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Organische Molek�le mit Heteroatom-gebundenen Wasser-
stoffatomen tauschen diese spontan gegen Deuterium, wenn
sie in Kontakt mit D2O, ND3, D2S, CH3OD, CH3COOD oder
�hnlichen Substanzen kommen. Beim Wasserstoff-Deuteri-
um-Austausch (HDX) unterscheidet man zwischen statischen
und dynamischen Konzepten. Bei statischen HDX-Experi-
menten werden in Lçsung alle labilen Wasserstoffatome
ausgetauscht. Dies erleichtert z.B. die De-novo-Sequenzie-
rung von Peptiden[1] oder die Identifizierung von Medika-
menten-Metaboliten.[2] Dynamische HDX-Konzepte hinge-
gen nutzen die Austauschkonstanten in Lçsung, welche von
der chemischen Bindung, der Temperatur und dem pH-Wert
abh�ngen. F�r Proteine wurden H-D-Austauschgeschwin-
digkeiten mit NMR-Spektroskopie bestimmt wobei Amid-
Wasserstoffatome die grçßten Lebenszeiten zeigten.[3] Diese
kçnnen sich durch Wasserstoffbr�cken auf Stunden oder Tage
verl�ngern.[4] Proteinstrukturen, deren Dynamiken sowie
Protein-Protein-Wechselwirkungen kçnnen �ber individuelle
Austauschgeschwindigkeiten von Amid-Wasserstoffatomen
untersucht werden.[5] Der H-D-Austausch in der Gasphase
h�ngt dagegen stark vom Unterschied in den Gasphasenba-
sizit�ten der Reaktionspartner sowie von der Molek�lstruk-
tur ab. Dieser Austausch wird typischerweise in Ionenfallen-,
Ionenmobilit�ts- oder FTICR-Massenspektrometern durch-
gef�hrt.[6] Sterische Faktoren kçnnen den H-D-Austausch in
der Gasphase �ber einen „Relay“-Mechanismus stark be-
schleunigen,[7] sodass chemisch identische Wasserstoffatome
in der Gasphase ein stark unterschiedliches Austauschver-
halten zeigen kçnnen.[8] Eine typische Anwendung des H-D-
Austauschs in der Gasphase ist die Analyse von Protein-
strukturen mit Elektrosprayionisierungs-Massenspektrome-
trie (ESI-MS).[9] Der H-D-Austausch in einer ESI-Ionen-
quelle, der simultan mit dem Ionisierungsprozess abl�uft, ist
eine spezielle Technik, die ausschließlich im Zeitfenster des
ESI-Prozesses abl�uft. Normalerweise bleiben Stçße zwi-
schen ESI-Trçpfchen und Wassermolek�len der Luft unbe-

merkt, da diese nur zu einem H-H-Austausch f�hren. Wird
hingegen ein Analyt aus Wasser in eine D2O-haltige Atmo-
sph�re gespr�ht, so wird der Austauschprozess durch Deu-
teriumeinbau sichtbar.[10] Entsprechend wird bei inverser
Isotopenzusammensetzung von Lçsungsmittel und Atmo-
sph�re ein Verlust von Deuterium beobachtet.[11] Deuteri-
umverlust aus labilen Wasserstoffpositionen ist ein generelles
Problem bei ESI-MS von Analyten mit solcher Markie-
rung.[12]

In unserer Studie haben wir erstmals ESI-HDX-Prozesse
detailliert untersucht, weil wir denken, dass deren Verst�nd-
nis die analytischen Mçglichkeiten der ESI-MS erweitern
kann. Als Modellsysteme w�hlten wir kleine Molek�le,
Aminos�uren und modifizierte Aminos�uren, da diese Sub-
stanzklassen eine breite strukturelle und chemische Variabi-
lit�t ihrer labilen Wasserstoffatome zeigen. Als Techniken
haben wir nanoESI mit einer offenen und ESI mit einer ge-
schlossenen Ionenquelle benutzt. Experimentelle Details
finden sich in den Hintergrundinformationen. Zun�chst
wurden die Standard-Aminos�uren mit nanoESI-HDX ana-
lysiert wobei ein effizienter H-D-Austausch an Carboxyl-OH-
Gruppen sowie aliphatischen und aromatischen OH-Grup-
pen beobachtet wurde.

Das heißt, dass neutrale und basische Aminos�uren, wie
Asn, Gln und Cys, nur ein H-Atom austauschen, wohingegen
Ser, Thr, Asp und Glu zwei H-Atome austauschen. Die ein-
zige Ausnahme in dieser Gruppe ist Histidin, das vier H-
Atome austauscht (Abbildung S17). Anschließend wurden
die Standard-Aminos�uren mit ESI-HDX analysiert. HDX-
und DHX-Experimente zeigen gespiegelte Resultate bez�g-
lich ihres Austauschverhaltens (Abbildung 1). Der Durch-

Abbildung 1. ESI-HDX- und DHX-Experimente f�r die 20 Standard-
Aminos�uren. Der Deuterierungsgrad ist normiert auf die Gesamtzahl
der austauschbaren Wasserstoffatome in der jeweiligen Aminos�ure.
(Schwarze Kreise: ESI-HDX, offene Kreise: ESI-DHX; Fehlerbalken
= �1 Standardabweichung; Striche zeigen den Durchschnitt der je-
weiligen HDX- und DHX-Experimente f�r n = 3.)
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schnitt von Deuteriumeinbau und -verlust liegt etwa bei 50 %,
sodass hier kein Isotopieeffekt beobachtet wurde. Generell
war ESI-HDX effektiver als nanoESI-HDX, da mit der zuerst
genannten Technik SH-, a-NH- und e-NH-Atome zus�tzlich
ausgetauscht wurden. Ann�hernd vollst�ndiger Austausch
(> 90%) wurde bei 14 von 20 Aminos�uren beobachtet. Die
rechts im Diagramm gruppierten sechs Aminos�uren zeigen
sowohl einen weniger effektiven Austausch als auch eine
grçßere Variabilit�t. In Abbildung 2 wird dieses Ph�nomen

beispielhaft an Tryptophan erl�utert. Die niedrigere Aus-
tauscheffizienz kann H-Atomen an der Amid-, Indol- und
Guanidino-Gruppe zugeschrieben werden. Deutlich wird dies
an der L�cke im Isotopenmuster zwischen dem Signal mit der
niedrigsten Zahl an Deuteronen und dem monoisotopischen
Peak. Die erhçhte Variabilit�t bei den Aminos�uren Asp,
Glu, Asn, Gln und Trp korreliert mit der a-Aminogruppe,
welche ein Austauschmuster zeigt, in dem alle Isotopologe
der NH3-Gruppe sichtbar sind, woraus auf die Pr�senz von
drei chemisch identischen Wasserstoffatomen geschlossen
werden kann (siehe Abbildung 2c und die Hintergrundin-
formationen).

Kombinierte nanoESI- und ESI-HDX/DHX-Messungen
(Abbildung 1) wurden f�r die 20 Standard-Aminos�uren,
einige modifizierte Aminos�uren sowie andere kleine Mole-
k�le durchgef�hrt. Labile Wasserstoffatome kçnnen einge-
stuft werden als 1) effizient austauschend, 2) moderat aus-
tauschend und 3) nicht austauschend (Tabelle 1). Obige Be-
obachtungen kçnnen gut mit Austauschkonstanten von ent-
sprechenden Wasserstoffatomen in Proteinen erkl�rt werden,
wie sie mit NMR-Spektroskopie in Lçsung bestimmt
wurden.[3] Dieser Vergleich zeigt, dass Klasse-1-Wasserstoff-
atome, die nur bei nanoESI-HDX austauschen, kurze Le-
benszeiten im Submillisekunden-Bereich haben. Klasse-2-
Wasserstoffatome, die zus�tzlich mit ESI-HDX austauschen,
haben Lebenszeiten von 1 bis 10 Millisekunden. Klasse-3-

Wasserstoffatome, die weder mit nanoESI-HDX noch mit
ESI-HDX ausgetauscht werden kçnnen, haben Lebenszeiten
l�nger als 50 ms. Die mittleren Lebenszeiten der chemischen
Wasserstoffspezies korrelieren demnach gut mit den Le-
benszeiten der Elektrospray-Trçpfchen. NanoESI-Trçpfchen
(Durchmesser < 200 nm) haben eine Lebenszeit < 1 Millise-
kunde, wohingegen die deutlich grçßeren ESI-Trçpfchen
(Durchmesser 1–10 mm) eine Lebenszeit von mehreren Mil-
lisekunden haben.[13] Die Lebenszeiten von ESI-Trçpfchen
und von unterschiedlichen Spezies von labilen Wasserstoff-
atomen sind in Abbildung 3 gegen�bergestellt. Diese Zu-

sammenstellung zeigt, dass das H-D-Austauschverhalten bei
ESI mit der Kinetik des H-D-Austausches in Lçsung erkl�rt
werden kann. Zur Unterst�tzung dieser Argumentation sind
die Wasserstoffatome an den R�ndern der typischen Le-
bensdauer von nanoESI- und ESI-Trçpfchen von besonderer
Bedeutung. So sind z. B. mit nano-ESI-HDX Tyr-OH-Was-
serstoffatome austauschbar, wohingegen die Cys-SH- und a-
NH3

+-Wasserstoffatome unter diesen Bedingungen stabil
sind.

Wie aus Abbildung 3 deutlich wird, ist die mittlere Le-
benszeit von Tyr-OH-Wasserstoffatomen innerhalb der na-
noESI-Trçpfchenlebenszeit, wohingegen die mittleren Le-
benszeiten der Cys-SH- und a-NH3

+-Wasserstoffatome au-
ßerhalb dieses Zeitfensters liegen. Der gleiche Zusammen-
hang zwischen Trçpfchenlebenszeit und Austauschverhalten
kann auch f�r den H-D-Austausch bei ESI beobachtet
werden: Die Cys-SH- und a-NH3

+-Wasserstoffatome haben
Lebenszeiten innerhalb der ESI-Trçpfchenlebenszeit, wo-
hingegen die anderen, nicht austauschbaren Wasserstoffato-

Abbildung 2. Differenzierung von drei Klassen an austauschbaren Was-
serstoffatomen am Beispiel von Tryptophan: a) vollst�ndiger HDX mit
D2O als Lçsungsmittel und D2O ges�ttigtem N2-Gas in der Ionenquel-
le; b) partieller DHX von Carboxyl-OH mit nanoESI, D2O als Lçsungs-
mittel und offener Ionenquelle; c) partieller DHX von Carboxyl-OH und
den Wasserstoffatomen der a-Aminogruppe mit ESI, D2O als Lçsungs-
mittel und H2O-ges�ttigtem Stickstoff in der Ionenquelle; d) ESI-MS
von Tryptophan.

Abbildung 3. Zeitskala der Austauschgeschwindigkeiten in Lçsung von
unterschiedlichen Spezies an labilen Wasserstoffatomen, deren mittle-
re Lebenszeiten sowie die Lebenszeiten von nanoESI- und ESI-Trçpf-
chen.

Tabelle 1: Einteilung labiler Wasserstoffatome anhand ihres Austausch-
verhaltens in nanoESI-HDX- und ESI-HDX-Experimenten.

Klasse 1: Klasse 2: Klasse 3:
austauschbar
durch
nanoESI-HDX

zus�tzlich aus-
tauschbar durch
ESI-HDX

weder durch ESI-HDX
noch durch nanoESI-
HDX austauschbar

Carboxyl-OH
aliphatisches OH
aromatisches OH
Phosphoryl-OH

a-Amino-NH
andere Amino-NH
Sulfhydryl-SH

Amid-NH
Indol-NH
Guanidino-NH

.Angewandte
Zuschriften
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me l�ngere Lebenszeiten aufweisen. Der partielle H-D-Aus-
tausch der NH3-Gruppe der sechs Aminos�uren im rechten
Teil von Abbildung 1 ist wahrscheinlich durch eine erhçhte
Lebenszeit dieser Gruppe hervorgerufen, was wiederum f�r
intramolekulare Wechselwirkungen mit ihren polaren Sei-
tenketten spricht. Unsere Erkl�rung dieses Austauschver-
haltens legt den Schluss nahe, dass es sich bei ESI-HDX um
einen kinetisch kontrollierten Prozess in Lçsung handelt und
nicht, oder nur zum kleineren Teil, um einen Prozess in der
Gasphase. Dies bedeutet, dass w�hrend des ESI-Prozesses
neben der Lçsungsmittel-Verdampfung auch die Rekonden-
sation eine wichtige Rolle spielt. Die Rekondensation f�hrt
dazu, dass Ionen-emittierende ESI-Trçpfchen oder zumindest
deren Oberfl�che bereits weitgehend die Wasserstoff-Isoto-
penzusammensetzung der Atmosph�re angenommen haben.
Die auf den ESI-Trçpfchen konzentrierten �berschussla-
dungen sind teilweise desolvatisiert und fçrdern somit die
Rekondensation, um in den solvatisierten Zustand zur�ck-
zukehren.[14]

So wurde z. B. eine Steigerung der ESI-Signalintensit�t
nach Einbringen kleiner Mengen Wasserdampf in eine ESI-
Quelle beobachtet und mit Rekondensation erkl�rt.[15]

Unsere Daten von nanoESI- und ESI-HDX kçnnen nach der
chemischen Spezies ihrer labilen Wasserstoffatome geordnet
werden. Dies belegt zus�tzlich, dass der H-D-Austausch in
Lçsung der bestimmende Prozess ist. Bei Vorherrschen eines
Gasphasenaustauschs w�re eine konsistente Klassifizierung
basierend auf chemischen Eigenschaften der Wasserstoff-
atome aufgrund des starken Einflusses der Molek�lstruktur
nicht zu erwarten. So ist z.B. das H-D-Austauschverhalten
von Lysin und Ornithin in der Gasphase stark unterschied-
lich,[16] w�hrend sich diese Homologe bei ESI-HDX sehr
�hnlich verhalten.

Die kombinierte Nutzung von nanoESI- und ESI-HDX
erweitert die analytischen Mçglichkeiten von ESI-MS da-
hingehend, dass 3 Klassen von labilen Wasserstoffatomen
unterschieden werden kçnnen, je nachdem, ob ihre mittleren
Lebenszeiten in den Bereichen < 1 ms, 1–10 ms oder dar�ber
liegen. Da es sich hier offenbar um einen Austauschprozess in
Lçsung handelt, ist eine Vorhersage aufgrund der Bindungs-
art mçglich. Damit kçnnen die Klasse des austauschbaren
Wasserstoffatoms und h�ufig auch die Position des Ladungs-
protons bestimmt werden. Die unerwartete Beobachtung,
dass es sich bei ESI-HDX um einen kinetisch kontrollierten
Prozess handelt, erçffnet die Mçglichkeit, damit schnelle H-
D-Austauschprozesse zu untersuchen. Die kombinierte Nut-
zung von nanoESI-HDX und ESI-HDX stellt dadurch auch
ein interessantes neues Verfahren zum Studium des Elek-
trospray-Ionisierungsprozess dar.
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