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Der Einfluss der Hydratation auf Struktur, Dynamik, Faltung
und Stabilit�t von Proteinen ist �ber Jahrzehnte studiert
worden und noch immer Gegenstand aktiver Forschung.[1–4]

Das Entfernen von L)sungsmittel f�hrt zu stabilen Protein-
konformationen in der Gasphase, die sich drastisch vom
urspr�nglichen nativen Zustand unterscheiden k)nnen.[5–9]

Bisher ist allerdings nichts bekannt �ber die Abfolge von
strukturellen Ver�nderungen in einem nativen Protein, das
pl)tzlich von Vakuum umgeben ist. Wir untersuchen hier den
Effekt der Hydratation auf Struktur und Stabilit�t und
pr�sentieren erstmals detaillierte Daten zum thermischen
Entfalten einer nativen Proteinstruktur im 3bergang von der
L)sung in die Gasphase. Unsere Daten sprechen f�r einen
sequenziellen Entfaltungsmechanismus, der durch den Ver-
lust hydrophober Bindungen dominiert ist.

Wir haben k�rzlich gezeigt, dass Elektrospray-Ionisation
(ESI)[10] w�ssriger L)sungen von Eisen(iii)-Cytochromc
((FeIII)Cytc) in Konzentrationen, die g�nstig f�r die Bildung
von nichtkovalent gebundenen Homodimeren sind
(�75 mm), unerwartete R�ckgratspaltungen produziert; wir
nannten dieses Ph�nomen „Native Elektroneneinfang-Disso-
ziation“ (NECD; native electron capture dissociation).[11] Der
Prozess verl�uft folgendermaßen: Wenn ein durch ESI er-
zeugtes Dimer-Ion in das Fourier-Transformations-Massen-
spektrometer (FTMS) eintritt und die geheizte Kapillare zur
Desolvatation passiert, entfaltet eines der beiden Monomere
partiell. Dies bewirkt einen Protonentransfer vom kompak-

ten Monomer II zum partiell entfalteten Monomer I und
induziert eine betr�chtliche Ladungsasymmetrie.[12] Darauf-
hin findet ein intermolekularer Transfer von zwei Elektronen
zum H�m von Monomer I statt, wobei eines der Elektronen
das H�m-Eisen reduziert und das zweite R�ckgratspaltungen
des Proteins (NECD) neben Aminos�ureresten bewirkt, die
sich im Kontakt zum H�m befinden.[11, 13] Zuletzt separieren
die beiden Spaltungsprodukte sowie Monomer II und werden
in der Ionenzelle des FTMS detektiert.

Abbildung 1 zeigt die Ausbeute[14] an Fragment-Ionen aus
NECD-Experimenten mit zwei w�ssrigen L)sungen von
(FeIII)Cytc (75 mm, pH 5) aus Pferdeherz, aufgetragen gegen
die Spaltungsstelle im Proteinr�ckgrat; die Kapillartempera-
tur war ca. 31 8C.[15] Die L)sungen A (f�r das in Abbildung 1a
gezeigte Experiment) und B (Abbildung 1b) wurden auf die
gleiche Weise hergestellt, nur dass A �ber Nacht und B drei
Monate aufbewahrt wurde. In Einklang mit dem vorgeschla-
genen NECD-Mechanismus[11] finden Spaltungen des Prote-
inr�ckgrats neben Aminos�ureresten statt, die in der nativen
Struktur nichtkovalent an das H�m gebunden sind. Die
NECD-Fragmente von L)sung A resultieren aus Spaltungen
neben K13, Y48/T49, L68, K79/M80, F82 und I85, w�hrend
L)sung B zus�tzlich Produkte aus Spaltungen neben L35,
T40, F46, N52 und W59 liefert.

Die Dimere in L)sung A und B scheinen daher unter-
schiedliche Strukturen zu haben, wobei die Struktur von
L)sung B mehr Protein-H�m-Bindungen in Monomer I
stabilisiert, sodass diese noch intakt sind, wenn NECD
stattfindet.[16] Die Verteilung der Spaltungsprodukte aus
L)sung A ist konsistent damit, dass das Monomer II nahe
K79/M80 von Monomer I bindet und seine Protein-H�m-
Wechselwirkungen durch das Wasserstoffbr�ckennetz der
Aminos�urereste 49, 67 und 78–82 stabilisiert (Abbildung 2).
Die Produkte von L)sung B weisen auf eine Bindung nahe
Y48/T49 von Monomer I hin, welche zus�tzlich die H�m-
Kontakte der Aminos�urereste im ausgedehntenWasserstoff-
br�ckennetz von 37, 38, 40, 49, 50, 52–55, 57 und 59
stabilisiert. Diese Bindung nahe Y48/T49 findet sich in der
asymmetrischen Dimer-Einheit von (FeIII)Cytc-Kristallen
(Pferdeherz) bei niedriger Ionenst�rke wieder, in der T47
und D50 von Monomer I mit V11, Q12 und Q16 von
Monomer II binden.[17] Interessanterweise hat dasjenige
Kristallmonomer, das unserem teilweise entfalteten Mono-
mer I entspricht, eine etwas weniger geordnete Struktur als
das zweite Monomer.

Keines der NECD-Spektren zeigt Fragmente aus Spal-
tungen in den terminalen Bereichen, d.h. neben F10, L94 und
L98, oder im Segment 18–34. Dies weist darauf hin, dass das
anf�ngliche Entfalten, das die Ladungsasymmetrie in beiden
Dimerstrukturen bewirkt, die Separation der terminalen
Helices, das Offnen der koordinativen H18-Fe-Bindung[18]

und das Entfalten der assoziierten W-Schleife umfasst. Der
Protonentransfer zu den neu exponierten Aminos�ureresten
bewirkt eine Ladungsasymmetrie, deren Ausmaß aus der
Summe der gemittelten Ladungen der quasi-komplement�-
ren Fragment-Ionen c48 und y56, + 8.5 (Abbildung 3a), und
der gemittelten Ladung der Monomer-Ionen von + 7.2 bei
50% Ausbeute berechnet werden kann (die Monomer-Ionen
sind alle Monomer II, da alle Monomer-I-Ionen fragmentiert

[*] Dr. K. Breuker
Institut f�r Organische Chemie und
Center for Molecular Biosciences Innsbruck (CMBI)
Universit+t Innsbruck
Innrain 52a, 6020 Innsbruck (-sterreich)
Fax: (+43)512-507-2892
E-mail: kbreuker@gmx.net

Prof. Dr. F. W. McLafferty
Department of Chemistry and Chemical Biology
Baker Laboratory
Cornell University
Ithaca, NY 14853-1301 (USA)

[**] Die Autoren danken dem @sterreichischen FWF und BMBWK
(Projekte P15767 und T229, K.B.) und den NIH (Projekt GM16609,
F.W.M.) f�r finanzielle Unterst�tzung sowie Huili Zhai, Cheng Lin,
Xuemei Han, Robert Konrat, Harry B. Gray, Harold Hwang und Mi
Jin f�r hilfreiche Diskussionen.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder k@nnen beim Autor
angefordert werden.

Angewandte
Chemie

4989Angew. Chem. 2005, 117, 4989 –4992 � 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



sind). Aus den Werten + 8.5 und + 7.2 ergeben sich unter
Ber�cksichtigung der beiden Elektronen f�r die Reduktion
des H�m-Eisens und die R�ckgratspaltung jeweils die Werte

+ 10.5 bzw. + 5.2 f�r die Ladungen vor Elektronentransfer.
Eine Ladungsasymmetrie von 2.0:1 bewirkt also NECD f�r
die beiden auf pH 5 eingestellten L)sungen, unabh�ngig von
der Temperatur (Abbildung 3a). Anders ist der Verlauf der
absoluten NECD-Ausbeute: Diese steigt f�r L)sung A von
4% bei 28.5 8C bis 23% bei 42 8C und f�llt dann auf 15% bei
45.5 8C ab, f�r L)sung B steigt sie von 21% bei 29 8C bis 54%
bei 40 8C und sinkt dann auf 30% bei 48 8C (Abbildung 3b).

Eine 75 mm L)sung bei pH 4 ergab die gleichen Spal-
tungsprodukte wie in Abbildung 1a, mit der Ausnahme, dass

Abbildung 1. Ausbeute (Y) an Fragment-Ionen aus ESI-NECD-Experimenten mit w+ssrigen L@sungen von (FeIII)Cyt c (75 mm, pH 5) aus Pferdeherz;
Auftragung von Y in Abh+ngigkeit von der R�ckgratspaltungsstelle. Probenzubereitung durch L@sen des lyophilisierten Proteins in Nanopure-
Wasser und a) Aufbewahrung bei 4 8C �ber Nacht, b) Aufbewahrung bei 4 8C �ber 3 Monate. Kapillartemperatur ca. 31 8C; Ellipsen: Aminos+ure-
reste mit nativen H+m-Kontakten (schwarz gef�llt, wenn NECD beobachtet wurde). Oben links: Struktur von nativem (FeIII)Cytc in L@sung;[23]

H+m: dunkelgrau; H+m-kontaktierende Aminos+urereste, die NECD unterliegen: gleiches Farbschema wie bei (a) und (b). Grauer Bereich: freie
Entfaltungsenthalpien DG(Entfaltung) von (FeIII)Cytc in L@sung relativ zum nativen Zustand.[21,22]

Abbildung 2. Schematische Darstellung von hydrophoben (d�nne
durchgezogene Linien), Wasserstoff- (breite gestrichelte Linien) und
koordinativen (breite durchgezogene Linien) Bindungen (<3.5 L) der
H+m-kontaktierenden Aminos+urereste in nativem (FeIII)Cyt c aus Pfer-
deherz.[23] Die T40-H+m-Wechselwirkung (d�nne gestrichelte Linie) ist
unspezifisch, aber innerhalb 2.9 L. N52 und W59 sind durch Wasser-
stoffbr�cken mit einem Sauerstoffatom des H+m-Propionats7 (p7) ver-
bunden, T49 und T78 durch ein Sauerstoffatom des H+m-Propionats6
(p6).

Abbildung 3. NECD von (FeIII)Cytc-L@sungen in Abh+ngigkeit von der
Kapillartemperatur: a) Summe der gemittelten Ladungen (n) von c48
und y56 ; b) Gesamtausbeuten (Y). L@sung A, pH 4 (*), pH 5 (&);
L@sung B, pH 5 (~).
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keine Spaltung neben K13 beobachtet wurde. Die Summe der
Ladungen der Fragment-Ionen war ca. + 12.5 bei 27.5 und
29.5 8C, was auf h)her geladene gasf)rmige Dimere aus der
L)sung mit pH 4 schließen l�sst. Obwohl beim Erhitzen der
Wert von ca. + 12.5 auf denWert der L)sung mit pH 5 (+ 8.5)
sank (Abbildung 3a), �nderte sich die Ladungsasymmetrie
vor Elektronentransfer kaum mit der Temperatur; der Mit-
telwert von + 8.9 f�r Monomere bei 29.5 8C l�sst auf eine
Ladungsasymmetrie von ca. 14.5:6.9 (2.1:1) vor Elektronen-
transfer schließen. Die Temperaturerh)hung bewirkt zu-
n�chst eine drastisch steigende Ausbeute von 2% bei
27.5 8C bis 32% bei 29.5 8C und ein erneutes Absinken auf
4% bei 45 8C (Abbildung 3b).

Dieser starke positive und negative Temperatureffekt auf
die NECD-Ausbeute beider Dimer-L)sungen ohne Rnde-
rung der ben)tigten Ladungsasymmetrie ist Hinweis auf
mehrere konkurrierende Dissoziationen der dimeren L)-
sungsstruktur. Der Reaktionsweg niedrigster Energie muss
die direkte Dissoziation der intermonomeren Bindung sein,
da unter keinen Bedingungen Dimer-Ionen in den NECD-
Spektren detektiert wurden. Die zunehmende Ausbeute an
NECD-Spaltungsprodukten mit steigender Temperatur ist
dann konsistent mit dem zunehmend konkurrierenden Ent-
falten von Monomer I, wobei mehr Dimer-Ionen die kritische
Ladungsasymmetrie f�r NECD erreichen, bevor die Bindung
zwischen den Monomeren dissoziiert; NECD von L)sung B
erreicht eine Ausbeute von 50% Fragment-Ionen bei 40 8C;
dies entspricht der vollst�ndigen Fragmentierung aller Mo-
nomere I. Noch h)here Temperaturen er)ffnen einen weite-
ren Reaktionspfad, n�mlich das konkurrierende Entfalten
von Monomer II, das den Anteil an Dimer-Ionen mit
Ladungsasymmetrien unterhalb der kritischen Grenze
erh)ht. Es ist zu beachten, dass das weniger bevorzugte
Entfalten von Monomer II konsistent ist mit der asymmetri-
schen Dimerstruktur der (FeIII)Cytc-Kristalle,[17] in der das
Entfalten der terminalen Helices in Monomer II durch die
Lage von V11, Q12 und Q16 in der Dimer-Bindungsfl�che
gehindert ist (Abbildung 1). Eine asymmetrische Dimerstruk-
tur ist aber keine notwendige Voraussetzung f�r asymmetri-
sches Entfalten; viele gasf)rmige Dimer-Ionen weisen dieses
Ph�nomen auf, obwohl bisher f�r keines NECD beobachtet
wurde.[12, 19,20]

Das Produktverh�ltnis der an den unterschiedlichen
Spaltungsstellen erzeugten Fragmente kann ebenfalls stark
durch die Temperatur beeinflusst werden, wie es in Abbil-
dung 4 am Beispiel von L)sung A illustriert ist. So nimmt z.B.
die Ausbeute an Fragmenten durch Spaltung an Stelle 12, Y12,
relativ zur Ausbeute durch Spaltung an Stelle 84, Y84, mit
steigender Temperatur ab. Dies zeigt, dass es bei h)heren
Temperaturen weniger Dimere mit beibehaltener K13-H�m-
Wechselwirkung als solche mit I85-H�m-Wechselwirkung
gibt. Y68/Y82 �ndert sich nicht mit der Temperatur, was auf
eine �hnliche Stabilit�t der L68-H�m- und F82-H�m-Wech-
selwirkungen schließen l�sst. Zusammengenommen ergeben
die Daten die Rangordnung der Stabilit�ten und die umge-
kehrte Reihenfolge f�r das Entfalten: K79/M80>Y48/T49>
F82=L68> I85>K13. F�r L)sung B findet man entspre-
chend: Y48/T49=W59K79/M80>F46=N52=F82>T40>
L68= I85>L35>K13 (siehe Hintergrundinformationen).

Nach dieser Rangordnung sind die stabilsten Bindungen
zum H�m in Monomer I diejenigen, deren Lage als nah zur
Dimer-Bindungsfl�che postuliert wurde; dies gilt f�r L)sung
A wie auch B (Abbildung 2). Trotzdem haben beide Dimere
anf�nglich auf die gleiche Weise entfaltet, wie durch das
Fehlen von Fragmentierungen in den terminalen Bereichen
und im Bereich 18–34 sowie durch die gleiche Ladungsasym-
metrie in beiden Dimeren belegt ist. Aus Abbildung 2 ist
ersichtlich, dass diese zuerst enfalteten Bereiche generell
durch hydrophobe Bindungen (durchgezogene Linien) stabi-
lisiert sind, wohingegen die zuletzt entfalteten Protein-H�m-
Bindungen in Monomer I durch Wasserstoffbr�cken (gestri-
chelte Linien) stabilisiert sind. Wie bereits vorgeschlagen,[5–9]

sollte das Entfernen von Wasser die hydrophoben Bindungen
schw�chen (kein zu vermeidendes L)sungsmittel), die Was-
serstoffbr�cken jedoch st�rken (kein konkurrierendes L)-
sungsmittel).

Von weiterem Interesse ist, dass diese Stabilit�tsordnung
im 3bergang von der L)sung in die Gasphase im Wesentli-
chen der Umkehrung des Entfaltens in L)sung entspricht.
Englander und Mitarbeiter haben k�rzlich f�nf kooperative
Faltungs-Entfaltungs-Bereiche („Foldons“) in nativem Cytc
charakterisiert, deren freie Entfaltungsenthalpien in Abbil-
dung 1 gezeigt sind (K13>L68=L35>W59>K79/M80=
F82= I85>T40=F46=Y48/T49=N52).[21,22] Das stabilste
Foldon in L)sung umfasst die terminalen Helices, die durch
hydrophobe Bindungen zusammengehalten sind. Im NECD-
Experiment wurde keine Bindung des H�ms mit F10, L94 und
L98 gefunden; die n�chst schw�chste Bindung ist die zu K13.
In L)sung stabilisieren mehrere hydrophobe Bindungen von
den terminalen Helices (V20 mit F10, Y97, L98, A101; L32
mit L98) die W-Schleife 18–34 als Teil des zweitstabilsten
Foldons. In diesem Bereich werden im NECD-Experiment
L35 und L68 als die n�chst schw�chsten Bindungspartner des
H�ms gefunden, sechs weitere Spaltungsprodukte fehlen.
Unter den st�rksten Wechselwirkungen in der Gasphase
findet sich andererseits die Y48/T49-H�m-Wechselwirkung,
die Teil des am wenigsten stabilen Foldons in L)sung ist. Die
Dehydratation der nativen Proteinstruktur, zusammen mit

Abbildung 4. Produktverh+ltnisse Yi/Yj von NECD-Fragmenten aus
Spaltung an den Stellen i und j f�r L@sung A (pH 5): a) Y47/Y48 (^),
Y49/Y48 (~), Y50/Y48 (~), Y51/Y48 (*), (Y47 + Y48 + Y49 + Y50 + Y51)/Y79
(&); b) Y82/Y47 (&), Y83/Y68 (~), Y84/Y83 (~), Y12/Y84 (^), Y68/Y82 (*).
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der Stabilisierung durch Monomer II, invertiert nahezu die
Stabilit�ten der einzelnen Wechselwirkungen in L)sung.

Wir schließen daraus, dass in der Ordnung f�r das
Entfalten eines nativen Proteins im 3bergang von der
L)sung in die Gasphase hydrophobe Bindungen stark favo-
risiert sind, sogar solche, die in L)sung zuletzt entfalten. Eine
Umgebung aus Vakuum anstelle von Wasser schw�cht solch
eine Bindung nat�rlich; intermedi�re Effeke dieser Art
wurden bei Protein-Konformationen in unpolaren L)sungen
beobachtet.[24] Die wichtigste Voraussetzung f�r NECD der
Cytc-Dimere scheint das schnelle anf�ngliche Entfalten eines
peripheren Bereichs zu sein, sodass monomere native Pro-
teine mit peripheren hydrophoben Bindungen in ausgedehn-
ten Strukturen auch auf NECD hin untersucht werden
sollten. Obwohl die NECD-Ausbeuten hier erheblich durch
das Fehlen einer H�m-Gruppe oder das konkurrierende
Entfalten eines anderen Bereichs der Proteinstruktur redu-
ziert sein k)nnten, w�re die konkurrierende Dissoziation von
intermolekularen Bindungen (d.h. Dimer-Bindungen) kein
Problem. Das Auftreten von NECD sollte auch in der
Dissoziation von gasf)rmigen ionischen Dimerstrukturen,
die asymmetrische Ladungsverteilungen aufweisen, gesucht
werden.[12,19,20]

Experimentelles
Die Experimente wurden an einem zuvor beschriebenen 6-Tesla-
FTMS durchgef�hrt.[25] Durch ESI erzeugte Ionen treten durch eine
geheizte Kapillare in das Instrument ein, in der NECD stattfindet.[11]

Die Produkte werden mit Quadrupol-Ionenleitern in die Ionenzelle
(< 10�9 Torr) transferiert. Zur ESI wurden selbstgezogene Emitter-
spitzen mit ca. 5 mm Innendurchmesser verwendet (Fluss 200–
500 nLmin�1, 1 kV Spray-Potential). Cytc aus Pferdeherz (Sigma,
USA) wurde in Nanopure-Wasser gel)st und der pH-Wert mit
Essigs�ure eingestellt.
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