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Massenspektrometrie:
Wage- und Analysetechnik
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ie Starke der Massenspektrometrie liegt in der
Direktheit und Einfachheit der gewonnenen In-

formation. Daher ist sie als Analyseverfahren
zum Nachweis und zur Charakterisierung von chemi-
schen Verbindungen von groRer Bedeutung. Jede che-
mische Verbindung besteht aus einer definierten und
charakteristischen Anzahl von unterschiedlichen Bau-
steinen, den Atomen, die zu einem dreidimensionalen
Gertist verkniipft sind Fi. Jedes Atom hat eine charakte-
ristische Masse. Massenspektrometer sind Gerate, mit
denen die Masse von Atomen und Molekiilen sehr

Makroskopischer Wassertropfen vor dem Frankfurter Romer.

Der mikroskopische Blick
auf die Molekiile des Lebens

Der wissenschaftliche Fortschritt in Chemie,
Biowissenschaften und Medizin basiert auf
den immer detaillierteren Erkenntnissen
GUber die molekularen Prozesse des Lebens.
Eine Voraussetzung daflir sind Fortschritte
bei den analytischen Methoden, Techniken
und Instrumenten. In dem heute zur Verfi-
gung stehendem Instrumentarium spielt die
Massenspektrometrie eine zunehmend wich-
tige Rolle. Wenn aktuell ein neuer Doping-
Skandal durch die Presse geht, sind immer
massenspektrometrische Techniken im
Spiel: Sie ermdglichen den Nachweis von
erlaubten und verbotenen Substanzen aller
Art — auch Dopingmitteln.

genau bestimmt werden kann — im Prinzip also Waagen
fiir einzelne atomare und molekulare Teilchen. Dass
dies kein normaler Wagevorgang sein kann, versteht
sich wegen der unvollstellbar kleinen GroRe — Molekiil-
groRen liegen im Bereich von millionstel Millimetern —
und dem verschwindend geringen Gewicht einzelner
Molekiile von selbst: Ein Wasser-Molekdil bringt gerade
einmal 3x1072> Gramm auf die Waage (also 3 geteilt
durch 100 000 000 000 000 000 000 000). Massenspek-
trometrische Analysen geben aber nicht nur Aufschluss
uber die Masse eines Molekiils, sondern auch tiber seine
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Struktur. Die Verkniipfung der Atome zu einem fiir ein
bestimmtes Molektil einzigartigen Gertist ist das zweite,
wesentliche Charakteristikum einer chemischen Verbin-
dung. Mit fortgeschrittenen massenspektrometrischen
Techniken gelingt es, Molekiilionen zu selektieren und
in einem zweiten Schritt gezielt in Bruchstiicke zu zerle-
gen, um anschlieBend aus den Puzzlesteinen wiederum
auf der Basis einer Massenbestimmung auf die chemi-
sche Struktur einer unbekannten Verbindung zu schlie-
Ben.

Molekulares Wiegen

Der massenspektrometrische » Wagevorgang« erfordert
einigen Aufwand: Zundchst miissen die zu untersu-
chenden Probenmolekiile in freie, gasformige Teilchen
und dann in Ionen, das heif3t elektrisch geladene Teil-
chen, tberfiihrt werden. Dies gelingt in einer so ge-
nannten Ionenquelle durch den Entzug von einem ne-
gativ geladenen Elektron oder durch die Anlagerung
von (positiv) geladenen Teilchen, wie etwa einem Pro-
ton (positives Wasserstoffion, H*). Dazu ist ebenso wie
bei der nachfolgenden Trennung der Molekiilionen im
massenspektrometrischen Analysator ein sehr geringer
Druck (Hochvakuum) notig, damit die Molekiilionen
nicht mehr weiter reagieren und unter dem Einfluss
elektrischer und magnetischer Krafte der Masse nach
sortiert werden konnen. Die in Ionen tiberfiihrten Mo-
lekiile haben einen weiteren grof3en Vorteil: Sie erzeu-
gen am Detektor elektrische Signale, die sich physika-
lisch effektiv verstarken lassen. Mit modernen Detekto-
ren ist bereits ein einziges ionisiertes Teilchen nachweis-
bar; daher reichen fiir eine massenspektrometrische

freie, elektrisch geladene Molekiilionen entstehen.
Diese konnen dann getrennt und nachgewiesen wer-
den. Einen ganz anderen Weg verfolgt die MALDI-Tech-
nik. Mit diesem sperrigen wissenschaftlichen Begriff
wird eine Technik beschrieben, die die massenspektro-
metrische Untersuchung von Proteinen und anderen
Biopolymeren zu einer Routineanwendung gemacht
hat. Die Gerdte werden heute von verschiedenen Her-
stellern kommerziell angeboten.

Dreidimensionale Darstellung eines Insulin-Molekiils

Insulin
C254H377N65076S6

Analyse extrem geringe Probenmengen aus. El Das Insulin-Molekil in dreidimensionaler Ansicht: Das obere Bild zeigt die Ver-

Praktisch werden massenspektrometrische Analyse- kntpfung der Atome; sie sitzen in den Verzweigungen und an den Enden der Linien.
techniken etwa seit den 1950er Jahren eingesetzt, zu-  £ur chemischen Summenformel gibt das untere Bild eine andere dreidimensionale
Darstellung, hier sind die einzelnen Atome als Kugeln dargestellt.

ndchst nur fiir kleine, organische Verbindungen, wie
etwa Erdgas und den fliichtigen Produkten aus Erdol.
Der Weg bis zur massenspektrometrischen Untersu-
chung von makromolekularen Verbindungen wie Nu-
kleinsauren, den Speichermolekiilen der biologischen
Information, und Proteinen war miithsam und lang. Das
Hauptproblem der Bio-Massenspektrometrie lag darin,
die biochemisch und biologisch wichtigen Makromo-
lekiile - sie liegen im biologischen System typischerwei-
se in wassrigen Salzlosungen vor — unzerstort ins Vaku-
um des Massenspektrometers zu iiberfithren. Ein Durch-
bruch wurde Ende der 1980er Jahre durch die Entwick-
lung zweier Techniken erreicht: der Elektrospray-Ionisa-
tion und der MALDI-Technik. Wéhrend die Elektro-
spray-Entwicklung aus den USA stammt, wurden die
grundlegenden Arbeiten zu MALDI (Matrix-Assistierte
Laser Desorption Ionisation) von Prof. Dr. Franz Hillen-
kamp, Institut fiir Medizinische Physik der Universitat
Miinster, und Prof. Dr. Michael Karas zunachst im Insti-
tut fiir Biophysik der Universitdt Frankfurt und spater
in Miinster durchgefiihrt und weiter entwickelt. Beide
Verfahren sind heute auf dem Gebiet der Biowissen-
schaften in Forschung und Industrie weit verbreitet.
Bei der so genannten Elektrospray-Ionisation (ESI)
werden Losungen der zu untersuchenden Substanzen
durch elektrische Krafte in ein extrem feines Aerosol
aus hochgeladenen Tropfchen tiberfiihrt. Danach wird
das Losungsmittel auf dem Weg ins Vakuum des Mas-
senspektrometers sukzessive verdampft, bis schlieBlich
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MALDI-Technik: elegant und einfach

Das Kernelement der MALDI-Technik ist ein Laser. Er
erzeugt einen extrem kurzen (einige milliardstel Sekun-
den) und intensiven Blitz von ultraviolettem Licht, mit
dem die Proteinprobe im Vakuum des Massenspektro-
meters, der so genannten Ionenquelle, beschossen wird.
Bei direktem Laserbeschuss wiirde sich das hdufig hitze-
empfindliche Probenmaterial extrem schnell und stark
aufheizen. Dieser Effekt ist bei den typischen techni-
schen Laseranwendungen — Schneiden, Bohren, Abtra-
gen oder Nierensteine-Zertrimmern — gewiinscht, emp-
findliche Substanzen wie Proteine werden dadurch al-
lerdings zerstort. Hier hilft ein physikalisch-chemischer
Trick: Die hitzeempfindliche Probe wird durch einen
Matrixkristall geschiitzt, in dem die zu untersuchenden
Proteinmolekiile isoliert und sehr verdiinnt vorliegen.
Nach den heutigen Modellvorstellungen geht man
davon aus, dass die im Kristall regelmédf3ig angeordneten
Matrixmolekiile die Energie des Laserlichts aufnehmen
(absorbieren). Das Laserlicht dringt nur sehr wenig in
den Kristall ein und fiihrt in einer diinnen Oberflachen-
schicht der Probe zu extremen mechanischen Spannun-
gen und in der Folge zu einer Mikroexplosion, wodurch
die Matrix — und damit auch das Probenmaterial in
Form einer Wolke aus winzigen Partikeln und Gas -
von der Kristalloberflache ins Vakuum schleudert wird
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Grafische Darstellung des MALDI-Prozesses F Grafische Darstellung des MALDI Prozesses: links vor
dem Laserbeschuss, rechts nach dem Laserbeschuss. Die

griinen Kugeln symbolisieren die eingebauten Analytmolekdle.

duBern, zum Beispiel durch einen fehlerhaften Autbau
oder falsche Regulation, verbinden sich mit der Kartie-
rung der in unterschiedlichen Korperzellen gebildeten
Proteine grofSe Hoffnungen und Erwartungen fiir das
Verstandnis der Prozesse des Lebens und der Entste-
hung von Krankheiten.

Alternative Nachweismethode
in der Entwicklung

Auch etablierte Techniken, wie MALDI und ESI, losen
nicht alle analytischen Probleme. Deshalb werden alter-
native Methoden entwickelt. So nutzt MALDI Festkor-
permatrizes, um Molekiile in die Gasphase zu bringen.
Im Gegensatz dazu werden in einer im Arbeitskreis von
Prof. Dr. Bernd Brutschy entwickelten Nachweismetho-
de Biomolekiile aus wassriger Losung untersucht, also

(Laserdesorption oder -ablation). B zeigt eine grafische
Darstellung des MALDI-Prozesses. Dabei entstehen
elektrisch geladene Molekiile (Ionen), die dann im Mas-
senspektrometer analysiert werden konnen.

Durch seine technische Einfachheit, die hohe Genau-
igkeit der Massenbestimmung sowie die Schnelligkeit
und Automatisierbarkeit der Messung ist MALDI heute
ein unverzichtbares Werkzeug in der Bioanalytik. Hau-
fig wird eine MALDI-Ionenquelle mit einem so genann-
ten Flugzeit-Massenspektrometer (»englisch time-of-
flight«, TOF) gekoppelt H E. Hauptanwendungsgebiet
ist die Analyse des Proteoms, der Gesamtheit aller Pro-
teine eines Organismus. Ohne die MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie ware die stiirmische Entwicklung dieses : Flugstrecke/
Forschungszweigs nicht moglich gewesen. Nach der Be-
stimmung der im Genom enthaltenen Erbinformation
von zahlreichen Organismen, darunter auch des Men-
schen, leitet die Proteomanalyse die ndchste Phase der
Forschung ein. Jede Zelle eines Organismus enthalt in
den Nukleinsduren des Zellkerns dieselbe genetische In-
formation. Zu einer Haut-, Lungen- oder Leberzelle
wird sie durch die unterschiedliche, selektive und spezi-
fische Nutzung dieser Information auf der Ebene der
Proteine. Da sich auch Krankheiten auf Proteinebene

MALDI-Flugzeit-Massenspektrometer

E Ein kommerzielles MALDI-Flugzeit-Massenspektrometer

MALDI-Flugzeit-Massenspektrum eines groBen Proteins (Applied Biosystems DE Pro) im Institut fiir Pharmazeutische

Chemie. Die Flugstrecke zwischen lonenentstehungsort und

Monoclonal IgG: 150 000Da Detektor, tiber die die Flugzeit der lonen ermittelt wird, ist mit
MH™* dem Pfeil dargestellt.
40000

in ihrer natiirlichen Umgebung. Dartiber hinaus sind
30000 7 diese in Losung in der Regel schon elektrisch geladen
(M+2H)%* (Ionen). Geloste Ionen konnen aber nicht verdampft
20000 werden, da ihre Bindungsenergie um ein Vielfaches
grofer ist als die thermische Energie, die ihnen durch
10000 . Erhitzen der Losung zugefiihrt werden kann. In dem
(M-+3H) neu entwickelten Verfahren LILBID (laser induced liquid
0= beam/bead ion desorption) werden die ionisierten Bio-

50000 100000 150000 200000 molekiile mit einem Trick in die Gasphase {iberfiihrt,

B MALDI-Flugzeit-Massenspektrum eines monoklonalen Antikdrpers mit einer mole- 4@t sie mit Standardverfahren wie der TOF-Massen-
kularen Masse von zirka 150 000 Dalton. Das Massenspektrum zeigt einfach, doppelt ~ SPektrometrie analysiert werden konnen. LILBID be-
und dreifach geladene positive lonen; zusatzlich ist rechts die dreidimensionale Struk- nutzt dazu einen Infrarotlaser, mit dem die Schwingun-
tur des Proteins dargestellt. gen der Losungsmittelmolekiile in Bruchteilen einer
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Anzeige

Die Autoren

Prof. Dr. Bernd Brutschy, 57, studierte Physik an der Univer-
sitat Freiburg und promovierte dort im Jahre 1977 mit einem
Thema aus der Atomphysik. Nach einem Postdoktoranden-Auf-
enthalt am Hahn-Meitner-Institut in Berlin wechselte er 1979 in
die Gruppe von Prof. Dr. Helmut Baumgartel an das Institut fir
Physikalische und Theoretische Chemie der Freien Universitat
in Berlin. Dort beschaftigte er sich unter anderem mit Untersu-
chungen am Berliner Elektronen Speicherring BESSY. Im Jahre
1989 habilitierte er sich im Fach Physikalische Chemie und
nahm 1992 den Ruf auf eine Professur an die Universitat Frank-
furt an. Von 1994 bis 1995 war er Dekan des Fachbereichs Che-
mie, von 1995 bis 2001 Direktor des Instituts fiir Physikalische
und Theoretische Chemie und von 1998 bis 2000 Mitglied des
Haushaltsauschusses der Universitat. Neben seiner Forschungs-
tatigkeit war er Gastherausgeber fliihrender internationaler Zeit-
schriften der Chemie. Daneben ist er Mitglied in International
Advisory Boards renommierter Institute der Akademie der Wis-
senschaften in Prag und Warschau. Neben der Entwicklung
neuer, laserspektroskopischer Methoden zur Untersuchung der
Struktur und Dynamik von Molekilen und molekularen Aggrega-
ten beschéftigt er sich vor allem mit der Erforschung schwacher,
zwischenmolekularer Kréfte, die Grundlage vieler makroskopi-
scher Eigenschaften in der Natur sind.

Prof. Dr. Michael Karas, 51, studierte Chemie an der Univer-
sitat Bonn und promovierte dort 1982. Ein Jahr spater wechsel-
te er in die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Franz Hillenkamp an das
Institut fir Biophysik der Universitat Frankfurt. Von 1987 bis
1994 war er an der Universitat Minster tatig, wo er gemeinsam

mit Franz Hillenkamp die in Frankfurt begonnenen Arbeiten
zur MALDI-Technik vorantrieb. Dort habilitierte er sich 1992
im Fach Physikalische Chemie Seit 1995 ist Michael Karas
Professor an der Universitat Frankfurt, zuerst im Fach Che-
mie, seit 2001 im Institut fir Pharmazeutische Chemie. Seit
2002 ist er dartber hinaus stellvertretener Direktor des Zen-
trums fiir Membrane Proteomics. Fiir seine innovativen me-
thodischen Entwicklungen wurde Michael Karas mehrfach
ausgezeichnet, darunter gemeinsam mit Franz Hillenkamp
mit dem »Award for a Distinguished Contribution in Mass
Spectrometry« der American Society for Mass Spectrometry
1997. Im Jahr 2000 wurde dem Forscherduo der mit 100 000
DM dotierte »Award for Molecular Bioanalytics« von der Deut-
schen Gesellschaft fiir Biochemie und Molekularbiologie zuer-
kannt, 2003 unter anderem der Fresenius-Preis der Gesell-
schaft Deutscher Chemiker und der Karl Heinz Beckurts-Preis.

Im Jahr 2002 wurden die Entwicklungen auf dem Gebiet der
Massenspektrometrie mit dem Nobelpreis flir Chemie gewir-
digt. Den Preis erhielten der Amerikaner Prof. Dr. John Fenn
fir die Elektrospray-lonisation und der Japaner Prof. Dr. Koichi
Tanaka, der eine alternative, aber heute praktisch nicht ge-
nutzte Methode der Laser-Massenspektrometrie entwickelt
hatte. Das von Michael Karas und Franz Hillenkamp in Frank-
furt und Miinster entwickelte MALDI-Verfahren, das als einzi-
ges Laserdesorptionsverfahren weltweit angewendet wird,
wurde zwar vom Nobelkomitee ausdriicklich gewdiirdigt, aber
zum Unverstandnis vieler Fachkollegen bei der Vergabe des
Preises nicht bedacht.
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millionstel Sekunde angeregt werden. Da der Laser in
der Lage ist, eine Lichtleistung in der Groflenordnung
der Leistung des Biblis B-Reaktors innerhalb weniger
milliardstel Sekunden auf einem Brennpunkt von
einem Quadratmillimeter zu erzeugen, wird die Fliissig-
keit sprungartig um mehrere hundert Grad Celsius er-
hitzt, wobei sich der Binnendruck in der Fliissigkeit um
mehrere hundert Bar erhoht. Die beobachtete Autheiz-
geschwindigkeit ist gewaltig und betrdgt etwa 10! Kel-
vin pro Sekunde. Danach verhdlt sich die Fliissigkeit
nicht mehr wie eine Fliissigkeit, sondern wie ein hoch-
komprimiertes Gas, das im Vakuum im wahrsten Sinne
des Wortes explodiert. Durch die eingebrachte Energie
gerat die Wasserschutzhiille in groe Unordnung, wo-
durch die Abschirmung der Ionen stark verringert wird.
Dies fithrt zu ihrer gegenseitigen Neutralisation. Damit
sind sie fiir einen Ladungsdetektor nicht mehr nach-
weisbar. Dennoch gelingt es etwa jedem zehntausend-
sten Ton, sich durch die Explosion so schnell von seinem

Stroboskopische Aufnahme eines explodierenden Mikrotropfchens

L

[ Phasen des explodierenden Tropfchens nach Beschuss durch einen Infrarotlaser-
puls: Zwischen jedem Bild verstreicht eine millionstel Sekunde. Das Trépfchen wur-
de stroboskopartig von einem griinen Laser beleuchtet. Am Anfang hat es eine GroBe
von 50 Mikrometern am Ende von etwa zwei Millimetern.

Gegenion zu entfernen, dass es in die Gasphase ent-
kommt und dort als geladenes Teilchen nachgewiesen
werden kann.

Das Hauptproblem bei der Entwicklung dieses Ver-
fahrens war, dass sich Vakuum und Fliissigkeit in der
Regel gegenseitig ausschlieSen. Im Vakuum sieden Fliis-
sigkeiten spontan, wodurch das Vakuum schlagartig zu-
sammenbricht. Dieses Problem kann man umgehen,
wenn man einen ultrafeinen Fliissigkeitsstrahl (Durch-
messer etwa ein Fiinftel von normalem Haar) mit
groBer Geschwindigkeit (100 Meter pro Sekunde) direkt
in das Vakuum einschief3t und wenig spater an einer
gekiihlten Oberfliche ausfriert. Wegen des gepulsten

Massenspektrum fiir das Antibiotikum Lysozym
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H Mikrotropfchen (roter Pfeil), erzeugt mit einem Tropfenge-
nerator und mit einem griinen Nanosekundenlaserblitz sicht-
bar gemacht. Durch Uberstrahlung entsteht ein vergroBertes

Abbild.

Lasers wird hierbei allerdings nur etwa der hunderttau-
sendste Teil der Fliissigkeit analysiert, der Rest bleibt un-
genutzt. Dies ist insbesondere bei teuren Biomolekiilen
ein Riesennachteil.

Eine wesentlich verbesserte Variante von LILBID
nutzt feine Mikrotropfen mit 50 tausendstel Millimetern
Durchmesser, wie sie auch in Tintenstrahldruckern be-
nutzt werden H . Die Tropfen haben ein Volumen, das
etwa dem zwei millionsten Teil des makroskopischen
Wassertropfens in Abbildung auf Seite 12 entspricht. Sie
sind nur im Mikroskop sichtbar. Typischerweise werden
pro Sekunde zehn dieser Tropfchen ins Vakuum einge-
schossen. Dort sorgt ein synchron gepulster Infrarotlaser
fiir ihre Explosion, wobei Ionen aus der Losung ins Va-
kuum gelangen. Phasen dieser Explosion sind in @ dar-
gestellt.

Wenige Tropichen gentigen fiir eine Analyse. So zeigt
El ein LILBID-Massenspektrum eines Proteins mit un-
terschiedlichen Ladungszustanden. Das Verfahren arbei-
tet sehr sanft. Schwach gebundene Biomolekiile wie
Hamoglobin, das Tragermolekdil fiir den Sauerstofftrans-
port im menschlichen Kérper, kénnen noch unfrag-
mentiert nachgewiesen werden. Erhoht man die Laser-
energie, zerfallen solche schwach gebundenen Komple-
xe in ihre chemischen Untereinheiten. Damit kann man
mit dem Laser sofort iiberpriifen, wie stark die Komple-
xe gebunden sind. Das Verfahren befindet sich noch in
der Entwicklungs- und Erprobungsphase. Sein zukiin{-
tiges Anwendungspotenzial ist in Verbindung mit Mi-
kroanalyseverfahren zu sehen, die gegenwartig welt-
weit entwickelt werden. Ihr Ziel ist es, durch einen
hohen Automatisierungsgrad schnellere, genauere und
kostengiinstigere Analysen durchfithren zu kénnen,
wie sie beispielsweise in der Gesundheitsfiirsorge — etwa
bei der Analyse von Blut — bendtigt werden. L 4

[kl Massenspektrum, aufgenommen fir ein einzelnes Wasser-
tropfchen, in dem das Antibiotikum Lysozym in sehr geringer
Konzentration enthalten ist. Man erkennt unterschiedliche
Ladungszustande (1 bis 5%). Die durch Réntgenbeugung
bestimmte Struktur des Makromolekiils ist in dem Einschub
dargestellt.
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