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wird, und - der elektromagnetischen Strahlung registriert gewertet wird,und - der Einfluf} ionisierter Probenteile auf das Spektrum
und ausgewertet wird.
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Verfahren zur spektroskopischen Analyse einer

biologischen oder chemischen Substanz

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur spektro-
skopischen Analyse einer bevorzugt biologischen oder chemi-
schen Substanz, bei dem eine Probe der Substanz mit elek-
tromagnetischer Strahlung durchstrahlt wird, das von der
Probe beeinfluBte Spektrum der elektromagnetischen Strah-
lung régistriert wird und aus der Spektralverteilung auf

die Probeneigenschaften geschluBfolgert wird.

Bei der Untersuchung von Substanzen, insbesondere von bio-
logischen und chemischen Substanzen, besteht zunehmend das
Bediirfnis {iber die Informationen hinaus, die mit der Mas-
senspektroskopie gewonnen werden koénnen und die sich im we-
sentlichen auf die Bereitstellung von Summenformeln von Mo-
lekiilen Dbeziehen, =zusatzlich strukturelle Informationen
iiber die Molekiile der zu untersuchenden Substanz sowie
deren intra- und intermolekulare Wechselwirkungen zu
erhalten, wie =z.B. Wasserstoffbriicken- und OH-Bindungen
sowlie Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Proteinfaltung und

ghnlich.

In Jjlngster Zeit gibt es Versuche, elektromagnetische
Strahlung mit Frequenzen im Terahertzbereich anzuwenden,
wobel sich die bekannt gewordenen Untersuchungen im wesent-
lichen auf DNA-DNA-Wechselwirkungen beziehen, wie bei-
spielsweise die DNA-Hybridisation (beschrieben in:
Bruchseifer et al. (2000), ,Label free probing of the bind-
ings state of DNA by time-domain terahertz sensing™, Ap-

plied Physics Letters, Vol.77, Nr. 23, S. 4049-4051; sowie
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in: Nagel et al. (2002), ,Integrated THz technology for la-
bel free genetic diagnostic“, Applied Physics Letters,
Vol.80, Nr. 1, S. 154-156).

Nachteiligerweise ist die Untersuchung von biologischen und
chemischen Substanzen bzw. von deren Molekiilen in ihrem na-
tiven 2Zustand, also in einem widssrigen Umfeld, mit
strahlungsfrequenzen, die im Infrarotbereich und dartber
liegen, bisher nicht Dbzw. nur mit unbefriedigenden
Ergebnissen gelungen, da die Strahlung mit zunehmender Fre-
quenz auch in zunehmendem MaBe in Wasser absorbiert wird,
was demzufolge insbesondere flir die Terahertzstrahlung

gilt.

Davon ausgehend liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde,
Verfahren der eingangs beschriebenen Art dahingehend wei-
terzubilden, daB die Untersuchung biologischer oder chemi-
scher Substanzen mittels elektromagnetischer Strahlung, de-
ren Frequenzen im Infrarotbe:eich‘und dariiber liegen, auch
in deren nativen Zustand =zu aussagefdhigen Ergebnissen

ftihrt.

ErfindungsgemiB ist bei einem Verfahren zur spektroskopi-
schen Analyse einer biologischen oder chemischen Substanz,
bei dem eine Probe der Substanz mit elektromagnetischer
Strahlung durchstrahlt wird, das von der Probe beeinfluBte
Spektrum der elektromagnetischen Strahlung registriert wird
und aus der Spektralverteilung auf die Probeneigenschaften
geschluBfolgert wird, vorgesehen, dab

- die Probe mindestens zum Teil ionisiert wird,
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- elektromagnetische Strahlung mit einer Frequenz im Be-
reich der Infrarot-, Gigahertz- oder Terahertzfrequen:z
verwendet wird, und

- der EinfluB ionisierter Probenteile auf das Spektrum
der elektromagnetischen Strahlung registriert und aus-

gewertet wird.

~Mit dem erfindungsgemdfen Verfahren ist die Spektroskopie
bei Frequenzen 1in den genannten Bereichen erstmals zur
Untersuchung von Substanzen, insbesondere von biologischen
Molekiilen in deren nativen Zustand, mdglich. Das Verfahren
ist weilterhin anwendbar fir spektroskopiséhe Untersuchun-
gen, beil denen einerseits Molekiile in ihrem nativen Zustand
verbleiben, andererseits aber auch Hintergrundstdrungen mi-
nimiert werden sollen, insbesondere weil auf diese Weise
das Volumen des stdrend wirkenden Wasseranteils in der Pro-
be verringert wird. Dies ist beispielsweise der Fall bel
der Analyse von Proben in der Physiko-Chemie, in der medi-
zinischen Diagnostik, Drugdiscovery, Genomics und Proteo-

mics.

Dariiber hinaus ist es nicht nﬁr moéglich, den unerwlinschten
Hintergrund von Wasser beil der Probenuntersuchung zu redu-
zieren, sondern es wird auch der EinfluR anderer L&sungs-
mittel verringert, um auch hierbel die Analyse mit redu-

ziertem stdrenden Hintergrund zu ermdglichen.

Die Hintergrundreduktion wird im wesentlichen erreicht, in-
dem mit der Ionisierung der Probe bzw. von Probenteilen
kleine elektrisch geladene Troépfchen der Probe erzeugt wer-
den und deren EinfluBR auf das Spektrum der elektromagneti-

schen Strahlung registriert und ausgewertet: wird. Dabei



WO 2005/062025 PCT/EP2004/014397

werden Troépfchen in der GroRenordnung von 100 bis 1 pm er-
zeugt, so dab einerseits die st&rende Absorption des Lo-
sungsmittels, wie Wasser, weitestgehend minimiert, die che-
mische Umgebung der Probe jedoch nicht signifikant géstért

wird.

Dabel erstreckt sich die Anwendung nicht nur auf die Tera-
hertzspektroskopie, sondern auch auf die Spektroskopie mit
elektromagnetischer Strahlung im infraroten sowie im Giga-

hertz-Frequenzbereich.

Die Ionisierung der Probe bzw. die Bildung kleiner elek-
trisch geladener Tropfchen kann technologisch vorteilhaft
durch eine Elektrospray-Apparatur realisiert werden, wie
beispielsweise bei M. Wilm et al. (19%¢6), ,Femtomole se-
guencing of proteins from polyacrylamide gels by nanoelec-
trospray mass spectrometry“, Nature, Vol. 379(6564), S.
466-469 beschrieben.

Vorteilhaft sind weiterhin Ausgestaltungen des erfindungs-
gemdBen Verfahrens, bel denen Systeme zur Strahlaufarbei-
tung genutzt werden, um beil Bedarf die Richtung und/oder
die Verteilung des Ionenstrahls im Analysenraum zu beein-
flussen. Hierfiir kdnnen beispielsweise elektromagnetische
Linsen, wie Quadrupollinsen, zur Anwendung kommen. Zur Io-
nenspeicherung werden vorteilhaft sogenannte Ionenkafige
genutzt, die aus dem Stand der Technik an und fir sich be-
kannt sind. Sie erm&glichen eine l&ngere Integrationszeit
der Probenteilchen, wodurch die Menge der Probensubstanz,
die zu einer signifikanten Analyse erforderlich ist, gering

gehalten werden kann.



WO 2005/062025 PCT/EP2004/014397

Als Quellen-der elektromagnetischen Strahlung konnen prin-
zipiell alle herkémmlichen Strahlungsquellen dienen, die
Strahlung im Bereich der infraroten Freguenzen und im Giga-
hertz-Bereich abgeben, insbesondere aber Terahertz-
Strahlungsquellen. Die Erzeugung von Terahertzstrahlung ist
beispielsweise beschrieben in D. M. Mittleman et al.
(1996), ,T-ray imaging“, IEEE Journal of Selected Topics in
Quantum Electronics, Vol.2, Nr. 3, S 679~-692. Auch Radar-
strahlungsquellen sind unter Umstanden zur Ausfiihrung des

erfindungsgemdflen Verfahrens geeignet.

Fiir den Nachweis bzw. die Detektion der von den Probenteil-
chen beeinfluﬁfen elektromagnetischen Strahlung kommen vor
allem schnelle photoleitende Schalter, bekannt unter der
Bezeichnung ,photoconductiv switch", und elektro-optische
Detektoren zur Anwendung. Die Auswahl der Detektoren ist
dabei jeweils in Abhangigkeit von den Parametern der zur
Probenuntersuchung vorgesehenen elektromagnetischen Strah-

lung zu treffen.

Die Erfindung soll nachfolgend anhand eines Ausfihrungsbei-
spieles naher erlidutert werden. Die =zugehoérige Zeichnung
zeigt in Fig.l den prinzipiellen Aufbau einer Anordnung,
die zur Anwendung der erfindungsgemaﬁeﬁ Verfahrensschritte

geeignet ist.

Vorgesehen sind eine zu analysierende Probe 1, eine Ein-
richtung 2 zur Ionisierung der Probe 1 oder zumindest eines
Teils davon, ein System 3 =zur Strahlaufarbeitung, eine
Quelle 4 fiir elektromagnetische Strahlung sowie eine Detek-
tionseinrichtung 5, die zum Empfang der von der Probe 1 be-

einfluRten elektromagnetischen Strahlung geeignet ist und
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mit einer Auswerteeinrichtung in Verbindung steht, die

zelchnerisch nicht dargestellt ist.

Die Probe 1 kann prinzipiell aus verschiedensten Gebieten
der Biologie oder Chemie kommen. Fiir das hief dargestellte
Ausflihrungsbeispiel seil angenommén, um es sich um eine bio-
logische Substanz handelt, bei der die Rezeptor-Ligand-

Wechselwirkung untersucht werden soll.

In der Einrichtung 2 werden von der Probe 1 durch Ionisie-

rung kleine elektrisch geladene Troépfchen erzeugt.

Die Probentropfchen gelangen nachfolgend in das System 3
zur Strahlaufarbeitung, das dazu genutzt werden kann, die
Richtung und die Verteilung der Probentrépfchen innerhalb
eines Analyseraumes 6 nach Bedarf zu beeinflussen bzw. zu

verandern.

Die von der Quelle 4 ausgehende elektromagnetische Strah-
lung, hier beispielhaft mit einer Frequenz im Terahertzbe-
reich, ist so gerichtet, dal sie die sich innerhalb des
Analysenraumes 6 ausbreitenden ionisierten Probenteilchen
durchdringt und dabei hinsichtlich ihrer Spektralverteilung

beeinfluft wird.

Nach der Durchdringung des Analysenraumes 6 wird die elek-
tromagnetische Strahlung mit Hilfe der Detektionseinrich-
tung 5 empfangen. Die Empfangssignale werden der Auswerte-
einrichtung zugefiihrt und dort in an sich bekannter Weise
im Hinblick auf die Spektralverteilung der elektromagneti-

schen Strahlung bewertet.
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Aus dem Vergleich der Spektralverteilung der von der Probe
unbeeinfluften Strahlung mit der Spektfalverteilung der wvon
der Probe beeinflubten Strahlung werden SchluBfolgerungen
auf die Eigenschaften der Probe 1 gezogen und Informationen
iber die entsprechenden Molekiile gewonnen, die in ihrem In-
formationsgehalt tber die bisherigen Moglichkeiten nach

Stand der Technik hinausgehen.
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Bezugszeichenliste

Probe

Einrichtung zur Erzeugung von Ionen
System zur Strahlaufarbeitung

Quelle fir elektromagnetische Strahlung
Detektionseinrichtung

Analyseraum
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur spektroskopischen Analyse einer Substanz,
bei dem

- eine Probe (1) der Substanz mit elektromagnetischer
Strahlung durchstrahlt wird,

- das von der Probe (1) beeinfluBte Spektrum der elektro-
magnetischen Strahlung registriert wird und

- aus der Spektralverteilung auf die Probeneigenschaften
geschluffolgert wird, o
dadurch gekennzeichnet, daB

- die Probe (1) mindestens zum Teil ionisiert wizxd,

- elektromagnetische Strahlung mit einer Frequenz im In-
frarot-,  Gigahertz~ oder Terahertzbereich verwendet
wird, und

- der Einfluf ionisierter Probenteile auf das Spektrum
der elektromagnetischen Strahlung registriert und aus-

gewertet wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dabB
die Probe (1) nach dem Prinzip der Elektrospray-
Ionisation verspritht wird, wobei sich ein Ionenstrahl
von Probenteilen in Form von Trdpfchen bildet und der
BinfluB der Tropfchen auf das Spektrum der elektroma-

gnetischen Strahlung registriert und ausgewertet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daB widhrend der Probenuntersuchung eine Verdnde-
rung der Richtung des Ionenstrahls und/oder eine Veran-
derung der Verteilung des Ionenstrahls, beispielsweise

mittels Quadrupollinsen, vorgesehen ist.
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4. Verfahren naéh einem der vorgenannten Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daB eine Speicherung von ioni-
sierten Probenteilchen, beispielsweise mittels Ionenki-
figen, vorgesehen ist, um deren Verweilzeit im Untersu-
chungsraum zu erhdhen und dadurch die zur Untersuchung

bendtigte Substanzmenge zu reduzieren.

5. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daf zur Detektion der von den io-
nisierten Probenteilchen beeinflubten elektromagneti-
schen Strahlung photoleitende Schalter oder elektroop-

tische Sensoren verwendet werden.

6. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, dah die zu untersuchenden, ioni-
sierten Probentropfchen in einer GréRenordnung von 100

bis 1 pm erzeugt werden.

10
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Veréffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist
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