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Analyse des Pheromonbindeprotein-
Pheromon-Komplexes des Seidenspinners
durch Elektrospray-Ionisierungs-
Massenspektrometrie

Neil J. Oldham,* Jirgen Krieger, Heinz Breer,
Annette Fischedick, Michal Hoskovec und Ales Svatos

Seit Butenandt vor vier Jahrzehnten Bombykol ((10E,12Z7)-
Hexadeca-10,12-dien-1-0l) als Sexuallockstoff des weiblichen
Seidenspinners (Bombyx mori)l!l identifizierte, wurden be-
achtliche Fortschritte im Verstidndnis der Pheromonchemie
und -biologie erzielt, wobei B. mori als ein niitzlicher Modell-
organismus fiir detaillierte Untersuchungen zur chemischen
Kommunikation diente. So entstand und entsteht ein immer
vollstdndigeres Bild, von der Bombykol-Biosynthese und
deren Regulation beim Seidenspinnerweibchen bis hin zur
Pheromondetektion und zum Abbau der Signalmolekiile in
den Antennen des Minnchens.”! Gerade auf dem Feld der
Pheromondetektion haben zahlreiche Arbeiten ein detail-
liertes Modell von den Vorgingen auf molekularer Ebene
hervorgebracht: Die lipophilen Pheromonmolekiile gelangen
durch Poren in der Kutikula in die Sinneshaare der Antennen
(Sensillen), wo sie mit der wissrigen Lymphe in Kontakt
kommen, welche die Rezeptorzellen (Nervenzellen) umgibt.
Sie werden dort durch Komplexierung mit einem Pheromon-
bindeprotein (PBP; ein kleines (<20 kDa), wasserlosliches
Lipidbindeprotein)P! in Losung gebracht und zur Nervenzell-
membran transportiert. In dieser Membran befindet sich der
eigentliche Pheromonrezeptor, der aller Wahrscheinlichkeit
nach an ein G-Protein assoziiert ist.l! Bei Aktivierung des
Rezeptors wird eine Second-Messenger-Kaskade ausgelost;
Ionenkanidle offnen sich und ein Rezeptorpotential wird
generiert.

Fortschritte zur vollstdndigen strukturellen Charakterisie-
rung des B.-mori-Pheromonbindeproteins (BmPBP) wurden
sehr rasch erzielt: Die Klonierung der cDNA resultierte in
der Entschliisselung der Aminosduresequenz,”! das Disulfid-
briickenbindungsmuster konnte bestimmt werden,®l und
schlieBlich wurde auch die Kristallstruktur des Komplexes
aus Bombykol und BmPBP rontgenstrukturanalytisch auf-
gekldrt.”l Um die Wechselwirkungen zwischen dem Phero-
mon und dem Bindeprotein genauer zu verstehen, unter-
suchten wir das System mit Hilfe der Elektrospray-Ionisie-
rungs-Massenspektrometrie (ESI-MS) unter nichtdenaturie-
renden Bedingungen. Es ist moglich, nichtkovalent gebun-
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dene Protein-Ligand-Komplexe nach sorgfiltiger Optimie-
rung der Geriteparameter, unter Verwendung von nahezu
neutralem Sprithpuffer und bei niedriger Desolvatisierungs-
gas-Temperatur (30°C) in der Gasphase zu beobachten.[®!
Beispiele fiir Protein-gebundene Liganden, die bereits mit
dieser Methode untersucht wurden, sind Enzym-Cofakto-
ren,®! -Substrate['”! und -Inhibitoren.['!]

Wir gingen davon aus, dass es moglich ist, diese Methode
auch auf das BmPBP-Bombykol-System anzuwenden und
dadurch den nichtkovalenten Komplex in der Gasphase zu
beobachten. Abbildung 1 zeigt das (transformierte) ESI-
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Abbildung 1. Transformiertes ESI-Massenspektrum von BmPBP (a) und
von BmPBP nach Inkubation mit Bombykol (b). Die Spektren zeigen
deutlich das Vorhandensein des BmPBP-Bombykol-Komplexes bei
16116 Da.l"?l

Massenspektrum von rekombinantem BmPBP sowie das von
BmPBP nach Inkubation mit Bombykol (20 Mol-Aquiv., ca.
14 h).I"l Der groBte Peak in der oberen Spur (Abbildung 1a)
tritt bei einer Masse von 15878 Da auf. Diese ist identisch mit
der theoretischen Masse, die aus der BmPBP-Aminosiure-
sequenz abgeleitet werden kann, und mit der unter ESI-
Standardbedingungen (denaturierend) gemessenen Masse
(Spriihlosung: Wasser/Acetonitril (80/20) mit 0.1% Amei-
sensdure; Daten nicht aufgefiihrt). Ein zweiter signifikanter
Peak bei 16160 Da erscheint nur unter nichtdenaturierenden
Bedingungen und wird deshalb auf ein nichtkovalent gebun-
denes BmPBP-Addukt mit einem Molekiil der Masse 282 Da
zuriickgefiihrt. Dieses Molekiil wurde wahrscheinlich wih-
rend der Expression oder Aufreinigung des rekombinanten
Proteins in das Protein eingebracht. Interessanterweise hat
Olséure eine Masse von 282 Da. Die Behandlung von PBP
mit dieser verbreiteten Fettsdure im Uberschuss fiihrte zu
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einer bedeutenden Erhchung des Peaks bei 16 160 Da. Bisher
konnten wir jedoch das gebundene Molekiil noch nicht
eindeutig als Olsdure identifizieren.

Nach Inkubation von BmPBP mit Bombykol trat ein
dritter, intensiver Peak bei 16116 Da im ESI-Massenspek-
trum auf (Abbildung 1b). Die Masse war reproduzierbar
238 Da (=Molekiilmasse von Bombykol) hoher als die von
BmPBP und wurde dem nichtkovalenten BmPBP-Bombykol-
Komplex [BmPBP+Bombykol] zugeordnet. Mit Bombykol in
geringeren molaren Uberschiissen (der geringste gemessene
molare Bombykoliiberschuss war fiinffach) wurden die
gleichen Ergebnisse erhalten.

Abbildung 2 zeigt die Auswirkungen der Anderung der
Elektrospray-Cone-Spannung V, der Trocknungsgas-Tempe-
ratur Tund des pH-Wertes des Spriithpuffers auf das Verhilt-
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Abbildung 2. Auswirkungen der Elektrospray-Quellenparameter (Cone-
Spannung V, Trocknungsgas-Temperatur 7und pH-Wert des Sprithpuffers)
auf die Stabilitit des BmPBP-Bombykol-Komplexes (y = Verhiltnis des
BmPBP-Bombykol-Komplexes zum freien BmPBP).["?l Jeder Datenpunkt
ist der Mittelwert aus fiinf Injektionen (die Standardabweichung ist jeweils
als Balken dargestellt).

nis des BmPBP-Bombykol-Komplexes zu freiem BmPBP. Die
Elektrospray-Cone-Spannung, die direkt die Beschleunigung
der Ionen durch die Quelle bei atmosphérischem Druck in das
Hochvakuum des Massenspektrometers bestimmt, erwies sich
als ein kritischer Parameter bei der Detektion des nicht-
kovalenten Komplexes. Aufgrund von Kollisionsprozessen bei
atmosphérischem Druck kann bei einer Cone-Spannung von
iiber 30 V nur sehr wenig des BmPBP-Bombykol-Komplexes
beobachtet werden. Die Temperatur des Trocknungsgases
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(Stickstoff), welches benotigt wird, um die Elektrospray-
Losungsmitteltropfen zu verdampfen, hatte ebenso einen
Einfluss auf die Stabilitit des Komplexes. Temperaturen iiber
50°C fiihrten, vermutlich wegen thermischer Denaturierung
des Proteins, zu einem rapiden Abfall des Verhiltnisses von
gebundenem zu freiem BmPBP. Bei pH-Werten des Spriih-
puffers zwischen pH 6.5 und 7.0 trat ein deutliches Optimum
auf. Die erhebliche Abnahme an intaktem BmPBP-Bomby-
kol-Komplex bei pH-Werten kleiner als 6.0 stimmt mit dem
beobachteten Verlust der starren Tertidrstruktur des Binde-
proteins bei niedrigen pH-Werten iiberein.[?]

Eine sehr niitzliche Anwendung dieser Methode besteht
in der Untersuchung der Spezifitit von Pheromonbinde-
proteinen (sowie olfaktorischen Rezeptorproteinen im All-
gemeinen). Abbildung 3 zeigt, dass BmPBP auch Liganden
bindet, die strukturverwandt zu Bombykol sind. Wahrend
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Abbildung 3. Vergleich der Affinitdt von BmPBP zu einer Auswahl von
Liganden: w=Bombykol; @ =(11E)-Hexadec-11-en-1-ol; A =(11Z)-He-
xadec-11-en-1-ol; ¥ =3-Phenylpropan-1-ol; e =XKontrolle!'"! (y=Ver-
hiltnis des BmPBP-Bombykol-Komplexes zu freiem BmPBP, V= Cone-
Spannung). Jeder Datenpunkt ist der Mittelwert aus 6 —8 Injektionen (die
Standardabweichung ist jeweils als Balken dargestellt).

(11E)- und (11Z)-Hexadec-11-en-1-ol eine hohe Affinitét zu
BmPBP aufweisen, ergaben sich keine Hinweise fiir die
Bildung eines Komplexes mit dem strukturell nicht verwand-
ten Alkohol 3-Phenylpropan-1-ol.'l Es war dariiber hinaus
nicht nur moglich, anhand der Komplexbildungseigenschaften
den Monoenalkohol von Bombykol zu unterscheiden, son-
dern auch mit den geometrischen Isomeren von 11-Hexade-
cenol konnten signifikant unterschiedliche [BmPBP + Li-
gand|:BmPBP-Verhiltnisse erhalten werden. Abbildung 3
zeigt, dass das (11E)-Monoen besser an BmPBP bindet als
das (11Z)-Isomer. Interessanterweise nimmt die C11-C12-
Bindung von gebundenem Bombykol den Kristallstruktur-
daten zufolge eine transoide Konformation ein.[’]

Die ESI-MS-Analyse unter nichtdenaturierenden Bedin-
gungen ist ein leistungsfihiges Instrument, um die Spezifitét
der Wechselwirkungen zwischen Duftstoffmolekiilen und
Bindeproteinen einzuschitzen. Diese Methode soll in weiten
Arbeiten zu einem kompetitiven Bindungsassay weiterent-
wickelt werden.
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Die Massenspektren wurden an einem Micromass-Quattro-I1I-Mas-
senspektrometer, ausgestattet mit einer Z-Spray-Elektrosprayquelle
(Micromass, Manchester, Grofbritannien), aufgenommen. Als Spriih-
puffer wurde NH,OAc (2.5 mm, pH 7.0, soweit nicht anders angege-
ben) mit einer FlieBgeschwindigkeit von 5 pLmin~! verwendet. Die
BmPBP-Lésung (5 mg mL~!, 2 pL, in 2.5 mm NH,OAc, pH 7.0) wurde
mit Hilfe eines Injektionsventils direkt dem Spriithpuffer zugesetzt.
Die Cone-Spannung betrug 20 V und die Trocknungsgas-Temperatur
30°C, soweit nicht anders angegeben. Rekombinantes BmPBP wurde
wie bereits beschrieben synthetisiert und aufgereinigt. In Abwandlung
zur beschriebenen Methode wurde auf eine Hydroxylapatitsdulenrei-
nigung verzichtet und eine Dialyse gegen 10 mm Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan(Tris)-Puffer (pH 8.0) mit Hilfe einer Slide-A-Lyzer-
Kassette (Pierce, Rockford, IL, USA) durchgefiihrt.> '}l BmPBP
wurde unter Verwendung eines Vivaspin-Konzentrators (Molekular-
gewichts-Cut-off 5000 Da; Vivascience, Lincoln, GroBbritannien)
angereichert und in den NH,OAc-Puffer (siche oben) iiberfiihrt.
Die Daten wurden unter Verwendung des Programms MaxEnt, einem
Maximum-Entropy-Algorithmus aus dem Softwarepaket Mass-
lynx 3.1 (Micromass), ausgewertet.

H. Wojtasek, W. S. Leal, J. Biol. Chem. 1999, 274, 30950 -30956.
Die BmPBP-Losung!*?! wurde mit dem jeweiligen Liganden im 50-
fachen molaren Uberschuss ca. 14 h bei 4°C inkubiert. Die Alkohole
wurden als 0.6M Losungen in Ethanol zur gepufferten BmPBP-
Losung gegeben. Als Kontrolle diente BmPBP ohne Ligand, die sich
hier ergebenden Werte ungleich Null sind eine Folge des Unter-
grundrauschens.

0044-8249/00/11223-4523 $ 17.50+.50/0 4523



