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1. Einleitung

Massenspektrometrie (MS) ist heute eine weitverbreitete
analytische Technik und wird von den meisten Forschern in
den Naturwissenschaften angewendet. Die technischen
Grundlagen f�r die MS wurden vor etwa 100 Jahren gelegt, als
Thomson und Aston unter den Ersten waren, die Partikel
unterschiedlicher Masse/Ladungs-Verh�ltnisse (m/z) auf-
trennten und so Isotope von Edelgasen und anderen Ele-
menten entdeckten. Ein halbes Jahrhundert lang blieb die MS
prim�r den Physikern vorbehalten, mit teilweise zweifelhaf-
ten Anwendungen, da sie auch zur Anreicherung von Uran
f�r das Manhattan-Projekt genutzt wurde.[1] Um die 1960er
wurde die Technik vermehrt von Chemikern eingesetzt, z. B.
in der �lindustrie, um die chemische Natur von Komponen-
ten zu untersuchen, die in Aufbereitungsprozessen entstan-
den. Im Bereich der Chemie erlangte die MS schließlich be-
sonders bei der chemischen Analyse von unbekannten Stof-
fen Bedeutung (unterst�tzt durch die Kopplung mit Trenn-
techniken wie Gas- und Fl�ssigchromatographie). Sie eta-
blierte sich auch als eigenst�ndiges Forschungsfeld,
organische MS genannt, das sich dem Studium von Struktur
und Fragmentationsmechanismen der Ionen sowie Ionen-
Molek�l-Reaktionen widmete.[2]

Bis in die 1980er gelang es nicht, grçßere Molek�le als
intakte gasfçrmige Ionen in das Vakuum des Massenspek-
trometers zu �berf�hren. Dieses entscheidende Nadelçhr f�r
die Analyse wurde schrittweise durch neue Desorptions-
techniken �berwunden und resultierte in der Einf�hrung von
Matrix-unterst�tzter Laser-Desorptions/Ionisations(MAL-
DI)-[3] und Elektrospray-Ionisations(ESI)-MS.[4] Diese neuen
Ionisationsmethoden, zusammen mit bahnbrechenden Inno-
vationen in der Instrumentierung, erçffneten Anwendungen
vor allem in der Biologie, Nanotechnologie, Polymerwissen-
schaft und Medizin, aber auch auf vielen anderen Gebieten
der Naturwissenschaften.

In den Lebens-/Biowissenschaften wurde die MS zur
Schl�sseltechnik f�r die Peptidsequenzierung,[5] mit der die
Identit�t von Proteinen ermittelt werden kann. Die Ge-
schwindigkeit und Empfindlichkeit der MS ermçglichen die
qualitative und quantitative Analyse des Proteingehalts
ganzer Zellen oder Gewebe, heute als Proteomik bezeich-
net.[6] �hnlich kann mit MS die chemische Analyse zur Kar-
tierung von Gehalten kleiner Molek�le in einer Zelle oder
Kçrperfl�ssigkeit durchgef�hrt werden, dementsprechend
Metabolomik genannt.[7] Neue Desorptionstechniken und
spezielle, zweckgebundene Massenspektrometer, gekoppelt
mit bildgebenden Methoden, ermçglichen sogar die MS-ba-
sierte Abbildung von Stoffverteilungen (von Proteinen,
Neuropeptiden, Stoffwechselprodukten, Wirkstoffen) in
einem Gewebe oder Organell mithilfe positionsgenauer
Messungen.[8] Weiterhin wurden Desorptionsverfahren unter
Umgebungsdruck eingef�hrt, um Oberfl�chen und Organis-
men direkt auf Molek�le hin abzutasten.[9]

Die Wichtigkeit von MALDI und ESI f�r die revolutio-
n�ren Entwicklungen wurde durch die Vergabe des Nobel-
preises in Chemie an den k�rzlich verstorbenen John B. Fenn
und an Koichi Tanaka gew�rdigt. Erster betitelte seine No-
belvorlesung „Electrospray Wings for Molecular Elephants“
(Elektrosprayfl�gel f�r molekulare Elefanten),[10] da ESI
(und MALDI) das verf�gbare Massenregime f�r die MS

Entwickelt vor �ber 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 ermçglichten 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 f�r die Strukturbiologie anhand einer ausf�hrlichen
Betrachtung der strukturellen Virologie. Wir gehen auf die Entwick-
lung der Massenspektrometrie zu einem Werkzeug ein, das einzigar-
tige Informationen �ber Struktur, Konformation, Topologie, Aufbau
und Funktion von viralen Protein(komplex)en liefern kann, was
schließlich 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 kl�ren, wie Viren aufgebaut
werden und wie sie mit ihrem spezifischen Wirt interagieren.
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mindestens um den Faktor 1000 erweiterten. Kurz nach der
Einf�hrung von ESI wurde klar, dass nicht nur die Masse von
vollst�ndigen Proteinen, sondern auch ihre Terti�r- und
Quart�rstruktur teilweise erhalten und daher analysiert
werden konnten. Dies wurde z.B. durch die fr�he Entde-
ckung belegt, dass der nichtkovalente Komplex zwischen
Myoglobin und seinem H�mkofaktor in der Gasphase intakt
bleiben kann.[11] Bahnbrechende Arbeiten von Standing
et al. ,[12, 13] Smith, Loo et al.,[14,15] Robinson et al.[16–19] und
unserer eigenen Gruppe[20,21] im Bereich der MS von kom-
pletten makromolekularen Komplexen f�hrten zu einem
neuen, wichtigen Hilfsmittel f�r die Strukturbiologie, nun
„native Massenspektrometrie“ genannt.[22]

Außer dem gut etablierten Peptidsequenzierungsansatz
und nativer MS gibt es noch viele weitere facettenreiche,
moderne Anwendungen, die f�r die Analyse von Proteinen
aus verschiedensten Blickwinkeln relevant sind. Besonders
H/D(Wasserstoff/Deuterium)-Austausch und chemische
Markierung von lçsungsmittelzug�nglichen Aminos�uren in
Kombination mit MS oder Chemische-Vernetzungs-MS
kçnnen unser Wissen �ber die Beziehung zwischen Protein-
struktur und -funktion erweitern. In diesem Aufsatz be-
schreiben wir, wie solche massenspektrometrischen Metho-
den eingesetzt werden kçnnen, 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-
h�lsen – die Kapside – sogar in vitro ohne die Unterst�tzung
von Faltungshelfern (Chaperonen) h�ufig die beeindrucken-
de F�higkeit zur Selbstorganisation ihrer Faltung sowie ihres
Zusammenbaus aufweisen.[23] Außerdem zeichnet ihre na-
turgem�ße Eigenschaft, Material (das virale Genom) einzu-
kapseln, die Viruskapside als interessante Zielobjekte f�r
nanotechnologische Anwendungen aus, die weit �ber Medi-
kamentenverabreichung hinausreichen.[24] Die detaillierte
biophysikalische und biochemische Charakterisierung des
Prozesses von Virusaufbau und -reifung ist entscheidend, da
solche Daten dazu genutzt werden kçnnten, einer viralen
Infektion entgegenzuwirken.[25] Technisch gesehen ist das
Studium des Virusaufbaus anspruchsvoll, da die gebildeten
Aggregate mitunter sehr groß sind. Dies behindert die klas-
sische Strukturuntersuchung mit Methoden wie Rçntgen-

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.[26] 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.[27] Proteomikans�tze wurden fr�hzeitig ge-
nutzt, um das „neue“ SARS-Virus zu untersuchen,[28] aber MS
ist auch eine aufstrebende Methode, um die Bausteine eines
Virus, die Stçchiometrie der viralen Strukturproteine, den
Virusaufbau und die entsprechenden Intermediate zu ent-
schl�sseln.[27] Nach kurzer Erl�uterung einiger zentraler
Konzepte der Strukturvirologie beschreiben wir, wie die
moderne MS die Charakterisierung von Viren, insbesondere
unter Ber�cksichtigung von Strukturaspekten, vorantreiben
kann.

2. Allgemeine Konzepte der Strukturvirologie

Viren sind ansteckende Erreger, die sich nur in einem
Wirt vermehren kçnnen.[29] Wegen ihrer geringen Grçße (nm
bis mm) sind die meisten Viren im Lichtmikroskop nicht
sichtbar.[30–32] Viren sind allgegenw�rtig; sie finden sich in
Archaeen, Bakterien, Pflanzen und Tieren.[33–38] Sch�tzungen
zufolge tragen Viren nach den Prokaryoten die zweitgrçßte
Menge zur Biomasse auf der Erde bei.[39] Die h�ufigsten
Viren sind solche mit bakteriellen Wirten, so genannte
Phagen. Das virale Genom kodiert f�r alle viralen Proteine,
die f�r die Replikation im geeigneten Wirt notwendig sind,
zwischen einigen hundert und wenigen verschiedenen Pro-
teinen. Wegen der fehlenden F�higkeit, sich eigenst�ndig zu
vermehren, werden Viren oft nicht als Lebensform angese-
hen.[40] Allerdings dauert diese Debatte noch an und wurde
k�rzlich durch die Entdeckung des Riesenmimivirus erneut
angefacht.[30, 41] Ferner ist die evolution�re Abstammung der
Viren noch immer unklar: Entwickelten sie sich aus in Zellen
replizierenden Nukleins�urest�cken oder durch die Verein-
fachung von zellul�ren Organismen?[42, 43]

Die spezies�bergreifende Allgegenwart der Viren l�sst
bereits eine breite Diversit�t vermuten, die die Klassifizie-
rung erschwert. Generell werden sie anhand ihrer Wirtorga-
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nismen oder morphogenetischen Merkmale und Genomor-
ganisation unterschieden.[44–47] Das Genom kann durch RNA,
aber auch DNA in einzel- oder doppelstr�ngiger (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
F�llen eine reverse Transkription. Viren kçnnen einzelne
oder mehrere St�cke Nukleins�ure in linearer oder zirkul�rer
Form enthalten. Die tats�chlichen evolution�ren Zusam-
menh�nge zwischen Viren sind oft schwer durch einzelne
Eigenschaften zu erfassen, was die Taxonomie erschwert. Das
Virusgenom ist �blicherweise in einer Proteinh�lse, 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 h�ufig von einer Lipiddoppelschicht
umh�llt, die die Bindeproteine enth�lt.[48]

2.1. Infektion und Lebenszyklus

F�r ihre Vermehrung m�ssen Viren zun�chst ihren Wirt
erkennen und ihr Genom in die Zelle einf�hren. Danach wird
die Protein- und Nukleins�uremaschinerie der Zelle �ber-
nommen, um die viralen Bestandteile zu produzieren, worauf
schließlich der Zusammenbau und die Freisetzung des in-
fektiçsen Virus folgen. Nach der erfolgreichen Anheftung an
die Wirtzelle kann das Nukleokapsid �ber verschiedene Me-
chanismen in das Zytosol gelangen (Abbildung 2), etwa �ber
die oft bei eukaryotischen Viren angewendete Membranfu-
sion oder Phagozytose.[37, 49,50] Bakteriophagen injizieren ihr
Genom im Allgemeinen direkt in die Zelle,[51,52] wogegen die

meisten anderen Viren das
Genom an den Poren des
Zellkerns aus dem Kapsid
entlassen.[53] Eine Ausnah-
me bilden (+)ssRNA-
Viren, die ebenfalls ihr
Genom im Zytoplasma
entblçßen, es jedoch au-
ßerhalb des Kerns in
Membrann�he vervielf�l-
tigen.[54] 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
Auslçser angeregt.[55–57]

Als Folge der Ansteckung
�bernimmt das Virus ge-
meinhin die Kontrolle der
zellul�ren Maschinerie des
Wirts, um seine eigene
Vermehrung zu ermçgli-
chen.[58] In sp�teren Stadi-

en der Infektion ordnen sich die Strukturproteine entweder
um neue Kopien der Nukleins�ure oder unabh�ngig davon an
und verpacken die Nukleins�ure anschließend.[59–61] Schluss-
endlich werden reife Viren durch Knospung wie bei Vesikeln
oder Zerbersten der Zelle als Resultat der viralen Ladung
freigesetzt.[62, 63] Das Virus kann sich dann ausbreiten und
neue Zellen infizieren, und der Kreislauf beginnt aufs Neue.
Auch treten verschiedenste Wege der Replikation w�hrend
des Lebenszyklus der unterschiedlichen Viren auf. Ein be-
deutender Schritt ist normalerweise die Reifung, die den
vollst�ndigen Aufbau freisetzungstauglicher, infektiçser
Teilchen anzeigt. Dieser Vorgang umfasst eine Vielzahl von
biochemischen Anpassungen, darunter durch die einge-
schlossene Nukleins�ure ausgelçste Konformations�nderun-
gen, Anlagerung von zus�tzlichen Proteinen und/oder post-
translationale Modifikationen von Proteinen wie Phos-
phorylierung, Glycosylierung, Proteolyse und Vernet-
zung.[64–68] Da resistente Zellen einen evolution�ren Vorteil
durch gesteigerte Lebensf�higkeit haben, sind Viren ein
starker Selektionsdruck f�r den Wirt. Im Umkehrschluss
entwickeln sich Viren st�ndig durch Ver�ndern ihres Genoms.
Besonders RNA-Viren weisen h�ufig eine hohe Mutations-
rate auf und forcieren den andauernden �berlebenskampf.[69]

Ein anderer Mechanismus, der zu einer erhçhten Virulenz
und einem Wechsel der Wirt-/Artspezifit�t f�hrt, ist die Re-
kombination von Genomteilen verwandter Virusst�mme, wie
in Influenzaviren �blich.[70,71]

2.2. Kapsidfertigung und -struktur

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

Abbildung 1. Die Virusklassifizierung basiert haupts�chlich auf der Art und Organisation der Nukleins�ure. Eine
Auswahl an Virusfamilien und ihrer entsprechenden Morphologien ist abgebildet.
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sch�tzt. Vornehmlich wegen ihrer Festigkeit und ihrer hohen
Effizienz bei der Selbstfertigung und dem Verpacken der
Nukleins�ure zeichnen sich Nukleokapside als verbl�ffende
Strukturen aus. Typischerweise bilden viele Kopien eines oder
weniger verschiedener Strukturproteine die Kapsidh�lse,[72,73]

wobei die Ausgestaltung mit anderen Proteinen bei nicht
umh�llten Viren g�ngig ist.[74] Diese aufgesetzten Proteine
kçnnen die Kapsidstabilit�t erhçhen oder einen Zweck
w�hrend der Infektion und des Verpackens des Erbguts er-
f�llen. Die hohe Kopienzahl eines begrenzten Sortiments
kleiner Proteine verringert die zur Proteinkodierung benç-
tigte L�nge der Nukleins�ure vorteilhaft, da so weniger Platz
beim Verkapseln bençtigt wird.[72] Dies verdeutlicht einige
der Virusstruktur und -funktion zugrunde liegenden, effizi-
enten Prinzipien.

Viele Kapsidproteine (cp) kçnnen leicht in großen
Mengen rekombinant hergestellt werden und repr�sentieren
daher ideale Modellsysteme f�r das Studium des Protein-
(selbst)aufbaus.[23] Obgleich sich die Bausteine des Kapsid-
aufbaus von Virus zu Virus unterscheiden, erfolgt der Aufbau
gemeinhin in Einklang mit der Keimbildungstheorie. Diese
wurde auch f�r den Amyloidzusammenbau vorgeschla-
gen.[73, 75, 76] Als erstes muss sich ein Aufbaunukleus bilden, der
ein oligomeres Aggregat oder lediglich ein konformativ ver-
�ndertes Monomer sein kann. Danach lagern sich weitere

Bausteine an den Aufbaukeim an, bis das Kapsid vollst�ndig
ist (Abbildung 3). Unter ertragreichen Bedingungen ist die
Nukleation generell der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt, und nur ein kleiner Teil der Proteine bevçlkert diesen
�bergangszustand. Die anschließenden Elongationsschritte
finden in erheblich schnellerer Abfolge statt und f�hren zur
umgehenden Umsetzung des Nukleus zum Kapsid. Deshalb
kommen die intermedi�ren oligomeren Spezies, die unter
anderem den Keim bilden, unter Aufbaubedingungen nor-
malerweise nur in Spuren vor.[26, 73, 76,77] In einigen F�llen
lassen sich die Umgebungsbedingungen so �ndern, dass eine
�bernukleation bevorzugt wird, wobei die Intermediate dann
kinetisch gefangen sind. Selbst unter diesen Voraussetzungen
kçnnen Prozesse wie Proteinfehlfaltung und -aggregation den
Nachweis der �bergangszust�nde weiter behindern.[67,78–80]

Eine niedrige Keimbildungsrate sichert einen erfolgreichen
Kapsidaufbau. Die Nukleation kann durch steigende Kon-
zentration oder posttranslationale Modifikation der cp aus-
gelçst werden, um einen hinreichend hohen Titer in der Zelle
zu gew�hrleisten. Auch die Wechselwirkung mit der Nukle-
ins�ure kann die Bildung des Nukleus fçrdern.[78, 81, 82]

Die entstehenden Viruskapside sind h�ufig hochstabil
gegen Umgebungs�nderungen, beispielsweise extreme pH-
Werte, hohe Konzentrationen an Denaturierungsmitteln und
organische Lçsungsmittel, widerstehen dem Verd�nnen auf

Abbildung 2. Viraler Lebenszyklus: a) Prokaryotische Viren (Phagen) binden an die Wirtzelle und injizieren direkt ihr Genom, wie hier f�r einen
Phagen mit Schwanzfortsatz dargestellt. Im Zytosol werden dann das Genom vervielf�ltigt und die Proteine exprimiert. Im Falle von schwanztra-
genden Phagen bildet sich ein leeres Kapsid, in das anschließend das Genom eingelagert wird, woraufhin die Reifung erfolgt. Die zusammenge-
bauten Phagen sammeln sich im Zytoplasma an, bis die Zelle zerbirst. b) Eukaryotische Viren �bermitteln ihr Kapsid ins Zytoplasma. Die Aufnah-
me kann im Fall von umh�llten Viren �ber Membranfusion erfolgen. Am Kern zerf�llt das Kapsid und l�sst 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 mçglichen Reifung wird das Virus aus der Zelle durch Knospung oder Zellzerstçrung entlassen.
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sehr niedrige Konzentrationen, die den Aufbau nicht unter-
st�tzen, und selbst Austrocknung.[83–87] 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 schließen,
die diese scheinbar hohe Stabilit�t nicht bedingen
kçnnen.[73, 88] Allerdings summieren sich im Kapsid die Bin-
dungsenergien der einzelnen Untereinheiten. Dies erkl�rt die
Pseudostabilit�t der Kapside unter Bedingungen, bei denen
sonst kein Zusammenbau auftritt. Nichtsdestoweniger besagt
die Theorie, dass in solch einem Pseudogleichgewicht stets
einige freie Bausteine in Lçsung sein sollten, die mit den
Proteinen im Kapsid dynamisch ausgetauscht werden kçnn-
ten. Dieser Vorgang wurde als „Kapsidatmung“ (capsid
breathing) bezeichnet, und einige indirekte experimentelle
Belege, die dieses Modell best�tigen, wurden beschrie-
ben.[88–92] Der Begriff „Atmung“ wurde im �brigen auch zur
Beschreibung der signifikanten Konformations�nderungen
verwendet, die in viralen cp-Proteinen auftreten kçnnen und
manchmal sogar zu vor�bergehender Externalisierung von
Dom�nen f�hren kçnnen, die Strukturmodellen zufolge im
Inneren zu finden sein sollten.[91]

Meistens werden entweder helikale oder ikosaedrische
Kapsidstrukturen beobachtet, die beide wegen der hohen
Symmetrie die Bildung einer regelm�ßigen H�lse aus vielen
Kopien eines einzigen cp ermçglichen.[72] Der Prototyp eines
helikalen Virus ist das Tabakmosaikvirus (TMV). Bei diesem
bauen sich die cp-Monomere um die RNA herum auf, und die
L�nge des Genoms bestimmt die Grçße des Nukleokap-
sids.[93, 94] Ikosaedrische Strukturen hingegen ermçglichen die
vollst�ndige Abdichtung einer Kapsel unter Verwendung le-
diglich einer Proteinvariante.[72] Zus�tzlich reduziert die bei-
nahe kugelfçrmige Struktur die Oberfl�che 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 kleinstmçg-
lichen Ikosaeder zu bilden, bei dem alle Proteine in Penta-
meren angeordnet sind. Grçßere Kapside entstehen durch
das Zuf�gen von Hexameren. Ausschließlich festgesetzte
Mengen an Hexameren lassen sich einf�gen, um einen per-
fekten Ikosaeder zu erhalten. Die Triangulationsnummer (T)
spiegelt dies wider: T= h2 + h k + k2, wobei h und k positive

ganze Zahlen sind und T= 2 daher verboten ist. Die Zahl an
Bausteinen entspricht 30T. Obwohl Viruskapside von einem
einzigen cp aufgebaut werden kçnnen, unterscheiden sich die
umgebenden Kontakte in Hexameren und Pentameren.[95,96]

Die zur Kompensation nçtigen Konformations�nderungen
sind oft marginal und ergeben quasi�quivalente cp-Struktu-
ren. Zus�tzliche Hexamere kçnnen auch ringartig eingebun-
den werden, wodurch gestreckte Kapside wie beim Bakte-
riophagen Phi29 entstehen.[97, 98] Komplexe Viren weichen
h�ufig von der ikosaedrischen Symmetrie ab; z. B. bildet das
HIV-cp typischerweise konische, aber auch stabfçrmige
Kapside.[99]

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 kçnnen. Bevor wir uns auf
einige interessante Fallstudien konzentrieren, wollen wir erst
die verwendeten Schl�sseltechniken in vier K�sten zusam-
menfassen: „Proteomik“, „native und Ionenmobilit�tsmas-
senspektrometrie“, „H/D-Austauschmassenspektrometrie“
und „chemische Markierungsverfahren, gekoppelt mit Mas-
senspektrometrie“. Diese K�sten 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 Ans�tze er-
h�ltlichen Informationen in Abbildung 4 zusammengefasst.

Kasten 1: Proteomik
MS-basierte Proteomik ist momentan die leistungsf�-

higste Methode, um Sequenzinformationen von Proteinen zu
erhalten.[6] Zur Sequenzierung werden in Proteomanalysen
gemeinhin proteolytische Peptide durch stoßinduzierte Dis-
soziation (CID) und/oder Elektronentransferdissoziation
(ETD) fragmentiert.[100, 101] Die Fragmentationsspektren
werden anschließend mit großen Proteinsequenzdatenban-
ken abgeglichen, die vorhergesagte Spektren enthalten, die
aus st�ndig aktualisierten Genom-/Proteindatenbanken ab-
geleitet werden.[102] Außer zum Bestimmen von Proteinen
kann MS-gest�tzte Proteomik auch zum Feststellen und Lo-
kalisieren von nat�rlich vorkommenden posttranslationalen
Modifikationen (wie Glycosylierungen,[103] Phosphorylierun-
gen,[104] Lysin- und N-terminalen Acetylierungen)[105] oder
von chemischen Proteinmodifikationen (ausgelçst durch
Vernetzungsreaktionen, Oberfl�chenkartierungen durch
Oxidation,[106] Acetylierung,[107] oder Deuteriumeinbau
usw.[106]) 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.[108]

Kasten 2: Native und Ionenmobilit�tsmassenspektrometrie
In der ESI-MS werden Molek�le durch einen kombi-

nierten Prozess von Desolvatisierung und (De-)Protonierung

Abbildung 3. Modell des nukleierten Aufbaus: Konformations�nderun-
gen oder Oligomerisierung kçnnen zur Nukleation f�hren. Die Keim-
bildung ist eine langsame Reaktion, wogegen die anschließende Anla-
gerung von Bausteinen rasch Richtung Kapsidvollendung fortschreitet.
Ist die Nukleation ein schneller Prozess, sammeln sich Aufbauinter-
mediate aufgrund von �bernukleation an, und wenige Kapside werden
gebildet.[73]
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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 z�hlen Anwendungen der MS zur Virusproteinbestimmung, wie posttranslationale Modifikationen, und zur Struk-
turanalyse von Viren mit H/D-Austausch-MS sowie nativer und Ionenmobilit�ts-MS. Im linken Teil der Abbildung ist von oben nach unten darge-
stellt, wie Proteomikans�tze genutzt werden kçnnen, um die Zusammensetzung eines Virus zu pr�fen. So konnten etwa die Proteine des SARS-
Coronavirus fr�hzeitig mit MS identifiziert werden. Hier sind die nachgewiesenen Peptide des Fortsatzproteins S1 angegeben (auf dem Struktur-
modell 1Q4Z eingezeichnet).[142] Darunter sind die Ergebnisse der Kartierung der genauen Positionen des heterogenen Glycosylierungsmusters im
Hauptoberfl�chenprotein des HIV,[65] der multiplen Phosphorylierungsstellen des HBV-cp,[156] der proteolytischen Spaltungsstelle des gp4 aus dem
Bakteriophagen P22[192] und der Positionen von Vernetzungen wie bei der HK97-Reifung mittels Proteomik abgebildet.[67, 164] 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 aufzuschl�sseln[64]

und wie native und Ionenmobilit�ts-MS Informationen �ber die Stçchiometrie eines Aggregats liefern kçnnen – in vorteilhaften Situationen sogar
die Bindungsaffinit�t,[159] die Menge an eingekapseltem Material[183] und die Form eines viralen Proteinkomplexes.[171]
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ionisiert. ESI ist am empfindlichsten bei niedrigen Fl�ssen
(nLmin�1), und optimale Bedingungen werden durch Ein-
bringen des Analyten in ein 1:1-Gemisch aus Wasser und
organischem Lçsungsmittel erhalten. Solche Lçsungen sind
gewçhnlich anges�uert, um die Protonierung zu fçrdern.
Diese Lçsungsbedingungen ermçglichen zwar einen hoch-
empfindlichen Nachweis, f�hren aber typischerweise zur
Denaturierung und Entfaltung von Proteinen. Das Ziel nati-
ver MS ist es hingegen,[21,22, 109] die �bergeordnete Protein-
struktur zu erhalten, um die Untersuchung von Proteinkon-
formation, -komplextopologie und -dynamik zu ermçglichen.
Daher sollten die Proben so nahe wie mçglich an den phy-
siologischen Bedingungen gehalten werden. Ein ESI-MS-
kompatibler „volatiler Puffer“ steht mit w�ssrigem 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 Proteinquart�rstrukturen unter
diesen Bedingungen erhalten bleiben kçnnen. W�hrend des
ESI-Vorgangs verdampft der volatile Puffer leicht und er-
zeugt „nackte“ Proteinionen. Diese tragen dabei erheblich
weniger Ladungen als beim Spr�hen aus organischen ESI-
Lçsungsmitteln, da die Oberfl�che in diesen gefalteten Spe-
zies kompakter ist. Weil grçßere Proteinverb�nde m/z-Werte
erreichen kçnnen, die einige Tausend �berschreiten, werden
entsprechende Flugzeitmassenanalysatoren (ToF) f�r den
Nachweis bençtigt.[110, 111] Die Erhaltung von Quart�rstruk-
turen in der Gasphase bietet die Mçglichkeit, die Masse von
intakten Protein(unter)komplexen zu messen, woraus Infor-
mationen �ber Stçchiometrie und Topologie gewonnen
werden kçnnen.[19, 112] Um die Struktur von Proteinkomplexen
zu pr�fen, kçnnen Unterkomplexe bewusst erzeugt werden,
entweder durch Einsatz von niedrigen Konzentrationen an
Denaturierungsmittel, einer Verschiebung des pH-Wertes
und/oder der Ionenst�rke[113] oder mithilfe von CID.[114–116]

Durch In-vitro-Rekonstitution von Membranproteinkom-
plexen in Micellen kçnnen sogar in Membranen eingebettete
Proteinkomplexe mit nativer MS studiert werden.[117] Eine
weitere St�rke der nativen MS ist ihre hohe Empfindlichkeit,
die auch die Analyse von endogen exprimierten Protein-
komplexen ermçglicht.[118, 119]

Das verf�gbare Repertoire wurde k�rzlich durch die
Kopplung von Ionenmobilit�tstrennung (IM) mit MS
(IMMS) erweitert.[120] In der IMMS werden Ionen nicht nur
anhand ihres m/z-Wertes aufgetrennt, sondern auch innerhalb
einer gasgef�llten Kammer entsprechend ihrer Driftzeit, die
von ihrer generellen Form oder dem Kollisionsquerschnitt
(W) abh�ngt. Normalerweise erfahren Molek�le mit grçßeren
W-Werten, d.h. einem grçßerem scheinbaren Volumen, l�n-
gere Driftzeiten. Anhand von IMMS-Daten kann der W-Wert
oder die durchschnittliche Projektionsfl�che eines Protein-
komplexes bestimmt werden. Erste Ergebnisse deckten auf,
dass die Strukturen aus der Lçsung besonders bei grçßeren
Proteinkomplexen in der Gasphase weitestgehend erhalten
bleiben.[120, 121] IMMS wird in diesem Zusammenhang vor
allem in Verbindung mit Computermodellen gebraucht, um
verbesserte Strukturmodelle von Proteinkomplexen zu er-
zeugen.[113, 122] Zum Beispiel kann bei Vorhandensein von
hochaufgelçsten Strukturen (Rçntgenkristallographie oder

NMR-Spektroskopie) einzelner Proteinkomplexbestandteile
der W-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.[123–127] Die
Methode gr�ndet auf dem Austausch von Wasserstoff gegen
Deuterium in lçsungsmittelzug�nglichen R�ckgratamid-
gruppen, wenn ein Protein in deuteriertes Wasser (D2O)
�berf�hrt 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 �ber erhebliche Konformations�nderungen z. B. bei Lig-
andenbindung liefern.[128] Die detaillierte Position des Deu-
teriumeinbaus kann �ber die Beobachtung der Massenver-
schiebung von Peptidfragmenten ermittelt werden, die nach
der H/D-Austauschreaktion erzeugt werden. Darum werden
die Proben �ber verschiedene Zeitr�ume in D2O inkubiert
und nachfolgend typischerweise bei niedrigen Temperaturen
(0 8C) durch Verd�nnung anges�uert (pH� 2.5), um R�ck-
tauschvorg�nge zu verlangsamen. Leider kçnnen nur wenige
Proteasen bei solchen pH-Werten Proteine ergiebig verdau-
en. Pepsin hat eine optimale Aktivit�t bei niedrigem pH-Wert
und ist das bevorzugte Enzym f�r H/D-Austauschanwen-
dungen. Obwohl Pepsin als eine unspezifische Protease an-
zusehen ist, sind die nachgewiesenen Peptide reproduzier-
bar.[129] Nach dem Verdau werden die gewonnenen Peptide
der MS-Analyse zugef�hrt und durch die genaue Masse und
Fragmentationsmuster identifiziert. Die Massenverschiebung
aufgrund von Deuteriumaufnahme kann dann zeitlich erfasst
werden, um zu kl�ren, welche Peptide an Struktur�nderungen
beteiligt sind, die bei Proteinkomplexbildung oder auch Vi-
rusreifung auftreten.[66, 130] H/D-Austausch mit MS-Kopplung
ist zu einem n�tzlichen analytischen Hilfsmittel f�r das Stu-
dium der Proteindynamik geworden. Durch Kombinieren
dieser Informationen mit klassischen funktionalen Daten
l�sst sich ein fundierteres Verst�ndnis der Proteinfunktion
erlangen. Der Ansatz der H/D-Austausch-MS ist �hnlich 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
Proteindom�nen beschr�nkt, verbesserte Auflçsung und
Empfindlichkeit der Massenanalysatoren, kombiniert mit
besserer Software zur Dateninterpretation, haben aber nun
auch die Untersuchung großer Proteine, etwa ganzer Anti-
kçrper, ermçglicht.[131]

Kasten 4: Chemische Markierungsverfahren, gekoppelt mit
Massenspektrometrie

Außer dem H/D-Austausch gibt es noch eine Reihe wei-
terer, regelm�ßig in Kombination mit MS eingesetzter che-
mischer Ans�tze zum �berpr�fen der Oberfl�chenzug�ng-
lichkeit und Interkonnektivit�t von Proteinen in Komple-
xen.[132] Bei diesen Methoden werden spezifische Aminos�u-
ren schnell und effizient unter pseudophysiologischen Be-
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dingungen chemisch markiert. MS wird dann dazu verwendet,
auf chemisch ausgelçste Massenverschiebungen in den Pep-
tiden/Aminos�uren, die von der Markierung beeinflusst
werden, zu pr�fen. Die Grundidee ist, dass lediglich die zu-
g�nglichen Aminos�uren ver�ndert werden, was die Abbil-
dung von Konformations�nderungen in Proteinen etwa bei
der Ligandenbindung oder Proteinkomplexbildung ermçg-
licht. Am beliebtesten im Bereich der Strukturbiologie sind
die oxidative Markierung mit Hydroxylradikalen[133–135] oder
die Markierung von frei zug�nglichen Aminen unter anderem
durch Acetylierung.[107,132, 136] Chemische Markierung unter
Verwendung von Molek�len mit mindestens zwei reaktiven
Gruppen kann auch zum Vernetzen spezifischer Aminos�u-
ren angewendet werden, die sich in unmittelbarer Umgebung
zueinander befinden. Solche Vernetzungsans�tze nutzend,
kçnnen intra- und intermolekulare Interaktionen in einem
Proteinkomplex nachgewiesen werden.[137–139] Die g�ngigsten
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 kçnnen. Dies liefert Dis-
tanzbeschr�nkungen f�r Computermodelle. Nach der Modi-
fikation der Proteine muss verbliebenes Reagens entfernt
oder inaktiviert werden. Im Anschluss an die Proteolyse
m�ssen Peptide, die von bestimmten vernetzten Bereichen
der Proteine stammen, aus dem Hintergrund von unver�n-
derten Peptiden herausgefiltert werden, wof�r die passende
Software eine Grundvoraussetzung ist.[138, 140] Beispielsweise
wurden chemische Vernetzung und MS angewendet, um die
Wechselwirkungen zwischen Untereinheiten des Prokapsids
des Bakteriophagen P22 zu untersuchen.[137]

3.1. Identifizierung von viralen Proteinen und ihrer
posttranslationalen Modifikationen

Neue virale, ansteckende Pathogene lassen sich ein-
wandfrei durch Genotypisierung charakterisieren.[141] Aller-
dings liefern solche Experimente keine Informationen �ber
die tats�chlich exprimierten viralen Proteine. Mithilfe von
etablierten Proteomikmethoden (Kasten 1) kçnnen virale
Proteine selbst in komplexen Proben wie Wirtzelllysaten
leicht identifiziert werden. Solche Daten bieten in direkter
Weise Informationen �ber die Zusammensetzung des Virions
und kçnnen dessen Struktur- und Begleitproteine preisge-
ben.[142] Ein erl�uterndes 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.[28, 142,143] Mit einer Verzçgerung von
wenigen Jahren wurden diese Proteine unter Verwendung
von hochauflçsenden Techniken wie Rçntgenkristallographie
strukturell untersucht.[144]

Quantitative Proteomikexperimente sind genutzt worden,
um die dynamischen, zeitlichen �nderungen des Wirtprote-
oms im Zuge der Infektion mit einem Pathogen zu studieren,
mit dem Ziel, das Wirt-Erreger-Interaktom zu entschl�s-
seln.[145, 146] Dazu wird oft eine Art von Isotopenmarkierung

angewendet, mithilfe derer Proteine mit einem durch die
Infektion beeinflussten Expressionsgrad identifiziert werden.
Solche Isotopenmarkierungen in Kombination mit Proteomik
stellten Informationen zu den zellul�ren �nderungen bei
einer SARS-Infektion bereit und ermçglichten die Identifi-
zierung von Wirtzellfaktoren, die mutmaßlich an der Virus-
vermehrung beteiligt sind.[147, 148]

Oberfl�chenexponierte Virusproteine oder -proteindo-
m�nen vermitteln gewçhnlich die Anheftung des Virus an den
Wirt. Bei umh�llten Viren wie HIV befinden sich diese Pro-
teine in der Lipiddoppelschicht und sind typischerweise
hochgradig glycosyliert. Diese Glycane sind wahrscheinlich
an der Antigenit�t 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.[149] Proteomikmethoden sind genutzt worden,
um die Hauptver�nderungen des Glycosylierungsmusters
zwischen verschiedenen Virusst�mmen aufzudecken.[150–152]

Nach dem Peptidverdau bestimmt der Massenunterschied
zwischen glycosylierten und enzymatisch deglycosylierten
Proben die Grçße der Kohlenhydrate. Mit Tandem-MS
kçnnen die modifizierte Aminos�ure und die Zusammenset-
zung des Glycans ermittelt werden.[65, 150, 151] Die Dekoration
von Virusproteinen mit Glycanen kann sehr komplex sein, da
gebundene Kohlenhydrate normalerweise in L�nge und Art
variieren, wobei alle drei Strukturformen – mannosereich,
komplex und gemischt – vorkommen und beim HIV-Protein
gp120 nachgewiesen wurden (Abbildung 4). Vermutlich
wegen der hohen strukturellen Flexibilit�t und Heterogenit�t
der Glycanschicht konnte bisher lediglich eine deglycosylierte
Variante von gp120 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 kçnnen 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
verst�rkt etwa die Phosphorylierung von HBV-cp die Bildung
von DNA aus RNA im sich aufbauenden Kapsid.[153] Dies ist
wahrscheinlich an vermehrten Kapsidzusammenbau und
vermehrte Verkapselung von RNA gekoppelt, die nach
Phosphorylierung mehrerer HBV-cp-Aminos�urereste be-
obachtbar sind.[154–156] Proteomik und Mutagenesestudien er-
çffneten, dass die Wirtkinasen PKA und PKC jeweils einen
von zwei mittleren Serinresten im HBV-cp phosphorylieren
(Abbildung 4).[155, 156]

3.2. Beobachtung der Virusreifung

Proteine, die an viralen Aufbau- und Reifungsprozessen
beteiligt sind, sind weniger anf�llig f�r mutationsbedingte
�nderungen als Oberfl�chenproteine und bieten sich daher
als mçgliche Ziele zur Intervention an. MS wurde nicht nur
ausgiebig genutzt, um Virusstrukturen aufzukl�ren, sondern
auch, um die dynamischen Ver�nderungen in diesen Struk-
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turen �ber den gesamten viralen Lebenszyklus zu beobach-
ten. Solche Modifikationen und Umlagerungen, die w�hrend
des Virusaufbaus und der Reifung sowie auch der Infektion
stattfinden kçnnen, sind traditionell mithilfe von fluoreszie-
renden Markierungen kartiert oder global mit spektroskopi-
schen Techniken �berwacht worden.[157, 158] Ferner haben sich
Mutagenesestudien, wie Alaninabtastung, als sehr hilfreich
erwiesen, um posttranslationale Modifikationen, die w�hrend
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 Rçntgenkristallogra-
phie kombiniert, um die Kapsidbildung und -reifung des
ikosaedrischen Bakteriophagen HK97 zu untersuchen. Dieser
lambdoide Phage lagert seine dsDNA unter hohem Druck
und bençtigt daher eine stabile Kapsidstruktur sowie einen
irreversiblen Aufbau, um das Genom zu sch�tzen.[68, 161] An-
fangs organisieren sich 420 cp-Untereinheiten zu Penta- und
Hexameren. Diese Kapsomere bauen im Anschluss den ku-
gelfçrmigen, dickwandigen Prokopf I auf (Abbildung 5). Die
N-terminale D-Dom�ne fungiert als Ger�st und wird im Zuge
der Reifung abgespalten. Dies f�hrt 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).[162] Ein entscheidender Schritt in der HK97-Reifung
ist die Konformations�nderung, die zum d�nnwandigen iko-

saedrischen Kapsid oder Phagenkopf f�hrt. Diese Auswei-
tung wird gemeinhin von der DNA-Verpackung begleitet,
kann aber auch in vitro in Abwesenheit der DNA und des
Verpackungsapparates ausgelçst werden. In EM- und Kris-
tallographiestudien wurden massive Struktur�nderungen er-
kannt, die mit diesem �bergang verbunden sind. Die er-
reichte Auflçsung war allerdings f�r einige �bergangsstruk-
turen begrenzt. H/D-Austausch-MS (Kasten 3) an den ver-
schiedenen Intermediaten des Kopfaufbaus – vom Kapsomer
bis zum beinahe reifen Kopf I – konnte pr�zise zeigen, welche
Aminos�uren an den reifungsbegleitenden �nderungen be-
teiligt waren (Abbildung 5).[66, 130, 163] Die n�chste Stufe der
Reifung ist die autokatalytische Vernetzung der cp-Einheiten,
die das Kapsid in der geweiteten Konformation einsperrt. Das
entscheidende Peptid, das die recht ungewçhnliche Lysin-
Asparagin-Vernetzung tr�gt, konnte nach Proteolyse durch
Trypsin mit MS bestimmt werden (Abbildung 4).[67]

Typische inter- und intramolekulare Vernetzungen sind
Disulfidbr�cken, 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
g�ngig (Abbildung 4).[164]

Ein anderer Ansatz, der �blicherweise genutzt wird, um
Struktur�nderungen oder Bindestellen zu identifizieren und
kartieren, ist die chemische Vernetzung mit MS-Kopplung

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 anschließend zusammen mit der viralen Protease den Prokopf I. Der Aufbau wird durch die cp-
D-Dom�ne vermittelt, die als Ger�st fungiert. Die Protease spaltet die D-Dom�ne und sich selbst. Dies f�hrt zu Prokopf II 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 I einer vernetzungsunf�higen Mutante entspricht nahezu dem reifen
Kopf II.[66] b) Die R�ckgrathelix aus der Kristallstruktur einer Untereinheit im Prokopf II (gelb) wurde entlang der gestreckten Helix im Kopf II
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 �bergang vom Prokopf II (P-II) zum Ausdehnungsintermediat (EI) auf. Auch sind die
Deuteronen dargestellt, die in die entsprechenden Peptidfragmente der freien Kapsomere und des Kopfes I (H-I) eingebaut wurden. Wiedergabe
mit Genehmigung der Macmillan Publishers Ltd: Nature,[66] 2009. d) Bei HIV umschließt das unreife Kapsid aus dem Gag-Polyprotein die
(+)ssRNA und wird umh�llt. Nach Freisetzung aus der Zelle spaltet die virale Protease Gag in drei Hauptproteine und einige kleine Peptide. Die
Matrixdom�ne bleibt �ber einen Myristoylrest an die Lipidh�lle gebunden, und die Nukleokapsiddom�ne ist mit der ssRNA assoziiert. Eine Kon-
formations�nderung im cp f�hrt zu einem Zusammenbruch des sph�rischen in ein konisches Kapsid. An diesem Punkt ist das Virus ansteckend.
Andere Proteine, inklusive der Protease und Peptidfragmente, wurden der Klarheit halber weggelassen.[64]
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(Kasten 4).[140,159, 165] H/D-Austausch und chemische Vernet-
zung[64, 165–167] wurden kombiniert, um die pleiomorphen HIV-
Kapside zu analysieren. Die variable Erscheinung verhindert
die klassische hochauflçsende Strukturbestimmung, da diese
generell auf die Mittelung �ber viele Teilchen angewiesen
ist.[99]

Bei HIV baut sich das Gag-Polyprotein um die (+)ssRNA
an der Plasmamembran auf. Nach dem Knospen der um-
h�llten Viren spaltet die im kugelfçrmigen unreifen Kapsid
beheimatete Virusprotease das Gag-Protein. Die freigesetz-
ten Dom�nen reorganisieren sich zum reifen Virus. Dann ist
das Nukleokapsid innerhalb des nun kollabierten und koni-
schen Kerns, der aus der Kapsiddom�ne (ab hier cp) gebildet
wird, mit der RNA assoziiert, wogegen die Matrixdom�ne
�ber eine N-terminale Myristoylierung an die H�lle gebun-
den bleibt (Abbildung 5). Dieser Myristoylrest wurde eben-
falls mit MS in der Matrixdom�ne virus�hnlicher Partikel
nachgewiesen. Dies belegt die �hnlichkeit zum vollinfektiç-
sen Virus.[166] Alaninabtastung identifizierte bereits be-
stimmte Stellen in den N- und C-terminalen Dom�nen des cp,
die an der Bindung zwischen den Untereinheiten dieser ho-
motypischen Dom�nen 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
gesch�tzt war, sich hingegen im unreifen Kapsid vergleichbar
zur freien cp-Untereinheit verhielt.[166,167] Generell ist die cp-
Anordnung f�r unterschiedliche HIV-Kapsidformen �hnlich.
Ferner wurde durch chemische Vernetzung eine zuvor un-
bekannte Wechselwirkung zwischen der N- und C-terminalen
Dom�ne benachbarter Monomere aufgekl�rt (Abbildung 4).
Dieser Kontakt treibt wahrscheinlich die Reifung voran und
ist im Gag-Polyprotein gesch�tzt 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
Konformations�nderungen w�hrend der Bindung an eine
Stammschleife genomischer ssRNA erfahren. Diese ist als
Aufbauauslçser bekannt.[168] Die Daten wiesen auf spezifische
Bereiche in den cp-Dimeren hin, die ihre Austauschkinetiken
in Gegenwart der RNA �nderten, inklusive der bekannten
RNA-Bindestellen.

3.3. Massenanalyse von intakten viralen Aggregaten

ESI-MS hat den verf�gbaren Massenbereich f�r die
Analyse von Biomolek�len erheblich erweitert; Meilensteine
waren dabei Viren und ihre Kapside. Der erfolgreiche
Transfer von TMV in die Gasphase mithilfe von ESI wurde
bereits 1996 nachgewiesen.[83] In diesen wegweisenden Stu-
dien verhinderte die Begrenzung der verwendeten Massen-
analysatoren eine genaue Massenbestimmung. Dennoch er-
çffneten die Sammlung der elektrogesprayten TMV-Partikel
und die anschließende EM-Analyse, dass die viralen Struk-
turen grçßtenteils erhalten blieben. Die im Massenspektro-
meter aufgelesenen TMV erwiesen sich sogar als infektiçs.
Seitdem wurden verschiedenste instrumentelle Aufbauten
eingesetzt, um die Masse von Virusteilchen abzusch�tzen.

Eine Kombination aus m/z und Ladungsdetektion in einem
ToF-Analysator ergab f�r den TMV eine Masse von ungef�hr
40 MDa mit einer Ungenauigkeit von 15%.[169] ESI kann
daher leicht genutzt werden, um Viren und virale Partikel zu
ionisieren. Die akkurate Massenanalyse ist jedoch schwierig,
wenn diese Teilchen zu groß oder zu heterogen werden. ESI
wurde mit elektrophoretischen Gasphasenmobilit�ts-Mole-
k�lanalysatoren (GEMMA) kombiniert.[170,171] Darin wird die
durch ESI produzierte, hohe Ladung der Teilchen wieder
verringert, um einfach geladene Ionen zu erhalten, die an-
schließend anhand ihrer elektrophoretischen Mobilit�t 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 Massenauflçsung eines solchen Instru-
ments noch immer zu gering, um die genaue Massenmessung
zu ermçglichen, jedoch bietet GEMMA parallel Informatio-
nen �ber den elektrophoretischen Mobilit�tsdurchmesser des
analysierten Partikels. Solche Analysen gaben Hinweise
darauf, dass die CCMV-Teilchen in der Gasphase ihre Quar-
t�rstruktur grçßtenteils behielten (Abbildung 4).[170,171]

Eine erste genauere Massenermittlung wurde an intakten
MS2-Partikeln durchgef�hrt, wobei die ESI-ToF-Analyse
eine Bestimmung von teilweise aufgelçsten Ladungszust�n-
den ermçglichte.[172] Daten von intakten viralen HBV-Kap-
siden wurden mit zuvor unerreichter Auflçsung durch Nut-
zung eines modifizierten Q-ToF-Instruments erhalten.[110,173]

HBV-Kapside sind außergewçhnlich, 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 f�r beide Kapside an
(Abbildung 6), ermçglichten eine Massenzuweisung auf
0.1% genau und wiesen nach, dass beide Gitter vollst�ndig
waren. Die HBV-Kapside waren w�hrend des Transfers in die
Gasphase und durch das Vakuum des Massenspektrometers
erstaunlich stabil. Die Messung des W-Werts der Kapside mit
IMMS ermçglichte die Absch�tzung der Kapsidradien in
guter �bereinstimmung mit den Abmessungen der Teilchen
in der EM, die grçßtenteils erhalten gebliebene Struktur der
Kapsidmorphologie in der Gasphase best�tigend.[174] 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
Lçsung 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 �ber
einen Zeitraum von Monaten konnte beobachtet werden,
wenn auch nur f�r die 3-MDa-Teilchen und ausschließlich bei
niedrigen Temperaturen,[175] und erbrachte den experimen-
tellen Nachweis f�r die theoretisch vorhergesagte „Kapsid-
atmung“.[88]

Das noch grçßere (ca. 10 MDa) Noroviruskapsid erwies
sich als weniger stabil. Die Neigung zur Dissoziation bei
Ver�nderung des pH-Werts und der Ionenst�rke wurde mit
nativer MS abgebildet.[176] Bei pH 6 in der Lçsung wurde nur
das intakte T= 3-Kapsid nachgewiesen, wenn auch mit nicht
ausreichender Auflçsung f�r eine genaue Massenbestim-
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mung. Niedrigere pH-Werte f�hrten vornehmlich zu cp-Di-
meren. Interessanterweise bildeten sich im Basischen hçher
geordnete Oligomere, bevorzugt bei hohen Ionenst�rken.
Bemerkenswert war die vollst�ndige Reversibilit�t des
�bergangs zwischen T= 3-Partikeln und den anderen Oli-
gomeren. Die grçßeren Oligomere entstanden hçchstwahr-
scheinlich durch Dissoziation der T= 3-Kapside in Dimere
und anschließenden Wiederaufbau. Die Hauptprodukte diese
Weges wurden als 60- und 80-mere identifiziert, wenngleich
unter bestimmten Bedingungen auch kleinere Oligomere
auftraten (Abbildung 7). Atomkraftmikroskopie (AFM)[176]

und auch vorherige EM-Studien[177] best�tigten, dass im Ba-
sischen T= 1-Noroviruskapside aus 60 cp-Untereinheiten
gebildet werden kçnnen. Ionenst�rke und pH-Wert kçnnen
daher das Noroviruskapsid in verschiedene Morphologien
zwingen und machen dieses so zu einem idealen Modellsys-
tem f�r Studien zum Kapsidaufbau und -abbau.

Ihr geringes Vorkommen und ihre Kurzlebigkeit er-
schweren die Untersuchung der mçglichen oligomeren In-
termediate, die w�hrend des Virusaufbaus zwischen dem
Zustand des �blicherweise dimeren Bausteins und dem in-
takten Kapsid auftreten. Das nukleierende Intermediat bildet

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-
di�ren Oligomeren des Norovirus und HBV, die mit der in-
takten Kapsidform gemeinsam vorkommen, nachzuweisen
und strukturell zu charakterisieren.[178] In Verbindung mit
Computermodellen konnte die Form dieser �bergangszu-
st�nde untersucht werden, und es wurde gefunden, dass sie
alle eine ausgedehnte, fl�chige Struktur aufweisen, wie f�r
�bergangszust�nde zu erwarten w�re. Ferner konnten die
vorhergesagten Aufbaunuklei des Norovirus- (Decamer) und
HBV-Kapsids (Hexamer) anhand der MS-Daten best�tigt
werden. Ein Aufbaupfad, der beiden Viren gemein ist, wurde
vorgeschlagen.[178]

Im Falle des MS2-Bakteriophagen sind die Aufbauwege
durch die gebundene RNA eingeschr�nkt. Der Einbau l�n-
gerer RNA-Abschnitte bevorzugt den Aufbau entlang der
dreifachen (C3-)Achse. In entscheidender Weise wird die
Ergiebigkeit des Aufbaus dabei nicht nur vom polyanioni-
schen Charakter, sondern auch von der Sequenz der RNA
beeinflusst.[179] Das Vorkommen zweier Hauptintermediate
wurde in Gegenwart verschiedener RNAs mit MS zeitlich
verfolgt und mithilfe kinetischer Modelle interpretiert.[180]

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.[181] Beide

Abbildung 6. Kapsidatmung im HBV, abgebildet mit Tandem-MS. 15N-
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 f�r die CID ausgew�hlt. 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 ausgestoßen wurden.
Wiedergabe aus Lit. [175] mit Genehmigung der PCCP-Eigent�merge-
sellschaften.

Abbildung 7. Kapsidstabilit�t und -morphologie des Norovirus in Ab-
h�ngigkeit vom pH-Wert. ESI-MS-Analyse von Noroviruskapsiden, in-
kubiert bei pH 6–9. Die H�ufigkeiten der verschiedenen cp-Oligomere
sind als Balkendiagramme dargestellt (a). Die Diagramme und Mas-
senspektren (b) lassen darauf schließen, dass das Kapsid (cp180) im
Basischen instabil ist. Die dissoziierten Dimere bilden grçßere Oligo-
mere (bis zu 80 Untereinheiten) bei pH>7 und hoher Ionenst�rke.
Adaptiert aus Lit. [176] der American Society for Biochemistry and Mo-
lecular Biology.
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hatten eine ausgedehnte, ringfçrmige Topologie, wie die
Norovirus- und HBV-Oligomere.

F�r Anwendungen in der Nanotechnologie sind nicht nur
die Integrit�t, sondern auch die dynamischen Eigenschaften
(wie der reversible Aufbau) der Kapside wichtig. Die
Kenntnis solcher F�higkeiten ist entscheidend, will man die
Partikel gezielt modifizieren und Reaktionen von eingekap-
seltem Material fçrdern. 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, vor�ber-
gehend nach außen exponiert werden.[91, 182] Der Einbau von
Material in Kapside und die Modifizierung selbiger sowie
anderer Proteink�fige nutzt solche dynamischen Eigenschaf-
ten. Massenverschiebungen, die durch die Funktionalisierung
von Viruspartikeln oder die Erzeugung von gemischten An-
ordnungen ausgelçst werden, kçnnen leicht mit MS gemessen
werden und stellen ein Hilfsmittel zur Verf�gung, um die
Reaktion zu verfolgen und die Produktqualit�t zu kontrol-
lieren (Abbildung 4).[183–185] Dendrimere, die kovalent an die
Innenseite eines Proteink�figs gebunden sind, kçnnen zu
nachfolgenden Generationen herangezogen werden. Dabei
kçnnen die Partikel ihre Stabilit�t erhçhen und damit eine
Anwendung unter extremeren Bedingungen ermçglichen.
Die Mçglichkeit, die eingeschlossenen Dendrimere gezielt zu
modifizieren, erhçht die Nutzbarkeit f�r bildgebende Ver-
fahren weiter.[183]

4. Ausblick

MS hat sich zu einer Technik entwickelt, die wichtige
Einblicke in Struktur- und Funktionsaspekte von Proteinen
und Proteinkomplexen liefert, wie f�r 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,[17] RNA-Poly-
merasen[114] und Proteasomen durchgef�hrt.[186, 187] Weitere
Verbesserungen in massenspektrometrischen Analysatoren
und Ionisationstechniken werden das Feld weiter vorantrei-
ben; der grçßte Fortschritt wird in naher Zukunft jedoch
hçchstwahrscheinlich von der Kopplung der MS mit anderen
Techniken herr�hren, z.B. Computermodellen, Mikroskopie
und Spektroskopie.

Die Erstellung von Strukturmodellen von Proteinkom-
plexen ist noch kaum entwickelt, teilweise durch die Grçße
der zu modellierenden Teilchen bedingt. Die Fortschritte der
letzten Jahre, z.B. bei der Modellierung des Kernporenkom-
plexes der Hefe,[188] kçnnten sich jedoch �bertragen lassen
und von W-Werten sowie topologischen Daten aus nativer
IMMS an Protein(unter)komplexen profitieren.

Die Kopplung von MS mit EM oder AFM kçnnte in zwei
Richtungen funktionieren: Zum einen kçnnen die Massen-
analysatoren als Probenaufreinigungsschritt mittels sanfter
Landung verwendet werden, um die gew�nschten Teilchen
auszuw�hlen, die weiter durch EM und AFM strukturell
charakterisiert werden kçnnten.[189] Auf diesem Wege kçnn-
ten seltene Intermediate des viralen Aufbaus eingefangen

und mit mikroskopischen Techniken studiert werden. Zum
anderen kçnnten EM- und AFM-Methoden eingesetzt
werden, um gezielt Organellen oder sogar Proteinkomplexe
aus ihrer nat�rlichen zellul�ren Umgebung „herauszugrei-
fen“ und diese anschließend dem Massenspektrometer zur
Identifizierung und/oder Strukturanalyse zuzuf�hren.[190]

Eine andere bahnbrechende Neuentwicklung, die in
naher Zukunft verf�gbar sein kçnnte, nutzt ultrakurze und
intensive Rçntgenlaserblitze, um hochaufgelçste Strukturen
von individuellen Proteinkomplexen in der Gasphase zu er-
halten.[191] Solch eine Methode w�re erg�nzend zu den hier
beschriebenen nativen MS- und IMMS-Ans�tzen und kçnnte
hçher aufgelçste Strukturinformationen bereitstellen, die
direkt mit den Strukturdaten der gelçsten Phase von kon-
ventionellen strukturbiologischen Techniken, wie NMR-
Spektroskopie, Rçntgenkristallographie und EM, vergleich-
bar w�ren. Wir erleben hochinteressante Zeiten in der bio-
molekularen Massenspektrometrie!

Abk�rzungen

CID stoßinduzierte Dissoziation
cp Kapsidprotein
ds doppelstr�ngig
EM Elektronenmikroskopie
ESI Elektrospray-Ionisation
HBV Hepatitis-B-Virus
HIV humanes Immundefizienzvirus
TMV Tabakmosaikvirus
CCMV Augenbohnenvirus der chlorotischen Blatt-

scheckung
IM Ionenmobilit�t
IMMS Ionenmobilit�tsmassenspektrometrie
MALDI Matrix-unterst�tzte Laser-Desorption/Io-

nisation
MS Massenspektrometrie
m/z Masse/Ladungs-Verh�ltnis
NVLP norovirusartiges Partikel
Q Quadrupol
ss einzelstr�ngig
ToF Flugzeit
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