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Seit John Fenns Nobelpreisvortrag („Molekulare Elefanten
lernen das Fliegen“)[1] hat sich die native Massenspektrome-
trie (MS) zu einer leistungsstarken Analysemethode zur
Untersuchung großer, nichtkovalent gebundener Protein-
komplexe entwickelt.[2] Durch sanfte Nanoelektrosprayioni-
sation (nESI) kçnnen solche Proteinkomplexe intakt, d.h.
ohne signifikante Verluste der Quart�r- oder Terti�rstruktur
in die Gasphase transferiert werden. Geringf�gige Modifi-
zierungen an kommerziell verf�gbaren MS-Ger�ten[3] kçnnen
die Transmission von großen Ionen enorm verbessern und so
die exakte und pr�zise Massenanalyse von intakten Protein-
komplexen ermçglichen. Die Stçchiometrie von Protein-
komplexen kann auf diese Weise direkt mittels nativer MS
bestimmt werden. Die Untersuchung der Dissoziation von
Proteinkomplexen in fl�ssigen und gasfçrmigen Zust�nden
zusammen mit dem Einsatz von MS in Kombination mit Io-
nenbeweglichkeitsmessungen liefert wertvolle Informationen
�ber die Stabilit�t und Topologie der Komplexe.[4]

Native MS wurde bereits zur Untersuchung von intakten
Viren und Viruskapsiden eingesetzt.[5] Neben ihrer Rolle in
der viralen Pathogenese sind Kapside in der Nanotechnologie
und Medizin durch ihre mçgliche Verwendung als Nanocon-
tainer und Nanoreaktoren sowie als Assemblierungsger�ste
von Interesse.[6] Native MS ermçglichte bereits die Untersu-
chung von intakten Viruskapsiden zur Quantifizierung von
(nichtnativer) Frachteinkapselung und der Kapsid-Assem-
blierung.[7] Fr�here Studien konzentrierten sich haupts�chlich
auf kleinere Kapside (bis zu 10 MDa) mit Caspar-Klug-Tri-
angulationsnummern T= 1, 3 und 4. 10 MDa große Noro-
virus-Kapside wurden mittels MS detektiert, ihre exakte
Masse konnte wegen des nicht ausreichenden Auflçsungs-
vermçgen einzelner Ladungszust�nde aber nicht bestimmt
werden.[7b] Spektren mit einem zur Auftrennung aufeinan-
derfolgender Ladungszust�nde ausreichenden Auflçsungs-

vermçgen waren bisher auf Partikel bis ca. 5 MDa be-
schr�nkt, was als oberes Massenlimit vermutet wurde.

Die meisten nativen MS-Studien werden mit Quadrupol-
Flugzeit(Q-ToF)-Ger�ten durchgef�hrt, die bei hçheren
Dr�cken arbeiten, um die Transmission großer Molek�le zu
ermçglichen. Das Q-ToF-Verfahren wird normalerweise
wegen der in hçheren m/z-Bereichen �berlegenen Empfind-
lichkeit des ToF-Massenanalysators gew�hlt. Obwohl ToF-
Massenanalysatoren kein theoretisches oberes Massenlimit
aufweisen, ist es nicht trivial, Spektren guter Qualit�t von
Molek�len im MDa-Bereich zu erzielen.

Wir beschreiben hier die Verwendung eines modifizierten
Q-ToF-Instrument zur Analyse von intakten 18 MDa großen
Kapsiden des Bakteriophagen HK97. HK97 ist ein wichtiges
Modellsystem zur Untersuchung der Assemblierung und
Reifung von Bakteriophagen.[8] Das Kapsid mit T= 7 as-
sembliert in vitro aus einer Mischung von pentameren und
hexameren Kapsomeren (zusammengesetzt aus dem Kap-
sidprotein gp5) sowie der viralen Protease gp4, wobei zu-
n�chst ein ikosaedrischer, Prohead-1 genannter �bergangs-
zustand gebildet wird. Durch die Assemblierung werden die
verkapselten Protease-Molek�le aktiviert und initiieren so
den Reifungsprozess, der �ber einen gequellten �bergangs-
zustand zum reife Kapsid f�hrt (Abbildung 1a).[9] Die �ber-
expression des Kapsidproteins in Abwesenheit der viralen
Protease f�hrt zur Bildung eines nahezu identischen ikosa-
edrischen Partikels, das in der Prohead-1-Phase verharrt
(Prohead-1gp5).[10] Hier berichten wir �ber die Analyse von
Prohead-1gp5 sowie der freien Kapsomere (die beim Zerfall
bei hohen pH-Werten entstehen) mittels nativer MS und
zeigen zum ersten Mal f�r ein Partikel dieser Grçße Mas-
senspektren mit aufgelçsten Ladungszust�nden.

Abbildung 1 zeigt Massenspektren freier Kapsomere und
des Prohead-1gp5-Partikels. Basierend auf dem MS-Signal
betr�gt der Anteil der Pentone innerhalb der Kapsomer-
Mischung 0.25� 0.04 (SD, n = 3) (Abbildung 1b), was etwas
grçßer ist als erwartet, da das Kapsid aus 12 Pentonen und 60
Hexonen zusammengesetzt ist. Teilweise zerfallene Komple-
xe und freie Kapsidprotein-Monomere (gp5) waren ebenfalls
im Spektrum sichtbar, wenn die Kapsomer-Mischung unter
basischen Bedingungen analysiert wurde. Dadurch gelang die
Bestimmung der exakten Masse eines Monomers zu 42151�
1 Da (siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S1). Aus
der Sequenz des exprimierten Kapsidproteins errechnet sich
eine theoretische Masse von 42243 Da, was darauf hindeutet,
dass das N-terminale Methionin enzymatisch geschnitten und
der N-Terminus acetyliert wurde (entsprechend einer theo-
retischen Masse von 42 154 Da). Die experimentell be-
stimmten Massen der pentameren und hexameren Kapso-
mere betragen 210 807� 9 Da bzw. 252 973� 9 Da, was dem
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5.001- bzw. 6.002-fachen der experimentellen Masse eines
Monomers entspricht. Prohead-1gp5 besteht aus 420 gp5-Mo-
lek�len, und die prognostizierte Gesamtmasse liegt daher bei
ungef�hr 18 MDa. Wie in Abbildung 1 c veranschaulicht,
konnte das Partikel in unserem Massenspektrum trotz seiner
massiven Grçße detektiert werden. Die Transmission solch
großer Partikel wurde durch Anpassung des Steering-Para-
meters, der den Eintrittswinkel des Ionenstrahls in die
Pusher-Region des ToF-Analysators reguliert, um das Zwei-
fache verbessert (Abbildung S2).

Die unzureichende Desolvatisierung großer Proteinkom-
plexe ist oftmals die Ursache einer schwachen Spektrenqua-
lit�t. Um die Desolvatisierung zu verbessern und so einzelne
Ladungszust�nde auflçsen zu kçnnen, haben wir zun�chst die
Kollisionsenergie auf den an unserem Ger�t maximal mçgli-
chen Wert eingestellt (400 V).[11] Dies war jedoch nicht aus-
reichend, um einzelne Ladungszust�nde in Ammoniumace-
tatpuffer von �blicher Ionenst�rke (50–200 mm) aufzulçsen.
Durch den Einsatz eines Puffers mit geringerer Ionenst�rke
(12.5 mm) in Kombination mit der maximal mçglichen Kol-
lisionsenergie von 400 V und Xenon als Kollisionsgas wurde
jedoch eine Serie von Ladungszust�nden deutlich erkennbar
(Abbildung 1c). Unter diesen Bedingungen erzielten wir eine
Grundlinienintensit�t von ungef�hr 10 Impulsen pro 2-se-
k�ndiger Aufnahme, sodass ungef�hr 50 Minuten f�r ein
Spektrum erforderlich waren.

Wie urspr�nglich durch Fenn und Mann demonstriert
wurde, kçnnen die Ladungszust�nde aus den m/z-Werten
benachbarter Peaks bestimmt werden.[12] Dies ist trivial f�r
kleinere Proteinkomplexe, jedoch wird die Zuordnung der
Ladungszust�nde bei großen, schlecht desolvatisierten Kom-
plexen zunehmend schwieriger. Die hier angewendete Stra-
tegie zur Bestimmung der Ladungszust�nde bestand darin,
eine Serie von Ladungszust�nden systematisch zu testen und
diejenige Zuordnung zu bestimmen, die die geringstmçgliche
Varianz zur Gesamtmasse aufweist (Abbildung S3). Dies ist
im Prinzip die gleiche Strategie, die in der k�rzlich beschrie-

benen LeastMass-Software zum Einsatz kommt.[13] Die Vor-
gehensweise wurde f�r drei individuelle Messungen wieder-
holt, und die Zuordnungen der Ladungszust�nde wurde so
auf Konsistenz hin gepr�ft. Diese Strategie zur Zuordnung
der Ladungszust�nde ergab �ber drei Wiederholungen ge-
mittelt eine durchschnittliche Masse von 17 942� 4 kDa. Dies
entspricht einer Abweichung von + 1.3% zur theoretischen
Masse des Prohead-1gp5-Molek�ls. Wir schreiben diese Dis-
krepanz einer unvollst�ndigen Desolvatisierung zu.

Das Ergebnis demonstriert, dass native MS zur Untersu-
chung grçßerer Systeme wie T= 7-Kapsiden im Fall von
HK97 eingesetzt werden kann. Dadurch erçffnen sich neue
Mçglichkeiten zum Studium verschiedener Kapsidstrukturen
und ihrer Rolle als Pathogene und nanotechnologische
Plattformen. Das Ergebnis best�tigt ebenfalls die Annahme,
dass die Analyse von Proteinkomplexen mittels nativer MS
auf einem Q-ToF-Instrument durch ein oberes Massenlimit
begrenzt ist. Da die einzelnen Ladungszust�nde im Spektrum
des Prohead-1gp5-Partikels gerade noch aufgelçst werden
konnten, sch�tzen wir, dass das obere Massenlimit ungef�hr
20 MDa betr�gt. Um zu belegen, dass tats�chlich die Desol-
vatisierung und nicht etwa die eingesetzte Ger�tehardware
der limitierende Faktor bei der Analyse von Proteinkomple-
xen mittels nativer MS ist, haben wir die theoretische Peak-
breite von Kapsomer und Prohead-1gp5 unter Ber�cksichti-
gung der inh�renten Isotopenverteilung des Konstrukts und
des Auflçsungsvermçgen des Massenanalysators berechnet.

Die inh�rente Breite eines Ladungszustandes in der m/z-
Dimension ist proportional zur Breite der Isotopenverteilung
und umgekehrt proportional zur Anzahl der Ladungen. Die
Isotopenverteilung ist binomisch und skaliert daher mit der
Quadratwurzel der Masse. Die Anzahl der Ladungen skaliert
deshalb erwartungsgem�ß mit der Quadratwurzel der Masse
unter der Annahme des „Charge-Residue“-Modells der
Elektrosprayionisation.[14] Wir zeigen hier jedoch, dass sie
empirisch etwas st�rker skalieren (Masse0.55), woraus folgt,
dass die Peaks mit zunehmender Grçßer des Komplexes

Abbildung 1. Analyse der Assemblierung von HK97-Kapsiden mit nativer ESI-MS. a) Assemblierung und Reifung von HK97. b) Freie Kapsomere
als Pentone (blau) oder Hexone (rot). c) Intaktes Prohead-I-Partikel. Eine gut aufgelçste Serie von Ladungszust�nden ermçglicht die Berechnung
der exakten Masse.
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schmaler werden (Abbildung S4). Das instrumentelle Auflç-
sungsvermçgen unseres Q-ToF-Ger�ts wurde aus der Peak-
breite von einfach geladenen CsI-Clustern, die keine nat�r-
lichen Isotopenvarianten aufweisen, empirisch bestimmt
(Abbildung S5). CsI-Cluster wurden mittels nESI generiert,
und das daraus bestimmte Auflçsungsvermçgen der hier
eingesetzten Q-ToF-Methode war mit einer Halbwertsbreite
(FWHM) von 7000 �ber den gesamten m/z-Bereich nahezu
konstant.

Wir verglichen die experimentell aufgenommenen Spek-
tren der freien Kapsomere und Prohead-1gp5-Molek�le mit
der theoretischen Peakbreite, die sich entweder durch die
nat�rliche Isotopenverteilung oder das instrumentelle Auf-
lçsungsvermçgen definiert (Abbildung 2). Bei beiden Ver-
gleichen f�llt auf, dass sowohl Kapsomere als auch die Pro-
head-1gp5-Molek�le deutlich breitere Peaks aufweisen als auf
Basis des instrumentellen Auflçsungsvermçgen oder der na-
t�rlichen Isotopenverteilung berechnet wird. Weiterhin sind
die Peaks der Kapsomere eindeutig asymmetrisch, was ver-
mutlich durch die �berlagerten binomischen Verteilungen der
Puffer- und Salzaddukte verursacht wird. Das experimentelle
Auflçsungsvermçgen, ausgedr�ckt als Masse-Ladungs-Ver-
h�ltnis dividiert durch die Peakbreite, wurde f�r Kapsomere

und Prohead-1gp5 auf ungef�hr 500 bzw. 200 bestimmt. Der
Unterschied im Auflçsungsvermçgen zwischen diesen beiden
Konstrukten zeigt, dass die Effizienz der Desolvatisierung mit
zunehmender Komplexgrçße abnimmt.

Dieses Ergebnis l�sst vermuten, dass native MS von einer
effizienteren Desolvatisierung profitieren w�rde. Das effek-
tive instrumentelle Auflçsungsvermçgen kçnnte damit ge-
steigert werden, und praktische obere Massenlimits, mit
Ausnahme von transmissions- und detektionsbedingten Li-
mitierungen, ließen sich aufheben (wir vertreten daher die
Auffassung, dass das �berlegene Auflçsungsvermçgen des
k�rzlich f�r native MS adaptierten Orbitrap-Exactive-Sys-
tems haupts�chlich einer effizienteren Desolvatisierung zu-
zuschreiben ist).[15] Dies ist in Abbildung 3 illustriert, in der
wir die erwartete Auftrennung zwischen aufeinanderfolgen-
den Ladungszust�nden (ausgehend vom empirischen La-
dungsverhalten von Proteinkomplexen) berechnet und mit

der Peakbreite bei zunehmend effektivem Auflçsungsver-
mçgen (FWHM) vergleichen. Der Schnittpunkt dieser zwei
Kurven entspricht dem Punkt, an dem aufeinanderfolgende
Ladungszust�nde bei FWHM aufgelçst sind. Die aus den
Isotopenverteilungen bestimmte Peakbreite ist immer kleiner
als die Auftrennung zwischen aufeinanderfolgenden La-
dungszust�nden. Daraus folgt, dass nESI der Analyse von
Proteinkomplexen mit Ladungszustandsauflçsung mittels
nativer MS kein inh�rentes, oberes Massenlimit auferlegt.
Das instrumentelle Auflçsungsvermçgen ist ebenfalls kein
limitierender Faktor. Selbst bei einem moderaten Auflç-
sungsvermçgen von 7000, wie bei dem hier eingesetzten
modifizierten Q-ToF-Instrument der Fall, liegt der Punkt, an
dem Peakauftrennung und Peakbreite �berlappen, bei un-
gef�hr 40 GDa. Aufgrund der Abnahme des effektiven Auf-
lçsungsvermçgens durch die unvollst�ndige Desolvatisierung
der Spezies reduziert sich das Limit vom GDa- in den MDa-
Bereich.

Abbildung 2. Unvollst�ndige Desolvatisierung ist der limitierende
Faktor bei der Erzielung mçglichst schmaler Peakbreiten von Protein-
komplexen mittels nativer MS. Vergleich von experimentell erhaltenen
Peaks von a) Hexonen und b) Prohead-1gp5 mit theoretischen Peaks,
die basierend auf dem instrumentellen Auflçsungsvermçgen oder der
nat�rlichen Isotopenverteilung berechnet wurden. Die „desolvatisie-
rungslimitierten“ Kurven wurden simuliert und an die experimentell er-
haltenen Daten angeglichen (m/z-Werte der Peaks wurden auf Basis
der experimentell bestimmten Masse festgelegt; die Peakbreite wurde
dem Signal entsprechend angeglichen). Die Zahlen in Klammern be-
zeichnen das effektive Auflçsungsvermçgen (FWHM).

Abbildung 3. Theoretisches oberes Massenlimit bei nativer MS von
Proteinkomplexen als Funktion des effektiven Auflçsungsvermçgen.
Gezeigt wird die Auftrennung zwischen aufeinanderfolgenden La-
dungszust�nden (schwarze Linie, rechte y-Achse) und der berechneten
Peakbreite als Funktion des Molekulargewichts (farbliche Linien, linke
y-Achse).
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Zusammenfassend haben wir demonstriert, wie native MS
auf einem Q-ToF-Instrument zur Untersuchung von bis zu
20 MDa großen Proteinkomplexen mit Ladungszustandsauf-
lçsung verwendet werden kann. Die Methode wurde ver-
wendet, um den ersten �bergangszustand bei der Assem-
blierung des Bakteriophagen HK97 (Prohead-1) zu charak-
terisieren. Die Ergebnisse zeigen das Potenzial nativer MS
zur weiteren Erforschung der Assemblierung und Reifung
von Bakteriophagen auf. Sie deuten außerdem darauf hin,
dass das Leistungsvermçgen gegenw�rtiger MS-Instrumente
durch eine effizientere Desolvatisierung großer Biomolek�le
deutlich gesteigert werden kçnnte.

Experimentelles
Freie Kapsomere wurden in 50 mm Ammoniumacetatpuffer bei
pH 7.4 analysiert; partiell denaturierte Kapsomere in 50 mm Puffer,
pH 9.5; intakte Prohead-1gp5-Partikel in 12.5 mm Puffer, pH 7.4. Je-
weils 1–2 mL einer Probe wurden in goldbeschichtete Borosilikat-
nESI-Kapillaren (Eigenbau) appliziert. Die Proben wurden mit
einem modifizierten Q-ToF-II-Ger�t, das f�r Proteine großer Masse
optimiert war, analysiert. F�r die Messungen wurde Xenon als Kol-
lisionsgas eingesetzt. Der Steering-Parameter wurde f�r Prohead-1gp5

angepasst, um die Transmission großer Molek�le zu verbessern. Die
ESI-Ionenquelle wurde f�r alle Proben wie folgt eingestellt: Kapil-
larenspannung 1300–1500 V, Cone 160 V, Extraktionsspannung 0 V,
10 mbar Vorvakuum. Das Vakuum in der Kollisionszelle wurde auf
2 � 10�2 mbar eingestellt. Die Kollisionsenergie wurde auf 60 V (freie
Kapsomere) bzw. 400 V (Prohead-1gp5) eingestellt. Weitere Details
zur Datenanalyse sind in den Hintergrundinformationen verf�gbar.

Eingegangen am 21. Dezember 2012
Online verçffentlicht am 28. Februar 2013
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