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Spannende Filme aus dem Labor:

Mit der Massenspektrometrie enzymatisch-aktive Prot  eine bei der Arbeit
beobachten

Dr. Thomas Letzel

Analytische Forschungsgruppe am Competence Pool Weihenstephan,TU Miinchen, Freising-Weihenstephan

Analytik in Routine und Forschung

Wer kennt das nicht! Analytik zu betreiben ist eine tolle und abwechslungsreiche Sache, kann
manchmal aber auch eintbnig werden, vor allem dann, wenn es sich um den vielfachen Nachweis
von denselben Substanzen in immer den gleichen Matrices handelt. In dem Bereich der
Quantifizierung von Analyten in Realproben ist es allerdings zweckmaRig immer das Gleiche zu
machen, um so méglichst geringe Varianzen zu erhalten und dadurch die Reproduzierbarkeit und
Genauigkeit der Ergebnisse zu erhdhen.

Entwickelt man auf der anderen Seite, wie es in Hochschulen haufig der Fall ist, ausschlie3lich
neue Technologien und Anwendungen, so ist es von primarem Interesse, Methoden
weiterzufiihren beziehungsweise zu optimieren, die Reproduzierbarkeit ist hier zunachst zweit-
rangig. Dies heifldt im extremsten Fall aber auch, dass kein Analysevorgang wie der andere ist.
Problematisch wird es allerdings, wenn die Bedingungen dann nicht mehr nachvollziehbar sind,
was im akademischen Forschungslabor leider oft genug vorkommt. Daher wére es von unschatz-
barem Wert eine Analysemethode zu haben, die Nachlassigkeiten solcher Art etwas abmildert,
spater aber trotzdem in der eingangs erwahnten Routine eingesetzt werden kann, zum Beispiel

durch etwas Kamera-ahnliches.

Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektrometrie ist solch eine Technik. Zwar sollten Sie auch bei der MS die detaillierten
Gerateeinstellungen oder Randbedingungen kennen und in lhrem Laborjournal vermerken,
allerdings bleibt die spezifische Information auch ohne bekannte Parameter erhalten, was bei
Detektionsarten wie Fluoreszenz, Radioisotopennachweis und UV-Vis haufig nicht der Fall ist.

Deshalb wére es ein sehr praktikabler Vorschlag, dem forschenden Nachwuchs beispielsweise ein
Single-Quadrupol-Massenspektrometer zur Verfigung zu stellen, denn dieses gibt vielfaltige
Information, verzeiht Fehler und Nachlassigkeiten, lehrt - durch die variable Nutzung - Analytik zu
verstehen, ist robust und mittlerweile auch gunstig genug, um preislich mit anderen Detektions-

techniken mithalten zu kbnnen und ist Kamera-ahnlich.
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Massenspektrometrie als Kamera fir getrennte Molekl  le

Die Flussigphasen-gekoppelte Massenspektrometrie (FP-MS) hat in den letzten Jahren nicht nur in
Stiickzahlen immens zugelegt, sondern hat ebenso ihr grof3es Potential bewiesen. Auch deshalb
spielt die FP-MS Technik mittlerweile eine entscheidende Rolle in der quantitativen und
qualitativen Analyse von polaren, nichtfliichtigen, labilen Molekulen.

Die Massenspektrometrie wird dabei, wie angedeutet, als 'Filmkamera’ eingesetzt, das heil3t Bilder
werden in sehr kurzen Zeitabstanden aufgenommen und anschlieRend als Sequenzen dargestellt.
Ein Beispiel ist der Nachweis von Substanzen nach ihrer chromatographischen Abtrennung von
Matrix oder Verunreinigungen (Abbildung 1). Dabei wird jeweils die entsprechende Masse (zu
Ladung) des Analyten Uber eine bestimmte Zeit aufgezeichnet und anschlieRend als Signal im
Chromatogramm wiedergegeben. Das stellt sich so dar, als ob Sie ununterbrochen auf mehrere
Turen schauen wiirden und abwarten bis sich eine 6ffnet. Tut sie es, so kdnnen der Zeitpunkt, die
Offnungsdauer sowie der Offnungswinkel dieser Tir bestimmt werden. Die dann auf dem
Computer gespeicherten Bilder (Daten) kénnen nun immer wieder aufgerufen, die Szenen
abgespielt und sogar ,korrigiert’ werden. Tatsachlich zeigen die Detektoren im realen Einsatz noch

weitaus grofiere Flexibilitat.
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Abbildung 1: Extrahierte lonenchromatogramme bekannter (polyphenolischer) Substanzen in Rotwein,
aufgezeichnet mit der Kamera eines Flugzeit-Massenspektrometers.

Die Nummern entsprechen folgenden Substanzen (bzw. Tiren): 1a) Catechinhydrat; 1b) Epicatechin;
2) Dihydroquercetin; 3) Myricitrin; 4) Myricetin; 5) Kampferol; 6) Phenylethylamin; 7) Phloridizin; 8) Quercetin;
9) Resveratrol; 10) Isorhapontin/Rhapontin; 11) Spermidin
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Massenspektrometrie als Kamera flr enzymatische Rea  ktionen

In jingster Zeit wird die massenspektrometrische Detektion auch ohne vorherige chromato-

2 oger biologischen[al'[sl

graphische Trennungen zur direkten Beobachtung von chemischen
Reaktionen eingesetzt. Da es sich bei den Reaktionslésungen meistens um komplexe Mischungen
handelt (Ausgangssubstanzen, Ubergangs- und Endprodukte der Reaktion usw.), fillt sich die
gefilmte Szene im Massenspektrometer sehr schnell mit unterschiedlichen Begebenheiten (besser
gesagt m/z-Werten).

Hervorzuhebende Beispiele sind dabei die massenspektrometrischen Studien von enzymatisch
aktiven Proteinen mit deren Hilfe in den letzten Jahren schon mehrere biologische Fragen geklart
bzw. enzymatische Systeme untersucht werden konnten.®"?? Und dies diirfte in Anbetracht der

,Einfachheit’ dieser analytischen Systeme erst der Anfang gewesen sein.
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Abbildung 2: Substratabbau durch das Hihnereiprotein Lysozym. Zu sehen ist der ,Film’ der Hydrolyse mit
Ausgangssubstanz (NAGg), sowie den Produkten (NAG,, NAG,, NAG,). Herausgehoben ist eine Szene des
Films mit dem ,Gesamtgeschehen’: die farbig markierten, bekannten Substanzen, das Enzym Lysozym (E)
und mehrere Beispiele von Enzymkomplexen. Im unteren Bereich ist das analytische System dargestellt.
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Ein Beispiel fur solch ein einfaches System ist die Direktinjektion einer Reaktionsmischung in das
Massenspektrometer. Die Enzyme werden dabei mit deren Ausgangssubstanzen sowie anderen
Substanzen unter MS-kompatiblen Losungsbedingungen gemischt und dann in niedrigen
Flussraten (meistens mit weniger als 0.01 mL min®) direkt in das Massenspektrometer
eingebracht. Die gemessenen Reaktionsdaten koénnen auch hier sehr anschaulich mit der
Beschaffenheit alter Kinofilme auf klassischen Filmrollen verglichen werden. Das Massen-
spektrometer trennt alle (als lonen) in das Gerat gelangende Molekile der Masse (zu Ladung)
nach auf und macht dabei simultan von allen lonen ein Bild, beispielsweise nach jeweils einer
Sekunde. Dieses Bild wird auch Spektrum genannt und ein Beispiel kann der Abbildung 2
entnommen werden. Abertausende von aneinander gereihten Bildern ergeben so einen Film, den
man sich auch ansehen kann und der fir Massenspektrometriker oft spannender ist als jeder
Krimi.

Die Darstellung des Gesamtbildes von Spektren (bzw. des Gesamtgeschehens im Film) Gber die
beobachtete Zeit kann man nun auf einzelne Substanzen bzw. Handlungen in den Szenen
reduzieren (beispielsweise auf die Ausgangssubstanzen der eben benannten Lysozym-Reaktion
Enzym E, NAGg und NAGg sowie die Endprodukte NAG,, NAG; und NAG,). Zum leichteren
Verstandnis bleiben wir beim Beispiel des Filmes: Nehmen wir an, es wird die Heimkehr eines
Analytikers (alternativ: einer Analytikerin) nach erfolgtem Tageswerk in seine/ihre Wohnung
analysiert. Das gefilmte Gesamtgeschehen zeigt das Eintreten der Person in die Wohnung, das
Ablegen von Mantel, Hut und StraRenschuhen sowie das Anlegen der Lieblingspantoffeln.
Reduziert man nun das Gesamtbild auf interessante Einzelheiten, so wirde man beispielsweise
beobachten kénnen, wie der getragene Hut vom Kopf (mittels Hand) auf die Hutablage gelangt,
wahrend die Hausschuhe gleichzeitig aus dem Schuhschrank an die Fifl3e wandern. Erwartet man
im Vorfeld, dass die StralRenschuhe und die Jacke abgelegt werden, so kann man sich diese
Handlungen gezielt und unabhéngig vom Gesamtbild anzeigen lassen. Gleiches funktioniert auch
fur Filmhandlungen, die zun&chst nur auf Vermutungen basieren und/oder sich nicht direkt aus der
Szene erkennen lassen (beispielsweise das Enthehmen des Geldbeutels aus der Innentasche der
getragenen Jacke). Auf der anderen Seite kann man Szenen ,extrahieren’, nachdem man den
Gesamtfilm betrachtet hat und sich ihn erneut als ,spezifischen Film’ ansehen.

Ahnlich verhalt es sich nun bei der massenspektrometrischen Untersuchung von Enzymen: Neben
dem Gesamtbild und den erwarteten Molekiilen (wie Ausgangssubstanz und bekannte Produkte)
kann man durch Beobachtung oder Vermutung auch neue, bisher unbekannte (Zwischen-)
Produkte ,extrahieren’ und deren Vorhandensein tUber die Zeit beobachten. Der wesentliche Vorteil
dieser Technik ist dabei der hohe Informationsgehalt durch die parallele Aufzeichnung vieler
,Handlungen’ in einer Szene bzw. lonen in einem Spektrum und die anschlielend flexible
Auswertung dieser Daten. Das prasentierte Beispiel zur Untersuchung der enzymatischen

Hydrolysereaktion von Lysozym verdeutlicht die einfache, aber effektive Anwendung dieser
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,beobachtenden’ Technologie.[lz]m] Derzeit wird die Technik in der Arbeitsgruppe um Dr. Thomas
Letzel mit einem speziellen Massenspektrometeraufsatz fir die Anwendung in der Praxis fit
gemacht. Dabei wird das Reaktionsgemisch mittels Roboter in nano-Liter (nL) Volumina pipettiert
und Uber eine Kapillare in nL-Flussraten direkt in das Massenspektrometer eingebracht.[zzl Diese
automatisierte und miniaturisierte Anwendung wird es zuklnftig ermdglichen, teilweise auch

geringste Mengen Protein auf deren funktionelle Eigenschaften zu testen.

Flissigphasentechniken zur Szenendnderung in MS-det  ektierten enzymatischen

Reaktionen

Ein weiteres ,einfaches’ Untersuchungssystem ist die kontinuierliche Mischtechnik von unter-
schiedlichen Ldsungsflissen mit verschiedenen enthaltenen Komponenten in Kopplung mit der
Massenspektrometrie.

In Filmen, deren Szenen sich nicht andern, wird man sehr schnell mide und schlaft ein. Das
Gleiche gilt auch fur enzymatische Reaktionen in denen sich nichts tut. Reagiert beispielsweise ein
Enzym im kontinuierlichen Fluss immer gleichlang mit seinem Substrat, so wird immer die gleiche
Menge Produkt entstehen (Abbildung 3 obere und untere Leitung). Gibt es nun allerdings eine
dritte Spur, Uber die einzelne reaktionsverdndernde Substanzen zudosiert werden (Probengeber
(Auto) oder HPLC in Abbildung 3), so wird der Film bzw. die Reaktion wieder interessant. Solche
Substanzen kénnen die Produktbildung unterdriicken (Inhibitor) oder verstarken (Aktivator). Somit
andert sich die Spurintensitat des untersuchten Produktes. Diese Anderung kann qualitativ und
teilweise sogar quantitativ erfasst werden. Mit solchen Ansatzen werden deshalb reaktions-
verédndernde Stoffe fir bekannte und unbekannte Enzyme ermittelt und funktionelle Eigenschaften
von neuen Proteinen ,gefilmt’. Auch hier gilt, umso geringer die Flussraten der beteiligten Strome
desto geringer die Menge an verbrauchtem biologischem Material und desto besser ist das System
in der Praxis einsetzbar. Derzeit bearbeitet die Arbeitsgruppe von Dr. Letzel auch dies im Rahmen

eines kurzlich bewilligten Projektes zur Etablierung in der Analytik von Hausstaub.
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Abbildung 3: Kontinuierliches Mischsystem zur Untersuchung von dritten Komponenten auf die
Eigenschaften von enzymatischen Reaktionen. Apparative Details finden Sie in Literatur [12]
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Die konsequente Weiterfiihrung dieser Anwendungen in unterschiedlichen Matrices kdnnte zur

breiten Verwendung der ,massenspektrometrischen Filmtechnik’ fiihren.
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Falls auch Sie eine Anwendung haben, winschen wir lhnen viel Erfolg und geben Ihnen natirlich auch
gerne Unterstitzung bei Startproblemen oder in Kooperationen.

Zum Abschluss noch eine Bitte in eigener Sache:

Haben Sie ,echte Filme’ aus Ihrem analytischen Alltag, die Sie zur Verfligung stellen wollen, so senden Sie
diese bitte an folgende Adresse (t.letzel@wzw.tum.de), denn dann werde ich diese in eines unserer Projekte
der Offentlichkeitsarbeit (mit dem Namen www.chemnixblog.de) einbinden. Herzlichen Dank




