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Schematische Darstellungen der Elektrospray-lonisierung unter Bildung von desolvatisierten 
Makro-Ionen (oben) und der Beziehung zwischen Makromolekiilstruktur und Ionen-Ladungs- 
struktur im Elektrospray-Massenspektrum (unten). 



AUFSATZE 

Elektrospray-Massenspektrometrie von Biomakromolekiilkomplexen 
mit nichtkovalenten Wechselwirkungen - 

neue analytische Perspektiven fur supramolekulare Chemie und 
molekulare Erkennungsprozesse 

Michael Przybylski" und Michael 0. Glocker 

Die Entwicklung von schonenden Ioni- 
sierungsmethoden hat in den letzten 
Jahren zu bedeutenden Fortschritten in 
der massenspektrometrischen Charak- 
terisierung von Makromolekiilen, insbe- 
sondere von Biopolymeren wie Pro- 
teinen und Nucleinsauren, gefiihrt. 
Wahrend bei anderen Methoden wie 
dem BeschuB rnit schnellen Atomen 
(Fast Atom Bombardment, FAB) und 
der Plasmadesorption noch Molekular- 
gewichtsbegrenzungen bestehen, gelang 
rnit Hilfe der Elektrospray- (EST-MS) 
und der matrixunterstiitzten Laser- 
desorptions / ionisations - Massenspektro- 
metrie (MALDI-MS) ein Durchbruch 
zu Makromolekiilen > 100 kDa. Wah- 
rend ESI- und MALDI-MS bereits er- 
folgreich zur Molekulargewichts- und 
Primlrstrukturbestimmung bei Bio- 
polymeren eingesetzt wurden, eroffnet 
die - erst in jiingster Zeit entdeckte - 
direkte Charakterisierung von Komple- 
xen mit nichtkovalenten Wechselwirkun- 
gen (nichtkovalente Komplexe) durch 
ESI-MS neue Perspektiven fur die su- 

pramolekulare Chemie und die analyti- 
sche Biochemie. Im Gegensatz zu ande- 
ren massenspektrometrischen Metho- 
den la& sich die ESI-MS in homogener 
Losung unter nahezu physiologischen 
pH-, Konzentrations- und Temperatur- 
bedingungen durchfiihren. Die ESI-MS 
von Biopolymeren, insbesondere Protei- 
nen, liefert Serien vielfach geladener 
Makromolekiilionen rnit fur die Tertiar- 
struktur charakteristischen Lddungs- 
zahlen und -verteilungen (,,Ladungs- 
strukturen"), die eine Differenzierung 
von nativen und denaturierten Struktu- 
ren ermoglichen. Die Grundlagen der 
ESI-Methode und bisherige Kenntnisse 
zum Ionenbildungsmechanismus, Bezie- 
hungen zwischen Tertiarstrukturen in 
Losung und Ladungsstrukturen von 
Makro-Ionen in der Gasphase sowie ex- 
perimentelle Voraussetzungen fur den 
Nachweis nichtkovalenter Komplexe 
werden im ersten Teil dieser Ubersicht 
beschrieben. Erfolgreiche Anwendun- 
gen zur Identifizierung von Enzym-Sub- 
strat- und -Inhibitor-Komplexen, supra- 

molekularen Protein- und Protein- 
Nucleotid-Komplexen, Doppelstrang- 
Polynucleotiden sowie synthetischen 
suprdmolekularen Komplexen zeigen 
ein groRes Potential fur die direkte Ana- 
lyse spezifischer nichtkovalenter Wech- 
selwirkungen. Die bisherigen Ergebnisse 
lassen Charakterisierungen von supra- 
molekularen Strukturen und molekula- 
ren Erkennungsprozessen erwarten, die 
bisher rnit massenspektrometrischen 
Methoden nicht moglich waren; hierzu 
zahlen die sequenzspezifische Oligome- 
risierung von Polypeptiden, Antigen- 
Antikorper-Komplexe, Enzym- und 
Rezeptor - Liganden - Wechselwirkungen 
sowie die Erkennungsstrukturen bei 
kombinatorischen Synthesen und selbst- 
organisierten Systemen. 

Stichworte: Makromolekiile . Massen- 
spektrometrie . Nichtkovalente Wech- 
selwirkungen . Selbstorganisation . Su- 
pramolekulare Chemie 

1. Einleitung 

Die Entwicklung von effizienten schonenden Ionisierungsme- 
thoden hat in den letzten Jahren zu bedeutenden Fortschritten 
bei der direkten massenspektrometrischen Charakterisierung 
von Makromolekiilen, insbesondere von Biopolymeren wie Pro- 
teinen und Nucleinsauren, gefiihrtr ' - '1. Molekiilionen hoher- 
molekularer Verbindungen wurden erstmals in den siebziger 
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Jahren rnit der Felddesorptions-Massenspektrometrie (FD-MS) 
erhaltenL4]. Seit den achtziger Jahren gelangen empfindliche und 
exakte Molekulargewichtsbestimmungen an Polypeptiden und 
kleineren Proteinen durch Beschul3 mit keV-Primlrpartikeln 
(Fast-Atom-Bombardment(FAB)-MS oder LSIMS)['] und durch 
252Cf-Plasmadesorptions-Massenspektrometrie (PD-MS)[63 'I. 

Ein Durchbruch der Makromolekul-Massenspektrometrie zu 
Molekulargewichten > 100 kDd gelang rnit der Entwicklung der 
Elektrospray- (ESI-MS)['] und der matrixunterstiitzten Laser- 
desorption/ionisation-Massenspektrometrie (MALDI-MS)"]. 
Mit diesen beiden Methoden konnte die bisherige Begrenzung 
der massenspektrometrischen Analyse von Polymeren generell 
iiberwunden werden"". ''I. 
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Trotz der meist geringen ~ oder fehlenden ~ Fragmentierung 
von Makromolekiilionen[' haben die oben genannten Ionisie- 
rungsmethoden bereits breite Anwendung zur Analyse der Pri- 
marstruktur von Biopolymeren gefunden. Neben stofiinduzier- 
ter Fragmentierung und Tandem-MS-Analyse (z.B. durch 
FAB-MS["I) wurden hierzu Kombinationen mit spezifischen 
chemischen (z.B. enzymatischen) Abbauverfahren entwickelt 
und zur Analyse von Proteinsequenzen eingesetzt L141. So ermog- 
licht die massenspektrometrische Analyse von Peptidgemischen 
nach proteolytischem Abbau (peptide mapping)["] die Struk- 
tur/Funktions-Charakterisierung von Proteinen, z.B. die Identi- 
fizierung von post-translationalen Strukturmodifikationen mit 
kovalenten Bindungenr'61, die Bestimmung von Epitopsequen- 
Zen in Antigen-Antikorper-K~mplexen["~ sowie die Charakte- 
risierung von Isoenzymenr'sl und rekombinanten Proteinen" '1. 

Im Gegensatz zur Primarstrukturanalyse war die Charakteri- 
sierung von Tertiarstrukturen und supramolekularen Komple- 
xen1201 von Makromolekiilen rnit massenspektrometrischen 
Methoden bis vor kurzem nicht moglich. Untersuchungen von 
Tertiarstrukturen wurden nur vereinzelt durchgefiihrt, z.B. die 
Analyse der strukturspezifischen Fragmentierung a-helicaler 
Polypeptide in FAB-Massenspektrenr2'] und PD-Massenspek- 
tren von Proteinen, in denen eine starke Abhangigkeit der Mole- 
kiilionenintensitat von der Erhaltung intakter Tertiarstrukturen 
und eine Unterdriickung von Molekiilionensignalen nach De- 
naturierung auf dem Nitrocellulose-Probentrlger beobachtet 
wurden[6b, Die jiingste Entwicklung der Elektrospray- 
Massenspektrometrie hat diese Situation deutlich verandert. Ei- 
ne Reihe supramolekularer Komplexe von Biopolymeren und 
Komplexe rnit niedermolekularen Komponenten konnten in den 

letzten drei Jahren durch ESI-MS identifiziert ~ e r d e n [ ~ ~ -  241. 

Wahrend bei anderen Ionisierungsmethoden aus fliissiger 
(FAB-MS['I) oder fester Phase (PD-MS, MALDI-MS[63 "I) 

iiberwiegend einfach geladene Molekiilionen entstehen, liefert 
die ESI-MS vielfach geladene Makro-Ionen aus homoge- 
ner Losung mit einer fur die Losungsstruktur charakteri- 
stischen Ladungsverteilung (,,Ladungsstruktur", siehe Ab- 
schnitt 2)[". 24-261. Die ESI-MS laRt sich zudem problemlos 
mit waljrigen Losungen unter nahezu physiologischen Bedin- 
gungen durchfiihren und ermoglicht so Vergleiche rnit den Er- 
gebnissen anderer Methoden der Strukturermittlung wie der 
NMR-Spektrosk~pie[~'I. 

Die direkte massenspektrometrische Charakterisierung nicht- 
kovalenter Komplexe von Makromolekulen eroffnet neue Per- 
spektiven fur die supramolekulare Chemie, in der ein erhebli- 
cher Bedarf an empfindlichen und molekiilspezifischen 
Analysenmethoden bestehtL2']. Im Gegensatz zu anderen Cha- 
rakterisierungsmethoden ist die ESI-MS auf Verbindungen rela- 
tiv geringer Reinheit und auf Gemische anwendbar und la& sich 
mit Mikrotrennmethoden kombinieren['O1. Der Mechanismus 
der Ionenbildung bei der ESI-Methode ist bisher nicht im Detail 
gekllrt; jedoch konnten bereits Komplexe rnit unterschiedlichen 
Wechselwirkungen (z.B. ionisch, hydrophob) erfolgreich cha- 
rakterisiert werden. Wir diskutieren hier die bisherigen Ergeb- 
nisse vor allem im Hinblick auf Anwendungen in der Biochemie 
und der supramolekularen Chemie. Der derzeitige Enwick- 
lungsstand der ESI-Methode beziiglich der Bildung von Makro- 
molekiilionen und deren Korrelation rnit Strukturen in Losung 
sind in1 ersten Abschnitt zusammengefal3t. In den weiteren Ab- 
schnitten wird die Charakterisierung nichtkovalenter Komplexe 
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von Biopolymeren und von synthetischen supramolekularen 
Komplexen vorgestellt. Daran schlieDt sich ein Ausblick auf den 
moglichen Einsatz anderer massenspektrometrischer Methoden 
an. Angesichts der noch jungen Entwicklung der ESI-Methode 
sol1 dieser Beitrag keine vollstandige Ubersicht sein, sondern zur 
Ermittlung des weiteren Anwendungspotentials in Verbindung 
rnit etablierten Methoden der Charakterisierung von supra- 
molekularen Strukturen anregen. 

2. Elektrospray-Massenspektrometrie von 
Biopol ymeren 

2.1. Bildung von Makromolekiilionen durch 
Elektrospray-Ionisierung 

Erste Untersuchungen zur Ionisierung von Makromolekiilen 
durch Elektrospray wurden bereits vor mehr als zwanzig Jahren 
von Dole et al. durchgefiihrtrZ9]. Die analytische Nutzung der 
ESI-MS setzte jedoch erst 1988 rnit der Entwicklung geeigneter 
Ionenquellen fur Quadrupol-Massenspektrometer ein[', lo* 301. 
Zwei in kommerziellen Quadrupolanalysatoren haufig verwen- 
dete Ionenquellen sind schematisch in Abbildung 1 dargestellt. 

? ? .- *- I+ Massenspektrorneter I - +*I 4 I+ 

EinlaBkapillare \ 

Probenlosung ~ ,Repellerelektrode 

"Sheath-flow"- 

Polycarbonat- Aetallkaplllare 
isolierung 

Abb. 1 .  Schematische Darstellung von Elektrospray-Ionenquellen kommerzieller 
Quadrupol-Massenspektrometer. a) Ionenquelle mit Gegenstromgas (N,) (Ion- 
spray-Quelle, z.B. Sciex-API 111 [30]); b) therniisch unterstiitzte Elektrospray-Io- 
nenquelle ohne Gegenstromgas (Vestec-A201-ESI-MS-Quelle) [33]. TeilvergroIJe- 
rungen zeigen eine Liquid-sheath-flow-Konfiguration der EinlaOkapillare (unten 
rechts) [35] und eine thermostdtisierbare Kapillarheirung (unten links), mit der 
Temperaturen von ca. 20-SO 'C eingestellt werden konnen [37]. 

Die Probenlosung wird rnit einer FlieBgeschwindigkeit von ca. 
2- 10 pLmin- ' durch eine Mikrokapillare (meist aus polyimid- 
beschichtetem Quarzglas) gepumpt, deren Ende durch eine Me- 
tallkapillarspitze gefuhrt ist. Ein elektrisches Feld rnit einer 
Potentialdifferenz von ca. 2- 5 kV zwischen dem Kapillarende 
und einer zylindrischen Eintrittsblende (,,nozzle") erzeugt den 
Spray geladener Aerosoltropfchen in der Ionisierungskam- 
mer['O1. Beim IonisierungsprozeB, der urspriinglich als ,,Ionen- 
verdampfung"r3'I bezeichnet wurde, werden Makromolekiil- 
ionen (Kationen und Anionen) rnit unterschiedlichen Ladungs- 
zahlen durch schnelle Zerstaubung der Tropfchen (,,Nano-dro- 
plets") und Desolvatisierung gebildet. Ein wesentlicher Para- 

meter fur die Desolvatisierung der Makro-Ionen ist dabei 
ein geringes Potential (ca. 10-100 V) zwischen der Eintritts- 
blende und einer Repellerelektrode (,,Declustering"-Potential 

In Ionenquellen, die bei Atmosphiirendruck und Raumtem- 
peratur betrieben werden, wird die Desolvatisierung pneuma- 
tisch durch Ionen-Molekiil-Reaktionen rnit einem Gegcnstrom- 
Inertgas (meist Stickstoff) unterstiitzt (,,Ionspray"-Quelle; 
Abb. 1 a)r30,321. Bei einem zweiten Ionenquellentyp wird die 
Desolvatisierung ohne ein Gegenstromgas durch leicht erhohte 
Temperatur (ca. 40-45 "C) bewirkt (Abb. 1 b)r331. Beide Ionen- 
quellen wurden zur Untersuchung einer Vielzahl von Biopoly- 
meren und supramolekularen Komplexen eingesetzt. Eine 
Uberlegenheit einer der beiden Elektrospray-Ionenqucllen zur 
Charakterisierung nichtkovalenter Komplexe wurde bisher 
nicht nachgewiesen, auch wenn Ionspray-Quellen iiberwiegend 
eingesetzt und bei Verwendung eines Gegenstromgases beson- 
ders schonende Desolvatisierungsbedingungen angenommen 
~ u r d e n ' ~ ~ ] .  Als vorteilhaft hat sich dagegen die Verwendung 
eines koaxialen Fliissigkeitsstroms zusiitzlich zur Probenlosung 
erwiesen; ein derartiges ,,Sheath-flow"-System, urspriinglich 
zur Direktkopplung von Kapillarelektrophorese und ESI-MS 
entwickelt['', 34-  361, ermoglicht die Herstellung spezifischer 
Losungsbedingungen (z.B. pH, Puffersalze) zur Analyse nicht- 
kovalenter Komplexe (siehe Abschnitt 2.3). Eine weitere Modi- 
fizierung der ProbeneinlaBkapillare ist der Einbau einer thermo- 
statisierbaren Mikroheizung" ''3 24, 371 (siehe Abb. 1 b), die eine 
exakte Temperatursteuerung (ca. 20- 80 "C) und damit bei- 
spielsweise Untersuchungen der Temperaturabhangigkeit von 
Komplexstabilitaten ermoglicht. 

Als Beispiele fur die Bildung von Makromolekiilionen sind in 
Abbildung 2 Positivionenspektren von Ribonuclease A und Ri- 
bonuclease S sowie Negativionenspektren zweier synthetischer 
Oligodesoxyribonucleotide dargestellt. Zur ESI-MS von Pepti- 
den und Proteinen wurden bisher vorwiegend saure waRrige 
Losungen unter Zusatz eines polaren organischen Losungsmit- 
tels (z.B. 5-10% Methanol) verwendet, die stabile Elektro- 
spraybedingungen ermoglichen[8. ''3 381. Unter diesen Bedin- 
gungen zeigt das Spektrum der RNAse A eine kontinuierliche 
Serie protonierter Molekiilionen rnit der hochsten Intensitat fur 
das [ M  + 9HI9+-Ion (Abb. 2a  oben); die m/z-Werte der viel- 
fach geladenen Ionen ermoglichen eine exakte Bestiminung des 
Molekulargewichts ( M ,  = 13 682)[1°1 391. Zusatzlich tritt eine 
zweite Ionenserie rnit urn jeweils 98 Da hoheren Massen auf, die 
der Addition eines spezifisch zwischen der S-Protein- und der 
S-Peptidkette der RNAse A gebundenen Pho~phat-Ions[~'~ ent- 
spricht. Der Vergleich mit dem nichtkovalenten Komplex aus 
S-Protein und S-Peptid der RNAse S r 4 l 1  zeigt, daR in saurer 
Losung (pH 3) ausschliehlich die dissoziierten Polypeptidkom- 
ponenten vorliegen. Die entsprechenden Molekiilionen treten 
wegen der inhomogenen enzymatischen S p a l t ~ n g [ ~ ~ I  jeweils als 
A/B-Doppelserien des S-Peptids (1 - 19/20) und des S-Proteins 
(20/21-124) auf (Abb. 2a unten). Bei pH 7 dagegen konnten 
die Molekiilionen der intakten RNAse S nachgewiesen wer- 
den[43], was rnit der bekannten Stabilitat des Enzyms bei physio- 
logischen pH-Beding~ngen[~~I  in Einklang ist. 

Im Gegensatz zu Proteinen wurden Oligo- und Polynucleo- 
tide bisher iiberwiegend als Negativionen untersucht['', 451. 

Dabei wurde fur die Bildung der (formal deprotonierten) 

ACS)['o. 231, 
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N-Terminus 

3+ 

A1 B 
7 ‘  

S-Peptid 

2000 m l z  - 600 1000 

b) 5’-d(CCG AAA AAT GAG TCA TCC GCT GCG)-3‘ 

[ M  - nH]” 5- 
6- I 

4- 

I 

5’-d(GAT CCA ATA GTA CGC CGC CAT CCG 
GCC ATG GCC CGG GAA GCT TG)-3’ 

2060 m i z  - 660 1600 

Abb. 2 .  a) Positivionen-ESI-Massenspekrrum von Rinder-RNAsc A (oben, 
M, ~ 1 3 6 8 2 )  und S (unten, ,M, = 11 534) in einer Mischung aus zweipiozentiger 
wdnriger Essigslure und Methanol (9.1, pH 3). b) Negativionen-ESI-Massenspek- 
trum eines synthetischen. 24meren Oligonucleotids ( M ,  = 7347, oben) iind eines 
Umeren ( M ,  =13504. unten). Probcnliisungcn von ca. 0.1 pgpL-’ in ciner Mi- 
schung aus 5 mM Aminoiiiuinacetatl6sung und Acetonitril ( I  : l. pH 7.5) aiirden init 
einer Har\.ard-Iiifusioiispunipe bei ciner FIieOgcschwindigkcit von 4 pLmin- I 

durch die EinlaOkapillare rugefiihrt. 

Molekulanionen eine starke Abhiingigkeit von den Gegenionen 
nachgewiesen. So zeigt das Spektrum eines als Polyammonium- 
~ a l z [ ~ ’ ]  gereinigten 24meren Oligodesoxyribonucleotids (Er- 
kennungssequenz des GCN4-Transkriptionsaktivators aus 
Hefe1461: siehe Abschnitt 3.2), eine homogene Serie von 
[ M  - nHj”--Ionen und somit die vollstandige Entfernung der 
Ammonium-Gegenionen im DesolvatisierungsprozeR (Abb. 2 b 
oben) . Die Synthese honiogener Polyammoniumsalze erweist 
sich bei hohermolekularen Polynucleotiden jedoch als zuneh- 
mend ~ c h w i e r i g ~ ~ ~ ,  481. In Gegenwart von Alkalimetall-Ionen 
treten komplexe Molekulionenaddukte auf, die deutlich 
schlechter nachzuweisen sind (Abb. 2 b ~ n t e n ) [ ~ * . ~ ’ ~ ] .  Fur  die 
Analyse hochmolekularer DNA-Sequenzen sind daher lei- 
stungsfahige Reinigungsmethoden zur Abtrennung von Alkali- 
metall-Gegenionen entscheidend; exakte Molekulargewichts- 

bestimmungen gelangen bisher bis zu Sequenzlangen von ca. 
80 B a ~ e n [ ~ ’ , ~ ’ ] .  

Ein Modell fur die Bildung von Makromolekulionen durch 
Elektrospray, in Anlehnung an den von Smith et al.[231, Fennl”] 
und Rollgen et al.[’’] formulierten Ionenbildungsmechanismus, 
ist in Abbildung 3 dargestellt. Generell wird im ersten Schritt die 

desolvatisiertes 
Elektrospray Mikrotropfchen solvatisiettes Makro-Ion Makro-Ion 

L.~--- ~ ~ ~~~ 1 ) I  L -  ~~~ 1 

10pm 10 n m  1 nm 

Abb. 3. Schematische Darstellung der Bildung von Makromolekiilionen 1731 
0 = positive Ladung, 7 = negatiw Ladung. = Losungsmittel~nolekiil. Das dc- 
solvatiiicrtc Ion hat in diesem Fall cine Gcswmtladung von 3 +  

Bildung hochgeladener Mikrotropfchen angenommen (bis zur 
Rayleigh-Ladungsgrenze[”, ”I), die rasch his zu solvatisierten 
Makro-Ionen verringert werden (,,nanodroplets“[23’). Als we- 
sentliche Einflusse auf den Elektrosprayprozen werden Cou- 
lomb-Abstohng, Effekte des ESI-Interface[”] (siehe Abb. I ) ,  
Temperatur. Analyt-Ladung sowie Losungsmitteleffekte (Pro- 
tonenaffinitit des Los~ngsrnittels[’~1) diskutiert. Fur die - bis- 
her im Detail ungeklarte ~ Bildung freier (desolvatisierter) Ionen 
wurde ein ,,Ladungsruckstand“-Modell (,,charge-residue“) von 
Smith et al. p ~ s t u l i e r t [ ~ ~ ’ .  Ein alternativer Mechanismus ist die 
vor kurzem anstelle der ,,Ionenverdampfung“[3 ‘ I  diskutierte 
direkte Ionenemission aus den1 Flussigkeitskonus (,,Taylor- 
cone“[551) an der Kapi l la r~pi tze[~~] .  Dieses Modell liefert, zu- 
mindest qualitativ, eine Erkliirung fur die Erhaltung nicht- 
kovalenter Koinplexe sowie fur weite1.e charakteristische Merk- 
male in ESI-Spektren wie den Nachweis spezifischer Gegen- 
ionen und den Verlust anderer ursprunglicher Solvatmolekule 
(z.B. NH,, CH,COOH)[’o~”~561. Daruber hinaus ist das Tay- 
lor-cone-Modell in Einklang mit dem Nachweis der fur Struktu- 
ren in Losung charakteristischen Ladungszustiinde und -vertei- 
lungen von Makro-Ionen (siehe Abschnitt 2.2). Da fur die 
Desolvatisierung eine sehr schnelle adiabatische Abkiihlung an- 
zunehmen ist’”], 1aDt sich eine Erhaltung intakter Strukturen 
als Voraussetzung fur die Identifizierung supramolekularer 
Komplexe auch unter kinetisch kontrollierten Bedingungen po- 
stulieren. Experimentelle Methoden zur Aufkliirung des Ionen- 
bildungsmechanismus und zur Tertiarstrukturcharakterisierung 
sind noch kaum entwickelt; erste Untersuchungen sind in den 
folgenden Abschnitten zusammengefant. 

2.2. Korrelation von Molekulionen-Ladungsstrukturen 
mit Tertiarstrukturen von Proteinen 

In der ESI-MS nehmen generell die Ladungszahlen von Mo- 
lekulionen mit zunehmendem Molekulargewicht stetig zu; da- 
bei erweist sich die Zahl geladener (ionischer) Gruppen als 
wesentlicher Faktor fur die maxiniale Ladung von Makro- 
molekiilionen[’0,38. . D’ ie ersten Untersuchungen von Protei- 
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nen wurden meist in maBig bis stark sauren Losungen durchge- 
fuhrt ; dabei ergab sich eine grobe Ubereinstimmung zwischen 
der Zahl basischer Aminosaurereste (Lys, Arg) und der maxi- 
malen Ladungszahl der protonierten Molekulionen. Neuere Ar- 
beiten, insbesondere zur pH-Abhangigkeit von ESI-Massen- 
spektren. zeigen dagegen eindeutig eine Beziehung zwischen der 
Ladungsverteilung (LadungsstrukturlZ6'; vgl. Abschnitt 2.1) 
von Molekiilionen und dem Strukturzustand in Lo~ung[ '~] .  Ein 
Beispiel hierfiir sind die Spektren des nativen und des durch 
Reduktion der Disulfidbrucken sowie Alkylierung irreversibel 
denaturierten Hiihnereiweil3-Lysozyms (HEL; Abb. 4). Das 
Spektrum des nativen HEL (Abb. 4a) zeigt als intensivsten Peak 
den eines [M + 9Hl9+-lons und eine maximale Ladungszahl 
von 10 + sowie eine nur geringe pH-Abhangigkeit der stabilen 

a) 
[ M  + nH]"+ '1 8+ 

1 o+ I I  

Abh. 4. ES1-Massenspektrum a) von nativem HiihnereiweiO-Lysozym ( M ,  = 
14305) und b) von DTT-reduziertem. 4-Pyridyl-ethyliertem Lysozym ( M ,  = 15 154) 
[64]. Die Strukturdarstellungen des nativen und des denaturierten Proteins wurden 
der Proteinstrukturdatenbank des Brookhaven National Laboratory entnommen. 
Probenlosungen jeweils 0.1 pgpL-' in Essigsaure (Zproz.): Methanol (95 :5 ,  pH 3). 

nativen Ladungss t ruk t~ r [~~ ,  581. Im Spektrum des denaturierten 
Proteins (Abb. 4b) tritt eine deutliche Verschiebung der La- 
dungsstruktur zu hoheren Ladungszahlen auf, was rnit der Ver- 
groaerung der Molekuloberflache durch die Entfaltung der 
Struktur (siehe schematische Tertiarstrukturen in Abb. 4) in 
Einklang ist. 

Ahnliche Ergebnisse wurden durch den Vergleich der Spek- 
tren von nativen Proteinen und von durch Reduktion von Disul- 
fidbrucken[". j9. thermisch["I oder durch das Losungsmit- 
tel denaturierten Proteinen erhalten[6z]. In Ubereinstimmung 

hiermit wurden bei HID-Austauschreaktionen charakteristische 
Unterschiede im Deuteriumeinbau fur native und denarurierte 
Proteine nachgewiesen[s8s 631. So wurde bei nativem Lysozym 
nach vierstundiger Deuterierung in D,O ca. 50 YO, beim denatu- 
rierten Protein dagegen nahezu 90 % H/D-Austausch gefun- 
den[60, 641. Entsprechende Ergebnisse an Modellproteinen 
(Tabelle 1) stimmen gut rnit NMR-spektroskopischen Daten 
i ibere i r~[~~] .  Ferner zeigen detaillierte Untersuchungen der H/D- 
Austauschkinetik iiber langere Reaktionszeiten, erstmals von 
Katta und Chait an Rinder-Ubiquitin dur~hgefiihrt[~~],  einen 
erheblichen Anteil langsam austauschender Protonen in der Po- 
lypeptidkette, ebenfalls in Ubereinstimmung rnit NMR-Unter- 
suchungen nativer Proteinstrukturen[65, 6 6 ] .  AufschluSreich fur 
die Beziehung zwischen Losungsstrukturen und freien Molekiil- 
ionen sind auch erste H/D-Austauschversuche an Molekiilionen 
nativer und denaturierter Proteine in der Gasphase, in denen 
entgegengesetzte Reaktivitaten gefunden wurden (Tabelle 1). 
Der starkere H/D-Austausch bei Ionen nativer Proteine wurden 
mit Coulomb-Effekten als Folge der kompakteren Struktur er- 

Die bisherigen Untersuchungen liefern klare Hinweise dar- 
auf, da13 Tertiarstrukturunterschiede in Losung durch die La- 
dungsstrukturen von Molekulionen wiedergegeben werden. Sie 
ermoglichen jedoch noch keinen Nachweis der Erhaltung von 
Tertiarstrukturen in ESI-Molekulionen in der G a s p h a ~ e ~ ' ~ ~ .  
Weiterfiihrende Aussagen iiber die Strukturen von Makromole- 
kiilionen konnen durch die Charakterisierung von Ladungs- 
strukturen oder durch die Lokalisierung geladener Gruppen rnit 
Hilfe chemischer Umsetzungen in situ erwartet werden; hier- 
zu wurden ein Reaktionssystem mit zwei ESI-EinlaBkapiI- 
laren (,,Y-tube"['n,361) und das Sheath-flow-System (siehe 
Abb. 1 ) [ 3 6 3  691 verwendet. So wurde in Umsetzungen von Protei- 
nen mit Triethylamin oder ahnlichen Basen eine betrachtliche 
Verringerung der Ladungszahlen von Molekiilionen durch Pro- 
tonentransfer nachgewiesen, z.B. bei Myoglobin von 1 Xfach ge- 
ladenen Ionen zum [M + 9HI9+-Ion als dem mit dem intensiv- 
sten Peak[". ''I. 

Ein alternativer Zugang zur Charakterisierung von Tertiar- 
strukturunterschieden in Losung ist die Analyse von Protein- 
derivaten nach selektiver chemischer Modifizierung[2A. '']. So 
wurden Aminoacylierungen von Lysinresten (sowie des N-Ter- 
minus) an Proteinen bekannter Struktur durchgefuhrt und Um- 
satz sowie modifizierte Aminosaurereste durch ESI-massen- 
spektrometrische Molekulargewichtsbestimmung und Peptide- 
mapping-Analyse ermittelt[601. RNAse A und Lysozyni zeigten 
nach partieller Acetylierung ahnliche Ladungsverteilungen der 

klgrt[67, 681. 

Tahelle 1. ESI-massenspektrometrische Charakterisierung des H/D-Austauschs in nativen und denaturierten Proteinen in Losung und in der Gasphase 

Lasung [a] 
Protein Strukturzustand %D [c] Llt Protein 

Gasphase [b] 
Strukturzustand */OD [c] Lit. 

Lysozym nativ 52 [601 

Lysozym Glycin-amidiert [el 54 [641 
Lysozym Giycin-amidiert + 4VP-alkyliert 86 (641 

Cytochrom C denaturiert 91 [631 

Lysozym reduziert + 4VP-alkyliert [d] 89 ~ 4 1  

Cytochrom C nativ 48 ~531 

Proinsulin nativ 17 1681 
Proinsulin reduziert 9 1681 
r-Lactalbumin nativ 45 1681 
ce Lactalbumin reduziert 36 [W 

[a] H,D-Austausch jeweils iiber 12 Stunden bei 20°C in Deuteroessigs&ui.e/D,O (1 % Siiuregchalt). [h] H/D-Austausch in der Gasphase unter experimentellen Bedingungen 
wie in Lit. [68]. [c] Anteil der durch Deuterium ersetzten labilen Protonen. [d] Lysozym nach DTT-Reduktion und Alkylierung rnit 4-Vinylpyridin. [el Umsetzung mit 
GIycinmethylestcriCarbodiimid [64]. 
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Molekulionen wie die nativen Proteine, wahrend nach Succiny- 
lierung eine deutliche Verringerung der Zahl positiver Ladungen 
auftratr6']. H/D-Austauschuntersuchungen mit partiell ami- 
dierten und unmodifizierten Proteinen (vgl. Tabelle 1) ergaben 
vergleichbaren Deuteriuineinbau; auch CD-spekt rosk~pisch[~~~ 
sind keine Strukturunterschiede nachweisbar. In Ubereinstim- 
mung damit konnten von acetylierten Myoglobinen unter scho- 
nenden Desolvatisierungsbedingungen (siehe Abb. 6) Mole- 
kiilionen der intakten Hamproteinkomplexe nachgewiesen wer- 
den. Ein direkter Nachweis der Erhaltung intakter Tertiarstruk- 
turen gelang kurzlich bei partiell acylierten Derivaten des 
Ionenkanalproteins Porin aus R .  capsulatus durch massenspek- 
trometrische und rontgenkristallographische Charakterisie- 
rung; ein tetra-succinyliertes Porin konnte als intakter Tri- 
merkomplex isomorph zum nativen Protein kristallisiert wer- 
den["]]. In Untersuchungen von Proteinen nach selektiver 
Modifizierung von Argininresten mit 1,2-Cyclohexandion zu 
N7,N8-(Dihydroxycyclohexandiy1)-Addukten (DHCH-Arg) 
konnte gezeigt werden, daD die Ladungsstrukturen der Molekiil- 
ionen detaillierte Aussagen uber Strukturunterschiede in Lo- 
sung e r m o g l i ~ h e n ~ ~ ~ ,  711 (Abb. 5). Der Verlauf der DHCH-Arg- 
Modifizierung von Lysozym wurde direkt durch ESI-MS analy- 
siert und ergab bis zur spezifischen Umsetzung von vier 
Argininresten die gleichen Ladungsverteilungen der Molekiil- 
ionen wie beim nativen Protein[241. Alle unter diesen Bedingun- 
gen umgesetzten Argininreste verfugen iiber geeignete intra- 

a) 2 OHCH 

40 mln 

LL 

- -. . - . . 

0 
0-H - 
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Abb. 5.  a) ESI-Massenspektren von partiell DHCH-Arg-modifiziertem Lysozym, 
h) Tertiirstruktur des Entyms im Bereich der AminosEurereste Arg' und Arg'*' 
und Derivatisierungsreaktion. Natives HEL uurde mit 50 Molaquiv. 1,2-Cyclohe- 
xandion in Natriumhoratldsung (pH X.5) umgesetrt, und die Proteinderivdte wur- 
den ndch unterschiedlichen Reaktionsreiten isoliert [71]. Zur ESI-MS wurdejeweils 
Essigdure (?pro7.):Methanoi (9s: 5) vcrwendet. 

molekulare Protonenac~eptorgruppen['~~ (in Abb. S b am Bei- 
spiel der Tertiarstrukturumgebung von Arg' und ArglZ5 dar- 
gestellt) . ESI-Massenspektren von Lysozym nach Umsetzung 
weiterer Argininreste (langeren Reaktionszeiten) zeigten da- 
gegen zusatzlich Ionen hoherer Ladungszustande, die einer 
zunehmenden Entfaltung und Denaturierung entsprechen 
(Abb. Sa). 

Nach den bisherigen Ergebnissen scheint die Analyse defi- 
nierter Strukturanderungen hesonders geeignet zur Charakteri- 
sierung der Beziehung zwischen den Strukturen von Proteinen 
in Losung und als ESI-Molekulionen. Das in Abbildung 1 dar- 
gestellte Sheath-flow-System 1aBt sich zu proteinchemischen 
und enzymatischen Umsetzungen in situ heran~iehen '~~] .  Als 
Beispiel ist in Abbildung 6 die ESI-massenspektrometrische 
Analyse der pH-abhangigen Renaturierung und Bildung des 
intakten Hamproteins von Myoglobin wiedergegeben, einem 
der ersten durch ESI-MS identifizierten nichtkovalenten Kom- 
plexel'O, 741. Der intakte Hamproteinkomplex ist bei pH 6 
anhand des intensiven [M + 9HI9+-Peaks nachweisbar, wah- 
rend in saurer Losung (pH 4) seine partielle Dissoziation zu 
Ionenserien des Hamproteins (HP) und des Apoproteins (AP) 
fuhrt; bei pH 2 treten ausschlieBlich hochgeladene Ionen des 
Apoproteins sowie das Molekulion des freien Fe"'-Porphyrins 
(m/z  616) auf (Abb. 6a-c). Bei der pH-abhangigen Renaturie- 
rung des isolierten Apomyoglobins treten nahezu identische 
Molekiilionenverteilungen wie beim Hamprotein auf (Abb. 
6d-f). Das Apoprotein zeigt bei pH 6 ebenfalls als intensivsten 
Peak den fur das [M + 9 HIgf -Ion und laDt sich durch Zusatz 
von Hamporphyrinlosung zum intakten Hamprotein rekonsti- 
tuieren (Bildung des analogen Molekiilions [ M  + 9HI9+ (HP), 
Abb. 6g). 

Auch aus weiteren Modelluntersuchungen ergibt sich eindeu- 
tig eine Korrelation zwischen den Ionenladungsstrukturen in 
ESI-Massenspektren und den Strukturen nichtkovalenter Kom- 
plexe von Biopolymeren in L o s ~ n g [ ~ ~ -  241. Dabei muD beriick- 
sichtigt werden, daD bisher iiberwiegend relativ hochgeladene 
Ionen im begrenzten Massenbereich von Quadrupolanalysato- 
ren untersucht wurden. Die Charakterisierung von Ionen niedri- 
ger Ladungszahlen (hoher mlz-Werte) und deren mogliche 
Energieunterschiede oder hoheren Stabilitaten sollten fur kunf- 
tige Arbeiten von groOem Interesse sein17'- 761 (siehe Ab- 
schnitt 3.2). Hierzu stehen seit kurzem ESI-Quellen fur Flug- 
zeitmassenspektrometer und hochauflosende Sektorfeldgeriite 
zur Verf i ig~ng[~~] .  

2.3. Voraussetzungen fur die Charakterisierung von 
supramolekularen Komplexen 

Neben den in Abschnitt 2.1 diskutierten instrumentellen Be- 
dingungen miissen fur die direkte Analyse supramolekularer 
Komplexe von Biopolymeren eine Reihe weiterer Voraussetzun- 
gen erfullt sein, insbesondere die Moglichkeit zur Unterschei- 
dung zwischen spezifischer Komplex- und unspezitischer Asso- 
ziatbildung sowie zwischen nichtkovalenten Komplexen und 
kovalenten Addukten. Die Bildung unspezifischer Assoziate 
kann prinzipiell in Losung oder unter den Elektrospray-Ionisie- 
rungsbedingungen erfolgen. Bei anderen Ionisierungsmethoden 
(FAB-MS, MALDI-MS". '3 'I) zeigen sich diese beispielsweise 
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20+ 
AP 
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decylsulfat-Ionen wurden bereits bei geringen 
SDS-Konzentrationen nachgewiesen; sie fiihren 
zu einer erheblichen Verschiebung der Ladungs- 
verteilung und zur Uberlagerung von Peaks der 
protonierten M~lekiilionen[~*] (Abb. 7 ) .  We- 
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Ahb. 6. ESI-massenspektrometrische Analyse von Ham-Myglobin (HP) bei mehreren pH-Werten 
(links) und pH-abhangige Renaturierung von Apomyoglobin (AP, rechts). a)-c) Spektren nach Disso- 
ziation des Hamproteins durch Ansauern mit EssigsHurelAmrnoniumacetat ( 5  mM); d)- f)  Spektren nach 
Renaturierung des Apoproteins (Ammoniumacetat); g) Spektrum nach Rekonstitution von Ham-Myo- 
globin durch Zusatz von Hamporphyrinlosung (pH 5). Alle Spektren wurden in Ammoniumacetat 
( 5  mrri): Methanol (95: 5) aufgenommen. Die Darstellung der kompakten Tertiarstruktur des intakten 
Himproteins unten links wurde der Kristallstrukturdatenhank des Brookhaven National Laboratory 
entnommen (aus Lit. [24]). 

[M + ( n + x )  H + xDS]"' 

1 9 +  
6DS- 

9+ . 

1500 1750 2000 
mlz  - 

Abh. 7. Oben: Strukturmodell des Komplexes aus HEL und 
sechs Dodecylsulfat-Ionen (DS-). Unten: ESI-Massenspek- 
trum von rnit Dodecylsulfat kontaminiertem H E L  [79]. Die 
AusschnittsvergroBerung zeigt die Serie der neunlhch gelade- 
nen [M + (n + .x)H + xDS]"+-Ionen; Losungsmittel: Essig- 
siure (2proz.):Methanol (9: l ) .  

gen der breiten Anwendung der SDS-Gelelek- 
trophorese (SDS-PAGE) als Trenn- und Isolie- 
rungsmethode in der Proteinanalytik sind Ef- 
fekte durch Kontamination rnit SDS und 
geeignete Reinigungsverfahren im Hinblick auf 
die ESI-massenspektrometrische Analyse von 
Proteinen von groBem Interesse. Zur Abtren- 
nung von SDS haben sich klassische Verfahren 
(Ionenpaarextraktion) als wenig erfolgreich er- 
wie~en[~ ' ,  791; als effiziente Reinigungsmetho- 
de nach der Isolierung von Proteinen durch 
SDS-PAGE konnte vor kurzem eine direkte 
Elektroelution entwickelt werden[79]. 

Nichtkovalente Komplexe, z.B. aus Enzymen und Substrat- 
oder Inhibitorkomponenten, wurden in den ersten Untersu- 
chungen meist anhand spezifischer Ionen des Komplexes (Mole- 
kulargewichtszunahme) nachgewie~en[~~]  (siehe Abschnitt 3.1). 
Eine eindeutige Unterscheidung zwischen spezifischer nicht- 
kovalenter Wechselwirkung und kovalenter Bindung bereitet 
jedoch oft erhebliche Probleme und erfordert eine detaillierte 

als dimere ,,Clusterionen", wlhrend in ESI-Massenspektren von 
Biopolymeren Assoziate mit Komponenten der Probenlosung 
wie Gegenionen, Puffer- und Tensidmolekiilen auftreten kon- 
nen[lo* 761. Die Ionenintensitaten derartiger Addukte sind wesent- 
lich von den relativen Bindungsstarken abhangig (2.B. bei hydro- 
phoben Wechselwirkungen in Proteinen). Ein Beispiel von analy- 
tischer Bedeutung ist die Komplexierung von Proteinen rnit Na- 

Angeir. Ch6.m. 1996, 108, 878-899 885 



AUFSATZE M. Przybylski und M. 0. Glocker 

Charakterisierung von Struktur und Bildungsmechanismus des 
Komplexes. Ein Beispiel hierfur ist die ESI-massenspektromet- 
rische Analyse von Komplexen aus Lysozym und Oligosacchari- 
den oder strukturanalogen Inhibitoren[801. Die Umsetzung 
von HEL rnit dem Substrat Hexa-~-(l-4)-N-acetylglucosamin 
(NAG,) wurde direkt durch ESI-MS verfolgt; dabei traten 
schnell die Ionen des Enzym-Substrat-Komplexes auf (Mr = 
15 542). Im weiteren Verlauf der Reaktion waren zusatzlich die 
Ionen des Komplexes rnit dem Hydrolyseprodukt Tetra-N- 
acetylglucosamin (NAG,) nachweisbar, das ahnlich gut am ak- 
tiven Zentrum des Enzyms gebunden wird["]. Der Nachweis 
der spezifischen nichtkovalenten Komplexe wurde durch Kom- 
petitionsversuche mit mehreren Oligosaccharid-Substraten ab- 
gesichert, die an zwei Untereinheiten des katalytischen Zen- 
trums binden[", *'], sowie durch die Komplexbildung mit einem 
hochaffinen Inhibitor (Oligo-N-acetylchi totetraose). Die Disso- 
ziation der Enzym-Substrat-Komplexe wurde ferner durch das 
vollstandige Verschwinden der Ionen unter drastischen Desol- 
vatisierungsbedingungen nachgewiesen (hoheres Declustering- 
Potential ACS). Ein anderes Verhalten zeigten dagegen Oligo- 
saccharidkomplexe mit einer Lysozym-Mutante, in der der 
Asp5*-Rest im aktiven Zentrum durch Serin ersetzt war (D52S- 
HEL); diese Punktmutation fuhrt zum vollstandigen Verlust der 
enzymatischen Aktivitat bei Erhaltung der Substratbindungsaf- 
finitat[831. Die D52S-HEL-Mutante liefcrte rnit dem Substrat 
NAG, sowie rnit NAG, stabile Molekulionen, die durch Varia- 
tion des Losungsmittels oder der Desolvatisierungsbedingungen 
nicht dissoziiert werden konnten (Abb. 8). Aufgrund der identi- 
fizierten Molekulargewichte und der Stabilitat der Komplexe 
wurde die Bildung eines kovalenten Addukts als Halbacetal von 
Ser5' rnit der reduzierenden Gruppe des Oligosaccharids postu- 
liert[83. 841. 

1 o+ 9+ GlcNAc. 

11+ 

GlcNAc, 

1200 1500 1800 
mlz  - 

Abb. 8. ESI-Massenspektrum der Addukte der rekombinanten Lysozym-Mutante 
D52S-HEL mit Oligo-~-(l-4)-N-acetylglucosamin. Die vergrooert wiedergegebe- 
nen Peaks enlsprechen den Addukten der [M + 9H19+-Ionen mit dem Tetra- bzw. 
Hexasaccharid (GIcNAc,, GlcNAc,) (aus Lit. [83]). 

Eine eindeutige Unterscheidung von nichtkovalenten und ko- 
valenten Komplexen durch Molekulargewichtsbestimmungen 
ist mit Quadrupol-Massenspektrometern niedriger Auflosung 
haufig nicht moglich und erfordert weiterfuhrende Untersu- 
chungen oder die Anwendung von Trennmethoden zusatzlich 
zur ESI-MS. Das gleichzeitige Vorliegen von kovalenten Ad- 
dukten und nichtkovalentem Komplex konnte in Untersuchun- 
gen der Bindung des Cofaktors Glutathion (GSH) an eine bak- 
terielle Glutathion-S-Transferase nachgewiesen werden (GST 
aus S.  japonic~rn[~~~). ESI-Massenspektren der GST nach affi- 
nitatschromatographischer Isolierung an Glutathion-Sepharose 

in Gegenwart von GSH zeigten zwei Hauptserien von Molekul- 
ionen, die der Addition von zwei bzw. drei GSH-Molekulen an 
die Proteinkette entsprechen (Abb. 9 Mitte)[861. Ein erheblicher 
Teil des gebundenen GSH konnte durch Dialyse nicht abge- 
trennt werden; eine homogene Serie von [ M  + nH]"+-Ionen 
und das exakte Molekulargewicht des freien Enzyms ( M ,  = 
26898) wurden erst nach mehrmaliger Reduktion mit Dithio- 
treit (DTT) und Dialyse erhalten (Abb. 9 unten). Die Identifi- 
zierung der kovalenten Addukte als gemischte Disulfide und der 
modifizierten Cysteinreste (unter anderem Cys138[16. 86]  9 '  Abb 9 
oben) gelang vor allem durch massenspektrometrische Peptide- 
Mapping- Anal yse . 

Cys'3B 

(GST + 2 GSH) Mr = 27 606 
I 

[U + nH]"' +24 , l ~ + 3 G S H ) M r = 2 7 9 1 4  

[M  + nH]"+ I :24 Mr = 26 098 

1000 1500 2000 
m l z  - 

Abb. 9. ESI-massenspektrometrische Chardkterisierung der Komplexe aus rekom- 
binanter Glutathion-S-Transferase (S. Japonicuni) aus E. coli und Glutathion. Mit- 
te: Spektrum von GST nach Isolierung durch Affinitatschromatographie an Gluta- 
thion-Sepharose; unten: Spektrum des homogenen Proteins uach mehrmaliger 
Reduktion mit DTT und Dialyse (861. Das oben dargestellte Peptidfragment (133 
150) der GST mit dem Cys"*-Glutathionyldisulfid wurde durch massenspektro- 
metrische Peptide-Mapping-Analyse identifiziert [86 a]. 

Experimentelle Parameter zur und Kriterien fur die Identifi- 
zierung von nichtkovalenten Komplexen und deren EinfluD auf 
die Ionenbildung im ESI-Spektrum sind in Tabelle 2 zusammen- 
gefaDt. Eine wesentliche Bedingung fur das Vorliegen einer 
spezifischen Komplexbildung ist eine definierte - oder zumin- 
dest uberwiegende - Stochiometrie der Komplex-Ionen im Ver- 
gleich zu den Ionen der Komponenten. Bei den in Tabelle2 
genannten Verfahren muB jedoch berucksichtigt werden, da13 
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Fabelle 2. Experimentelle Parameter zur und Kriterien fur die ESI-massenspek- 
trometrische Identifizierung von supramolekularen Komplexen. 

Kriterien fur das Vorliegen von 
nichtkovalenten Komplexen von Komplex-Ionen 

Verfahren ziir Dissoziation 

spezifische Komplexstochiometne/Gleich- Anderung der Stochiometrie der 
gewicht der Komplexbildung Komplexkomponenten, Erhiihung der 

Interface-Temperatur, Erhohung des 
Desolvatisierungspotentials ACS 

chemische Modifizierung, spezifische 
Strukturvariation 

pH-Anderung, Anderung des Puffer- 
sakes. Konzentrationslinderung 

Erhohung des Desolvatisierungspoten- 
tials ACS, stohduzierte Dissoziation 
(Gegenstromgas) 

Kompetition von Komplexkomponenten 

Spezifitlt der Losungsbedingungen 

Gasphasenstabilitit der Komplex-Ionen 

kammer und Verweilzeit (Extraktionspotential) im Bereich der 
Desolvatisierung erwieseniz3. 241. Dabei ermoglichen schonende 
Desolvatisierungsbedingungen eine direkte Identifizierun, 0 von 
Losungsmitteladdukten. So konnten im Spektrum des Poly- 
peptids Somatostatin bei unvollstiindiger Desolvatisierung 
Addukt-Ionen rnit bis zu 40 H,O-Molekiilen nachgewiesen und 
durch Erhohung des Declustering-Potentials ACS sowie 
durch Temperaturerhohung dissoziiert werden'". 871 (Abb. 10). 
Optimierte, milde Desolvatisierungsbedingungen sind nach 
den bisherigen Modelluntersuchungen entscheidend fur die Er- 
haltung von makromolekularen Komplexen. Bei hohen ACS- 
Potentialen (> 100 V) werden dagegen auch kovalente Bindun- 
gen gebrochen"'. 241. 

3. Anwendungen der Elektrospray-Massenspektro- 
metric zur C'arakterisierung supramolekularer 
Komplexe von Biopolymeren 

Anderungen der Losungsbedingungen die Ionenbildung in ESI- 
Massenspektren beeinflussen konnen. Eine quantitative Cha- 
rakterisierung von Komplexbildungsgleichgewichten anhand 
von Ionenintensitltsverhaltnissen wurde erst jungst an Modell- 
systemen durchgefuhrt (siehe Abschnitt 3.1). Fur die Analyse 
nichtkovalenter Komplexe ist daher beim derzeitigen Entwick- 

3.1. Proteinkomp,exe mit niedermo,eku,aren 
Liganden 

lungsstand der ESI-MS die vergleichende Anwendung von 
Standardmethoden (z. B. Ultrazentrifugieren, native Gelelektro- 
phorese) von besonderer Bedeutung. 

Zur Bestimmung der Stabilitat von Ionen nichtkovalenter 
Komplexe in der Gasphase und zur Identifizierung von mogli- 
chen Artefakt-Ionen wurden modifizierte EIektrospray-Bedin- 
gungen und die stoBinduzierte Dissoziation herangezogen 'I. 
Als wichtige Einflusse auf die Stabilitat nichtkovalenter Kom- 
plexe haben sich Gegenstromgas, Temperatur der Ionisierungs- 

a) [M+3HI3+ [M+2HI2+ 

I [M+  3HI3*(H,O)] [ M +  2H]2*(HzO)n 
T=7O0C,ACS=3OV 

b) [M+3HI3+ 1:; Y-H,T 2H]2+(H,0), J = 70"C, ACS = 45V 

J =  8O"C, ACS = 30V 

C) [M13Hl3* [ 1 j t 2 H ] ~ +  

[M + 3HI3'(H2O) [M + 2H]Z+(H20)n 
J =  8O"C, ACS = 45V 

600 800 1000 
mi2 - 

Erste Anwendungen der ESI-Massenspektrometrie zur Cha- 
rakterisierung von Proteinkomplexen rnit niedermolekularen 
Liganden wurden innerhalb kurzer Zeit ~ e r o f f e n t l i c h t ~ ~ ~ .  891. 

Beispiele von Komplexen rnit verschiedenen Liganden wie Sub- 
straten, Cofaktoren und Inhibitoren, die nachgewiesenen Sto- 
chiometrien sowie die Ladungszahlen der spezifischen Kom- 
plex-Ionen sind in Tabelle 3 wiedergegeben (siehe auch Abb. 6 
und 9). Die bisher identifizierten Komplexe sind durch ionische, 

Tabelle 3. ESI-massenspektrometrische Identifizierung von Protcinkompleren init nie- 
dermolekularen Liganden. 

Protein M ,  [a] Ligand Komplex Lit. 
M ,  [b] Ladung [c] Stochio- 

metrie [d] 

Rubredoxin 
Ferredoxin 
HIV-Nncleocapsid 
L y s o z y m 
Lysozym 
Myoglobin 
Ras-Onkogen [g] 
HIV-I-Protease [h] 
Aldose-Reduktase 

5937 
10828 
6444 

14305 
14305 
16951 
3 8 852 
10747 
35719 

Fell' 5 989 
Fe% 11 178 
Zn" 6 576 
GlcNac, [el 15 544 
TACL [fl  15136 
Fe-HLm 17568 
GDP 19 295 

NADPH 36527 
JG-365 [I] 22345 

4 +  1:l  [90i 

8 +  1:1 1881 
8 +  1: l  [W 
9 +  1:1 [24. 721 
9 +  1 : l  [891 

33 + l : t  [931 

4 i  1.4 ~901 
6 f  1.2 [91 I 

10 + 2 . 1  [921 

[a] Molekulargewicht der Apoproteinform. [bl Molekulargewichtsbestimm ung aus den 
[ M  + nH]"+-Ionen des Proteinkomplexes. [c] Ladungszahl des [ M  + nH]"+-Ions, das 
dem Peak hochster Intensitit entspricht. Id] Nachgewiesene Protcin:Ligand- 
Stochiometrie. [el Hexa-N-acetylglucosdmin. [f] Tetra-N-acctylchitotetraose-6-lacton. 
[g] Rekombinante Sequenz (1 -166) des humanen Ras-Oncogens. [h] Synthetische 
[Aba67.95]-HIV-1-Protease [94]. [i] Synthetischer Peptidinhibitor (Ac-Ser-Leu-Asn- 
Phe-P[CH(OH)CH,N]-Pro-IIe-Val). 

koordinative und Wasserstoffbriickenbindungen sowic durch 
uberwiegend hydrophobe Wechselwirkungen gekennzeichnet. 
Ferner laBt der bei KomDlexen mit bekannten Strukturen und 

Abb. 10. ESI-Massenspektren von Addukt-Ionen des Peptids Somatostatin ( M ,  = 
1638) mit Wasser bei mehreren Declustering-Potentialen ACS und Ionenquellen- 
temueraturen T. Die Peaks der desolvatisierten Molekiilionen IM + 2H12+ und 

Bindungseigenschaften nachgewiesene weite Bereich von Disso- 
ziationskonstanten (ca. lo- ' '-10-7 ein breites Anwen- 

c - -  ~~~ 1 ~ ~~~ 

[ M  + 3HI3+ sind jeweils ubersteuert wiedergegeben (aus Lit. [23]). dungspotential der ESI-MS erkennen. 

Angew. Chem. 1996, 108, 878 899 887 



AUFSATZE M. Przybylski und M. 0. Glocker 

B5++ ,C5+ 
It 

Die Molekulargewichtsunterschiede zwischen freiem Protein 
und Proteinkomplex waren in den bisherigen Untersuchungen 
ausreichend groD, um eine eindeutige Bestimmung der Kom- 
plex-Molekulargewichte (oder -Ladungszahlen) und Stochio- 
metrien zu ermoglichen (Tabelle 3). Dabei sind jedoch die 
Begrenzungen im Massenbereich in der Genauigkeit der Mas- 
senbestimmung und in der Auflosung von Quadrupolgeraten zu 
beriicksichtigen, die bei Komplexen hochmolekularer Proteine 
( > 50 kDa) zunehmend Analysatoren fur hohe Massenbereiche 
oder hochauflosende Gerate erfordern (siehe Abschnitt 3.2). 
Trotz dieser Einschrankungen konnten spezifische Komplexe 
mehrerer Modellproteine (Hamproteine, Protein-Nucleotid- 
Komplexe) sowie komplexere, rnit konventionellen Methoden 
nicht nachweisbare Bindungsstrukturen identifiziert werden; 
ein Beispiel hierfiir ist die Bindung von ZnII-Ionen an zwei Bin- 
dungsstellen eines Polypeptids des HIV-Nucleo~aps ids[~~~.  In 
Untersuchungen von synthetischen Peptidinhibitoren der HIV- 
1 -Pr~tease[ '~] konnten Baca und Kent den ternaren Protease- 
Inhibitor-Komplex einer synthetischen Mutante der HIV-Pro- 
tease identifizieren (Aba67C, Abd95C; siehe Tabelle 3). Die an- 
hand der spezifischen Molekiilionen nachgewiesene Stochiome- 
trie des Komplexes aus zwei Pr~tein-Untereinheiten[~~] bestltig- 
te zugleich die aktive dimere Form des Enzyms, bei dem jeweils 
ein Asparaginsaurerest einer Untereinheit zum katalytischen 
Zentrum beitrigt [961. 

Nahezu alle bisher untersuchten Proteinkomplexe zeigen ge- 
geniiber den Ionenladungen der Apopr~teine['~] deutliche Ver- 
schiebungen der Ladungsverteilung protonierter Molekiilionen 
zu niedrigeren Ladungszahlen (hoheren m/z-Werten, Tabelle 3). 
Entsprechende ,,Neutrdkierungseffekte" wurden bei Biopoly- 
merkomplexen, bei Komplexen rnit niedermolekularen Ligan- 
den und bei synthetischen supramolekularen Komplexen nach- 
gewiesen. In Geraten rnit begrenztem Massenbereich kann dies 
zu erheblichen Problemen bei der Identifizierung spezifischer 
Komplex-Ionen fuhrenLZ4] (siehe Abschnitte 3.2 und 3.3). Uber 
den EinfluB der Bildung von Biopolymerkomplexen auf die 
Struktur und Verteilung von Ionenladungen liegen bisher nur 
geringe Kenntnisse aus unabhangigen analytischen Methoden 
vor, so dafJ hier systematische Untersuchungen durch ESI-MS 
erforderlich sind. Ein weiteres Problem bei Proteinkomplexen 
mit Metallionen als Liganden ist die eindeutige Identifizierung 
des Oxidationszustands der Liganden aus der Ladungsvertei- 
lung der Komplex-Ionen (oder eine inogliche Anderung des 
Oxidationszustands unter den ESI-Bedir~gungen)[~~, **I. So 
konnten Van Dorsselaer et al. in Untersuchungen von Eisen- 
Protein-Komplexen durch exakte Massenbestimmung der pro- 
tonierten Molekiilionen die Komplexe des Fell'-Rubredoxins 
rnit vier Cystein-Thiolatoliganden sowie das Tetraferriotetra- 
thiolatoferredoxin nachweisen (Abb. 11); die Ionenzusammen- 
setzungen dieser Komplexe ergaben jeweils den authentischen 
Oxidationszustand in Lo~ung['"~. Dagegen lieferten Untersu- 
chungen der Hamproteinkomplexe mit a-/B-Hamoglobin Hin- 
weise auf eine Oxidation des Fell- zum Fel"-Porphyrin uiiter den 
ESI-MS-Bedingungen[**"]. 

Modelluntersuchungen mi t und bisherige Anwendungen der 
ESI-MS waren nahezu ausschlieDlich auf die qualitative Identi- 
fizierung von Proteinkomplexen beschrankt. Zur Charakterisie- 
rung von pH-. temperatur- und konzentrationsabhangigen 
Gleichgewichten bei der Komplexbildung wurden bisher nur 

5988.6 (B) 
6027.8 (C) 

I 

1200 1600 
m l z  __t 

(4S/4Fe) 11177.5 
I ,11232.7 (4S/5Fe) 

b) 

(2W3Fe) 11059.8 

(2S12Fe) 11003 .9~~  , 

10500 I1 600 
Mr - 

Abb. 11. ES1-massenspektrometrische Identifizierung von Eisen-Protein-Komple- 
xen. a) Spektrum von Rubredoxin in H,O:Methanol (1 : l ) ,  A = Aporubredoxin, 
B = Holorubredoxin rnit Fell'-Cystein-Tetrdthiolatoligand, C = Holorubredoxin- 
Kalium-Addukt. b) Spektrum des Eisen-Ferredoxin-Komplexes nach Trdnsforma- 
tion in die Massenskala. Der Molekiilionenpeak hochster Intensitit entspricht dem 
Tetrdferriotetrdthiolatokomplex (4S/4Fe. M ,  = 11 178) (aus Lit. [90]). 

wenige Untersuchungen durchgefiihrt wie die zur pH-Abhan- 
gigkeit der Spektren von Myoglobin (Abb. 6) und zur Charakte- 
risierung des RNA~e-S-Komplexes~'~~ 431. Die Bestimmung von 
thermodynamischen Stabilitaten und Komplexbildungskon- 
stanten in Losung (wie von Orgorzalek-Loo et al. fur RNAse S 
a b g e ~ c h a t z t ~ ~ ~ l )  ist zur Zeit noch im Anfangsstadium. Erste Un- 
tersuchungen lieferten jedoch Hinweise auf entsprechende An- 
wendungsmoglichkeiten der ESI-MS. So konnten in Gemischen 
aus Alkalimetall-Ionen und Kronenethern ([I 8lKrone-6) die 
Komplexbildungskonstanten aus den Intensititsverhaltnissen 
der Komplex-Ionen in guter Ubereinstimmung mit den Litera- 
turdaten bestimmt und eine Korrelation der Ionenintensitaten 
mit den Solvatationsenergien der Komplexe ermittelt wer- 

Auch bei Kronenether-modifizierten Peptiden konnte 
durch ESI-MS - sowie in FAB-Massenspektren - eine quanti- 
tative Ubereinstimmung zwischen den Molekiilionenintensita- 
ten der Komplexe mit Alkalimetall-Ionen und den unabhangig 
bestimmten Komplexbildungskonstanten nachgewiesen wer- 
den['7b1. Aufgrund dieser jiingsten Ergebnisse scheint die weite- 
re Entwicklung und Erprobung der ESI-Methode zur quantita- 
tiven Analyse von Komplexbildungsgleichgewichten vielver- 
sprechend, z.B. unter Verwendung von Kronenetherderivaten 
zur selektiven Ionenmarkierung. [971 
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3.2. Identifizierung von supramolekularen Proteinkomplexen 

Wie in Abschnitt 2.3 dargestellt, ist neben dem Nachweis ei- 
ner nichtkovalenten Bindung die Moglichkeit der Differenzie- 
rung von spezifischen Komplex-Ionen und unspezifischen Ag- 
gregaten eine wesentliche Voraussetzung fur die Identifizierung 
von supramolekularen Komplexen. Erste Untersuchungen wur- 
den daher an Proteinen durchgefuhrt, bei denen die Bildung von 
Dimeren bekannter Struktur zu spezifischen Molekulionen 
fuhrt (im Gegensatz zu den in FAB- und MALDI-Massen- 
spektren beobachteten unspezifischen oligomeren Clusterio- 
nen['."l). Der Nachweis eines Dimers anhand einer Serie viel- 
fach geladener Ionen durch ESI-MS ist schematisch in Abbil- 
dung 12 am Beispiel eines dimeren Leucinzipperproteins 

\ basische Nucleotid- 
bindungssequenz 

Dtmerisierungsregion 

COOH COOH 
M M 

Y 
2M 

Dimer-lonen [M+nHl"' > 7; 
6+ 

9+ I I I 5+ 

2+ 

Monomer-lonen 

5+ 

4+ 3+ 
mlz - 

Abb. 12. Prinrip der ESI-massenspektrometrischen Identifizierung von Proteindi- 
meren am Beispiel der [ M  + n H]"+-Serie eines homodimeren Leucinzipperproteins. 

dargestellt. Generell folgt das Vorliegen eines Oligomers aus 
identischen Polypeptidketten eindeutig aus einem nicht ganz- 
zahligen Verhaltnis von Molekulionen-Ladungszahl zu Zahl der 
Kornple~komponenten~~~,~~~]. Homodimere Polypeptide sind 
daher durch Molekulionen rnit ungeraden Ladungszahlen cha- 
rakterisiert. Entsprechendes gilt fur den Nachweis von Duplex- 
Polynucleotiden aus Einzelstrangkomponenten identischer Ba- 
senzusammensetzung (siehe Abschnitt 3.3). 

Leucinzipperproteine haben in den letzten Jahren wegen ihrer 
Bedeutung fur die Regulierung der DNA-Transkription sowie 
ihrer - bisher nicht im Detail aufgeklarten - Struktur und ihrer 
Erkennungsspezifitat durch Komplexierung von DNA-Sequen- 
zen groDes Interesse ge f~nden[~*$  991. Die charakteristischen 
Leucinzipper-Strukturelemente mit regelmaljigen Heptaden- 
sequenzen von Leucinresten sowie basischen, DNA-bindenden 
Einheiten (siehe Abb. 12 und 13) wurden in einer Reihe von 

Tran~kriptionsaktivatoren~~~] sowie in ribosomalen RNA-bin- 
denden Proteinen nachgewiesen['OO1. Die bisher am besten cha- 
rakterisierte Struktur, die des GCN4-Transkriptionsaktivators 
aus Hefe (GCN4-Le~cinzippcr[~~]), besteht aus einem ;c-helica- 
len ,,Coiled-coil"-Doppelstrangkomplex rnit einer 4-3-Hepta- 
densequenz aus hydrophoben und polaren Aminosaureresten. 
Obwohl die Bindung einer spezifischen DNA-Sequenz (Palin- 
drom-Nucleotid, siehe Abb. 17) die Dimerisierung induziert 
und eine Stabilisierung der komplementaren Proteinkonforma- 
tion b e ~ i r k t ' ~ ~ .  lo'], konnten stabile Dimere von Leucinzipper- 
peptiden hergestellt werden['021. Eine Reihe von Leucinzipper- 
polypeptiden wurde spektroskopisch (CD, NMR['02. und 
die GCN4-Sequenz durch Rontgenkristall~graphie[~~~~ charak- 
terisiert. Wesentliche Strukturdetails und Voraussetzungen fur 
die Strukturspezifitat der Bildung von Protein-Nucleotid-Kom- 
plexen sind bisher jedoch ungeklart, so daD eine direkte massen- 
spektrometrische Charakterisierung von groRem Interesse ist. 

Erste ESI-Massenspektren von Dimeren eines Leucinzipper- 
peptids wurden von Li et al. erhaltenr'051. Die Dimer-spezifi- 
schen [ M +  5HI5+- und [M +7H]'+-Ionen konnten nur mit 
geringen Intensitaten neben den geradzahlig geladenen Molekul- 
ionen des Monomers nachgewiesen werden, was eine geringe 
Stabilitat der Komplexe mit hydrophoben Wechselwirkungen 
unter den ESI-Bedingungen andeutet; ihre Identifizierung wur- 
de jedoch durch stohduzierte Fragmentierung und Tandem- 
MS-Analyse gesichert['061. Systematische Untersuchungen 
wurden an einer Reihe von synthetischen Polypeptiden durchge- 
fuhrt, die die Leucinzipper-Dimerisierungsregion und DNA- 
bindende Sequenzen enthielte~~['~. 'Osl. Das ESI-Massen- 
spektrum eines GCNCPolypeptids (Abb. 13) enthalt bei milden 
Desolvatisierungsbedingungen (ACS = 5 -  10 V) einen intensi- 
ven Peak fur das funffach geladene Molekulion des Dimers (M,) 
bei m/z 1616 ( M ,  = 8078, (2 x 4039 + 5)/5 = 1616.6). Die La- 
dungszahlen der Ionen bei mjz 1347 und 1010 lassen sich formal 
dem Monomer und/oder Dimer zuordnen (M3+/(M,) ' '+ bzw. 
M4'/ (M2)8+ ; siehe auch Abb. 14)[1071. Das Vorliegen ekes 
nichtkovalenten Komplexes wird durch die vollstandigc Disso- 
ziation des dimeren [M -+ 5 HI5 +-Ions bei hoherem Desolvati- 
sierungspotential bestatigt (ACS zz 60 V), wahrend die Intensi- 
thten der Monomer-Ionen unter diesen Bedingungen unveran- 
dert bleiben (Abb. 13 unten rechts). In Ubereinstimmung damit 
wurden bei zunehmender Peptidkonzentration (ca. 100 ILM) er- 
hohte Intensitaten des Dimerpeaks nachgewiesen, wahrcnd sich 
die Variation der Temperatur der Einlaljkapillare (ca. 30- 70 'C) 
nur wenig auf das Monomer/Dimer-Verhaltnis auswirkte" 
Eine quantitative Bilduiig des Dimers konnte unter den bisher 
angewendeten Bedingungen nicht erzielt werden; weitere Unter- 
suchungen zeigten['08], daB eine partielle Dissoziation von 
Leucinzipperkomplexen durch Adsorption an der polaren Ka- 
pillaroberflache des Einlaljsystems auftritt. 

Die Eignung der ESI-MS zur Charakterisierung von supra- 
molekularen Leucinzipperstrukturen konnte in weiteren Unter- 
suchungen von Coiled-coil-Polypeptidsequenzen gezeigt wer- 
den, von denen ein serinhaltiges Polypeptid (,,coil-Ser", siehe 
Abb. 14) kristallisiert und durch Rontgenstrukturanalyse als 
dreistrangiger Komplex aufgeklart w ~ r d e [ ' ~ ~ ] .  Trimere Kom- 
plexe von Coil-Ser sowie analogen Polypeptiden wurden ESI- 
massenspektrometrisch anhand der spezifischen ( M $  + -1onen 
identifiziert ; ihr Vorliegen wurde durch unabhangige Analyse 
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AC-R M K ~ E D K  V E E ~ L S K  N Y ~ E N E  VA@KL VGER-CONH, 

Monomer I Mr=4039 

3+ (M) I 0  v 
1347 

3+(M) 6 0 V  
13p7 

4+ (M) 5+ Dimer 
1010 1 1616 

1 aoa zooa 1000 
m l z  ---+ rnlz ___) 

Ahh. 13. Unten: ESI-Masseiispektren des synthetischen Leucinzipperpeptids 
GCN4-pl bei 10 V (links) mid 60 c' Declustering-Potential (rcchts). Ila.; [M + 
5 HI5 '-Lon des Homodiiners wird nur  bei ACS = 10 V nachgewiesen. lnjektion yon 
5 pL PeptidlBsung (50 p ~ )  i n  Ainmoniiirnacctat ( 2  niM):Methanol (9.1). Die obrn 
dargehtellte Struktur des GCN4-Leucinzipper-DNA-Koniplexes ist der Strukturd;i- 
tenbank des Brookhaven Natioiial Laboratory cntnommen (siehe Lit. [46]). 

LZ: AC-E YEALEKK L A A ~ E A K  LQALEKK LEALEHG-CONH, (L) 

LZ12A: Ac-E YEALEKK LAABEAK LQALEKK LEALEHG-CONH2 (A) 

des Sedimentationsgleichgewichts be~tiitigt['~']. Daruber hin- 
aus gelang in Hybridisierungsversuchen mit sequenzhomologen 
Polypeptiden erstmals der gleichzeitige Nachweis von Homo- 
und Heteromeren in Liisung" 07. . Als Beispiel sind in Ab- 
bildung 14 ESI-Massenspektren eines Gemischs aus zwei Se- 
quenzanaloga (LZ und LZ12A, L bzw. A) dargestellt. in denen 
die Ionen des Hetero-Dimers AL4+ sowie beide moglichen He- 
tero-Trimere ALLS+ und AAL5+ neben den Ionen der Homo- 
meren auftreten. Dabei ermoglicht die Hochauflosungs-ESI- 
MS rnit einem doppelfokussierenden Sektorfeldmassenspektro- 
meter ~ im Gegensatz zur ESI-MS mit Quadrupolgeraten - 
durch Isotopenauflosung eine direkte Zuordnung von dimeren 
und trimeren Komplex-Ionen anhand ihrer Ladungszah- 
len['08a1. So liefern die Massenabstande der Isotopenmultipletts 
bei mi= 1633 und 1654 ( A m  = 0.25 bzw. 0.5) die Identifizierung 
und Unterscheidung der Homodimere (MJ4+ und der Mono- 
mere M 2 +  und die Isotopen der (M,)'+-Ionen (Am = 0.2) eine 
direkte Charakterisierung der Trimere. Unter entsprechenden 
Bedingungen konnten Hetero-Di- und -Trimere der Hybridisie- 
rung von GCN4-Polypeptiden rnit Coil-Ser-Leucinzipperse- 
quenzen identifiziert werder~['"~',  was mit den Ergebnissen 
spektroskopischer Untersuchungen der Komplexe fluoreszenz- 
markierter Polypeptide" ''I in Einklang ist. 

Auch die kiirzliche Identifizierung von Dimeren weiterer 
DNA- und RNA-bindender Proteine wie des RNA-bindenden 
Autoantigens L7[1')01 sowie des Kernmatrixproteins SAF-A" ' ' 1  
bestiitigen das analytische Potential der ESI-MS. Ein weiteres 
Anwendungsbeispiel ist die Aufklarung der Struktur des Lipid- 
ahnlichen SP-C-Proteins aus Lungensurfactant, das wesentliche 
biochemische Funktionen als Bestandteil der Lungen-Alveolar- 
obertlache hat["2 ~ und in rekombinanter Form zur Thera- 

Dimer4+ 10 v b) 
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A - l  
~ / L  

20 v 

1640 

A L L5' 

1660 

Trirner5+ 

, , ,  ,,j/ ( , , ,  , , , . , , F A A L  
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Abh. 14. ESI-inasseiispektrome~rische Idcntili/ierung von Dimcren und Trimeren, die durch Hybridisierung 
in emcn ;iqiiimolarcn Gemisch (0.1 mM) der Leucin7ipperpeptide LZ und LZl2A gebildet wurden [IOXa].  a )  
Nachweis der Diiner'+- und Trinier' -Ionen rnit einem Quadrupol-Massenspektrometer hei ACS = 10 V 
(ohen) mid 20 V (unten). h )  Isotopenaufliisung der Ionen der Dimere und Monomere (ohen) sowie der Trimcre 
(uiiten) mil einem doppelfokussierenden Sektorf'eldmassenspektrometer (Massenaufliisung nv Am 2 7000). 

pie von akutem Lungenversagen (Respirato- 
ry-distress-Syndrom["51) entwickelt wurde. 
Das SP-C-Protein, das durch eine extrem hy- 
drophobe cc-helicale Domane (ohne Leucin- 
zippermotiv) und eine zweifach palmitoylier- 
te N-terminale Sequenz charakterisiert 

, wurde durch ESI-MS als spezifi- 
scher Dimerkomplex identifiziertl" 31; dieses 
Ergebnis lieferte einen wesentlichen Beitrag 
zur Formulierung eines Strukturmodells fur 
die Integration und Stabilisierung des palmi- 
toylierten Proteins in der monomolekularen 
Lipid-Oberflachenschicht des Alveolarsy- 
stems" 3 .  ''I. Bei den bisherigen Anwen- 
dungen erweist sich die bei den Leucinzipper- 
proteinen erwahnte Tendenz zur Adsorption 
an polare Kapillaroberflachen noch als ein 
experimentelles Hauptproblem, insbesondere 
bei der Charakterisierung von Proteinkom- 
plexen mit stark hydrophoben Wechselwir- 
k ~ n g e n [ ~ ~ ] .  Erhohte Stabilitaten von Kom- 
plex-Ionen und eine verbesserte Charakteri- 
sierung von pH- und konzentrationsabhiingi- 
gen Gleichgewichten konnten mit Polyacryl- 
amid-beschichteten Kapillaren erzielt wer- 
den['"], die zu einer befriedigenden Uberein- 
stimmung zwischen der Ionenintensitat und 
der Stabilitat von Coiled-coil-Polypeptid- 

ist[l16.117] 
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komplexen fiihrten['07g . E' in generelles Problem ist dagegen 
die in Abschnitt 3.1 diskutierte Verringerung der Ionenladungs- 
zahlen von Proteinkomplexen relativ zu denen der Komplex- 
komponenten. So zeigen die Spektren der dimeren und trimeren 
Leucinzipperkomplexe in Abbildung 13 und 14 jeweils maxima- 
le Ladungszahlen von 5 +, wlhrend die Summe der Ladungs- 
zahlen der Monomere 8 +  bzw. 12+ betrigt. Dieser Effekt 
macht sich besonders stark bei Protein-Nucleotid-Komplexen 
bemerkbar (siehe Abschnitt 3.3) und erfordert bei hohermole- 
kularen Proteinen zunehmend Massenanalysatoren fur hohe 
Massenbereiche (Sektorfeld- oder Flugzeitniassenspektrome- 
ter)[' ''1. 

Trotz dieser Einschrankungen konnten erste ESI-Massen- 
spektren von hohermolekularen Proteinen mit intakter Quar- 
tarstruktur erhalten werden. Die bisherigen Untersuchungen 
wurden allerdings ausschlieBlich an Proteinen mit bekannter 
spezifischer Assoziation der Untereinheiten in Losung durchge- 
fuhrt, z.B. an dimerem Hamoglobin und an den tetrameren 
Komplexen von Avidin und Streptavidin, die besonders stabile 
Quartarstrukturen bilden. Ein anschauliches Beispiel ist die 
Charakterisierung des Lectins Concanavalin A (Con A) mit ei- 
nem Hochma~sen-Quadrupolanalysator[~~~ (Abb. 15, M ,  (Un- 
tereinheit M )  = 25500). Bei Bedingungen fur eine stabile Quar- 
tarstruktur (PH 6.7)['201 konnten die Ionen des Dimers und des 
Tetramers mit Ladungszahlen zwischen 14+ und 22 + nachge- 
wiesen werden (m/z-Bereich ca. 4500). Bei hoherer Temperatur 
oder in saurer Losung treten ausschliefllich die Ionen des Mono- 
mers im Bereich m/z  < 2000 auf (Ladungszahlen bis ca. 18 +). 
Ausschlaggebend fur den Nachweis der Quartarstruktur ist neben 
der Temperatur- und pH-Abhangigkeit der Spektren die Ab- 
wesenheit von Ionen unspezifischer Assoziate (z.B. Trimere). Wie 
erwartet, ist die relative Verringerung der Ladungszahlen der 
Komplex-Ionen beim Tetramer am starksten, wlhrend das dena- 
turierte Monomer hochgeladene Ionen liefert. Zur Bestimmung 
von Ionenladungszahlen in unterschiedlichen m/z-Bereichen bei 
Quartarstrukturen aus mehreren Untereinheiten enveisen sich 
Flugzeitmassenspektrometer als gut geeignet1l2 '1. 

500 2500 4500 6500 

Ahb. 15. Idcntitizierung der dimeren und tetrameren Komplexe von Con A mil 
cinem Vuadrupol-Massenspektrome[er mit Hochmassenhereich. a) ESI-Massen- 
spektrum von nativcm Con A in 10 mM Ammoniumacclat (pH 6.7). Die mit Q und 
D hueichneten Peaks entsprechen den Ionenserien des Tetramers hzw. Dimers. b) 
Spektrum der inonomeren Untereinheit M nach Denaturierung von Con A hei 
hoher Ionenquellcntemperatur (185 ' C )  (aus Lit. [23]). 

m l z  - 

3.3. Charakterisierung von Doppelstrang-Oligonucleotiden 
und Nutleotidkomplexen hoherer Ordnung 

Aufgrund der in Abschnitt 2.1 beschriebenen Probletne, ein- 
heitliche Molekiifanionen in Gegenwart von Alkalimetallsalzen 
zu erhalten, wurden die meisten bisherigen Untersuchungen \on 
Oligo- und Polynucleotiden mit Ammoniumsalzen durchge- 
fuhrt[45*49* 1221 (vgl. Abb. 2 b). Dasseibe gilt fur die Charakteri- 
sierung von supramolekularen Komplexen (siehe jedoch 
Abb. 18). Unter diesen Bedingungen zeigen Negativioncn-ESI- 
Massenspektren von DNA- und RNA-Sequenzen keine deutli- 
che pH-Abhangigkeit der [ M  - nH]"--Ionenserien (pH-Be- 
reich ca. 4-8)LZ4* 122a, 1231. Anders als bei Proteinen kontite eine 
eindeutige Beziehung zwischen Ladungszahlen und -verteilun- 
gen von Polyanionen und dem Strukturzustand in Losung bis- 
her nicht ermittelt werden, da die Ionenintensitaten offensicht- 
lich auch durch Anteile organischer Losungsmittel und durch 
die Basenzusammensetzung beeinflufjt werden" 231. Ein deutli- 
cher Ladungseffekt (relative Verringerung der negativen Ionen- 
ladungen) ergibt sich jedoch bei Doppelstrangkomplexen im 
Vergleich zu den komplementlren Einzelstrangsequenzen (siehe 
Abb. 17). Wie in Abbildung 16 am Beispiel eines A/T-Duplex 
dargestellt, sind fur den Nachweis von Doppelstrangkomplexen 
aus Einzelstrangen gleicher Basenzusammensetzung - analog 
wie bei Proteinkomplexen - die ungeraden Ladungszahlen der 

A A' 

t 
(AA)-Duplex 

4- 
5- I 3- Duplex-lonen [M - nH]" 

' Einzelstrang-lonen 3- I 
2- 

m l z  - 
Ahh. 16. Schema der Idmtifizierung von Doppelstrang-Oli~onucleotideii JUS so-  
baren Enizelstrangseq ucnzen anhand der ungeradzahhg geladenen Pol! anionen 
[ M  - nH]"- des Duplex (vgl. Ahh. 12). 
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Polyanionen des Duplex maflgeblich, wiihrend die Zuordnung 
geradzahlig geladener Komplex-Ionen eine vollstandige Iso- 
topenauflosung erfordert. 

Erste erfolgreiche Untersuchungen von Doppelstrangkom- 
plexen synthetischer Oligonucleotide wurden nahezu gleichzei- 
tig von mehreren Arbeitsgruppen mit konventionellen Quadru- 
pol-Massenspektronietern du r~hgef i ih r t [~~>  1 2 2 d .  Dabei 
konnten Duplex-spezifische Ionen sowohl fur selbstkomple- 
mentare oder isobare Einzelstrange als auch fur Sequenzen 
unterschiedlicher Basenzusammensetzung (Molekulargewichte) 
nachgewiesen werden (Tabelle 4). ESI-Massenspektren des 

Tahelle 4. Identifizierung von Doppelstrang-Oligode,oxynucleotiden durch Negativ- 
ionen-ESI-Massenspektrometrie. 

Oligonucleo- M ,  [hl Duplex-Ionen [c] Lit. 
tide [a] Einzelstrdnge Duplex f?? z Ladungs- M ,  [el 

zustand [d] 

8- 

9- i 

dCaGa 24111 2411 4822 1607 1 4824 [124h] 
d(T),id(A), 2371 2441 4814 1624 3 4872 [124h] 

d(20mer)I/II 5827 6410 12217 2446[f] 5 12297 [I2461 
GCN4-LI-U 7360 7347 14707 1618 9 14714 [24.45a] 

d(T)Lo,d(A)cf, 29x01 3070 6050 1209 5 6052 [45d] 

GCN4II-low -up 11898 12073 23971 1 X43 11 21997 [45d] 

[a] Oligonucleotid-Sequenzen: dC,G, = sclbstkomplementares 5'-dCCCCGGGG-3': 
d(2Omer)l/ll = S-dCCTTCCTCCCTCTCTCCTCC-3',3'-GGAAGGAGGGAGAGA- 
GGAGG-5'; GCN4-LI-U = 5'-dCGCAGCGGATGACTCATTTTTCGG-3'/3'-dGC- 
GTCGCCTACTGAGTAAAAAGCC-5': GCN4II-low/-up = 5'-dAATTCCACCTA- 
GCGGATGACTTACTTTTTTTCTTAGCGA-3'/S'-dAGCTTCGtTAAGAAAAAA- 
AGTAAGTCATCCGCTAGGTGG-3'. Die Oligonucleotidsequenzen wurden am 
DNA-Synthesizer mit der Phosphoramiditmethode hergestellt [4S. 471. [h] Moleku- 
largewicht fur jeweils niir ein Isotop pro Element ohne Gegenionen. [c] [ M  - nH]"-- 
Ionen des Duplex. [d] Ladungs7ustand des Ions zum Peak hochster Intensitat innerhalb 
eines Massenhereichs his m / z  2000. [el Dnrchschnittliches Molekulargewicht i ~ u s  den 
Signalen von Duplex-Ionen unterschiedlicher Ladungszahlen. [f] Nachweis der Duplex- 
Ionen durch Qiiadrupolanalysator mil erweitertem Massenhereich. 

Hybridisierungsprodukts zweier Erkennungssequenzen des 
GCN4-Leucinzippers (GCN4-L/-Ur' 251) mit einein zentralen 
Pseudopalindrom als optimaler Bindungsregion sind in Abbil- 
dung 17 dargestellt. Von den acht- bis zehnfach geladenen Mo- 
lekulanionen liefert das [ M  - 9HI9--Ion den spezifischen 
Nachweis des Doppelstrangs ( M ,  = 14707, Abb. 17a), wahrend 
die geraden Ladungszahlen wegen der geringen Molekularge- 
wichtsdifferenz der Einzelstrangsequenzen keine direkte Unter- 
scheidung ermoglichen ( M ,  =7360 bzw. 7341, Am = 13; siehe 
Tabelle 4); die quantitative Bildung des Duplex wurde durch 
Gelelektrophorese b e ~ t C t i g t [ ~ ~ .  1261. Vergleichende Untersu- 
chungen der Eiiizelstrangnucleotide sowie weitere Modellstu- 
dien zeigten, daB sich Duplex- und Einzelstrang-Ionen auch in 
Gemischen identifizieren l a ~ s e n [ ~ ~ .  122b] . So t reten nach partiel- 
ler Dissoziation neben den Duplex-Ionen (9-, 11-) von 
GCN4-L/-U die [ M  - nH]"--1onen der Einzelstrangsequenzen 
mit erheblich hoheren relativen Ladungszahlen auf (Abb. 17 b, 
siehe auch Abb.  2b) .  Die direkte Analyse von Einzelstrang/ 
Duplex-Gemischen ermoglicht prinzipiell eine ESI-massenspek- 
trometrische Bestimmung von Duplex-Schmelztemperaturen; 
erste Untersuchungen dazu wurden d~rchgefiihrt~'~'] .  Fur den 
GCN4-L/-U-Duplex wurde mit einem temperaturgesteuerten 
EinlaRsystem eine Schmelztemperatur von 59 "C abgeschiitzt 
(UV-spektroskopisch bestimintes T, = 64 oC)[45a1. ESI-mas- 
senspektrometrische Untersuchungen mehrerer Doppelstrang- 

7- Einzelstrang- 

11- 
9- 8- 

500 1000 1500 2000 
m l z  - 

Ahh. 17. Identifizierung eines 24meren Doppelstrang-Desoxyrihonucleotids. Die 
synthetischen Einzelstrangsequenzen (GCN4-L/-U) wurden als Polyammonium- 
sake gereinigt, und der Duplex wurde in 1 M Ammoniumacetat durch Erhitzen auf 
80 "C und langsames Ahkuhlen auf Raumtemperatur hergestellt; zur ESI-MS wur- 
de in 10 mM Ammoniumacetat umgepuffert [45]. a) Negativionenspektrum in Am- 
moniuniacetat/NH, :Acetonitril 1 : I (pH 9); h) Spektrum des partiell dissoziierten 
Produkts nach Einengen zur Trockne und Losen in 1 mM Ammoniumacetat. Das 
zentrale Pseudopalindrom-Segment in der Sequenz des Duplex (ohen) ist einge- 
rahint (siehe Lit. [24]). 

Oligonucleotide sind in Tabelle 4 zusammengefafit. Die aus den 
ungeradzahlig geladenen Ionen ermittelten Duplex-Molekular- 
gewichte sind meist hoher als die aus den Einzelstrangsequenzen 
berechneten (ohne Gegenionen), da der Nachweis von homoge- 
nen [M - nH]"--1onen entscheidend vom Reinheitsgrad der 
Ammoniumsalze abhangt (vgl. Abschnitt 2.1). Wie erwartet, 
zeigen alle bisher untersuchten Doppelstrangnucleotide eine 
deutliche Verringerung der Ionenladungszahlen gegeniiber der 
Summe aus den Ladungszahlen der Einzelstrangsequenzen. 
So wurde bei einem 20meren Hybridisierungsprodukt ( M ,  = 

12 200L'24a1) das Duplex-Ion hochster Intensitat bei m/z  2446 
gefunden (siehe Tabelle 4). Die im Massenbereich bis m/z 2000 
nachgewiesenen Ionen hohermolekularer Doppelstrangkomple- 
xe spiegeln daher wahrscheinlich nur den Anteil hoher Ladungs- 
zahlen wider. Daruber hinaus kann fur Duplex-Ionen mit nied- 
rigen Ladungszahlen eine hohere relative Stabilitat (oder 
eine Stabilisierung durch Gegenionen) angenommen wer- 

Die bisher an Doppelstrang-Oligonucleotiden erhaltenen Er- 
gebnisse sind angesichts der noch geringen Kenntnisse uber Io- 
nenzusammensetzungen und Ladungsstrukturen in den ESI- 

den[122, 1241 
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Massenspektren von Oligo- und Polynucleotiden vielver- 
sprechend. Sie lassen eine Reihe von Anwendungen zur Charak- 
terisierung von supramolekularen Polynucleotidstrukturen er- 
warten, fur die bisher keine (oder nur unzureichende) molekul- 
spezifische Methoden vorliegen. Beispiele hierfur sind, neben 
der Nucleotidsequenzierung durch Hybridisierung (anstelle von 
massenspektrometrischen Sequenzbestimmungen durch Einzel- 
strangfragmentierung['281), die Analyse der Duplexbildung aus 
chemisch modifizierten Oligonucleotiden ohne Verwendung ra- 
dioaktiver Markierung [' *'I sowie von Antisense-Oligonucleoti- 
den[1301 und Interkalationskomplexen; iiber die Charakterisie- 
rung von Oligonucleotidkomplexen mit Actinomycin D und 
Distamycin wurde bereits berichtet" 'I. Von besonderem Tnter- 
esse sind Untersuchungen von zu Watson-Crick-Doppelstrang- 
nucleotiden alternativen Strukturen wie Komplexen rnit Hog- 
steen-Basenpaarung und nucleotidspezifischen Triplexstruktu- 
rer~[ '~ ' ,  331. Dan Nucleotidkomplexe hoherer Ordnung der 
ESI-MS zugiinglich sind, konnte erstmals von Goodlett et al. an 
einem Quadruplex des guaninreichen Oligonucleotids 
d(CGCG,GCG) (dG4) gezeigt ~ e r d e n c ' ~ ~ ] ,  in dem die zentra- 
len Guaninbasen in einer ,,Quartett"paarung alternativ zur in- 
tramolekularen Watson-Crick-Basenpaarung ~ o r l i e g e n ~ ' ~  5 ,  ' 3a1. 

Zur Stabilisierung der Basenpaarung des Komplexes durch 
Insertion von Alkalimetall-Gegenionen['351 wurden Negativ- 
ionen-ESI-Massenspektren in Natriumphosphatpuffer und un- 
ter besonders milden Desolvatisierungsbedingungen mit SF, als 
Sch~ tzgas [ '~ '~  aufgenommen (Abb. 18). Obwohl die Gegen- 
wart des Alkalimetallsalzes zu einer erheblichen Peakverbreite- 
rung fuhrt, gelang der eindeutige Nachweis des Quadruplex an- 
hand der spezifischen ungeradzahlig geladenen Ionen (dG4):' - 

und (dG4):-. 
Die erfolgreiche Charakterisierung supramolekularer Kom- 

plexe von Proteinen und Oligonucleotiden liefert prinzipiell die 
Voraussetzung fur die direkte Analyse von Protein-Nucleinsau- 
re-Wechselwirkungen. Bei Proteinkomplexen mit Mono- und 
Dinucleotiden oder analogen Cofaktoren sind im wesentlichen 
die Bedingungen der Positivionen-ESI-MS von Proteinen an- 
 endb bar['^. 931 (vgl. Fabelle 3). In Untersuchungen der Nucleo- 

(dG4):I0- 

500 1000 1500 
mlz  - 

Abb. 18. Identifizierung des Tetramers von 5'-d(CGCGGGGCG)-3' (dG4). Zur 
Negativionen-ESI-MS wurde eine Losung von 0.9 mM dG4 in 10 mM Natriumphos- 
phat (pH 7.6) unter Zusatz von 0.1 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) herge- 
stellt; die Spektrenaufnahme erfolgte niit SF, nls Schutzgas. Die ungeradzahlig 
geladenen, Quadruplex-spezifischen lonen sind gekennzeichnet (aus Lit. 11341). 

tidbindungsregion des Elongationsfaktors EF-Tu aus 7: tliermo- 
pkilus[' 381 konnten die GDP- und GTP-gebundenen Protein- 
komplexe anhand homogener [A4 + n HI"+-Ionenserien nachge- 
wiesen werden; ihr Vorliegen wurde durch proteinchemische 
und spektroskopische Ergebnisse bestatigt[139]. Unter entspre- 
chenden Bedingungen waren bei Komplexen mit hohermole- 
kularen DNA- und RNA-Sequenzen (Leucinzipperproteine, 
EF-Tu/~RNA-Ko~~~~x['~~]) keine hochgeladenen Kornplex- 
Ionen nachweisbar['08a1. Die Analyse von intakten Protein- 
Nucleinsaure-Komplexen scheint wegen der vielfachen ioni- 
schen Wechselwirkungen und der Neutralisation durch Gegen- 
ionen weitgehend auf hochmolekulare (niedrig geladene) Ionen 
begrenzt zu sein; kunftige Anwendungen werden daher wesent- 
lich von der weiteren Entwicklung von ESI-Hochmassenanaly- 
satoren abhangen. 

4. ESI-massenspektrometrische Charakterisierung 
von synthetischen supramolekularen Komplexen 

Die Synthese von supramolekularen Komplexen aus synthe- 
tischen, selbstorganisierenden Komponenten und die Charak- 
terisierung ihrer Strukturen und Funktionen haben sich in den 
letzten 8 - 10 Jahren zu einem hochaktuellen Forschungsgebiet 
e n t w i ~ k e l t [ ' ~ ~ - ' ~ ~ ~ .  Inzwischen wurde ein breites Spektrum 
an supramolekularen Strukturen wie synthetischen Helicaten, 
C a t e ~ ~ a n e n ~ ' ~ ~ ]  und Wirt-Gast-Komple~en['~~] als Modellsyste- 
me fur natiirliche Selbsterkennungspr~zesse['~~] sowie an Kom- 
plexen rnit neuen Struktur-Eigenschafts-Beziehungen entwik- 
kelt[1471. Die Isolierung und Reinigung von homogenen 
supramolekularen Komplexen bereitet oft besondere Schwie- 
rigkeiten, so daR nur in wenigen Fallen die vollstandige Charak- 
terisierung rnit spektroskopischen Methoden oder durch Kri- 
stallstrukturanalyse gelang['411. Als ein Hauptproblem er- 
wies sich vielfach die analytische Charakterisierung des Reak- 
tionsverlaufs bei der Bildung spezifischer Komplexe aus 
Mehrkomponentengemischen~'481; hierzu wurden in letzter 
Zeit zunehmend massenspektrometrische Methoden einge- 

Beispiele von ESI-Massenspektren supramolekularer Kom- 
plexe aus Rotaxan-, Catenan- und Helicat-bildenden Kompo- 
nenten sind in Tabelle 5 zusammengefant. Fur nahezu alle bis- 
her untersuchten Komplexe wurden stabile Elektrospraybedin- 
gungen gefunden und hohe Ionenintensitaten in organischen 
(aprotischen) Losungsmitteln erzielt. Die Ladungszahlen der 
Komplex-Ionen lassen sich meist in einfacher Weise anhand der 
vorhandenen Metall i~nen[ '~ 3. ' 541 oder des (formalen) Verlusts 
eines oder mehrerer Gegenionen ~uordnen['~'].  So wurden bei 
Catenankomplexen aus 4,4'-Bipyridylderivaten und makrocy- 
clischen oder aromatischen Polyetherliganden Molekulionen 
mit bis zu vier PFg-Gegenionen weniger na~hgewiesen['~'~; 
die entsprechende Serie vielfach geladener Ionen ermoglicht 
die Identifizierung von dimeren Komplexen in analoger Weise 
wie die der vielfach protonierten Ionen von Proteinkomplexen 
(vgl. Abschnitt 3.2). Die in Tabelle 5 angegebenen Catenane 
und Rotaxane konnten zum Teil auch durch FAB-MS charak- 
terisiert ~ e r d e n [ ' ~ ' ,  I5O1 (siehe Abschnitt 5 ) .  Vergleichende Un- 
tersuchungen von Catenanen zeigen" 51, daB in FAB-Massen- 
spektren iiberwiegend einfach geladene Ionen auftreten, so 

setzt[1483 1491 

Angew. Chem. 1996. 108, 878- 899 893 



AUFSATZE M. Przybylski und M.  0. Glocker 

516.0595.5 

Ta hellc .5. ESI-iiiasienspektroiiieti-iache IdentiTizierung von suprmiolekularen Kom- 
plexen a u s  syiitherischen selbstorg;i~iisicre~iden Komponenten. 

996.7 

Komplex- Komplexkomponenten supramolekularer Komplex Lit 
tYP Ligand Metull- .\I, [b] Assoziierung Ladungs- 

Gegeiiicn [a] rahl [c] 

C'atenan 4.4-Bipyridqi. 
niakrocyclircher 
Polyether 
Bis( porph yriii )- 
phenan th  I uli 11 
(Spacer): makro- 
cyclischer Pol)- 
ether 

Helical Oligo(Z,Z'-bipyri- 
dyl)etherdei-i\al 

C;iterian Phenaiithrdin. 
( ~ ~ ~ ~ ~ / o ) - O l I g o -  
acetylelldcrl\at 

Roia xa i i  Col PF; 2986 1 1-Addukt 2 f  [I501 
4U"l Pb,  

Cu' ClOi  1659 Doppelhelicat 3 +  [ l j l ]  
Ni" CIO; 2419 Tripelhelical 6 +  
('11' BF; 4344 Pentacatenan 4+ [I521 

5557 Hexacatenan j+ 
06hX fleptacatenan 6 t 

LI] Zur  Synthesr der Koniplcxe verbendeic Metall- und Gegenionen. [b] Molekularge- 
wchte der uiigeladziieri Komplexe (cinschlielllich Gegeiiioneii). [c] Ladungszahl des 
Koinplcx-Ions. das den Pcak Iiochster lnteiisitiit liefert. 

daB die ESI-MS vor allem bei hohermolekularen Komplexen 
(> ca. 3000 Da)  von Vorteil ist. So konnten Ritsch et al. multi- 
cyclische Komplexe mit bis zu sieben Catenanrin- 
gen und Molekulargewichten > 7000 D a  nachwei- 
senr1521 

Dariiber hinaus erwies sich die ESI-MS als effi- 
ziente Methode zur direkten Analyse von Gemi- 
schen aus selbstorganisierenden Komponenten. So 
konnte die Bildung von doppelstringigen Cul- 
Komplexen mit Oligo(2.2'-bipyridyl)etherderi- 
vaten nachgewiesen werden, wiihrend mit Nil1- 
Ionen die selektive Rildung von entsprechenden 
Tripelhelicaten durch ESI-MS beiegt wurde" 'll. 
Ein anschauliches Beispiel ist der ESI-massen- 
spektrometrische Nachweis der Koinplexbildung 
zwischen eiiieni Bis(isochino1in)-Ligaiiden (LI) 
und Hexaphenylhexaazatriphenylen (L2) sowie 
CuPF6['"' (Abb. 19). ESI-Massenspektren eines 
aquimolaren Gemischs der beiden Liganden nach 
Titration init 2.5 Aqnivalenten CuPF, belegteii 
anhand des spezifischen [(LI)(LZ)CU:]~ +-Ions 
( m / z  616) den Dreikoinponentenkomplex 1 ; durch 
Tandem-ESI-MS wurden die Fragment-Ionen der 
Komplexkomponenten, [( L1 )Cu,]' + (rn/z 547) 
und [(L2)Cu]' (YM/: 753).  identifiziert (Abb. 19 
unten). Zusltzlich konnten die partiell abgesattig- 
ten Komplexe mit einem oder zwei Cul-Ionen 
(2 bzw. 3) als Nebenprodukte nachgewiesen wer- 
den. Die Ionenintensitiiten in den ESI-Massen- 
spektren stiinmten gut mit den Ergebnissen aus 
photometrischen Titrationen""] iiberein. Diese 
Ergebnisse lassen die Moglichkeit einer direkten 
ESI-massenspektrometrischen Analyse von supra- 
inolekularen Komplexen unter therniodynami- 
schen Gleichgewichtsbedingungen erkennen; in- 
wieweit -- wie p ~ s t u l i e r t " ~ ~ .  Is']  ~ Komponenten 
komplexer Reaktionsgemische quantitativ erfaB- 
bar sind, muB jedoch in weiteren Untersuchungen 
gekllrt werden. 

c3 A 

5. Vergleich der ESI-Massenspektrometrie mit 
anderen Ionisierungsmethoden 

Die erfolgreiche Entwicklung der ESI-MS zur Charakterisie- 
rung von supramolekularen Komplexen laBt entsprechende An- 
wendungen auch fur andere Ionisierungsmethoden vermuten. 
Mit Ausnahme von einigen friihen Arbeiten - 2.B. FAB-MS von 
Polysaccharid-Lipid-Komplexen[' - liegen bisher keine syste- 
matischen Untersuchungen nichtkovalenter Komplexe von Bio- 
polymeren durch FAB-MS, PD-MS oder MALDI-MS vor. Ver- 
gleiche dieser Verfahren mit der ESI-MS an Biopolymeren 
definierter Struktur in Losung sind vor allem durch die unter- 
schiedlichen Probenprlparationsverfahren erschwert. Die Ana- 
lyse homogener Probenlosungen ist nur  bei der FAB-MS mog- 
lichtS1; die PD-MS wird meist mit Festproben durchgefiihrt, 
und eine Solubilisierung erfordert spezielle Bedingungen (z.B. 
zur Durchfiihrung und Analyse von chemischen Umsetzungen 
in ~ i t u ) ~ ~ * ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ .  Bei der MALDI-MS wurden bisher fast aus- 
schlieBlich Festproben in Gegenwart der Matrixsubstanz in 
hohem UberschuB untersucht[". I 6 O ,  l 6 l1 ;  iiber den Struktur- 
zustand von Makromolekiilen unter diesen Bedingungen ist bis- 
her kaum etwas bekannt. 

0 + 3.l'- 

12 1 

0 = cu' 

616.3 

I 6i6.38 1 
9 l  

Ph Ph w 
N N  

Ph>N N f p h  
Ph Ph 

= NQN 
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Eine Reihe von synthetischen supramolekularen Komplexen 
wie Catenane und Rotaxane konnten durch FAB-MS in organi- 
schen Losungsmitteln nachgewiesen werden (meist rnit 3-Nitro- 
benzylalkohol als Matrix; vgl. Abschnitt 4)[1557 1631. So zei- 
gen die Positivionen-FAB-Massenspektren von Oligocatenanen 
makrocyclischer Polyether (vgl. Tabelle 5) Molekiilkationen un- 
ter Verlust eines PF; -Gegenions sowie Fragmentierung durch 
Ringoffnung und Abspaltung von Bipyridiniurnkomponen- 

Wesentliche Einschrankungen fur die Anwendbarkeit 
der FAB-MS sind die bereits erwahnte Molekulargewichtsbe- 
grenzung, die Anderung der Probenkonzentration durch Ver- 
dampfen der Losungsmittelmatrix und die Instabilitat vieler 
Koordinationskomplexe in polaren Losungsmitteln. Erste er- 
folgreiche Untersuchungen gelangen in wal3rigen Losungen rnit 
Glycerin als MatrixLg7* 1 6 3 s  1641. So konnten Semirotaxankom- 
plexe von 1-Cyclodextrinen (/I-CD) in waRriger Glycerinlosung 
anhand der intensiven [ M  + HI+-Ionen nachgewiesen werden, 
wie in Abbildung 20 am Beispiel eines 1 : 1-Komplexes aus 8-CD 

'O01 

8-CD 

0 

ff 

[M + H]' 

1654 

1000 $1 1200 1400 1600 1800 

rnlz - 
Abb. 20. FAB-Massenspektrum des Semirotaxankomplexes aus B-CD und 11- 
Aminoundecansiure-4'-(triphenylmethyl)anilid; LosungsmitteI: Methanol:3-Ni- 
trobenzylalkohol (1:l) [163]. 

und 1 1 - Aminoundecansaure-4-( tripheny1methyl)anilid darge- 
stellt [1631; vergleichende Untersuchungen von Semirotaxanen 
durch EST-MS zeigten ebenfalls eine bevorzugte Bildung von 
einfach geladenen Komplex-Ionen[' 641. Fur die Analyse von 
Biopolymerkomplexen durch FAB-MS mu13 die Probenprapa- 
ration unter physiologischen Losungsmittelbedingungen mog- 
lich sein. So wurden in Negativionen-FAB-Massenspektren von 
Duplex-Oligonucleotiden wie bei PD-massenspektrometrischen 
Unter~uchungen[~~] ausschliel3lich Molekiilionen der Einzel- 
strangsequenzen sowie zum Teil sequenzspezifische Fragmente 
nachgewiesen. Der kiirzliche Nachweis von Cu"-Kornplexen des 
Oligopeptids Angiotensin" 65, 1661 durch PD-MS aus wil3riger 
Losung unter sorgfaltig kontrollierten pH-Bedingungen spricht 
jedoch dafiir, dal3 Fortschritte in der Analyse nichtkovalenter 
Komplexe durch FAB-MS und PD-MS durch die Weiter- 
entwicklung der Probenpraparation erwartet werden kon- 

Einer Anwendung der MALDI-MS zur Charakterisierung 
von supramolekularen Komplexen stehen derzeit als Hauptpro- 
bleme die stark denaturierenden Probenpraparationsbedingun- 

nen[164, 166,1671 

gen und die Bildung von a) MH' 12360 

d.. ,1...,_ unspezifischen Clusterio- 
nen oder Matrixaddukten 

- generell beobachtete ~ 

Bildung unspezifischer 
Aggregate ist in Abbil- 
dung21 am Beispiel der 
UV - MALDI - Spektren 
von Cytochrom C und ei- 
nem IgG-Antikorper dar- 
gestellt['l]. Beide Spek- 

Peaks der einfach und rnlz __t 

doppelt geladenen Mole- 
kclionen der proteine we- 
niger intensive Peaks fur 
dimere und trimere Asso- 
ziate ohne Bezug zu einer 
Quartarstruktur. Die Pro- 
ben werden meist in eine stark saure Matrixsubstanz mit geeig- 
neten Absorptionseigenschaften eingebettet (z.B. Benzoe- und 
Zimtsaurederivate fur die UV-MALDI-MS)[161. 16'], Unter 
diesen Bedingungen ist generell eine vollstandige Denaturierung 
von Proteinstrukturen und eine Dissoziation spezifischer Wech- 
selwirkungen zu erwarten. Dementsprechend wurden bei ersten 
Versuchen zur Charakterisierung nichtkovalenter Komplexe 
entweder keine reproduzierbaren Ergebnisse erzielt oder aus- 
schlieI3lich Dissoziationsprodukte nachgewiesen (z.B. bei HBm- 
p r ~ t e i n e n [ ' ~ ~ ~ ) [ ' ~ * " ~  ''I. Eine Reihe von Matrixsubstanzen zur 
Kristallisation aus wal3rigen Losungen im pH-Bereich von 2-8 
wurde fur die UV-MALDI-MS entwickelt" 711, jedoch noch 
nicht an supramolekularen Komplexen getestet. Zur Charakte- 
risierung von nichtkovalenten Wechselwirkungen ist die IR- 
MALDI-MS rnit flussigen Matrixsubstanzen aufgrund ihrer 
milden Desorptionsbedingungen[' moglicherweise aussichts- 
reicher als die Analyse von (kristallinen) Festsubstanzen: inter- 
essant ist in diesem Zusammenhang der Nachweis von vielfach 
geladenen Ionen in IR-MALDI-Massenspektren, 2.B. bei Im- 
munglobulinen['6 'I. Zusammenfassend ist festzustellen, dal3 
trotz einzelner Beobachtungen von spezifischen Komplex-Ionen 
(z.B. beim Ionenkanalprotein Porinf'611) eine rnogliche Eignung 
der MALDI-MS fur die Analyse supramolekularer Komplexe 
bisher noch ungeklart ist. Fur die weitere Entwicklung sind die 
Aufklarung von Matrixchemie und Desorptionsmechanismus 
von entscheidender Bedeutung. 

entgegen[161. 168% 1691 ~i~ 
M H:' 

1 

10000 20000 

b) M+ 149150 u M3' 2M3' 3 ~ 2 +  2M' 

tren zeigen neben den 100000 200000 

Abb. 21. UV-MALDI-Massenspektren a) 
von Schweine-Cytochrom C (337 nm; Ma- 
trix 2,5-Dihydroxybenzoesiure). b) vom 
monoklonalen IgG-Antikorper (Maus) ge- 
gen Human-Lymphokin (266 nm: Matrix 
Nicotinsaure) (aus Lit. [I l l) .  

6. Zusammenfassung und Ausblick 

Obwohl erst seit wenigen Jahren zur Molekulargewichts- und 
Primarstrukturanalyse von Biopolymeren eingefiihrt, zeichnet 
sich rnit der ESI-MS erstmals eine massenspektrometrische Me- 
thode ab, die - iiber die Primarstrukturebene hinaus - Informa- 
tionen iiber Tertiarstrukturzustande in Losung liefern kann und 
die Charakterisierung spezifischer nichtkovalenter Wechselwir- 
kungen von Makromolekulen ermoglicht. Die bereits erfolg- 
reich durchgefuhrten Anwendungen eroffnen neue Perspektiven 
fur eine direkte Analyse von supramolekularen Komplexen und 
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fur eine direkte Analyse von supramolekularen Komplexen und 
molekularen Erkennungsprozessen in Makromolekiilen. Dar- 
iiber hinaus zeigen die bisherigen Arbeiten, da13 die ESI-massen- 
spektrometrische Identifizierung von Aufbau, molekularer Zu- 
sammensetzung und Bindungsspezifitat supramolekularer 
Komplexe komplementiire Aussagen zur Strukturanalyse mit 
spektroskopischen und rontgenographischen Methoden lie- 

Das bereits gezeigte Anwendungspotential scheint vielver- 
sprechend, obwohl fur die ESI-MS bisher - wie bei anderen 
schonenden Ionisierungsmethoden - kaum mehr als qualitative 
Modellvorstellungen zum Mechanismus von Ionenbildung und 
-transfer in die Gasphase v ~ r l i e g e n [ ~ ~ * ~ ~ -  1771. Wahrend der 
Nachweis von elektrostatischen Wechselwirkungen in Makro- 
molekulionen prinzipiell zu erwarten war[". ' 771, konnte eine 
vergleichbare Spezifitat auch bei Komplexen mit unterschiedli- 
chen Bindungsarten, z.B. Wasserstoffbriicken- und hydropho- 
ben Wechselwirkungen, nachgewiesen werden. Ferner mu13 be- 
riicksichtigt werden, da13 die bisherigen Untersuchungen nahezu 
ausschliefilich an hochgeladenen Ionen und bei niedriger Auf- 
losung durchgefiihrt wurden; instrumentelle Voraussetzungen 
zur Charakterisierung von Ionen supramolekularer Komplexe 
mit niedrigen Ladungszeiten liegen erst seit kurzem v0r1'~. l9 I .  

Die jiingst entwickelten ESI-Ionencyclotronresonanz(1CR)- 
Gerate[' 781 diirften besonders zur Identifizierung von Komplex- 
Ionen in hohen Massenbereichen und bei hoher Auflosung so- 
wie zur Charakterisierung der Gasphasenstruktur von Makro- 
Ionen geeignet sein. Eine Schlusselrolle kommt ferner der 
Weiterentwicklung der Probenzufiihrungssysteme zur Steue- 
rung der Komplexbildung (pH, Temperatur) in Losung sowie 
des ESI-Interface zur Steuerung der Desolvatisierungsbedin- 
gungen zu. Trotz der bereits nachgewiesenen Korrelation zwi- 
schen Losungsstrukturen und Ionehladungsstrukturen befindet 
sich die Charakterisierung von Makro-Ionen beim Ubergang 
aus der kondensierten Phase noch im Anfangsstadium. Die bis- 
herigen Arbeiten zeigen jedoch, da13 vor allem die Kombination 
von ESI-MS und NMR-Spektroskopie wertvolle Strukturaus- 
sagen liefert, zum Beispiel bei H/D-Austauschuntersuchun- 
gen [l"]. 

Analytisches Potential sowie Anwendungsgrenzen der ESI- 
Massenspektrometrie von supramolekularen Komplexen, ins- 
besondere hinsichtlich der quantitativen Charakterisierung von 
Komplexbildungsgleichgewichten, sind erst in Umrissen er- 
kennbar. Jedoch zeichnet sich bereits eine Reihe neuer Anwen- 
dungsgebiete ab, z.B. der Nachweis einer sequenzspezifischen 
Oligomerisierung von helicalen Polypeptiden['sol, die Charak- 
terisierung von Antigen-Antikorper-Komplexen[' 182], Un- 
tersuchungen von Enzym- und Rezeptor-Liganden-Wechselwir- 
kungen, von synthetischen kombinatorischen Peptidge- 
mischen" 831 und von synthetischen supramolekularen Komple- 
xen[184. l s 5 I .  Es ist zu erwarten, dab die fur analytische Zwecke 
weiterentwickelte ESI-MS in einem breiten interdisziplinaren 
Anwendungsbereich Interesse finden wird. 

Den an den beschriebenen Untersuchungen beteiligten Mitar- 
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