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Laserdesorptions-Massenspektrometrie
von Proteinen mit Molmassen zwischen
100000 und 250 000 Dalton **

Von Michael Karas*, Ute Bahr, Arndt Ingendoh und
Franz Hillenkamp

In den letzten Jahren sind mehrere neue Tonisierungstech-
niken fiir die massenspektrometrische Analyse thermisch la-
biler Biomolekiile entwickelt worden. Mit diesen ,,sanften‘*
[onisierungsverfahren ist der zugingliche Massenbereich
mehr und mehr erweitert worden. Fast-Atom-Bombarde-
ment(FAB)- oder Fliissig-Sekundar-lonen-Massenspektro-
metrie (SIMS) werden hauptsichlich im Massenbereich bis
etwa 5000 Dalton angewendet, iiber eine Ausdehnung des
Massenbereichs bis 24000 Dalton wurde berichtet!!. Mit
der Plasmadesorptions-Massenspektrometrie (PD-MS) ge-
lang es erstmals, Proteine bis zu einem Molekulargewicht
von 35000 zu ionisieren!?; die Routineanwendung erfolgt
allerdings eher bei Massen unter 15000 Dalton ..

Kitrzlich wurde berichtet, daf3 es mit der Ultraviolett-La-
serdesorptions/Ionisations(UVLDI)-Massenspektrometrie,
die bisher hauptséchlich zur Analyse kleinerer Molekiile bis
ca. 1000 Dalton eingesetzt wurde, gelang, Biomolekiile bis zu
100000 Dalton intakt zu desorbieren und zu ionisieren* =),
Moéglich wurde dies durch den Einsatz einer Matrix, die eine
starke Resonanzabsorption bei der verwendeten Laserwel-
lenlédnge hat.

Wir berichten hier iiber neue Ergebnisse der matrixunter-
stiitzten UV-Laserdesorption, die erwarten lassen, dal3 sich
diese Methode zu einem schnellen, hochempfindlichen und
genauen Verfahren zur Bestimmung des Molekulargewichts
von Proteinen bis mindestens 250000 Dalton entwickeln
wird.

Verwendet wurde ein Flugzeit-Massenspektrometer mit
einer Beschleunigungsenergie von 3 keV sowie zur De-
sorption und Ionisation der Probe ein frequenz-vervierfach-
ter Nd-YAG-Laser mit einer Wellenldnge von 266 nm und
einer Pulsdauer von 10 ns. Typische Werte fiir den Laserfo-
kus liegen zwischen 10 und 50 pm und fiir die Bestrahlungs-
stiirke bei 1 x 1075 x 107 Wem ™2, Zum Nachweis werden
die Tonen auf 20 keV nachbeschleunigt. Die lonensignale fiir
jeden einzelnen Laserpuls werden mit einem Transienten-
recorder mit einer Zeitaufldsung pro Kanal von 40-80 ns
(Lecroy 9400) registriert und gespeichert.

Die Proteine p-p-Galactosidase (e. coli; Sigma, G8511)
und Catalase (aus Rinderleber; Serva, 26 902) wurden ohne
weitere Aufarbeitung untersucht, Glucose-Isomerase wurde
von Prof. Witzel, Miinster, zur Verfiigung gestellt. 107 ° M

[*] Dr. M. Karas, Dr. U. Bahr, A. Ingendoh, Prof. Dr. F. Hillenkamp
Institut fiir Medizinische Physik der Universitit
HiifferstraBe 68, D-4400 Miinster
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Bundesministerium fiir Forschung und Technologie geférdert. Der Firma
Finnigan MAT, Bremen, danken wir fiir ihre technische Unterstiitzung,
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Losungen der Proteine in hochreinem Wasser wurden mit
Nicotinsdure als Matrix im Molverhéltnis 1:50000 ge-
mischt. 1 pL dieser Lésungen (entsprechend 500 fmol Pro-
tein) wurde auf einen Silbertrager getropft und getrocknet.
Die fiir Probenpriparation und Messung bendtigte Zeit be-
tradgt ungefihr 10 Minuten.

Abbildung 1 zeigt das LDI-Massenspektrum von B-p-Ga-
lactosidase. Das aus dem Peak-Zentroiden bestimmte Mole-
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Abb. 1. LDI-Massenspektrum von B-D-Galactosidase. Gemessenes Moleku-
largewicht: 117 130. Summe von 30 Einzelspektren. [ = relative Intensitit in
willkiirlichen Einheiten.

kulargewicht ist 117 130. Obwohl die Breite des Molekiilion-
Peaks ca. 1800 Dalton betrigt, liegt dic Genauigkeit der
Molekulargewichtsbestimmung bei ungefihr 0.1 %. Der Ba-
sispeak im Spektrum ist der Peak des einfach geladenen Mo-
lekiilions. Die Peaks von mehrfach geladenen Molekiilionen
wie M*® und M3® sowie von Clusterionen wie (2 M)®,
(3 M)*® und (2 M)*® sind typisch fiir die LDI-Spektren
hochmolekularer Peptide. Thr Auftreten und ihre Intensitéts-
verteilung sind von der Bestrahlungsstirke abhéngig. Nor-
malerweise liefert das einfach geladene Molekiilion das
Hauptsignal.

Auch wenn die Breite der Signale relativ groB ist, entspre-
chend einer Massenauflésung von m/Am = 50, kénnen die
Peak-Zentroiden mit guter Genauigkeit bestimmt werden.
Fiir mehrere Proteine ergaben unabhingige Massenkalibrie-
rungen, die auf Matrixsignalen im Bereich niedriger Massen
und auf den ganzzahligen Massenverhéltnissen von mehr-
fach geladenen Ionen und Oligomer-Ionen basieren, eine
Standardabweichung von 0.1 % und weniger. In den Fillen,
in denen das Molekulargewicht des analysierten Proteins ge-
nau bekannt war, lag die gemessene Masse innerhalb des
0.1 %-Bereichs. In einigen Fillen, in denen Abweichungen
bis zu 1% auftraten, konnen auch ungenaue Massenanga-
ben der Hersteller vorliegen.

Abbildung 2 zeigt das Spektrum von Glucose-Isomerase.
Auch hier hat der Peak des Molekiilions M® mit der gemes-
senen Masse 172 420 eine {iberraschend hohe Intensitit. Die
Geschwindigkeit dieser lonen an der Konversionsdynode be-
trigt nur 0.48 x 10 ms !, die Nachweiseffizienz solite daher
sehr gering sein!”l, Wieder werden mehrfach geladene Mole-
killionen M"® (n = 2—-4) sowie ein Clusterion (2 M)*® mit
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Abb. 2. LDI-Massenspektrum von Glucose-Isomerase. Gemessenes Moleku-
largewicht: 172 420. Summe von 30 Einzelspektren.
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geringerer Intensitdt nachgewiesen. Alle diese Signale kon-
nen zur Verbesserung der Genauigkeit der Massenbestim-
mung herangezogen werden. Die Tatsache, dafi Glucose-Iso-
merase, die aus vier nicht-kovalent gebundenen Unterein-
heiten besteht, vorwiegend, wenn nicht sogar vollstidndig als
intaktes Protein desorbiert wird, ist ein weiterer Bewelis fiir
die extreme ,,Sanftheit* der Matrix-UVLDI-Methode.

Die gesamte aufgetragene Probenmenge betrug 500 fmol,
verteilt iiber einige mm?. Mindestens einige tausend Einzel-
spektren konnen aus einer solchen Pridparation gewonnen
werden. Eine Abschidtzung der pro Einzelspektrum ver-
brauchten Probenmenge ergibt ca. 10717 mol!®], so dafB
noch viel Spielraum fiir eine weitere Reduzierung der einzu-
setzenden Probenmenge existiert.

Abbildung 3 zeigt das Spektrum von Catalase mit einem
ermittelten Molekulargewicht von 236 230. Auch hier ist der
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Abb. 3. LDI-Massenspektrum von Catalase. Gemessenes Molekulargewicht:
236230. Summe von 50 Einzelspektren.

Peak des Molekiilions des Proteins, das aus vier gleichen
Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von je 59 060
besteht, (M,)®, deutlich zu erkennen, ebenso der des doppelt
geladenen (M,)*®. Das Fehlen des Peaks des dreifach gela-
denen Molekiilions legt den SchluB3 nahe, daf3 es sich bei dem
Peak mit m/z 59 060 um den der einfach geladenen Unterein-
heit M$ und nicht um den des vierfach geladenen Molekiil-
ions (M,)*® handelt. Demnach ist das Signal mit m/z 29 500

BUCHBESPRECHUNGEN

das der doppelt geladenen Untereinheit M2®. Ob das Pro-
tein zum groflen Teil schon bei der Probenpriration (und
dem Verdampfen des Loésungsmittels) in seine Untereinhei-
ten zerfillt oder ob die Spaltung durch den Desorptionspro-
zef hervorgerufen wird, mull noch untersucht werden.

Wie bei allen Desorptionstechniken spielt die Probenpri-
paration auch bei der Laserdesorption grofler Molekiile eine
wesentliche Rolle. Hochreine Proben und ultrareines Wasser
zum Losen der Proteine sind eine Grundvoraussetzung fiir
das Gelingen der Analysen. Dies legt den SchluB3 nahe, daf3
die iiblicherweise vorhandene Salzkontaminationen die zur
Desorption groBer Molekiile notwendige Homogenitat der
Protein-Matrix-Anordnung stéren, und bedeutet natiirlich
zugleich, daf} die urspriinglich isolierte Proteinmenge deut-
lich groBer sein muB als die fiir die massenspektrometrische
Untersuchung bendétigte. Unter optimalen Priparationsbe-
dingungen zeigen alle Spektren ein sehr gutes Signal/
Rausch-Verhdltnis.

Die hier gezeigten Spektren sind typisch fiir die Matrix-
UVLDI-Massenspektrometrie von Proteinen: Die Spaltung
kovalenter Bindungen wurde bisher nicht beobachtet. Die
intensiven Signale im Massenbereich unter ca. 1000 Dalton
werden ausschlieBlich durch die Matrix hervorgerufen. Ob
durch eine nachfolgende Spaltung, die zweckmiBigerweise
durch einen zweiten Laser erfolgen sollte, eine Sequenzie-
rung analog zu der durch Stofldissoziation moglich ist, muf3
noch gekldrt werden.
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Koordinationsverbindungen
en gros und en detail

Comprehensive Coordination Chemistry. The Synthesis, Re-
actions, Properties and Applications of Coordination Com-
pounds (7 Binde). Herausgegeben von G. Wilkinson, R.
Gillard and J A. McCleverty. Pergamon Press, Oxford
1987. Insgesamt ca. 7000 S., geb. $ 2450.00. — ISBN 0-08-
026232-5

Yolume 1: Theory and Background

Insgesamt 18 Autoren haben sich der Aufgabe gestellt, den
einleitenden Band dieses neuen Nachschlagewerks zu struk-
turieren. In 17 Kapiteln wird der Versuch unternommen,
dem potentiellen Benutzer von ,,Comprehensive Coordina-
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