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1. Einleitung

Die Leistungsf�higkeit von Massenspektrometern wird
st�ndig verbessert. H�here Aufl�sung[1] und Empfindlich-
keit,[2] ein gr�ßerer dynamischer Messbereich[3] und verbes-
serte Ionenquellen[4, 5] haben die Untersuchung von Protei-
nen[6] und anderen Biomolek�len[7] deutlich vorangebracht.
Ungeachtet ihrer Leistungsf�higkeit k�nnen Massenspektro-
meter grunds�tzlich nur das Masse/Ladungs-Verh�ltnis und
die relative H�ufigkeit von Ionen bestimmen. �ber das Mo-
lekulargewicht des intakten Molek�ls, das an sich schon eine
wichtige Messgr�ße ist, hinaus liefern moderne Massen-
spektrometer normalerweise wesentlich mehr Informationen.
So l�sst sich aus dem Fragmentierungsmuster oft die Konsti-
tution der kovalenten Bindungen von großen und kleinen
Molek�len ableiten.[8] Auch nichtkovalente Wechselwirkun-
gen k�nnen zur Bestimmung der Quart�rstruktur[9] oder der
Terti�rstruktur von Proteinen in L�sung[10] untersucht wer-
den. Austauschreaktionen k�nnen Aufschluss �ber das Ver-
halten in der Gas- und in der Fl�ssigphase geben.[11–13] Die
Ionenbeweglichkeit kann bei der Massenspektrometrie in
verschiedener Weise f�r schnelle Trennungen genutzt wer-

den[14, 15] oder um in der Gasphase in-
takte Strukturen zu untersuchen.[16]

Mit Bildgebungsverfahren lassen sich
die r�umlichen Beziehungen zwischen
den Komponenten in komplexen Pro-
ben wie Geweben bestimmen.[17] Mas-
senspektrometrische Studien k�nnen
somit sehr verschiedene Erkenntnisse

liefern, auch wenn immer nur das Masse/Ladung-Verh�ltnis
und die relative H�ufigkeit gemessen werden.

Es ist nicht verwunderlich, dass Massenspektrometer
h�ufig mit Lasern gekoppelt wurden. Laser verschiedener
Gr�ßen, St�rken und Wellenl�ngen wurden in viele Ionen-
quellen eingebaut und zur Ionisierung, Dissoziation und zur
Spektroskopie verwendet.[18] Obwohl die Kombination von
UV-Lasern mit Massenspektrometern bereits eine lange
Geschichte hat,[19–21] die auch einige elegante Experimente
mit mehreren Lasern umfasst,[22,23] hat sich die Methode der
lasergest�tzten Photodissoziation erst in neuerer Zeit allge-
mein durchgesetzt. Fortschritte bei Lasern und in der Mas-
senspektrometrie haben die Kombination beider Felder zu
einer aufstrebenden Technik vorangetrieben, welche die
etablierten Methoden mit niederenergetischen Photonen er-
g�nzt.[24]

Ein Arbeitsgebiet, in dem die Massenspektrometrie nach
wie vor eine entscheidende Rolle spielt, ist die Proteomfor-
schung, wie in verschiedenen �bersichten im Einzelnen dar-
gestellt ist.[25–27] Die technischen und chemischen Herausfor-
derungen bei diesen Arbeiten liegen darin begr�ndet, dass
Proteine – ebenso wie ihre Umgebung – divers und komplex
sind. Die relativen H�ufigkeiten von Proteinen umfassen ei-
nen Bereich von mindestens 10 Gr�ßenordnungen.[28] Die
zwanzig nat�rlichen Aminos�uren bedingen eine erhebliche
chemische Diversit�t, doch ist diese klein im Vergleich zu
dem, was die posttranslationalen Modifikationen bereithal-

Die Auswertung aller Informationen in einem Proteom ist eine
Herausforderung f�r die chemische Analyse, doch winkt als Lohn ein
enormer Wissenszuwachs. Die Massenspektrometrie bietet eine ein-
malige Auswahl an Verfahren f�r verschiedene Ans�tze der Pro-
teomanalyse. Vor kurzem wurde gezeigt, dass man mit UV-Bestrah-
lung eine eindeutige Fragmentierung von Peptiden und Proteinen in-
duzieren kann. Dabei ist eine unspezifische Dissoziation ebenso
m�glich wie eine hochspezifische Dissoziation an k�nstlich einge-
f�hrten Chromophoren, nachdem diese ein Photon absorbiert haben.
Die Spezifit�t und Kontrollierbarkeit der Fragmentierung in solchen
Experimenten sind besser als bei anderen Fragmentierungsverfahren.
Von neuen Methoden, die auf dieser Technik beruhen, erwartet man
wichtige Beitr�ge zur Proteomforschung.
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ten. (Es gibt �ber 200 bekannte Modifikationen, die nicht aus
dem Genom abgeleitet werden k�nnen.[29]) Wenn man all
diese Isoformen ber�cksichtigt, ist die Zahl der Molek�le, die
betrachtet werden m�ssen, atemberaubend. Die schiere
Menge verlangt nach einer Methode, die sich in ein Hoch-
durchsatz-Format �berf�hren l�sst. Wenn man dies alles be-
r�cksichtigt, erscheint eine einzelne Technik oder Methode
nicht mehr ausreichend. Aktuelle Entwicklungen in der
Massenspektrometrie, in Kombination mit der Dissoziation
durch hochenergetische Photonen, haben die neuen L�-
sungsans�tze f�r verschiedene Probleme der Proteomanalyse
erm�glicht, die im Folgenden beschrieben werden.

2. Implementierung der Photodissoziation

Einfach ausgedr�ckt erfordert die Photodissoziations-
Massenspektrometrie (PD-MS), dass Ionen und Photonen
zur selben Zeit am selben Ort sind, damit die Ionen das Licht
absorbieren k�nnen. Diese Voraussetzung l�sst sich am
leichtesten mithilfe von „Fallen“ erf�llen, in denen die Ionen
f�r eine gewisse Zeit an einem bestimmten Ort gespeichert
werden. Dadurch wird die zeitliche Abstimmung des Laser-
pulses wesentlich erleichtert. Lineare Ionenfallen- und Io-
nencyclotronresonanz-Massenspektrometer sind besonders
gut f�r Photodissoziationsversuche geeignet, da ihr geome-
trischer Aufbau die Einkopplung eines Laserpulses erleich-
tert (Abbildung 1). F�r die PD k�nnen diesen Instrumente
einfach mit einem Quarzfenster versehen werden, ohne das
Massenspektrometer selbst abzuwandeln. Auch der Einsatz
von 3D-Quadrupol-Ionenfallen ist m�glich; dann sind aller-
dings Zugangs�ffnungen erforderlich. Diese werden meist
durch die Ringelektrode der Ionenfalle selbst gebohrt. Auch
Ionen, die nicht eingefangen werden, lassen sich dissoziieren,
doch sind die Anforderungen an die zeitliche Steuerung eines
solchen Experiments h�her, weil die Laser exakt in dem
Moment feuern m�ssen, in dem die Ionen die zug�ngliche
Region passieren. Außerdem m�ssen die Ionen gen�gend
komprimiert werden, damit es zwischen der gesamten Io-
nenpopulation und dem Laserpuls zu einer ausreichenden
�berlappung kommt.

Wellenl�ngen und Leistung unterscheiden sich f�r die
einzelnen Laser (Tabelle 1). Meist wird Licht der Wellenl�n-
gen 157, 193, 266 oder 355 nm genutzt. Licht der Wellenl�nge
157 nm muss �ber ein Vakuum zwischen Laser und Massen-
spektrometer eingekoppelt werden, um eine Absorption

durch die Luft zu vermeiden. Ein weiterer Parameter bei
vielen Ger�ten mit Ionenfalle ist der Zeitraum, der ben�tigt
wird, um die Falle zu f�llen. Viele Ger�te haben eine auto-
matische R�ckkopplungskontrolle, die die Sammelzeit so
variiert, dass eine ideale Zahl an Ionen eingefangen wird,
unabh�ngig davon, wie der Ionenstrom von der Quelle
schwankt. Dadurch kann sich die Zeit zum Auff�llen der Falle
laufend �ndern. Im Idealfall sollte der Laser f�r die PD dis-
kontinuierlich feuern, wobei die Wiederholungsrate an die
Sammelzeit der Ionenfalle angepasst ist. Die meisten Neo-
dym-dotierten Yttrium-Aluminium-Granat-Laser (Nd:YAG-
Laser) arbeiten unter diesen Bedingungen nicht besonders
gut; bei den in letzter Zeit entwickelten Lasern gibt es aller-
dings Ausnahmen.
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Abbildung 1. Allgemeiner Aufbau von Ionenfallen- und „on the fly“-
Photodissoziationsexperimenten.

Tabelle 1: Energien einiger wichtiger UV-Laser.

Laser l [nm] E [kJmol�1] E [eV]

F2-Excimer 157 762 7.9
ArF-Excimer 193 620 6.4
Nd:YAG (frequenzvervierfacht) 266 450 4.7
Nd:YAG (frequenzverdreifacht) 355 337 3.5
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Neben der Ausr�stung erfordert die PD im UV-Bereich
auch einen passenden Chromophor im Ion. Versuche bei
193 nm, und vor allem bei 157 nm, vermeiden diese Ein-
schr�nkung wegen der zahlreichen Absorptionslinien in die-
sem Wellenl�ngenbereich. Bei 266 nm zeigen nur Tryptophan
und Tyrosin eine gewisse Absorption. Peptide, die diese Reste
nicht enthalten, absorbieren nicht nennenswert. Praktisch
keine Absorption gibt es ohne einen zus�tzlichen Chromo-
phor bei 355 nm. Jedes der beiden spektralen Fenster bietet
seine Vorteile: Bei k�rzeren Wellenl�ngen werden k�nstliche
Chromophore �berfl�ssig; bei l�ngeren Wellenl�ngen dage-
gen werden Versuche m�glich, bei denen Ort und Art der
Energieabgabe genau einstellbar sind. M�gliche Fragmen-
tierungsprozesse, die hier diskutiert werden, sind in Abbil-
dung 2 skizziert.

3. Anwendungen in der Proteomanalyse

Wie im ersten Abschnitt bereits erw�hnt wurde, h�lt die
Proteomforschung viele experimentelle Herausforderungen
bereit. UV-PD bietet gegen�ber anderen Fragmentierungs-
techniken verschiedene Vorteile: Beispielsweise wird die
Energie um Gr�ßenordnungen schneller �bertragen. Sogar
niederenergetische PD-Methoden wie Infrarot-Multiphoto-
nendissoziation (IRMPD) ben�tigen meist nur Millisekun-
den,[24,30] und UV-PD spielt sich im Nano- bis Mikrosekun-
denbereich ab. Direkte Dissoziationen sind viel schneller. Die
hohe Geschwindigkeit ist immer dann von Vorteil, wenn eine
Methode an eine Hochdurchsatz-Anwendung angepasst wird,
weil mehr Daten in k�rzerer Zeit erfasst werden k�nnen. In
einem Ger�t mit Ionenfalle k�nnten etwa w�hrend einer
einst�ndigen Fl�ssigchromatographie zus�tzlich 1800 Peaks
untersucht werden. Eine solche Geschwindigkeit bringt in
manchen instrumentellen Konfigurationen noch zus�tzliche
Vorteile, so zum Beispiel bei TOF-TOF-MS, wo die Zeit f�r

die Fragmentierung einen gr�ßeren Anteil der Gesamtzeit f�r
einen Durchlauf ausmacht. Die Effizienz l�sst sich in diesem
Fall um eine Gr�ßenordnung oder mehr steigern. Ein weite-
rer Vorteil bei manchen UV-PD-Experimenten ist der ge-
zielte Energieeintrag. Man kann die Spezifit�t der Photon-
Chromophor-Wechselwirkung nutzen, um den Ort und Be-
trag der auf das Molek�l �bertragenen Energie vorzugeben.
Dies erm�glicht gezielte Dissoziationsexperimente, die mit
anderen Methoden nicht gelingen.

3.1. Alternative Sequenzierungsverfahren
3.1.1. Direkte Absorption durch Bindungen

Kurzwellige Laser k�nnen das Peptidr�ckgrat direkt an-
regen, wodurch geeignete Seitenketten oder angeh�ngte
Chromophore �berfl�ssig werden.[31–35] Die Fragmentierung
kann dann nach mindestens zwei Mechanismen verlaufen.
Beim ersten wird die Energie intern in Schwingungszust�nde
umgewandelt, aus denen heraus eine Fragmentierung in den
elektronischen Grundzustand stattfindet. Die so erzielte
Fragmentierung sollte derjenigen �hneln, die sich bei stoß-
induzierter Dissoziation (collision-induced dissociation,
CID), IRMPD oder anderen statistischen Dissoziationsver-
fahren ergibt. Interessanterweise erh�lt man bei PD mit
kurzwelligen Lasern ein anderes Fragmentierungsmuster, und
viele Fragmente, die man findet, werden durch CID norma-
lerweise nicht gebildet. Insbesondere werden viele x- oder a-
Ionen gebildet, je nachdem, wo die Ladung im Peptid loka-
lisiert ist. Relevante Strukturen und die Standardnomenkla-
tur sind in Schema 1 zusammengestellt.[36,37] Reilly und Mit-
arbeiter f�hrten diese nichtstatistischen Produkte auf eine
direkte oder schnelle Dissoziation im angeregten Zustand
zur�ck. Zun�chst vermutete man, dass diese Dissoziation nur
bei 157 nm abl�uft,[38] doch in anderen Versuchen bei 193 nm
entstand ein �hnliches Fragmentmuster.[34, 19] Das Zeitfenster

Abbildung 2. Vereinfachte Darstellung der Energieabsorption und der
Fragmentierungswege bei der PD. Die Absorption (durchgezogene Li-
nie) der Energie eines Photons f�hrt zur Anregung in einen h�heren
elektronischen Zustand. Die Kopplung an einen antibindenden Zu-
stand (gepunktete Linie) verursacht die sofortige Dissoziation. An-
sonsten kommt es zur statistischen Umverteilung der Energie auf ver-
schiedene Schwingungsmoden. Dieser Vorgang kann einer unimoleku-
laren Dissoziation im elektronischen Grundzustand vorausgehen.

Schema 1. Standardnomenklatur der Fragmentierungen und zugeh�ri-
ge Strukturen.[36, 37]
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f�r die Beobachtung ist in diesen Experimenten entschei-
dend. Die charakteristische Fragmentierung dominiert in den
ersten Mikrosekunden, w�hrend das Fragmentmuster nach
einigen Millisekunden mehr demjenigen der CID �hnelt. Die
v-, w- und d-Ionen, die in diesen Versuchen auftauchen, lassen
auch R�ckschl�sse auf die Seitenketten zu. Wegen des Ver-
lusts der Seitenkette, der so bei der CID oder anderen sta-
tistischen Fragmentierungsverfahren nicht vorkommt, kann
PD einfach zwischen Leucin und Isoleucin unterscheiden
(Abbildung 3). Insgesamt liefert UV-PD n�tzliche Sequenz-
informationen, die Ergebnisse aus anderen Verfahren er-
g�nzen. Dieser Ansatz wurde k�rzlich ausf�hrlich darge-
stellt.[39]

3.1.2. Nichtkovalentes Anbringen von Chromophoren

Photonen mit Wellenl�ngen �ber 193 nm werden von
Peptiden und Proteinen nur schwach absorbiert, weil ihnen
Chromophore f�r diese Wellenl�ngen weitgehend fehlen.
Dieses Problem l�sst sich zwar durch kovalente Kupplung mit
geeigneten Chromophoren beheben, doch ist dieser Ansatz
wegen der zus�tzlichen chemischen Umsetzungen oft un-
praktisch. Eine Alternative stellt das Anbringen eines Chro-
mophors �ber nichtkovalente Wechselwirkungen dar. In
diesem Fall muss man nur die entsprechenden Verbindungen
vor der Analyse zur Probenl�sung geben. Zwei Beispiele f�r
solche Verbindungen finden sich in Abbildung 4. Dieses Ex-
periment widerspricht der Intuition, denn einerseits muss
Energie vom Chromophor adsorbiert, in Schwingungsenergie
umgewandelt und dann auf das Biomolek�l �bertragen wer-
den, bevor die nichtkovalente Einheit zerbricht. Andererseits
muss die �bertragene Energie aber ausreichen, um kovalente
Bindungen zu brechen. Und doch konnte die Effizienz dieser
Strategie von zwei Arbeitsgruppen anhand von unterschied-
lichen Verbindungen gezeigt werden.[40, 41] Als Beispiel ist in
Abbildung 4c ein Spektrum mit umfangreicher Fragmentie-
rung gezeigt. Ein Schl�sselelement ist eine vielz�hnige
nichtkovalente Wechselwirkung; dadurch ist die Wahr-
scheinlichkeit der gleichzeitigen Anregung aller nichtkova-
lenten Bindungen vor einer nennenswerten Energie�bertra-
gung verringert.

3.1.3. Femtosekunden-Fragmentierung

Aktuelle Untersuchungen mit einem Titan-Saphir-
Femtosekundenlaser bei 800 nm sind in diesem Zusammen-
hang ebenfalls von Interesse.[42] Diese Wellenl�nge liegt zwar
nicht im UV-Bereich, doch das in den Experimenten beob-
achtete Fragmentierungsverhalten �hnelte viel mehr demje-
nigen bei UV-PD[23] als bei IRMPD. Da außerdem keine
Peptid-Chromophore in diesem Spektralbereich absorbieren,
findet wahrscheinlich eine nichtlineare Absorption statt. Aus
Gr�nden der Energetik m�ssen zudem mehrere Photonen
absorbiert werden. In diesen Versuchen werden betr�chtliche
Mengen an direkt beobachtbarem photoionisiertem Peptid
und davon abgeleiteten Fragmenten erzeugt (Abbildung 5).
Dem photoionisierten Peptid fehlt Wasserstoff; es hat die
gleiche Masse wie die Peptidradikale, die in Abschnitt 3.3
diskutiert werden. Es ist nicht �berraschend, dass viele der in
diesen Versuchen beobachteten Produkte ebenfalls denen
�hneln, die in Abschnitt 3.3 beschrieben werden. Auch an-
dere Fragmente, �hnlich denen, die durch kurzwellige UV-PD
erzeugt wurden (siehe Abschnitt 3.1.1), wurden beobachtet

Abbildung 3. Ein PD-Spektrum, aufgenommen bei 157 nm, zeigt die
vollst�ndige Sequenzabdeckung durch die x-Ionenserie. Leucin l�sst
sich von der isobaren Aminos�ure Isoleucin durch die charakteristi-
sche Massenverschiebung zwischen x3 und w3 (*) unterscheiden. Ver-
�ndert nach Lit. [31] und mit freundlicher Genehmigung abgedruckt.

Abbildung 4. Die nichtkovalente Anbindung eines UV-Chromophors,
z.B. �ber a) Naphthoyl-[18]Krone-6-Ether (NC) oder b) [18]Krone-6-di-
pyrrolylchinoxalin, erleichtert die schnelle �bertragung von Energie auf
das Peptid. c) Das Fragmentierungsmuster ist identisch mit demjeni-
gen nach stoßinduzierter Dissoziation, die UV-PD l�uft allerdings viel
schneller ab. Ver�ndert nach Lit. [40] und [41] und mit freundlicher Ge-
nehmigung abgedruckt.

Abbildung 5. Massenspektrum von Angiotensin II nach Femtosekun-
denlaser-induzierter Dissoziation bei 800 nm (fs-LID MS/MS). Die
Fragmentierung des Peptidr�ckgrats stimmt mit der Dissoziation von
[M+H]2+C und anderen hochenergetischen Fragmentierungsprozessen
�berein. Ver�ndert nach Lit. [42] und mit freundlicher Genehmigung
abgedruckt.
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(so die w- und a-Ionen). Vermutlich laufen bei diesen Expe-
rimenten mehrere verschiedene Prozesse ab. Um die exakten
Mechanismen zu verstehen, sind zwar noch weitere Daten
erforderlich, es steht jedoch schon fest, dass mithilfe von
kurzen Pulsen mit hoher Intensit�t die Fragmentierung auf-
gekl�rt werden kann, wie dies in fr�heren Versuchen mit
Femtosekundenpulsen gelang.[23]

3.2. Selektive Fragmentierung
3.2.1. Angeh�ngte Chromophore als Opfersubstrate

Ein Vorteil der UV-PD ist, dass bei gewissen Wellenl�n-
gen passende Chromophore fehlen. So ist die Absorption
durch native Peptide und Proteine bei 355 nm minimal. Wil-
son und Brodbelt nutzten dies, um die Fragmentierung in
modifizierten Peptiden zu steuern.[43] Dazu wurde ein Pepti-
dende mit einem Chromophor derivatisiert, der bei 355 nm
absorbiert. Die interne Umwandlung der urspr�nglichen
photonischen Anregungsenergie in Schwingungsenergie
f�hrte zur Fragmentierung des Peptids. Entscheidend bei
diesen Experimenten war, dass Fragmente, die den Chro-
mophor nicht enthielten, keine weitere Energie absorbieren
und daher leicht nachgewiesen werden konnten. Die Frag-
mente, die den Chromophor enthielten, absorbierten dagegen
weiterhin Photonen und wurden entsprechend weiter frag-
mentiert – bis zu dem Punkt, an dem sie nicht mehr nachge-
wiesen werden konnten. Auf diese Art wird eine Serie von
Ionen erzeugt, die von dem vom Chromophor entfernten
Molek�lende stammt und die einfach ausgewertet werden
kann, ohne dass komplizierte komplement�re Paare dies er-
schweren (Abbildung 6). Durch die selektive Fragmentierung
lassen sich somit unerw�nschte Ionen eliminieren. Dies ist
nur aufgrund der hohen Spezifit�t der Photon-Chromophor-
Wechselwirkung m�glich. �hnliche Ergebnisse wurden bei
266 nm beobachtet, obwohl in diesem Fall die Absorption
durch native Chromophore st�ren kann.[44]

3.2.2. Spaltung von Disulfidbr�cken

Disulfidbr�cken sind von entscheidender Bedeutung f�r
Struktur und Stabilit�t von Proteinen und Peptiden, bei der
Massenspektrometrie sind sie allerdings ausgesprochen st�-
rend. Sie bilden innerhalb der Proteine cyclische Elemente
und komplizieren dadurch die Sequenzanalyse. Die �bliche
Methode, um dieses Problem zu l�sen, sieht vor, alle Disul-
fidbr�cken durch Reduktion und Alkylierung zu entfernen.
Dies erfordert jedoch einen weiteren chemischen Schritt in
L�sung, und es besteht die Gefahr einer unvollst�ndigen
Alkylierung. Zubarev und Mitarbeiter leiteten mit UV-Licht
bei 157 nm die selektive Spaltung der Disulfidbr�cken ein, da
diese bei der verwendeten Wellenl�nge stark absorbieren.[45]

Gebrochen werden intra- und intermolekulare Disulfidbr�-
cken. Diese Fragmentierung ergibt meist die gr�ßten Peaks
im Spektrum. Das Verfahren erfordert auch viel weniger Zeit
als Ans�tze in L�sung. Die wichtigste Einschr�nkung ist, dass
wegen der Absorption durch das Peptidr�ckgrat weitere
Fragmente entstehen, was die Empfindlichkeit vor allem bei
gr�ßeren Systemen begrenzt. Kleine Molek�le kann man mit

diesem Verfahren jedoch effizient fragmentieren und se-
quenzieren (Abbildung 7).

3.3. Initiation durch Radikale

Besondere Aufmerksamkeit haben Methoden erfahren,
bei denen Elektronen zur Fragmentierung verwendet werden,
vor allem Elektroneneinfang-Dissoziation (electron-capture
dissociation, ECD)[46] und Elektronentransfer-Dissoziation

Abbildung 6. UV-PD (bei 355 nm) von Peptiden, die zuvor kovalent
am N-Terminus mit einem UV-absorbierenden Chromophor markiert
wurden, f�hrt selektiv zum Zerfall der b-Ionen. a) F�r drei repr�senta-
tive Peptide ist der Vergleich von Fragmentionen gezeigt, die durch
CID und UV-PD erzeugt wurden. b) UV-PD des modifizierten Peptids
LQVQLSIR. Wenn nur eine Fragmentionenart vorliegt, ist eine De-no-
vo-Sequenzierung m�glich. Ver�ndert nach Lit. [43] und mit freundli-
cher Genehmigung abgedruckt. d= 7-Amino-4-methylcumarin-3-essig-
s�ure; * Vorl�uferion.

Abbildung 7. Disulfidbr�cken verringern die Fragmentierungseffizienz
und werden daher vor der MS-Analyse meist reduziert. Durch UV-PD
lassen sich Disulfidbr�cken selektiv spalten. Mit einer Kombination
von UV-PD und stoßaktivierter Dissoziation (CAD) ließ sich bei drei
Peptiden mit Disulfidbr�cken fast die gesamte Sequenz aufkl�ren. Ver-
�ndert nach Lit. [45] und abgedruckt mit freundlicher Genehmigung.
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(ETD).[47] Obwohl die exakten Mechanismen bei der Frag-
mentierung durch diese Methoden noch untersucht wer-
den,[48,49] steht fest, dass Radikale beteiligt sind, denn in bei-
den F�llen werden Verbindungen mit ungerader Elektro-
nenzahl erzeugt. Selektivit�tsprobleme entstehen bei der
Erzeugung von Radikalen mithilfe von Elektronen daraus,
dass weder das Elektron noch die beim Einfang freigesetzte
Energie auf eine bestimmte Bindung gerichtet werden k�n-
nen. Aus diesen und anderen Gr�nden wurde nach alterna-
tiven Verfahren f�r die Radikalerzeugung gesucht.[50, 51] Mit
UV-PD lassen sich Peptid- oder Proteinradikale in guter
Ausbeute und pr�zise kontrollierbar erhalten.

Die photochemischen Prozesse bei der Radikalerzeugung
mit PD unterscheiden sich grundlegend von denjenigen bei
Standard-UV-PD-Experimenten. Zum Beispiel sind C-I- und
C-S-Bindungen nach Absorption eines UV-Photons einer
direkten Fragmentierung zug�nglich.[52,53] Bei der homolyti-
schen Spaltung im angeregten Zustand entstehen sofort Ra-
dikale (gepunktete Linie in Abbildung 2). Iodverbindungen
k�nnen UV-Licht zwar direkt absorbieren, doch wird die
Effizienz der Fragmentierung von C-I- und C-S-Bindungen
durch direkte Kupplung an einen geeigneten Chromophor
deutlich gesteigert. Die Energie, die vom Chromophor ab-
sorbiert wird, wird effizient in den dissoziativen Zustand
eingekoppelt. Auf diese Weise kann Energie wirksam auf eine
bestimmte Stelle �bertragen werden, um dort das Radikal zu
bilden. C-I-Bindungen k�nnen einfach durch Iodierung von
Tyrosin in Proteine und Peptide eingef�hrt werden, und C-S-
Bindungen lassen sich an Cystein- oder phosphorylierten
Serin- oder Threoninresten einbauen. Beide Methoden wer-
den im Folgenden beschrieben.

3.3.1. Das ganze Proteinmolek�l als Radikal

Die Iodierung von Proteinen und Peptiden in L�sung er-
folgt bevorzugt an Tyrosinresten und ist in ganzen Protein-
molek�len weitgehend selektiv f�r die am st�rksten expo-
nierten Reste.[54] Unter sorgf�ltig kontrollierten Reaktions-
bedingungen k�nnen �berwiegend einfach iodierte Proteine
erhalten werden, bei denen sich der Iodsubstituent bevorzugt
an einem einzelnen Tyrosinrest befindet. Bei anschließender
Aktivierung mit Photonen der Wellenl�nge 266 nm entsteht
in guter Ausbeute ein Radikal an diesem Tyrosinrest (Ab-
bildung 8 a,b)[55] Die Stoßaktivierung dieser radikalischen
Verbindung f�hrt zur Fragmentierung haupts�chlich in der
Nachbarschaft des Radikals (Abbildung 8a,c). Die Frag-
mentierung am Tyrosinrest und an benachbarten Prolinresten
fand besonders h�ufig statt. Eine dermaßen gesteuerte, se-
lektive Fragmentierung eines ganzen Proteins konnte zuvor
noch nicht beobachtet werden. Außerdem ließ sich zeigen,
dass die Analysedauer f�r Proteomdaten um mehrere Gr�-
ßenordnungen verk�rzt werden kann, wenn die Fragmentie-
rungspositionen vorgegeben und die Zahl der Fragmente auf
diese Weise eingeschr�nkt werden k�nnen. Die Effizienz wird
verbessert, denn der Informationsgehalt der Daten nimmt zu,
wenn die Ergebnisse vorhersagbar sind. Dieser Ansatz wurde
zwar noch nicht in einem Hochdurchsatz-Versuch getestet, er
verspricht jedoch erhebliche Vorteile gegen�ber g�ngigen
Methoden.

3.3.2. Identifizierung von Phosphorylierungen

Die Identifizierung posttranslationaler Modifikationen
(PTMs) bleibt eine wichtige Aufgabe bei allen Proteomun-
tersuchungen.[29] Auch wenn PTMs in einem Versuch nicht
spezifisch untersucht werden, m�ssen sie stets in Betracht
gezogen werden, weil sie die Auswertung der Daten kompli-
zieren k�nnen. Wie zuvor gezeigt wurde, kann die spezifische
Photon-Chromophor-Wechselwirkung eine gezielte Energie-
�bertragung erm�glichen, wie sie mit anderen Fragmentie-
rungsverfahren nicht m�glich ist. Bez�glich der PTMs bietet
die Phosphorylierung an Threonin- und Serinresten einen
ausgezeichneten Ansatzpunkt f�r die spezifische Derivati-
sierung.[56] Indem man das Phosphat eliminiert und einen
Chromophor mit einer C-S-Bindung einf�hrt, kann man ge-
nau an dieser Stelle photochemisch ein Radikal zur Frag-
mentierung des Peptidr�ckgrats erzeugen. Die Photoakti-
vierung des modifizierten Peptids f�hrt also gezielt zu einem
Bindungsbruch am Ort der Modifikation.[57] Dieser Ansatz
vereinfacht nicht nur die Datenauswertung, sondern er erh�ht
auch die Empfindlichkeit enorm, weil deutlich weniger Peaks
beobachtet werden. Bei einem Peptid mit 20 Aminos�ure-
resten w�rde man beispielsweise mit ECD/ETD etwa 40
Fragmente erwarten, w�hrend das PD-Experiment nur zwei
oder drei Fragmente liefert. Spektren von Proben, die diesen

Abbildung 8. a) Das Konzept der selektiven Fragmentierung in einem
ganzen Protein. b) UV-PD iodmarkierter Proteine erzeugt spezifisch ein
Radikal an der Stelle der Tyrosin-Seitenkette. c) CID des Radikals f�hrt
zu einer Fragmentierung des Peptidr�ckgrats in der N�he des modifi-
zierten Tyrosinrests (Tyr74). CytC = Cytochrom c.
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Unterschied verdeutlichen, sind f�r ein kleineres Peptid in
Abbildung 9 gezeigt. Die relevante Information in Abbil-
dung 9b ist im gr�ßten Peak des Spektrums enthalten, und
beinahe die gesamte Fragmentintensit�t identifiziert die
Phosphorylierungsstelle. Die UV-PD in der Gasphase ist
daher um fast eine Gr�ßenordnung empfindlicher als ge-
w�hnliche Ans�tze. Außerdem konnte nachgewiesen werden,
dass die Identifizierung der Phosphorylierungsstelle mit die-
ser Methode viel verl�sslicher ist als mit der l�nger genutzten
CID-Methode.

Mit einem v�llig anderen Ansatz konnten Dugourd und
Mitarbeiter zeigen, dass man mit UV-PD auch Radikalanio-
nen erzeugen kann.[58] In ihren Experimenten wurde durch
Laserbestrahlung eines dianionischen Phosphopeptids mit
Licht der Wellenl�nge 262 nm ein Elektron abgespalten. Die
anschließende Stoßaktivierung des anionischen Radikal-
peptids ergab eine Serie von a- und x-Fragmenten und Ver-
luste von Seitenketten einschließlich dem Verlust der labilen
Phosphatgruppe (Abbildung 10). Die Phosphatgruppe blieb
allerdings meist an den Fragmenten des Peptidr�ckgrats ge-
bunden, wodurch sich die Phosphorylierungsposition festle-
gen ließ. Obwohl dieser Ansatz unspezifisch ist, scheint die
Einf�hrung des Radikals die Schwelle f�r die Fragmentierung
des R�ckgrats zu senken, sodass sie energetisch mit dem
Verlust der Phosphatgruppe vergleichbar ist.

3.3.3. Nichtkovalente Radikalerzeugung

Im Idealfall sollte die Erzeugung radikalischer Peptide
ohne vorherige Derivatisierung in L�sung ablaufen. Ein
�hnlicher Ansatz wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben kann
auch zur Erzeugung radikalischer Peptide und Proteine die-

nen, allerdings nur in Kombination mit PD.[59] Eine photola-
bile Radikalvorstufe wie die Iodnaphthyl-Gruppe wird an
einen nichtkovalenten �bertr�ger wie [18]Krone-6 gekup-
pelt. Nach der Photoaktivierung kann der Radikalcharakter
durch Wasserstoffatomtranfer auf das komplexierte Peptid
�bertragen werden. Bei der anschließenden Stoßaktivierung
wird der Radikal�bertr�ger entfernt, und das Peptidradikal
bleibt zur�ck. �hnliche Versuche, diese Methode mit der
CID-Aktivierung der urspr�nglichen Radikalvorstufe zu
kombinieren, scheiterten. In diesem Fall wurde das Radikal
statistisch erzeugt, wobei die nichtkovalenten Bindungen
meist vor der Bildung des Radikals brachen. Ein interessantes
Ergebnis, das sich bei der Untersuchung einer Gruppe solcher
Peptidradikale mit Wasserstoffmangel ergab, ist, dass solche
Molek�le nach Fragmentierung des R�ckgrats an Stellen mit
verst�rkter b-Radikal-Stabilit�t bevorzugt a-Ionen bilden
(Abbildung 11). Vor allem aromatische Reste einschließlich
Histidin sind bevorzugte Stellen f�r eine derartige Fragmen-
tierung. Das verst�rkte Vorkommen dieser Ionen in anderen
PD-Experimenten kann auf die Rolle der Photoionisation bei
der Erzeugung von Wasserstoffmangel-Radikalen hinweisen.

Abbildung 9. ECD (oben) und radikalgesteuerte Dissoziation (RDD,
unten); die Spektren des Phosphopeptids CTTSsFKK zeigen, dass mit
beiden Verfahren die Phosphorylierungsstelle korrekt identifiziert wer-
den kann. RDD ist dabei �berlegen hinsichtlich der Fragmentierungs-
effizienz (Ausbeute und Selektivit�t), was bei Phosphopeptiden in
niedrigen Konzentrationen wichtig wird. Das untere Spektrum wurde
ver�ndert aus Lit. [57] mit freundlicher Genehmigung �bernommen.

* Abspaltung von H3PO4.

Abbildung 10. UV-PD eines dreifach geladenen Phosphopeptidanions
l�st ein Elektron ab und erzeugt ein doppelt geladenes Radikal. Bei der
anschließenden Stoßaktivierung wird das Peptidr�ckgrat fragmentiert,
wobei die Phosphatgruppe erhalten bleibt. Die Fragmente erm�glichen
daher die Identifzierung der Phosphorylierungsstelle. Schl�sselfrag-
mente, mit deren Hilfe man Ser4 als Phosphorylierungsstelle festlegen
kann, sind eingekreist. Ver�ndert nach Lit. [58] und mit freundlicher
Genehmigung abgedruckt.

Abbildung 11. Ein Vergleich der berechneten Dissoziationsenergien von
Cb-H-Bindungen (Quadrate) mit radikalinduzierten Fragmentierungen
des Peptidr�ckgrats (Dreiecke) ergibt, dass die st�rkere Fragmentie-
rung des R�ckgrats mit einer niedrigeren Dissoziationsenergie der Cb-
H-Bindung (BDE) korreliert. Die radikalinduzierte Dissoziation des
R�ckgrats erfolgt am h�ufigsten bei Resten mit aromatischen oder al-
koholischen Seitenketten.
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4. Ausblick

Technische Fortschritte bei Massenspektrometrie und
Lasern werden der Forschung auch weiterhin neue Wege er-
�ffnen. Besonders lineare Ionenfallen, die preisg�nstig und
gut geeignet zur Kopplung mit Lasern sind, sind f�r die wei-
tere Entwicklung in diesem Bereich vielversprechend. Das
Ausmaß an Kontrolle und die Geschwindigkeit, die durch
UV-PD erreicht wurden, haben einzigartige neue Versuchs-
anordnungen erm�glicht, und wahrscheinlich werden weitere
Experimente auf dieser Grundlage entwickelt werden.

Unsere Arbeiten wurden von der NSF unter dem Aktenzeichen
CHE-0747481 gef�rdert.
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