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Massenspektrometrie in der Biologie fang

Moderne biomolekulare Massenspektrometrie und ihre
Bedeutung fiir die Erforschung der Struktur, der
Dynamik und des Aufbaus von Viren

Charlotte Uetrecht und Albert J. R. Heck*
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Massenspektrometrie und Strukturbiologie

E ntwickelt vor iiber einem Jahrhundert und beliebter denn je, findet
die Massenspektrometrie als analytisches Verfahren heute in beinahe
allen Bereichen der Naturwissenschaften Anwendung. Entwicklungen
in den letzten beiden Jahrzehnten ermoglichten die Erforschung von
Proteinen, sogar intakten Proteinkomplexen, und eine ernsthafte
Nutzung in der Strukturbiologie. In diesem Aufsatz beschreiben wir
die wachsende Bedeutung der Massenspektrometrie und ihrer techni-
schen Spielarten fiir die Strukturbiologie anhand einer ausfiihrlichen
Betrachtung der strukturellen Virologie. Wir gehen auf die Entwick-
lung der Massenspektrometrie zu einem Werkzeug ein, das einzigar-
tige Informationen iiber Struktur, Konformation, Topologie, Aufbau
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und Funktion von viralen Protein(komplex)en liefern kann, was
schliefilich in der direkten Analyse von intakten Viruskapsiden mit
einer Masse von mehreren Millionen Dalton gipfelt. Die Massen-
spektrometrie wird heute zur Bearbeitung weitreichender Fragen der
Virologie genutzt und hilft so z. B. zu kliren, wie Viren aufgebaut
werden und wie sie mit ihrem spezifischen Wirt interagieren.

1. Einleitung

Massenspektrometrie (MS) ist heute eine weitverbreitete
analytische Technik und wird von den meisten Forschern in
den Naturwissenschaften angewendet. Die technischen
Grundlagen fiir die MS wurden vor etwa 100 Jahren gelegt, als
Thomson und Aston unter den Ersten waren, die Partikel
unterschiedlicher Masse/Ladungs-Verhiltnisse (m/z) auf-
trennten und so Isotope von Edelgasen und anderen Ele-
menten entdeckten. Ein halbes Jahrhundert lang blieb die MS
primér den Physikern vorbehalten, mit teilweise zweifelhaf-
ten Anwendungen, da sie auch zur Anreicherung von Uran
fiir das Manhattan-Projekt genutzt wurde.) Um die 1960er
wurde die Technik vermehrt von Chemikern eingesetzt, z. B.
in der Olindustrie, um die chemische Natur von Komponen-
ten zu untersuchen, die in Aufbereitungsprozessen entstan-
den. Im Bereich der Chemie erlangte die MS schlieBlich be-
sonders bei der chemischen Analyse von unbekannten Stof-
fen Bedeutung (unterstiitzt durch die Kopplung mit Trenn-
techniken wie Gas- und Flissigchromatographie). Sie eta-
blierte sich auch als eigenstindiges Forschungsfeld,
organische MS genannt, das sich dem Studium von Struktur
und Fragmentationsmechanismen der Ionen sowie Ionen-
Molekiil-Reaktionen widmete.”

Bis in die 1980er gelang es nicht, grolere Molekiile als
intakte gasformige Ionen in das Vakuum des Massenspek-
trometers zu iiberfithren. Dieses entscheidende Nadelohr fiir
die Analyse wurde schrittweise durch neue Desorptions-
techniken iiberwunden und resultierte in der Einfithrung von
Matrix-unterstiitzter ~ Laser-Desorptions/Ionisations(MAL-
DI)-P und Elektrospray-Ionisations(ESI)-MS. Diese neuen
Tonisationsmethoden, zusammen mit bahnbrechenden Inno-
vationen in der Instrumentierung, eréffneten Anwendungen
vor allem in der Biologie, Nanotechnologie, Polymerwissen-
schaft und Medizin, aber auch auf vielen anderen Gebieten
der Naturwissenschaften.
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In den Lebens-/Biowissenschaften wurde die MS zur
Schliisseltechnik fiir die Peptidsequenzierung,” mit der die
Identitdt von Proteinen ermittelt werden kann. Die Ge-
schwindigkeit und Empfindlichkeit der MS ermoglichen die
qualitative und quantitative Analyse des Proteingehalts
ganzer Zellen oder Gewebe, heute als Proteomik bezeich-
net.) Ahnlich kann mit MS die chemische Analyse zur Kar-
tierung von Gehalten kleiner Molekiile in einer Zelle oder
Korperfliissigkeit durchgefiihrt werden, dementsprechend
Metabolomik genannt.”) Neue Desorptionstechniken und
spezielle, zweckgebundene Massenspektrometer, gekoppelt
mit bildgebenden Methoden, ermdoglichen sogar die MS-ba-
sierte  Abbildung von Stoffverteilungen (von Proteinen,
Neuropeptiden, Stoffwechselprodukten, Wirkstoffen) in
einem Gewebe oder Organell mithilfe positionsgenauer
Messungen.®! Weiterhin wurden Desorptionsverfahren unter
Umgebungsdruck eingefiihrt, um Oberflachen und Organis-
men direkt auf Molekiile hin abzutasten.!

Die Wichtigkeit von MALDI und ESI fiir die revolutio-
nidren Entwicklungen wurde durch die Vergabe des Nobel-
preises in Chemie an den kiirzlich verstorbenen John B. Fenn
und an Koichi Tanaka gewiirdigt. Erster betitelte seine No-
belvorlesung ,,Electrospray Wings for Molecular Elephants®
(Elektrosprayfliigel fiir molekulare Elefanten),' da ESI
(und MALDI) das verfiighare Massenregime fiir die MS
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mindestens um den Faktor 1000 erweiterten. Kurz nach der
Einfithrung von ESI wurde klar, dass nicht nur die Masse von
vollstindigen Proteinen, sondern auch ihre Tertidr- und
Quartérstruktur teilweise erhalten und daher analysiert
werden konnten. Dies wurde z.B. durch die frithe Entde-
ckung belegt, dass der nichtkovalente Komplex zwischen
Myoglobin und seinem Hadmkofaktor in der Gasphase intakt
bleiben kann."!! Bahnbrechende Arbeiten von Standing
et al.,'>" Smith, Loo et al.,'**! Robinson et al.'*'! und
unserer eigenen Gruppe®?!! im Bereich der MS von kom-
pletten makromolekularen Komplexen fiihrten zu einem
neuen, wichtigen Hilfsmittel fiir die Strukturbiologie, nun
,hative Massenspektrometrie“ genannt.*?

AuBler dem gut etablierten Peptidsequenzierungsansatz
und nativer MS gibt es noch viele weitere facettenreiche,
moderne Anwendungen, die fiir die Analyse von Proteinen
aus verschiedensten Blickwinkeln relevant sind. Besonders
H/D(Wasserstoff/Deuterium)-Austausch  und  chemische
Markierung von losungsmittelzugidnglichen Aminosduren in
Kombination mit MS oder Chemische-Vernetzungs-MS
konnen unser Wissen iiber die Beziehung zwischen Protein-
struktur und -funktion erweitern. In diesem Aufsatz be-
schreiben wir, wie solche massenspektrometrischen Metho-
den eingesetzt werden konnen, um unterschiedliche Aspekte
von Proteinstruktur und -funktion zu studieren. Dabei richten
wir das Hauptaugenmerk auf die biochemischen und bio-
physikalischen Eigenschaften von Viren und viralen Teilchen.

Viren sind ideale Modellsysteme, um den Aufbau von
Proteinkomplexen zu untersuchen, da die viralen Protein-
hiilsen — die Kapside — sogar in vitro ohne die Unterstiitzung
von Faltungshelfern (Chaperonen) hiufig die beeindrucken-
de Fahigkeit zur Selbstorganisation ihrer Faltung sowie ihres
Zusammenbaus aufweisen.’” AuBerdem zeichnet ihre na-
turgeméBe Eigenschaft, Material (das virale Genom) einzu-
kapseln, die Viruskapside als interessante Zielobjekte fiir
nanotechnologische Anwendungen aus, die weit iiber Medi-
kamentenverabreichung hinausreichen.?” Die detaillierte
biophysikalische und biochemische Charakterisierung des
Prozesses von Virusaufbau und -reifung ist entscheidend, da
solche Daten dazu genutzt werden konnten, einer viralen
Infektion entgegenzuwirken.” Technisch gesehen ist das
Studium des Virusaufbaus anspruchsvoll, da die gebildeten
Aggregate mitunter sehr grof sind. Dies behindert die klas-
sische Strukturuntersuchung mit Methoden wie Rontgen-
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kristallographie und NMR-Spektroskopie. Ein weiteres Pro-
blem bereitet die Kurzlebigkeit der Intermediate des Aufbau-
und/oder Reifungsprozesses, die die Aufreinigung und Ana-
lyse erschwert.”! Ungeachtet der Tatsache, dass Virusstruk-
tur, -dynamik und -aufbau seit Jahrzehnten studiert werden,
hat die MS in diesen Forschungszweig in den vergangenen
Jahren Einzug gehalten; mit ihr wurden diverse bedeutende
Fragen angegangen, die auf andere Weise nur schwer zu be-
antworten waren.””) Proteomikansitze wurden friihzeitig ge-
nutzt, um das ,neue* SARS-Virus zu untersuchen,” aber MS
ist auch eine aufstrebende Methode, um die Bausteine eines
Virus, die Stochiometrie der viralen Strukturproteine, den
Virusaufbau und die entsprechenden Intermediate zu ent-
schliisseln.””! Nach kurzer Erlduterung einiger zentraler
Konzepte der Strukturvirologie beschreiben wir, wie die
moderne MS die Charakterisierung von Viren, insbesondere
unter Bertiicksichtigung von Strukturaspekten, vorantreiben
kann.

2. Allgemeine Konzepte der Strukturvirologie

Viren sind ansteckende Erreger, die sich nur in einem
Wirt vermehren konnen.”! Wegen ihrer geringen GroBe (nm
bis wm) sind die meisten Viren im Lichtmikroskop nicht
sichtbar.F? Viren sind allgegenwirtig; sie finden sich in
Archaeen, Bakterien, Pflanzen und Tieren.®>>® Schitzungen
zufolge tragen Viren nach den Prokaryoten die zweitgrofite
Menge zur Biomasse auf der Erde bei” Die hiufigsten
Viren sind solche mit bakteriellen Wirten, so genannte
Phagen. Das virale Genom kodiert fiir alle viralen Proteine,
die fiir die Replikation im geeigneten Wirt notwendig sind,
zwischen einigen hundert und wenigen verschiedenen Pro-
teinen. Wegen der fehlenden Fahigkeit, sich eigenstdndig zu
vermehren, werden Viren oft nicht als Lebensform angese-
hen.*” Allerdings dauert diese Debatte noch an und wurde
kiirzlich durch die Entdeckung des Riesenmimivirus erneut
angefacht.®**! Ferner ist die evolutionidre Abstammung der
Viren noch immer unklar: Entwickelten sie sich aus in Zellen
replizierenden Nukleinsidurestiicken oder durch die Verein-
fachung von zelluldren Organismen ?4>%]

Die speziesiibergreifende Allgegenwart der Viren lasst
bereits eine breite Diversitat vermuten, die die Klassifizie-
rung erschwert. Generell werden sie anhand ihrer Wirtorga-
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Abbildung 1. Die Virusklassifizierung basiert hauptsichlich auf der Art und Organisation der Nukleinsdure. Eine
Auswahl an Virusfamilien und ihrer entsprechenden Morphologien ist abgebildet.

nismen oder morphogenetischen Merkmale und Genomor-
ganisation unterschieden.* Das Genom kann durch RNA,
aber auch DNA in einzel- oder doppelstrangiger (ss- und ds-)-
Form kodiert sein, wie in Abbildung 1 beispielhaft dargestellt.
Die Erbinformation ist entweder auf dem (+)- oder dem (—)-
Strang lokalisiert und erfordert zur Replikation in manchen
Fillen eine reverse Transkription. Viren konnen einzelne
oder mehrere Stiicke Nukleinsdure in linearer oder zirkulidrer
Form enthalten. Die tatsdchlichen evolutiondren Zusam-
menhédnge zwischen Viren sind oft schwer durch einzelne
Eigenschaften zu erfassen, was die Taxonomie erschwert. Das
Virusgenom ist iiblicherweise in einer Proteinhiilse, als Nu-
kleokapsid bezeichnet, eingeschlossen. Dieses Kapsid kann
eine helikale, ikosaedrische oder komplexe Struktur haben.
Bereits das Nukleokapsid kann die Anheftung an und den
Eintritt in die Wirtzelle vermitteln. Jedoch sind insbesondere
eukaryotische Viren héufig von einer Lipiddoppelschicht
umbhiillt, die die Bindeproteine enth:lt.®

2.1. Infektion und Lebenszyklus

Fiir ihre Vermehrung miissen Viren zunédchst ihren Wirt
erkennen und ihr Genom in die Zelle einfiihren. Danach wird
die Protein- und Nukleinsduremaschinerie der Zelle iiber-
nommen, um die viralen Bestandteile zu produzieren, worauf
schlieBlich der Zusammenbau und die Freisetzung des in-
fektiosen Virus folgen. Nach der erfolgreichen Anheftung an
die Wirtzelle kann das Nukleokapsid iiber verschiedene Me-
chanismen in das Zytosol gelangen (Abbildung 2), etwa iiber
die oft bei eukaryotischen Viren angewendete Membranfu-
sion oder Phagozytose.””*-*l Bakteriophagen injizieren ihr
Genom im Allgemeinen direkt in die Zelle,"*? wogegen die
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meisten anderen Viren das
Genom an den Poren des
Zellkerns aus dem Kapsid
entlassen.” Eine Ausnah-
me bilden (4)ssRNA-
Viren, die ebenfalls ihr
Genom im Zytoplasma
entbloBen, es jedoch au-
Berhalb des Kerns in
Membrannihe vervielfil-
tigen.®¥ Manche Viren
werden metastabil ins
Wirtgenom aufgenommen,
wie Retroviren und lyso-
gene Phagen. Die Repli-
kation solcher Proviren
wird dann spontan oder
durch einen spezifischen
Ausloser  angeregt.P>7
Als Folge der Ansteckung
ibernimmt das Virus ge-
meinhin die Kontrolle der
zelluldren Maschinerie des
Wirts, um seine eigene
Vermehrung zu ermogli-
chen.P¥ In spiteren Stadi-
en der Infektion ordnen sich die Strukturproteine entweder
um neue Kopien der Nukleinsdure oder unabhéngig davon an
und verpacken die Nukleinsiure anschlieBend.’ ! Schluss-
endlich werden reife Viren durch Knospung wie bei Vesikeln
oder Zerbersten der Zelle als Resultat der viralen Ladung
freigesetzt.*%! Das Virus kann sich dann ausbreiten und
neue Zellen infizieren, und der Kreislauf beginnt aufs Neue.
Auch treten verschiedenste Wege der Replikation wihrend
des Lebenszyklus der unterschiedlichen Viren auf. Ein be-
deutender Schritt ist normalerweise die Reifung, die den
vollstindigen Aufbau freisetzungstauglicher, infektioser
Teilchen anzeigt. Dieser Vorgang umfasst eine Vielzahl von
biochemischen Anpassungen, darunter durch die einge-
schlossene Nukleinsdure ausgeloste Konformationséanderun-
gen, Anlagerung von zusétzlichen Proteinen und/oder post-
translationale Modifikationen von Proteinen wie Phos-
phorylierung, Glycosylierung, Proteolyse und Vernet-
zung.*%1 Da resistente Zellen einen evolutioniren Vorteil
durch gesteigerte Lebensfdhigkeit haben, sind Viren ein
starker Selektionsdruck fiir den Wirt. Im Umkehrschluss
entwickeln sich Viren sténdig durch Veridndern ihres Genoms.
Besonders RNA-Viren weisen héufig eine hohe Mutations-
rate auf und forcieren den andauernden Uberlebenskampf.®”!
Ein anderer Mechanismus, der zu einer erhohten Virulenz
und einem Wechsel der Wirt-/Artspezifitdt fiihrt, ist die Re-
kombination von Genomteilen verwandter Virusstimme, wie
in Influenzaviren iiblich.’*™!

RNA
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(-)ss
revers
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2.2. Kapsidfertigung und -struktur

Das Nukleokapsid ist von entscheidender Bedeutung im
viralen Lebenszyklus, da es das virale Genom umschlieSt und

www.angewandte.de

Chemie

8401


http://www.angewandte.de

Aufsitze

8402

a) reifer b)
Bakteriophage

(@)

Freisetzung \l

Anheftung

Zellwand

N Bakteriophagen-

zusammenbau

Genom-
J vervielféltigung

™o

Genom-
inserierung

e® o
herstellung

=

A. ). R. Heck und C. Uetrecht

reifes

Virus
Anheftung

Virus-
knospung Zell-
membran
Kapsidaufnahme
Kapsidanheftung

am Kernporenkomplex

Genom-
®  inserierung

Protein-
herstellung

Zellkern

Abbildung 2. Viraler Lebenszyklus: a) Prokaryotische Viren (Phagen) binden an die Wirtzelle und injizieren direkt ihr Genom, wie hier fiir einen
Phagen mit Schwanzfortsatz dargestellt. Im Zytosol werden dann das Genom vervielfiltigt und die Proteine exprimiert. Im Falle von schwanztra-
genden Phagen bildet sich ein leeres Kapsid, in das anschlieRend das Genom eingelagert wird, woraufhin die Reifung erfolgt. Die zusammenge-
bauten Phagen sammeln sich im Zytoplasma an, bis die Zelle zerbirst. b) Eukaryotische Viren tibermitteln ihr Kapsid ins Zytoplasma. Die Aufnah-
me kann im Fall von umhillten Viren tiber Membranfusion erfolgen. Am Kern zerfillt das Kapsid und lasst das Genom frei, das im Kern reprodu-
ziert wird. Proteinsynthese und -zusammenbau finden im Zytoplasma statt. Bei (+)ssRNA-Viren wird auch das Genom im Zytoplasma vermehrt.
Nach dem Aufbau und einer méglichen Reifung wird das Virus aus der Zelle durch Knospung oder Zellzerstérung entlassen.

schiitzt. Vornehmlich wegen ihrer Festigkeit und ihrer hohen
Effizienz bei der Selbstfertigung und dem Verpacken der
Nukleinsédure zeichnen sich Nukleokapside als verbliiffende
Strukturen aus. Typischerweise bilden viele Kopien eines oder
weniger verschiedener Strukturproteine die Kapsidhiilse,>"!
wobei die Ausgestaltung mit anderen Proteinen bei nicht
umbhiillten Viren gingig ist."" Diese aufgesetzten Proteine
konnen die Kapsidstabilitit erhohen oder einen Zweck
wihrend der Infektion und des Verpackens des Erbguts er-
fiillen. Die hohe Kopienzahl eines begrenzten Sortiments
kleiner Proteine verringert die zur Proteinkodierung beno-
tigte Lange der Nukleinsdure vorteilhaft, da so weniger Platz
beim Verkapseln benotigt wird.”” Dies verdeutlicht einige
der Virusstruktur und -funktion zugrunde liegenden, effizi-
enten Prinzipien.

Viele Kapsidproteine (cp) konnen leicht in groBen
Mengen rekombinant hergestellt werden und représentieren
daher ideale Modellsysteme fiir das Studium des Protein-
(selbst)aufbaus. Obgleich sich die Bausteine des Kapsid-
aufbaus von Virus zu Virus unterscheiden, erfolgt der Aufbau
gemeinhin in Einklang mit der Keimbildungstheorie. Diese
wurde auch fiir den Amyloidzusammenbau vorgeschla-
gen.>7>781 Als erstes muss sich ein Aufbaunukleus bilden, der
ein oligomeres Aggregat oder lediglich ein konformativ ver-
andertes Monomer sein kann. Danach lagern sich weitere
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Bausteine an den Aufbaukeim an, bis das Kapsid vollstandig
ist (Abbildung 3). Unter ertragreichen Bedingungen ist die
Nukleation generell der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt, und nur ein kleiner Teil der Proteine bevolkert diesen
Ubergangszustand. Die anschlieBenden Elongationsschritte
finden in erheblich schnellerer Abfolge statt und fiithren zur
umgehenden Umsetzung des Nukleus zum Kapsid. Deshalb
kommen die intermedidren oligomeren Spezies, die unter
anderem den Keim bilden, unter Aufbaubedingungen nor-
malerweise nur in Spuren vor.”*™77 In einigen Fillen
lassen sich die Umgebungsbedingungen so &ndern, dass eine
Ubernukleation bevorzugt wird, wobei die Intermediate dann
kinetisch gefangen sind. Selbst unter diesen Voraussetzungen
konnen Prozesse wie Proteinfehlfaltung und -aggregation den
Nachweis der Ubergangszustinde weiter behindern.”75
FEine niedrige Keimbildungsrate sichert einen erfolgreichen
Kapsidaufbau. Die Nukleation kann durch steigende Kon-
zentration oder posttranslationale Modifikation der cp aus-
gelost werden, um einen hinreichend hohen Titer in der Zelle
zu gewihrleisten. Auch die Wechselwirkung mit der Nukle-
insdure kann die Bildung des Nukleus férdern. 7852

Die entstehenden Viruskapside sind héufig hochstabil
gegen Umgebungsidnderungen, beispielsweise extreme pH-
Werte, hohe Konzentrationen an Denaturierungsmitteln und
organische Losungsmittel, widerstehen dem Verdiinnen auf
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) Nukleation Elongation vollsténdiges
freie Kapsid
Bausteine ° Konformationswechsel
o langsam schnell
LA oder — —<S—> o
: oo

Oligomerisierung

Abbildung 3. Modell des nukleierten Aufbaus: Konformationsinderun-
gen oder Oligomerisierung kénnen zur Nukleation fiihren. Die Keim-
bildung ist eine langsame Reaktion, wogegen die anschlieflende Anla-
gerung von Bausteinen rasch Richtung Kapsidvollendung fortschreitet.
Ist die Nukleation ein schneller Prozess, sammeln sich Aufbauinter-
mediate aufgrund von Ubernukleation an, und wenige Kapside werden
gebildet.””

sehr niedrige Konzentrationen, die den Aufbau nicht unter-
stiitzen, und selbst Austrocknung.®**” Dieser Effekt spiegelt
sich in einer bei Dissoziationsexperimenten an Viren zu be-
obachtenden, starken Hysterese wider. Theoretische und ex-
perimentelle Ergebnisse lassen auf eine relativ schwache
Wechselwirkung zwischen einzelnen Bausteinen schlieen,
die diese scheinbar hohe Stabilitdt nicht bedingen
konnen.*® Allerdings summieren sich im Kapsid die Bin-
dungsenergien der einzelnen Untereinheiten. Dies erklirt die
Pseudostabilitdt der Kapside unter Bedingungen, bei denen
sonst kein Zusammenbau auftritt. Nichtsdestoweniger besagt
die Theorie, dass in solch einem Pseudogleichgewicht stets
einige freie Bausteine in Losung sein sollten, die mit den
Proteinen im Kapsid dynamisch ausgetauscht werden koénn-
ten. Dieser Vorgang wurde als ,Kapsidatmung“ (capsid
breathing) bezeichnet, und einige indirekte experimentelle
Belege, die dieses Modell bestitigen, wurden beschrie-
ben.®*2 Der Begriff ,, Atmung® wurde im Ubrigen auch zur
Beschreibung der signifikanten Konformationsénderungen
verwendet, die in viralen cp-Proteinen auftreten kénnen und
manchmal sogar zu voriibergehender Externalisierung von
Doménen fithren konnen, die Strukturmodellen zufolge im
Inneren zu finden sein sollten.”"

Meistens werden entweder helikale oder ikosaedrische
Kapsidstrukturen beobachtet, die beide wegen der hohen
Symmetrie die Bildung einer regelméfligen Hiilse aus vielen
Kopien eines einzigen cp ermoglichen.” Der Prototyp eines
helikalen Virus ist das Tabakmosaikvirus (TMV). Bei diesem
bauen sich die cp-Monomere um die RNA herum auf, und die
Léange des Genoms bestimmt die GroBe des Nukleokap-
sids.”>* Tkosaedrische Strukturen hingegen ermoglichen die
vollstandige Abdichtung einer Kapsel unter Verwendung le-
diglich einer Proteinvariante."” Zusitzlich reduziert die bei-
nahe kugelférmige Struktur die Oberfldche relativ zum ein-
geschlossenen Volumen. Ein Ikosaeder besteht aus 12
Knoten, 20 Seiten und 30 Kanten entsprechend den ver-
schiedenen Symmetrieachsen (5-, 3-, 2-fach). Mindestens 30,
meist dimere Bausteine sind notwendig, um den kleinstmog-
lichen Ikosaeder zu bilden, bei dem alle Proteine in Penta-
meren angeordnet sind. GroBere Kapside entstehen durch
das Zuftigen von Hexameren. Ausschlieflich festgesetzte
Mengen an Hexameren lassen sich einfiigen, um einen per-
fekten Ikosaeder zu erhalten. Die Triangulationsnummer (7))
spiegelt dies wider: T=Hh* 4+ hk + k*, wobei h und k positive
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ganze Zahlen sind und 7=2 daher verboten ist. Die Zahl an
Bausteinen entspricht 30 7. Obwohl Viruskapside von einem
einzigen cp aufgebaut werden kénnen, unterscheiden sich die
umgebenden Kontakte in Hexameren und Pentameren.">*!
Die zur Kompensation notigen Konformationsédnderungen
sind oft marginal und ergeben quasidquivalente cp-Struktu-
ren. Zusitzliche Hexamere konnen auch ringartig eingebun-
den werden, wodurch gestreckte Kapside wie beim Bakte-
riophagen Phi29 entstehen.”*® Komplexe Viren weichen
hiufig von der ikosaedrischen Symmetrie ab; z. B. bildet das
HIV-cp typischerweise konische, aber auch stabformige
Kapside."”!

3. Massenspektrometrie in der strukturellen
Virologie

In diesem Abschnitt beschreiben wir, wie die biochemi-
schen und -physikalischen Eigenschaften von Viren mit mo-
derner MS untersucht werden konnen. Bevor wir uns auf
einige interessante Fallstudien konzentrieren, wollen wir erst
die verwendeten Schlisseltechniken in vier Kisten zusam-
menfassen: ,,Proteomik®, , native und Ionenmobilitdtsmas-
senspektrometrie”, ,,H/D-Austauschmassenspektrometrie*
und ,,chemische Markierungsverfahren, gekoppelt mit Mas-
senspektrometrie“. Diese Késten verweisen den Leser auf
Hintergrundliteratur zu den einzelnen Methoden. Im Fall
einer Anwendung zum Studium von Virusstruktur, -dynamik
und -zusammenbau sind die mithilfe dieser vier Ansétze er-
héltlichen Informationen in Abbildung 4 zusammengefasst.

Kasten 1: Proteomik

MS-basierte Proteomik ist momentan die leistungsfi-
higste Methode, um Sequenzinformationen von Proteinen zu
erhalten.”! Zur Sequenzierung werden in Proteomanalysen
gemeinhin proteolytische Peptide durch stoBinduzierte Dis-
soziation (CID) und/oder Elektronentransferdissoziation
(ETD) fragmentiert.'"“®l Die Fragmentationsspektren
werden anschlieend mit groBen Proteinsequenzdatenban-
ken abgeglichen, die vorhergesagte Spektren enthalten, die
aus stdndig aktualisierten Genom-/Proteindatenbanken ab-
geleitet werden.'"”” AuBer zum Bestimmen von Proteinen
kann MS-gestiitzte Proteomik auch zum Feststellen und Lo-
kalisieren von natiirlich vorkommenden posttranslationalen
Modifikationen (wie Glycosylierungen,'® Phosphorylierun-
gen,"™ Lysin- und N-terminalen Acetylierungen)!'®! oder
von chemischen Proteinmodifikationen (ausgelost durch
Vernetzungsreaktionen, Oberflichenkartierungen durch
Oxidation, 1% Acetylierung,'” oder Deuteriumeinbau
usw.'®l) genutzt werden. Zur Peptid-/Proteinidentifizierung
ist die sehr selektive Protease Trypsin das Enzym der Wahl,
wenngleich andere Enzyme an Beliebtheit gewinnen, beson-
ders in Verbindung mit der ETD.!'*!

Kasten 2: Native und Ionenmobilititsmassenspektrometrie
In der ESI-MS werden Molekiile durch einen kombi-
nierten Prozess von Desolvatisierung und (De-)Protonierung
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Abbildung 4. Anwendungen der Massenspektrometrie in der strukturellen Virologie: Beispiele, wie moderne MS in letzter Zeit zur strukturellen
Virologie beigetragen hat. Dazu zdhlen Anwendungen der MS zur Virusproteinbestimmung, wie posttranslationale Modifikationen, und zur Struk-
turanalyse von Viren mit H/D-Austausch-MS sowie nativer und lonenmobilitidts-MS. Im linken Teil der Abbildung ist von oben nach unten darge-
stellt, wie Proteomikansitze genutzt werden kénnen, um die Zusammensetzung eines Virus zu priifen. So konnten etwa die Proteine des SARS-
Coronavirus friihzeitig mit MS identifiziert werden. Hier sind die nachgewiesenen Peptide des Fortsatzproteins S1 angegeben (auf dem Struktur-
modell 1Q4Z eingezeichnet)." Darunter sind die Ergebnisse der Kartierung der genauen Positionen des heterogenen Glycosylierungsmusters im
Hauptoberflichenprotein des HIV,*® der multiplen Phosphorylierungsstellen des HBV-cp,'*® der proteolytischen Spaltungsstelle des gp4 aus dem
Bakteriophagen P22U""Y und der Positionen von Vernetzungen wie bei der HK97-Reifung mittels Proteomik abgebildet.”'%! Wie MS genutzt
werden kann, um strukturrelevante Informationen zu gewinnen, ist auf der rechten Seite verdeutlicht; von oben nach unten: wie H/D-Austausch
und chemische Markierung (z.B. Vernetzungen) genutzt wurden, um einen entscheidenden Schritt in der HIV-Kapsidreifung aufzuschliisseln’®!
und wie native und lonenmobilitits-MS Informationen iiber die Stéchiometrie eines Aggregats liefern kénnen — in vorteilhaften Situationen sogar
die Bindungsaffinitat,* die Menge an eingekapseltem Material'® und die Form eines viralen Proteinkomplexes.!'’"!
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ionisiert. ESI ist am empfindlichsten bei niedrigen Fliissen
(nLmin '), und optimale Bedingungen werden durch Ein-
bringen des Analyten in ein 1:1-Gemisch aus Wasser und
organischem Losungsmittel erhalten. Solche Losungen sind
gewohnlich angesduert, um die Protonierung zu fordern.
Diese Losungsbedingungen ermdoglichen zwar einen hoch-
empfindlichen Nachweis, fiihren aber typischerweise zur
Denaturierung und Entfaltung von Proteinen. Das Ziel nati-
ver MS ist es hingegen,??21”! die iibergeordnete Protein-
struktur zu erhalten, um die Untersuchung von Proteinkon-
formation, -komplextopologie und -dynamik zu ermoglichen.
Daher sollten die Proben so nahe wie moglich an den phy-
siologischen Bedingungen gehalten werden. Ein ESI-MS-
kompatibler ,,volatiler Puffer” steht mit wassrigem Ammo-
niumacetat bereit, wobei ein neutraler pH-Wert bewahrt und
die Salzkonzentration von 5 mM bis 1M variiert werden kann.
Aus zahlreichen biophysikalischen Validierungsstudien ist
deutlich geworden, dass viele Proteinquartérstrukturen unter
diesen Bedingungen erhalten bleiben konnen. Wéhrend des
ESI-Vorgangs verdampft der volatile Puffer leicht und er-
zeugt ,,nackte” Proteinionen. Diese tragen dabei erheblich
weniger Ladungen als beim Sprithen aus organischen ESI-
Losungsmitteln, da die Oberfldche in diesen gefalteten Spe-
zies kompakter ist. Weil grofere Proteinverbande mi/z-Werte
erreichen konnen, die einige Tausend iiberschreiten, werden
entsprechende Flugzeitmassenanalysatoren (ToF) fiir den
Nachweis benotigt.!''""l Die Erhaltung von Quartirstruk-
turen in der Gasphase bietet die Moglichkeit, die Masse von
intakten Protein(unter)komplexen zu messen, woraus Infor-
mationen iiber Stochiometrie und Topologie gewonnen
werden kénnen.® 12l Um die Struktur von Proteinkomplexen
zu priifen, konnen Unterkomplexe bewusst erzeugt werden,
entweder durch Einsatz von niedrigen Konzentrationen an
Denaturierungsmittel, einer Verschiebung des pH-Wertes
und/oder der Ionenstirke!'""! oder mithilfe von CID.!M*1l
Durch In-vitro-Rekonstitution von Membranproteinkom-
plexen in Micellen konnen sogar in Membranen eingebettete
Proteinkomplexe mit nativer MS studiert werden.!''”] Eine
weitere Starke der nativen MS ist ihre hohe Empfindlichkeit,
die auch die Analyse von endogen exprimierten Protein-
komplexen ermoglicht.!!!511%]

Das verfiigbare Repertoire wurde kiirzlich durch die
Kopplung von Ionenmobilitdtstrennung (IM) mit MS
(IMMS) erweitert.*! In der IMMS werden Ionen nicht nur
anhand ihres m/z-Wertes aufgetrennt, sondern auch innerhalb
einer gasgefiillten Kammer entsprechend ihrer Driftzeit, die
von ihrer generellen Form oder dem Kollisionsquerschnitt
() abhingt. Normalerweise erfahren Molekiile mit groBeren
£-Werten, d.h. einem groflerem scheinbaren Volumen, 14n-
gere Driftzeiten. Anhand von IMMS-Daten kann der ©-Wert
oder die durchschnittliche Projektionsflache eines Protein-
komplexes bestimmt werden. Erste Ergebnisse deckten auf,
dass die Strukturen aus der Losung besonders bei grofleren
Proteinkomplexen in der Gasphase weitestgehend erhalten
bleiben.I?*1?] TMMS wird in diesem Zusammenhang vor
allem in Verbindung mit Computermodellen gebraucht, um
verbesserte Strukturmodelle von Proteinkomplexen zu er-
zeugen."*'?2l Zum Beispiel kann bei Vorhandensein von
hochaufgelosten Strukturen (Rontgenkristallographie oder
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NMR-Spektroskopie) einzelner Proteinkomplexbestandteile
der Q-Wert des intakten Protein(unter)komplexes genutzt
werden, um Strukturmodelle vorherzusagen.

Kasten 3: H/D-Austauschmassenspektrometrie

Bei der H/D-Austausch-MS wird die Einbindung von
Deuteriumatomen ins Protein zeitlich verfolgt.'??"l Die
Methode griindet auf dem Austausch von Wasserstoff gegen
Deuterium in losungsmittelzugénglichen Riickgratamid-
gruppen, wenn ein Protein in deuteriertes Wasser (D,O)
iberfiihrt wird. Die folgende Zunahme der Proteinmasse im
Laufe der Zeit wird mit MS gemessen. Unter Verwendung
von intakter oder nativer MS kann der globale Austausch in
einem Protein(komplex) abgebildet werden und Informatio-
nen iiber erhebliche Konformationsianderungen z.B. bei Lig-
andenbindung liefern."”! Die detaillierte Position des Deu-
teriumeinbaus kann iiber die Beobachtung der Massenver-
schiebung von Peptidfragmenten ermittelt werden, die nach
der H/D-Austauschreaktion erzeugt werden. Darum werden
die Proben iiber verschiedene Zeitraume in D,O inkubiert
und nachfolgend typischerweise bei niedrigen Temperaturen
(0°C) durch Verdiinnung angesduert (pH=2.5), um Riick-
tauschvorginge zu verlangsamen. Leider konnen nur wenige
Proteasen bei solchen pH-Werten Proteine ergiebig verdau-
en. Pepsin hat eine optimale Aktivitét bei niedrigem pH-Wert
und ist das bevorzugte Enzym fiir H/D-Austauschanwen-
dungen. Obwohl Pepsin als eine unspezifische Protease an-
zusehen ist, sind die nachgewiesenen Peptide reproduzier-
bar.'”! Nach dem Verdau werden die gewonnenen Peptide
der MS-Analyse zugefiihrt und durch die genaue Masse und
Fragmentationsmuster identifiziert. Die Massenverschiebung
aufgrund von Deuteriumaufnahme kann dann zeitlich erfasst
werden, um zu kliaren, welche Peptide an Strukturdnderungen
beteiligt sind, die bei Proteinkomplexbildung oder auch Vi-
rusreifung auftreten.®1% H/D-Austausch mit MS-Kopplung
ist zu einem niitzlichen analytischen Hilfsmittel fiir das Stu-
dium der Proteindynamik geworden. Durch Kombinieren
dieser Informationen mit klassischen funktionalen Daten
lasst sich ein fundierteres Verstdndnis der Proteinfunktion
erlangen. Der Ansatz der H/D-Austausch-MS ist dhnlich und
wurde in Verbindung mit NMR-Experimenten genutzt, in
denen der H/D-Austausch zeitlich verfolgt wird. Lange Zeit
war die H/D-Austauschanalyse eher auf kleine Proteine oder
Proteindoménen beschrdnkt, verbesserte Auflosung und
Empfindlichkeit der Massenanalysatoren, kombiniert mit
besserer Software zur Dateninterpretation, haben aber nun
auch die Untersuchung grof3er Proteine, etwa ganzer Anti-
korper, ermoglicht.!3!

Kasten 4: Chemische Markierungsverfahren, gekoppelt mit
Massenspektrometrie

Aufler dem H/D-Austausch gibt es noch eine Reihe wei-
terer, regelméfig in Kombination mit MS eingesetzter che-
mischer Ansitze zum Uberpriifen der Oberflichenzuging-
lichkeit und Interkonnektivitit von Proteinen in Komple-
xen.®? Bei diesen Methoden werden spezifische Aminosiu-
ren schnell und effizient unter pseudophysiologischen Be-
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dingungen chemisch markiert. MS wird dann dazu verwendet,
auf chemisch ausgeloste Massenverschiebungen in den Pep-
tiden/Aminosduren, die von der Markierung beeinflusst
werden, zu priifen. Die Grundidee ist, dass lediglich die zu-
ginglichen Aminosduren verdndert werden, was die Abbil-
dung von Konformationsdnderungen in Proteinen etwa bei
der Ligandenbindung oder Proteinkomplexbildung ermog-
licht. Am beliebtesten im Bereich der Strukturbiologie sind
die oxidative Markierung mit Hydroxylradikalen!**! oder
die Markierung von frei zuginglichen Aminen unter anderem
durch Acetylierung.'"1313] Chemische Markierung unter
Verwendung von Molekiilen mit mindestens zwei reaktiven
Gruppen kann auch zum Vernetzen spezifischer Aminosiu-
ren angewendet werden, die sich in unmittelbarer Umgebung
zueinander befinden. Solche Vernetzungsansidtze nutzend,
konnen intra- und intermolekulare Interaktionen in einem
Proteinkomplex nachgewiesen werden.'¥”'*! Die gingigsten
difunktionellen Vernetzer richten sich gegen Lysinreste,
wobei die Verbindersteifigkeit und der Abstand zwischen den
beiden reaktiven Gruppen den Bereich an Wechselwirkungen
definiert, die untersucht werden konnen. Dies liefert Dis-
tanzbeschrankungen fiir Computermodelle. Nach der Modi-
fikation der Proteine muss verbliebenes Reagens entfernt
oder inaktiviert werden. Im Anschluss an die Proteolyse
miissen Peptide, die von bestimmten vernetzten Bereichen
der Proteine stammen, aus dem Hintergrund von unverin-
derten Peptiden herausgefiltert werden, wofiir die passende
Software eine Grundvoraussetzung ist.'**4 Beispielsweise
wurden chemische Vernetzung und MS angewendet, um die
Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten des Prokapsids
des Bakteriophagen P22 zu untersuchen.!'™”)

3.1. Identifizierung von viralen Proteinen und ihrer
posttranslationalen Modifikationen

Neue virale, ansteckende Pathogene lassen sich ein-
wandfrei durch Genotypisierung charakterisieren.'*!l Aller-
dings liefern solche Experimente keine Informationen iiber
die tatsdchlich exprimierten viralen Proteine. Mithilfe von
etablierten Proteomikmethoden (Kasten 1) konnen virale
Proteine selbst in komplexen Proben wie Wirtzelllysaten
leicht identifiziert werden. Solche Daten bieten in direkter
Weise Informationen tiber die Zusammensetzung des Virions
und konnen dessen Struktur- und Begleitproteine preisge-
ben. Ein erliuterndes Beispiel ist das SARS verursa-
chende humane Coronavirus, das um 2003 in Asien aufkam.
Alle vorhergesagten Strukturproteine wurden kurz nach dem
Ausbruch durch MS nachgewiesen (Abbildung 4), wobei auch
einige Glycosylierungs- und Phosphorylierungsstellen kar-
tiert werden konnten.®1421%] Mit einer Verzogerung von
wenigen Jahren wurden diese Proteine unter Verwendung
von hochauflosenden Techniken wie Rontgenkristallographie
strukturell untersucht.*!

Quantitative Proteomikexperimente sind genutzt worden,
um die dynamischen, zeitlichen Anderungen des Wirtprote-
oms im Zuge der Infektion mit einem Pathogen zu studieren,
mit dem Ziel, das Wirt-Erreger-Interaktom zu entschliis-
seln.'*>14l Dazu wird oft eine Art von Isotopenmarkierung
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angewendet, mithilfe derer Proteine mit einem durch die
Infektion beeinflussten Expressionsgrad identifiziert werden.
Solche Isotopenmarkierungen in Kombination mit Proteomik
stellten Informationen zu den zelluliren Anderungen bei
einer SARS-Infektion bereit und ermoglichten die Identifi-
zierung von Wirtzellfaktoren, die mutmaBlich an der Virus-
vermehrung beteiligt sind.+7141

Oberfldchenexponierte Virusproteine oder -proteindo-
ménen vermitteln gewohnlich die Anheftung des Virus an den
Wirt. Bei umhiillten Viren wie HIV befinden sich diese Pro-
teine in der Lipiddoppelschicht und sind typischerweise
hochgradig glycosyliert. Diese Glycane sind wahrscheinlich
an der Antigenitdt durch Abschirmung des Virus vom Im-
munsystem beteiligt. Die Stellen und insbesondere die Arten
der Glycosylierungen werden massiv von Mutationen beein-
flusst und behindern dadurch die Entwicklung von Impfstof-
fen gegen HIV.'*! Proteomikmethoden sind genutzt worden,
um die Hauptverdnderungen des Glycosylierungsmusters
zwischen verschiedenen Virusstimmen aufzudecken.!%15
Nach dem Peptidverdau bestimmt der Massenunterschied
zwischen glycosylierten und enzymatisch deglycosylierten
Proben die Grofle der Kohlenhydrate. Mit Tandem-MS
konnen die modifizierte Aminosdure und die Zusammenset-
zung des Glycans ermittelt werden.[>**!l Die Dekoration
von Virusproteinen mit Glycanen kann sehr komplex sein, da
gebundene Kohlenhydrate normalerweise in Liange und Art
variieren, wobei alle drei Strukturformen — mannosereich,
komplex und gemischt — vorkommen und beim HIV-Protein
gp120 nachgewiesen wurden (Abbildung4). Vermutlich
wegen der hohen strukturellen Flexibilitdt und Heterogenitat
der Glycanschicht konnte bisher lediglich eine deglycosylierte
Variante von gpl120 kristallisiert werden. Die Bindung von
CD4- und Chemokinrezeptoren der humanen T-Zellen an
gp120 wird anscheinend durch das Glycosylierungsmuster
beeinflusst, was die Bedeutung dieser Art von Analyse her-
vorhebt.

Viruskapside konnen generell zwar durch Selbstorgani-
sation zusammengebaut werden, allerdings findet man in vivo
einen wesentlich komplexeren Aufbauprozess, der auch
durch die Wirtzellmaschinerie gesteuert werden kann. So
verstirkt etwa die Phosphorylierung von HBV-cp die Bildung
von DNA aus RNA im sich aufbauenden Kapsid.'**! Dies ist
wahrscheinlich an vermehrten Kapsidzusammenbau und
vermehrte Verkapselung von RNA gekoppelt, die nach
Phosphorylierung mehrerer HBV-cp-Aminosédurereste be-
obachtbar sind.**% Proteomik und Mutagenesestudien er-
offneten, dass die Wirtkinasen PKA und PKC jeweils einen
von zwei mittleren Serinresten im HBV-cp phosphorylieren
(Abbildung 4).[1>>156]

3.2. Beobachtung der Virusreifung

Proteine, die an viralen Aufbau- und Reifungsprozessen
beteiligt sind, sind weniger anfillig fiir mutationsbedingte
Anderungen als Oberflichenproteine und bieten sich daher
als mogliche Ziele zur Intervention an. MS wurde nicht nur
ausgiebig genutzt, um Virusstrukturen aufzukldren, sondern
auch, um die dynamischen Verdnderungen in diesen Struk-
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turen iiber den gesamten viralen Lebenszyklus zu beobach-
ten. Solche Modifikationen und Umlagerungen, die wiahrend
des Virusaufbaus und der Reifung sowie auch der Infektion
stattfinden konnen, sind traditionell mithilfe von fluoreszie-
renden Markierungen kartiert oder global mit spektroskopi-
schen Techniken iiberwacht worden.!'*!*¥ Ferner haben sich
Mutagenesestudien, wie Alaninabtastung, als sehr hilfreich
erwiesen, um posttranslationale Modifikationen, die wihrend
der Reifung auftreten, zu charakterisieren und zu lokalisie-
ren,[67:155.159,160]

In einer eleganten Arbeit wurden MS-basierte Techniken
mit Elektronenmikroskopie (EM) und Rontgenkristallogra-
phie kombiniert, um die Kapsidbildung und -reifung des
ikosaedrischen Bakteriophagen HK97 zu untersuchen. Dieser
lambdoide Phage lagert seine dsDNA unter hohem Druck
und benotigt daher eine stabile Kapsidstruktur sowie einen
irreversiblen Aufbau, um das Genom zu schiitzen.*®*!l An-
fangs organisieren sich 420 cp-Untereinheiten zu Penta- und
Hexameren. Diese Kapsomere bauen im Anschluss den ku-
gelformigen, dickwandigen Prokopf I auf (Abbildung 5). Die
N-terminale A-Doméne fungiert als Geriist und wird im Zuge
der Reifung abgespalten. Dies fiithrt zum Prokopf II. Solche
Beispiele proteolytischer Spaltung wurden in vielen Viren
beobachtet, und die genaue Spaltungsstelle kann mithilfe
proteomikbasierter Methoden identifiziert werden (Abbil-
dung 4).1'%?1 Ein entscheidender Schritt in der HK97-Reifung
ist die Konformationsdnderung, die zum diinnwandigen iko-
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saedrischen Kapsid oder Phagenkopf fiihrt. Diese Auswei-
tung wird gemeinhin von der DNA-Verpackung begleitet,
kann aber auch in vitro in Abwesenheit der DNA und des
Verpackungsapparates ausgelost werden. In EM- und Kris-
tallographiestudien wurden massive Strukturdnderungen er-
kannt, die mit diesem Ubergang verbunden sind. Die er-
reichte Auflésung war allerdings fiir einige Ubergangsstruk-
turen begrenzt. H/D-Austausch-MS (Kasten 3) an den ver-
schiedenen Intermediaten des Kopfaufbaus — vom Kapsomer
bis zum beinahe reifen Kopf I — konnte prézise zeigen, welche
Aminosiuren an den reifungsbegleitenden Anderungen be-
teiligt waren (Abbildung 5).°%1**1%] Die nichste Stufe der
Reifung ist die autokatalytische Vernetzung der cp-Einheiten,
die das Kapsid in der geweiteten Konformation einsperrt. Das
entscheidende Peptid, das die recht ungewohnliche Lysin-
Asparagin-Vernetzung trédgt, konnte nach Proteolyse durch
Trypsin mit MS bestimmt werden (Abbildung 4).”

Typische inter- und intramolekulare Vernetzungen sind
Disulfidbriicken, die gemeinhin in reifen Viren beobachtet
werden. So sind etwa an der Stabilisierung des Zytomega-
lievirus-Glycoproteins B umfangreiche Disulfidbindungen
beteiligt, die weitgehend durch MS kartiert wurden. Solche
Disulfidvernetzungen sind unter den Herpesviridae offenbar
gingig (Abbildung 4).'%

Ein anderer Ansatz, der iiblicherweise genutzt wird, um
Strukturdnderungen oder Bindestellen zu identifizieren und
kartieren, ist die chemische Vernetzung mit MS-Kopplung

Vernetzung

Ballon oder Kopf |
vernetzungsunfahig

Ausdehnungs-
intermediat

Kopf Il
Wildtyp

¢ @éGag

Abbildung 5. Massenspektrometrische Untersuchung der HK97- und HIV-Reifung: a) Das cp des Bakteriophagen HK97 lagert sich vorab zu Hexa-
meren und Pentameren zusammen. Diese bilden anschlieBend zusammen mit der viralen Protease den Prokopf I. Der Aufbau wird durch die cp-
A-Domine vermittelt, die als Geriist fungiert. Die Protease spaltet die A-Doméne und sich selbst. Dies fiihrt zu Prokopf Il und markiert den
ersten unumkehrbaren Schritt in der Kapsidbildung. Unter bestimmten Bedingungen tritt die Ausdehnung auf, gefolgt vom zweiten irreversiblen
Schritt, der autokatalytischen Vernetzung von cp-Untereinheiten. Der Kopf | einer vernetzungsunfihigen Mutante entspricht nahezu dem reifen
Kopf I1.¥1 b) Die Riickgrathelix aus der Kristallstruktur einer Untereinheit im Prokopf 11 (gelb) wurde entlang der gestreckten Helix im Kopf I
derselben Untereinheit ausgerichtet. Ein Peptid, das mit H/D-Austausch (c) analysiert wurde, ist blau dargestellt. Wie aus den Austauschdaten in
(c) hervorgeht, tritt die Streckung der Helix bereits beim Ubergang vom Prokopf Il (P-Il) zum Ausdehnungsintermediat (El) auf. Auch sind die
Deuteronen dargestellt, die in die entsprechenden Peptidfragmente der freien Kapsomere und des Kopfes | (H-I) eingebaut wurden. Wiedergabe
mit Genehmigung der Macmillan Publishers Ltd: Nature,® 2009. d) Bei HIV umschlieRt das unreife Kapsid aus dem Gag-Polyprotein die
(+)ssRNA und wird umhiillt. Nach Freisetzung aus der Zelle spaltet die virale Protease Gag in drei Hauptproteine und einige kleine Peptide. Die
Matrixdomine bleibt iiber einen Myristoylrest an die Lipidhiille gebunden, und die Nukleokapsiddoméne ist mit der ssRNA assoziiert. Eine Kon-
formationsinderung im cp fiihrt zu einem Zusammenbruch des sphirischen in ein konisches Kapsid. An diesem Punkt ist das Virus ansteckend.

Andere Proteine, inklusive der Protease und Peptidfragmente, wurden der Klarheit halber weggelassen.
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(Kasten 4).11401%191 H/D-Austausch und chemische Vernet-
zung!®*197%"l wurden kombiniert, um die pleiomorphen HIV-
Kapside zu analysieren. Die variable Erscheinung verhindert
die klassische hochauflosende Strukturbestimmung, da diese
generell auf die Mittelung iiber viele Teilchen angewiesen
ist.l”)

Bei HIV baut sich das Gag-Polyprotein um die (+)ssRNA
an der Plasmamembran auf. Nach dem Knospen der um-
hiillten Viren spaltet die im kugelférmigen unreifen Kapsid
beheimatete Virusprotease das Gag-Protein. Die freigesetz-
ten Doménen reorganisieren sich zum reifen Virus. Dann ist
das Nukleokapsid innerhalb des nun kollabierten und koni-
schen Kerns, der aus der Kapsiddomine (ab hier cp) gebildet
wird, mit der RNA assoziiert, wogegen die Matrixdoméne
iiber eine N-terminale Myristoylierung an die Hiille gebun-
den bleibt (Abbildung 5). Dieser Myristoylrest wurde eben-
falls mit MS in der Matrixdoméne virusidhnlicher Partikel
nachgewiesen. Dies belegt die Ahnlichkeit zum vollinfektio-
sen Virus.'® Alaninabtastung identifizierte bereits be-
stimmte Stellen in den N- und C-terminalen Doménen des cp,
die an der Bindung zwischen den Untereinheiten dieser ho-
motypischen Doménen beteiligt sind. Allerdings wurde nur
durch Anwendung von H/D-Austausch eine bis dahin unbe-
kannte Position in der N-terminalen Region entdeckt, die bei
in vitro zusammengesetzten sowie reifen Teilchen hochgradig
geschiitzt war, sich hingegen im unreifen Kapsid vergleichbar
zur freien cp-Untereinheit verhielt.'%* ) Generell ist die cp-
Anordnung fiir unterschiedliche HIV-Kapsidformen &hnlich.
Ferner wurde durch chemische Vernetzung eine zuvor un-
bekannte Wechselwirkung zwischen der N- und C-terminalen
Domine benachbarter Monomere aufgeklért (Abbildung 4).
Dieser Kontakt treibt wahrscheinlich die Reifung voran und
ist im Gag-Polyprotein geschiitzt oder blockiert.

Ein weiteres Beispiel, das auf den Virusaufbau ausge-
richtet war, setzte auf H/D-Austausch-MS, um Regionen im
cp-Dimer des MS2-Bakteriophagen zu lokalisieren, die
Konformationsinderungen wéhrend der Bindung an eine
Stammschleife genomischer ssRNA erfahren. Diese ist als
Aufbauausloser bekannt.'® Die Daten wiesen auf spezifische
Bereiche in den cp-Dimeren hin, die ihre Austauschkinetiken
in Gegenwart der RNA é&nderten, inklusive der bekannten
RNA-Bindestellen.

3.3. Massenanalyse von intakten viralen Aggregaten

ESI-MS hat den verfiigbaren Massenbereich fiir die
Analyse von Biomolekiilen erheblich erweitert; Meilensteine
waren dabei Viren und ihre Kapside. Der erfolgreiche
Transfer von TMV in die Gasphase mithilfe von ESI wurde
bereits 1996 nachgewiesen.™ In diesen wegweisenden Stu-
dien verhinderte die Begrenzung der verwendeten Massen-
analysatoren eine genaue Massenbestimmung. Dennoch er-
offneten die Sammlung der elektrogesprayten TMV-Partikel
und die anschlieBende EM-Analyse, dass die viralen Struk-
turen groBtenteils erhalten blieben. Die im Massenspektro-
meter aufgelesenen TMV erwiesen sich sogar als infektios.
Seitdem wurden verschiedenste instrumentelle Aufbauten
eingesetzt, um die Masse von Virusteilchen abzuschétzen.
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Eine Kombination aus m/z und Ladungsdetektion in einem
ToF-Analysator ergab fiir den TMV eine Masse von ungeféahr
40 MDa mit einer Ungenauigkeit von 15%.'%! ESI kann
daher leicht genutzt werden, um Viren und virale Partikel zu
ionisieren. Die akkurate Massenanalyse ist jedoch schwierig,
wenn diese Teilchen zu grof oder zu heterogen werden. ESI
wurde mit elektrophoretischen Gasphasenmobilitéts-Mole-
kiilanalysatoren (GEMMA ) kombiniert."”* ! Darin wird die
durch ESI produzierte, hohe Ladung der Teilchen wieder
verringert, um einfach geladene Ionen zu erhalten, die an-
schlieBend anhand ihrer elektrophoretischen Mobilitdt auf-
getrennt und vermessen werden. Eine GEMMA-Analyse
wurde etwa erfolgreich beim 4.6 MDa schweren Augenboh-
nenvirus der chlorotischen Blattscheckung (CCMV) ange-
wendet. Zwar ist die Massenauflosung eines solchen Instru-
ments noch immer zu gering, um die genaue Massenmessung
zu ermoglichen, jedoch bietet GEMMA parallel Informatio-
nen iiber den elektrophoretischen Mobilitdtsdurchmesser des
analysierten Partikels. Solche Analysen gaben Hinweise
darauf, dass die CCMV-Teilchen in der Gasphase ihre Quar-
tarstruktur groftenteils behielten (Abbildung 4).17%171

Eine erste genauere Massenermittlung wurde an intakten
MS2-Partikeln durchgefiihrt, wobei die ESI-ToF-Analyse
eine Bestimmung von teilweise aufgelosten Ladungszustin-
den ermoglichte.l'’”! Daten von intakten viralen HBV-Kap-
siden wurden mit zuvor unerreichter Auflosung durch Nut-
zung eines modifizierten Q-ToF-Instruments erhalten.!'1%17!
HBV-Kapside sind au3ergewohnlich, da sie sogar in vivo zwei
unterschiedliche ikosaedrische Morphologien annehmen, die
aus 90 und 120 Dimeren mit einer Gesamtmasse von ca. 3
bzw. 4 MDa bestehen. Die Massenspektren zeigten gut auf-
getrennte Ladungszustandsverteilungen fiir beide Kapside an
(Abbildung 6), ermoglichten eine Massenzuweisung auf
0.1% genau und wiesen nach, dass beide Gitter vollstindig
waren. Die HBV-Kapside waren wéihrend des Transfers in die
Gasphase und durch das Vakuum des Massenspektrometers
erstaunlich stabil. Die Messung des ©2-Werts der Kapside mit
IMMS ermoglichte die Abschidtzung der Kapsidradien in
guter Ubereinstimmung mit den Abmessungen der Teilchen
in der EM, die groBtenteils erhalten gebliebene Struktur der
Kapsidmorphologie in der Gasphase bestitigend.'’*! Ob-
gleich sich die HBV-Kapside als sehr stabil erwiesen, wurde in
Modellen vorgeschlagen, dass Dimere in den Partikeln mit
den sehr selten vorkommenden, ,,freien cp-Dimeren in der
Losung austauschen. Native MS in Kombination mit CID an
intakten HBV-Kapsiden wurde genutzt, um den Einbau der
isotopenmarkierten cp-Dimere in vorher gebildete, unmar-
kierte Kapside zu verfolgen. Ein langsamer Austausch tiber
einen Zeitraum von Monaten konnte beobachtet werden,
wenn auch nur fiir die 3-MDa-Teilchen und ausschlielich bei
niedrigen Temperaturen,!'™ und erbrachte den experimen-
tellen Nachweis fiir die theoretisch vorhergesagte ,,Kapsid-
atmung®."®®!

Das noch groBere (ca. 10 MDa) Noroviruskapsid erwies
sich als weniger stabil. Die Neigung zur Dissoziation bei
Veranderung des pH-Werts und der Ionenstirke wurde mit
nativer MS abgebildet."”! Bei pH 6 in der Losung wurde nur
das intakte T=3-Kapsid nachgewiesen, wenn auch mit nicht
ausreichender Auflosung fiir eine genaue Massenbestim-
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Abbildung 6. Kapsidatmung im HBYV, abgebildet mit Tandem-MS. "°N-
markierte cp-Dimere von HBV wurden mit vorab gebildeten unmarkier-
ten Kapsiden inkubiert. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden native
Massenspektren aufgenommen und entweder T=3- oder T=4-Kapsi-
de des HBV fiir die CID ausgewihlt. Untereinheitenaustausch wurde in
den T=3-Kapsiden nach ausgedehnten Perioden beobachtet, wie
anhand des auftauchenden Signals markierter Monomere beurteilt
wurde, die aus den Kapsiden in der Tandem-MS ausgestoflen wurden.
Wiedergabe aus Lit. [175] mit Genehmigung der PCCP-Eigentiimerge-
sellschaften.

mung. Niedrigere pH-Werte fiithrten vornehmlich zu cp-Di-
meren. Interessanterweise bildeten sich im Basischen hoher
geordnete Oligomere, bevorzugt bei hohen Ionenstirken.
Bemerkenswert war die vollstindige Reversibilitdt des
Ubergangs zwischen T=3-Partikeln und den anderen Oli-
gomeren. Die groBleren Oligomere entstanden hochstwahr-
scheinlich durch Dissoziation der 7=3-Kapside in Dimere
und anschlieBenden Wiederaufbau. Die Hauptprodukte diese
Weges wurden als 60- und 80-mere identifiziert, wenngleich
unter bestimmten Bedingungen auch kleinere Oligomere
auftraten (Abbildung 7). Atomkraftmikroskopie (AFM)!"!
und auch vorherige EM-Studien””! bestiitigten, dass im Ba-
sischen T=1-Noroviruskapside aus 60 cp-Untereinheiten
gebildet werden konnen. Ionenstdarke und pH-Wert konnen
daher das Noroviruskapsid in verschiedene Morphologien
zwingen und machen dieses so zu einem idealen Modellsys-
tem fiir Studien zum Kapsidaufbau und -abbau.

Ihr geringes Vorkommen und ihre Kurzlebigkeit er-
schweren die Untersuchung der moglichen oligomeren In-
termediate, die wihrend des Virusaufbaus zwischen dem
Zustand des iiblicherweise dimeren Bausteins und dem in-
takten Kapsid auftreten. Das nukleierende Intermediat bildet
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Abbildung 7. Kapsidstabilitit und -morphologie des Norovirus in Ab-
hangigkeit vom pH-Wert. ESI-MS-Analyse von Noroviruskapsiden, in-
kubiert bei pH 6-9. Die Hiufigkeiten der verschiedenen cp-Oligomere
sind als Balkendiagramme dargestellt (a). Die Diagramme und Mas-
senspektren (b) lassen darauf schlieRen, dass das Kapsid (cp;s) im
Basischen instabil ist. Die dissoziierten Dimere bilden gréfere Oligo-
mere (bis zu 80 Untereinheiten) bei pH >7 und hoher lonenstiarke.
Adaptiert aus Lit. [176] der American Society for Biochemistry and Mo-
lecular Biology.

sich wahrscheinlich langsam, wogegen die folgende Anlage-
rung von Bausteinen schnell zur Kapsidvollendung voran-
schreitet (Abbildung 3). Die hohe Empfindlichkeit nativer
IMMS wurde genutzt, um eine breite Vielfalt an interme-
didren Oligomeren des Norovirus und HBV, die mit der in-
takten Kapsidform gemeinsam vorkommen, nachzuweisen
und strukturell zu charakterisieren.'”® In Verbindung mit
Computermodellen konnte die Form dieser Ubergangszu-
stinde untersucht werden, und es wurde gefunden, dass sie
alle eine ausgedehnte, flachige Struktur aufweisen, wie fiir
Ubergangszustinde zu erwarten wire. Ferner konnten die
vorhergesagten Aufbaunuklei des Norovirus- (Decamer) und
HBV-Kapsids (Hexamer) anhand der MS-Daten bestatigt
werden. Ein Aufbaupfad, der beiden Viren gemein ist, wurde
vorgeschlagen.!'®

Im Falle des MS2-Bakteriophagen sind die Aufbauwege
durch die gebundene RNA eingeschriankt. Der Einbau lidn-
gerer RNA-Abschnitte bevorzugt den Aufbau entlang der
dreifachen (C;-)Achse. In entscheidender Weise wird die
Ergiebigkeit des Aufbaus dabei nicht nur vom polyanioni-
schen Charakter, sondern auch von der Sequenz der RNA
beeinflusst."””! Das Vorkommen zweier Hauptintermediate
wurde in Gegenwart verschiedener RNAs mit MS zeitlich
verfolgt und mithilfe kinetischer Modelle interpretiert.!*”
Der normale, proteinzentrische Blickwinkel scheint eher
vereinfacht zu sein. Weiterhin wurde die Struktur der beiden
Intermediate mit IMMS ermittelt, sowohl von den intakten
als auch von den CID-fragmentierten Spezies.™®!! Beide
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hatten eine ausgedehnte, ringformige Topologie, wie die
Norovirus- und HBV-Oligomere.

Fiir Anwendungen in der Nanotechnologie sind nicht nur
die Integritdt, sondern auch die dynamischen Eigenschaften
(wie der reversible Aufbau) der Kapside wichtig. Die
Kenntnis solcher Fiahigkeiten ist entscheidend, will man die
Partikel gezielt modifizieren und Reaktionen von eingekap-
seltem Material fordern. Eine begrenzte Proteolyse in Ver-
bindung mit MS an intakten Kapsiden deckte z.B. die dyna-
mische Natur der cp im Flockhousevirus und CCMV auf,
wobei cp-Bereiche, die im Inneren lokalisiert sind, voriiber-
gehend nach auBen exponiert werden.”'® Der Einbau von
Material in Kapside und die Modifizierung selbiger sowie
anderer Proteinkéfige nutzt solche dynamischen Eigenschaf-
ten. Massenverschiebungen, die durch die Funktionalisierung
von Viruspartikeln oder die Erzeugung von gemischten An-
ordnungen ausgelost werden, konnen leicht mit MS gemessen
werden und stellen ein Hilfsmittel zur Verfiigung, um die
Reaktion zu verfolgen und die Produktqualitit zu kontrol-
lieren (Abbildung 4).1%31%) Dendrimere, die kovalent an die
Innenseite eines Proteinkéfigs gebunden sind, konnen zu
nachfolgenden Generationen herangezogen werden. Dabei
konnen die Partikel ihre Stabilitdt erhohen und damit eine
Anwendung unter extremeren Bedingungen ermoglichen.
Die Moglichkeit, die eingeschlossenen Dendrimere gezielt zu
modifizieren, erhoht die Nutzbarkeit fiir bildgebende Ver-
fahren weiter.!"s!

4. Ausblick

MS hat sich zu einer Technik entwickelt, die wichtige
Einblicke in Struktur- und Funktionsaspekte von Proteinen
und Proteinkomplexen liefert, wie fiir die hier beschriebenen
viralen Kapside und Viren. In diesem Aufsatz war der Blick
auf die strukturelle Virologie gerichtet, allerdings sind die
Anwendungsbereiche nicht auf dieses Gebiet begrenzt: Ele-
gante Arbeiten wurden auch an Ribosomen,”” RNA-Poly-
merasen!""! und Proteasomen durchgefiihrt.'%37 Weitere
Verbesserungen in massenspektrometrischen Analysatoren
und Ionisationstechniken werden das Feld weiter vorantrei-
ben; der groBte Fortschritt wird in naher Zukunft jedoch
hochstwahrscheinlich von der Kopplung der MS mit anderen
Techniken herriihren, z. B. Computermodellen, Mikroskopie
und Spektroskopie.

Die Erstellung von Strukturmodellen von Proteinkom-
plexen ist noch kaum entwickelt, teilweise durch die GroBe
der zu modellierenden Teilchen bedingt. Die Fortschritte der
letzten Jahre, z.B. bei der Modellierung des Kernporenkom-
plexes der Hefe,'™ konnten sich jedoch iibertragen lassen
und von ©-Werten sowie topologischen Daten aus nativer
IMMS an Protein(unter)komplexen profitieren.

Die Kopplung von MS mit EM oder AFM konnte in zwei
Richtungen funktionieren: Zum einen konnen die Massen-
analysatoren als Probenaufreinigungsschritt mittels sanfter
Landung verwendet werden, um die gewiinschten Teilchen
auszuwihlen, die weiter durch EM und AFM strukturell
charakterisiert werden konnten.'™ Auf diesem Wege konn-
ten seltene Intermediate des viralen Aufbaus eingefangen
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und mit mikroskopischen Techniken studiert werden. Zum
anderen konnten EM- und AFM-Methoden eingesetzt
werden, um gezielt Organellen oder sogar Proteinkomplexe
aus ihrer natiirlichen zelluliren Umgebung ,herauszugrei-
fen“ und diese anschlieBend dem Massenspektrometer zur
Identifizierung und/oder Strukturanalyse zuzufiihren.!*")

Fine andere bahnbrechende Neuentwicklung, die in
naher Zukunft verfiigbar sein konnte, nutzt ultrakurze und
intensive Rontgenlaserblitze, um hochaufgeloste Strukturen
von individuellen Proteinkomplexen in der Gasphase zu er-
halten. Solch eine Methode wire ergiinzend zu den hier
beschriebenen nativen MS- und IMMS-Ansétzen und konnte
hoher aufgeloste Strukturinformationen bereitstellen, die
direkt mit den Strukturdaten der gelosten Phase von kon-
ventionellen strukturbiologischen Techniken, wie NMR-
Spektroskopie, Rontgenkristallographie und EM, vergleich-
bar wiren. Wir erleben hochinteressante Zeiten in der bio-
molekularen Massenspektrometrie!

Abkiirzungen

CID stoBinduzierte Dissoziation

cp Kapsidprotein

ds doppelstringig

EM Elektronenmikroskopie

ESI Elektrospray-lonisation

HBV Hepatitis-B-Virus

HIV humanes Immundefizienzvirus

™V Tabakmosaikvirus

CCMV Augenbohnenvirus der chlorotischen Blatt-
scheckung

M Tonenmobilitét

IMMS Ionenmobilitdtsmassenspektrometrie

MALDI Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Io-
nisation

MS Massenspektrometrie

miz Masse/Ladungs-Verhiltnis

NVLP norovirusartiges Partikel

Q Quadrupol

ss einzelstrangig

ToF Flugzeit
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