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Abstract: Kann die Struktur kleinerer bis mittelgrofier Pro-
teine beim Ubergang aus der Losung in die Gasphase bewahrt
werden? Zwar haben sich eine Vielzahl von Studien dieser
Frage gewidmet, jedoch steht eine eindeutige Antwort noch aus.
Die Kldarung dieses Problems ist gleichwohl wichtig, denn
davon hiingt es ab, ob die empfindlichen Methoden der nativen
Massenspektrometrie Probleme der Strukturbiologie adres-
sieren konnen. Mithilfe einer Kombination aus Ionenmobili-
tits-Massenspektrometrie und Infrarotspektroskopie untersu-
chen wir sowohl Sekundiir- als auch Tertidrstruktur von Pro-
teinen, die unter milden Bedingungen aus der Losung in die
Gasphase gebracht werden. In dieser Studie wurden die Mo-
lekiile Myoglobin und (-Lactoglobulin untersucht, die proto-
typische Beispiele fiir helikale bzw. (-Faltblatt-reiche Proteine
sind. Unsere Ergebnisse zeigen, dass fiir niedrige Ladungszu-
stainde und unter sanften Bedingungen Aspekte der nativen
Sekundir- und Tertidgrstuktur bewahrt werden konnen.

Aufgrund ihrer Genauigkeit, Empfindlichkeit und Schnel-
ligkeit ist die Massenspektrometrie (MS) in Kombination mit
Fragmentationstechniken die Methode der Wahl, um Pri-
marstrukturen von Peptiden und Proteinen zu entschliis-
seln.! Um jedoch Informationen iiber deren Faltung zu er-
halten, werden fiir gewohnlich Spektroskopie- oder Streu-
ungsexperimente in der kondensierten Phase durchgefiihrt.
Diese Techniken haben oftmals eine geringe Empfindlichkeit
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und sind deshalb auf hohe Probenkonzentrationen angewie-
sen. Andererseits konnen sie aber auch eine Fiille an Infor-
mationen iiber Proteine unter physiologisch relevanten Be-
dingungen bereitstellen. Ob die native Proteinstruktur beim
Ubergang aus der Losung in die Gasphase bewahrt werden
kann, und wenn ja, fiir Proteine welcher Grof3e, bleibt jedoch
eine offene Frage. Falls dies moglich ist, konnen sehr emp-
findliche Methoden der Massenspektrometrie eingesetzt
werden, um Strukturinformationen zu gewinnen. Fiir sehr
grofe Biomolekiile, wie Proteinkomplexe” oder sogar ein
vollstindiges Virus,* gibt es eindeutige Belege dafiir, dass die
native Struktur auch in Abwesenheit des Losungsmittels er-
halten bleibt. Fiir kleinere Proteine ist die Situation jedoch
noch nicht klar, weshalb wir diesen Bereich hier untersuchen
wollen.

Um die Faltung von isolierten Peptiden und Proteinen zu
untersuchen, kann die Massenspektrometrie an zusétzliche
Methoden gekoppelt werden. Beispiele hierfiir sind Wasser-
stoff-Deuterium-Austausch(HDX)-Messungen,*  nichtther-
mische Fragmentationstechniken, die auf der Absorption von
UV-Photonen oder dem Einfang von Elektronen beruhen,”
Tonenmobilititsspektrometrie (IMS)® oder auch optische/
IR-Spektroskopie.” Die direktesten Informationen iiber die
Faltung werden hierbei durch IMS und IR-Spektroskopie
erhalten. In IMS wird der tiber alle Raumwinkel gemittelte
StoBquerschnitt mit hoher Genauigkeit gemessen. Mithilfe
von theoretischen Molekiilmodellen konnen diese Messun-
gen dann Informationen iiber die Grof3e und Gestalt eines
Molekiils liefern, weshalb IMS ausgiebig fiir Untersuchungen
an Proteinen und Proteinaggregaten verwendet wird. Eine
allgemeine Beobachtung dieser Studien ist, dass bei hoher
Ladung des Molekiils, die intramolekulare Coulomb-Absto-
Bung zu helikalen Strukturen fiihrt®®! und letztlich, bei sehr
hohen Ladungszustdnden, eine gestreckte, lineare Struktur
vorliegt.”) Bei niedrigen Ladungszustinden bleiben die Pro-
teine jedoch kompakt und weisen eine GrofB3e auf, wie sie fiir
die jeweilige native Losungsstruktur erwartet wird.®! Aller-
dings kann IMS keine direkten Informationen iiber die Se-
kundarstruktur eines Proteins liefern, und die Beobachtung
einer kompakten Struktur ist kein Garant fiir die Erhaltung
einer nativen Struktur. Andererseits ist die IR-Spektroskopie
empfindlich auf die Sekundirstruktur, da das lokale Umfeld
von charakteristischen Oszillationen, z.B. die C=0O-Streck-
(Amid-I) oder die N-H-Biegeschwingung (Amid-II), deren
IR-Bandenpositionen beeinflusst. Aus diesem Grund wird die
IR-Spektroskopie routinemifBig zur Untersuchung der Se-
kundirstruktur in der kondensierten Phase angewendet.['")
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IR-Multiphotonendissoziations(IRMPD)-Spektrosko-
piel""! wurde bereits an einer Vielzahl von kleinen Peptiden
oder Peptidkomplexen”™ in der Gasphase angewendet und
mit quantenchemischen Berechnungen kombiniert, um de-
taillierte Strukturinformationen zu erhalten. Fiir sehr kleine
Systeme, bestehend aus nur wenigen Aminosduren, werden
fir gewohnlich Gasphasenstrukturen beobachtet, die sich
deutlich von den Strukturen der kondensierten Phase unter-
scheiden konnen. Wenn jedoch grof3e Energiebarrieren be-
teiligt sind, wie sie beispielsweise bei der cis-trans-Isomeri-
sierung von Prolin eine Rolle spielen,, konnen Strukturele-
mente aus der Losung erhalten bleiben.!” In jedem Fall sind
diese Gasphasen-,,Reinraum®-Strukturen auf3erordentlich
niitzlich, da sie sich zur Uberpriifung von Theorien eignen
und auch zum allgemeinen Verstidndnis von intrinsischen in-
tramolekularen Wechselwirkungen in Biomolekiilen beitra-
gen.

Es gibt bisher nur wenige IR-spektroskopische Studien,
die sich mit isolierten Proteinen in Abwesenheit eines Lo-
sungsmittels befassen.’**! Im mittleren IR-Bereich kénnen
individuelle Oszillatoren von groferen Molekiilen nicht
spektral aufgelost werden, sodass fiir z. B. Proteine sehr breite
Amid-I-und Amid-II-Banden beobachtet werden, was auch
in der kondensierten Phase der Fall ist.”*'*% Die Banden-
positionen in diesen vorangegangenen Studien weisen
hauptséachlich auf helikale Strukturen hin, wobei in diesen
frithen Arbeiten relativ hohe Ladungszustinde untersucht
wurden, "3 bei denen die Erhaltung nativer Losungs-
strukturen nicht zu erwarten ist.

Zuschriften

a) Myoglobin

b) B-Lactoglobulin

Abbildung 1. Die Strukturen in der kondensierten Phase von a) Myo-
globin, einem 153 Aminosiuren langem Protein mit hauptsachlich a-
helikaler nativer Sekundarstruktur und einer nichtkovalent gebundenen
Ham-Gruppe (PDB-Code: TMBN) und b) f-Lactoglobulin, einem 162
Aminosduren langem Protein mit einem hohen Anteil an f3-Faltblatt-
Sekundarstrukturelementen (PDB-Code: 3BLG).

Hier verwenden wir einen Ansatz, in dem IMS préparativ
zur Selektion bestimmter Grofen/Formen von Proteinen ge-
nutzt wird, um anschlieBend mittels IR-Spektroskopie deren
Sekundirstruktur zu untersuchen (siehe die Hintergrundin-
formationen fiir Details). Die Experimente wurden an den
beiden Proteinen Myoglobin und f-Lactoglobulin durchge-
fiihrt. Myoglobin ist ein 153 Aminoséduren langes Protein,
dessen native Sekundirstruktur weitestgehend (~85%) a-
helikal ist, wihrend (-Lactoglobulin aus 162 Aminosiduren
besteht und einen signifikanten Anteil (~60%) an B-Falt-
blatt-Sekundérstrukturelementen aufweist. Die jeweiligen
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Abbildung 2. Massenspektren und Stoquerschnitte fir Myoglobin und (3-Lactoglobulin. a,b) Massenspektren von lonen aus gepufferten Lésun-
gen (Ammoniumacetat, pH ~ 7, griin) und aus Wasser/Methanol (blau). Intensive Signale sind gekennzeichnet, und im Fall von Myoglobin ent-
sprechen diese der Holo-Form. Fiir niedrige Ladungszustidnde von f3-Lactoglobulin sind Signale zu sehen, die der nichtkovalenten Bindung von

Palmitinsdure entsprechen (gekennzeichnet als 7+’, 8+ und 9+). ¢,d) Darstellung der Stofiquerschnitte als Funktion der Ladung. Volle griine
Kreise kennzeichnen lonen aus gepufferten Lésungen, volle blaue Kreise lonen aus Wasser/Methanol und leere blaue Kreise lonen aus Wasser/

Methanol mit 1% Ameisensiure.
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Strukturen aus der kondensierten Phase beider Proteine sind
in Abbildung 1 gezeigt.

Abbildungen 2a und 2b zeigen die Elektrosprayionisa-
tions(ESI)-Massenspektren von Myoglobin und (-Lactoglo-
bulin aus verschiedenen Losungsmitteln. Die jeweils unteren
Spektren (griin) wurden aus wissrigen Losungen erhalten, in
denen Ammoniumacetat-Puffer in Konzentrationen von
10 mmol L' vorhanden war. Unter diesen Bedingungen be-
obachtet man in beiden Féllen eine schmale Ladungsvertei-
lung mit Intensitdtsmaxima beim Ladungszustand 8 + . Fiir [3-
Lactoglobulin werden zusétzliche Signale gefunden, die auf
die nichtkovalente Bindung von Palmitinsdure zuriickzufiih-
ren sind. Diese sind in Abbildung 2b als 9+, 84" und 7+’
gekennzeichnet. Eine Anderung des Losungsmittels zu
Wasser/Methanol (1:1) fithrt zu den Massenspektren, die in
blau dargestellt sind. Die Ladungsverteilungen sind breiter
und verschieben sich zu hoheren Ladungszustinden. Fiir
Myoglobin wurden ausschlieBlich Signale in den Massen-
spektren beobachtet, die der Holo-Form zuzuordnen sind, in
der das Ham gebunden ist. Die hier gezeigten Massenspek-
tren sind in Einklang mit bereits publizierten.!!

Die mittels IMS gemessenen StoBquerschnitte sind als
Funktion der Ladung in Abbildung2¢ und 2d dargestellt.
Der Messfehler aller gezeigten StoBquerschnitte ist kleiner
als das jeweilige Symbol. Griine Kreise entsprechen lonen aus
wissrigen, gepufferten Losungen, wihrend blaue Kreise fiir
Tonen stehen, die aus Wasser/Methanol stammen. Im Fall von
Myoglobin wurde fiir die meisten Ladungszustinde eine
Vielzahl von Konformeren mit unterschiedlichen Grofen
beobachtet, sodass pro Ladungszustand mehr als ein StoB3-
querschnitt dargestellt ist. Theoretische StoBquerschnitte, die
fiir native Losungsstrukturen erwartet werden, wurden mit-
hilfe des EHSS-Algorithmus!™™ berechnet; die jeweiligen
Werte sind als gestrichelte horizontale Linien in Abbil-
dung 2c¢ und 2d dargestellt.

Die StoBquerschnitte beider Proteine zeigen, wie erwar-
tet, eine positive Korrelation mit zunehmender Ladung. Fiir
niedrige Ladungszustinde werden kompakte Ionen beob-
achtet, die StoBquerschnitte dhnlich der nativen Struktur
aufweisen. Bei Zunahme der Ladung vergroBert sich auch der
StoBquerschnitt, was auf die Entfaltung des Proteins hinweist.
Fiir Myoglobin koexistieren hierbei einige Konformere mit
unterschiedlich ausgeprigter Entfaltung tiber viele Ladungs-
zustinde hinweg.'’l B-Lactoglobulin zeigt ein anderes Ver-
halten. Fiir jeden Ladungszustand wird nur ein einziges
Konformer beobachtet, und der StoBquerschnitt wird
sprunghaft grofler, sobald das gepufferte Losungsmittel gegen
Wasser/Methanol ausgetauscht wird. Der niedrigste La-
dungszustand aus Wasser/Methanol ist 10 +.

Um die Sekundérstruktur der Proteinionen zu untersu-
chen, wurden IR-spektroskopische Experimente mithilfe des
IR-Freie-Elektronen-Lasers des Fritz-Haber-Instituts (FHI-
FEL)!""" durchgefiihrt. Abbildung3 zeigt reprisentative
Spektren im MIR-Wellenldngenbereich von sowohl Masse-
zu-Ladungs- als auch groBlenselektierten Ionen beider Pro-
teine. In allen Spektren konnen Amid-I- und Amid-II-
Banden beobachtet werden. Spektren von Ionen mit kleinem
StoBquerschnitt und niedrigem Ladungszustand sind in Ab-
bildung 3¢ in griin dargestellt.
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Abbildung 3. Infrarot(IR)-Spektren von Myoglobin und p-Lactoglobulin
in der Gasphase und in der kondensierten Phase. a,b) Spektren von
lonen aus Wasser-Methanol-Lésungen. Lage und Form der Amid-I-
Banden bei 1655 cm™' deuten auf eine helikale Sekundarstruktur hin.
c) Spektren von Proteinionen aus gepufferter Lésung (griin) und die
jeweiligen FT-IR-Spektren aus der kondensierten Phase (grau; Daten
fiir B-Lactoglobulin wurden aus Lit. [18] nachgebildet. Daten fur Myo-
globin aus Lit. [19]). Die Amid-I-Bande von Myoglobin 8 4 deutet auf
eine helikale Sekundarstruktur hin, wihrend fiir f-Lactoglobulin 8 4+
ein klarer Anteil an Signalen zu erkennen ist, die auf B-Faltblatt-Sekun-
dirstrukturen hinweisen.

Fir die 8+-Ionen beider Proteine werden Amid-II-
Banden bei ungefihr 1525 cm ! gefunden — ein Wert, der auch
typisch fiir Proteine in der kondensierten Phase ist.'”) Die
Amid-I-Bande fiir Myoglobin 8 + ist weitestgehend symme-
trisch und hat ein Maximum bei 1655 cm ™', das typisch fiir
helikale Sekundirstrukturen ist.'”’ Das IR-Spektrum von -
Lactoglobulin 8 + unterscheidet sich von diesem deutlich.
Die Amid-I-Bande ist unsymmetrisch mit einem Maximum
um 1639 cm™', das einem Wert entspricht, der typisch fiir f-
Faltblatt-Sekundirstrukturen ist.!'”

Abbildung 3 a und 3b zeigen die IR-Spektren der hoheren
Ladungszustiande. Fiir Myoglobin im Ladungszustand 10 + ist
das Spektrum (Abbildung 3b) eines Konformers mit kleinem
StoBquerschnitt gezeigt (siche auch Abbildung 2 fiir die
Verteilung der StoBquerschnitte). Es ist anzumerken, dass
auch die anderen Konformere von Myoglobin innerhalb ein
und desselben Ladungszustandes im Wesentlichen das ge-
zeigte Spektrum reproduzieren (sieche Abbildung S3). Die
Positionen der Amid-I- und Amid-II-Banden stimmen fiir die
Ladungszustinde 8+ und 10+ von Myoglobin annéhernd
iiberein, und lediglich eine leicht verbreiterte Amid-I-Bande
ist fiir 10+ zu beobachten. Fiir 3-Lactoglobulin hingegen
andern sich vom Ladungszustand 8 + ausgehend hin zu 11 +
sowohl Form als auch Position der Amid-I-Bande drastisch.
Diese Anderung geht einher mit dem zuvor beobachteten
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sprunghaften Anstieg des StoSquerschnitts zwischen diesen
beiden Ladungszustinden (Abbildung 2). Fiir das entfaltete
und hoher geladene 10 +-Konformer wird eine Amid-I-
Bande vorgefunden, die sowohl in ihrer Position als auch
Form der Amid-I-Bande vom Myoglobin dhnelt und damit
eine helikale Struktur fiir -Lactoglobulin-11 +-Ionen an-
deutet.

Wenn die Ladung weiter auf 17 + fiir B-Lactoglobulin und
18 + fiir Myoglobin erhoht wird, dndert sich die Form der
Amid-I-Banden nicht, und nur eine geringfiigige Blauver-
schiebung ist bemerkbar. Die Amid-II-Banden hingegen
nehmen an relativer Intensitédt zu und eine Verschiebung hin
zu kleineren Wellenzahlen ist zu beobachten. Dies ldsst sich
mit Hilfe einer fritheren Studie interpretieren, in der solche
Bandenverschiebungen anhand eines durch intramolekulare
Coulomb-AbstoBung induzierten Ubergangs von einer vor-
nehmlich helikalen in eine vollstindig gestreckte Sekundér-
struktur erklirt wurden.!

Durch Betrachtung der Spektren in Abbildung 3 wird
deutlich, dass die Struktur von f-Lactoglobulin in der Gas-
phase im Ladungszustand 8 + primér aus [-Faltbléttern be-
stehen muss. Dagegen weisen die Spektren aller untersuchter
Myoglobin-Ionen auf hauptsichlich helikale Sekundérstruk-
turen hin. Diese Schlussfolgerungen beziiglich der Sekun-
darstruktur kompakter Proteinionen in der Gasphase sind in
Einklang mit den nativen Strukturen beider Proteine in
Losung. Wenn hingegen die Ladung erhoht wird, zeigen beide
Proteine eine helikale Struktur, wobei sich letztlich selbst
diese bei sehr hohen Ladungszustdnden in eine vollstindig
gestreckte Sekundirstruktur entwindet. Ein Vergleich zwi-
schen Gasphasenspektren und Ergebnissen von Messungen in
der kondensierten Phase ist nun von besonderem Interesse.
Hierfiir wurden Circulardichroismus(CD)-Spektren beider
Proteine in den gleichen Losungsmitteln aufgenommen, die
fiir die spektroskopischen Experimente an isolierten Protei-
nen in der Gasphase verwendet wurden. Alle CD-Spektren
fiir Myoglobin und das CD-Spektrum fiir $-Lactoglobulin in
Wasser/Methanol zeigen Signaturen, die charakteristisch fiir
helikale Strukturen sind (siche Abbildung S2).*"! Das CD-
Spektrum von f-Lactoglobulin in gepufferter Losung unter-
scheidet sich hingegen deutlich von den anderen und weist
klar auf eine Struktur hin, die reich an (3-Faltbléttern ist.

Des Weiteren sind in Abbildung 3¢ die Gasphasen-IR-
Spektren der kompakten Spezies (griin) mit den jeweiligen
FT-IR-Spektren (grau) von Messungen an den Proteinen in
der kondensierten Phase verglichen; diese wurden vorherigen
Studien an B-Lactoglobulin™! und Myoglobin"! entnommen.
Auch hier zeigt die FT-IR-Amid-I-Bande fiir 3-Lactoglobulin
eine Form, die typisch fiir B-Faltblatt-Strukturen ist. Die
Amid-I-Bande im FT-IR-Spektrum von Myoglobin ist jedoch
eher symmetrisch und bei einer Wellenzahl zu beobachten,
die charakteristisch fiir helikale Strukturen ist. In beiden
Fillen ist die Ubereinstimmung in der Amid-I-Region zwi-
schen den Spektren aus der kondensierten und der Gasphase
bemerkenswert. Dies zeigt, dass zumindest ein grof3er Teil der
nativen Struktur aus der kondensierten Phase beim Ubergang
in die Gasphase erhalten bleibt.

IR-Spektroskopie ist empfindlich auf die Sekundérstruk-
tur und ist in der Lage zwischen Helices oder (3-Faltblittern zu
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unterscheiden. Sie kann jedoch keine direkte Information
iber die Tertidrstruktur liefern, in der die jeweiligen Sekun-
darstrukturelemente eingebettet sind. Aus diesem Grund ist
die IR-Spektroskopie eine hervorragende Ergidnzung zu IMS,
die selbst unempfindlich fiir Strukturdetails wie die Sekun-
darstruktur ist und nur Informationen tiber Groe und Form
eines Ions liefert. Die hier verwendete Kombination aus IR-
Spektroskopie und IMS liefert ein klares Bild der struktu-
rellen Entwicklung von isolierten Proteinen in Abhéingigkeit
ihrer Ladung. Bei niedrigen Ladungszustinden konnen
native Strukturelemente erhalten bleiben. Wenn jedoch die
intramolekulare Coulomb-Abstof3ung ansteigt und geladene
Seitenketten an das Riickgrat des Proteins koordinieren,?!!
wird die native Struktur destabilisiert, was sich folglich in
einem Anstieg im IMS-Sto3querschnitt widerspiegelt. Heli-
kale native Strukturen bleiben in entfalteten Spezies erhalten
(gezeigt durch IR-Spektroskopie). Dies ist wiederum zu er-
warten, da entfaltete helikale Strukturen einen GroBteil ihrer
Wasserstoffbriicken bewahren konnen, wihrend der Abstand
zwischen gleichen Ladungen wichst. Die Situation ist fiir
Proteine, deren native Struktur reich an B-Faltblittern ist,
grundlegend anders. Bei Anstieg der Gesamtladung kommt
es zur Entfaltung einzelner P-Faltblatt-Strange, sodass die
Erhaltung dieser in einer Vielzahl gebrochener Wasserstoff-
briicken resultieren wiirde. Aus diesem Grund durchlaufen
auch solche Proteine, die anfinglich reich an p-Faltblédttern
sind, eine Umfaltung zu helikalen Strukturen. Bei sehr hohen
Ladungszustdnden kommt es aufgrund der Coulomb-Absto-
Bung in jedem Fall zum Entwinden dieser helikalen Struktu-
ren, sodass letztlich gestreckte Konformationen vorliegen.”!

Zusammenfassend zeigen die hier prisentierten Daten,
dass fiir f-Lactoglobulin und Myoglobin sowohl Sekundér- als
auch Tertidrstruktur aus der kondensierten Phase nach dem
Transfer in die Gasphase bewahrt werden kann. Auf Metho-
den der Massenspektrometrie basierende Gasphasenmetho-
den sind &duBerst empfindlich, und wenn diese mit IMS
kombiniert werden, kann zudem eine hohe Selektivitidt durch
die Auswahl einzelner Ladungszustdnde, Konformationen
oder auch Aggregationszustdnde erzielt werden. Eine weitere
Untersuchung mittels IR-Spektroskopie ist im Anschluss
moglich. Die so erreichbare Selektivitdt und Empfindlichkeit
kann mit keiner Methode der kondensierten Phase erreicht
werden. Beim Ubergang der Proteine aus der kondensierten
Phase in die Gasphase miissen jedoch Sorgfalt und Vorsicht
walten, denn nur unter sanften Bedingungen konnen mogli-
che Umfaltungen und die damit verbundenen Strukturénde-
rungen vermieden werden.
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