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„Sanfte“ Massenspektrometrie

Ionisation von Makromolek�len durch Bestrahlung mit
Laserlicht (Nobel-Vortrag)**
Koichi Tanaka*

1. Einleitung

Ich studierte an der Universit�t im Hauptfach Elektro-
technik. Damit befasste ich mich nat�rlich nicht im Schwer-
punkt mit der Chemie, und dementsprechend waren meine
Kenntnisse auf diesem Gebiet nicht gerade gut. So vor-
bereitet trat ich in die Shimadzu Corporation ein und wandte
mich dann schnell und mit ganzem Herzen der Chemie zu, um
mich der Herausforderung zu stellen, Antworten auf eine zur
damaligen Zeit als unl'sbar geltende Frage der Analytischen
Chemie zu finden. Ich freue mich nat�rlich sehr, dass mir der
Nobel-Preis verliehen wird und �berdies, dass der Preis meine
Arbeiten und Ergebnisse auf dem Gebiet der Analytischen
Chemie w�rdigt, einem Feld, das sich in der ,ffentlichkeit
weitgehend unauff�llig pr�sentiert, aber doch sehr wichtig
und n�tzlich ist.

Bei der Shimadzu Corporation, einem Hersteller von
analytischen Instrumenten, wurde ich einer Arbeitsgruppe
zugeteilt, die mit dem Design, der Entwicklung und dem Bau
eines v'llig neuen Massenspektrometers beauftragt war. Die
„Entwicklung einer sanften Ionisationsmethode zur massen-
spektrometrischen Analyse von biologischen Makromolek�-

len“, f�r die mir letztlich dieser Preis verliehen wurde, war ein
wichtiger Teil dieses Projektes. Zu jener Zeit in den achtziger
Jahren waren mit mir vier weitere Kollegen, die ich im
Folgenden kurz vorstellen werde, mit der Entwicklung von
jeweils einem Bauelement des Massenspektrometers betraut.
Mein Verantwortungsbereich umfasste die Probenpr�para-
tion und die Ionisationstechnik. Auch mit einer hervorragen-
den Ionsiationsmethodik war der Erfolg des Instruments vom
Funktionieren aller Bauteile abh�ngig. Zun�chst m'chte ich
daher nicht auf die Ionisation eingehen, sondern kurz den
damaligen Stand der Technik und den Fortschritt bez�glich
der �brigen Komponenten nachzeichnen.
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2. Massentrennung: Flugzeitmethode

In der Massenspektrometrie werden die Ionen gem�ß
ihres Masse-Ladungs-Verh�ltnisses getrennt und anschlie-
ßend detektiert. Unter anderem geeignet daf�r ist die Flug-
zeit-Massenspektrometrie (TOF-MS, Time-of-Flight Mass
Spectrometry). Hier werden, wie der Name schon andeutet,
die Ionen aufgrund unterschiedlicher Flugzeiten separiert.
Abbildung 1 zeigt das Funktionsprinzip eines TOF-Massen-
spektrometers in seiner einfachsten Form. Demnach werden
die drei Ionen M1, M2 und M3 mit unterschiedlichen Massen,
aber gleichem Ladungszustand zeitgleich in einer Startposi-
tion gebildet. M1 sei das leichteste der Ionen. Die Ionen
werden bei einem elektrischen Potential V0 erzeugt und
haben damit die kinetische Energie zV0, wobei z die Ladung
undm die Masse der Ionen ist [Gl. (1)]. Unter der Annahme,
dass die potentielle Energie vollst�ndig in kinetische Energie
umgewandelt wird, ist nach dem Energieerhaltungssatz die

Geschwindigkeit v der Ionen durch Gleichung (2) gegeben.
Mit anderen Worten bewegt sich ein leichtes Ion mit h'herer
Geschwindigkeit als ein schweres und wird den Detektor
folglich eher erreichen [Gl. (3) und (4), L=L�nge des
Flugrohres, t=Flugzeit des Ions im Flugrohr, t’=Flugzeit
eines Ions mit der kinetischen Anfangsenergie e].

zV0 ¼ 1=2mv
2 ð1Þ

v ¼
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
2 zV0

m

r
ð2Þ

t ¼ L=v ¼ L
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
m

2 zV0

r
ð3Þ

t0 ¼ L
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi

m
2 ðzV0 þ eÞ

r
ð4Þ

Dieses Verhalten gilt f�r ideale Bedingungen [Gl. (3)]. In
Wirklichkeit weisen die Ionen, insbesondere solche gleicher
Masse, eine Verteilung von Anfangsgeschwindigkeiten und
damit auch eine Verteilung von kinetischen Anfangsenergien
e auf. Folglich muss auch ihre Ankunftszeit t’ am Detektor
eine entsprechende Verteilung zeigen [Gl. (4)]. Dieser
Zusammenhang schr�nkt die Aufl'sung eines Flugzeit-Mas-
senanalysators ein.

3. Reflektrontechnik

Um eine verbesserte Aufl'sung zu erhalten w�re es ideal,
wenn Ionen gleicher Masse und Ladung gleichzeitig am
Detektor ank�men, auch wenn ihre Anfangsgeschwindigkei-
ten und kinetischen Anfangsenergien unterschiedlich sind.
Als Erste beschrieben 1973 Mamyrin et al.[1] einen „elektro-
statischen Ionenspiegel“, ein so genanntes Reflektron, mit
dem sie Ionen auf halber Strecke ihres Weges zum Detektor
reflektieren konnten. Das Umkehren der Ionen hat den
Effekt, dass die Flugzeit ihrer kinetischen Energie angepasst
wird, sodass letztlich ein synchrones Eintreffen von Ionen
gleicher Masse und Ladung am Detektor gew�hrleistet
werden kann (Abbildung 2).
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Abbildung 1. Funktionsprinzip eines Flugzeit-Massenspektrometers.

Abbildung 2. Verbesserung der Aufl?sung durch Reflektrontechnik.
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Der Isochronismus eines Pendels ist ein wohlbekanntes
Ph�nomen. Einfach ausgedr�ckt ist damit gemeint, dass bei
konstanter Pendell�nge und Gravitationskraft die Zykluszeit
auch bei unterschiedlichen Amplituden die gleiche bleibt.
Nach diesem Prinzip wurde ein ideales Reflektron entwickelt.
Hierbei entspricht die L�nge des Pendels der Masse des
reflektierten Ions, die Amplitude der kinetischen und poten-
tiellen Anfangsenergie und die Zykluszeit der Flugzeit. Eine
Anwendung dieser Reflektrontechnik wurde damals von
meinem Kollegen Yoshikazu Yoshida entwickelt (Patent-
nummer US4625112 , ausgegeben 1986) (Abbildung 3).

4. Verz�gerte Ionenextraktion

Das Prinzip der TOF-MS beruht auf der Annahme, dass
die Ionen „instantan“, d.h. innerhalb einer infinitesimal
kurzen Zeitspanne erzeugt werden. Die Pulsl�nge eines N2-
Lasers liegt in der Gr'ßenordnung von einigen Nanosekun-
den und ist somit extrem kurz. Jbersteigt die Intensit�t des
Lasers den Schwellenwert der Ionenbildung allerdings sehr
stark, wie in Abbildung 4 zu sehen, dann k'nnen Ionen auch
nach Ende des Laserpulses noch gebildet werden. Im TOF-
Modell hat dies zur Folge, dass die Massenaufl'sung durch
das gr'ßere Zeitfenster der Ionenerzeugung verschlechtert
wird.

Einem meiner damaligen Kollegen, Dr. Tamio Yoshida,
gelang es, durch Verl�ngerung der Zeitspanne zwischen der
Ionenbildung und Extraktion die Aufl'sung zu verbessern
(siehe Abbildung 5). Dies wird durch das Anlegen �quiva-
lenter Spannungen am Probentr�ger und am Beschleuni-
gungsgitter erreicht, wodurch eine Extraktion der Ionen vor
der vollst�ndig abgeschlossenen Ionenbildung verhindert
wird; die gleichzeitige Extraktion aller Ionen wird dann
nach einer Zeitspanne tD durch Anlegen einer Potentialdiffe-
renz ausgel'st (Japan Patent Office S60035097, 1985). Im

Prinzip entspricht dieses Verfahren der Time-Lag-Focusing-
Methode nach Wiley und McLaren,[2] die entwickelt worden
war, um die Effekte der Verteilung der r�umlichen und
kinetischen Anfangsenergien zu verringern. Bei Yoshidas
Methode wird die verz'gerte Ionenextraktion angewendet,
um speziell die Auswirkungen der verl�ngerten laserindu-
zierten Ionenbildung zu minimieren.

Zudem ergibt sich eine erh'hte Wahrscheinlichkeit, dass
geladene Partikel wie Protonen oder Kationen mit neutralen
Molek�len der Probe kollidieren und reagieren. Diese zuerst
von Munson und Field[3] beschriebenen Prozesse werden im
Allgemeinen als „chemische Ionisation“ bezeichnet. Bei
verz'gerter Extraktion kann somit eine beg�nstigte Bildung
von Molek�lionen wie [M+Na]+ erwartet werden (Abbil-
dung 6).

5. Detektion der Ionen

Der Begriff Detektor bezieht sich hier auf die Umwand-
lung von massenselektierten Ionen in ein elektronisches
Signal, genauer einen Fluss von Elektronen. Die maximale
Massenzahl der Ionen, die in den fr�hen achtziger Jahren
detektiert werden konnten, lag im Bereich von einigen

Abbildung 3. Verbesserung der Aufl?sung durch ein ideales Reflektron
(Patent: US4625112).

Abbildung 4. TOF-Massenspektren mit geringer und hoher Laserinten-
sitDt.

Abbildung 5. Verbesserung der Aufl?sung durch verz?gerte Extraktion
der Ionen.
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Tausend. Im Prinzip gilt, dass mit steigender Molek�lmasse
die Geschwindigkeit des zu detektierenden Ions und damit
auch die Effizienz, mit der ein Ion in Elektronen gewandelt
wird, abnimmt und sogar gegen null gehen kann.

Die einfachste Methode zur Verbesserung der Empfind-
lichkeit besteht darin, die Ionen nach der Separation weiter
zu beschleunigen („post acceleration“). Wie in Abbildung 7

dargestellt, steigt die Intensit�t der Ionen mit der angelegten
Nachbeschleunigungsspannung, ein Effekt, der sich mit stei-
gender Massenzahl verst�rkt auswirkt. Eine weitere Methode
ist die Ion-Elektron-Wandlung. Wie anhand von Abbildung 8
zu erkennen ist, kann auch damit die Intensit�t der detektier-
ten Ionen gesteigert werden.

Mein damaliger Kollege Yutaka Ido entwickelte unter
diesen Vorgaben einen Detektor (Abbildung 9) mit einer
hinreichend hohen Empfindlichkeit, der insbesondere zur
Detektion von Ionen hoher Molek�lmasse geeignet war.

5.1. Messtechnik
5.1.1. Analog-Digital-Wandlung

Auch bei einer verbesserten Detektorempfindlichkeit
kann davon ausgegangen werden, dass die Intensit�t von
makromolekularen Ionen schwach ist. Insbesondere bei
Einzelexperimenten mit jeweils einem Laserschuss und
minimalen Analytmengen kann eine quantitative Analyse
aufgrund eines unzureichenden Signal-Rausch-Verh�ltnisses
unm'glich sein. In diesem Fall ist ein Verfahren zur Spek-
trenakkumulation unverzichtbar, und um die Nachfrage nach
einem Instrument zur Hochgeschwindigkeitsaufnahme von
TOF-Massenspektren zu befriedigen, wurde in unserer
Arbeitsgruppe ein entsprechender Algorithmus entwickelt.

Satoshi Akita, einer meiner damaligen Kollegen, entwi-
ckelte einen Analog-Digital-Wandler (ADC) auf der Grund-
lage der Pipeline-Technik, um die angestrebt schnelle
Abwicklung der Messungen zu erreichen. Die neu entwi-
ckelten ADC-Schaltungen erm'glichten eine Verarbeitungs-
geschwindigkeit von 1 kHz bei der Echtzeitakkumulation von
Spektren bei einer maximalen Zeitaufl'sung von 10 ns und
einer Intensit�tsaufl'sung von 24 Bit (Abbildung 10). Zudem
wurde ein Verst�rker entwickelt und eingebaut, der die
Detektorspannung innerhalb einer Mikrosekunde schalten
konnte und so die simultane Detektion von Ionen mit hoher

Abbildung 6. Steigerung der IntensitDt von Molek�lionen durch verz?-
gerte Ionenextraktion.

Abbildung 7. Ionendetektion mit hoher Empfindlichkeit durch „Nach-
beschleunigung“ der Ionen; amu=atomare Masseneinheit.

Abbildung 8. Ionendetektion mit hoher Empfindlichkeit durch Ion-Elek-
tron-Wandlung. PEG=Polyethylenglycol, PPG=Polypropylenglycol.

Abbildung 9. Detektion von makromolekularen Ionen durch Nachbe-
schleunigung der Ionen und Ion-Elektron-Wandlung.
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Intensit�t und niedriger Masse sowie von niedriger Intensit�t
und hoher Masse erm'glichte. Damit wurde ein wesentlich
gr'ßerer dynamischer Bereich abgedeckt.

5.1.2. Zeit-Digital-Wandlung

Die damaligen Analog-Digital-Wandler arbeiteten mit
einer zeitlichen Aufl'sung von 10 ns, die unserer Auffassung
nach aber nicht ausreichend war. Vor diesem Hintergrund
entwickelte Yoshikazu Yoshida einen Zeit-Digital-Wandler
(TDC), der bis zu 255 Ereignisse nach einem einzigen
Startsignal registrieren konnte, sodass die Flugzeiten von
Ionen nun mit gr'ßter Genauigkeit messbar waren (Multi-
stopp-TDC). Als Folge hiervon mussten allerdings verrin-
gerte Signalintensit�t in Kauf genommen werden. Mit dem
Zeit-Digital-Wandler waren wir nun in der Lage, die Flugzeit
mit einer maximalen Zeitaufl'sung von 1 ns zu messen.

Alle Teilentwicklungen waren essenziell, und somit war
jeder Beitrag eines jeden einzelnen Mitgliedes unserer
Arbeitsgruppe entscheidend und unverzichtbar f�r das Er-
reichen unseres Entwicklungsziels, n�mlich makromolekulare
Ionen zu erzeugen und nachzuweisen. Ich bin wirklich froh zu
sehen, dass die Technik, die wir in den achtziger Jahren
entwickelt haben, durch die Verwendung in unterschiedlichen
Instrumenten ihren Teil beigetragen hat, die TOF-Techno-
logie ins Zentrum der Massenspektrometrie der neunziger
Jahren zu bef'rdern.

6. Ionisationstechnik

Schon lange vor den achtziger Jahren wurde versucht,
mithilfe optischer Energie (nicht nur in Form von Laserlicht)
organische Verbindungen zu ionisieren.[4] In den meisten
F�llen beruhte diese Art von Ionisation auf der Abl'sung von
Elektronen von gasf'rmigen Verbindungen.[5] Dies schr�nkte
allerdings die Anwendung der Methode auf solche Verbin-
dungen ein, die unzersetzt verdampft werden k'nnen. Wenn
eine organische Substanz in festem Aggregatzustand durch
einen Laser bestrahlt wird, absorbiert sie das Laserlicht,
wodurch gen�gend Energie f�r die Desorption bereitgestellt
wird. Sofern sich die positiven und negativen Ladungen der

Partikel nicht gegenseitig aufheben, k'nnen diese in Form
von Ionen detektiert werden. Da das Laserlicht direkt vom
Analyten absorbiert wird, werden die bestrahlten Molek�le
angeregt, ihr Gehalt an innerer Energie steigt und Bindungen
k'nnen gebrochen werden. Mit anderen Worten besteht die
Gefahr, dass die Messung nur Bruchst�cke der untersuchten
Verbindung zeigt (Abbildung 11). Da wir aber intakte,
unfragmentierte Molek�lionen erzeugen und messen wollten,
war diese Technik ungeeignet.

Zu dieser Zeit konnten Verbindungen mit Molek�lmas-
sen von etwa maximal 1000 Dalton (Da) durch Laserbestrah-
lung ionisiert werden. Die Ionisation von Verbindungen mit
einer Molek�lmasse von �ber 10000 Da wurde dagegen in der
Fachwelt als generell unm'glich erachtet. Da ich kein
Chemiker bin, kannte ich diese weit verbreitete Auffassung
nicht.

6.1. Schnellheiztechniken

In den achtziger Jahren hatten verschiedene Forscher-
teams ermutigende Resultate zur „Desorption in die Gas-
phase durch schnelles Heizen“ geliefert, darunter die Arbeits-
gruppen um Franz R'llgen[6,7] in Deutschland, Mamoru
Ohashi[8] in Japan sowie Louis Friedman,[9] Don Hunt,[10]

Burnaby Munson[11] und Robert Cotter[12] in den USA. Eine
einfache Beschreibung des Prinzips ist in Abbildung 12
wiedergegeben. Es wird angenommen, dass beim Erw�rmen
einer Verbindung AB sowohl intakte AB-Molek�le als auch
Fragmente A und B in die Gasphase freigesetzt werden
[Gl. (5a, b)]. Mit der Arrhenius-Beziehung [Gl. (6), k=
Geschwindigkeitskonstante, f=Frequenzfaktor, E=Akti-

Abbildung 10. Schema des TOF-Massenspektrometers von Shimadzu.

Abbildung 11. Laser-Desorptionsionisation (LDI) von fester und fl�ssi-
ger Phase.

Abbildung 12. TemperaturabhDngiges VerhDltnis von Verdampfung und
Zersetzung.[9]
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vierungsenergie, R=Gaskonstante, T= absolute Tempera-
tur] ergeben sich die entsprechenden logarithmischen Aus-
dr�cke (7a) und (7b).

Verdampfung : AB kV�!AB ð5aÞ

Zersetzung : AB kD�!A þ B ð5bÞ

k ¼ f exp ð�E=RTÞ ð6Þ

ln kV ¼ ln fV�EV=RT ð7aÞ

ln kD ¼ ln fD�ED=RT ð7bÞ

F�r thermisch labile und somit leicht zersetzliche Ver-
bindungen ist die Geschwindigkeitskonstante der Zersetzung,
kD, bei niedrigen Temperaturen gr'ßer als die der Verdamp-
fung, kV. Da die Aktivierungsenergie der Verdampfung, EV,
h'her ist als die der Zersetzung, ED, ist die Gerade lnk gegen
1/T f�r die Verdampfung steiler als die entsprechende Gerade
der Zersetzungsreaktion (siehe Abbildung 12). Daraus folgt,
dass bei hoher Temperatur, d.h. bei kleinem 1/T, die
Verdampfung beg�nstigt ist. Mit anderen Worten sollte
durch das schnelle Einstellen einer m'glichst hohen Tempe-
ratur ein hohes Maß an Verdampfung gegen�ber der Zer-
setzung erreichbar sein.

6.1.1. Anwendung von ultrafeinem Metallpulver

Zur schnellen Probenaufheizung wurde eine Reihe von
Methoden entwickelt,[9] die allerdings nicht geeignet waren,
um die f�r eine intakte Verdampfung von Makromolek�len
wie Proteinen erforderlichen Temperaturen hinreichend
schnell zu erreichen. Da die Pulsl�nge eines Lasers zwischen
einer Nanosekunde und einigen Mikrosekunden betr�gt,
erschien der Versuch sinnvoll, einen fokussierten Laserstrahl
zur Jbertragung hoher Energiedichte in kurzer Zeit zu
nutzen. Dieses Konzept erfordert allerdings ein Medium, das
eingestrahlte Photonen in thermische Energie umwandelt.

Ein in den achtiger Jahren in Japan intensiv erforschtes
Material war das „ultrafeine Metallpulver“ (UFMP, auch als
„Japanisches Pulver“ bezeichnet), das sehr effektiv zur
Herstellung von Legierungen genutzt werden konnte. Dabei
handelt es sich, wie der Name schon sagt, um ein extrem fein
gemahlenes metallisches Pulver mit Partikeldurchmessern
von einigen zehn Nanometern. Die Abmessungen liegen
somit in der Gr'ßenordnung der Wellenl�ngen des zu
absorbierenden Lichts, wodurch sich gegen�ber dem Bulk-
material die Wahrscheinlichkeit erh'ht, dass Energie von
gestreutem Licht aufgenommen werden kann (Abbil-
dung 13). Anders gesagt kann das UFMP Lichtenergie sehr
effektiv absorbieren, was nebenbei seine schwarze Farbe
erkl�rt. Zudem unterbinden die Zwischenr�ume zwischen
den Partikeln ein effektives Abfließen und somit den Verlust
der gespeicherten thermischen Energie.

Im Gemisch mit organischen Verbindungen sollte eine
effektive Absorption von Laserlicht durch UFMP sicherge-
stellt sein, was sehr schnell und bei minimalem Hitzeverlust
zu einer sehr hohen Temperatur des UFMP und damit der
Mischung f�hrt. Yoshikazu Yoshida war es, der die Verwen-

dung von UFMP als Matrix (d. h. eine Substanz, die die
Ionisation unterst�tzt) vorgeschlagen hatte (Abbildung 14)
(Patentnummer: JP01731501, eingetragen 1985, aufgelegt
1993).

Zu der Zeit gab es ein starkes Interesse an der Analyse
von Polymeren durch Laserdesorption, wie etwa aus den
Arbeiten von Charles Wilkins et al.[13] hervorgeht. Im oberen
Teil der Abbildung 15 ist ein Massenspektrum gezeigt, das
durch Laserbestrahlung einer Polyethylenglycol(PEG)-Probe
erhalten wurde. Das untere Spektrum in Abbildung 15 wurde
von einer PEG-UFMP-Mischung aufgenommen. Das Spek-
trum von PEG allein wird von Signalen von PEG-Fragmenten
dominiert; Signale der Molek�lionen von PEG2000 k'nnen
nicht detektiert werden. Im Unterschied dazu treten im
Spektrum der PEG-UFMP-Mischung fast keine Fragment-

Abbildung 13. Unterschiedliche Lichtabsorption durch ein Metallst�ck
und durch ultrafeines Metallpulver.

Abbildung 14. Desorption von Molek�lionen unter Verwendung der
UFMP-Matrix.

Abbildung 15. Spektren von Polyethylenglycol-Proben mit und ohne
UFMP-Matrix.
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Ionen, daf�r aber sehr deutlich die Molek�lionen von
PEG2000 auf. Mit dieser Matrixmischung konnten somit
Molek�lionen organischer Verbindungen erzeugt und detek-
tiert werden, die mit den bis dato bekannten massenspek-
trometrischen Methoden nicht zug�nglich waren. Nach unse-
ren experimentellen Erfahrungen ließ sich die Technik
allerdings nicht auf Substanzen mit einer Molek�lmasse von
mehreren zehntausend Dalton �bertragen.

6.1.2. Glycerinmatrices

In den achziger Jahren war die Fast Atom Bombard-
ment(FAB)-MS eine weit verbreitete Methode, um thermisch
labile Substanzen in die Gasphase zu �berf�hren und zu
ionisieren. FAB wurde von Michael Barber et al.[14] sowie
David Surman und John Vickerman[15] entwickelt. Bei FAB
treffen beschleunigte neutrale Partikel, z. B. Xenon-Atome,
mit hoher Geschwindigkeit auf die Probe, wodurch letztlich
Ionen erzeugt werden. Die feste Probe befindet sich dabei in
einer fl�ssigen Matrix aus Glycerin (Abbildung 16). Der

Effekt beruht darauf, dass durch L'sen der Probe in dem bei
Raumtemperatur fl�ssigen Glycerin die kristalline Struktur
des Analyten aufgebrochen und so die Ionisation erleichtert
wird. Wir setzten Glycerin – v'llig analog wie bei FAB-MS –
als Matrix in unseren Laserdesorptionsexperimenten ein; da
Glycerin aber bei der Wellenl�nge des verwendeten N2-
Lasers (337 nm) nur schwach absorbiert, war keine signifi-
kante Verbesserung bei der Erzeugung von Molek�lionen
organischer Verbindungen zu erkennen. Trotzdem erwies sich
die Verwendung von Glycerin als Matrix als n�tzlich, da auf
diese Weise einheitliche und reproduzierbare Mischungen
hergestellt werden konnten.

6.1.3. UFMP-Glycerin-Mischungen

In einem gewissen Stadium hatte die Methodenentwick-
lung allm�hlich zu stagnieren begonnen. W�hrend langer
Testreihen aus unz�hligen empirischen Experimenten mit
unterschiedlichen UFMP-Suspensionen, in denen diverse
organische L'sungsmittel und Konzentrationen immer
wieder variiert wurden – damit mir nur ja keine noch so
winzige Verbesserung der Datens�tze entgehen w�rde –,
unterlief mir jedoch ein monumentales Missgeschick, das
einige gl�ckliche und zuf�llige Entschl�sse zur Folge hatte:

Ich benutzte gew'hnlich Aceton f�r die UFMP-Suspensio-
nen, griff aber eines Tages versehentlich zum Glycerin
(„Zufall“ 1). Da ich es f�r verschwenderisch hielt, das teure
UFMP zu verwerfen, entschloss ich mich, das „ruinierte“
Matrixpr�parat dennoch zu verwenden (2). Da Glycerin im
Vakuum allm�hlich verdampft, war zu erwarten, dass es
schließlich verschwinden w�rde, und um die Glycerinver-
dampfung zu beschleunigen, bestrahlte ich das UFMP-
Gemisch mit dem Laser (3). Da ich �berdies das Resultat
so schnell wie m'glich sehen wollte, �berwachte ich die so
erzeugten TOF-Spektren (4). Infolge des Zusammentreffens
mindestens dieser vier Zuf�lle entdeckte ich ein bis dato noch
nie beobachtetes Ph�nomen.

Soweit ich mich erinnere, enthielt die erste gemessene
Probe Vitamin B12. Ein Versuch, das Originalspektrum wie-
derzufinden, verlief k�rzlich leider erfolglos. Da Vitamin B12

das verwendete Laserlicht sehr effektiv absorbiert, waren bis
dato ausschließlich Fragment-Ionen detektiert worden. Mit-
hilfe der UFMP-Glycerin-Matrix konnten in dem f�r die
intakten Molek�lionen des Vitamin B12 relevanten Massen-
bereich zun�chst f�r Rauschen gehaltene Signale detektiert
werden. Da diese bei jeder Wiederholung des Experiments
und mit jedem neuen Probenpr�parat reproduzierbar nach-
gewiesen wurden, musste es sich um die Molek�lionen von
Vitamin B12 handeln.

Nach der Optimierung der Konzentration, der Laser-
Intensit�t und anderer experimenteller Parameter gelang
1985 die Detektion von Ionen mit Molek�lmassen von �ber
35000 Da (Abbildung 17) und 1987 sogar von Ionen-Clustern
mit mehr 100 000 Da (Abbildung 18). Die Patentanmeldung
f�r die Ionisationsmethode wurde in Japan 1985 eingereicht
und 1993 offengelegt (Patentnummer: JP01769145).Abbildung 16. Desorptionsionisation von Molek�lionen durch Fast

Atom Bombardment mit Glycerin als Matrix.

Abbildung 17. Molek�lionen der Carboxypeptidase A (Molek�lmasse
ca. 35 kDa).

Abbildung 18. Molek�lionen-Cluster von Lysozym (Molek�lmasse
14306 Da).
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6.2. Ursache der fragmentierungsfreien Ionisation der
Makromolek-le

Durch Verwendung von UFMP lassen sich innerhalb
k�rzester Zeit hohe Temperaturen erreichen. Allerdings ist
die Herstellung einer ausreichend homogene Mischung von
UFMP mit einer typischen organischen Substanz schwierig.
Durch ein Elektronenmikroskop betrachtet, tritt die unzu-
reichende Uniformit�t der Mischung deutlich zutage (Abbil-
dung 19, oben). Nach Zugabe von Glycerin zu UFMP und
Analyt wird eine deutlich gleichm�ßigere Vermengung beob-

achtet (Abbildung 19, unten). Jberdies wird die kristalline
Struktur des Analyten m'glicherweise durch das L'sen im
Glycerin aufgebrochen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die
M'glichkeit, Molek�lionen organischer Substanzen mit
Molek�lmassen oberhalb von 10 000 Da zu erzeugen, in
direktem Zusammenhang mit diesen Effekten steht (Abbil-
dung 20).

Als Erkl�rung f�r die Bildung von Molek�lionen von
hoher Molek�lmasse durch Bestrahlung mit Laserlicht,
schlage ich die oben aufgez�hlten Prinzipien vor. Allerdings
m�ssen diese nicht unbedingt zutreffen, da sie nicht voll-
st�ndig wissenschaftlich belegt sind. Trotz der weitreichenden
Kenntnisse aus der Matrix-unterst�tzten Laserdesorption und
Ionisation (MALDI), die meinen Entdeckungen folgten,
kann ich f�r mich nicht behaupten, die theoretische Prinzi-
pien hinter s�mtlichen Ph�nomenen erkannt zu haben. Wie

auch immer: Ich bin Ingenieur und Angestellter eines wirt-
schaftlich denkenden Unternehmens! Deswegen genießen
Nutzen und praktische Anwendbarkeit Priorit�t, auch wenn
einzelne Funktionsweisen nicht vollst�ndig verstanden sind.

7. Vermarktung und Ver�ffentlichung

In eine Technik, die ein Unternehmen nicht als absatz-
f�hig einstuft, wird vermutlich keine weitere Entwicklungs-
arbeit investiert werden, und die ,ffentlichkeit wird von ihr
keine Kenntnis erhalten. W�re unsere Methode nicht zu
einem Produkt entwickelt worden, man h�tte sie wahrschein-
lich im Hause begraben und vergessen. Techniken �hnlich der
unseren m'gen in den achtziger Jahren auch woanders auf der
Welt entwickelt worden sein, jedoch h�tten sie nur dann eine
Chance auf Weiterentwicklung gehabt, wenn sie der inter-
nationalen wissenschaftlichen Community vorgestellt worden
w�ren.

Als die Methodik, die wir im Zentralen Forschungslabor
der Szimadzu Corporation entwickelt hatten, in ein Produkt
umgewandelt werden sollte, wurde ich in die Marketing-
Abteilung versetzt. Die Technologie wurde erst der ,ffent-
lichkeit vorgestellt, nachdem entschieden war, ein Produkt
auf den Markt zu bringen. An der ersten Ver'ffentlichung,
auf der Jahrestagung der japanischen Gesellschaft f�r Mas-
senspektrometrie in Kyoto im Mai 1987, waren alle f�nf
Mitglieder unserer Forschungsgruppe beteiligt (Vortrag und
Poster-Pr�sentation[16–20] auf Japanisch). Die Ver'ffentlichung
fand ein gewisses Echo, fast niemand aber glaubte daran, dass
die Technik je derart n�tzlich werden k'nnte. In der Tat
waren wir zun�chst einmal froh und zufrieden, den wissen-
schaftlichen Fortschritt, den wir erzielt hatten, der ,ffent-
lichkeit pr�sentiert zu haben.

7.1. Technologietransfer nach Europa und in die USA

Im September 1987 nahm ich am zweiten japanisch-
chinesichen Symposium f�r Massenspektrometrie in Takara-
zuka, Japan, teil und trug dort unsere Ergebnisse erstmals auf
Englisch vor.[21] In den achtziger Jahren war die Plasmade-
sorptions-Massenspektrometrie (PDMS) die Methode der
Wahl zur Untersuchung von makromolekularen Verbindun-
gen wie Proteinen.[22] In seiner Pr�sentation auf diesem
Symposium befand Robert Cotter: „PDMS can measure

Abbildung 19. Elektronenmikroskopische Aufnahmen: a) Mischung
von Probe und UFMP ohne Glycerin; b) Mischung von Probe und
UFMP mit Glycerin als Matrix.

Abbildung 20. Desorptionsionisation von Makromolek�len durch Ver-
wendung einer UFMP-Glycerin-Matrix.
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higher masses than Laser Desorption/Ionization (LDI) MS“.
Professor Cotter war zur damaligen Zeit eine Autorit�t auf
dem Gebiet der TOF-MS, jedoch konnte ich ihm aufgrund
meiner j�ngsten Ergebnisse, die ich am darauffolgenden Tag
pr�sentierte, nicht zustimmen. Ich deutete Professor Cotter
gegen�ber an, dass er meiner Auffassung nach falsch lag und
machte ihn auf meine Daten aufmerksam. Er sagte mir, er sei
von meinen Ergebnissen beeindruckt und sah sich sp�ter auch
meine Posterpr�sentation an. Zusammen mit Dr. Catherine
Fenselau leitete er Details unserer Ionisationsmethode und
Kopien der Spektren an andere Forscher in Europa und den
USA weiter.

Dr. Takekiyo Matsuo, zu der Zeit Assistant Professor an
der Universit�t Osaka, empfahl mir am Rande der Tagung,
ein Manuskript auf Englisch zu schreiben. Ich stimmte mit
Z'gern zu, und 1988 wurde unser Beitrag in der Zeitschrift
Rapid Communications of Mass Spectrometry[23] ver'ffent-
licht. Dieser Artikel gilt mittlerweile als einer der Ausgangs-
punkte der MALDI-Technik.

7.2. Produktion des Ger.ts und j.hes Ende der Verk.ufe

Die analytische Technologie und das Instrument wurden
in ein kommerzielles Produkt umgesetzt. Um dieses zu
verkaufen, reiste ich zu vielen Kunden durch Japan und
analysierte mehr als zweihundert Proben. Die Reaktion war
fast immer die gleiche: „Kaum ein praktischer Nutzen“.
Schließlich blieb nur ein Kunde �brig, auf den wir hoffen
konnten, n�mlich Dr. Terry D. Lee vom City of Hope's
Beckman Research Institute in den USA. Dorthin verkauften
wir unser erstes und einziges Instrument. Schon bald darauf
wurden weitere Entwicklungsarbeiten an dem Ger�t und die
Verk�ufe eingestellt. Obwohl die Leistungsdaten unseres
Instruments mit keinem anderen Ger�t vergleichbar waren,
erschien sein praktischer Nutzen gering. Dazu muss allerdings
gesagt werden, dass f�r einen Einsatz in der Pharmazie und
medizinischen Diagnostik weitere Verbesserungen der Emp-
findlichkeit, der Massengenauigkeit und der Aufl'sung
notwendig gewesen w�ren.

8. Entwicklung der MALDI-Technik

Meine Forschungs- und Entwicklungsarbeiten auf dem
Gebiet der MALDI-Technik hatte ich bis zu meinem zeit-
weiligen Wechsel zu Kratos Analytical in Manchester (seit
1989 eine Tochtergesellschaft von Szimadzu) im Jahr 1992
unterbrochen. W�hrend dieser Zeit wurde unsere in die USA
und nach Europa transferierte Technik durch die Arbeiten
von Professor Cotter, Professor Fenselau und vielen anderen
Forschern fortw�hrend verbessert und verfeinert. Spezielle
Anerkennung geb�hrt den Beitr�gen von Professor Michael
Karas und Professor Franz Hillenkamp[24–26] in Deutschland.
Ohne deren gewaltige Forschungsleistungen und den Arbei-
ten von Tausenden von weiteren Forschern w�re die Ent-
wicklung und Ausbreitung dieser Technik, von der so viele
Menschen weltweit profitiert haben, sicher nicht m'glich
gewesen.

9. Zusammenfassung

Die Entwicklung dieser Methode zur Ionisierung von
Makromolek�len ist nicht der Einzelleistung eines Genies zu
verdanken. Es ist ein Triumph der Teamarbeit und das
Ergebnis der redlichen Arbeit vieler Menschen, die nach
einer guten und brauchbaren Technik geforscht haben.

Die Geschichte der Chemie ist lang, und es ist nur allzu
nat�rlich, dass dieses Gebiet weitl�ufig und tiefgehend ist.
Deswegen wird gerne angenommen, dass die in der Chemie
angewendeten Methoden und Techniken ausnahmslos gut
entwickelt sind. Ich bin fest davon �berzeugt, dass zur
Entwicklung neuer Theorien und deren Umsetzung in
praktische Anwendungen das gesamte Wissen eines Fach-
gebiets mobilisiert werden muss. Ich denke aber auch, dass
die von mir entdeckte Technik und die nachfolgenden
weltweiten Entwicklungen allgemeine Denkmuster der
Chemie durchbrochen haben. Unter „chemischer“ Befan-
genheit stehend w�re ich bestimmt nicht in der Lage gewesen,
diese einzigartige Entdeckung zu machen. Auch wenn ich mir
keine �berdurchschnittlichen intellektuellen F�higkeiten
zuspreche und meine akademische Ausbildung abseits der
Chemie lag, so denke ich doch, dass sich mein Beitrag zur
Entwicklung einer chemierelevanten Technik hinreichend
nachzeichnen l�sst. Es w�re mir damit eine große Freude,
wenn viele Menschen weltweit – und speziell Ingenieure in
Unternehmen – ihren Mut mobilisierten und an ihren Tr�u-
men festhielten, um wissenschaftliche Innovation zum Nutzen
Aller zu entwickeln.

Ich danke Ralph Nesson f!r seine großartige Hilfe bei der
Vorbereitung der Pr'sentation des Nobel-Vortrags und f!r
seine Geduld, mit der er mich bei der Formulierung des im
Original englischsprachigen Aufsatzes unterst!tzt hat. Zudem
m0chte ich mich bei Prof. Robert Cotter, Prof. Catherine
Fenselau, Dr. Chris Sutton und Dr. Andrew Bowdler f!r viele
anregende Diskussionen bedanken.

Eingegangen am 17. Februar 2003 [A585]
Jbersetzt von Dr. Mathias Sch�fer
Institut f�r Organische Chemie, Universit�t zu K'ln
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