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Das thermische Entfalten von nativem Cyto-
chrom ¢ im Ubergang von der Losung in die
Gasphase, untersucht mit Nativer Elektronen-
einfang-Dissoziation™*

Kathrin Breuker* und Fred W. McLafferty

Der Einfluss der Hydratation auf Struktur, Dynamik, Faltung
und Stabilitdt von Proteinen ist iiber Jahrzehnte studiert
worden und noch immer Gegenstand aktiver Forschung.['™*
Das Entfernen von Losungsmittel fiihrt zu stabilen Protein-
konformationen in der Gasphase, die sich drastisch vom
urspriinglichen nativen Zustand unterscheiden konnen.P™
Bisher ist allerdings nichts bekannt iiber die Abfolge von
strukturellen Verdnderungen in einem nativen Protein, das
plotzlich von Vakuum umgeben ist. Wir untersuchen hier den
Effekt der Hydratation auf Struktur und Stabilitdt und
préasentieren erstmals detaillierte Daten zum thermischen
Entfalten einer nativen Proteinstruktur im Ubergang von der
Losung in die Gasphase. Unsere Daten sprechen fiir einen
sequenziellen Entfaltungsmechanismus, der durch den Ver-
lust hydrophober Bindungen dominiert ist.

Wir haben kiirzlich gezeigt, dass Elektrospray-Ionisation
(ESH'? wiissriger Losungen von Eisen(im)-Cytochrom ¢
((Fe"™Cytc) in Konzentrationen, die giinstig fiir die Bildung
von nichtkovalent gebundenen Homodimeren sind
(~75 um), unerwartete Riickgratspaltungen produziert; wir
nannten dieses Phianomen ,,Native Elektroneneinfang-Disso-
ziation“ (NECD; native electron capture dissociation).!''! Der
Prozess verlduft folgendermaflen: 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-
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ten Monomer II zum partiell entfalteten Monomer I und
induziert eine betrichtliche Ladungsasymmetrie."” Darauf-
hin findet ein intermolekularer Transfer von zwei Elektronen
zum Him von Monomer I statt, wobei eines der Elektronen
das Ham-Eisen reduziert und das zweite Riickgratspaltungen
des Proteins (NECD) neben Aminosaureresten bewirkt, die
sich im Kontakt zum Hiam befinden.'""¥ Zuletzt separieren
die beiden Spaltungsprodukte sowie Monomer II und werden
in der Ionenzelle des FTMS detektiert.

Abbildung 1 zeigt die Ausbeute!' an Fragment-Ionen aus
NECD-Experimenten mit zwei wéssrigen Losungen von
(Fe"™)Cytc (75 uMm, pH 5) aus Pferdeherz, aufgetragen gegen
die Spaltungsstelle im Proteinriickgrat; die Kapillartempera-
tur war ca. 31 °C."*) Die Losungen A (fiir das in Abbildung 1a
gezeigte Experiment) und B (Abbildung 1b) wurden auf die
gleiche Weise hergestellt, nur dass A iiber Nacht und B drei
Monate aufbewahrt wurde. In Einklang mit dem vorgeschla-
genen NECD-Mechanismus'! finden Spaltungen des Prote-
inriickgrats neben Aminosdureresten statt, die in der nativen
Struktur nichtkovalent an das Ham gebunden sind. Die
NECD-Fragmente von Losung A resultieren aus Spaltungen
neben K13, Y48/T49, L68, K79/M80, F82 und I85, wihrend
Losung B zusitzlich Produkte aus Spaltungen neben L35,
T40, F46, N52 und W59 liefert.

Die Dimere in Losung A und B scheinen daher unter-
schiedliche Strukturen zu haben, wobei die Struktur von
Losung B mehr Protein-Hdm-Bindungen in Monomer I
stabilisiert, sodass diese noch intakt sind, wenn NECD
stattfindet.’® Die Verteilung der Spaltungsprodukte aus
Losung A ist konsistent damit, dass das Monomer II nahe
K79/M80 von Monomer I bindet und seine Protein-Ham-
Wechselwirkungen durch das Wasserstoffbriickennetz der
Aminoséurereste 49, 67 und 78-82 stabilisiert (Abbildung 2).
Die Produkte von Losung B weisen auf eine Bindung nahe
Y48/T49 von Monomer I hin, welche zusitzlich die Him-
Kontakte der Aminosédurereste im ausgedehnten Wasserstoff-
briickennetz 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 (Fe")Cytc-Kristallen
(Pferdeherz) bei niedriger Ionenstirke wieder, in der T47
und D50 von Monomer I mit V11, Q12 und Q16 von
Monomer II binden.'"”! 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
anfingliche Entfalten, das die Ladungsasymmetrie in beiden
Dimerstrukturen bewirkt, die Separation der terminalen
Helices, das Offnen der koordinativen H18-Fe-Bindung"®
und das Entfalten der assoziierten Q-Schleife umfasst. Der
Protonentransfer zu den neu exponierten Aminosédureresten
bewirkt eine Ladungsasymmetrie, deren Ausmaf} aus der
Summe der gemittelten Ladungen der quasi-komplementé-
ren Fragment-Tonen ¢,s und yss, +8.5 (Abbildung 3a), und
der gemittelten Ladung der Monomer-lonen von + 7.2 bei
50% Ausbeute berechnet werden kann (die Monomer-Ionen
sind alle Monomer II, da alle Monomer-I-Ionen fragmentiert

-"“.
=

? i:lrérs_giencg' 4989



Zuschriften

4990

0 10 20 30 40

50 &0 70 70 100

Spallungsstelle —

Abbildung 1. Ausbeute (Y) an Fragment-lonen aus ESI-NECD-Experimenten mit wissrigen Losungen von (Fe")Cytc (75 um, pH 5) aus Pferdeherz;
Auftragung von Y in Abhingigkeit von der Riickgratspaltungsstelle. Probenzubereitung durch Lésen des lyophilisierten Proteins in Nanopure-
Wasser und a) Aufbewahrung bei 4°C tiber Nacht, b) Aufbewahrung bei 4°C tiber 3 Monate. Kapillartemperatur ca. 31°C; Ellipsen: Aminosaure-

reste mit nativen Ham-Kontakten (schwarz gefiillt, wenn NECD beobachtet wurde). Oben links: Struktur von nativem (Fe")Cytc in Losung;

23]

Ham: dunkelgrau; Ham-kontaktierende Aminosiurereste, die NECD unterliegen: gleiches Farbschema wie bei (a) und (b). Grauer Bereich: freie

Entfaltungsenthalpien AG(Entfaltung) von (Fe

ALK7?/MBO > Y48/T49 > FB2 = L&B > 185> K13

B: Y45/T49 = W59 = K79/MB0 = F4é = N52 = F82
>T40> L6B=185> L35> K13

Abbildung 2. Schematische Darstellung von hydrophoben (diinne
durchgezogene Linien), Wasserstoff- (breite gestrichelte Linien) und
koordinativen (breite durchgezogene Linien) Bindungen (< 3.5 A) der
Ham-kontaktierenden Aminosiurereste in nativem (Fe")Cytc aus Pfer-
deherz.”’! Die T40-Ham-Wechselwirkung (diinne gestrichelte Linie) ist
unspezifisch, aber innerhalb 2.9 A. N52 und W59 sind durch Wasser-
stoffbriicken mit einem Sauerstoffatom des Him-Propionats 7 (p7) ver-
bunden, T49 und T78 durch ein Sauerstoffatom des Him-Propionats 6

(p6)-
sind). Aus den Werten +8.5 und +7.2 ergeben sich unter
Beriicksichtigung der beiden Elektronen fiir die Reduktion

des Ham-FEisens und die Riickgratspaltung jeweils die Werte
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\Cytc in Lésung relativ zum nativen Zustand.?"*
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Abbildung 3. NECD von (Fe")Cytc-Lésungen in Abhingigkeit von der
Kapillartemperatur: a) Summe der gemittelten Ladungen (1) von ¢
und ys; b) Gesamtausbeuten (Y). Lésung A, pH 4 (o), pH 5 (m);
Lésung B, pH 5 (4).

+10.5 bzw. +5.2 fiir die Ladungen vor Elektronentransfer.
Eine Ladungsasymmetrie von 2.0:1 bewirkt also NECD fiir
die beiden auf pH 5 eingestellten Losungen, unabhingig von
der Temperatur (Abbildung 3a). Anders ist der Verlauf der
absoluten NECD-Ausbeute: Diese steigt fiir Losung A von
4% bei 28.5°C bis 23 % bei 42°C und fillt dann auf 15% bei
45.5°C ab, fiir Losung B steigt sie von 21 % bei 29 °C bis 54 %
bei 40°C und sinkt dann auf 30 % bei 48°C (Abbildung 3b).

Eine 75 pm Losung bei pH 4 ergab die gleichen Spal-
tungsprodukte wie in Abbildung 1a, mit der Ausnahme, dass
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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°C, was auf hoher geladene gasformige Dimere aus der
Losung mit pH 4 schliefen ldsst. Obwohl beim Erhitzen der
Wert von ca. + 12.5 auf den Wert der Losung mit pH 5 (4-8.5)
sank (Abbildung 3a), dnderte sich die Ladungsasymmetrie
vor Elektronentransfer kaum mit der Temperatur; der Mit-
telwert von +8.9 fiir Monomere bei 29.5°C lasst auf eine
Ladungsasymmetrie von ca. 14.5:6.9 (2.1:1) vor Elektronen-
transfer schlieBen. Die Temperaturerhohung bewirkt zu-
nidchst eine drastisch steigende Ausbeute von 2% bei
27.5°C bis 32% bei 29.5°C und ein erneutes Absinken auf
4% bei 45°C (Abbildung 3b).

Dieser starke positive und negative Temperatureffekt auf
die NECD-Ausbeute beider Dimer-Losungen ohne Ande-
rung der bendtigten Ladungsasymmetrie ist Hinweis auf
mehrere konkurrierende Dissoziationen der dimeren Lo-
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 fiir NECD erreichen, bevor die Bindung
zwischen den Monomeren dissoziiert; NECD von Losung B
erreicht eine Ausbeute von 50 % Fragment-Ionen bei 40°C;
dies entspricht der vollstindigen Fragmentierung aller Mo-
nomere I. Noch hohere Temperaturen eroffnen einen weite-
ren Reaktionspfad, nédmlich das konkurrierende Entfalten
von Monomer II, das den Anteil an Dimer-Ionen mit
Ladungsasymmetrien unterhalb der kritischen Grenze
erhoht. Es ist zu beachten, dass das weniger bevorzugte
Entfalten von Monomer II konsistent ist mit der asymmetri-
schen Dimerstruktur der (Fe'")Cytc-Kristalle,'” in der das
Entfalten der terminalen Helices in Monomer II durch die
Lage von V11, Q12 und Q16 in der Dimer-Bindungsfldche
gehindert ist (Abbildung 1). Eine asymmetrische Dimerstruk-
tur ist aber keine notwendige Voraussetzung fiir asymmetri-
sches Entfalten; viele gasformige Dimer-Ionen weisen dieses
Phidnomen auf, obwohl bisher fiir keines NECD beobachtet
Wurde.[]zi,m,zo]

Das Produktverhéltnis der an den unterschiedlichen
Spaltungsstellen erzeugten Fragmente kann ebenfalls stark
durch die Temperatur beeinflusst werden, wie es in Abbil-
dung 4 am Beispiel von Losung A illustriert ist. So nimmt z. B.
die Ausbeute an Fragmenten durch Spaltung an Stelle 12, Y,
relativ zur Ausbeute durch Spaltung an Stelle 84, Yg,, mit
steigender Temperatur ab. Dies zeigt, dass es bei hoheren
Temperaturen weniger Dimere mit beibehaltener K13-Hém-
Wechselwirkung als solche mit I85-Ham-Wechselwirkung
gibt. Ys/Ys, dndert sich nicht mit der Temperatur, was auf
eine dhnliche Stabilitdt der L68-Hdm- und F82-Ham-Wech-
selwirkungen schlieflen ldsst. Zusammengenommen ergeben
die Daten die Rangordnung der Stabilititen und die umge-
kehrte Reihenfolge fiir das Entfalten: K79/M80 > Y48/T49 >
F82=L68 >185>K13. Fiir Losung B findet man entspre-
chend: Y48/T49 = W59K79/M80 > F46 =N52 =F82 > T40 >
L68 =185 > L.35 > K13 (siche Hintergrundinformationen).
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Abbildung 4. Produktverhiltnisse Y;/Y; von NECD-Fragmenten aus
Spaltung an den Stellen i und j fir Lésung A (pH 5): a) Y47/ Yus (),
Y49/Y48 (A)Y YSO/Y48 (A)’ YS'I/Y48 (o)' (Y47 + Y48 + Y49 + YSO + YST)/Y79
(w); b) Yao/Yar (W), Y3/ Yes (2), YaafYas (A), Y15/ Yes (©), Yes/Ysz (O)-

Nach dieser Rangordnung sind die stabilsten Bindungen
zum Ham in Monomer I diejenigen, deren Lage als nah zur
Dimer-Bindungsfldche postuliert wurde; dies gilt fiir Losung
A wie auch B (Abbildung 2). Trotzdem haben beide Dimere
anfianglich 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-Ham-
Bindungen in Monomer I durch Wasserstoffbriicken (gestri-
chelte Linien) stabilisiert sind. Wie bereits vorgeschlagen )
sollte das Entfernen von Wasser die hydrophoben Bindungen
schwichen (kein zu vermeidendes Losungsmittel), die Was-
serstoffbriicken jedoch stirken (kein konkurrierendes Lo-
sungsmittel).

Von weiterem Interesse ist, dass diese Stabilitdtsordnung
im Ubergang von der Losung in die Gasphase im Wesentli-
chen der Umkehrung des Entfaltens in Losung entspricht.
Englander und Mitarbeiter haben kiirzlich fiinf kooperative
Faltungs-Entfaltungs-Bereiche (,,Foldons*) in nativem Cytc
charakterisiert, deren freie Entfaltungsenthalpien in Abbil-
dung 1 gezeigt sind (K13 >L68=135> W59 >K79/M80 =
F82 =185 > T40 = F46 = Y48/T49 =N52).2'%2l Das stabilste
Foldon in Losung umfasst die terminalen Helices, die durch
hydrophobe Bindungen zusammengehalten sind. Im NECD-
Experiment wurde keine Bindung des Hams mit F10, L94 und
L98 gefunden; die néchst schwichste Bindung ist die zu K13.
In Losung stabilisieren mehrere hydrophobe Bindungen von
den terminalen Helices (V20 mit F10, Y97, L98, A101; L32
mit L98) die Q-Schleife 18-34 als Teil des zweitstabilsten
Foldons. In diesem Bereich werden im NECD-Experiment
L35 und L68 als die nidchst schwichsten Bindungspartner des
Hiams gefunden, sechs weitere Spaltungsprodukte fehlen.
Unter den stidrksten Wechselwirkungen in der Gasphase
findet sich andererseits die Y48/T49-Ham-Wechselwirkung,
die Teil des am wenigsten stabilen Foldons in Losung ist. Die
Dehydratation der nativen Proteinstruktur, zusammen mit
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der Stabilisierung durch Monomer II, invertiert nahezu die
Stabilitdten der einzelnen Wechselwirkungen in Losung.

Wir schlieBen daraus, dass in der Ordnung fiir das
Entfalten eines nativen Proteins im Ubergang von der
Losung in die Gasphase hydrophobe Bindungen stark favo-
risiert sind, sogar solche, die in Losung zuletzt entfalten. Eine
Umgebung aus Vakuum anstelle von Wasser schwécht solch
eine Bindung natiirlich; intermedidre Effeke dieser Art
wurden bei Protein-Konformationen in unpolaren Losungen
beobachtet.” Die wichtigste Voraussetzung fiir NECD der
Cytc-Dimere scheint das schnelle anféngliche 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 Hdm-Gruppe oder das konkurrierende
Entfalten eines anderen Bereichs der Proteinstruktur redu-
ziert sein konnten, wire die konkurrierende Dissoziation von
intermolekularen Bindungen (d.h. Dimer-Bindungen) kein
Problem. Das Auftreten von NECD sollte auch in der
Dissoziation von gasformigen ionischen Dimerstrukturen,
die asymmetrische Ladungsverteilungen aufweisen, gesucht
werden‘[lZ.l‘).ZU]

Experimentelles

Die Experimente wurden an einem zuvor beschriebenen 6-Tesla-
FTMS durchgefiihrt.? Durch ESI erzeugte Tonen treten durch eine
geheizte Kapillare in das Instrument ein, in der NECD stattfindet.!"!]
Die Produkte werden mit Quadrupol-lonenleitern in die Ionenzelle
(< 107° Torr) transferiert. Zur ESI wurden selbstgezogene Emitter-
spitzen mit ca. 5pm Innendurchmesser verwendet (Fluss 200-
500 nLmin~', 1kV Spray-Potential). Cytc aus Pferdeherz (Sigma,
USA) wurde in Nanopure-Wasser gelost und der pH-Wert mit
Essigsdure eingestellt.
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