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NATIVE MASSENSPEKTROMETRIE

ANALYSE VON INTAKTEN
PROTEINKOMPLEXEN

Die meisten Funktionen, die Proteine in
lebenden Zellen austiiben, beruhen auf
ihrer Fahigkeit, gezielt an andere Protei-
ne oder kleinere Liganden zu binden. Die
Charakterisierung dieser Proteinkomple-
xe ist ein wichtiges Anwendungsgebiet
der Massenspektrometrie (MS)-basierten
Proteomik. Im Bottom-up-Ansatz werden
die Proteine vor der MS-Analyse entfaltet
und enzymatisch in Peptide gespalten.
Die genaue Masse und Primarstruktur
der Peptide wird nachfolgend mittels
Tandem-MS bestimmt. Die molekulare
Zusammensetzung eines Proteinkom-
plexes kann daher nur indirekt auf Basis
der Peptidsequenzen bestimmt werden.
Auch fehlen wichtige funktionelle Infor-
mationen tiber die rdumliche Struktur
der Proteine sowie deren Anordnung
und Stochiometrie im nativen Protein-
komplex.

Im Gegenzug zur Bottom-up-Proteo-
mik kam es in den letzten Jahren zum
Durchbruch und breiteren Anwendung
sehr leistungsstarker MS-Methoden zur
Analyse intakter Proteine. Im Top-down-
Ansatz werden die molekulare Masse und
die Primarstruktur von intakten, aber zu-

vor entfalteten Proteinen bestimmt. Die
,Native MS” geht einen Schritt weiter: die
lonisierung erfolgt direkt aus einer wass-
rigen Losung mit neutralem pH-Wert,
um die raumliche Struktur der Proteine
sowie nichtkovalente Bindungen mit an-
deren Proteinen und Liganden zu erhal-
ten (Abb., oben). Auch die Befreiung der
Proteine aus ihrer wassrigen Hiille wird
angepasst. Ein erhohter Restdruck im
vorderen Teil des Quadrupol-Flugzeit-
massenspektrometers (Q-TOF) erlaubt
es, Proteinionen durch Mehrfachstofie
mit inerten Gasmolekiilen abzubremsen
und zu fokussieren. Der Quadrupolmas-
senfilter (Q1) ist zudem auf einen sehr
hohen Massenbereich getunt, sodass
nichtkovalente Proteinkomplexe bis in
den Megadalton-Bereich nachgewiesen
werden konnen (MS1-Spektrum). Bei
der Tandem-MS-Analyse (Abb., Mitte)
werden die im Q1 ausgewahlten Prote-
inkomplexe durch St6fle mit Gasmolekii-
len gerade so stark aktiviert, dass sie in
ihre Untereinheiten zerfallen. Der Zerfall
wird durch elektrische Abstoflung der
positiven Ladungen an der Oberfldche
der Proteinkomplexe eingeleitet. Es
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Abb.: Prinzip der Nativen MS. Intakte Proteinkomplexe werden nach Elektrosprayionisation
(ESI) mittels TOF Analyse im MS1 Spektrum nachgewiesen (oben). Bei der Tandem-MS wer-
den im Q1 gefilterte lonen durch Beschleunigung (gelber Pfeil) aktiviert. Das MS2 Spektrum
zeigt die Zerfallsprodukte (Mitte). Anwendungsbeispiele der Nativen MS (unten).
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kommt zumeist zu einer lokalen Ent-
faltung einer Proteinuntereinheit und
einer tiberproportionalen Anzahl an mit-
gerissenen Ladungen. Die monomeren
Tochterionen werden somit bei kleineren
Masse-zu-Ladungs-Verhéltnissen (m/z)
im MS2-Spektrum beobachtet. Der Rest-
komplex verbleibt mit unterproportio-
naler Ladungszahl [10.1021/cr068289b].
Tandem-MS-Analysen von Multiprote-
in- oder Protein-Liganden-Komplexen
liefern somit wertvolle Informationen
tiber die molekulare Zusammensetzung
und Stochiometrie, die Art und Anzahl
von Liganden oder posttranslationalen
Modifikationen (PTMs), die Stabilitat
der Bindungen und die Heterogenitat
von Proteinproben (z. B. monoklonale
Antikorper) (Abb., unten).

Ein spannendes Einsatzgebiet der
Nativen MS ist auch die integrative
Strukturanalyse von (Membran-)Pro-
teinkomplexen im Verbund mit der
Kryo-Elektronenmikroskopie, chemi-
scher Quervernetzung und molekularer
Modellierung [10.1073/pnas.2009502117].
Zukunftsweisende technische Entwick-
lungen der Nativen MS umfassen den Ein-
satz von hochaufl6senden Orbitrap Mas-
senanalysatoren [10.1038/nmeth.2208]
sowie die Kopplung mit lonenmobilitéts-
Spektrometrie, bei der Molekiile entspre-
chend ihrer dufleren Konformation vor
der Massenanalyse getrennt werden
[10.1016/j.cbpa.2017.10.026].
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