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Die Massenspektrometrie (MS) wurde vor fast 100 Jahren
von Thomson und Aston[1] in den Cavendish Laboratories der
Cambridge University entwickelt. Urspr�nglich wurde die
Gasphase des so genannten „Massenspektrographs“ als Ver-
suchsumgebung f�r die Untersuchung des atomaren Aufbaus
verwendet, da hierbei keinerlei Wechselwirkungen zwischen
den Atomen st�rten. Ein Sprung ins Jahr 2010 zeigt, dass die
Gasphase immer noch die Umgebung der Wahl f�r detail-
lierte Strukturanalysen ist, besonders seit dem Aufkommen
der Elektrospray-Ionisierung (ESI)[2] und der dadurch ver-
besserten Anwendbarkeit auf Biomakromolek�le.

Der besondere Vorteil der ESI ist, dass sie sich f�r
hochmolekulare, schwerfl�chtige Systeme eignet, solange
diese l�slich sind. Durch diese so genannte „sanfte“ Methode
der Ionisierung werden komplexe, unsolvatisierte, biologi-
sche Molek�le ohne �berm�ßige Fragmentierung erhalten.
ESI-MS wird in der Postgenom�ra weitgehend zur Bestim-
mung der Prim�rstruktur von Proteinen verwendet, kann
aber auch Informationen �ber intramolekulare Wechselwir-
kungen und damit �ber die Proteinstruktur liefern. Die
Massenspektrometrie hat sich mittlerweile als eine leis-
tungsstarke Methode etabliert, mit der sich die St�chiometrie
sehr komplizierter Proteinkomplexe bestimmen und sich so-
gar der Aufbau[3] und die Zusammenlagerung der Unterein-
heiten[4] untersuchen l�sst. Es gibt naturgem�ß erhebliche
Kontroversen dar�ber, ob eine Fl�ssigphasenstruktur in der
l�sungsmittelfreien Umgebung eines Massenspektrometers in
ihrer Gesamtheit erhalten werden kann; allerdings k�nnen im
Falle großer, makromolekularer Systeme, die durch zahlrei-
che nichtkovalente Wechselwirkungen zusammengehalten
werden, viele makroskopische Eigenschaften der L�sungs-
struktur und sogar der aktiven In-vivo-Struktur beibehalten
werden. Als weitaus schwierigere Aufgabe entpuppt sich al-
lerdings die Beantwortung der Frage, wie genau und f�r wie
lange Strukturen auf atomarer Ebene stabil bleiben. Es fin-
den sich immer mehr Hinweise darauf, dass diese Informa-
tionen durch Gasphasenuntersuchungen erhalten werden
k�nnen[5] , und es k�nnte sogar sein, dass dynamische Vor-
g�nge, die mit der intrinsischen Stabilit�t h�her geordneter
Strukturen zusammenh�ngen, am ehesten mithilfe der Mas-
senspektrometrie aufgekl�rt werden k�nnen.

Breuker und Mitarbeiter haben Fourier-transformierte
Ionencyclotronresonanz-Massenspektrometrie (FT-ICR-MS)
eingesetzt, um das Dreihelixb�ndelprotein KIX zu untersu-
chen.[6] Als Produkte der ESI kommen Proteine in unter-
schiedlichen Ladungszust�nden vor. Im positiven Ionisie-
rungsmodus sind die Ladungstr�ger �blicherweise Protonen.
Das KIX-Protein liegt als Ion der Form [M+n H]n+ vor, wobei
n zwischen 7 und 16 liegt. Sobald das Protein im Grobvakuum
des Massenspektrometers vorliegt, wird es durch einen
Elektronenstrahl fragmentiert (Elektroneneinfangdissoziati-
on, ECD). Diese Methode ist nicht ergodisch, d.h., dass die
Energie zur Elektronenaufnahme lokal kompensiert wird,
was dazu f�hrt, dass die Spaltung schneller abl�uft als die
Schwingungsbewegungen der Bindungen. Folglich beeinflusst
die ECD nicht die Struktur der Peptide und Proteine. Sie
tendiert auch dazu, das R�ckgrat des zu analysierenden
Proteins selektiv zu spalten, wobei die Bindung zwischen dem
Amidstickstoffatom und dem a-Kohlenstoffatom gebrochen
wird. Dieser schnelle und gerichtete Spaltungsprozess kann
manchmal zur weitgehenden Fragmentierung des Proteins
f�hren, was zur Identifizierung und Lokalisierung von post-
translationalen Modifikationen verwendet werden kann.

Jeder Ladungszustand des KIX-Proteins erzeugt wegen
des Elektronenstrahls, dem er ausgesetzt ist, eine charakte-
ristische Signatur von Ionenfragmenten. In den Experimen-
ten von Breuker et al. wird ein bestimmter Ladungszustand
des Proteins isoliert, sodass dieser in der Ionenzelle des FT-
ICR-Massenspektrometers eingeschlossen ist. Anschließend
wird dieses Protein f�r einen definierten Zeitraum dem
Elektronenstrahl ausgesetzt, wodurch Fragmente des ausge-
w�hlten Ausgangsions entstehen und detektiert werden k�n-
nen. F�r die niedrigsten Ladungszust�nde n = 7–9 wird eine
sehr geringe Fragmentierung beobachtet, wogegen die Frag-
mentierung f�r Ionen mit 10 oder mehr �berschussprotonen
erheblich zunimmt. F�r jeden Ladungszustand werden ge-
ringf�gig verschiedene Ionenfragmentierungsmuster erhal-
ten. Deren Merkmale k�nnen, bezogen auf ihre Ladungs-
verteilung, in drei Bereiche unterteilt werden: n = 7–9, n = 10/
11 und n = 12–16. Es ist wahrscheinlich, dass in diesen drei
Regionen eine �hnliche Konformation vorliegt. Da nach jeder
ESI die Zahl der auf einem Protein befindlichen Protonen
steigt, w�chst auch die Wahrscheinlichkeit, dass diese Proto-
nen einander so nahe kommen, dass sie sich abstoßen und
damit eine durch Coulomb-Kr�fte angetriebene Entfaltung
des Proteins verursachen – ein Effekt, der durch Ionenmo-
bilit�tsmessungen sehr gut belegt ist.[7] Niedrige Ladungszu-
st�nde repr�sentieren sehr kompakte Konformationen des
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Proteins, h�chstwahrscheinlich immer noch mit einer Faltung
�hnlich der in L�sung, w�hrend diejenigen mit einer gr�ßeren
Zahl an Protonen eher durch elektrostatische Abstoßung
beeintr�chtigt werden und l�nglicher sind. Da die hier un-
tersuchten Ionen h�herer Ladungszust�nde aus denaturie-
renden L�sungen zerst�ubt werden, ist es m�glich, dass ihre
Gasphasenstrukturen denen in L�sung �hneln. Deshalb ist
die Kartierung der beobachteten Ionenfragmente auf die
L�sungsstruktur �ußerst aufschlussreich. Die detektierten
Fragmente werden aus Bereichen des Proteins kommen, die
keine nichtkovalenten Bindungen aufweisen; oder anders
ausgedr�ckt: aus Bereichen, die sich aus einer stabilen Fal-
tung l�sen oder denaturieren k�nnen.

Auf Grundlage der NMR-spektroskopisch aufgekl�rten
Struktur dieses Proteins in L�sung haben Breuker und Mit-
arbeiter postuliert, dass bis zu zehn Salzbr�cken gebildet
werden k�nnen, um die Struktur zu stabilisieren.[6] Solche
Salzbr�cken k�nnten wahrscheinlich die Struktur, wie sie in
L�sung vorliegt, als Folge der Dominanz elektrostatischer
Wechselwirkungen unter l�sungsmittelfreien Bedingungen
aufrechterhalten. Die Struktur besteht aus einem kompakten
B�ndel aus a-Helices, wobei der N-Terminus in nichtkova-
lentem Kontakt mit der a3-Helix steht. F�r das Ion mit n = 7
wird nur eine sehr geringe Fragmentierung beobachtet, was
darauf schließen l�sst, dass Ionen dieses Ladungszustandes
noch dieselbe Struktur wie in L�sung aufweisen. Breuker und
Mitarbeiter berichten, dass die geringe Zahl an Ionenfrag-
menten alle vom N-Terminus und nicht von der B�ndelregion
herr�hren, selbst bei vorhergehender Kollisionsaktivierung.
F�r das Ion mit n = 8 werden die Spaltprodukte der ECD von
den N-Termini der Helices a1 und a2 erhalten. Dies wurde
auf den Beginn einer partiellen Entfaltung (anders als beim
n = 7-Ion) zur�ckgef�hrt, wodurch die Helix a1 ihre Verbin-
dung mit dem B�ndel verliert und beginnt, sich von ihrem
ohnehin schon weniger strukturierten N-Terminus her zu
entfalten (Abbildung 1). Wird ein weiteres Proton hinzuge-
f�gt, um ein Ion mit n = 9 zu erhalten, kann eine st�rkere
Entfaltung der a1- und a2-Helices beobachtet werden. Viel
erheblichere Ver�nderungen findet man f�r Ionen der La-
dungszust�nde n = 10 und n = 11. Die erhaltenen Fragmente
gehen nun aus Bereichen hervor, aus denen die a2- und a3-
Helices entstammen, was darauf schließen l�sst, dass diese bei
den Ladungszust�nden n = 7–9 noch intakt sind, allerdings
unter st�rker denaturierenden Bedingungen keine definierten
Helices mehr sind. Fragmente aus der a3-Helix liegen nach
wie vor nur in geringen Mengen vor, was darauf schließen
l�sst, dass diese Helix teilweise erhalten bleibt, selbst in den
vorliegenden, hohen Ladungszust�nden. Nur bei Ionen mit
n = 12–16 wird eine wesentliche Menge an von der a3-Helix
stammenden Spaltprodukten erhalten. Die Bewertung der
Helixstabilit�t wurde �ber einen Vergleich der Fragmente aus
jedem der drei helikalen Bereiche vorgenommen, wobei die
Reihenfolge a3>a2>a1 f�r die Helixstabilit�ten erhalten
wurde. Diese Reihenfolge ist identisch mit derjenigen, die in
L�sung erhalten wird.[9]

Breuker et al.[6] zeigen weiterhin, dass der geringe Frag-
mentierungsgrad von n = 7-Ionen selbst bei deren vier Se-
kunden langem Einfangen vor Beginn der ECD gering bleibt.
Dies weist was darauf hin, dass die kompakte L�sungsstruk-

tur �ber einen betr�chtlichen Zeitraum erhalten bleibt, auch
wenn sie vorher einer Kollisionsaktivierung ausgesetzt wurde.
Die nichtkovalenten Wechselwirkungen innerhalb dieses
Drei-Helix-Proteins sind also stark genug, um den Verlust des
L�sungsmittels, und damit des hydrophoben Zusammenhalts,
zu kompensieren und die Proteinstruktur �ber einen langen
Zeitraum in einer l�sungsmittelfreien Umgebung aufrecht-
zuerhalten. Die postulierten Salzbr�cken m�ssen eine domi-
nante Rolle bei der Stabilisierung der Proteinstruktur in
Abwesenheit eines L�sungsmittels spielen. Sie w�ren in den
stabilsten Bereichen der Helix anzutreffen, wo die geringste
Fragmentierung auftritt. Außerdem gibt es wahrscheinlich
einen stabilisierenden Effekt durch die elektrischen Dipol-
momente jeder einzelnen Helix, der sowohl auf Ladungs-
Helix-Dipolwechselwirkungen als auch auf Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen zwischen den Helices zur�ckzuf�hren ist.
Eine Analyse der Ladungsdichte in L�sung zeigte, dass die
Stabilit�t der Helices gr�ßtenteils durch die Dichte der
Salzbr�cken bestimmt wird, wobei weitere elektrostatische
Wechselwirkungen �ber neutrale und ionische Wasserstoff-
br�cken sowie �ber Dipolwechselwirkungen zur Stabilisie-
rung beitragen.

Wie die Arbeit von Breuker et al. zeigt, liefert die Mas-
senspektrometrie Informationen sowohl �ber makroskopi-
sche Eigenschaften, die aus der Terti�rstruktur hervorgehen,
als auch �ber die Wechselwirkungen, die die Terti�rstruktur
aufbauen. Es k�nnte also nun einen neuen Weg geben, die
Struktur von Proteinen ermitteln. Bei der Aufl�sung von
Proteinstrukturen auf atomarer Ebene hatte die R�ntgen-
kristallographie lange Zeit eine Monopolstellung inne, aller-
dings kann sie keine der vielen Konformations�nderungen
erfassen, die w�hrend der Proteinfaltung auftreten, da es
praktisch unm�glich ist, Faltungsintermediate zu kristallisie-
ren. Des Weiteren lassen sich mit kristallographischen Tech-
niken keine vor�bergehenden Struktur�nderungen beobach-
ten, die sich aus der Aktivit�t des Proteins ergeben. Die

Abbildung 1. Struktur des KIX-Proteins[8] in w�ssriger L�sung bei
pH 5.5 und 27 8C (pdb-Code: 2AGH, Modell 1). Abbildung adaptiert
aus Lit. [6], um die Verringerung der Ordnung des Proteins in L�sung
als Resultat der ECD-Fragmentierung zusammenzufassen. Die Frag-
mentierungsmuster der Ionen mit n = 8–11 sprechen f�r einen Verlust
der Terti�rstruktur, im Unterschied zum Muster des n= 7-Ions.
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NMR-Spektroskopie hat hier einige Erfolge zu verzeichnen,
allerdings gibt es hier Einschr�nkungen bei der Charakteri-
sierung sehr schnell ablaufender Faltungsschritte. Die NMR-
Spektroskopie wird oft in Kombination mit Molek�ldyna-
miksimulationen eingesetzt. Dabei werden experimentell aus
langlebigen Zust�nden bestimmte Ausgangskoordinaten ge-
nutzt, um die Strukturintermediate kurzlebiger Zust�nde
abzuleiten. Computertechniken erleben einen Aufschwung
als Methode zur Terti�rstrukturaufkl�rung, allerdings wurde
das Hauptaugenmerk hier (zu recht) auf Modellsysteme ge-
richtet, und nur einige wenige „reale“ Systeme wurden durch
ausschließliche Verwendung von Computertechniken gel�st.

Massenspektrometrietechniken erm�glichen, wie Breu-
ker et al. demonstriert haben, die Bestimmung von Protein-
strukturen, die relevant f�r die jeweiligen Strukturen in L�-
sung sind, sowie die Untersuchung der Dynamik zwischen
Sekund�rstrukturelementen in Abwesenheit von jedwedem
L�sungsmittel.
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