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Leading Beyond Chemistry

MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Mit seinen Laboren in

Hanau, Marl, Darmstadt

und Shanghai bietet
die Analytik von Evonik hoch-
wertige quantitative und
qualitative Analysen mittels
organischer Massenspektrome-
trie (MS). Dabei stehen unseren
Experten und Expertinnen in
Kopplung mit Gas- und Fliissig-
chromatographie sowohl nieder-
auflosende als auch hochaufl6-
sende Massenspektrometer zur
Verfiigung.

Seit Ende 2021 gibt es zusatz-
lich im MS-Labor in Hanau auch
ein MALDI-TOF-Massenspek-
trometer fiir lhre Fragestellun-
gen im Bereich der Polymere
und Biomolekiile.

Durch die dort eingesetzte loni-
sierungstechnik in Verbindung
mit der Massenbestimmung im
Flugzeit-Massenspektrometer
eroffnen sich neue Méglich-
keiten zur Untersuchung von
groBen Molekiilen z.B. intakte
Proteine und/oder Polymerver-
teilungen bis ca. 100 kDa.

DAS PRINZIP

MALDI steht fiir ,Matrix—Assistierte
Laser—Desorption—lonisierung” und
TOF fiir ,time of flight”, also die
Flugzeit der freigesetzten lonen.

Bei diesem Messverfahren wird die
Probe zunédchst zusammen mit einer
Hilfs-Matrix auf einem Trager (Target)
kristallisiert (siehe Abbildung 1).

Die Hilfs-Matrix ist zum einen in

der Lage UV-Licht zu absorbieren

und dessen Energie auf die Probe zu
tbertragen und hat zum anderen die
Aufgabe elektrische Ladungen zu
iibertragen (z.B. durch Protonierung).

Zur Analyse wird die Tragerplatte mit
der préparierten Probe in das Gerat
geschleust und mit einem UV-Laser
beschossen. Die Matrix wird dadurch
verdampft, die Energie des Lasers an
die Probe weitergegeben, die Probe
ionisiert und in die Gasphase beférdert
(siehe Abbildung 2).

Die Molekiilionen werden nun in
einem elektrischen Feld beschleunigt
und treffen nach einer Flugstrecke von
ca. 1,5 m auf den Detektor.
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Durch die Messung der Flugzeit zwi- PRINZIP MALDI-TOF

schen Laserpuls und dem Detektor-
ausschlag kann das Molekulargewicht
bestimmt werden: gréBere Molekiil-

ionen fliegen langsamer und sind in

entsprechend langer unterwegs als
kleinere Molekilionen (siehe Abbil-
dung 3).

DIE VORTEILE DER Desoretion - lonisation > Molekiilionen

HILFS-MATRIX:

Ein groBer Vorteil der MALDI-TOF-MS ‘ " ®

ist die sehr schonende lonisierung und

Freisetzung der Molekilionen durch

die indirekte Energieweitergabe durch

die Hilfsmatrix. Die Matrix kann ent-

sprechend der chemischen Eigenschaf-

ten der Probe ausgewihlt werden.
Dadurch lassen sich auch Molekiile,

die auf andere Weise nicht ionisierbar

sind, analysieren.

Abbildung 2: Prinzip des lonisierungsvorgangs von Molekiilen in der Probenmatrix beim

Dabei erzeugt die schonende Art der MALDI-TOF

lonisierung meist nur eine geringe

Anzahl von Ladungen - in der Regel

werden auch grofle Molekiile noch Bei MALDI bleiben die Massenspektren
als einfach geladene Molekilionen Ubersichtlich und eine Polymerver-
detektiert, was die Auswertung der teilung kann als solches aufgezeigt
Massenspektren stark vereinfacht. werden (siehe Abbildungen 4).

Dies ist insbesondere ein Vorteil bei
Molekiilen, die eine Synthese- und/ DER GEEIGNETE MESSMODUS:
oder Rohstoff-bedingte Polymerver-

teilung mit sich bringen. Mit Elektro- Je nach Fragestellung kann
spray-lonisation (ESI) kénnen solche
Spektren aufgrund der zusatzlichen e im Linearen Modus (,unbegrenzte”
Uberlagerung verschiedener Ladungs- Messzeit = Erfassung aller lonen, auch
zustdnde praktisch nicht mehr ausge- mit sehr hohem Molekulargewicht)
wertet werden. mit geringerer Auflésung oder
Driftregion
Ablenkung
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\\\\\\\\\\\

Target- Ausgangsmolekiile Reflektor
Platte und Fragmente Detektor Reflektor

Linearer Detektor

e im Reflektor Modus (begrenzte
Messzeit = nicht alle lonen werden
erfasst) mit einer héheren Auflésung
aufgrund der lingeren Flugstrecke
gemessen werden.

So kann z.B. bei kleineren Molekularge-
wichten bis ca. 5 kDa und ausreichend
protonierbaren Positionen eine Massen-
genauigkeit von bis zu 10 ppm erreicht
werden. Die Wahl des Modus hingt
somit auch von den Proben und deren
Zielmolekulargewicht ab.

Abbildung 3:
Schematische Darstellung
der lonenauftrennung im
MALDI-TOF-MS aufgrund
der unterschiedlich langen
Flugzeit.
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GENERELLER EINSATZ DER
ANALYSENTECHNIK:

Peptide/Proteine

In erste Linie wird die Technik mit der
Analyse von Peptiden und Proteinen in
Verbindung gebracht. Inzwischen ber-
wiegen im Routinebetrieb Applikationen
wie die Identifizierung von Krankheitser-
regern in Krankenhdusern.

Hier kommt die hohe Geschwindigkeit
zum Tragen, mit der die Proben im
Screeningverfahren mit sehr kurzen Ana-

lysenzeiten untersucht werden kdnnen.

Dabei werden nur geringste Proben-
mengen im fmol-Bereich benétigt

(z.B. aus Protein-Verdaus von Spots aus
2D-Gelen). Bekannt ist hier zum Beispiel
das automatisierte ,High Throughput
Peptide Mapping” in Proteom-Analyse-
Anwendungen, in dem ber die Einfach-
ladung im ,Fingerprintbereich” eine
schnelle Datenbankanalyse und Zuord-
nung moglich ist.

Polymere

Der schonende lonisierungsvorgang
macht diese Technik insbesondere auch
fiir die Analyse von Polymeren (z.B.

Polyethylenglykole, organomodifizierte
Polydimethylsiloxane) interessant. Die
Polymerketten werden nicht fragmentiert
und kénnen als Ganzes analysiert wer-
den. Auf diese Weise sind Molekular-
gewichte bis Giber 100 kDalton messbar.

In Abhdngigkeit von der mittleren
Molekular-Gewichtsverteilung kénnen
dabei die Polymere selbst bzw. deren
Modifikationen auch in Mischungen
(siehe Beispiel Polyethylenglykol,

Abb. 4) bis zu einem Molekulargewicht
von ca. 20 kDalton noch identifiziert
werden.
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Abbildung 4: Beispiel fiir ein MALDI-TOF Massenspektrum eines Polyethylenglykols mit hoher Auflésung. Ubersichtsspektrum auf der linken
Seite und beispielhafte AusschnittvergroBerung auf der rechten Seite.

Bei Molekulargewichten

Irters fau)

von groRer ca. 20 kDalton
erhélt man bei abnehmen-
der Auflésung den aus der
Gelpermeationschromato-
graphie (GPC) bekannten
Kurvenverlauf. Bei sich
immer starker Giberlagern-
den Signalen der Polymer-
verteilung kann dann nur
noch die mittlere Molmasse
(siehe Abbildung 5) ermit-
telt werden.
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Da Polymere insbesondere im Pharma-
umfeld eine zunehmend gréRere Rolle
spielen, wurde speziell fiir diesen Quali-
tatsstatus das Gerit unter GMP (Good
Manufacturing Practice) qualifiziert.
Somit kann die Analytik nach einer ent-
sprechenden produktspezifischen
Methodenentwicklung und Methoden-
validierung fiir den Pharmabereich auch
unter GMP angeboten werden.

Das MALDI-TOF-MS ergénzt unser
Angebot in der Massenspektrometrie um
einen wichtigen Baustein und erméglicht
die Losung schwieriger Fragestellungen
im Bereich der Analyse groRBer Molekiile.
Dabei zeichnet sich die Technik unter
anderem durch lhre Variabilitat bei der
Probenvorbereitung, die gute lonisier-
barkeit von schlecht ionisierbaren Mole-

kilen und die kurzen Messzeiten aus.

Als weiterer Vorteil ist der duRerst
geringe Bedarf an Probenmenge zu nen-
nen, was diese Technik insbesondere fiir
Proben aus Forschung und Entwicklung
interessant macht.

Das Team der Massenspektrometrie in Hanau unter der Leitung von

Dr. Jirgen Volz freut sich auf lhre Fragestellungen.
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