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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Endometriumkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Endometriumkarzinom, welches auch als Korpuskarzinom bezeichnet wird, stellt bei
Frauen die am sechsthaufigsten diagnostizierte Krebserkrankung dar ). Es weist weltweit
eine jahrlich konstant steigende Inzidenz auf, insbesondere in Landern mit niedrigen und
mittleren Einkommensverhaltnissen @ 3. Dabei zeigen sich in verschiedenen Studien breite
Schwankungen. So wird die jahrliche Inzidenz weltweit mit etwa 142 000 Neuerkrankungen )
bis, geltend fiir das Jahr 2020, schatzungsweise 417 000 Neuerkrankungen () angegeben.
Wahrend in Sdd- und Zentralasien sowie in afrikanischen Regionen die niedrigsten
Inzidenzraten mit etwa 3 Fallen auf 100 000 Einwohnern vorliegen, weisen osteuropaische
und nordamerikanische Regionen mit etwa 20 Fallen auf 100 000 Einwohnern die hdchsten
Inzidenzraten auf. In Deutschland sind etwa 11000 Neuerkrankungen jahrlich zu

verzeichnen % 9),

Das Endometriumkarzinom tritt hauptsachlich bei postmenopausalen Frauen auf*7). Das
durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnose betragt etwa 69 Jahre . Auch die Zanhl
der weltweit jahrlich an einem Endometriumkarzinom versterbenden Frauen schwankt
zwischen 42 000 ¥ und flr das Jahr 2020 schatzungsweise 97 000 (V. Damit ist laut WHO die
weltweite Mortalitdtsrate mit 1,8 auf 100000 Frauen signifikant geringer als die

entsprechenden Inzidenzraten ®.

1.1.2 Einteilung der Endometriumkarzinome

Endometriumkarzinome werden in Tumore vom Typ | und Typ Il mittels herkdmmlicher
pathologischer Methoden klassifiziert, wobei zu ca. 85% der Falle ein dem Typ |
zugeordnetes endometrioides Endometriumkarzinom vorliegt ©. Auf diese Weise kann unter
anderem eine Bewertung des Risikos fir Metastasen und Rezidive erfolgen ("9, die jeweils
im  Folgenden nicht explizit abgehandelt werden. Serése und klarzellige
Endometriumkarzinome werden zum Typ Il gezahlt, wobei sich die ser6sen
Endometriumkarzinome bei 3 % bis 10 % und die klarzelligen Endometriumkarzinome bei
unter 5 % aller Endometriumkarzinome finden ©. Auf hereditdre Endometriumkarzinome wird
im folgenden Kapitel naher eingegangen (s. Abschnitt1.1.3). Vorstufen der
Endometriumkarzinome wie Endometriumhyperplasien und atypische
Endometriumhyperplasien werden ebenso wie Karzinomsarkome des Uterus,

neuroendokrine und undifferenzierte Endometriumkarzinome nicht explizit betrachtet.

1



1. Einleitung

Zunehmend gewinnt eine neuere, molekulare Klassifikation des Endometriumkarzinoms an
praktischer Relevanz in Diagnostik und Therapie ('"'® (s. Abschnitte 1.1.3 sowie 1.1.6,
Unterabschnitte ,Strahlen- und Chemotherapie“ sowie ,Studien zu Antikorper-basierten
Therapieansatzen®). Da zur molekularen Klassifikation des Endometriumkarzinoms in ersten
Veroffentlichungen der aktuell gréten klinischen Studie PORTEC-4 noch Optimierungen der
molekularen Untersuchungstechniken angeregt werden 'Y, werden als Beispiel molekularer
Untersuchungstechniken nur die immunhistochemischen Nachweismethoden der mismatch-
repair (MMR)-Proteine erlautert (s. Abschnitt 1.1.5).

Die FIGO-Einteilungen nach Staging und Grading der Endometriumkarzinome, welche fur
die Therapie von Bedeutung sind (s. Abschnitt 1.1.6, Unterabschnitte ,Chirurgische Therapie*

sowie ,Strahlen- und Chemotherapie®), werden im Folgenden kurz restimiert.

Beim Staging werden vier Stadien des Endometriumkarzinoms unterschieden, wobei von
Stadium | bis IV die Ausbreitung des Endometriumkarzinoms zunimmt "), Das Staging der
Endometriumkarzinome erfolgt primar nach histologischen und operativen Gesichtspunkten.
Eine Ausnahme stellen Fernmetastasen aulerhalb des Operationsgebiets dar, deren

Anwesenheit bzw. Abwesenheit mittels Bildgebungen besser beurteilt werden kdénnen.

Das Grading der Endometriumkarzinome nach der FIGO erfolgt nach histopathologischen
Kriterien in die Grade G1 bis G3. Dabei flieken der prozentuale Anteil nicht-
plattenepithelialer Areale, aber auch der histologische Typ und zellulare Atypien ein (19,
Dabei werden G1 und G2 als geringgradig (low-grade) und der G3 als hochgradig
(high-grade) eingeordnet (16 17),

Auf eine genaue Definition einzelner Stadien und Grade wird verzichtet.

Weiterhin wird von einer prazisen Darlegung der klinischen Symptomatik und Prognose,
welche sich auch mit zunehmenden bzw. abnehmenden Staging oder Grading unterscheiden

kénnen, abgesehen.

1.1.3 Pathogenese und hereditare Endometriumkarzinome

Im Zuge der an praktischer Bedeutung gewinnenden molekularen Klassifikation des
Endometriumkarzinoms fuhrten integrierte genomische, transkriptomische und proteomische
Analysen von Endometriumkarzinomen zu einer Einteilung in vier Kategorien '®. Dabei ist
zunachst die Einteilung in erniedrigte und erhOhte somatische Kopienzahlvariationen
(copy number variation, CNV) zu nennen, das heif3t in unspezifisches und spezifisches
molekulares Profil 9. Die weiteren beiden Kategorien stellen eine durch Hypermutation von

DNA-MMR-Genen hervorgerufene Mikrosatelliteninstabilitdt sowie eine ultramutierte
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POLE-Exonuklease-Domane dar(. POLE ist eine katalytische Untereinheit der

DNA-Polymerase Epsilon, die an der Replikation und Reparatur der Kern-DNA beteiligt ist.

Die Kategorien der erniedrigten bzw. erhéhten CNV sind ebenso wie Diploidie und
KRAS-Genmutationen haufiger bei Endometriumkarzinomen vom Typ | zu finden (18 20,
POLE-Genmutationen, durch Ubermafige G: C > T : A-Basentransversionen gekennzeichnet,
treten mit einem Vorkommen von 20 % haufiger bei Patientinnen mit endometrioiden
Endometriumkarzinomen im G3-Grading auf@). Die POLE-Genmutationen finden sich
weiterhin ~ oft gemeinsam mit PTEN-Genmutationen??.  Bei  endometrioiden
Endometriumkarzinomen der Gradings G1 bis G3 stellt die PTEN-Genmutation, welche zur
Inaktivierung der Phosphatase PTEN fuhrt, mit ca. 64 % bis 80 % die haufigste
Treibermutation (driver mutation) dar Y. Diese tritt dabei weiterhin oft gemeinsam mit den
Genmutationen PIK3CA (22 % bis 59 %) und PIK3R1 (9 % bis 43 %) auf(1® 21 23. 29 |m
Tiermodell fuhrte erst das gemeinsame Auftreten von biallelischer PTEN-Genmutation sowie
PIK3CA-Genmutation zu endometrioiden Endometriumkarzinomen ?®. Bei endometrioiden
Endometriumkarzinomen wird zu ca. 45 % eine durch Mutation bedingte Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens ARIDA1A festgestellt ). Diese Inaktivierung allein hat in
Mausmodellen allerdings nicht zur Entstehung von Endometiumkarzinomen gefihrt 26 27),
aber in Kombination mit beschriebener PTEN-Inaktivierung zu héheren Proliferationsindizes.
Daher wird diese Mutationskonstellation als relevanter Punkt beim Ubergang einer

komplexen atypische Endometriumhyperplasie zum Endometriumkarzinom angesehen 8,

Eine Mutation im PTEN-Gen liegt ebenfalls beim hereditaren Cowden-Syndrom vor, welches
auch als PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom bezeichnet wird. Das Risiko fur die Entwicklung
eines Endometriumkarzinoms beginnt dabei im Alter von ca. 25 Jahren und steigt in den
kommenden 35 Jahren bis zu 30 % an®@). Ein weiterer Risikofaktor fir hereditére
Endometriumkarzinome ist, das mit weiteren Karzinomen einhergehende hereditare,
nicht-polypdése Kolonkarzinom (HNPCC), bei dem eine Keimbahnmutation von
DNA-MMR-Genen wie beispielsweise MSH2, MSH6, MLH1 oder PMS2 zugrunde liegend
sein kann G%, Auf den Antikorper-basierten Nachweis der genannten Gene wird im Kapitel
Diagnostik eingegangen (s. Abschnitt1.1.5). Durch eine Mutation im Exon 3 des
CTNNB1-Gens wird eine Stabilisierung von R-Catenin hervorgerufen, die zu einer
epigenetischen Genstillegung (gene silencing) von erwahntem MLH1-Gen flhrt @), Eine
solche CTNNB1-Genmutation findet sich bei ca. 19 % bis 37 % der endometrioiden
Endometriumkarzinome der Gradings G1 bis G3©@". Bei eindeutigem Nachweis dieser
autosomal-dominant vererbten Keimbahnmutation der genannten Gene lautet die korrekte
Bezeichnung dann Lynch-Syndrom. Das Lebenszeitrisiko fur die Entwicklung eines
Endometriumkarzinoms bei vorliegendem Lynch-Syndrom wird zwischen 40 % und 60 %

angegeben V.
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Endometriumkarzinome vom Typ Il sind haufiger aneuploid und weisen beispielsweise
Veranderungen in den Genen PIK3CA, FBXW7, PPP2R1A, CDKN2A, ERBB2 sowie dem
TP53-Tumorsupressorgen auf ('®. TP53-Genmutationen treten mit 59 % bis 93 % haufiger
bei serésen als bei klarzelligen Endometriumkarzinomen auf, wo diese nur zu 28 % bis 46 %
nachgewiesen werden konnten @', TP53-Genmutationen spielen ebenso wie die
Genmutationen PIK3CA, FBXW7 und PPP2R1A eine Rolle in der frlthen Tumorgenese
seroser Endometriumkarzinome @' 32-3%_ PPP2R1A-Genmutationen kommen dabei mit 19 %
bis 43 % haufiger als die jeweils mit ca. 15 % bis 30 % nachweisbaren PIK3CA- und
FBXW?7-Genmutationen vor (1% 20 ERBB2-Genmutationen lassen sich ebenfalls mit ca. 26 %
bis 44 % haufiger bei serésen, und nur bei ca. 11 % der klarzelligen Endometriumkarzinome

auffinden @,

Auch Mutationen in Genen, die ZNF-Proteine exprimieren, kbnnen zu einem Progress eines
Karzinoms fiihren %63 So wurde festgestellt, dass zwei Punktmutationen des Gens fir das
ZNF-Protein 331, die zu einem Austausch einzelner Aminosauren (R9I bzw. H11Y) fihren, in
Endometriumkarzinomen signifikant angereichert sind ©®®. Die Expression des betreffenden
ZNF-Proteins 331 wurde in anderen humanen Tumorzellen wie den Hela-Zellen “® und

denen der follikularen Schilddriisenadenome " bestatigt.

1.1.4 Atiologie

Im Folgenden wird vorrangig die Atiologie der Endometriumkarzinome vom Typ |
beschrieben. Im Gegensatz zu Typ [I-Endometriumkarzinomen sind Endometriumkarzinome
vom Typ | eher 6strogenabhangig. Hyperdstrogenismus konnte als Risikofaktor identifiziert
werden, da Endometriumkarzinome vom Typ | vergleichsweise haufiger Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren exprimieren ?%42) Endometriumkarzinome vom Typ Il sind an-
scheinend aber nicht komplett &strogenunabhangig, wodurch einige der folgenden
Ostrogenabhangigen Risikofakoren der Endometriumkarzinome vom Typ | auch flr
Endometriumkarzinome vom Typ Il gelten koénnten ). Verstarkte 6strogenbedingte
Proliferation und Differenzierung stellt auch bei Patientinnen mit Polyzystischen
Ovarialsyndrom “4) ein nahezu dreifach erhohtes Risiko fiir die Entwicklung eines aus einer
Endometriumhyperplasie hervorgehenden Endometriumkarzinoms dar“. Eine friihe
Menarche und spate Menopause sind aufgrund des langen hormonell aktiven Zeitraums

auch als Risikofaktoren zu werten “9).

Im Zusammenhang der Evaluation hormoneller Risikofaktoren, ist die iatrogene
Verabreichung des am Endometrium als Ostrogen-Agonist wirkenden Tamoxifens

anzufihren, das mit einem zwei- bis achtfachen Anstieg von Endometriumkarzinomen
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assoziiert  ist®"4®  Tamoxifen =~ wird  therapeutisch  bei  pramenopausalen
Brustkrebspatientinnen eingesetzt. Es wird davon ausgegangen, dass eine uber zwei Jahre
dauernde Einnahme von Tamoxifen wahrscheinlich einen Wachstumsvorteil far

Endometriumzellen mit bereits vorhandenen Mutationen bietet 48,

Mit sinkender Paritatszahl oder bei Nulliparitat steigt das Risko fur Endometriumkarzinome
an“9, ebenso wie bei zunehmendem BMI ®%. Bei erhohtem BMI (= 30 kg/m?) besteht ein
signifikant erhohtes Rezidivrisiko fir Endometriumkarzinome vom Typ | Y. Bei vorliegender
Adipositas permagna (BMI=30kg/m?) konnte insbesondere flir das endometrioide
Endometriumkarzinom ein erhOhtes alterskorrigiertes relatives Risiko nachgewiesen
werden ®2), Auch Diabetes ist als weiterer Risikofaktor zu nennen ®%. Weiterhin besteht eine
Assoziation zu einem niedrigeren Alter zum  Diagnosezeitpunkt als bei

Endometriumkarzinomen vom Typ [ (18 20),

Endometriumkarzinome vom Typ Il sind mit einem atrophen Endometrium, einem hoheren

Alter ? und niedrigerem BMI assoziiert ('8),

Von einer Darlegung protektiver Faktoren wird abgesehen.

1.1.5 Diagnostik

Als Basisdiagnostik kann zunachst eine transvaginale Sonografieuntersuchung zur
Abklarung intrakavitarer Raumforderungen dienen. Bei einer als suspekt geltenden
Endometriumdicke ab ca. 5mm, die bei ca. 96% der Patientinnen mit einem
Endometriumkarzinom vorliegt ®®, wird firr die transvaginale Sonografieuntersuchung eine
Sensitivitdat mit 80 % und eine Spezifitit mit 86 % bezlglich atypischer
Endometriumhyperplasien und Endometriumkarzinome angegeben ®¥. Eine Metaanalyse
von Breijer et al. ®% beziffern dabei die Sensitivitat mit 83 % und die Spezifitat mit 72 % einzig
bezogen auf Endometriumkarzinome. Wird folglich eine suspekt geltenden
Endometriumdicke ab ca. 5mm zugrunde gelegt, kénnen bis zu 20% der
Endometriumkarzinome in der transvaginalen Sonografie tGibersehen werden 4. Wird die als
suspekt geltende Endometriumdicke allerdings auf mindestens 10 mm angehoben, wird
suggeriert, dass die transvaginale Sonografieuntersuchung als Friherkennungsmaflnahme
die Mortalitdt des Endometriumkarzinoms senken kann®®. Eine mogliche Senkung der
Mortalitdt eines Endometriumkarzinoms durch transvaginale Sonografie wird jedoch in
Jacobs et al. ®® als nicht nachgewiesen betrachtet und es wird von einem Screening der
Bevolkerung auf ein Endometriumkarzinom abgeraten. Bei unzureichenden Ergebnissen der
transvaginalen Sonografie kann eine Hysterosonografie mit vorheriger Applikation von

Kochsalzlésung in den Corpus uteri in Betracht gezogen werden. Insbesondere als

5
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Karzinomvorstufen geltende fokale Endometriumanomalien kdnnen so weiterfihrend

visualisiert werden (7 58),

Bei fortbestehenden vaginalen Blutungen und damit verbundenem Karzinomverdacht, sollte
die Diagnosesicherung histologisch aus einer Endometriumbiopsie erfolgen “¢ 59 Die
Gewebeentnahme kann standardmaBig Uber eine Kurettage ©®® oder alternativ mittels Tao-
Brush-Biopsie oder als fokale Pipelle-Biopsie erfolgen©®. Bei Letzterer wird allerdings
vergleichsweise am haufigsten eine inadaquate Probe entnommen ©". Die Sensitivitat der
fokalen Pipelle-Biopsie wird zwischen 83 % 2 und 86 % ©® angegeben. Del Priore et al. ¢
geben die Sensitivitdt der Tao-Brush-Biopsie mit ca. 96 % an. Auch die Hysteroskopie, als
weitere diagnostische Saule, die haufig zur Beurteilung abnormer Uterusblutungen
eingesetzt wird ®, kann zur Diagnosesicherung mit einer Biopsie oder Kiirettage verbunden
werden ®®. Die Wahrscheinlichkeit ein bestehendes Endometriumkarzinom dabei zu di-

agnostizieren, wird mit ca. 99 % angegeben ©4).

Im Folgenden soll im Rahmen der molekularen Klassifikation (s. Abschnitte 1.1.2 und 1.1.3)
auf immunhistochemische Nachweismethoden der Mikrosatelliteninstabilitat, welche
beispielweise beim Lynch-Syndrom auftritt, eingegangen werden. Als daflir verwendetes
Tumorgewebe kann aufgrund einer besseren Gewebefixierung das Abradat dem
Hysterektomiepraparat vorgezogen werden € € Die, aufgrund der Keimbahnmutationen
der zugehorigen Gene, fehlende Expression der MMR-Proteine MSH2, MSH6, MLH1 oder
PMS2 kann durch Antikrper-basierte Farberesultate nachgewiesen werden ©7). Dabei
kénnen Antikdrper gegen jedes einzelne der vier genannten MMR-Proteine verwendet
werden ®). Es wird diskutiert, ob zum Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat die
Verwendung aller vier Antikérper nétig ist, oder die alleinige Verwendung der
PMS-2-Antikérper und MSH-6-Antikdrper als ausreichend betrachtet werden kann. Dabei
gibt es Hinweise, dass die alleinige Verwendung der PMS-2-Antikérper und MSH-6-
Antikorper als &quivalent eingestuft werden kann ®879)  Sofern der Nachweis einer
Mikrosatelliteninstabilitat nur mit diesen beiden Antikdrpern praktiziert wird, sollte jedoch fur
alle vier genannten Antikdrper eine vorherige Sicherstellung der Farberesultate sowie deren
klare Interpretation gewahrleistet worden sein ™. Der immunhistochemische Nachweis der
Mikrosatelliteninstabilitdt kann durch molekularpathologische Diagnostikmethoden wie
DNA-basierte Gewebetestungen (z.B. Next-Generation Sequencing "7 )4 sowie den
Nachweis einer Methylierung des MLH1-Promotors erganzt werden . Die Methylierung des
MLH1-Promotors kann bei sporadischem Endometriumkarzinom auftreten und zu
unterschiedlicher Expression der Gene MLH-1 und PMS-2 fiihren®. Eine fehlende
Expression des MMR-Proteins MLH1 muss folglich nicht zwingend auf ein Lynch-Syndrom

zurlckzufihren sein.
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Wie auch bei der unter Abschnitt 1.1.6 dargestellten Therapie, werden auf Komplikationen,
Nachsorge und besondere Gruppen von Patientinnen, wie beispielsweise Patientinnen mit

Kinderwunsch, nicht explizit eingegangen.

1.1.6 Therapie
Chirurgische Therapie

Bei einer bioptisch gesicherten atypischen Endometriumhyperplasie sollte eine Dilatation und
Kirettage erfolgen, da die Gefahr eines simultan vorliegenden Endometriumkarzinoms
ca.40% betragt®. Dagegen wird ein frilhes endometrioides Endometriumkarzinom
(Stadium I, Grading G1) primar operativ mittels totaler Hysterektomie mit beidseitiger
Adnexexstirpation versorgt, was zu einem krankheitsspezifischen 5-Jahres-Uberleben von
ca. 99 % fuhrt 7. Bei histologisch gesicherten endometrioiden Endometriumkarzinomen vom
Typ | (Stadien | und 1l) ist dabei die minimalinvasive Hysterektomie der Laparotomie
anscheinend Uberlegen®. Wahrend dabei Komplikationsrate und Operationsdauer
signifikant vermindert sind, unterscheidet sich bei beiden Verfahren das krankheitsfreie
Uberleben nicht signifikant"®. Eine vaginale Hysterektomie wird meist nicht mehr
durchgefiihrt, da dabei eine abdominale Untersuchung und Lymphadenektomie
ausgeschlossen wird 7®. Ausnahmen stellen Komorbiditdten der Patientinnen dar, die ein
abdominales oder laparoskopisches Verfahren nicht zulassen ®%. Bei pramenopausalen
Frauen kdnnen bei Hysterektomie mit beidseitiger Salpingektomie die Ovarien erhalten
werden, da Metaanalysen auf keine signifikanten Abweichungen bezlglich des
Gesamtiiberlebens ® 89 und des krankheitsfreien Uberlebens hinweisen ®". Die
Patientinnen sollten dabei allerdings dariber aufgeklart werden, dass der Erhalt der Ovarien
mit einem erhohten Risiko, potenzielle maligne ovarielle Erkrankungen intraoperativ zu
Ubersehen, einhergeht ®2. Auf eine Darstellung synchroner Ovarialkarzinome und ovarieller

Metastasen sowie deren Therapie wird verzichtet.

Fir Endometriumkarzinome mit Infiltration des Zervixstomas im Stadium Il soll eine einfache
Hysterektomie einer radikalen Hysterektomie vorgezogen werden, da bei letzterer sich weder
das progressionsfreie Uberleben noch das Gesamtiiberleben signifikant verbessert
darstellte ®). Weiterhin wird die Rate intraoperativer Komplikationen und postoperative

Miktionsstérungen durch einfache Hysterektomie reduziert 4.

Die Rolle der paraaortalen und pelvinen Lymphonodektomie wird kontrovers diskutiert 5 ),
Anders als bei Hochrisiko-Patientinnen prognostiziert man bei systematischer
Lymphonodektomie keinen Uberlebensvorteil bei Niedrigrisiko-Patientinnen . In Zukunft

konnte allerdings die Sentinel-Lymhadenektomie an Bedeutung gewinnen 9,
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Von Darstellungen bezlglich der Rehabilitation, psychoonkologischer Aspekte und einer

palliativen Versorgung des Endometriumkarzinoms wird abgesehen.

Strahlen- und Chemotherapie

Die Strahlentherapie des Endometriumkarzinoms kann als vaginale Brachytherapie oder als
perkutane Strahlentherapie des Beckens durchgefiihrt werden ®% %0 In der Regel erfolgt dies
postoperativ, kann bei Inoperabilitdt aber auch als primare alleinige Strahlentherapie in
kurativer Intention durchgefiihrt werden ©"). Dabei wird lediglich im Stadium | bei Grading G1
die alleinige bildgesteuerte Brachytherapie préaferiert, bei einem hdéheren Grading sowie in
den Stadien Il bis IV wird eine kombinierte bildgesteuerte Brachytherapie und perkutane
Strahlentherapie priorisiert ®?. Wahrend hierbei das krankheitsspezifische 5-Jahres-
Uberleben jeweils mit ca. 79 % angegeben wird, betragt das jeweilige Gesamtiiberleben
ca. 53 % 2.

Im Folgenden soll bei vorausgesetzter Operabilitit die bevorzugte Auswahl des
postoperativen strahlentherapeutischen Verfahrens erortert werden. Beim
Endometriumkarzinom vom Typ | wird in den friheren Stadien | und Il mit hohem bis
mittlerem Risiko bzw. Grading eher eine bildgesteuerte vaginale Brachytherapie
empfohlen ®), wahrend in den fortgeschrittenen Stadien Il und IV die perkutane
Strahlentherapie mit einer Gesamtdosis von ca. 44 - 50 Gy wegen einer besseren Datenlage
bevorzugt werden kann®> %) Die bildgesteuerte vaginale Brachytherapie ist
nebenwirkungsarmer und weist eine hohere lokale Kontrolle auf®. Die Auswahl des
bestmoglichen Brachytherapie-Applikators richtet sich nicht nur nach der Ausbreitung des
Endometriumkarzinoms, sondern auch nach anatomischen Gegebenheiten wie den
Uterusmafen ©. Als Behandlungsschema kann dabei das der PORTEC-2-Studie ®® mit
einer Applikation von 21 Gy in drei Fraktionen in 5mm Tiefe angewandt werden ©9.
Retrospektiven Datenanalysen unter Berucksichtigung einer Extrapolation der zu
erwartenden Toxizitat der Strahlung folgend, kann die vaginale Brachytherapie als Boost bei
perkutaner = Beckenbestrahlung beispielsweise bei Patientinnen mit  einem
Endometriumkarzinom der Stadien Il oder Ill mit verbundenem Nachweis von Tumorgewebe
nahe dem bzw. im Resektionsrand, verabreicht werden ). Damit kdnnen in diesen Stadien
lokale Rezidive anscheinend verringert werden ®®). AuRRerhalb dessen bestehen aber keine
Empfehlungen fir einen solchen Boost®®, da sich bei postoperativer perkutaner
Strahlentherapie mit 2% nach 5 Jahren und 3 % nach 15 Jahren ohnehin nur wenige

vaginale Rezidive finden lassen (5 7).,
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Obwohl die Datenlage der strahlentherapeutischen Verfahren zu Endometriumkarzinomen
vom Typ Il noch gering ist, gibt es Hinweise, dass hier eher die perkutane Strahlentherapie

priorisiert werden konnte ©®).

Fir die Subgruppe der serdsen Endometriumkarzinome erhéht das Hinzunehmen einer
simultanen Chemotherapie zur perkutanen Strahlentherapie das 5-Jahres-Gersamtuberleben
um ca. 12% auf ca. 60 % ©®. Unabhangig vom vorliegenden Stadium der serbsen
Endometriumkarzinome zeigten sich auch in der Metaanalyse von Lin et al.®® Uber-

lebensvorteile einer kombinierten Radiochemotherapie.

Viele der bekannten Schemata fir Chemotherapien des Endometriumkarzinoms basieren
auf Paclitaxel oder Cisplatin ®®. Die PORTEC-3-Studie ©® zeigte, dass die Hinzunahme einer
simultanen Chemotherapie mit Cisplatin 50 mg/m? in Woche 1 und 4 sowie sequentiell vier
Zyklen Paclitaxel 175 mg/m?/ Carboplatin AUC 5 insbesondere zur perkutanen Strahlen-
therapie das 5-Jahres-Gesamtuberleben im Stadium Il um ca. 10 % auf ca. 79 % steigern
konnte. Im Gegensatz dazu zeigte sich in der PORTEC-3-Studie bei Patientinnen der
Stadien | und |l keine signifikante Verbesserung des 5-Jahres-Gesamtiberlebens. Weiterhin
belegten die Autoren, dass durch die Hinzunahme der simultanen Chemotherapie die
Haufigkeit von Rezidiven auRerhalb des Beckens gesenkt werden kann®®. Das
5-Jahres-Gesamtlberleben in der molekularen Subgruppe der TP53-Genmutationen steigt
durch die simultane Chemotherapie um ca. 23% auf ca. 70 %, wahrend sich bei
Patientinnen mit POLE-Mutationen kein Vorteil zeigte ®®. Eine kombinierte
Radiochemotherapie macht sich den Vorteil geringerer lokaler Rezidivraten durch die
Strahlentherapie und geringerer Raten systemischer Rezidive auerhalb des Beckens durch

die Chemotherapie zunutze ©3,

Eine Chemotherapie wird, wie oben beschrieben, in der Regel nicht alleine verabreicht, da
dies zunachst zum vermehrten Auftreten lokaler Rezidive flinren wiirde ©2 %9, Ausnahmen
von einer Kombination der Chemotherapie mit einer Radiotherapie werden nach aktueller,
aber noch unzureichender Datenlage z. B. bei Endometriumkarzinome im Stadium Il oder IV
diskutiert '°": In einer randomisierte Phase-3-Studie von Matei et al.(®) zeigten sich
systemische Rezidive bei applizierter alleiniger Chemotherapie, verglichen mit kombinierter
Radiochemotherapie, um 6 % verringert. Bei Patientinnen mit Endometriumkarzinomen in
diesen Stadien kann eine alleinige adjuvante Chemotherapie mit sechs Zyklen
Carboplatin AUC 6/Paclitaxel 175 mg/m? alle drei Wochen eine Alternative zur kombinierten
Radiochemotherapie darstellen (", Bei einer durchgefiihrten Chemotherapie nach einer
perkutanen Strahlentherapie sollte eine Dosisreduktion der Chemotherapeutika erwogen
werden, um die Wahrscheinlichkeit des Auftretens febriler Neutropenie zu verringern (1°2),

Miller et al. (192 konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass eine Dosisreduktion auf
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Paclitaxel 135 mg/m? und Carboplatin AUC 5 die Hospitalisierungsrate von 35 % auf 17 %

verringerte.

Bei Endometriumkarzinomen mit POLE-Mutation in den Stadien | oder Il kann bei
histopathologisch fehlenden Nachweisen von Tumorgewebe in den Resektionsrandern von

einer adjuvanten Therapie abgesehen werden 2,

Studien zu Antikdrper-basierten Therapieansatzen

Es gibt Studien Uber ein Ansprechen einer Antikérper-basierten Therapie des
Endometriumkarzinoms mit beispielsweise Avelumab (103), Dostarlimab (194,

Pembrolizumab (1% oder Trastuzumab (196. 197,

Im Folgenden wird auf ausgewahlte Studien zu Therapieansatzen mit den Antikoérpern
Trastuzumab und Pembrolizumab naher eingegangen. Eine Studie von Patientinnen mit
serdsen Endometriumkarzinom und Uberexprimiertem ERBB2, die, zusatzlich zur
Chemotherapie der Kontrollgruppe mit Paclitaxel und Carboplatin, den Antikérper
Trastuzumab erhielten, zeigte ein geringeres Progressionsrisiko (% und auch ein um

5 Monate auf 29 Monate verlangertes Gesamtiberleben (197,

Bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Endometriumkarzinom und Krankheitsprogression
nach vorheriger systemischer Therapie konnten der Antikérper Pembrolizumab in
Kombination mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Lenvatinib eine vielversprechende
Antitumoraktivitat aufweisen (1%, Nach einer weiteren klinischen Studie von Makker et al. (1%®)
fahrt diese Kombinationstherapie bei Patientinnen mit  fortgeschrittenem
Endometriumkarzinom, verglichen mit einer Chemotherapie, zu signifikant l&angerem

Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben.

In der KEYNOTE-158-Studie (1% erhielten 49 Patientinnen mit einem rezidivierenden
Endometriumkarzinoms sowie Mikrosatelliteninstabilitat oder Mutationen in  den
DNA-MMR-Genen Pembrolizumab (200 mg) als Monotherapie einmal im Abstand von drei
Wochen flir zwei Jahre oder bis zum Fortschreiten der Erkrankung, inakzeptabler Toxizitat,
oder Abbruch der Therapie. Diese Monotherapie mit dem humanisierten, monoklonalen
Antikoérper Pembrolizumab wies dabei eine Ansprechrate von ca. 57 % auf, wobei 16 %
sogar komplett darauf ansprachen (1. Dies alles zeigt, dass abhangig von der genauen
Klassifizierung des Endometriumkarzinoms gezielte Antikdrper-Therapien bei gewissen
Patientenkollektiven ansprechen konnen. Drei Patientinnen zeigten allerdings unerwunschte
Ereignisse wie Neutropenie, Guillain-Barré-Syndrom und Leberfunktionsstorung (1°9).
Ergebnisse der KEYNOTE-158-Studie von 2022 "9 beschrieben, dass bei ca. 28 % der
Patientinnen immunvermittelte unerwinschte Ereignisse oder Infusionsreaktionen auf

Pembrolizumab-Monotherapie auftraten.
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1.2 Antikorper
1.2.1 Antikorperstruktur

In den folgenden Kapiteln wird nur ein kurzer Uberblick (iber ausgewéhlte Aspekte der
Antikérper, die auch als Immunglobuline bezeichnet werden, gegeben. Antikérper sind
Ypsilon-férmige neutrale Glykoproteine (s. Abbildung 1), die von Plasmazellen im Knochen-
mark und in der Milz als Antwort auf das Eindringen immunogener Antigene bzw. Pathogene,

beispielsweise Mikroorganismen, vermehrt produziert und sezerniert werden (1'-113),

leichte Ketten

Paratop =
konstante

| Doménen,
F.-Teil

Abbildung1: Schematische Strukturdarstellung (Banderstrukturmodell) eines
Antikdrpers
Die Strukturdarstellung wurde selbst mithilfe der Software Chimera (Version 1.14) basierend
auf den Atomkoordinaten der Réntgenstruktur (ligt.pdb) erstellt (114),

Ein Antikdrpermolekil besteht aus zwei identischen leichten Ketten (light chains) und zwei
identischen schweren Ketten (heavy chains), die aus konstanten und variablen Domanen
zusammengesetzt sind. Diese Doménen ordnen sich in zwei Ebenen antiparalleler
Faltblattstrukturen um einen hydrophoben Bereich an. Wahrend die variablen Domanen

zusammen die Antigen-Bindestelle eines Antikoérpers ausbilden, setzt sich die konstante
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Region aus den konstanten Domanen zusammen (s. Abbildung 1). Die Ketten sind Uber
Disulfidbriicken kovalent miteinander verbunden(''®. Porter publizierte 1959 ("®)  dass
Antikérper mit dem Enzym Papain in drei Fragmente geteilt werden kénnen. Wahrend sich
dabei die beiden Fragmente | und Il als Antigen-bindende Fragmente (fragments antigen
binding, Fa.p-Fragmente, Fap-Teile) zeigten, stellte sich das lbrige Fragment Ill als leichter
kristallisierbar heraus (fragment crystallizable, Fc.-Teil). Der Fc-Teil, bestehend aus jeweils
zwei konstanten Domanen beider schweren Ketten (s. Abbildung1), ist fir die
Effektorfunktion verantwortlich, indem dieser mit Zelloberflachenrezeptoren von Immunzellen
interagiert. Im Gegensatz dazu besteht ein Fa.-Teil aus zwei variablen und zwei konstanten
Domanen, wobei stets jeweils eine Domane auf der schweren und eine auf der leichten Kette
liegt (s.Abbildung 1). Innerhalb dieser variablen Doméanen formen jeweils drei Schleifen
(loops) der leichten und schweren Kette die fur die Antigenbindung mafgeblichen
hypervariablen Regionen (complementary determining regions, CDR) CDR 1, CDR2 und
CDR3(). Die hypervariablen Regionen wurden zuerst an den leichten Ketten
entdeckt 118119 Im Zuge dessen publizierte Milstein 1967 die Entdeckung von CDR 1 und
CDR 38 Franék zwei Jahre spater die von CDR 2 ("9, Wu und Kabat konnten 1970 deren
Rolle in der Bindung zwischen Antigen und Antikérper anhand der Untersuchung von 37
Leichtkettensequenzen bekraftigen "'7:129), Die hypervariablen Regionen stellen jeweils
lediglich sechs bis acht Aminosauren um die Positionen 32, 55 und 98 der schweren Kette
sowie 30, 50 und 93 der leichten Kette dar "'9. Sie werden bei der Antikérperfaltung an die
Oberflache des Moleklls gebracht und bilden dort die beiden, als Bindungsstellen fur
Antigene fungierenden, Paratope (s. Abbildung 1) ("'®. Daher kann ein Antikdrper auch bis zu
zwei Antigene gleichzeitig binden. Die Stelle auf einem Antigen, an das ein Paratop bindet,

wird als Epitop oder antigene Determinante bezeichnet.

Aufgrund struktureller Unterschiede in der konstanten Region der schweren Ketten werden
beim Menschen mit IgG, IgM, IgA, IgE und IgD funf unterschiedliche Isotypen von
Antikérpern unterschieden ('?"), Diese unterscheiden sich auch in ihren molekularen Massen.
Bei IgG betragt diese ca. 150 kDa, da die beiden schweren Ketten jeweils ca. 50 kDa und die
beiden leichten Ketten jeweils ca. 25 kDa schwer sind. IgG wird auRerdem funktionell in die
Unterklassen 1gG+, 1gGa, IgGs und IgGs unterteilt (22, wobei IgG1 mit ca. 60 % den hochsten

relativen Anteil im menschlichen Blutserum besitzt (123,

1.2.2 Diversitat der Antikorper

Fir die Diversitat der Antikorper, notig um verschiedene Pathogene zu erkennen, gibt es
viele molekulare Ursachen. Im Folgenden sollen davon exemplarisch nur die somatische

Hypermutation und die somatische Rekombination resimiert werden.
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Die somatische Rekombination findet im Knochenmark statt. Fur die Entdeckung der
zugrunde liegenden genetischen Prinzipien zur Kreation der Diversitat der Antikorper (124-127),
wurde Susumu Tonegawa im Jahr 1987 der Nobelpreis flr Physiologie oder Medizin
verliehen. Die endglltigen Antikorper-kodierenden Gene werden im Laufe der
Antikérperreifung aus einzelnen Gensegmenten auf DNA-Ebene neu angeordnet (gene
rearrangement). Da dies wahrend des Prozesses der Differenzierung der B-Lymphozyten
stattfindet, an deren Ende Antikérper-produzierende Plasmazellen entstehen kénnen, kann

aus wenigen Genen eine Vielzahl verschiedener Antikdrper gebildet werden.

Die somatische Hypermutation, welche in Keimzentren wahrend der Proliferation der
B-Lymphozyten stattfindet, verandert die variable Region der Antikorper. Sie wird hierbei
durch die aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase initiiert, die ein Cytidin zu Uracil
desaminiert ('?®), Dadurch kommt es durch zellulare Reparaturmechanismen zum Einbau
neuer Basen. Da diese Reparaturmechanismen einer hohen Fehlerrate unterliegen, wird
eine Hypermutation bedingt. Durch zufallige Punktmutationen bei der Replikation der DNA
werden dabei die hypervariablen Regionen der leichten und schweren Ketten moduliert (%)
Somit verandern sich die Antigen-Bindungseigenschaften der Antikorper, was auch als

Prozess der natirlichen Affinitatsreifung in B-Lymphozyten bezeichnet wird (128,

Im Kontext der hier zusammengefassten Diversitat der Antikdrper steht auch die klonalen
Selektion als Prinzip der erworbenen Immunitat, die 1955 von Burnet postuliert wurde (129,
Dieses besagt, dass die Spezifitdt eines Antikdrpers, unter Abschnitt 1.2.3 genauer erlautert,
bereits vor Kontakt mit dem entsprechenden immunogen wirkenden Antigen gegeben ist (129,
Hierbei muss sich vor Augen gefihrt werden, dass wahrend der Entwicklung der
B-Lymphozyten im Knochenmark die Antikdrpermoleklle zunachst als Rezeptoren in die
B-Zellmembran eingebettet sind. Die Antigene selektieren dann durch Bindung an den
jeweiligen B-Zell-Rezeptor diejenigen B-Lymphozyten mit der passenden Spezifitdt der
Antikorper. Nur diese B-Lymphozyten werden aktiviert, proliferieren und differenzieren zu

Effektorzellen (115 130),

1.2.3 Epitop-Paratop-Interaktionen

Bei der herkdmmlichen Definition der Spezifitdt, wonach ein Antikbrper nur ein bestimmtes
Epitop erkennen kénne (3", muss bedacht werden, dass ein Atom des Epitops mit mehreren
Atomen eines Paratops interagieren kann und umgekehrt (32, Genauer, fir eine Bindung
zwischen dem Paratop eines Antikdrpers und dem Epitop eines Antigens werden nicht-
kovalente Krafte wie Wasserstoffbrickenbindungen, van-der Waals-Krafte, lonenbindungen

und hydrophobe Wechselwirkungen ausgebildet (3%, Diese nicht-kovalenten Krafte kommen
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zustande, wenn einzelne Atome auf Molekilteilflachen mit den richtigen physikalisch-
chemischen Eigenschaften an genau passenden Positionen auf definierten Molekiilflachen
einander gegenulberliegend angeordnet sind (3213 Die Summe der dabei formierten
atomaren Krafte zwischen den passend angeordneten Aminosaureresten wird als
molekularer Erkennungscode beschrieben (14 132) Einerseits wird der Austausch bestimmter,
am Epitop passiv beteiligter Aminosaurereste toleriert, was als Promiskuitat des Bindemotivs
eines Antikorpers bezeichnet wird "', Andererseits kann der submolekulare Austausch von
Aminoséaureresten, die sich an spezifititsbestimmenden Positionen (*5136) innerhalb des
Epitops befinden, nicht nur zu einer Aufhebung, sondern auch zu einer reduzierten
Antikorperbindung fiihren (%), Letztere, als unorthodox bezeichnete Bindung prazisiert
ebenso wie die vergleichsweise starkere orthodoxe Bindung das Bindungsverhalten von
Antikérpern auf der Sub-Epitopebene, d.h. auf der Ebene der einzelnen
Aminoséaurereste (14132137 Dje aufgrund der Ergebnisse dieser Dissertationsschrift neu
eingefiihrten Epitop-Paratop-Bindungstypen (*2 werden in den Abschnitten 3.3.2, 3.3.3 und
4.1 (s.v.a. Abbildung 26) weiterfUhrend erlautert. Ihre Epitop-spezifischen Unterschiede
werden nicht von der Bezeichnung spezifisch bzw. unspezifisch fur eine zustande
gekommene Antigenbindung abgedeckt ('*2. Wahrend eine spezifische Bindung die Bindung
eines Antikdrpers an nur sein definiertes Antigen bezeichnet, ist mit der unspezifischen

Bindung definitionsgemaf auch die Bindung an andere Antigene gemeint (138,

1.2.4 Anwendungen und Bedeutung von Antikorpern

Antikdrper vermitteln, beispielweise unter Ausschaltung des Zielantigens, eine
Immunantwort, die der humoralen Immunantwort zugeschrieben wird. Das humorale
Immunsystem kann unter Anderem auf diese Weise verhindern, dass sich Pathogene in den

Extrazellularraumen verbreiten (13,

Der in dieser Arbeit experimentell untersuchte anti-HpTGEKP-Antikdrper (s. Abbildung 1)
vom Isotyp IgG+, der spater (s. Abschnitt1.4) genauer vorgestellt wird, zahlt zu den
monoklonalen Antikérpern. Diese entstammen einem einzelnen B-Lymphozyten bzw. deren

Zellklonen und werden spezifisch zur Erkennung eines bestimmten Epitops hergestellt.

Monoklonale Antikérper und ihre genau Komplexierung mit Antigenen spielen fur
Forschungszwecke, diagnostisch (s.Abschnitt1.1.5) und therapeutisch (s.Abschnitt1.1.6
unter dem Unterabschnitt ,Studien zu Antikdrper-basierten Therapieansatzen®) eine
entscheidende Rolle **). Daher besteht ein groRer Bedarf darin, Antikorper strukturell und
funktionell zu charakterisieren. Neben einer Abschatzung der Bindungsaffinitat zu Antigenen

gehort dazu auch eine Identifizierung und Charakterisierung der entsprechenden
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Antigen-Epitope (*), um zu wissen, ob und inwieweit ein z. B. humanisierter Antikbrper ein
Antigen Uber ein definiertes Epitop binden kann. Dies tragt dazu bei, antikdrperbasierte
Experimente gezielt anzupassen und damit verbundene Forschungsergebnisse besser zu
interpretieren 3. Neben dem  spater vorgestellten ITEM-TWO-Verfahren (140
(s. Abschnitt 1.3.3) konnen Epitope auch mittels Phagen-Display ", Alanin-Scan (142-144)

oder in silico Mutagenese ('*") untersucht und bestimmt werden.

Einsatzgebiete fur Antikdrper, auch in der Forschung, stellen beispielsweise passive
Immunisierungen, Point-of-Care-Testing ('*"), Western Blots (s. Abschnitte 2.2, 3.2.2 und
3.3.5), generalisierte zellbiologische Proliferationsprozesse (5 46) und krankheitsspezifische
Immuntherapien dar. Mit Antikrper-basierten Untersuchungen kann auch zum Verstandnis

von Mechanismen der Tumorentwicklung beigetragen werden (147,

1.3 Die Massenspektrometrie von Biomolekilen

1.3.1 Elektrospray Massenspektrometrie

Die Elektrospray Massenspektirometrie ist ein schonendes Verfahren mithilfe dessen
Biomolekiile, z. B. Antikérper und als Antigene fungierende Peptide in einem Antikorper-
Peptidgemisch in die Gasphase Uberfiihrt, ionisiert und identifiziert werden konnen (148,
Durch Mischen von Proteinen und/oder Peptiden in volatilen Pufferlésungen werden die zu
analysierenden Proben erzeugt. Anschliel’end wird die Peptid- bzw. Protein-Losung in eine
Gold-beschichtete Glaskapillare gefillt, mittels konstant gehaltener Elektrospray-lonisierung
(ESI) ionisiert und schonend in die Gasphase Uberflhrt (4% 150 (Details s. Abschnitt 1.3.3).

Zwischen der Gold-beschichteten Glaskapillare und der direkt gegenliber angebrachten
Gegenelektrode wird ein elektrisches Feld angelegt. Durch die angelegte Spannung
(zwischen 1,2kV und 2kV “9) sammeln sich aus der Glaskapillare austretende, gleichartig
geladene Analytionen zusammen mit den Lésungsmolekilen an der Kapillarspitze und bilden
einen Flussigkeitskonus (Taylor-Kegel) "V aus dem ein dinner FlUssigkeitsstrahl (jet)
emittiert. Dieser zerfallt durch die anliegende Spannung in Trépfchen, die durch Verdampfen
des Losungsmittels zunehmend an Volumen abnehmen (Desolvatisierung) %2, Die
vorliegende Oberflachenspannung fuhrt zur weiteren Volumenreduktion, wodurch die
Ladungsdichte der Tropfchen zunimmt bis es zur ,Coulomb-Explosion® kommt “%. Ein
Tropfen zerféllt so in immer kleinere Tropfchen, bis es schliellich zur lonenfreisetzung

kommt.
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1. Einleitung

Um die Freisetzung der lonen aus den kleineren Tropfchen zu erklaren, werden nach
derzeitigem Stand der Wissenschaft zwei Modelle diskutiert 1%3-1%%): Das Modell des
geladenen Rickstands (charged residue model) und das Modell der lonenemission (ion
evaporation model). Das vergleichsweise altere Modell des geladenen Riickstands postuliert,
dass die Volumenreduktion der Tropfchen und der damit verbundene verringerte Abstand
der darin enthaltenen, gleichartig geladenen Analytionen schliellich dazu fihrt, dass die
Analytionen frei vom Lésungsmittel in der Gasphase vorliegen (152 154157 Nach dem Modell
der lonenemission erfolgt die lonenfreisetzung auf der einen Seite durch das
entgegengesetzt geladene elektrische Feld aulierhalb der Trépfchen, andererseits durch
hohe Ladungsdichten an deren Oberflachen, wodurch es zu AbstoRungsvorgangen und

damit der Freisetzung der Analytionen kommt (153 158),

Fur das Verfahren der Elektrospray-lonisierung von biologischen Makromolekilen wurde
John Bennett Fenn im Jahr 2002 der Nobelpreis fiir Chemie verliehen (%), Den Nobelpreis
teilt er sich mit Koichi Tanaka, der fir die Entwicklung der Laserdesorptions-

Massenspektrometrie (LD-MS) von Biopolymeren ausgezeichnet wurde (169-162),

Am verwendeten Synapt G2S-Massenspektrometer passieren die Analyt-lonen nach deren
Erzeugung im ESI-Prozess eingangs die lonenoptik (StepWave, s. Abbildung 2), wodurch
nicht ionisierte, stérende Neutralteilchen entfernt und die lonen durch Anlegen eines

elektrischen Felds effizient zum Quadrupol-Massenfilter transmittiert werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des verwendeten
SynaptG2S-Massenspektrometers (© Waters Corporation)
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1. Einleitung

Der Quadrupol-Massenanalysator besteht aus vier Metallstdben, die als paarweise
Elektroden fungieren. Diese sind jeweils parallel und folglich im Querschnitt quadratisch
zueinander angeordnet. An den Metallstaben wird eine Gleichspannung angelegt, die mit
einer Wechselspannung Uberlagert wird. Die Wechselspannungsfrequenz fihrt dazu, dass
nur lonen mit einem bestimmten Masse/Ladungsverhaltnis (m/z-Verhaltnis) den Quadrupol-
Massenfilter passieren und andere nicht, wodurch eine lonentrennung stattfindet (*52),
Durchstimmen der Frequenz (scan) ermdglicht, dass nacheinander lonen mit
unterschiedlichen m/z-Verhaltnissen den Quadrupol passieren. AnschlieRend werden die
lonen, die den Quadrupol durchquert haben, z.B. die der Immunkomplexe in eine erste
Kollisionszelle (TRAP, s. Abbildung 2) uberflhrt. Dort kann durch Anlegen einer weiteren
elektrischen Spannung und nachdem die TRAP-Zelle mit Sto3gas (z. B. Argon) gefillt wurde,
durch Kollisions-induzierte Dissoziation (CID) beispielsweise ein Immunkomplex dissoziiert
werden (132 140 Wenn die lonenmobilitatszelle des Synapt G2S-Massenspektrometers nicht
als zweiter Massenanalysator genutzt wird, passieren die lonen diese direkt und erreichen
die TRANSFER-Zelle (s. Abbildung 2). Die TRANSFER-Zelle ist eine zweite Kollisionszelle,
in der wie in der TRAP-Zelle stoRinduzierte Fragmentierungen bzw. Dissoziationen
durchgefuhrt werden konnen. Anschlielend gelangen die lonen zum dritten
Massenanalysator des Synapt G2S-Massenspektrometers, dem Flugzeitmassenanalysator
(Time-of-flight, ToF, s. Abbildung 2). Beim Eintritt der lonen in den Flugzeitmassenanalysator
wird ihnen zunachst die gleiche Energie (bertragen“®, indem die lonen in einem
konstanten, elektrischen Feld entlang einer definierten Beschleunigungsstrecke beschleunigt
werden (PUSHER). Dieses Beschleunigungsfeld ist orthogonal zur Eintrittsflugrichtung der
lonen angeordnet. Die mit gleicher Energie aber unterschiedlicher Masse ausgestatteten
lonen erlangen unterschiedliche Geschwindigkeiten “%. Aus der jeweiligen Geschwindigkeit
resultiert eine unterschiedliche Flugzeit der lonen welche umgekehrt proportional zu ihrer
Ladung und direkt proportional zu ihrer Masse ist % 183), Die letztlich basierend auf ihrem
jeweiligen Masse/Ladungsverhaltnis separierten lonenpakete erfahren bei Durchlauf des
Flugrohres eine leichte Energiedispersion, die durch den am Ende des Flugrohrs
angeordneten Reflektor (s. Abbildung 2) ausgeglichen wird. Im Reflektor werden die lonen in
ihrer Flugrichtung reflektiert, wobei schnellere lonen eine vergleichsweise gréliere Flugkurve
nehmen und letztlich alle lonen des gleichen lonenpakets (gleiches m/z-Verhaltnis)
gleichzeitig am Detektor (s. Abbildung 2) antreffen. Am Detektor, typischerweise einem
Multikanal-Plattendetektor (multi channel plate detector, MCP detector; ion detection system)
werden die lonen letztendlich detektiert, d.h. es wird beim Aufschlag der lonen ein
elektrischer Strom erzeugt. Die Messung der jeweiligen Flugzeiten bis zum Auftreffen auf
den Detektor fihrt so zu einem Spektrum, in dem die jeweiligen Masse/Ladungsverhaltnisse

der lonensignale sowie deren Intensitaten abgebildet werden (152 164,
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1.3.2 Peptid-Fragment-Analyse

Zur Differenzierung von Peptidisomeren kann sich der Fragmentierung und Analyse von
Peptidionen mittels Tandemmassenspektrometrie, z.B. einem
Q-ToF 2-Massenspektrometer, bedient werden('®®. Fir den als Massenanalysator
fungierenden Quadrupol wird eine dem Analyt-lon (Precursor-lon) entsprechende Masse
eingestellt, sodass nur lonen mit einem entsprechenden m/z-Verhaltnis herausgefiltert
werden. Diese werden in der Kollisionszelle fragmentiert und die entstandenen
Fragmentionen in einem weiteren Massenanalysator, dem Flugzeitmassenanalysator,
aufgetrennt (Prinzip s. Abschnitt 1.3.1). Peptidionen fragmentieren mehrheitlich nach einem
gleichartigen Muster 9. Auf die in den Massenspektren ausgegebenen Fragmentionen kann
daher die Nomenklatur nach Roepstorff (s. Abbildung 3 (1%®)) angewandt werden (1%), Mittels
massenspektrometrischer Fragmentierung kénnen Rickschlisse auf die in den Precursor-
lonen enthalten  Aminosduresequenzen unter Einbeziehung  posttranslationaler
Modifikationen wie Phosphorylierungen gezogen werden. Eine detaillierte Analyse und
Zuordnung sowohl der Precursor-lonen als auch der Fragment-lonen dient zur prazisen

Strukturaufklarung der zugrunde liegenden Proteine.
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Abbildung3: Nomenklatur der, bei der Q-ToFCID Analyse aus den Precursor-
Molekilen/Peptiden (a) erzeugten Fragment-lonen (b und c) nach Roepstorfftee
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1.3.3 ITEM-TWO

Durch ein neu entwickeltes, Massenspektrometrie-basiertes Verfahren kénnen Antikorper
und als Antigene fungierende Peptide in einem Antikérper-Peptidgemisch in der Gasphase
identifiziert, und das Antikorper-Peptid-Bindungsverhalten quantifiziert werden (149,167,
ITEM-TWO (Intact Transition Epitope Mapping - Themodynamic Weak-force Order) ist die
Bezeichnung fir dieses moderne Verfahren zur Epitop-Feincharakterisierung von
Antikérpern, das vom Proteom-Zentrum Rostock entwickelt wurde ('*9. Durch Mischen von
Antikorper- und Antigen-Peptid-Losungen wird die Bildung von Immunkomplexen in Losung
initiiert (14167 ITEM-TWO ermoglicht die Bestimmung von Epitop-Paratop-Wechselwir-
kungen Uber apparente kinetische und apparente thermodynamische Gasphasenkomplex-
eigenschaften (*2 187) Die genannten physikalischen GroRen sind sowohl unabhangig von

der lonenquelle als auch vom verwendeten Massenspektrometer (149,

Eingangs kdonnen massenspektrometrisch die lonensignale von Antikorpern und Peptiden
aufgezeichnet und getrennt voneinander charakterisiert werden. Die anschlieRende
Blockierung der Transmission von lonen mit niedriger Masse durch den Quadrupol des
Massenspektrometers verhindert die Aufzeichnung von lonensignalen im niedrigen
Massenbereich (132, Gleichzeitig konnen mehrfach geladene lonensignale im hohen
Massenbereich noch nachgewiesen werden. Peptid-Antikorper-Verhaltnisse von 1:1 und 2:1
werden in der Regel durch die Satellitenionensignale auf den hohen Massenseiten der
mehrfach protonierten Antikdrpersignale angezeigt('3?. Die schrittweise Erhohung der
Spannungsdifferenz in der Kollisionszelle fuhrt zu einer Kollisions-induzierte Dissoziation des
Immunkomplexes, wodurch vom Antikérper zuvor gebundene Peptide als lonen freigesetzt
und anschlieRend detektiert werden (%, Da zuvor die Transmission von in Ldsung
vorhandenen Uberschissigen und ungebundenen Peptidionen blockiert wurde, beweisen die
im ITEM-TWO auftretenden Peptidionensignale die Bindung und Freisetzung aus dem
Antikorper-Antigen-Immunkomplex (132, Gleichzeitig verandert sich das Intensitatsverhaltnis
der detektierten lonensignalintensitaten von sowohl Peptidionen als auch Antikérperionen
sowie Immunkomplexionen (9. Diese lonenintensitaten werden zu jeder gewahlten
Dissoziationsenergie zugehorend ermittelt, normalisiet und daraus die Quasi-
Gleichgewichtsdissoziationskonstanten der Dissoziation von Immunkomplexen in der
Gasphase berechnet (7). AnschlieBend konnen die apparenten Dissoziationsaktivierungs-
energien fur neutrale und ruhende Immunkomplexe in Gasphase rechnerisch extrapoliert
werden ('*") und letztlich die Berechnung der Bindungsstarken des Antikorper-Epitops zum
jeweiligen Peptid abgeleitet werden (1¥216") Die Stabilititen der Immunkomplexionen
ahnlicher Zusammensetzung, also vergleichbarer Epitop-Sequenz, kénnen nachfolgend

nach thermodynamischen Eigenschaften geordnet werden (132167,
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Da die Reihenfolge der Bindungsstarken von Immunkomplexen ahnlicher Zusammensetzung
und Struktur in der Gasphase jener in Lésung weitgehend entspricht, kongruiert die
Immunkomplexdissoziation in Gasphase unter konstant gehaltenen ESI-MS-Bedingungen
mit den Merkmalen der Epitop-Paratop-Wechselwirkungen in Losung (132139140 Dies wird
verstandlich, wenn man sich vor Augen fihrt, dass das Auflésen der Hydrathille eines
Antikérper-Peptid-Komplexes im ESI-Prozess sich nicht auf die zwischen Paratop und Epitop
bestehenden Wechselwirkungen auswirkt. Die letzten im Rahmen der Desolvatisierung bei
der ESI-MS verdampfenden Wassermolekiile lagern sich um den gesamten Komplex herum
an, ehe sie im Folgenden komplett verdampfen. Dadurch kann angenommen werden, dass
die in Loésung urspringlich vorliegende Struktur eines nicht-kovalent gebundenen
Immunkomplexes bis zum Abschluss der binnen einigen hundert Microsekunden
stattfindenden Desolvatisierung erhalten bleibt 3. Nuancierten Strukturveranderungen der
Aminosaurereste an der Oberflache der Immunkomplexionen unterscheiden sich nur
unwesentlich von der Immunkomplexstruktur in Ldsung (9. Insgesamt kann also
insbesondere in Bezug zur molekularen Interaktion zwischen Antikérper und Epitoppeptid
vom Vorliegen Iésungsahnlicher Immunkomplexstrukturen in Gasphase ausgegangen
werden (13 188 Somit ist eine Ubertragung der Ergebnisse zu Komplexbindungsstarken in
der Gasphase auf in Ldsung vorliegende Immunkomplexe, wie sie optimalerweise bei
diagnostisch und therapeutisch angewandten Antikdrpern und ihren Zielantigenen in vivo

vorliegen, mit nur wenigen Ausnahmen maglich.

ReslUmierend lassen sich mittels ITEM-TWO Affinitat und Spezifitat eines Antikorpers
quantitativ . und qualitativ prazisieren, wodurch zur Entschlisselung des molekularen
Erkennungsmotivs von Antikérper-Paratopen beigetragen werden kann (s. Abschnitte 1.2.3
und 1.2.4) (132, 140)

1.4 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation besteht darin, mittels massenspektrometrischer
Prazisionsanalyse und insbesondere unter Einsatz des Epitop-Feincharakterisierungs-
verfahrens ITEM-TWO die Bindungsstarken des anti-HpTGEKP-Antikdrpers mit sich
ahnelnden Zinkfinger-Protein-Epitoppeptidsequenzen sowohl qualitativ als auch quantitativ
zu beschreiben. Im Mittelpunkt des Interesses steht, inwieweit das fur die Antikdrperbindung
erforderliche Bindemotiv des anti-HpTGEKP-Antikorpers bei einzelnen
Aminosaureaustauschen sowie verandertem Phosphorylierungsstatus im  Linker-
Sequenzmotiv HTGEKP von C2H2-Zinkfinger-Proteinen, das als Epitop fungiert, ausgebildet
bleibt. Aufgrund der Diversitat von Gber 750 menschlichen C2H2-Zinkfinger-Protein-Genen

sowie der z.B. beim Endometriumkarzinom beschriebenen Punktmutationen im
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C2H2-Zinkfinger-Protein-Gen ZNF 331, die zu dezidierten Aminosaureaustauschen im Epitop
des anti-HpTGEKP-Antikdrpers filhren, liegen sowohl physiologisch als auch
pathophysiologisch  tatsachlich existierende  Sequenzvariationen vor. Zu deren
zellbiologischer Bedeutung werden in der modernen biomedizinischen Forschung
monoklonale Antikérper als Analysewerkzeug ausgewahlt und eingesetzt. Somit eignen sich
die gewahlten Komplexpartner zur Untersuchung des molekularen Erkennungscodes
(s. Abschnitt 1.2.3) des anti-HpTGEKP-Antikorpers, anhand dessen somit die Tauglichkeit
des anti-HpTGEKP-Antikérpers flr biomedizinisch  erforderliche  Untersuchungen
abgeschatzt werden kann. Im Zuge dessen werden nicht nur zu Kreuzreaktivitaten des
anti-HpTGEKP-Antikorpers, sondern auch zu Mutations-bedingten Strukturanderungen mit
Auswirkungen auf die Erkennungsstruktur Kenntnisse auf submolekularer Ebene gewonnen
und ein Weg zur funktionellen Charakterisierung von Antikdrpern beschrieben, die fur die

moderne Prazisionsmedizin (precision medicine) von eminenter Bedeutung sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur und Herstellung von Proteinextrakten

2.1.1 Zellkultur und Zellbehandlung

Adharent wachsende HAP1-Zellen der Zelllinien PBK-16 (PBK Knockout Zellen,
Passagezahl 6/3, Identifikationsnummer: HZGHC000098c016, Horizon Genomics, Wien,
Osterreich) und C631 (HAP1-Wildtyp, Passagezahl 5/3, Horizon Genomics, Wien,
Osterreich) wurden kultiviert'®® 170 anschlieRend mit in Ethanol geléster Okadaséure bzw.
Ethanol allein (jeweils Versuchszellkulturen) versetzt und schlieBlich geerntet (32, Fiir Details
s. Abschnitt6.1.1.

2.1.2 Herstellung von Proteinextrakten aus geernteten Zellen

Ldsungen:

SDS-Puffer: 50 % Glycerin (Artikelnummer: 2032220, Merck, Darmstadt, Deutschland),
2% SDS-Lyse-Reagenz  (PlusOne SDS, Artikelnummer: 17-1313-01, Ammersham
Bioscience, Uppsala, Schweden), 62,5mM TRIS (Artikelnummer: 5429.2, Carl Roth,
Karlsruhe, Deutschland)/HCI pH®6,8, 6,5mM Dithiothreitol (Artikelnummer: 20710.04,
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland), 0,016g Bromphenolblau
(Artikelnummer: B0126, Sigma, Sankt Louis, Missouri, USA)

Die geernteten Zellen wurden gewaschen, pelletiert und abhangig von der geschatzten
Grofle des Zellpellets in 500yl bzw. 600 pul SDS-Puffer aufgenommen. Fur Details
s. Abschnitt 6.1.1 (Absatz zur Zellpelletierung und Behandlung mit SDS-Puffer).
AnschlieBend wurden die Zellextrakte separat in einem Durchlauf in einer Zelllextrakt-
Homogenisators QIAshredder (Artikelnummer: 79656, Qiagen, Venlo, Niederlande) fur
5Minuten bei 13000 rpm bei Raumtemperatur (22,5°C) homogenisiert (BioFuge
Fresco) (89, Der Einsatz des Zellextrakt-Homogenisators QIAshredder wurde entfernt und
das homogenisierte Proteinextrakt des Durchlaufs in ein 1,5ml fassendes Reaktionsgefal
uberflhrt.

Die Proteinkonzentrationen in den gesammelten Uberstanden (jeweils ca. 0,3 ml) wurden mit
BSA als Standard bestimmt (BioRad RC DC Protein Assay; Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA). Fir Details s. Abschnitt6.1.1 (Absatz zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen
mittels RC DC Proteinassay).

Die Proteinextrakte wurden eingefroren bei -20 °C gelagert oder direkt flr weitere Analysen

verwendet.
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Die Herstellung der Proteinextrakte aus kultivierten Zellen ist bereits in Scherf et al. ('*2 kurz
beschrieben worden. Jeder dargestellte Schritt wurde fir den zweiten Experimentdurchlauf
analog zum ersten Durchlauf wiederholt, um im spateren Western Blot biologische Replikate

aus den hergestellten Proteinextrakten zu erzeugen.

2.2 SDS-PAGE und Western Blot der unterschiedlich behandelten
Zelllinien

2.2.1 SDS-PAGE

Ldsungen:
MOPS-Puffer: 50mM MOPS (Artikelnummer: 29836.04, Serva Electrophoresis GmbH,

Heidelberg, Deutschland), 50mM TRIS, 3,5mM SDS, 1,0mM EDTA (Artikelnummer:
108418, Merck, Darmstadt, Deutschland)

Die SDS-PAGE-Analyse der Proteinextrakte wurde wie in der Literatur beschrieben
durchgefihrt 132 171 172) - Dje Proteinextrakte enthalten ZNF-Proteine aus C631- bzw.
PBK-16-Zellen, die entweder mit in Ethanol geléster Okadasaure (biologischer Wirkstoff)
oder nur mit Ethanol (Kontrolle) behandelt wurden. Eingangs wurde ein Teil der jeweiligen
Proteinextrakte (je 40ug Protein; 1,6pl-8,7ul Volumen; Proteinkonzentrationen
4,6 ug/pl - 7,4 ug/ul) mit vier Teilen SDS-Puffer (1,26 ul-8,37 pl) verdinnt, um ein
Gesamtvolumen von jeweils 10 pyl zu erreichen. Die Losungen wurden fur 5 Minuten im
thermischen Elektroschittler ™ 130-6 (Seriennummer: 1360043, HLC Haep Labor Consult,
Bovenden, Deutschland) bei 95°C erhitzt. 10 yl der Proteinldsungen, die jeweils 40 ug
Gesamtprotein enthalten, wurden in separate Taschen des NUPAGE Novex 10 % Bis-TRIS-
Gel (1,0 mm Dicke, Artikelnummer: NP030, Lotnummer: 21041970, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) geladen. In eine weitere benachbarte Tasche wurden 3 pl
des Proteingroflenmarkers PageRuler Prestained Protein Ladder (Artikelnummer: 26616,
Lotnummer: 00924042, Thermo Fisher Sciientific, Vilnius, Litauen) gefillt. Das Gel wurde in
der Elektrophoresekammer XCell SureLock Mini-Cell (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) montiert. Der als Laufpuffer verwendete
3-N-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)-Puffer wurde in die dafiir vorgesehenen beiden
Pufferkammern geflllt. AnschlieBend wurde die Proteintrennung bei einer konstanten
Spannung von 200 V fur 45 - 50 Minuten durchgefuhrt, abhangig vom Zeitpunkt, an dem die
Proben fast das Gelende erreicht hatten (Stromstarke zu Beginn 166 mA-188 mA,
Stromstarke am Ende 116 mA - 136 mA).
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2.2.2 Western Blot

Losungen:
Kathodenpuffer: 0,04 M 6-Aminocapronsaure (Artikelnummer: A2504, Sigma Aldrich,

Saint Louis, Missouri, USA), 0,025 M TRIS, 20 % (v/v) Methanol (Artikelnummer: 7342.1,
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), pH 9,4

Anodenpuffer I: 0,3 M TRIS, 20 % Methanol (v/v), pH 10,4
Anodenpuffer II: 0,025 M TRIS, 20 % Methanol (v/v), pH 10,4

Ponceau S-Farbeldsung: 0,5 % (w/v) Ponceau S (Artikelnummer: P3504, Sigma Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA) in 1 % (v/v) Essigsaure (Artikelnummer: 6052, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

Coomassiefarbeldsung: Coomassie Brilliantblau G250 (Artikelnummer: 17524,
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) 0,02% (w/v), Ethanol
(Artikelnummer: 1.11727, Merck, Darmstadt, Deutschland) 10 % (v/v),
Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat 98 % (Artikelnummer: 368458, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) 5% (w/v), ortho-Phosphorsaure 85 % (Artikelnummer: 100573, Merck,
Darmstadt, Deutschland) 2,3 % (v/v)

PBS-Puffer: 137 mM NaCl (Artikelnummer: 0278, Avantor, Radnor, Pennsylvania, USA);
2,7mM KCI (Artikelnummer: 4936, Merck, Darmstadt, Deutschland); 10 mM Na:HPO,
(Artikelnummer: K14687680, Merck, Darmstadt, Deutschland); 1,8 mM KH2PO.
(Artikelnummer: 4873, Merck, Darmstadt, Deutschland); pH 7,96

Waschpuffer: PBS-Puffer, 0,1 % (v/v) Tween-20

Der Western Blot der Proteine wurden wie in der Literatur beschrieben
durchgefiihrt 132171.172) - Dje nach abgeschlossener SDS-PAGE vorliegenden getrennten
Proteine wurden mittles der Methodik des Semidry Blotting nach Jan Kyhse-Andersen auf
die PVDF-Membran (Porenweite: 0,45nm, Artikelnummer: IPFL0O0010, Lotnummer:
K8PN6324A, Immobilon, MilliporeSigma, Bedford, Massechussets, USA) geblottet ('3 174,
Dazu wurde nach der SDS-PAGE das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das Trenngel
fur 15 Minuten in 10 ml Kathodenpuffer inkubiert. Die PVDF-Membran und 18 Lagen
Blotpapier GB 002 (Artikelnummer: 10426694, Schleicher & Schuell, Keene, New Hampshire,
USA) wurden auf 8 cm - 6,5 cm zurechtgeschnitten. Die Membran wurde flr 5 Sekunden in
10 ml Isopropanol (Artikelnummer: 7343.1, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) benetzt und
dann in 10 ml Reinstwasser geschuttelt. Nachfolgend wurde sie fur 5 Minuten in 10 ml

Anodenpuffer Il bis zum Blotaufbau equilibriert. Die Filterpapiere wurden fur 30 Sekunden in
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separaten Behaltnissen mit 10 ml ihrer jeweiligen Losungen durchtrankt: Neun Filterpapiere
mit Kathodenpuffer, sechs mit Anodenpuffer| und drei mit Anodenpuffer Il. Die Blotting-
Transfervorrichtung Semi Dry Blotter Pegasus (PHASE Gesellschaft fir Phorese, Analytik
und Separation, Libeck, Deutschland) wurde wie folgt luftblasenfrei aufgebaut “%. Auf die
Kathode, welche fir 10 Sekunden mit, in 10 ml Kathodenpuffer getrankten Prazisionstiichern
angefeuchtet wurde, folgten die neun Lagen der mit Kathodenpuffer befeuchteten
Blotpapiere. Darauf wurde das Gel gelegt, darauf die PVDF-Membran, anschlieffend die drei
Lagen mit Aondenpuffer Il befeuchtete Filterpapiere. Zuletzt folgen sechs Lagen der mit
Anodenpuffer| durchtrankten Blotpapiere und darauf der Deckel der Blotting-
Transfervorrichtung (Anode), der ebenfalls fir 10 Sekunden mit 10 ml Anodenpuffer |
befeuchtetet wurde. Das Elektrophoresenetzteil (Modell: EPS 3501 XL, Seriennummer:
56307484 KN 001607, Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, England) wurde an die
Blotting-Transfervorrichtung angeschlossen. Anschlieend wurde mit einer
durchschnittlichen Stromstarke von 1,2 mA pro Quadratzentimeter Flacheninhalt des Gels fir
2 Stunden geblottet (Stromstarke zu Beginn 16 - 18 mA, Stromstarke am Ende 27 - 32 mA).
Die eingangs vorliegende Spannung betrug 16 V, nach 2 Stunden waren es 32 V. Nach dem
Ausschalten der Blotting-Transfervorrichtung, wurden alle Blotpapiere entfernt. Anschliel3end
wurde die PVDF-Membran in einer Petrischale, die vorsichtig rotierend bewegt wurde,
komplett mit ca. 50 ml Ponceau S-Farbelésung bedeckt. Folgend wurde die PVDF-Membran
viermal mit jeweils 100 ml Reinstwasser fir jeweils eine Minute gespult, um die
Uberschussige Ponceau S-Farbelésung zu entfernen. Zur ungefahren Kalkulation der
Proteinmenge, die wahrend des Blottens nicht vom Gel auf die PVDF-Membran Ubertragen
wurde, wurde das Gel in 150 ml Coomassiefarbeldsung flr 12 Stunden bei Raumtemperatur
geschiittelt "%, Der Plattformschittler Promax 2020 (Modellnummer: 542-20020-00-1,
Seriennummer: 010001060, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) wurde dabei,
wie bei allen spateren Schritten auch, auf ca. 0,77 Hz eingestellt. Die PVDF-Membran wurde
3 Minuten in 100 ml PBS-Puffer gewaschen und die Membranoberflache tber Nacht bei 4 °C
in einer 1:1 verdinnten LOsung aus 10ml Intercept Blocking Puffer (Artikelnummer:
927-70001, Lotnummer: 210218, LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) und 10 ml
PBS-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl des primaren monoklonalen
anti-HpTGEKP-Antikorpers aus der Maus (geldst in PBS, pH7,4; Klon: 18E9.D9, Isotyp:
IgG1; Artikelnummer: 685702, Lotnummer: B216382, Konzentration: 0,5 mg/ml, BioLegend,
London, England) nach Herstellerangaben mit 10 ml Intercept Blocking Puffer/PBS-Puffer
(50:50 v/v) 1:1000 verdiinnt. Der Lésung wurden 10 pl Tween-20 (Artikelnummer: P1379,
Lotnummer: SLBT8195, Sigma Aldrich, SaintLouis, Missouri, USA) beigegeben, sodass
diese ca. 0,1 % (v/v) Tween-20 enthielt. Damit wurde nun die PVDF-Membran in einem

Gefall auf dem Plattformschiittler fir 12 Stunden bei 4 °C inkubiert. Diese Lésung wurde
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abgegossen und im Anschluss die PVDF-Membran bei Raumtemperatur viermal fir jeweils
5 Minuten in 10 ml Waschpuffer unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert "%, Folgend wurde
1 Wl des fluoreszenzmarkierten polyklonalen sekundaren anti-Maus-Antikérper aus der Ziege
IRDye 800CW (1 mg/ml in PBS, pH 7,4; Isotyp: IgG; Artikelnummer: 926-32210, Lotnummer:
C60726-02, LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) mit 15 ml Intercept Blocking
Puffer/PBS-Puffer (50:50 v/v) plus 0,1% (v/v) Tween-20 1:15000 verdunnt. Der
Waschpuffer wurde entfernt, die Sekundarantikoérper-haltige Losung zugegeben und die
PVDF-Membran darin fir 60 Minuten vor Licht geschitzt inkubiert. Dieses Gefall wurde
dabei auf dem Plattformschittler leicht geschittelt. Nachfolgend wurde die PVDF-Membran
wie bereits beschrieben viermal fur jeweils 5 Minuten gewaschen. Der Waschpuffer wurde
dann verworfen und die PVDF-Membran abschlieRend mit 10 ml PBS-Puffer gespult, um
Tween-20 zu entfernen. Die PVDF-Membran wurde luftblasenfrei am Odyssey Fluoreszenz-
Imager (Seriennummer: CIx 1283, LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA)
eingescannt, um die dekorierten Antigene bei Wellenlangen von 800 nm bzw. 680 nm
fluoreszenzbasiert zu detektieren. Dies erfolgte im roten und griinen Kanal ("%, Kontrast und
Helligkeit der Bilder wurden mit der Image Studio Light Software Version 5.2
(LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA) und Corel Draw 2017 (Corel Corporation,

Ottawa, Kanada) auf vergleichbare Hintergrundintensitaten angepasst ('7%,

Zur Ladungskontrolle wurde ein monoklonaler anti-B-Actin-Antikbrper aus der Maus
verwendet (gelést in 0,01 M PBS, pH7,4; Klon: AC-15, Isotyp: 1gG1, Konzentration: ca.
2mg/ml, Artikelnummer: A1978, Lotnummer: 088M48004V, Sigma, Saint Louis, Missouri,
USA). Dazu wurden 10 ul des Antikdrpers mit 10 ml Intercept Blocking Puffer/PBS-Puffer
(50:50 v/v) gemischt und die PVDF-Membran flr 12 Stunden analog dem zuvor
beschriebenen Verfahren inkubiert und schlieBlich gescannt. Die Bilder wurden als
TIFF-Dateien gespeichert und oberhalb einer molekularen Masse von ca. 200 kDa und

unterhalb einer molekularen Masse von ca. 35 kDa zurechtgeschnitten (179,

Fur die, wie zuvor unter Abschnitt2.1.2 beschriebenen, hergestellten Proteinextrakte der
Zellreplikate wurden SDS-PAGE und Western Blot auf die gleiche Weise wiederholt.

2.3 Auswahl der Hexapeptide 01 bis 10

Aus dem humanen Referenzgenom .,Genome Reference
Consortium Human Build 38 patch release 13 (GRCh38.p13; Uniform Resource Locator:

https:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/all/GCF/000/001/405/GCF_000001405.39_GRCh38.p13/GCF_000001405.39_GRCh38.p13_genomic.fna.gz;
Zugriff:  28. Oktober2019 15:00 Uhr bis 17:00 Uhr) wurden alle potentiellen

C2H2-ZNF-Proteinsequenzen extrahiert (32, Es wurden alle passenden Codons durchsucht,
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auch im reversen Strang. Ob der Bereich codierend ist, wurde dabei nicht bericksichtigt, da
auch potentiell versteckte bzw. noch nicht bekannte C2H2-ZNF-Proteinsequenzen
bertcksichtigt werden sollten. Dabei wurde sich der in Tab. 1 dargestellten Suchsequenz
bedient.

Position
innerhalb der Aminosaure 2
Suchsequenz

—

© 00N OB~ WN

IN
XXXXXIXXXIXXXXXXXXXXXX0OXXO0OXX

28
3) Einbuchstabencode zur Darstellung der Aminosauren verwendet. X steht flr eine arbitrare
Aminosaure.

Im Anschluss erfolgte die Translation des passenden Codons, wobei diejenigen
Aminosauresequenzen mit Stopcodonen entfernt wurden. AbschlieRend erfolgte die Zahlung
der vorliegenden Anzahl der jeweiligen C2H2-ZNF-Linkersequenzen, die fur die 10
haufigsten C2H2-ZNF-Linkersequenzen in Tab.2 (s. Abschnitt3.1.2) dargestellt ist.
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Die Aminosauresequenzen der zehn haufigsten C2H2-ZNF-Linkersequenzen wurden als

chemisch synthetisierte, lyophilisierte Hexapeptide 01 bis 10 erworben (s. Tab. 6).

2.4 Herstellung der Kapillarnadeln

Nano-ESI-Kapillarnadeln fir massenspektrometrische off-line-Messungen wurden hausintern
hergestellt: Aus jedem Borosilikatglasréohrchen (Artikelnummer: BF100-50-10, Lotnummer:
179623, Sutter Instrument Company, Novato, Kalifornien, USA) mit einem
Innendurchmesser von 0,5 mm und einem AufRendurchmesser von 1,0 mm wurden mit dem
P-1000/M-1496 Flaming/Brown Mikropipettenzieher (Sutter Instrument Company, Novato,
Kalifornien, USA) zwei Kapillarnadeln mit jeweils ausgezogenen Spitzen hergestellt 179, Im
Anschluss daran wurden diese an ihren, den Spitzen gegenuberliegenden Enden auf ca.
5cm eingekirzt und goldbeschichtet. Fir Letzteres wurde die Sputterbeschichtungsanlage
SCD 005 (Geratenummer: BUG05750/451, BAL-TEC, Balzers, Liechtenstein) verwendet: Bei
einem Abstand der Kapillarnadeln von 5 cm zum Gold-Target, unter Argon-Gasdruck von ca.
0,5mbar, erfolgte die Goldbeschichtung fir 150 Sekunden bei einer Stromstarke von

20 mA (114, 132, 139, 167)_

2.5 Praparation nano-ESI-MS-kompatibler anti-HpTGEKP-
Antikorperlosungen

Zur Herstellung nano-ESI-MS kompatibler Antikérperldsungen wurde der in PBS geloste
monoklonale anti-HpTGEKP-Antikdrper aus der Maus in 200 mM Ammoniumacetatidsung,
pH6,7 (Artikelnummer: 09690, Reinheit: 98 %, Fluka Chemika, Buchs, Sankt Gallen,
Schweiz; geldst in Reinstwasser) umgepuffert. Das Verfahren wurde bereits in der Literatur
beschrieben 3% 140 F{r Details s. Abschnitt6.1.2 (Unterabschnitt,Umpuffern des
anti-HpTGEKP-Antikorpers®).

Auf diese Weise hergestellte Aliquots der Antikdrper-Stammlésungen wurden zur weiteren
Verwendung bei 5°C gelagert. Deren Proteinkonzentrationen wurde mit dem
Qubit ™2.0 Fluorometer-Assay wie in der Literatur beschrieben (187 177 bestimmt und lag je
nach Replikatvariation zwischen 0,52 pg/ul und 0,63 ug/ul. Fur Details s. Abschnitt6.1.2

(Unterabschnitt ,,Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Antikdrper-Stammlésungen®).

Die Antikérper-Stammlésung wurde mit 200 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 6,7) verdinnt,
um Antikdrper-Arbeitsldsungen mit einer Proteinkonzentration von etwa 0,2 pg/ul zu erhalten.

Aliquote der Antikdrper-Arbeitsidsungen wurden entweder direkt zur Herstellung von

28



2. Material und Methoden

anti-HpTGEKP-Antikdrper-Peptidldsungen bzw. Immunkomplexlésungen verwendet oder bei

5 °C zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

2.6 Praparation nano-ESI-MS kompatibler Hexapeptidldsungen

Eine  Spatelspitze der als Iyophilisiertes  Pulver erworbenen  Hexapeptide
(peptids & elephants, Artikelnummern: A19-621EP_2 (Peptide 00 bis 10) und A20-583EP_2
(Peptide 100 bis 103), Lotnummern s. Tab. 6, Hennigsdorf, Deutschland) wurde mithilfe der
zuvor kalibrierten Sartorius Mikrowaage ME36S (Seriennummer: 19306328, Ablesbarkeit:
0,001 ug, Sartorius, Goéttingen, Deutschland) eingewogen. Die abgewogene Probenmenge
betrug zwischen ca. 0,3mg und 0,9 mg. Die auf eine angenommene Proteinkonzentration
von 2mg/ml verdinnte Hexapeptid-Stammldsung wurde anschlieRend hergestellt, indem
gemall den abgelesenen eingewogenen Mengen eine errechnetes Volumen 200 mM
Ammoniumacetatlésung (pH 6,7) hinzugegeben wurde. Da die Massen der mitgewogenen
Gegenionen der Trifluoressigsaure bei den Phospho-Hexapeptiden zu falsch-hohen
Einwaage-Ergebnissen fiihren kénnen, wurden von den nach Einwaage erwarteten
Peptidkonzentrationen von 2mg/ml 20 % abgezogen. Die damit neu angenommenen
Peptidkonzentrationen der Hexapeptid-Stammlésungen von 1,6 mg/ml sollte somit die
mitgewogenen Massen der Gegenionen kompensieren, um sich den tatsachlich
vorliegenden Peptidkonzentrationen am ehesten zu nahern. Die Hexapeptid-Stammlésungen
wurden jeweils mit 200 mM Ammoniumacetat-Puffer, pH 6,7, verdinnt, um Hexapeptid-
Arbeitslésungen zu erhalten. Deren Hexapeptid-Konzentrationen lagen ca. zwischen
31,49 pmol/ul und 35,71 pmol/ul. Das hier dargestellte Verfahren wurde bereits in der

Literatur beschrieben (114 132),

2.7 Herstellung von nano-ESI-MS-kompatibler Antikorper-Peptid-
Losungen

Ca. 9 pl Antikérper-Arbeitslésung wurde mit ca. 1 ul Hexapeptid-Arbeitslésung gemischt, um
ein molares Verhaltnis von Antikérper zu Hexapeptid von ca. 1: 3 zu erhalten. Fur Details zur
experimentellen Festlegung dieses molaren Verhaltnisses s. Abschnitt3.3.1. Fur ternare
Gemische mit Antikérper und zwei Hexapeptiden wurde ein molares Verhaltnis von 1:3:3
gewahlt. Die Antikérper-Peptid-Mischungen wurden fir mindestens eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die nano-ESI-Kapillarnadeln wurden fur  jede
massenspektrometrische Einzelmessung mittels Microloader-Pipettenspitzen
(Artikelnummer: 5242956.003, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit ca. 3 pl der
Antikérper-Peptid-Mischung  beladen und die  Protein-Peptid-Mischungen  durch
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ITEM-TWO-Messungen untersucht. Das hier dargestellte Verfahren ist bereits in der Literatur

beschrieben wurden (114 132, 140)

2.8 Nano-ESI-Massenspektrometrische Gerateeinstellung und
Datenerfassung

Die nano-ESI-Massenspektren wurden am Q-ToF 2-Massenspektrometer (Seriennummer:
UD475, Micromass UK, Manchester, England) und am Synapt G2S-Massenspektrometer
(Seriennummer: UEB215, Waters MS-Technologies, Manchester, England) off-line im
Positiv-lonen-Modus aufgenommen. Das Q-ToF 2-Massenspektrometer wurde zunachst mit
einprozentiger Phosphorsaure-Lésung (hergestellt aus ortho-Phosphorsaure 85 %) in
2,2,2-Trifluorethanol (Artikelnummer: 101055731, Sigma Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA) /Reinstwasser (50 : 50 v/v) kalibriert ('®”). Am Synapt G2S-Massenspektrometer erfolgte
die Kalibrierung der m/z-Achse mit 1 mg/ml Natriumiodid (Artikelnummer: 71710, Fluka
Chemika, Buchs, Sankt Gallen, Schweiz) gel6st in Isopropanol (Artikelnummer: 7343.1, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) /Reinstwasser (50 : 50 v/v) (167,

Fur Messeinstellungen zur folgenden Charakterisierung sowohl der Peptide als auch der
Antikérper (der Ausgangsprodukte flr die nachfolgenden ITEM-TWO-Analysen)
s. Abschnitt6.1.4. Zur Differenzierung der Konstitutionsisomere Hexapeptid 101 und 102
wurden diese zusatzlich mittels Tandemmassenspektrometrie am

Q-ToF 2-Massenspektrometer fragmentiert.

Die Gerateeinstellungen fur die am Synapt G2S-Massenspektrometer durchgefuhrten
ITEM-TWO-Messungen (9 waren: Kapillarspannung 1,8kV, Quellentemperatur 50 °C,
Konusspannung 130V, Offset-Spannung der lonenquelle 130V, Nano-Flow-Gas 0,05 bar,
Heliumgasfluss 0 bair, Druck in der Heliumzelle 1.24-10™* mbar,
TRAP-Kollisionszellenspannungsdifferenz (ACV) [V] erhéht in den Schritten 0, 2, 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 145, 165, 180, 200 V, TRAP-Gasfluss (Argon) 8 ml/min
sowie Transfer-Kollisionszellen-Spannungsdifferenz 2 V. Die lonenmobilitdtszelle wurde nicht
genutzt. Der Quadrupol-Massenfilter wurde fur die ITEM-TWO-Messungen wie folgt
eingestellt, um die Transmission von lonen niedriger Massen (m/z<3900) zu blockieren
(M1 =4800 mit Verweilzeit und Rampenzeit von jeweils 25 %, M2 = 5000 mit Verweilzeit und
Rampenzeit von jeweils 25 %, M3 =5200; Gesamtzeit eines Scans ist eine Sekunde). Die
jeweiligen Immunkomplexe wurden in der ersten Kollisionszelle (TRAP) mittels CID
dissoziiert, also durch die Erhdéhung der Kollisionszellenspannungsdifferenz. Alle
Massenspektren wurden im Massenbereich von m/z300-8000 oder m/z400-8000

aufgenommen. Vor und nach den jeweiligen ITEM-TWO-Messungen wurde der
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Quadrupol-Massenfilter auf volle Transmission aller lonen eingestellt und die lonen wurden
fur 1,52 Minuten (87 Scans) aufgenommen. Fur die anti-HpTGEKP-Antikorper-
Peptidgemisch-Lésungen bzw. Immunkomplexlésungen, die Antikdrper-Arbeitslésungen und
alle Hexapeptid-Arbeitslésungen wurden jeweils zwei Einzelmessreihen aufgenommen, mit
Ausnahme der ITEM-TWO-Messung der Immunkomplexlésungen mit den Hexapeptiden 02
und 04, fir die jeweils nur eine Messreihe aufgenommen wurde. Die
nano-ESI-Massenspektrometrische Gerateeinstellung und Datenerfassung wurde bereits in

der Literatur beschrieben (114.132),

2.9 Analysen der massenspektrometrischen Daten

Die Analysen der massenspektrometrischen Daten wurden bereits in der Literatur (114 132. 167)
beschrieben. Fir die Datenerfassung und -verarbeitung wurde die Mass Lynx Software in
der Version4.1 (Waters MS-Technologies, Manchester, England) verwendet. Fir die
massenspektrometrischen  Abbildungen  zur  Charakterisierung der  Hexapeptid-
Arbeitslosungen, der anti-HpTGEKP-Antikorper-Arbeitslosung sowie an jeder ACV der
ITEM-TWO-Messungen der Immunkomplexlésungen wurden mindestens 87 Scans
aufgenommen und aufsummiert. Eine Ausnahme stellte lediglich der Messpunkt ACV 60V
bei der zweiten Messung der Immunkomplexlésung mit Hexapeptid 09 dar (hier wurden
lediglich 82 Scans aufgenommen und aufsummiert). Die Massenspektren der Hexapeptid-
Arbeitslésungen wurden nicht geglattet. Im Gegensatz dazu, wurden die generierten
Massenspektren der anti-HpTGEKP-Antikérper-Arbeitsiésungen und der Immunkomplex-
I6sungen fir jede ACV auf den hohen Massenseiten mit 20 Zyklen und einem Fenster von 10
Masseneinheiten nach der Savitzky-Golay-Methode geglattet und abgebildet. Peptidionen im
niedrigen Massenbereich derselben Massenspektren wurde analog mit 5 Zyklen und einem
Fenster von 3 Masseneinheiten geglattet. Erst danach wurden die Intensitaten der
lonensignale aller molekularen Spezies (Peptid, Antikdrper, Immunkomplex aus Antikdrper
und einem gebunden Peptid, Immunkomplex aus Antikorper und zwei gebundenen Peptiden;
in arbitrdren Einheiten) bei deren jeweiligen m/z-Werten und ihrer entsprechenden
Ladungszustande extrahiert, individuell fir alle angelegten Spannungsdifferenzen der
Kollisionszellen bis einschlieRlich 80V ('), Fir Details s. Abschnitt6.1.5. Eine Ausnahme
stellt der Messpunkt ACV 80V bei der Immunkomplexldsung mit Hexapeptid 02 dar, an dem
keine Auswertung des Massenspektrums mdglich war. Mittels Origin Pro 2016G (32 bit,
OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA) wurden bei jeder ACV die
ermittelten Intensitdten der lonensignale aller molekularen Spezies gegen ihre jeweiligen
Ladungszustande grafisch aufgetragen und eine Gaul3-Kurve an die Werte angepasst. Zur

Erstellung einer Gaul3-Kurve werden mindestens funf Datenwerte bendtigt. Da von den
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Peptidionensignalen diese Anzahl nicht erreicht wird, wurden weitere Werte rechnerisch
festgelegt (imputing): Als Abszissenwerte wurden 0,33, 0,5 sowie die Ladungszustande der
ein-, zwei- und dreifach geladenen Peptidionen festgelegt. Fir das einfach geladene
Peptidionensignal und — sofern zu detektieren — auch fir das zweifach geladene
Peptidionensignal wurden die zugehoérigen experimentell ermittelten Intensitaten als
Ordinatenwerte angegeben. Fir die Abszissenwerte von 0,33, 0,5, des dreifach geladenen
Peptidions sowie — sofern nicht zu detektieren — des zweifach geladenen Peptidions wurden
die durchschnittlichen Intensitaten der Basislinie des entsprechenden Massenbereichs als
Intensitatswert festgelegt. Sofern neben dem einfach geladenen auch die Intensitat der
lonensignale des zweifach geladene Peptidions detektiert werden konnte, wurde beim
Erstellen der Gaul-Kurve fir die Produktkomponente des dissoziierten Peptidions die
Parameter Breite auf 0,67 und yo auf die Intensitat der Basislinie der jeweiligen Messung
festgesetzt, um eine geeignete Gaul-Kurve zu erhalten. Fir die imputierten Werte der
nachsthéheren bzw. niedrigeren Ladungszustande des anti-HpTGEKP-Antikérpers und
Immunkomplexes, bei denen erstmal keine lonenintensitaten mehr detektierbar sind, wurde
ebenfalls die Intensitat der Basislinie in ihrem entsprechenden Massenbereich detektiert und
fur die Anpassung an die GaulB-Kurve verwendet. Sofern dabei eine Differenz der
Intensitaten der Basislinien zwischen héherem und niedrigerem Ladungszustand bestand,
wurde individuell bei jeder ACV unter Aufrunden das arithmetische Mittel der Intensitaten der
Basislinie bestimmt, um mit ein und derselben Basislinien-Intensitat rechnen zu konnen. Die
Hohen der Scheitelpunkte der Gaul3-Kurven wurden fir jede molekulare oder
supramolekulare Spezies ermittelt, die auch ihre jeweiligen durchschnittlichen
Ladungszustdnde markierten. Der mittlere Ladungszustand der einzelnen Produkte wurde
bestimmt, indem die exakten Abszissenwerte x. aller ausgewerteten ACV fur das jeweilige
Produkt gemittelt und addiert wurden. Die Werte aus beiden Einzelmessungen wurden
erneut gemittelt (Ausnahme: Auswertung des Immunkomplexes zu Hexapeptid 02) und fur
spatere Berechnungen auf zwei Nachkommastellen gerundet. Die Anteile der Produkte und
Edukte wurden aus den Hohen der Gaul3-Kurven des Komplexes (Edukt-lonensignale) und
seiner dissoziierten Bestandteile (Produkt-lonensignale) fir jede angelegte ACV abgeleitet.
Die relativen Mengen der Edukte, f(Edukte), und die relativen Mengen der Produkte,
f(Produkte), wurden bei allen angelegten ACV bestimmt und normalisiert '*"). Normalisierte
Intensitaten der lonensignale wurden aus zwei Einzelmessungen gemittelt (auler bei
Immunkomplex mit Hexapeptid 02) und die zugehdrigen Standardabweichungen wurden
berechnet. Die Diagramme der normalisierten und gemittelten Produktintensitaten der
lonensignale und Standardabweichungen gegen ACV wurden ermittelt und daran eine der
Boltzmann-Gleichung unterliegende, sigmoidalen Kurve (Boltzmann-Kurve) angepasst.

Diese Boltzmann-Gleichung ist nachfolgend dargestellt (67
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_ A2+(A1-A2)
y_ e(x—x0)
dx

y - Normalisierte Produktintensitat der lonensignale
A1 - Anfangswert

A2 - Endwert

x - Experimentell festgelegter ACV-Wert

Xo - Zentraler Wendepunkt

dx - Bereich des exponentiellen Kurvenanstiegs

Dabei wurde fir die Anpassung der Kurve auch die Eingabe der Fehlerbalken als
Standardabweichung der normalisierten Produktintensitaten der lonensignale bei gleicher
ACV der Einzelmessungen bericksichtigt. Fir die Anpassung der Kurve wurde mittels
Imputation jeweils ein weiterer Wert hinzugefigt: Dem theoretischen Abszissenwert
von -20V wurde der Ordinatenwert zugeordnet, welcher dem Abszissenwert bei ACV 0V
und damit immer dem kleinsten Wert der normalisierten Intensitat der lonensignale der
Produkte entspricht. Somit wurde neben dem, sich aus den Messpunkten ergebenden
Plateau (endet bei ACV 80V), ein zweites generiert, welches eine Sigmoidalfunktion
definiert. FUr diesen imputierten Wert wurde einheitlich ein Fehlerbalken von *2,00 %
festgelegt. Fur Erlduterungen zu dieser Festlegung s. Abschnitt3.3.2 (Unterabschnitt
.Quantitative Analysen der Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem
ITEM-TWO-Verfahren®). Passende Boltzmann-Kurven mit einem Regressionskoeffizienten
R?>0,98 wurden akzeptiert (s. Abschnnitt 3.3.2 Unterabschnitt ,Quantitative Analysen der
Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem ITEM-TWO-Verfahren®, Tab. 3). Die
von Origin Pro2016G ausgegebenen Parameter (A1, A2, xo, dx) der angepassten
Boltzmann-Kurven wurden fur die Berechnung der Gleichungen der Tangente entlang der
jeweiligen steilen, zwischen den beiden Plateaus liegenden Teile, verwendet (%), Der
Auszug aus den von Origin Pro 2016G berechneten Geradenpunkten der Tangente diente
zur Berechnung der scheinbaren thermodynamischen und scheinbaren kinetischen
Gasphasenkomplexeigenschaften (). Dabei angewandte Gleichungen der Thermodynamik
und Kinetik sind in friheren Veroffentlichungen des Proteom-Zentrums Rostock zu diesem

Thema zu finden (139 167)

Die massenspektrometrischen Rohdaten wurden an das ProteomeXchange Consortium
weitergeleitet und im Proteomics identifications database (PRIDE) partner repository mit den
Datensatzkennungen PXD031150 und PXD035818 hinterlegt'"®. Fir PRIDE wurden die
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obligatorischen Identifikationsergebnisse jedes Hexapeptids erzielt. Fir Details
s. Abschnitt 6.1.5 (Unterabschnitt ,Erstellen von Datenbank-ldentifikationsergebnissen der
Peptide flr PRIDE®).

2.10 Kompetitives Antikorper-Peptid-Immunkomplex-
Substitutionsassay

Nach der Auswertung der ITEM-TWO-Experimente wurden mit den Hexapeptiden 00, 01, 04,
08, 09 und 10 sechs, sich hinsichtlich des erwarteten Bindungsverhaltens zum
anti-HpTGEKP-Antikorper unterscheidende Vertreter der Hexapeptide ausgewahlt (s. Tab. 2
sowie Abschnitte 3.3.2, 3.3.3, 3.3.4). Fur das kompetitive in-vitro Antikorper-Peptid-
Immunkomplex-Substitutionsassay wurde ein modifiziertes Western-Blot-Verfahren unter
Verwendung dieser sechs Hexapeptide wie in der Literatur ('3? beschrieben angewandt, um
die Schlussfolgerungen aus den ITEM-TWO-Experimenten zu validieren. Sofern einzelne
experimentelle Schritte nicht anders dargestellt sind, wurde dabei analog wie unter

Abschnitt 2.2 beschrieben, verfahren.

Um in separaten, 5ml fassenden Reaktionsgefallien (Artikelnummer: 0030119401,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) ein Volumen von 5ul zu generieren, wurde der
erworbene primare anti-HpTGEKP-Antikorper (gelost in PBS, pH7,4) mit jeweils einer
Hexapeptid-Losung vorinkubiert, in der wiederrum eines der Peptide 00, 01, 04, 08, 09
und 10 1:60 in 200 MM Ammoniumacetat (pH 6,7) gel6ést war. Ein Volumen von 5 yl 200 mM
Ammoniumacetat-Puffer diente als Negativkontrolle und 5pl anti-HpTGEKP-Antikdrper
(geldst in PBS mit 0,09 % Natriumazid, pH 7,2) ohne Kontakt mit einem Peptid diente als
Positivkontrolle In alle acht wie beschrieben mit vorinkubierter
anti-HpTGEKP-Antikdrperldsung gefillten 5ml fassenden Reaktionsgefale wurde nun
jeweils 1 ml Intercept Blocking Puffer und 1 ml PBS-Puffer hinzugegeben. Diesen Lésungen
wurde nun jeweils 2 yl Tween-20 hinzugefugt, sodass die entstehenden Lésungen ca. 0,1 %
(v/v) Tween-20 enthielten. Anders als beim Inkubieren des anti-HpTGEKP-Antikbrpers mit
einem Peptid vor den ITEM-TWO-Experimenten wurde einerseits der experimentelle Schritt
des Umpufferns des erworbenen anti-HpTGEKP-Antikérpers ausgelassen, andererseits
betrug das molare Verhaltnis von Antikérper zu Peptid ca. 1:20. Ein weiterer Unterschied
zum Inkubieren vor den ITEM-TWO-Experimenten besteht in der verlangerten
Inkubationszeit von mindestens 14 Stunden bei Raumtemperatur (vgl. Abschnitt2.7). Wie
unter Abschnitt 2.2.1 beschrieben, wurde eine Analyse der SDS-PAGE mit Proteinextrakten
aus C631-Zellen, die mit Okadasaure behandelt wurden, durchgefihrt, und die Proteine
wurden auf eine PVDF-Membran geblottet. Dabei wurden in die auen liegenden Taschen

des SDS-Gels 3 pl des ProteingroRenmarkers PageRuler Prestained Protein Ladder gefulit.
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Nachfolgend wurde die PVDF-Membran mit einem Skalpell in zehn Streifen, welche alle
ca.4cm- 0,6 cm malien, zurechtgeschnitten, sodass jeder Streifen die Proteine von einer
SDS-Gel-Spur enthielt. Orientierend an den Banden des ProteingréRenmarkers wurden
dabei unterhalb einer molekularen Masse von ca. 25 kDa etwa 1,2 cm vom unteren Rand der
PVDF-Membran abgeschnitten und oberhalb einer molekularen Masse von ca. 200 kDa etwa
0,3cm unterhalb des oberen Rands. Dabei wurde auf mdglichst wenig Kontakt mit der
PVDF-Membranoberflache geachtet, um eventuelle Verunreinigungen zu vermeiden. Die
Membranzuschnitte wurden nun auf die, wie beschriecben mit vorinkubierter
anti-HpTGEKP-Antikorperldésung geflllten 5 ml fassenden Reaktionsgefalie verteilt und darin
horizontal fixiert auf dem Plattformschattler fir 12 Stunden bei 4 °C inkubiert. So wurden
ausreichende Benetzungen der Membranzuschnitte gewahrleistet. AnschlieRend wurden die
folgenden Waschschritte mit jeweils 5ml Waschpuffer auf sechs erhoht, um alle
Uberschissigen Antikérper bzw. Immunkomplexe abzuspllen. Der Sekundarantikdrper
IRDye 800 CW wurde anschlieBend 1:20000 in der unter Abschnitt2.2.2 beschriebenen
Lésung (Intercept Blocking Puffer/PBS-Puffer (50:50 v/v) plus 0,1% (v/v) Tween-20)
verdunnt, um Hintergrundsignale auf der PVDF-Membran noch weiter zu restringieren. In der
Sekundarantikdrper-haltigen Ldsung wurden die PVDF-Membranzuschnitte vor Licht
geschitzt bei Raumtemperatur fir 60 Minuten inkubiert. Nach erneut sechs Waschschritten
mit jeweils 5ml Waschpuffer und dem Spilen mit 10 ml PBS-Puffer erfolgte die
fluoreszenzbasierte Detektion der dekorierten Antigene wie zuvor beschrieben. Die Bilder
wurden als TIFF-Dateien gespeichert und oberhalb einer molekularen Masse von ca.
200 kDa und unterhalb einer molekularen Masse von ca. 25 kDa zurechtgeschnitten. Auf

eine Ladungskontrolle mit dem anti-B-Actin-Antikdrper wurde hierbei verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellbiologische und genomische Voruntersuchen zur ZNF-
Linkerphosphorylierung

3.1.1 Wirkung von Okadasaure auf ZNF-Linkerphosphorylierung

HAP1-Zellen (Zelllinien C631 und PBK-16) wuchsen in Kultur adharent und lanzettlich
(s. Abbildung 4 und 5). Die PBK-16-Zellen stammen als HAP1-Zellen von den C631-Zellen
ab, allerdings ist hier die Kinase PBK-16 deaktiviert. Daher dienen die PBK-16-Zellen als
Negativkontrolle. Die Zellkerne der HAP1-Zellen der Zelllinien C631 und PBK-16 sind im
Lichtmikroskop gut sichtbar. Da im Folgenden die Zellkulturen mit Okadasaure (geldst in
Ethanol) versetzt werden mussten, wurde eingangs eine Betrachtung der Morphologie bzw.
des Phanotyps vorgenommen. Fir HAP1-Zellen der Zelllinien C631 und PBK-16, die mit in
Ethanol geloster Okadasaure sowie lediglich Ethanol versetzt waren, zeigte sich eine

geringfligige, aber qualitativ erfassbare Anderung der Morphologie (s. Abbildung 4 und 5).

. - P LA Yol
Abbildung 4: Fotografien von HAP1-Zellen der C631-Zelllinie unbehandelt (A), nach
Exposition der Versuchszellkultur mit Ethanol (B) und mit in Ethanol geloster
Okadasaure (C)

Der MaRstab der in den Abbildungen 4 und 5 dargestellten Fotografien wurde anhand der
durchschnittlichen GroRe kugeliger mitotischer Zellen in Metaphase (=10 um) und der
durchschnittlichen Langendurchmesser der sichtbaren Zellkerne der C631-Zelllinie (= 10 um)

abgeschatzt.
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B L0 TR AA ST ALK “Doum -&{ & 0
Abbildung 5: Fotografien von HAP1-Zellen der PBK-16-Zelllinie unbehandelt (A), nach
Exposition der Versuchszellkultur mit Ethanol (B) und mit in Ethanol geloster

Okadasaure (C)
Der MaRstab der in den Abbildungen 4 und 5 dargestellten Fotografien wurde anhand der
durchschnittlichen GroRe kugeliger mitotischer Zellen in Metaphase (=10 um) und der
durchschnittlichen Langendurchmesser der sichtbaren Zellkerne der C631-Zellen (= 10 um)
abgeschatzt.

Die morphologischen Betrachtungen der Versuchszellkulturen der Zelllinien PBK-16 und
C631 veranschaulichen, dass die Exposition gegenidber zum Zellkulturmedium IMDM
zugesetzten Ethanol zu keinem vermehrten Abrunden der Zellen fiihrt (vgl. A mit B in den
Abbildungen 4 und 5). Weiterhin konnte fir Zellen beider Zelllinien visualisiert werden, dass
im Vergleich zu mit Ethanol exponierten Zellkulturen die Behandlung mit zum
Zellkulturmedium IMDM zugesetzter Okadasaure zur Akkumulierung abgerundeter Zellen
fuhrt (vgl. A zu C sowie B zu C in den Abbildungen 4 und 5). Quantifizierungen hierzu lassen

die Fotografien allerdings nicht zu.

Als Grund fur die Akkumulierung abgerundeter Zellen liegt die Vermutung nahe, dass der
vergleichsweise groRere Anteil abgerundeter Zellen in den Bildausschnitten C der
Abbildungen4 und 5 auf die Arretierung der Zellen in Mitose durch Okadasaure

zurtckzufuhren ist. Diese lebenden, mitotischen Zellen kdnnen dann abgerundet visualisiert
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werden (s. Abbildungen4 und 5, jeweils C). Grundsatzlich kann jedoch eine gewisse

Toxizitat, beispielsweise der Okadasaure, nicht vollkommen ausgeschlossen werden.

Insgesamt kann geschlussfolgert werden, dass die Zugabe von sowohl Ethanol als auch von
in Ethanol geldster Okadasaure von den Zellen toleriert wird und die Aufarbeitung der so

behandelten Zellkulturen zu auswertbaren Proteinextrakten fuhrt.

3.1.2 Auswahl der untersuchten ZNF-Linkersequenzen

Dem unter Abschnitt2.3 beschriebenen Suchalgorithmus folgend, konnten fur alle
C2H2-ZNF-Linkersequenzen im humanen Referenzgenom ,Genome Reference Consortium
Human Build 38 patch release 13" (GRCh38.p13) 7465 passende Datenbankeintrage
ermittelt werden (bereits in Scherf et. al.(®? kurz dargelegt). Von diesen 7465
Datenbankeintragen entfielen 2587 auf die zehn am haufigsten vorkommenden
Aminosauresequenzen der C2H2-ZNF-Linker-Hexapeptide. Diese zehn haufigsten
Aminosauresequenzen wurden in absteigender Reigenfolge nach der Gesamtanzahl ihres
Auftretens unter den erwdhnten 2587 Datenbankeintragen fir C2H2-ZNF-Linker-
Hexapeptide geordnet, und entsprechend als Peptide 01 (bzw. 00) bis 10 nummeriert
(s. Tab.2). Diese Hexapeptide 00 bis 10 haben einen Histidinylrest an erster Position
gemeinsam, unterscheiden sich aber durch die Aminosaurereste auf den nachfolgenden
Positionen (bzw. durch die Abwesenheit der Phosphorylierung an zweiter Position bei
Hexapeptid 00) (s. Tab. 2). Die Hexapeptide 00 bis 10 wurden ausgewahlt, um unter den
haufigsten vorkommenden C2H2-ZNF-Linkersequenzen zu untersuchen, ob sich die Rolle
einzelner Aminosaurereste (bzw. die Abwesenheit der Phosphorylierung an zweiter Position
bei Hexapeptid 00) innerhalb des Bindemotivs fur die Auspragung der Bindung des
anti-HpTGEKP-Antikorpers prazisieren lasst. Die vielfaltigen ZNF-Protein-Linker bilden
aufgrund der Variabilitat ihrer Aminosaurereste ein hervorragendes natirliches Testsystem
fur die Untersuchung der wichtigsten Aminosaurereste des zum anti-HpTGEKP-Antikdrper

passenden Epitops.
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Poptia  sequenzs  (Frequeng)® anzanlo M*HImeno9 mizen.o U LUEY
00 HTGEKP 1692 (0,227) 92 668,33 668,37 nicht-b.
01 HpTGEKP 1692 (0,227) 97 748,30 748,31 orthodox
02 HpTGERP 314 (0,042) 99 776,30 776,39 orthodox
03 HpSGEKP 217 (0,029) 94 734,28 734,31  unorthodox
04 HpTHTHT 65 (0,009) 101 813,30 813,29  unorthodox
05 HpTGKKP 58 (0,008) 102 747,35 747,43 orthodox
06 HpSGERP 56 (0,007) 96 762,29 762,34 orthodox
07 HpTGEKL 49 (0,006) 102 764,33 764,42 orthodox
08 HpTGEKS 48 (0,0006) 94 738,27 738,35  unorthodox
09 HpTEEKP 45 (0,006) 106 820,32 820,39 orthodox
10 HpTREKP 43 (0,006) 113 847,37 847,45 orthodox
100 YTGEKP n.a. 96 694,33 694,37 nicht-b.
101 YpTGEKP n.a. 101 774,30 774,34 nicht-b.
102 pYTGEKP n.a. 101 774,30 774,34  unorthodox
103 pYpTGEKP n.a. 106 854,27 854,31 nicht-b.

~X=100
3 Schreibweise fir Aminosduren im Einbuchstabencode; kleines ,p“ gibt

Phosphorylierung der nachfolgenden Aminosaure an.

b)  Gesamtzahl der auftretenden Sequenzen nach unter Abschnitt 2.3 beschriebenem
Suchalgorithmus. Die Gesamtzahl der C2H2-ZNF-Linker-Sequenzen, die aus der
Datenbank des humanen Referenzgenoms ,Genome Reference Consortium Human
Build 38 patch release 13 (GRCh38.p13) extrahiert wurden, betragt 7465. In diese Die
Anzahl der Datenbankeintrage fur C2H2-ZNF-Linkersequenzen im humanen
Referenzgenom betragt bei den Hexapeptiden HTGEKP (Hexapeptid 00) und HpTGEKP
(Hexapeptid 01) jeweils 1692 und geht in die Gesamtanzahl der 7465 ermittelten
Datenbankeintrage fur alle C2H2-ZNF-Linkersequenzen nur einmal ein, da
posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise Phosphorylierungen, im unter
Abschnitt 2.3 beschriebenen Suchalgorithmus keine Berucksichtigung fanden.

9 errechnet mit GPMAW Version 10.30.

9 rech.: rechnerisch; monoisotopische Masse.

® exp.. experimentell; aus den Massenspektren zur Charakterisierung der
Ausgangsstoffe (s. Abbildungen8 sowie 28-41) bzw. nach Kollisions-induzierter
Dissoziation (Peptide 101 und 102, s. Abbildung 42).

) nicht-b.: nicht-bindend

Die Hexapeptide 100 bis 103 haben einen Austausch des Histidinylrestes gegen einen
Tyrosinylrest (H-zu-Y-Austausch) gemeinsam. Da die im Endometriumkarzinom signifikant

angereicherte Punktmutation des Gens fir das ZNF-Protein331 zu einem solchen
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H-zu-Y-Austausch (H11Y-Austausch) fihrt ®®, wurden die Hexapeptide 100 bis 103 zur
weiteren Untersuchung mittels ITEM-TWO in der Gasphase (s. Abschnitt 3.4) ausgewahilt.
Der Einfluss des H-zu-Y-Austauschs auf das Bindemotiv des anti-HpTGEKP-Antikorpers soll
dabei in Anwesenheit (YpTGEKP, Hexapeptid 101) bzw. Abwesenheit eines angrenzenden
phosphorylierten Threoninylrestes (YTGEKP, Hexapeptid 101) untersucht werden. Ebenso
soll analysiert werden, ob und inwieweit der Austausch eines Histidinylrestes (H) durch einen
phosphorylierten Threoninylrest (pT) in Anwesenheit (pYpTGEKP, Hexapeptid 103) bzw.
Abwesenheit eines angrenzenden phosphorylierten Threoninylrestes (pYTGEKP,
Hexapeptid 102) bezlglich der Erkennung des anti-HpTGEKP-Antikérperbindemotivs
toleriert wird (s. Abschnitt 3.4).

3.2 Charakterisierung der Ausgangsmaterialien

3.2.1 Bestimmung der Atomanzahlen des anti-HpTGEKP-Antikorpers und aller
Hexapeptide

Fir die folgenden Berechnungen zur quantitativen Analyse der Dissoziation von
Immunkomplexen in Gasphase (s. Abschnitt 3.3.2, Unterabschnitt ,Quantitative Analysen der
Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem ITEM-TWO-Verfahren) wird die
Atomanzahl (Na) des anti-HpTGEKP-Antikérpers bendtigt.

Da jedoch die Aminosauresequenz und damit auch die bendtigte Atomanzahl (Na) des
anti-HpTGEKP-Antikdrpers zum Zeitpunkt der Auswertung (Stand 12. Marz 2023) unbekannt
ist, wurde sich der Atomanzahl mithilfe der des vollstdndig sequenzierten Antikdrpers
Rituximab (Nat: 20 009), der eine dhnliche molekularer Masse hat, angenahert %2, Die in der
DrugBank Online (University of Alberta, Kanada, Zugriff: 13. November 2021, 08:00 Uhr) (7
fur Rituximab hinterlegte chemische Formel Cess16Hos74N163801087S44 gibt die Atomanzahl von
Rituximab (Nat: 20 009) an. Mit dem errechneten arithmetischen Mittel der Atomanzahl aller
15 untersuchten Hexapeptide (ca. 100, vgl. Tab. 2) wurde die, fur die weitere Berechnung
verwendete Atomanzahl (Na) jedes Immunkomplexes mit einem mittleren molaren

Antikodrper-Peptid-Verhaltnis von ca. 1: 1 auf 20 109 festgelegt.

3.2.2 Charakterisierung des anti-HpTGEKP-Antikorpers
Immunanalytische Charakterisierung

Um eine erste Ubersicht (ber das Bindungsverhalten des monoklonalen
anti-HpTGEK-Antikdrpers zu erhalten, wurde eine Western Blot Analyse mit Proteinextrakten
aus kultivierten Zellen der Zelllinien C631 (%2 und PBK-16 durchgefihrt (s. Abbildung 6;
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Reproduktion der Ergebnisse s. Abbildung 27). Teilergebnisse sind bereits in Scherf et al. (132

kurz dargelegt wurden.

kDa] 1 2 3 4 5 6

140 .
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Abbildung 6: Western-Blot-Analyse von Proteinextrakten aus C631-Zellen und
PBK-16-Zellen

Die Proteinextrakte aus den C631-Zellen und PBK-16-Zellen lieferten die Antigene. Spuren 1
und 4: ProteingréBenmarker. Spur 2: Proteinextrakte aus C631-Zellen, die nur mit Ethanol
(C2HsOH) behandelt wurden. Spur 3: Proteinextrakte aus C631-Zellen, die mit Okadasaure
(CaaHes013) als Phosphataseinhibitor behandelt wurden. Spur 5: Proteinextrakte aus
PBK-16-Zellen, die nur mit Ethanol (C;HsOH) behandelt wurden. Spur 6: Proteinextrakte aus
PBK-16-Zellen, die mit Okadasdure (CasHesO13) als Phosphataseinhibitor behandelt wurden.
Die Proteine wurden anschlieBend mit den primaren Antikérpern anti-HpTGEKP-Antikorper
und anti-B-Actin-Antikorper markiert. IRDye 800 CW anti-Maus-Antikorper aus der Ziege
wurde als sekundarer Antikérper verwendet. Die Bilder des Western-Blots wurden oberhalb
einer molekularen Masse von ca. 200 kDa und unterhalb einer molekularen Masse von ca.
35 kDa zurechtgeschnitten (132),

Die Western-Blot-Analyse von Proteinextrakten aus den HAP1-Zellkulturen der C631-Zellen
(Wildtyp) konnte bestatigen, dass der anti-HpTGEKP-Antikdrper phosphorylierte
ZNF-Proteine aus eukaryotischen Zellextrakten markiert, die bei der SDS-PAGE im
apparenten Massenbereich zwischen ca. 60kDa und 140kDa aufgetrennt wurden
(s. Abbildungen 6 und 27, jeweils Spur 3). Okadasaure (CssHssO13), die als Phosphatase-
inhibitor fungiert, wurde den Zellkulturen in Verdinnung mit einer ethanolischen L&sung
zusatzlich zum Zellkulturmedium IMDM zugesetzt. Damit konnte sowohl wahrend der
Zelllyse als auch bei der Herstellung der Proteinextrakte der in-vivo-Phosphorylierungsstatus
der ZNF-Proteine erhalten und nachgewiesen werden. In Abwesenheit des

Phosphataseinhibitors Okadasaure im Zellkulturmedium IMDM bzw. in alleiniger
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Anwesenheit von Ethanol (C:HsOH) im Zellkulturmedium waren die Proteinbanden nur
schwach gefarbt. Dies deutet darauf hin, dass nicht-inhibierte Phosphatasen die
ZNF-Proteine effizient dephosphoryliert hatten (s. Abbildungen 6 und 27, jeweils Spur 2). An
dieser Stelle ist anzufiihren, dass bei Bindung eines Antigens durch seinen Antikdrper in
einem Western Blot, der Antikérper wahrscheinlich an ein Antigen-Epitop mit denaturierter
Proteinstruktur bindet. Folglich ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass selbiger Antikorper ein
Peptid mit der Aminosauresequenz des entsprechenden Antigen-Epitops auf vergleichbare
Weise bindet.

Die Western-Blot-Analyse von Proteinextrakten aus den PBK-16-Zellen ergab sowohl in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Okadasaure keine bzw. nur eine marginale
Markierung der ZNF-Proteine aus eukaryotischen Zellextrakten durch den
anti-HpTGEKP-Antikorper (s. Abbildungen 6 und 27, jeweils Spuren 5 und 6). Vergleicht man
dies mit den oben dargestellten Western-Blot-Ergebnissen, die mit Proteinextrakten der
C631-Zellen erzielt wurden, fallt auf, dass anscheinend der in-vivo-Phosphorylierungsstatus
der ZNF-Proteine in den PBK-16-Zellen nicht mehr erhalten ist. Anscheinend ist die in den
PBK-16-Zellen deaktivierte Kinase PBK-16 somit maligeblich direkt oder indirekt am
in-vivo-Phosphorylierungsstatus der ZNF-Proteine beteiligt.

Fir jede einzelne Spur in den Western Blots wurde die Beladung mit Proteinextrakten
Uberprift. Der monoklonale anti-B-Actin-Antikérper markiert f-Actin, das von humanen Zellen
exprimiert wird (89, Da es sich bei C631-Zellen und PBK-16-Zellen um humane Zelllinien
handelt, konnte der anti-B-Actin-Antikdrper, wie im Western Blot erwartet, B-Actin als

Proteinbande markieren (s. Abbildungen 6 und 27, jeweils Spuren 2, 3, 5 und 6).

Da eine Quantifizierung des Bindungsverhaltens des anti-HpTGEK-Antikérpers aus Western-
Blot-Analysen nicht abgeleitet werden kann, wurden massenspektrometrische
ITEM-TWO-Analysen angeschlossen (s. Abschnitte 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3, 3.3.4, 3.4.1 und
3.4.2).

Massenspektrometrische Charakterisierung

Vor der Durchfiihrung eines ITEM-TWO-Experiments ist es ratsam, die daflr notwendigen
Ausgangsmaterialien massenspektrometrisch zu charakterisieren. Der in 200 mM
Ammoniumacetatldsungen geldste anti-HpTGEKP-Antikérper und alle 15 Hexapeptide
(s. Tab.2), wurden einzeln nacheinander mittels nano-ESI-MS auf ihre Reinheit
Uberprift (14132 Teilergebnisse sind bereits in Scherf et al. "4 132 dargelegt wurden.

Die nano-ESI-Massenspekiren des anti-HpTGEKP-Antikérpers zeigen eine symmetrische
Verteilung der Ladungszustande von mehrfach protonierten lonensignalen, welche die Form

einer GauR-Verteilung aufweisen (s. Abbildung 7).
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Abbildung 7: Nano-ESI-Massenspektrum des anti-HpTGEKP-Antikorpers
Die Ladungszustande fiir ausgewahlte lonensignale sind angegeben. Fiir m/z-Werte s. Tab. 7.
Der Einschub zeigt eine VergréRBerung des 26-fach geladenen Antikdrperionensignals. Die
Antikorperkonzentration war ca. 1,32 uM. Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das
Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),

Alle lonensignale wurden dem Antikdrper zugeordnet. Dies zeigt das Vorliegen einer
kontaminationsfreien und homogenen Antikdrperpraparation. Signale vom 23-fach
geladenen lon bis zum 29-fach geladenen lon des anti-HpTGEKP-Antikérpers wurden
detektiert (s. Abbildung 7). Da die Signale der 23-fach und 29-fach geladenen lonen eine
vergleichsweise geringere Intensitat als die 24-fach bis 28-fach geladenen lonensignale
aufwiesen, wurden die lonensignale der 23-fach und 29-fach geladenen lonen fir die
Berechnung der molekularen Masse des anti-HpTGEKP-Antikdrpers (fir Details
s. Abschnitt6.1.5) nicht beachtet. Demzufolge wurden aus vier Einzelmessungen als
durchschnittliche molekulare Masse des anti-HpTGEKP-Antikdrpers 151 167 (+62) Da
errechnet (s. Tab. 7).

Da die Glykosylierung eines Antikdrpers in allen Schritten der Aufarbeitung des geldsten
Antikdrpers und unter allen massenspektrometrischen Messbedingungen als stabil gilt,
wurde ein mdglicherweise bestehender Einfluss der Glykosylierung auf die Epitop-Bindung

als vernachlassigbar betrachtet.

3.2.3 Massenspektrometrische Charkterisierung der ZNF-Linkerpeptide

Die am haufigsten vorkommende, phosphorylierte Linker-Aminosauresequenz HpTGEKP
(Hexapeptid 01) von ZNF-Proteinen ist diejenige, gegen die der monoklonale

anti-HpTGEKP-Antikérper aus der Maus gerichtet ist. Die Aminosauresequenz des
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nicht-phosphorylierten Hexapeptids HTGEKP (Hexapeptid 00) diente in unseren
Untersuchungen als Negativkontrolle (s. Tab. 2).

Von allen 15 chemisch synthetisierten Hexapeptiden wurden mittels
nano-ESI-Massenspektrometrie Massenspektiren aufgenommen (s. Abbildungen8 sowie

28-41). Teilergebnisse sind bereits in Scherf et al. (14 132 dargelegt wurden.
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Abbildung 8: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 102 (pYTGEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fur ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3PO4 und die Hintergrundionensignale (ground signals g bei m/z 355,10,
m/z 429,10 und m/z 445,15) sind angegeben. Kaliumaddukte (griine Quadrate),
Natriumaddukte (hellblaue Ellipse) und gemischte Alkalisalzaddukte (oranges Dreieck) sind
gekennzeichnet. Das Massenspektrum wurde am Synapt G2S-Massenspektrometer
aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,07 mM. Das Volumen der Probe betrug
3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,

Die in 200mM Ammoniumacetat gelésten Peptide zeigten lonensignale von einfach
protonierten Hexapeptiden [M+H]* (in allen Massenspektren als 1+ abgebildet) und zweifach
protonierten Hexapeptiden [M+2H]?* (in allen Massenspektren als 2+ abgebildet) mit hoher
Reinheit (s. Abbildungen8 sowie 28-41). Die aus den nano-ESI-Massenspektren bei
entsprechendem m/z-Wert abgelesenen monoisotopischen Massen (m/zex.) der einfach
protonierten lonensignale wurden mit den aus der Aminosauresequenz berechneten
monoisotopischen Massen der Hexapeptide verglichen, wobei kaum Abweichungen
festgestellt werden konnten (s. Tab. 2). Lediglich das Peptid 00 zeigt keine hohe Reinheit,
denn das einfach geladene Hintergrundionensignal bei m/z 371,12 zeigt die hochste
Intensitdt im nano-ESI-Massenspektrum (s. Abbildung 28). Die Massenspektren aller
Peptidionen zeigen in sehr geringen Mengen vorliegende Alkalisalzaddukte (Na*, K* und
gemischte Alkalisalzaddukte -2H*+Na*+K*) und teilweise auch Oxidationsprodukte (O?;

s. Abbildungen 8, 29, 39 und 41) sowohl des einfach protonierten als auch des zweifach
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protonierten Peptidionensignals (s. Abbildungen 8 sowie 28-41). Die Massenspektrometrie
aller untersuchten Hexapeptide bestatigte deren korrekte Zusammensetzungen und
Aminosauresequenzen durch entsprechende Fragmentionen mit schwachen Intensitaten, die
in zehn der 15 aufgenommenen Massenspektren gefunden wurden (s. Abbildungen 8,
29-34, 37 und 41). Die Fragmentionen kénnen unter den gegebenen Messbedingungen als
ein Zeichen leichter Peptidfragmentierung interpretiert werden, was flir Phosphopeptide

charakteristisch ist.

Neutralverlust von Phosphorsaure, wie z. B. in den Massenspektren der Hexapeptide 01, 02,
04, 05, 06, 07, 08, 09, 10, 101 und 103 gekennzeichnet (s. Abbildungen 29, 30, 32 - 38, 40
und 41), ist typisch fur die lonen der Phospho-Hexapeptide. Es zeigte sich dabei eine
Massendifferenz von 98 Thomson ausgehend von der Masse des einfach protonierten
Peptidions (s. Abbildungen 30, 34 - 36, 38 und 40) bzw. von 49 Thomson ausgehend von der
Masse des zweifach protonierten Peptidions (s. Abbildungen 29, 30, 32-38 und 41). Dieser
Neutralverlust von Phosphorsaure wurde nur in den Massenspektiren der Phospho-
Hexapeptide 03 und 102 (s. Abbildungen 8 und 31) sowie der nicht-phosphorylierten Peptide
00 und 100 (s. Abbildungen28 und 39) nicht gefunden. Wahrend bei einem Peptid mit
phosporyliertem Serinylrest (pS) ein Dehydroalaninylrest entsteht (vgl. Peptid 06;
Abbildung 34) flihrt der Neutralverlust von Phosphorsdure bei einem Peptid mit
phyosphoryliertem Threoninylrest (pT) zur Entstehung eines Dehydrobuttersaure-
restes (181:182) (ygl. z. B. Peptide 01, 02, 04, 05, 07 - 10, 101 und 103; Abbildungen 29, 30, 32,
33, 35-38, 40 und 41).

Da die Phospho-Hexapeptide 101 (YpTGEKP) und 102 (pYTGEKP) als Konstitutionsisomere
gleiche monoisotopische molaren Massen aufweisen, ist eine Differenzierung anhand der
Molekllmassenbestimmung nicht moglich. Daher wurden die Peptidionen der Phospho-
Hexapeptide 101 (YpTGEKP) und 102 (pYTGEKP) mittels Tandemmassenspektrometrie
fragmentiert und analysiert (s. Abschnitt 1.3.2). Anhand gebildeter Fragmentionen, die in den
entsprechenden nano-ESI-Massenspektren mittels Tandemmassenspektrometrie beobachtet
wurden, konnten die Phospho-Hexapeptide 101 (YpTGEKP) und 102 (pYTGEKP)
differenziert werden. Konkret erfolgte dies erstens durch die unterschiedlichen Massen des
beobachteten Peptidfragments a1 (s. Abbildung 42). Zweitens gelang die Differenzierung der
Phospho-Hexapeptide 101 (YpTGEKP) und 102 (pYTGEKP) auf nachfolgend beschriebene
Weise. Beim Phospho-Hexapeptid 101 (YpTGEKP) konnte aufgrund der Phosphorylierung
des Threoninylrestes eine B-Eliminierung und Neutralverlust von Phosphorsaure des einfach
geladenen Peptidions (Verlust von 98 Da) (s. Abbildung 42 A, eingeschobene Vergréerung,
rot markiert und roter Pfeil) beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigte das einfach
geladenen Phospho-Hexapeptids 102 (pYTGEKP) einen Verlust von 97 Da, der auf die

Entfernung eines Dihydrogenphosphations H2PQO4 eines phosphorylierten Tyrosinylrestes
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zurlckzufiihren ist (s. Abbildung 42 B, eingeschobene Vergrofierung, rot markiert und roter
Pfeil).

Alle dargestellten Ergebnisse konnten in wiederholten massenspektrometrischen Messungen
bestatigt werden. Von Abbildungen dieser Wiederholungsexperimente zur Bestatigung der

Ergebnisse wird abgesehen.

Da die Massenspektren aller Ausgangsmaterialien gut interpretiert werden konnten, wurden
sowohl die anti-HpTGEKP-Antikorper-Losung als auch die jeweiligen Hexapeptid-Losungen
mit 200 MM Ammoniumacetat als Lésungsmittel als geeignet flr die sich anschlieRenden
ITEM-TWO-Analysen erachtet.

3.3 Analyse des anti-HpTGEKP-Antikorperbindemotivs mittels
ITEM-TWO

3.3.1 Erste grundlegende Ergebnisse des ITEM-TWO-Verfahrens

Teile der nachfolgenden Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse des
Bindungsverhaltens des anti-HpTGEKP-Antikorpers mittels ITEM-TWO (s. Abschnitte 3.3.1,
3.3.2,3.3.3,3.3.4, 3.4.1, 3.4.2) sind bereits publiziert wurden (114 132),

Das Vorgehen einer ITEM-TWO-Analyse wird exemplarisch an Gemischen aus
anti-HpTGEKP-Antikdrper-Arbeitsldsung und Hexapeptid 01-Arbeitslésung (d.h. mit dem
Peptid mit der Aminosauresequenz HpTGEKP, gegen die der Antikérper hergestellt wurde)
sowie mit Hexapeptid 02 (HpTGERP)-Arbeitslésung gezeigt. Dabei wird ein fur alle
nachfolgenden ITEM-TWO-Analysen optimales molares Verhaltnis von Antikdrper zu Peptid

in experimentellen Versuchsreihen ermittelt.

Die Gemische aus im Uberschuss zugegebenen Peptiden, freien Antikdrpern und
Immunkomplexen wurden per Elektrospray desolvatisiert und ionisiert. In den
aufgenommenen Massenspektren wurden Signale aller lonen nach deren Detektion und
lonensortierung aufgezeichnet. In den Massenspektren konnten lonensignale der einfach
und zweifach protonierten Peptidionen und des mehrfach protonierten
anti-HpTGEKP-Antikérpers nachgewiesen werden. Sofern ein Immunkomplex gebildet
wurde, konnten zusatzlich Signale der mehrfach protonierten Immunkomplexionen
aufgezeichnet werden. Dies wird am Gemisch aus anti-HpTGEKP-Antikdrper mit Hexapeptid
02 (HpTGERRP) illustriert (s. Abbildung 9 A).
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Abbildung 9: Nano-ESI-Massenspektren des Gemischs aus Phospho-Hexapeptid 02
(HpTGERP) und anti-HpTGEKP-Antikorper (nicht-blockierte vs. blockierte
lonentransmissionen niedriger Massen)

Dargestellt ist das Gemisch aus anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 02 im
molaren Verhaltnis 1:3. Wahrend die Antikorperkonzentration 1 uM betrug, war die
Peptidkonzentration 3 uM. (A) Die Transmission von lonen niedriger Massen ist nicht
blockiert. Von m/z 5400 bis m/z 6700 wurde der VergroRerungsfaktor 8,9 angewandt. (B) Die
Transmission von lonen niedriger Massen (m/z<3900) ist blockiert. Fur ausgewadhlte
lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikdrpers und der Immunkomplexe (Antikorper plus ein
Peptid und Antikdrper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie Ladungszustiande
und m/z-Werte angegeben. Die lonensignale des einfach geladenen Hexapeptids 02, der
Fragment-lonen (ys bei m/z639,29; ys-PO4*-H,0 bei m/z541,31) und der Hintergrund-
ionensignale (ground signals g bei m/z 429,12) sind auf der linken Seite markiert. Das

Probenvolumen betrug 3 ul. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132,

Die anschlieBend durchgefuhrte Blockierung der Transmission von lonen mit geringer Masse
durch Einschalten der Quadrupol-Filterfunktion des Massenspektrometers verhinderte die
Aufzeichnung von lonensignalen auf den niedrigen Massenseiten (m/z 500 -m/z 3900).
Mehrfach geladene lonensignale auf den hohen Massenseiten (m/z 3900 - m/z 8000) werden

noch aufgezeichnet (vgl. Abbildung 9 B mit A).

Bei einer gleichzeitig vorliegenden Spannungsdifferenz in der Kollisionszelle von 0V zeigte
das Gemisch aus Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP) und anti-HpTGEKP-Antikorper
ebenfalls die erwartete Mischung aus mehrfach geladenen Antikérper- und

Immunkomplexionen (s. Abbildungen 10 und 43).
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Abbildung10: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP)
Das molare Verhdltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1 : 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
erste Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 01
(HPTGEKP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V; (B) 30 V; (C) 40 V; (D) 70 V, von m/z 5190 bis m/z 7000 wurde
der VergrofRerungsfaktor 1,3 angewandt. Flir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-
Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und Antikérper plus zwei
Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der
Einschub in (A) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben
die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Immunkomplex freigesetzten,
einfach geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 01 sind auf der linken Seite
gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine VergroBerung der isotopisch aufgel6sten
Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 pul. Das
Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132,
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Verhaltnisse von Peptid zu Antikorper von 1:1 und 2:1 werden durch die Satelliten-
ionensignale der mehrfach protonierten Antikorperionen auf den hohen Massenseiten
vorgefunden (s. Abbildung 10 A). Daraus ergibt sich, dass die Immunkomplexionen eine
Bindung von sowohl einem als auch von zwei Epitoppeptiden aufzeigen. Die in der Lésung
befindlichen Peptide wurden folglich als Teil des Immunkomplexes durch den Quadrupol-
Massenfilter transportiert. Wahrenddessen war die Transmission von lonen geringer Massen

(m/z < 3900), also die lonentransmission der nicht-komplexierten Peptide, blockiert.

Bei anschlielRender Erhéhung der Spannungsdifferenz in der Kollisionszelle bzw. Erhéhung
der Kollisionsenergie in den Schritten 0V, 2V, 10V, 20V, 30V, 40V, 50V, 60V, 70V, 80V,
90V, 100V, 110V, 120V, 145V, 165V, 180V und 200V konnte im Gemisch aus
anti-HpTGEKP-Antikérper mit Hexapeptid 01 bei erhdhten Kollisionsenergien im niedrigen
Massenbereich lonensignale des Hexapeptids 01 gezeigt werden (s. Abbildung 10 B-D).
Diese lonensignale sind auf eine Dissoziation der Immunkomplexionen bei hohen
Spannungsdifferenzen in der Kollisionszelle zurtickzufiihren. Die meist einfach geladenen
lonensignale der zuvor gebundenen Peptide sind mit Isotopenauflésung bei niedrigen
m/z-Werten im Massenspektrum zu finden (s. z. B. Abbildung 10 B). Da die Transmission von
Uberschissigen ungebundenen Peptid-lonen unabhangig von den angelegten Spannungs-
differenzen in der Kollisionszelle durch die Quadrupole-Filterfunktion blockiert blieb, bewies
das Auftreten dieser einfach protonierten Peptidionensignale bei hohen Spannungs-
differenzen in der Kollisionszelle die Bindung in Lésung und Freisetzung des spezifisch
gebundenen Phospho-Hexapeptids HpTGEKP (01) aus dem Immunkomplex in der
Gasphase (s. Abbildungen 10 und 43, jeweils B bis D).

Der Nachweis der Peptidionensignale unter ITEM-TWO-Messbedingungen unterstreicht
neben den  erwdhnten Satellitenionensignalen  der  mehrfach protonierten
Antikérperionensignale auf den hohen Massenseiten eine Dissoziation des Hexapeptids 01
aus einem gebildeten Immunkomplex mit dem anti-HpTGEKP-Antikérper. Dies zeigte, dass
der anti-HpTGEKP-Antikdrper funktionell intakt war und sein entsprechendes Antigen
(Hexapeptid 01) detektieren konnte. Dieses Ergebnis war wiederholt am deutlichsten bei
Gemischen aus anti-HpTGEKP-Antikérper und Hexapeptid 01 (Referenzimmunkomplex) in
molaren Verhaltnissen von 1:3 (Antikdrperkonzentration: 1 yM, Peptidkonzentration: 3 pM)
(s.Abbildungen10 und 43). Dementsprechend wurden die Arbeitslésungen aller
Hexapeptide nacheinander mit den anti-HpTGEKP-Antikorper-Arbeitslésungen in molaren
Verhaltnissen von 1 : 3 (Antikdrperkonzentration: 1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM) gemischt,

um die weiteren ITEM-TWO-Analysen durchzufuhren.
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Die bei allen Peptid-Antikdrper-Gemischen durchgefliihrte Erhéhung der Spannungs-
differenzen der Kollisionszelle auf bis zu 200V, zeigte ab ca. 70V lonensignale von
anti-HpTGEKP-Antikérperfragmenten im mittleren Massenbereich (m/z 2000 bis m/z 4000)
(s. Abbildung 11 B bis D). Darlber hinaus traten bei hohen Kollisionsenergien von 90V und
mehr auflerdem auch Signale von Peptidfragmentionen auf, die hauptsachlich auf den
Neutralverlust von Phosphorsaure des einfach geladenen Peptidions zurtickzufiihren waren
(s. Abbildung 11 D bei m/z 650,36).

Um zu zeigen, dass nach dem Messpunkt ACV 200V der sich in Lésung gebildete
Immunkomplex noch intakt ist, folgte erneut eine Messung bei ACV 2V, an dem gezeigt
wurde, dass der Immunkomplex weiterhin intakt nachweisbar ist. AnschlieRend wurde der
Quadrupol-Filter des Massenspektrometers erneut auf volle lonentransmission eingestellt,
um zu zeigen, dass das Hexapeptid sich nach wie vor in Lésung befand und in der
Gasphase als Peptidionensignal nachweisen Iasst. Neben Hintergrundionensignalen konnten
dabei auch lonensignale von Fragmentionen (z.B. ys-Fragmentionen) beobachtet werden
(s. Abbildung 12 D).

Die Hexapeptide konnten bezlglich ihres Bindungsverhaltens zum anti-HpTGEKP-Antikérper
mittels ITEM-TWO-Untersuchungen in drei Gruppen eingeteilt werden. Fir diese Einteilung
wurden, wie in den nachfolgenden Abschnitten (s.Abschnitte 3.3.2, 3.3.3 und 3.3.4)
dargestellt, zu jeder Einzelmessung die Abbildungen, welche eine Spannungszunahme in

der Kollisionszelle in vier Stufen zeigen, vergleichend beurteilt.
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Abbildung11: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus
anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP) bis zum Messpunkt
ACV 200V
Das molare Verhaltnis von Antikdrper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP) und
anti-HpTGEKP-Antikdrper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV):
(A) 0 V; (B) 70 V; (C) 145 V, von m/z 5350 bis m/z 6650 wurde der VergréRerungsfaktor 2,2
angewandt; (D) 200 V, von m/z5525 bis m/z6950 wurde der VergroRerungsfaktor 20
angewandt. Fir ausgewdhlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers und der
Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und Antikdrper plus zwei Peptide) sind in der
rechten lonenserie Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (A) zeigt
eine VergroRerung des 27+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Komplex freigesetzten, einfach geladenen
lonen des Phospho-Hexapeptids 01 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in
(B) zeigt eine VergroBerung der isotopisch aufgeldsten Peptidionensignale, m/z-Werte sind
angegeben. Die Peptid- und Antikdrperfragmentionen sind in (C) und (D) markiert. Das

Probenvolumen betrug 3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132,
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Abbildung 12: Nano-ESI-Massenspektren (blockierte/nicht-blockierte
lonentransmissionen niedriger Massen) der zweiten Messreihe des Gemischs aus
anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP)

Das molare Verhaltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Dargestellt ist die zweite Messreihe der
Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP) und
anti-HpTGEKP-Antikdrper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV):
(A)oV, (B) 30V, (C) 40 V. (A-C) Die Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900)
ist dabei blockiert. (D) Die Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) ist
anschlielRend nicht mehr  blockiert. Fir  ausgewdhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie Ladungszustande und
m/z-Werte angegeben. Die Signale der vom Komplex freigesetzten, einfach geladenen
Phospho-Hexapeptid 01-lonen, der Fragment-lonen (ys bei m/z611,26) und der
Hintergrundionensignale (ground signals g bei m/z429,11) sind auf der linken Seite
gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine VergroRerung der isotopisch aufgelosten
Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Der Einschub in (C) zeigt eine VergréRerung
des 26+-lonensignals des anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe. Die Zahlen in
Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Das Probenvolumen betrug 3 pl.

Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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3.3.2 Orthodoxe Antikorperbindung

Im Gemisch aus Phospho-Hexapeptid HpTGEKP (01) und anti-HpTGEKP-Antikérper wurde
neben den dreigipfligen Satellitenionensignalen der mehrfach geladenen
Antikérperionensignale (s. Abbildungen 10 A und 43 D) auch deutlich, dass in vollstandigen
Dissoziationsanalysen die Intensitat der lonensignale der vom Immunkomplex freigesetzten
Peptide proportional mit zunehmender Kollisionsenergie in sigmoidalem Verlauf anstieg
(s. Abbildungen 10 und 43, jeweils B bis D). Aufgrund beider vorgestellten Kriterien wird die,
im Rahmen der Immunkomplexbildung stattfindende Bindung des Phospho-Hexapeptids 01
(HpTGEKP) an den Antikdrper somit als orthodoxe Bindung Kklassifiziert. Demzufolge
konnten die Phospho-Hexapeptide 02 (HpTGERP; s. Abbildung44), 05 (HpTGKKP;
s. Abbildungen 45 und 46), 06 (HpSGERP; s. Abbildungen47 und 48), 07 (HpTGEKL;
s. Abbildungen 49 und 50), 09 (HpTEEKP; s. Abbildungen 51 und 52), und 10 (HpTREKP;
s. Abbildungen 53 und 54) als ebenfalls spezifisch in einer orthodoxen Weise an den
anti-HpTGEKP-Antikérper bindend, identifiziert werden (s.Tab.2). Das, bei einer
Spannungsdifferenz in der Kollisionszelle von 0 V auftretende lonensignal mit sehr niedriger
Intensitat bei m/z 748,34 (s. Abbildungen 10 und 43, jeweils A) kann nicht als Kriterium flr
eine orthodoxe Peptid-Antikorperbindung herangezogen werden. Dieses lonensignal ist dem
Energieliberschuss geschuldet, der in einem mehrfach geladenen und beschleunigten

Immunkomplex in der Gasphase enthalten ist.

Quantitative Analysen der Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem
ITEM-TWO-Verfahren

Eingangs wurde festgestellt, bis zu welcher Spannungsdifferenz der Kollisionszelle (ACV)
eine Durchfihrung der ITEM-TWO-Analyse der Immunkomplexe aus Phospho-Hexapeptiden
und anti-HpTGEKP-Antikorper als zielfuhrend erachtet werden konnte. Voraussetzung einer
solchen zielfihrenden ITEM-TWO-Analyse ist, dass keine weiteren, parallel ablaufenden
Reaktionswege, wie z. B. Fragmentierungsreaktionen, den Dissoziationsprozess tUberlagern.
Folglich wurde erneut als Standard der Immunkomplex aus dem anti-HpTGEKP-Antikérper
und dem Phospho-Hexapeptid 01 (Referenzimmunkomplex) in einer Dissoziationsanalyse
der Immunkomplexe untersucht: Die Verldufe der normalisierten lonenintensitaten der
Immunkomplexe (Norm (Produkte): Antikdrper plus ein Peptid, Antikdrper plus zwei Peptide)
wurden in Abhangigkeit von allen gemessenen Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle
(ACV) von 0V bis 200V grafisch dargestellt (s. Abbildung 55). Daraus ergab sich bis zu einer
Kollisionsenergie von ca. 80V eine sigmoidale Kurve, die mit einer Boltzmann-Gleichung
beschrieben werden kann (Boltzmann-Kurve), und bei einer Kollisionsenergie um ca. 80V

ein Plateau zeigte (s. Abbildungen55 und 56 A). Da fur die quantitativen Analysen der
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Immunkomplexdissoziation in Gasphase nach ITEM-TWO nur der steil ansteigende Verlauf
der Abhangigkeit der Dissoziationsreaktion aus den beschriebenen sigmoidalen
Kurvenverlaufen zur weiteren Berechnung verwendet werden kann (spater in diesem
Abschnitt erlautert), erfolgte die Auswertung aller Einzelmessungen der Immunkomplexe mit
orthodox bindenden Peptiden fir die Intensitaten der lonensignale der Produkte der
Immunkomplexdissoziation (Antikérper plus 1 Peptid sowie Antikérper plus 2 Peptide) bis

einschliel3lich Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle von 80 V.

Die Mischungen der sieben orthodox bindenden Phospho-Hexapeptide (s. Tab. 2) mit dem
anti-HpTGEKP-Antikérper wurden einzeln in doppelten Messreihen in ITEM-TWO-Analysen
untersucht. Eine Ausnahme stellte die Mischung aus anti-HpTGEKP-Antikérper und
Phospho-Hexapeptid 02 (HpTGERP) dar, bei der nur eine Messreihe aufgezeichnet und
ausgewertet wurde. Aus den jeweiligen doppelten Messreihen wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen fur die normalisierten Produktintensitdten fur jede gemessene
Spannungsdifferenz der Kollisionszelle bis 80V ermittelt. Fiir die Anpassung der Kurve der
normalisierten lonenintensitaten der Immunkomplexe (Norm (Produkte)) in Abhangigkeit von
ACV wurde ein theoretischer Abszissenwert von - 20 V hinzugefiigt und fur diesen einheitlich
eine Abweichung von + 2,00 festgelegt (s. Abschnitt 2.9). Dabei wurde sich als Standard die
Standardabweichung der normalisierten Produktintensitaten des Referenzimmunkomplexes
bei ACV 0V (x 1,97) festgelegt und diese auf zwei Nachkommastellen gerundet. Der Bereich

zwischen - 20 V und 0 V wird nachfolgend nicht abgebildet.

Mittlere Ladungszustdnde aus den lonenserien der jeweiligen Immunkomplexe (s. Tab. 3)
wurden zwischen 25,5+ (Immunkomplex mit dem Phospho-Hexapeptid 02) und 27,8+
(Immunkomplexe mit den Phospho-Hexapeptiden 06 bzw. 09) bestimmt (s. Abschnitte 2.9
und 6.1.5).
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Tab.3: Charakteristiken der Boltzmann-Kurven der Dissoziationsreaktionen der

Komplex Sequenz

mittlere

Anfangs-

End-

af) Peptid Ladung wert wert ACVm dx  Anstieg R*°9
SR U LU I S LIE I LB Y
5 HpTGKKP 27,1 £ 0,65 18,8 90,6 14,1 +3,8 4.7 0,987
10 HpTREKP 27,3 £ 0,21 7.1 88,4 18,9 +6,8 3,0 0,989
7 HpTGEKL 26,7 +0,18 24,7 76,9 21,4  +11,7 1,1 0,991
6 HpSGERP 27,8 £ 0,04 41,3 78,4 229 +10,3 0,9 0,989
2 HpTGERP 25,5 6,5 711 25,5 +11,9 1,4 0,989
9 HpTEEKP 27,7 + 0,11 39,5 75,9 26,2 +14,3 0,6 0,990
1 HpTGEKP 27,1 10,09 17,5 74,2 27,2 +11,3 1,3 0,993

3 mehrfach geladener und beschleunigter Komplex.

®) gemittelt aus zwei Messreihen auer Komplex mit Hexapeptid 02 (nur eine Messreihe).
° einheitenlose Zahl.

9 Produktmenge am niedrigsten angewandten ACVso-Wert.

®) Produktmenge am hochsten angewandten ACVsp-Wert.

 Tab. sortiert nach GroRe der experimentell ermittelten ACVso-Werte in absteigender
Reihenfolge.

Bei den, fur die Immunkomplexe mit orthodoxer Peptid-Antikérperbindung nachfolgend
durchgeflihrten quantitativen Analysen der Immunkomplexdissoziation in Gasphase nach
ITEM-TWO, wurde sich an vorherig veroffentlichten Vorgehensweisen orientiert (3% 167), Die
Kurven der quantitativen Analysen der Immunkomplexdissoziation in Gasphase nach
ITEM-TWO werden nachfolgend exemplarisch am Referenzimmunkomplex dargestellt
(s. Abbildung 56). Aus der wie oben beschrieben angepassten Boltzmann-Kurve wird die
Abhangigkeit
Dissoziationsreaktion des Referenzimmunkomplexes von ACV (Intervall 2-dx um dessen
Mittelpunkt ACVso) abgeleitet (s. Abbildung 56 A). In beschriebenem ,steilen Teil* der

Gleichung der Tangente entlang des ,steilen Teils® der der

Boltzmann-Kurve andern sich die lonenintensitaten der Produkte in Abhangigkeit von ACV
am meisten. Alle Ordinatenwerte der Tangente entlang des ,steilen Teils“ der Abhangigkeit
der Dissoziationsreaktion des Referenzimmunkomplexes innerhalb des Intervalls 2 -dx

werden zur Kalkulation der natarlichen Logarithmen der apparenten

Geschwindigkeitskonstante der Dissoziationsreaktion des mittleren Ladungszustands von

mehrfach geladenen und beschleunigten Immunkomplexionen in der Gasphase (lnkﬁlg)
verwendet. Die Werte fur In kf‘ng wurden als Funktion des reziproken Werts der Temperatur

der Immunkomplexe wahrend der CID in der einem

.. 1 .
Kollisionszelle (T ) in

coll
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Arrhenius-Diagramm dargestellt (s. Abbildung 56 B). Die Arrhenius-Gerade gibt somit die

Temperaturabhangigkeit der Dissoziationsreaktionen des Referenzimmunkomplexes wider.
1

Beim reziproken Wert der absoluten Umgebungstemperatur von 298 K ( ) wurde der Wert

Tamb

fiir In ki, ermittelt (s. Abbildung 56 B).

In einem Gibbs-Helmholtz-Diagramm wurde anschliel3end die scheinbare thermodynamische

Gleichgewichtsdissoziationskonstante von Immunkomplexen in der Gasphase (In K mg) iN

Abhangigkeit von ﬁ dargestellt (Gibbs-Helmholtz-Kurve) (s. Abbildung 56 C). Bei T1

amb

wurde der naturliche Logarithmus der scheinbaren thermodynamischen
Gleichgewichtsdissoziationskonstante von ,neutralen und ruhenden* Immunkomplexen in der

Gasphase (In K mog) €rmittelt (s. Abbildung 56 C).

AnschlieBRend wurde mittels der Van-t-Hoff-Gleichung die scheinbare Gibbs-
Aktivierungsenergie von ,neutralen und ruhenden Immunkomplexen (AGﬁnOg) ermittelt.
Weiterhin wurde sowohl die scheinbare Reaktionsenthalpie der Dissoziation des ,neutralen
und ruhenden® Immunkomplexes in der Gasphase (AHﬁwg) als auch das Produkt aus der
absoluten Umgebungstemperatur und der scheinbaren Entropie der Dissoziation des

,neutralen und ruhenden“ Immunkomplexes in der Gasphase (Tymp ° Asf;og) berechnet.

Analog wurde fir die Immunkomplexe mit den sechs weiteren orthodox bindenden Phospho-

Hexapeptiden, wie nachfolgend dargestellt, verfahren (s. Abbildungen 13 und 57).

Sowohl die Regressionskoeffizienten R? der Boltzmann-Kurven von jeweils ca. 0,99 als auch
weitere  Werte der Boltzmann-Kurven der normalisierten lonenintensitaten der
Immunkomplexe (Norm (Produkte)) in Abhangigkeit von den Spannungsdifferenzen der

Kollisionszelle sind in Tab. 3 dargestellt.

Die Boltzmann-Kurven zeigten, dass die sieben orthodox bindenden Phospho-Hexapeptide

(s. Tab. 2) in zwei Untergruppen unterteilt werden konnten.

Die erste Untergruppe besteht aus Immunkomplexen, deren Dissoziationsreaktionen in der
Gasphase ahnlich wie die des Referenzimmunkomplexes verliefen, darunter die Phospho-
Hexapeptide 01 (HpTGEKP), 02 (HpTGERP), 06 (HpSGERP) und 07 (HpTGEKL)
(s. Abbildung 13 A).
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Komplex mit HpSGERP (06) A

80
®
)
3
DQ_ Komplex mit HpTGEKL {07)
£ \Komplex mit HpTGEKP {01)
2 Komplex mit HpTGERP (02)

0- ' .
s0° 40 acviv) 80 B

Abbildung 13: ITEM-TWO-Analysen der Dissoziation der Immunkomplexe aus
anti-HpTGEKP-Antikorper und entweder Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP),
02 (HpTGERP), 06 (HpSGERP) oder 07 (HpTGEKL)

(A) Die Kurven der normalisierten lonenintensitiaten der Immunkomplexionen (Norm
(Produkte)) sind in Abhadngigkeit von den Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV)
dargestellt. Jeder Datenpunkt ist der Mittelwert von zwei unabhdngigen Messreihen.
Vertikale Balken geben die Standardabweichungen an. Die sigmoidalen Kurven wurden mit
einer Boltzmann-Gleichungsfunktion angepasst. Die fiir die Berechnungen verwendeten
Kurvenparameter sind in Tab.3 aufgefiihrt. Die Phospho-Hexapeptide sind farblich
gekennzeichnet. (B) Arrhenius-Diagramm fir die Geraden der Dissoziationen der

Immunkomplexionen in der Gasphase. Linienfarben wie in (A). Bei !

wurden die Werte
Tamb

far In kfnog ermittelt. (C) Gibbs-Helmholtz-Diagramm fiir die Verldufe der Dissoziationen der

Immunkomplexionen in der Gasphase. Linienfarben wie in (A). Bei !

wurden die Werte

amb

fur In Kﬁlog ermittelt. Die berechneten kinetischen und thermodynamischen Werte der
Dissoziationen der Immunkomplexe in Gasphase sind in Tab. 4 aufgefihrt. Jeder Datenpunkt

(die verdickten Teile der der Linien in (B) und (C)) wurde experimentell ermittelt. Die
Geraden wurden linear extrapoliert (132,
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Wie erwartet, zeigten die entsprechenden Arrhenius-Geraden fast Uiberlappende Linien und
vergleichbare Werte fiir die scheinbare Dissoziationskonstante von ,neutralen und ruhenden®
(bei ACV 0 V) Immunkomplexen (kﬁlog) bei der absoluten Umgebungstemperatur von 298 K
(Tamp) (S. Abbildung 13B). Die Gibbs-Helmholtz-Geraden spiegelten diese Ahnlichkeiten
wider und lieferten vergleichbare Werte fir K§ mog D€l Tamp fUr die Dissoziationsreaktionen

dieser vier Immunkomplexe (s. Abbildung 13 C und Tab. 4).

# # # # i
Sequenz kmOg b) K} mog b, c) AGmOgb) AH# . b) Tamb ASmOgb)

Komplex® o otid  [1/4] Kdmoll [kimol]  [kJ/mol]
05  HpTGKKP 4,1-10" 431-10" +64,84 +1,81 63,01
10 HpTREKP 4,5-10'" 4,32-1072 +64,83 +0,28 64,54
07 HpTGEKL 2,310 458102 +64,69 -1,52 66,20
06  HpSGERP 3,6-10 46610 +6465 -1,75 66,38
02  HpTGERP 7,5-10"" 440107 +64,79 -1,09 65,86
09 HpTEEKP 4,010 46710 +64,64 -2,03 66,65
01 HpTGEKP 1,1-107 4,47-10"2 +64,75 -1,38 66,11

a) neutraler und ruhender Komplex; Tamb» = 298 K; Peptide wie in Tab. 3 sortiert.

®) abgeleitet von zwei Messreihen aufter Komplex mit Hexapeptid 2 (abgeleitet von nur einer
Messreihe).

° einheitenlose Zahl.

Die zweite Untergruppe der orthodox bindenden Phospho-Hexapeptide enthielt
Immunkomplexe, deren Dissoziationsreaktionen in der Gasphase erheblich vom Verlauf des
Referenzimmunkomplexes abwich (s. Abbildung 57 A). Diese Untergruppe umfasst
Immunkomplexe mit den Phospho-Hexapeptiden 05 (HpTGKKP), 09 (HpTEEKP) und 10
(HPTREKP). Verglichen mit der Dissoziationsreaktion des Referenzimmunkomplexes,
zeigten folglich die jeweiligen Arrhenius-Diagramme unterschiedliche Anstiege der
Arrhenius-Geraden, die die Temperaturabhangigkeiten der Dissoziationsreaktionen der
Immunkomplexe widerspiegeln (s. Abbildung 57 B). Die Unterschiede in den Anstiegen der
Geraden waren auch in den Gibbs-Helmholtz-Diagrammen (s. Abbildung 57 C) zu erkennen,
was auf unterschiedliche thermodynamische und kinetische Eigenschaften der jeweiligen
Dissoziationsreaktionen der Immunkomplexe hinweist. Allerdings lagen bei T, jeweils die

Werte fir koo und K§ 1,0, flir alle sieben Immunkomplexe mit orthodox bindenden Phospho-

Hexapeptiden im selben Bereich (vgl. Tab. 4).
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Die Werte fur AHf;Og des Referenzimmunkomplexes und der Immunkomplexe mit den
Phospho-Hexapeptiden 02 (HpTGERP), 06 (HpSGERP) und 07 (HpTGEKL), d.h. der
vorgestellten ersten Untergruppe mit vergleichbaren Dissoziationsverlaufen (vgl.
Abbildung 13 A), lagen alle zwischen ca. - 1,0 kJ/mol und - 1,5 kdJ/mol. Wenn hingegen die
Dissoziation eines Immunkomplexes einen deutlich abgeflachteren Verlauf als die des
Referenzimmunkomplexes nimmt (vgl. Abbildung 57 A), zeigte sich der Wert fir AHﬁlog mit
ca. - 2,0 kd/mol deutlich niedriger. Dies konnte bei dem Immunkomplex mit dem Phospho-
Hexapeptid 09 (HpTEEKP) beobachtet werden (vgl. Tab. 4). Im Gegensatz dazu, zeigte sich
bei einem deutlich steileren Verlauf der Dissoziation des Immunkomplexes als dem des
Referenzimmunkomplexes (vgl. Abbildung 57 A), die Werte fur AHﬁlog mit ca. + 0,3 kd/mol
bzw. +1,8 kd/mol deutlich erhéht (s. Tab.4). Dies traf bei den Immunkomplexen mit den
Phospho-Hexapeptiden 05 (HpTGKKP) und 10 (HpTREKP) jeweils zu (s. Tab. 4). Wenn die
Werte flr Aanog positiv sind, wird wahrend der Dissoziation der Immunkomplexe Warme
aus der Umgebung aufgenommen. Dies wird als endotherme Reaktion bezeichnet. Wenn die
Werte flr AHﬁ‘nOg allerdings negativ sind, wird bei der Dissoziation der Immunkomplexe
Warme an die Umgebung abgegeben und eine exotherme Reaktion liegt vor. Da die Werte
far AG’TMg der Dissoziationsreaktionen der Immunkomplexe positiv sind, ist diese Reaktion

als endergonisch einzustufen. Damit ist die Dissoziationsreaktion nicht spontan. Daraus
ergibt sich, dass die umgekehrte Reaktion, also die der Bildung von Immunkomplexen

exergonisch und damit spontan ablauft.

Schlussfolgerungen auf das Bindemotiv des anti-HptGEKP-Antikorper unter
besonderer Berucksichtigung der Ergebnisse quantitativer Analysen der
Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem ITEM-TWO-Verfahren

Es kann zusammengefasst werden, dass eine orthodoxe Bindung an den
anti-HpTGEKP-Antikérper bei Phospho-Hexapeptiden auftritt, die gleichzeitig einen
phosphorylierten Serinylrest (pS) anstelle des phosphorylierten Threoninylrestes (pT) an
zweiter Position und anstelle des Serinylrestes (K) an funfter Position einen Argininylrest (R)
aufweisen. Darauf deutet, vergleichend mit der, im Referenzimmunkomplex erhaltenen
Aminosauresequenz des Phospho-Hexapeptids 01 (HpTGEKP), die orthodoxe Bindung des
Hexapeptids 06 (HpSGERP) an den anti-HpTGEKP-Antikérper hin.

Die ITEM-TWO-Analysen des anti-HpTGEKP-Antikorpers definieren ein bipolares Motiv fur
eine starke Antikdrperbindung in orthodoxer Weise von Phospho-Hexapeptiden. Konkret
zeigt sich dies, bei einem stark, auf orthodoxe Weise an den anti-HpTGEKP-Antikérper
bindenden Hexapeptid, durch eine N-terminal lokalisierte negative Ladung, dargestellt z. B.

durch einen phosphorylierten Threoninylrest (pT), und eine C-terminal lokalisierte positiven
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Ladung, d.h. dem Dipeptidyl-Rest (KP, RP oder KL). Die Dissoziationsreaktion der
Immunkomplexe mit beschriebener Aminosaurezusammensetzung in der Gasphase unter
ITEM-TWO-Bedingungen ist dann endotherm. Anscheinend bindet der
anti-HpTGEKP-Antikorper Hexapeptide, die C-terminal statt Aminosaurerresten mit positiven
Ladungen saure Aminosaurereste (z.B. Phospho-Hexapeptid 09, HpTEEKP) enthalten,
vergleichsweise schwacher. Die Dissoziationsreaktion in der Gasphase unter
ITEM-TWO-Bedingungen ist dann exotherm. Bei den betreffenden
anti-HpTGEKP-Antikorper-Peptid-Bindungen, z. B. mit Phospho-Hexapeptid 09 (HpTEEKP),

handelt es sich allerdings nach wie vor um eine orthodoxe Antikdrperbindung.

3.3.3 Unorthodoxe Antikorperbindung

In ITEM-TWO-Untersuchungen konnte eine unorthodoxe Antikérper-Peptid-Binding in einem
Peptid-Antikdrper-Gemisch wie nachfolgend, anhand beider Messreihen des Gemischs aus
anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 08 (HpTGEKS) nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) beschrieben (s. Abbildungen 14

und 58), gezeigt werden.

Bei allen angelegten Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle waren die mehrfach
geladenen Satellitenionensignale auf den hohen Massenseiten, wie sie z.B. bei
Immunkomplexen mit orthodox bindenden Hexapeptiden auftraten (vgl. eingeschobene
Vergroflerungen in Abbildungen 10A, 11 A, 12C und 43 D), nicht eindeutig zu erkennen.
Stattdessen waren die Signale der mehrfach geladenen Antikdrperionen auf den hohen
Massenseiten asymmetrisch verbreitert (s. exemplarisch eingeschobene Vergréflerungen in
Abbildungen 14 D und 58 D).
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Abbildung 14: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 08 (HpTGEKS)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V, (B) 20V, (C) 30 V, (D)
70 V. Fir ausgewadhlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikdrpers und der mutmallichen
Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und Antikdrper plus zwei Peptide) sind in der
rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt
eine VergroRerung des 26+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Addukt freigesetzten, einfach und zweifach
geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 08 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der
Einschub in (B) zeigt eine VergrofRerung der isotopisch aufgelésten Peptidionensignale,
m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Als auffalligster Hinweis auf eine unorthodoxe Antikérper-Peptid-Binding konnte allerdings
Folgendes identifiziert werden: Trotz blockierter Transmission von lonen niedriger Massen
(m/z<3900), waren bei erhdéhten Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle einfach oder
zweifach geladene lonensignale der Peptide mit nur geringen Intensitaten auf den niedrigen
Massenseiten der Massenspektiren zu sehen (s. Abbildungen 14 und 58, jeweils B - D). Die
unter diesen Messbedingungen in den Massenspektren auftretenden lonensiginale der
Phospho-Hexapeptide deuten auf deren Freisetzung aus einem gebildeten Immunkomplex
hin. Im Unterschied zu orthodox an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindenden Hexapeptiden
fiel allerdings auf, dass die Intensitaten der lonensignale der Hexapeptide nicht proportional
mit zunehmenden Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle anstiegen. Dies deutet zwar auf
eine spezifische Antikérper-Peptid-Binding, die jedoch in einer unorthodoxen Weise
stattfindet, hin. Diese spezifische Antikdrper-Peptid-Bindung in einer unorthodoxen Weise lag
auch fir Antikdrper-Peptid-Gemische mit den Phospho-Hexapeptiden 03 (HpSGEKP;
s. Abbildungen 59 und 60) oder 04 (HpTHTHT; s. Abbildung61) vor. Der Graph der
normalisierten lonenintensitaten der Produkte (Norm (Produkte)) des Immunkomplexes mit
dem unorthodox bindenden Phospho-Hexapeptids 08 (HpTGEKS) in Abhangigkeit von den
Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle zeigt, dass eine Anpassung einer Boltzmann-
Kurve an die Messpunkte, auch im Hinblick auf deren erhebliche Standardabweichungen,
nicht sinnvoll ist (s. Abbildung 62). Von quantitativen Analysen der
Immunkomplexdissoziationen in der Gasphase nach ITEM-TWO, wie sie bei den
Immunkomplexen mit den orthodox an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindenden Phospho-
Hexapeptiden durchgefuhrt wurde (s. Abschnitt 3.3.2, Unterabschnitt ,Quantitative Analysen
der Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem ITEM-TWO-Verfahren), wird

daher abgesehen.

Um zu zeigen, dass die unorthodoxen Antikdrper-Peptid-Bindung tatsachlich eine Bindung
des jeweiligen Phospho-Hexapeptids mit dem Antikérper-Paratop darstellt, wurde wie
nachfolgend erlautert, eine experimentelle, kompetitive Messreihe durchgefihrt. Das
orthodox an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindende Hexapeptid 02 (HpTGERP), das
unorthodox an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindende Hexapeptid 08 (HpTGEKS) und der
anti-HpTGEKP-Antikdrper wurden im molaren Verhaltnis 3:3:1 gemischt. Das
Vorhandensein der beiden Uberschissig vorliegenden Hexapeptide und des
anti-HpTGEKP-Antikdrpers im ternaren Gemisch wurde bei nicht blockierter Transmission
von lonen niedriger Massen und Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle von 0V
aufgezeigt (s. Abbildung 15 A).
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Abbildung15: Nano-ESI-Massenspektren des ternaren Gemischs aus
anti-HpTGEKP-Antikorper sowie den beiden Phospho-Hexapeptiden 02 (HpTGERP)
und 08 (HpTREKP) im molaren Verhaltnis 1:3:3
Die Antikorperkonzentration betrug 1 uM, die jeweiligen Peptidkonzentrationen 3 uM. (A)
Die Transmission von lonen niedriger Massen (m/z < 3900) ist bei Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV) von 0 V nicht blockiert. Von m/z5370 bis m/z6700 wurde der
VergroRerungsfaktor 40 angewandt. (B) Die Transmission von lonen niedriger Massen
(m/z < 3900) bei Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV) von 0 V ist blockiert. (C) Die
Transmission von lonen niedriger Massen (m/z<3900) bei Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV) von 30 V ist blockiert. (D) Die Transmission von lonen niedriger Massen
(m/z <3900) bei Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV) von 60 V ist blockiert; von
m/z 5370 bis m/z 6700 wurde der VergroBerungsfaktor 1,25 angewandt. Fur ausgewdhlte
lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers bzw. der Immunkomplexe (rechte lonenserien)
sowie des vom Immunkomplex freigesetzten einfach und zweifach positiv geladenen
Phospho-Hexapeptids 02 (linke lonenserien) sind die Ladungszustinde und m/z-Werte
angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals des anti-
HpTGEKP-Antikorpers bzw. des Immunkomplexes. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl
der gebundenen Peptide an. Die Einschiibe in (A) und (C) zeigen VergroRerungen der
isotopisch  aufgelésten  Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Die
Aminosauresequenzen der in der terndren Mischung enthaltenen Hexapeptide sind im
Einbuchstabencode dargestellt. Der Stelle der Phosphorylierung ist mit einem ,p“ in
Kleinbuchstaben angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende Aminosaure. Das

Probenvolumen betrug 3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Bei erhdhten Spannungsdifferenzen der Kollisionszellen und nach Blockierung der
Transmission ungebundener Peptidionen zeigten sich unter ITEM-TWO-Bedingungen,
neben den vorliegenden Satellitenionensignalen der mehrfach geladenen Antikérperionen
auf den hohen Massenseiten (s. exemplarische Abbildung 15D, eingeschobene
Vergrolierung), nur lonensignale von Hexapeptid 02 (HpTGERP) auf den niedrigen
Massenseiten des Massenspektrums (s. Abbildung 15 C und D). Dies deutet darauf hin, dass
beide Peptide um die Bindung an das Antikorper-Paratop konkurriert hatten, allerdings nur
das orthodox an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindende Hexapeptid 02 (HpTGERP) stark
gebunden war und damit die Paratop-Tasche nahezu ausschlieRlich durch Hexapeptid 02
(HpTGERP) besetzt wurde.

Es kann zusammengefasst werden, dass eine schwache Bindung in unorthodoxer Weise an
den anti-HpTGEKP-Antikorper bei Phospho-Hexapeptiden auftritt, die zusatzlich zum
phosphorylierten Threoninylrest (pT) eine C-terminale hydroxylhaltige Aminosaure (T, S)
(z.B. HpTGEKS, Hexapeptid 08) oder anstelle des N-terminalen phosphorylierten
Threoninylrestes (pT) einen phosphorylierten Serinylrest (pS) aufweisen (vgl. HpSGEKP,
Hexapeptid 03; s. Abbildungen 59 und 60). Werden die Aminosauresequenzen der Phospho-
Hexapeptide 06 (HpSGERP) und 03 (HpSGEKP) vergleichend mit dem im
Referenzimmunkomplex enthaltenen Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP) dargestellt, so
fallt neben dem gemeinsamen Serinylrest (pS; als Austausch zum pT des Phospho-
Hexapeptids 01) an zweiter Position, ein nur bei Phospho-Hexapeptid 06 (HpSGEKP)
vorliegender Austausch des Serinylrestes (S) gegen einen Argininylrest (R) an flnfter
Position auf. Aufgrund des bei Phospho-Hexapeptid 03 (HpSGEKP) fehlenden
letztgenannten Aminosaureaustauschs an funfter Position liegt statt einer orthodoxen
(val. HpSGERP, Hexapeptid 06; s. Abbildungen 47 und 48), bei Phospho-Hexapeptid 03
(HpSGEKP) eine unorthodoxe anti-HpTGEKP-Antikérperbindung vor. AuRerdem findet sich
eine schwache Bindung in unorthodoxer Weise an den anti-HpTGEKP-Antikérper bei
Phospho-Hexapeptiden mit nicht-kanonischen Aminosauresequenzen (vgl. HpTHTHT,
Hexapeptid 04; s. Abbildung 61).

3.3.4 Ausbleibende Antikorperbindung

Eine fehlende Bildung eines Immunkomplexes in einem Peptid-Antikbrper-Gemisch in
Lésung konnte in massenspektrometrischen Untersuchungen wie nachfolgend beschrieben
gezeigt werden.

Zunachst fielen bei hohen bzw. erhdhten angelegten Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle auf den niedrigen Massenseiten keine lonensignale von Hexapeptiden auf,

die aus einem Immunkomplex freigesetzt wurden. Dies konnte im Gemisch aus
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anti-HpTGEKP-Antikorper und Hexapeptid 00 (HTGEKP) gezeigt werden (s. Abbildung 16 C
und D).
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Abbildung16: Nano-ESI-Massenspektren des Gemischs aus anti-HpTGEKP-Antikorper

und Phospho-Hexapeptid 00 (HTGEKP)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. In der Messreihe
dargestellt sind zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V, (B) 10
V, (C) 30V, (D) 60 V. Fiir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikdrpers sind in der
rechten lonenserie Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt
eine VergrolRerung des 27+-Antikdrperionensignals. Die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Loésungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,
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Da, wie im Abschnitt 3.3.1 erlautert, bei dem anti-HpTGEKP-Antikoérper/Peptid 01-Gemisch
eine  Antikérperbindung  vorliegt, wurden unter ITEM-TWO-Bedingungen bei
Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle von 60V bzw. 70V Massenspekiren des
anti-HpTGEKP-Antikorper/Peptid 01-Gemischs vergleichend herangezogen
(s. Abbildung 17 A).

1+ HpTGEKP A
27+

23+

25+
HTGEKP B

27+

23+

Rosadatordoad 2

500 4000 m/z 7500

Abbildung17: NanoESI-Massenspektren von Gemischen aus dem
anti-HpTGEKP-Antikorper und einem ZNF-Linker-Hexapeptid (Peptide 01 bzw. 00)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
erhohte Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV). (A) Phospho-Hexapeptid 01
(HPTGEKP), ACV 60 V. (B) Hexapeptid 00 (HTGEKP), ACV 60 V. Ladungszustande sind fur
ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikérpers, der Immunkomplexe (rechte
lonenreihe) und das aus dem Immunkomplex freigesetzte Peptid-lonensignal (links)
angegeben. Die Aminosduresequenzen der in der jeweiligen Mischung enthaltenen
Hexapeptide sind im Einbuchstabencode dargestellt. Der Stelle der Phosphorylierung ist mit
einem ,,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende Aminosaure.
Das Probenvolumen betrug jeweils 3 ul. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,

pH 6,7 (114),
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Wahrend beim Gemisch aus anti-HpTGEKP-Antikérper und Peptid 01 (HpTGEKP) bei einer
mit 60V hohen Spannungsdifferenz in der Kollisionszelle auf den niedrigen Massenseiten
des Spektrums eine Dissoziation des Hexapeptids aus einem gebildeten Immunkomplex
gezeigt werden konnte (s. Abbildung 17 A), fehlten bei gleicher Spannungsdifferenz der
Kollisionszelle in den Massenspektren des Gemischs aus anti-HpTGEKP-Antikérper und
Hexapeptid 00 auf den niedrigen Massenseiten entsprechende lonensignale
(s. Abbildung 16 D und 17 B).

Weiterhin  wurde bei fehlenden Immunkomplexbildungen flr alle angelegten
Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle das Fehlen von Satellitenionensignalen der
mehrfach geladenen Antikérperionen auf den hohen Massenseiten des Spektrums deutlich.
Die entsprechend symmetrische Form des vergrdlRert dargesteliten lonen-
signals des 27-fach protonierten (s. Abbildung 16 D, eingeschobene Vergro3erung) bzw.
26-fach protonierten (s. Abbildung 18 A)  Antikdérperladungszustands wird im
Hexapeptid 00/anti-HpTGEKP-Antikorper-Gemisch exemplarisch bei Spannungsdifferenzen
der Kollisionszelle von 60V verdeutlicht. Um dies zu bestatigen, wurde auch hierbei ein
Vergleich mit den Massenspekiren des Gemischs aus anti-HpTGEKP-Antikérper und
Peptid 01 bei einer Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle von 70 V dargestellt
(s. Abbildung 18 A). Die Antikérperionensignale der jeweils dargestellten 26-fach geladenen
Ladungszustande zeigten sich nur im Hexapeptid 00/anti-HpTGEKP-Antikérper-Gemisch
symmetrisch geformt (vgl. Abbildung 18 B mit A), was auf eine ausgebliebe Immunkomplex-

bildung mit Hexapeptid 00 hindeutet.
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Abbildung18: VergroRerungen aus nano-ESI-Massenspektren von Gemischen aus dem
anti-HpTGEKP-Antikorper und einem ZNF-Linker-Hexapeptid (Peptide 01 bzw. 00)
Das molare Verhdltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
erhohte Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV). (A) Phospho-Hexapeptid 01
(HPTGEKP), ACV 70 V. (B) Hexapeptid 00 (HTGEKP), ACV 60 V. Der Ladungszustand der
ausgewahlten lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers bzw. der Immunkomplexe
(Antikorper plus ein Peptid und Antikérper plus zwei Peptide) ist 26+, m/z-Werte sind
angegeben. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Das
Probenvolumen betrug 3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114),

Auf diese Weise konnte eine fehlende Bildung eines Immunkomplexes in dem Gemisch aus
anti-HpTGEKP-Antikorper und Hexapeptid 00 (HTGEKP) gezeigt werden. Die, im Gegensatz
zu Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP), bei Hexapeptid 00 (HTGEKP) fehlende Bildung
eines Immunkomplexes mit dem anti-HpTGEKP-Antikdrper zeigte, dass eine ausbleibende
Phosphorylierung des Threoninylrestes, welcher an den Histidiniylrest angrenzt, vom
Antikorper nicht toleriert wird. Das fur die Bindung essentiell bendtigte Bindemotiv ist nicht

ausgebildet.
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3.3.5 Bestatigung des Bindungsverhaltens im kompetitiven Antikorper-Peptid-
Immunkomplex-Substitutionsassay

Die Ergebnisse des folgenden Abschnitts sind bereits in Scherf et al. (32 publiziert wurden.
Ein kompetitiver Antikdrper-Peptid-Immunkomplex-Substitutionsassay wurde durchgefihrt,
um zu validieren, inwieweit das Bindungsverhalten der Hexapeptide gegeniber dem
anti-HpTGEKP-Antikorper in der Gasphase von jenem in Ldsung widergespiegelt werden
kann. Bei dem als Western-Blot-Analyse durchgeflihrten kompetitiven Antikdrper-Peptid-
Immunkomplex-Substitutionsassay wurden Proteine aus Zellextrakten der C631-Zellen, die
mit Okadasaure als Phosphataseinhibitor behandelt wurden, als Antigene eingesetzt. Die
aus den Zellen extrahierten Antigene wurden auf eine PVDF-Membran oberflachengebunden
prapariert. Es wurden nur Proteinextrakte aus mit Okadasaure behandelten C631-Zellen
als Antigene verwendet, da in Western-Blot-Analysen (s. Abschnitt3.2.2, Unter-
abschnitt ,immunaanlytische Charakterisierung“) nachgewiesen werden konnte, dass der
anti-HpTGEKP-Antikorper hier phosphorylierte ZNF-Proteine markiert (s. Abbildungen 6 und
27, jeweils Spur 3). Im Unterschied zum Inkubieren des anti-HTpGEKP-Antikorpers mit
einem Hexapeptid vor den ITEM-TWO-Experimenten wurde das molare Verhaltnis von
Antikérper zu Peptid auf ca. 1: 20 erhoht und die Inkubationszeit auf mindestens 14 Stunden
verlangert (vgl. Abschnitte 2.7 und 2.10). Beide Anpassungen sollten zu einem erhéhten
Absattigen der Paratope des anti-HpTGEKP-Antikorpers durch das jeweilige Hexapeptid

fuhren.

Im kompetitiven  Antikdrper-Peptid-Immunkomplex-Substitutionsassay konnte gezeigt
werden, dass die Bindungsfahigkeit des anti-HpTGEKP-Antikoérpers an seine Antigene durch
die Vorinkubation des anti-HpTGEKP-Antikorpers mit einem orthodox bindenden Hexapeptid
deutlich herabgesetzt wurde. Die drei orthodox bindenden Phospho-Hexapeptide 01
(HpTGEKP), 09 (HpTEEKP) und 10 (HpTREKP) waren in der Lage, die Markierung von
ZNF-Proteinen durch den anti-HpTGEKP-Antikorper erheblich zu reduzieren oder sogar

komplett zu verhindern (s. Abbildung 19, Spuren 2 bis 4).
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Abbildung19: Kompetitives Antikorper-Peptid-Immunkomplex-Substitutionsassay
Proteinextrakte aus C631-Zellen, die mit Okadasdure als Phosphataseinhibitor behandelt
wurden, lieferten die Antigene. Der primdre anti-HpTGEKP-Antikorper wurde mit
entsprechendem Hexapeptid vorinkubiert und das Gemisch anschlieend zur Markierung
der Antigenproteine verwendet. IRDye 800 CW anti-Maus-Antikorper aus der Ziege diente
als sekundarer Antikorper. Spur 1: keine Peptid-Vorinkubation (Positivkontrolle, (+)). Spur 2:
Vorinkubation mit Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP). Spur 3: Vorinkubation mit Phospho-
Hexapeptid 09 (HpTEEKP). Spur 4: Vorinkubation mit Phospho-Hexapeptid 10 (HpTREKP).
Spur 5: Vorinkubation mit Hexapeptid 00 (HTGEKP). Spur 6: Vorinkubation mit Phospho-
Hexapeptid 08 (HpTGEKS). Spur 7: Vorinkubation mit Phospho-Hexapeptid 04 (HpTHTHT).
Spur 8: kein primadrer anti-HpTGEKP-Antikorper (Negativkontrolle, (-)). Die Bilder des
kompetitiven Antikérper-Peptid-Immunkomplex-Substitutionsassay wurden oberhalb einer
molekularen Masse von ca. 200 kDa und unterhalb einer molekularen Masse von ca. 25 kDa
zurechtgeschnitten (132),

Im Gegensatz dazu, konnten die unorthodox bindenden Phospho-Hexapeptide 04
(HpTHTHT) und 08 (HpTGEKS) die Markierung von ZNF-Proteinen durch den
anti-HpTGEKP-Antikérper nicht in nachweisbarer Menge reduzieren (s. Abbildung 19,
Spuren 6 und 7). In diesem Assay verhielten sich diese unorthodox bindenden Phospho-
Hexapeptide wie das nicht-bindende Hexapeptid 00 (HTGEKP) (s. Abbildung 19, Spur 5).

Offensichtlich entspricht eine starke Gasphasenbindung einer effizienten Blockierung der
Antikdrper-Paratope in Lésung. Somit stimmen die ITEM-TWO-Ergebnisse mit den Daten

des kompetitiven Antikorper-Peptid-lImmunkomplex-Substitutionsassays gut tberein.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die ITEM-TWO-Methode sehr gut dafir
geeignet ist, die Rolle einzelner Aminosaurereste innerhalb eines Bindemotivs (innerhalb
eines Epitops) fir die Auspragung der Bindung eines Antikérpers zu bestimmen bzw. zu
Uberprifen. Je genauer ein Bindemotiv eines Antikdrpers bestimmt ist, umso praziser lasst
sich abschatzen, welche Veranderungen von definierten Erkennungsstrukturen welche
Folgen nach sich ziehen. Zu den Veranderungen der Bindeeigenschaften zahlen u.a.

Kreuzreaktivitdten sowie der Verlust einer Bindung.
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3.4 Charakterisierung von in Endometriumkarzionomen mutierten
ZNF-Linkersequenzen mittels ITEM-TWO-Analysen

Nachfolgend der prazisen Charakterisierung des Bindemotivs des
anti-HpTGEKP-Antikorpers, widmet sich der zweite Teil dieser Arbeit der Frage inwieweit der
besagte Antikoérper in der Lage ware, ein mutiertes Bindemotiv zu erkennen. Als Testfall
wurde das Motiv YTGEKP ausgewahlt, da dieses bei Patienten mit Endometriumkarzinom

aufgrund einer Punktmutation des ZNF 331-Gens signifikant erhoht vorliegt 9.

Da die im Endometriumkarzinom signifikant angereicherte Punktmutation des Gens fir das
ZNF-Protein 331 zu einem solchen H-zu-Y-Austausch (H11Y) flhrt®®, wurden die
Hexapeptide 100 bis 103 im jeweiligen Antikdrper-Peptid-Gemisch mittels ITEM-TWO in der
Gasphase untersucht. Die Hexapeptide 100 bis 103 (s. Tab. 2) haben einen Austausch eines
Histidinylrestes gegen einen Tyrosinylrest (H-zu-Y-Austausch) gemeinsam
(s. Abschnitt 3.1.2).

3.4.1 Ausbleibende Antikdrperbindung

Die Gemische aus anti-HpTGEKP-Antikérper und Hexapeptid 100 (YTGEKP), 101
(YPTGEKP) oder 103 (pYpTGEKP) zeigten analog zum Gemisch aus
anti-HpTGEKP-Antikorper und Hexapeptid 00 (HTGEKP) die vorgestellten Kriterien flr eine
ausbleibende Antikérperbindung (s. Abschnitt3.3.4 und Tab.2). ResUmierend zeigten
ITEM-TWO-Messreihen der Gemische aus anti-HpTGEKP-Antikérper und Hexapeptide 100
(s. Abbildung 63), 101 (s. Abbildung 64) oder 103 (s. Abbildung 65) bei hohen Spannungs-
differenzen der Kollisionszelle auf den niedrigen Massenseiten keine lonensignale von
Hexapeptiden, die aus einem Immunkomplex bzw. aus einer orthodoxen oder unorthodoxen
Antikérperbindung freigesetzt wurden (s. Abbildungen 63, 64 und 65; jeweils D). Aullerdem
wurde bei fehlenden Immunkomplexbildungen bei hohen Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle das Fehlen von Satellitenionensignalen der mehrfach geladenen
Antikérperionen auf den hohen Massenseiten deutlich (s. Abbildungen 63, 64 und 65;
jeweils D). Die entsprechend symmetrische Form des vergroRert dargestellten lonensignals
des 26-fach protonierten  Antikérperladungszustands wird im Gemisch aus
anti-HpTGEKP-Antikorper und Di-Phospho-Hexapeptid 103 (pYpTGEKP) exemplarisch bei
einer Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle von 60V verdeutlicht (s. Abbildung 65D,

eingeschobene VergroRerung).

Auf diese Weise konnte eine eine fehlende Antikdrper-Peptid-Bindung in den Gemischen aus
anti-HpTGEKP-Antikorper mit den Hexapeptiden 100 (YTGEKP), 101 (YpTGEKP) oder 103
(PYpTGEKP) gezeigt werden.
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Um beispielhaft zu verdeutlichen, dass die fehlende Antikérper-Peptid-Bindung nicht in
Zusammenhang mit Phanomenen des Ubergangs der Immunkomplexe aus der
kondensierten Phase in die Gasphase steht, wurde ein kompetitves Substitutionsexperiment
in Loésung, wie nachfolgend beschrieben, durchgefiihrt. Das nicht an den
anti-HpTGEKP-Antikorper bindende Di-Phospho-Hexapeptid 103 (pYpTGEKP), das orthodox
an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindende Hexapeptid 05 (HpTGKKP) und der
anti-HpTGEKP-Antikorper wurden im molaren Verhaltnis 3:3:1 gemischt. Das
Vorhandensein der beiden im Uberschuss vorliegenden Hexapeptide und des
anti-HpTGEKP-Antikorpers im ternaren Gemisch wurde bei nicht blockierter Transmission
von lonen niedriger Massen und Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle von 0V
aufgezeigt (s. Abbildung 66 A). Die Hexapeptide 103 (pYpTGEKP) und 05 (HpTGKKP)
zeigten sich dabei durch einfach geladene lonensignale nahezu gleicher Intensitat auf der
niedrigen Massenseite des Massenspektrums. Auf den hohen Massenseiten wiesen die
Satellitenionensignale der mehrfach geladenen Antikdrperionen auf die Bildung eines
Immunkomplexes hin (s. Abbildung 66 A). Diese Satellitenionensignale bleiben bestehen,
wenn die Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z<3900) unterdrickt wird
(s. Abbildung 66 B). Als anschlieRend die Spannungsdifferenzen in der Kollisionszelle erhéht
wurde, erschienen ausschliel3lich einfach und zweifach geladene lonensignale des
Hexapeptids 05 (HpTGKKP) mit Isotopenauflésung auf der niedrigen Massenseite des
Massenspektrums (s. Abbildung 66 C). Somit lieferte das kompetitve Substitutionsexperiment
in Losung eindeutige Hinweise dafur, dass das Bindemotiv des anti-HpTGEKP-Antikdrpers
zwar Austausche von Aminosauren an Position 4 des Hexapeptids toleriert, aber Austausche
von Aminosauren an Position 1 des Hexapeptid zu einem Verlust der Antikérperbindung

fuhren.

Daran anknupfend, Iasst das ldentifizieren der Hexapeptide 100 (YTGEKP), 101 (YpTGEKP)
und 103 (pYpTGEKP) als nicht-bindend folgende prazise Schlussfolgerungen auf das
Bindemotiv des untersuchten anti-HpTGEKP-Antikérpers zu. Da nicht nur das, wie im
Abschnitt 3.2.3 beschrieben, als Negativkontrolle eingesetzte Hexapeptid 00 (HTGEKP),
sondern auch das Hexapeptid 100 (YTGEKP) nicht an den anti-HpTGEKP-Antikdrper bindet,
zieht der Austausch eines Histidinylrestes im Hexapeptid 00 (HTGEKP) gegen einen
Tyrosinylrest (H-zu-Y-Austausch) im Hexapeptid 100 (YTGEKP) offensichtlich keine
Veranderung auf das Bindemotiv des Antikdrpers nach sich (vgl. Abbildung 20 C mit B). Im
Gegensatz zum Hexapeptid 01 (HpTGEKP) bindet der anti-HpTGEKP-Antikérper die
Hexapeptide 00 (HTGEKP) und 100 (YTGEKP) nicht (vgl. Abbildung 20 B und C mit A).
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Abbildung 20: Vergleiche der nano-ESI-Massenspektren von Gemischen aus dem anti
HpTGEKP-Antikorper und einem ZNF-Linker-Phospho-Hexapeptid
(Gemisch mit Peptid 01 vs. Gemisch mit Peptid 00 vs. Gemisch mit Peptid 100)

Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentrationen jeweils: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung
der Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt sind
erhohte Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV). (A) Phospho-Hexapeptid 01
(HPTGEKP), ACV 60 V. (B) Hexapeptid 00 (HTGEKP), ACV 60 V. (C) Phospho-Hexapeptid 100
(YTGEKP), ACV 60V. Ladungszustinde sind flir ausgewdhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers, der Immunkomplexe (rechte lonenreihe) und das aus dem
Immunkomplex freigesetzte Peptid-lonensignal (links) angegeben. Die Aminosdure-
sequenzen der in der jeweiligen Mischung enthaltenen Hexapeptide sind im Einbuch-
stabencode dargestellt. Der Stelle der Phosphorylierung ist mit einem ,,p“ in Kleinbuchstaben
angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende Aminosaure. Das Proben-volumen betrug
jeweils 3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114.132),

Auch beim Vorliegen eines angrenzenden phosphorylierten Threoninylrestes (pT) fuhrt der
Austausch eines Histidinylrestes in Hexapeptid 01 (HpTGEKP) durch einen Tyrosinylrest in
Hexapeptid 101 (YpTGEKP), der keine Polaritatsumkehr bewirkt, zu einer ausbleibenden
Antikdrperbindung (vgl. Abbildung 21 B zu A).
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Abbildung21: Vergleiche der nano-ESI-Massenspektren von Gemischen aus dem
anti-HpTGEKP-Antikdrper und einem ZNF-Linker-Phospho-Hexapeptid
(Gemisch mit Peptid 01 vs. Gemisch mit Peptid 101 vs. Gemisch mit Peptid 103)
Das molare Verhdltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentrationen jeweils: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung
der Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt sind
erhohte Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV). (A) Phospho-Hexapeptid 01
(HPTGEKP), ACV 60V. (B) Phospho-Hexapeptid 101 (YpTGEKP), ACV 60V. (C) Di-Phospho-
Hexapeptid 103 (pYpTGEKP), ACV 60 V. Ladungszustdande sind fiir ausgewdahlte lonensignale
des anti-HpTGEKP-Antikorpers, der Immunkomplexe (rechte lonenreihe) und das aus dem
Immunkomplex freigesetzte Peptid-lonensignal (links) angegeben. Die
Aminosauresequenzen der in der jeweiligen Mischung enthaltenen Hexapeptide sind im
Einbuchstabencode dargestellt. Der Stelle der Phosphorylierung ist mit einem ,p“ in
Kleinbuchstaben angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende Aminosdure. Das
Probenvolumen betrug jeweils 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,

pH 6,7 (114),
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Weiterhin wird bezuglich der Erkennung des anti-HpTGEKP-Antikorperbindemotivs der
Austausch eines Histidinylrestes (H) durch einen phosphoryliertes Threoninylrest (pT), der
die negative Polaritat in der Nahe des phosphorylierten Threoninylrestes (pT) verstarkt, nicht
toleriert (Hexapeptid 103; vgl. Abbildung 21 C mit A).

3.4.2 Unorthodoxe Antikorperbindung

Das Gemisch aus anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 102 (pYTGEKP)
zeigte analog zu den Gemischen aus anti-HpTGEKP-Antikérper und den Phospho-
Hexapeptiden 03 (HpSGEKP), 04 (HpTHTHT) oder 08 (HpTGEKS) die vorgestellten
Kriterien fir eine spezifische Antikérperbindung in einer unorthodoxen Weise
(s. Abschnitt 3.3.3. und Tab. 2). Restuimierend zeigten sich in einer ITEM-TWO-Messreihe bei
allen Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle die Signale der mehrfach geladenen
Antikérperionen auf den hohen Massenseiten asymmetrisch verbreitert und wiesen nicht die
Form eindeutig zu erkennender Satellitenionensignale auf (s. Abbildung 22D,
eingeschobene VergroRerung). Darlber hinaus war bei erhéhten Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle, trotz blockierter Transmission von lonen niedriger Massen (m/z <3900), ein
einfach geladenes, Isotopen-aufgeléstes lonensignal des aus dem Immunkomplex
freigesetzten Phospho-Hexapeptids 102 (pYTGEKP) mit geringer Intensitat bei m/z 774,34
zu sehen (s. Abbildungen 22 B bis D und 23 B).
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Abbildung22: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 102 (pYTGEKP)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V, (B) 30V, (C) 50 V, (D)
70 V. Fir ausgewidhlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikdrpers und der mutmallichen
Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und Antikdrper plus zwei Peptide) sind in der
rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D)
zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Addukt freigesetzten, einfach geladenen lonen
des Phospho-Hexapeptids 102 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B)
zeigt eine VergroBerung der isotopisch aufgelosten Peptidionensignale, m/z-Werte sind
angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 pul. Das Losungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,
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Im Gegensatz dazu zeigte bei gleichen Messbedingungen das Massenspektrum des nicht-
bindenden Di-Phospho-Hexapeptids 103 (pYpTGEKP), was sich nur durch eine
Phosphorylierung des Threoninylrestes (pT) an zweiter Position von dem Phospho-
Hexapeptid 102 (pYTGEKP) unterscheidet und daher die zugehdérige Negativkontrolle

darstellt, keine Peptidionensignale auf den niedrigen Massenseiten (s. Abbildung 23 A).
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23+
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Abbildung23: Vergleich der nano-ESI-Massenspektren von Gemischen aus dem
anti-HpTGEKP-Antikorper und einem ZNF-Linker-Phospho-Hexapeptid
(Gemisch mit Peptid 103 vs. Gemisch mit Peptid 102)

Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentrationen jeweils: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung
der Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt sind
erhohte Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV). (A) Di-Phospho-Hexapeptid 103
(pYPTGEKP), ACV 60 V. (B) Phospho-Hexapeptid 102 (YpTGEKP), ACV 60 V. Ladungszustdande
sind fir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers, der Immunkomplexe
(rechte lonenreihe) und das aus dem Immunkomplex freigesetzte Peptid-lonensignal (links)
angegeben. Die Aminosauresequenzen der in der jeweiligen Mischung enthaltenen Hexa-
peptide sind im Einbuchstabencode dargestellt. Der Stelle der Phosphorylierung ist mit
einem ,,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende Aminosaure.
Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,

pH 6,7 (114),
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3.4.3 3D-Strukturanalysen ausgewahlter in Endometriumkarzionomen gehauft
mutierter ZNF-Linker

Die Ergebnisse des folgenden Abschnitts sind bereits in Scherf et al. ("' publiziert wurden.
Da eine atomare Aufldsung der Wechselwirkungen zwischen dem Epitop des Hexapeptids
und dem Paratop des anti-HpTGEKP-Antikdrpers mit ITEM-TWO nicht durch entsprechende
Strukturanalysen (NMR bzw. Rontgenstrukturanalysen fehlen) unterlegt ist, wurde sich
einem genaueren Verstandnis der Epitop-Paratop-Interaktionen Uber modellierte
3D-Strukturanalysen ausgewahlter Hexapeptide mit unterschiedlichem Antikorper-
Bindungsverhalten auf molekularer Ebene genahert "'¥. Ein besonderer Fokus lag dabei auf
der Substantiierung struktureller Griinde daflr, dass das unorthodox bindende Phospho-
Hexapeptid 102 (pYTGEKP; s. Abschnitt3.4.2) bezlglich der Erkennung des
anti-HpTGEKP-Antikorperbindemotivs partiell toleriert wird, also das erforderliche Bindemotiv
zumindest annahernd ausbildet ist. Die strukturellen Besonderheiten des Phospho-
Hexapeptids 102 (pYTGEKP) werden dabei in Kontext zu denen der nicht-bindenden
Phospho-Hexapeptide 101 (YpTGEKP) und 103 (pYpTGEKP) gesetzt (s. Abbildung 24), die
wie Phospho-Hexapeptid 102 (pYTGEKP) einen in Endometriumkarzinomen gehauften
H-zu-Y-Austausch (H11Y) aufweisen @9, AuRerdem werden die strukturellen Besonderheiten
mit denen der Kontrollpeptide HTGEKP (Hexapeptid 00; Negativkontrolle) und HpTGEKP
(Hexapeptid 01; Positivkontrolle) verglichen (s. Abbildung 24).

Details zur, mittels Clusteranalyse aus ca. 2000 Konfirmationen durchgefuhrten Auswahl
derjenigen Peptidstrukturen, die fir die modellierten, vergleichenden 3D-Strukturanalysen

verwendet wurden, sind im Abschnitt 6.2.3 sowie in Scherf et al. ("' beschrieben.
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Abbildung 24: Oberflachenansichten (obere Reihe) und schematische Ansichten
(untere Reihe) modellierter 3D-Strukturen von ausgewahlten
ZNF-Protein-Linker-Hexapeptide.

Positionen von Teilflichen des phosphorylierten Threoninylrestes (rot markiert), des
phosphorylierten Tyrosinylrestes (violett), des Lysinylrestes (blau) und des Glutaminylrestes
(schwarz) des ZNF-Linker-Peptids sind im Einbuchstabencode gekennzeichnet. Ebenfalls im
Einbuchstabencode dargestellte Aminosduresequenzen ausgewahlter ZNF-Linker-Peptide
sind in beiden Reihen farblich gleich gekennzeichnet. Die Stelle der Phosphorylierung ist mit
einem ,,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende Aminosaure.
Alle dargestellten Riickgrat-Konfigurationen sind vergleichbar. Die relativen Abstiande und
Ausrichtungen der Lysin-Aminogruppen und der Phosphatgruppen der ZNF-Linkerpeptide
sind zwar ebenfalls dhnlich, unterscheiden sich allerdings entscheidend und begriinden den

Verlust der Antikérperbindung. Weitere Einzelheiten sind dem Text zu entnehmen (114),

Die Phospho-Hexapeptide 01 (HpTGEKP) und 102 (pYTGEKP) unterscheiden sich durch
einen H-zu-Y-Austausch und die Lokalisation der Stelle ihrer Phosphorylierung. Allerdings
heben sich diese beiden Unterschiede gegenseitig auf, sodass diese Phospho-Hexapeptide
durch den anti-HpTGEKP-Antikdrper gebunden werden kdnnen. Obwohl die Hexapeptide
101 (YpTGEKP) wund 103 (pYpTGEKP), bezogen auf die Erkennung des
Antikdrperbindemotivs, ebenfalls eine gut platzierte Phosphatgruppe aufweisen, bindet der
anti-HpTGEKP-Antikorper diese nicht. Begrindend kann angefihrt werden, dass das
Di-Phospho-Hexapeptid 103 (pYpTGEKP) eine zweite Phosphatgruppe, und das Phospho-
Hexapeptid 101 (YpTGEKP) einen sowohl eher hydrophoben als auch ziemlich sperrigen
Tyrosinylrest in der Nahe der Phosphorylierungsstelle aufweist. Der
anti-HpTGEKP-Antikérper bindet beide Hexapeptide nicht, da diese veranderten
Aminosaureszusammensetzungen zum Verlust des Antikdrperbindemotivs fuhren und die
Peptide nicht erkannt werden kénnen. Von besonderer Relevanz ist dabei, dass bei den
Hexapeptiden 101 (YpTGEKP) und 103 (pYpTGEKP) das elektrostatische Erkennungs-
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muster fur die anti-HpTGEKP-Antikorper-Bindung, das vom ,P“-Atom der Phosphatgruppe
und dem ,N“-Atom der e-Aminogruppe des Lysinyl-Aminosaurerestes gebildet wird, zu stark
verandert ist. Im Gegensatz dazu, wird das unorthodox bindende Phospho-Hexapeptid 102
(PYTGEKP) aufgrund des phosphorylierten Tyrosinylrest (pY) vom
anti-HpTGEKP-Antikorperbindemotiv partiell toleriert, was nachfolgend erlautert wird. Der,
verglichen mit dem Histidinylrest (H), grofere phosphorylierte Tyrosinylrest (pY) ist in der
Lage, die negative Ladung seiner Phosphatgruppe an eine Stelle zu platzieren, die vom
anti-HpTGEKP-Antikoérperbindemotiv toleriert wird.

Weiterfuhrend wurden  Molekulardynamiksimulationen eines Linker-phosphorylierten
ZNF-Dimers (abgeleitet von 1AAY: ZNF 268), bei dem der Histidinylrest (H) gegen einen
phosphorylierten Tyrosinylrest (pY) ausgetauscht wurde, um einen pYTGQKP-ZNF-Linker zu
erhalten, betrachtet. Die beiden Modellstrukturen zeigten in einer 20ns dauernden
Simulation, dass die Interaktionen zwischen phosphorylierten Tyrosinylrest (pY) und
Lysinylrestes (K) stabil ist. Der Abstand zwischen der e-Aminogruppe des Lysinylrestes und
dem ,P“-Atom der Phosphatgruppe von 3,650 A ermdglicht durch die Bildung einer
Salzbriicke einen engen Kontakt, selbst wenn die ZNF-Domanen auf beiden Seiten des
ZNF-Linkers vorhanden sind (s. Abbildung 25).
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HpTGQKP

Abbildung 25: Modellierte Darstellungen der Konfigurationen der beiden ZNF-
Domanen ZNF1 und ZNF2, die durch ein phosphoryliertes Linker-Hexapeptid
verbunden sind
(A) Der HpTGQKP-Linker des modellierten ZNF-Dimers (ZNF 1 - ZNF 2) ist basierend auf der
ZNF 268/DNA-Rontgenstruktur dargestellt. (B) Der dargestellte pYTGQKP-Linker wurde durch
Einflhrung der  entsprechenden  Mutation und  Phosphorylierung in  die
ZNF 268/DNA-Rontgenstruktur  modelliert. Die  Positionen des phosphorylierten
Threoninylrestes (pT; rot), des phosphorylierten Tyrosinylrestes (pY; violett) und der
Lysinylreste (K; blau) der ZNF-Linker-Peptide sind im Einbuchstabencode dargestellt. Die
N-Termini der Molekiile sind mit ,,N“ gekennzeichnet. Die Zinkatome sind als tlirkis gefarbte
Kugeln dargestellt. Die Aminosduresequenzen der Linker-Peptide sind oben rechts in den
jeweiligen Abbildungsteilen farblich gleich gekennzeichnet. Beide Strukturen wurden
energieoptimiert und die Simulationszeiten betrugen jeweils 20 ns. Die Konfigurationen des
Riickgrats (backbone) sind fiir beide modellierten Darstellungen vergleichbar. Die relativen
Abstdnde und Ausrichtungen der Lysin-Aminogruppen und der Phosphogruppen der
Linkerpeptide sind ebenfalls dhnlich. Weitere Einzelheiten sind dem Text zu entnehmen (114,
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Solche Abstande unter 4 A wurden in Konformationen auch fiir die alleinig am Tyrosinylrest

phosphorylierten (pY) Linkerpeptide angenommen (vgl. Tab. 8).

Es kann zusammengefasst werden, dass alleinige Messungen des Atomabstands unter
besonderer Beriicksichtigung des ,P“-Atoms der Phosphatgruppe und des ,N“-Atoms der
e-Aminogruppe des Lysinylrestes, nicht ausschlieBen konnen, dass eine der modellierten
Peptidstrukturen den molekularen Erkennungscode tragt, der fir eine spezifische
anti-HpTGEKP-Antikorperbindung erforderlich ist. Allerdings konnten die Profile der
Polaritatsoberflachen der mittels modellierter 3D-Strukturanalysen untersuchten Hexapeptide
genugend Hinweise auf strukturelle Unterscheidungsmerkmale zwischen, einerseits den an
den Antikérper bindenden Phospho-Hexapeptiden 01 (HpTGEKP) und 102 (pYTGEKP), und
andererseits den nicht-bindenden Hexapeptiden 101 (YpTGEKP) und 103 (pYpTGEKP)
liefern. Die deutlichen Unterschiede in den Profilen der Polaritdtsoberflachen zwischen dem
phosphorylierten, und an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindenden Hexapeptid 01
(HpTGEKP) sowie dem nicht-phosphorylierten, nicht-bindenden Hexapeptid 00 (HTGEKP),
stehen in Ubereinstimmung mit unseren experimentellen Ergebnissen (s. Abschnitte 3.3.1,
33.2 und 3.3.4).
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4. Diskussion

4.1 Bedeutungen und Einschrankungen der Anwendung von ITEM-
TWO zur Epitop-Feincharakterisierung von Antikorpern

Massenspektrometrische Untersuchungen koénnen erfolgreich eingesetzt werden, um
Unterschiede in der Antikérperbindung von Peptiden mit einzelnen Aminosaureaustauschen
zu differenzieren (183, ITEM-TWO st ein solches massenspektrometrisches Verfahren, das
der Epitop-Feincharakterisierung von Antikérpern mit deutlicher Verringerung von
Verbrauchen der Analysematerialien dient (''4 132. 140, 167) ' Mit der Feincharakterisierung von
Epitopen (3 konnen Aminosaurereste eines Epitops funktionell differenziert werden:
Wahrend bestimmte Aminosaurereste aktiv zur Immunkomplexbildung mit einem Antikdrper
beitragen, sind andere Aminosaurereste nur passiv an der Antikérperbindung beteiligt ("4
Solche passiv an der Antikdrperbindung beteiligten Aminosaurereste sind nur aufgrund ihrer
unmittelbaren Nahe zu den spezifititsbestimmenden Positionen Teil des Epitops ("4, Ihr
submolekularer Austausch kann vom, fur die Antikérperbindung erforderlichen Bindemotiv
toleriert werden, wie beispielsweise bei Untersuchungen des anti-HpTGEKP-Antikérpers der
E-zu-K-Austausch, durch den das Hexapeptid 01 (HpTGEKP) in das Hexapeptid 05
(HpTGKKP) umgewandelt wurde, zeigen konnte ") (s. Abschnitt 3.3.2). Demgegeniiber
steht allerdings der Austausch von Aminosaureresten, die aktiv zur Immunkomplexbildung
mit einem Antikdrper beitragen, durch den das fur die Bindung essentiell bendtigte
Bindemotiv entweder nur noch partiell oder gar nicht mehr ausgebildet ist''¥. Die von
diesem  Austausch  betroffenen  Aminosaurereste  befinden sich  damit an

spezifitatsbestimmenden Positionen innerhalb des Epitops (135 136),

Der Epitop-Paratop-Bindungstyp, bei dem alle essentiellen Wechselwirkungen zwischen den
an der Bindung beteiligten Aminosaureresten ausgebildet sind (auf der Sub-Epitopebene),
wird als orthodoxe Bindung bezeichnet (®? (orthodoxer Bindungstyp, s. Abbildung 26 A).
Wenn das Bindemotiv nur noch partiell ausgebildet ist, wird der vorliegende Epitop-Paratop-
Bindungstyp auf der Sub-Epitopebene als unorthodox bezeichnet (unorthodoxer
Bindungstyp, s. Abbildung 26 B) (32, D. h. die Epitop-Paratop-Interaktion ist, verglichen mit
dem orthodoxen Bindungstyp schwacher (32 (vgl. Abbildung 26 B mit A). Dies zeigen z. B.
die Untersuchungen des anti-HpTGEKP-Antikérpers zum H-zu-Y-Austausch, durch den das
Hexapeptid 01 (HpTGEKP) in das Hexapeptid 102 (pYTGEKP) umgewandelt wurde (132
(s. Abschnitt 3.4.2). Beim Vorliegen einer spezifischen Antikdrper-Peptid-Bindung, kann auf
der Sub-Epitopebene ein orthodoxer von einem unorthodoxen Epitop-Paratop-Bindungstyp
differenziert werden (32 (s. Abbildung 26 E).
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Abbildung26: Schematische Darstellungen der genauen Differenzierung von Peptid-
Antikorper-Interaktionen auf Sub-Epitopebene

Die genaue Differenzierung von Peptid-Antikorper-Interaktionen ist auf Sub-Epitopebene,
d. h. auf der Ebene der einzelnen Aminosdurereste, dargestellt. (A) Beim orthodoxen Epitop-
Paratop-Bindungstyp sind alle essentiellen Wechselwirkungen zwischen den beteiligten
Aminosaureresten ausgebildet. (B) Beim unorthodoxen Epitop-Paratop-Bindungstyp sind
aufgrund von Aminosdureaustaschen nicht alle Wechselwirkungen vorhanden. (C) Beim
unspezifischen Bindungstyp finden keine Epitop-Paratop-Interaktionen statt. Dabei bindet
das Epitop, mit oftmals unklaren Wechselwirkungen, an eine auRerhalb des Paratops
gelegene Stelle auf der Oberfliche des Antikorpers. (D) Es liegt keine Antikérper-Peptid-
Bindung vor. Das Bindemotiv des Epitoppeptids ist mit blauen bzw. griinen Symbolen
gekennzeichnet, die in der Paratoptasche befindlichen und wechselwirkenden Amino-
saurereste mit orangenen Symbolen. (E) Dargestellt ist ein Entscheidungsbaum, fiir die
genaue Differenzierung einer Peptid-Antikorper-Interaktion.
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Eine unorthodoxe Bindung eines Epitops an das zugehdrige Paratop (s. Abbildung 26 B) darf
also nicht mit einer unspezifischen Bindung (s. Abbildung 26 C und E) verwechselt werden.
Letztere ist eine Bindung eines Epitops an eine ansonsten unbeteiligte Stelle auf der

Oberflache des Antikorpers mit oftmals unklaren Wechselwirkungen.

Der submolekulare Austausch von Aminosdureresten an spezifitdtsbestimmenden
Positionen innerhalb des Epitops ('35 '3) kann allerdings auch dazu fiihren, dass das fir die
Bindung essentiell bendtigte Bindemotiv komplett zerstort ist, d. h. es liegt keine Antikorper-
Peptid-Bindung vor (s. Abbildung26D und E). Diesen Fall zeigen beispielsweise die
Untersuchungen des anti-HpTGEKP-Antikérpers zum H-zu-Y-Austausch, durch den das
Hexapeptid 01 (HpTGEKP) in das Hexapeptid 101 (YpTGEKP) umgewandelt wurde ("%
(s. Abschnitt 3.4.1).

Der aufgrund der Ergebnisse dieser Dissertationsschrift neu eingeflihrte unorthodoxe Epitop-
Paratop-Bindungstyp (32 (s. Abbildung 26 B) sollte zukinftig mittels alternativer Epitop-
Feincharakterisierungs-Verfahren  (s. Abschnitt1.2.4) analysiert werden, um die

Unterscheidung zu unspezifischen Bindungen zu bestatigen.

Die Feincharakterisierung von Epitopen, z.B. mittels ITEM-TWO, ist bedeutend fir die
Interpretation experimenteller Daten von Antikérpern: Anwendungen fir Untersuchungen
spezifischer Proteine und ihrer Mutanten in biomedizinischer Forschung, Diagnostik und
Therapie sind auf das unveranderte Vorhandensein des Erkennungsmotivs eines

Antikorpers, d. h. seines Epitops, angewiesen (3% (s. Abschnitt 4.3).

Direkte ESI-MS-Messungen sind zur Untersuchung von Antikérper-Peptid-Bindungen nur
geeignet, wenn die Bindung zu einer hohen Ausbeute an Immunkomplexen fihrt und deren
lonensignale als deutlich sichtbare Satellitenionensignale sichtbar sind, oder auf der
m/z-Skala aufgrund der Massenzunahme deutlich verschoben sind. Dies konnte haufig
beobachtet werden und ist auch in der Literatur dargestellt ("84, Allerdings kann dieser direkte
Bindungsnachweis allein insbesondere dann nicht mehr ausreichend sein, wenn ein
Antikérper (z. B. der anti-HpTGEKP-Antikérper) unter verschiedenen Epitoppeptiden mit nur
geringflgig unterschiedlichen Massen (z.B. Hexapeptide 100 bis 103 der in
Endometriumkarzionomen mutierten ZNF-Linkersequenzen) ein Epitoppeptid bindet
(z. B. Hexapeptid 102) ("'4). Die Massenauflésung ist dann nicht ausreichend hoch, um die
geringen Massenunterschiede eindeutig differenzieren zu konnen ("4, Zusatzlich gilt es zu
berlcksichtigen, dass bei lediglich einer Verbreiterung der Antikdrperionensignale auf ihrer
Flanke mit hdherer Masse anstelle von Satellitenionensignalen, dies lediglich als Hinweis
und damit keinesfalls beweisend fir eine Antikorper-Peptid-Bindung interpretiert werden
kann ("4 Dieser Fall tritt z. B. ein, wenn nur wenig Komplex ausgebildet wird und die Kom-

plexionensignale nicht intensiv in Erscheinung treten. Dieser Fall wird durch den Vergleich
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der Antikérperionensignale in Antikorper-Peptid-Gemischen mit unorthodox bindenden (z. B.
Phospho-Hexapeptid 102, s. Abschnitt3.4.2) und nicht-bindenden Hexapeptiden (z.B.
Hexapeptid 101, s. Abschnitt 3.4.1) verdeutlicht. Der qualitative Beweis des Vorhandenseins
bzw. Fehlens einer Antikdrper-Peptid-Bindung gelingt jedoch zweifelsfrei mittels ITEM-TWO.
Unabhangig von den oben genannten Einschrdnkungen werden dabei aus einem
Immunkomplex protonierte Epitoppeptide freigesetzt und deren lonensignale im niedrigen
Massenbereich des Massenspektrums mit Isotopenauflésung nachgewiesen (orthodoxe oder
unorthodoxe Antikdrperbindung) 2. Im Gegensatz dazu ist die Abwesenheit von
Peptidionensignalen ein Beweis daflr, dass keine Antikdrperbindung entstand, also kein

Immunkomplex gebildet wurde (14,

Al-Majdoub et al. (8 berichten, dass ein Verlust einer Antikorper-Peptid-Bindung durch
einen Austausch des Argininylrestes (R) gegen einen Prolinylrest (P) héchstwahrscheinlich
auf eine Unterbrechung der Sekundarstruktur eines a-helicalen Peptids zurtickzufiihren sei.
Die in dieser Dissertationsschrift vorgestellten Ergebnisse (s. Abschnitt 3.4) sind allesamt
davon zu unterscheiden. Der Verlust der Antikorper-Peptid-Bindung fand durchweg durch
einzelne Aminosaureaustausche statt und nicht aufgrund einer Strukturveranderung héherer
Ordnung. Begrindend ist anzufihren, dass die modellierten 3D-Strukturanalysen aller
untersuchten Peptide trotz des H-zu-Y- oder H-zu-pY-Austauschs nahezu identische
Ruckgrat-Konfigurationen aufweisen und auffallige Strukturabweichungen hauptsachlich die
Orientierungen der Seitenketten der Aminosaurereste im Verhaltnis zueinander betreffen 14,
Obwohl diese, als ursachlich fir den Verlust der Antikdrper-Peptid-Bindung angenommene
Strukturveranderung, im Gegensatz zu einer Sekundarstrukturveranderung eher subtil ist,
beeintrachtigten  sie  erheblich den  molekularen  Erkennungscode fur  den
anti-HpTGEKP-Antikoérper, wie durch ITEM-TWO nachgewiesen wurde ("% (s. Abschnitt 3.4).
Die partielle Wiederherstellung des anti-HpTGEKP-Antikérperbindemotivs bei Phospho-
Hexapeptid 102 (pYTGEKP) kann vermutlich darauf zurlickgeflihrt werden, dass nur die
Phosphogruppe am Tyrosinylrest die Position erreichen kann, die sonst von der
Phosphogruppe des Threoninylrestes in Hexapeptid 01 (HpTGEKP) besetzt ist, weil die
Seitenkette des Tyrosinylrestes im Vergleich zu der des Histidinylrestes groRer ist (14),

Neben dem partiellen oder kompletten Verlust des molekularen Erkennungscodes eines
Antikérpers aufgrund umfassender struktureller Veranderungen (z. B. Anderung der Faltung
des Ruckgrats), mussen also lokal veranderte biochemische Eigenschaften an den direkten
Positionen der jeweilig ausgetauschten und veranderten Aminosaurereste berucksichtigt
werden. Diese konnen zu einem unterschiedlichen Antikorperbindungsverhalten von
Epitoppeptiden  flhren (z.B. Umkehr der Ladung polarer Reste, etwa bei

E-zu-K-Austauschen) (137,
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Einschrankungen des ITEM-TWO-Verfahrens im Hinblick auf die Ubertragbarkeit der
gemessenen Immunkomplexdissoziationsenergien in der Gasphase auf das Verhalten von
Immunkomplexstrukturen in Lésung ergeben sich daraus, dass in der Gasphase nuancierten
Strukturveranderungen der Aminosaurereste an den adulleren Oberflachen der
Immunkomplexionen vorliegen, da deren Wechselwirkungen mit Lésungsmolekiilen nun
fehlen (s. Abschnitt 1.3.3). Diese Veranderungen sind allerdings im Bereich der direkten
Komplex-Oberflachen minimal (132 139. 140) " go|iten aber nicht komplett vernachlassigt werden.
Die Ahnlichkeit der in der Gasphase bestimmten Bindungsstérken zu jenen in Ldsung -
bezogen auf die jeweilige Reihenfolge mehrerer Epitop-Paratop-Bindungspartner im
Vergleich, also nicht auf die jeweiligen Absolutwerte - ist dann besonders hoch, wenn in
Lésung bereits die Epitop-Konformation so existiert wie in der gebundenen Konformation. Mit
anderen Worten: Wenn die im Komplex vorherrschende Konformation bereits in Losung auf
Seiten des Epitops - unabhangig davon, ob ein Antikorper in der Nahe ist - existiert, dann
stimmen die, anhand der Bindungsenergien in Losung ermittelten Reihenfolgen mit denen
der Dissoziationsenergien in der Gasphase gut Uberein. Ist dies nicht der Fall und die
Konformation des komplexierten Epitops bildet sich in Losung erst wahrend der Bindung an
das Paratop des Antikérpers, dann sind in Ldsung zusatzliche energetische Hirden zu
Uberwinden, die sich bei der Dissoziierung des Immunkomplexes in der Gasphase nicht
nachvollziehen lassen. Somit kann es dann dazu kommen, dass eine Reihenfolge der
Bindungsenergien in Losung von der der Dissoziationsenergien in der Gasphase abweichen

kann.

Die Klarung der Frage, welcher der beiden oben skizzierten Falle (die gebundene
Epitopkonformation ist in Lésung vorgebildet oder nicht) in einer gegebenen Epitopstruktur
einer Untersuchungsreihe vorliegt, gelingt mit Hilfe des molecular modelings "*"). In der
vorliegenden Dissertationsschrift wurden 3D-Strukturanalysen der Epitoppeptide in
Zusammenhang mit dem ITEM-TWO-Verfahren vorgenommen, um den molekularen
Erkennungscode eines Antikorpers zu entschlisseln sowie abzuklaren, dass die
massenspektrometrisch erzielten Ergebnisse in der Gasphase mit denen in Ldsung
vergleichbar sind "% (s. Abschnitt 3.4.3).

Mit der, auf die Epitop-Feincharakterisierung von Antikérpern angewandten, Visualisierung
und Berechnung definierter struktureller Peptideigenschaften aus modellierten
3D-Strukturanalysen werden experimentelle Daten in einen 3D-Struktur-Kontext gestellt (189
Die VerknlUpfung experimenteller Daten mit computergestutzten Ansatzen ermdglicht es,
Schlussfolgerungen mit atomarer Auflosung zu ziehen (®%), Durch die Kombination von
Massenspektrometrie und  Molekulardynamiksimulationen lassen sich  strukturelle

Umlagerungen von nicht-kovalenten Proteinkomplexen im Hinblick auf inren Ubergang von
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der kondensierten Phase in die Gasphase mit einer Auflésung bis zu einer einzigen

Aminosaure untersuchen (139,

4.2. Bedeutung von Missense-Mutationen fur die Epitopstruktur und
eine assoziierte Tumor-Diagnostik

ZNF-Proteine bilden die grote Klasse von Transkriptionsfaktoren beim Menschen und die
Unterklasse der C2H2-ZNF-Proteine werden von (ber 750 bekannten Genen kodiert (87,
ZNF-Gene fungieren als Tumorsuppressoren in der Genregulation z.B. durch die
Regulierung des Verkniipfens Heterochromatin-induzierender Faktoren (1%, ZNF-Proteine
kommen also prinzipiell fir die Tumordiagnostik in Frage und entsprechende diagnostische
Antikorper koénnen eine hohe Wertigkeit erlangen. Der Austausch einzelner
Aminosaurereste, etwa von ZNF-Linkersequenzen, kann jedoch zu einem Verlust der
DNA-Bindung von Transkriptionsfaktoren iber C2H2-ZNF-Doméanen fiihren (®), was bei
einer Antikdrper-basierten Diagnostik zu berlicksichtigen ist. Die Gene der ZNF-Proteine
konnen karzinomrelevante somatische Mutationen aufweisen 9. Eine Missense-Mutation
fuhrt, durch den Austausch des Histidinylrestes (H11Y-Austausch), welcher als einer von vier
Aminoséaureresten in der Koordination des Zinkatoms der ZNF eingebunden ist ('Y, zu einem
oben beschriebenen Verlust der DNA-Bindung. Fir die optimierte DNA-Bindung ist auch der
ausgetauschte Histidinylrest (H) als Bestandteil der ZNF-Linkersequenzen zwischen den
ZNF-Domanen verantwortlich (8% 190 |m Gegensatz zu einem Austausch des Histidinylrestes
(H) durch einen Cysteinylrest (C), kann also davon ausgegangen werden, dass ein
Austausch eines Histidinylrestes (H) durch einen Tyrosinylrest (Y) die Zinkkoordination
schwécht bzw. aufhebt G% 191 192 Neben Histidinylresten (H) spielen weiterhin anscheinend
insbesondere Threoninylreste (T) und Serinylreste (S) der ZNF-Linkersequenzen eine Rolle
fur die DNA-Bindung (3. Die DNA-Bindung bestimmter Proteine wird z. B. auch durch die
Phosphorylierung von Aminosaureresten der ZNF-Linkersequenzen reduziert ('%1%) was
auch malgebend fur die Steuerung von Prozessen der zellularen Differenzierung und

Reifung angesehen wird (197),

Der bei Munroe et al. ®® beim Endometriumkarzinom gehaufte H11Y-Austausch betrifft exakt
die erste Position der als Hexapeptide untersuchten Linker-Regionen von ZNF-Proteinen.
Dieser H-zu-Y-Austausch stellt eine Einzelaminosaure-Missense-Mutation dar 9, die durch
Veranderungen im Basentriplett CAU zu UAU bzw. CAC zu UAC auf DNA-Ebene ausgelost
wird und eine pathogene Veranderung zur Folge hat (Treibermutation). Mutationen sind nicht
mit einem Einzelaminosaure-Polymorphismus (single amino acid polymophism, SAP) zu

verwechseln. Zwar ist ein SAP ebenfalls auf einen Einzelnukleotid-Austausch (single
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nucleotide polymophism, SNP) zurickzuflihren, der jedoch als Polymorphismus nicht

zwingend pathogene Folgen nach sich zieht (%),

Das Phospho-Hexapeptid 102 (pYTGEKP) stellte in den Untersuchungen des, beim
Endometriumkarzinom in ZNF-Linkersequenzen durch Punktmutation gehauft auftretenden
H11Y-Austauschs @9, das einzige Bindemotiv dar, an das der anti-HpTGEKP-Antikbrper
binden konnte (s. Abschnitt3.4.2). Damit scheidet der anti-HpTGEKP-Antikérper zur
Diagnostik des H11Y-Austauschs bei ZNF-Linker-Hexapeptiden im Allgemeinen und damit

beim Endometriumkarzinoms im Speziellen in der klinischen Praxis aus.

Die in dieser Arbeit vorgenommenen Untersuchungen dienen zur prazisen Bestimmung von
Epitop-Strukturen und damit der genauen Bestimmung von spezifischen sowie orthodoxen
Antikorper-Interaktionen, mit dem Ziel die Antikorper-basierte Tumordiagnostik noch

verlasslicher zu gestalten.

Die Bedeutung von Antikdrperanalysen in experimentellen Untersuchungen wird im Fall
absichtlich eingefuhrter ZNF-Linkermutationen im ZNF-Protein 809 nachfolgend verdeutlicht.
Die immunanalytischen Untersuchungen lieferten Hinweise auf mutationsbedingte
Veranderung der Proteinlokalisierung, d. h. die Markierung entsprechender Proteine durch
immunfluoreszenzmarkierte Antikorper wechselte vom Zellkern zum Nukleolus ("*. Diese
Studie weist auf die Bedeutung spezifischer Antikdrper als Hilfsmittel flr zellbiologische
Untersuchungen hin, welche nur dann gelingen, wenn die strukturelle Integritdt des Epitops
nicht beeintrachtigt wird 1'4). Das in dieser Dissertationsschrift gezeigte Beispiel stellt heraus,
dass die Annahme der strukturellen Integritat des Epitops nach Mutation nicht zwangslaufig
eingehalten ist (s. Abschnitt 3.4).

Die Bedeutung jeglicher Missense-Mutationen an exakt Position 11 der ZNF-Protein-Gene
(die z. B. zum untersuchten H11Y-Austausch fliihren kénnen, s. Abschnitt 3.4) im Hinblick auf
Tumorentwicklung und -progression im Allgemeinen wird nachfolgend hervorgehoben:
Missense-Mutationen an Position 11 konnten in Genen, z. B. dem ZNF-Protein-331-Gen,
nachgewiesen werden, die in einer Erhebung von kausal fir Tumore verantwortlichen Genen
(Cancer Gene Cansus) gelistet sind %), Dariiber hinaus gibt es noch weitere ZNF-Gene mit
nachgewiesenen Missense-Mutationen an Position 11, die zwar im Cancer Gene Cansus
nicht aufgefuhrt sind, aber dennoch eine Rolle in der Tumorentwicklung und -progression
spielen. Dazu gehdren z. B. die Gene PEG 3, ZNF 382, ZNF 420, ZNF 273, ZNF 677 und
ZFP 28 (9,

Den H-zu-Y-Austausch in ZNF-Linkersequenzen durch somatische Mutationen wiesen
neben dem Endometriumkarzinom, bei dem funktionell bedeutende Positionen in

ZNF-Domanen 18 % haufiger als zufallig erwartet mutiert sind, weitere Karzinome gehauft
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auf ®®, Dazu gehort neben dem Melanom auch das Kolorektalen Karzinom ©9). Die
Bedeutung des H11Y-Austauschs wird verdeutlicht, wenn man bedenkt, dass sich beim

Melanom ein Austausch auf Position 11 fast ausschlieRlich als H11Y-Austausch darstellt ©9).

Beim Kolorektalen Karzinom wurde das Vorhandensein von Autoantikbrpern gegen
ZNF-Proteine hinsichtlich der Verwendung als moglicher Marker in der Fruhdiagnostik

untersucht (01,

Das Gen fir das ZNF-Protein331, dessen Punktmutationen zum untersuchten
H11Y-Austausch flhrt®® (s. Abschnitte 1.1.4 und 3.4), wurde im Magenkarzinom zwar
unmutiert, aber herunterreguliert nachgewiesen, was in engem Zusammenhang mit der
Hypermethylierung des Promotors steht@%), Wang et al.?®® wiesen in ca. 67 % der
Kolorektalen Karzinome eine Methylierung nach, und da der Verlust bzw. die verringerte
Expression von ZNF-Protein 331 mit der Methylierung der Promotorregion korreliert, wird
auch hier der Zusammenhang eines herunterregulierten ZNF-Proteins 331 mit einem
Karzinom deutlich. Vedeld et al.®®) sahen sogar in der veranderte Methylierung des
Promotors fur das ZNF-Protein 331 Potential fur einen Biomarker mit hoher Sensitivitat
(ca. 71 %) und Spezifitdt (ca. 98 %) des Kolorektalen Karzinoms. Eine Promotor-
Hypermethylierung fiir ZNF-Protein 331 konnte auch beim Osophaguskarzinom gezeigt

werden (209),

Da zwei vollig unterschiedliche zellulare Prozesse, einerseits die H11Y-Mutation und
andererseits eine Promotor-Methylierung, dazu fuhren, dass wenig bis gar kein funktionelles
ZNF-Protein 331 in der Zelle vorliegt, kann man Folgendes schlussfolgern: Der Verlust des
funktionellen ZNF-Proteins steht in direktem Zusammenhang mit der Tumorentwicklung, es
handelt sich also um eine Treibermutation (driver mutation). Eine genauere Untersuchung
zum Auftreten dieser Mutation ist daher von groRem Interesse, insbesondere wenn diese zu

einer Therapie-Entscheidung herangezogen werden kann.

Im Hinblick auf die Entstehung und Progression von Tumoren im Allgemeinen kdnnen
Genmutationen in Treibermutationen und Passenger-Mutationen (passenger mutations)
unterteilt werden %6 207) fiir die jeweils Mutationen in ZNF-Proteinen beispielhaft angefiihrt
werden konnen %638 114 Treibermutationen, wie z.B. die PTEN-Genmutation beim
Endometriumkarzinom ¢"  (s. Abschnitt 1.1.3), verschaffen Zellen einen selektiven
Wachstumsvorteil und filhren zu einer leicht schnelleren klonalen Expansionsrate eines
Tumors ?%), Bozic et al.?%® gehen davon aus, dass Treibermutationen die Probabilitat
verringern, dass Zellen differenzieren, sterben oder altern und folglich die Anzahl der
Tumorzellen erhdht wird. Im Gegensatz dazu, verandern Passenger-Mutationen die
Lebensfahigkeit einer Zelle nicht und finden sich in Zellen, die gleichzeitig oder spater eine

Treibermutation aufweisen ?%), Da jeder nachfolgende Klon einer Tumormutante eine
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schnellere Wachstumsrate als derjenige davor aufweist, wird angenommen, dass der Erwerb
nachfolgender Treibermutationen mit zunehmender Tumorprogression zunimmt %) Auch
eine Einteilung zu den Treiber- oder Passengermutationen tragt zum Verstandnis der Rolle
einer Antikorper-basiert untersuchten Mutation, z.B. einer ZNF-Linkermutation
(s. Abschnitt 3.4), bei.

4.3 Ausblick

Im Hinblick auf Untersuchung veranderter Antikérperbindungen bei sowohl
Einzelaminosaure-Missense-Mutation, als auch bei SAPs des Epitoppeptids stellt sich die
Frage, ob das flir die Bindung essentiell bendtigte Bindemotiv eines Antikoérpers (hier des
anti-HpTGEKP-Antikorpers) auch bei weiteren Aminosaureaustauschen, die in dieser Arbeit
nicht getestet wurden, noch ausgebildet ist "', Um dieser Frage nachzugehen, kénnte man
die kodierende SNP-Datenbank konsultieren (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/; Zugriff:
23. Januar 2023, 10:23 Uhr) und anschlieend mittels ITEM-TWO testen, ob der Antikdrper
ein Peptid binden kann, das einen SAP aufweist ('), Um die Bedeutung eines untersuchten
SAP im klinischen Kontext zu erlautern, misste noch im Hinblick auf dessen Relevanz, die
Haufigkeiten der, den Austauschen zugrundeliegenden Mutationen erforscht werden.
Mégliche, durch SAPs in den Epitoppeptiden bedingte, diagnostische Verzerrungen in der
Bindung eines Antikdrpers mit nicht hinreichend bekanntem molekularen Erkennungscode
konnen auch durch SNP-Analysen ausgeschlossen werden 2% 299 Alternativ kann — sofern
vorhanden — ein noch spezifischerer Antikérper diagnostisch eingesetzt werden, der
moglichst viele der am haufigsten vorkommenden SAPs von klinischer Relevanz markiert,
um den Anforderungen der individualisierten Medizin gerecht zu werden 19, Folglich sollte
bekannt sein, welches Bindemotiv der Antikdrper toleriert und bei welchen Mutationen bzw.
Aminosaureaustauschen ein Einsatz keine diagnostisch ausreichenden Informationen liefert.
Nur mit den bestmdglich validierten Antikdrpern kdnnen in der Diagnostik, aber auch in der

Forschung und Therapie eindeutige und gesicherte Ergebnisse erzielt werden.

Eine Ursache der Reproduzierbarkeitskrise in der Medizin @' stellen nicht umfanglich
verstandene Epitop-Paratop-Interaktionen dar. Aus diesen nicht vollstdndig untersuchten
Epitop-Paratop-Interaktionen kénnen sich potentielle Kreuzreaktivitaten des betreffenden
Antikdrpers mit anderen Proteinen ergeben bzw. durch Mutationen leicht veranderte
Epitoppeptidsequenzen koénnen Antikérper-Bindungsanderungen auslésen. Bei einer
vorliegenden, aber unerkannten Kreuzreaktivitdt eines Antikbrpers mit anderen
Epitoppeptiden, besteht also die Gefahr, falschlicherweise von einer nachgewiesenen
Bindung an dessen Epitop-Zielstruktur auszugehen. Umgekehrt kann eine Bindung

ausbleiben, weil im Epitopbereich nur ein einziger Aminosaurerest in Folge einer Mutation
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ausgetauscht wird, was als ,falsch-negatives Ergebnis zu werten ware. Folglich wird klar,
dass eine prazise Validierung eines jeden Antikorpers eine Analyse aller potentiellen
Kreuzreaktivitaten des Antikorpers umfassen sollte ?'2)., Dies gilt nicht nur fur Antikorper mit
unbekannten Bindemotiven, sondern auch fir Antikérper, die gegen ein exaktes Bindemotiv
synthetisiert und getestet wurden, z.B. den in dieser Arbeit untersuchten monoklonalen
anti-HpTGEKP-Antikorper.

Das ITEM-TWO-Verfahren ist fur die prazise Charakterisierung von Antikdrper-Bindemotiven
auf Aminosaure-Ebene exzellent geeignet und damit auch bedeutend fur die Aufklarung von
Antikérper-Bindeeigenschaften (132, Letzteres soll in der klinischen Diagnostik z.B. des
Endometriumkarzinoms Verwendung finden. Ein vermehrter Einsatz in der Kklinischen
Diagnostik im Allgemeinen bietet sich bei prazisen Ergebnissen zur Bindung einer
Epitoppeptidsequenz durch einen Antikérper und gleichzeitig geringem Materialverbrauch
sowie Schnelligkeit der Analyse (114 132 140. 167 gn_ Die Priifung von Peptid-Antikorper-
Wechselwirkungen, d. h. die Epitop-Feincharakterisierung mittels ITEM-TWO, liefert wertvolle
Informationen Uber die Bindungsfahigkeit eines Antikorpers an sein Antigen (49, Dies ist
insbesondere der Fall, wenn das eigentliche Wildtyp-Protein oder dessen mutiertes
Proteinderivat weder kloniert, exprimiert, aufbereitet und gereinigt noch aus dem
entsprechenden Gewebe bzw. Tumor isoliert wurde ', Somit kénnen Antikérper-basierte
experimentelle Ergebnisse im Hinblick auf die Variabilitdit des Antikorper-Bindemotivs
genauer interpretiert werden. Dies gilt fir in der medizinischen Diagnostik eingesetzte
Antikorper, deren Bindungserkennungen mit ITEM-TWO prazise validiert werden kénnen, da
klar wird, ob der betreffende Antikbrper Mutationen, die zu einer veranderten Epitopstruktur
fuhren, toleriert. Der betreffende Antikérper kann nach einer ITEM-TWO-Analyse weiterhin
hinsichtlich seines diagnostischen Einsatzes genau definiert werden, da nicht nur die
Bindung an das Zielantigen bekannt ist, sondern auch die Bindung an veranderte
Epitopstrukturen bzw. andere Proteine. Weiterhin liefert eine Feincharakterisierung der
Epitopstruktur mittels ITEM-TWO bei therapeutisch eingesetzten Antikérpern Informationen
zur Frage, bei Bindung an welchen Proteinen bzw. veranderten Epitoppeptidsequenzen mit
Effekten auRerhalb der Epitop-Zielstruktur (Off-Target-Effekten = unspezifische Bindung) zu

rechnen ist.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels des Epitop-Feincharakterisierungsverfahrens
ITEM-TWO untersucht, inwieweit das fur die Antikérperbindung erforderliche Bindemotiv des
anti-HpTGEKP-Antikorpers, der gegen die haufigste vorkommende
C2H2-ZNF-Linkersequenz HpTGEKP synthetisiert wurde, dezidierte Aminosaureaustausche
bzw. einen veranderten Phosphorylierungsstatus toleriert. Da C2H2-ZNF-Linkersequenzen
Aminosaureaustausche als Folge karzinomrelevanter somatischer Genmutationen aufweisen
konnen %, wurde einerseits untersucht, inwieweit die 10 haufigsten vorkommenden C2H2-
ZNF-Linkersequenzen als Epitop-spezifische Hexapeptide das Bindemotiv des
anti-HpTGEKP-Antikdrpers ausbildeten. Andererseits wurde ein besonderer Fokus auf den
H11Y-Austausch (H-zu-Y-Austausch) in den Epitoppeptidsequenzen gelegt, da dieser
Aminosaureaustausch aus in einer in Endometriumkarzinomen signifikant angereicherten

Punktmutation des Gens fir das ZNF-Protein 331 resultiert 9.

Dabei konnten Epitop-spezifischen Unterschiede fir eine zustande gekommene
Antigenbindung, die nicht von der Bezeichnung spezifisch bzw. unspezifisch abgedeckt wird,
festgestellt werden. Die daher neu eingefiihrten Epitop-Paratop-Bindungstypen unorthodox
bzw. orthodox prazisieren das Bindungsverhalten von Antikérpern auf der Sub-Epitopebene,

d. h. auf der Ebene der einzelnen Aminosaurereste (114, 132, 137),

Beim orthodoxen Epitop-Paratop-Bindungstyp konnte eine starkere von einer schwacheren
anti-HpTGEKP-Antikorperbindung differenziert werden. Anhand starker in orthodoxer Weise
an den anti-HpTGEKP-Antikérper bindenden Phospho-Hexapeptiden konnte ein bipolares
Bindemotiv des Antikdrpers definiert werden: Eine N-terminale negative Ladung, dargestellt
z.B. durch einen phosphorylierten Threoninylrest (pT), wurde von einer C-terminalen
positiven Ladung, d. h. dem Dipeptidyl-Rest (KP, RP oder KL) flankiert. Im Gegensatz dazu
scheint der anti-HpTGEKP-Antikdrper Phospho-Hexapeptide, die C-terminal statt
Aminosaurerresten mit  positiven Ladungen saure Aminosaurereste enthalten,

vergleichsweise schwacher und zwar in orthodoxer Weise zu binden.

Bei dem als Western-Blot-Analyse zur Bestatigung des Bindungsverhaltens durchgefiihrten
kompetitiven Antikorper-Peptid-Immunkomplex-Substitutionsassay wurde bestétigt, dass
eine starke Gasphasenbindung von Immunkomplexen mit orthodox-bindenden Phospho-
Hexapeptiden in den ITEM-TWO-Experimenten mit einer effizienten Blockierung der

Antikorper-Paratope in LOsung einhergeht.

Der unorthodoxe Epitop-Paratop-Bindungstyp, bei dem die
anti-HpTGEKP-Antikérperbindung verglichen mit dem orthodoxen Bindungstyp reduziert ist,
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trat bei Phospho-Hexapeptiden auf, die zusatzlich zum phosphorylierten Threoninylrest (pT)
eine C-terminale hydroxylhaltige Aminosaure (T, S) oder anstelle des N-terminalen
phosphorylierten  Threoninylrestes (pT) einen phosphorylierten  Serinylrest (pS)
aufweisen (32, AuRerdem konnte der unorthodoxe Epitop-Paratop-Bindungstyp, bei dem das
Bindemotiv des Antikérpers nur partiell ausgebildet ist, bei Phospho-Hexapeptiden mit nicht-
kanonischen Aminosauresequenzen (HpTHTHT) sowie beim H-zu-pY-Austausch an erster
Position der Phospho-Hexapeptide in Kombination mit einer fehlenden Phosphorylierung des
angrenzenden Threoninylrestes gezeigt werden (pYTGEKP). Dieses Epitop-spezifische
Hexapeptid pYTGEKP enthielt die einzige Aminosauresequenz bei der ein
H-zu-Y-Austausch vom Bindemotiv des anti-HpTGEKP-Antikérpers zumindest partiell
toleriert wurde. Bei allen davon abweichenden H-zu-Y-Austauschen an erster Position der
untersuchten Hexapeptide (YTGEKP, YpTGEKP, pYpTGEKP) sowie bei komplett fehlender
Phosphorylierung  (HTGEKP, YTGEKP) zeigte sich, dass das fur die
anti-HpTGEKP-Antikorperbindung essentiell benétigte Bindemotiv nicht ausgebildet wird.

Ein am Beispiel der Untersuchungen zum molekularen Erkennungscode des
anti-HpTGEKP-Antikorpers geleisteter Beitrag zur Epitop-Feincharakterisierung von
Antikorpern hat eine nicht zu unterschatzende Bedeutung zur Validierung der Tauglichkeit
eines Antikoérpers fir den Einsatz in Forschung sowie Diagnostik und Therapie von
Krankheiten, da sowohl zu Kreuzreaktivitaten des Antikdrpers als auch Uber Bindemotiv-
verandernde Strukturanderungen Kenntnisse auf submolekularer Ebene gewonnen werden
kénnen. Diese Arbeit leistet damit einen Beitrag hin zu einer praziseren Medizin (precision

medicine) der Zukunft.
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6. Anhanq

6.1 Anhang Material und Methoden

6.1.1 Erganzungsinformation zu ,2.1 Zellkultur und Herstellung von
Proteinextrakten®

Zu ,2.1.1 Zellkultur und Herstellung von Proteinextrakten®

Lésungen:

IMDM-L6sung: IMDM (mit L-Glutamin und 25mM HEPES, Artikelnummer: 12440,
Lotnummer: 2120769, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) erganzt mit
10 % standardisierten fetalen Rinderserum FBS Superior (hitzeinaktiviert, Artikelnummer:
S 0615, Biochrom, Berlin, Deutschland), 45 Einheiten/ml Penicillin und 45 pug/ml Streptomycin
(Artikelnummer: 15070063, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

Trypsin-EDTA 0,05 % (Artikelnummer: 11580626, Lotnummer: 2071733, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

DPBS (Artikelnummer: 14190-094, Lotnummer: 1900013, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)

Das fur die Losungen der gesamten Experimente verwendete Reinstwasser stammt aus der
hauseignen Reinstwasseranlage (Modellnummer: 08.2204, Seriennummer 2495/05,
TKA Genpure Wasseraufbereitungssysteme, Niederelbert, Deutschland). Zur
Durchmischung von Lésungen wurde der Schuttler Vortex Genie 2 (Modellnummer: G560E,
Seriennummer: 290553, Scientific Industries, Bohmen, New York, USA) genutzt. Alle
folgenden Arbeitsschritte wurden unter der mikrobiologischen Sicherheitswerkbank
(Artikelnummer: 51022515, Modellnummer: KS12, Seriennumer: 41842753, Thermo Electron
LED, Langenselbold, Deutschland) unter sterilen Bedingungen vollzogen. Der
Zellkulturinkubator  (Binder, Crailsheim, Deutschland) war fur Standardbedingungen
(befeuchtet, 37 °C, 5 % COy) eingestellt (170-213),

Es wurden adharent wachsende HAP1-Zellen der Zelllinien PBK-16 und C631 unter
regelmafiger Kontrolle unter dem aufrechten Lichtmikroskop (Seriennummer: 310447,
Modell: TMS-F, Okular: CFWE 10X/18, Nikon, Tokio, Japan) kultiviert. IMDM-LA&sung wurde
jeweils als Zellkulturmedium verwendet (7% 214 Um Stammzellkulturen zu erzeugen, wurden
die Zellen (=600000) aufgetaut und mit jeweils 6 ml IMDM-L6sung in 50 ml-fassenden
Zelliflaschen mit einer Wachstumsflache von 25 cm? (Artikelnummer: 690175, Greiner Bio-

One, Frickenhausen, Deutschland) behandelt. Hierzu wurden pro Zelllinie zwei entsprechend
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beflllte Zellkulturflaschen fur drei Tage im Zellkulturinkubator wachsen gelassen. Danach
wurde die Zellpassage eingeleitet, um die Dichte der Zellen wieder zu reduzieren.
IMDM-L6sung wurde dazu vorsichtig mit der Absauganlage (C 261 Aspirator, Atmos Medizin
Technik, Lenzkirch, Deutschland) entfernt. Dabei wurde eine Berlhrung der am
Flaschenboden wachsenden Zellen vermieden. Anschlieend wurde mit 5 ml DPBS gesplilt.
Folgend wurden die Zellen fir 8 Minuten mit 0,6 ml Trypsin-EDTA im Zellkulturinkubator
behandelt, um die adharenten Zellen zu l6sen und in Suspension zu bringen ("7, Daraufhin
folgte die erneute Zugabe von jeweils 5 ml IMDM-Lésung pro Zellkulturflasche. Damit sich
die adharenten Zellen durch die Scherkrafte voneinander I6sen, wurde dabei resuspendiert.
Die Reaktion wurde so gestoppt und die Zellpassage beendet “%. Die Zellen wurden nun im
Zellkulturinkubator bis zur erneuten Passage fir drei Tage wachsen gelassen.

Fur die folgende Zellzdhlung wurden jeweils 40 ul Zellsuspension mit 160 yl DPBS 1:5
verdinnt, durchmischt und die Zellzahl manuell in einer Neubauer-Zadhlkammer
(Neubauer improved, 0,0025 mm?, 0,1 mm Tiefe, Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen,
Deutschland) bestimmt. Diese Zellsuspension wurde in die Neubauer-Zahlkammer mit
darauf liegendem Deckglas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) so
pipettiert, dass die Zellsuspension von beiden Seiten unter das Deckglas gesaugt wurde.
Unter dem Lichtmikroskop wurden im Anschluss die lebenden Zellen viermal in 16
Quadraten manuell ausgezahlt, wobei zwei der vier Zahlungen im oberen Zahlfeld und die
anderen beiden im unteren Zahlfeld erfolgten ?'¥. Die lebenden Zellen zeigten sich
lichtmikroskopisch glanzend rundlich, wahrend die toten Zellen sich grau und sehr heterogen
geformt zeigten.

Die vorliegenden Konzentrationen pro Milliliter wurden fir jede der beiden Zellreihen nach

folgender Formel berechnet “%):

c[mi=F-x-10*[mI"]

¢ - Konzentration der Zellen pro ml

F - Verdunnungsfaktor (betragt 5, da die Zellsuspensionen 1 : 5 mit DPBS verdunnt wurden)

X - arithmetisches Mittel der Zellzahl pro 16 Quadrate

Zur nachfolgenden Exposition der Zellkulturen gegeniber in Ethanol geldster Okadasaure
und Ethanol allein (jeweils Versuchszellkulturen), wurden 150 000 Zellen jeder Zelllinie in vier
Vertiefungen einer 6-Well-Platte (Artikelnummer: 657160, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland) ausgesat. Um diese Zelldichten zu erreichen, wurden jeweils in
Zellkulturflaschen die zuvor gezahlten Zellsuspensionen mit IMDM-Lésung entsprechend

verdunnt. Vier Versuchszellkulturen wurden parallel durchgefuhrt und 2 ml IMDM-L&sung
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wurden je Vertiefung hinzugegeben. Anschliefend wurden die Zellen fur drei Tage im

Zellkulturinkubator wachsen gelassen.

Dann wurde das Zellaussehen aller Zellen mit Fotos durch das Okular des Lichtmikroskops
dokumentiert (s. Abbildungen4 und 5, jeweils A). Dazu wurde die Kamera (Aufldsung: 12
Megapixel, Weitwinkelobjektiv, Blendenzahl 1,8) des iPhone XR (Foxconn, Taipeh, Taiwan)
verwendet. Im Anschluss wurden zundchst IMDM-Ldsungen mit in Ethanol geldster
Okadasaure bzw. lediglich mit Ethanol hergestellt. Diese wird im Folgenden als IMDMoa (mit
in Ethanol geldster Okadasaure) und IMDMEey (lediglich mit Ethanol versetzt) bezeichnet.
Unter Einberechnung eines Milliliters Reserve wurden 5 ml IMDM-L6sung mit ca. 40,3 pl auf
Eis gekuhlter 124,2 yM Okadasaure-Stammlosung (Artikelnummer: 10011490, Lotnummer:
0573550-6, Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan, USA), gel6st in Ethanol, in 1,5 ml
fassenden Reaktionsgefalen (Artikelnummer: 0030120.086, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) vermischt. In der erhaltenen Losung lag somit 1 yM Okadasdure vor. Analog
dazu wurde in einem anderen Reaktionsgefal® 5 ml IMDM-L6sung mit ca. 40,3 yl 100 %

unvergalltem Ethanol vermischt.

Die IMDM-Lésung der Versuchszellkulturen wurde aus allen genutzten Vertiefungen der
Wellplatte abgesaugt und durch IMDMoa bzw. IMDMEw ersetzt. Pro Zelllinie wurden in eine
Vertiefung der 6-Wellplatte jeweils 2 ml IMDMoa, welche 16 pl 124 mM Okadaséaure, geldst in
Ethanol, enthielt, pipettiert. Die andere beiden Vertiefung der 6-Wellplatte wurden als
Kontrolle analog mit jeweils 2ml IMDMew, das Ethanol 0,8% (v/v) enthielt, befullt.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation im Zellkulturinkubator fir 6 Stunden und die Zellen

wurden erneut wie beschrieben fotografiert (s. Abbildungen 4 und 5, jeweils B und C).

Da die Behandlung mit Okadasaure zu rundlichen Zellen fuhrte, die sich von der Oberflache
der Vertiefungen der Wellplatte ablésten, wurde die Suspension aus Zellen im Uberstand
und IMDMoa in ein Zentrifugengefal® (1,5ml Fassungsvermégen, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) mit einer zusatzlichen Spulung mit 1 ml DPBS Uberfuhrt. Im Gegensatz dazu
blieben die mit IMDMew behandelten, heterogen geformten Zellen an den Plattenoberflachen
haften. Diese Zellen wurden wie folgend beschrieben geerntet. IMDMew, wurde abgesaugt
und es wurde mit 2 ml DPBS gespult. Um die Zellen voneinander und von der Oberflache zu
I6sen, wurden 0,25ml Accutase-Lésung (gelést in DPBS, enthdlt 0,5mM EDTA,
Artikelnummer: L11-007, Lotnummer: L00711-1137, PAA Laboratories, Pasching,
Osterreich) pro Vertiefung der Wellplatte hinzugegeben und diese im Zellkulturinkubator fir
10 Minuten inkubiert 2", Unter dem Lichtmikroskop wurde anschlieRend sichergestellt, dass
die Zellen vereinzelt vorlagen. Sich geléste Zellen wurden durch Resuspendieren in 1 ml
DPBS gesammelt (169,
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Zu ,2.1.2 Herstellung von Proteinextrakten aus geernteten Zellen® -

Absatz zur Zellpelletierung und Behandlung mit SDS-Puffer
In den im Nachfolgenden dargestellten Zentrifugierungsschritten wurden mit einheitlich
positionierten Reaktionsgefallen gearbeitet. Diese wurden dabei in der Zentrifuge so
positioniert, dass die mit dem Deckel befestigte Seite nach aulien ausgerichtet ist. Dies stellt
sicher, dass die enthaltenen Zellpellets nach dem Zentrifugieren an den gleichen Stellen zu
erwarten waren. Zum Absaugen wurde im Folgenden der Vacomat 120 (Modellnummer:
BZW3A0027, Bachofer, Reutlingen, Deutschland) verwendet.

Die vorliegende Suspension aller Versuchszellkulturen, bestehend aus DPBS und Zellen,
wurden bei 2500 rpm bei 4 °C fir 5 min zentrifugiert (504 RCF, Rotor 3325B, Biofuge Fresco,
Artikelnummer: 75005510, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland). Direkt im Anschluss
wurde die Zentrifugation jeweils flr 10 Sekunden auf 13 000 rpm erhdht, um sicherzustellen,
dass auch die Zellen an der Seitenwand des 1,5 ml fassenden Reaktionsgefalles, dem am
Boden befindlichen Zellpellet zugefiinrt wurden. Der Uberstand in dem jeweiligen
Reaktionsgefald wurde auf der gegenlberliegenden Seite des resultierenden Zellpellets
abgesaugt. Die Zellpellets (jeweils ca. 10 mg) der IMDMEetw exponierten Zellen wurden einmal
mit 1 ml DPBS gewaschen und die mit IMDMoa exponierten Zellen wurden zweimal mit
jeweils 11 ml DPBS (zuerst mit 10 ml, dann mit 1 ml) gewaschen. Letztere Suspension
wurden fur 2 Sekunden durchmischt. Eine langere Durchmischung wurde vermieden, um ein
Aufbrechen der Zellen zu vermeiden. Nach jedem Waschschritt wurden die Zellen durch
Zentrifugation bei 250 g und bei 4 °C fir jeweils 5 min pelletiert (fur Volumina unter 2 ml mit
der Biofuge Fresco und fur Volumina Uber 2 ml mit der Megafuge 1.0R (Artikelnummer:
75003060/02, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) verwendet). Der Uberstand wurde
verworfen. Abhangig der geschatzten GroRe des Zellpellets wurden die gewaschenen und
pelletierten Zellen in 500 bzw. 600 yl SDS-Puffer aufgenommen. Dabei wurde beachtet, dass
bei einem gréRReren Zellpellet auch eine héhere Menge SDS-Puffer bendtigt wurde, um die
Zellen zu lysieren. Die mit IMDMewn behandelten Zellpellets wurden jeweils in 600 pl
SDS-Puffer aufgenommen, die mit IMDMoa behandelten Zellpellets jeweils in 500 pl
SDS-Puffer.

Zu ,2.1.2 Herstellung von Proteinextrakten aus geernteten Zellen® -
Absatz zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen mittels RC DC Proteinassay
Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der hergestellten Proteinextrakte erfolgte nach
dem Protokoll des RC DC Proteinassays (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA). Die

anschlieRende Proteinquantifizierung basiert auf dem Lowry-Assay 16217,
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Zur Herstellung einer Lésung mit 10 mg/ml BSA (Artikelnummer: 500-0122, Sigma, Sankt
Louis, Missouri, USA) in SDS-Puffer, wurde BSA eingewogen und daraus die Menge des
bendtigten SDS-Puffers errechnet und hinzu pipettiert (s. Tab. 5). Diese BSA-Lésung wurde
fur das Anfertigen einer Kalibriergeraden in 0,5ml fassenden Reaktionsgefalien
(Artikelnummer: 0030121.023, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) mit jeweils 15l
Reinstwasser verdinnt. Demzufolge beinhaltet die zunachst als Doppelansatz erstellte
Verdinnungsreihe flnf Verdinnungsstufen und einen Blindwert. Fir die Proteinbestimmung
wurden in Doppelbestimmungen 5 pl der Proben mit 15 yl Reinstwasser und 5 pl SDS-Puffer
in 1,5ml fassenden Reaktionsgefallen durchmischt, sodass alle Mittelwerte der
Extinktionswerte der Probenlésungen innerhalb des linearen Bereichs der Kalibriergeraden
lagen. 125ul RC DC Protein Assay RC Reagenz1 (Artikelnummer: 500-0117, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) wurde jeweils allen Proben und Standards hinzu pipettiert und
die Loésungen durchmischt. Nachdem die Lésungen 60 Sekunden bei Raumtemperatur
standen, wurde selbiges Vorgehen mit 125yl RC DC Protein Assay RC Reagenz 2
(Artikelnummer: 500-0118, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) wiederholt. Anschlielend
wurden die Proben und Standards fur 5 Minuten bei 13000 rpm mit der Zentrifuge
MIKRO 22R (Rotor 1153, Typ 1110, Modellnummer: 0001161-03-00, Hettich, Tuttlingen,
Deutschland) zentrifugiert und der Uberstand sorgsam dekantiert. Hierbei wurde zunachst
Uberstand abgekippt und anschlieRend mit Prazisionstiichern (Kimtech Science,
Artikelnummer:  KC7552, Kimberly-Clark Europe Limited/Professional Sector, Reigate,
England) entfernt. Zentrifugieren und Dekantieren wurden wiederholt, um mdglichst viel
Uberstand zu eliminieren. Zu allen Zellpellets und Standards wurden jeweils 127 ul der
Lésung A’ (124,46 pl DC Protein Assay Reagenz A, Artikelnummer: 500 0113, gemischt mit
2,54 ul DC Protein Assay Reagenz S, Artikelnummer: 500-0115, jeweils
Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) gegeben. Die Zellsuspensionen sowie die Standards
wurden parallel durchmischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann
erneut durchmischt, bis sich jedes einzelne Zellpellet gelost hatte. Jeder Probe und jedem
Standard wurde 1ml DC Protein Assay Reagenz B (Artikelnummer: 500-0114, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) hinzugegeben, durchmischt und die Lésungen fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die Proben und Standards wurden in
Einwegmesskivetten (Artikelnummer: 67.742, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) umgefiillt
und die Extinktion der Lésungen mit dem Spektralphotometer Ultrospec 2000 UV
(Modelnummer: 80-2106-00, Seriennummer: 65578, Pharmacia Biotech, Cambridge,
England) bei 750 nm gemessen. Zunachst wurde die BSA-Kalibriergerade wie folgend
beschrieben erstellt. Der Ansatz ohne BSA wurde als Referenzwert genutzt und das
arithmetische Mittel jeder einzelnen Verdunnungsreihe bestimmt. Falls die beiden

Extinktionsmesswerte einer Verdinnungsstufe eine Differenz gréfier als 0,04 aufwiesen,
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wurden fir diese zwei neue Verdinnungen erstellt und diese erneut gemessen. Dann wurde
aus allen vier Messwerten das arithmetische Mittel gebildet. Mittels Excel 2010 (Microsoft,
Redmond, Washington, USA) wurde die Geradengleichung der BSA-Kalibriergerade
bestimmt, nach der Variablen x umgestellt und der Verdinnungsfaktor F wie folgt

einberechnet.

y=m-xtn

=[5
c=x:F

y - Ordinatenwert

m - Geradenanstieg

X - Abszissenwert

n - Schnittpunkt der Gerade mit der Ordinate
F - Verdinnungsfaktor (hier 5)

¢ - Proteinkonzentration der Proben in ug/ul

Durch Einsetzen der Mittelwerte jeder Probenmessung wurden die Proteinkonzentrationen

der Proben berechnet.

Menge BSA BSA-Lésung (10 mg/ml  SDS-Puffer in yl Reinstwasser in

BSA in SDS-Puffer) in pl 1]}
0 ug BSA 0 10 15
5 ug BSA 0,5 9,5 15
10 ug BSA 1 9 15
20 ug BSA 2 8 15
40 ug BSA 4 6 15
60 ug BSA 6 4 15

Vi
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6.1.2 Erganzungsinformation zu ,2.5 Praparation nano-ESI-MS-kompatibler
anti-HpTGEKP-Antikdrperldsungen®

Zum Absatz Umpuffern des anti-HpTGEKP-Antikorpers

Beim Umpuffern wurden 80ul (40ug) des erworbenen anti-HpTGEKP-Antikorpers
zusammen mit 400 yl 200 MM Ammoniumacetatldsung in einen bis zu einer Molekulgréie
von 50 kDA filternde, 0,5 ml fassende Zentrifugenfiltereinheit (Artikelnummer: UFC505096,
Amicon Ultra, Merck Millipore, Carrigtwohill, Irland) pipettiert. Diese Losung wurde dann fir
10 Minuten bei 22,5°C und 13000 rpm zentrifugiert (MIKRO 22R) und danach das Filtrat
verworfen. AnschlieRend wurden 400 yl 200 MM Ammoniumacetat zum Retentat pipettiert
und Zentrifugieren sowie Verwerfen des Filtrats auf gleiche Weise siebenmal wiederholt. Im
Folgenden wurde der Zentrifugenfilter umgekehrt und in ein neues Auffanggefall der
Zentrifugenfiltereinheit  eingesetzt. Die  anschlieBende  Zentrifugation —mit  der
Zentrifuge MIKRO 22R bei 22,5°C und 4500 rpm fur 5 Minuten diente zum Sammeln des
Retentats, welches ein Volumen von ca. 20 ul maR (1% 140 Diese Losung wird im Folgenden

als Antikorper-Stammldésung bezeichnet.

Zum Absatz Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Antikorper-Stammlosungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Antikoérper-Stammlésung erfolgte mit dem
Fluoreszenz-basierten Qubit™ 2.0 Fluorometer-Assay (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien,
USA). Eingangs wurde sichergestellt, dass sich alle im Folgenden genutzten Qubit-
Reagenzien fur das Experiment auf Raumtemperatur befinden. 796 ul Qubit-Proteinpuffer
(Artikelnummer: Q33212, Lotnummer: 2140289, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
wurden mit 4 pl Qubit Reagenz (Artikelnummer: Q33212 A, Lotnummer: 2397767, Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornien, USA) in ein 1,5ml fassenden Reaktionsgefal® pipettiert und
durchmischt. Von dieser Qubit-Arbeitsldsung wurden jeweils 190 ul in drei verschiedene
Qubit Assay-Reaktionsgefalle (Artikelnummer: Q32856, Lotnummer: FA46212196783,
Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) pipettiert. In jedes dieser drei Qubit Assay-
Reaktionsgefale wurden jeweils 10 pyl einer der drei Qubit Proteinstandards 1, 2 und 3
(Artikelnummer: Q33212, Lotnummer: 2397767, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
hinzupipettiert, durchmischt und flir 15 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proteinkonzentrationen fluoreszenzbasiert in dem Qubit™ 2.0 Fluoromter (Katalognummer:
Q32866, Seriennummer: 1012002291, Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, USA)
bestimmt. Auf diese Weise wurde das Qubit™ 2.0 Fluoromter kalibriert. 198 ul der
hergestellten Qubit-Arbeitsldsung wurde mit 2 pl der Antikérper-Stammldsung in einem Qubit
Assay-Reaktionsgefal® gemischt, fur 15 Minuten inkubiert und die Proteinkonzentration
fluoreszenzbasiert in dem Qubit™ 2.0 Fluoromter in Abhangigkeit der zuvor erstellten

Standardreihe bestimmt.

Vii
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6.1.3 Erganzungsinformation zu ,2.6 Praparation nano-ESI-MS kompatibler
Hexapeptidldsungen®

Nummer Aminosaure-

Peptid sequenz? Lotnummer

00 HTGEKP EP14310/2611S13
01 HpTGEKP EP14300/2611S03
02 HpTGERP EP14301/2611S04
03 HpSGEKP EP14302/2611S05
04 HpTHTHT EP14303/2611S06
05 HpTGKKP EP14304/2611S07
06 HpSGERP EP14305/2611S08
07 HpTGEKL EP14306/2611S09
08 HpTGEKS EP14307/2611S10
09 HpTEEKP EP14308/2611S11

10 HpTREKP EP14309/2611S12
100 YTGEKP EP15240/0611T09

101 YpTGEKP EP15241/0611T10

102 pYTGEKP EP15242/0611T11

103 PpYpTGEKP EP15243/0611T12

3 Schreibweise fir Aminosauren im Ein-
buchstabencode; kleines P gibt
Phosphorylierung der folgenden Aminosaure

an.

6.1.4 Erganzungsinformation zu ,2.8 Nano-ESI-Massenspektrometrische
Gerateeinstellung und Datenerfassung”

Zum Absatz der nano-ESI-Massenspektrometrischen Messeinstellungen zur
Charakterisierung der Ausgangsstoffe

Die Gerateeinstellungen fur die Erstellung des nano-ESI-Massenspekirums der
anti-HpTGEKP-Antikdrper-Arbeitslésung am Synapt G2S-Massenspektrometer entsprachen
denen der ITEM-TWO-Messungen (s. Abschnitt2.8) mit Ausnahme der konstanten
TRAP-Kollisionszellen-Spannungsdifferenz von 0V, des gewahlten Massenbereichs von
m/z 1000 - 8000 und des auf volle lonentransmission aller lonen eingestellten Quadrupol-

Massenfilters.

Von jeder Hexapeptid-Arbeitsldsung wurden nano-ESI-Massenspektren einzeln sowohl am
Q-ToF 2-Massenspektometer als auch am Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen.
Die Einstellungen des SynaptG2S-Massenspektrometers waren dabei wie folgt:

Kapillarspannung 1,9 kV; Quellentemperatur 50 °C; Konusspannung 30 V; Offset-Spannung

viii
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der Quelle 30 V; Nano-Flow-Gas 0,05 bar; TRAP-Kollisionszellen-Spannungsdifferenz
0- 1V; TRAP-Gasfluss (Argon) 0,5 ml/min; TRANSFER-Kollisionszellen-Spannungsdifferenz
2V; Spulgas (purge gas) 201/h; Konusgas (cone gas) 201/h. Der Quadrupol-Analysator
wurde auf volle lonentransmission aller lonen eingestellt. Alle Massenspektren wurden im
Massenbereich von m/z 200 - 2000 oder m/z 300 - 2000 erfasst.

Die Einstellungen des Q-ToF 2-Massenspektirometers waren wie folgt: Kapillarspannung
1kV, Quellentemperatur 40°C, Konusspannung 23V, Extraktorspannung 3V,
Radiofrequenz-Linsenspannung 1,3V, Detektorspannung 1950V, Pusher-Cycle-Zeit 88 us.
Der Quadrupol-Analysator war eingeschalten, um die Ubertragung von lonen auf den
niedrigen Massenseiten (< m/z 160) zu blockieren (M1 =200 mit Verweilzeit (dwell time) von
20 % der Scanzeit und Rampenzeit (ramp time) von 30% der Scanzeit, M2 =200 mit
Verweilzeit von 20 % und Rampenzeit von 30 % der Scanzeit, M3 =200; Gesamtzeit eines
Scans ist eine Sekunde). Der Massenbereich fur die Spektrenaufnahme betrug m/z0 bis
m/z 2000.

Zur zusatzlichen Peptid-Fragment-Analyse der Konstitutionsisomere Hexapeptid 101 und
102 wurden folgende Messeinstellungen am Q-ToF 2-Massenspektrometer verandert: Es
wurde auf Tandem-Massenspektrometrie umgestellt, die Quellentemperatur auf 60 °C erhdht

und die Konusspannung auf 20 V gesenkt.

6.1.5 Erganzungsinformation zu ,2.9 Analysen der massenspektrometrischen
Daten®

Zunachst wurden die einzelnen Ladungszustdnde der anti-HpTGEKP-Antikorper-

lonensignale mit folgender Formel berechnet ?'® :

_ mp-1
Z1=—
my-my

z1 — Ladung der jeweiligen molekularen Spezies
m1 — Masse (hier m/z-Wert) des nachstniedrigeren Ladungszustands
m2 — Masse (hier m/z-Wert) des nachsthdheren Ladungszustands

Die Zahl 1 im Z&ahler stellt die Masse der Ladungstrager (hier H* mit der Masse 1) dar. Die
berechneten Ladungszustéande des anti-HpTGEKP-Antikdrpers wurden ganzzahlig gerundet.
Es wurde darauf geachtet, dass innerhalb derselben Messung kein Ladungszustand doppelt
errechnet wurde. Mit beschriebenen Rundungswerten wurde die durchschnittliche molare
Masse M des anti-HpTGEKP-Antikérpers fir jeden einzelnen Ladungszustand nach

folgender Formel (Erklarungen zu z; und m s. oben) errechnet:
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M=z1-(m1—1)

Aus den berechneten molaren Massen der einzelnen Ladungszustdnde wurde das
arithmetische Mittel und die Standardabweichung aus vier Einzelmessungen berechnet, um

die durchschnittliche molare Masse M des anti-HpTGEKP-Antikérpers zu erhalten (s. Tab. 7).

Fir die analoge Vorgehensweise bei den folgenden ITEM-TWO-Messungen wurden die
molaren Massen und Standardabweichungen auch als Orientierungswerte fir die Zuordnung
der Ladungszustande der detektierten lonensignale innerhalb der molekularen Spezies des
anti-HpTGEKP-Antikorpers ohne gebundenes Peptid bei jeder ACV genutzt. Kamen dabei
augenscheinlich mehrere lonensignale flr einen Ladungszustand gleichermalien infrage,
wurde sich fur das lonensignal entschieden, bei dem der Ladungszustand rechnerisch eher
erwartet wurde. Dabei wurde einerseits der Vergleich mit dem nachsthdheren bzw.
nachsttieferen Ladungszustand innerhalb derselben molekularen Spezies herangezogen.
Andererseits wurde bei vorliegender Peptidbindung Uberprift, dass die Differenz zwischen
den mittleren molaren Massen des anti-HpTGEKP-Antikérpers und  des
anti-HpTGEKP-Antikérper plus ein Peptid ca. der experimentell bestimmten
monoisotopischen Masse des gebundenen Peptids entsprach. Selbiges galt fir die Differenz
zwischen den supramolekularen Spezies anti-HpTGEKP-Antikorper plus ein Peptid und

anti-HpTGEKP-Antikdrper plus zwei Peptide.

Erstellen von Datenbank-ldentifikationsergebnissen der Peptide fir PRIDE

Die Identifikationsergebnisse jedes Hexapeptids fur PRIDE wurden wie folgt erstellt. Die
zugehorigen Tandemmassenspektrometrie-Spektren wurden am
Q-ToF 2-Massenspektrometer mit der MassLynx Software gedéffnet und mit dem
MaxEnt3-Algorithmus das jeweilige deisotopisierte M3-Spektrum einfach geladener
Peptidionensignale generiert und als DTA-Dateien abgespeichert. Mit diesen wurde mittels
Mascot MS/MS lons Search (Mascot Software, Matrix Science,
https://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS; Zugriff:
20.Juni 2022 13:00 Uhr bis 18:00 Uhr) in der Datenbank SAPshodt die entsprechenden
Hexapeptide identifiziert. Die Peptidtoleranzen wurden fir diese Datenbanksuchen auf

80 ppm und die Tandemmassenspektrometrie-Toleranzen auf 0,6 Da eingestellit.


https://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS
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6.2 Anhang Ergebnisteil

6.2.1 Erganzungsmaterialien zu ,3.2 Charakterisierung der
Ausgangsmaterialien”

Zu ,3.2.2 Charakterisierung des anti-HpTGEKP-Antikorpers® -
Abschnitt ,Immunanalytische Charakterisierung*

kDa] 1 2 3 4 5 6

140
115 2 | anti-HpTGEKP-
80 - s — Antikérper

65 -

50 - -

-— - - |3-Actin
40 = -

Abbildung 27: Western-Blot-Analyse von Proteinextrakten aus C631-Zellen und
PBK-16-Zellen

Die Proteinextrakte aus den C631-Zellen und PBK-16-Zellen lieferten die Antigene. Spuren 1
und 4: ProteingroBenmarker. Spur 2: Proteinextrakte aus C631-Zellen, die nur mit Ethanol
(C2HsOH) behandelt wurden. Spur 3: Proteinextrakte aus C631-Zellen, die mit Okadasaure
(CaaHes013) als Phosphataseinhibitor behandelt wurden. Spur 5: Proteinextrakte aus
PBK-16-Zellen, die nur mit Ethanol (C;HsOH) behandelt wurden. Spur 6: Proteinextrakte aus
PBK-16-Zellen, die mit Okadasdure (CasHesO13) als Phosphataseinhibitor behandelt wurden.
Die Proteine wurden anschlieBend mit den primaren Antikérpern anti-HpTGEKP-Antikorper
und anti-B-Actin-Antikérper markiert. IRDye 800 CW anti-Maus-Antikérper aus der Ziege
wurde als sekundarer Antikérper verwendet. Die Bilder des Western-Blots wurden oberhalb
einer molekularen Masse von ca. 200 kDa und unterhalb einer molekularen Masse von ca.
35 kDa zurechtgeschnitten.
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Zu ,3.2.2 Charakterisierung des anti-HpTGEKP-Antikorpers® -
Abschnitt ,Massenspektrometrische Charakterisierung*

Messung 12? Messung 2 Messung 3 Messung 4

z m/z molekul. m/z molekul. m/z molekul. m/z molekul.

Masse Masse Masse Masse
28 5398,45 151 156,60 5398,48 151157,44 5397,18  151121,04 5400,51 151214,28
27 5599,82  151195,14 5598,91  151170,57 5596,02  151092,54 5598,27 151153,29
26 5816,83  151237,58 5815,47  151202,22 5807,69  150999,94 5813,91 151161,66
25 6049,66  151241,50 6047,90 151197,50 6043,52  151088,00 6046,47 151161,75
24 6301,85 151244,40 6302,33  151255,92 6294,97 151079,28 6300,03 151200,72
X 151215,04 151196,73 151 076,16 151178,34
s 38,35 37,95 45,39 27,26

3) siehe Abbildung 5.
®)s: Standardabweichung; molekul. Masse: molekulare Masse.

Zu ,3.2.3 Massenspektrometrische Charakterisierung der ZNF-Linkerpeptide*

HTGEKP
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Abbildung28: Nano-ESI-Massenspektrum des Hexapeptids 00 (HTGEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fiir ausgewahlte lonensignale sind angegeben.
Natriumaddukte (hellblaue Ellipse) und Oxidationsprodukte (graue Rauten) sind
gekennzeichnet. Einfach geladene Hintergrundionensignale (ground signals g) sind markiert.
Das Massenspektrum wurde am Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die
Peptidkonzentration war ca. 2,4 mM. Das Volumen der Probe betrug 3 pl. Das Losungsmittel
war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung 29: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 01 (HpTGEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fur ausgewahlte lonensignale sind angegeben. Der Neutral-
verlust von H3PO4 und die Fragmentionen (ys, bs) sind angegeben. Kaliumaddukte (griines
Quadrat), Natriumaddukte (hellblaue Ellipsen) und Oxidationsprodukte (graue Rauten) sind
gekennzeichnet. Das Massenspektrum wurde am Synapt G2S-Massenspektrometer aufge-
nommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,14 mM. Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das
Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,

or ®
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Abbildung30: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 02 (HpTGERP)
Ladungszustiande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3PO4 sowie die Fragmentionen (ys, ys) sind angegeben. Natriumaddukte
(hellblaue Ellipsen), Kaliumaddukte (griine Quadrate) und gemischte Alkalisalzaddukte
(oranges  Dreieck) sind gekennzeichnet. Das Massenspektrum  wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,06 mM.
Das Volumen der Probe betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,
pH 6,7 (132),
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Abbildung31: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 03 (HpSGEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fiir ausgewadhlte lonensignale sind angegeben.
Fragmentionen (ys, bs), Natriumaddukte (hellblaue Ellipsen) und Kaliumaddukte (griine
Quadrate) sind gekennzeichnet. Das Massenspektrum wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,18 mM.
Das Volumen der Probe betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,

pH 6,7 (132,
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Abbildung32: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 04 (HpTHTHT)
Ladungszustdande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3POs und die Fragmentionen sind angegeben. Natriumaddukte
(hellblaue Ellipsen), Kaliumaddukte (grines Quadrat) und gemischte Alkalisalzaddukte
(oranges Dreieck) sind gekennzeichnet. Ein einfach geladenes Hintergrundionensignal
(ground signal g) ist markiert. Das Massenspektrum wurde am Q-ToF 2-Massenspektromter
aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 1,97 mM. Das Volumen der Probe betrug
3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung33: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 05 (HpTGKKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3PO4 und die Fragment-lonen (bs, ys) sind angegeben. Natriumaddukte
(hellblaue Ellipse) und Kaliumaddukte (grines Quadrat) sind gekennzeichnet. Das
Massenspektrum wurde am Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die
Peptidkonzentration war ca. 2,14 mM. Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das
Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung34: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 06 (HpSGERP)
Ladungszustiande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3POs und die Fragment-lonen (ys) sind angegeben. Natriumaddukte
(hellblaue Ellipsen), Kaliumaddukte (griines Quadrat) und gemischte Alkalisalzaddukte
(oranges  Dreieck) sind gekennzeichnet. Das Massenspektrum  wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,1 mM.
Das Volumen der Probe betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,
pH 6,7 (132),
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Abbildung35: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 07 (HpTGEKL)
Ladungszustande und m/z-Werte fur ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3POs ist angegeben. Natriumaddukte (hellblaue Ellipsen) und
Kaliumaddukte (griine Quadrate) sind markiert. Das Massenspektrum wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,1 mM.
Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 MM Ammoniumacetat,
pH 6,7 132,
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Abbildung36: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 08 (HpTGEKS)
Ladungszustiande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3;POs4 und die Fragmentionen (ba) sind angegeben. Natriumaddukte
(hellblaue Ellipsen), Kaliumaddukte (griine Quadrate) und gemischte Alkalisalzaddukte
(orangefarbenes Dreieck) sind gekennzeichnet. Einfach geladene Hintergrundionensignale
(ground  signals  g) sind markiert. Das Massenspektrum wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,17 mM.
Das Volumen der Probe betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,
pH 6,7 (132),
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Abbildung37: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 09 (HpTEEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fir ausgewadhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3PO4 und die Fragment-lonen (bs, ys) sind angegeben. Natriumaddukte
(hellblaue Ellipsen), Kaliumaddukte (griine Quadrate) und gemischte Alkalisalzaddukte
(orangefarbene Dreiecke) sind gekennzeichnet. Ein einfach geladenes internes Fragment-lon
(i.f.: HTEEK) bei m/z 625,33 und Hintergrundionensignale (ground signals g) sind markiert.
Das Massenspektrum wurde am Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die
Peptidkonzentration war ca. 1,95mM. Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das
Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung38: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 10 (HpTREKP)
Ladungszustiande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von Hs3POs ist angegeben. Natriumaddukte (hellblaue Ellipsen) und
Kaliumaddukte (grines Quadrat) sind markiert. Das Massenspektrum wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 1,89 mM.
Das Volumen der Probe betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,
pH 6,7 (132),
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Abbildung39: Nano-ESI-Massenspektrum des Hexapeptids 100 (YTGEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fiur ausgewdhlte lonensignale sind angegeben.
Kaliumaddukte (griine Quadrate), Natriumaddukte (hellblaue Ellipse) und Oxidations-
produkte (graue Rauten) sind gekennzeichnet. Das Massenspektrum wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,31 mM.

Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 MM Ammoniumacetat,
pH 6,7 (114),
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Abbildung40: Nano-ESI-Massenspektrum des Phospho-Hexapeptids 101 (YpTGEKP)
Ladungszustande und m/z-Werte fir ausgewadhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von HsPOs und nicht identifizierbare lonensignale (n.i.) sind angegeben.
Kaliumaddukte (griine Quadrate), Natriumaddukte (hellblaue Ellipsen) und gemischte
Alkalisalzaddukte (oranges Dreieck) sind gekennzeichnet. Das Massenspektrum wurde am
Synapt G2S-Massenspektrometer aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 2,07 mM.

Das Volumen der Probe betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 MM Ammoniumacetat,
pH 6,7 114,
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Abbildung41: Nano-ESI-Massenspektrum des Di-Phospho-Hexapeptids 103
(pYPTGEKP)

Ladungszustande und m/z-Werte fir ausgewdhlte lonensignale sind angegeben. Der
Neutralverlust von H3POs und die Fragment-lonen (ys) sind angegeben. Oxidationsprodukte
(graue Rauten), Kaliumaddukte (grine Quadrate) und Natriumaddukte (hellblaue Ellipsen)
sind gekennzeichnet. Das Massenspektrum wurde am Synapt G2S-Massenspektrometer
aufgenommen. Die Peptidkonzentration war ca. 1,88 mM. Das Volumen der Probe betrug
3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114),
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Abbildung42: Nano-ESI-Massenspektren der Peptid-Fragment-Analyse der
Phospho-Hexapeptide 101 (YpTGEKP) und 102 (pYTGEKP)
Abbildungsbeschreibung s. folgende Seite (Seite xxi)
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Dargestellt sind die nano-ESI-Massenspektren der Peptid-Fragment-Analyse mittels
Tandemmassenspektrometrie (nach CID-Fragmentierung) der Phospho-Hexapeptide 101
(YPTGEKP) (A) und 102 (pYTGEKP) (B). Ladungszustande und m/z-Werte flr ausgewahlte
lonensignale sind angegeben. Fragmentionen, z.B. symbolisiert durch einen roten Stern
(b2-H20; m/z327,13), sowie einfach geladene interne Fragmente GE (i.f.1), EK (gelbes
Quadrat; m/z258,17) und TGE (hellgrines Dreieck; m/z 288,17) sind angegeben. Einfach
geladene Hintergrundionensignale (ground signals g) und nicht identifizierbare lonensignale
(n.i.), symbolisiert durch einen offenen blauen Kreis (m/z 297,21 und 315,22), sind
gekennzeichnet. Die Identifizierung der einzelnen Peptidisomere ist durch die verschiedenen
Massen des Peptidfragments a;: gegeben (vgl. hellblau markierter Text und hellblaue Pfeile).
Auch eine B-Eliminierung und der Neutralverlust von Phosphorsdure (H3POa) des einfach
geladenen Peptidions (Verlust von 98 Thomson) wird beim Phospho-Hexapeptid YpTGEKP
(Peptid 101) (eingeschobene VergroRerung, in (A) rot markiert und roter Pfeil) aufgrund der
Phosphorylierung des Threoninylrestes (in (A) dunkelgriin markiert) beobachtet. Im
Gegensatz dazu zeigt das nano-ESI-Massenspektrum der Peptid-Fragment-Analyse mittels
Tandemmassenspektrometrie des einfach geladenen Peptids YpTGEKP (Peptid 102) einen
Verlust von m/z97 (Verlust von 97 Thomson), der auf die Entfernung eines Dihydrogen-
phosphations HyPOs eines phosphorylierten Tyrosinylrestes zurlickzufiihren st
(eingeschobene  VergroRerung, in (B) rot markiert und roter Pfeil). Die
Peptidkonzentrationen waren jeweils ca. 2,07 mM. Das Volumen der Probe betrug jeweils
3 pl. Das Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,

XXi



6. Anhang

6.2.2 Erganzungsmaterialien zu ,3.3 Analyse des
anti-HpTGEKP-Antikérperbindemotivs mittels ITEM-TWO*

Zu ,3.3.1 Erste grundlegende Ergebnisse des ITEM-TWO-Verfahrens®
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Abbildung43: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 01
(HPTGEKP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0V, (B) 30 V, (C) 40 V, (D) 70 V. Fir ausgewadhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie Ladungszustdnde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroBerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Komplex freigesetzten, einfach geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 01 sind auf der
linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine VergroRerung der isotopisch
aufgeldsten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug
3 pl. Das Lésungsmittel war 200 MM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132,
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Abbildung44: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des Gemischs aus
anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 02 (HpTGERP)

Das molare Verhaltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 02
(HPTGERP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V, (B) 20 V, (C) 40 V, (D) 60 V. Fir ausgewdhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustdande und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 02 sind
auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine VergroRerung der
isotopisch aufgelosten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen
betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung45: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 05 (HpTGKKP)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 05
(HPTGKKP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0V; (B) 10 V; (C) 20V; (D) 60V, von m/z 5000 bis m/z 6700 wurde
der VergroRerungsfaktor 2 angewandt. Fir ausgewdhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikdrper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustinde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 05 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).

XXiV



6. Anhang

747,45 A
27+
05+
/ 748,44
1+ 23+
=]
27+
25+
2+ 1I" 23+
1+ c
2+ 2495+
23+
1+ 5861,84 D
5835,65 (2)—-—-""_"' 25+
(1)
27+
2+ 5811,78
(©
23+
500 4000 m/z 7500

Abbildung46: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 05 (HpTGKKP)
Das molare Verhiltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 05
(HPTGKKP) und anti-HpTGEKP-Antikdrper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V; (B) 2 V; (C) 30 V; (D) 60V, von m/z 5190 bis m/z 7000 wurde der
VergroRRerungsfaktor 3,3 angewandt. Fir ausgewadhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-
Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergrofRerung des 26+-lonensignals. Die
Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 05 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat,
pH 6,7 (132),
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Abbildung47: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 06 (HpSGERP)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 06
(HPSGERP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) OV, (B) 20V, (C) 40V, (D) 60 V. Fur ausgewahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustidnde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 06 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung48: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 06 (HpSGERP)
Das molare Verhaltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 06
(HPSGERP) und anti-HpTGEKP-Antikorper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) OV, (B) 10V, (C) 40V, (D) 60 V. Fir ausgewdahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikdrper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustande und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 06 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung49: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikoérper und Phospho-Hexapeptid 07 (HpTGEKL)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 07
(HPTGEKL) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V, (B) 10 V, (C) 30 V, (D) 60 V. Fur ausgewahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustdnde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 07 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung50: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 07 (HpTGEKL)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 07
(HPTGEKL) und anti-HpTGEKP-Antikorper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A)OV, (B) 10V, (C) 30V, (D) 50V. Fir ausgewdahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikdrper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustinde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 07 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung51: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 09 (HpTEEKP)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 09
(HPTEEKP) und anti-HpTGEKP-Antikorper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) OV, (B) 20V, (C) 40V, (D) 50 V. Fir ausgewdahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikdrper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustinde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 09 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung52: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 09 (HpTEEKP)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 09
(HPTEEKP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V, (B) 20 V, (C) 40 V, (D) 50 V. Fir ausgewadhlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustdande und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 09 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung53: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 10 (HpTREKP)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 10
(HPTREKP) und anti-HpTGEKP-Antikdrper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A)OV, (B) 10V, (C) 30V, (D) 50 V. Firr ausgewahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikérpers und der Immunkomplexe (Antikérper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustande und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 10 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Abbildung54: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikérper und Phospho-Hexapeptid 10 (HpTREKP)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z < 3900) aufgenommen. Dargestellt ist die
Messreihe der Dissoziationsanalyse des Immunkomplexes aus Phospho-Hexapeptid 10
(HPTREKP) und anti-HpTGEKP-Antikérper bei zunehmenden Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV): (A)OV, (B) 10V, (C) 20V, (D) 50 V. Fir ausgewdahlte lonensignale des
anti-HpTGEKP-Antikorpers und der Immunkomplexe (Antikdrper plus ein Peptid und
Antikorper plus zwei Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustinde und
m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals.
Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom
Immunkomplex freigesetzten, einfach und zweifach geladenen lonen des Phospho-
Hexapeptids 10 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine
VergroBerung der isotopisch aufgel6sten Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben.
Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH
6,7 (132).
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Zu ,3.3.2 Orthodoxe Antikorperbindung® - Unterabschnitt ,Quantitative Analysen der

Immunkomplexdissoziationen in Gasphase nach dem ITEM-TWO-Verfahren®
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Abbildung55: Messpunkte einer Messreihe der normalisierten lonenintensitaten der
Produkte des Referenzimmunkomplexes in Abhadngigkeit von allen gemessenen
Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle
Messpunkte einer Messreihe der normalisierten lonenintensitiaten der Produkte
(Norm (Produkte)) des Referenzimmunkomplexes mit dem orthodox bindenden Phospho-
Hexapeptid 01 (HpTGEKT) in Abhdngigkeit von allen gemessenen Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV) von 0V bis 200 V. Es wird ersichtlich, dass sich beim Anpassen der
Messpunkte an eine sigmoidale Funktion, die mit einer Boltzmann-Gleichung beschrieben
werden kann (Boltzmann-Kurve), um eine Spannungsdifferenze der Kollisionszelle (ACV) von

ca. 80V ein Plateau zeigen wiirde (132 (s. auch Abbildung 56 A).
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Abbildung56: ITEM-TWO-Analysen der Dissoziation des Referenzimmunkomplexes aus
anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP)
Abbildungsbeschreibung s. folgende Seite (Seite xxxvi)
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(A) Die Kurve der normalisierten lonenintensititen der Immunkomplexionen (Norm
(Produkte)) ist in Abhangigkeit von den Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV)
dargestellt. Jeder Datenpunkt ist der Mittelwert von zwei unabhdngigen Messreihen.
Vertikale Balken geben die Standardabweichungen an. Die sigmoidale Kurve wurden mit
einer Boltzmann-Gleichungsfunktion angepasst. Die Tangente entlang des , steilen Teils” der
Abhéangigkeit der Dissoziationsreaktion des Referenzimmunkomplexes von ACV (Intervall
2 - dx um dessen Mittelpunkt ACVsp) ist ebenso wie ihre Gleichung hellgriin dargestellt. “a”
stellt die Differenz zwischen hdchsten und niedrigsten experimetell ermittelten Datenpunkt
der sigmoidalen Kurve dar. Die fiir die Berechnungen verwendeten Kurvenparameter sind in
Tab.3 aufgefiihrt. (B) Arrhenius-Diagramm fir die Kurven der Dissoziationen der

Immunkomplexionen in der Gasphase. Bei wurden die Werte fir In kfnog grafisch

amb

ermittelt. (C) Gibbs-Helmholtz-Diagramm fiir die Verldufe der Dissoziationen der
1

Immunkomplexionen in der Gasphase. Bei wurden die Werte fir In Kfnog grafisch

amb

ermittelt. Die berechneten kinetischen und thermodynamischen Werte der Dissoziationen
der Immunkomplexe in Gasphase sind in Tab. 4 aufgefiihrt. Jeder Datenpunkt (die verdickten
Teile der der Linien in (B) und (C)) wurde experimentell ermittelt. Die Kurven wurden linear
extrapoliert (132),
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Abbildung57: ITEM-TWO-Analysen der Dissoziation der Immunkomplexe aus
anti-HpTGEKP-Antikdrper und entweder Phospho-Hexapeptid 01 (HpTGEKP), 05
(HpTGKKP), 09 (HpTEEKP) oder 10 (HpTREKP).
Abbildungsbeschreibung s. folgende Seite (Seite xxxviii)
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(A) Die Kurven der normalisierten lonenintensitaten der Immunkomplexionen (Norm
(Produkte)) sind in Abhangigkeit von den Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV)
dargestellt. Jeder Datenpunkt ist der Mittelwert von zwei unabhdngigen Messreihen.
Vertikale Balken geben die Standardabweichungen an. Die sigmoidalen Kurven wurden mit
einer Boltzmann-Gleichungsfunktion angepasst. Die fir die Berechnungen verwendeten
Kurvenparameter sind in Tab.3 aufgefiihrt. Die Phospho-Hexapeptide sind farblich

gekennzeichnet. (B) Arrhenius-Diagramm fir die Kurven der Dissoziationen der

L wurden die Werte

Immunkomplexionen in der Gasphase. Linienfarben wie in (A). Bei -

amb

far lnk‘f‘nog grafisch ermittelt. (C) Gibbs-Helmholtz-Diagramm fiir die Verlaufe der

Dissoziationen der Immunkomplexionen in der Gasphase. Linienfarben wie in (A). Bei -
amb

wurden die Werte fir In Kﬁlog grafisch ermittelt. Die berechneten kinetischen und
thermodynamischen Werte der Dissoziationen der Immunkomplexe in Gasphase sind in
Tab. 4 aufgefiihrt. Jeder Datenpunkt (die verdickten Teile der der Linien in (B) und (C)) wurde
experimentell ermittelt. Die Kurven wurden linear extrapoliert (132),
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Zu ,3.3.3 Unorthodoxe Antikdrperbindung®
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Abbildung58: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 08 (HpTGEKS)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V, (B) 30V, (C) 40V,
(D)70V. Fuar ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikérpers und der
mutmaRBlichen Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und Antikérper plus zwei
Peptide) sind in der rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der
Einschub in (D) zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben
die Anzahl der gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Addukt freigesetzten, einfach
und zweifach geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 08 sind auf der linken Seite
gekennzeichnet. Der Einschub in (B) zeigt eine VergroRerung der isotopisch aufgelosten
Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das
Lésungsmittel war 200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung59: Nano-ESI-Massenspektren der ersten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 03 (HpSGEKP)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V, (B) 30V, (C) 50 V, (D)
70 V. Fur ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikérpers und der mutmallichen
Immunkomplexe (Antikdrper plus ein Peptid und Antikérper plus zwei Peptide) sind in der
rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D)
zeigt eine VergroRRerung des 27+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Addukt freigesetzten, einfach und zweifach
geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 03 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der
Einschub in (B) zeigt eine VergroRerung der isotopisch aufgelosten Peptidionensignale,
m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung60: Nano-ESI-Massenspektren der zweiten Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 03 (HpSGEKP)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 2 V, (B) 40 V, (C) 50 V, (D)
70V. Fir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers und der mutmallichen
Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und Antikdrper plus zwei Peptide) sind in der
rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D)
zeigt eine VergroRerung des 27+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Addukt freigesetzten, einfach und zweifach
geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 03 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der
Einschub in (B) zeigt eine VergroRerung der isotopisch aufgelosten Peptidionensignale,
m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung61: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des Gemischs aus anti-

HpTGEKP-Antikdrper und Phospho-Hexapeptid 04 (HpTHTHT)
Das molare Verhaltnis von Antikorper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikorperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. Dargestellt sind
zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V, (B) 20V, (C) 40 V, (D)
50 V. Fir ausgewdhlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikérpers und der mutmalRlichen
Immunkomplexe (Antikorper plus ein Peptid und Antikdrper plus zwei Peptide) sind in der
rechten lonenserie die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D)
zeigt eine VergroRerung des 26+-lonensignals. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Die Signale der vom Addukt freigesetzten, einfach und zweifach
geladenen lonen des Phospho-Hexapeptids 04 sind auf der linken Seite gekennzeichnet. Der
Einschub in (B) zeigt eine VergrofRerung der isotopisch aufgelosten Peptidionensignale,
m/z-Werte sind angegeben. Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (132),
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Abbildung62: Graph der normalisierten lonenintensitaten der Produkte
(Norm (Produkte)) des Immunkomplexes mit dem unorthodox bindenden
Phospho-Hexapeptids 08 (HpTGEKS) in Abhdngigkeit von ACV
Jeder Datenpunkt ist der Mittelwert von zwei unabhangigen Messreihen. Die vertikalen
Balken geben die Standardabweichungen an. Zur Anpassung der Kurve wurde eine

Boltzmann-Gleichungsfunktion angewandt, aber die Standardabweichungen der
experimentell bestimmten Werte sind erheblich (132,
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6.2.3 Erganzungsmaterialien zu ,.3.4 Charakterisierung von in
Endometriumkarzionomen mutierten ZNF-Linkersequenzen mittels
ITEM-TWO-Analysen®

Zu ,3.4.1 Ausbleibende Antikorperbindung®
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Abbildung63: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Hexapeptid 100 (YTGEKP)
Das molare Verhéltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikdrperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. In der Messreihe
dargestellt sind zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V,
(B) 10V, (C) 30V, (D) 50 V. Fur ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikdrpers sind
in der rechten lonenserie Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (C)
zeigt eine VergrofRerung des 26+-Antikdrperionensignals. Die Zahl in Klammern gibt die
Anzahl der gebundenen Peptide an. Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel war
200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114),
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Abbildung 64: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Phospho-Hexapeptid 101 (YpTGEKP)
Das molare Verhaltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikérperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. In der Messreihe
dargestellt sind zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0V,
(B)10V, (C) 30V, (D) 50 V. Fir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers sind
in der rechten lonenserie Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D)
zeigt eine VergrofRerung des 26+-Antikorperionensignals. Die Zahl in Klammern gibt die
Anzahl der gebundenen Peptide an. Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel war
200 mM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,
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Abbildung65: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des Gemischs aus

anti-HpTGEKP-Antikorper und Di-Phospho-Hexapeptid 103 (pYpTGEKP)
Das molare Verhaltnis von Antikérper zu Hexapeptid war ca. 1: 3 (Antikérperkonzentration:
1 uM, Peptidkonzentration: 3 uM). Die Massenspektren wurden nach Blockierung der
Transmission von lonen mit geringer Masse (m/z <3900) aufgenommen. In der Messreihe
dargestellt sind zunehmende Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV): (A) 0 V, (B) 10
V, (C) 30V, (D) 60 V. Fiir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-Antikorpers sind in der
rechten lonenserie Ladungszustiande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (D) zeigt
eine VergrolRerung des 26+-Antikdrperionensignals. Die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der
gebundenen Peptide an. Das Probenvolumen betrug 3 pl. Das Losungsmittel war 200 mM
Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,
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Abbildung66: Nano-ESI-Massenspektren der Messreihe des terndaren Gemischs aus
anti-HpTGEKP-Antikorper sowie den beiden Phospho-Hexapeptiden 05 (HpTGKKP) und
103 (pYpTGEKP) im molaren Verhéltnis 1:3:3
Die Antikorperkonzentration betrug 1 uM, die jeweiligen Peptidkonzentrationen 3 uM. (A)
Die Transmission von lonen niedriger Massen (m/z < 3900) ist bei Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV) von 0V nicht blockiert. Von m/z 5370 bis m/z 6700 wurde der
VergroRerungsfaktor 52 angewandt. (B) Die Transmission von lonen niedriger Massen
(m/z <3900) bei Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle (ACV) von 0 V ist blockiert. (C) Die
Transmission von lonen niedriger Massen (m/z<3900) bei Spannungsdifferenzen der
Kollisionszelle (ACV) von 30 V ist blockiert. Fiir ausgewahlte lonensignale des anti-HpTGEKP-
Antikorpers bzw. der Immunkomplexe (rechte lonenserien) sowie des vom Immunkomplex
freigesetzten einfach und zweifach positiv geladenen Phospho-Hexapeptids 05 (linke
lonenserien) sind die Ladungszustande und m/z-Werte angegeben. Der Einschub in (B) zeigt
eine VergroBerung des 26+-lonensignals des anti-HpTGEKP-Antikorpers bzw. des
Immunkomplexes. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gebundenen Peptide an.
Die Einschibe in (A) und (C) zeigen VergroRerungen der isotopisch aufgeldsten
Peptidionensignale, m/z-Werte sind angegeben. Die Aminosduresequenzen der in der
terndren Mischung enthaltenen Hexapeptide sind im Einbuchstabencode dargestellt. Der
Stelle der Phosphorylierung ist mit einem ,,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und bezieht
sich auf die nachfolgende Aminosdure. Das Probenvolumen betrug 3 ul. Das Losungsmittel

war 200 MM Ammoniumacetat, pH 6,7 (114,
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Erganzungsinformation zu ,3.4.3 3D-Strukturanalysen ausgewahlter in
Endometriumkarzionomen gehauft mutierter ZNF-Linker-

Absatz zur Auswahl der Peptidstrukturen fur die modellierten 3D-Strukturanalysen

Jede fUr die modellierten, vergleichenden 3D-Strukturanalysen ausgewahlte Peptidstruktur,
wurde aus ca. 2000 Konformationen herausgefiltert "'4. Diese Konformationen wurden durch
wiederholten Austausch von Molekulardynamiksimulationen (REMD) fur jede der
Aminosauresequenzen der Hexapeptide erhalten. Fir jedes Hexapeptid wurde mittels einer
Clusteranalyse eine variable Anzahl von Clustern erzeugt, bei der die ca. 2000
Konformationen eines bestimmten Peptids gruppiert wurden (s. Abbildung 67). Insbesondere
fur die Phosphohexapeptide 01 (HpTGEKP), 101 (YpTGEKP), 102 (pYTGEKP) und 103
(pYpTGEKP) stammen die verwendeten, reprasentativen Peptidstrukturen aus Clustern, die
jeweils ca. 600 bis 1000 Strukturvarianten umfassen. Fur Details zur Auswahl der weiter
verwendeten reprasentativen Peptidstrukturen ist auf die Abbildung S39 und die

dazugehorige Abbildungsbeschreibung zu verweisen.

pYTGEKP HpTGEKP HTGEKP YpTGEKP  pYpTGEKP

] (Peptid 102) Peptld 01) (Peptid 00) (Peptld 101) ‘(Peptld 103)

0 Cluster #30 0 Cluster #30 0 Cluster #30 0 Cluster #30 0 Cluster #30
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Konformationensg
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Abbildung67: ClustergrofRenverteilung ausgewahlter Hexapeptide

Die Aminosauresequenzen der Hexapeptide sind im Einbuchstabencode dargestellt sind. Die
Stelle der Phosphorylierung ist mit einem ,,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und bezieht
sich auf die nachfolgende Aminosaure. Angegeben sind die Cluster-Nummern und die Anzahl
der Konformationen im jeweiligen Cluster. Die Gesamtzahl der aus den Trajektorien
entnommenen Konformationen betragt 2000. Es sind die 30 Cluster mit der hochsten Anzahl
an Konfigurationen dargestellt. Unter den jeweiligen Clustern ist das dominierende Cluster,
d.h. das mit der hochsten Anzahl an Konfigurationen durch einen roten Balken
gekennzeichnet. Der Abstand der Quadratwurzel der Varianz zwischen den Konformationen
des Rickgrats wird als Parameter fir die Clusteranalyse verwendet. Der Algorithmus zahlt
die Anzahl aller benachbarten Konfigurationen in der MD-Trajektorie unter Verwendung
eines vordefinierten Grenzwerts fir den Abstand der Quadratwurzel der Varianz zwischen
ihnen. Dann werden die Konformationen mit der groRten Anzahl aller benachbarten
Konfigurationen sowie diese benachbarten Konfigurationen selbst als Cluster
zusammengefasst und aus dem Pool entfernt. Dieses Verfahren wird so lange wiederholt, bis
alle Konformationen aus dem Pool entfernt und den jeweiligen Clustern zugeordnet sind. Fir
jedes Cluster wurde die zentrale Konformation, d. h. die Konformation mit der kleinsten
Quadratwurzel der Varianz im Vergleich zu allen anderen Konformationen im Cluster, als
reprasentative Peptidstruktur ausgewihlt und weiter verwendet (114),
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Die Auswahl der Peptidstrukturen erfolgte, da diese zu den haufigsten Clustern gehérten und
weiterhin, verglichen mit allen anderen Konformationen der jeweiligen dominierenden
Cluster, die geringsten Quadratwurzeln der Varianzen aufwiesen. Es ist zu betonen, dass bei
allen modellierten Peptidstrukturen die Ruckgrat-Konfigurationen samtlicher Strukturmodelle
der dominierenden Cluster einander sehr ahnlich sind. Dies deutet darauf hin, dass die
bevorzugten Konformationen der modellierten Peptidstrukturen existieren, was insbesondere
fur die phosphorylierten Peptide zuzutreffend erscheint. Die wahrscheinlichste treibende
Kraft fir die Annahme einer bevorzugten Konformation aller phosphorylierten Hexapeptide
ist die polare Wechselwirkung durch die Salzbricke. Diese Salzbriicke bildet die sich
zwischen der e-Aminogruppe des Aminosaurerests K5 und der Phosphatgruppe der
Aminosaurereste T2 oder Y1. Beide Atomgruppen sind Teil der benachbarten Teilflachen der
jeweiligen Hexapeptide und befinden sich in unmittelbarer Nahe zueinander. Diese

Atomgruppen sind auf der gleichen Seite jedes Strukturmodells dargestellt (s. Tab. 8).

Dargestellt sind die Abstédnde zwischen den Atomen der mittels modellierter
3D-Strukturanalysen untersuchten Hexapeptide 01, 101, 102 und 103.

. Atome
Nummer Aminosaure- .
(Aminosaure- Abstand ©
Peptid sequenz 2-°)

reste?)
01 HpTGEKP P(r2) - NEks) 4,072
101 YPTGEKP  Prz- News) 3,642
102 pYTGEKP Pv1) - Nes) 3,877
103 PYPTGEKP  P(r2)- Neks) 6,323
P(Y1)- N£(K5) 3,931

a) Schreibweise flir Aminosauren im Einbuchstabencode; Die Stelle der Phosphorylierung ist
mit einem ,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und bezieht sich auf die nachfolgende
Aminosaure.

®) Die Stelle der Phosphorylierung ist mit einem ,p“ in Kleinbuchstaben angegeben und
bezieht sich auf die nachfolgende Aminosaure.

° Standardabweichungen der Absténde sind betragen ca. 1 A.
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6.4 Abkiurzungsverzeichnis

AUC
BSA
CID
CNV
DPBS
DTA
EDTA
ESI
FIGO
HEPES
g

kDa
IMDM
ITEM-TWO
m/z
MMR
mM
nano-ESI-MS
PBS
POLE
PTEN
PVDF
ppm
RCF

rm

Flache unter der Plasmakonzentration-Zeit-Kurve (area under curve)
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Kollisions-induzierte Dissoziation (collision-induced dissociation)
somatische Kopienzahlvariationen (copy number variation)
Dulbecco’s phosphatgepufferte Kochsalzlésung
Datentrageraustausch

Ethylendiamintetraessigsaure

Elektrospray-lonisation

Internationale Vereinigung fur Gynakologie und Geburtskunde
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Immunglobulin

Kilodalton

Iscove's Modified Dulbecco's Medium

Intact Transition Epitope Mapping - Themodynamic Weak-force Order
Masse/Ladungsverhaltnis

mismatch-repair

Millimolar

nano-Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie
phosphatgepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
DNA-Polymerase Epsilon

Phosphatase and Tensin homolog

Polyvinylidenfluorid

Teile pro Million (parts per million)

Relative Zentrifugalbeschleunigung

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
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SAP Einzelaminosaure-Polymorphismus (single amino acid polymophism)
SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

SNP Einzelnukleotid-Austausch (single nucleotide polymophism)

Std.-Abw. Standardabweichung

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tab. Tabelle

Q-ToF Quadrupole-Time of Flight

viv Volumen pro Volumen (volume per volume)
wiv Gewicht pro Volumen (weight per volume)
ZNF Zinkfinger

ACV Spannungsdifferenz der Kollisionszelle
UM Mikromolar

i Mikroliter

pmol Picomol

A Angstrém
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6.8 Thesen

1. Ziel der Arbeit war es, qualitativ und quantitativ zu beschreiben, inwieweit das fir die
Antikérperbindung erforderliche Bindemotiv des anti-HpTGEKP-Antikérpers bei einzelnen
Aminosaureaustauschen sowie verandertem Phosphorylierungsstatus im  Linker-
Sequenzmotiv HTGEKP von C2H2-Zinkfinger-Proteinen, das als Epitop fungiert, ausgebildet
bleibt. Dazu wurden unter den vielfaltigen Zinkfinger-Linker-Sequenzmotiven physiologisch

und pathophysiologisch tatsachlich existierende Sequenzvariationen untersucht, und zwar:

e die 10 haufigsten C2H2-Zinkfinger-Linkersequenzen,
e der H11Y-Aminosaureaustausch, der durch eine Punktmutation im

Zinkfinger-Protein-Gen ZNF 331 beim Endometriumkarzinom gehauft vorliegt.

2. In  Western-Blot-Analysen von Proteinextrakten aus kultivierten eukaryotischen
C631-Zellen (Wildtyp), die Zinkfinger-Proteine (Antigene) exprimieren, kann der
anti-HpTGEKP-Antikérper in  Anwesenheit des Phosphataseinhibitors Okadasaure
phosphorylierte Zinkfinger-Proteine in Zellextrakten markieren. In Abwesenheit von
Okadasaure dephosphorylieren nicht-inhibierte Phosphatasen die Zinkfinger-Proteine und
der anti-HpTGEKP-Antikorper kann die extrahierten Zinkfinger-Proteine nicht mehr

markieren.

3. Mithilfe der ESI-MS-Analyse koénnen alle Ausgangsstoffe, Peptide und Antikorper,

molekular charakterisiert werden.

4. Die Konstitutionsisomere YpTGEKP und pYTGEKP kdnnen mittels Tandemmassen-

spektrometrie fragmentiert, analysiert und letztlich differenziert werden.

5. Die nano-ESI-Massenspektren des anti-HpTGEKP-Antikdrpers zeigen eine symmetrische
Verteilung der Ladungszustande von mehrfach protonierten lonensignalen, welche die Form
einer Gaul-Verteilung aufweisen. Als durchschnittiche molekulare Masse des
anti-HpTGEKP-Antikdrpers wurden 151 167 (x 62) Da errechnet.

6. Mit dem Epitop-Feincharakterisierungsverfahren ITEM-TWO kann quantitativ und
qualitativ untersucht werden, inwieweit das fur die Antikdrperbindung erforderliche
Bindemotiv dezidierte Aminosaureaustausche bzw. einen veranderten
Phosphorylierungsstatus toleriert, was entscheidend zur Entschlisselung des molekularen

Erkennungsmotivs von Antikorper-Paratopen beitragt.
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7. Gemische aus uberschussigen Peptiden, freien Antikdrpern und — sofern gebildet — von
Immunkomplexen wurden per Elektrospray desolvatisiert und ionisiert. Die aufgenommenen
Massenspektren zeigen lonensignale der Isotopen-aufgelésten einfach und zweifach
protonierten Peptidionen, des mehrfach protonierten anti-HpTGEKP-Antikérpers und

— sofern ein Immunkomplex gebildet wurde — lonensignale der mehrfach protonierten

Immunkomplexe.

8. In ITEM-TWO-Experimenten werden lonen der in Lésung befindlichen, komplexierten
Epitoppeptide als Teil des Immunkomplexes durch den Quadrupol-Massenfilter transportiert.
Die Satellitenionensignale der mehrfach protonierten anti-HpTGEKP-Antikérperionen zeigen
eine Bindung von sowohl einem als auch von zwei Epitoppeptiden an den Antikérper und
sind damit ein direkter Beweis fur eine vorliegende Antikdrper-Peptid-Bindung. Im Gegensatz
dazu sind mehrfach geladene Antikérperionensignale, die auf ihrer Flanke mit hoéherer
Masse lediglich asymmetrisch verbreitert sind, nicht beweisend fir eine Antikérper-Peptid-

Bindung.

9. Kann mittels ITEM-TWO-Experimenten ein aus einem Immunkomplex in der Gasphase
freigesetztes protoniertes Epitoppeptid-lonensignal im niedrigen Massenbereich des
Massenspektrums gezeigt werden, gilt dies als Beweis flr eine vorliegende Antikdrper-

Peptid-Bindung in Ldsung.

10. Die mittels ITEM-TWO-Experimenten aufgestellten Reihenfolgen der Bindungsstarken
von Immunkomplexen ahnlicher Zusammensetzung und Struktur in der Gasphase
entsprechen weitgehend jenen der Epitop-Paratop-Wechselwirkungen in Losung, wie sie
optimalerweise bei diagnostisch und therapeutisch angewandten Antikérpern und ihren

Zielantigenen in vivo vorliegen.

11. Die Epitop-Paratop-Bindungstypen orthodox bzw. unorthodox prazisieren das
Bindungsverhalten von Antikérpern auf der Sub-Epitopebene, d.h. auf der Ebene der
einzelnen Aminosaurereste innerhalb des Epitops. Diese Epitop-Paratop-Bindungstypen
spiegeln Epitop-spezifischen Unterschiede fir eine zustande gekommene Antigenbindung
wider, die nicht von der Bezeichnung spezifisch bzw. unspezifisch abgedeckt wird.
Verglichen mit dem unorthodoxen Bindungstyp ist beim orthodoxen Epitop-Paratop-
Bindungstyp die spezifische Antikorper-Peptid-Bindung starker, da alle essentiellen
Wechselwirkungen zwischen den an der Bindung beteiligten Aminosaureresten ausgebildet

sind.
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12. Der orthodoxe Epitop-Paratop-Bindungstyp kann mittels ITEM-TWO in den
nano-ESI-Massenspektren aufgezeigt werden, und zwar direkt durch Satellitenionensignale
der Antikorperionen sowie indirekt durch proportional mit den zunehmenden
Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle ansteigenden Intensitdten der freigesetzten

Epitoppeptidionensignale.

13. Zwischen orthodoxen Epitop-Paratop-Bindungstypen kann mittels ITEM-TWO eine
starkere von einer schwacheren anti-HpTGEKP-Antikdrperbindung differenziert werden. Der
starkere orthodoxe Epitop-Paratop-Bindungstyp wird durch endotherme
Immunkomplexdissoziation in der Gasphase unter ITEM-TWO-Bedingungen angezeigt.
Enthalten Phospho-Hexapeptide C-terminal saure Aminosdurereste, werden sie vom
anti-HpTGEKP-Antikdrper vergleichsweise schwacher aber dennoch auf orthodoxe Weise
gebunden, was durch eine unter ITEM-TWO-Bedingungen exothermere

Dissoziationsreaktion in der Gasphase angezeigt wird.

14. Unter den 10 haufigsten vorkommenden C2H2-Zinkfinger-Linkersequenzen finden sich
7, die einen orthodoxen anti-HpTGEKP-Antikorperbindungstyp aufweisen. Dabei lauft die
Bildung der entsprechenden Immunkomplexe exergonisch/spontan ab, wie aufgrund der
Dissoziationsreaktionen der jeweiligen Immunkomplexe, die endergonisch/nicht spontan

sind, abgeleitet werden kann.

15. In Kombination mit bioinformatischen molecular modeling-Studien kann ITEM-TWO Uber
das Bindemotiv des anti-HpTGEKP-Antikorpers aufklaren: Es ist ein bipolares Bindemotiv,
bei dem eine N-terminale negative Ladung von einer C-terminalen positiven Ladung des

Epitoppeptids flankiert wird. Dieses Bindemotiv wird als orthodoxes Bindemotiv bezeichnet.

16. Der unorthodoxe Epitop-Paratop-Bindungstyp kann mittels ITEM-TWO in den
nano-ESI-Massenspektren  durch  nicht  proportional mit den  zunehmenden
Spannungsdifferenzen der Kollisionszelle ansteigenden Intensitdten der freigesetzten

Peptidionensignale angezeigt werden.

17. Der anti-HpTGEKP-Antikdrper zeigt einen unorthodoxen Epitop-Paratop-Bindungstyp mit
Phospho-Hexapeptiden, die zusatzlich zum phosphorylierten Threoninylrest (pT) eine
C-terminale  hydroxylhaltige Aminosaure (T,S) oder anstelle des N-terminalen

phosphorylierten Threoninylrestes (pT) einen phosphorylierten Serinylrest (pS) aufweisen.
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18. Bei dem als Western-Blot-Analyse zur Bestatigung des Bindungsverhaltens
durchgefiihrten kompetitiven Antikérper-Peptid-Immunkomplex-Substitutionsassay entspricht
eine starke Gasphasenbindung von Immunkomplexen mit orthodox-bindenden Phospho-
Hexapeptiden einer effizienten Blockierung der Antikérper-Paratope in Ldsung. Eine
Unterscheidung von unorthodox bindenden und nicht-bindenden Phospho-Hexapeptiden

zum anti-HpTGEKP-Antikorper kann das Assay nicht leisten.

19. Der H11Y-Austausch in Zinkfinger-Protein-Linkersequenzen, der einem
H-zu-Y-Aminosaureaustausch auf der ersten Position der untersuchten Hexapeptide
entspricht, kann vom anti-HpTGEKP-Antikérperbindung nur in Kombination mit einer
Phosphorylierung am Tyrosinylrest bei gleichzeitiger fehlender Phosphorylierung des
angrenzenden Threoninylrestes (pYTGEKP) zumindest partiell toleriert werden. Im
beschriebenen Fall liegt ein unorthodoxer Epitop-Paratop-Bindungstyp vor. Bei allen anderen
Phosphorylierungskombinationen  nach  H-zu-Y-Austausch  (YTGEKP, YpTGEKP,
pYpTGEKP) ist das fir die anti-HpTGEKP-Antikorperbindung essentiell benétigte Bindemotiv

nicht ausgebildet.

20. Bei komplett fehlender Phosphorylierung eines Hexapeptids (HTGEKP, YTGEKP) wird
das fur die anti-HpTGEKP-Antikorperbindung essentiell bendtigte Bindemotiv nicht

ausgebildet.

21. Das ITEM-TWO-Verfahren ist fur die Aufklarung von Antikérper-Bindeeigenschaften gut

geeignet.

22. Ein am Beispiel der Untersuchungen zum molekularen Erkennungscode des
anti-HpTGEKP-Antikorpers geleisteter Beitrag zur Epitop-Feincharakterisierung von
Antikérpern ist bedeutend zur Validierung der Tauglichkeit eines Antikdrpers flr den Einsatz
in Forschung sowie Diagnostik und Therapie von Krankheiten, da sowohl zu
Kreuzreaktivitaten  des  Antikdrpers als auch  Uber  Bindemotiv-verdndernde

Strukturanderungen Kenntnisse auf submolekularer Ebene gewonnen werden kdnnen.

23. Der anti-HpTGEKP-Antikdrper scheidet zur Diagnostik des H11Y-Austauschs bei
Zinkfinger-Linker-Hexapeptiden im Allgemeinen und beim Endometriumkarzinoms im

Speziellen in der klinischen Praxis aus.

24. Diese Arbeit leistet einen Beitrag hin zu einer praziseren Medizin (precision medicine)
der Zukunft.
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Publikation 4 (Konferenzbeitrag, eingereicht):
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Finger Proteins
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6.9.2 Beitrage zu den Publikationen

Beitrag zu Publikation 1:

Als Erstautor habe ich den Hauptteil des Fachartikels verfasst. Die zugehorigen Experimente
wurden von mir selbststandig durchgefiihrt und ausgewertet. Im Folgenden eine genaue

Auflistung der jeweiligen Anteile aller Autoren am Fachartikel:

- Entwurf und Konzept: Prof. Dr. M. O. Glocker, Prof. Dr. A. Neamtu und
Prof. Dr. H.-J. Thiesen

- Experimente, Datenanalyse und  Auswertung der  kinetischen und
thermodynamischen Parameter: M. Scherf, Prof. Dr. M. O. Glocker, Dr.P. Lorenz,
Dr. C. Koy und Dr. B. D. Danquah

- Visualisierung der molekularen Struktur und Biostatistik: Prof. Dr. M. O. Glocker,
Prof. Dr. A. Neamtu, F. Steinbeck, Prof. Dr. H.-J. Thiesen

- Molekulardynamische Berechnungen und Simulationen: Prof. Dr. M. O. Glocker und
Prof. Dr. A. Neamtu

- Schreiben: M. Scherf, Dr. C. Koy, Prof. Dr. A. Neamtu, und Prof. Dr. M. O. Glocker

- Hochladen der Rohdaten in die bioinformatische Datenbank Proteomics Identification
Database (PRIDE): M. Kreutzer
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Beitrag zu Publikation 2:

Als Erstautor habe ich den Hauptteil des Fachartikels verfasst. Die zugehorigen Experimente

wurden von mir selbststadndig durchgefihrt und ausgewertet. Im Folgenden eine genaue

Auflistung der jeweiligen Anteile aller Autoren am Fachartikel:

Entwurf und Konzept: Prof. Dr. M. O. Glocker und Prof. Dr. A. Neamtu

Experimente, Datenanalyse und Auswertung der kinetischen und
thermodynamischen Parameter: M. Scherf, Dr. C. Réwer und Dr. C. Koy
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Beitrag zu Publikation 3:

s. Beitrag zu Publikation 1

Beitrag zu Publikation 4:

Erstautorin des Konferenzbeitrags ist Frau Dr. Koy, die den Hauptteil des Fachartikels

verfasst hat. Die weiteren Beitrage zu dieser Publikation s. Beitrag zu Publikation 2.

Teilergebnisse der vorliegenden Dissertationsschrift wurden bereits in den aufgefihrten

Publikationen 1 bis 3 veroffentlicht. Dazu gehdren, in vollem Umfang oder teilweise, auch

alle verwendeten Abbildungen mit Ausnahme der Abbildungen 2-5, 26, und 27. Ebenso

wurden die Tabellen 2, 3, 4 und 7, in vollem Umfang oder teilweise, bereits in den

Publikationen 1 und 2 veroffentlicht.
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6.10 Eidesstattliche Versicherung

Ich, Maximilian Scherf, versichere hiermit eidesstattlich durch eigenhandige Unterschrift, die
vorliegende Dissertationsschrift mit dem Titel ,Massenspektrometrische Prazisionsanalyse
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einer ganz oder teilweise unwahren eidesstaatlichen Versicherung sind mir bekannt. Ich
weil, dass bei Abgabe einer falschen Versicherung die Dissertationsschrift als nicht
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(Abgabedatum) (Vollstéandige Unterschrift)

Ixxxiii



6. Anhang

6.11 Danksagung

Hiermit moéchte ich mich bei den Personen bedanken, die die Promotion erst ermdglicht

haben.

Eingans mochte ich mich insbesondere bei meinem  Doktorvater Herrn
Prof. Dr. rer. nat. Michael O. Glocker fiir die Vergabe des Themas der Pomotion sowie die
fortwahrende, engagierte und exzellente Betreuung wahrend des experimentellen Teils

sowie beim Fertigstellen der Dissertationsschrift herzlich bedanken.

Weiterhin gilt mein Dank Frau Dr. rer. nat. Claudia Rower, Frau Dr. rer. nat. Cornelia Koy
und Frau Manuela RuB - die mir wahrend der Promotion mit Fachwissen zur Seite
gestanden haben - fir die freundliche Unterstlitzung und die stets geleisteten Hilfestellungen

bei den Arbeiten im Labor und der Auswertung der experimentellen Ergebnisse.

Herrn Dr. rer. nat. Peter Lorenz mdchte ich fur die uneingeschrankte Hilfe und Expertise bei
den zellbiologischen Voruntersuchungen zur ZNF-Linkerphosphorylierung meinen Dank

aussprechen.

Herrn Felix Steinbeck mochte ich fur die bioinformatischen Voruntersuchungen zur Auswahl
der zehn am haufigsten vorkommenden Aminosauresequenzen der
C2H2-ZNF-Linker-Hexapeptide danken.

Herrn Michael Kreutzer danke ich fir das Hochladen der Rohdaten in die bioinformatische
Datenbank Proteomics Identification Database (PRIDE) sowie fur Hilfestellungen bei

Problemen mit dem genutzten Literaturverwaltungsprogramm.

Ich mdchte mich auch bedanken, dass alle genannten Personen zu einem freundlichen
Arbeitsklima beigetragen haben, dass - neben dem interessanten Thema - auch dafir
gesorgt hat, dass die Arbeit an der Promtion mir Spal} bereitet hat und eine bereichernde

Erfahrung fir mich darstellte.

In besonderem MaRRe mochte ich mich bei meiner Familie - meiner Mutter, meinem Vater,
meinen GroBeltern und meinem Bruder - herzlich bedanken. Ich danke euch fir die
liebevolle Begleitung auf meinem Lebensweg, das ermdglichte Studium der Humanmedizin
und die gegebene Gelegenheit, mich in vollem Umfang fur 12 Monate auf den
experimentellen Teil der Promotionsarbeit konzentrieren zu kdénnen. Besonders danken
mdchte ich Euch auch fir das Ermutigen und die Motivation flr das Zustandekommen dieser

Promotionsarbeit.

IXxxiv



