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Die Native Elektroneneinfang-Disso-
ziation (NECD) ist eine neue massenspek-
trometrische Methode zur strukturellen Untersu-
chung von nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen wie
Cytochrome. Wie K. Breuker und F. W. McLafferty auf den folgenden
Seiten erldutern, werden im Unterschied zu konventionellen ECD-
Techniken keine externen Elektronen zugefiihrt, da die hoch asymmet-
rische Ladungsverteilung bei der Dissoziation von Proteindimeren den
Elektronentransfer bewirkt.
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Untersuchung von Tertidrstrukturen

Native Elektroneneinfang-Dissoziation zur
strukturellen Charakterisierung nichtkovalenter
Wechselwirkungen in nativem Cytochrom c**

Kathrin Breuker* und Fred W. McLafferty

Jiingste Forschungen in der biomolekularen Massenspektro-
metrie (MS) zielen auf Aufgabenstellungen der Life Sciences
ab, die iiber Molekulargewichtsbestimmung und Protein-
identifizierung hinaus gehen,! z. B. in Untersuchungen nicht-
kovalenter Proteinkomplexe® und der
Proteinfaltung.®™3 In Elektrospray-
Ionisations(ESI)-MS-Experimenten

kann die Stochiometrie von Bindungs-
partnern in Protein-Protein-, Protein-
Ligand- und Protein-Nucleinsiure-
Komplexen bestimmt werden,”! vor-
ausgesetzt, dass etwaige Verdnderun-
gen der nichtkovalenten Bindungen
bei Eintritt in die Gasphase diese
Stochiometrie nicht  beeinflussen.
Umfassende Untersuchungen haben
jedoch gezeigt, dass hydrophobe
Wechselwirkungen und Wasserstoff-
briicken in der Gasphase geschwécht
bzw. gestdarkt werden und dass sich
Tertidrstrukturen in der Gasphase dras-
tisch von den Strukturen in Losung
unterscheiden konnen.™ Die detail-
liertesten Informationen iiber solche
strukturell verdnderten Gasphasen-
konformere aus ESI-Experimenten
wurden kiirzlich durch Elektronenein-
fang-Dissoziation (electron capture dissociation, ECD) erhal-
ten.**¢"5 Hier berichten wir iiber Massenspektren, die
dagegen die native Proteinstruktur reflektieren, und die
offenbar ECD-Massenspektren sind, obwohl experimentell
keine Elektronen zugegeben wurden. Wir nennen diese neue
Technik Native Elektroneneinfang-Dissoziation (NECD).
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Cytochrom ¢ (Cytc), ein kleines Elektronentransfer-Pro-
tein mit anndhernd sphérischer Gesamtform im nativen
Zustand (Abbildung 1),! gehort zu den am genauesten
untersuchten Proteinen beziiglich Struktur und Faltung in
der Gasphase.’>*~1 Mit ESI von Cytc-Losungen, in denen
die native Struktur erhalten ist (pH 3.5, 4.5), in ein Fourier-
Transformations(FT)-Massenspektrometer ergab ECD der
8+ - und 9 +-Molekiilionen (MS/MS) keine Produkt-Ionen
aus Riickgratfragmentierung; die nichtergodische ECD spal-
tet das Proteinriickgrat ohne Bruch der nichtkovalenten
Bindungen der Tertidrstruktur.“*¢" Nach Denaturierung der
Molekiilionen durch sanfte Kollisionsanregung®™ finden sich
im ECD-Spektrum Fragmente aus der Spaltung von 69 der

Abbildung 1. Binder-Stab-Darstellung von nativem (Fe")Cytc (Struktur in Lésung aus der PDB-
Dateil"”! 1AKK!"'®). Rot: Ham; blau: angrenzende Aminosaurereste 39, 40, 48-52, 79 und 80 von
NECD-Hauptfragmentierungen in Abbildungen 2b, c; hellblau: angrenzende Aminosiurereste
11-13, 26-28, 33-38, 41, 45-47, 53-55, 68, 69, 72, 73 und 82-85 von weniger intensiven
NECD-Fragmentierungen. Die Darstellungen unterscheiden sich um eine 120°-Drehung um die

103 Riickgratbindungen (Abbildung 2a). Gemil dem ECD-
Radikalmechanismus (Schema 1) entstehen die charakteris-
tischen Produkte ¢, z' und a' (sowie y-Ionen); Spektren nach
konventioneller Ionendissoziation durch energetische Spal-
tung (z.B. durch Kollisionsanregung (CAD) oder IR-Multi-
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Schema 1. Mechanismus der ECD-Fragmentierung; das Proton befin-
det sich urspriinglich an einem angrenzenden basischen Aminosaure-
rest.
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Abbildung 2. Relative Haufigkeit (r.a.) von Cytc-Fragment-lonen: a) Spektrum nach konventioneller ECD von Molekiilionen aus ESI von 10 um
wissriger Losung (pH 3.5; In-Beam-Kollisionsanregung).*¥ b, c) ESI-Spektrum von 75 pum wiassrigen Lésungen (pH 4.5) ohne externe Zugabe von
Elektronen, beide 36 % NECD-Ausbeute, mit partiellen Strukturen des Hams und benachbarter Aminosauren in nativem (Fe")Cytc. c) Spektrum
nach 1 h zusitzlichem Rithren der ESI-Lésung mit einem Vortex-Schiittler. ¢-lonen: schwarze Balken, y-lonen (a*+y in a): graue Balken, z-lonen:

gestreifte Balken.

photonendissoziation (IRMPD)) von Protein-Ionen zeigen
dagegen b- (RC=0%) sowie y-Ionen. Deshalb war es iiber-
raschend, c-Tonen in einem ESI-Spektrum von Cyt ¢ (Abbil-
dung 2b) zu finden, das ohne Zugabe von Elektronen unter
Bedingungen aufgenommen wurde, die keine b-Ionen pro-
duzieren. Weitere Produkte in Abbildung 2b waren y-Ionen,
die generell durch Spaltung zwischen denselben Aminosiu-
ren wie fiir die c-Ionen entstanden. Die Abbildungen 2a und
b weisen wenig Ahnlichkeit auf: Die bevorzugte Spaltung
zwischen Lys79 und Met80 in Abbildung 2b gehort zu den
am schwichsten ausgeprigten in Abbildung 2a. Unter sonst
gleichen Bedingungen wurden nach rigorosem Riihren der
Cytc-Losung Spektren wie in Abbildung 2¢ erhalten. Diese
scheinen eine Kombination aus dem Spektrum in Abbil-
dung 2b und einem neuen Spektrum zu sein, dessen Zustan-
dekommen noch untersucht wird. Obwohl experimentell
keine zusitzlichen Elektronen zugefiihrt wurden, ist die
Ausbeute von 36 % an Produkt-lIonen ¢ und y grofler als bei
frithen ECD-Studien.™

Die Konzentration der ESI-Lésung beeinflusst drastisch
die Ausbeute an Fragment-Ionen (Abbildung 3). In Fluores-
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Abbildung 3. Ausbeute (Y) der lonen ¢, y (gefiillte Kreise) und ¢,
(offene Kreise) nach ESI von (Fe")Cytc in H,O als Funktion der
Konzentration bei pH 5.5.

zenz-Studien wurde bei Konzentrationen von mehr als 33 pm
die Dimerisierung von Cytc in Elektrospray-Tropfchen
beobachtet.”! Der entsprechende Anstieg in Abbildung 3
lasst darauf schlieen, dass zur Bildung von ¢ und y Dimere
erforderlich sind (allerdings wurden in keinem der Spektren
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Dimer-Ionen detektiert). Die Ausbeute an Fragment-Ionen
sinkt bei Werten von iiber 100 um wieder ab, vermutlich
wegen der kompetitiven Bildung von groeren Aggregaten.
Der pH-Wert der Losung wirkt sich ebenfalls auf die Aus-
beute aus. Bei 100 pm Cytc in wissriger Losung wurden
folgende Ausbeuten erhalten: pH2.5 5%(0% in 70%
MeOH), pH 3.5 13%, pH 4.5 16% und pH 5.5 7% (Zusatz
von 1% Glycerin® hatte keinen Einfluss). Diese Daten sind
konsistent mit der abnehmenden Denaturierung von nativem
Cytc beim Ubergang von pH2.5 nach 4.5” und einem
niedrigeren Protonierungsgrad wéahrend der ESI bei hoherem
pH-Wert. Die Ausbeute hing auBerdem stark von der
Temperatur der Kapillare ab, durch die die Ionen in das
Massenspektrometer eintreten. Bei 75 pm und pH 5 bewirkte
eine Abkiihlung von 43°C auf 28°C eine Abnahme der
Ausbeute an ¢ und y von 21% auf 2% (Abbildung 4)

OpH 4.5
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I 20 PH 5
Y!%
10
0 T T T T T T T T

28 30 32 34 36 38 40 42
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Abbildung 4. Ausbeute (Y) der lonen ¢ und y nach ESI von 75 um
(Fe")Cytc-Losungen in Wasser als Funktion der Kapillarentemperatur,
gemessen an der Kapillarenéffnung, durch die die lonen in das Mas-
senspektrometer eintreten. Die Temperaturen im Inneren der Kapillare
sind um einen geschitzten Faktor 2 proportional héher.

gegeniiber den verbliebenen Molekiilionen. Durch Absenken
des pH-Werts auf 3.5 bei 30 °C wurde eine Ausbeute von 31 %
erhalten. Die Bildung der c¢- und y-Ionen muss - vor
extensiver Verdampfung des Losungsmittels — in dieser
Kapillarregion stattfinden und erfordert signifikant mehr
Energie als die Desolvatation. Die Anderung instrumenteller
Parameter in Bereichen geringeren Drucks, z.B. der Diise-
Skimmer-Spannung und der damit verbundenen Ionenlinsen-
potentiale, hatte keinen Effekt.

Das c¢y-Fragmentierungsmuster aus ESI von 100 um
(Fe")Cytc-Losungen!'” in Wasser bei pH 4.5 (Daten nicht
gezeigt) war innerhalb der Fehlergrenzen identisch mit dem
von (Fe'™Cytc; die nativen Fe"™- und Fe"-Strukturen unter-
scheiden sich in erster Linie durch die Reorientierung einiger
weniger Aminosiurereste.'!! Weiter haben alle Produkte ¢, in
denen das Hdm kovalent an Cys14 und Cys17 gebunden ist,
sowohl aus Fe™- als auch Fe'-Losungen m/z-Werte, die eine
Reduktion zu Fe" anzeigen. Dies ldsst darauf schlieBen, dass
ein effizienter Elektronentransfer die Bildung von Fe"-Pro-
dukten aus den Fe™-Vorstufen bewirkt. Aus der gleichen
Quelle konnte ein Elektron stammen, das die ECD unter
Bildung der beobachteten Produkte ¢ und y bewirkt, aller-
dings weisen die Spektren in Abbildung 2b,c keine der
erwarteten komplementiren (Schema 1) Produkte z* und a

© 2003 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

auf. Diese hochreaktiven und thermisch labilen Radikalspe-
zies™! sind allerdings vielen energetischen Kollisionen auf
dem Weg durch die Kapillarregion ausgesetzt.

Eine ungewohnliche MS/MS-Dissoziation von stabilen
gasformigen Cytc-Dimer-Ionen aus ESI von nichtdenaturie-
renden Losungen und Speicherung in einer FTMS-Zelle
wurde kiirzlich von Williams und Jurchen beschrieben.? Bei
schwacher MS/MS-Anregung (CAD) dissoziieren die Dimer-
Ionen iiberwiegend in Monomere mit gleicher Ladungszahl,
hohere Anregungsenergien bewirken dagegen eine asymmet-
rische Ladungsverteilung. Gleiches scheint auch fiir unsere
Dimer-Ionen, die in der Kapillarregion dissoziieren, der Fall
zu sein (Abbildung 5). ESI mit 10 pM, einer Konzentration,
bei der nur geringe Ausbeuten an Dimer, ¢ und y entstehen,
produziert fast ausschlieBlich 8+ -Monomerionen. ESI mit
75 pM — giinstigen Bedingungen fiir die Bildung von Dimeren
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Abbildung 5. Ausbeute (Y) von Molekiilionen [M+(n—1)H]"" (M,
offene Balken) und Fragment-lonen (c;s+nH)™ und (ys + nH)™ (Fl,
schwarze bzw. graue Balken) aus ESI von wissrigen (Fe")Cytc-Losun-
gen (10 um, pH 5.5 und 75 um, pH 4.5) in Abhingigkeit vom Ladungs-
zustand.

sowie ¢ und y — zeigt dagegen asymmetrische Ladungsvertei-
lungen mit Ladungszustinden der Monomere von bis zu
+ 12. Auf eine sogar noch hohere Ladung der Vorstufen von ¢
und y weist die Summe der gemittelten Ladungen der
quasikomplementidren Fragmente c¢;,0 (4+8.48) und y,s
(+2.66) hin (Abbildung 5, unten). Zusammen mit den zwei
Elektronen fiir die ECD und die Reduktion des Him-Eisen-
Zentrums ergibt sich eine Ladung von ca. +13 fiir ihre
monomere Vorstufe. Demzufolge muss die Ladung des
anderen Monomers auf +3 oder +4 dezimiert sein, was
auf eine sehr starke Ladungsasymmetrie vor der Dimerdisso-
ziation schlieBen ldsst. Diese konnte die Elektronentransfers
verursachen, die zu den Produkten ¢(Fe™) und y fiihren.
Williams und Jurchen liefern tiberzeugende Beweise, dass
diese Ladungsasymmetrie bei Aktivierung der dimeren Pro-
tein-Ionen das Resultat der Entfaltung eines der beiden
Monomere ist.'” Die vergroBerte Separation der basischen
Aminoséurereste bewirkt eine starke Zunahme ihrer Basizi-
tat, wodurch Protonen vom anderen Monomer angezogen
werden.

Da die ¢- und y-Ionen nur mit ESI von nativem Cytc
beobachtet werden, stellt sich die Frage, ob dessen Struktur!®
auch eine mechanistische Erkldrung fiir die hochspezifische
Bildung von ¢ und y (Abbildung 2b,c) liefern kann. Wenigs-
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tens eines der beteiligten Elektronen, dasjenige, das die Fe'-
Produkte bildet, muss auf den Him-Liganden iibertragen
werden. Das Ham ist auBerdem in beiden nativen Strukturen,
der Fe"- und der Fe™-Struktur, nichtkovalent an Aminosiu-
rereste gebunden, an denen ein zweiter Elektronentransfer
eine Spaltung des Proteinriickgrats auslosen konnte (Abbil-
dung 2b,c).""! Die betreffenden Aminosiurereste befinden
sich sdmtlich in der Nidhe der exponierten Kante des Hams
(Abbildung 1), die als Ort des biologischen Elektronentrans-
fers vermutet wird."” Die markantesten Fragmente stammen
aus Spaltungen an der N-terminalen Seite von Met 80, dessen
Schwefelatom das Hidm-Eisen distal koordiniert (Abbil-
dung 1, 2). Eine weitere groBe Zahl von Produkten stammt
aus Spaltungen in der Ndhe von Thr40, Thr49 und Asn 52, die
in (Fe"Cytc jeweils durch Wasserstoffbriicken mit den
Carboxylaten der Hadm-Propionate 7, 6 und 7 verbunden
sind (Asn52 ist im (Fe")Cytc durch eine Wasserstoffbriicke
mit p6 verbunden).""! Alle anderen Produkte (<1% der
Gesamtproduktmenge) resultieren aus Spaltungen in der
Nihe des Hdms, z.B. an Lys13 und in der Region 68-71.
His 18, das das Fe-Zentrum auf der Met80 gegeniiberliegen-
den Seite koordiniert, weist keine benachbarte ECD auf.
Schema 2 untermauert die Annahme, dass diese Spaltungen,

Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus der NECD-Fragmentierung
bei Met 80.

die wihrend ,sanfter ESI und ohne externe Zugabe von
Elektronen stattfinden, sogar den konventionellen ECD-
Mechanismus in Schema 1 einschlieBen konnen. Wihrend
das Dimer die Einlasskapillare passiert, enfaltet sich eines
seiner Monomere partiell. Der Ubergangszustand hoher
Energie beim Entfalten in Losung umfasst die Denaturierung
der terminalen Helices (Aminosduren 3-14 und 90-101;
Abbildung 1, Bild rechts, linke Seite) durch Aufbrechen der
hydrophoben Phe 10-Leu94-Bindung zwischen den Helices.
Diese Helices enthalten 8 der 21 basischen Aminosdurereste
eines Monomers. Von den geschitzten 8 urspriinglichen
Protonen eines Monomers sollten sich ca. 3 auf diesen
Helices befinden. Durch partielle Denaturierung werden 5
Protonen vom anderen Monomer angezogen, geniigend fiir
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die Protonierung der neu exponierten basischen Stellen und
einer Gesamtzahl von 8 Protonen auf den terminalen Helices.
Als Folge dieser starken Ladungsasymmetrie tibertrdgt das
andere Monomer Elektronen auf das partiell entfaltete
Monomer, wobei ein Elektron das Fe-Zentrum reduziert
und ein weiteres auf das Hdm iibertragen wird. Resultat
dieses Prozesses ist die in Schema 2 gezeigte ECD.

Native Cytc-Molekiilionen sind signifikant durch hydro-
phobe Bindungen stabilisiert,'! wobei die vollstindige De-
solvatation durch ESI ihre Denaturierung verursacht. Frii-
here ECD-Experimente!*!l haben gezeigt, dass gasformige
Cytc-Ionen nach Denaturierung in stabilere Gasphasen-
Strukturen zuriickfalten, die sich von den nativen Losungs-
strukturen ginzlich unterscheiden.¥! Obwohl die ESI von
nativen Cytc-Losungen Molekiilionen mit Ladungen <48
erzeugen kann, deren Kollisionsquerschnitte mit dem fiir die
native Struktur berechneten iibereinstimmen,*! lassen
unsere Hinweise darauf schlieBen, dass sich die Ionen beim
Transfer in die Gasphase entfaltet und zurtickgefaltet haben.
Diese Moglichkeit sollte in Betracht gezogen werden, bevor
man konventionelle ESI-Massenspektren als Nachweis nicht-
kovalenter Bindung in Losung heranzieht.”!

NECD ist ein vielversprechendes neues MS-Verfahren
zur strukturellen Untersuchung von nichtkovalenten Wech-
selwirkungen in nativen Proteinen. Die Ladungsverteilung
bei der Dissoziation von Proteindimeren kann anscheinend
dermaf3en asymmetrisch sein, dass sie einen Elektronentrans-
fer und die ECD des Proteinriickgrats bewirkt. Fiir Cytc
korrelieren die resultierenden Fragmente direkt mit nicht-
kovalenten Protein-Ham-Wechselwirkungsstellen in der nati-
ven Struktur. Obwohl dies der bisher detaillierteste Nachweis
vom Erhalt nativer Konformation beim Transfer in die
Gasphase zu sein scheint, zeigt NECD auch, dass es sich
selbst bei ,sanftem“ ESI nur um transiente Strukturen
handelt. Zukiinftige Arbeiten werden die Anwendungstaug-
lichkeit von NECD (iiberpriifen, z.B. als konformationelle
Sonde zur Untersuchung der Dissoziationsdynamik von
Multimeren in Losung.

Experimentelles

Die Experimente wurden mit einem bereits beschriebenen 6-Tesla-
FT-Massenspektrometer durchgefiihrt.” Tonen aus ESI bei Atmo-
sphérendruck treten durch eine geheizte Kapillare in das Instrument
ein und werden durch Quadrupol-Ionenleiter in die FT-ICR-Zelle
geleitet (< 10~° Torr, Einfang mit N,-Puls). Zur ESI wurden im Labor
hergestellte Emitter mit ca. 5 um Innendurchmesser der Spitzen
verwendet (Fluss 200-500 nLmin ', 1 kV Spray-Potential). Cytc aus
Pferdeherz (Sigma, St. Louis, USA) wurde in Wasser (Nanopure,
pH 5.5) gelost; die pH-Werte wurden mit Essigsdure eingestellt. Der
pH-Wert der (Fe")Cyt c-Losung wurde mit Ascorbinsiure auf pH 4.5
eingestellt.'** ) Zur Auswertung der Spektren wurde das auto-
matisierte Programm THRASH verwendet.!""!

Eingegangen am 23. April 2003 [Z51705]
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Stichworter: Cytochrom c - Elektroneneinfangdissoziation -
Elektronentransfer - Massenspektrometrie -
Nichtkovalente Wechselwirkungen
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