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Die Massenspektrometrie ist eines der wichtigsten analytischen Hilfsmittel in Chemie, Bio- 
logic, Medizin und verwandten Bereichen. In den letzten 30 Jahren wurden Methoden so- 
wohl zur quantitativen als auch zur qualitativen Analyse unterschiedlichster Substanzen 
entwickelt. Von der Einfiihrung des Lasers in die Chemie hat auch die Massenspektrome- 
trie profitiert, da seine nicht-linearen Eigenschaften und seine Abstimmbarkeit fur sie 
grundsatzlich neue Moglichkeiten eroffnen. Die Multiphotonen-lonisations-Massenspek- 
trometrie verkniipft UV-Spektroskopie und Massenspektrometrie, wodurch eine zweidi- 
mensionale MeDmethode entsteht, die substanzspezifische und sogar zustandsspezifische 
Analytik in bisher unbekanntem MaBe ermoglicht. In diesem Fortschrittsbericht sollen 
Grundlagen und Moglichkeiten der MUPI-Massenspektrometrie vorgestellt und an Unter- 
suchungen von Aminosauren, Peptiden, Chlorophyllen und Zuckern erlautert werden. Die 
Multiphotonen-Ionisation 1aljt sich fur jede Verbindung so steuern, dalj ausschlieljlich das 
Molekulion gebildet wird. Durch Erhohung der Ldserlichtintensitat lassen sich aber auch 
substanzspezifische Frdgmentierungen des Molekuls einleiten, was zu einer einfachen und 
schnellen Identifizierung der Substanz beitragt. 

1. Einleitung 

Analytische Fragen. also die Identifizierung einer Sub- 
stanz und die AufklPrung ihrer Molekiilstruktur, haben 
seit den Anfangen der Massenspektrometrie die Haupt- 
rolle gespielt. Eine Verbindung kann einerseits iiber ihr 
Molekiilion identifiziert werden, da die genaue Bestim- 
mung des Molekulargewichts zur Elementzusammenset- 
zung und zur Summenformel fiihrt. Andererseits sind auch 

Zerfalle des Molekiilions, die ein spezifisches Fragmentie- 
rungsmuster liefern, wesentlich fur die Identifizierung und 
Strukturaufklarung"]. 

Aussagekraftige Massenspektren sind nur bei Beachtung 
von vier prinzipiellen technischen Anforderungen zu er- 
warten: 

- Die zu untersuchende Substanz mulj entweder in Form 
intakter Molekule in die Gasphase uberfiihrt und dann 
ionisiert werden, oder sie mulj in eiiiem Schritt ver- 
dampft und ionisiert werden. 

- Verdampfung und lonisation sollen nach Moglichkeit 
so schonend sein, dalj das Signal des Molekiilions aus- 
reichend intensiv ist. Es sollen jedoch moglichst auch 
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die Signale von substanzspezifischen Fragment-Ionen 
beobachtbar sein. 

[*'I  Es existiert eine Vielzahl von Abkiinungen fur die Photonen-Ionisation: 
MPI,  KF.MPI, KZPl oder REMPI/F beschreiben immer eine Zweipho- 
tonen-Anrerung, die zur lonisation fiihn. Wir verwenden fur die Multi- - -  
photonen-lonisation den Oberbegriff M U P I ,  da, wie in diesem Reitrag - Die entstandenen Ionen mussen nach ihrer Masse auf- 

getrennt werden, und das mit moglichst hoher Prazi- beschrieben, auch Drei-, Vier- oder Multiphotonen-Absorptionen ilber 
..erlaubte" Zwischenzustinde sowie nicht-resonante Absorutionen zur 
Ionisation fiihren konnen. sion. 
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- SchlieBlich miissen diese lonen nachgewiesen werden; 
dabei darf keine Diskriminierung aufgrund der Masse 
auftreten. 

I n  der letzten Ilekade wurden Techniken entwickelt, die 
diese Anforderungen zumindest partiell erfullen konnen, 
und es wurde der Mel3bereich fur Routineuntersuchungen 
von einigen 100 Da auf einige 1000 Da ausgedehnt. Die 
treibende Kraft dabei war, daB vor allem in der Biochemie 
immer gronere Molekiile analysiert werden sollen. 

Dieser Fortschrittsbericht sol1 zeigen, daB die ,,optkche 
Ionisation" mit einer Laserlichtquelle in der Massenspek- 
trometrie ein prinzipiell neues und generell anwendbares 
Ionisationsverfdhren ist. Die Kopplung der Massenspek- 
trometrie mit der Ionisation durch abstimmbares Laser- 
licht ergibt ein zweidimensionales analytisches Verfahren, 
das sowohl absorptionsspektroskopische als auch massen- 
spektrometrische Information liefert. Ebenfalls zweidi- 
mensionale Verfahren sind die Kopplung von Massen- 
spektrometrie und Gaschromatographie (GC/MS)['I, Flus- 
sigkeitschromatographie (LC/MS)['I oder auch Massen- 
spektrometrie (MS/MS)[". 

2. Allgemeines zur Methode 

Die in den letzten Jahren entwickelten Verfahren, um 
schwerfliichtige und grol3e Molekiile['I massenspektrome- 
trisch zu untersuchen, sind haufig nur auf spezielle Pro- 
bleme anwendbar. Generell einsetzbar sind die Particle-Im- 
pact-Methoden, bei denen Atome Ionen aus einer Matrix 
,,herausschlagen": die Sekundarionen-Massenspektrome- 
trie (SIMS)151, die Fast-Atom-Bombardment(FAB)-Metho- 
del'l, die '52Cf-Plasma-Desorptions(25'Cf-PD)-[71 und die 
Laser-Desorptions(LD)-Methode1'I. Daneben werden aber 
auch die direkte chemische Ionisation (I>CI)!91 und die 
Feld-Desorption (FD)I'O' zur Untersuchung grol3er Mole- 
kiile eingesetzt. 

Obwohl sich diese Methoden in ihren technischen Aus- 
fuhrungen erheblich unterscheiden, haben sie doch eines 
gemeinsam: Desorption und Ionisation sind miteinander 
gekoppeltl' ' I ;  eine Steuerung des Ionisationsprozesses und 
damit des AusmaI3es der Fragmentierung ist nicht moglich. 
Im allgemeinen kann nicht das Molekulion nachgewiesen 
werden, sondern Addukt-Ionen, die durch Anlagerung von 
Protonen und/oder Alkalimetall-Kationen entstehen. 
Auch wird haufig die Matrixsubstanz mitionisiert, was zu 
einem erheblichen Anteil nicht-substanzspezifscher Ionen 
und damit zu Komplikationen bei der Interpretation des 
Massenspektrums fuhren kann. Will man eine ,,abstimm- 
bare Ionisation" erreichen, mussen Verdampfung und Io- 
nisation zeitlich getrennt werden. 

In einem MUPI-Massenspektrometrie-Experiment wird 
eine Substanz zunkhs t  verdampft, was auf mehrere Arten 
moglich ist (siehe Abschnitt 2.2); die Molekule in der Gas- 
phase werden dann durch Laserlicht ionisiert und an- 
schlieBend massenspektrometrisch analysiert. Ein solcher 

['I Die Einteilung der in diesem Beitrag besprochenen Molekiile in kleine 
(<300 Da). mittlere (300-1000 Da) und groOe Molekule (>  I 0 0  Da) ist 
willkiirlich. 

ZweistufenprozeB liefert hohere lonenausbeuten und ist 
variabler als die einstufigen Direkt-Ionisationen. 

2.1. Multiphotonen-Ionisation 

Durch Multiphotonen-Ionisation entsteht aus einem 
neutralen Molekiil ein Radikalkation, wie auch bei allen 
konventionellen Impact-Ionisationsverfahren, z. B. der 
Elektronenstol3-Ionisation (El), der Ionisation durch La- 
dungsaustausch (CE) oder der Einphotonen-Ionisation 

so daI3 MUPI mit diesen Verfahren verglichen wer- 
den muB. 

Die abstimmbare Multiphotonen-Ionisation wurde erst- 
mals 1978 von Boesl et al."" und Zundee et al.[I3' angewen- 
det und seither in mehreren Ubersichten diskutiertii4-' 'I. 

Wahrend bei den konventionellen Ionisationsmethoden 
dem Molekiil in einem Schritt eine Energie zugefuhrt wird, 
die groBer ist als seine Ionisationsenergie, so dal3 zusPtz- 
lich zur Ionisation Fragmentierungen ausgelost werden, ist 
bei MUPI die Energie eines einzelnen Photons geringer als 
die lonisationsenergie (Abb. I ) .  Die Wellenlange des Pho- 
tons wird auf die Energiedifferenz zwischen dem Grund- 
zustand und einem angeregten Zustand des neutralen Mo- 
lekiils abgestimmt. Durch Absorption mehrerer Photonen 
mu8 dann die zur Ionisation notwendige Energie im Mole- 
kul  akkumuliert werden. 
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Ahh. I .  Unierschied zwischen a) Elektronenston-lonisation (El)  und b) Mul- 
tiphotonen-lonisation (MUPI). E ,  =erste Ionisationsenergie, F ? .  F'B, 
FB = Fragment-Ionen. Anders als bei El werden die Molekulionen M"" hci 
MUPI mit schmaler Energieverteilung und wenig UberschuBenergie gebil- 
det. 

Die Absorption von Photonen durch Molekule ist im all- 
gemeinen ein ProzeB mit geringer Ausbeute. Wenn jedoch 
die Wellenlange der eingestrahlten Photonen gerade der 
Energiedifferenz zwischen dem Molekiilgrundzustand und 
einem angeregten Molekulzustand entspricht, wird die Ab- 
sorptionseffizienz um mehrere GroBenordnungen gestei- 
gert (Resonanzverstarkung)['',''l, vor allem wenn die Pho- 
tonenwellenlange mit einem Maximum im UV/VIS-Spek- 
trum des Molekuls zusammenfallt. 

Im einfachsten Fall fiihrt die Absorption von zwei UV- 
Photonen zur Ionisation (Abb. 2a). Aber auch die Drei- 

['I Im allgemeinen entstehen bei SI-, FAB-, CI-, '"Cf-PD- und LD-Massen- 
spektrometrie Addukt-lonen aus dem Molekiil und einem Proton oder 
einem Alkalimetall-Kation. 
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oder Vierphotonen-Ionisation'20.2'l ist moglich (Abb. 2b, c). 
Auch eine Multiphotonen-Ionisation mit Photonen ver- 
schiedener Wellenlange (Abb. 2d) laRt sich durchfiihren. 
Abbildung 2e zeigt eine nicht-resonante Zweiphotonen-lo- 
nisation, fur die allerdings sehr vie1 intensiveres Laserlicht 
benotigt wird als fur die resonante Anregung. 
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Ahh 2.  Einige prinzipielle Moglichkeiten von MUPI. S. steht f u r  ,,erlauhte" 
Zwi:chenzustande, bei denen es sich meist um S,-Zustande handelt. Es kbn- 
nen aber auch hehere Zustande benutzt werden. a) ,,Normale" resonante 
Zwe photonen-Ionisation. h) Resonante Dreiphotonen-Ionisation Ober zwei 
Zwi:chenzustande. c) Vierphotonen-Ionisation Ober einen resonanten Zwi- 
scheizustand. d)  Resonante Zweiphotonen-Ionisation mit Photonen unter- 
schii,dlicher Wellenllnge. e) Nicht-resonante Zweiphotonen-lonisation. 

2.usatzlich IaBt sich mit MUPI eine gezielte, zustandsse- 
leki ive Bildung der Molekiilionen erreichen. An mehreren 
Verbindungen wurde gezeigtl2'I, daR bei MUPI die Mole- 
kiil onen iiberwiegend in einem wohldefinierten Schwin- 
gur gszustand, meist dem Schwingungsgrundzustand, ge- 
bildet werden. Die beim Ionisationsschritt zugefiihrte 
Ub1:rschuRenergie wird von dem aus dem Molekiil ent- 
ferriten Elektron als kinetische Energie mitgenommen, so 
dal3 die Molekiilionen gleiche oder nur  wenig unterschied- 
liche Energien haben (Abb. 1). Bei El  hingegen bleibt die 
UberschuBenergie in den Ionen; dies fiihrt zu einer breiten 
Energieverteilung, die die Energieverteilung der StoBelek- 
tronen widerspiegelt. 

Bei zunehmender Laserleistung fiihrt eine Absorption 
von Photonen durch das Molekiilion zu Fragmentierungs- 
reaktionen. Mehrere Mechanismen, urn das Auftreten von 
Fragmentierungsreaktionen zu erklaren, sind diskutiert 
~ o r d e d ~ ' - ~ ' ' .  Allgemein akzeptiert ist inzwischen das 
,,Ladder-Switching"-Modell, das durch experimentelle Be- 
funde'281 und die Ergebnisse theoretischer Arbeited2" ge- 
stiitzt wird. Wie in Abbildung l gezeigt, absorbiert das 
neutrale Molekiil zwei Photonen auf seiner ,,Absorptions- 
leitzr" und wird ionisiert. Die innere Energie des Molekii- 
lions ist dabei nur  geringfiigig grofier als die Ionisations- 
energie. Das entstandene Molekiilion absorbiert ein oder 
mehrere Photonen, wodurch die erste Fragmentierungsre- 
akt on eingeleitet wird. Damit ist ein Wechsel auf die Ab- 
sorptionsleiter des Fragment-Ions verbunden. Dieses Frag- 
ment-Ion kann nun wieder Photonen aufnehmen und wei- 
ter fragmentieren. Dieser Absorptions-Fragmentierungs- 
Mechanismus kann bei geniigender Lichtintensitat und ty- 
pischen Laserpulsdauern von 6-10 ns mehrfach durchlau- 
fen werden und sogar zur Zerlegung des Molekiils in seine 
Atcme fiihren. 

I)a die Ionen bei MUPI mit wenig UberschuBenergie 
ent itehen, nimmt der Anteil metastabiler Ionen erheblich 
ZUI:o.75.R71 D' ieser Aspekt ist fur energetische und dynami- . 

sche Untersuchungen von Elementarreaktionen in der 
Gasphase von Bedeutung (siehe Abschnitt 3). 

2. I .  1. Weiche tonisation 

Die Absorptionsausbeute hangt deutlich von der Inten- 
sitat des Laserlichts ab. Halt man die Intensitat klein, etwa 
um Werte von 106 W cm-2, so 11Rt sich die Mehrfachab- 
sorption von Photonen begrenzen und eine ausschlieRliche 
Bildung von Molekiilionen erreichen. In Abbildung 3a ist 
dies am Massenspektrum vom p-Xylol gezeigt. Da wegen 
der geringen Intensitat des Laserlichts eine Photonenab- 
sorption durch die Molekiilionen praktisch unmoglich ist, 
finden keine Fragmentierungen statt. Die durch MIJPI ge- 
schaffene Moglichkeit, die Bildung von Fragment-Ionen 
gezielt zu induzieren, ist in der Massenspektrometrie ein- 
zigartig. Selbst bei groaen Molekiilen kann die Ionisation 
auf die ausschlierjliche Bildung der Molekiilionen abge- 
stimmt werden. 
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Abb. 3. MUPI-Massenspektren von p-Xylol. a) Weiche Ionisation ohne brag- 
mentierung des Molekiilions, Lichtintensitat ca. lo6 W cm '. b) Paniell harte 
Ionisation fOr eine teilweise Frdgmentierung, Lichtintensitgt ca. 10' W cm '. 
c) Sehr harte Ionisation f u r  ausgepriigte Fragmentierung. Lichtintensitat ca. 
10' W cm-'. I =  relative Intensitit. Anregungswellenlange A - 2 7 2  nm. 

2.1.2. Harte tonisation 

Eine Steigerung der Lichtintensitat fuhrt zu einer Ab- 
sorption von Photonen durch das Molekiilion, das darauf- 
hin die kinetisch und energetisch giinstigste Fragmentie- 
rung eingeht. Eine solche moderate Ionisation/Fragmen- 
tierung wird von uns als ,,partiell harte Ionisation" be- 
zeichnet. 

Fur das Massenspektrum in Abbildung 3b wurde die In- 
tensitat der eingestrahlten Photonen so justiert, daR neben 
dem Signal des Molekiilions auch die der Produkte erster 
Fragmentierungsreaktionen, z. B. m/z 9 I ,  zu beobachten 
sind. 
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Wird die Intensitat des Laserlichts noch weiter efhoht, 
so treten zusatzliche Fragrnentierungen auf, die je nach 
Lichtintensitat bis zum Zerfall des Molekuls in die Atome 
fuhren konnen. Abbildung 3c zeigt dies sehr drastisch. 
Hier ist die Fragmentierung bis zur Bildung von atomarem 
Kohlenstoff fortgeschritten. Dafiir mu13 das p-Xylol-Mole- 
kiil etwa neun Photonen der Wellenlange 272 nm aufge- 
nornmen haben. So vie1 Energie kann rnit keiner der kon- 
ventionellen massenspektrometrischen Methoden in einem 
Molekul akkumuliert werden. 

Welche einzigartigen Vorteile die Moglichkeit, das Aus- 
rnaB der Fragmentierung durch Veranderung der Lichtin- 
tensitat zu steuern, bei der Bearbeitung analytischer Fra- 
gen hat, wird in Abschnitt 3 dargestellt. 

2.1.3. Selektive Ionisation durch Wahl der Photonenenergie 

Bei der Multiphotonen-Ionisation kann nicht nur die In- 
tensitat, sondern auch die Wellenlange des Lichts variiert 
werden. Das Absorptionsmaximum eines Molekiils und 
somit die Lage des ,,erlaubten" Zwischenzustands sind als 
intrinsische Eigenschaften substanzspezifisch. Das hat 
groBe Bedeutung bei der Untersuchung von Substanzgemi- 
schen, da die Komponente, bei der die Energie des Zwi- 
schenzustands zur eingestrahlten Wellenlange palJt, bevor- 
zugt ionisiert wird; dadurch wird eine empfindliche Spu- 
renanalytik moglich. So lassen sich beispielsweise in Blut- 
serum einige Metalle und Organometallverbindungen in 
Konzentrationen von 1 ng pro mL Serum quantitativ be- 
stimmen[3'1. Dabei kann sowohl das UV/VIS-Spektrum, 
gemessen fur eine substanzspezifische Masse wie das Mo- 
lekiilion, als auch das Massenspektrum der Substanz, ge- 
messen bei einer festen Wellenlange, zur ldentifizierung 
dienen. 

Dieses Analysenverfahren wurde wiederholt erfolgreich 
ange~endet["- '~~,  sowohl auf Gemische mehrerer Substan- 
Zen als auch zum Nachweis von St ruktur i s~merenl~~~.  

106 107 
m/z - 

Abb. 4. Links: Md>senselekrierfe Absorptionsspektren von p-Xylol; oben: 
Spektrum der Spezies m,,': 106; unten: Spektrum der Spezizs m/; 107. Nor -  
malerweise ist  im  Massenspektrum von p-Xylol das lntensirarsverhlltnis m i z  
106:m/z 107= 100 :8.8. Wie die Massenspektren (rechts) zeigen, lallt sich 
durch Wahl der Anregungsenergie fur das MUPI-Experiment ( A ,  fur A. A> 
fur  B) dieses Verhiltnis drdstisch beeinflussen (100:0.5 in  A ;  SO: 100 in R). 

Ein Beispiel fur die selektive Anregung aus einem Ge- 
misch zeigt Abbildung 413". Hier ist eine Probe p-Xylol 
mit naturlichem lsotopengehalt (100/8.8 fur ''CJ 
I'C''C7Hl0) untersucht worden. Nirnmt man massenselek- 
tierte UV/VIS-Spektren von p-Xylol ( m / z  106) und seinem 
13C-Isotopomer ( m / z  107) auf, so erhalt man die auf der 
linken Seite von Abbildung 4 dargestellten Absorptions- 
spektren. Es ist erkennbar, dalJ sich die Lage der Absorp- 
tionsmaxima der beiden Molekule geringfugig unterschei- 
det. I h r c h  Wahl der Photonenenergie gema13 diesen mas- 
senselektierten Absorptionsspektren M3t sich das Signal 
fur das mono-"C-Xylol-Molekulion im Massenspektrum 
verstarken oder unterdrucken (Abb. 4 rechts). Die Verstar- 
kung des Spektrums einer in einem Gemisch nur in Spuren 
enthaltenen Suhstanz ist eine Miiglichkeit, die nur die 
Multiphotonen-Ionisation bietet. 

2.2. Verdampfung der Molekiile 

Die Gasphasen-UV/VIS-Absorptionsspektren von poly- 
atomaren Molekulen zeigen bei Raumtemperatur norma- 
lerweise breite, strukturlose Banden, da eine grol3e Anzahl 
der Vibrations- und Rotationszustande populiert ist. Will 
man Molekiile mit der MUPI-Massenspektrometrie unter- 
suchen, sollten sie thermisch moglichst wenig angerzgt 
sein, damit dank schmilerer Absorptionsbanden eine se- 
lektivere Anregung rnoglich ist. Die Abkiihlung kann 
durch isentropische Expansion eines Gasstrahls, der aus 
Tragergas mit einem geringen Anteil der zu untersuchen- 
den Probe be~teht[")-~'~, in ein Vakuum erreicht werden. 

Bei typischen massenspektrometrischen Experimenten 
mit Uberschallgasstrahlen, auch als ,,Seeded Supersonic 
Beam Expansion" bezeichnet, l2Bt man ein Argon-Sub- 
stanz-Gemisch aus einem Reservoir durch eine Duse mit 
einer Offnung von 100-500 pm expandieren. Die dabei er- 
reichbaren Temperaturen betragen etwa 2 K fur die Trans- 
lations- sowie 20 K und 50 K fur die Rotations- bzw. Vi- 
brationsfreiheit~grade~~~l. 

Diese Einlanrnethode Bhnelt der einer GC/MS-Kopp- 
lung. Daher laRt sich anstelle des Reservoirs leicht ein 
Gaschromatograph oder ein HPLC-Gerat vorschaltzn. 
Mehrere Autoren haben eine GC/MS-Kopplung unter den 
Redingungen der Uberschallgasstrahlen und der Multi- 
photonen-lonisation be~chrieben[~'-~"',  und jiingst haben 
Johnsfon et al. uber die Kopplung der Fliissigkeitschroma- 
tographie mit der MUPI-Massenspektrometrie ber i~hte t~"~ ' .  
Diese Kopplungsmethoden unter Verwendung von MUPJ 
sind aber noch nicht ausgereift. 

Die Chromatographie mit uberkritischen G a ~ e n ~ ~ ' - ' ~ ' ,  
die in den letzten Jahren verstarktes Interesse gefunden 
hat, ist fur die Kombination mit der MUPI-Massenspek- 
trometrie gut geeignet, da  hier hochverdichtete Tragergase 
als Losungsmittel benutzt werden. Bei der isentropischen 
Expansion lassen sich diese Gase sehr leicht von den Pro- 
benmolekulen trennen, ohne daB sich Cluster aus Trager- 
gasmolekiilen und Probenmolekiilen bilden, was bei der 
Fliissigkeitschromatographie haufig der Fall ist. Bisher 
wurden nur kleinere Molekiile bis etwa 250 Da mit dieser 
Methode u n t e r s ~ c h t [ ~ " . ~ ' ~ .  

Auch die T h e r m o ~ p r a y - M e t h o d e ~ ~ ' ~ ~ ' ~  ist von LPI~J et 
al.1541 abgewandelt benutzt worden, um schwerfluchtige 
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Verbindungen wie Tryptophan als Neutralmolekiile in die 
Garphase zu bringen. 

Alle diese Einlaherfahren sind zur Trennung von Ge- 
mischen oder zur Verdarnpfung kleinerer, thermisch be- 
lastbarer Molekiile gut geeignet, konnen jedoch bislang 
nicht auf groljere, therrnisch labile Molekiile angewendet 
werden. Die fur solche Verbindungen entwickelten Metho- 
den hahen zum Ziel, in einem Schritt zu verdampfen und 
zu ionisieren. Es werden dabei aber mehr neutrale Mole- 
kiile desorbiert als lonen produziert. So haben Untersu- 
chungen von Cotter et al.[''] bei der Laser-Desorption mit 
einern IR-Laser sowie von Budzikiewicz et al.1561 und Cum- 
puriu et al.i571 bei der FAB-Methode gezeigt, daB bei diesen 
Vetfahren grundsatzlich wesentlich rnehr neutrale Mole- 
kiile desorbiert werden, als Ionen entstehen. Typische 
Werte fur das Verhaltnis zwischen Neutralrnolekiilen und 
lor en sind etwa lo4 : 1 bei der L a s e r - D e s o r p t i ~ n ~ ~ ~ ~ .  Zur 
Kliirung der Vorgange bei der Desorption wurden theoreti- 
sche Arbeiten durchgefiihrt" ].'*I. Ein Verstandnis aller De- 
tails wurde jedoch noch nicht erreicht. 

Urn das giinstige Verhaltnis von Neutralrnolekiilen zu 
lonen auszunutzen, wenden wir seit 1983 ein Tandem-Ver- 
fahren aus Laserverdampfung in einern Uberschallgas- 
strahl (Laser Evaporation of Intact Molecules, LEIM) und 
an:chlieBendcr Multiphotonen-Ionisation an15".601. Fur  ein 
typisches LEIM-MUPI-Experiment (Abb. 5) wird die zu 
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bl 

Ahh. 5 .  Typischer enperimenteller Aufbau fur die Laser-Desorption in  einen 
herschallpasstrahl. a) Gepulstes Ventil mit Diise: b) Probentrager, montien 
vor der D i k e  i m  Vakuum; c) Laserlichtstrahl. hier von einem C0,-IK-Laser: 
d)  Skimmer; e) Ionenquelle. 

untersuchende Substanz in einem geeigneten Losungsmit- 
tel gelost, die Losung auf einen Probentrdger aufgetragen 
und das Losungsmittel verdampft. Dadurch wird der Pro- 
bentrager mit einigen hundert bis tausend Molekiilschich- 
ten der Substanz belegt. AnschlieBend wird er im Vakuum 
vor die Offnung der 6berschallstrahldise rnontiert. Durch 
1R Photonen werden Molekiile von der Oberflache in den 
expandierenden Uberschallstrahl desorbiert. Dadurch wer- 
deli die inneren Freiheitsgrade der Molekiile abgekiihlt 
und diese zugleich als Molekiilstrahl in die Ionenquelle 
transportiert. Das gepulste System dieses Experiments be- 
steht aus einem gepulsten Ventil zur Erzeugung des 'Ciber- 
schallgasstrahls und einem kleinen COz-Laser zur Desorp- 
tion der neutralen Molekiile. 

2.3. Massenspektrometrischer Nachweis 
der erzeugten Ionen 

Grundsatzlich kiinnen die durch MUPI erzeugten Ionen 
niit jedern Massenspektrornetertyp analysiert werden. Al- 

lerdings sind Gerate, die fur ein kontinuierliches, cycli- 
sches Uberstreichen des Massenbereichs ausgelegt wur- 
den, fur eine Kopplung rnit MUPI nur schlecht geeignet; 
dies gilt z. B. fiir die Magnetsektorfeld-Gerate. Massen- 
spektrometer, die sich besser mit MUPI koppeln lassen, 
sind Quadrupol-Gerate, ICR-Gerate[" und Flugzeitmas- 
senspektrorneter, da diese Gerate auch in einern gepulsten 
Modus betrieben werden. 

2.3.1. Quadrupol- und ICR-Massenspektrometrie 

In den ersten Arbeiten[1'.6'.6'1 , die sich rnit dem massen- 
spektrometrischen Nachweis der durch MUPI erzeugten 
Ionen beschaftigten, wurden Quadrupol-Gerate zur Mas- 
sentrennung benutzt. Quadrupol-Massenspektrometer sind 
in der GUMS-Kopplung beliebt, da sie leicht zu bedienen 
sind und einen schnellen Scancyclus haben. Allerdings ist 
der erfaljbare Massenbereich auf etwa 2000 Da begrenzt, 
und das Massenauflosungsverrnogen" ist gering, so daB 
sie zur Kopplung rnit MUPl nur  eingeschrankt geeignet 
sind. Auch ist die Transmission dieser Gerate limitiert. 

Die ICR-Massenspektrometrie ist ebenfalls mit MUPI 
gekoppelt ~ o r d e n [ " ~ - " ~ ] .  Sie bietet den Vorteil extremer 
Massenauflosung'""]. Allerdings ist der Massenbereich zur 
Zeit auf etwa 4000 Da beschrankt. Die Anwendung der 
ICR-Technik erfordert, daB wenige lonen gebildet wer- 
den1671. Da MUPI aber selbst bei geringer Laserlichtinten- 
sitat betrlchtliche Ionenausbeuten liefert, lassen sich die 
bislang benutzten Ionenquellen nur schwer mit einem 
ICR-Gerdt koppeln. Vielleicht wird diese Kopplung in Zu- 
kunft aber doch noch interessant, wenn man sie bei hoher 
Massenauflosung und gle ichzdiger  kompletter Aufzeich- 
nung des Massenspektrums betreiben kann. 

2.3.2. Flugzeitmassenspektrometrie 

Ein massenspektrometrisches Nachweisverfahren, das 
die Pulsstruktur der Ionenerzeugung durch MUPI nutzt, 
ist die Flugzeit- oder Time-of-Flight(T0F)-Massenspektro- 
metrie1681. Flugzeitrnassenspektrometer sind sehr einfache 
Systeme mit extrem hoher Transmission, bei denen, im Ge- 
gensatz zu allen anderen Massenspektrometern, zu jedem 
Laserpuls ein kornplettes Massenspektrum aufgezeichnet 
wird. Sie bestehen im wesentlichen aus einer Ionenquelle, 
einem Flugrohr und einem Detektor. Gekoppelt mit einer 
El-lonenquelle konnte aufgrund der breiten Verteilung der 
kinetischen Energie der erzeugten lonen nur ein Auflo- 
sungsvermogen von 200-400 erreicht werden. Diese ge- 
ringe Auflosung ist der Grund dafiir, dalj Flugzeitmassen- 
spektrometer, obwohl seit iiber 40 Jahren bekannt, selten 
benutzt worden sind. 

Durch die Entwicklung gepulster Ionenquellen, z. B. 
SIMS1691 oder Plasrna-Desorpti~ns[~~~-Verfahren, aber auch 
wegen MUPI'391 hat das Interesse an Flugzeitmassenspek- 

['I ICK = lonen-Cyclotron-Resonanz. 
["I D i e  Signale zweier Massen sind aurgel6s1, wenn sie durch ein ,,Tal" ge- 

trennt sind; in  der Massenspektrometrie sind dabei die Definitionen 
,,lO0h Tal" und ,.5O0h Tal" gebrauchlich. In diesem Beitrag wird immer 
die ,,50010 Tal"-Definition verwendet. Bei einem AuflasungsvermBgen 
von 1000 geben die Massen 500.0 und 500.5 noch getrennte Signale. 
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trometern in den letzten Jahren wieder zugenommen. Mit 
einem zweistufigen Beschleunigungsfeld nach Wiley und 
McLured7'] in Verbindung mit der Multiphotonen-lonisa- 
tion konnte schon in einem linearen Flugzeitmassenspek- 
trometer ein Auflosungsvermogen von etwa 400 fur die 
gleichzeitige Registrierung aller Massen erreicht wer- 
den[721. 

Versuche, das Auflosungsvermogen von linearen Flug- 
zeitmassenspektrometern weiter zu e r h o h e ~ ~ l ~ ~ l ,  waren nur 
wenig erfolgreich. Mumyrin et al.[741 dagegen setzten ein 
elektrostatisches Feld am Ende der Flugstrecke ein, das 
den Ionenstrahl reflektiert. Dadurch wird nicht nur die 
Flugstrecke der Ionen verlangert, sondern es konnen auch 
Unterschiede in der kinetischen Energie von Ionen glei- 
cher Nominalmasse und damit Flugzeitunterschiede in ge- 
wissen Grenzen kompensiert werden (Abb. 6). Die durch 

Abb. 6. Schematische Darstellung des Reflektron-Flugzeitmassenspektrome- 
ters. 1) Flugweg van lonen einer Masse mit geringer kinetischer Energie; 2) 
Flugweg von Ionen derselben Masse mit hoher kinetischer Energie. A) Ver- 
dampfungssture; B) Laserlichtstrahl zur Ionisation; C) Refleklorfeld; D) De- 
tektor. 

MUPI erzeugten Ionen werden in unserem Experiment rnit 
einem konstanten Feld von etwa 8OOV beschleunigt und 
durchfliegen dann eine feldfreie Driftstrecke von etwa 
80cm. An deren Ende werden die nach ihrer Masse ge- 
trennten Ionenpakete durch ein kurzes Bremsfeld hart ab- 
gebremst und im folgenden Reflektorfeld mit nur noch ge- 
ringer Energie reflektiert. Nach dem Austritt aus dem Re- 
flektor und dem Bremsfeld durchfliegen die Ionen dann 
die Driftstrecke in umgekehrter Richtung, bis sie auf den 
Detektor treffen. Ionen mit hoherer kinetischer Energie 
dringen tiefer in das Reflektorfeld ein und haben somit 
eine etwas langere Flugstrecke als Ionen mit kleinerer ki- 
netischer Energie. Dadurch werden Flugzeitunterschiede 
innerhalb der einzelnen Ionenpakete ausgeglichen. 

So gelang Boesl et al.[751 bereits 1982 die Kombination 
einer Multiphotonen-Ionisationsquelle rnit einem Reflek- 
tron-Flugzeit(RET0F)-Massenspektrometer, und er er- 
reichte in den ersten Versuchen schon ein Auflosungsver- 
mogen von 3800. Andere experimentelle Anordnungen ei- 
nes solchen reflektierenden Feldes in Verbindung rnit 
MUPI sind von Lubman et und El-Sayed et al.177i be- 
schrieben worden. 

Durch Optimierung der Parameter sind noch betracht- 
lich hohere Auflosungen moglich. Insbesondere konnte ge- 
zeigt werden, daD die Gitter, die im klassischen RETOF- 
Massenspektrometer zur besseren Definition der elektro- 
statischen Felder dienen, eine starke Streuung der lonen 
verursachen, was Transmission und Auflosungsvermogen 
negativ beeinflufit. An einem gitterlosen Spiegel wird der 
Ionenstrahl dagegen sauber reflektiert und zugleich fokus- 

siert. Boesl et al.[7'1 erreichten ein Auflosungsvermogen von 
iiber 10000, indem sie einen Uberschallstrahl zur Abkuh- 
lung der Translationsfreiheitsgrade der neutralen Mole- 
kiile verwendeten, den Laserpuls von 5-8 ns auf etwa 
I .5 ns verkurzten und die Laserlichtintensitat reduzier- 
ten"9.79-801. Eine weitere Steigerung erscheint nicht ausge- 
schlossen. Diskutiert werden Werte fur das Auflosungsver- 
mogen eines Reflektron-Flugzeitmassenspektrometers von 
100 000 bis 1 000 000[801. 

lnzwischen wird die Methode des reflektierenden elek- 
trostatischen Feldes auch rnit anderen lonisationsverfah- 
ren kombiniert (mit SIMS[''], 25'Cf-PD1821). 

Die Vorziige des Flugzeitmassenspektrometers gegen- 
iiber anderen Geraten sind vielfaltig: Der Massenbereich 
ist nahezu unbegrenzt; zu jedem Laserpuls wird ein voll- 
standiges Massenspektrum registriert; es lassen sich bis zu 
100 Massenspektren pro Sekunde aufnehmen, wobei diese 
Zahl nur durch die Kapazitaten der Datenverarbeitung li- 
mitiert ist ; Massenauflosungsvermogen und Transmission 
sind bereits heute besser als bei Quadrupol- und kleineren 
Magnet~ektorfeld-Geraten~'~~. Dariiber hinaus verfiigt die 
Flugzeitmassenspektrometrie uber eine physikalische Ei- 
genschaft, die sie einzigartig macht: Die Auflosung nimmt 
mit wachsender Masse zu. Der Nachweis metastabiler lo- 
n e ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  unerlafilich fur MS/MS-Untersuchungen, ist durch 
die Einfiihrung des reflektierenden Feldes ebenfalls miig- 
lich. 

Der Ort der Verdampfung lafit sich auf wenige pm defi- 
nieren. was z. €3. fur Oberflachenuntersuchungen von gro- 
fier Bedeutung ist. Das Zeitfenster der Probennahme ist 
wegen des Laserpulses nur wenige ns grok Aufgrund der 
hohen Geschwindigkeit der Spektrenaufnahme konnen 
z. R. von einem Einsekundensignal eines Gaschromatogra- 
phen 10 bis 100 Spektren erhalten werden. 

3. Diskussion beispielhafter Massenspektren 

Die MUPI-Massenspektrometrie wurde lange Zeit nur 
fur kinetische Untersuchungen der Zerfallsprozesse kleine- 
rer Molekiile in der Gasphase g e n ~ t z t [ ~ ~ ] .  Dafiir gut geeig- 
net ist sie wegen der sehr genau definierten Energie zur 
Ionisation und Fragmentierung von Molekiilen, aber auch 
weil Reaktionen metastabiler Ionen untersucht werden 
konnen. 

Erst seit etwa 1983 fand MUPI Eingang in allgemeine 
massenspektrometrische Untersuchungen, speziell von or- 
ganischen und biochemisch relevanten Verbindungen. I m 
folgenden sollen nun einige solche Untersuchungen vorge- 
stellt werden. 

3.1. Kleine Molekiile 

Kleine Arene wie B e r ~ z o l ~ * ~ ~ ,  Alkylbenzole[8"-881, halogen- 
substituierte aromatische Verbind~ngen['~', aromatische 
Amine1gO~911, Phenol[921 und aromatische AldehydeIY3], aber 
auch Organometallverbindungen sowie zwei- und drei- 
atomige Verbindungen sind mit der MUPI-Massenspektro- 
metrie ausfiihrlich untersucht worden. Im Vordergrund 
standen dabei die physikalischen Vorgange bei der Ionisa- 
tion durch Multiphotonen-Anregung oder Details be- 
stimmter Fragmentierungsreaktionen. Einen guten Uber- 
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blick uber solche Untersuchungen geben El-Sayed et aL1I6) 
und Neu.~ser["~. Alle untersuchten Verbindungen waren 
leicht fluchtig und liefien sich somit einfach in die Ionen- 
quelle einbringen. Hier sollen nun Massenspektren von 
kleineren, biochemisch relevanten Molekiilen, die entwe- 
der thermisch labil oder schwerfliichtig sind, behandelt 
werden. Aminosauren, mit ihrer Haufung von polaren hy- 
drophilen und hydrophoben Gruppen, sind ein gutes Bei- 
spiel dafiir. 

EI-Massenspektren freier Aminosauren sind gut be- 
kannt194-971. In den meisten Fallen tritt kein oder nur ein 
sehr schwaches Signal fur das Molekiilion auf. Abbildung 
7 ziigt MUPI-Massenspektren der Aminosaure L-Tyrosin, 

a) HO~(JNH,-CH-COOH 
130, 18 

N"1 

I1O7 

54  MOO 
181 

,L.- II 
rP/O ~ 1 ,iL 

L. 

b) 100 200 

100. 

LL -- zoo - 
I P/01 I 

100 
c) 

1307 107 

--- 
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d) ( M e  HI@ 
'O1 1136 ,165 1182 

m/z - 
Ahb 7. Vergleich von L-.Iyrosin-Mass~nspekrren. a)  El-Massenspektrum: 
man heachte die geringe Intensitat des Molekiilion-Signals bei m/; 181. b) 
Massenspektrum nach weicher MUPI;  es wird nur das Molekiilion gebildet. 
c) Massenspektrum nach partiell harter MUPI;, AnregungsweIlenl2nge 
I = 272 nm. d) CI(Methan)-Massenspektrum, Methanplasma-Ionen sind suh- 
trahiert. 

die nach Laserverdampfung erhalten wurdenl9*], und zum 
Vergleich ein El- und ein C1-Massenspektrum. Die Vor- 
zuge von MUPI treten dabei deutlich hervor. So ist in dem 
durch weiche MUPI erhaltenen Spektrum das Molekulion- 
Signal der Basispeak (Abb. 7b), wahrend es im EI-Spek- 
tru n mit nur 5% relativer Intensitat auftritt (Abb. 7a). Das 
CI- Massenspektrum (Abb. 7d) liefert zwar nach Unter- 
grundkorrektur das Signal des H-Addukt-Molekulions mit 
relativ guter Intensitat; die Identifizierung dieses Ions ist 
jedoch durch das Auftreten der Signale grofierer Anlage- 
rungsprodukte deutlich erschwert. 

lntensiveres 1.aserlicht (partiell harte Ionisation) fuhrt 
zum Massenspektrum in Abbildung 7c. Trotz ausgepragter 
Fragmentierung ist das Molekiilion-Signal immer noch be- 
achtlich intensiv. Es wurde gezeigtly8I. daR sich die Mas- 
senspektren der Aminosauren bei einer Anderung der An- 
regungswellenlange um bis zu 40 nm hinsichtlich der Frag- 
mentierungen nur wenig andern, dal3 aber die Verhaltnisse 

der Signalintensitaten drastisch beeinflufit werden konnen. 
Dieses Verhalten 1aRt sich auf die unterschiedlichen Ab- 
sorptionsquerschnitte der Fragment-Ionen zuriickfuhren. 
Extreme Intensitatsanderungen beobachtet man z. B. bei 
Tryptophan'991. 

Bei aromatischen Aminosauren ist die zur Ionisation be- 
nutzte Wellenlange in der Regel mit einer Absorption im 
aromatischen Ringsystem kotreliert. Ilagegen enthllt die 
Aminosaure Arginin keine chromophore Gruppe, die 
oberhalb 250 nm absorbiert. In diesem Fall kann also nur 
eine nicht-resonante Multiphotonen-Anregung stattfinden 
(siehe auch Abschnitt 2.1). Arginin ist besonders thermo- 
sensitiv, so dafi bisher weder El- noch C1-Massenspektren 
publiziert wurden. Die Feld-Desorptions-Methode liefert 
ein Massenspektrum, allerdings nu r  unter Protonierung 
des Molekiils['"r)l. Im MUPI-Massenspektrum (Abb. 8) 
wird zum erstenmal das Signal des Molekulions von Argi- 
nin beobachtet. Dieses Ion ist vor allem deshalb von Inter- 
esse, weil Arginin extrem polar und eine der starksten or- 
ganischen Sauren ist. 

I1%1 
50. 

116 

M W  
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Abh. 8. Massenspektrum vom I -Arginin ndch nichr-resondnter M U P I .  loni- 
sationswellenlinge I = 250 nm. 

Von den Aminosaurederivaten sind die Phenylthiohy- 
dantoinel'"] bereits durch MUPI-Massenspektrometrie 
untersucht w ~ r d e n [ ~ ~ < " ~ ~ .  Dabei konnte weniger als ein 
Femtogramm dieser Verbindungen in der Gasphase nach- 
gewiesen werden1'n21. Einige Phenylthiohydantoine liefien 
sich jedoch nicht anhand ihrer Molekiilionen nachweisen. 
Demgegeniiber konnten wir zeigen[981, daB bei optimaler 
Abstimmung der Wellenlange alle Verbindungen so weich 
ionisiert werden konnen, daR ausschlieBlich die Molekiil- 
ionen entstehen. 

Lubrnan et a]. beri~hten:'"~',  daB auch bei Dipeptiden, 
die aromatische Aminosauren enthalten, in mehreren F11- 
len Massenspektren gemessen wurden, die kein Signal fur 
das Molekiilion enthielten. Als Beispiel sei Phenylalanyl- 
tyrosin (Abb. 9) diskutiert. Das Massenspektrum zeigt 

H2N- C H - C O - N H - C H - C O O H  
I I 

Abb. Phenylalanyl-tyrosin. 9. Das Dipeptid & 6  OH 

nach Lubrnan et al.['031 ausschlieRlich das Signal fur den 
Verlust eines Hydroxyradikals aus dem Molekiilion. Dies 
ist auf den verwendeten Aufbau zur Verdampfung und 10- 
nisation zuruckzufuhren und kann durchaus vermieden 
werden. Abbildung 10 zeigt die durch weiche und durch 
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Abb. 10. Vergleich der  durch weiche ( A )  und paniell h a m  (R)  MUPI erhal- 
tenen Massenspektren von Phenylalanyl tyrosin. Anregungswellenlinge 
i .=272 nm. Das Signal in B bei m/z  20Y ist auf die Bildung des  X;-Fragmen- 
les (siehe Abh. 13) zuriickzufiihren. 

partiell harte MUPI erhaltenen Massenspektren dieser 
Verbindung, gemessen unter anderen experimentellen Be- 
dingungen['"J.'"''. Nach weicher MUPI wird nur das Mole- 
kiilion-Signal beobachtet. Mit Steigerung der Laserlichtin- 
tensit2t setzt eine Vielzahl von Fragmentierungen ein. Die 
wesentlichen Fragment-Ionen haben m/z 236 und 208. Sie 
entsprechen der Bildung eines Acylium-Ions beim Bruch 
der Peptidbindung (m/z 236) und der Abspaltung von CO 
aus diesem Ion (m/z 208). Der Bruch der Peptidbindung 
als bevorzugte Fragmentierung liel3 sich bei iiber 50 unter- 
suchten Ilipeptiden nachweisen['n4-'"61. 

Abbildung I 1  zeigt ein Massenspektrum von Saccharo- 
se, das durch nicht-resonante Multiphotonen-Ionisation 
erhalten wurde. Saccharose ist ein bereits klassisches Bei- 

501 

MOO 
342 

I 
II 

I -  .---e, - 
300 400 

m / z  - 
Ahb. 1 I .  Massenspektrum von Saccharose nach paniell harter, nicht-reso- 
nanter MUPI.  /\nregungswellenl3.nge , i = 2 5 ?  nm. Das Signal bei m / z  43 
rilhn vom Acylium-Ion her. 

spiel dafur, daR die Elektronenstol3-lonisation nicht zur 
Detektion des Molekiilions fuhrt. Es wurde sogar kontro- 
vers diskutiert, ob Molekulionen von Zuckern, speziell der 
Saccharose, unter EI- oder FD-Bedingungen uberhaupt 
e~istieren""~. Unter MUPI-Bedingungen dagegen ist das 
Molekiilion von Saccharose nachweisbar""X1. 

Die Fragmentierungen von Saccharose (Ahb. 12) sind 
aus Pyrolyse-FI-Massenspektren wohlbekannt""']. Die 
Hauptfragmentierung ist der Rruch der Glycosidbindung, 
dem der sukzessive Verlust von Wassermolekulen folgt. 

HO k 
M = 3 L 2  

I 

[C6H 8 0,1O0 

M -  1LL 

1-*i" 
[Cg H6 0 1 

M = ! 2 5  

Abb. I ? .  Fragmentierungsschema \on  Saccharose. Die Abhauwege sind tc'il- 
weise durch das  Aufrreten metastabiler Ionen belegt. 

Weitere biochemisch relevante kleine Molekule, von de- 
nen inzwischen MUPI-Massenspektren erhalten wurden, 

Ilrogen und Vitamine" I*. ' ' 'I sowie Purinbasenl' 1 4 ' .  

sind Ster0idelI04.lO7.1101 , C atecholaminel"", neuroleptische 

3.2. Mittelgrone Molekiile 

Auch von mehreren geschiitzten Tripeptiden wurden 
MUPI-Massenspektren aufgenommen["SI und mit EI- 
Spektrenl' In '  verglichen. In den durch partiell harte lonisa- 
tion erhaltenen Massenspektren dominiert wieder der 
Bruch der Peptidbindung. Dabei finden sich vollstandige 
Serien der A- und B-Fragmente (Abb. 13). Die Bezeich- 
nung dieser Acylium- (B) und Acyliminium-Ionen (A) er- 
folgt nach Roepsrotffund Fohlman'"71. Neben den A- und 
B-Fragmenten, die das N-terminale Ende der Peptidkette 
enthalten, sind auch Bruchstucke der Y'-Serie (Abb. 13) 
nachweisbar. In diesen Fragment-Ionen ist das C-termi- 
nale Ende des Peptids enthalten. 

I n  Abbildung 14 ist das Massenspektrum von Leucin- 
Enkephalin, einem ungeschutzten Pentapeptid, nach par- 
tiell harter MUPI dargestellt1"81, in dem das Molekiilion- 
Signal deutlich zu erkennen ist. Intensive Signale werden 
wieder fur die Fragment-Ionen gefunden, die durch Rruch 
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%2N-CH-CO-..--- - .NH- CH-COOH YA-2 
b l  

I k 3  R" 

. N H  - C  H -COOH 

inn.  A 123 

:\hi> 1.3 . I I  I'riniipielle tr.igmenticrungeii ciner I'eptidkette und Iktieiiiiung 
der cntstehenden Rruchstiicke nach Roepsror//et al. [ 1171. Umlagerungspro- 
dukic durch Wasserstoffwanderungen werden j e  nach Anzahl der umgelager- 
ten Wasserstoffatome z. U. als A;, A,. A:' bezeichnet. b) Wesentliche Frag- 
menlierungen von Peptiden, die in MUPI-Massenspektren beohachtet wurden. 

von Peptidbindungen entstehen (Abb. 15), wahrend, wie es 
fur MUPI charakteristisch ist, Fragmentierungen in den 
Seitenketten nur in untergeordnetem AusmalJ beobachtet 
werden. Neben den kompletten Serien von A- und B-Frag- 
menten werden auch die Signale einiger Y'-Ionen (Abb. 
13) beobachtet. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, 
daB diese komplementaren Fragmente notwendig sind, um 
die Sequenz eines Peptids eindeutig zu beweisen. 

Verschiedene kleinere Peptide wie das Pentagastrinl"'', 
das ,,Sleep inducing Peptide" (SLP)l'ohl und andere[1201 
sind bereits erfolgreich MUPI-massenspektrometrisch un- 
tersucht worden. Die bevorzugte Fragmentierung ist dabei 
immer die Spaltung der Peptidbindung. 

Auch die Spektren von Verbindungen anderer Substanz- 
klassen, beispielsweise von Erythromycin, wurden aufge- 
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nommen[lo"l. Immer werden die Molekiilionen mit hoher 
Effizienz gebildet, und es konnen substanzspezifische Frag- 
ment-Ionen nachgewiesen werden, ohne daR eine Derivati- 
sierung vor der Untersuchung vorgenommen werden muR. 

Durch MUPI gelang so erstmals der massenspektro- 
metrische Nachweis von Porphyrinen""' und natiirlichen 
Chlorophyllen~i221 ohne Schutzgruppen. Natiirliches Chlo- 
rophyll und seine Ilerivate konnten in einer biologischen 
Probe, die ca. 30 verschiedene Substanzen, darunter Lipide 
und Glycoside, enthielt, nachgewiesen werden. Abbildung 
16 zeigt die El- und MUPI-Massenspektren dieser Probe. 
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Abb 14. Massenspektrum von Leu-tnhephulin nach paniell harfer MUPI.  
Anr[.pungswellenl8nge i. = 272 nm. 
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Abh. 15. Struktur und 1-ragniriitierungeii v o n  Leu-Enkephalin. 

2 4 8  

Abb. 16. Vergleich der El -  ( A I  und hllll'l-Mna\en,pektrcti ( B )  einer biologi- 
schen Probe aus Spirulina yeirlerie. Im El-Massenspektrum wurden die lo- 
nen mit rn/; < 100 unterdriickt. AnregungswellenlBnge i. beim MUPI-Mas- 
senspektrum=281 nm. Identiftziert werden konnten die Molekiilionen: m:; 
870=Phaophytin a: nr/z 892=Chlorophyll a ;  rn,,': 908- 10-HydroAychlo- 
rophyll a. 

Die Wellenlangenspezifitit von MUPI (Abschnitt 2.3.1) er- 
moglicht eine Separierung der Substanzen, und es lassen 
sich deutlich drei verschiedene Chlorophyll-Derivate 
(Abb. 17) identifizieren, bei m/z  870 das Phiophytin a Ic, 
bei m/z  908 das 10-Hydroxychlorophyll a Ib  und bei m/z 
892 das Chlorophyll a l a .  

' C H 3  

l a , X = M g ,  R ~ = H  

1 

1 

l b ,  X =Mg. R =OH 

lC.X=H,H, R = H  

Abb. 17. Strukturen der massenspektrometrisch nachgewiesenen Chloro- 
phylle la - c  i n  einer Probe von Spirulina geillerie. 
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3.3. Crone Molekiile 

78L 

I W*I 87 v; 50 - 
*6 A7 881 925 A8 

1000 756 

Auch im Massenbereich iiber 1000 Da, der bislang der 
SIMS, der FAB-Methode oder der Plasma-Desorption vor- 
behalten war. konnen durch MUPI in Verbindung mit 
LEIM sehr informative Massenspektren erhalten werden. 
So konnte gezeigt werden, daB durch Multiphotonen-An- 
regung eine weiche Ionisation und gezielte Fragmentie- 
rung des ungeschiitzten Decapeptids Angiotensin I (Abb. 
18) moglich i~t"*~I .  Abbildung 19 gibt das Massenspektrum 
dieser Verbindung nach partiell harter Ionisation wieder. 
Intensive Signale stammen von Fragmentierungen benach- 
bart zu den Peptidbindungen; deutlich sind die vollstandi- 
gen Serien der A- und B-Fragmente zu erkennen, und auch 
hier werden wieder die wichtigen Signale der Y'-Bruch- 

woo 
69 1295 

1165 

1277 
A9 

1137 

A s p - A r g  - V a l - T y r  -110 - H i s  -Pro-Phe- His-Leu 

$-'& 

stiicke gefunden, die den C-Terminus enthalten. Wie bei 
den kleineren Peptiden sind Fragmentierungen in den 
Aminosaureseitenketten von untergeordneter Bedeutung. 

Einen Vergleich der Ergebnisse von Peptiduntersuchun- 
gen mit der F A B - M S / M S - M ~ ~ ~ O ~ ~ [ ~ . " ~ ]  unter Benutzung 
der StoBaktivierung und der MUPI-Massenspektrometrie 
ermoglicht Abbildung 21. Das FAB-MS/MS-Experiment 
an Substanz P (Abb. 20) wurde von Eiernann et aI.['"' mit 
einem Triple-Sektorinstrument durchgefiihrt. Dabei wurde 
das protonierte Molekiil von den Fragment-Ionen massen- 
separiert und dann mit einem StoBgas zum Zerfall ange- 
regt. Es entstehen im wesentlichen Fragment-lonen der Se- 
rie A. Die entsprechende B-Serie tritt nur mit sehr vie1 ge- 
ringerer Intensitat auf. Ionen, die den C-Terminus enthal- 
ten, sind nicht nachzuweisen. Zusatzlich wird eine Vielzahl 

6L7 OH 88 

C=NH 

LH21 

_I 619 
50 6 

2 

2L L 
Abb. 18. Struktur und Izragmentierung von Angiotensin 1 (M- 1295). 
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Abb. 19. Massenspektrum von Angiotensin I nach partiell harter MUPI .  Anregungswellenlange i.=272 nm. 
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Abb. 20. Struktur und Fragmentierungen von Substanz P 
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von Signalen beobachtet, die sich nicht eindeutig zuordnen 
lassen (Abb. 21a). 

a1 

‘i6rf”’ . 200” ’ ’ i00. ‘ I  ‘400 ’ .500’ 60- 0 

1400 

Abb. 21. Verglcich der Massenspektren von Substanz P a) aus einem FAB 
MS, MS-Experiment, b) nach MUPI. 

Dagegen zeigt das MUPI-Massenspektrum (Abb. 21b) 
dieser Verbindung wieder Signale fur alle Ionen der A- 
und B-Serie mit deutlicher Intensitat. Ionen, die sich auf 
Seitenketten-Fragmentierungen zuruckfuhren lassen, sind 
von untergeordneter Bedeutung. Da, wie in allen bisher 

90 851 

40 
35 
30 
25 
20 
15 
10 
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3 

vorgestellten MUPI-Massenspektren von Peptiden, auch 
hier Signale fur Fragrnente der Y’-Serie auftreten, IaBt sich 
die Peptidsequenz eindeutig aus dem Spektrum ableiten. 

Mit beiden Methoden konnen also Peptide in der Gas- 
phase sequenziert werden. Allerdings ist das FAB-MS/ 
MS-Experiment aufwendiger als die Untersuchung durch 
LEI M- M UPI-Massenspektrometrie. 

Abbildung 22 zeigt FAB- und MUPI-Massenspektrum 
einer zunachst unbekannten Probe. Zu untersuchen war, 
o b  die in Abbildung 23 gezeigte Verbindung, die sich bei 

COOCH3 COOCH3 C O O C H 3  C O O C H 3  

Abb. 23. Postulierce Strukrur einer Verbindung in der fur die Massenspektren 
in Abbildung 22 venvendeten Probe. 

einer chemischen Umsetzung gebildet haben sollte[1’61, in 
der Probe vorhanden war. MUPI liefert ein intensives Si- 
gnal fur das entsprechende Molekiilion, wahrend im FAB- 
Massenspektrum ausschlieRlich die Signale von Fragmen- 
tierungsprodukten auftreten. Somit konnte die MUPI- 
Massenspektrometrie neben anderen analytischen Metho- 
den beim Nachweis der Verbindung helfen. 

Als letztes Beispiel fur die Moglichkeiten, mit der 
MUPI-Massenspektrometrie groBe Molekiile zu untersu- 
chen, ist in Abbildung 24 das nach weicher Ionisation er- 
haltene Massenspektrum von Rinderinsulin dargestellt[’”]. 

‘0°1 2 3 3 4  

1 50: I 
I [%I 1 . . ~  I . 

1000 2 0 0 0 -  - $00 
100. MOB 

Abb. 24. MUPI-Massenspekrrum von Rinderinsulin. Anregungswellenlange 
1 - 272 nm. 

bl 1001 

t 50. 
I P/J 

Das intensivste Signal ist nach der Multiphotonen-lonisa- 
tion das des Molekulions bei m/z 5729, das in Massen- 
spektren, die unter FAB- oder PD-Bedingungen aufge- 

I nommen wurden, weit weniger deutlich ist. Auch die we- 628 
. -  - 

100 200 300 boo 500 -600  ’ T o  sentlichen Fragmentierungen sind leicht anhand der Si- 
gnale fur die A-Kette bei m/z 2334 und fur die B-Kette bei 
m/z 3395 zu identifizieren. An dieser Stelle sei noch ein- 
rnal darauf hingewiesen, daB bei MUPI-Massenspektren 
keine Untergrundkorrektur notwendig ist, wie sie bei ande- 
ren Verfahren iiblicherweise angewendet wird. Abbildung 
25 zeigt experirnentelle und berechnete lsotopenmuster fur 
die Signalgruppen des Molekulions sowie der A- und der 

MOO 
1001 

I t p a ]  501 . ._ eoo 900 1175 ‘1000 . .  iioo I i i o o  lT:Lo0 
m/z - 

AbE. 22. Verpleich des FAR- (a) und MUPI-Massenspektrums (b) des Syn- 
thestprodukts aus Abbildung 23. 
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A - K e t t e  
m / z  2334 

8 - K e t t e  
m/z  3395 

/.f 00 

m / z  5129  

Ahh. 25. Vergleich der experimentellen IntensitBtsverhsltnisse (a) fur die Si- 
gnalgruppen des Molekulions von Rinderinsulin sowie der Fragmentsignale 
fur die A- und die R-Kette mi1 den aus der Elementzusammensetzung be- 
rechneten Isotopenmustern (h). 

H-Kette. Die Ubereinstimmung von experimentellem und 
berechnetem Intensitatsverhaltnis fur die Signalgruppe des 
Molekiilions beweist, daB das Insulin als intaktes Molekiil 
ohne Addition von Protonen oder Alkalimetall-Kationen 
desorbiert und in der Gasphase ionisiert wird. 

Diese Ergebnisse belegen, daB sich auch sehr groBe Mo- 
lekiile durch MUPI-Massenspektrometrie analysieren las- 
sen. Inzwischen ist eine Vielzahl weiterer Molekiile wie 
Gramicidine und andere‘Ios1 rnit dieser Technik untersucht 
worden. 

4. Zusammenfassung und Ausblick 

In diesem Fortschrittsbericht wurden einige der Mog- 
lichkeiten vorgestellt, die die Kopplung der Laser-Ver- 
dampfung intakter neutraler Molekiile mit der Multiphoto- 
nen-Ionisation und der Massenspektrometrie bietet, sowie 
mogliche Zukunftsperspektiven umrissen. 

Die MUPI-Massenspektren organischer und bioche- 
misch relevanter Verbindungen unterscheiden sich in eini- 
gen wesentlichen Punkten von Spektren, die durch andere 
massenspektrometrische Techniken erhalten werden. 
MUPI-Massenspektren zeigen immer ein intensives Signal 
fur das Molekiilion. so daB dessen Identifizierung leicht 
moglich ist. Da iiber die Anregungsenergie das Auftreten 
von Fragmentierungen gezielt beeinflufit werden kann, er- 
moglicht die MUPI-Massenspektrometrie sehr detaillierte 
Analysen. Die sich damit ergebenden Moglichkeiten fur 
die massenspektrometrische, aber auch fur die absorp- 
tionsspektroskopische Analytik sind bislang nur im Ansatz 
untersucht worden. 

Ein wesentlicher Aspekt der hier beschriebenen Metho- 
de, der sie auch auf schwerfliichtige Verbindungen an- 
wendbar macht, ist die lokale und zeitliche Trennung von 
Verdampfungs- und Ionisationsschritt. Dadurch werden 
intrinsische Schwierigkeiten der massenspektrometrischen 
Verfahren mit simultaner Verdampfung und Ionisation 
vermieden, und es resultiert ein besseres Signal-Rausch- 
Verhaltnis, so da13 im Gegensatz zu anderen massenspek- 
trometrischen Verfahren kein Subtraktionsverfahren notig 
ist. 

Die enorme Sensitivitat der Multiphotonen-Ionisation 
ist ein weiterer Vorzug der MUPI-Massenspektrometrie. 
Substanzmengen im Femto- und sogar Subfemtogramm- 
Hereich lassen sich damit nachweisen, so daB auch die 
Spurenanalytik durch diese Methode neue Impulse er- 
halt. 

Die Erzeugung von Ionen mit Licht ist zur Zeit noch 
teurer als die mit herkommlichen Verfahren[lzs’, aber die 
Vorziige dieser Anregungsmethode sind evident. Der Flug- 
zeitanalysator ist hingegen einfach, so daB die Kosten fur 
das Gesamtgerat rnit denen fur andere Massenspektrome- 
tertypen vergleichbar sind. 

Grenzen fur die Anwendung von MUPI bei der Identifi- 
zierung von biologischem Material sind noch nicht abzuse- 
hen, denkt man an die intrinsischen Eigenschaften wie die 
weiche Ionisation und die Ionisationseffizienz als Funk- 
tion der Wellenlange, an die unterschiedlichen Verbin- 
dungsklassen, die ionisiert werden konnen, sowie letztlich 
an die absolute GroBe der Molekiile, die noch rnit dieser 
Technik ionisiert werden konnen. 

Um allerdings MUPI-Massenspektrometrie an Molekii- 
len rnit einer Masse von 20000-50000 Da betreiben zu 
konnen, sind nicht-massenlimitierte Detektoren erforder- 
lich. Die bislang verwendeten, kommerziell erhaltlichen 
Detektoren sind auf solche Probleme nicht ausgelegt. Es 
wurden bereits Losungsvorschlage d i ~ k u t i e r t ~ ” ~ ~ ,  die je- 
doch noch nicht ausreichend in die Praxis umgesetzt wer- 
den konnten. 

Obwohl die MUPI-Massenspektrometrie ein noch jun- 
ges Verfahren ist, ist die Richtung der weiteren Entwick- 
lung heute schon deutlich abzusehen. Vor allem fur die 
Aufklarung der Struktur von Hiomolekiilen hoher und 
hochster Massen wird die ~1UPI-Massenspektrometrie 
dank besserer Auflosung und groBerer Empfindlichkeit 
immer wichtiger werden, daneben aber auch fur Oberfla- 
chenstudien und Materialanalysen. Aufgrund der hohen 
Aufnahmegeschwindigkeit eignet sich die MUPI-Massen- 
spektrometrie auch zum Verfolgen der Massenanderung 
schneller Prozesse in der Technik. Dariiber hinaus ist sie 
wellenlangen- und zeitselektiv. 

Befindet sich die Methode, Ionen mit Licht zu erzeugen, 
auch noch in der Ilntwicklung, so wird sie doch sicherlich 
in den nachsten Jahren verstarkt Eingang in die massen- 
spektrometrische Analytik, die Qualitatskontrolle pharma- 
zeutischer Produkte und die Spurenanalytik finden sowie 
auf klinische und pharmakologische Probleme angewendet 
werden. 

Fur die finanzielle Unterstutzung dieser Arbeiten danken 
wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dern Fonds der 
Chemischen Industrie und dern Bundesministerium fur For- 
schung und Technologie. Die Autoren danken Dr. U .  Boesl 
und Herrn K .  Walter fur ihre Mitarbeit bei der Entwicklung 
der Multiphotonen-Ionisation und dern AuJhau des Flugzeit- 
massenspektrometers. 
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