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Zusammenfassung

Die matrixunterstiitzte Laser Desorptions/lonisations Massenspektrometrie (MALDI-MS) hat
sich in den letzten Jahren zu einer etablierten Methode zur Charakterisierung von
synthetischen Polymeren entwickelt. Neben der Messung von Molmassen und deren
Verteilungen bietet diese Technik die Mébglichkeit, simultan Monomerstrukturen und

Endgruppen eines Polymers zu bestimmen.

Ein weiterer wesentlicher Vorteil liegt in der einfachen Probenpraparation, die
Uberwiegend durch Auftropfen der Matrix- und Polymerlésung (engl. Dried Droplet Method)
erfolgt. Anstelle eines homogenen Probenspots wird nach dem Verdampfen des
Lésemittels haufig jedoch die Bildung von Eintrocknungsringen beobachtet. Dies fihrt zu
lokal unterschiedlichen Matrix/Polymer Verhéltnissen, was die Qualitdt und Re-
produzierbarkeit der MALDI Methode erheblich beeintrachtigt. Dies ist insbesondere von
Interesse, da synthetische Polymere, im Gegensatz zu biologischen Makromolekilen, eine
Kettenlangen-Verteilung aufweisen, die ebenfalls Segregationseffekten unterliegen kann.
Eine realistische Bestimmung von Molmassen und deren Verteilung ist demzufolge nahezu
unmdoglich. Auf Grund der weiten Verbreitung der Dried Droplet Methode ist es daher
erforderlich, mdogliche Ursachen der Segregation aufzukldren und gegebenenfalls
alternative Probenpraparationstechniken, basierend auf dieser simplen Tropfenmethode zu
entwickeln. Zu diesem Zweck wurde die Trocknung verschiedener Polymer/Matrix Spots bei
Verwendung unterschiedlicher Lésemittel untersucht. Da die MALDI Methode auch die
Maoglichkeit bietet, als bildgebendes Verfahren (MALDI-Imaging Massenspektrometrie)
genutzt zu werden, wurde diese Technik primar fir die Untersuchung der
Segregationseffekte verwendet. In Analogie zum Einsatz in biologischen Systemen,
beispielsweise bei der Lokalisierung von Metaboliten oder Wirkstoffen in Gewebeproben,
kann mittels MALDI-Imaging MS die laterale Verteilung von Polymeren mit

unterschiedlichen Strukturen und Molmassen sowie der Matrix simultan bestimmt werden.

Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Prozessen, wie Kapillarfluss oder
Marangoni Strémung, die u.a. fur die Ringbildung verantwortlich gemacht wurden, zeigen
die Ergebnisse der hier vorgestellten Experimente deutlich, dass die L&slichkeit von
Polymer und Matrix im verwendeten L&semittel von entscheidender Bedeutung ist. Im
Verlauf des Verdampfungsprozesses findet eine Aufkonzentrierung der Molekile im
abgesetzten Tropfen statt. Beim Erreichen der Séattigungskonzentration beginnen die

Polymermolekile mit den hohen Molmassen zuerst auszufallen, wahrend die restlichen,
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immer noch gelésten Homologen weiterhin den Transportvorgangen unterliegen, die beim
Eintrocknen generiert werden. Bei L&semitteln die langsam verdunsten kann das zur
molmassenabhangigen Segregation von Polymerhomologen fiihren. Verwendet man
Lésemittel die schnell verdunsten erfolgt keine Molmassen-Segregation der Polymere,
sondern ausschliellich eine Entmischung von Matrix und Polymer. Auf Grund ihrer
geringen Molmasse bleibt die Matrix am langsten gelést und kann demzufolge bis
unmittelbar vor dem Eintrocknen an den Tropfenrand transportiert werden. Dies erklart die
Bildung von hauptsachlich aus Matrix bestehenden Ringen bei der Ublicherweise
verwendeten Konzentration von 10 mg ml”". Die Experimente haben jedoch auch gezeigt,
dass die beobachtete Entmischung bei einer deutlich hdéheren Konzentration von
100 mg ml™" ohne Einschrankungen in der Qualitat der Spektren vermieden werden kann.
Bei dieser Konzentration wird die Sattigungskonzentration der Matrix bereits vor dem ersten
Ausfallen der Polymere erreicht. Dadurch entsteht eine hoch viskose Ldsung, welche die
folgenden Transportprozesse der Polymermolekile behindert. Eine Entmischung kann

somit nicht mehr erfolgen und man erhélt eine chemisch homogene Spotoberflache.

Eine andere einfache Mdglichkeit die Viskositat der Probenspots soweit zu erhdhen,
dass keine Segregation erfolgen kann, bietet die Verwendung von Matrizes basierend auf
ionischen Flussigkeiten. Neben der einfachen Synthese zeichnen sich diese Verbindungen
durch ihre hohe Stabilitdt und der Vermeidung einer Sublimation im Vakuum aus. Selbst
nach 24h im Hochvakuum der MALDI-Quelle konnten reproduzierbare Spektren gemessen
werden. Die Intensitdt der Spektren ist dabei deutlich héher als bei der Verwendung
konventioneller Matrizes. Dies ermdglicht die Aufnahme von Spekiren bei geringerer
Bestrahlungsstérke, was wiederum zu weniger Fragmentierungen fiihrt und insbesondere
fur labile Polymere interessant sein kénnte. Die mit der Dried Droplet Methode und
ionischen Matrizes erzeugten Spots weisen eine Uberragende Homogenitdt auf. Diese
Matrixklasse stellt somit eine neue und interessante Alternative zur konventionellen

Spotpraparation in der MALDI-TOF Massenspektrometrie dar.
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Abstract

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-
MS) has become an indispensable tool for polymer characterization. This method enables
the determination of molar masses and mass distributions, monomer structures and end

groups, simultaneously.

Another advantage represents the simple sample spot preparation, which is typically
done by spotting sample and matrix solutions on the target surface. After drying, instead of
a homogenous area, often a ring is formed. This segregation leads to different
matrix/polymer ratios on the spot, which dramatically affects the quality and reproducibility
of the spectra. In contrast to biological macromolecules, synthetic polymers consist of
different chain length, which also might be affected by segregation. Thus, a realistic
determination of the molecular mass and mass distribution is almost impossible. Since the
majority of sample spots are prepared by this simple and fast method, possible reasons for
segregation have to be determined. Alternatively, droplet based sample preparation
procedures, that avoid segregation should be developed. Therefore, the drying of various
polymer/matrix spots using different solvent systems was investigated. Since MALDI can
also be used as an imaging tool, this special technique was applied to monitor the
segregation effects. Similar to its application in biological systems, e.g. to identify the local
distribution of metabolites or drugs in tissues, MALDI Imaging MS is able to simultaneously
measure the distribution of polymers with different structures and molar masses, as well as

the matrix.

In literature the capillary flow and the marangoni flow are considered as the major
causes for ring formation. In contrast to that, the results of this thesis show that the solubility
of the polymer and the matrix in the used solvent is of major importance. While evaporating,
the concentration of the molecules in the droplet increases. When the saturation
concentration of the polymer has been reached, molecules with higher molar masses begin
to precipitate first. Lower mass polymers that are still dissolved are subjected to transport
processes. When a slowly evaporating solvent is used, mass segregation of polymer
homologous can occur. Using a fast evaporating solvent, a segregation of polymer
homologous cannot be observed. Here, a segregation of polymer and matrix can be found.
Due to its comparatively low molecular mass the matrix stays dissolved much longer than
the polymer molecules, and could be transported to the rim of the spots. When a typical

matrix concentration of 10 mg ml™ is used, the rings mainly consist of matrix. However, the
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experiments also showed that higher matrix concentrations (100 mg ml'1) always resulted in
homogeneous sample spots without any loss of the quality of the spectra. At this
concentration the saturation concentration of the matrix is reached before polymers start to
precipitate. The much higher matrix concentration dramatically increases the viscosity of the
matrix solution. Thus, transport processes caused by the solvent evaporation are

increasingly hindered and segregation could not be observed.

Another possibility to increase the viscosity of the sample spots to avoid segregation is
the use of ionic liquid matrices. lonic matrices are easy to produce and stable in high
vacuum. Even after 24h in the high vacuum of the MALDI source reproducible spectra could
be measured. Thus, the laser irradiance can be reduced, which results in less
fragmentation. This could be favorable for the investigation of labile polymers. The dried
droplet sample spots show a superior homogeneity and spots can be measured several
times without visible differences in the mass spectra. lonic matrices, therefore, represent a
new and promising alternative for the conventional sample spot preparation in MALDI mass

spectrometry.
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1 Motivation

1 Motivation

Neben etablierten Methoden, wie der Gelpermeationschromatographie (GPC), der
Viskosimetrie und der Lichtstreuung hat sich die Matrixunterstiitzte Laser-desorptions-
ionizations Flugzeit Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) zu einem wichtigen Werkzeug
fur die Charakterisierung von synthetischen Polymeren entwickelt. Ein Vorteil dieser
Methode besteht u. a. darin, dass neben der Absolutbestimmung von Molmassen und
deren Verteilung simultan Monomerstrukturen und Endgruppen bestimmt werden kénnen.
Daruber hinaus kdénnen durch eine einfache Fragmentierungsanalytik zusétzliche
Informationen Uber die Anordnung von Monomereinheiten in Copolymeren gewonnen
werden. Wie jede andere Methode weist allerdings auch die MALDI-TOF MS einige
Einschrankungen auf. An erster Stelle ist dabei die Beschrankung auf Polymere, mit sehr
enger Molekulargewichtsverteilung zu nennen. Diese Limitierung kann durch

vorhergehende chromatographische Fraktionierung z. T. Gberwunden werden.

In den letzten Jahren zeigte sich jedoch auch, dass ein Uberragender Vorteil der
MALDI Methode — die einfache Probenpréparation — gleichzeitig Quelle gravierender Fehler
sein kann. Auf Grund ihrer Einfachheit wird die Dried Droplet Probenpraparation am
haufigsten verwendet. Dabei werden der Analyt und die Matrix gelost und, meist
vorgemischt als Tropfen, auf das Probentarget aufgebracht. Die nach dem Verdampfen des
Lésemittels zu beobachtenden Inhomogenitaten (z. B. Bildung von Eintrocknungsringen)
sollten durch eine Mittelung von Messungen, die an verschiedenen Stellen des Spots
erhalten wurden, vermeintlich korrigiert werden. In der analytischen Praxis wird jedoch
haufig gezielt nach sogenannten ,sweet spots, d.h. Regionen in denen besonders
intensive Signale gefunden werden, gesucht. Dabei zeigte sich, dass die an diesen Stellen
gemessenen Molmassenmittelwerte und -verteilungen haufig groie Abweichungen von den
an anderen Stellen des Spots ermittelten Werten aufweisen. Diese Ergebnisse lassen auf
Separationseffekte beim Eintrocknen des Probenspots und damit auf lateral
unterschiedliche Matrix-Analyt Verhaltnisse schlieRen. Darlber hinaus besteht bei
synthetischen Polymeren, auf Grund der Polydispersitat, zusatzlich die Mdglichkeit einer

Massenseparation.

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung und Aufklarung der Ursachen und Mechanismen,
die zu einer Entmischung in Probenlésungen nach Auftragung auf den MALDI Probentrager
(Target) beitragen. Besonderes Interesse gilt dabei wichtigen physikalisch chemischen

Parametern (z. B. Konzentration, Temperatur, Viskositat), die bei der Verdampfung des



1 Motivation

Ldsemittels eine Rolle spielen. Als erstes werden daher Polymer-Matrixsysteme mit
unterschiedlichen Lésemitteln und bei unterschiedlichen Temperaturen untersucht. Da die
MALDI Technik auch die Méglichkeit zur bildgebenden Analytik (Imaging) bietet, wurde ein
besonderer Fokus auf die Anwendung dieser Methode zur Detektion Ilateraler
Entmischungseffekte im Probenspot gelegt. Darliber hinaus sind der Einfluss der
Polymerstruktur und der Matrix von groRem Interesse. Um mdgliche Wechselwirkungen der
beiden Substanzen in Ldsung zu verhindern, wird nur die zu untersuchende Komponente
auf den Probentréager pipettiert und die jeweils andere Komponente mittels Elektrospray
aufgetragen. Bei Verwendung von Homopolymeren kann der Einfluss der Konstitution und
Molmasse analysiert werden. Messungen von Copolymeren mit unterschiedlicher
Zusammensetzung und von Blends sollen weiteren Aufschluss Uber mdgliche strukturelle
Segregationen geben. Die erhaltenen Ergebnisse sollen dazu beitragen,
Reproduzierbarkeit und Zuverlédssigkeit einer wichtigen polymeranalytischen Technik zu

erhéhen.
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF

Massenspektrometrie

21 Historische Entwicklung

Auf Grund der hohen und unspezifischen Energielbertragung sind klassische
massenspektrometrische Techniken, wie die Elektronensto? lonisation (El) und die
Chemische lonisation (CI) nur fiir die Analyse niedermolekularer, leicht verdampfbarer
Molekille geeignet. Umgangssprachlich gehéren diese Methoden zu den ,harten®
lonisationsmethoden, bei denen Molekile meist fragmentieren. [1] Die in diesen Fallen
beabsichtigten Fragmentierungen erfolgen zumeist nach bestimmten Regeln und gestatten
somit eine Strukturaufklarung. Die Fortschritte, die in den 1970er Jahren auf dem Gebiet
der Biochemie zu verzeichnen waren, machten es jedoch notwendig, die Molmassen und
Strukturen auch sehr groRRer Biomolekile (Proteine, Peptide, Glykane etc.) bestimmen zu

kénnen. Das erforderte jedoch die Entwicklung neuer massen-spektrometrischer Verfahren.

Eine der ersten Techniken, die dafiir verwendet wurde, war die in den 1960er Jahren
entwickelte Feld-Desorptions (FD)-Massenspektrometrie. [2, 3] Das Prinzip dieser Methode
beruht darauf, dass ein Emitter (meist ein Draht) mit einer Analytlésung benetzt wird. Die an
diesem Emitter anhaftenden Molekiile werden thermisch, durch das Anlegen eines Stroms,
desorbiert und meist durch die Anlagerung von Alkalimetallionen ionisiert. Damit war es
erstmals moglich ein nahezu fragmentfreies Spektrum von oligomeren Zuckern zu erhalten.
Die Feld-Desorption z&hlt somit bereits zu den ersten ,weichen® lonisationsmethoden. Ein
Nachteil dieser Methode ist jedoch die Beschréankung auf Verbindungen mit niedrigem
Dampfdruck. Ungeachtet dessen wird sie immer noch in der Analyse von unpolaren
Kohlenwasserstoffen verwendet, die nicht oder nur sehr schwer mit anderen MS Methoden
ionisiert werden koénnen. [4] Kurze Zeit spater wurde die Sekunddr lonen
Massenspektrometrie (SIMS) durch Benninghoven vorgestellt. [5] Dabei werden die auf
einer leitfahigen Oberflache positionierten Proben mit lonen (z. B. Argon) beschossen und
die desorbierten Sekundér-lonen detektiert. Diese Technik kann zu ldentifikation und
Strukturaufklarung von organischen Molekilen wie z.B. Aminosduren und Peptiden
verwendet werden und ist auch fir nicht-flichtige und thermisch instabile Molekile

geeignet. Ein Nachteil der SIMS ist der relativ hohe Fragmentierungsgrad.

Durch die Zugabe einer ,Matrix“ (z. B. Glycerin) und Verwendung neutraler Atome (Xe,
Ar) konnte eine deutlich ,weichere® lonisierung erzielt werden, was die weite Verbreitung
der Fast-Atom-Bombardment (FAB) bezeichneten Technik bis in die 1980er Jahre erklart.



2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

[6, 7] Der Massenbereich, in dem keine oder nur geringe Fragmentierungen erfolgt, blieb
jedoch auf unter 1500 Da limitiert. Weitere Nachteile sind die geringe Empfindlichkeit und
die schlechte lonenausbeute.

Mit Hilfe der 2*°Cf Plasma Desorption konnten erstmals Biomolekule (z. B. Tetro-
dotoxin — Gift des Kugelfisches, Human-Insulin, Cytochrom-C) mit Massen von bis zu
25000 Da gemessen werden. [8-10] Das Prinzip der lonisation des Analyten beruht dabei
auf den Beschuss mit ionischen oder neutralen Zerfallsprodukten von Isotopen (in diesem
Fall von #?Californium). Eine Messung grofer Biomolekiile ist jedoch auch mit dieser

Technik nicht moglich.

Erste Untersuchungen zur laser-basierenden lonisation wurden schon unmittelbar
nach der Erfindung des Lasers in den 1960er Jahren veréffentlicht. [11-13] Daraus wurde
spater die Laser-Desorptions (LD)-Massenspektrometrie entwickelt, welche die
energiereiche Strahlung eines Lasers fir die Desorption und lonisation nicht flichtiger
Verbindungen verwendet. [14] Allerdings wird, aufgrund des hohen Energieeintrags, auch
bei dieser Methode meist eine starke Fragmentierung beobachtet. Eine Variante dieser
Technik stellt der von Hillenkamp et al. entwickelte Laser-Microprobe-Mass-Analyzer
(LAMMA) dar, der auf Grund des geringen Laserspotdurchmessers (<1 um) nur eine
geringe Probenmenge bendtig. [15] Mit diesem wurden erste Versuche zur Analyse von
Aminosduren durchgefuhrt. Im Jahr 1985 wurde in der Gruppe um Karas eine Mischung
von Tryptophan und Alanin untersucht. [16] Obwohl die in dem Versuch verwendete, relativ
geringe Bestrahlungsstérke nur zur lonisation des Tryptophans hétte ausreichen sollen,
konnten Signale beider Molekiile detektiert werden. Damit lag die Vermutung nahe, dass
Alanin in einem sekundéaren lonisierungsschritt durch Trypthophan ionisiert wurde. [16] Dies
war eine der Geburtsstunden der Matrixunterstiitzten Laserdesorptions/lonisations
Massenspektrometrie (MALDI-MS), weil damit demonstriert werden konnte, dass ein
kleines Molekl in der Gasphase Energie auf ein anderes Molekil Ubertragen kann, ohne
dieses zu fragmentieren. Es zeigte sich sehr schnell, dass niedermolekulare, organische
Verbindungen mit schwacher Aziditdt und der Fahigkeit, Licht im Bereich der
Laserwellenlange zu absorbieren, besonders geeignet waren. [17] Eine der ersten in Folge
als ,Matrix“ bezeichneten Verbindungen stellte die Nikotinsaure dar. Mit dieser gelang es,
Spektren von vier unterschiedlichen Proteinen (Lysozyme, B-Lactoglobulin, Porcine Trypsin

und Albumin) mit Molmassen zwischen 14 000 und 67 000 g mol”" aufzunehmen. [18]

Parallel zu MALDI wurde von Tanaka eine andere Methode entwickelt, mit der
ebenfalls die Analyse grofRer Molekiile méglich war, die Soft-Laser-Desorption (SLD). Im

Gegensatz zu den von Karas verwendeten kleinen organischen Matrizes wurde eine
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

Dispersion von Cobalt Nanopulver in Glycerin als Matrix verwendet. [19]. Mit dieser
Praparationstechnik  konnten erste Massenspektren u.a. von Cytochrome-C
(12384 g mol™), Bovine Trypsin (24000 g mol™") und Carboxypeptidase-A (34472 g mol™)

aufgenommen werden.

In der darauffolgenden Zeit erwies sich jedoch die Verwendung organischer Matrizes
gegenuber den Metallnanopulvern als deutlich Uberlegen. So konnte man bereits nach
kurzer Zeit mittels MALDI Proteine mit Massen iber 100 kDa (Abbildung 1) detektieren. [20]
Die wesentlichen Vorteile dieser Methode — u. a. eine einfache Probenpraparation bei
Verwendung geringster Probemengen gepaart mit der Bildung einfach geladener lonen,
trugen zu deren schnellen Verbreitung bei. [21] Die Chemie Nobelpreis Verleihung im Jahre
2002 an Koichi Tanaka (Shimadzu, Japan) ‘for the development of methods for
identification and structure analyses of biological macromolecules” wurde deshalb
kontrovers bewertet, wohingegen die Ehrungen der beiden anderen Preistrager (John B.
Fenn — Electrospray-lonisation und Kurt Withrich - BIO-NMR) auf ungeteilte Zustimmung
stie. [22]

+
44 ’e <M> 116500
<M> 58400

60000 80000 100000 120000

prz

Abbildung 1: MALDI Massenspektrum eines (-D-Galactosidase Derivates unter Verwendung von
Nikotinsdure als Matrix. [20]

Erste Applikationen zur Untersuchung von synthetischen Makromolekilen wurden schon
kurz nach der Einfiihrung dieser neuen Technik in die Laborpraxis vorgestellt. Eines der
ersten Beispiele war die Analyse von Polymethylmethacrylat (PMMA) und Polystyrol (PS)
mit Molmassen bis zu 70000 g mol” zu Beginn der 1990er Jahre. [23] Im Gegensatz zu

biologischen Polymeren weisen synthetische Polymere jedoch eine Eigenschaft auf, die
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ihre Untersuchung mittels MALDI erschwert — deren Polydispersitat. Dabei zeigte sich, dass
nur fir Polymere mit sehr geringen Polydispersitdten (PD <1,2) sinnvolle Massespektren
erhalten werden kdnnen. Breite Molmassenverteilungen fuhren zur Sattigung des Detektors
und damit zur Diskriminierung héherer Molmassen. [24-27] Die aufgenommenen Spektren
weisen sehr hohe Intensitdten bei kleinen Molmassen auf, die jedoch sehr schnell
exponentiell abfallen. Ungeachtet dieser Nachteile wird die MALDI-Massenspektrometrie
routinemafig zur Charakterisierung von Homo- und Copolymeren angewandt. [28-41] Der
Uberragende Vorteil dieser massenspektrometrischen Methode besteht darin, simultan
Informationen tber Endgruppen, Monomereinheiten, Kettenstrukturen (z. B. zyklische oder
lineare) und, bei einer Polydispersitat <1,2, auch zur Molmasse zur liefern. Dartber hinaus
ist MALDI, im Gegensatz zur Gelpermeationschromatographie (GPC), eine Absolutmethode
zur Molmassen-bestimmung und benétigt keine strukturspezifischen Standards zur
Kalibration. Es zeigte sich jedoch, dass selbst bei Polymeren mit enger
Molekulargewichtsverteilung die ermittelten Molmassen von den mit anderen Methoden
berechneten abweichen kénnen. [42-44]. Ein wesentlicher Grund dafiir beruht auf der

detektorspezifischen Diskriminierung héherer Massen (siehe 2.4.1).

Das Haupteinsatzgebiet der MALDI Massenspektrometrie liegt derzeit auf dem Gebiet
der Synthesekontrolle. Neue kontrolliert radikalische Polymerisationstechniken (CRP), wie
die Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP), die Reversible Addition—-Fragmentation
Chain Transfer (RAFT) oder Nitroxide-mediated Polymerization (NMP) sind in der Lage,
genau definierte Polymerstrukturen (Topologie und Endgruppen) zu erzeugen. [45-49] So
ist man mittels MALDI in der Lage, reaktive Zwischenprodukte (bspw. bei der RAFT
Polymerisation) zu detektieren und damit wesentliche Aussagen zum Verlauf der

Polymerisation zu geben. [41, 50]

MALDI wird ebenfalls zur Untersuchung des Polymerabbaus, hervorgerufen durch UV-
Strahlung, Radikale oder thermisch initiiert, eingesetzt. [51-53] Um den Abbau von
Polymeren zu verhindern/verzégern werden Additive (z. B. UV-Stabilisator) zugegeben, die
neben den eigentlichen Polymeren, ebenfalls mit MALDI detektiert werden kénnen. [54-57]
Detaillierte Beispiele zur Anwendung von MALDI auf dem Gebiet der synthetischen

Polymere kénnen insbesondere folgenden Reviews enthommen werden. [58-60]
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

2.2 Der Desorptions-/lonisationsprozess

Die Prozesse der Desorption und der sich anschlieBenden lonisation kann man als ko-
operativ bezeichnen. Beide erfolgen innerhalb weniger Nanosekunden und kénnen daher

nicht voneinander getrennt betrachtet werden.

Die Emission von Molekilen aus einer festen Probe wird als Desorption bezeichnet.
Im Falle von MALDI erfolgt die thermische Desorption durch Photonen. Streng genommen
handelt es sich um eine thermische Ablation, da neben einzelnen Molekilen auch Cluster
(Matrix bzw. Matrix/Analyt - Cluster) emittiert werden. Der eigentliche Prozess der lonisation
ist bis jetzt noch nicht komplett verstanden. Derzeit werden zwei unterschiedliche
Mechanismen diskutiert. Diese werden als das ,Energy-Pooling” bzw. das ,Lucky Survivor*
Modell bezeichnet [61, 62]. Diese Theorien wurden erst kirzlich in einem Modell vereinigt.
[63]

Beide Prozesse finden in einer sogenannten Quelle meist in einem Vakuum von
1010 mBar statt. Dariiber hinaus gibt es aber die Méglichkeit bei etwas héheren
Drucken (10°-10° mbar) und bei Atmospharendruck (AP-MALDI) zu arbeiten. Die
Uberwiegende Zahl der MALDI Instrumente, die mit einem Flugzeit (TOF) Analysator (siehe
2.3.1) gekoppelt sind, arbeiten unter Hochvakuum, wéahrend MALDI-quadrupol-TOF
Instrumente (siehe 2.3.2) bei geringerem Vakuum arbeiten. AP-MALDI wird meist in
Kombination mit einer Orbitrap (siehe 2.3.3), aber auch bei der Kopplung mit der
Flussigchromatographie (LC) mit einem TOF Instrument anwendet. [64, 65] Eine zentrale
Rolle im MALDI-Prozess kommt der Matrix zu. Diese erméglichte tGberhaupt erst die sanfte
lonisation und erdffnete den groflen Massenbereich. Daher soll diese im Folgenden
detaillierter betrachtet werden. Dem schliefit sich eine ausfiihrlichere Diskussion der

Desorption/lonisierung an.

2.2.1 Rolle der Matrix

Eine geeignete Matrix sollte neben der Fahigkeit, zur Absorption der Bestrahlungsstérke
auch einen niedrigen Dampfdruck aufweisen. Ziel ist es, die Desorption von Matrix und
eingebetteten Analyten in méglichst kurzer Zeit zu erzielen (3-5 ns). Weitere Aufgaben der
Matrix bestehen darin, die Aggregatbildung der Analytmolekile zu verhindern und einen
~sanften“ Phasenilbergang + lonisierung des Analyten zu gewahrleisten. Daher handelt es

sich bei den meisten Matrizes um niedermolekulare (150—3009mol'1) aromatische
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Molekiile — typischerweise Isomere der Benzoe- und Zimtsaure. [66] Eine Auswahl haufig

verwendeter Matrizes ist in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Tabelle 1: Ubersicht géngiger Matrizes, deren Struktur und Abkiirzung

Name Abkiirzung Struktur
o]
a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure CHCA Y oH
HO I
N
o]
fnani -0 N"on
Sinapinsaure SA
HO
_0O
OH O OH
1,8,9-Trihydroxyanthracen Dithranol
o
2’-(4-Hydroxyphenylazo OH
(4-Hydroxyphenylazo) HABA @&N
benzoesaure N \©\
OH
O« OH
2,5-Dihydroxybenzoeséure DHB OH
HO
NC_CN
|
trans-2-[3-(4-tert-Butylphenyl)-2-
[3-( ylphenyl) bCTB |
methyl-2-propenyliden]malononitril
t-Bu
o]
all-trans-Retins&ure RA WOH

Fir eine optimale Desorption/lonisation ist die Eingliederung des Analyten in das
Matrixkristallgitter oder die Adsorption des Analyten an der Matrixoberflache essentiell. [67,

68] Durch den Vergleich zweier Probenpraparationsmethoden konnte gezeigt werden, dass
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die Kiristallinitdt und Bestrahlungsstarke korrelieren. [69] Je niedriger die Kristallinitat ist,
desto geringer ist auch die notwendige Bestrahlungsstérke. In diversen Untersuchungen
konnte nachgewiesen werden, dass eine geringere Bestrahlungsstérke zu einer weicheren
lonisierung fihrt und damit die Gefahr einer Fragmentierung verringert. [68, 70, 71] Um die
Anzahl amorpher Kristallstrukturen zu erhéhen, muss das Oberflachen/Volumen Verhaltnis
erhdht werden. Fehler in der Kristallstruktur kénnen dabei durch die Einlagerung von mit
Analyt geséttigtem Restlésemittel in Form von Mikroeinschlissen oder durch Anderungen
in der Kristalloberflache auftreten. Beispielsweise sind bei der Einbindung von Cytochrom C
in 2,5-DHB neben ,perfekten® Kristalloberflichen auch Stufen in der Oberflache
beobachtbar. [69, 72] Die Einlagerung von Loésemittel konnte mit "H-NMR und Karl-Fischer-
Titration, die Anderung der Kristalloberflache mittels optischer Mikroskopie nachgewiesen
werden. [73, 74] Die defekte Kristallstruktur fihrt zu einer Minimierung der Gitterenergie,
wodurch die Freisetzung der Molekile aus dem Gitterverband in die Gasphase begunstigt
wird. Die in der Literatur beschriebene Korrelation der Kristallinitdt mit der Bestrahlungs-
starke widerspricht somit der bis dahin vermuteten These, dass eine Aufnahme des
Analyten in den Matrixkristall Voraussetzung fiir die lonisierung ist. [67, 69] Ein weiteres
Indiz dafur stellt die Matrix 2,6-Dihydroxybenzoesdure dar. Obwohl der Anteil der
Einlagerung von Cytochrom C bei diesem Isomer der Dihydroxybenzoes&ure sehr gering

ist, konnte trotzdem ein Spektrum aufgenommen werden.

2.2.2 Einfluss des Salzes

Im Gegensatz zu Biopolymeren, die auf Grund ihrer hohen Protonenaffinitdt und ihres
(meist) sauren Charakters (z. B. Aminosauren) hauptsachlich protoniert detektiert werden,
erfolgt die Adduktbildung bei synthetischen Polymeren (berwiegend mit Kationen.
Typischerweise sind es Alkalimetalle, da Elemente der ersten Hauptgruppe das geringste
lonisierungspotential aufweisen. Diese stammen meist von den verwendeten (Glas) Vials
oder von Verunreinigungen in den Chemikalien, kénnen aber auch gezielt zugegeben
werden. So kann die Zugabe eines Salzes das Signal/Rausch-Verhéltnis erhéhen, indem
die Signale, die durch Anlagerung anderer Kationen gebildet werden, unterdriickt werden.
Die Polaritdt des Analyten stellt dabei ein wichtiges Kriterium fir die Auswahl des
Kationisierungsreagenzes dar. Laut Llenes und O’Malley ist die Lewis Saure-Base Theorie
eine geeignete Auswahlhilfe. [75] Diese besagt, dass stabile S&ure-Base Paare durch
Kombination von harten S&uren mit harten Basen und vice versa geformt werden. Die
meisten neutralen Polymere kénnen als Base, welche ein Elektron mit einem Kation oder

einer Saure teilen, angesehen werden. Schwache Basen wie zum Beispiel Polystyrol
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werden leicht polarisiert und agieren als Elektronendonor. Fir die lonisierung wird somit
eine schwache Saure, die ebenfalls leicht zu polarisieren ist und freie Valenzelektronen
aufnehmen kann, benétigt. Im Gegensatz dazu benétigen starke Basen wie zum Beispiel
Polyethylenglykol (PEG) fur die lonisierung eine starke Saure, die eine groflie positive
Ladungsdichte und keine nicht-bindenden Elektronen in ihrer Valenzhiille aufweist. Dazu
eignen sich Alkalimetalle insbesondere Li*, Na* und K*. Dies hat zur Folge, dass Polymere
mit elektronegativen Elementen wie Sauerstoff und Stickstoff (z. B. PEG, PMMA, PA) am
besten mit Li* oder Na* ionisiert werden, wahrend unpolare Polymere mit Tr-Elektronen

(z. B. PS, PB) hingegen besser polarisierbare Kationen wie Ag” oder Cu® praferieren.

So ist es moglich, dass im lonisationsprozess ein Polymer mit unterschiedlichen
Endgruppen auch unterschiedliche Kationenaddukte generiert, was wiederum zu

unterschiedlichen Signalintensitaten fuhren kann. [28]

2.2.3 Die Desorption/lonisation
2231 Der Desorptionsprozess

Der Eintrag thermischer Energie durch die Laserphotonen bewirkt die Ausbildung der
sogenannten MALDI-Wolke (Plume), welche mit fortschreitender Zeitdauer expandiert.
Diese besteht zum GroRteil aus ungeladenen Analyt-, Matrix- und Aggregatmolekilen,
sowie aus einer Minderheit (10'4-10'3) geladener Teilchen. [76, 77] Neben Protonen und
Kationen (z. B. Na*) konnten dariiber hinaus auch Elektronen nachgewiesen werden. Nach
Abschluss der Desorption herrscht, in Abh&ngigkeit von der gewahlten Matrix und dem
verwendeten Laser (Wellenlange, Pulsdauer und Energie) eine hohe Teilchendichte und
ein Temperatur von ca. 1000 K vor. [78-80] Die Geschwindigkeit der Matrixionen bewegt
sich dabei zwischen 200 m/s und 1000 m/s und liegt somit im selben Bereich wie die der
ungeladenen Teilchen (600-800 m/s). [80-82] Die unterschiedlichen Geschwindigkeiten
und Richtungen filhren zu zahlreichen St6Ren, welche fir die sekundéare lonisation der

Analytmolekiile verantwortlich gemacht werden.

Neben UV Lasern kommen auch IR Laser (z. B. Er/'YAG A = 2,94 ym und CO, Laser
A =10,6 ym) zum Einsatz. Dabei erfolgt eine Anregung von —NH und —OH Schwingungen
der Matrix im Bereich von 3 ym und eine Anregung von —OH und —CH Schwingungen im
Bereich von 10 pym. IR Spektren diverser Matrixmolekile zeigten eine starke Absorption im

Bereich zwischen 3000 und 3500 cm™, was den -OH und —NH Streckschwingung
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zugeordnet werden kann. Mdégliche Matrizes sind neben den klassischen Substanzen wie
Sinapinsdure auch Glycerin und Wasser. [83] Da biologisches Gewebe normalerweise
Wasser enthdlt, ist somit eine Messung auch ohne zusétzliche Matrixzugabe mdglich.
Neben der lonisierung durch Anregung von Schwingungen und/oder Spallationsprozesse
wird ein, dem UV-MALDI &hnlichem Mechanismus vermutet. [84, 85] Spallationsprozesse
basieren auf einer schnellen Aufheizung durch den Laser und der dadurch entstehenden
Druckwelle, die sich in der Probe ausbreitet. Beim Auftreffen auf die Targetoberflache
entsteht dadurch eine Reflexions-Welle, welche die Probe aufbrechen und Material
freigeben kann. Es entstehen grol3e, kalte Cluster, welche nicht genug Energie fur eine
komplette Verdampfung besitzen. Ein Vorteil der IR-MALDI ist die weichere lonisierung und
somit die Ausbildung von weniger metastabilen lonenfragmenten. Dies flhrte dazu, dass
bereits Ende der 1990er Jahre intakte Proteine mit Molmassen Uber 500 kDa gemessen
werden konnten. [84, 85] Die Nachteile des IR Lasers liegen, im Vergleich zu einem UV-
Laser, in der langeren Pulsdauer (>100 ns) und in der gréReren Eindringtiefe in die Probe.
[84] Dies hat zur Folge, dass deutlich mehr Material (Matrix, Analyt) pro Puls desorbiert
wird. Fur die Akkumulation der Spektren ist daher ein haufigerer Positionswechsel nétig,

was die Reproduzierbarkeit beeintrachtigt.

Die meisten kommerziell erhéltlichen Gerate sind jedoch mit einem UV-Laser
ausgestattet. Wahrend anfangs typischerweise Nz Laser (A = 337 nm) mit Pulsfrequenzen
von maximal 20 Hz genutzt wurden, finden zunehmend frequenzverdreifachte Nd:YAG
Laser (A = 355 nm) Verwendung. Mit diesen kann eine weit h6here Schussfrequenz (bis zu
2 kHz) erzielt werden, die besonders bei zeitaufwendigen bildgebenden (Imaging)

Messungen zur Gewahrleistung realistischer Messzeiten erforderlich sind.

Der Einfluss der Laserpulsdauer auf die Signalintensitdten wurde an diversen
Proteinen (z. B. Insulin) untersucht. [86] Als Laser wurden ein N2-Laser (3 ns, 337 nm) und
ein Farbstofflaser (560 fs, wahlweise 496 nm oder 248 nm) verwendet. Eine wesentliche
Erkenntnis der durchgefiihrten Experimente war, dass die Dauer der Probenbestrahlung
einen eher sekundaren Einfluss hat. Einen weit grofieren Effekt hat die sogenannte
Bestrahlungsstérke, die im Gegensatz zur Laserpulsintensitdt (Pulsleistung pro
Bestrahlungsfldche) das Verhélinis von Pulsenergie pro Bestrahlungsflache darstellt. Es
konnte gezeigt werden, dass gerade im Zeitfenster von 3-5ns die hdchsten

Signalintensitaten erzielt werden. [87]
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2.23.2 Die lonisation

Das entscheidende Problem in der urspriinglich angenommenen Theorie der lonisation im
MALDI Prozess stellt die primdre lonisation dar. Wéhrend die Energie des emittierten
Photons eines Np-Lasers (A =337 nm) etwa 3,7 eV betrdgt, bendtigen die klassischen
Matrixsubstanzen ca. 8 eV um ionisiert zu werden. Die daflir notwendige Absorption
mehrerer Photonen stellt jedoch bei Pulsdauern im ns-Bereich einen unwahrscheinlichen
Prozess dar. Ein weiteres Indiz dafir ist, dass auch bei der Verwendung von
Femtosekunden-Lasern keine Anderung im lonisationsverhalten feststellbar war. [86-88]
Daher wurden Modelle entwickelt, von denen die zwei bekanntesten Vertreter nachfolgend
detaillierter beschrieben werden. Hierbei handelt es sich zum einen um das ,Energy-
Pooling* Modell, welches von einem Energieaustausch angeregter Matrixmolekile ausgeht,
sowie dem ,Lucky Survivor Modell, das auf der Annahme bereits vorliegender lonen

basiert.

2.2.3.21 Energy-Pooling Modell

Die Idee der lonisierung durch Ubertragung von angeregten Zustdnden stammt
urspringlich von Ehring und wurde von Knochenmuss erweitert. [89-91] Das Grundmodell
unterscheidet dabei zwischen primarer und sekundarer lonisation. Wahrend die erste
lonisation (der Matrix) nur wenige ns nach der Absorption des Laserpulses stattfindet,

werden in der MALDI Wolke im Zuge der zweiten lonisation die Analytmolekile protoniert.

| Primére lonisation

Die Differenz zwischen der Energie, die die Matrix durch Aufnahme eines Photons
(~3,7 eV) aufnehmen kann und der fur die eigentliche lonisierung notwendigen Energie von
ca. 8 eV, wird durch Ubertragung der Anregungsenergie ausgeglichen. Abbildung 2 (A)
zeigt die einzelnen Anregungszustdnde bis zum lon. Durch Absorption eines Photons
wechselt das Matrixmolekil von seinem Grundzustand Sy in den angeregten Zustand S..
Treffen nun zwei einfach angeregte Matrixmolekile aufeinander, Ubertragt ein Molekul
seine Anregungsenergie auf das Andere. Dies hat zur Folge, dass ein zweifachangeregtes
Matrixmolekil S; und ein Matrixmolekil im Grundzustand So entstehen (B). Sind angeregte
Molekiile nicht unmittelbar benachbart (im Kristallverbund), kann durch sogenanntes
~,Hopping“ eine Anregung durch den Kristallverbund ,wandern® (C). Dabei Ubertragt ein

angeregtes Matrixmolekil seine Anregungsenergie auf ein benachbartes Matrixmolekil im
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Grundzustand. Fir die lonisierung ist ein Pool von angeregten Matrixmolekilen notwendig.
Durch eine weitere Ubertragung der Anregungsenergie auf ein zweifach angeregtes

Matrixmolekil entsteht daraus ein Matrix-lon (D).

Energy-Pooling Modell - Anregungsibertragung:

M (So) + hv > M(S)

M(S1) + M(S1) = M (S2) + M (So)

M...... Matrix

So......Grundzustand

S;......einfach angeregter Zustand
So......zweifach angeregter Zustand
hv.....Energie Photon

(A) (B) (C) (D)

[ON — — —— — 9
S I— N S, i’ s et D i

ON ct— ——— — —

= =
e 1 o8 ___ &) e _ _ __

S —_— . S o

Anregungs- S1 +5, So+ S2 Hopping S1 + S2 Sn+ lon
zustande Pooling

Abbildung 2: Pooling Modell: (A) zeigt die Anregungszusténde des Matrixmolekiils — SO Grundzustand,
S1 einfach angeregter Zustand, S2 zweifach angeregter Zustand; (B) die Ubertragung der
Anregungsenergie — Poolingprozess; (C) das Hopping — Ubertragung der Anregungsenergie auf ein
benachbartes Molekdil; und (D) die lonisation der Matrix. [61]

Da sich die MALDI Wolke rasch ausdehnt, ist die primare lonisation durch Pooling nur

innerhalb der ersten ns nach Absorption des Laserpulses mdglich. Durch die Ausdehnung
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der Wolke vergréRert sich der Abstand zweier Molekiile soweit, dass eine Ubertragung der
Anregungsenergie nicht mehr mdéglich ist. Beweise fiir das Energy-Polling Modell wurden
von Knochenmuss (Beschreibung der Transferreaktionskinetik mit der Arrhenius Gleichung)
[90], Setz (Energietransport mit  Fluoreszenzmessungen) [92], Lidemann
(Photonenabsorbtion mit Laserinduzierter Fluoreszenzspektroskopie) [93] sowie Ehring und
Sundquist (Messung der Differenz zwischen der absorbierten und emittierten
Photonenenergie) [94, 95] geliefert.

1l Sekundare lonisation

Die Protonierung bzw. Kationenadduktbildung des Analyten durch die ionisierte Matrix
erfolgt in einer sekunddren lonisation. Der dazu notwendige Ladungstransfer findet
ausschlieBlich in der MALDI Wolke statt. [96] Dabei stammen die Protonen (H")
tblicherweise von der Matrix, welche meist eine organische Saure ist. Die Kationen (X")
hingegen sind meist auf Grund von Verunreinigungen bei der Matrixherstellung bzw. durch
geringfuigige Spuren von Natrium und Kalium aus den verwendeten Glasgeféfen enthalten,
kénnen aber, wie in 2.2.2 beschrieben, auch gezielt zugegeben werden. [97] Ein
Protonentransfer stellt, in Abhangigkeit der Protonenaffinitdt des Analyten, eine exotherme
Reaktion dar und wird durch StéRe induziert. Ublicherweise besitzen neutrale Aminos&uren
und Peptide einen Protonenaffinitdt >900 kJ/Mol [98-100] und Ubertreffen damit die
Protonenaffinitdt géngiger Matrizes (~850 kJ/Mol). [101-104] Laut Stevenson et al. ist die
Intensitat linear abhangig von der Protonenaffinitatsdifferenz zwischen Matrix und Analyt.
[96]

Sekundare lonisation:

(M+H)'+A > M+ (A+H)

M+X)"+A > M+ (A+X)

M.....Matrix
H*....Proton
A.....Analyt

X'...Kation (z. B. Na*, K*, Ag")
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Bei Verwendung von IR Lasern allerdings versagt das Pooling Modell. Die Energie des
Photons betrdgt in diesem Wellenlangenbereich etwa 0,4 eV und schlie3t somit eine
Photoionisation aus. Wie von verschiedenen Autoren gezeigt wurde, kann man jedoch
unabhéngig vom verwendeten Laser dhnliche MALDI Spektren erhalten. [85, 105, 106] Die
zur lonisation notwendige Energie kann durch andere Prozesse, wie bspw. Spallation

generiert werden.

2.2.3.2.2 Lucky Survivor Modell

Da das ,Energy-Pooling“ Modell u. a. Defizite bei der Beschreibung der lonisations-
prozesse durch einen IR-Laser aufwies, bestand die Notwendigkeit zur Entwicklung einer
alternativen Theorie. Anfang dieses Jahrtausends wurde von Karas et al. ein Modell
entwickelt, das als ,Lucky Survivor® bzw. Cluster Modell bezeichnet wurde. [62] Die
Kernaussage dieses Modells besteht darin, dass die Molekiile (z. B. Proteine) in L&sung
Ladungen besitzen, welche nach dem Mischen mit der Matrix nicht vollstédndig neutralisiert
werden. Diese Vermutung wurde unter Verwendung von pH Indikatormolekilen (z. B.
Methylorange, Methylrot, Thymolblau) mit unterschiedlichen Farbumschlagsbereichen und
Saure/Base-Eigenschaften untersucht. Dabei zeigte sich, dass diese Molekile weder ihre
Farbe noch ihren Ladungszustand nach Co-Kristallisation mit sauren, neutralen oder
basischen Matrizes anderten. [73] Auf Grund der offensichtlich bereits vorhandenen
Ladung(en) ist ein ,aktiver* lonisierungsschritt nicht notwendig. Die vorgeformten
Analytionen missen jedoch von ihren Gegenionen abgespalten bzw. diese neutralisiert
werden. Des Weiteren missen die mehrfachgeladenen Analytionen in einfach geladene
lonen, die normalerweise im MALDI-MS auch detektiert werden, umgewandelt werden.
[107] Dafiir ist die Ablation von Clustern, bestehend aus geladenen (z. B. H*, Na*, CI', M")
und ungeladenen (z. B. A, M) Molekilen/Teilchen notwendig. St6Re in der MALDI Wolke

verursachen den Zerfall dieser teils schwach gebundenen Cluster.

Entsprechend der Theorie kénnen diese in ein positiv und ein negativ geladenes
Cluster zerfallen, aus welchem dann wiederum einfachgeladene Analytionen entstehen.
[107] In Abbildung 3 ist der entsprechende Mechanismus fiir die Bildung einfach positiv
geladener Analytionen dargestellt. Im Wesentlichen sind dabei drei unterschiedliche Wege
vorstellbar [61]:
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS
| Intra-cluster Ladungstransfer:

Die Matrix transferiert das Proton zum Analyten. Ausschlaggebend dafir ist
die Differenz der Protonenaffinitdt zwischen dem Analyten und der Matrix.
Wahrend die meisten Matrizes sauer sind, besitzen Analyten oft eine

protonenaffine Gruppe (z. B. -NHy)
Il Ladungsausgleich:

Dieser findet zwischen mehrfachgeladenen Clustern statt.
Il Desolvatisierung:

Ungeladene Matrixmoleklle werden durch StéRe abgespalten. Dadurch
zerféllt das Cluster und es bleibt ein einfach protoniertes Analytmolekul tber.

Land et al. fanden heraus, dass es fir den Desolvatisierungsprozess sowohl einen
.weichen“ als auch einen ,harten“ Weg gibt. [108] Der ,weiche“ Weg ist durch die
Abspaltung neutraler Matrixmolekile ohne Ladungsénderung charakterisiert. Dabei
entstehen mehrfach geladene Analytionen. Im Gegensatz dazu werden bei der ,harten®
Desolvation auch geladene Matrixmolekille abgespalten und somit einfach geladene

Analytionen erzeugt.

Intra-cluster
A R charge transfer © > AH++x(m)
i . s A .-'.-"
 mH
) tralizati

A /M neutralizal %_1)9_
n @) hard
- 2 n+
R \‘) %‘ AH_ " +x(m)

—»  AH" +x(m)

AH" + y(m) + z(mH")

Ablation, Clusters in

expansion matrix gas Desolvation

Abbildung 3: Mechanismus der MALDI lonisation laut Cluster Modell. M = Matrix, A = Analyt,
R- = Gegenion. 3 Wege der AH+ Erzeugung: (1) intra-cluster Ladungstransfer, (2) Ladungsausgleich,

(3) Desolvatisierung. [61]
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

Unter der Annahme des Prinzips der Ladungstrennung ist die Rolle der Matrix auf die eines
Protonendonors und Photonenabsorbers beschrénkt, da eine aktive Beteiligung an der
lonisierung nicht mehr notwendig ist. Da prinzipiell viele Molekile diese Eigenschaften
aufweisen, als Matrixsubstanzen aber nicht verwendbar sind, missen somit weitere Effekte
eine Rolle spielen. Durch die Bildung von Clustern sinkt das lonisierungspotential, wodurch
weniger Energie aufgenommen werden muss. Im Unterschied zum ,Energy-Pooling“ Modell
findet die Photoionisation der gebildeten Cluster in der MALDI Wolke statt. Dieser Prozess
wurde von verschiedenen Gruppen untersucht und konnte dennoch bis jetzt noch nicht
abschlieRend aufgeklart werden. [109-113] Obwohl das ,Lucky Survivor Modell die
lonisierung durch IR-Laser erklaren kann, existieren andere Unklarheiten im Vergleich zum

Pooling Modell.

Im Jahr 2011 wurde von Jaskolla und Karas [63] ein Mechanismus vorgestellt, der
beide Modelle beriicksichtigt. Der Einfluss experimenteller Parameter, sowie die
Eigenschaften des Analyten und der Matrix sind verantwortlich fur das Verhaltnis der zwei
lonisierungsprozesse. Wahrend eine hohere Laserfluenz und niedrigere Protonenaffinitat
der Matrix die lonisierung nach dem ,Energy-Pooling“ Modell favorisiert, férdert eine
quantitativere Analytprotonierung in Lésung und intramolekulare lonenstabilisierung das
,Lucky Survivor® Modell. Daher wird dieses Model auch ,Unified MALDI Analyte Protonation

Mechanism® genannt.
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

2.3 Massenanalysatoren

In einem Massenanalysator werden die durch die Ilonisation entstanden lonen
entsprechend ihrer Masse (genauer Masse zu Ladungsverhaltnis m/z) getrennt. Wichtige
Merkmale eines Massenanalysators sind die Aufldsung, der Massenbereich (dynamischer
Bereich) und die Massengenauigkeit. Die Aufldsung bezeichnet die notwendige
Massendifferenz zwischen zwei lonen, um diese noch voneinander unterscheiden zu
kénnen. Meist wird jedoch das Aufldsungsvermégen angegeben. Dieses wird gemaf

Formel (1) berechnet.

R=t=_T )
Am FWHM
R Auflésungsvermogen
m Masse
Am Massendifferenz zwischen zwei Peaks
FWHM Halbwertsbreite (Full width at half maximum)

So kann man bei einem Auflésungsvermégen von 10000 die Masse 100,00 Da von 100,01
Da unterscheiden. Ein hohes Auflésungsvermégen ist vor allem fir die
Isotopenbestimmung notwendig. Der Massenbereich gibt die Spanne der analysierbaren
Massen wieder. Dabei ist die Signalintensitdt nur innerhalb des linear dynamischen
Bereiches proportional zu Konzentration. Die Massengenauigkeit gibt an mit welcher
Genauigkeit die Masse eines lons bestimmt werden kann. Typischerweise wird diese in
ppm (parts per million) angegeben.

231 Flugzeit (TOF) Massenanalysator

Der Flugzeit (engl. Time of Flight, TOF) Massenmassenanalysator wurde 1946 von
Stephens entwickelt und arbeitet in einem gepulsten Modus. [114] Dabei missen zu
diskreten Zeitpunkten lonen erzeugt werden (z. B. MALDI mit gepulstem Laser), welche
dann durch Anlegen einer Hochspannung beschleunigt werden. Da die Spannung konstant
gehalten wird, weisen alle lonen unabhangig von ihrer Masse die gleiche kinetische
Energie auf. Diese ist gemdR Formel (2) proportional zu Masse, weshalb sich die

Geschwindigkeit mit steigender Masse verringert. Auf Grund der unterschiedlichen
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

Geschwindigkeiten benétigen die lonen unterschiedlich lange, um den Flugweg
zurlckzulegen und werden dadurch entsprechend ihres Masse zu Ladungsverhéltnisses
getrennt (Abbildung 4). Die Verhaltnisse von Masse, Energie, Flugzeit und Geschwindigkeit
sind in Formel (2-5) dargestellit.

Der Vorteil eines Flugzeitmassenanalysators besteht in seinem einfachen Aufbau,
dem theoretisch unbegrenzten Massenbereich und der schnellen Messzeit. Darliber hinaus
wird bei jedem Laserpuls ein komplettes Massenspektrum aufgezeichnet. [115-117]

Beschleunigungs-

strecke Driftstrecke
g .
H ‘ ©e & H -
| PANFA
‘ \ Flugzeit m/z
Probenteller Detektor

Beschleunigungselektrode(n)

Abbildung 4: Das Prinzip eines MALDI-TOF-Massenspektrometers. [118]

N

Exin=z-¢U == (2)
2
Ekin Kinetische Energie des lons nach Verlassen der Quelle
z Anzahl der Ladungen
e Ladung
U Beschleunigungsspannung (~ 20 kV)
m Masse
v Geschwindigkeit
L
=— 3
V=2 (3)
L Lange des Flugrohrs
t Flugzeit
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

Durch Kombination von Formel (2) und (3) erhalt man eine direkte Beziehung zwischen der

Flugzeit und der Masse des lons (Formel (4) und (5)).

m

2 =20 ()2 (5)

zZ

Nach der Desorption weisen die lonen jedoch eine Geschwindigkeitsverteilung in der
MALDI Wolke auf. Diese fiihrt dazu, dass lonen mit gleichem m/z aber unterschiedlichen
Anfangsgeschwindigkeiten auch zeitlich versetzt detektiert werden und somit zur
Peakverbreiterung und damit zur Verringerung der Auflésung beitragen. Darlber hinaus
fihren Unterschiede in der Hohe der Probenoberfliche auch zu Unterschieden im
elektrischen Potential. Das ist besonders bedeutsam, da mittlerweile sehr grofe Targets
existieren, deren Planheit zwar nur um einige Mikrometer variiert, was jedoch bei der Kirze
der Flugzeit der lonen (wenige ps) zu deutlichen Fehlern fihren kann. Um diese
Verteilungen zu kompensieren wird die sogenannte Delayed Extraktion angewandt. [119-
121] Dabei wird das elektrische Feld wahrend und unmittelbar nach dem Laserpuls
ausgeschaltet (Delay Time). In dieser potentialfreien Zeit bewegen sich schnellere lonen
weiter zum Detektor als langsamere lonen und werden nach dem Wiederanlegen des
elektrischen Feldes weniger stark beschleunigt, da auf sie ein schwécheres elektrisches
Feld wirkt. Dies fuhrt zu einer Fokussierung gleicher lonen im Flugrohr und somit zu einer

Erhéhung der Aufldsung.

Eine weitere Méglichkeit zur Kompensierung der Anfangsgeschwindigkeits/-energie
Verteilung ist die Verwendung eines Reflektrons (Abbildung 5). [122] Dieses besteht aus
einer Serie von Ringelektroden, die durch Anlegen eines Spannungsgradienten die
ankommenden lonen bremst und durch Richtungsumkehr zum zweiten Detektor lenkt.
Dabei dringen hochenergetische lonen weiter ein und legen dadurch einen langeren Weg
zurlick, als niederenergetische lonen. Dies fuhrt zu einer Fokussierung von lonen mit

gleichem m/z Verhéltnis, aber unterschiedlichen Energien und erhéht dadurch die
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

Auflésung drastisch. Moderne TOF/TOF Gerate verwenden die Delayed Extraktion fur die
Verringerung der Geschwindigkeitsverteilung und das Reflektron zur Energie-

kompensation. [123]

Beschleunigungs-
strecke Driftstrecke
- b »

Detektor :i»[% ———g® _|| | il

Hteemem——— 711 |
7 E,<E |

|
Reflektor

Flugzeit m/z

Probenteller

Abbildung 5: Kombination aus einem Linearen- und Reflektron MALDI-TOF Massenspektrometer. [118]

Um einen Anayten vollstdndig zu charakterisieren, kann es sinnvoll sein,
Fragmentierungsanalytik zu betreiben. Anhand der erhaltenen Fragmentionen ist eine
Strukturaufklarung mdéglich. Dafir kann ein MALDI-TOF/TOF-MS verwendet werden. In
einem kommerziell erhaltlichen TOF/TOF Instrument wird ein kurzes lineares TOF axial mit
einem Reflektron TOF verbunden. Zwischen den beiden TOFs befindet sich noch der sog.
Timed lon Selector (TIS). Die Aufgabe des ersten TOFs ist es, die entstanden lonen zu
separieren. Die Isolation des Precursor lons erflogt in der TIS durch Einstellen der Delay
Time. Nur die Massen, die zu diesem Zeitpunkt (Startzeit: Beschleunigen der lonen) im TIS
sind, kénnen diesen auch passieren. Ein Teil dieser lonen fragmentiert anschlieRend in
einer Kollisionszelle (z. B. Collision Induced Dissociation) oder auf Grund eines bereits
vorhandenen Energieliberschusses (Post Source Decay) (siehe auch 2.6). Diese lonen
werden dann wieder beschleunigt, im zweiten TOF getrennt und detektiert. [124-126]
MALDI-TOF/TOF-MS  wurde unter anderem fur die Charakterisierung von
Polyethylenglykol, Polyester und Polystyrol verwendet. [127-129]

2.3.2 Quadrupol-Flugzeit-Analysatoren (Q-TOF)

Das Q-TOF gehoért zu den sogenannten Hybriden Massenanalysatoren, da es
verschiedene Systeme miteinander kombiniert. Der typische Aufbau ist in Abbildung 6
dargestellt. Die Aufgabe des ersten Quadrupols (Q+) ist die Fokussierung der lonen damit
sie in einer definierten Flugbahn den zweiten Quadrupol erreichen (Q2). Dieser arbeitet als

Massenfilter und kann entweder eine Vielzahl von unterschiedlichen lonen passieren
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

lassen, oder, fir Fragmentierungsuntersuchungen, zur Selektion bestimmter lonen
(Precursor lon Selection) verwendet werden. Im dritten Quadrupol (Qs) kénnen diese lonen
durch Kollisionen fragmentiert und die Fragmente in einem orthogonalen TOF analysiert
oder durch lon Cooling (siehe 2.6) fokussiert werden. Der Vorteil eines Q-TOFs liegt in der
einfachen und flexiblen Anwendung und der hohen Auflésung (>10%) auf Grund der
zusétzlichen Fokussierung durch den Quadrupol. Auflerdem ist eine schnelle MS/MS
Analyse mit einer hohen Sensitivitdt mdglich. [130, 131]
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Abbildung 6: Aufbau eines Q-TOF Massenspektrometer. Quelle: MALDI; Q1 Fokussierung; Q2
Massenfilter; Q3 Kollisionszelle; orthogonaler TOF Analysator; Detektor [132]

2.3.3 lonenfallen (lon Trap)

Eine Méglichkeit die Nachweisgrenze von Analyten zu erhdhen ist die lonenanreicherung in
einer lonenfalle. Im einfachsten Fall wird dazu ein oszillierendes Quadrupol-Feld
verwendet. Eine solche lonenfalle besteht aus einer zentralen Ringelektrode und
Elektrodenkappen an der Ober- und Unterseite (Abbildung 7). Um lonen injizieren und
extrahieren zu kénnen, befinden sich an den Kappen zentrische Offnungen. Da die
Geschwindigkeit der lonen fiir das Einfangen jedoch zu hoch ist, wird diese durch Kollision
mit Heliumatomen reduziert (siehe lon Cooling, 2.6). Durch Anlegen von Wechselfeldern,

die im zeitlichen Mittel auf den Mittelpunkt der lon Trap gerichtet sind, lassen sich lonen
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

einer Masse oder eines Massenbereichs einfangen und anreichern. Dadurch kann bei

Extraktion einzelner m/z eine massenaufgetrennte Analyse erfolgen. [133]

gquadrupolare dipolare
Hochfrequenz Hochfrequenz
W/ M AN
/ He-Gas
Eintritts- ‘ End-
kappe 0 kappe
lonenwolke
JI Hngelek%
= NV

Abbildung 7: Prinzipieller Aufbau einer lonenfalle [134]

Ein relativ neuer Massenanalysator, der zur Gruppe der lonenfallen gehért, ist der von
Makarov entwickelte Orbitrap-Analysator. [135, 136] Der Kern der Quelle besteht aus einer
zentralen spindelférmigen Elektrode, welche koaxial von einem spezialgeformten Zylinder
(Gegenelektrode) umgeben ist. Ein Gleichspannungsfeld wird durch Anlegen einer
Spannung (einige kV) errichtet. Die lonen werden dann tangential zwischen den Elektroden
eingeschleust (Abbildung 8 — roter Pfeil). Diese rotieren auf Grund der elektrostatischen
Anziehung entlang einer Umlaufbahn (Orbit) um die innere Elektrode. Die dezentrale
Einspeisung bewirkt auflerdem eine harmonische Schwingung entlang der inneren
Elektrode (z-Achse). Die Frequenz dieser Schwingung wird aufgezeichnet, verstérkt und mit
Hilfe der Fourier Transformation in m/z Signale umgewandelt. Die Vorteile der Orbitrap
liegen in der sehr hohen Massengenauigkeit und Aufldsung sowie dem breiten
dynamischen Bereich. Die Auflésung hangt dabei stark von der Messzeit ab. Dafir ist ein
sehr gutes Vakuum erforderlich. [135-138]
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Abbildung 8: Orbitrap Massenanalysator. Der rote Pfeil zeigt die Einschleusung der lonen sowie deren
Bewegung in der Trap. [137]

Auch der Fourier-Transformations-lonen-Zyklotron-Resonanz (FT-ICR) Massenanalysator
basiert auf dem Einfangen von lonen auf einer Kreisbahn. Im Unterschied zur Orbitrap wird
zum Einfangen jedoch ein starkes homogenes magnetisches Feld, welches mit
supraleitenden Magneten erzeugt wird, verwendet. Durch Anlegen von Wechselfeldern
(Abbildung 9) werden lonen, deren Resonanzfrequenz mit der des Wechselfeldes
Ubereinstimmen, angeregt, wodurch sich ihre Kreisbahn vergréRert. Nach Abschalten des
Wechselfeldes verbleiben die lonen auf der erweiterten Kreisbahn und induzieren bei
Vorbeiflug an den Detektorplatten ein Potential. Die Summe der induzierten
Wechselfrequenzen der lonen ergeben das Interferogramm, welches durch Fourier
Transformation in ein Massenspektrum umgewandelt wird. Da die Massenauflésung direkt
von der Frequenzaufldsung abhéangig ist, fihrt eine l&dngere Beobachtungszeit zu einer
héheren Aufldsung. Der FT-ICR zeichnet sich des Weiteren durch eine extrem hohe
Massengenauigkeit sowie der Unterscheidbarkeit von Isobaren aus. [139, 140] Nachteile
des FT-ICR sind vor allem der begrenzte Massenbereich (im Vergleich mit TOF), das
bendtigte Hochvakuum (<10'9 mbar) und die GroRe des Gerates. Aulerdem ist es, auf

Grund der supraleitenden Magnete, sehr schwer und teuer.

Excitation Detection

L ———
BT —

Abbildung 9: Funktionsprinzip des FT-ICR [141]
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24 Detektoren

Die Aufgabe eines Detektors ist es die ankommenden lonen in ein Signal umzuwandeln.
Dabei erfolgt eine Auswertung durch Messen der Stromstarke. Wichtige Parameter fir
einen Detektor sind die Responsezeit, die Totzeit, der dynamische Bereich, das
Sattigungsverhalten und die Empfindlichkeit. Die Responsezeit ist die Zeit, die ein Detektor
fur die Verstédrkung braucht um von dem Anfangswert (z. B. Auftreffen des lons) zu einem
bestimmten Prozentsatz des Endwertes (z. B. 99%) zu kommen. Als Totzeit wird die Zeit,
die ein Detektor bendétigt um nach einem erfolgten Detektionsvorgang erneut einsatzbereit
zu sein, bezeichnet. Der dynamische Bereich ist jener, der vom gréRtmdglichen und
kleinstméglichen noch zu detektierenden Signal eingeschlossen wird. Die Sattigung
bezeichnet einen Zustand des Detektors bei dem dieser keine zusétzlichen lonen mehr
detektieren kann, auch wenn diese weiterhin am Detektor eintreffen. Die Empfindlichkeit
ergibt sich aus dem Quotienten aus den tatsachlich detektierten und insgesamt

angekommenen lonen.

241 Mikrokanalplatten-Detektor (MCP)

Der Mikrokanalplatten-Detektor (engl. Micro Channel Plate - MCP) basiert auf dem Prinzip
des Sekundérelektronenvervielfachers zum Umwandeln von lonen in Elektronen. Dabei
werden 10* bis 10" Kanale in einem Array mit einem Abstand von etwa 10 ym angeordnet
(Abbildung 10 (a)). Der Durchmesser eines Kanals betragt etwa 20 um bei einer Lénge bis

zu 1 mm.

Das Funktionsprinzip des Detektors ist in Abbildung 10 (b) dargestellt. Das Auftreffen
eines lons |6st Elektronen aus der, aus einem Halbleitermaterial bestehenden, Wand des
Kanals. Durch das Anlegen einer Spannung entlang des Kanals werden diese Elektronen
beschleunigt. Kollisionen mit der Wand setzen immer mehr Elektronen frei, was zur
Verstarkung des Signals fuhrt. Zum Auslésen dieser Verstarkungskaskade ist jedoch eine
relativ hohe Geschwindigkeit des eintreffenden lons erforderlich. Da bei Verwendung eines
TOF Analysator alle lonen eine konstante kinetische Energie erhalten, ist deren
Geschwindigkeit umgekehrt proportional zu der Masse (Formel (2)). Das hat zur Folge,
dass die Sensitivitdt des Detektors mit steigender Molmasse abnimmt. Ein weiterer Nachteil
dieses Detektors ist die Detektorsattigung. Dabei fiihrt das Auftreffen kleiner schneller
lonen zu einer Uberlastung eines Kanals wahrend der Signalverstarkung. In der Zeit, die
der Kanal benétigt die erzeugte Ladung abflieBen zu lassen, ist er quasi blind fur weitere

lonen. Dies stellt eine der Hauptursachen dafiir dar, dass lediglich von synthetischen
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Polymeren mit Polydispersitdten von maximal 1,2 realistische Molmassenverteilungen

erhalten werden kénnen. [142, 143]
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Abbildung 10: (a) Schnitt durch einen Mikrokanalplatten-Detektor. (b) Funktionsprinzip des
Mikrokanalplatten-Detektors innerhalb eines Kanals. [142, 144]

2.4.2 lonen Konvertierungsdynodendetektor (ICD)

Bei einem lonen Konvertierungsdynodendetektor (engl. lon Conversion Dynode - ICD)
treffen die ankommenden lonen auf eine Konvertierungdynode auf, an der eine
Hochspannung anliegt. Dadurch werden die auftreffenden lonen (primére lonen) in
sekundare lonen umgewandelt. Diese werden dann nochmals durch ein angelegtes
Potential (HV1 — HV2) beschleunigt und treffen dann auf eine sekundare Dynode auf.
Dabei werden sie in Elektronen umgewandelt, welche anschlieRend verstarkt werden.
Durch die héhere Geschwindigkeit der sekundéren lonen erhdht sich die Sensitivitdt des
Detektors. Die Funktionsweise ist in Abbildung 11 dargestellt. Der ICD Detektor hat im
Vergleich zum MCP ein hoéheres Séattigungslevel und, speziell im Bereich grof3er
Molmassen, eine hohere Empfindlichkeit. Im kleinen Massenbereich hat er dagegen
Nachteile in der Auflésung. [144, 145]
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Abbildung 11: Funktionsprinzip des lonen Konvertierungsdynoden Detektors. [145]
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243 Kryodetektor — Supraleitender Tunneliibergangsdetektor (STJ)

Der supraleitende Tunneliibergangsdetektor (engl. Superconducting Tunnel Junction - STJ)
misst die kinetische Energie der eingehenden lonen. Das Funktionsprinzip ist in Abbildung
12 dargestellt. Durch Kihlen des Detektors wird ein supraleitender Zustand erreicht in dem
sich Elektronen in der Niobium Schicht zu sogenannten Cooper-Paaren zusammen-
schlieBen. Durch Auftreffen von lonen (auch Partikel) werden Phonon (Quasiteilchen) —
Gitterschwingungen generiert, welche die Cooper-Paare in freie Elektronen teilen. Diese
kénnen dann durch die diinne Oxidschicht ,tunneln“ und werden als Uberstrom detektiert.
Die Stromstarke ist dabei direkt proportional zur kinetischen Energie, die beim Aufprall
Ubertragen wurde. Nach dem ,tunneln” werden die Cooper-Paare wiederhergestellt und der
Uberstrom hért auf zu flieRen. Da jeder Aufprall einen Energietransfer mit sich bringt gibt es
keinerlei Detektorverluste. Dartiber hinaus wird der Geschwindigkeitsnachteil groRRer lonen
wettgemacht und damit eine héhere Sensitivitdt im hohen Molmassenbereich erreicht. Der
héhere Sattigungslevel ist fiur die Analyse von komplexen Mischungen vorteilhaft. [146]
Nachteile des Detektors sind der hohe Anschaffungspreis, die notwendige Kihlung sowie
die geringere Responsezeit, die zu einer niedrigen Auflésung fir kleine m/z fiihrt. [143, 146]

supraleitende Schicht
Oxidschicht

supraleitende Schicht

Einkommende Austritt

Uberstrom

lonen

kinetische Energie teilt
die Cooper-Paare

Abbildung 12: Funktionsweise des supraleitendenTunneliibergangsdetektors. [144]
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2.5 Probenpraparation

Die Probenprdparation stellt einen wichtigen Schritt in der MALDI Analyse dar. Sie
entscheidet wesentlich Uber die Qualitéat der Spektren. [147] Verschiedene Parameter, wie
z. B. das Matrix-Analyt Verhaltnis, die Matrixkristallinitdt, Analytkonzentration und die
Eigenschaften der Kationen (z. B. lonenradius, Polarisierbarkeit) sowie des Ldsemittels
(z. B. Polaritét, Loslichkeit der Molekile) haben einen erheblichen Einfluss auf die
lonisierung und somit auf die Intensitat und Qualitat der Spekiren. [91, 148-159] So zeigt
zum Beispiel eine Erhéhung der Analytkonzentration (Oligolysinpeptide) eine Verschiebung
des Peakmaximums zu hdheren Massen. [160] Verwendet man ein Césiumsalz anstatt
eines Natrium- oder Kaliumsalzes, kann eine derartige Verschiebung auch bei PMMA
beobachtet werden. [159] Der Einsatz von L&semittelgemischen kann auch in einer
Massendiskriminierung und Verschiebung des Peakmaximums resultieren. So zeigt z. B.
die Zugabe von 1% Wasser in MeOH (v/v) eine Verschiebung des Peakmaximas um
600 Da (PMMA,; MW=4100gmoI'1). [150] Versuche mit diversen L&semitteln bzw.
Lésemittelgemischen sowie PS und PMMA zeigten, dass die Reproduzierbarkeit und
Spektrenqualitat stark von dem verwendeten Lésemittel abhangen. Dabei zeigte sich, dass
je schlechter ein Polymer in einem Losemittel/Ldsemittelgemisch I6slich war, desto geringer

war auch die Qualitdt und Reproduzierbarkeit der Spektren. [158]

Prinzipiell kann man zwischen I|6semittelfreien und auf Losemittel basierenden
Probenpraparationsmethoden  unterschieden. Die am  haufigsten  verwendeten
I6semittelbasierenden Methoden sind die sogenannte Tropfen Methode (Dried Droplet) und
die Schicht-Praparation (Sandwich; modifizierte Dried Droplet). Zu den haufig verwendeten
I6semittelfreien Methoden gehdren die Elektro-Spray- und die Pulver- Praparation (Mihle,
Morser). [18, 56, 117, 161-164] Diese werden im Detail in den nachfolgenden Unterkapiteln
beschrieben. Weitere Praparationstechniken sind die Matrixsublimation, Mikro-
dispensierung, Spincoating, Impulse driven droplet deposition, sowie die ,Seed Layer”
Praparation. [165-169].
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2.5.1 Losemittelbasierende Probenpraparationen
2511 Manuelle Praparation

Bei den I6semittelbasierenden Probenpréparationen wird die Matrix, der Analyt und (sofern
benétig) das Salz in einem geeigneten Losemittel gel6st und mittels Pipette auf das Target
aufgebracht. Dabei ist wichtig, dass die L&semittel &hnlich (z. B. Siedepunkt) und
untereinander mischbar sind. Werden die L&sungen miteinander vermischt und als
Mischung (ca. 1 pl) auf das Target aufgetragen, so spricht man von der pre-mixed Dried
Droplet Methode (Abbildung 13 (a)). Nach dem Verdampfen des L&semittels wird das
Target in das MALDI Massenspektrometer eingefiihrt.

Die Sandwich Methode ist eine modifizierten Form der Dried Droplet Methode. Im
Unterschied zu dieser erfolgt jedoch keine Mischung von Matrix und Analyt vor der
Auftragung. Diese erfolgt stattdessen schichtweise, wobei vor Aufbringen einer neuen
Schicht das L&semittel des vorangegangenen Tropfens verdunstet sein muss (Abbildung
13 (b)). Die Sandwich Probenpréparation ist speziell fur Analyt- und Matrixlésungen
geeignet deren Losemittel sich nicht mischen lassen.

Analyt + LSM Matrix + LSM Analyt + LSM Matrix + LSM

I Dried Droplet I I Sandwich I

“k " \’/ o

Abbildung 13: Schematische Darstellung der (a) Dried Droplet und (b) Sandwich Probenprédparation

251.2 Automatisches Spotting

Speziell in der Routineanalytik wird eine gro3e Anzahl an Proben gemessen. Um einen
Vergleich dieser zu gewahrleisten und um die Praparationszeit zu verklrzen, werden seit
einiger Zeit automatische Spotter eingesetzt. Fir die Auftragung einer Probe auf ein Target
gibt es dabei mehrere Mdglichkeiten. Beispielsweise kann das Spotting durch parallel
angeordnete Mikrokandle erfolgen. Dabei werden die Tropfen durch Kontakt mit dem
Target Ubertragen. Zur Steuerung der Kontaktaufnahme werden senkrecht bewegliche

Mikrokanéle verwendet, die automatisch gesteuert werden. [170] Eine weitere Option kleine
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Tropfen (ca. 3 pl) automatisiert aufzutragen, stellt ein gewdéhnlicher Inkjet Drucker dar. [171]
Dabei wird statt gewohnlicher Tinte das aufzutragende Gemisch eingefiillt. Wird der
Druckkopf Uber einem dreidimensional beweglichen Tisch aufgebaut, kann damit auch
Multi-Layer-Spotting betrieben werden. [172, 173]

Ein grofRer Nachteil der I6semittelbasierenden Probenpraparation ist die Ausbildung
von Eintrocknungsringen und einhergehend damit, eine haufig beobachtete Separation von
Matrix und Analyt wahrend des Verdampfens des Tropfens. Darliber hinaus wurde bei
synthetischen Polymeren auch eine massenspezifische Separation unterschiedlicher
Polymerhomologer beobachtet. Diese Separationseffekte wurden von verschiedenen
Autoren untersucht. Eine genaue Erklarung fehlt jedoch bislang. [174-177] Als mdgliche
Faktoren wurden das verwendete Ldsemittel, dessen Polaritat, die Loslichkeit sowie, im
Falle der synthetischen Polymere, deren Monomerstruktur und Molmasse vermutet. Laut
Deegan et al. sind die Kapillarkrafte fir dessen Entstehung verantwortlich. [175] Diese
entstehen auf Grund der ungleichen Verdampfung im Tropfen. Wie in Formel (6) gezeigt ist
die Verdampfungsgeschwindigkeit J von dem Kontaktwinkel 8. und der Position am Tropfen
abhangig. [175] Diese ist dabei am Rand des Tropfens deutlich héher und nimmt zur Mitte
hin ab. Wahrend des Verdampfens nimmt auch der Kontaktwinkel 6. stetig ab, wodurch
sich A 0,5 nahert (Formel (7)). Experimente von Deegan et al. konnten diese Theorie
bestatigen. [175] Um der Kontraktion des Tropfens entgegenzuwirken, fliet Lésemittel vom
Tropfeninneren zum Rand (v). Abbildung 14 zeigt die auftretenden Krafte und Flisse. Das
fuhrt ebenfalls zum Transport von geldsten oder dispergierten Molekillen an den Rand des
Tropfens. (Abbildung 15 (a))

J@) o< (R=1)7 (6)
J ortsabhdngige Verdampfungsgeschwindigkeit
R Tropfenradius
r Abstand von der Tropfenmitte
A siehe Formel (7)
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Abbildung 14: Fir den Kapillarfluss verantwortliche Gré3en. Ortsabhdngige Verdampfungs-
geschwindigkeit J, Tropfenradius R, Abstand von der Tropfenmitte r, H6he des Tropfens h und Fluss

vom Tropfen inneren zum Rand v. [175]

Als zusétzlich auftretende Kréfte in einem verdampfenden Tropfen missen die Marangoni
Konvektionen (Flow Loops) erwdhnt werden. Diese fiihren zu einer erneuten Vermischung
und wirken den durch Kapillarkrafte hervorgerufenen Transportprozessen entgegen. Wenn
der Tropfen verdampft, kihlt er sich an der Grenzflache ab. Dadurch entsteht ein
Temperaturgradient zwischen dem Inneren des Tropfens und seiner Oberflache. Geringe
Storeinflisse auf die Oberflachentemperatur verursachen Gradienten der Ober-
flachenspannung. Dadurch wird die Flissigkeit an der Grenzfldche nach innen, zu den
héheren Spannungen gezogen, wodurch ,warme“ Flissigkeit an die Grenzflache gelangt.
Dies fuhrt zu einem periodischen Fluss, der thermischen Marangoni Konvektion (Abbildung
15 (b)). [178] Zur Abschéatzung der Marangoni Strémung kann die Marangoni Zahl (Formel
(8)) berechnet werden. [179] Laut Bhardwaj et al. ist die Strébmungsrichtung von dem

Verhaltnis der thermischen Leitfahigkeit des Tropfens (k) und des Substrats (k2) abh&ngig.
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[174] Versuche mit Polystyrol, Wasser und einer Glasoberflache zeigten, bei einem groflen

Verhaltnis ka/ks die in Abbildung 15 (b) (rote Pfeile) dargestellte Stromungsrichtung.

M= dy AT -cL
@7 9T a7y

8)

Ma Marangoni Zahl

% Oberflachenspannung / N m’”

AT Temperaturdifferenz / K

cL Charakteristsche Ladnge / m

a Warmediffusionskoeffizient / m? s
n dynamische Viskositat / kg s'm’

Trotz der beschriebenen Nachteile ist die I6semittelbasierende Probenpréparation, auf
Grund der schnellen Préparationszeit und der insgesamt sehr einfachen Handhabung, die

am haufigsten verwendete Methode.

(a) Verdampfung

n - s "~ Kapillarkrafte
= VS

3 a ’

(b)

® e
O N o & Marangoni Strémungen
e e
Abbildung 15: Diskutierte Mechanismen die zu einer Separation/Segregation fiihren. (a) Kapillarkréfte,
(b) Marangoni Konvektion. [180]
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2.5.2 Losemittelfreie Probenpréaparation
2521 Elektrospray

Das Prinzip der Elektrospray Praparation ist von einer in der Massenspektrometrie
weitverbreiteten lonisationstechnik abgeleitet. Dieses basiert auf dem Transfer von lonen
aus einer LOsung in die Gasphase durch Desolvatisierung unter Verwendung einer
Hochspannung. Das Funktionsprinzip ist in Abbildung 16 dargestellt. Zwischen einer
leitfahigen Kapillare und der Gegenelektrode — dem MALDI Target — wird eine
Hochspannung angelegt. Aus der Kapillare wird kontinuierlich eine Analyt- und/oder
Matrixlésung verspriht. Die Oberflachenspannung flhrt zur Ausbildung eines sogenannten
Taylor-Konus, an dessen Spitze ein kontinuierlicher, wenige Mikrometer breiter
Flussigkeitsstrom austritt. Dieser wird auf dem Weg zur Gegenelektrode durch die
Verdampfung des L&semittels immer instabiler, wodurch sich immer kleinere geladene
Tropfen bilden. Unterschreitet das GroRe-zu-Ladungsverhéltnis der Tropfen die
Stabilitdtsgrenze (Rayleigh-Limit; Formel (9)) erfolgt durch die Abstolung der gleichen
Ladungen ein spontaner Zerfall in Mikro-Tropfchen (Coulomb-Explosion).

Q? = 64m?ey -y 13 9)
Q Ladung/C
€0 Dielektrizitatskonstante im Vakuum / C V' m™
v Oberflachenspannung / N m™
r Radius des Tropfen / m

In einem Vergleich der Elektrospray Probenpraparation mit anderen Spraymethoden konnte
an Hand von Rasterelektronenmikroskop (REM) Bildern gezeigt werden, dass neben
kleinen Kristallen (einige pm) auch eine relativ homogene Oberflache erzeugt wurde. [181]
Neben der Mdglichkeit zur Erzeugung von homogenen Matrix- und/oder Analytschichten
wird eine bessere Reproduzierbarkeit sowie héhere Empfindlichkeit im Vergleich zur Dried
Droplet Methode erzielt. [181, 182]
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des Elektrospray Prinzips. [183]

Eine der ersten Applikationen der Elektrospray Probenpraparation fir die MALDI Massen-
spektrometrie war die Analyse von zwei Peptiden mit dhnlicher Molmasse und Struktur.
Dabei war auf Grund der homogenen Verteilung eine quantitative Messung bei
Verwendung eines der Peptide als interner Standard méglich. [164] Mittlerweile gehort die
Elektrospray Probenpréparation trotz des héheren apparativen Aufwands zu den etablierten
Methoden der MALDI Probenpraparationen. [181, 182, 184-186]

2.5.2.2 Pulverpraparation

Da bestimmte Polymere (polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, PAK) nicht oder
nur sehr schwer I8slich sind, ist die I6semittelbasierende Probenpraparation nicht méglich.
Das gleiche gilt auch fur Systeme, wo sich Matrix und Analyt in untereinander nicht
mischbaren L&semitteln 16sen (z. B. Polyvinylpyrolidon und Dithranol). Diese Probleme

fuhrten zur Entwicklung I6semittelfreier Praparationstechniken.

Bei der haufig auch als Pulverpraparation bezeichneten Methode werden der Analyt,
die Matrix sowie (falls notwendig) das Salz ohne Zugabe von Lé&semittel intensiv im
entsprechenden Verhéltnis miteinander vermischt. Dazu kénnen z. B. Kugelmihlen sowie
Reibschalen/Mérser [54, 71, 161, 187-190] verwendet werden. Um reproduzierbare
Spektren mit gutem Signal/Rausch Verhaltnis zu erhalten, ist es notwendig, ein mdglichst
homogenes Pulver herzustellen. Das erhaltene Pulver kann dann entweder direkt auf das

Target gegeben werden (z. B. mit einem Spatel) oder, analog zur IR Spektroskopie, als
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Pressling geformt werden. In Versuchen mit PMMA und PS zeigte sich jedoch, dass
Presslinge der reinen Pulverauftragung hinsichtlich der Aufldsung unterlegen sind. [71] Im
Unterschied zu I6semittelbasierenden Probenpraparationen, bei denen Separations- und
Segregationseffekte wahrend des Verdampfens des L&semittels auftreten, ist die
homogene Verteilung der Molekile im Pulver vom Vermischen abhangig und kann somit
durch z. B. einen intensiveren oder langeren Mahlvorgang erhéht werden. Des Weiteren
kénnen keine Nebenreaktionen mit dem L&semittel oder dessen Verunreinigungen
erfolgen. Dadurch erhalt man neben einer héheren Spot-zu-Spot Reproduzierbarkeit eine

gleichbleibende bzw. leicht verbesserte Qualitat der Massenspektren. [71, 191]

Die Verwendung der Pulverpréparation ermdglichte erstmals die Analyse von PAKs
mit Dithranol als Matrix. [191] Auch Polyvinylpyrolidon, welches in (fir Matrizes geeigneten)
organischen Lésemitteln nur anquillt, konnte so mit Dithranol gemessen werden. [191] Mit
der Pulverpraparation konnten auch MALDI Massenspektren vom schwer 16slichen Pigment
Rot 144 aufgenommen werden. [71] Die hohe Reproduzierbarkeit der Spektren, basierend
auf der homogenen Probenspotoberflache, ermdglichte es u. a. quantitative Messungen
durchzufiihren. Dabei wird meist ein interner Standard, welcher dem Analyten in Masse und
lonisierungsverhalten &hneln sollte, zugegeben. Beispielsweise wurden quantitative
Analysen von schwer- und unléslichen PAKs (Standardadditionsverfahren) sowie von
Polymeradditiven direkt im Polymer mit dem internen Standard Meso-Tetraphenylporphyrin
durchgefihrt. [54, 192]

2.5.3 lonische Fliissigkeiten

lonische Flussigkeiten sind nichtbrennbare, nichtexplosive Salze die einen
vernachlassigbaren Dampfdruck aufweisen. Obwohl ihr Schmelzpunkt unter 100°C liegt,
sind sie meist bis zu 250°C stabil. Aufgrund ihrer hervorragenden Eigenschaften wurden sie
fur Extraktionen, organische Synthesen, enzymkatalysierte Reaktionen und als stationare
Phasen in der Gaschromatographie (GC) eingesetzt. [193-196] Die Verwendung von
ionischen Flussigkeiten als Matrizes fur MALDI wurde erstmals von Armstrong et al. im Jahr
2001 beschrieben. [197] Die Synthese erfolgt durch einfaches Mischen von aquimolaren
Mengen konventioneller Matrix (z. B. 2,5-Dihydroxy-benzoesédure; Sinapinsaure) mit einer
organischen Base (z. B. Triethylamin). Als Lésemittel werden Ublicherweise Methanol oder
Ethanol verwendet, die nach erfolgter Mischung entfernt werden (Rotationsverdampfer).
[195, 197, 198]
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Ein Vorteil ionischer Matrizes besteht, auf Grund des sehr niedrigen Dampfdrucks, in ihrer
héheren Vakuumstabilitdt und der dadurch langeren Verweilzeit in der Quelle [21, 197, 199,
200]. Die hohe Puls-zu-Puls Reproduzierbarkeit der Spektren kombiniert mit der
Méoglichkeit, denselben Spot mehrfach messen zu kénnen, stellen weitere Vorteile dar.
[197] So wurde beispielsweise ein Probenspot (Bradykinin, 1060,2 Da) in mehrere
Bereiche unterteilt und separat gemessen. Im Vergleich zu einer klassischen Dried Droplet
Methode betrug die Standardabweichung (der mittleren Spektrenintensitaten) nur ca. ein
Zehntel der normalerweise sehr hohen Standardabweichung von 150 %, was quantitative
Messungen ermdglicht. Erste Versuche mit synthetischen Polymeren wurden mit PEG
(Mw=2000g mol'1) unter Verwendung verschiedener ionischer Matrizes durchgefuhrt. Mit
aprotischen ionischen Flussigkeiten konnte kein signifikantes Massenspektrum
aufgenommen werden. Bei Verwendung protischer ionischer Flissigkeit wurden dagegen
Spektren aus Na-Addukt Signalen erhalten. [197]

2.5.4 Andere Priaparationstechniken

Neben den zuvor beschriebenen Praparationstechniken gibt es dariiber hinaus weitere, die
meist gleichzeitig zum Transfer des Analyten aus einer anderen analytischen Technik in
das MALDI Massenspektrometer dienen. So kann zum Beispiel mit der sogenannten
~Impulse-Driven-Droplet-Deposition“ die Flussigchromatographie mit der MALDI-MS
gekoppelt werden. [169] Die Auftragung der Probe auf das Target erfolgt mit einer Spule,
an welcher eine gepulste Spannung anliegt. Dadurch wird der hdngende Tropfen der LC
Kapillare mittels Impulsiibertragung auf das Target transferiert ohne dass die Kapillare
dieses berthrt. Fir die Online-Kopplung der Kapillarelektrophorese mit MALDI-MS kann ein
Vakuumauftrage-Interface verwendet werden. [201] Dabei wird das Analyt/Matrix-Gemisch
kontinuierlich auf einem, in Vakuum befindlichen, Band aufgetragen. Von diesem wird dann
durch Laserbeschuss die Probe desorbiert und gemessen. Zum Herstellen homogener
Oberflachen eignet sich auch das sog. Spincoating. [167] Dabei werden Tropfen in die Mitte
eines rotierenden Targets aufgetragen. Durch die schnelle Rotation wird ein gleichmaRiger

Film erzeugt und tberschissiges Material weggeschleudert.

36 BAM-Dissertationsreihe



2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

2.6 Fragmentierungstechniken

Ein wesentlicher Vorteil der MALDI Methode besteht darin, intakte und meist einfach
geladene lonen zu erzeugen. Dagegen flhrt die unbeabsichtigte Fragmentierung beim
Laserbeschuss (In-Source Decay - ISD) oder im TOF Analysator (Post Source Decay -
PSD) zu einer substantiellen Verringerung der Spektrenqualitat, im Wesentlichen durch
eine Abnahme der Auflésung und einer Reduktion der Signalintensitat. [202] Andererseits
bietet die gezielte Fragmentierung (z.B. Collision Induced Dissociation - CID) eine

zusatzliche Mdéglichkeit, Strukturinformationen zu erhalten.

Vor der Einfuhrung von TOF/TOF Instrumenten stellte die Post-Source
Fragmentierung eine der wenigen Md&glichkeiten dar, Uberhaupt Fragmentierungsanalytik
zu betreiben. [203-205] Als PSD wird die Fragmentierung von metastabilen Molekdlen in
der Driftstrecke bezeichnet. Die Fragmentierung erfolgt dabei durch eine hohe innere
Energie (z.B. durch Laser, Protonentransferreaktion), welche mindestens der
Bindungsdissoziationsenergie entsprechen muss. Die verwendete Matrix kann ebenfalls
Einfluss auf die Fragmentierung haben. Diese werden, entsprechend ihrer Anfangs-
geschwindigkeiten, in ,harte* und ,weiche” Matrizes unterteilt. ,Hartere* Matrizes haben

eine geringere Anfangsgeschwindigkeit und fiihren zu stérkeren Fragmentierungen. [80]

Mitte der 90iger Jahre wurde ein neuer Fragmentierungsmechanismus beschrieben,
der in den ersten 100 ns nach der Bildung der lonen erfolgt. Dieser wurde In-Source Decay
- ISD bezeichnet. [206, 207] Der Nachweis von positiven als auch negativen lonen, Iasst
darauf schlielen, dass Protonentransfer hierbei keine Rolle spielt. [208] Laut K&cher et al.
sind in diesem Fall hauptsédchlich Wasserstoffradikale fiur die Fragmentierung
verantwortlich. [209] Im Vergleich zum PSD fiihrt die ISD zu Bildung von komplexeren
Fragmentionen-Serien, die auf Grund der geringen Signalintensitat im Allgemeinen nicht
zur Strukturaufklarung verwendet werden kénnen. Ein weiteres Problem besteht darin, die
erzeugten Fragmentionen einem Precursorion zuordnen zu kénnen. Kombiniert man jedoch
den ISD Prozess mit weiteren Fragmentierungsschritten (z. B. CID) in einer sogenannten
MS" Analyse, kénnen wertvolle Informationen erhalten werden. [210] Bei der CID werden
die Analytionen durch ZusammenstoRe mit neutralen Molekilen (meist Edelgasen)
fragmentiert. Dies erfolgt in einer sogenannten CID Zelle, die bei einem héheren Druck
(10'5-10'6 mbar) arbeitet. Zur eigentlichen Fragmentierung werden sogenannte Precursor
lonen durch ein elektrisches Feld (z. B. Lift Einheit des verwendeten Bruker Instruments)
selektiert. [211] Die daraus durch St6Re erzeugten Fragmentionen werden in einer sich

anschlielBenden zweiten TOF Einheit erneut beschleunigt und im Detektor nachgewiesen.
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CID stellt eine der am haufigsten genutzten Methoden zur Strukturaufklarung sowohl von

Biopolymeren und zunehmend auch von synthetischen Makromolekilen dar. [212-217]

Weitere Fragmentierungsmethoden, wie die Elektronentransferdissoziation (Electron
Transfer Dissoziation — ETD bzw. Electron Capture Dissociation — ECD) werden erst seit
ca. 10 Jahren gezielt zur Fragmentierung von Biopolymeren verwendet. Diese bieten den
Vorteil, gezielt Modifikationen (z. B. Phosphorylierungs- und Glycosylierungsstellen) in
Proteinen nachzuweisen, die mittels CID nicht nachweisbar wéren. [218] Fir die

Untersuchung synthetischer Polymere spielen sie jedoch keine Rolle.

Eine Fragmentierung von Analytionen (z. B. in der Quelle, im Analysator) kann durch
sogenanntes ,Energy bzw lon Cooling® verhindert werden. Dazu wird ein Buffergas (meist
Helium) in das Vakuum geleitet und so ein Druck von etwa 10“-10° mbar eingestellt.
Treffen ein Analytion und ein neutrales Gasmolekil aufeinander wird durch
Energielibertragung die kinetische Energie des Analytions verringert und es ,kuhit* sich ab.
Kollisionen erfolgen dabei sowohl in radialer, als auch in axialer Richtung, weshalb ein
Quadrupol zum Fokussieren eines lonenstrahls vorteilhaft ist. Verwendet werden deshalb
orthogonal-QTOF Instrumente, da hierbei die lonen in einem Winkel von 90° in das TOF
eintreten. Dadurch werden die lonen zeitgleich beschleunigt womit sich die Auflésung
verbessert. Des Weiteren erhéht der kleinere Strahldurchmesser die Sensitivitat des TOFs.
[132, 219, 220]
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2.7 MALDI-Imaging MS

MALDI-MS Imaging (MALDI-MSI) wurde erstmals von Caprioli et al. im Jahre 1997
beschrieben. [221] Mit Hilfe dieser Technik kann man die lokale Konzentration von
Proteinen, Peptiden, Lipiden und Metaboliten in biologischen Gewebeproben bestimmen.
Dazu werden Spektren eines zuvor definierten Bereiches in Form eines Rasters
aufgenommen. Die Auswertung dieser Spektren resultiert meist in zweidimensionalen
Darstellungen, die positionskorrelierte lonenkonzentrationen wiedergeben (Abbildung 17).
[222] Die erzielbare Auflésung wird durch den Durchmesser des Laserspots limitiert. Ist die
RastergroRe kleiner als der Laserspotdurchmesser spricht man von Oversampling. Dadurch
erhoht sich die Auflésung, weil, abgesehen vom ersten Spot, bei allen weiteren Spots nur
noch eine sehr kleine Probenflaiche von Laser ablatiert wird. Allerdings ist dazu die
komplette Ablation des Materials an jeder Position notwendig. [223] Da in diesem Fall
insgesamt jedoch vergleichsweise wenig Material desorbiert/ablatiert wird, ist die
Spektrenqualitdt beim Oversampling deutlich geringer. Eine weitere Mdglichkeit, die
Aufldsung zu erhdhen, besteht darin, den Laser Uber geeignete Linsensysteme zu
fokussieren. Dies stellt jedoch eine grolRe apparative Herausforderung dar, da die
erforderlichen optischen Systeme in unmittelbare N&he der lonenquelle positioniert werden
missen. Haufig ergeben sich daraus Probleme mit der Homogenitdt des elektrischen
Feldes, was letztlich wiederum zu einer Peakverbreiterung beitrdgt. Durch Verwendung
einer bei Atmosphéarendruck (AP) arbeitenden MALDI-Quelle in Verbindung mit einem
Orbitrap Massenspektrometer konnte eine Aufldsung von 3 um erzielt werden. [64, 224]
Eine weitere Mdglichkeit bietet die Anordnung des Lasers hinter dem (transparenten)
Target. [225] Der kleine einstellbare Laserspotdurchmessers (lonenoptik direkt vor
Probenspot) erméglicht dadurch eine Ortsauflésung von 1-5 ym. Durch Zusammensetzen
mehrerer zweidimensionaler Bilder einzelner Mikrotomschnitte kann man auch

dreidimensionale Darstellungen erzeugen. [226-228]
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2 Theoretische Grundlagen der MALDI-TOF-MS

o 72 Spektren

8 x 9 Pixel 2 lonen 2D Plot

Abbildung 17: Prinzip des MALDI Imaging: Ein Laser scannt die Oberfldche einer Probe und nimmt
dabei von jedem Spot ein Massenspektrum auf. Die lokale Intensitat ausgewéhlter lonen wird dann in

eine Farbskala umgewandelt und dargestellt.

Wie in Abbildung 17 dargestellt, kann die Intensitdt von ausgewahlten lonen aus den
aufgenommenen Massenspektren farblich dargestellt werden. Darlber hinaus ist es
moglich, derartige lonenintensitatsplots von mehreren lonen zu Uberlagern und damit
Unterschiede in deren individuellen Verteilung festzustellen. Damit kann beispielsweise die
laterale Verteilung von Biomarker, Metaboliten und Wirkstoffen in Gewebe simultan
dargestellt werden. [229-231] Aber auch firr synthetische Polymere stellt MALDI-MSI eine
interessante Technik dar, mit der sich z. B. Segregationseffekte in Dried Droplet
Probenpraparationen, die Verteilung von Additiven oder der Abbau von Polymeren
bestimmen lassen. [180, 232-234]
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3 Experimentelles

3.1 Verwendete Chemikalien

Name * Hersteller Reinheit
ACN Sigma Aldrich p. A.
AgTFA Sigma Aldrich 98,5%
B11-150 Clariant -

CsCl Merck p. A.
DCTB Sigma Aldrich = 98%
Deionisiertes Wasser - -

DHB Sigma Aldrich =2 99%
Dithranol Sigma Aldrich = 98%
DMF Merck p. A.
Ethanol Sigma Aldrich p. A
KCI

KTFA Sigma Aldrich 98,5%
Methanol Sigma Aldrich p. A
NaTFA Sigma Aldrich 98,5%
n-Butylamin Acros Organics 99%
PE6100 BASF -
PE6400 BASF -

PEG Polymer Standards Service -
PMMA Polymer Standards Service -
Polystyrol Polymer Standards Service -

PPG Polymer Standards Service -

RbCl Merck p. A.
Sinapinsdure Sigma Aldrich p. A
THF Sigma Aldrich p. A.
Toluol Uvasol 2 99,9%
Triethylamin Acros Organics 99%

* siehe Abklrrzungsverzeichnis 6.1
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3.2 Verwendete Gerate

3.21 MALDI-TOF-MS

Gerat: Autoflex Ill smartbeam

Hersteller: Bruker Daltonik, Bremen

Laser: Nd:YAG (355 nm) / Repetitionrate: 200 Hz
Detektor: Linear und Reflektordetektor (MCP)
Target: MTP384 Edelstahl

Beschleunigungsspannung: 20 kV
Positiver Modus

Linear bzw. Reflektron

Imaging:

Spektrum eines Pixel: Je 5 Laserpulse von 100 verschiedenen Positionen im Umkreis
von 10 ym werden zu einem Spektrum akkumuliert

Rasterweite: 100-300 um (Abstand zwischen zwei Pixel)

Scanmodus: Line-by-line
Random
Every second spot-every second line

Steuerung:

FlexControl 1.4 (Bruker Daltonik)
Datenverarbeitung:

FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonik)
Fleximaging 4.0 (Bruker Daltonik)

3.2.2 FTIR Mikroskop

Gerat: Nicolet iN 10 MX
Hersteller: Thermo Fisher
Messmodus: Reflexion
Auflésung: 4 cm’”

42 BAM-Dissertationsreihe



3.23 NMR

Gerat: Avance 600
Hersteller: Bruker Biospin
Frequenz: 600 MHz

Messeinstellungen:
Spektrale Breite (Sweep width):

Akquisitionszeit (Acquistion time):

Anregungspulsbreite (1H excitation pulse width):

Wiederholzeit (Relaxation delay):

Anzahl der Scans (Number of scans):

3.24 Kontaktwinkelmessgerit

Gerét: OCA 20
Hersteller: Dataphysics

Messmethode: Sessile Drop

3.2.5 Fluoreszenzspektrometer

Gerét: Genepix 4300
Hersteller: Molecular Devices
Laser: 532 nm
PMT-Spannung: 550 V

Rel. Laserenergie: 15%

Rasterweite: 5um

3 Experimentelles

6614 Hz
99s

7,6 ps (90°)
20s

16
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3.3 Probenvorbereitung

3.3.1 Dried Droplet Probenpraparation

Die Matrix, der Analyt und das Salz (falls bendtigt) wurden in einem geeigneten Lésemittel
gelést. Die Konzentration lag dabei im Bereich von 1-10 mg ml”. Eine Ausnahme stellten

die in Kapitel 4.3.2 beschriebenen Matrixkonzentration dar, die bis zu 100 mg ml” betrugen.

Die einzelnen Ldésungen wurden dann in einem Verhaltnis von 10:1:1 bzw. 100:10:1
(Matrix:Analyt:Salz, v:v:v) in einem Eppendorf Vial gemischt. Die Auftragung auf das Target
erfolgte mit einer Pipette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Dabei wird ein Volumen
zwischen 0,5 und 2,0 ul auf das Target abgesetzt. Als Kationisierungs-reagenzien wurden,
in Abhéngigkeit vom zu untersuchenden Polymer, die Salze Kaliumtrifluoracetat (PEG,
PMMA, PS, PCL) und -chlorid (PEG), Natriumtrifluoracetat (PEG) sowie Silbertrifluoracetat
(PS) verwendet.

Fir die Untersuchung zur Losemittelverdampfung (Kapitel 4.1) wurde die in Abbildung
18 dargestellte, selbstgefertigte ,Klimakammer“ verwendet. Mit deren Hilfe war eine

Regulierung auf £1 K mdglich.

Bei Verwendung einer ionischen Matrix (Kapitel 4.3.3), wurden 10 pl der
synthetisierten ionischen Verbindung mit 10 yl Analytlésung (10 mg ml'1) vermischt. Bei

diesen Untersuchungen wurde kein zuséatzliches Kationisierungssalz verwendet.

Abbildung 18: Temperatur geregeltes Probenaufgabengefal3
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3.3.2 Sandwich Probenpraparation

Bei der Sandwich Methode wurde die Matrix, der Analyt und das Salz analog zu den bei der
Dried Droplet Methode verwendeten Konzentrationen gel6st. Anstelle einer Mischung
werden jedoch die Losungen einzeln aufgetragen, wobei die Auftragung der Matrix erst
nach vollstédndiger Trocknung der vorheriger aufgesetzten Analytlésung erfolgte. Das

Tropfenvolumen betrug wiederum jeweils 0,5-2 pl.

3.3.3 Elektrospray Probenpréaparation

Das Schema des verwendeten Gerétes - BAM ESAirD® - wurde in Abbildung 19 dargestellt.
Es besteht aus einem in x-y Richtung beweglichen und geerdeten Targethalter aus Teflon.
Zwischen diesem und der héhenverstellbaren Kapillare wird ein Feld durch Anlegen einer
Hochspannung von bis zu 6 kV erzeugt. Die Matrix wird durch eine Spritzenpumpe
(5 pl min™) dosiert. Uber das T-Stiick kann zusétzlich eine GPC oder HPLC angeschlossen
werden. Bei Bedarf kann die Verdampfung des L&semittels durch ein zusétzliches Gas

(z. B. N2), das bis auf 180°C erwarmt werden kann, verbessert werden.

GPCFHPLC .

= split flow
A 5-20 wl min?

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Elektrospray Probenprédparation mit dem BAM ESAirD®.
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3.3.4 Probenpréaparation mit ionischen Fliissigkeiten

Die ionischen Flussigkeiten wurden nach dem Verfahren von Armstrong et al. [197]
synthetisiert. Dazu wurden die Matrizes DHB, SA und DCTB jeweils in einer Konzentration
von 200 mM 1" in Methanol gelost. Diese Ldsungen wurden anschlieBend mit der
aquimolaren Menge eines Amins (n-Butyl- bzw. Triethylamin) gemischt. Nach intensivem
Schutteln I&sst man das L&semittel im Abzug bei Raumtemperatur verdampfen. Um die
Viskositat der erhaltenen ionischen Flissigkeit zu reduzieren, wird diese mit 2 ml Ethanol

pro 40 pl ionische FlUssigkeit verdinnt.

3.3.41 DHB-IM

Fiar die Synthese der ionischen Matrix DHB-IM wurde n-Butylamin verwendet. Zur
Synthesekontrolle wurde eine Serie von 'H-NMR Spektren aufgenommen. Die beiden
Ausgangssubstanzen sind in Abbildung 20 (c) (n-Butylamin) und (d) (2,5-Dihydroxy-
benzoeséure) dargestellt. Um die charakteristische Peakverschiebung, die bei der Bildung
eines Ammoniumkations erfolgen sollte nachweisen zu kdénnen, wurde in einem ersten
Experiment deuterierte Salzsdure mit dem fir die Synthese verwendeten Amin gemischt.
Dadurch entsteht n-Butylammoniumchlorid, dessen 'H-Spektrum in Abbildung 20 (a)
dargestellt ist. Ein Vergleich von Abbildung 20 (a) und (c) zeigt eine starke Tieffeld-
Verschiebung der N-CH, Aminprotonen d und eine geringere Verschiebung der CH-
Protonen e und f, was auf die Bildung eines Ammoniumkations deutet. Die Verschiebung ist
dabei umso starker, je ndher sich ein Proton am Ammoniumkation befindet. Eine ahnliche
Verschiebung der Aminprotonen konnte ebenfalls nach der Zugabe des n-Butlyamins zur
DHB Matrix beobachtet werden (Abbildung 20 (b)). Darlber hinaus konnten keinerlei
Signale der Ausgangsstoffe detektiert werden, was, in Kombination mit der Hochfeld-
Verschiebung der aromatischen Protonen a und b (Abbildung 20 (b) und (d)), auf einen

nahezu vollstdndigen Umsatz der Ausgangstoffe zu einer ionischen Matrix schliel3en I&sst.
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Abbildung 20: 1H-NMR (600 MHz, CHD20OD) von DHB-IM, Lésemittelsignale: CHD20OD (3,3 ppm),
HOH und CD30OH (4,9 ppm), (a) 7,9 ul n-Butylamin + 13,3 ul DCI (20% in D20, ca. 6M), (b) 12,3 mg
DHB + 7,9 ul n-Butylamin, (c) 7,9 ul n-Butylamin, (d) 12,3 mg DHB

3342 SA-IM

Far die Synthese einer ionischen Matrix der Sinapinsdure wurde Triethylamin verwendet.
Deren erfolgreiche Synthese wurde wiederum mit Hilfe von NMR Messungen, bestatigt. Die
entsprechenden Spektren sind in Abbildung 21 dargestellt. Analog zum vorherigen
Experiment wurde die Bildung des Ammoniumsalzes durch einen Versuch mit deuterierter
Salzsaure und Triethylamin vorab geprift (Abbildung 21 (a)). Ein Vergleich mit dem NMR
Spektrum des urspriinglichen Amins (Abbildung 21 (c)) zeigt, dass wiederum eine starke
Tieffeld-Verschiebung an den Aminprotonen a und b nachweisbar war. Eine &hnliche
Tendenz wie die zuvor fir DHB beschriebene Verschiebung der aromatischen Matrix-
Protonen wurde auch im NMR Spektrum der gebildeten ionischen Flissigkeit (Abbildung
21(b)) gefunden.
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(a)

(d)

T T 1
75 7.0 65 6.0 55 5.0 4.5 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Abbildung 21: 1H-NMR (600 MHz, CHD20D) von SA-IM, Lésemittelsignale: CHD20D (3,3 ppm), HOH
und CD30OH (4,9 ppm), (a) 7,1 ul Triethylamin + 8,5 ul DCI (20% in D20, ca. 6M), (b) 11,9 mg SA + 6,8
ul Triethylamin, (c) 7,1 ul Triethylamin, (d) 11,9 mg SA.

3.3.43 DCTB-IM

Im Gegensatz zu den beiden vorherigen Matrizes weist DCTB keine Carboxylgruppe auf.
Somit musste die Frage geklart werden, ob Gberhaupt ionische Strukturen gebildet werden
kénnen. Abbildung 22 zeigt die "H-NMR Spektren von reinem DCTB (d), Triethylamin (c),
sowie den beiden Substanzen unmittelbar nach dem Vermischen (b). Da eine deutlich
geringere Aziditdt der DCTB Matrix im Vergleich zu DHB oder SA angenommen wurde,
wurde von einer langeren Reaktionszeit zwischen dem Amin und DCTB ausgegangen.
Deshalb wurde ein weiteres Spektrum der Mischung nach sieben Tagen aufgenommen
(Abbildung 22 (a)). Unmittelbar nach dem Vermischen beider Substanzen konnte lediglich
eine geringe Hochfeld-Verschiebung der DCTB Protonen an der Position d und e (0,1 ppm)
und f (0,2 ppm) festgestellt werden. Auch die Tieffeld-Verschiebung der Aminprotonen an
der Position a war sehr gering. Nach sieben Tagen war die Verschiebung jedoch deutlich

stérker ausgepragt (Abbildung 22 (a) und (b)). Ein mdglicher Grund fiir die schlechte
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Qualitat der Signale der aromatischen Protonen b und c nach sieben Tagen ist deren
weitere Aufspaltung in b’ und c¢'. Dies kann durch eine sterische Hinderung der Rotation des
aromatischen Rings durch dessen Interaktion mit dem relativ sperrigen Ammoniumion
hervorgerufen werden. Die MALDI-Versuche zeigten jedoch, dass die gebildete ionische
DCTB Matrix bis zu einer Woche ohne nachweisbare Verdnderung im lonisierungsverhalten

verwendet werden konnte.

(a)

(b)

L
b (c)
5 (d)
b C
il

Abbildung 22: 1H-NMR (600 MHz, CHD20D) von DCTB-IM, Lésemittelsignale: CHD20OD (3,3 ppm),
HOH und CD3OH (4,9 ppm), (a) 12 mg DCTB + 7,1 ul Triethylamin nach 7 Tagen, (b) 12 mg DCTB +
7,1 ul Triethylamin nach vermischen, (c) 7,1 ul Triethylamin, (d) 12 mg DCTB.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Da die untersuchte Probenpréaparation auf einem &auRerst komplexen System aus
Ldsemittel, Polymer und Matrix beruht, wurden dessen einzelne Bestandteile und deren
Beitrag zur Segregation im Folgenden separat untersucht. Zusatzliche Faktoren, die einen
Beitrag zur Entmischung von Probenspots liefern kdnnten (z. B. das Targetmaterial oder

dessen Rauigkeit) konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht betrachtet werden.

4.1 Einfluss des L6semittels auf die Segregation

Die Wahl des Ldsemittels hat einen erheblichen Einfluss auf die Beschaffenheit der
Probenspots und damit auch auf die Ausbildung von Ringen. Deshalb wurden zu Beginn
Experimente mit verschiedenen L&semitteln und unterschiedlichen Temperaturen
durchgefihrt.

Wie von Deegan beschrieben, werden die bei der Verdunstung des L&semittels
generierten Kapillarkrafte als Hauptursache fir die Ausbildung von Eintrocknungsringen
angesehen. [175] Da mit steigender Temperatur auch die Verdampfungsgeschwindigkeit
steigt, stellt der Einfluss der Temperatur einen wesentlichen Faktor dar, der die
Homogenitdt des Probenspots beeinflussen kann. Zur Bestimmung der Verdampfungs-
geschwindigkeit wurden Messungen mit einem Kontaktwinkelmessgerat durchgefihrt. Dazu
wurden mit einem automatischen Spotter jeweils 2 yl unterschiedlicher Losemittel auf ein
temperierbares MALDI Target gegeben. In Abbildung 23 ist stellvertretend die

Kontaktwinkelmessung an einem Wassertropfen gezeigt.
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CA left: 48.9°
CA right: 48.1°

Abbildung 23: Kontaktwinkelmessung an einem 2 ul Wassertropfens. Anpassung: Circle Fit

Die Anpassung an den Tropfen und Auswertung erfolgte dabei mit einem sogenannten
Circle Fit, welcher neben den Kontaktwinkeln auch das Tropfenvolumen aus der

Kugelkappe gemaR Formel (10) berechnet.

V Volumen
h Hbéhe der Kugelkappe
r Radius der Kugel

Zur Bestimmung der Verdampfungsgeschwindigkeit (VG) wird die Abnahme des Volumens
Uber die Zeit aufgetragen. Abbildung 24 zeigt die Abnahme bei unterschiedlichen
Temperaturen fur einen Wassertropfen. Die Berechnung der Verdampfungsgeschwindigkeit
erfolgt mittels einer linearen Anpassung (rote Linien) gemal Formel (11) deren
Koeffizienten in Tabelle 2 dargestellt sind. Analoge Messungen wurden ebenfalls fur die
Lésemittel ACN und DMF durchgefiihrt.
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Volumen / pyL

T T T
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Zeit/s
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Abbildung 24: Abnahme des Volumens eines 2 ul Wassertropfens (lber die Zeit. Rote Linien sind
angepasste Geraden geméll Formel (11) deren Koeffizienten in Tabelle 2 dargestellt sind. Die
punktierten Linien stellen den Bereich der Standardabweichung dar.

V=-VG-t+V, (11)

\Y Volumen

VG Verdampfungsgeschwindigkeit
t Zeit
Vo Anfangswert
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Tabelle 2: Koeffizienten der linearen Anpassung der Volumenabnahme (iber die Zeit (Formel (11).
Lésemittel: Wasser)

Temperatur VG
°C nis” Vo
25 2,760 1,971
30 3,821 1,982
50 15,160 2,003
70 40,922 2,031

In Abbildung 25 ist die Abhangigkeit der VG von der Temperatur dargestellt. Wie zu
erwarten, ist die VG von ACN (schwarze Linie) um ein vielfaches hoher als die von Wasser
(rote Linie) oder DMF (griine Linie).

750 4

500

250

40 B

VG/nLs'

30
20
1 A
104
1 gk

oO——F—T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Temperatur / °C

Abbildung 25: Verdampfungsgeschwindigkeiten VG von 2ul Tropfen bei unterschiedlichen

Temperaturen. Lésemittel Wasser (rote Linie), DMF (griine Linie) und ACN (schwarze Linie).
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Die Homogenitdt eines Dried Droplet Spots wurde bei unterschiedlichen
Verdampfungsgeschwindigkeiten getestet. Als Matrix wurde dabei DHB verwendet welches
mit dem Polymer PEG und dem Salz (Kaliumchlorid, KCI) im Verhaltnis 100:10:1 (v:v:v) in
Wasser gemischt wurde. Auf Grund der verhéltnismaRig geringen Verdampfungs-
geschwindigkeit ermdglicht dies eine lange Beobachtungsdauer. AuRerdem fiihrt die hohe

Oberflachenspannung (Tabelle 3) zur Ausbildung ,stabiler" Tropfen.

Um eine konstante Temperatur zu gewahrleisten wurde der Spotting- und
Verdampfungsprozess in einer eigens konstruierten Klimakammer durchgefiihrt (Abbildung
18). Die Temperaturkonstanz wurde mit einem Temperatursensor (PT100) Gberwacht und
betrug +1 K. In Abbildung 26 sind Intensitatsplots ausgewahlter PEG lonen dargestellt, die
mit der Dried Droplet Methode bei unterschiedlichen Temperaturen gespottet wurden. Da
aus diesen Bildern eine Abhéngigkeit der Ringbreite von der Temperatur angenommen
werden kann, wurden aus den Intensitatsplots (Abbildung 26 (b)) Intensitatsquerschnitte
der Spots berechnet. Da die absolute SpotgréRe unterschiedlich war, wurde, fir eine
bessere Vergleichbarkeit, die Distanz vom Spotzentrum zum Rand und die Signalintensitat
normalisiert (Abbildung 27). Die Darstellungen zeigen, dass bei h6heren Temperaturen die
lonen m/z 893, 1070 und 1334 sich weiter zum Rand des Tropfens bewegen. Dies fuhrt
automatisch zu schmaleren Ringen in denen mehr Material vorhanden sein muss.
Gleichzeitig nimmt die Menge der Substanzen in der Spotmitte ab. Diese Ergebnisse lassen
sich sehr gut mit den von Deegan beschriebenen Kapillarkraften erkldren. Je schneller die
Verdampfung verlduft, desto hoher ist der radiale Fluss. Die breiteren Ringe, speziell bei
20°C, basieren auf den Marangoni Strémungen, welche den Kapillarkraften ent-
gegenwirken. Bereits eine Verdopplung der Verdampfungsgeschwindigkeit (Abbildung 25)
fuhrt jedoch zu einer betrachtlichen Erhéhung des radialen Flusses, wie ein Vergleich der
20°C und 30°C Bilder zeigt. Auffallig ist auch, dass bei 70°C neben einem deutlichen Ring
wiederum Analytsignale in der Spotmitte detektierbar sind. Offensichtlich ist die
Verdampfungs-geschwindigkeit bei dieser Temperatur so hoch, dass die Zeit fir einen

kompletten Transport an den Rand des Tropfens nicht mehr ausreicht.
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100%

Abbildung 26: lonenintensitétsplots von PEG mit DHB und KCI in Wasser bei unterschiedlichen
Temperaturen — m/z (a) 893, (b) 1 070 und (c) 1 334..
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Abbildung 27: Normalisierte Intensitdten von Querschnitten (auf Spotzentrum normalisiert) der PEG
Intensitétsplots von Abbildung 26 — K" m/z 1 070.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verwendung eines extrem schnell verdampfenden
Lésemittels und/oder das Erwdrmen des Targets mdglicherweise die Ringbildung
verhindern kann. Dies ist jedoch bei vielen MALDI Anwendungen nicht mdglich. Ein
Erwarmen des Targets ist meist nicht praktikabel. Bei der Verwendung von schnell
verdampfenden Lésemitteln sind ebenfalls Grenzen gesetzt. So wird Aceton beispielsweise
zur Herstellung von HCCA Matrix Dunnschichtfilmen fir biologische MALDI Applikationen
verwendet. Allerdings ist dieses L&semittel fir die meisten synthetischen Polymere

ungeeignet.

Neben den Verdampfungsgeschwindigkeits-Versuchen wurden Experimente mit
PMMA und PEG in verschiedenen Ld&semitteln durchgefuhrt. Dabei wurden die
Polymerlésungen mit den Matrix- und Salzlésungen vorgemischt und jeweils 0,5 yl (DMSO
2 pl - um einen &hnlichen Spotdurchmesser zu erhalten) bei Raumtemperatur auf das
Target aufgetragen. Abbildung 28 zeigt die Intensitatsplots des m/z 4046 PMMA lons in (a)
THF, (b) ACN, (c) Toluol, (d) DMF und (¢) DMSO. Wie man deutlich erkennt, ist die
Verteilung dieses lons erheblich vom verwendeten L&semittel abhangig. Eine
unterschiedlich ausgepragte Ringbildung kann bei (a) THF, (c) Toluol und (d) DMF
beobachtet werden. Im Unterschied zum THF, wo ein weitgehend homogener Ring gebildet
wurde, sind die Ringe die aus Toluol und DMF L&sungen resultieren, stark segmentiert. Die
Verwendung von ACN resultierte in weitgehender Bedeckung des Spots und nur geringer
Ringausbildung. Da die Verdampfungsgeschwindigkeit (Tabelle 3) von ACN jene von THF
Ubersteigt, jedoch unterhalb derer von Toluol/DMF liegt, ist eine unmittelbare Korrelation
zwischen Ringbreite und Verdampfungsgeschwindigkeit nicht méglich. Interessanterweise
ist bei der Verwendung von DMSO (Abbildung 28 (e)) PMMA nur in einem kleinen Bereich
des Spots detektierbar. Die Messung des Spots (e) (DMSO) erfolgte nach 60 Minuten im
Tropfen. Durch die geringe Verdampfungsgeschwindigkeit des Losemittels DMSO werden
offensichtlich nur geringe oder keine Kapillarkréfte erzeugt, die fur den Transport von
Material an den Rand verantwortlich sind. Dadurch erfolgt eine Konzentrierung des
Polymers in der Mitte des Spots. Interessanterweise ist im optischen Bild eindeutig Material
auch an den anderen Stellen des Spots zu sehen. Da dort jedoch keine charakteristischen
Polymersignale nachweisbar waren, muss es sich dabei um Matrix bzw. Salz handeln,
welches moglicherweise auf Grund schlechterer Loslichkeit schon kurz nach Beginn des

Verdampfens ausgefallen ist.
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Abbildung 28: lonenintensitétsplots — m/z 4 046 einer Dried Droplet Probenpréparation von PMMA,
KTFA und (a) Dithranol in THF, (b) DCTB in ACN, (c) Dithranol in Toluol, (d) Dithranol in DMF,
(e) Dithranol in DMSO.

Da PMMA in einigen L&semitteln nicht I6slich ist (z. B. in Wasser) wurde als zweites
Polymer PEG verwendet. Die Praparation der Probenspots erfolgte dabei analog zu den
PMMA Versuchen. Das Ergebnis ist in Abbildung 29 dargestellt. Wie man erkennen kann,
ist eine Ringbildung unabhéngig vom verwendeten L&semittel zu beobachten. Dabei sind
jedoch deutlich Unterschiede hinsichtlich der Breite der Ringe festzustellen. Die Ringe von
schnell verdampfenden Lésemitteln wie (a) MeOH und (b) THF sind bedeutend breiter und
es kdénnen zusétzlich Signale in der Mitte des Spots detektiert werden. Wahrend dies bei
Verwendung von (d) H20 nur noch z. T. mdéglich ist, erhdlt man mit (c) ACN einen typischen
Ring. Neben der Verdampfungsgeschwindigkeit kénnten auch andere physikalische
Eigenschaften die Ringbildung beeinflussen. In Tabelle 3 sind der Siedepunkt, die
dynamischen Viskositdt und die spezifische Oberflaichenspannung einiger L&semittel
aufgelistet. Allerdings konnte auch an Hand dieser Daten keine direkte Korrelation
beziglich der in den Abbildung 28 und Abbildung 29 gezeigten Tendenz zur Ringbildung
abgeleitet werden.

Abbildung 29: lonenintensitétsplots — m/z 3 052 einer Dried Droplet Probenpréparation von PEG, KTFA
und (a) DHB in MeOH, (b) DCTB in THF, (c) DCTB in ACN, (d) DHB in H20.
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Tabelle 3: Der Siedepunkt, die dynamische Viskositdt n und die spezifische Oberfldéchenspannung o
ausgewéhilter Lésemittel bei 25°C. [235, 236]

LSM Siedepunkt -sn o )
°C 10° Pas N m
MeOH 64,7 0,54 0,0221
THF 66,0 0,46 0,0267
ACN 81,6 0,37 0,0287
Wasser 100,0 0,89 0,0727
Toluol 110,6 0,56 0,0279
DMF 153,0 0,79 0,0344
DMSO 189,0 1,99 0,0429

Eine weitere Vermutung bestand darin, dass die Ringbildung bzw. Polymersegregation auf
die unterschiedliche Diffusion der Polymere im eintrocknenden Tropfen zurlick zu fiihren
sei. Eine Berechnung des Diffusionskoeffizienten kann mit der Stokes-Einstein-Gleichung
(Formel (12)) erfolgen. Dazu wird der hydrodynamische Radius des Polymers in dem
jeweiligen Lo&semittel benétigt. Dieser kann durch Kombination der Mark-Houwink-
Gleichung (Formel (13)) und der Einstein-Viskositdtsbeziehung (Formel (14)) berechnet
werden. Die Konstante K beschreibt dabei die Wechselwirkung der gelésten Polymere mit
dem Ld&semittel, wahrend a Informationen Uber die Molekllgeometrie wieder gibt. Beide
Konstanten wurden vielfach experimentell bestimmt und fiir ausgewahite Systeme u. a.
dem Polymer Handbook entnommen [237]. Durch Kombination der Formel (15) und Formel
(14) kann das hydrodynamische Volumen durch den hydrodynamischen Radius ersetzt
werden. Wird nach diesem umgestellt, kann der hydrodynamische Radius (Formel (16))
und somit auch der Diffusionskoeffizient (Formel (12)) berechnet werden. Die Ergebnisse
fur PMMA sind in Tabelle 4, die fur PEG in Tabelle 5 zusammengefasst. Die erhaltenen
hydrodynamischen Radien, Staudinger Indizes und Diffusionskoeffizienten stellen jedoch
nur Naherungen dar. Beispielsweise wurden die Anwesenheit der Matrix und ein dadurch
moglicherweise verandertes Knauelverhalten nicht beriicksichtigt. Zudem stammen die
verwendeten Mark-Houwink Parameter K und a aus PMMA-L&semittel Systemen fur deren

Messung héhermolekulare PMMA (>10000 g mol™') verwendet wurden.
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Stokes-Einstein-Gleichung:

_ kB * T 12
Temn-m, (12)
D Diffusionskoeffizient / m? s™
ke Boltzmann-Konstante 1,3806 - 10%°/ J K
n dynamische Viskositat des Lésemittels / N s m™*
Ih hydrodynamischer Radius der diffundierenden Teilchen / nm
Mark-Houwink-Gleichung:
=K iy 13
nl = (Me) (13)
[n] intrinsische Viskositat (Staudinger Index) / cm® g
K Konstante fir ein Polymer-Lésemittelsystem / cm® g'1
M Molmasse / g mol”
Me Einheitsmasse 1 g mol”
a Konstante fur ein Polymer-Losemittelsystem
Einstein-Viskositatsbeziehung:
Vi
= -— 14
[7] = 25N, - (14)

Na Avogadro Konstante (6,022 - 10% mol'1)

Vh hydrodynamisches Volumen / m®
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A <17 >
th% (15)
s| [n]-3M
_ 16
™= 2z 25N, (16)

Tabelle 4: Mark-Houwink Parameter K und a, sowie errechnete KenngréB3en von PMMA 4 000 bei
einer Temperatur von '25, 230 oder *35°C.

K/ / / / D/
LSM 3 a Ref. [']3] 4 fh ;] 40 2 1
cm’ g cm’ g nm 10" Pas 10 "'m"s
THF' 0,0104 0,70 [237] 3,46 1,30 0,46 3,66
ACN? 0,0393 0,50 [237] 2,49 1,16 0,34 5,07
Toluol' 0,0071 0,71 [238] 2,56 1,17 0,56 3,32
DMF' 0,0040 0,79 [239] 2,76 1,21 0,79 2,29
DMSO® 0,0474 0,05 [240] 2,30 1,24 1,99 0,89

Tabelle 5: Mark-Houwink Parameter K und a, sowie errechnete Kenngré3en von PEG 3 000 bei einer

Temperatur von 25°C.

LSM ch3 /g'1 a Ref. crE:]3] ;'1 r:l:'r: 1 0';];a s 1 0'1°I:)n:2 s’
MeOH 0,0852 0,57 [237] 8,17 1,57 0,54 2,55

THF 0,0200 0,73 [241] 6,91 1,49 0,46 3,19
Wasser 0,0499 0,67 [237] 10,66 1,72 0,89 1,42

Vernachladssigt man Kapillarkrafte und Marangoni Strémungen, die auf einen
verdampfenden Tropfen wirken, kann die durch Diffusion zurlickgelegte Wegstrecke nach
Formel (17) abgeschétzt werden. [242] Die Grole et (evaporation time) entspricht dabei der
Zeit, die ein 0,5 pyl Tropfen zum Verdampfen braucht. Sofern diese Zeit nicht mit Formel
(11) und den Koeffizienten in Tabelle 2 berechnet werden konnte, wurden sie gravimetrisch
bestimmt. Dabei wurden 0,5 ul Lésemittel auf eine Waage pipettiert und die Abnahme der
Masse in Abhédngigkeit der Zeit aufgezeichnet. Das Ergebnis fir PMMA und PEG ist in

61



4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 6 dargestellt. Wie man erkennen kann, ist der Einfluss der Diffusion bei schnell
verdampfenden Ld&semitteln mit einer mittleren Strecke von 50-75 ym gering. Bei
Verwendung langsam verdampfender L&semittel (z. B. DMF, DMSO) ist der Einfluss der
Diffusion dagegen erheblich gréer. Interessanterweise sind die Unterschiede zwischen
verschiedenen Polymeren (mit ahnlicher Molmasse) im gleichen L&semittel ebenfalls sehr
gering (z. B. PEG und PMMA in THF). Damit erscheint es eher unwahrscheinlich, dass die
Diffusion Ursache fiir deren unterschiedliche lokale Verteilung im Spot ist. Der Vergleich
zweier PMMA mit unterschiedlicher Molmasse (4000 g mol” und 10000 g mol”) in ACN
zeigt ebenfalls, dass der Einfluss der Diffusion auf die beobachtete molmassenabhéngige
Entmischung (siehe Kapitel 4.2.3) eher zu gering ist. Verwendet man anstatt ACN das
Lésemittel DMF, betragt der Unterschied in der Diffusionsstrecke ca. 80 ym und somit im
Bereich der Ortsaufldsung eines konventionellen MALDI-MS. Je langsamer ein L&semittel
verdampft, desto stérker ist der Einfluss der Diffusion auf die Segregation.

xD =D -et (17)
xD Durch Diffusion zuriickgelegte Wegstrecke / pm

et Verdampfungszeit / s

Tabelle 6: Durch Diffusion zuriickgelegte Wegstrecke xD in der Verdampfungszeit et

Polymer Mkc;n':lajﬁe LSM et ::1
PMMA 4 THF 15 74
10 ACN 9 54

4 ACN 9 67

4 Toluol 70 152

4 DMF 520 345

10 DMF 520 263

4 DMSO 3600 565

PEG 3 MeOH 14 57
3 THF 15 69

3 Wasser 180 160
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Fazit

Wie die bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrten Versuche mit PEG und der
DHB Matrix zeigten, ist die Homogenitét der Spots, die unter Verwendung der Dried Droplet
Auftragung prépariert wurden, stark von der Verdampfungsgeschwindigkeit abhangig. Im
Bereich zwischen 20 und 50°C nahm die Ringbreite mit steigender Temperatur ab. Bei
einer weiteren Erhéhung der Verdampfungsgeschwindigkeit kehrte sich dieser Effekt
allerdings um und die Breite des Ringes nahm wieder zu. Wurde die
Verdampfungsgeschwindigkeit durch die Wahl unterschiedlicher Lésemittel variiert, konnten
dagegen keine Trends festgestellt werden. So bildete sich bei Verwendung von ACN und
PMMA ein weitgehend homogener Spot, wéhrend die Kombination ACN und PEG in einen
Ring resultierte. Dartuber hinaus konnten keine Korrelationen mit der Viskositat bzw. der
Oberflachenspannung der verwendeten Ldsemittel festgestellt werden. Der Einfluss der
Diffusion ist nur bei langsam verdampfenden L&semittein wie z. B. DMF und DMSO
ausgepragt genug, um zur Segregation beitragen zu kdnnen. Beispielsweise betragt bei
DMF der Unterschied in der durch Diffusion zuriickgelegten Wegstrecke von PMMA mit
einer Molmasse von 10000 g mol” und 4000 g mol” lediglich etwa 100 ym.
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4.2 Einfluss der Polymere auf die Segregation

Wie schon mehrfach vermutet, scheinen neben dem L&semittel auch die Struktur und die
Molmasse der Polymere einen erheblichen Einfluss auf die Ausbildung von Ringen zu
haben. Aus diesem Grund wurden Experimente mit verschiedenen Homopolymeren
unterschiedlicher Molmasse, Blockcopolymeren und Polymerblends durchgefiihrt. Um
ausschlief3lich die Segregationseffekte untersuchen zu kénnen, die durch die Polymere
selbst hervorgerufen wurden, musste ein Einfluss der Matrix komplett ausgeschlossen
werden. Deshalb wurden fir die folgenden Experimente die Matrix/Salz Lésungen nach der

Tropfenpraparation der Polymerlésung mittels Elektrospray aufgetragen (ESD).

Aufgrund des Vakuums (<10 mbar) in der MALDI Quelle des Massenspektrometers
ist jedoch gerade bei gespriihten Matrixpraparationen mit einer Sublimation der Matrix zu
rechnen. So wurde haufig festgestellt, dass bei einem Verbleib des Targets in der Quelle
Uber Nacht die Matrix komplett vom Target entfernt worden war. Da MALDI Imaging
Experimente in Abhangigkeit von der Pixelgréf3e z. T. mehrere Stunden dauern kénnen und
die Messung vieler hundert Probenpositionen erfordern, wurde versucht, zur Erhéhung der
Messrate, sowie der Reduzierung eines mdglichen Verlustes an Signalintensitdt durch
Matrixsublimation, nur jede zweite Position des Probenrasters zu messen. Daruber hinaus
wurde auch nur jede zweite Zeile gescannt. Die restlichen Positionen des Spots wurden
unmittelbar danach in einem zweiten Durchgang gemessen. Abbildung 30 zeigt den
Intensitatsplot eines PMMA m/z 4 046 lons prapariert mittels Dried Droplet Praparation. Wie
in dieser Abbildung zu sehen ist, wurden Signale nur an Positionen gemessen, die im
ersten Scan erfasst wurden. Der zweite Scan der restlichen Positionen lieferte keine
Signale mehr. Als Hauptursache dafir wird die héhere thermische Belastung dieser
Positionen durch den Laserpuls im ersten Lauf angesehen. Bei Verwendung des Ublichen
Scanmodus — spot by spot and line by line — werden nur die jeweils benachbarten Spots
vom Laser beeinflusst. Aulerdem ist der Einfluss des Lasers auf alle Spots, mit Ausnahme
der ersten Reihe(n), gleich. In dem hier verwendeten Scanmodus — every 2 spot and
every 2" line — werden alle Spots, welche sich zwischen zwei Messreihen bzw. zwischen
zwei gemessenen Spots in einer Reihe befinden, mehrfach indirekt vom Laser beeinflusst.
In Kombination mit dem Hochvakuum fiihrt dies offensichtlich zu einer erhéhten Sublimation

der Matrix an diesen Punkten.
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Abbildung 30: lonenintensitatsplot von PMMA m/z 4 046 in THF. Auftragung der Matrix/Salz Lésung
(DCTB/KTFA in EtOH) erfolgte mittels Elektrospray. Scan Modus: ,jeder zweite Spot jeder zweiten
Zeile, verbleibende Spots im Anschluss”.

Die gezeigten Ergebnisse verdeutlichen, dass bei Verwendung gesprihter Matrizes ein
kontinuierlicher Scanmodus gewahlt werden muss. Dabei sollten die Messzeiten nicht
langer als 5h Stunden sein, um eine Sublimation der Matrix und eine damit verbundene

Verfélschung der Intensitatsplots zu verhindern.

4.21 Konstitution der Polymere
4211 Homopolymere

Ein Vergleich der (bei identischen experimentellen Parametern) erhaltenen Ergebnisse, die
in Abbildung 28 (b) und Abbildung 29 (c) gezeigt wurden, deutet auf einen strukturellen
Einfluss der Polymere hin. Um ausschliellich die Segregationseffekte untersuchen zu
kénnen, die durch die Polymere selbst hervorgerufen werden, musste ein Einfluss der
Matrix komplett ausgeschlossen werden. Deshalb wurden fiir die folgenden Experimente
die Matrix/Salz Lésungen wiederum mittels Elektrospray aufgetragen (ESD). Zuvor wurden
je 0,5 ul der Polymere, gel6st in THF (10 mg ml'1), als Tropfen auf das Target aufgebracht.
Fir diese Versuche wurden neben Polystyrol und Polymethylmethacrylat auch lineares
(I-PCL) und cyclisches Polycaprolacton (c-PCL) verwendet. Die entsprechenden Polymer-
Strukturen sind in Abbildung 32 dargestellt. Abbildung 31 zeigt die gemessenen
Intensitétsplots der intensivsten lonen der jeweiligen Polymere (Maximum der
Peakverteilung). Im Vergleich zu den in Abbildung 28 gezeigten Darstellungen, die nach
Auftragung gemischter Matrix/Polymer L&sungen erhalten wurden, hat sich die
Homogenitat der Spektren bei reiner Polymerauftragung deutlich verbessert. Wahrend im

Fall des Polystyrols (Abbildung 31(a)) zwar immer noch eine Ringbildung sichtbar ist, zeigt
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das Bild in Abbildung 31(b) deutlich eine zunehmende Konzentrierung von PMMA in der
Mitte des Spots.

100%

1000 um i Lo

Abbildung 31: lonenintensitétsplots von (a) PS m/z 3707, (RA/AgTFA), (b) PMMA m/z 4 046,
(DCTB/KTFA), (c) I-PCL m/z 4 280, (DCTB/KTFA), (d) PS m/z 1 624, (DCTB/AGTFA) und (e) c-PCL
m/z 1637, (Dithranol/KTFA). ESD der Matrix/Salz-Lésung (10:1, v:v).
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Abbildung 32: Strukturen von (a) Polystyrol, (b) Polymethylmethacrylat und (c) Polycaprolacton.

Da das gleiche L&semittel verwendet wurde und beide Polymere anndhernd dieselbe
Molmasse aufweisen, lassen sich diese Unterschiede auf die Struktur zurlickfihren. Einen
wesentlichen Unterschied zwischen beiden Strukturen stellt der aromatische Ring der
Monomereinheiten des PS dar. Dagegen weist sowohl PCL als auch PMMA jeweils eine
Carboxylgruppe pro Monomereinheit auf. Die geringfligig homogenere Verteilung des I-PCL
und speziell des c-PCL stammt mdglicherweise von der, im Vergleich zum PMMA, etwas
langeren aliphatischen Kette des Polycaprolactons und einem dadurch veranderten
Kn&duelverhalten. Ein Vergleich der Plots der beiden PCL zeigt nur geringe Unterschiede.
Beide Spots sind im Vergleich zum PS und PMMA deutlich homogener, wobei eine
geringfligig hohere Intensitat des I-PCL in der Spotmitte detektiert werden kann. Diese
kénnte moglicherweise durch die Differenz der Molmassen der beiden PCL (I-PCL
m/z 4280 und c-PCL m/z 1637) hervorgerufen sein. Dieser Einfluss wird im Kapitel 4.2.3
naher diskutiert.
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Einen ersten Hinweis auf eine mdgliche Ursache der Ringbildung zeigt sich beim Vergleich
der Abbildung 28 und Abbildung 31. Wahrend in nahezu allen Plots der Abbildung 28 ein
deutlicher Ringeffekt zu beobachten war, ist dies in Abbildung 31 lediglich eingeschrankt
der Fall. So sind die Ringe in Abbildung 31(a) und (d) deutlich breiter als die in Abbildung
28 dargestellten und das PMMA lon m/z 4046 konzentriert sich in der Spotmitte. Der
einzige Unterschied zwischen den diesen Bildern zu Grunde liegenden
Praparationsmethoden war die An- bzw. Abwesenheit von Matrix im abgesetzten Tropfen.
Es kann eindeutig festgestellt werden, dass bei Anwendung der Dried Droplet Methode die

Anwesenheit von Matrix die Bildung von Ringen signifikant verstéarkt.

4.21.2 Copolymere

Da Copolymere aus mindestens zwei unterschiedlichen Monomereinheiten bestehen, die
unterschiedliche chemische und physikalische Eigenschaften aufweisen, konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass auch beim Eintrocknen von Copolymerlésungen
Entmischungsph&nomene stattfinden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die Anordnung
der Monomereinheiten in der Kette statistisch (-A-B-A-A-B-B-), alternierend
(-A-B-A-B-A-B-), oder in Blocken (z. B. A10-B1o-A10) erfolgen kann. Um wiederum jeglichen
Beitrag der Matrix zur Segregation auszuschlieen, wurde diese nach der Dried Droplet

Spotpraparation der Polymerldsungen aufgespriht (Elektrospray).

Abbildung 33 zeigt ein typisches Massenspekirum eines statistisch-verteilten
Ethylenoxid (EO) - Propylenoxid (PO)-Copolymers. Das Spektrum weist eine gaul3férmige
Molmassenverteilung mit einem Peakmaximum bei ca. m/z 2400 auf. Wie man dem
vergréRBerten Bereich zwischen m/z 2280-2320 entnehmen kann, fihrt die Vielzahl der
méglichen EOx-PO, Kombinationen zu einer Uberlagerung der einzelnen Isotopenmuster.
So besteht jedes der drei Isotopenmuster aus 3-4 einzelnen Copolymeren. Als Beispiel
kénnen fur das mittlere Muster die Massen m/z 2298,1, 2300,1 und 2302,1 den
Copolymeren EO14PO2s, EO1sPO25 und EO2»PO2, zugeordnet werden. Somit sollte es
méglich sein, Segregationseffekte nur anhand von Anderungen im Isotopenmuster der
Uberlagerungen festzustellen, da diese jeweils nahezu gleiche Molmassen bei
unterschiedlichen EO/PO-Verhéltnissen darstellen. So reprasentiert der Peak bei
m/z 2298,1 ein Copolymer mit doppelt so hohem PO Anteil (im Vergleich zum EO),
wahrend der Peak bei m/z 2302,1 ein 50/50 Copolymer darstellt. Die lonen-Intensitatsplots

dieser drei ausgewdhlten Zusammensetzungen (respektive Massen) sind in Abbildung 34
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dargestellt. Unabhangig vom EO zu PO Verhaltnis findet man ein weitgehend homogenes
inneres Plateau, welches von einem Ring mit niedrigerer Intensitdt umgeben ist.
Abgesehen von leichten Inhomogenitaten ist die Intensitats-Verteilung der lonen nahezu
gleich. Dieses Ergebnis war nicht Uberraschend, da mdgliche strukturbedingte
Separationen vom statistischen Aufbau des Copolymers Uberlagert werden. Im Gegensatz
dazu sollten Segregationseffekte, wenn vorhanden, bei Blockcopolymeren deutlicher
nachzuweisen sein, da in diesen Verbindungen Ilangere Ketten einheitlicher
Polymerstrukturen vorhanden sind. Aus diesem Grunde wurden fir die folgenden
Experimente zwei EO/PO/EO-Tri-Blockcopolymere mit unterschiedlichem EO Anteil

untersucht.

{red. Einh

1,0 1

Normalislerte Intensitat

0,8 -

2 200 30

064 mz
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0,2 +

Normalisierte Intensitat / rel. Einh.
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1500 2000 2500 3000 3500
m/z

Abbildung 33: MALDI-TOF Massenspektrum eines statistischen EO-PO-Copolymers. (Matrix: DCTB +
KTFA, in THF). Insert: VergréBerter Bereich m/z 2 280-2 320.
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Abbildung 34: lonenintensitétsplots des EOQ/PO-Copolymers in THF. K* m/z (a) 2298,1 (EO14POg),
(b) 2300,1 (EO45PO2), (c) 2302,1 (EO2,P0O,;). ESD der DCTB/KTFA-L6sung (10:1, v:v).

Das MALDI Massenspektrum des EO/PO/EO-Blockcopolymers mit einem (vom Hersteller
angegebenen) EO-Anteil von 10 mol-% ist in Abbildung 35 dargestellt. Die 2D Darstellung
der Copolymer-Zusammensetzung wurde mit einem an der BAM entwickelten Programm
(MassChrom2D) aus den MALDI Daten errechnet und ist in der rechten oberen Ecke des
Massenspektrums dargestellt. Die mit diesem Programm berechnete Copolymer-
Zusammensetzung am Maximum des MALDI Spektrums liegt bei 4 EO und 27 PO
Einheiten und damit deutlich unter den Herstellerangaben. Wie man jedoch auch sieht,
findet sich ein zweites Intensitdtsmaximum bei 0 EO/28 PO, das eines PO Homo-polymers,
welches offensichtlich als Nebenprodukt bei der Synthese des Copolymers gebildet wurde.
Far die Untersuchung méglicher Segregationseffekte wurden wiederum drei (Co)polymere
ausgewahlt, die sich zwar deutlich in der Zusammensetzung, aber nur geringfigig in ihren
Molmassen unterschieden — m/z 1798,3 (POs30), m/z 1800,2 (EO4PO27) und m/z 1802,2
(EOgPO24). Die Intensitatsplots dieser lonen sind in Abbildung 36 dargestellt. Wie schon im
Fall des statistischen Copolymers kénnen die ausgewahlten Massen auf dem gesamten
Spot detektiert werden, unabhangig von der gewahlten Zusammensetzung. Vergleicht man
das Homopolymer (a) mit dem Block-Copolymer (b), so erkennt man, dass die
Intensitatsverteilung weitgehend ahnlich ist. Lediglich in Bild (c) sind kleinere Bereiche zu
erkennen, die eine geringfiigig andere Intensitatsverteilung aufweisen. Damit sind jedoch
keine eindeutigen Unterscheidungen mdglich, so dass auch in diesem Fall wiederum davon
ausgegangen werden kann, dass es zu keiner strukturabhdngigen Segregation gekommen

ist.
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Abbildung 35: MALDI-TOF Massenspektrum des EO/PO/EO-Blockcopolymers mit 10 mol-% EO Anteil
(Matrix: DCTB + KTFA, in THF). Insert: 2D Darstellung der Copolymer-Zusammensetzung.
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Abbildung 36: lonenintensitétsplots des EO/PO/EO-Blockcopolymer in THF. K m/z (a) 1 798,3 (P0O30),
(b) 1 800,2 (EO4P0O27), (c) 1 802,2 (EO8P0O24). ESD der DCTB/KTFA-L6sung (10:1, v:v).

Da die Auswertung der Intensitatsplots in Abbildung 36 zu keinem eindeutigen Ergebnis
fuhrte, wurde ein weiteres EO/PO/EO-Blockcopolymer untersucht, das einen héheren EO-
Anteil von 40 mol-% aufweist. Dessen MALDI Massenspektrum, sowie eine 2D Darstellung
der Copolymer-Zusammensetzung ist in Abbildung 37 dargestellt. Die gelben Bereiche an
der linken oberen und rechten unteren Ecke des 2D Plots stellen dabei Isobare dar.
Aufgrund der Massengenauigkeit des MALDI TOF Massenspekirometers kénnen die
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Massenzahlen, die theoretisch zwei unterschiedlichen Copolymer-Zusammensetzungen
entsprechen, nicht eindeutig unterschieden werden. Ein Beispiel stellt die Masse m/z 2216
dar. Die exakte Molmasse eines Copolymeren mit der Zusammensetzung EO31PO13 betragt
2216,42 g mol™', wahrend ein Copolymer mit der Zusammensetzung EO,PO3s die Masse
2216,58 ¢ mol” aufweist. In der 2D Darstellung werden deshalb beide Méglichkeiten
dargestellt. Eine Unterscheidung ist, wie von Weidner et al. gezeigt, u.a. mittels
Fragmentierungsanalytik mdglich. [243] Die Intensitatsplots der lonen m/z 2518,6
(EO19PO2s), 2520,6 (EO23P0O25) und 2522,6 (EO27PO22) sind in Abbildung 38 gezeigt. Der
Vergleich mit Abbildung 36 zeigt jedoch, dass in diesem System eine ausgepragte
Ringbildung stattgefunden hat. Diese ist in Abbildung 38 (a) deutlich geringer als in Plot (b)
und (c) sichtbar, was darauf schlielen, lasst, dass ein erhéhter EO-Anteil mdglicherweise
eher zur Ringbildung fihrt. Eine mdgliche Erklarung ist die unterschiedliche Léslichkeit der
Copolymere in Abhéngigkeit des EO/PO-Anteils.

Da Blockcopolymere mit einem noch héheren EO Anteil nicht zur Verfiigung standen,
wurde weitere Experimente mit Mischungen beider Homopolymere (Polymerblends)
durchgefihrt.

Normalisierte Intensitat / rel. Einh.

’ 1500 2000 2500 3000 3500 4000
m/z

Abbildung 37: MALDI-TOF Massenspektrum des EO/PO/EO-Blockcopolymers mit 40 mol-% EO Anteil
(Matrix: DCTB + KTFA, in THF). Insert: 2D Darstellung der Copolymer-Zusammensetzung.
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100%

Abbildung 38: lonenintensitétsplots des EO/PO/EO-Blockcopolymer in THF. K* m/z (a) 2518,6
(EO19P028), (b) 2 520,6 (EO23P025), (c) 2522,6 (EO27P0O22). ESD der DCTB/KTFA-L6sung
(10:1, v:v).

4.2.2 Polymerblends

Da Polymere in Blends, im Gegensatz zu ,echten* Copolymeren keine chemische Bindung
aufweisen, sollten in diesen Systemen mdgliche strukturbedingte Entmischungseffekte
eindeutiger nachweisbar sein. Fir die nachfolgenden Versuche wurden verschiedene
Blends aus PEO, PPO, PMMA, c-PCL und I[-PCL verwendet, die dhnliche Molmassen
aufwiesen. Damit sollte wiederum eine molmassenabhéangige Segregation ausgeschlossen
werden. Gleiches galt fir die Matrix, die um eine matrixbedingte Segregation

auszuschlieRen, ,trocken“ mittels Elektrospray aufgetragen wurde.

In Anlehnung an die Copolymer Experimente (4.2.1.2) wurden in einem ersten
Versuch die Polymere PEO und PPO im Verhdltnis 1:1 (v:v) gemischt, auf das Target
getropft und nach Eintrocknung mittels MALDI Imaging MS gemessen. Das optische Bild
sowie die Intensitatsplots fir die lonen m/z 2074 (PPO) und 3519 (PEO) sind in Abbildung
39 dargestellt. Es ist eindeutig zu erkennen, dass, obwohl im optischen Bild der Praparation
keine Entmischungserscheinungen sichtbar waren, sowohl PPO, als auch PEO einen Ring
ausbilden. Dabei unterscheiden sich die Intensitétsplots jedoch im Detail. Wie in Abbildung
39 (b) zu sehen ist, sind nur sehr geringe Signale fiir das PPO lon m/z 2074 in der
Spotmitte nachweisbar. Dies deutet auf einen Transport an den Rand des Spots. Dariiber
hinaus ist eine Anreicherung in der oberen Hélfte des Ringes zu beobachten. Im Gegensatz
dazu ist die Detektion des PEO lons m/z 3519 trotz der beobachteten Ringbildung auf fast
der gesamten Spotflache mdglich (Abbildung 39 (c)). Auch hier findet man eine
Anreicherung in der oberen Halfte des Spots. Die Ursache dieses lokalen Maximums wird
in der Beschaffenheit der Targetoberflaiche vermutet. So kénnen Inhomogenitaten auf der
Targetoberflaiche (z. B. Riefen oder Vertiefungen) einen gerichteten Fluss des L&semittels
induzieren. [180] Eine mogliche Erklérung fur die Entmischung der beiden Polymere stellt

deren unterschiedliche Loslichkeit dar.
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Abbildung 39: Optisches Bild (a) und lonenintensitétsplots einer 1:1 (v:v) Mischung von PEO und PPO
(in MeOH) — Na* m/z (b) 2 074 (PPO), (c) 3 519 (PEO). ESD der DCTB/NaTFA-L&sung (10:1, v:v).

In einem weiteren Experiment wurden PEO mit PMMA in Acetonitril geldst, gemischt
(1:1; viv) und auf das Target aufgetragen. Das optische Bild sowie die Intensitdten der
lonen m/z 3010 (PEO) und 4050 (PMMA) sind in Abbildung 40 abgebildet. Auch in diesem
Fall sind im optischen Bild keine Entmischungserscheinungen feststellbar. Die
lonenintensitatsplots zeigen dagegen klar eine Entmischung beider Polymere. So ist die
Intensitdt des PEO lons an den Stellen am grofiten, wo das PMMA lon die geringste
Intensitat zeigt. Dies druckt sich in einem PEO Ring aus, der PMMA einschlie3t. Diese
Ergebnisse stimmen mit den in Abbildung 28 und 29 erhaltenen Daten (iberein, die zeigen,
dass PEO in ACN einen Ring bildet, wahrend PMMA deutlich homogener eintrocknet. Auch
in diesem Fall kann vermutet werden, dass die unterschiedliche L&slichkeit der Polymere,
die zu unterschiedlichen Zeitpunkten auszufallen beginnen, Ursache der beobachteten

Entmischungseffekte ist.

100%

0%

Abbildung 40: Optisches Bild (a) und lonenintensitétsplots einer 1:1 (v:v) Mischung von PMMA und
PEO (in ACN) — K" m/z (b) 3 010 (PEG); (c) 4 050 (PMMA). ESD der DCTB/KTFA-Lésung (10:1, v:v).
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In einem weiteren Experiment wurde ein Polymerblend aus c-PCL und I-PCL untersucht.
Beide lonen (m/z 1637 und 1655) haben eine identische Anzahl an Monomereinheiten
(n=14), durch die unterschiedliche Konformation jedoch ein unterschiedliches
hydrodynamisches Volumen. Die Intensitatsplots der lonen m/z 1637 (c-PCL) und 1655
(I-PCL) sind in Abbildung 41 dargestellt. Abbildung 41 zeigt deutlich, dass fir beide
Polymere die intensivsten Signale ausschlieBlich in den auferen Bereichen des Spots
erhalten wurden. Vergleicht man die beiden Intensitatsplots (b) und (c) erkennt man aber
ein unterschiedliches Intensitatsprofil. So weist das cyclische Polycaprolacton einen
breiteren Ring und eine héhere Intensitdt in der Mitte des Spots auf. Zur besseren
Darstellung wurden die Intensitatsquerschnitte der Spots dargestellt. Um beides besser
vergleichen zu kénnen, wurde jeweils die Distanz vom Spotzentrum zum Rand sowie die
Signalintensitat normalisiert (Abbildung 42). Die Abbildung unterstreicht die Erkenntnisse
aus Abbildung 41.

100%

&
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1000 um

Abbildung 41: Optisches Bild (a) und lonenintensitétsplots einer 1:1 (v:v) Mischung von c-PCL und I-
PCL (in THF) — K" m/z (b) 1637 (c-PCL; n = 14); (c) 1655 (I-PCL; n = 14). ESD der DCTB/KTFA-
Lésung (10:1, viv).
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Abbildung 42: Normalisierte Intensitdten von Querschnitten (auf Spotzentrum normalisiert) der PCL
Intensitétsplots von Abbildung 41 — K m/z 1 655 (rote Linie), 1 637 (schwarze Linie).

4.2.3 Einfluss der Molmasse der Polymere

Die derzeit Ubliche Praxis, um auftretende Entmischungeffekte von Matrix und Analyten zu
»mitteln®, schreibt vor, an mehreren Stellen der Spots zu messen und die einzelnen
Spektren zu integrieren. [244] Eine dariiber hinaus mdgliche molmassenabhangige
Entmischung innerhalb eines MALDI Spots wird dabei nicht bertcksichtigt, hatte aber
dramatischen Einfluss auf die Richtigkeit der Molmassenbestimmung mittels MALDI MS.
Erste Versuche, die zeigten dass eine derartige Entmischung mdglich ist und zu Fehlern
von Uber 15 % fiihren kann, wurden von Weidner et al. verdffentlicht. [232] Aufbauend auf
diesen Experimenten wurden verschiedene Probenspots durch Auftropfen einer

Polymerlésung und Aufspriihen der Matrix/Salzlésung (Elektrospray) prapariert.

In Abbildung 43 sind die optischen Bilder und die Intensitétsplots der intensivsten
lonen (m/z 3499 und 7 350) von zwei Polystyrol-Standards (3500 g mol™ und 8000 g mol'1)
dargestellt. Obwohl das optische Bild (a) eine scheinbar homogene Verteilung vermuten
I&sst, ist im Intensitatsplot des lons m/z 3499 die Ausbildung eines sehr breiten Ringes (b)
beobachtbar. Im optischen Bild des héhermolekularen PS (c) ist dagegen ein dunkler Ring

erkennbar. Interessanterweise wurden im Intensitétsplot des lons m/z 7 350 die héchsten
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Signale im Inneren dieses Rings gefunden. Dies deutet wiederum auf einen
Loslichkeitseffekt. Bei der Verdampfung des Losemittels sollten die etwas
héhermolekularen Anteile der Molmassenverteilung zuerst ausfallen, wahrend die
niedermolekularen Homologen langer gel6st bleiben und damit den Kapillarkraften und den

durch diese generierten Transportvorgédngen ausgesetzt sind.

100%

Abbildung 43: Optisches Bild und lonenintensitétsplot von PS3500 (a, b) und PS8000 (c, d) (in THF) —
Ag® m/z (b) 3 499, (d) 7 350. ESD der RA/AgTFA-Lésung (10:1, vv).

In einem sich anschlieRenden Experiment wurden diese zwei Polystyrol-Standards als
Mischung auf das Target aufgetragen. Nach dem Verdunsten des L&semittels war im
optischen Bild ein schmaler Ring erkennbar (Abbildung 44 (a)), welcher sich jedoch mit
keinem der beiden Intensitétsplots der lonen m/z 3499 und 8 706 deckt (siehe Abbildungen
(b) und (c)). Die Ergebnisse der Einzelmessung (Abbildung 43) stimmen mit den Resultaten
der Mischung (Abbildung 44) teilweise Uberein. Interessanterweise ist das lon m/z 3499 in
der Mischung weitgehend homogen verteilt und zeigt im Unterschied zur Einzelmessung
(Abbildung 43 (b)) keinen Ringeffekt. Ein Vergleich der lonenintensitats-plots der groReren
lonen m/z 7350 (Abbildung 43 (d)) und m/z 8 706 (Abbildung 44 (c)) zeigt jedoch deutlich
eine ahnliche Tendenz. Die héchsten Intensitaten dieser lonen wurden jeweils in der Mitte
der Probenspots gefunden.

100%

Abbildung 44: Optisches Bild (a) und lonenintensitatsplots einer 1:1 (v:v) Mischung von PS3500 und
PS8000 (in THF) — Ag* m/z (b) 3 499, (c) 8 706. ESD der RA/AGTFA-LSsung (10:1, v:v).
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Wie Abbildung 31 zeigte, kdnnen Entmischungen auch strukturabhangig sein. Deshalb
wurde in einem weiteren Versuch die Mischung zweier PMMA Standards hinsichtlich

Molmassensegregation untersucht.

Im optischen Bild (Abbildung 45 (a)) ist ein breiter Ring erkennbar, der nahezu
identisch mit der Lage der intensivsten Signale in den Intensitatsplots der lonen m/z 4046
(b) und m/z 9052 (c) ist. Selbst bei genauerer Betrachtung unterscheiden sich die Ringe in
ihrer Breite nur unwesentlich. Ein Vergleich mit den Polystyrol Messungen zeigt, dass die
Molmassenunterschiede im Falle des PMMA offensichtlich weniger bedeutsam sind.
Jedoch sind auch bei den PMMA Messungen, mit Ausnahme des Ringes, weitgehend
homogene Plateaus in der Mitte des Spots erhalten worden. Zur besseren Darstellung
wurden auch in diesem Beispiel die Intensitdtsquerschnitte der Spots dargestellt. Um
beides besser vergleichen zu kdénnen, wurde wiederum jeweils die Distanz vom
Spotzentrum zum Rand sowie die Signalintensitdt normalisiert (Abbildung 46). Die
Abbildung bestatigt die Erkenntnisse aus Abbildung 45.

_100%

2000 um

Abbildung 45: Optisches Bild (a) und lonenintensitétsplots einer 1:1 (v:v) Mischung von PMMA4000
und PMMA10900 (in THF) — K" m/z (b) 4 046, (c) 9 052. ESD der Dithranol/KTFA-Lésung (10:1, v:v).
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Abbildung 46: Normalisierte Intensitdten von Querschnitten (auf Spotzentrum normalisiert) der PMMA
Intensitétsplots von Abbildung 45 — K* m/z 4 046 (rote Linie), 9 052 (schwarze Linie).

In einem dritten Experiment wurde die mdgliche molmassenabhéngige Segregation von
I-PCL untersucht. Das optische Bild in Abbildung 47 (a) zeigt einen sehr breiten Ring mit
einem hellen Fleck in der Mitte des Spots, der offensichtlich nicht mit Material bedeckt zu
sein scheint. Uberaschenderweise wurden jedoch auch an dieser Stelle, unabhangig vom
detektierten lon (m/z 1655 und 4281), Signale erhalten. Ein Vergleich der Intensitatsplots
(b) und (c) fiihrt wiederum zu der Vermutung, dass sich kleinere Molekiile eher am Rand
des Tropfens konzentrieren. So bildet das lon mit der geringeren Molmasse einen
charakteristischen Ring. Dieser schliefit das in einem sehr breiten Ring angeordnete

héhermolekulare lon ein.

100%

0%

Abbildung 47: Optisches Bild (a) und lonenintensitétsplots einer 1:1 (v:v) Mischung von I-PCL (in THF)
— K" m/z (b) 1 655, (c) 4 281. ESD der DCTB/KTFA-Lésung (10:1, v:v).
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In einem weiteren Versuch wurde die Fluoreszenz-Spektroskopie als alternative
bildgebende Technik angewandt. Dazu wurden zwei Spots mit Fluorescein-markierten
Polystyrolstandards (My = 3500 und 8000 g mol'1) in THF gel6st und mit der Dried Droplet
Methode prapariert. Im Unterschied zu den MALDI-Imaging Messungen wurden die Spots
auf einem Glas-Objekttrager aufgetragen. Wie in Abbildung 55 zu sehen ist, wurde sowohl
fur das PS mit der niedrigeren Molmasse, als auch das héhermolekulare PS die Ausbildung
eines typischen Rings beobachtet. Bei genauerer Betrachtung wird jedoch deutlich, dass
der Ring der durch das niedermolekulare PS gebildet wird, an einigen Stellen deutlich
schmaler ist. Im Unterschied dazu beobachtet man beim Spot des PS 8000 neben dem
erwahnten etwas breiteren Ring auch deutliche Signale in der Spotmitte. Zur besseren
Darstellung wurden die Intensitdtsquerschnitte der Spots dargestellt. Um beides besser
vergleichen zu kénnen, wurde jeweils die Distanz vom Spotzentrum zum Rand sowie die
Signalintensitat normalisiert (Abbildung 49). Die Abbildung bestétigt die Vermutung, dass
sich das kleinere Polystyrol weiter zum Rand des Tropfens bewegt. Gleichzeitig nimmt die
Konzentration des Polymers in der Spotmitte deutlich ab (rote Linie). Neben dem breiteren
Ring weist das héher molekulare Polystyrol in der Spotmitte eine erheblich héhere Intensitét
auf (blaue Linie). Im Vergleich zu den Ergebnissen der MALDI-Imaging Messungen muss
man jedoch beriicksichtigen, dass diese Daten mdglicherweise von der Targetoberflache

beeinflusst sind.

(a) W

Abbildung 48: Fluoreszenzbilder von Polystyrol (Fluorescein-markiert) in THF (10 mg mI") mit einer

mittleren Molmasse von (a) 3 500 g mol” und (b) 8 000 g mol". Wellenlénge des Lasers: 532 nm.
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Abbildung 49: Intensitétsprofil von Polystyrol (Fluorescinmarkiert) in THF mit einer mittleren molaren
Masse von 3500 g mol’ (rote Linie) und 8 000 g mol’ (blaue Linie). Das Profil wurde aus den
Fluoreszenzbildern der Abbildung 48 berechnet und normalisiert. Die Roh-Daten (gestrichelte Linien)

wurden mit dem gleitenden Durchschnitt (10. Ordnung) gegléttet.

Fazit

Die Homogenitdt der Spots die durch Dried Droplet Auftragung der Polymere und
anschlieBender Uberschichtung durch Sprayauftragung der Matrix prapariert wurden, hat
sich im Vergleich zur Ublicherweise verwendeten Dried Droplet Methode eines
Lésungsgemisches (Matrix/Polymer) wesentlich verbessert. Im Gegensatz zu den bei
Verwendung der letzteren Methode fast ausschlieBlich zu beobachteten schmalen
Eintrocknungsringen fiihrt das Auftropfen der Polymerlésungen zu deutlich homogeneren
Spots. Allerdings werden auch in diesen Beispielen Segregationseffekte beobachtet, die
sowohl von der Struktur der Polymere, als auch von deren Molmasse abhangig zu sein
scheinen. Beispielsweise war bei einer Mischung von PMMA und PEG eine Konzentrierung
von PMMA in der Mitte und von PEG am Rand des Spots beobachtbar (Abbildung 40).

Segregationseffekte konnten ebenfalls bei der Untersuchung von identischen
Polymerstrukturen mit unterschiedlichen Molmassen beobachtet werden. Die Ergebnisse

der in 4.2.3 beschriebenen Versuche zeigen u. a. eine molmassenabhéangige Verteilung der
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Polymere. Dabei war zu beobachten, dass die Ringbildung deutlicher ausgepragt war je
kleiner ein Polymer war. Dieser Molmasseneffekt unterstlitzt die Vermutung, dass die
Segregation primér durch Léslichkeitsunterschiede (strukturell und molmassenabhéngig)

hervorgerufen wird.

Diese Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, dass die Matrix, als Molekil mit der
geringsten Molmasse, mdglicherweise wesentlich fiir die Bildung von Ringen verantwortlich
ist. Daher wurde im nachfolgenden Kapitel gezielt der Einfluss der Matrix auf die

Ringbildung untersucht.
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4.3 Einfluss der Matrix auf die Segregation

4.3.1 Verteilung der Matrix

Um die Homogenitéat der Matrixauftragung zu untersuchen, wurde ein 0,5 pl Tropfen einer
reinen Matrix (DCTB) L6sung mit der konventionellen Dried Droplet Methode auf das Target
aufgebracht (optisches Bild in Abbildung 50 (a)). Nach dem Verdampfen des Ldsemittels
wurde dieser Spot mit einer PMMA Polymerlésung (in THF) mittels Elektrospray tiberspriht.
Der diinne ,transparente” Polymerfilm ist in Abbildung 50 (b) dargestellt. Dieser Spot wurde
anschlieBend mittels MALDI-MSI untersucht. In Abbildung 50 (c) ist der resultierende
Intensitatsplot fir das PMMA lon m/z 4046, welches das intensivste Signal im MALDI
Spektrum aufweist, gezeigt. Vergleicht man dies mit dem optischen Bild (a), so erkennt man
deutlich, dass die intensivsten Signale ausschlieBlich in den aufReren Bereichen des Spots
erhalten wurden, in denen sich, wie im optischen Bild klar zu erkennen, der Hauptteil der
Matrix befindet. In einem weiteren Schritt wurde der gesamte Spot mit zuséatzlicher Matrix
bespriiht. Dazu wurde abermals das Elektrospray-Interface verwendet. Das Bild des Spots
nach Auftragung der Matrix (siehe Abbildung 50 (d)) zeigt erwartungsgemaR keine
Unterschiede zum vorherigen optischen Bild. Im Gegensatz dazu sind im Intensitatsplot des
lons m/z 4046 (Abbildung 50 (e)) deutliche Unterschiede im Vergleich zu Abbildung 50 (c)
erkennbar. Offensichtlich ist die in Abbildung 50 (c) detektierte Ringbildung ausschlieRlich
auf die inhomogene Verteilung der Matrix durch die verwendete Dried Droplet Methode
zurlickzufthren, wahrend sich das PMMA homogen Uber die gesamte Spotflache

ausgebreitet hat.

100%

Abbildung 50: Optische Bilder und Intensitétsplots von PMMA m/z 4 046 (K Adduktion), (a) DCTB
Matrix Dried Droplet, (b)+(c) Sprayauftragung der Polymer/Salz Lésung, (d) und (e) Sprayauftragung

von DCTB Matrix auf dem gemessenen Spot.

Dies wurde in den nachfolgenden Experimenten eingehender untersucht. Zu diesem Zweck
wurden vorgemischte Matrix/Polymer L&sungen unter Verwendung der Dried Droplet

Technik aufgetragen und mittels MALDI-MSI untersucht. In diesem Versuch wurden zwei
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PMMA Standards mit einer mittleren Molmasse von 4 000 und 10000 g mol” verwendet. In
Abbildung 51 sind die entsprechenden optischen Bilder (I) und (ll) des Probenspots nach
Verdampfen des Lo&semittels gezeigt. Dabei ist in beiden Féllen eine Ringbildung
beobachtbar. Die Intensitatsplots der beiden intensivsten PMMA lonen (m/z 4046 und
9052) sind in Abbildung 51 (la) und (lla) dargestellt. Beide Bilder bestétigen die Ausbildung
eines Ringes. Obwohl die Praparation beider Spots identisch erfolgte, zeigen die
Mikroskop-Bilder (I) und (IlI) unterschiedlich breite Ringe. Im Falle des héher molekularen
PMMA ist dabei ein deutlich breiterer Ring erkennbar. Die lonen-Intensitatsplots (la) und
(lla) zeigen ebenfalls einen, wenn auch geringeren Unterschied in der Ringbreite. Des
Weiteren zeigt ein Vergleich des optischen Bildes (lI) mit dem Intensitatsplot (lla), dass in
Regionen in der Mitte des Spots, die eindeutig mit PMMA bedeckt sind, nur sehr geringe
Signale erhalten werden konnten. Um die im vorherigen Experiment nachgewiesene
Ringbildung durch die Matrix zu bestdtigen, wurde auf die soeben gemessenen Spots
wiederum zusatzliche Matrix mit dem Elektrospray Interface homogen aufgetragen. Die
resultierenden Intensitétsplots sind in Abbildung 51 (Ib) und (llb) dargestellt. Obwohl fur das
PMMA 4000 immer noch ein Ring in (Ib) ersichtlich ist, konnte in beiden Féllen Polymer
jetzt auch in der Mitte des Spots detektiert werden. Dieser Effekt ist besonders deutlich in
Abbildung (lIb) zu sehen.

miz 4046 100%

0%

Abbildung 51: Optische Bilder und Intensitétsplots von PMMA/K" lonen m/z 4 046 (I) und 9 052 (Il);
Probenpréparation (a) DCTB Matrix Dried Droplet; (b) DCTB/KTFA Matrix/Salz L6sung wurde auf den
(a) Spot gespriiht.
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Der Intensitatsplot zeigt eine weitgehend homogene Verteilung des PMMA lons m/z 9 052
auf der gesamten Spotflache, obwohl das optische Bild (ll) eine deutliche Ringbildung
indiziert. Diese Ergebnisse bekréaftigen die Annahme, wonach die optisch sichtbaren
Eintrocknungsringe Uberwiegend aus Matrix bestehen, wahrend Polymermolekile
homogen verteilt erscheinen. Eine mogliche Erkldrung fir die unterschiedliche Breite der
Eintrocknungsringe kann in der Molmassendifferenz der gelésten Molekile vermutet
werden. Wie bereits im Kapitel 4.2.3 gezeigt, kann die Molmasse eines Polymers durchaus
Einfluss auf die Entmischung haben. Die Verwendung von relativ schnell verdunstenden
Lésemitteln (z. B. THF) fiihrte dazu, dass Polymere mit héheren Molmassen sich mehr in
der Mitte des Spots konzentrierten. Im Vergleich zum Polymer ist die Molmasse eines
Matrixmolekiils signifikant kleiner. Damit bleibt dieses langere Zeit gelést. Auf Grund der
héheren Molmasse der Polymere erreichen diese bei der Verdunstung eher eine ,kritische*
Konzentration, bei dessen Unterschreitung sie ausfallen. Durch Adhasion an der
Targetoberflache kénnen die ausgefallenen Polymermolekiile nicht weiter an den Rand des

eintrocknenden Tropfens transportiert werden. [245]

4.3.2 Matrixkonzentration

Wie bereits in der Einfihrung erwéhnt, hat das Matrix-zu-Analyt Verhéaltnis einen
erheblichen Einfluss auf die Signal-Intensitdt. Da die vorherigen Ergebnisse auf einen
Transport von hauptsachlich Matrix an den Rand des getrockneten Tropfens hindeuten,
wurde der Einfluss der Matrixkonzentration auf die Spektren-Intensitat und -qualitat
untersucht. Dafir wurden Probenspots aus Matrixldsungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen (10, 25, 50, 100 mg mi”' DCTB in THF) mit der Dried Droplet Methode
prapariert. Diese wurden anschlieRend mit einer konstanten Menge an Polymer
(PMMA/KTFA) mittels Elektrospray homogen Uberschichtet. Aus den aufgenommenen
lonen-Intensitdtsdarstellungen der einzelnen Spots wurde dann die durchschnittliche
Intensitédt eines PMMA lons (m/z 4046) Uber den jeweiligen Spot-Querschnitt berechnet
und gegen die Matrixkonzentration aufgetragen. Wie in Abbildung 52 dargestellt ist, konnte
ein nicht-linearer Anstieg der Signalintensitat mit steigender Matrixkonzentration beobachtet
werden. Dieses Ergebnis stimmt sehr gut mit &hnlichen Resultaten von Knochenmuss et al.
Uberein. [155] Die Massenauflosung der MALDI Peaks wird nur gering von der
Matrixkonzentration beeinflusst. Eine Verzehnfachung der Konzentration fuhrte lediglich zu

einer Abnahme von etwa 10 %. Dieses Ergebnis zeigt, dass deutlich héhere
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Matrixkonzentrationen ohne wesentliche Einschrankung in der Spektrenqualitdt verwendet

werden kénnen.

Wie in den Intensitatsplots (Abbildung 52) deutlich zu erkennen ist, verbessert sich die
Homogenitat der gebildeten Probenspots mit steigender Matrixkonzentration. Im
verwendeten Matrix/LSM System konnte ab einer Matrixkonzentration von 50 mg ml™ eine

homogene Matrixverteilung beobachtet werden.

0.9 -— 1000
0,8 .
1 L 800 =
0.7 T
= <
= =
= L 600 é;;)
@
— - He)
S 05 o
5 - o)
@ 0.4 -400 &
L 2
€ 03 ?
. L200 5
02 <
0,1
T T T T T T T T T T 0
0 20 40 60 80 100

DCTB/mgml”

Abbildung 52: Durchschnittliche Signalintensitéat (rote Linie) und Peakauflésung bei m/z 4 046 (Schwarz
gepunktete Linie) in Abhéngigkeit der Matrixkonzentration basierend auf einem Scan entlang der
gepunkteten Linie im Intensitétsplot von dem PMMA/K" lon (m/z 4 046), Probenpréparation: je 0,5 ul
Dried Droplet von DCTB (links nach rechts: 10, 25, 50, 100 mgml’) gefolgt von einer
Elektrosprayauftragung einer Polymer/Salz-Lésung (10:1,v:v). Durchschnittswerte mit FlexImaging

Software berechnet.

In einem weiteren Experiment wurde deshalb die Kristallisation von DCTB (in THF, 0,5 pl)
mit einem Mikroskop zeitaufgelst untersucht. Wie in Abbildung 53 dargestellt, kénnen bei
der blichen Matrixkonzentration von 10 mgml" erste Kristallite nach 20 Sekunden
beobachtet werden. Die Kristallisation startet dabei gleichzeitig in der Mitte und am Rand
des Spots. Nach 30 Sekunden zeigt die Kristallisation am Rand jedoch die Ausbildung

eines Ringes. Wie die letzten beiden Bilder (nach 40 s und 50 s) zeigen, bildet sich bei
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dieser Konzentration ein Spot mit einem flachen, homogenen inneren Plateau, welches von

einem héheren Rand umgeben ist.

Dies andert sich jedoch komplett wahrend der Kristallisation einer deutlich héher
konzentrierten Matrix (100 mg ml™"). Bereits nach 4 Sekunden kann die Ausbildung eines
flissigen Randes sowie die Bildung erster Kristallite beobachtet werden. Einige Sekunden
spéater ist beinahe die komplette Tropfenflache mit Matrix bedeckt. Da das Tropfenvolumen
bei beiden Matrixkonzentrationen identisch ist, muss davon ausgegangen werden, dass
auch nach 18 Sekunden immer noch erhebliche Mengen an L&semittel vorhanden sind.
Wie die Bilder zeigen, konnte jedoch kein Transport von Material an den Rand beobachtet
werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass bei héheren Konzentrationen durch die deutlich
héhere Viskositat Transportprozesse innerhalb des Tropfens behindert werden. Die héhere
Viskositdt kann ebenfalls als Hauptursache fiir die Bildung deutlich kleinerer Spots
angenommen werden. So ist, wie man in Abbildung 53 erkennt, der Spot bei einer

Matrixkonzentration von 10 mg ml™ fast doppelt so grofd wie der Spot bei 100 mg mi™.

Abbildung 53: Zeitaufgel6ste optische Bilder einer Kristallisation von zwei DCTB Matrix Lésungen.

Abbildung 54 zeigt den unter identischen Bedingungen aufgezeichneten Vorgang der
Kristallisation von DHB (in THF, 0,5 pl). Auch mit dieser Matrix kann ein &hnlicher, wenn
auch nicht ganz so ausgepragter, Einfluss der Konzentration beobachtet werden. Bei
10 mg ml” bilden sich nach etwa 9 Sekunden erste Kristalle aus dem flussigen Film,
welche homogen verteilt zu sein scheinen. Drei Sekunden spéter erkennt man jedoch die
Bildung eines Ringes. Nach 15 Sekunden hat sich, wie auch im Falle der DCTB Matrix, ein

Spot mit einem flachen Plateau gebildet, welches von einem deutlichen Rand umgeben ist.

Dagegen startet die Kristallisation der DHB-L&sung mit einer Konzentration von
100 mg ml™ bereits nach 3 Sekunden. Anfangs ist ein leichter Flussigkeitsring erkennbar,
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welcher jedoch nach 5 Sekunden verschwunden ist. Analog zu DCTB erhalt man eine
homogene Spotflache. Obwohl die Kristallisation der DHB Matrix im Vergleich zur vorher
beschriebenen DCTB Matrix insgesamt wesentlich schneller ablauft, erfolgt diese bei der
deutlich hdheren Konzentration wiederum ungeféhr doppelt so schnell. Einen ahnlichen

Effekt kann man auch beim Vergleich der Spotdurchmesser feststellen, der bei der héheren

DHB Konzentration wiederum deutlich kleiner ist.

o

! r ¥ i , Ly a2
3'mm] 0s ) s Bl 3 s B 4 s piel! 5 s D

Abbildung 54: Zeitaufgel6ste optische Bilder einer Kristallisation von zwei DHB Matrix Lésungen

Zur Bestdtigung der Vermutung, dass héhere Matrixkonzentrationen die Ringbildung
verhindern kénnen, wurde die IR Spektroskopie als zweite bildgebende Technik
angewandt. Dazu wurden zwei Spots mit unterschiedlichen Matrixkonzentrationen (DCTB in
THF; 7,4 mg ml" und 74 mg mI'1) mit der Dried Droplet Methode prépariert und
anschlieBend gemessen. Wie in Abbildung 55 zu sehen ist, fiihrt die niedrige
Matrixkonzentration wiederum zur Ausbildung des typischen Ringes. Im Unterschied dazu
erhédlt man bei der hohen Konzentration eine homogene Verteilung der Matrix, welche den

kompletten Spot bedecki.
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Abbildung 55: Optische Bilder sowie die dazugehérigen IR Bilder (aufgenommen bei 2950 cm™, C-H
Streckschwingung) von 0,5 ul DCTB Tropfen (7,4 mg miI" (a, b) und 74 mg m" (c, d) in THF).

Skalierung in mm.
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In einem weiteren Experiment wurden jeweils zwei Matrixkonzentrationen (10 und
100 mg ml'1) fur die Untersuchung verschiedener Polymere angewandt. Neben der
Variation der Matrixkonzentration wurden dazu verschiedene Matrixsubstanzen, Lésemittel
und Polymere mit unterschiedlichen Strukturen und Molmassen verwendet, welche in
Tabelle 7 zusammengefasst sind. Neben der bislang gewahlten lonenintensitatsverteilung
wurde zur besseren Darstellung der Querschnitt des jeweiligen Probenspots ermittelt. Diese
Darstellung ermdglicht neben der Bestimmung des Ring/Plateau-Verhéaltnisses auch den
direkten Vergleich der Verteilung mehrerer lonen und damit die Bestimmung eventuell
auftretender molmassenbasierender Segregationseffekte. Um einzelne Messungen
miteinander vergleichbar zumachen wurden sowohl die lonenintensitdten als auch der
Spot-Querschnitt (jeweils von der Mitte des Spots zum Rand) normalisiert. Das Ergebnis ist
in Abbildung 56 dargestellt. Die Verwendung der tblichen Matrixkonzentration (10 mg ml™)
fuhrte dabei in allen Féllen zur Ausbildung von mehr oder weniger ausgepragten Ringen.
Bei Verwendung der héher konzentrierten Matrixlésungen (100 mg ml’1) konnte jedoch bei

allen Messungen eine Ringbildung verhindert werden.

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Polymer/Matrix/Salz/Lésemittel Systeme und die fiir die

Intensitédtsquerschnitte ausgewéhlten lonenmassen (Abbildung 56)

Polymer Matrix/Salz Loésemittel lonenmasse m/z  Abbildung 56
PS 18000 RA/Ag THF 15372 (A)
17663
20059
PMMA 9000 DCTB/K THF 6749 (B)
9052
11855
PEG 3000 DCTB/K Acetonitril 3096 (©)
PMMA 4000 DCTB/K THF 4046 (D)
DCTB/K Acetonitril 4046 (E)
DHB/K THF 4046 (F)
PS 3500 DCTB/Ag THF 3499 (G)
RA/Ag THF 3499 (H)
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Abbildung 56: Normalisierte Intensitdten von Dried Droplet Spot-Querschnitten (auf Spotzentrum

normalisiert) verschiedener Polymer/Salz/Matrix Kombinationen (siehe Tabelle 7). Daten stammen von

den MALDI Intensitétsplots der gewaéhlten lonen (siehe Tabelle 7) mit Matrixkonzentrationen von

10 mg mi" (schwarze Linie) und 100 mg ml" (rote Linie). Die lonenintensitatsbilder und weitere

lonenscans bei 100 mg ml ! (griine und blaue Linie) sind exemplarisch fiir Polymere mit héherer

Molmasse (a, b) gezeigt.
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Die Versuche der Polymere PMMA und PS mit einer mittleren Molmasse von Uber
9000g mol” waren dabei von besonderem Interesse, da die Ergebnisse von Weidner et al.
eine Segregation von Polymerhomologen zeigten. [180] Dazu wurde zuséatzlich die
Intensitatsverteilung je eines lons aus dem unteren und oberen Massenbereich der
Polymerverteilung gemessen und graphisch dargestellt (Abbildung 57 bzw. Abbildung 56
(A) und (B)). Bei Anwendung der Ublichen Matrixkonzentration von 10 mg ml™ konnte im
Falle des Polystyrols neben der Ringbildung wiederum eine lokale Entmischung von
Homologen, ahnlich der von Weidner et al. beschriebenen, festgestellt werden. [180] Bei
einer Erhéhung der Matrixkonzentration auf das Zehnfache konnte keine Segregation von
Polymerketten mit unterschiedlichen Massen beobachtet werden. Die in Abbildung 56 und
Abbildung 57 gezeigten Ergebnisse bestétigen somit die Vermutung, dass zur homogenen

Verteilung von Polymer und Matrix eine deutlich héhere Konzentration notwendig ist.

101 & | —a—miz 17663 t0mgm’ | a1 184 T & AL
£ e miz 15372 10mg mi" | £\ - ':\ L ST . L
i Y -1 LA » i A | 4 g ok L
E oad [/ 4—miz 20058 10mgmi| ., 1 LI IiJ e I '\':"‘ | l:'l.s i s I_,xg - :
[ I s 1 [ [ B = A iy L 4 A
- VAR Y Fy | = f s 1
& [ R b i 3 |
E 06/ L e WAl 11 g us [ | 1
s I L S g |/
£ Lals M s | s /4 {
£ 0.4 4 b5 T T Il* £ a4 y
2 X f z I = miz 17663 100 mg mi”
g 024 L g 0z | 4 miz 15372 100 mg mi”
= {A) = (B) s miz 20059 100 mg mi” I
00 T T T T T oo T T T T T
0.4 0.2 00 02 04 04 0.2 00 02 04
Normalisierter Querschnitt / rel. Einh. Normalisierter CQuerschnitt / rel. Einh.

4 MUHU “\HM .HN. !l. Wl\\m .

Abbildung 57: Normalisierte Intensitdten von Dried Droplet Spot-Querschnitten (auf Spotzentrum
normalisiert) von PS, AgTFA und DCTB. Daten stammen von den MALDI Intensitétsplots der
gewdhlten lonen - m/z 15 372 (rote Linie), 17 663 (schwarze Linie), 20 059 (blaue Linie) — mit
Matrixkonzentrationen von 10 mg mf” (A) und 100 mg mi" (B).
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Eine auf den zuvor dargestellien Ergebnissen basierende Interpretation der Prozesse in
einem eintrocknenden Tropfen ist fir zwei verschiedenen Matrixkonzentrationen in
Abbildung 58 dargestellt. Diese gilt jedoch nur fir relativ schnell verdunstende L&semittel
(z. B. THF). Unmittelbar nach Auftragung des Tropfens beginnt die Verdunstung des
Lésemittels. Da dieser Prozess an den Kontaktflachen des Tropfens schneller ist als in der
Tropfenmitte, fangt dieser an zu schrumpfen. Der Tropfen ist jedoch bestrebt, seine GréRle
beizubehalten, was zu einer Abflachung durch den Transport von L&semittel aus der
Tropfenmitte zum Rand fiihrt. Diese von Deegan beschriebenen Kapillarkrafte sind fir den
Transport der gelésten Substanzen an den Rand verantwortlich. [175] Die ebenfalls
auftretenden Marangoni  Strdbmungen (Marangoni flow loops) fllhren zu einer
Rickvermischung. Allerdings spielt dieser Prozess wegen der schnellen Verdampfung des
Lésemittels eine untergeordnete Rolle. Wie von Majumder et al. gezeigt wurde, kann durch
Verlangsamung der Verdampfung allerdings auch eine Umkehrung beider Prozesse erzielt
werden. [246] Wird der eintrocknende Tropfen unter einer gesattigten Atmosphare
(z. B. Ethanol) gehalten, Uberwiegen Marangoni Strémungen und die Ringbildung kann
komplett vermieden werden. Diese Untersuchung wurde allerdings mit suspendierten
Nanopartikeln durchgefiihrt, die sich in einem wesentlichen Punkt von den Polymeren und

der Matrix unterscheiden — der Léslichkeit.

Im Verlauf des Verdampfungsprozess findet eine Aufkonzentrierung der Molekdle im
Tropfen statt. Ist fir ein Molekil die Léslichkeitsgrenze erreicht, féllt es aus. Dies erfolgt
beginnend mit den hohen Molmassen. [247] Durch Van der Waals Kréafte kann eine
Adhasion der ausgefallenen Polymere an der Oberflaiche des Targets erfolgen. [245] Auf
Grund ihrer geringen Molmasse bleibt die Matrix am langsten geldst und kann demzufolge
bis unmittelbar vor dem Eintrocknen an den Tropfenrand transportiert werden. Dies erklart
die Bildung von hauptséachlich aus Matrix bestehenden Ringen (Abbildung 58 (A)). Bei der
deutlich héheren Konzentration von 100 mg mi™ wird die kritische Konzentration der Matrix
trotz ihrer geringen Molmasse bereits vor (oder zusammen mit) dem Ausfallen der
Polymere erreicht. Dadurch entsteht eine hoch viskose L&sung, welche die
Transportprozesse der Polymermolekile behindert (Abbildung 58 (B)). Somit kann keine
Entmischung der der gelésten Polymere erfolgen und man erhdlt eine homogene

Probenspotoberflache.

Bei Verwendung sehr langsam verdampfender Losemittel sind die hydrodynamischen
Kréfte fur eine Entmischung nicht ausreichend und es bildet sich eine ,homogene® Flache.
Ist die Verdampfungsgeschwindigkeit jedoch grol® genug, treten konvektive Kréfte auf.

Diese induzieren Masseneffekte, die zur Segregation der Molekiile fiihren (z. B. Diffusion).
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Im Unterschied zu schnell verdampfenden L&semittel nimmt die Molmasse der
Polymerhomologe zum Rand des Tropfens hin zu. Auf Grund der geringen
Verdampfungsgeschwindigkeit ist der zeitliche Abstand in dem die Polymerhomologen die
JKritische* Konzentration erreichen ausgepragter, weshalb niedermolekulare Homologe
signifikant langer gelost bleiben. Das fiihrt im Fall der synthetische Polymere, die eine

Molmassenverteilung aufweisen, zur Trennung der Polymerhomologen. [180]

Verdampfung (A) Verdampfung (B)
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Abbildung 58: Schematische Darstellung der vermuteten Transporiprozesse in Dried Droplet

Probenpréparationen mit einer Matrixkonzentration von (A) 10 mg mI" und (B) 100 mg mi’".

Ausgehend von dieser Vermutung wurde der Einfluss der Matrixkonzentration auch auf die
Segregation von Polymermischungen an Hand von zwei unterschiedlichen Polymerblends
untersucht. Abbildung 59 zeigt die lonen-Intensitatsplots eines PEG/PPG-Blends (PEG m/z
937,5 — blau, PPG m/z 927,6 — rot) bei einer Matrixkonzentration von 10 mg m™ und
100 mg ml™". Wie zu erwarten, fiihrt die Verwendung der niedrigen Matrixkonzentration zur
Ausbildung von Ringen. Interessanterweise sind diese bei den beiden Polymeren jedoch
unterschiedlich. Wie bereits in den Einzelbildern zu erkennen ist, lagert sich PEG verstarkt
im oberen Drittel des Ringes ab. Dies wird besonders in der Uberlagerung der
Intensitatsplots beider Polymere (Ic) deutlich. Neben der Entmischung der Matrix wird
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zusatzlich auch eine Segregation in Abhdngigkeit von der Polymerstruktur beobachtet. Wird
eine Matrixkonzentration von 100 mg ml™" verwendet, &ndert sich das Ergebnis komplett.

Diese Konzentration fiihrt zu einer homogenen Verteilung von PEG (lla) und PPG (lIb).

Abbildung 59: Intensitatsplots einer Dried Droplet Probenpréparation von PEG und PPG (1:1, v:v) in
THF mit DCTB als Matrix — m/z 937,5 (blau — PEG, (a),(c)) und 927,6 (rot — PPG, (b),(c))

In einem zweiten Versuch wurde eine 1:1 (v:v) Mischung von PEG und PMMA mit DCTB
untersucht. Die Konzentration der Matrix betrug dabei 100 mg mi™. Abbildung 60 (a) zeigt
den Intensitatsplot eines PEG m/z 2743 lons (blau). Ahnlich der Einzelmessung von PEG
(Abbildung 56 (C)) weist auch eine Mischung mit PMMA keine Inhomgenitaten auf. Das
PMMA lon m/z 4046 (rot) (Abbildung 60 (b)) ist homogen auf dem Spot verteilt. Die
Uberlagerung beider Intensitatsplots ist in Abbildung 60 (c) dargestellt. Ubereinstimmend
mit dem in Abbildung 59 (lic) erhaltenen Ergebnis, wird auch in diesem Fall bei einer
Matrixkonzentration von 100 mg ml™" die Entmischung der beiden Polymere sowie der

Matrix verhindert.

Die Ergebnisse aus Abbildung 59 und Abbildung 60 zeigen, dass die erhohte
Matrixkonzentration ebenfalls fir die Untersuchung von Polymermischungen vorteilhaft ist,
da auch hier eine homogene Verteilung der unterschiedlichen Polymermolekiile erhalten

wird und Entmischungen unterbunden werden.
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Abbildung 60: Intensitétsplots einer Dried Droplet Probenpréparation von PEG und PMMA (1:1, v:v) in

ACN mit DCTB als Matrix — m/z 2 743 (blau — PEG, (a),(c)) und 4 046 (rot — PMMA (b),(c))

4.3.3 lonische Matrizes
4.3.31 Allgemeines

Die im vorherigen Kapitel (4.3.2) erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine
hoéhere Viskositat die Entmischung verhindern kann. Eine Mdglichkeit, die Viskositat der
Probenspots zu erhdhen, ist durch die Verwendung hochviskoser Lésemittel gegeben. Die
ist jedoch aus zwei Grinden nicht praktikabel. Zum einen verdunsten hochviskose
Lésemittel (z. B. Glycerin, DMF, DMAc u. a.) extrem langsam, was zwar prinzipiell
vorteilhaft ware, da dadurch die Bildung starker Kapillarkrafte vermieden und somit die
Ringbildung beim Eintrocknen verhindert werden kann. Damit wiirde allerdings der grol3e
Vorteil der Dried Droplet Methode verloren gehen, der in der Schnelligkeit und Einfachheit
der Probenpraparation beruht. Darliber hinaus wurden bei der Untersuchung derartiger
Systeme ebenfalls Molmassen-Segregationseffekie beobachtet, die mdglicherweise auf
diffusionsgesteuerte Prozesse hindeuten. [180] Eine andere Mdglichkeit, die Viskositat des
Probentropfens zu erhéhen, stellt die Verwendung ionischer Flussigkeiten dar. Eine von
Armstrong et al. vorgestellte einfache Praparationsmethode basiert auf dem Vermischen
einer typischen MALDI Matrix (z. B. DHB) mit einer aquimolaren Menge an Amin. [197]
Deshalb wird eine solche ionische Flissigkeit im Weiteren als ionische Matrix (IM)
bezeichnet. Die erfolgreiche Synthese einer IM kann sehr einfach mit 'H-NMR bestatigt
werden. Laut Wulf et al. zeichnet sich die Bildung von ionischen Flussigkeiten durch eine
starke Wechselwirkung mit den jeweiligen Anionen aus. [248] Dies fiihrt z. B. bei
Imidazolium-basierten IM zu einer verstarkten Tieffeldverschiebung der Ringprotonen in
den "H-NMR Spektren. Dabei sind die Protonen an dem Kohlenstoffatom, welches sich am

nachsten zur ionischen Bindung befindet am starksten beeinflusst.
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Fir die folgenden Experimente wurden drei verschiedene ionische Matrizes, basierend auf
der Verwendung gebrauchlicher organischer Matrix-Verbindungen (DHB, SA und DCTB),
synthetisiert. Zur Synthese wurden n-Butylamin und Triethylamin verwendet. Wie im
experimentellen Teil der Arbeit dargestellt, wurde der Erfolg der Synthesen mittels 'H-NMR
Spektroskopie nachgewiesen. Dabei kam insbesondere der Synthese der ionischen DCTB
Matrix besondere Bedeutung zu, da diese, im Gegensatz zu den beiden anderen
Verbindungen, keine Carboxylgruppe aufweist (Struktur: Abbildung 22 (d)). Normalerweise
bildet diese nach Protonenabspaltung das Gegenion zum quaterndren Ammoniumion. Wie
jedoch an Hand der 'H-NMR Spektren gezeigt werden konnte, ist das Wasserstoffatom der
Methylgruppe (siehe Experimenteller Teil 3.3.4.3, Abbildung 22, Position e) ausreichend

azid. Die Homogenitat der untersuchten Spots wurde wiederum mittels MALDI-MSI gepruft.

4.3.3.2 lonische DHB Matrix

Abbildung 61 zeigt mehrere Intensitatsplots eines PEG lons (m/z = 3036, Natriumaddukt)
bei Verwendung der ionischen DHB Matrix. Zur Praparation wurde eine Sandwich-Methode
verwendet, bei der zuerst das Polymer und nach dessen Trocknung die ionische Matrix
aufgetropft wird. Diese Spots wurden mit unterschiedlichen Scanmodi gemessen (siehe
Legende Abbildung 61). Mit Ausnahme einer leichten Ringbildung (c), konnten keine
wesentlichen Inhomogenitaten innerhalb der Spots beobachtet werden. Ein besonders
interessantes Ergebnis ist in Abbildung 61 (d) dargestellt. Dabei handelt es sich um den in
Bild (c) gezeigten Spot, der nach einem 24 stiindigen Verbleib im Hochvakuum der MALDI
Quelle, ein weiteres Mal gemessen wurde. Ein Vergleich der beiden Spots ((c) und (d))
zeigt nahezu keine Unterschiede und somit eine bemerkenswerte Vakuumstabilitdt der
Praparation mit der ionischen Matrix. Das Verschwinden des schwach ausgepragten Rings
in (c) lasst zudem auf eine mdogliche Rickvermischung bzw. Homogenisierung der

Analytmolekile in der ionischen Matrix schliel3en.

Der Vergleich zweier MALDI Massenspektren eines PEG ist in Abbildung 62
dargestellt. In diesem Beispiel wurde das Polymer jeweils mit DHB (a) und DHB-IM (b)
vorgemischt und auf das Target getropft. Beide Spektren zeigen eine ann&dhernd identische

Molmassenverteilung sowie das gleiche Peakmaximum.
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Abbildung 61: lonenintensitétsplots PEG (Na* m/z 3 036) mit DHB-IM unter Verwendung verschiedener
Scan-Modi — (a) Zeile fiir Zeile, (b) zuféllige Positionen (,random®), (c) 1. Messung jeder zweite Spot
Jeder zweiten Reihe, verbleibende Spots im 2. Durchgang, (d) Zeile fiir Zeile an einem vor 24 Stunden

préparierten Spot.
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Abbildung 62: MALDI-TOF Massenspektren von PEG mit (a) DHB und (b) DHB-IM
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Obwohl kein Kationisierungsreagenz bei der Synthese der ionischen Matrix zugesetzt
wurde, stellen die Natriumaddukt Signale die Hauptverteilung dar, wahrend sehr geringe
zusatzliche Signale (+16 Dalton) auf die Bildung von Kaliumaddukten deuten. Im
Gegensatz dazu wurde KTFA Salz zur DHB Matrix zugegeben, so dass hier Kaliumaddukt
Signale die Hauptverteilung darstellen. Bei genauerer Betrachtung von Abbildung 62 kann
ein weiterer Vorteil der ionischen Matrix festgestellt werden. Bei Verwendung der
klassischen DHB Matrix (a) findet man zuséatzliche schwache Signale im niederen
Massenbereich des Spektrums (2000-2500). Da die Differenz zwischen diesen Signalen
und der Hauptserie -18 Dalton betragt, kann die Bildung von Natriumaddukten
ausgeschlossen werden. Zu vermuten ist die hdufig beobachtbare Bildung von Fragmenten
(Wasserabspaltung) durch den metastabilen Zerfall von PEG lonen. In dem mit der
ionischen Matrix aufgenommenen Spektirum (b) konnten diese Signale dagegen nicht

gefunden werden.

4.3.3.3 lonische SA Matrix

Ahnliche Ergebnisse wurden bei Verwendung der ionischen Sinapinsdure Matrix erhalten.
Abbildung 63 zeigt lonen-Intensitatsplots von Spots des PEG m/z 3036 lons, die sowohl mit
der klassischen Dried Droplet Methode (a)-(c) als auch der Sandwich Methode (d)
prapariert wurden. Der Ringeffekt in (a) resultiert wiederum aus der Verwendung einer
Matrix typischen Konzentration von 10 mg ml”. Wie Abbildung 63 (b) jedoch zeigt, erhalt
man dagegen mit der ionischen Form der Sinapinsdure einen homogen Spot. Es ist zu
vermuten, dass in dieser Praparation, auf Grund der hohen Viskositét, der Materialtransport
durch Kapillarfluss im Spot eingeschrankt ist. Auch in diesem Matrixsystem ist die zuvor
vermutete ,Regeneration” des Probenspots durch Diffusions-vorgédnge beobachtbar. So
konnte der in (b) gezeigte Spot erneut gemessen werden. Der resultierende lonen-
Intensitétsplot dieser zweiten Messung ist in Abbildung 63 (c) dargestellt. In diesem ist
jedoch eine geringere Intensitét in der Mitte des Spots beobachtbar. Mégliche Erkldrungen
dafir kdnnen zum einen in einer ,Verarmung“ von Polymermolekilen auf Grund der
vorherigen Messung und einer unvollstdndigen ,Regeneration® des Spots gesehen werden.
Weiterhin muss aber auch die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die bei der
lonisierung entstandene Aufladung nicht vollstédndig abgeleitet werden konnte, da die
Viskositét der ionischen Flussigkeit zu hoch bzw. ihre Leitféhigkeit zu gering ist. Die in der
Matrix vorhandenen Anionen missen an die leitfahige Targetoberflache abgeleitet werden

und bendtigen, auf Grund der Héhe der Kugelkappe, in der Mitte des Spots langer. Um
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4 Ergebnisse und Diskussion

diesen Einfluss zu minimieren, ist es vorteilhaft einen maoglichst flachen Probenspot zu
generieren.

Der geringe Einfluss der Art der Probenpréparation wird in Abbildung 63 (d) deutlich.
Dieser Probenspot wurde mittels Sandwich Methode (Tropfen Polymeriésung ->
Eintrocknen -> Tropfen Matrixiésung -> Eintrocknen) prépariert. Bei Verwendung einer
(organischen) Matrixlésung in der sich der Analyt I6st, wirde sich der beobachtbare
Ringeffekt durch das Auftropfen der Matrixldsung verstérken, da der Analyt weiter zum
Rand transportiert wird. Im Gegensatz dazu fuhrt die Auftragung von SA-IM auf den
trockenen PEG-Spot zu einer Homogenisierung von Matrix und Polymer im resultierenden
Spot.

Ein vergleichbares Experiment wurde auch mit PMMA durchgefihrt (Abbildung 63 (e)
und (f)). Ahnlich den PEG Ergebnissen ist mit SA eine Ringbildung erkennbar, die bei

Verwendung ionischen Matrix verhindert werden konnte.

100%:

Ol TR AL e 5. »

Abbildung 63: lonenintensitétsplots aufgenommen mit SA und SA-IM unter Verwendung verschiedener
Scanmodi und Polymeren (PEG Na® m/z 3 036 und PMMA Na* m/z 4 030) — (a) und (e) SA Dried
Droplet, (b) und (f) SA-IM Dried Droplet, (c) zweite Messung von Spot (b), (d) SA-IM Sandwich
Methode.

Die MALDI Massenspektren von PEG unter Verwendung von SA sowie mit SA-IM sind in
Abbildung 64 gezeigt. Bei Verwendung der klassischen SA ist neben einer Natriumaddukt-
Serie auch eine Kaliumaddukt-Serie beobachtbar (a), die im Spektrum der SA-IM
wesentlich geringer ausgeprégt ist (b). Darliber hinaus war mit SA-IM eine signifikant
geringere Bestrahlungsstarke zur lonisation notwendig. Die Molmassenverteilung des
Spektrums ist enger und deren Maximum ist leicht zu héheren Massen verschoben. Die
Ursache dafir liegt vermutlich in der geringeren Bestrahlungsstarke. Bei Verwendung der
klassischen SA kodnnen (analog zu 4.3.3.2) im Massenbereich zwischen m/z 2000 und
2500 Signale, welche zum -18 Dalton verschoben zur Hauptserie sind, detektiert werden.
In dem mit der ionischen Matrix aufgenommenen Spektrum (b) konnten diese Signale

dagegen nicht gefunden werden.
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Abbildung 64: MALDI-TOF Massenspektren von PEG mit (a) SA und (b) SA-IM.

4.3.3.4 lonische DCTB Matrix

Es wurde auch untersucht, inwieweit DCTB als ionische Matrix verwendet werden kann.
Dazu wurde ein PMMA Probenspot mit der Sandwich Methode prapariert, bei dem zuerst
die Probe und nach Verdampfen des Losemittels, die Matrix (DCTB-IM) aufgetragen wurde.
Fir die Aufnahme des lonen-Intensitatsplot Abbildung 65 (a) wurde ein modifizierter
Scanmodus verwendet, bei dem zuerst jeder zweite Spot jeder zweiten Zeile gemessen

wurde. Die verbliebenden Spots wurden nach Ende dieses Durchgangs im Anschluss
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4 Ergebnisse und Diskussion

gemessen. Der lonen-Intensitatsplot des PMMA Na® Adduktions m/z 4030 zeigt eine
homogene Verteilung Uber die gesamte Spotflache. Intensitatsabweichungen zwischen
Positionen die im ersten Durchgang gemessen wurden und jenen vom zweiten waren nicht
beobachtbar. Derselbe Spot wurde nach 24 Stunden Verweilzeit in der MALDI-Quelle ein
zweites Mal gemessen. In diesem Fall wurde ein kontinuierlicher Scanmodus (Zeile fir
Zeile) angewandt (Abbildung 65 (b)). Ein Vergleich beider Bilder zeigt eine nahezu
identische lonenintensitatsverteilung. In einem weiteren Versuch wurde PEG mit DCTB-IM
analog zu PMMA/DCTB-IM prapariert. Wie Abbildung 65 (c) zeigt erhalt man auch in
diesem Fall einen homogenen Intensitatsplot.

0%

Abbildung 65: MALDI lonenintensitétsbilder von DCTB-IM und PMMA (Na* m/z 4 030) bzw. PEG
(Na" m/z 3 036) aufgenommen mit unterschiedlichen Scanmodi — (a) 1. DG zweiter Spot zweite Reihe,
Restim 2. DG, (b) Zeile fiir Zeile auf dem Spot (a) und (c) Zeile fiir Zeile.

Charakteristische MALDI Massenspektren von PMMA mit DCTB und DCTB-IM sind in
Abbildung 66 dargestellt. Dabei ist das Peakmaximum der Molmassenverteilung des
DCTB-IM Spektrums um 5-10% zu héheren Massen verschoben. Ein Vergleich der mit
GPC (Herstellerdaten) und MALDI-MS bestimmten My, M» und Polydispersitat ist in Tabelle
8 dargestellt. Interessanterweise ist in den massenspektrometrischen Daten eine
Verschiebung zu héheren Massen um etwa 200 Da (DCTB) bzw. 400 Da (DCTB-IM) zu
beobachten. DCTB ist dafur bekannt die Bildung der lonen im MALDI Prozess zu
begtinstigen. [249] Verglichen mit anderen Matrizes, wie zum Beispiel DHB, Dithranol oder
Trihydroxyacetophenon, erhalt man bei einer wesentlich geringeren Bestrahlungsstérke
ahnliche Signalintensitaten. Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigten, dass bei einer
Verwendung der ionischen Form der DCTB Matrix die notwendige Bestrahlungsstérke
sogar noch weiter verringert werden kann, was zu einer noch ,sanfteren® lonisation beitragt.
Ursache dafiir kénnte der Umstand sein, dass in ionischen Flissigkeiten bereits viele lonen
vorliegen und die Bestrahlungsstarke in diesem Fall hauptséchlich zur Verdampfung des

Polymer/Matrix Gemisches erforderlich ist.
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Tabelle 8: Mit MALDI und GPC bestimmte Mw, Mn und Polydispersitét von PMMA

Hersteller DCTB DCTB-IM
My 4200 4394 4570
M 3960 4248 4462
PD 1,06 1,03 1,02
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Abbildung 66: MALDI-TOF Massenspektren von PMMA mit (a) DCTB und (b) DCTB-IM.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zusammenfassend lasst sich an dieser Stelle feststellen, dass durch die Verwendung
ionischer Matrizes neben der Bildung homogener Spots eine vom verwendeten Scanmodus
unabhéngige, hohe Signalintensitat bei geringerer Laserleistung erzielt werden kann. Dies
verhindert die unbeabsichtigte Fragmentierung der Polymerketten. Darliber hinaus wurde
die bei ,normalen® Matrizes haufig beobachtete Sublimation in der MALDI Quelle nicht
beobachtet.
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Im Rahmen dieser Dissertation wurden I6semittelbasierende MALDI-TOF MS Proben-
praparationen mit MALDI-TOF Imaging MS analysiert. Ziel war es, die auftretenden
Entmischungsphdnomene, wie z.B. die Bildung von Eintrocknungsringen und deren
Ursache zu untersuchen. Dazu wurde jeweils ein Parameter in dem
Matrix/Analyt/Losemittel-System variiert. Somit konnte der Einfluss des L&semittels bzw.
der Verdampfungsgeschwindigkeit, der Einfluss des Polymers und der Einfluss der Matrix

weitgehend unabhangig voneinander ermittelt werden.

Erste Untersuchungen zum Einfluss der Verdampfungsgeschwindigkeit wurden mit
Polyethylenglykol und Wasser durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Erhéhung
der Verdampfungsgeschwindigkeit die Ringbildung fordert, was zu einer Abnahme der
Homogenitat fuhrt. Dabei nahm im Bereich zwischen 20°C und 50°C die Ringbreite mit
steigender Temperatur ab. Bei einer weiteren Erh6hung der Verdampfungsgeschwindigkeit
kehrte sich dieser Effekt allerdings um und die Breite des Ringes nahm wieder zu. Wurde
die Verdampfungsgeschwindigkeit anstatt durch Zufuihren von Warme durch die Wahl
unterschiedlicher Lésemittel variiert, konnten keine Tendenz festgestellt werden. Dariiber
hinaus konnte keine Korrelation mit der Viskositat bzw. der Oberflachenspannung der
verwendeten Lésemittel gefunden werden. Der Einfluss der Diffusion auf die Segregation
der Polymere spielt nur bei langsam verdampfenden L&semitteln wie z. B. DMF und DMSO
eine Rolle. Die Ergebnisse zeigen, dass das L&semittel nur in geringem Umfang zur

Entmischung beitragt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Polymere auf die Homogenitét des
Probenspots untersucht. Dazu wurden die Polymere mit der Dried Droplet Methode
aufgetragen und anschlieBend durch Sprayauftragung mit der Matrix Uberschichtet. Dabei
hat sich im Vergleich zur uUblicherweise verwendeten Dried Droplet Methode eines
Lésungsgemisches (Matrix/Polymer) die Homogenitat wesentlich verbessert. Allerdings
wurden auch dabei Segregationseffekte beobachtet, deren Ursache in den
Molmassenunterschieden der Polymere vermutet wurde. Dieser Effekt konnte durch
Fluoreszenzmessungen mit Fluorescinmarkierten-Polystyrolstandards bestétigt werden.
Weitere Untersuchungen wurden mit Polymermischungen und Copolymeren durchgefiihrt.
Hierbei waren insbesondere Struktur-Lésungseffekte von Interesse, die bei

Polymermischungen mit unterschiedlicher Struktur oder, im Falle der Copolymere von
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unterschiedlicher Zusammensetzung, eine deutliche Rolle spielen sollten. Bei der
Verwendung von statistischen Copolymeren konnte keine Abh&ngigkeit der Verteilung von
der Zusammensetzung gefunden werden. Im Unterschied dazu weisen Blockcopolymere
verstérkt die Tendenz zur Ringbildung auf. Wesentlich ausgepragter waren die
beobachteten Entmischungen jedoch bei der Analyse von Blends. Hierbei konnte eine

eindeutige Entmischung von verschiedenen Polymeren beobachtet werden.

Die erhaltenen Ergebnisse fuhrten zu der Vermutung, dass die Matrix wesentlich fiir
die Bildung von Ringen verantwortlich ist. Deren Einfluss wurde im dritten Teil dieser Arbeit
untersucht. Dazu wurde die Matrix mit der Dried Droplet Methode aufgetragen und
anschlieBend durch Sprayauftragung mit Polymer Uberschichtet. Dabei konnte ein Ring
beobachtet werden, welcher anndhernd identisch mit dem Ring des optischen Bildes vor
Polymerauftragung war. Da die Matrixkonzentration lokal sehr unterschiedlich war, wurde
der Einfluss der Konzentration auf die Qualitdt der Spektren untersucht. Dazu wurde Matrix
mit unterschiedlicher Konzentration mittels Dried Droplet Methode aufgetragen, mit Polymer
Uberschichtet (Elektrospray) und mit MALDI-TOF Imaging MS gemessen. Dabei konnte
eine Abhangigkeit der Homogenitét von der Konzentration der Matrix beobachtet werden.
Die Verwendung einer Ublichen Konzentration (10 mg mI'1) fuhrte zur Ausbildung von
Ringen, welche mit steigender Konzentration deutlich breiter wurden. Eine weitgehend
homogene Oberflache konnte bei einer Matrixkonzentration von 100 mg mi™, unabhé&ngig
vom verwendeten Losemittel und Matrix, erhalten werden. Dies konnte ebenfalls mit einem

Infrarotmikroskop verifiziert werden.

Im Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Prozessen, wie Kapillarfluss oder
Marangoni Strémung, die u.a. fur die Ringbildung verantwortlich gemacht wurden, zeigen
die Ergebnisse, dass die Loslichkeit von Polymer und Matrix im verwendeten L&semittel
von entscheidender Bedeutung ist. Im Verlauf des Verdampfungsprozesses findet eine
Aufkonzentrierung der Molekille im abgesetzten Tropfen statt. Beim Erreichen der
Sattigungskonzentration beginnen die Polymermolekiile mit den hohen Molmassen zuerst
auszufallen, wahrend die restlichen, immer noch gelésten Homologen weiterhin den
Transportvorgadngen unterliegen, die beim Eintrocknen generiert werden. Auf Grund ihrer
geringen Molmasse bleibt die Matrix am langsten gelést und kann demzufolge bis
unmittelbar vor dem Eintrocknen an den Tropfenrand transportiert werden. Bei einer
Konzentration von 100 mg ml™ wird die Sattigungskonzentration der Matrix bereits vor dem
ersten Ausfallen der Polymere erreicht. Dadurch entsteht eine hoch viskose L&sung, welche

die folgenden Transportprozesse der Polymermolekile behindert.
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Da die Léslichkeit und Viskositat fir Entmischungsphdnomene hauptverantwortlich sind,
wurden Versuche mit ionischen FlUssigkeiten basierend auf der Verwendung klassischer
Matrizes durchgefuhrt. Dazu wurde neben Literaturbekannten ionischen Flissigkeiten
basierend auf DHB bzw. SA, auch eine auf DCTB basierende synthetisiert und erfolgreich
mittels NMR nachgewiesen. Erste Untersuchungen mit den ionischen FliUssigkeiten zeigten
erhebliche Vorteile hinsichtlich Homogenitat sowie Reproduzierbarkeit. Ein weiterer Vorteil
dieser Verbindungen ist ihre hohe Vakuum-Stabilitat. Selbst nach 24h im Hochvakuum der
MALDI-Quelle konnten reproduzierbare Spektren gemessen werden. Die Intensitdt der
Spektren war dabei deutlich héher als bei der Verwendung konventioneller Matrizes. Dies
ermoglichte die Aufnahme von Spektren bei geringerer Bestrahlungsstarke, was wiederum
zu weniger Fragmentierungen fuihrte und insbesondere fir labile Polymere interessant sein

kénnte.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Erkenntnisse geben Aufschluss Uber die Ursache der
Entmischungsphdnomene und erleichtern die Entwicklung alternativer Praparations-
methoden. Die vorgestellten Alternativen zur konventionellen Dried Droplet Methode
ermdglichen die Aufnahme reproduzierbarer MALDI-Massenspektren ohne den Vorteil der

einfachen und schnellen Handhabung zu verlieren.
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