung der LC-Säulenkombination 

Bevor die mittels Tricin-SDS-PAGE bzw. LC-MS erhaltenen Ergebnisse für Pepsin und 

LYZ erläutert und diskutiert werden, soll auf eine methodische Optimierung im Hinblick 

auf die zur nano-LC Trennung verwendete Säulenkombination eingegangen werden. 

Die simultane chromatographische Trennung von kleineren, mittleren und größeren 

Spaltprodukten sowie dem intakten Substrat setzt die Verwendung einer geeigneten 

stationären Phase voraus. Da für monolithische Säulen eine herausragende Trenn-

leistung sowohl für Peptide [171] als auch Proteine [172] beschrieben wurde, fiel die 

Wahl auf eine Trennsäule mit einem Ethylvinylbenzol/Divinylbenzol-Copolymer. 
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Abb. 16: Übereinandergelegte Chromatogramme von LC-UV Analysen (214 nm). 
Chromatogramme aus Abb. 15 wurden schwarz dargestellt (Ausschnitt von Insulin, 
Cytochrom C und LYZ). Chromatogramme einzeln injizierter Komponenten wurden blau 
(Insulin), rot (Cytochrom C) und grün (LYZ) gekennzeichnet. Zur Trennung wurd en eine 
monolithische (A, B), eine C4 (C, D) oder eine C8 (E, F) Vorsäule in Kombination mit 
einer monolithischen Trennsäule verwendet. Die Temperatur des Säulenofens betrug 
dabei 35 °C (A, C, E) bzw. 60 °C (B, D, F).  
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Die beste Auflösung der fünf Komponenten wurde mithilfe der C8 Vorsäule bei 60 °C 

erzielt (Abb. 15F), wohingegen bei 35 °C (Abb. 15E) aufgrund der Koelution von Insulin 

und Cytochrom C ausschließlich vier Peaks zu erkennen waren. Unter Verwendung der 

monolithischen und der C4 Vorsäule (Abb. 15A-D) wurden jeweils fünf Komponenten 

detektiert, wobei Insulin und Cytochrom C jedoch als Doppelpeak auftraten. 

Grundsätzlich ist bekannt, dass höhere Temperaturen die Trennung von Proteinen 

begünstigen [173]. 

Die Identität der Analyten wurde in der LC-UV Analyse anhand von Einzelinjektionen 

der fünf Komponenten aufgeklärt. Dabei fiel auf, dass die durch die Injektion der Fünf-

Komponentenmischung und die durch die Injektion der einzelnen Komponenten 

erhaltenen Retentionszeiten im Fall der monolithischen (bei 60 °C) (Abb. 16B) und der 

C4 (Abb. 16C, D) Vorsäule nicht übereinstimmen. Damit konnte in den entsprechenden 

Fällen aufgrund der bloßen UV-Detektion keine sichere Zuordnung von Insulin und 

Cytochrom C (Ins*, CytC*, Abb. 15B-D) zu den Peaks des Chromatogrammes erfolgen. In 

der Fünf-Komponentenmischung scheinen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen 

Analyten die Retentionszeiten gegenüber denen der Einzelkomponenten zu beeinflussen 

[174]. Diese Beobachtung stellt sich im Hinblick auf die zeitaufgelöste Untersuchung 

proteasekatalysierter Reaktionen als problematisch dar, da sich die Probenzusammen-

setzung theoretisch zu jedem Zeitpunkt der Analyse ändert. Für die C8 Vorsäule wurde 

diese Abhängigkeit der Retentionszeiten von der Probenzusammensetzung nicht beob-

achtet (Abb. 16E, F). 

Chromatogramme der LC-UV Analyse unter Verwendung der C8 Vorsäule zeigen 

symmetrische Peakformen (Abb. 16E, F), wohingegen bei der monolithischen und C4 

Vorsäule Tailing Effekte sichtbar sind. 

 

Zusammenfassend fiel die Wahl aufgrund der Überlegenheit in verschiedenen Aspekten 

und auch im Hinblick auf die im Pepsin-Verdau von LYZ zu erwartenden Analyten auf 

die C8 Vorsäule in Kombination mit der monolithischen Trennsäule. Die chromato-

graphische Trennung sollte bei einer Temperatur von 60 °C erfolgen. 
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6.3.3 Tricin-SDS-PAGE Analyse des Pepsin-Verdaus von Lysozym 

Um einen ersten Überblick über das Ausmaß der Pepsin-katalysierten Hydrolyse von 

LYZ bei pH 2 bzw. pH 4 zu erhalten, wurden die verschiedenen Zeitpunkte mittels 

Tricin-SDS-PAGE analysiert (Abb. 17). Hierfür wurde eine leicht abgewandelte, verein-

fachte Form [166,167] des originalen Tricin-SDS-PAGE Protokolls [168,169] verwendet. 

 

Abb. 17: Tricin-SDS-PAGE Analysen des Pepsin-Verdaus von LYZ. LYZ wurde bei pH 2 
(A, B) bzw. pH 4 (C, D) mit Pepsin inkubiert (Inkubationsdauer jeweils 1 min, 5 min, 
15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 24 h). Tricin-SDS-PAGE Analysen wurden unter nicht-
reduzierenden (A, C) sowie reduzierenden (B, D) Bedingungen durchgeführt. Abkürzun -
gen: L, Lysozym; M, Proteinmassenstandard; P, Pepsin.  

Nach 4 h Inkubationszeit mit Pepsin bei pH 2 konnte mittels Coomassie-Färbung kein 

intaktes LYZ mehr detektiert werden (Abb. 17A, B). Demgegenüber wurde bei pH 4 

keine signifikante Proteolyse des Substrates festgestellt (Abb. 17C, D). Dies steht in 

Einklang mit der berichteten verminderten Aktivität von Pepsin bei pH 4; das pH-

Optimum der Protease liegt bei einem pH-Wert von ungefähr 2 [170]. Dennoch wurde in 

einer vorhergehenden Studie überraschenderweise festgestellt, dass Pepsin bei einem 

pH-Wert von 4 antimikrobielle Peptide aus LYZ freisetzt [158]. Die Autoren übertrugen 



Von Top-down zu Bottom-up: Zeitaufgelöste Analyse proteolytischer Reaktionen 73 

die erhaltenen Ergebnisse des peptischen Verdaus von dem aus Hühnereiweiß isolierten 

LYZ auf humanes Lysozym, welches unter anderem in Muttermilch vorkommt. Es wurde 

vermutet, dass Säuglinge durch diesen Mechanismus vor Infektionen geschützt werden. 

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten konnten diese Theorie im 

Hinblick auf einen signifikanten Verdau von LYZ durch Pepsin bei einem pH-Wert von 4 

nicht stützen. Ähnlich konnte eine kürzliche Studie [175] keine Hydrolyse von LYZ bei 

einem pH-Wert von 3,2 feststellen, was die Verlässlichkeit der hier vorgestellten Daten 

einmal mehr bestätigt. 

Betrachtet man die Tricin-SDS-PAGE Trennung für pH 2 (Abb. 17A, B) genauer, so fällt 

grundsätzlich auf, dass das maximale Molekulargewicht der Spaltprodukte zwischen 2 

und 24 h sinkt. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen (Abb. 17A) werden nach 5 min 

der Proteolyse drei Banden bei etwa 2, 4 und 6 kDa beobachtet, die nach 30 min 

zunehmend unscharf werden. Demgegenüber treten unter reduzierenden Bedingungen 

(Abb. 17B) zwei Banden von etwa 2 und 4 kDa auf, die bis zu einer Inkubationszeit von 

24 h größtenteils definiert bleiben, wobei die Bande bei 4 kDa am Ende schwächer 

erscheint und eine neue Bande bei etwa 1 kDa erscheint. Es muss erwähnt werden, dass 

Gelanalysen generell keine genaue Bestimmung des Molekulargewichtes erlauben. 

Zudem verhindern die unter nicht-reduzierenden Bedingungen präsenten Disulfid-

brücken eine vollständige Linearisierung der Analyten, wodurch die elektrophoretische 

Migration durch das Gel beeinflusst werden kann. 

Tricin-SDS-PAGE Analysen der Kontrollen von LYZ und Pepsin (jeweils 1 min und 24 h 

inkubiert) zeigen keine Kontaminationen oder Spaltprodukte, welche durch einen 

Selbstverdau der Protease entstehen könnten (Anhang, Abb. A2, S. 143). Die Intensität 

der Bande für Pepsin nimmt nach 24 h folglich nicht ab. Dies ist bemerkenswert, da es 

sich grundsätzlich um eine Protease mit sehr breiter Substrat- und Spaltspezifität 

handelt. Jedoch läuft die autokatalytische Aktivierung des Zymogens Pepsinogen durch 

Pepsin unter sauren Bedingungen sehr spezifisch ab [176]. 

In einem unabhängigen Experiment wurde der Einfluss einer vorhergehenden Hitze-

denaturierung von LYZ auf die Verdaubarkeit durch Pepsin untersucht. Dafür wurde LYZ 

für 10 min bei 90 °C erhitzt, bevor der pH-Wert auf pH 2 bzw. pH 4 eingestellt und die 

Protease zugegeben wurde. Außer einer leicht erhöhten Hydrolyserate bei pH 4, 

konnten keine signifikanten Unterschiede zu den Ergebnissen aus dem Pepsin-Verdau 
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mit unerhitztem LYZ festgestellt werden (Anhang, Abb. A3, S. 144). Folglich übt eine 

Hitzbehandlung bei den beschriebenen Bedingungen, beispielsweise während der 

Lebensmittelzubereitung, vermutlich keinen Einfluss auf die Verdaubarkeit von LYZ 

durch Pepsin aus. Für Ovalbumin wurde hingegen eine stark erhöhte Hydrolyserate 

durch Pepsin im Anschluss an eine Hitzedenaturierung bei 100 °C für 30 min gezeigt 

[165]. Dieser Effekt wurde nicht für Ovomucoid, einem weiteren im Hühnereiweiß 

enthaltenen Allergen, beobachtet. 

 

Zusammenfassend ermöglichen Tricin-SDS-PAGE Analysen der verschiedenen Zeit-

punkte auf einfache Art und Weise einen Überblick über den proteolytischen Abbau des 

Substrates zu erhalten. Damit kann zum einen der Grad der Proteolyse und zum anderen 

das Molekulargewicht der entstandenen Spaltprodukte eingeschätzt werden. Zudem 

können relevante Proben für die nachfolgende LC-MS Analyse ausgewählt werden. Bei 

einem pH-Wert von 4 wurde LYZ kaum von Pepsin prozessiert, weshalb ausschließlich 

die acht Zeitpunkte der Proteolyse bei pH 2 mittels LC-MS untersucht wurden.   

Grundlegend können Tricin-SDS-PAGE Analysen auch in Vorexperimenten hilfreich sein, 

beispielsweise um geeignete Reaktionsbedingungen, wie das Enzym-Substrat-Verhältnis 

oder Zeitpunkte zur Probenabnahme, zu ermitteln. 
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Abb. 18: Übersicht identifizierter Spaltprodukte im reduzierten Probensatz des Pepsin-
Verdaus von LYZ bei pH 2. Die Daten aller Zeitpunkte wurden kombiniert. Cysteine, die 
jeweils über eine Disulfidbrücke miteinander verknüpft sind, wurden in der gleichen Farbe 
dargestellt. Insgesamt wurden 43 einmalige Spaltstellen von Pepsin identifiziert.  
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Abb. 19: Legende auf der nächsten Seite.  
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Abb. 19: Zeitabhängige Entwicklung relativer Signalintensitäten von LYZ und den im 
reduzierten Probensatz des Pepsin-Verdaus bei pH 2 identifizierten Spaltprodukten. Die 
Farbkodierung bezieht sich auf die maximal beobachtete absolute Signalintensität eines 
Peptides über alle Zeitpunkte. Sie erlaubt eine Einschätzung, ob ein Spaltprodukt in 
niedriger oder hoher Konzentration im Probengemisch vorlag. [M+H]+ bezieht sich auf die 
theoretische monoisotopische Masse. Der Asteriskus kennzeichnet [M+H] + des theore-
tisch intensivsten Peaks innerhalb der Isotopenverteilung, da der monoisotopische Peak 
bei Analyten höheren Molekulargewichtes schwer zuzuordnen ist.  

Zusammen mit Strukturmodellen erlauben die in der vorliegenden Studie erhaltenen 

Ergebnisse einen Rückschluss auf die Lage bevorzugter Spaltstellen. Die bevorzugten 

Spaltstellen zwischen Leu-83 und Leu-84, Leu-84 und Ser-85 (Abb. 20A) oder auch 

zwischen Ala-107 und Trp-108 (Abb. 20B) befinden sich beispielsweise in den Loop 

Regionen von LYZ und sind an der Oberfläche des Substrates lokalisiert. Damit sind 

diese Spaltstellen für die Protease gut zugänglich. Die Methode der limitierten Proteo-

lyse, in der die Massenspektrometrie zunehmend an Bedeutung gewinnt, dient der 

Untersuchung dreidimensionaler Strukturen eines Proteins [179,180]. Dabei werden 

vor allem Proteasen mit breiter Spaltspezifität, wie Pepsin, Subtilisin oder Thermolysin, 

unter kontrollierten Reaktionsbedingungen eingesetzt, um die selektive Hydrolyse 

einzelner Peptidbindungen zu ermöglichen. 

 

Abb. 20: Lokalisierung bevorzugter Spaltstellen. Das Strukturmodell von LYZ basiert auf 
der Vorlage 4wm6.1.C der SWISS-MODEL Datenbank. Peptische Spaltstellen zwischen 
(A) Leu-83 und Leu-84, Leu-84 und Ser-85 und zwischen (B) Ala-107 und Trp-108 
befinden sich in den Loop Regionen des Substrates.  
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Abb. 22: MS2-Spektren von Peptiden 10 und 11 (Nummerierung bezogen auf Abb. 21B). 

Überraschenderweise wurden bei den Datenbanksuchen mit SEQUEST im nicht-

reduzierten Probensatz Cystein-haltige Peptide, wie 1KVFGRCELAA10 oder 91SVNCAKKIV 

SDGNGMNA107, identifiziert. Diese sollten eigentlich über Disulfidbrücken mit anderen 

Peptiden verknüpft sein. Während eine Verschleppung von reduzierten Spaltprodukten 

im nano-LC-System als mögliche Ursache ausgeschlossen werden konnte, führte eine 

nähere Überprüfung der XICs der zugehörigen m/z-Werte zu einer interessanten 

Beobachtung. Die oben benannten Peptide traten künstlich, mit vergleichsweise 

geringer Intensität während der Elution ihrer disulfidverbrückten Spezies und nicht zu 

ihrer im reduzierten Probensatz festgestellten Retentionszeit auf (Abb. 23). Ein 

ähnliches Phänomen der Fragmentierung von Disulfidbrücken wurde in der MALDI MS 

im Zusammenhang mit dem sogenannten In-Source Decay beobachtet [184]. Für ESI 
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Cystein-freien Peptide vergleichsweise schnell durch die Protease hydrolysiert. Zudem 

wurden keine kleineren, aus der Hydrolyse der Peptide 18, 19 oder 20 (Abb. 21D) her-

vorgegangen Spaltprodukte beobachtet, was für den peptischen Verdau dieser Peptide 

an mehreren Spaltstellen sprechen könnte. 

 

Abb. 24: Zeitabhängige Entwicklung des TIC des nicht-reduzierten Probensatzes des 
Pepsin-Verdaus von LYZ bei pH 2. Inkubationszeit:  (A) 1 min, (B) 5 min, (C) 15 min, (D) 
30 min, (E) 1 h, (F) 2 h, (G) 4 h und (H) 24 h. Nummerierung der Peaks bezogen auf Abb. 
21 (S. 80). 

Um die schützende Wirkung von Disulfidbrücken vor dem Pepsin-katalysierten Verdau 

des Substrates zu bestätigen, wurde zuvor reduziertes LYZ in einem zusätzlichen 

Experiment mit Pepsin bei pH 2 inkubiert. Nach 1 h wurden lediglich kleine Peptide, 

hauptsächlich als einfach und zweifach positiv geladene Ionen, in der LC-MS Analyse 

beobachtet (Daten nicht dargestellt). Auch das proteolytische Muster im Hinblick auf die 

detektierten m/z-Werte wich stark von dem des zuvor nicht reduzierten LYZ ab. 

Ein protektiver Effekt von Disulfidbrücken wurde auch in vorhergehenden, haupt-

sächlich gelbasierten Studien, beispielsweise in Zusammenhang mit der gastro-

intestinalen Verdauung des Hühnereiweißallergens Ovomucoid [187] oder dem 

Erdnussallergen Ara h 2 [188], gezeigt. Eine Reduktion der Allergenität von Getreide-

A

1, 2, 3, 4, 7

6

8

15 20 25 30 35

Retentionszeit [min]

0

100

0

100

0

100

0

100

0

100

R
e
la

ti
v
e
 I
n
te

n
s
it
ä
t 

[%
]

0

100

0

100

0

100

B

C

D

E

F

G

H

L

L

L

L

(9), 10

11

(1), 2, 3, 4 17
16

11

9, 10

8

1, 2, 3, 4, 7
17 16

15

15
16

1, 2, 3, 4, 7

1, 2, 3, (4), 7

9, 10

8

15

15

15

14

14

16

5
6, 209, 10

14

5

18, 19
8

6, 20

18, 19 6, 20

1, 2, 3, (4), 7
5

13 12

13 125
18, 19

1, 2, 3

(6), 20

15

14

14



Von Top-down zu Bottom-up: Zeitaufgelöste Analyse proteolytischer Reaktionen 85 

proteinen soll biotechnologisch durch eine Überexpression von Thioredoxinen erreicht 

werden [189]. Dabei handelt es sich um natürlich vorkommende Enzyme, die für die 

Reduktion von Disulfidbrücken verantwortlich sind und für die beobachtet wurde, dass 

sie die Verdaubarkeit von Proteinen erhöhen. 

Kürzlich wurde der Abbau von Lactoferrin, einem Milchprotein von etwa 78 kDa, durch 

Pepsin zu verschiedenen Zeitpunkten ohne den Einsatz einer Work Protease mittels 

iTRAQ-8plex und LC-MALDI MS analysiert [190]. Dabei wurde das Auftreten größerer 

Spaltprodukte sowie von disulfidverbrückten Peptiden vernachlässigt. Dies könne 

möglicherweise in der verwendeten LC-MS Plattform begründet sein. Die Anwesenheit 

dieser PTM stellt jedoch, wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, 

einen bedeutenden Einflussfaktor auf die proteasekatalysierte Reaktion dar. 

Die in der vorliegenden Arbeit identifizierten Pepsin-generierten Spaltprodukte von LYZ 

stimmen größtenteils mit einer kürzlich publizierten Studie überein [175]. Hierbei 

wurden, nach Reduktion der Spaltprodukte, Peptide zwischen 803 und 3.077 Da mittels 

LC-ESI MS beobachtet. Protease und Substrat wurden bei einem Verhältnis von 1:20 

(w/w) für 1 h inkubiert. Zudem wurden Tricin-SDS-PAGE Analysen durchgeführt und im 

Anschluss Western Blots unter Verwendung von Blutseren allergischer Patienten ange-

fertigt. Durch den nachfolgenden In-Gel-Verdau einer Bande von etwa 4 kDa und MALDI 

MS Analysen wurden drei mögliche IgE-bindende Peptidsequenzen identifiziert: (i) 

11AMKRHGLDNYRGYSLGN27 (1.951 Da), (ii) 57QINSRWWCNDGRTPGSRNLCNIPCSAL83 

(3.060 Da) und (iii) 108WVAWRNRCKGTDVQA122 (1.789 Da). Da alle drei Peptide aus 

derselben Gelbande des Western Blots bestimmt wurden, konnte von den Autoren keine 

exakte Aussage über die tatsächliche Identität der IgE-bindenden Sequenz getroffen 

werden. Die drei benannten Peptidsequenzen wurden auch in der vorliegenden Arbeit 

beobachtet. Für die Spaltprodukte (ii) und (iii) wurden intensive Signale über einen 

langen Zeitraum in der reduzierten Probenreihe festgestellt (Abb. 19, S. 78). Zudem 

wurden diese Peptide als Teil disulfidverbrückter Spaltprodukte identifiziert (Peptide 5, 

7, 14 und 15 in Abb. 21, S. 80), wobei maximale relative Intensitäten nach etwa 1 h 

Inkubation mit Pepsin beobachtet wurden. Peptid (i) enthält kein Cystein und dem-

entsprechend auch keine Disulfidbrücke, was den vergleichsweise schnellen Abbau nach 

Erreichen der maximalen relativen Intensität bei 15 min durch die Protease begründen 

könnte (Peptid 18 in Abb. 21, S. 80). Grundsätzlich ist fraglich, ob die IgE-bindende 
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6.4 Ausblick 

In der beschriebenen Studie wurde eine Strategie zur zeitaufgelösten Analyse einer 

proteasekatalysierten Reaktion am Beispiel der im Magensaft enthaltenen Protease 

Pepsin und dem Substrat LYZ präsentiert. Auf diese Weise können intermediär 

auftretende Spaltprodukte sowie bevorzugte Spaltstellen identifiziert werden. Nach 

Inkubation von Target Protease und interessierendem Substrat für definierte Zeit-

intervalle liefern Tricin-SDS-PAGE Analysen einen ersten Überblick über die erfolgten 

proteolytischen Vorgänge. Relevante Proben werden in einer kombinierten Top-down 

und Bottom-up Strategie mittels LC-MS analysiert, wobei zu jedem Zeitpunkt der 

proteolytischen Reaktion simultan das intakte Substrat und generierte Spaltprodukte 

untersucht werden können. 

Die Methode eignet sich nicht nur hervorragend für Modellsysteme der gastro-

intestinalen Verdauung, sondern kann grundsätzlich auf nahezu jedes beliebige 

Protease-Substrat-Paar angewendet werden. Top-down LC-MS Analysen erlauben im 

Gegensatz zum klassischen Western Blot eine direkte Identifizierung von Spaltstellen. 

Dabei können abhängig von der verwendeten LC-MS Plattform routinemäßig intakte 

Substrate mit einem Molekulargewicht von bis zu 25 kDa [155] analysiert werden.  

Aufgrund der niedrigen Komplexität der Probenmatrix konnte in der präsentierten 

Strategie auf zusätzliche Aufreinigungsschritte, neben der Verwendung einer Vorsäule 

zur Entsalzung vor der chromatographischen Trennung, verzichtet werden. Würden 

jedoch komplexere Modellsysteme, hohe Salzkonzentrationen oder Detergenzien einge-

setzt werden, so müssten weitere Maßnahmen zur Probenaufreinigung vor der LC-MS 

Analyse, wie beispielsweise der Einsatz von SPE-Kartuschen, ergriffen werden. 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, inwiefern die Anwesenheit von 

Disulfidbrücken die Proteolyse von LYZ durch Pepsin beeinflusst. Um disulfidverbrückte 

Spaltprodukte zu identifizieren, wurden MS2-Spektren manuell ausgewertet. Dies war in 

diesem Fall vergleichsweise leicht zu bewerkstelligen, da die Positionen der Disulfid-

brücken in LYZ bekannt waren. Die Analyse von disulfidverbrückten Peptiden könnte 

zukünftig durch die Verwendung alternativer Fragmentierungstechniken, wie ETD 

[58,59] oder EThcD [193], oder speziell für die Analyse von Disulfidbrücken 

entwickelten Suchalgorithmen, wie DBond [182] oder SLinkS [183], erleichtert werden. 
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Der sequentielle Abbau der Spaltprodukte durch Pepsin, der über die Zeit beobachtet 

wurde, könnte grundsätzlich hilfreich für die Zuordnung von unbekannten Disulfid-

brücken sein. Massendifferenzen zwischen den zu verschiedenen Zeitpunkten der 

proteasekatalysierten Reaktion auftretenden Spaltprodukten können erste Hinweise auf 

die betreffenden an der Disulfidbrücke beteiligten Aminosäuresequenzen liefern. Die 

Analyse absoluter Signalintensitäten einzelner proteasegenerierter Peptide über die Zeit 

in einem reduzierten und nicht-reduzierten Probensatz kann die Identifizierung 

disulfidverbrückter Spaltprodukte vereinfachen, da zu bestimmten Zeitpunkten im 

Reaktionsgemisch niedrig abundante von hoch abundanten Analyten unterschieden 

werden können. Allgemein können disulfidverbrückte Spaltprodukte von Peptiden ohne 

Cystein bzw. mit freien Thiolgruppen durch einen Vergleich der Retentionszeiten vor 

und nach der Reduktion unterschieden werden. Ausschließlich die letzteren eluieren 

dabei zum selben Zeitpunkt.  

Die präsentierte Strategie könnte künftig auch zur Beurteilung des Einflusses weiterer 

PTMs im Zusammenhang mit proteasekatalysierten Reaktionen verwendet werden. 

Beispielsweise könnte der Abbau eines phosphorylierten mit dem des entsprechenden 

unphosphorylierten Substrates durch eine bestimmte Protease verglichen werden. 

Eine weitere Möglichkeit der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methode ist die 

gleichzeitige Inkubation einer Protease mit mehreren zugehörigen Substraten. Die 

zeitabhängige Analyse könnte Aufschluss darüber geben, ob die Protease zu manchen 

Substraten eine höhere Affinität als zu anderen besitzt und dementsprechend bestimmte 

Spaltstellen bevorzugt. 

Im Hinblick auf die erhaltenen Ergebnisse für das Hühnereiweißallergen LYZ wäre es 

interessant die IgE-bindenden Peptidsequenzen eindeutig zu identifizieren, da in einer 

früheren Studie [175] lediglich drei potentiell dafür verantwortliche Kandidaten aus ein 

und derselben Bande eines Western Blots zugeordnet werden konnten. Konsequenter-

weise sollten die beim Pepsin-Verdau entstehenden Spaltprodukte vor der immuno-

logischen Analyse mit Patientenserum in einem nächsten Experiment einzeln vorliegen. 

Beispielsweise könnte das Reaktionsgemisch zunächst mithilfe von präparativer HPLC 

fraktioniert und anschließend mithilfe eines Dot Blots analysiert werden. Zusätzlich 

könnte anhand der Untersuchung von IgE-bindenden Spaltprodukten zu den einzelnen 

Zeitpunkten des simulierten Magenverdaus erörtert werden, welche Mindestgröße Epi-

tope für eine Bindung von IgE-Antikörpern aufweisen müssen. 
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Ein weiterer Aspekt wäre die Identifizierung von antimikrobiellen Peptidsequenzen, 

wobei hier zunächst in verschiedenen zu diesem Zweck eingerichteten Datenbanken 

recherchiert werden könnte. Zudem könnten einzelne Spaltprodukte nach Fraktio-

nierung oder unter Verwendung von entsprechenden synthetischen Peptiden mit 

diversen Bakterienkulturen inkubiert und die Wachstumsrate der Mikroorganismen 

verfolgt werden. 

 

 



















































































130 Anhang 

Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

RVVDLVEHVAKA Y G Y S T R V V D L 

SHLGRPNGERNEK Y V V L A S H L G R 

SLLPTFGAK G W D H L S L L P T 

TGIRDYVLNK Q Y A Y L T G I R D 

THTALVSYK L W S M D T H T A L 

TSNGGAAYFAGK P I I L Q T S N G G 

VFDAPQNLVEQAK E I M L P V F D A P 

VHGEEDPTKK Y V S G R V H G E E 

VLLSAPLSK S S x R R V L L S A 

VMGVNEEK T A P M F V M G V N 

VSLAASRAAAAEK N A I L G V S L A A 

VSMAAARAAAAEK N A I L G V S M A A 

VTLGPDGIEK F F A S P V T L G P 

VVDLIEYVAKA G Y S A R V V D L I 

WGSSNVDIAIDSTGVFK P A N L P W G S S N 

YAALILADSEIEISSEK E S A L S Y A A L I 

YAGEVSHDDK S T H G R Y A G E V 

YISNPLNFGADIVVHSATK T F L S P Y I S N P 

YKLDVDELGDVAQK P Q A D F Y K L D V 

YQVTPEEDEEEDEE Y R L A F Y Q V T P 
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Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

LAKVIND N C L A P L A K V I 

LAKVINDAFGIEE N C L A P L A K V I 

LASKLGDKAASE S I R K F L A S K L 

LIASKTFTTAE 
 

T T L F L I A S K 

LIDHIKVE S Y A K Y L I D H I 

LIDVAVE P T Y A K L I D V A 

LIDVDGKPQIQVE H F P F K L I D V D 

LIFAGKQLE 
  

Q Q R L I F A G 

LIGDAAKNQAALNPRNTVFD 
    

R L I G D A 

LIGRNFNDPE 
  

A K R L I G R N 

LIIADSE 
 

P L H C L I I A D 

LILADSEIE L S Y A A L I L A D 

LIYVPLPDE 
    

Q L I Y V P 

LKAFPSAINQD 
  

P H A L K A F P 

LKAFPSAINQDNYPNGGFTAE 
  

P H A L K A F P 

LKASGAFTGE A Q N A Y L K A S G 

LKGALAKVPE L G A V A L K G A L 

LKGDAGVSGVVKFE Q A V A V L K G D A 

LLLVQGGNAAPSAADIKAVVE Y L A A Y L L L V Q 

LLPWFDGMLE H C A K K L L P W F 

LLQTPIDMSLKPND N V P A K L L Q T P 

LLRIEEE A K L N Q L L R I E 

LLTDYLDRAE 
  

Y Q A L L T D Y 

LNFSGEEIE T L F A A L N F S G 

LNQLLRIEEE 
 

R L A K L N Q L L 

LPTFGAKDYE 
 

H L S L L P T F G 

LQVQIPATPTSLE A S P A L L Q V Q I 

LSDPKQLE I R Y x x L S D P K 

LSLQDYLNQQANNQFNKVPE P K T A Q L S L Q D 

LTAATNAKQ x x Q A x L T A A T 

LTGMAFRVPTVDVSVVD 
 

L Q G K L T G M A 

LTQDKSFND 
    

K L T Q D K 

LVAPLKPLIE C S T A G L V A P L 

LVDDLRPE 
  

P Q Y L V D D L 

LVDDVIYE 
   

A K L V D D V 

LVDIKKE A K N P V L V D I K 

LVGGASLKPE 
   

G F L V G G A 

LVGGHE P x K L P L V G G H 

LVQGGNAAPSAADIKAVVE A A Y L L L V Q G G 

LVSWYDNE P K F V K L V S W Y 

LYQAGGAPE P I M S K L Y Q A G 

MIAPMIE C G P C K M I A P M 

QLTSKLIPE x S T L A Q L T S K 

QRFQPGTSNETPEE Y K A S Q Q R F Q P 

RAGKVKSQTPKVE H G S L A R A G K V 

RKTGVIVGE 
 

Q I L K R K T G V 

RQAVVNPE G I P A K R Q A V V 

RTGQIKTGAPARSE L V V G L R T G Q I 

RTKYDVAVDE H L V L P R T K Y D 

RVDFKNPHDIIE Q S V G C R V D F K 

RVPTVDVSVVD T G M A F R V P T V 

RYGASAGNVGDE S L T K K R Y G A S 

SAADIKAVVE G N A A P S A A D I 

SADANTKTVTDKE 
   

A F S A D A N 

SKLGDKAASE R K F L A S K L G D 

SKNLVNDE 
    

Y S K N L V 

SPSGATKARIVVAKSGEL 
  

S L G S P S G A 

STQLLADIISE A S S V Y S T Q L L 

SVGCRVDFKNPHDIIE L G T A Q S V G C R 

SVKDYRPAEE P I L A P S V K D Y 



Anhang 133 

Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

SVYDSRGNPTVE K V Y A R S V Y D S 

TFGAKDYE L S L L P T F G A K 

TGQIKTGAPARSE V V G L R T G Q I K 

TSITRARFEE 
   

F Y T S I T R 

TSKLIPE T L A Q L T S K L I 

TTVPCPWLD S Q F F I T T V P C 

VAGKVQPE 
    

K V A G K V 

VAPLKPLIE S T A G L V A P L K 

VFDAPQNLVE 
 

I M L P V F D A P 

VFTDVE W G T I L V F T D V 

VMGVNE T A P M F V M G V N 

VQAAILTGDE A Y G A A V Q A A I 

VSWYDNE K F V K L V S W Y D 

VTIISAMGEE 
   

L M V T I I S 

VTYIQVE G H Y A P V T Y I Q 

VVDLIE G Y S A R V V D L I 

VVFKLYND Q P I G R V V F K L 

VWAIGTGLAATPE 
    

P V W A I G 

VYARSVYD M A V S K V Y A R S 

WFDGMLE K K L L P W F D G M 

WGSSNVDIAID P A N L P W G S S N 

WGSSNVDIAIDSTGVFKE P A N L P W G S S N 

WQGLDNGPE G I P A G W Q G L D 

WTKGFDIPNIE G I L Q R W T K G F 

WTKGFDIPNVE G I L Q R W T K G F 

YIQVE x x x x x Y I Q V E 

YISGQINE 
    

P Y I S G Q 

YLIDHIKVE A S Y A K Y L I D H 

YQAGGAPE I M S K L Y Q A G G 

YQAGGAPGGAAGGAPGGFPGGAPPAPE I M S K L Y Q A G G 

YTSITRARFEE 
    

F Y T S I T 

YVGNRADTRE x I x G S Y V G N R 

YVVDTSK x I x G R Y V V D T 

  





Anhang 135 

Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

LEAARDSK T A V A A L E A A R 

LGGFAIITK L E P R F L G G F A 

LHGEGSGEEK G A L M A L H G E G 

LIFAGK P D Q Q R L I F A G 

LIGDAAK T x x E R L I G D A 

LIGILENK E T P S P L I G I L 

LILADSEIEISSEK L S Y A A L I L A D 

LINQIVPLLEK A P V D A L I N Q I 

LIQVEIK E R Q L Q L I Q V E 

LISIVNAVNPVAIK V A S E T L I S I V 

LISLDGTANK A V D D F L I S L D 

LISNASDALDK I F L R E L I S N A 

LIVDAIK E E A L D L I V D A 

LLELTQKRMSK D L L W L L L E L T 

LLSDFNTGSFSYSYK L S x G A L L S D F 

LLSSLEGK A R I N E L L S S L 

LMALHGEGSGEEK F D V G A L M A L H 

LMVGKDEEQVK A Q A E A L M V G K 

LNAAGNTPDATK A A Y L L L N A A G 

LNAVLEEVK V V E R Q L N A V L 

LNISGEFFRNK V R A E x L N I S G 

LNPYAK Q V L L R L N P Y A 

LPANLVDLNVPAK P V Y L G L P A N L 

LPLQDVYK 
  

P L R L P L Q D 

LQQTAFDK V H S F R L Q Q T A 

LQSGIGNIANAVIEGLAGAQFK E N L L P L Q S G I 

LQVQIPATPTSLETAK A S P A L L Q V Q I 

LRGLFIIDPK x E G x A L R G L F 

LRYHIEEEGSRK I L L E N L R Y H I 

LSKPEVK V Y V G T L S K P E 

LSRSNGVLNVDNQTSDLVK V S A L D L S R S N 

LSTNETEVAK 
 

H F A A L S T N E 

LTEVRAEDEAALAK S A V A A L T E V R 

LTGIRDYVLNK C Q Y A Y L T G I R 

LTGIRDYVLNKK C Q Y A Y L T G I R 

LTISPALLDK A G V D Y L T I S P 

LTRRADVK 
 

Q F L E L T R R A 

LTVSEEVRK L T P A R L T V S E 

LVAEAQLSNITREK A E A E S L V A E A 

LVAGIERYPLK P F G H A L V A G I 

LVAIEEEFDIEIPDK D T V E L L V A I E 

LVAPLKPLIEK C S T A G L V A P L 

LVDDLRPEFAGYSK L D P Q Y L V D D L 

LVDLNVPAK G L P A N L V D L N 

LVGGASLKPEFVDIINSRN D V D G F L V G G A 

LVIDNGSGMCK S E V A A L V I D N 

LVIDRLLPYWQDVIAK T E S L A L V I D R 

LVLLELNEK G E L L R L V L L E 

LVQGGNAAPSAADIK A A Y L L L V Q G G 

LVSNELEQLSSEALEAARICANK P L C V H L V S N E 

LYAGDIALRPEILAEHQK G N C H G L Y A G D 

MIAPTGAK A L Q E F M I A P T 

NIHVRK I F P L Q N I H V R 

NIQTAEEALDLIVDAIK G G V A P N I Q T A 

QGVGVILCIGETLEEK 
 

F A L G Q G V G V 

SHLGRPNGERNEK Y V V L A S H L G R 

SHNPIENK I L A A Q S H N P I 

SLKPNDAESEK T P I D M S L K P N 

SSGVGVTPLLAMLEEQVK P L V L L S S G V G 

STRVVDLVEHVAKA N E Y G Y S T R V V 



136 Anhang 

Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

SVSLVK T Y L D Y S V S L V 

TFSFPASQNK I P L G F T F S F P 

TFSYPASQNK L P L G F T F S Y P 

TRAEVSDVGNAILDGADCVMLSGETAK Y N P R P T R A E V 

TSAGQPNLLLSASRDK V T S L A T S A G Q 

TSNGGAAYFAGK P I I L Q T S N G G 

TTNCLAPLAK S N A S C T T N C L 

TTQNPDELWEFIADSLK P D A M R T T Q N P 

TTVLAAAK P N A L A T T V L A 

TYQRFVGHK V A T G E T Y Q R F 

VAATLGPK T L A E A V A A T L 

VAAVFEQK V A A S A V A A V F 

VAFTPEERLIGDAAK V T P S F V A F T P 

VAIPVGK C P A L G V A I P V 

VATTGEWDK Y E T H R V A T T G 

VAVPVDILDHDNNYELK G F P R S V A V P V 

VFDAPQNLVEQAK E I M L P V F D A P 

VFGLNNIQAEELVEFSSGVK D G I A R V F G L N 

VFGLPGDFNLSLLDK V N x N T V F G L P 

VFSMFGGK P P S S A V F S M F 

VFTGIPGK F A V A E V F T G I 

VFTNEPLTEIK G N V G F V F T N E 

VFTPQDGRGAEGELGAASK V E L F E V F T P Q 

VGAEVDEARINELLSSLEGK A V V E S V G A E V 

VGFDLPQRAAGFLLEK A H S S M V G F D L 

VGKDEEQVK A E A L M V G K D E 

VGNPEGPEKPNK Y I M S P V G N P E 

VGNPEGPEKPNKK Y I M S P V G N P E 

VGSLTFDENYNLLDTSGVAK V L P R A V G S L T 

VHGEEDPTKK Y V S G R V H G E E 

VHLVSNELEQLSSEALEAARICANK E F P L C V H L V S 

VIAAAFVK N N V N N V I A A A 

VIAALSEK G A G A A V I A A L 

VIAHVDHGK V R N M S V I A H V 

VIGGPQGDAGLTGRK P S G R F V I G G P 

VIQLLDSLPK E I P E H V I Q L L 

VITFPVPIDADGIIPEK A E A Q G V I T F P 

VLAGVEAEK A E V E A V L A G V 

VLGDVIK V T A A G V L G D V 

VLGRAIFTESVK T T S A T V L G R A 

VLVASAK S Y V E P V L V A S 

VMGVNEEK T A P M F V M G V N 

VNTGMEPGK I W V R A V N T G M 

VQAAHIPQGTDLAQVAPILCAGITVYK A T A D A V Q A A H 

VQAAILTGDESSK A Y G A A V Q A A I 

VQGAILTGQSTSDETK A Y G A A V Q G A I 

VQGGEEVNAEELK E L V A R V Q G G E 

VQGGNAAPSAADIK A Y L L L V Q G G N 

VQQAQTEIK P I P E E V Q Q A Q 

VQSLIPKPLESVK P T S F P V Q S L I 

VQVGDIVTVGQCRPISK S P A F R V Q V G D 

VQVRQPIFVAHTAGRYANK S L V D Y V Q V R Q 

VRANGTTVLVGMPAGAK A S T R Y V R A N G 

VRAPEQFDEVVAAIGNK L H V D F V R A P E 

VRDLSEASVYPEYALPK V E A A A V R D L S 

VRSGEWK E F S E Q V R S G E 

VRVVPNEK D W V S Q V R V V P 

VSGRVHGEEDPTK D A V E Y V S G R V 

VSGRVHGEEDPTKK D A V E Y V S G R V 

VSVSVLVDRLK P T Y R Y V S V S V 
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Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

VTLGPDGIEK F F A S P V T L G P 

VTRMPEHQK S L T D Y V T R M P 

VVDLIEYVAKA G Y S A R V V D L I 

VVGIYNGK E M I G S V V G I Y 

VVGLRTGQIK F I A D L V V G L R 

VVGLVNTK N E A F S V V G L V 

VVGVNHTK S A P M F V V G V N 

VVGVPSISSQAK V G V L H V V G V P 

VVHLEK I H F E P V V H L E 

VVNPEHLDIVAQK P L I V P V V N P E 

VVQVAVEVK F S V S P V V Q V A 

VVRAPTVK D L L R P V V R A P 

VVSSDFLGDSNSSIFDAAAGIQLSPK Y T E D A V V S S D 

VYDSRGNPTVEVELTTEK V Y A R S V Y D S R 

VYLGLPANLVDLNVPAK x T Q R P V Y L G L 

VYNVYK 
  

P E Q V Y N V Y 

VYQGERVNCK T V Q F P V Y Q G E 

VYSTQLLADIISEASK E Q A S S V Y S T Q 

VYVGTLSKPEVK P R Y G G V Y V G T 

WQGLDNGPESRK G I P A G W Q G L D 

WTNIPRK Y S L L A W T N I P 
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Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

LKGALAKVPE L G A V A L K G A L 

LKNTISE S I A Y S L K N T I 

LKTKGGNAGTKAYN S T T S S L K T K G 

LLAGIGQITPE T T T G L L L A G I 

LLPWFDGMLE H C A K K L L P W F 

LLQTPIDMSLKPND N V P A K L L Q T P 

LNIQLINVQIAID 
  

I K K L N I Q L 

LNQLLRIEEE 
 

R L A K L N Q L L 

LPLVGGHE P L P x K L P L V G 

LPTFGAKDYE 
 

H L S L L P T F G 

LQSGIGNIANAVIE 
 

N L L P L Q S G I 

LQVQIPATPTSLE A S P A L L Q V Q I 

LSKKGSLE A F V K F L S K K G 

LSLQDYLNQQANNQFNKVPE P K T A Q L S L Q D 

LTAATNAKQ x x Q A x L T A A T 

LTATQKTVD T T V H S L T A T Q 

LTGKTITLE I F V K T L T G K T 

LTKKRYGASAGNVGDE H N L K S L T K K R 

LTNAANVPVE 
 

K L L T L T N A A 

LTVPKLKPQKD N G V L T L T V P K 

LVAPLKPLIE C S T A G L V A P L 

LVDDLRPE 
  

P Q Y L V D D L 

LVDIKKE A K N P V L V D I K 

LVGGASLKPE 
   

G F L V G G A 

LVGKNHDE S S V F Q L V G K N 

LVKDAKNPVILAD 
 

T I L A L V K D A 

LVQGGNAAPSAADIKAVVE A A Y L L L V Q G G 

LVSWYDNE P K F V K L V S W Y 

LYQAGGAPE P I M S K L Y Q A G 

LYQAGGAPGGAAGGAPGGFPGGAPPAPE P I M S K L Y Q A G 

MIAPMIE C G P C K M I A P M 

NIQVWRPADGNE F R S L P N I Q V W 

RVPTVDVSVVD T G M A F R V P T V 

SAGAAAPAGVAGGVAGGEAGEAE L L V N F S A G A A 

SAKSIVPLMD S T L L K S A K S I 

SGATKARIVVAKSGEL S L G S P S G A T K 

SHLGRPNGE Y V V L A S H L G R 

SHLGRPNGERNE Y V V L A S H L G R 

SKLGDKAASE R K F L A S K L G D 

SLGLSPSEAE A T V M R S L G L S 

SRQLKSNDSEQE F L A L M S R Q L K 

SSGVGVTPLLAMLE P L V L L S S G V G 

SSNVDIAIDSTGVFKE N L P W G S S N V D 

SVGCRVDFKNPHDIIE L G T A Q S V G C R 

SVKDYRPAEE P I L A P S V K D Y 

SVYDSRGNPTVE K V Y A R S V Y D S 

SYKTKNIVE G S F S Y S Y K T K 

TFGAKDYE L S L L P T F G A K 

TFSYPASQNKINE L P L G F T F S Y P 

TGQIKTGAPARSE V V G L R T G Q I K 

TIKYVLE V A A L P T I K Y V 

TKKRYGASAGNVGDE N L K S L T K K R Y 

TSKLIPE T L A Q L T S K L I 

TVKAYLPVNE G T P L F T V K A Y 

VAAPARAGAVAPE I V S N R V A A P A 

VAAVFE V A A S A V A A V F 

VAGKVQPE 
    

K V A G K V 

VAPLKPLIE S T A G L V A P L K 

VARNRGIDIVVNE N S V L A V A R N R 

VAVQLKRQPAQPRE A K A Q G V A V Q L 
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Identifizierte Peptide (LC-MS) P5 P4 P3 P2 P1 P1' P2' P3' P4' P5' 

VFDAPQNLVE 
 

I M L P V F D A P 

VFGLNNIQAEE 
 

G I A R V F G L N 

VFGLPGDFNLSLLDKIYE V N V N T V F G L P 

VFKLYND P I G R V V F K L Y 

VGCRVDFKNPHDIIE G T A Q S V G C R V 

VGSLTFDE V L P R A V G S L T 

VIGLTN R P A C G V I G L T 

VIGSFKDWE T Y V K K V I G S F 

VINDAFGIEE A P L A K V I N D A 

VINNIPWDITPE P P Y R A V I N N I 

VINVSAQRD K L P L S V I N V S 

VKLPLVGGHE 
 

W P L P V K L P L 

VKLVSWYDNE L S P K F V K L V S 

VKNQQLEDE I K S L T V K N Q Q 

VKRGGYGKGNWGKPGDE 
 

S P N H V K R G G 

VKSQTPKVE A R A G K V K S Q T 

VLGKMKE Q I S S M V L G K M 

VLGRAIFTE T T S A T V L G R A 

VLKGDAGVSGVVKFE V Q A V A V L K G D 

VLSALE 
 

K V S S V L S A L 

VMGVNE T A P M F V M G V N 

VMGVNEE T A P M F V M G V N 

VQAAILTGDE A Y G A A V Q A A I 

VQGAILTGQSTSDE A Y G A A V Q G A I 

VQGGNAAPSAADIKAVVE A Y L L L V Q G G N 

VQIPATPTSLE P A L L Q V Q I P A 

VQSLIPKPLE P T S F P V Q S L I 

VSTGGGASLE 
 

K I S H V S T G G 

VTIISAMGEE 
   

L M V T I I S 

VTKHFISE 
 

T L Q A V T K H F 

VTKYSSSTQA 
 

G T R A V T K Y S 

VTYIQVE G H Y A P V T Y I Q 

VVFKLYND Q P I G R V V F K L 

VVGASVVVVKNWGAETDE G N A R K V V G A S 

VVRSGLVDASGVASLLATTE 
  

P F K V V R S G 

VVTFAPAGVTTE I K P G M V V T F A 

VVVGKDTLLTNKHVVD F I A S G V V V G K 

VWAIGTGLAATPE 
    

P V W A I G 

VYARSVYD M A V S K V Y A R S 

VYARSVYDSRGNPTVE M A V S K V Y A R S 

VYDSRGNPTVE V x A R x V Y D S R 

VYVGTLSKPE P R Y G G V Y V G T 

WAIGTGLAATPE 
   

P V W A I G T 

WQGLDNGPE G I P A G W Q G L D 

WTKGFDIPNIE G I L Q R W T K G F 

WTKGFDIPNVE G I L Q R W T K G F 

WTNIPRKE Y S L L A W T N I P 

YAALILADSE 
 

S A L S Y A A L I 

YARSVYD A V S K V Y A R S V 

YARSVYDSRGNPTVE A V S K V Y A R S V 

YKASQQRFQPGTSNETPEE 
  

Q L Y Y K A S Q 

YVGTLSKPE R Y G G V Y V G T L 
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Abb. A1: Legende auf der nächsten Seite.  

P5 P4 P3 P2 P1
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9.2 Anhang Kapitel 6 

 

Abb. A2: Tricin-SDS-PAGE Analysen von LYZ- und Pepsin-Kontrollen. Die Kontrollen 
wurden bei pH 2 bzw. pH 4 inkubiert (Inkubationsdauer jeweils 1 min und 24 h). Tricin-
SDS-PAGE Analysen von LYZ-Kontrollen wurden unter nicht-reduzierenden (A) und 
reduzierenden (B) Bedingungen durchgeführt. Tricin-SDS-PAGE Analyse von Pepsin-
Kontrollen (C) wurden unter nicht-reduzierenden (links) und reduzierenden (rechts) 
Bedingungen durchgeführt. Abkürzungen: H, Erhitzt; L, Lysozym; M, Proteinmassenstan-
dard; P, Pepsin; red, reduziert . 
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Abb. A3: Tricin-SDS-PAGE Analysen des Pepsin-Verdaus von erhitztem LYZ. Erhitztes 
LYZ wurde bei pH 2 (A, B) bzw. pH 4 (C, D) mit Pepsin inkubiert (Inkubationsdauer 
jeweils 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h und 24 h). Tricin -SDS-PAGE Analysen 
wurden unter nicht-reduzierenden (A, C) sowie reduzierenden (B, D) Bedingungen durch-
geführt. Abkürzungen: L, Lysozym; M, Proteinmassenstandard; P, Pepsin.  
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9.3 Anhang Kapitel 7 

 

Abb. A5: MS2-Spektrum der online LC-ESI MS Analyse von rh(MAP)IL-6. (B) zeigt einen 
Ausschnitt von (A). Es ist zu beachten, dass ausschließlich die intensivsten identifizier -
ten Fragmentionen im Spektrum gekennzeichnet wurden. Interne Fragmente wurden in 
Klammern [X-Y] gesetzt.  
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