FORSCHERPORTRAIT BERND M. BRUTSCHY

Massenspektrometrie makromolekularer Membrankomplexe

Schonende Analyse geringster Mengen

Massenspektrometrie (MS) erlaubt das prazise und empfindliche Wiegen von Molekiilen und
Molekilverbanden. Neben der Masse der in Lésung meist geladen vorliegenden Biomolekiile (lonen),
erhdlt man mit MS durch Fragmentation oder Mutation oft auch Einblick in ihre Struktur und
Funktion. Membranmolekiile sind in der Biologie der Zelle von fundamentaler Bedeutung. Vor einer
MS-Analyse missen sie wegen ihrer Hydrophobie erst in einem Detergenz solubilisiert und dann in
die Gasphase Uberfiihrt werden. Dieser Umstand erschwert die Massenbestimmung erheblich,
weshalb sie trotz ihrer fundamentalen Bedeutung mit MS wenig untersucht sind.

Das von uns entwickelte LILBID-MS-Verfahren (laser induced liquid bead ion desorption) desorbiert
durch intensive IR-Laserpulse Biomolekiile aus winzigen Tropfchen — 50 um Durchmesser — von
Losungsmittel. Dabei flihrt die vom Lésungsmittel absorbierte Energie zur Explosion des Tropfchens.
Zuvor gelost vorliegende lonen gelangen so ins Vakuum, wo sie massenanalysiert werden. Das
Verfahren erlaubt sowohl die sehr schonende Analyse von groBen Membrankomplexen in der
GréRenordnung von einem Megadalton, als auch von deren Untereinheiten, letzteres bei groRerer
Laserintensitat. Dabei benotigt LILBID nur sehr geringe Substanzmengen — 1 bis 0,1 ng, Konzentration
von etwa 10 uM, Volumen etwa 10 pL). Bisher konnten zahlreiche Komplexe der mitochondrialen
Atmungskette untersucht werden. Das Verfahren befindet sich noch in der Entwicklung. So wird
zurzeit die Massenauflosung erheblich verbessert. Eines der Ziele ist der zukiinftige Einsatz als
Screeningverfahren bei Krankheiten.
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LILBID-Anionen-Spektrum des Cl Komplexes (rechtes Bild) der Hefe Yarrowia lipolytica bei schonender
Desorption (oberes Bild). Man beobachtet den gesamten Komplex (M = 946.788 Da) mit bis zu 7 Ladungen. Die
Breite der Peaks wird durch anhdngende Detergenzmolekiile verursacht. Bei héhere Laserenergie wird der
Komplex in seine Komponenten zerlegt (unteres Bild) und man beobachtet 40 Untereinheiten (M < 100kDa), die
durch die bekannte Gensequenz spezifischen Proteinen zugeordnet werden kénnen. Fiir die Analyse genligt es,

eine blaunative-Gelbande von Komplex | zu eluieren.
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