6. Massenspektrometrie:
a) Beschreiben Sie den Aufbau eines MS anhand einer Skizze. Benennen Sie drei
wesentliche Komponenten und deren Funktion/Eigenschaften.
b) Erldutern Sie kurz zwei der Abkiirzungen MALDI/ ESI/ EI. Benennen Sie zwei
wesentliche Unterschiede zwischen den Spektren aus diesen beiden Methoden.
c) Was ist das Signal/Rausch-Verhiltnis in diesem Zusammenhang? Wie kann es
exakt um den Faktor 10 gesteigert werden?
d) Geben Sie zwei MaBnahmen aus der Qualitétssicherung an, die vorab zu
quantitativen Messungen mit einem MS erfolgen miissen.
(etwa 16 min)
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40. Folgende Begriffe werden zur Charakterisierung von Massenspektrometern verwendet:
Auflésung, Empfindlichkeit, Massengenauigkeit. Was versteht man unter diesen Begriffen
und welchen Einfluss haben die unterschiedlichen Komponenten auf diese MessgréBen?
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41. Was versteht man unter der Isotopenverteilung eines Peptids?

Skizzieren Sie die Isotopenverteilung eines Peptids mit 10 Kohlenstoffatomen. Tragen Sie

in die Skizze die Lage fiir die monoisotopische und die isotopengemittelte Masse ein.

Wie hiingt die benétigte Auflésung vom Ladungszustand des Molekiilions ab?
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42. Welche Komponente eines Massenspektrometers ist entscheidend fiir die Messbarkeit
eines Biopolymers?
Welche Methode(n) schlagen Sie fiir die Messung folgender Proben vor:
a) Reines Peptid mit 15 Aminosiuren
b) Reines Protein mit 30 kDa

¢) Gemisch von mehr als 20 Proteinen mit Molekulargewichten zwischen 10 kDa und
80 kDa.

Liefern Sie eine stichpunktartige Begriindung fiir Thre Vorschlige und erldutern Sie die
Signale der jeweiligen gemessenen lonen.
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43. Bestimmen Sie die molekulare Masse eines kleinen Proteins anhand folgender Angaben,
die aus einem Elektrosprayspektrum (positive mode) erhaltenen wurden:
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44. Worauf beruht die Auftrennung von lonen im Falle eines Flugzeitanalysators, eines
magnetischen Sektorfelds und eines Quadrupolanalysators?
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45. Beschreiben Sie die Wirkungsweise folgender Detektoren in Stichpunkten und geben Sie
an, wozu Sie eingesetzt werden konnen:
a) Sekundirelektronenverfielfachung
b) Photodiode
¢) Photomultiplier
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46. Sie analysieren eine Probe mit einer sehr geringen Konzentration eines Analytmolekiils.
Die Amplitude des massenspektrometrischen Signals entspricht ungefihr dem
Rauschpegel des Spektrums, falls Sie unter bestimmten Bedingungen ein einzelnes
Spektrum aufnehmen.

Was versteht man unter dem Rauschpegel eines Spektrums?
Welche Konsequenz hat die beschriebene Situation fiir die Beobachtbarkeit des
Analytmolekiils?

Welche experimentelle Mainahmen konnen Sie ergreifen, um fiir das das S/N-Verhiltnis
des Signals den Wert 10 erreicht?
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47. Was versteht man unter Fragmentierung in der Massenspektrometrie? Nennen Sie je eine
Messaufgabe, bei der die Fragmentierung vorteilhaft bzw. nachteilig ist.
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48. Bei dem nachfolgenden Ausschnitt aus einem Massenspektrum handelt es sich um Daten,
die mit einem ESI-Tof-Geriit im positive mode aus angesiduerter Losung aufgenommen
wurden. Bestimmen Sie die molekulare Masse des Molekiils, die der Peakgruppe zu
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. Beschreiben Sie die Auswertung fiir einen Time-of-flight-Massenanalysator. Die Molckiile wurden
vor dem Analysator ionisiert und mittels einer Hochspannung beschleunigt
(Beschleunigungsenergie: E = z-¢U; z: Ladungszahldes lons, ¢: Elemetarladung, U: Spannung).
AnschlicBend werden dic lonen {iber einen Detektor erfasst.

Welche Messgrofien miissen Sic ermitteln, um die iibliche Angabe Masse pro Ladungszahl (m/z)
fiir diec Molekiihonen zu erhalten? Wie sind diese GroBen mit einander verkniipft, um m/z zu
crmittein?

(8 Punkte)
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2. Beschreiben Sie die Funktionen eines Matrix-assisted Laser Desorption/lonisation Time-
of-Flightt MALDI-TOF)-Massenspektrometers in Bezug auf folgende Aspekte:

a) Wie funktioniert der lonisationsvorgang? Was ist die jeweilige Funktion der beteiligten

Komponenten/Stoffe? Warum wird die lonisation bendtigt und warum ist sie fiir
Biopolymere so kritisch?

b) Beschreiben Sie den genannten Massenanalysator in Worten und geben die
Beziehungen an (als Formel oder in Worten), mit denen sich die Molekiilmassen aus
der Umwandlung zwischen zwei relevanten Energieformen bestimmen lassen.

(13 Punkte)
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2. Beschreiben Sie den prinzipiellen Aufbau eines Massenspektrometers.
a) Welche wesentlichen vier Komponenten werden benétigt, um ein Massenspektrometer
aufzubauen (nicht die Datenauswertung)? Was ist ihre jeweilige Funktion?

b) Welche dieser Komponenten ist besonders fiir die Messung von Biopolymeren
gegeniiber der Messung von kleinen Naturstoffmolekiilen und warum? Nennen Sie eine
Beispiellosung zur Messung von Biopolymeren.

(11 Punkte)
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3. a) Simulieren Sie ein ESI-Massenspektrum von einem Peptid der mittleren Molekiilmasse
6000 u (etwa die Molekiilmasse von Insulin). Gehen Sie davon aus, dass die héchste
Signalintensitit beim fiinffach positiv geladenen lon auftritt und dass zwei weitere Signale
im Spektrum auftreten (jeweils links und recht vom Hauptsignal). Berechnen Sie die
Signallagen und skizzieren Sie das Spektrum als Strichspektrum.

b) Skizzieren Sie weiterhin einen Ausschnitt des Spektrums, der fiir das fiinffach geladene
lon die Isotopenverteilung als Strichspektrum aufzeigt (Intensititen nur grob abschitzen).
Wie wiirde sich dieser Teil des Spektrums unterscheiden, wenn Sie Spektren mit einer
Auflésung (entspricht m/z-Wert geteilt durch Peakbreite in halber Hohe) von 1.000 bzw.
von 10.000 miteinander vergleichen? Was bedeutet der Unterschied fiir die Auswertung
der Messung, (vor allem wenn Sie das Peptid in einer Mischung detektieren)?

(14 Punkte)
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Mit einem MALDI-TOF-MS wird ein Peptid der monoisotopischen molekularen Masse
von 2041,2 Da vermessen. Skizzieren Sie einen Ausschnitt des Massenspektrums mit dem
monoisotopischen und dem ersten Isotopenpeak des zu erwartenden Signals,

a) fiir den linearen Messmodus, bei einer Aufléosung von 2000 (FWHM).

b) fiir den Reflectron-Messmodus, bei einer Auflosung von 10000 (FWHM).

(9 Punkte)
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Unten sind vier verschiedene Molekiile angegeben. Eines davon wird als Matrix fiir
MALDI-MS (mit dem tiblichen Stickstoftlaser be1 337 nm) verwendet.

a) Benennen Sie drei wesentliche Funktionen einer MALDI-Matrix. Begriinden Sie damit,
warum nur eines der Molekiile wirklich geeignet ist und warum die anderen
auszuschlieBen sind.

b) Geben Sie an, woran Sie die unterschiedlichen Molekiile in dieser Auswahl anhand
eines H-NMR-Spektrum ausreichend voneinander unterscheiden kdnnen sollten. (Die
chemische Verschiebung, siehe Tabelle, ist nicht unbedingt ausreichend).

(12 Punkte)
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Gegeben ist ein Peptid der monoiS(,atopischen Molekiilmasse 1045 Da (etwa die
Molekiilmasse von Angiotensin II).

a) Simulieren Sie ein theoretisches MALDI-Massenspektrum und skizzieren Sie das
Spektrum. Skizzieren Sie dazu einen ‘Ausschnitt des Strichspektrum, der die
Isotopenverteilungals Strichspektrum mit drei Peaks aufzeigt (Intensititen grob
abschiitzen).

b)Wie sieht dieser Teil des Spektrums aus, wenn Sie Spektren mit einer Auflosung
(entspricht m/z-Wert geteilt durch Peakbreite in halber Hohe) von 1000 aufnehmen? Wiire
damit noch die Unterscheidung von einem Peptid-lon doppelter Masse und doppelter
Ladung moglich, was édndert sich?

¢) Welche Stoérungen sind zu erwarten, wenn die Probe auBerdem nennenswerte Mengen
von Insulin (Molekiilmasse etwa 5800 u) enthalten wiirde?

(13 Punkte)
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ESI-MS-Spektrometrie:

Gegeben ist das Peptid Angiotensin I, mit der monoisotopischen Molekiilmasse
1295.7 Da (10 Aminosiurereste, CexHgoN7O14).

a) Simulieren Sie ein theoretisches Massenspektrum in einer Skizze des Spektrums,
wenn ein oder zwei Protonen an das Molekiil binden.

b) Skizzieren Sie zusitzlich Ausschnitte, die die Isotopenverteilung als Strichspektrum
mit jeweils drei Peaks aufzeigt (Intensititen grob abschitzen).

¢) Wie sieht dieser Teil des Spektrums aus. wenn Sie Spektren mit einer Auflésung
von 2600 aufnehmen? Wire damit die Isotopen-Unterscheidung méglich? Wie dndert
sich das Bild bei einer Auflésung von etwa 400?

(11 Punkte)
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