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Protein-Protein-Wechselwirkungen

Die Struktur von Proteinen steht in engem Zusammenhang mit ihrer

Angewandte

Aus dem Inhalt

Funktion, wobei gefaltete Proteinstrukturen Erkennungsmotive zur

Bindung von Liganden und anderen Proteinen darstellen. Die Mas-
senspektrometrie (MS) kann Informationen auf verschiedenen Ebe-
nen der Proteinstruktur zur Verfiigung stellen, angefangen bei der
primiren Aminosduresequenz bis hin zur dreidimensionalen Faltung

und Wechselwirkungen innerhalb der Quartdirstruktur. Da es sich bei

der MS um ein Gasphasenverfahren handelt, scheint es vielleicht wi-

dersinnig, sie zur Untersuchung der Struktur und nichtkovalenten

Wechselwirkungen von Proteinen in Losung zu nutzen. Wir zeigen
hier jedoch durch neue Einblicke in dynamische Netzwerke aus
Wechselwirkungen, Dissoziationsmechanismen und die Kooperativi-
tdt der Ligandenbindung, dass MS-Untersuchungen iiber die simple
Erhaltung von Proteinwechselwirkungen in der Gasphase hinausge-

hen konnen. Wir ziehen mogliche Stolpersteine bei der Dateninter-

pretation in Betracht und legen einen besonderen Schwerpunkt auf
jiingste Untersuchungen, die quantitative Informationen iiber dyna-
mische Proteinwechselwirkungen sowohl in loslichen als auch in
Membran-gebundenen Proteinanordnungen liefern.

1. Einleitung

Das Verstiandnis des Interaktoms, des Gesamtnetzwerks
von Proteinwechselwirkungen in der Zelle, ist eine an-
spruchsvolle Aufgabe, die zu einem wesentlichen Teil der
Proteomforschung geworden ist.!! Nicht nur ist die bloBe
Zahl an Wechselwirkungen nahezu unfassbar hoch - die
Netzwerke sind auch noch dynamisch und dndern sich als
Reaktion auf verschiedene Stimuli.”) AuBerdem sind einige
Wechselwirkungen kurzlebig, was ihre Detektion, ohne dabei
ihre Gleichgewichte zu storen, erschwert. Wichtig fiir die
Beschreibung einer bestimmten Wechselwirkung ist der
Erhalt quantitativer Daten fiir die Bindungsaffinitdten. Diese
Information erméglicht in Kombination mit zelluldren Pro-
tein- und Ligandenkonzentrationen die Vorhersage des dy-
namischen Interaktoms und liefert die fehlende Verkniipfung
zur Systembiologie.”! Hierfiir sind zuverléssige numerische
Werte erforderlich, nidmlich die Dissoziationskonstanten
(Kp), die die Stdrke der Wechselwirkung definieren. Wie
Bindungsereignisse am besten tiberwacht und daraus die K-
Werte fiir die Wechselwirkungen zwischen zwei Proteinen
oder zwischen einem Protein und seinem Liganden herge-
leitet werden, ist eine bedeutende Aufgabe, die bereits tiber
20 biophysikalische Verfahren hervorgebracht hat.™

Die zur Ermittlung der Dissoziationskonstanten entwi-
ckelten biophysikalischen Verfahren konnen entweder als
Htrennende oder als ,,nicht-trennende Methoden klassifi-
ziert werden. Die erste dieser Methoden beruht auf der Ab-
trennung und Quantifizierung einzelner Komponenten der
Wechselwirkung mithilfe von Verfahren wie der Fliissig-
chromatographie® und der Kapillarelektrophorese.”! Die
nicht-trennenden Vorgehensweisen, z.B. kalorimetrische
Verfahren, messen die Anderung einer physikalischen Ei-
genschaft als Reaktion auf ein Bindungsereignis. Die Be-
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stimmung der Temperaturschwankungen, die mit einer
Wechselwirkung zwischen zwei Spezies in Zusammenhang
stehen, bildet die Grundlage der isothermen Titrationskalo-
rimetrie (ITC). Spektroskopische Verfahren wie die Fluo-
reszenzpolarisation (FA), die Oberflichenplasmonenreso-
nanzspektroskopie (SPR) und die NMR-Spektroskopie sind
nicht-trennende Methoden, und entsprechende Spektren
weisen bei einem Bindungsereignis spezifische Verdnderun-
gen auf. Die Detektion des durch eine Bindung induzierten
Anstiegs der Masse oder Grof3e bildet den vielleicht direk-
testen Weg zur Messung einer physikalischen Anderung ohne
Trennung. Diese Eigenschaft wird von Methoden, die in
Losung arbeiten, genutzt, wie der analytischen Ultrazentri-
fugation (AUC) und der dynamischen Lichtstreuung (DLS).

1.1. Entwicklung der Massenspektrometrie fiir die biomolekulare
Analyse

Die Massenspektrometrie zur Untersuchung von Protein-
wechselwirkungen ist ein relativ neues Verfahren, was in
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erster Linie darauf zuriickzufiihren ist, dass sie bis vor weni-
gen Jahrzehnten auf fliichtige Molekiile mit relativ geringem
Molekulargewicht beschrankt war. Die biomolekulare MS
entstand aus den bahnbrechende Entwicklungen im Bereich
der weichen Tonisationsverfahren.” Insbesondere die Ent-
wicklung der Elektrosprayionisation (ESI) ermoglichte es, die
Schwierigkeiten bei der Erzeugung von Gasphasenionen aus
nichtfliichtigen Spezies zu iiberwinden. Eine Nanofluss-Va-
riante der ESI, die nanoESI (nESI), weist bemerkenswerte
Vorteile bei der Analyse grofler Proteinanordnungen auf,
einschlieBlich einer héheren Empfindlichkeit, einer besseren
Toleranz gegeniiber Salzen und einer effizienteren Desolva-
tation, was die Trocknung von Gasen sowie Erhitzen zum
Entfernen von Losungsmitteln unnotig macht.®! Die bemer-
kenswerteste fiir diesen Aufsatz relevante Eigenschaft der
ESI oder nESI ist die Fahigkeit, die in Losung vorhandenen
schwachen nichtkovalenten Wechselwirkungen zwischen
Proteinuntereinheiten und Liganden zu bewahren.’!

Eine behutsame Uberfithrung aus der Losung in die
Gasphase ermoglicht die intakte Projektion auBerordentlich
groBer und komplexer Proteinanordnungen in das Massen-
spektrometer. Die Transmission grof3er m/z-Ionen wird durch
Erhohung des Drucks innerhalb des Geréts deutlich verbes-
sert,'” wodurch Ionen fokussiert werden und ihre iiber-
schiissige kinetische Energie durch Sto3e mit verbliebenen
Gasmolekiilen abgefiihrt wird (StoBfokussierung).'y! Durch
die Verringerung der Radiofrequenzen des Quadrupolanaly-
sators auf 300 kHz wird der zugingliche m/z-Bereich auf
32400 erweitert.'"! Diese Modifikationen ermoglichten die
Transmission intakter groler biomolekularer Anordnungen
einschlieBlich Ribosomen,!? Proteasomen™® und Viruskap-
siden von etwa 18 MDal'¥l im Massenspektrometer. Theore-
tisch kann demzufolge mithilfe der Massenspektrometrie die
Bildung nichtkovalenter Wechselwirkungen in einer grofien
Auswahl an makromolekularen Anordnungen verfolgt
werden, angefangen bei einzelnen Liganden bis hin zu ma-
kromolekularen Anordnungen in der Groéfenordnung von
mehreren MDa.['”)

Obwohl die Detektion der Proteinanordnungen in der
Gasphase erfolgt, ermoglicht dieser Prozess eine Moment-
aufnahme des in Losung hergestellten Bindungsgleichge-
wichts und dessen Detektion im Massenspektrometer. Es sind
zwei verschiedene Experimente moglich: entweder die Kon-
trolle der Konzentrationen der Bindungspartner oder die
Begrenzung ihrer Wechselwirkungszeit. Die Bindungsaffini-
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senspektrometrie auf intakte Membran-
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titen werden aus Experimenten abgeleitet, in denen die
Konzentration kontrolliert wird, wobei die Bindungspartner
in Losung in verschiedenen Verhiltnissen inkubiert werden
und nach einer konstanten Inkubationszeit das Massenspek-
trum aufgenommen wird, sobald sich das Gleichgewicht ein-
gestellt hat. Kinetische Informationen werden aus zeitab-
hiangigen Untersuchungen gewonnen, bei denen die Bin-
dungspartner inkubiert und nach bestimmten Zeitintervallen
aliquote Mengen abgefiihrt und massenspektrometrisch un-
tersucht werden. Idealerweise sollten in beiden Experimen-
ten die Konzentrationen der unterschiedlichen Protein-
Ligand-Systeme den physiologisch relevanten &hneln. Ange-
sichts der abweichenden lokalen Konzentrationen innerhalb
der Zelle infolge dichter Packung vorhandener Makromole-
kiile (Molecular Crowding) sollten jedoch nanomolare bis hin
zu millimolare Proteinkonzentrationen untersucht werden,
um den vollstindigen Bereich der Bindungswechselwirkun-
gen abzudecken.

Fiir zeitaufgeloste Experimente kann die die Erfassung
kurzlebiger Wechselwirkungen durch die meisten biophysi-
kalischen Verfahren sehr problematisch sein. Da die gebil-
deten Komplexe kurzlebig und nur bei geringen Konzentra-
tionen vorhanden sind, konnen diese fliichtigen Erscheinun-
gen manchmal mithilfe einer MS-Analyse abgefangen
werden, da die Zeit von der Desolvatation/Ionisation bis zur
Aufnahme des Spektrums typischerweise im Bereich von
zehn bis einigen Hundert Millisekunden liegt. Ein solcher
Zeitrahmen ermoglicht die Uberwachung von Bindungsvor-
gingen in Echtzeit (siche Abschnitt 3).'% In diesem Aufsatz
werden sowohl zeitaufgeloste als auch konzentrationsabhén-
gige MS-Untersuchungen beriicksichtigt (Abbildung 1).

Einer der groBen Vorteile der MS bei der Untersuchung
biomolekularer Wechselwirkungen ist die Empfindlichkeit.
Ublicherweise sind nur Pikomolmengen eines Proteinkom-
plexes erforderlich, wihrend ITC oder NMR-Spektroskopie
im Allgemeinen Millimolmengen benétigen. Sogar die emp-
findlichste ITC-Ausstattung erfordert mindestens eine um
drei GroBenordnungen hohere Menge eines Proteinkomple-
xes als die MS. Obwohl SPR und die FA zwar hinsichtlich der
Empfindlichkeit konkurrieren, konnen diese aber keine
Wechselwirkungen zwischen unmodifizierten Protein-Ligan-
den, die frei in Losung vorliegen, messen. Fiir die SPR muss
einer der beiden Bindungspartner auf einer Oberfldache im-
mobilisiert werden. Diese Anbindung kann in einigen Féllen
zum Verlust der Aktivitit oder zu Avidititseffekten fithren."”
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Ein weiterer Aspekt ist die Fahigkeit der MS,
auf Basis des dynamischen Bereichs und der Mas-
senauflosung, die vom Verfahren geboten werden,
alle Spezies in einer Losung gleichzeitig zu detek-
tieren. Diese Merkmale, ebenso wie der kurze
Messzeitraum, machen die MS sehr wertvoll fiir die
Untersuchung transienter Proteinwechselwirkun-
gen, da Intermediate von Reaktionswegen oder
transiente oligomere Zustinde neben anderen ab-
undanten Spezies visualisiert werden konnen. Dies
ist von besonderer Bedeutung fiir komplexe, im
Gleichgewicht befindliche Wechselwirkungsnetz-
werke, da individuelle Spezies simultan visualisiert
werden konnen, ohne spezifische Komplexe isolie-
ren zu miissen, was das Gleichgewicht unvermeid-
bar storen wiirde. Die Fahigkeit zur simultanen
Detektion von Komplexen ist besonders wichtig fiir
die Untersuchung des Austauschs von Unterein-
heiten in Proteinkomplexen, wobei viele Produkte
anhand ihrer Masse aufgelost/getrennt werden
konnen. Der Austausch von Untereinheiten wurde
mithilfe anderer Verfahren analysiert, z.B. der lo-
nenaustauschchromatographie und des resonanten
Fluoreszenzenergietransfers (FRET). Obwohl
FRET im Unterschied zu vielen anderen Verfahren
die Anwendung in vivo ermoglicht, erfordern beide
Methoden eine Markierung der Proteinunterein-
heiten und weisen somit dhnliche wie zuvor fiir die
SPR und die FA diskutierte Nachteile auf. Im Falle
von MS-Experimenten werden durch die Moglich-
keit zur Verwendung isotopenmarkierter (z.B. "N-
markierter) Proteine die moglicherweise nachteili-
gen Wirkungen eines Markers vermieden.

Abbildung 1. Uberblick tber die diskutierten experimentellen Vorgehensweisen und
die daraus verfiigbaren Informationen. Ein zeitaufgeldstes Experiment (obere
Grafik), in dem die Bildung des gebundenen Komplexes (rot) in Abhingigkeit von
der Zeit aufgenommen wird, erméglicht die Berechnung der Assoziationsgeschwin-
digkeit. Bei im Gleichgewichtszustand aufgenommenen Messungen (untere Grafik)
wird die Konzentration einer Komponente (in diesem Fall des Liganden) systema-
tisch erhoht. Die Population der unterschiedlichen Spezies wird dann als Funktion

Die MS-Methode zeichnet sich auch dadurch
aus, dass sie Informationen iiber die Faltung eines
Proteins oder Komplexes bei einem Bindungs-
ereignis liefert. Diese Informationen sind in der
Ladungszustandsserie enthalten, die eine direkte

der Ligandenkonzentration aufgetragen, was eine Bestimmung der Wechselwir-

kungsaffinitat ermdglicht.

Die Voraussetzung der Fluoreszenzmarkierung einer Spezies
fir FA-Messungen wirft auBerdem Bedenken beziiglich der
Auswirkungen der Ligandenmarkierung auf die Rezeptor-
bindungseigenschaften auf.

Bei den meisten biophysikalischen Methoden konnen
verschiedenste Puffer eingesetzt werden. Eine wesentliche
Einschridnkung des ESI-Verfahrens ist allerdings dessen In-
toleranz gegeniiber den in molekularbiologischen Prapara-
tionen verwendeten, nichtfliichtigen Puffersalzen. Viele
Proben miissen daher vor der Analyse entsalzt werden, und es
werden Puffer wie Ammoniumacetat bevorzugt, da sie wih-
rend des Desolvatationsprozesses einfach entfernt werden
konnen. Der fiir die ESI-MS-Untersuchung zugingliche
Konzentrationsbereich schriankt den mithilfe dieser Technik
messbaren Affinitéitsbereich ebenfalls ein, was in Abschnitt 4
detaillierter erldutert wird.
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Beziehung zwischen der fiir die Protonierung ver-
fiigbaren Oberflaiche und den in einem Massen-
spektrum beobachteten Ladungszustdnden dar-
stellt."® Da Verringerungen der Oberfliche durch
die Bildung von Proteininteraktionen, oder durch Falten,
herbeigefithrt werden konnen, kann ein Hinweis auf eine
Konformationsénderung durch Ligandbindung erhalten
werden.

In diesem Aufsatz prasentieren wir jiingste Highlights, die
die Moglichkeit der MS zur Detektion von Proteinwechsel-
wirkungen in Losung nutzen. In allen Beispielen profitieren
diese Studien von der Fihigkeit, die Affinitdt von Protein-
wechselwirkungen im Gleichgewicht zu quantifizieren und
den kinetischen Austausch in Multiproteinanordnungen zu
untersuchen. Wir erdrtern auferdem Anwendungen zur
Kontrolle enzymatischer Reaktionen sowie zur Aufkldrung
der allosterischen Kommunikation mehrerer Liganden, die an
unterschiedlichen Schnittstellen eines Proteinkomplexes
wechselwirken.
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2. Momentaufnahmen von Proteinkomplexen im
Gleichgewicht

Eine Losung, die ein Protein und dessen Liganden ent-
hilt, ermoglicht bei der Uberfithrung in ein Massenspektro-
meter die Aufnahme eines ,,Schnappschusses“ der zu einem
bestimmten Zeitpunkt in Losung gebildeten Wechselwir-
kungen. Massenspektren von Losungen im Gleichgewichts-
zustand eroffnen den direkten Zugang zu den Dissoziations-
konstanten einer Wechselwirkung, indem die Intensititen der
Peaks des Protein-Ligand-Komplexes im Verhiltnis zu den-
jenigen des Apoproteins bestimmt werden. Die Kenntnis der
Anfangskonzentrationen der einzelnen Losungen ist ent-
scheidend fiir die Berechnung der Dissoziationskonstanten
(Kp). Ublicherweise werden Experimente iiber einen Bereich
von Protein- oder Ligandenkonzentrationen hinweg durch-
gefithrt und anhand einer von zwei mathematischen Metho-
den analysiert. Die erste berechnet die Assoziationskonstante
fiir jede Konzentration und mittelt diese Werte;'” die zweite
fiihrt eine Anpassung an die Daten mithilfe einer nichtli-
nearen Funktion durch.” Beide Vorgehensweisen wurden
zur Untersuchung von Proteinwechselwirkungen mit Fett-
siduren®! und Kohlenhydraten angewendet.*)

Ein besonders eindrucksvolles Beispiel zur Bestimmung
der Bindungsaffinitdt wurde vor kurzem fiir Noroviren be-
schrieben, eine Gruppe viraler Pathogene, die fiir eine akute
Gastroenteritis verantwortlich ist und die menschlichen
Histo-Blutgruppenantigene (HBGA) erkennt.®! Der C-ter-
minale Protrusionsbereich (P) des wichtigsten Kapsidproteins
bildet die Auflenseite des Kapsids und ist fiir die Wechsel-
wirkung mit den HBGAs verantwortlich. Die Affinitdten von
41 HBGAs fiir Dimere des P-Proteins wurden quantifiziert
und liegen bei 400-3000m~". Diese Messungen ermoglichten
somit eine Korrelation zwischen dem Kettentyp und der Af-
finitat.”

Variationen der zeitaufgelosten und der konzentrations-
abhingigen Experimente erweiterten die Anwendungen der
MS auf immer komplexere Systeme, in denen die Liganden
nur schwer aufzulosen sind. Da grofle Proteinkomplexe im
Massenspektrometer iiblicherweise weniger effizient desol-
vatisieren, was zu breiteren Peaks fiihrt,'?! bleibt das Binden
niedermolekularer Liganden oftmals unbemerkt. Unter Ver-
wendung eines ,,Stellvertreterproteins® (proxy protein, P,,)
geringen Molekulargewichts, das spezifisch mit dem Ligan-
den von Interesse interagiert, ist es moglich, das Ausmaf3 der
Bindung von Liganden an groe Anordnungen quantitativ zu
bestimmen. Diese Vorgehensweise wurde genutzt, um die
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Oligosacchariden
und dem homotrimeren Tailspike-Protein der Bakteriophage
P22 zu bestimmen.™ Ein einkettiger Antikorper mit einer
Masse von 27 kDa wirkte als P, und band an Liganden mit
vorab bestimmten Affinitdten. Der Anteil des P, :Ligand-
Komplexes reagiert in Echtzeit auf Anderungen der Ligan-
denkonzentration und kann daher Riickmeldung iiber den
Ligandenanteil geben, der an das Tailspike-Protein gebunden
ist. Die mithilfe der MS bestimmten Affinitdten bestétigten
die K,-Werte, die zuvor durch einen Fluoreszenzloschungs-
Assay bestimmt wurden.
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Eine alternative Strategie zur Losung des Problems der
nichtaufgelosten Ligandenbindung in grofSeren Komplexen
wird als ,,Catch-and-Release“ bezeichnet. Wie der Name
andeutet, werden dabei Liganden aus Proteinkomplexen
freigesetzt. Dieses Verfahren wird in der Gasphase mithilfe
der kollisionsinduzierten Dissoziation (CID) durchgefiihrt.
Die Masse des in diesem Schritt freigesetzten Liganden kann
bestimmt und zur Bestédtigung seiner Identitit weiter frag-
mentiert werden. Eine kiirzlich veroffentlichte Studie er-
kundete Potenzial dieses Verfahrens , indem Zielproteine in
Form eines einzelkettigen Antikorpers, eines Antigen-bin-
denden Fragments oder eines Fragments eines bakteriellen
Toxins zusammen mit einer Bibliothek aus potenziellen
Kohlenhydrat-Bindungspartnern inkubiert wurden.”! Eine
Bibliothek aus mehr als 200 Kohlenhydraten wurde mit
mehreren Zielproteinen durchmustert, wobei Liganden, die
mit Affinititen im Bereich von 10° bis 10°m~! binden, iden-
tifiziert wurden.

FEine interessante Entwicklung dieser Catch-and-Release-
Methode ist ihre Kombination mit der Ionenmobilitéts(IM)-
Spektroskopie, einem elektrophoretischen Gasphasenver-
fahren, das eine Trennung auf Basis der Driftgeschwindigkeit
durch ein Puffergas ermoglicht und daher von der Ladung,
GroBe und Form abhingt.””! Durch die Kombination beider
Methoden konnten von monoklonalen Antikorperfragmen-
ten freigesetzte Strukturisomere von Kohlenhydratliganden
bestimmt werden.” Bibliotheken aus Kohlenhydraten
wurden ebenfalls einem Screening mithilfe der Catch-and-
Release-Methode unterzogen, um Wechselwirkungen mit
VA387-Noroviruspartikeln zu ermitteln.”*! Es wurden
Wechselwirkungen mit allen menschlichen Histo-Blutgrup-
penantigenen (HBGAs), die zuvor als Norovirus-Rezeptoren
ausgewiesen worden waren, detektiert, zusammen mit meh-
reren neuen Wechselwirkungen mit Oligosacchariden, die in
den Zellwédnden von Mykobakterien und in Muttermilch
vorhanden sind.

3. Echtzeitverfolgung der Bildung von Proteinanord-
nungen

Der dynamische Prozess der Bildung und Auflésung eines
Wechselwirkungsnetzwerkes lasst sich in Echtzeit beobach-
ten. Experimentell erfordert dies die Bestimmung des Anteils
an gebundenem Protein im Verhiltnis zu ungebundenem
Protein als Funktion der Zeit. Die Daten werden anschlie-
Bend durch Optimierung der An/Aus-Geschwindigkeit ana-
lysiert, um die beste Anpassung an die experimentellen Daten
zu erreichen, was in anderen Studien detailliert beschrieben
wurde.” Fiir Reaktionen, bei denen in Intervallen von Mi-
nuten oder ldnger gemessen wird, gelingt dies durch eine
Offline-Inkubation der Proteine und Liganden sowie durch
die Aufnahme der Spektren zu vorher festgelegten Zeit-
punkten. Fiir schnelle Reaktionen, bei denen Reaktionszei-
ten im Bereich von Sekunden oder Millisekunden interessant
sind, konnen Protein und Ligand iiber verschiedene Spritzen
eingefiihrt werden und mithilfe eines T-Stiicks binnen kurzer
Zeit vor der Elektrosprayionisation gemischt werden. Bei der
Anwendung auf Experimente zur Proteinfaltung ermoglicht
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die Strukturinformation, die aus den Signaturen der La-
dungszustinde oder mithilfe von IM-MS erhalten wurde, die
Erforschung von Konformationsiibergdngen. Frithe Anwen-
dungen sind die Echtzeitverfolgung der Faltung von Cyto-
chrom ¢! sowie die Entfaltung von Myoglobin.’!! Im Un-
terschied zu Apomyoglobin, dessen Entfaltung nichtkoope-
rativ ist, wechselt Holomyoglobin iiber einen kooperativen
Entfaltungsmechanismus zwischen definierten Konformati-
onzustidnden. Mithilfe dieser MS-Methode wurde ein neuar-
tiges Intermediat, mit einem nicht gestorten Chromophor
innerhalb der Him-Bindungstasche, beobachtet. Dieses In-
termediat lag allerdings teilweise entfaltet vor, was durch eine
Verschiebung der Ladungsverteilung verdeutlicht wurde und
interessanterweise zuvor mithilfe optischer Spektroskopie
nicht detektiert worden war; dies verdeutlicht die Empfind-
lichkeit dieser MS-Methode.

Mithilfe &dhnlicher Entfaltungsexperimente in Echtzeit
wurden die Ham-Bindungszustdnde von Hémoglobin durch
Denaturierung in Losung mit anschlieBender Dialyse in
wieder faltendem Puffer beobachtet.”? Zu bestimmten
Zeitpunkten der Wiederfaltung wurden Aliquots entnommen
und mit MS analysiert. Infolge der Neufaltung war es den
alpha- und beta-Untereinheiten moglich, die intermolekula-
ren Wechselwirkungen zwischen den Proteinuntereinheiten
und dem Hidm wieder aufzubauen. Der ermittelte Mecha-
nismus hierfiir umfasst Him-gebundene Monomere, die zu
Heterodimeren reagieren, und aus der Assoziation der He-
terodimere resultiert schlieBlich das native tetramere Ha-
moglobin.

Analoge Experimente ergédnzten weitere Details des ka-
talytischen Mechanismus des Enzyms 3-Desoxy-d-manno-2-
octulosonat-8-phosphat-Synthase (KDOSPS), das fiir die
Biosynthese von Lipopolysacchariden verantwortlich ist.!
Es wurde ein neues, an das Enzym gebundenes Reaktions-
intermediat identifiziert, das wegen seiner dynamischen Be-
schaffenheit zuvor nicht beobachtet worden war. Der Einsatz
eines kontinuierlichen Durchfluss-Systems, bei dem Proben
in Zeitraumen von Millisekunden entnommen werden
konnen, wurde vor kurzem mit der Desorptionselektro-
sprayionisation (DESI) kombiniert, um so eine Verfolgung
mit einer zeitlichen Auflésung von nur 300 ps zu ermogli-
chen.[*

4. Auswirkungen des Phaseniibergangs

Die Verwendung der MS zur Quantifizierung der Affini-
tiat/Kinetik von Proteinwechselwirkungen griindet auf der
Voraussetzung, dass Spektren das Ausmaf} der Bindung in
Losung genau wiedergeben konnen. Um, wie in den Ab-
schnitten 2 und 3 beschrieben, Affinitdtsdaten sammeln zu
konnen, wird das Verhiltnis der sich aus gebundenem und
ungebundenem Protein ergebenden Peaks als Funktion der
Konzentration oder Zeit beobachtet. Allerdings gibt es Ef-
fekte, die dieses Verhiltnis storen konnen. Besonders be-
denklich ist der Desolvatationsprozess, der zu drastischen
Konzentrationsdnderungen innerhalb der ES-Tropfen fithren
kann, die das Gleichgewicht beeinflussen. Dieses Problem ist
bei den kleineren, wihrend der nESI erzeugten Tropfen ge-
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ringer, da die Desolvatation deutlich schneller ist als die
Geschwindigkeit der Bildung neuer Wechselwirkungen, die
das Gleichgewicht storen konnten. Dies gilt besonders fiir
grole Liganden, insbesondere Proteine, mit entsprechend
niedrigeren Diffusionskoeffizienten als kleinere Liganden.
Im Falle von kleinen Liganden sollte eventuell ungebundenes
Material vor der vollstindigen Desolvatation aus den Tropfen
herausgeschleudert werden, da kleine Molekiile voraussicht-
lich gemidl dem Ionenverdampfungsmodell ionisiert
werden.P®! Klare experimentelle Belege fiir die Aufrechter-
haltung eines dynamischen Gleichgewichts fanden sich bei
der MS-Untersuchung kleiner Hitzeschockproteine, die in
verschiedenen interkonvertierenden oligomeren Zustdnden
vorliegen. Ein direkter Vergleich zwischen der durch MS und
SEC-MALS (GroBenausschlusschromatographie-Mehrwin-
kellichtstreuung) beobachteten Oligomerverteilung demon-
striert eine hervorragende Ubereinstimmung zwischen
Losung und Gasphase (Abbildung2a) und stiitzt die Idee,
dass das Gleichgewicht wihrend des Phaseniibergangs zu-
mindest im Falle von groen Proteinanordnungen nicht ge-
stort wird.”

Im Zusammenhang mit dieser Problematik steht die
Moglichkeit, dass zwei Spezies, die urspriinglich in der Vo-
lumenlosung nicht assoziiert waren, vor der Ionisation in
demselben Tropfen (oder derselben Solvatationshiille) ein-
geschlossen werden. In einem solchen Fall assoziieren die
beiden Spezies nach Entfernung der letzten verbliebenen
Wassermolekiile. Der Beitrag dieses Effekts ist eng mit der
Konzentration der Spezies in Losung verbunden und kann
durch Arbeiten bei niedrigen Protein-/Ligandenkonzentra-
tionen abgeschwicht werden (niedrige uM Konzentrationen).
Dariiber hinaus ist nicht zu erwarten, dass sich nichtspezifi-
sche, als Resultat einer raschen Desolvatation aufgebaute
Wechselwirkungen in der korrekten Orientierung in der
korrekten Bindungstasche bilden. Die auf der Oberfliche
eines Proteins gebildeten Wechselwirkungen werden einen
Komplex ergeben, der deutlich schwicher als die spezifi-
schen, im Gleichgewicht entstandenen Wechselwirkungen ist
und im Anschluss an die Desolvatation moglicherweise leicht
dissoziiert.” Bei der Untersuchung von Wechselwirkungen
geringer Affinitdt (die daher hohe Konzentrationen an Pro-
teinen und Liganden erfordern) konnen zum Nachweis
nichtspezifischer, im Laufe des ESI-Prozesses entstehender
Wechselwirkungen statistische = Verfahren angewendet
werden.”® Die wohl vielversprechendste Methode zur Er-
mittlung nichtspezifischer Wechselwirkungen bezieht ein
Referenzprotein mit ein, das bei der Untersuchung nicht mit
dem Liganden wechselwirkt.” Eine nichtspezifische Bin-
dung mit dem Referenzprotein ebenso wie mit dem Ziel-
protein kann somit bei der Berechnung der Bindungsaffini-
tiaten berticksichtigt werden.

Unterschiede in der Ionisationseffizienz, der Transmission
und der Detektorresonanz fiir gebundene und ungebundene
Gegenstiicke konnen die Ergebnisse ebenfalls beeinflussen.
So wurde kiirzlich gezeigt, dass in derselben Losung vorhan-
dene Viruskapside das AusmaBl der Bindung zwischen einem
variablen einzelkettigen Fragment (scFv) eines monoklona-
len Antikorpers und einem Octasaccharidliganden verrin-
gern."" Es wird vermutet, dass der beobachtete Effekt auf
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Abbildung 2. a) Durch MS beobachtete Oligomerverteilung (graue
Balken) spiegelt genau die Verteilung in Loésung wider, die aus SEC-
MALS erhalten wurde (blaue Kurve). b) Durch Ladungsreduktion opti-
mierte ESI-MS-Bedingungen zur Erhaltung der schwachen Diubiquitin-
UBA2-Wechselwirkungen. Das gréRere Ausmafl der Bindung im
oberen Spektrum veranschaulicht die héhere Spezifitit von Lys-48-ver-
knuipftem Ubiquitin fiir diese Domiane gegentiiber der Lys-63-Topologie
im unteren Spektrum. Adaptiert aus Lit. [37,41].

einer geringeren verfiigbaren Oberflache im Elektrospray-
Tropfen zuriickzufiihren ist. Das Protein und der Protein-Li-
gand(P-L)-Komplex miissen somit um die verfiigbare Ober-
fliche konkurrieren, die wegen des vorhandenen Viruskap-
sids verkleinert ist. In diesem Fall verdringt das hydroph-
obere freie Protein den hydrophileren P-L-Komplex von
verfiigbaren Oberfldchenpositionen. Es wird vermutet, dass
diese unterschiedlichen Oberflicheneigenschaften die ver-
anderte Ionisationseffizienz erkldren (und somit das beob-
achtete Verhiltnis).

Als allgemeine Regel wurde vorgeschlagen, dass die
Bindung von Liganden, die zu einer um <10% groéBeren
Masse im Verhiltnis zu dem Protein alleine fiihrt, keine be-
merkenswerten Unterschiede in Bezug auf die Effizienz der
Ionisation, Transmission und Detektion bewirkt.'"! Jiingste
Anwendungen auf Protein-Protein-Komplexe, z.B auf
Wechselwirkungen zwischen Ubiquitin und der Ubiquitin-
Bindungsdomine! und auf den HSP90-Reaktionszyklus,*!
bei denen die Anbindung mit deutlichen Anderungen der
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Masse einhergeht, verdeutlichen, dass diese < 10%-Regel
nicht universell anwendbar ist.

Die Dissoziation eines Proteinkomplexes im Anschluss an
die nESI, jedoch vor der Detektion, ist das vielleicht grund-
legendste Problem fiir MS-Untersuchungen von Protein-
komplexen. Sobald eine Dissoziation auftritt, wird sie eine
Uberschitzung des Kp-Wertes zur Folge haben. Dies galt
urspriinglich besonders fiir Protein-Ligand-Wechselwirkun-
gen, die stark auf den in Abschnitt 5 erlduterten, hydropho-
ben Wechselwirkungen beruhen.*” Methoden, die die im
Laufe der Ionisation von den Komplexen angesammelte
Ladung minimieren, konnen eine unerwiinschte Dissoziation
verringern, indem sie die kinetische Energie herabsetzen und
so die durch nachfolgende StoBe hinzugewonnene Energie
minimieren. Die Verwendung von Imidazol,®! die Zugabe
basischer Losungsmittel zu den Protein-haltigen Losungen
und die Einfithrung von Losungsmittelddmpfen in das Quel-
lengehiuse!*! haben die Erhaltung der schwachen intermo-
lekularen Wechselwirkungen verbessert. Eine deutliche Ver-
ringerung der Ladung ermoglicht es, die schwachen inter-
molekularen Wechselwirkungen zu bewahren, z.B. zwischen
Diubiquitin und Ubiquitin-bindenden Doménen (Abbil-
dung 2b), und offenbart die Spezifitit, die zwischen den un-
terschiedlichen Lysinverkniipfungen besteht (K48- oder K63-
verkniipftes Diubiquitin).*!!

5. Fortbestand hydrophober Wechselwirkungen in
einer dehydratisierten Umgebung

Die Auswirkungen der Uberfiihrung eines Proteinkom-
plexes aus der Losung in die desolvatisierte Umgebung eines
Massenspektrometers auf die Proteinstruktur werden seit den
ersten Anwendungen des Verfahrens auf Biomolekiile dis-
kutiert. Grundlegende Wechselwirkungen, die fiir die Pro-
teinstruktur verantwortlich sind, werden stark von den ab-
schirmenden Effekten des Wassers beeinflusst. Diese Wech-
selwirkungen umfassen Wasserstoftbriicken, elektrostatische
Wechselwirkungen und Van-der-Waals-Krifte, die alle in
Abwesenheit von Wasser zunehmen. Eine immer wieder
auftretende Frage ist die nach dem Schicksal hydrophober
Wechselwirkungen. Angesichts der zahlreichen Berichte iiber
hydrophobe Membranproteinkomplexe, die im Vakuum
fortbestehen, miissen die zwischen hydrophoben Kontakt-
stellen gebildeten Van-der-Waals-/Dispersionskrifte aller-
dings ausreichen, um solche Komplexe innerhalb des Mas-
senspektrometers zu erhalten.[*”!

In Anbetracht der Verbindungen, die in der Gasphase
erhalten bleiben und nahezu ausschlieflich auf hydrophoben
Wechselwirkungen beruhen,® beeindruckt eine Reihe von
Studien, die sich auf die Wechselwirkungen zwischen Rinder-
p-Lactoglobulin und verschiedenen Fettsduren konzen-
triert.*” Die Stirken der Wechselwirkungen dieser Komplexe
wurden mithilfe zeitaufgeloster, Schwarzkorperstrahlung-in-
duzierter Dissoziation (BIRD) in der Gasphase ermittelt. Die
Fettsiduren enthalten Carbonsidurefunktionen, die Wasser-
stoffbriicken zur Proteinkette bilden. Interessanterweise war
die zur Gasphasendissoziation des Liganden erforderliche
Aktivierungsenergie abhéngig von der Lange der Alkylkette,
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was veranschaulicht, dass diese hydrophoben Wechselwir-
kungen im Vakuum erhalten bleiben.*’* Eine Serie synthe-
tischer supramolekularer Komplexe, die ausschliellich iiber
hydrophobe Krifte mit (-Cyclodextrinen wechselwirken,
wurde auf dhnliche Weise mithilfe verschiedener ESI-Vari-
anten (einschlieBlich nESI, Kaltsprayionisation und Elek-
troschallsprayionisation) auf die Erhaltung dieser Wechsel-
wirkungen im Massenspektrometer hin untersucht.*¥! Da in
diesen Komplexen keine andersartigen Wechselwirkungen
moglich waren, lieferte die Studie einen eindeutigen Nach-
weis dafiir, dass hydrophobe Wechselwirkungen in der Gas-
phase fortbestehen konnen.

Nachdem festgestellt worden war, dass hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen kleinen Proteinen das Elektro-
sprayverfahren und die Ubertragung in die Gasphase inner-
halb des Geriites iiberleben konnen, wurden die Affinitdt und
die Sperzifitat verschiedener, iiber hydrophobe Kréfte wech-
selwirkender Poly-Ub-Ketten fiir mehrere Ubiquitin-Bin-
dungsdominen (UBD) erforscht.”!! Eine Reduktion der
Ladung diente dazu, Dissoziationseffekte in der Gasphase zu
unterbinden (Abbildung 2b), und die Vorgehensweise wurde
mithilfe zuvor charakterisierter Ub-UBD-Komplexe vali-
diert. Wechselwirkungen mit UBDs wirken als Kontrolle fiir
das weitere Schicksal der Polyubiquitin-verkniipften Protei-
ne. Die Ub-assoziierte Doméne 2 (UBA2) von HR23a, die
die Lieferung von Substraten an das Proteasom steuert, weist
eine erhohte Affinitdt fiir K48-verkniipfte Ketten auf, was
durch MS bestitigt wurde (Abbildung 2b). Die Bindungsaf-
finitdten fiir unbekannte UBD-Ub-Wechselwirkungen
wurden ebenfalls bestimmt, und die Detektion eines aus Ub
und zwei verschiedenen UBDs gebildeten, terndren Kom-
plexes lasst auf ein mogliches Zusammenspiel zwischen ge-
trennten Signalwegen schlieBen. Kp-Werte von bis zu 200 pm
konnten fiir den schwichsten der untersuchten UBD-Ub-
Komplexe bei nahezu physiologischer Konzentration (4 um
UBD) bestimmt werden.

AbschlieBend ist anzumerken, dass der Zeitrahmen von
MS-Messungen — d.h. die Zeit, in der Proteinkomplexe vor
der Detektion im desolvatisierten Zustand vorliegen — in
einer GroBenordnung von einigen Millisekunden liegt. Auch
wenn es unwahrscheinlich ist, dass desolvatisierte Protein-
komplexe in einer Konformation auftreten, die ein Energie-
minimum darstellt, ist die Zeitskala der Messungen kleiner
als die der Kinetiken struktureller Umordnungen, was be-
deutet, dass die Metastabilitit bei ihrem Uberleben ein
wichtiger Faktor ist.[*!

6. Untersuchung der Allosterie in Proteinkomplexen

Allosterie bezieht sich auf einen Effekt, bei dem die
Bindung eines Modulators an ein Protein eine Reaktion des
Komplexes induziert. Diese Reaktion wird auf die ganze
Proteinstruktur iibertragen, um den Komplex hinsichtlich
einer nachfolgenden Bindung zu aktivieren.”” Dies kann
grob vereinfacht als molekularer Schaltvorgang angesehen
werden, und bei solchen Wechselwirkungen handelt es sich
um géngige regulierende Kontrollen innerhalb der Zelle. Die
Kooperativitét einer Metallionenbindung an zahlreiche Pro-
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teine® sowie die Wechselwirkungen von an Glycerinalde-
hyd-3-phosphatdehydrogenase gebundenen Kofaktoren”
repréasentieren allosterische Bindungsmechanismen, die mit-
hilfe von MS beobachtet wurden. Vor kurzem wurde das
homotetramere Enzym Fructose-1,6-bisphosphatase
(FBPase), ein mogliches Zielprotein fiir die Diabetes-
behandlung, zusammen mit verschiedenen Inhibitoren un-
tersucht.™® Eine eindeutige Verstirkung der sukzessiven
Bindung der Inhibitoren bedeutete, dass die vier Bindungs-
stellen mit positiver Kooperativitdt wirken.

Eine beeindruckende Studie zur allosterischen Bindung
befasste sich mit GroEL,"¥ einem Chaperonin mit einer
Masse von 800 kDa, das aus zwei gestapelten homohepta-
meren Ringen mit 14 ATP-Bindungsstellen besteht. Die Fal-
tung der Zielproteine verlduft iiber ATP-angetriebene allo-
sterische Bewegungen der molekularen Maschine.” Da die
Masse von ATP nur ca. 0.06 % der Masse von GroEL betrigt,
bestand ein Schliisselfaktor fiir das experimentelle Design
darin, die m/z-Differenz mit jeder ATP-Bindung zu vergro-
Bern. Dies gelang durch eine Ladungsreduktion mithilfe
fliichtiger, MS-kompatibler Puffer (Abbildung 3a). Ammo-
niumacetat wurde vermieden, da das Ammoniumion das
Kaliumion bei der Forderung der ATP-Hydrolyse durch
GroEL ersetzen kann, was heterogene Spektren zur Folge
hat. Ethylendiammoniumdiacetat (EDDA) verhinderte eine
Hydrolyse von ATP, und die begleitende Ladungsreduktion
verstirkte die Trennung zwischen aufeinanderfolgenden
ATP-Bindungsereignissen, was eine Messung ihrer Héaufig-
keit als Funktion der ATP-Konzentration ermoglichte (Ab-
bildung 3b,c). Es wurden Hill-Koeffizienten fiir unterschied-
liche Sattigungsgrade von Bindungsstellen berechnet, was die
Kalkulation der Kp-Werte fiir nachfolgende Bindungsereig-
nisse ermoglichte. Die Daten liefern einen klaren Beleg fiir
allosterische Kommunikation, die auf sukzessive Bindungs-
ereignisse folgt.

7. Untersuchung der Heterogenitdt und Dynamik in
Anordnungszyklen

Die Hitzeschockproteine sind unter zelluldren Stressbe-
dingungen hochreguliert, wobei HSP90 zu den abundantesten
gehort (1-2% der Gesamtproteinmasse).® Die funktionale
Aktivitdt dieses Komplexes ist das Ergebnis einer hoch dy-
namischen und kooperativen Anordnung unter Einbezug
verschiedener Cochaperone. Die resultierende heterogene
Beschaffenheit der entstehenden Komplexe ist fiir andere
biophysikalische Verfahren eine Herausforderung, wurde
aber vor kurzem mittels MS untersucht.””! Die aufgenom-
menen Spektren waren mit konventioneller Software schwer
zu interpretieren, da zahlreiche Wechselwirkungen simultan
auftraten, was viele tiberlappende Komplexe zur Folge hatte,
die mit eigens entwickelter Software aufgeschliisselt werden
mussten (Abbildung 4a).5”l Experimente zur Anordnung in
Echtzeit ermdglichten die simultane Beobachtung der Bil-
dung und Dissoziation zahlreicher Komplexe (Abbil-
dung 4b). Es gelang, mithilfe mehrerer Spektren 14 Kj-
Werte fiir die durch MS beobachteten Gleichgewichte zu
berechnen. Die Daten deckten auBlerdem die Spezifitéit bei
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Echtzeitansatz genutzt werden, um die
quartdre Dynamik polydisperser Sys-
teme im Gleichgewicht unter defi-
nierten Umgebungsbedingungen zu
verfolgen. Experimente zum Aus-
tausch von Untereinheiten beruhen
auf Massenunterschieden der Unter-
einheiten, um ihren Einbau in eine
Proteinanordnung zu verfolgen. Der
Einbau von beispielsweise einer ver-
kiirzten Version des Proteins verdeut-
licht die Auswirkungen bestimmter
Reste in quartiren Dynamiken. Al-
ternativ  konnen  homooligomere
Komplexe untersucht werden, indem
der Einbau markierter Untereinheiten
verfolgt wird (°C und/oder *N). Diese
Methoden wurden zur Charakterisie-
rung der Dynamik der Untereinheiten
in IgG-Antikorpern,®® HBV-Kapsi-
den™ und Proteinkifigen®™ ange-
wendet.

Kleine Hitzeschockproteine
(sHSPs) liegen in verschiedenen in-
terkonvertierenden oligomeren Zu-
stinden vor;® ihre Hauptaufgabe
besteht in der Wechselwirkung mit
fehlgefalteten Proteinen zur Verhin-
derung von Aggregation.”l Eine
Fehlfunktion dieser Proteine spielt bei
zahlreichen Krankheiten eine Rolle.[*
Von besonderem Interesse sind o-
Kristalline — Sdugetier-sHSPs, die in
auflerordentlicher Menge in den Au-
genlinsen vorkommen.*! Sie besetzen
mehrere interkonvertierende oligo-

der Komplexbildung auf und sind zusammen mit den K-
Werten in Abbildung 4 c zusammengefasst. Die Kombination
der Kp-Werte mit den zelluliren Konzentrationen der ein-
zelnen Komponenten erméglichte es, die innerhalb der Zelle
gebildeten Komplexe zu definieren.

7.1. Quartdire Austauschdynamik in Proteinanordnungen

Im Gleichgewicht liegen einige Proteinkomplexe als po-
lydisperse Anordnungen vor, die verschiedene oligomere
Zustinde einnehmen, die oft von Anderungen ihrer Umge-
bung beeinflusst werden und anspruchsvolle Systeme fiir die
Untersuchung durch konventionelle strukturbiologische Me-
thoden darstellen. Die Entstehung solcher dynamischer An-
ordnungen kann nur verstanden werden, indem ermittelt
wird, wie dieses Verhalten ihre Funktion beeinflusst. Tradi-
tionelle Verfahren, bei denen die Daten représentativ fiir ein
durchschnittliches Verhalten in Losung sind, eignen sich nicht
zur Untersuchung des Verhaltens eines bestimmten oligo-
meren Zustands. Wie in Abschnitt 7 veranschaulicht, kann ein
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mere Zustinde mit Molmassen im

Bereich von 300 kDa bis iiber 1 MDa.
In frithen Experimenten zum Austausch von Untereinheiten
in aA-Kristallin wurde der Beitrag fiinf C-terminaler Reste
erforscht, indem das Protein verkiirzt und sein Verhalten mit
dem des Wildtyp-Proteins verglichen wurde.””! Durch die
Verkiirzung wird die GroBe der von der Anordnung gebil-
deten Oligomere verringert. aB-Kristallin, bei dem es sich
ebenfalls um einen Bestandteil der a-Kristallin-Anordnungen
im Auge handelt, wurde in Gegenwart von oA-Kristallin
untersucht. Im Unterschied zu anderen sHSPs tauschen die
Sdugetier-Komplexe monomere Untereinheiten aus, was
darauf schlieBen lésst, dass die Polydispersitidt von aB-Kris-
tallin anhand der Untersuchung der Wechselwirkungen zwi-
schen den Monomeren innerhalb der dimeren Bausteine der
Anordnung verstanden werden kann.'® Um den Durchsatz
dieser Untereinheitenaustausch-Experimente zu erhohen,
wurden zwei sHSPs aus Arabidopsis thaliana mithilfe einer
automatisierten, chipbasierten nESI-Quelle untersucht.
Solche Experimente zeigten, dass die intradimeren Bausteine
diejenigen waren, die zwischen den Oligomeren ausgetauscht
wurden. Demzufolge setzten sich die wichtigsten beobachte-
ten Oligomere aus einer geraden Zahl von Untereinheiten
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Abbildung 4. Die Entfaltung mehrerer nebeneinander bestehender Spe-
zies wird mithilfe einer eigens entwickelten Software erreicht (Mas-
sign).?”! a) Das Massenspektrum (rot) stellt die Summe der Simulatio-
nen der einzelnen Massenspektren aller Teilkomplexe dar, was bei der
Zuordnung der experimentellen Daten (schwarz) hilft. Die Intensititen
jeder Komponente sind den Rohdaten entsprechend angepasst.

b) Zeitlicher Verlauf fiir die Population von zehn bis zur Einstellung
des Gleichgewichts in Lésung gebildeten Komplexen. Die Ky-Werte
wurden berechnet, und ein Netzwerk aller moglichen gebildeten Kom-
plexe wurde konstruiert. c) Uberblick tiber die zwischen HSP90 (grau),
FKBP52 (lila), Hop (orange) und HSP70 (blau) beobachteten Wechsel-
wirkungen. Bei den in Rot hervorgehobenen Komplexen handelt es
sich um diejenigen, die wahrscheinlich bei zelluldren Konzentrationen
gebildet werden. Bei den Pfeilen sind die zugehdrigen Ky-Werte aufge-
fiihrt. Adaptiert aus Lit. [29].

zusammen (Abbildung 5). Die zwischen diesen Komplexen
beobachteten Geschwindigkeitskonstanten stimmten auBer-
dem mit den fiir andere pflanzliche sHSPs iiber die MS-Me-
thode erhaltenen iiberein.[”)

Angew. Chem. 2014, 126, 14224 —14238

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Die Erfassung dynamischer Bereiche ist oft die schwie-
rigste Aufgabe der Strukturbiologie, interessanterweise
konnen diese aber hiufig einfach mithilfe der MS untersucht
werden. Im Falle des Ribosoms sind die Stielkomplexe (die
flexiblen, aus fiinf Proteinen bestehenden Protuberanzen) in
hochaufgelosten Rontgenstrukturen héufig nicht nachweis-
bar, werden aber massenspektrometrisch leicht detektiert.*®
Diese Stielkomplexe spielen fiir die Funktion eine Schliis-
selrolle, da sie fiir Wechselwirkungen verantwortlich sind, die
mit Translationsfaktoren im Laufe der Proteinbiosynthese
gebildet werden.”) Der Stielkomplex der Ribosomen von
E. coli besteht aus einer Kopie des L10-Proteins und vier
Kopien von L7/L12. Die Austauschkinetik der Stielkomplexe
wurde unter Verwendung von isotopenmarkiertem L7/L.12
anhand eines Experiments zur Uberwachung der Reaktion in
Echtzeit erforscht, wihrend der Stiel noch mit dem intakten
Ribosom verbunden war.” Die MS-Daten belegten die
Unabhingigkeit der L7-L12-Dimere, die ebenso leicht zu
assoziieren und zu dissoziieren scheinen wie die einzelnen
Monomere. Fiir Ribosom-EF-G-Komplexe, in denen das
Ribosom in einem posttranslationalen Zustand vorliegt,
wurde gezeigt, dass eines der L7-L12-Dimere auf dem
Ribosom eingefangen wird. Dies fiihrt zu einer um 27 % ge-
ringeren Zerlegung der Monomere und einem um 47 % ver-
minderten Austausch der Dimere, was eindeutig die Préfe-
renz fiir Wechselwirkungen der L7-L12-Dimere mit Elonga-
tionsfaktoren belegt.

Die Dynamik von Quartérstrukturen, die mit Krank-
heitszustinden im Zusammenhang stehen, wurde bei Unter-
suchungen des tetrameren Transthyretins veranschaulicht,
eines amyloidogenen Proteins, dessen Mutationen bei der
Entstehung der familidren Amyloid-Polyneuropathie eine
Rolle spielen.”"! Eine der hiufigsten amyloidogenen Muta-
tionen ist L55P.*! Der Austausch der Untereinheiten in der
tetrameren L55P-Variante wurde mit der Situation beim
Wildtyp(WT)-Protein verglichen."” Wihrend gezeigt werden
konnte, dass der Wildtyp sowohl iiber Monomere als auch
iiber Dimere austauscht, erfolgt der Austausch der krank-
heitserregenden Mutante bevorzugt iiber dimere Unterein-
heiten. Die beiden Dissoziationen wurden kombiniert und
lieferten eine Gesamtgeschwindigkeitskonstante von 0.017
bzw. 0.0011 min ! fiir die L55P-Variante und das WT-Protein.
Interessanterweise erhoht sich die Dissoziationsgeschwin-
digkeit des WT-Transthyretins in Gegenwart von L55P. Da
der tetramere Komplex nicht zu Fibrillen weiterreagiert,
wurde geschlussfolgert, dass die Wechselwirkung zwischen
Wildtyp und Mutante die Bildung unloslicher Aggregate
fordern kann, indem verstdrkt Dissoziationsprodukte der
Wildtypform gebildet werden. Dies wirkt sich auf Heterozy-
goten aus, die beide Proteine exprimieren; Wechselwirkun-
gen zwischen Tetrameren wéhrend ihrer Lebensdauer im
Plasma (Halbwertszeit 8-18 h) konnten die Amyloidogenitét
der L55P-Variante erkléren.

In analogen Experimenten zum (3,-Mikroglobulin (f3,m),
das als Hauptkomponente der mit der dialysebezogenen
Amyloidose assoziierten Amyloidfibrillen gilt,"* wurden
Echtzeit-ESI-IM-MS-Messungen herangezogen, um den
Austausch von "N- und “N-markierten prifibrilliren Oligo-
mer-Untereinheiten von f,m zu verfolgen. Diese frithen
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Das integrale Membranprotein P-Glycopro-
tein (P-gp)['¥ ist ein ATP-bindender Kassetten-

Transporter (ABC-Transporter), der fiir die
aktive Beforderung verschiedener Substrate
durch die Membran zustindig ist und rontgen-
kristallographisch untersucht wurde.”” Wegen

seiner Funktion ist P-gp an vielen Multiresisten-
zen gegeniiber Wirkstoffen beteiligt, indem es als
Effluxpumpe wirkt, die Chemotherapeutika aus
den Krebszellen entfernt.’® P-gp enthilt zwei

Transmembranbereiche, die beide sechs Trans-
membranhelices umfassen.>””! Diese Helices
bilden eine hydrophobe Bindungstasche, in der
sich das Substrat befindet. Es wird vorgeschlagen,
dass eine ATP-getriebene Konformationsinde-
rung das Substrat zur anderen Seite der Membran
transferiert (Abbildung 6a).” Mithilfe zeitauf-
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Abbildung 5. Austausch von Untereinheiten zwischen HSP17.6 (rot) und HSP18.1
(blau) aus Arabidopsis thaliana. a) Die Massenspektren der beiden Proteine veran-
schaulichen die Fahigkeit zur Auflésung der beiden Komplexe gemifS ihrer Masse.
Mit der Zeit werden die diskreten Peaks durch solche von neuen, mit verschiedenen
Stéchiometrien gebildeten Spezies ersetzt, die mit einem Austausch von Dimeren
zwischen den beiden Anordnungen in Einklang sind (untere Grafik). b) Exponentieller
Zerfall der Homododecamere bei 30°C (weifle Kreise) und bei 24°C (schwarze
Kreise). Die relative Hiufigkeit der Heterododecamere 10:2 (lila Dreiecke), 8:4 (blaue
Rauten) und 6:6 (griine Quadrate) zeigt, dass der Austausch iiber Dimere erfolgt

(untere Grafik). Adaptiert aus Lit. [66].

Oligomere erwiesen sich als dynamisch, mit einer Aus-
tauschgeschwindigkeit fiir die Untereinheiten, die mit wach-
sender OligomergroBe sank. Durch Beobachtung der Dyna-
mik dieser frithen Oligomere, zusammen mit Strukturinfor-
mationen aus IM-Messungen, gelang den Autoren die Kon-
struktion eines Modells fiir die frithe Oligomerenanordnung
dieses Proteins.

8. Erste Anwendungen auf Membranproteine

Die Fahigkeit, intakte Membranproteine in der Gasphase
zu untersuchen, ist eine neue Entwicklung, die den Anwen-
dungsbereich dieses Verfahrens auf einige der anspruchs-
vollsten Komplexe der Strukturbiologie erweitert.” Auf-
grund ihres geringen Expressionsniveaus und wegen Los-
lichkeitsproblemen wurde eine zwar wachsende, aber doch
relativ begrenzte Zahl von Strukturen auf atomarer Ebene
aufgekldrt. Die MS-Methode beinhaltet das Einfithren von
Membranproteinen, die in Detergenzmicellen aus geladenen
Tropfen eingekapselt sind, und die anschlieBende Freisetzung
nackter Proteinanordnungen durch StoBaktivierung.[*! Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen, einschlieBlich derjenigen
zwischen Transmembran-Untereinheiten, konnten aufrecht-
erhalten werden; ob Wechselwirkungen mit kleinen Liganden
konserviert werden konnten, war aber unklar. Dies war be-
sonders schwierig angesichts der vorhandenen Detergenz-
micelle, die unter Beibehaltung der Bindung kleiner Ligan-
den entfernt werden muss.
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geloster Messungen wurde die Intensitdt mehre-
rer Lipid-gebundener Spezies verfolgt, was die
Berechnung von Kp-Werten ermdglichte (Abbil-
dung 6¢).7 Die Ergebnisse offenbarten, dass bis
zu sechs negativ geladene Lipide simultan an P-gp
binden kénnen, und zwar bevorzugter Weise als
zwitterionische Lipide (Abbildung 6b). Messun-
gen zur lonenmobilitdt zufolge liegt das Protein in
einem empfindlichen Gleichgewicht zwischen
zwel Konformationen vor, die nach innen und
nach auflen gerichteten Formen zugeordnet
wurden. Die Zugabe von Liganden und Lipiden
scheint die kleinere, nach auflen gerichtete Kon-
formation zu stabilisieren, die fiir den Efflux erforderlich ist
(Abbildung 6d). Frithere Studien an P-gp, die sich mit der
Beobachtung der konformativen Dynamik befassten, um-
fassten FRET®! und EPR-Spektroskopie. Die MS-Unter-
suchungen wurden hingegen mit nichtmarkiertem Protein/
Liganden durchgefiihrt und konnten simultan die durch
mehrere Bindungspartner ausgelosten Konformationsidnde-
rungen verfolgen. Entgegen den Erwartungen wurde her-
ausgefunden, dass die Bindung von Cyclosporin A (CsA) die
Bindung von Cardiolipin erhoht, was vermuten ldsst, dass
CsA eine offene Konformation stabilisiert und anschliefend
den Zugang von Cardiolipin zur internen Bindungstasche
verbessert.

Eine besonders anspruchsvolle Aufgabe fiir alle Struk-
turverfahren sind Proteinkomplexe, die aus 16slichen Protei-
nen und mehreren in Membranen eingebetteten Subkom-
plexen bestehen. Ein Beispiel fiir diese Architektur sind
Komplexe der Colicine, zytotoxischer Proteine, die von
E. coli exprimiert und freigesetzt werden und die andere, eng
verwandte Bakterien im Zuge interbakterieller Konkurrenz
abtoten. ColicinE9 (ColE9) bindet zunichst an den Vitamin-
B,,-Rezeptor BtuB und rekrutiert nachfolgend das trimere
Membranporin OmpF iiber den intrinsisch ungefalteten N-
Terminus ColE9. Diese ungefaltete Domidne von ColE9
durchquert eines der drei OmpF-Proteine und fidngt auf der
anderen Seite das periplasmische Protein TolB ein (Abbil-
dung 7a, Einschub). Eine Disulfidfalle zwischen ColE9 und
TolB ermoglichte die Extraktion und Reinigung der gesamten
heptameren Proteinanordnung mithilfe eines Detergenzes
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durch die Stochiometrie
der Peptidbindung, dass
nur eines der OmpF-Porine
fiir eine Peptidbindung in
Gegenwart von ColE9 zu-
génglich war. Eine Bestiti-
gung hierfiir mithilfe von
Elektronenmikroskopie

(EM) und durch Bestim-
mung der elektrischen
Leitfahigkeit ermoglichte
es, einen neuen Signalme-
chanismus vorzuschlagen,
nach dem das Colicin in das
Periplasma eindringt und
durch ein freies Porin hin-
durch zuriickgefadelt wird.
Es wird angenommen, dass
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Abbildung 6. a) PgP éndert fiir einen Transmembrantransport seine Konformation. b) Die Bevorzugung nega-

tiv geladener Lipide wird durch zusitzliche Peaks demonstriert, die der Bindung von bis zu sechs POPA-Ligan-
den entsprechen, verglichen mit maximal drei 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholinen (DSPC) bei Zugabe

9. Zusammenfassung

zu P-gp in Detergenzmicellen. c) Die IM-MS-Daten offenbaren zwei Konformationszustinde, die offenen und und Ausblick
geschlossenen Zustanden des Proteins zugeordnet wurden, deren Gleichgewicht durch die Bindung eines
Wirkstoffs sowie ATP beeinflusst wird. d) Die Bindungskinetik der Lipidbindung kann durch die Aufnahme von In diesem Aufsatz

Spektren zu bestimmten Zeitpunkten t verfolgt werden, und ein Angleichen an die Daten erméglicht die Be-

stimmung der Assoziationsgeschwindigkeiten.

zum Schutz von Transmembran-Untereinheiten in zwei ver-
schiedenen, in der Membran eingebetteten Positionen. Diese
Anordnung wird wahrscheinlich in zwei Detergenzmicellen
extrahiert, durch eine sorgfiltig kontrollierte Beschleunigung
zur Entfernung des Detergenzes konnte jedoch der vollstédn-
dige Komplex von etwa 300 kDa in die Gasphase iibertragen
und so die Stochiometrie der Anordnung bestétigt werden.
(Abbildung 7a). Die Freisetzung dieses Komplexes aus zwei
Micellen ist in Einklang mit den jiingsten Vorschldgen, denen
zufolge die Verfliichtigung des Detergenzes eine Schutz-
funktion beziiglich der Erhaltung der Proteinkomplexe in der
Gasphase hat.®!

Ein Proteolysefragment des vollstdndigen Translokons,
das ein aktives OmpF-Trimer zuriickhilt, ermoglichte die
Bestimmung der Wechselwirkung des OmpF-Bindungsepi-
tops des Colicins (Abbildung 7b). Mithilfe konzentrations-
kontrollierter Zugabe eines Peptids, das das OmpF-Bin-
dungsepitop von ColE9 repliziert, wurde ein Kp-Wert von
1.4 um bestimmt. Dieser Wert stimmte gut mit einer nach-
folgenden ITC-Messung in demselben Puffer (Kp=1 pm;
Abbildung 7b—d) iiberein. Diese MS-Untersuchung zeigt
dementsprechend, dass zuverlédssige Kp-Messungen fiir
Membrankomplexe moglich sind, und offenbarte aufSerdem
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haben wir einige der ein-
zigartigen Einblicke pré-
sentiert, die mithilfe von
MS-Verfahren zur Unter-
suchung von Wechselwirkungen innerhalb von Proteinkom-
plexen erhalten wurden. Die Stédrke dieser Methode besteht
in der Moglichkeit, komplexe Wechselwirkungskaskaden, die
in Losung stattfinden, simultan zu verfolgen. Dies verringert
die Notwendigkeit, Wechselwirkungen in einem isolierten
System zu studieren, und ermdoglicht ihre Untersuchung in-
nerhalb einer homogenen Préparation, wie es fiir den HSP90-
Reaktionszyklus veranschaulicht wurde. Die Zeitskala des
MS-Verfahrens erméglicht auerdem eine Untersuchung in
Echtzeit. Soweit Komplexe als polydisperse oligomere An-
ordnungen vorliegen, bietet die MS eine exklusive Gelegen-
heit, die dynamischen Auswirkungen von Untereinheiten auf
die Struktur zu erforschen, was wiederum zur Funktion in
Beziehung gesetzt werden kann.

Die Erfassung quantitativer Affinitdtsdaten fiir Mem-
brankomplexe, dargestellt am Beispiel des Colicin-Translo-
kons und der PgP-Komplexe, reprisentiert einige der ersten
Beispiele, in denen Messungen von Kp-Werten fiir Mem-
branproteinkomplexe durchgefiihrt wurden, und ebnet den
Weg fiir viele Folgestudien. Vor kurzem wurden neue An-
sdtze fiir Untersuchungen von Membranproteinen aus Li-
piddoppelschichten entwickelt.®"! Eine aktuelle Anwendung
solubilisierter Doppelschichten besteht darin, die Wechsel-
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die Akzeptanz quantitativer MS-
Daten die Absicherung durch
andere, parallel ausgefiihrte Verfah-
ren. Ein vielfiltiger Ansatz ist stets
wiinschenswert, wofiir eine enge
Verkniipfung der MS mit der ITC,
EM oder Rontgenstrukturanalyse
enorm wichtig ist, allerdings konnen
Affinitidten nun ab initio mithilfe der
MS hergeleitet werden. Nun, da wir
in eine neue Ara der MS von Mem-
branproteinen, Megadalton-Viren,
Nanoscheiben und dynamischen
Reaktionszyklen eintreten, ist es von
Interesse, den moglichen Einfluss
neuer instrumenteller Entwicklun-
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16sung mithilfe neuer Orbitrap-Mo-
difizierungen,®™  zur  Aufnahme
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mittels Elektroneneinfang-Dissozia-
tion,®™ zur besseren Trennung bei
TIonenmobilititsmessungen®!  und
zur engeren Verkniipfung mit der
EMP  dieses aufkeimende For-
schungsgebiet fiir viele Jahre berei-
chern.
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Wir danken insbesondere Julien
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Abbildung 7. a) Massenspektrum des vollstindigen, aus zwei Detergenzmicellen freigesetzten Trans-
membran-Translokons (blaue Kreise). b, c) Die Zugabe zunehmender Konzentrationen eines Peptids,
das das OmpF-Bindungsepitop von ColE9 repliziert, zu den proteolysierten Translokon-Fragmenten
zeigte, dass nur ein Porin unbesetzt bleibt. d) Werte fiir die Affinitdt der OmpF-Peptidwechselwir-
kungen wurden in hervorragender Ubereinstimmung mit den ITC-Befunden berechnet.

wirkung zwischen 16slichen Proteinen und Nanoscheiben, die
spezifische Glycosphingolipide (GSLs) enthalten, zu verfol-
gen.® Diese Entwicklungen zeigen Chancen auf, nativ-ihn-
liche bindende Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
Lipiden zu quantifizieren, die bislang fiir Komplexe erhalten
wurden, die aus Detergenzmicellen freigesetzt wurden.

In diesem Aufsatz haben wir gezeigt, dass die MS mitt-
lerweile so weit fortgeschritten ist, dass numerische Werte fiir
Reaktionsgeschwindigkeiten und Bindungskonstanten erhal-
ten werden konnen. Viele der anfinglichen Schwierigkeiten
sind bereits tiberwunden wurden, besonders in Bezug auf
nichtspezifische Bindung, Erhaltung hydrophober Wechsel-
wirkungen und unerwiinschte Dissoziation. Oftmals erfordert
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