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Kurzzusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Ablationsprozesses von io-
nischen Fliissigkeiten als Matrix in der UV-MALDI. Die Verwendung dieser sogenannten
ionischen fliissigen Matrices ist eine recht neue Entwicklung und zeigt in einigen Berei-
chen Verbesserungen gegeniiber konventionellen kristallinen Matrices. Da einige Vorteile
der Fliissigmatrices auf einen gleichméfigeren Ablationsvorgang zuriickgefiihrt wurden,
ist die Untersuchung der dabei zugrundeliegenden Mechanismen von groflem Interesse

fiir die zukiinftige Entwicklung weiterer Verbesserungen dieser Methode.

Die erste Methode, die zur Charakterisierung der Ablation verwendet wurde, ist
die Postionisation von neutralen Molekiilen in der Ablationswolke. Diese stellen den
Grofiteil des ausgestoflenen Materials dar und die Bestimmung der mit dieser Methode
zugénglichen Parameter, die Geschwindigkeitsverteilung und die Translationstempera-
tur der Teilchen, ermdoglicht eine quantitative Beschreibung des Ablationsprozesses. Hier
konnte gezeigt werden, dass der Ablationsvorgang der verwendeten Matrices sehr gut re-
produzierbar ist und diese Stoffe sich daher gut fiir die Untersuchung mit dieser Methode
eignen. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass fiir ionische Fliissigkeiten der héufig
verwendeten Matrices 2,5-DHB und CHCA sehr dhnliche Ablationsparameter erhalten
werden, die deutlich unter den Werten fiir die jeweiligen festen Stoffe liegen. Zusétzlich
konnten Einfliisse der Lichtabsorption bei der verwendeten Ablationswellenldnge und

der Energie der eingestrahlten Photonen gefunden werden.

In den Experimenten zeigte sich auch das Auftreten eines zweiten Ablationsvorganges
neutraler Molekiile um einige 100 ns verzogert zur initialen Ablation. Die Charakterisie-
rung dieses Prozesses und die Aufklarung seines Ursprungs war mit der Postionisations-
methode nicht moéglich. Um dies zu erreichen, wurde ein neues Experiment entworfen
und in Betrieb genommen. Dieses kombiniert ein Flugzeitmassenspektrometer mit der
Fast Flash Imaging Methode, bei der Schattenbilder der ablatierten Teilchenwolke zu
verschiedenen Zeitpunkten nach dem Ablationslaserpuls mit Hilfe sehr kurzer Lichtpul-
se im Nanosekundenbereich aufgenommen werden. Anhand der hiermit durchgefiihrten
Messungen konnte ein Modell entworfen werden, welches das Auftreten der verzogerten
Ablation durch die verspétete Freisetzung von einem Teil der Energie, die durch den
Laserpuls in die Probe eingebracht wurde, erklirt und die auftretenden Anderungen im
Ablationsvorgang bei Variation der laser fluence und der Ablationswellenldnge zufrie-

denstellend erklaren kann.






Abstract

The subject of this work is the investigation of the ablation process of ionic liquids used
as the matrix in the UV-MALDI. The utilization of these so called ionic liquid matrices
is a recent developement and has been shown to exhibit advantages in some areas of work
in comparison to the conventional crystalline matrices. Because some of the advantages
of the liquid matrices have been explained by an increase of the uniformity of the ablation
event, the investigation of the underlying mechanisms is of great interest for prospective

developments of further enhancements of the method itself.

The first method that has been used to characterize the ablation is the postionization
of neutral molecules in the ablation plume. These neutrals constitute the vast majority
of the expelled material and the determination of the ablation parameters accessible via
this method, namely the velocity distribution and the translational temperature of the
particles, allow for a quantitative description of the ablation process. With this it could
be shown that the ablation of the employed matrices exhibits a good reproducibility and
these substances are therefore well suited for investigations using this method. Further-
more, it was discovered that Ionic Liquids containing the often used matrices 2,5-DHB
and CHCA display a strong similarity in the respective ablation parameters, which are
also well below their values obtained in the crystalline state. Additionally, an impact of
the absorption of the laser light at the used wavelength and the energy of the irradiated

photons on these parameters was found.

These experiments also pointed towards the occurence of a second ablation event ex-
pelling neutral molecules with a time delay of a few hundred nanoseconds to the initial
ablation. A characterization of this process and the eludication of its origin was not
possible by the employment of the postionization method. To achive this, a new expe-
riment was designed and set up, combining fast flash imaging, in which shadowgraphy
pictures of the ablated particle cloud are obtained at varying times after the ablation
laser pulse via the illumination by short lightpulses in the nanosecond range, and time-
of-flight mass spectrometry. Based on the measurements carried out on this instrument,
a model of the ablation was postulated, which explaines the delayed ablation event by
the release of a part of the absorbed energy after the initial ablation is finished. The
observed changes of the ablation process arising from a change in the laser fluence or

the ablation wavelength can be explained by this model in a satisfactory manner.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1. Motivation

Die matriz-assisted laser desorption/ionization (MALDI)!! ist neben der electrospray
ionization (ESI)® eine der beiden weitverbreiteten Methoden zur Ionisation groBer Bio-
molekiile bei der massenspektrometrischen Untersuchung dieser Stoffe. Die hierbei statt-
findenden Prozesse zur Ionisation der Matrix und des Analyten und die Mechanismen
der Uberfithrung der Probe in die Gasphase sind allerdings noch nicht vollstéindig ver-
standen. In dieser Arbeit soll der letztgenannte Prozess, allgemein auch als Ablation be-
zeichnet, genauer untersucht werden. Hierfiir wird eine relativ neue Klasse an Matrices
verwendet, die ionischen fliissigen Matrices (ILM).") Im Gegensatz zu konventionellen
kristallinen Matrices weisen diese sehr gleichméflige und reproduzierbare Signalinten-
sitdten auf, was neben einer besseren Verteilung des Analyten in der fliissigen Matrix auf
einen gleichméBigeren Ablationsvorgang zuriickgefithrt wurde®. Untersuchungen zum
Ablationsprozess dieser Matrixklasse wurden im Vorfeld dieser Arbeit allerdings noch
nicht durchgefiihrt.

Die verbesserte GleichméBigkeit des Ablationsvorganges macht diese Stoffe auch zu
einem sehr gut geeigneten System zur Untersuchung des MALDI-Prozesses, da die ent-
scheidenden Phénomene in einem sehr kurzen Zeitraum ablaufen und die verwendeten
Messmethoden nur jeweils den Zustand zu einem bestimmten Zeitpunkt nach dem Start
der Ablation darstellen konnen. Von daher muss eine Vielzahl an Messungen zu verschie-
denen Zeitpunkten durchgefiihrt werden, um den gesamten Ablationsprozess beschreiben
zu kénnen. Ein Vorgang wie die Ablation, an dem eine Grofizahl von Molekiilen beteiligt

ist, unterliegt immer gewissen Schwankungen, die sich in den Messungen widerspiegeln.
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Daher verspricht die angenommene erhéhte Reproduzierbarkeit der Ablation hier eine

Verbesserung der Messungen zur Untersuchung dieses Prozesses.

Die Qualitdt der MALDI-Untersuchungen konnte in den letzten Jahren durch die
Weiterentwicklung der verwendeten experimentellen Aufbauten stark verbessert wer-
den. Ohne genaue Kenntnisse der im Ablations- und lonisationsprozess stattfindenden
Mechanismen sind die erhaltenen Signale aber weiterhin mit einer gewissen Unsicher-
heit verbunden, da nicht sichergestellt sein kann, dass die erhaltenen Massenspektren
auch wirklich den vorliegenden Zustand der Probe wiedergeben. Hier stellt die erhohte
GleichméBigkeit bei der Verwendung der ILMs eine signifikante Verbesserung dar, auch
vor dem Hintergrund der immer weiter fortschreitenden Automatisierung der in der Ana-
lytik durchgefithrten Messungen. Zusétzlich ist auch die bessere Verteilung des Analyten

in der Matrix hier vorteilhaft.

Gerade im Bezug auf des wachsende Feld der bildgebenden Massenspektrometrie ist
ein gleichméfBiger Ablationsprozess eine wichtige Voraussetzung, da hier die Verteilung
bestimmter Molekiile iiber einen grofleren Bereich bestimmt wird. Dies kann nur dann
mit ausreichender Genauigkeit erfolgen, wenn die Analyten immer im gleichen Mafle
ablatiert werden. Auch in anderen Fragestellungen ist eine Quantifizierung der Analyten
aus dem MALDI-Prozess wiinschenswert, hier besitzen ionische Fliissigkeiten anhand

ihrer Eigenschaften in der Ablation ebenso ein grofles Potential.

1.2. Methoden

Neben der Reproduzierbarkeit der Ablation sind auch andere Parameter hier von Inter-
esse; so ist die Geschwindigkeit und die Temperatur der Probe nach der Ablation eine
wichtige GroBe, die eine Aussage iiber die energetischen Zusténde von Matrix und Analyt
und folglich auch die Neigung zu Fragmentierungen nach dem MALDI-Vorgang zulésst.
Diese Parameter konnen mit der hier verwendeten Postionisationsmethode bestimmt
werden. Da die festen Matrices zu einem grofien Teil mit dieser Methode charakterisiert
wurden, ist schliefllich ein Vergleich der Ablation der Fliissigmatrices mit den konven-

tionellen Matrices moglich.

Eine weitere Methode, die zur Charakterisierung der Ablation verwendet werden kann,

ist die Darstellung des Ablationsprozesses mit Hilfe der Schattenphotographie bei sehr
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kurzen Belichtungszeiten, das sogenannte Fast Flash Imaging. Hiermit kann ergédnzend
zur Postionisation auch der Einfluss anderer Parameter wie z.B. der der laser fluence

auf die Ablation bestimmt werden.






Kapitel 2

Theoretischer Hintergrund

In diesem Kapitel soll zunéchst eine Einfiithrung in den theoretischen Hintergrund der
MALDI und ihrer Bedeutung innerhalb der Massenspektrometrie gegeben werden. Au-
Berdem werden die in dieser Arbeit verwendeten Untersuchungsmethoden detailliert vor-

gestellt und vorherige Arbeiten zu verwandten Fragestellungen erlautert.

2.1. Massenspektrometrie

Der Begriff Massenspektrometrie fasst eine Vielzahl von Methoden zusammen, deren Ziel
es ist, die physikalische Grundgréfie der Masse von Atomen und Molekiilen zu bestim-
men. Der Ursprung der Massenspektrometrie ist in den Experimenten von J.J. Thomp-
son und Francis Ashton Anfang des 20. Jahrhunderts zu sehen, denen es erstmals gelang,

Isotope von Elementen aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen zu trennen.

Alle Massenspektrometer beruhen auf demselben grundlegenden Prinzip, der Erzeu-
gung von geladenen Teilchen in der Ionenquelle, der Trennung dieser nach ihrem Masse-
zu-Ladungsverhéltnis (m/z-Verhéltnis) und der anschlieBenden Detektion. Die beiden
letzten Schritte erfolgen iiblicherweise im Hochvakuum, die Erzeugung von Ionen kann
im Vakuum oder bei erhéhten Driicken erfolgen. Daher ist entweder eine Uberfithrung
der neutralen Probe zur Ionisation in das Vakuum oder der Einlass von vorher erzeugten
Ionen in den evakuierten Analysator notwendig. Auf die Detektion folgt die Datenver-
arbeitung, heutzutage fast ausschlieSlich per Computer, um so zum Massenspektrum zu
gelangen. Im Massenspektrum ist im Allgemeinen die detektierte Signalintensitédt des

jeweiligen m/z-Verhéltnisses aufgetragen.
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Seit Anfang der 1950er Jahre wurde eine Vielzahl von Methoden zur Ionisation und
Massenseparation entwickelt, im folgenden Teil sollen einige etablierte Techniken vor-
gestellt werden. Die fiir diese Arbeit wichtigen Methoden (MALDI (siche 2.2), REMPI
(siche 2.1.4) und TOF (siehe 2.1.2)) werden hierbei ausfiihrlicher beschrieben.

2.1.1. Massenseparatoren

Die ersten Massenanalysatoren waren sogenannte Sektorfeldmassenspektrometer ”!: die-
se beruhen darauf, dass die Ablenkung eines geladenen Teilchens in einem Magnetfeld
abhéngig von seinem m/z-Verhiltnis ist. Die Ionen werden in das Magnetfeld beschleu-
nigt und in diesem von der Lorentzkraft auf eine Kreisbahn gezwungen. Der Radius die-
ser Kreisbahn ist einerseits abhéngig vom m/z-Verhéltnis, andererseits von der Stérke
des Magnetfeldes. Daher kann ein Detektor an einem festen Ort durch Verdnderung der
Feldstirke Ionen unterschiedlicher m/z-Verhéltnisse detektieren. Zusétzlich zum Ma-
gnetfeld kann hier noch ein elektrisches Feld verwendet werden!®” um zusitzlich zur

Impulsfokussierung durch das Magnetfeld auch eine Energiefokussierung zu erreichen.

Auf der Ablenkung geladener Teilchen in elektrischen Feldern beruht der Quadrupol-
Analysator®1% in dem die Ionen in ein elektrisches Quadrupolfeld, welches aus einem
Gleich- und einem hochfrequentem Wechselspannungsfeld besteht, beschleunigt werden.
Je nach eingestellten Parametern (Frequenz und Spannungen) kénnen nur Ionen eines
wéhlbaren Bereiches von m/z-Verhéltnissen das Quadrupolfeld passieren. Alle anderen
Ionen werden so stark abgelenkt, dass sie den Detektor nicht erreichen. Durch die Varia-
tion der Spannungen (bei gleichem Verhéltnis der Spannungen zueinander, entlang der
sogenannten Arbeitslinie) kann so ein komplettes Massenspektrum aufgenommen wer-
den. Wird das Quadrupolfeld durch ein Randfeld begrenzt oder durch einen ringférmigen
Aufbau in sich geschlossen, so konnen lonen in diesem Feld gespeichert werden; man

spricht dann von Quadrupol-Ionenfallen ™.

Eine weitere Moglichkeit, Tonen zu speichern ist das Fourier-Transform-Ionenzyklo-
tronresonanz-Massenspektrometer (FT-ICR-MS) 2 in dem sich die Ionen in einem star-
ken, homogenen Magnetfeld auf einer Kreisbahn mit massenspezifischer Umlauffrequenz
bewegen. Nach Anregung durch ein elektrisches Feld dndert sich der Zyklotronradius der
Ionen; dieser kann iiber die Winkelgeschwindigkeit der Ionen mit Detektorplatten regi-

striert werden. Durch Fourier-Transformation der erhaltenen Signale in Abhéngigkeit
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der elektrischen Feldstiarke wird ein Massenspektrum erhalten. Hiermit ist die Orbitrap-
Technik ¥ verwandt, bei der ein speziell angeordnetes elektrisches Feld anstelle des
Magnetfeldes verwendet wird. Diese beiden Techniken zeichnen sich gegeniiber den vor-
her genannten durch ihr auflerordentlich hohes Auflosungsvermdégen aus. Die in dieser

Arbeit verwendete Time-of-Flight-Technik wird in 2.1.2 n&her erldutert.

Es sind auch Kopplungen der Analysatoren moglich, sowohl gleicher Art (z.B. zwei
aufeinander folgende Quadrupol-MS), was als Tandem-MS bezeichnet wird, als auch
untereinander (z.B. die Kopplung eines Magnetsektorfeldes mit einem elektrischen Sek-
torfeld oder das Vorschalten eines Quadrupol-MS vor ein FT-MS oder TOF zur Massen-
filterung), was als Hybrid-MS bezeichnet wird. Hierdurch kénnen z.B. Fragmentierungen

in feldfreien Rdumen oder Stofzellen zwischen den Analysatoren untersucht werden.

2.1.2. Flugzeit-MS

Die Flugzeit-Massenspektrometrie wurde 1948 durch A.E. Cameron begriindet, der das
erste auf diesem Prinzip beruhende TOF-MS verwendete.'¥ Eine groBere Bedeutung
erlangte die Flugzeit-MS erst durch die Entwicklung von laserbasierten Photoionisati-
onsmethoden, da diese, im Gegensatz zu den vorher entwickelten, kontinuierlichen Ionisa-
tionsmethoden, einen gepulsten Ionenstrom erzeugen. Ein Flugzeit-Massenspektrometer
bietet hier aufgrund seiner Funktionsweise den groflen Vorteil, dass aus jedem Laser-
schuss ein komplettes Massenspektrum erhalten werden kann. Gleichzeitig ergeben sich
aus der Verwendung der Photoionisation mit Lasern Verbesserungen beziiglich einiger
Fehlerquellen, die bei der Ionenerzeugung auftreten konnen. Diese Funktionsweise wird

im Folgenden erldutert und ist in Abb. 2.1 skizziert.

Repeller | oV Detektor

8 8 Oo oo oo Oo
@) ¢ @) o) ) O

Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung des Grundprinzips eines TOF-MS.

In einem Flugzeit-Massenspektrometer werden die in der Ionenquelle gebildeten lo-
nen durch ein elektrisches Beschleunigungsfeld U in Richtung des Detektors in das so-

genannte Flugrohr beschleunigt. Durch die Beschleunigung erhalten alle Ionen gleicher
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Ladungszahl z dieselbe kinetische Energie FEjy;,, die sich durch folgende Formel aus-

driicken lasst:

1
Ein = o™ 2= zel. (2.1)

Aus Gleichung 2.1 kann durch Umformen ein Ausdruck fiir die Geschwindigkeit v der

= o

Hier ist die Abhéngigkeit der Geschwindigkeit von der Ionenmasse, der Beschleuni-

Tonen erhalten werden:

gungsspannung und der Ionenladung (ze) zu erkennen. Wird der Einfachheit halber nur
von einfach geladenen Ionen und einer fiir alle Ionen gleichen Beschleunigungsspannung

ausgegangen, ergibt sich folgende Proportionalitit zwischen Geschwindigkeit und Masse:

1
- 2.3
vy (2.3)
Leichtere Ionen haben nach der Beschleunigung also eine hohere Geschwindigkeit als
schwere Tonen. Im Flugrohr, in dem keine Kréfte auf die Ionen wirken, findet dann eine
Trennung aufgrund der unterschiedlichen Geschwindigkeiten statt. Die leichteren Ionen
durchqueren das Flugrohr schneller und treffen als erste auf den Detektor. Nachfolgend

werden dann die weiteren, schwereren Ionen ihrer Masse/Flugzeit entsprechend detek-

tiert. Die Flugzeit der Ionen durch ein Flugrohr mit der Driftstecke D lasst sich aus

[ m
t = D 2.4
2zeU (2:4)

Eine langere Flugstrecke bewirkt folglich eine langere Flugzeit und damit auch eine

Gleichung 2.4 errechnen.

bessere Trennung der Ionen nach ihrer Masse. Die Flugzeit durch das Flugrohr ist aber
noch nicht die Gesamtflugzeit der Tonen, hier miissen noch die Flugzeit in der Ionenquelle

und ggf. eine Nachbeschleunigung im Detektor beriicksichtigt werden.'

'Eine ausfiihrliche Betrachtung der Flugzeiten des in Teilen dieser Arbeit verwendeten TOF-MS ist
bei Walbrodt % zu finden.
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Auflésungsvermoégen Das Auflosungsvermogen eines Massenspektrometers ist durch

die Gleichung

R= - (2.5)

gegeben, Am ist ist hierbei der Massenunterschied, bei dem zwei Signale noch eindeu-

tig voneinander unterschieden werden kénnen. 16

Hier ist auch auf den Unterschied zwischen Auflésungsvermogen und Auflésung hinzu-
weisen, obwohl beide Begriffe oft synonym verwendet werden. Das Auflosungsvermogen
ist die Eigenschaft des Massenseparators, Ionen unterschiedlicher Massen voneinander
zu trennen. Die Auflosung hingegen beschreibt die Moglichkeit, die im Massenspek-
trum erhaltenen Signale voneinander unterscheiden zu koénnen. Nach der Definition in
Gl. 2.5 ist das Auflésungsvermogen eines Massenseparators abhéngig von der Masse
des betrachteten Ions. Dies fiihrt zu einer abnehmenden Auflésung fiir hohere Massen
im resultierenden Massenspektrum. Dieser Zusammenhang ist auch fiir die Flugzeit-
Massenspektrometrie gegeben. Ein Quadrupol-Massenspektrometer hingegen wird im
Allgemeinen bei Einstellungen betrieben, die in einer konstanten Auflésung im Massen-
spektrum resultieren, hier dndert sich folglich das Auflésungsvermogen des Analysators

mit der Masse.

Es gibt verschiedene Definitionen, bei welchem Abstand der Peaks eine Unterscheidung
noch moglich ist. Die Wichtigsten sind die FWHM-Definition(full width half mazimum),
bei der zwei Peaks noch als getrennt zu betrachten sind, wenn sie bei der halben Hohe
des Signalmaximums unterscheidbar sind, und die 10% Tal-Definition, bei der die Peaks
bei einer Hohe von 10% des Maximums getrennt sein miissen. Die Auflosung nach der
10% Tal-Definition ist folglich geringer als nach der FWHM-Definition.

Das einfachste Flugzeit-Massenspektrometer, mit einem linearen Flugrohr und einer
einstufigen Beschleunigungsstrecke, erreicht nur ein Auflésungsvermoégen von maximal
500.1'" Die Faktoren, die das Auflosungsvermogen begrenzen und Moglichkeiten, die

Auflésung zu verbessern, sollen im Folgenden vorgestellt werden.

Zeitunscharfe Damit alle Ionen gleicher Masse zum selben Zeitpunkt auf den Detektor
auftreffen konnen, miissen sie auch zum selben Zeitpunkt gestartet sein. Ist dies nicht

der Fall, so ergibt sich ein Fehler in der Flugzeit: Spéter gebildete Ionen treffen auch
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spater auf dem Detektor auf. In Abbildung 2.2 ist dieser Fall unter a) dargestellt. Zum
Zeitpunkt t1 ist das obere Teilchen schon ionisiert und wird in Richtung des Detek-
tors beschleunigt. Zum Zeitpunkt t2 wird das untere Teilchen ionisiert und wird um
diese Zeitdifferenz spéter detektiert werden, da beide Teilchen dieselbe Beschleunigung
erfahren. Dieser kann mit der delayed extraction-Methode!'8! (auch time-lag focussing
genannt) abgeschwicht oder sogar komplett umgangen werden, da das Beschleunigungs-
feld hier erst nach Abschluss der Ionenbildung angelegt wird. Wahrend der Ionisierung
herrscht im ITonisierungsbereich kein, oder nur ein sehr geringes, elektrisches Feld. Nach
einer bestimmten Zeit (typischerweise im unteren ns-Bereich) wird das Beschleunigungs-
feld angeschaltet, wobei sich die Ionen mit hoherer Initialgeschwindigkeit zu diesem
Zeitpunkt weiter in das Feld bewegt haben, und so eine geringere Beschleunigung in
Richtung des Detektors erfahren als die langsameren Teilchen. Dadurch wird auch der

unten ndher beschriebene Ortsfehler verringert.

Die Ionen mit geringerer Startgeschwindigkeit holen die schnelleren dadurch an einem
bestimmen Punkt der Flugstrecke ein; dieser Ort kann durch das angelegte Potential und
die Verzogerungszeit eingestellt werden (man spricht hier von space focussing). Werden
diese Parameter so gewéhlt, dass dieser Punkt auf der Detektoroberfliche liegt, so kann

eine deutliche Verbesserung des Auflésungsverméogens auf bis zu 20.000 erzielt werden. %)

In einem bestimmten Massenbereich kann die Zeitunschérfe auch durch die post source
puls focussing-Methode?*-?2) (PSPF) ausgeglichen werden. Hier werden die Tonen eines
bestimmten m/z-Verhéltnisses nach der Ionenquelle durch ein zusétzliches Beschleuni-
gungsfeld beschleunigt. Dieses Feld wird so geschaltet, dass die spéter gebildeten Ionen
eine langere Strecke in diesem Feld durchqueren als die frither erzeugten. Dadurch wer-
den die spéter erzeugten lonen stérker beschleunigt und treffen zeitgleich mit den friiher
gebildeten auf den Detektor. Das PSPF verbessert fiir einen eingeschrankten Massenbe-
reich das Auflosungsvermogen, allerdings wird durch das zusétzliche Feld die Flugzeit
fiir Ionen hoherer Masse verdndert. Ionen mit niedrigerer Masse erfahren keine Kréfte
durch das PSPF-Feld, da sie den entsprechenden Bereich schon durchquert haben bevor
das Feld angeschaltet wird.

Ortsunscharfe  Werden Ionen an unterschiedlichen Orten der Ionenquelle gebildet, so
erfahren sie auch unterschiedlich starke Kréfte durch das Beschleunigungsfeld. Die Io-
nen, die weiter vom Detektor entfernt entstehen, haben zwar eine langere Flugstrecke,

sie erfahren aber auch eine stérkere Beschleunigung. Durch die hohen in der MALDI

10
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Abbildung 2.2.: Darstellung der Fehlerquellen bei der Ionenbildung.

verwendeten Beschleunigungsspannungen von einigen kV bei Beschleunigungsstrecken
im cm-Bereich wirkt sich die hohere Beschleunigung stéarker aus und die weiter entfernt
gebildeten Ionen treffen frither auf den Detektor. (Vgl. b) in Abb. 2.2)

Um diesen Ortsfehler zu verringern wird meistens ein zweistufiges Beschleunigungs-
feld verwendet (eine sog. Wiley-McLaren-Quelle®®). Die Ionen werden in der ersten
Beschleunigungsstrecke gebildet, in der nur eine geringe Potentialdifferenz von einigen
100V anliegt, in der zweiten Beschleunigungsstrecke erfolgt dann die Beschleunigung der
Ionen mit der eigentlichen Beschleunigungsspannung. Dadurch ergibt sich fiir lonen, die
an verschiedenen Orten gebildet werden, nur ein geringer Unterschied in der kinetischen
Energie, die sie durch das erste Beschleunigungsfeld erhalten. Durch geeignete Wahl
der Beschleunigungsspannungen und der jeweiligen Beschleunigungsstrecken kann eine
Ortsfokussierung in der Detektorebene erreicht werden, um das Auflésungsvermogen zu

maximieren.

Geschwindigkeits- und Energieunschédrfe Diese Unschérfen entstehen durch unter-
schiedliche Geschwindigkeiten, die die Molekiile zum Zeitpunkt der Ionisation besitzen
(Geschwindigkeitsunschérfe), und unterschiedliche kinetische Energien, die die Ionen un-
abhéngig von der Beschleunigungsspannung besitzen (Energieunschérfe). Molekiile glei-
cher Masse, die sich zum Zeitpunkt der Ionisation in Richtung des Detektors bewegen,
aber unterschiedliche Geschwindigkeiten besitzen, werden nicht gleichzeitig auf den De-
tektor auftreffen, da der Unterschied der Initialgeschwindigkeit {iber die gesamte Drift-
strecke erhalten bleibt und zu einem Auseinanderlaufen der entsprechenden Ionen fiihrt.

Auflerdem konnen sich Molekiile mit gleicher Geschwindigkeit, aber in entgegengesetzte

11
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Raumrichtungen bewegen. Ein Teilchen, das sich zum Zeitpunkt der Ionisation in Rich-
tung des Detektors bewegt, wird diesen friither erreichen als ein Teilchen, das sich in
die entgegengesetzte Richtung bewegt. Dieses Teilchen muss zunéchst abgebremst und
anschlielend in die entgegengesetzte Richtung beschleunigt werden. Die Zeit, die dafiir

notig ist, wird turn-around time genannt.

Diese beiden Effekte sind in Abb. 2.2 ¢) und d) dargestellt. Unter c) ist zu erken-
nen, dass eine unterschiedliche Geschwindigkeit in Richtung des Detektors beibehalten
wird und so zu einer unterschiedlichen Flugzeit fithrt. Gleiche Geschwindigkeiten, aber
entgegengesetzte Bewegungsrichtungen zum Zeitpunkt der Ionisation, fithren zu dem in
d) gezeigten Fall. Das obere Ion wird direkt in Richtung des Detektors beschleunigt,
wéhrend die Bewegung des unteren Ions erst abgebremst werden muss, bevor die Be-
schleunigung erfolgen kann. Die Auswirkungen der Geschwindigkeitsunschérfe kénnen
durch eine hohe Beschleunigungsspannung gering gehalten werden, diese ist aber auf-
grund technischer Gegebenheiten nicht unendlich zu erhéhen. Zudem fiihrt eine erhéhte

Beschleunigungsspannung auch zu einer Zunahme des oben angesprochenen Ortsfehlers.

Eine andere Variante ist die Verwendung eines Ionenreflektors. Die Ionen dringen hier-
bei nach einem Teil der Driftstecke in ein elektrisches Feld ein, das eine hohere Potenti-
aldifferenz als das Beschleunigungsfeld aufweist. Wenn die Ionen in das Feld eindringen
werden sie abgebremst, und danach in Richtung des Detektors beschleunigt. Die Ein-
dringtiefe in das Reflektorfeld ist abhingig von der kinetischen Energie der Ionen und
bei Teilchen gleicher Masse folglich von der Geschwindigkeit. Schnellere Ionen dringen
tiefer in das Feld ein und bené6tigen von daher eine ldngere Zeit zur Durchquerung des
Reflektors. Durch die geeignete Wahl der Reflektorspannung und -geometrie kann so
erreicht werden, dass iiber den gesamten Massenbereich eine Auflésungsverbesserung er-
zielt wird, da schnelle und langsame Ionen eines m/z-Verhéltnisses jeweils gleichzeitig
auf den Detektor treffen.

Die Verwendung mehrerer Reflektoren macht es zudem moglich, sehr lange Flug-
strecken von iiber 10m (und somit ein sehr hohes Auflosungsvermégen) auf geringem
Raum zu erreichen. Dies ist mit linearen Flugzeit-Massenspektrometern nicht zu errei-
chen, da es durch das mit der Lénge des Flugrohres steigende Volumen nur sehr schwer
moglich ist, ein ausreichendes Vakuum aufrecht zu erhalten. Ist der Druck im Flugrohr
nicht niedrig genug, so unterschreitet die mittlere freie Wegldnge der Ionen die Flug-

strecke zum Detektor und es kénnen nur sehr wenige Ionen nachgewiesen werden.

12
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In einem sogenannten multi-Re-TOF 4 durchlaufen die Ionen mehrere Zyklen zwi-
schen zwei Reflektoren, bevor sie in Richtung des Detektors ausgekoppelt werden. Da-
durch kénnen theoretisch beliebig lange Flugstrecken erreicht werden. Hier gilt aber auch
wieder die Beschriankung iiber die mittlere freie Weglénge, zudem werden die leichten lo-
nen nach einer bestimmten Flugzeit die schwersten Ionen {iberrunden, was zu Problemen

in der Detektion fiihren kann.

Ein &hnlicher Ansatz ist das sogenannte spiral-TOF,!?) in dem die Ionen durch eine
Vielzahl an Reflektoren auf eine Spiralbahn gebracht werden. Dadurch entfillt auch
das Ein- und Auskoppeln der Ionen in das multi-Re-TOF, es ist aber auch ein hoheres
Volumen nétig, um eine vergleichbare Flugstrecke zu erreichen. Beide Methoden machen
es notwendig, die Ionenbewegung orthogonal zur Flugstrecke einzuschrénken, da bei
langen Flugstrecken eine geringe Initialgeschwindigkeit rechtwinklig zur Beschleunigung
ausreichend ist, um das Auftreffen der Ionen auf den Detektor zu verhindern. Dies kann

durch die wiederholte Fokussierung des Ionenpaketes mit Ionenoptiken erreicht werden.

Eine weitere Moglichkeit, einen Teil der obengenannten Probleme zu umgehen, ist
die Verwendung von Flugzeit-Massenspektrometern mit orthogonaler Geometrie (all-
gemein als o-TOF bezeichnet). Dabei erfolgt die Beschleunigung der Ionen senkrecht
zu ihrer Bewegungsrichtung. Die lonisation der Probe kann direkt im Beschleunigungs-
feld stattfinden oder aber entkoppelt vom TOF-System. Bei solchen Geréten findet die
Tonisation dann in einer rdumlich getrennten Ionenquelle, teilweise auch bei erhohtem
Quellendruck, statt und die erzeugten Ionen werden iiber Ionentransferoptiken in das
TOF eingebracht. Orthogonal zur Einlassrichtung werden die Ionen dann gepulst auf
den Detektor beschleunigt. Der vergroflerte apparative Aufwand wird hier durch einige
Vorteile aufgewogen: So kann einerseits ein hoheres Auflésungsvermégen erreicht werden,
da das eingelassene lonenpaket rdumlich gut begrenzt werden kann und die im Vorigen
beschriebenen Unschérfen minimiert werden konnen. Zum anderen kann zwischen der
Ionenquelle und dem TOF noch eine Massenseparation z.B. durch einen Quadrupol er-
folgen (diese Kombination wird kurz als Q-TOF bezeichnet). Zwischen dem Quadrupol
und dem TOF kann auch noch ein Fragmentierungsschritt in einer Stofizelle erfolgen,
was dem Gerat MS/MS-Kapazitdten wie bei einem FT-MS-Gerét verleiht, das niedrige-
re Auflésungsvermogen wird hierbei durch eine deutlich erhohte Wiederholungsrate der

Spektrenaufnahme ausgeglichen.
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2.1.3. lonisationsmethoden

Eine Unterteilung der verschiedenen Methoden zur Ionenerzeugung ist auf viele Arten
moglich. Eine Moglichkeit ist die Unterscheidung anhand des Aggregatzustandes der
Probe, da hierdurch grofle Unterschiede an die Anforderungen und den Aufbau der

Ionenquelle entstehen.

Apparativ am einfachsten ist die Untersuchung von gasformigen Proben; es kénnen
entsprechend auch Fliissigkeiten mit ausreichend groflem Dampfdruck untersucht wer-
den. Die Probe kann durch ein Ventil in das Vakuum eingefiihrt und dort ionisiert
werden. Hier gibt es verschiedene Methoden, um dies zu erreichen: Bei der Elektronen-
ionisation (EI) wird die Probe mit einem Elektronenstrahl (typischerweise mit 70V
beschleunigt) beschossen; die Elektronen kénnen bei der Wechselwirkung mit der Pro-
be dann genug Energie iibertragen, dass die Analytmolekiile Elektronen abspalten und

positiv geladene, sog. Mt *-Ionen gebildet werden.

Eng mit der EI verwandt ist die Chemische Ionisation (CI), bei der durch die Wechsel-
wirkung mit den beschleunigten Elektronen ein Hilfsgas (z.B. Edelgase oder Kohlenwas-
serstoffe) ionisiert wird. Durch Ladungs- oder Protoneniibertragungen wird die Probe
dann vom Hilfsgas ionisiert. Die CI zeichnet sich gegeniiber der EI dadurch aus, dass die
Fragmentierung der Probe verringert wird und das es z.B. auch méglich ist, durch ein

geeignetes Hilfsgas selektiv einzelne Verbindungsklassen zu ionisieren.

Bei der Feldionisation wird durch die Wechselwirkung mit einem starken, inhomoge-
nen elektrischen Feld eine Kationiserung der gastérmigen Probe bewirkt. Die Ionisation
durch Absorption von Photonen wird Photoionisation, bzw. bei Verwendung von Lasern
Laserionisation genannt. Die in diesem Zusammenhang zu erwdhnende REMPI-Methode
ist im Abschnitt 2.1.4 nédher beschrieben.

Fliissige Proben kénnen durch Sprayverfahren ionisiert werden. Hier ist die electro-
spray ionisation!?®! zu einer Standardmethode geworden, da die Ionisation von grofien
Biomolekiilen moglich und eine Kopplung zu HPLC-Geréten technisch einfach durch-
zufiithren ist. Die Probenlosung wird hierbei durch eine Metallkapillare geleitet, an deren
Spitze eine Spannung angelegt ist. Beim Austritt aus der Kapillare bilden sich feine,
geladene Probe-Losungsmitteltropfchen, aus denen anschliefend das Losungsmittel ver-
dampft, wodurch sich mehrfach geladene [M + nH|""-Tonen bilden.
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Feste (zum Teil auch fliissige) Proben werden im Allgemeinen auf einem Probentréger
in die Ionenquelle gebracht, wo dann die Uberfiithrung in die Gasphase sowie die Ionisati-
on stattfindet. Alternativ kann die Ionisation auch bei Atmosphérendruck durchgefiihrt
werden, anschlieBend werden dort die lonen dann wie gasférmige Proben in das Vaku-

umsystem eingebracht.

Bei der Felddesorption (FD) befindet sich die Probe auf einem Wolframdraht mit fei-
nen Kohlenstoffnadeln; zwischen dem Draht und einer Gegenelektrode ist eine Spannung
von einigen kV angelegt. An den Spitzen der Nadeln ist die Feldstérke so grof3, dass eine
[onisation der Probe stattfindet; durch die dann unterschiedliche Ladung von Draht und
erzeugtem lon kommt es zur Desorption der Probe. Bei der CF-Plasmadesorption wird
die (vorionisierte) Probe mit 22Cf-Kernspaltstiicken beschossen, wodurch Substanzio-
nen aus der Probe herausgeschlagen werden. Beim fast atom bombardement (FAB) wird
die Probe in einer fliissigen Matrix (z.B. Glycerol) gelost und mit einem Strahl schneller
(Edelgas-) Atome beschossen. Hierbei werden entweder vorgebildete Ionen in die Gaspha-
se gebracht, oder die Ionisation erfolgt durch Ionenpaarbildung in der Gasphase. Eng
verwandt damit ins die secondary ion mass spectrometry (SIMS), bei der diinne Proben-
schichten mit schnellen Ionen beschossen werden. In diese Kategorie gehort ebenfalls die
MALDI-Technik, diese ist ausfiihrlich in Abschnitt 2.2 beschrieben.

Grofie Ahnlichkeit mit der MALDI zeigen Verfahren wie die surface-assisted laser
desorption /ionization? (SALDI), bei der der Analyt mit Hilfe eines Lasers von einer
Graphitoberfliche oder Kohlenstoffnanopartikeln ablatiert wird, oder desorption/ioniza-
tion on silicon®® (DIOS), wo der Analyt auf poroses Silizium aufgetragen ist. Diese
Methoden eignen sich gut fiir Analyten geringerer Masse, da hier die sonst stérenden
Matrixsignale im kleinen Massenbereich nicht auftreten. Groflere Biomolekiile kénnen
durch eine schlechtere Kiithlung des Analyten bei der Ablation nur selten intakt detektiert

werden.

In den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen hat die Ionisation von
Proben bei Atmosphérendruck. Es sind eine Vielzahl von Methoden entwickelt worden,
die sich hauptséchlich mit der Analyse von festen Proben befassen. Die Vorteile der
Ionisierung bei Umgebungsdruck liegen in der einfacheren Probenpréaparation, was neben

der reinen Zeitersparnis auch die Moglichkeiten zur Automatisierung erhoht.

Die genauen Mechanismen vieler Methoden sind nicht endgiiltig geklart, es lasst sich

aber eine Einteilung nach bestimmten Kriterien durchfithren. Mehrere Methoden sind
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der APCI (atmospheric pressure chemical ionization) zuzuordnen. Die Primérionen fiir
die Chemische Ionisation werden hierbei durch ein Plasma oder eine Koronaentladung
erzeugt. Je nach Methode erfolgt die Desorption thermisch (DART 2% [direct analysis in
real time], ASAPPBY [ambient solids analysis probe]) oder durch Impulsiibertrag (DB-
DIBY [dielectric barrier discharge ionization]). Erfolgt die Desorption und Ionisierung
durch ein electrospray, so spricht man von DESI[?? (desorption electrospray ionizati-
on), moglich ist auch die Ablation durch Laserbeschuss und Nachionisation durch einen
ESI-Prozess (LAESIP® [laser ablation electrospray ionization], MALDESIBY [matriz as-
sisted laser desorption electrospray ionization]). Desweiteren ist auch die Durchfithrung
des MALDI-Prozesses bei Atmosphéarendruck moglich (atmospheric pressure-MALDI).
Verbreitung haben einige dieser Verfahren auch in der bildgebenden Massenspektro-
metrie (mass spectrometry imaging [MSI]) gefunden, da die Handhabung biologischer

Proben bei Umgebungsdruck deutlich einfacher als im Vakuum ist.

2.1.4. Photonenionisation

Als Photonenionisation wird die Ionisation durch Absorption von Photonen bezeichnet.
Durch die Energie des Photons wird ein Elektron aus dem Grundzustand in einen ener-
getisch hoher gelegenen Zustand angeregt. Hierbei wird zwischen mehreren Arten von
Photonenionisation unterschieden (siche Abb. 2.3). Fiir die PI werden meistens Laser
eingesetzt, da diese viele Vorteile in diesem Bereich haben: Sie erzeugen eine sehr schmal-
bandige Strahlung, weisen eine hohe Kohérenz auf und haben eine hohe Leistungsdichte.
Durch die Verwendung von gepulsten Lasersystemen kann die Leistungsdichte noch wei-

ter erhoht werden.

Den einfachsten Fall stellt die Ein-Photonen-lonisation (single photon ionization [SPI])
dar, die Energie des absorbierten Photons reicht in diesem Fall aus, um ein Elektron aus
dem Molekiil zu entfernen. Fiir organische Molekiile liegen die fiir direkte Photonenioni-
sation notigen Energien bei Wellenléngen von weniger als 200 nm, also im VUV-Bereich.
In diesem Bereich werden die Photonen allerdings schon von der Luft absorbiert, so
dass der Strahlengang in einem solchen Experiment komplett im Vakuum erfolgen muss.
Dies hat einen deutlich aufwindigeren Versuchsaufbau zur Folge. Solche Wellenldngen
im VUV konnen durch mehrmalige Frequenzvervielfachung z.b. aus Nd:YAG-Lasern
erhalten werden. Die hierbei erhaltene Leistung ist allerdings gering, da bei der Fre-

quenzvervielfachung ein grofler Teil der eingesetzten Energie verloren geht. Eine andere
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Moglichkeit stellen VUV-Lampen dar, z.B. Deuteriumentladungslampen oder die elec-

tron beam excimer lightsource (EBEL).

Die Ionisation ist auch durch die Absorption mehrerer Photonen geringerer Ener-
gie moglich, dies wird als Multiphotonenionisation (MPI) bezeichnet. Die Absorption
der Photonen erfolgt nacheinander, im Fall einer Zwei-Photonen-Ionisation (siehe auch
Abb. 2.3) erfolgt bei der MPI die Anregung des Valenzelektrons durch das erste Photon
in einen virtuellen Zustand. Durch das zweite Photon erfolgt dann die Anregung in das
Kontinuum. Der virtuelle Zustand, in den das Elektron angeregt wird, ist vom Strah-
lungsfeld des Lasers induziert und nicht real existent, daraus ergibt sich fiir den virtuellen
Zustand eine sehr kurze Lebensdauer. Die beiden Photonen miissen also nahezu gleichzei-
tig absorbiert werden, es wird daher eine sehr hohe Leistungsdichte des Lasers benotigt.
Die fiir die MPI benotigten Energien liegen iiblicherweise im UV-Bereich, die experi-

mentellen Anforderungen sind folglich niedriger als bei der Ein-Photonen-Ionisation.

REMPI

Im Gegensatz zur MPI wird bei der REMPI (resonance enhanced multi photon ioni-
zation)®>3% nicht in einen virtuellen Zustand, sondern einen real existenten Zwischen-
zustand angeregt. Dieser reale Zustand weist eine deutlich hohere Lebensdauer als der
virtuelle Zustand auf, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer Absorption eines weiteren
Photons deutlich erhoht wird. Hieraus folgt, dass die Leistungsdichte, die zur Ionisation
notwendig ist, deutlich herabgesetzt wird. Fiir die REMPI-Methode ergeben sich daher
Anwendungen in der Analytik, so ist zum Beispiel die Bestimmung eines Stoffes in einer
Mischung méglich, wenn eine nur fiir diese Verbindung resonante Wellenldnge verwendet
wird. Der zu bestimmende Stoff kann mit deutlich niedrigerer Leistungsdichte ionisiert

werden als die anderen Stoffe, die bei dieser Wellenlénge keine Resonanz aufweisen.

Wie in Abb. 2.3 gezeigt ist, gibt es mehrere Moglichkeiten, die Ionisationsenergie zu
erreichen. Die einfachste Moglichkeit ist die Anregung in einen resonanten Zustand durch
ein Photon und die Ionisation durch ein weiteres Photon derselben Wellenlénge. Dies
wird als (14-1) oder auch 1¢2p-REMPI (1 color 2 photon) abgekiirzt. Es ist auch moglich,
durch Verwendung von zwei Lasern unterschiedlicher Wellenlénge eine sogenannte Zwei-
Farben-REMPI durchzufithren. Die Anregung in den resonanten Zustand erfolgt dann
durch eine andere Wellenlénge als die Anregung aus dem resonanten Zustand ins Konti-
nuum; kurz als (14+1’) oder 2¢2p-REMPI bezeichnet. Liegt der resonante Zustand ener-

getisch so niedrig, dass die Absorption eines zweiten Photons nicht ausreicht, um die
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Tonisierungsenergie zu erreichen, so ist es auch moglich, ein drittes Photon zu absorbie-
ren. Dies wird dann bei Verwendung einer Wellenlénge als (1+2) oder 1¢3p-REMPI oder
bei zwei verschiedenen Wellenléngen (1+2") oder 2¢3p-REMPI bezeichnet.

A

A A A A 4
IP -

A

A A
T A
A
PI (1c2p)MPI (1c2p)REMPI (2c2p)REMPI (2c3p)REMPI

Abbildung 2.3.: Verschiedene Varianten des Photonenionisations-Prozesses.

Bei einem Wellenlédngenscan der Ionisationswellenléinge bei festem Masse-zu-Ladungs-
verhéltnis erhélt man ein Frequenzspektrum des resonanten Zustandes. Man kann dar-
aus Aussagen iiber den elektronischen Zustand und die Schwingungen und Rotationen
des Zwischenzustandes machen. Aus dem Schwingungsspektrum ist eine Aussage iiber
die innere Energie der Probe moglich, bei Zweifarbenexperimenten ist es auch moglich,
die Ionisierungsenergie der Probe zu bestimmen. Eine Moglichkeit, um die spektrale
Auflésung eines REMPI-Spektrums zu erhohen, ist es, zwei Laser aus unterschiedlichen
Richtungen einzustrahlen, dadurch findet eine Unterdriickung der Dopplerverbreiterung
statt.

2.2. MALDI

Die laser desorption/ionization (LDI) von festen Proben wurde schon in den 1960ern
eingefiihrt, " konnte sich aber gegen die spiter entwickelten Verfahren FAB, FD und
PD aufgrund eines geringeren moglichen Massenbereichs nicht durchsetzten. Durch die
Verwendung von Lasern muss die Probe eine entscheidende Voraussetzung erfiillen: Um
der LDI zugénglich zu sein, muss die Probe die Laserphotonen absorbieren, ansonsten ist
eine Energiecaufnahme nicht méglich. Allerdings darf die hohe Energiedichte der Laser-

strahlung nicht dazu fithren, dass die Probe beschédigt wird, z.B. durch Fragmentierung;
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dies ist vor allem bei groflen Molekiilen ein haufig auftretendes Problem. Es konnte zwar
gezeigt werden, dass es moglich ist, Biomolekiile mittels LDI ionisiert in die Gasphase
zu iberfiithren, die Hauptanwendungsbereiche der LDI liegen aber noch immer in der

Analyse von anorganischen und kleinen organischen Verbindungen.

Anfang der 1980er wurden zwei Ansétze entwickelt, um die Energieaufnahme von nicht
absorbierenden Proben durch Beimischung von absorbierenden Stoffen zu ermdoglichen:
Das Losen der Probe in Glycerol unter Zugabe von ultrafeinem Cobaltpulver®® und die
Kokristallisation der Probe mit einer absorbierenden organischen Matrix.[!) Durch bei-
de Verfahren konnten Massenspektren von Proteinproben mit Molekulargewichten von
iitber 100.000 Da aufgenommen werden. Aufgrund der einfacheren Handhabung und der
deutlich besseren Empfindlichkeit hat sich das Matrixverfahren durchgesetzt. Durch die
Entwicklung geeigneterer Matrices fiir verschiedene Aufgabenstellungen und apparative
Verbesserungen hat sich die MALDI (siche auch Abb. 2.4) als ein Standardverfahren in

der Massenspektrometrie von Proben hoher Molekulargewichte etabliert.

Es konnte allerdings noch kein zufriedenstellendes theoretisches Modell der Prozesse
entwickelt werden, die bei der MALDI ablaufen. Es wurden fiir beide Teilschritte, die
Desorption und die Ionisation, verschiedene Modelle vorgeschlagen, die aber jeweils nur
bestimmte Aspekte des Gesamtprozesses erkldren oder nur fiir bestimmte Probenarten

giiltig sind. Im Folgenden sollen diese Modelle vorgestellt werden.

2.2.1. lonisation

Analytionen treten in der MALDI iiblicherweise als protonierte Kationen auf, zudem ent-
stehen Addukte mit Alkalimetallionen und Clusterionen. Da der Analyt die Laserphoto-
nen in der Regel deutlich schlechter absorbiert als die Matrix, ist davon auszugehen, dass
ein Protonentransfer von Matrixionen auf den Analyten stattfindet. Es muss demnach
zwischen primérer und sekundérer Ionenbildung unterschieden werden. Primére Ionen-
bildung ist die Erzeugung von Ionen aus Neutralen, sekundére Ionenbildung bezeichnet
die Ubertragung von Ladungen (Elektronen, Protonen, Kationen oder Fragmentionen)
von einem Ladungstréiger auf neutrale Teilchen. Weiterhin ist es moglich, dass die Ionisie-
rung schon in der Probenlosung stattfindet und Analytionen, die in den Matrixkristallen

eingebettet sind, in ihrem ionischen Zustand ablatiert werden.
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Matrix-Analyt
Gemisch Laser

Abbildung 2.4.: Schematische Darstellung des MALDI-Prozesses.

Priméare lonenbildung

Hierbei handelt es sich um die Bildung von Matrix- und Analytionen aus Neutralen;
auslosend ist dabei die Einstrahlung von Laserlicht. Die Aufnahme von Energie durch
die Laserphotonen ist durch die optische Absorption der Matrix bei der verwendeten
Laserwellenldnge begrenzt. Entscheidend hierfiir ist der Absorptionskoeffizient a.. Dieser
Koeffizient ist wellenldingenabhéngig und ergibt sich aus dem molaren Absorptionskoef-
fizienten «,, der eine Stoffkonstante der Matrix ist, und der Konzentration der Matrix
in der Probe. Um eine ausreichend hohe Absorption bei den {iblichen UV-Wellenldngen

zu erreichen, ist ein aromatisches System als Chromophor in der Matrix notwendig.

Beim Eindringen in die Probe wird die Laserstrahlung von der Matrix teilweise absor-
biert und dadurch abgeschwécht. Dieser Vorgang lisst sich durch das Lambert-Beer’sche

Gesetz beschreiben:

H = H() X e %, (26)

H gibt die laser fluence bei der Eindringtiefe z in der Probe an. Hy ist dabei die laser

fluence an der Probenoberfliche. Da die Matrix fast als reiner Feststoff vorliegt, erhélt
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man sehr hohe Werte fiir den Absorptionskoeffizienten o im Bereich von 5 x 10* bis 5 x
10° em .39 Der Kehrwert des Absorptionskoeffizienten ist die sogenannte Eindringtiefe,
diese liegt folglich bei 20 bis 200 nm. In dieser Tiefe ist die laser fluence auf ca. 30 %

des Flusses an der Oberfliche abgesunken.

Entscheidend fiir den MALDI-Prozess ist auch die absorbierte Energie pro Volumen.

Diese lésst sich iiber die Eindringtiefe und die laser fluence berechnen:

Eaws/V =a x H. (2.7)

Durch die hohe Absorption sind folglich relativ geringe Werte der laser fluence not-
wendig. Typischerweise liegen diese bei Werten von einigen hundert Jm =2 in der Nihe
der Absorptionsmaxima fester Matrices. Bei einer solchen, moderaten laser fluence ist
eine direkte Photoionisation eines Matrixmolekiils durch die Absorption mehrerer Pho-
tonen nicht wahrscheinlich. Von daher ist anzunehmen, dass die Ionisation auch durch
andere Prozesse zustande kommen wird. Zur Beschreibung des gesamten Vorganges der
Tonenbildung wurden verschiedene Modelle entwickelt, die hier nun zusammenfassend

dargestellt werden.

Multiphotonenionisation Ein einfaches Modell ist die Ionisation der Matrixmolekiile
durch Absorption mehrerer Photonen. Die Ionisierungsenergien liegen bei den iiblicher-
weise verwendeten Matrices allerdings oberhalb von 8eV,% diese Energie ist mit zwei
Photonen der standardméfig verwendeten Laser (Stickstofflaser bei 337 nm und verdrei-
fachter Nd:YAG bei 355nm) allerdings nicht erreichbar. Aufgrund der kurzen Lebens-
dauer der angeregten Zusténde erscheinen Dreiphotonenprozesse als unwahrscheinlich.
Hier muss aber erwdhnt werden, dass die Bestimmung der Ionisationsenergien in der

Gasphase durchgefithrt wird. In Kristallen[*542],

und auch unter Analytbeimischung,
wird die Tonisierungsenergie herabgesetzt, so dass ein Zweiphotonenprozess unter diesen

Umsténden nicht ausgeschlossen werden kann.

Energy-pooling Dieses Modell[*® geht ebenfalls von mehrfacher Anregung durch Pho-
tonen aus, in diesem Fall wird allerdings nicht ein Molekiil durch mehrere Photonen
angeregt. Es findet stattdessen die Anregung von drei oder mehr benachbarten Mo-

lekiilen mit jeweils einem Photon statt (siehe Gl. 2.8). Die Anregung eines Molekiils
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kann auf ein anderes Molekiil iibertragen werden und wird auch als Quasiteilchen na-
mens Exciton bezeichnet. Die Ubertragung der Anregung von einem angeregten Teilchen
auf ein Molekiil im Grundzustand wird ezciton hopping genannt. Treffen mehrere Exci-
tonen zusammen, so bildet sich ein hochangeregtes Molekiil, das anschliefend ionisiert
werden kann. Das Sammeln mehrerer Excitonen auf einem Molekiil ist das sogenannte

energy pooling.

3M ZM 3N s M+ M 2M + Mt 4 e (2.8)

Das Auftreten von Poolingeffekten konnte durch die Zugabe von Excitonquenchern
bestitigt werden**®! ebenso konnte durch Experimente mit zwei zeitversetzten La-
serpulsen unterhalb der fluence threshold gezeigt werden, dass ein Poolingprozess sehr

wahrscheinlich grundlegend an der Ionisation der Matrx beteiligt ist. [*3!

Excited State Proton Transfer Die Protoneniibertragung aus einem angeregten Zu-
stand wird als excited state proton transfer (ESPT) bezeichnet und ist energetisch schon
nach der Anregung eines Matrixmolekiils durch ein Photon méglich. Es handelt sich
bei diesem Mechanismus um eine direkte Protoneniibertragung, die die in der MALDI
hauptséchlich detektierten protonierten Analytionen liefert. Gegen diesen Mechanismus
sprechen allerdings die kurzen Lebensdauern der angeregten Zusténde sowie die Tat-
sache, dass die gédngigen Matrices keine ESPT-Aktivitit in Losung zeigen. Zudem ist
die Ubertragung von Protonen nur auf Analyten moglich, die eine héhere Protonenaf-
finitit als die angeregte Matrix besitzen.!*6l Auch die Tatsache, dass die Matrix in den
MALDI-Massenspektren hauptséchlich als protoniertes Kation detektiert wird, spricht

gegen diesen Mechanismus als Hauptursache der Analytionisation.

Sekundare lonenbildung

Die gebildeten Ionen werden neben der Beschleunigung durch die Desorption auch durch
das anliegende elektrische Feld beschleunigt. Im sich entwickelnden Desorptionsplume ist
die Teilchendichte trotzdem noch so hoch, dass es zu einer Vielzahl an St68en kommt, [47)

bei denen eine Ladungsiibertragung von den Matrixionen auf den Analyten moglich ist.
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Gasphasenprotonierung Bei Stoflen zwischen Matrixneutralen und Radikalkationen
kann es zu einer Protoneniibertragung wie in Gl. 2.9 gezeigt kommen. Das protonierte

Matrixkation kann dann wie in Gl. 2.10 ein Proton auf ein Analytmolekiil {ibertragen.

M*t+M — [M+H|"+[M - H| (2.9)

M+ Ht"+A— M+ [A+H]T (2.10)

Es kann auch eine direkte Protoneniibertragung auf den Analyten stattfinden:

Mt +A—[A+H)"+[M-H| (2.11)

[48-50

Es wurden deutliche Hinweise I dafiir gefunden, dass dieser Prozess unter bestimm-

ten Bedingungen der dominierende Prozess ist.

Ratenkonstanten-Modell Zu Erwihnen sind hier noch die Arbeiten von Knochen-
muss, 8 der ein Ratenkonstanten-Modell aufgestellt hat, das ausgehend von energy
pooling und sekundérer ITonisation des Analyten in der Gasphase viele experimentell ge-
fundene Effekte vorhersagt. Allerdings ist dieses Modell bislang nur fiir 2,5-DHB verwen-
det worden, da nur fiir diese Matrix alle relevanten Stoffeigenschaften bekannt sind. ®!
Dieses Ratenkonstanten-Modell wurde mit Molekiil-Dynamik-Simulationen (siehe Ab-
schnitt 2.2.2) kombiniert, "2 wobei die Raten des Modells aus technischen Griinden in
Wahrscheinlichkeiten iiberfithrt werden mussten. Dieses kombinierte Modell zeigt alle
wichtigen Charakteristika des MALDI-Prozesses, wobei die Simulationen aus Griinden

der Rechenleistung auf kurze Zeitraume und kleine Volumina beschrankt sind.

Clusterionisation Das Modell der Clusterionisation*!) geht davon aus, dass sich bei der
Ablation Cluster aus Matrix- und Analytmolekiilen bilden. Die Ionisierungsenergie wird
in diesen Clustern herabgesetzt, so dass die lonisation des Clusters mit zwei Laserphoto-
nen moglich wird. Nach dem Verdampfen der neutralen Molekiile aus dem Cluster wird
das Ion erhalten. Das Auftreten und die Ionisation von Matrixclustern wurde von Mef-

fert et al.3l genauer untersucht. Ein anderes Modell, welches von dem Auftreten von
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Clustern im Ablationsvorgang ausgeht, beruht darauf, dass sich in der Probenlésung
abhéngig vom pH-Wert Analytionen bilden, die dann geladen in die Matrixkristalle ein-
gebettet werden. Diese Ionen werden als Cluster mit Matrixneutralen desorbiert und

dann durch die eingestrahlte Laserenergie von ihren Gegenionen getrennt. *%

lucky survivor-Modell Das lucky survivor-Modell beruht auf den oben erwéhnten An-
nahmen der Clusterionisation. Ein oder mehrere Analytmolekiile werden in einem Clu-
ster mit Matrixmolekiilen ablatiert. In diesem Cluster sind Matrix- und Analyt-Kationen
enthalten. Zusétzlich enthélt der Cluster auch Gegenionen; diese Ladungstrennung kann
schon im festen Zustand in der Probe vorgelegen haben, oder sie ist durch die Laser-
energie hervorgerufen worden. Wenn dieser Cluster nun eine gleiche Anzahl an Kationen
und den entsprechenden Gegenionen aufweist, wird die Clusterdissoziation in der Gas-
phase zu neutralen Molekiilen oder Addukten fithren. Hat der Cluster allerdings eine
Ladung, so wird diese auch bei der Dissoziation des Clusters erhalten bleiben und zu
(Analyt-)Ionen fithren, solange keine Neutralisierung durch Photoelektronen auftritt.

Die protonierten Analytkationen sind somit die lucky survivor des Clusterzerfalls.

Untersuchungen von Jaskolla und Karas® mit deuterierten und veresterten Matrices
haben gezeigt, dass das lucky survivor-Modell bei bestimmten Bedingungen (ernied-
rigter pH-Wert, damit eine Einbettung von protonierten Analyten in den Matrixkri-
stall moglich ist und moderate Laserleistungen, um Gasphasenreaktionen zu vermei-
den) der vorherrschende Ionisationsmechanismus ist. Eine basische Umgebung fiihrt zu
neutralen oder deprotonierten Analytmolekiilen, die hier detektierten Kationen wurden
hauptséchlich durch Gasphasenprotonierung erzeugt. Eine hohere Laserleistung fiihrt

ebenso zu einem Anstieg der Protonierung in der Gasphase.

2.2.2. Desorption

Zunéchst soll hier auf den Begriff der Desorption eingegangen werden. Die Desorption
bezeichnet eigentlich das Gegenteil der Adsorption, also, dass ein Teilchen (Atom, Mo-
lekiil oder Ion) die Oberfliche eines Festkorpers verlidsst und in die Gasphase iibergeht.
Dazu muss das Teilchen genug Energie besitzen, um die Bindungsenergie zur Ober-
flache zu tiberwinden. In den Anfiangen der MALDI wurde davon ausgegangen, dass
tatséchlich der Ubertritt einzelner Teilchen in die Gasphase stattfindet. Wie aus den

im Folgenden dargestellten Modellen deutlich wird, gehen die aktuell angenommenen
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Theorien davon aus, dass grofiere Mengen an Teilchen (z.B. Cluster aus mehreren Mo-
lekiilen und auch ganze Oberflichenbruchstiicke, so genannte chunks) gleichzeitig in die
Gasphase iibertreten. Dieses wird als Ablation bezeichnet; Ablation bezeichnet hier den
Probenabtrag ausgelost durch einen Temperatur- oder Druckanstieg. Da der Begriff der
Desorption aber schon durch die Bezeichnung MALDI mit der Methode eng verbunden
ist, wird im Allgemeinen nicht zwischen den beiden Begriffen Desorption und Ablation

unterschieden, in dieser Arbeit sind sie synonym gebraucht.

Es konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass beide Prozesse, die Ablation sowie
die Desorption bei der Laserbestrahlung auftreten. Bei niedrigen Laserleistungen tritt
Desorption®® auf, der Probenabtrag ist hierbei jedoch so gering, dass keine Ionen de-
tektiert werden konnen. Bei der Erhohung der Laserleistung wird die fluence threshold
erreicht, ab diesem Punkt ist ein MALDI-Signal messbar. An diesem Punkt setzt auch
die Ablation ein. Es konnte auch in Molekiil-Dynamik Simulationen®%57 gezeigt wer-
den, dass eine bestimmte Schwellenleistung iiberschritten werden muss, damit gréflere

Bruchstiicke aus der Probe herausgelost werden kénnen.

Eine wichtige Grofle fiir den Ablationsprozess ist die von der Probe aufgenommene
Energie. Diese héngt von mehreren Parametern ab. Entscheidend fiir die Energieauf-
nahme ist zunéchst, wie stark die Matrix bei der Wellenldnge des verwendeten La-
sers absorbiert. Ein kleiner Absorptionskoeffizient ist hierfiir logischerweise hinderlich,
die géingigen Matrices besitzen aber alle einen aromatischen Kern, wodurch eine Ab-
sorption in den verwendeten UV-Wellenldngen gegeben ist. (In der IR-MALDI werden
hauptséchlich OH- und NH-Schwingungen angeregt, dabei werden Matrices wie Glyce-
rol oder Bernsteinsiure verwendet.) Als wichtige Parameter haben sich auch die laser
fluence (vgl. fluence threshold), die Groe des Laserspots und die Pulsléinge erwiesen.
Wie schon erwéhnt, setzt die Ablation erst bei einer bestimmten Schwellenleistung ein.
Eine weitere Erhohung der Laserleistung zeigt dann zunéchst eine weitere Steigerung
der Signalintensitdten. Bei zu hohen Energien treten dann verstéirkt Fragmentierungen

von Matrix und Analyt auf, wodurch die Signalintensitéat und -qualitdt stark abnehmen.

Fiir die Desorption wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen, diese lassen sich grob
in drei Gruppen einteilen: Die phénomenologischen Modelle, von denen hier nur das Vul-
kanmodell erwahnt werden soll. Dieses geht von einem Aufheizen und Ausdehnen der
Probe unterhalb der Oberfliche und einem anschliefendem “Ausbruch” nach Zerbrechen
der Oberfliache aus. Die bei Laserbeschuss entstehenden Krater konnten durch elektro-

nenmikroskopische Aufnahmen nachgewiesen werden, kénnen aber auch durch diverse
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andere Mechanismen erklart werden. Die beiden anderen Gruppen sind die thermischen

und die mechanischen Modelle, diese werden im Folgenden ausfiihrlicher beschrieben.

thermische Desorptionsmodelle

Diese Modelle[®®% basieren auf einem Phaseniibergang, der dafiir sorgt, dass Teile der
Probe in die Gasphase iibertreten konnen. Dies geschieht entweder durch direkte Sub-
limation oder durch Schmelzen der Probe und anschlieBendes Verdampfen ins Vakuum.
Die experimentell beobachtete Schwellenleistung léasst sich in diesen Modellen durch die
Sublimations- bzw. Verdampfungsenthalpie erkléren, die iiberschritten werden muss, um

einen Teil der Probe in die Gasphase zu iiberfiihren.

Uberschallstrahl (Supersonic Jet) Das Uberschallstrahl-Modell (061 beruht auch auf
einem schnellen Phaseniibergang der Matrix vom Festkorper zur Fliissigkeit durch die
Laseranregung. Die Fliissigkeit expandiert adiabatisch ins Vakuum, wodurch ein Uber-
schallstrahl ausgebildet wird, der auch Analytmolekiile enthélt. Es konnte gezeigt wer-
den, dass sich dabei eine stark asymmetrische (vorwérts gerichtete) Bewegung ausbildet.

Eine Kiihlung des Analyten ist hier durch die Expansion ins Vakuum gegeben.

homogeneous bottleneck-Modell In diesen Modell wird ein starker Temperaturan-
stieg innerhalb des bestrahlten Bereiches der Probe angenommen, ®®! wodurch ein ther-
misch induzierter Stress im Festkorper entsteht, der zu einem Zerreilen der Kristall-
struktur der Matrix fithrt. Der Analyt ist in diesem Modell in das Kristallgitter der
Matrix eingebettet. Die Laserenergie fithrt zur Sublimation der Probe, hierbei entstehen
Cluster aus Matrix- und Analytmolekiilen. Aus diesen Clustern verdampfen dann die
Matrixmolekiile, was zu einer Kiihlung des Analyten fiihrt. Der bottleneck ist in diesem
Fall die Energieiibertragung von der absorbierenden Matrix auf den nicht absorbieren-
den Analyten, dadurch wurde eine Entkopplung der Temperatur von Matrix und Analyt
postuliert. Diese Entkopplung fithrt dazu, dass die Temperatur des Analyten geringer

als die der Matrix ist; dies erklért die geringe Fragmentierung des Analyten.

mechanische Desorptionsmodelle

Hier fiithrt die absorbierte Energie, und die daraus folgende Ausdehnung der Matrix am

Laserspot, zu einer Stérung des Kristallgitters. Dadurch wird ein Druck im Festkorper
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aufgebaut, der zu einem explosionsartigen Probenabtrag fiihrt. Fine Entkopplung der
thermischen Energie von Matrix und Analyt ist hier nicht notwendig, da sich die Vorgéange
fernab des thermischen Gleichgewichtes abspielen, die Temperaturen von Matrix und

Analyt sind also als unabhéngig voneinander anzusehen.

Pressure Pulse Durch die schnelle Erwarmung, und die daraus resultierenden Aus-
dehnung der Probe durch den Laserpuls, kommt es in der Probe zu einem Druckpuls,
der sich in einen Zugspannungspuls und einen Kompressionspuls aufteilen léasst. Der
Zugspannungspuls fithrt zu einem Ablosen von Teilen der Probenoberflache, wenn er
die Zerreififestigkeit der Probe iiberschreitet. Durch beide Pulse kommt es innerhalb
der Probe zu einer mechanischen Belastung, was zu Rissen in der Probe fiihren kann

(spallation genannt).

MD-Simulationen Einen Einblick in die molekulare Ebene des Ablationsvorganges
kann durch MD-Simulationen gewonnen werden. Da die Ablation ein kolligatives Phéno-
men darstellt, welches nur durch die Betrachtung einer Vielzahl von Molekiilen verniinftig
untersucht werden kann, miissen eine Reihe von Vereinfachungen gemacht werden, um
in den Dimensionen der heutigen Berechnungsmoglichkeiten zu bleiben: Alle simulierten
Molekiile werden jeweils durch ein sphérisches Teilchen mit einem angenédherten Molekiil-
durchmesser dargestellt. Zudem werden alle internen Freiheitsgrade eines Molekiils zu-
sammengefasst in eine einzelne Mode, die bei Anregung den Molekiildurchmesser erhoht,

62 Damit werden die Verlingerung von Bindungen im

die sogenannte breathing mode.
angeregten Zustand und der erhohte durchschnittliche Platzbedarf der Molekiile durch
stiarkere Schwingungsanregung beriicksichtigt. Diese Ndherungen fiithren zu dem Namen
breathing sphere-Modell und werden damit begriindet, dass der entscheidende Parameter
beziiglich der Ablation der Druck innerhalb der Probe ist, der durch die Ausdehnung

der Molekiile entsteht. Jedes Teilchen besitzt zudem drei Translationsfreiheitsgrade.

Die Anregung der Teilchen erfolgt durch die Simulation eines Laserpulses, der entspre-
chend der Absorptionskoeffizienten von Matrix- und Analytmolekiilen beim Eindringen
in die Probe durch Absorption abgeschwicht wird.[ Angeregte Molekiile vergréfiern
sich, wie oben beschrieben, iiber ihre breathing mode und durch die Anregung mehrerer
benachbarter Teilchen entstehen Regionen mit erhohtem Druck innerhalb der Probe.
In der Oberflichenregion entsteht dadurch ein Druckgradient, die daraus resultieren-

den Krifte beschleunigen die oberen Materialschichten orthogonal zur Oberfliche. Die
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Schwellenleistung lasst sich in diesem Modell dadurch erkldaren, dass genug Energie auf-
gebracht werden muss, um die Phasenexplosion auszulésen, ansonsten kommt es nur zur
Verdampfung einzelner Oberflichenmolekiile. %4 Es handelt es sich oberhalb der Schwel-
lenleistung bei einem groBen Teil des ablatierten Materials im plume um Cluster, ! die-
ses konnte auch experimentell nachgewiesen werden. %) Wie in Abschnitt 2.2.1 erwiihnt,
wurde eine verdnderte Version des Ratenkonstanten-Modells in diese Simulationen in-
tegriert, um Ablation und Ionisation gleichzeitig betrachten zu kénnen.? Das exciton
hopping und das energy pooling werden beriicksichtigt, indem ein Stofl zwischen einem
angeregten Matrix-Teilchen und einem Matrix-Teilchen im Grundzustand mit einer ge-
wissen Wahrscheinlichkeit zu einer Ubertragung der Anregung fiihrt. StéBe zwischen
angeregten Matrix-Teilchen kénnen dann zur Bildung von Matrix-Ionen fiithren, die wie-
derum bei einem Stofl mit einem Analyt-Molekiil ihre Ladung iibertragen konnen. % Die
Simulationen beschréanken sich hierbei aus Rechenleistungsgriinden auf Probengréfien im

unteren pum-Bereich bei Simulationszeiten von einigen ns.

Fazit Die Desorption/Ablation ist ein entscheidender Vorgang im MALDI-Prozess, fiir
den bis heute noch keine ausreichenden Beschreibungen existieren. Durch die Vielzahl an
Praparationsvorschriften und die Vertréglichkeit des Desorptions/Ionisations-Prozesses
gegeniiber Anderungen von Parametern wie laser fluence, Wellenlinge oder Analyt-
konzentrationen erscheint es unrealistisch, dass ein Modell existiert, das alle Aspekte
des Ablationsvorganges beschreibt. Vielmehr ist anzunehmen, dass verschiedene Mecha-
nismen gibt, die zur Ablation und lonisation fithren, die auch nebeneinander stattfinden

konnen.

Trotzdem ist es wichtig, die bei der Ablation stattfindenden Prozesse genauer zu ver-
stehen, da die Kenntnis der auftretenden Effekte die Grundlage zur Weiterentwicklung
der MALDI darstellen.

Desorptionsgeschwindigkeiten

Eine wichtige Grofle um den Desorptions-/Ablationsprozess zu charakterisieren, ist die
Geschwindigkeit des in die Gasphase iiberfithrten Materials. Einfach zugénglich ist hier
die Geschwindigkeit der direkt gebildeten Ionen (siehe unten), diese sind aber nur ein
kleiner Teil des ablatierten Materials. Das Verhéltnis von Ionen zu Neutralen liegt zwi-
schen 1:1.000 und 1:100.000.16768) Um Aussagen iiber die Geschwindigkeiten der abla-

tierten Teilchen machen zu konnen, ist es notwendig, auch die Geschwindigkeiten der
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Neutralteilchen zu kennen. Eine weitere interessante Grofle, die auf der Verteilung der
Geschwindigkeiten beruht, ist die Translationstemperatur der ablatierten Teilchen. Vor
allem ein Vergleich der Temperaturen von Matrix und Analyt ist interessant, da die
Tatsache, das grofle Biomolekiile im Gegensatz zur LDI zerstorungsfrei ionisiert werden

konnen, dafiir spricht, dass die Matrix einen kiihlenden Effekt auf den Analyten hat.

lonengeschwindigkeiten Zur Bestimmung der Ionengeschwindigkeiten haben sich zwei
Verfahren etabliert: Die delayed extraction-Methode (DE) und die field free drift-Methode
(FFD). Bei der DE-Methodel®! liegt in der Ionenquelle nicht wie iiblich eine kontinu-
ierliche Spannung an; die Beschleunigungsspannung wird erst zeitverzogert nach dem
Ablationsspuls eingeschaltet, so dass sich der plume in einen feldfreien Raum entwickeln

kann.

Werden Delayzeit und Beschleunigungsspannung so eingestellt, dass der Ortsfokus
auf dem Detektor liegt, erreichen alle Ionen der gleichen Masse unabhéngig von ihrer
Initialgeschwindigkeit den Detektor gleichzeitig. Man spricht dann von einer Korrektur
des Ortsfehlers. Durch die DE-Methode kann auch der Zeitfehler korrigiert werden. Das
bedeutet, dass Ionen gleicher Masse, die zu unterschiedlichen Zeiten gebildet werden,
durch die verzogerte Extraktion zum selben Zeitpunkt beschleunigt werden. Bei einer
kontinuierlichen Extraktion ist dies nicht der Fall. Im Fall der MALDI, wo die Ionen-
bildung in der sich ausbildenden Ablationswolke stattfindet, sind solche Zeitfehler im
Bereich einiger Nanosekunden anzunehmen. Durch den Zerfall von ablatierten Clustern
kann dieser Fehler aber auch noch grofier ausfallen. Aus der Flugzeit der Ionen und dem
verwendeten Delay kann iiber mathematische Nédherungen die Startgeschwindigkeit er-
rechnet werden; aus der Peakbreite kann auch auf eine Geschwindigkeitsverteilung der

Tonen geschlossen werden.

In der FFD-Methode befindet sich der Probentréger in einem feldfreien Raum, an den
sich die Beschleunigungszone anschliefit. Die gebildeten Ionen driften nach der Ablation
mit ihren Initialgeschwindigkeiten durch den feldfreien Raum, bevor sie die Beschleuni-
gungszone erreichen und von der dort anliegenden Spannung beschleunigt werden. Die
Startgeschwindigkeiten konnen bei dieser Methode auf mehrere Arten bestimmt werden:
Einerseits komplett durch die Driftzeit in der feldfreien Zone,[™ andererseits aus dem

61 Ein anderer Ansatz, der

Vergleich der Flugzeiten mit und ohne feldfreier Driftzone.
auch auf der Expansion in einen feldfreien Raum beruht, ist die orthogonale Abzugs-

technik. Hierbei expandiert der plume wiederum in einen feldfreien Raum, nach einer
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bestimmten Zeit wird dann ein Beschleunigungsfeld angelegt, das die Ionen orthogonal
zur Expansionsrichtung beschleunigt. Mit einem ortsempfindlichen Detektor konnen die

Driftstrecken der Ionen dann bestimmt werden. [60-71]

Die mit diesen Methoden erhaltenen Werte fiir die Startgeschwindigkeiten liegen zwi-
schen 200m/s und iiber 1000 m/s, wobei die niedrigen Werte mit der DE-Methode er-

[72]

halten wurden und nach Berkenkamp et al. auf nicht optimale Versuchsparameter

zuriickzufithren sind.

Abbildung 2.5.: Das Grundprinzip der Postionisationsmethode. Die einzelnen Bilder zei-
gen die Lage des Postionisationsortes innerhalb des plume bei ansteigen-
dem Zeitabstand zwischen den Laserpulsen.

Geschwindigkeiten von Neutralen Die Geschwindigkeit der Neutralteilchen ist im
Gegensatz zu den Ionen nicht direkt zugénglich, da in der Massenspektrometrie nur lo-
nen detektiert werden konnen. Hier wird die Postionisationsmethode verwendet, bei der
die Neutralteilchen im plume von einem zweiten Laserpuls, der orthogonal zur Proben-
trigeroberfliche durch die Ionenquelle l4uft, nachionisiert werden (zum Aufbau siehe
Abschnitt 3.2.1). Der Postionisationspuls wird hierbei mit variablen Zeitabstanden nach
dem Ablationspuls generiert. Aus diesem Delay und dem raumlichen Abstand des Post-
ionisationsstrahls zur Probenoberfliche kann dann die Geschwindigkeit der Neutralen
berechnet werden, die bei dem eingestellten Delay diese Strecke zuriickgelegt haben.
Mit dieser Methode konnen auch Geschwindigkeitsverteilungen erhalten werden, wofiir
sich zwei Moglichkeiten anbieten: Zum einen die Verdnderung des Delays der beiden
Laserpulse zueinander bei einem festen Abstand des Postionisationsortes zum Ablati-
onsort, zum anderen das Verschieben des Postionisationslasers bei festem Delay. Es hat
sich gezeigt, dass die erste Methode deutlich geeigneter ist, da die Einstellung der erfor-

derlichen Delays im sub-us-Bereich technisch kein Problem darstellt. Die Verdnderung
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des Abstandes ist deutlich schwieriger, da die benotigten Absténde im sub-mm-Bereich
liegen, wodurch eine Bestimmung des Postionisationsortes in der Ionenquelle nicht oh-
ne weiteres mit der erforderlichen Genauigkeit moglich ist. Abb. 2.5 zeigt das Prinzip
der Postionisation zur Messung einer Geschwindigkeitsverteilung. Bei den aufsteigenden
Zeitabstédnden zwischen den Laserpulsen werden jeweils Neutralteilchen mit abnehmen-

der Ablationsgeschwindigkeit ionisiert.

Geschwindigkeitsverteilungen Die Geschwindigkeitsverteilung der im MALDI-Prozess
ablatierten Teilchen ist eine entscheidende Gréfle zur Beschreibung des Ablationsvor-
ganges. Wichtig ist hier die Unterscheidung der verschiedenen moglichen Prozesse, ei-
nerseits das Ablosen einzelner Teilchen von der Oberfliche, andererseits der simultane

Abtrag von Molekiilen und Clustern im plume.

Die Verteilung der Geschwindigkeiten bei einem rein thermischen Desorptionsvorgang

einzelner Molekiile lasst sich durch eine Maxwell-Boltzmann-Verteilung beschreiben:

3
2

) o o(-amr ) (2.12)

m
AN(V,T) = N x (QMBT

mit v;: Geschwindigkeit in i-Richtung; m: Masse; kg: Boltzmann-Konstante; T": Tem-

peratur; N: Teilchenzahl

Die Geschwindigkeiten im Ablationsplume sind am besten mit einer verschobenen
Maxwell-Boltzmann-Verteilung zu beschreiben. Durch die hohe Teilchendichte und die
hiufigen Stée kommt es zu einer vorwértsgerichteten, jet-dhnlichen Expansion ins Va-
kuum. Die Winkelabhingigkeit der Expansion wurde von Elam et al.l% fiir die Ablation
des Dipeptides Trp-Gly zu ¢ = cos*! © bestimmt. © ist hierbei der Winkel zur Hauptflug-
richtung, die orthogonal zur Probentrigeroberfliache steht. Durch die Ablation entsteht
in z-Richtung eine Strémungsgeschwindigkeit v;0,. Um diesen weicht die Geschwindig-
keit in die Stromungsrichtung von der aus Gl.2.12 erhaltenen ab. Die mathematische

Formulierung fiir eine verschobene Geschwindigkeitsverteilung ergibt sich also zu:

3
2 m 2 2 2
dN(ﬁ’T> = N x ( ) % 6<_2kBT(vI +vy +(vz—vflow) ))dSU. (213)

27T]€BT
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Durch den gewéhlten Messaufbau ist nur die Messung der Geschwindigkeit in z-
Richtung moglich, da die Bewegung parallel zur Probentrédgeroberfliche nicht detektiert
wird. Die Geschwindigkeit in z-Richtung wird durch Gl. 2.14 beschrieben.

3
2 m
dN(?,T) =N X ( ) X e<_2kBT(UZ_”flow)2>dU (214)

m
2rkgT

Aus der Breite der Geschwindigkeitsverteilung kann die Translationstemperatur der
Neutralteilchen erhalten werden?, welche ein Maf fiir die Energie der Teilchen ist. Ei-
ne absolute Messung der Teilchenenergie ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich,
da diese zusatzlich zur Translationsenergie auch die Rotations- und Vibrationsenergie

enthilt; diese sind mit dieser Methode aber nicht zugénglich.

vorherige Arbeiten Die ersten Geschwindigkeitsverteilungen von ablatierten Neutral-
teilchen wurden Anfang der 90er Jahre aufgenommen, Huth-Fehre und Becker[™! haben
so z.B. Geschwindigkeitsverteilungen von Gramicidin S als Analyt und Ferulasédure als
Matrix aufgenommen. Bei einer Ablationswellenlénge von 266 nm erhielten sie fiir beide
Molekiile eine mittlere Initialgeschwindigkeit von ~350m/s, bei einer Halbwertsbreite
von ~500m/s, wobei fiir die Matrix Geschwindigkeiten von bis zu 1500 m/s gemessen
wurden. Karas et al.[" haben die mittlere Geschwindigkeit von 2,5-DHB bei 248 nm auf
550 m/s bestimmt.

Zechmann[™ und Muskat ["® haben Experimente mit verschiedenen Matrices bei einer
Ablationswellenlénge von 355 nm durchgefiithrt und fanden fiir 2,5-DHB eine héufigste
Geschwindigkeit von 383 m/s, fiir Ferulasiure 279 m/s, fir Sinapinsdure 140 m/s und fiir
Dithranol 467 m/s. Hierbei wurden reine Matrixproben verwendet. Es wurden zusétzlich
auch Messungen bei 337 nm durchgefiihrt, diese zeigten bei FA und SA einen starken
Anstieg der wahrscheinlichsten Geschwindigkeit, fiir 2,5-DHB wurde so gut wie kei-
ne Anderung beobachtet. Messungen mit Chrysen als Modellanalyt ergaben Analytge-
schwindigkeiten von 294 m/s aus 2,5-DHB und 388 m/s aus Dithranol.

Messungen bei 266 nm wurden von Walbrodt '?! durchgefiihrt, dabei wurden fiir 2,5-
DHB, FA und SA hiufigste Geschwindigkeiten zwischen 400 und 500 m/s gefunden, fiir
a-Cyano-4-hydroxyzimtséure wurde eine Geschwindigkeit von 737 m/s gefunden. Eben-

falls fiir Chrysen als Analyt wurden Analytgeschwindigkeiten gefunden, die unter den

2Streng genommen wird nur die Translationstemperatur in z-Richtung erhalten.
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Matrixgeschwindigkeiten lagen, der Trend blieb aber gleich; 2,5-DHB zeigt die niedrigste
Geschwindigkeit, a-CHCA deutlich die héchste. Aulerdem wurden Geschwindigkeitsver-
teilungen von Chrysen aus verschiedenen Dual-Matrices (Mischungen aus zwei Matrices,
siche auch Abschnitt 2.2.3) aufgenommen, hier wurden fiir den Analyten Geschwindig-
keiten gefunden, die unter der Analytgeschwindigkeit der schnelleren Matrix, aber iiber
der Geschwindigkeit der langsameren Matrix liegen; die niedrigere Analytgeschwindig-

keit stellt hier eine untere Grenze dar.

2.2.3. Die Matrix

Die Matrix erfiillt in der MALDI mehrere Aufgaben. Aus dem Namen der Methode wird
schon ersichtlich, dass die Matrix wichtig fiir die Desorption/Ablation und die Ionisation
des Analyten ist. Daher muss sie auch eine bestimmte Vorraussetzung erfiillen: Wichtig
ist die Absorption von Licht bei der verwendeten Laserwellenléinge. In der UV-MALDI
werden daher Matrices verwendet, die einen aromatischen Kern besitzen. In der IR-
MALDI verwendet man Matrices wie z.B. Glycerol, Malonsidure oder Bernsteinsiure,
da diese Hydroxygruppen besitzen, die die verwendeten Wellenldngen gut absorbieren
konnen. Des weiteren sorgt die Matrix, da sie im Uberschuss eingesetzt wird, fiir eine

rdumliche Trennung der Analytmolekiile.

Die heutzutage gingigen UV-Matrices, z.B. 2,5-Dihydroxybenzoesiaure, a-Cyano-4-
hydroxy-zimtsiure, Sinapinsiure oder Ferulasiure weisen alle Ahnlichkeiten unterein-
ander auf. Sie enthalten alle einen Benzolring, sowie eine Carboxyl- und mindestens
eine Hydroxygruppe. Es existieren aber auch Matrices, die nicht diesem Muster entspre-
chen, wie etwa Dithranol oder 2,4,6-Trihydroxyacetophenon. Es wurden zudem komplett
anders aufgebaute Matrices untersucht, z.B. Fullerene oder Porphyrine; diese haben al-

lerdings bislang keine praktische Bedeutung erlangt.

Die heutigen Standardmatrices wurden alle empirisch gefunden. Es ist bislang kein
Modell bekannt, mit dem sich die Giite einer Substanz als Matrix voraussagen lasst.
So ist die 2,5-DHB den anderen Dihydroxybenzoesdure-Isomeren in ihrer Qualitdt als
Matrix oft deutlich iiberlegen.”™ Hier wurden Untersuchungen zu den Kristallisations-

78] und Messungen!™! thermody-

und Absorptionseigenschaften® sowie Berechnungen
namischer Eigenschaften in der Gasphase fiir alle Isomere durchgefiihrt. Dabei konnten

allerdings keine allgemeingiiltigen Ergebnisse erhalten werden. Fiir bestimmte Analyten
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kann auch ein anderes Isomer als 2,5-DHB gut geeignet sein. ®) Anhand von Berechnun-
gen der lonisationsenergie von Clustern aus 2,5- und 3,5-DHB und einem Modellanalyten
(Val-Pro-Leu) konnte die Existenz von Clustern mit niedrigerer Ionisationsenergie fiir

2,5-DHB vorausgesagt werden. 3-8

Aktuelle Arbeiten® haben gezeigt, dass Derivate der Standardmatrices zum Teil

84 50 wurde bei der Untersuchung einer Se-

bessere Matrixeigenschaften zeigen konnen, |
rie von Derivaten der CHCA herausgefunden, dass a-Cyano-4-chlor-zimtséure®® bes-
sere Nachweisgrenzen®9 als CHCA aufweist. Erkliart wird dies durch die herabgesetz-
te Elektronendichte an der Carboxylgruppe, was eine verringerte Protonenaffinitit zur
Folge hat, wodurch die Protonierung des Analyten erleichtert wird. Durch die Verrin-
gerung der Elektronendichte verschiebt sich allerdings auch das Absorptionsspektrum
zu kiirzeren Wellenldngen, zudem konnen die Kristallisationseigenschaften der Derivate
nicht vorausgesagt werden; diese sind aber fiir die Verwendung als Matrix nicht unerheb-
lich. Weitere Untersuchungen mit unterschiedlich derivatisierten CHCA-Modifikationen
haben gezeigt, dass Sulphonyl- und Phosphonylgruppen anstelle einer Carboxylgruppe
die Kristallisationseigenschaften deutlich verschlechtern und keine Matrix-Analyt-Co-
Kristallisation mehr moglich ist. Der Zusammenhang zwischen Protonenaffinitdt und

Absorptionsspektrum konnte auch wiederholt gezeigt werden.

Dual-Matrices und Zusatze Eine Moglichkeit, um die Qualitdt einer Matrix zu ver-
bessern, ist die Zugabe von anderen Stoffen zum Matrix-Analyt-Gemisch 788 so ist
z.B. die Zugabe von Trifluoressigsdure eine weit verbreitete Methode um die Loslichkeit
und die Protonierung des Analyten durch Herabsenken des pH-Wertes zu verbessern. [
Eine weitere Methode, die zu besseren Spektren fithren kann, ist die Verwendung der
so genannten Super-DHB, ™ eine Mischung von 2,5-DHB und 2-Hydroxy-5-methoxy-

benzoesaure im Verhaltnis 9:1.

Ein anderer Ansatz ist die Mischung von zwei Standardmatrices, so konnte mit einer
Mischung von 2,5-DHB und a-CHCA eine deutliche Verbesserung der Spektrenqualitét

9] Auch die Mischung einer sauren und einer

und der Empfindlichkeit erreicht werden.
basischen Matrix kann zu Verbesserungen der Spektrenqualitéit fithren. ! Dies ist jedoch
nicht fiir alle Analyten feststellbar, die beste Matrixmischung muss scheinbar fiir jeden
Analyten einzeln bestimmt werden und die Verwendung von Dualmatrices liefert bei

manchen Analyten schlechtere Ergebnisse als eine einzelne Matrix.
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Ein anderer Ansatz ist die Beimischung von Stoffen, die die Kristallisationseigen-
schaften der Matrix verdndern sollen. Ein Problem bei der Verwendung von 2,5-DHB
ist die ungleichméflige Kristallisation, so bilden sich bei der Préparation aus Wasser in
den Randbereichen grofie Kristalle aus. In der Mitte der Probe sind deutlich kleinere
Kristalle vorhanden, dies fithrt zu einer inhomogenen Verteilung des Analyten und zu
einer deutlich unterschiedlichen Spektrenqualitidt an verschiedenen Stellen des Proben-
triagers. Dies kann durch Verwendung eines leichtfliichtigen Losungsmittels verhindert
werden. Die Verwendung solcher organischer Losungsmittel hat allerdings den Nachteil,
dass die meisten biologischen Proben darin nicht 16slich sind. Eine vor kurzer Zeit pu-
blizierte Variante, um dieses Problem zu umgehen, ist die Verwendung einer Mischung
von 2,5-DHB und Glycerol®?, was zu einer annihernd homogenen Probenoberfliche
fithrt. Des weiteren wurden Préaparationsprotokolle veroffentlicht, die z.B. die Zugabe
von Zuckern®® beinhalten, diese haben sich aber héchstens in einzelnen Bereichen wie
der DNA-Analytik bewahrt.

lonische Fliissigkeiten Tonische Fliissigkeiten (ionic liquids) sind, wie der Name schon
vorgibt, Fliissigkeiten, die aus Ionen bestehen. Dieser Zustand lédsst sich durch das
Schmelzen von Salzen herstellen, dies geschieht allerdings bei viele Salzen erst bei sehr
hohen Temperaturen. Der Begriff ionische Fliissigkeit wird im Allgemeinen aber nur fiir
solche Stoffe benutzt, die bei Standardbedingungen im fliissigen Zustand vorliegen, daher
werden sie korrekt auch als Raumtemperatur ionische Fliissigkeiten (room temperatur
ionic liquid [RTIL]) bezeichnet. Erstmalig tauchten RTIL 1912 in der Literatur auf, ge-
nauer erforscht wurden sie allerdings erst ab Anfang der 1980er Jahre, als das Potential

als Losungsmittel und Katalysator in der organischen Synthese erkannt wurde.

Um den Schmelzpunkt der RTIL moglichst gering zu halten, werden moglichst raum-
fiilllende asymmetrische Kationen und Anionen gewéhlt, um die Kristallisation energe-
tisch ungiinstig zu machen. Als Kationen in RTILs dienen héufig protonierte stickstoff-
haltige organische Basen, Anionen sind in der Regel organische Sauren, die oft halo-
geniert sind, um die Protonenaffinitéit herabzusetzen und eine Neutralisationsreaktion
zu verhindern. Durch die Zusammensetzung aus Ionen haben RTILs die ungewthnliche
Eigenschaft, dass sie einen verschwindend geringen Dampfdruck besitzen. Daher kénnen

sie auch iiber lange Zeiten als Fliissigkeiten im Hochvakuum vorliegen.

In der MALDI wurden RTILs erstmalig 2001 als Matrix verwendet. ¥ Eine solche jonic
liquid matriz (ILM) besteht aus einer konventionellen MALDI-Matrix, die als Anion fiir
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die RTIL dient, und einer Base, die durch die Saurefunktion der Matrix protoniert wird

und als Kation vorliegt. ILM stellen eine neue Klasse von Matrices dar.

Seit ihrer Einfiihrung haben sich ILM als eine gute Alternative zu den herkémmlichen
festen Matrices bewiihrt. *¥ Sie bieten eine Reihe von Vorteilen gegeniiber konventionel-
len Matrices, so ist durch den fliissigen Zustand eine gleichméflige Verteilung des Analy-
ten in der Matrix gewéhrleistet.* Dadurch entfillt die Notwendigkeit, die Probe kom-
plett mit dem Laser abzurastern oder manuell nach sogenannten sweet spots zu suchen,
an denen ein ideales Matrix/Analyt-Verhéltnis vorliegt bzw. die Co-Kristallisation be-
sonders gut verlaufen ist. ILMs besitzen zudem die Eigenschaft, ihre Oberflache nach der
Ablation zu regenerieren, was dafiir sorgt, dass die Ablation immer unter vergleichbaren
Bedingungen stattfindet und die Schuss-zu-Schuss-Stabilitat der erhaltenen Ionensignale
deutlich homogener ausféllt. In den letzten Jahren wurde in vielen Untersuchungen ge-
zeigt, dass die Verwendung von ILMs die Analyse verschiedenster Stoftklasse verbessern
kann: Proteine und Peptide, %98 Kohlenhydrate, 9919 Glycopeptide, %) Oligonucleoti-
de, 196191 oder auch Phospholipide. % Da es moglich ist, aus den meisten konventionellen
Matrices auch ILMs herzustellen, sind die Anwendungsgebiete der ILM genau so zahl-
reich, wie die der MALDI allgemein. Auch bei anderen Matrix-unterstiitzten Methoden,
wie der ME-SALDI kann der Einsatz einer ILM vorteilhaft sein. 0%

Gerade im Hinblick auf den immer weiter fortschreitenden Bedarf an automatisierten
Messprotokollen, die reproduzierbare Ergebnisse liefern miissen, sind diese Eigenschaften
interessant. Desweiteren besteht auch in einigen Forschungsgebieten wie dem MSI die
Notwendigkeit einer quantitativen Detektion der in der Probe vorhandenen Analyten, wo
die deutlich bessere Homogenitét der Ablation aus ILMs Vorteile bietet. %4 Zusitzlich
macht es diese Homogenitédt auch moglich, den Ablationsvorgang an sich, wie in dieser

Arbeit, besser zu untersuchen.

Praparationsmethoden Neben der Wahl der Matrix hat auch die Préaparationsmethode
einen Einfluss auf die Spektren. Die Standardmethode zur Probenpréparation ist die
dried-droplet-Methode (dd), hier werden Matrix- und Analytlésungen gemischt und ei-
nige pl dieser Losung auf den Probentriager gegeben. Das Abdampfen des Losungsmittel
erfolgt dann bei Raumtemperatur und Normaldruck. Bei dieser Methode bilden sich
durch das langsame Eintrocknen grofle Matrixkristalle, in denen der Analyt eingebet-
tet ist. Das molare Verhéltnis zwischen Analyt und Matrix liegt iiblicherweise bei 1:500

bis 1:5.000, es sind jedoch auch Messungen bei Verhéltnissen bis zu 1:10® moglich. Bei
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hoheren Analytkonzentrationen verschwindet der Matrix-Effekt zunehmend und es wer-
den Spektren erhalten, die LDI-Messungen dhneln. Die dd-Methode hat einige Nachteile,
so ist durch die Bildung von groflen Kristallen keine gute Reproduzierbarkeit der Spek-
tren an verschiedenen Orten der Probe gegeben. Es gibt Orte, an denen ein sehr viel
besseres Signal erhalten wird als auf dem Rest der Probe, man spricht hier von sweet
spots3. Die erforderliche Suche nach den sweet spots macht die Messung aufwindig und

ist einer automatisierten Spektrenaufnahme abtréglich.

Eine feinere Kristallisation ist durch das schnelle Verdampfen des Losungsmittels er-
reichbar. Moglich ist dies zum einen, wie oben erwéahnt, durch Verwendung eines leicht-
fliichtigen Losungsmittels, zum anderen durch Erwérmen des Probentrédgers oder durch
Vakuumtrocknung. Die Homogenitét der Probe steigt so deutlich. Auf diese Weise kann
auch eine schichtweise Praparation von Matrix und Analyt durchgefiihrt werden, z.B.
wenn die Loslichkeiten eine gemeinsame Probenlosung nicht zulassen. Diese Technik wird

dann als thin layer-Methode['%! bezeichnet.

Im Zuge der groBleren Verwendung von MALDI-Methoden im MSI-Bereich wurden
auch verschiedene automatisierte Priaparationsmethoden entwickelt, zum einen durch
gleichméfiges Aufsprithen einer Matrixlosung auf die Probe oder das punktuelle Auf-
tragen durch Sprayer oder auch Ink-Jet-Druckvorrichtungen. Hierbei wird durch das
verwendete Losungsmittel ein Teil des Analyten aus der Probe gelost und kristallisiert

zusammen mit der Matrix auf der Probenoberflache aus.

Es ist auch moglich, eine 16sungsmittelfreie Préparationsmethode, die solvent free-
Methode, "% zu verwenden. Hier werden Matrix und Analyt im festen Zustand mitein-
ander vermischt, dafiir hat sich die Verwendung einer mini-ball-mill "l bewihrt. Matrix
und Analyt werden in einem Plastik-Cap zusammen mit kleinen Kugeln (d~1mm) auf
einem Vortexer mehrere Minuten geschiittelt, bis eine Homogenisierung erreicht ist. Die
feste Mischung wird dann mit einem Spatel auf den Probentriger gedriickt. Die Homo-
genisierung des Gemisches ist hierbei sehr wichtig, da sonst nicht sichergestellt ist, ob
die fiir die MALDI geeigneten Matrix/Analyt-Verhéltnisse erreicht werden. Die solvent
free-Methode hat den Vorteil, dass die Loslichkeiten von Matrix und Analyt unerheb-
lich sind. So sind auch Analyten zugénglich, die in keinem Losungsmittel ausreichend
16slich sind, bzw. sich nicht in den Losungsmitteln 16sen, in denen die Matrix 16slich ist.

108]

Des weiteren existiert die pressed pellet-Methode!'%l die hauptsichlich fiir Polymere

verwendet wird, hier werden Matrix und Analyt zusammen zu einer Pille gepresst.

3Dieser Effekt ist sehr stark bei 2,5-DHB zu beobachten.
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Die Probenpréparation bei der Verwendung einer ILM unterscheidet sich nicht essenti-
ell von der dd-Methode, da auch hier eine gemeinsame Losung von Matrix und Analyt auf
den Probentrédger aufgebracht wird. Die Verwendung einer unverdiinnten ILM ist nicht
moglich, da die reinen RTILs zu hohe Viskositdten aufweisen, um mit herkémmlichen
Pipetten aufgetragen zu werden. Die in dieser Arbeit verwendete Préparationsmethode
ist in 3.1.2 beschrieben.
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2.3. Fast Flash Imaging

Um Phénomene auf sehr kurzen Zeitskalen visualisieren zu kénnen, muss eine sehr kurze
Belichtungszeit ermdglicht werden. Die Belichtungszeit liegt bei kommerziellen Kamera-
systemen maximal im us-Bereich; spezielle, sehr aufwéndige Systeme konnen auch Zeiten
im sub-ns-Bereich erreichen, sind aber oft auf eine spezielle Anwendung zugeschnitten
und daher nicht universell einsetzbar. Die Zeitauflosung, die notwendig ist, um den Ab-
lationsprozess in der MALDI darzustellen liegt im unteren ns-Bereich, und es ist daher

nicht moéglich, ein konventionelles Hochgeschwindigkeitskamerasystem zu verwenden.

Eine andere Moglichkeit, die Belichtungszeit mdéglichst kurz zu halten, ist die Ver-
wendung von sehr kurzen Lichtblitzen. Der Detektionschip wird hierbei fiir eine Zeit
belichtet, die lédnger als der Lichtblitz ist, was dazu fiihrt, dass die Aufnahme in volliger
Dunkelheit aufgenommen werden muss, da alle Photonen, die den Chip aus anderen
Lichtquellen erreichen, das Bild verfialschen. Die herkommlichen Blitzlampen erreichen
Belichtungszeiten im unteren pus-Bereich, durch die Verwendung von giitegeschalteten
Lasern konnen Belichtungszeiten im ns-Bereich ermdoglicht werden. Bei dieser Methode
entsteht das Problem, dass die Repetitionsrate des Blitzes nicht ausreichend ist, um ein
Ereignis wie die Laserablation mit dieser Zeitauflésung in einem D<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>