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Zusammenfassung

In dieser Doktorarbeit wurde die Desorption/Ionisation mittels neutraler Cluster
(engl.: Desorption/Ionisation induced by Neutral Cluster, kurz: DINeC) genutzt,
um organische Moleküle hinsichtlich ihres Fragmentationsverhaltens, insbesonde-
re unter Ionenbeschuss, massenspektrometrisch zu untersuchen. DINeC in Kombi-
nation mit der Massenspektrometrie (MS) hat sich als fragmentierungsarme und
effiziente Methode zur Analyse organischer Moleküle bewiesen: Die bei DINeC
verwendeten neutralen SO2-Cluster desorbieren den Analyten ohne eine Frag-
mentierung zu induzieren. Gleichzeitig können diese die Ionisation des Analyten
durch Protonierung und Elektronenabstraktion unterstützen. Über die Untersu-
chung des Fragmentationsverhaltens hinaus wurden in dieser Arbeit deshalb auch
die bei DINeC aktiven Ionisationsprozesse näher untersucht.
So wurde bei Cluster-Beschuss das Ionisationsverhalten zweier Komplexarten, der
Porphyrine und Ir(ppy)3, untersucht: Es konnte beobachtet werden, dass Porphy-
rine in Abhängigkeit der Besetzung des Komplexzentrums unterschiedliche Ioni-
sationsmechanismen zeigen. Die Konstitution der Porphyrin-Reste in Kombina-
tion mit dem Vorhandensein eines zentralen Metall-Ions führen zu Unterschieden
im Ionisationsverhalten der einzelnen Porphyrine. Daneben haben DINeC-MS-
Messungen des in organische Leuchtdioden (engl.: organic light-emitting diode,
kurz: OLED) verwendeten Moleküls Ir(ppy)3 einen Übergang des dominanten
Ionisationsmechanismus von Protonierung zur Elektronenabstraktion im Laufe
einer Messung gezeigt. An diesem Komplex wurde weiterhin gezeigt, dass der
Ionisationsmechanismus vom bei der Probenpräparation verwendeten Lösungs-
mittel und damit von der Probenmorphologie beeinflusst wird. Ferner wurde be-
obachtet, dass sich in Mischungen von Ir(ppy)3 mit anderen OLED-Materialen
die Desorptions-/Ionisationseffizienz nicht proportional zu den Mischungsanteilen
verhält; das Messsignal von Ir(ppy)3 wird in diesen Mischungen überproportional
unterdrückt, was auf einen weiteren Einfluss auf die Ionisationseffizienz hinweist.

Im Hauptteil der Arbeit wurde der sanfte Charakter der DINeC-MS genutzt,
um die durch MeV-Ionen induzierte Fragmentierung von Peptidproben zu unter-
suchen. Dabei wurde beobachtet, dass es im Wesentlichen zu Bindungsbrüchen
ausschließlich im Peptidrückgrat, den „spezifischen“ Brüchen, kommt. Darüber
hinaus wurde beobachtet, dass die Moleküle nur an ausgewählten Peptidbindun-
gen (selektiv) fragmentiert werden.
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Für ein besseres Verständnis der zugrundeliegenden Mechanismen wurden ver-
schiedene Einflüsse, beispielsweise der Art der einzelnen Aminosäuren und ihren
Positionen im Peptid, auf die Selektivität der Brüche in den Peptiden untersucht.
Abhängigkeiten bevorzugter Schnitte im Peptidrückgrat konnten dabei auf ein-
zelne Aminosäuren und der Positionen im Molekül zurückgeführt werden. Die
Experimente wurden darüberhinaus mit der gut etablierten Methode der kolli-
sionsinduzierten Fragmentierung (engl.: collision-induced defragmentation, kurz:
CID) verglichen. Dabei lassen sich Unterschiede sowohl in der Position, als auch
in der Intensität der beobachteten Schnitte und insbesondere in der Art der be-
obachteten Schnitte feststellen. Daraus lässt sich, trotz der Gemeinsamkeiten be-
züglich der spezifischen Schnitte, auf einen grundlegend unterschiedlichen Me-
chanismus schließen. Zusätzlich wurde das Fragmentationsverhalten hinsichtlich
weiterer Parameter, wie der Fluenz zur Quantifizierung des Wirkungsquerschnitts
und Ionenspezies des MeV-Ionenstrahls zum Einfluss des Energieverlustes auf das
Fragmentationsverhalten, analysiert.
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Abstract

In this doctoral thesis, Desorption/Ionisation induced by Neutral Cluster (DI-
NeC) was employed to investigate organic molecules with regard to their ioniza-
tion and fragmentation behavior, in particular after irradiation with swift hea-
vy ions. DINeC in combination with mass spectrometry (MS) has proven to be
a fragmentation-free and efficient method for analyzing organic molecules: The
neutral SO2-clusters used in DINeC desorb the analyte without inducing any
fragmentation, while promoting the ionization of the analyte by protonation or
electron abstraction. Thus, in addition to the investigation of the fragmentation
behavior of peptides the ionization processes operative in DINeC are investigated
in more detail as well.
The ionization behavior of two complexes, porphyrins and Ir(ppy)3, were inves-
tigated by DINeC-MS: It was found that depending on the occupancy of the
complex center the porphyrins exhibit different ionization mechanisms. The na-
ture of the porphyrin residues in combination with the presence of a central metal
ion leads to differences in the ionization behavior of the individual porphyrins. In
addition, DINeC-MS spectra of the organic light emitting diode (OLED) material
Ir(ppy)3 have revealed a transition of the dominant ionization mechanism from
protonation to electron abstraction during the course of a measurement. Ir(ppy)3

also showed a dependence of the ionization mechanism on the solvent used for
sample preparation which was interpreted in terms of different morphology of
the crystals formed. Furthermore, it was observed that the desorption/ionization
efficiency is not proportional to the respective mixing ratio when Ir(ppy)3 is
measured in mixtures of Ir(ppy)3 with other OLED materials, pointing to fur-
ther parameters which control the ionization mechanism. The signal intensity of
Ir(ppy)3 is disproportionately suppressed by the mixture, as one would expect a
linear behavior.
In the main part of this thesis, the soft nature of DINeC-MS was employed to
investigate the fragmentation behavior of peptide samples induced by MeV-ions.
The observed fragments were predominately produced by specific cuts in the
peptide backbone. Furthermore, it was found that in one molecule, only speci-
fic peptide bonds are cut. In order to develop a deeper understanding of these
mechanisms, various influences, such as the nature of the individual amino acids
of the peptides or their position in the peptide, on the selectivity of the cuts in
the peptides were investigated. The results were further compared to the well
established method of collision-induced defragmentation (CID). Differences in
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the cut positions, in the fragment intensities as well as in the type of cuts were
observed. As a result, a very different mechanism was concluded to be operative
for the two fragmentation processes, despite the similarities concerning the speci-
fic cuts along the peptide backbone. In addition, the fragmentation behavior was
analyzed with regard to various other parameters such as the fluence in order to
quantify the cross sections, and the ion species of the MeV-ion beam in order to
investigate the influence of the energy loss on the fragmentation process.
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1 | Einleitung

Die modernen Naturwissenschaften bedienen sich einer großen Anzahl ganz un-
terschiedlicher analytischer Methoden. Unter anderem befindet sich in diesem
„Werkzeugkasten“ der Analytik seit nun knapp 100 Jahren die Massenspektro-
metrie, bei der über die Messung des Masse/Ladungs-Verhältnisses von Ionen
Aussagen über die Zusammensetzung eines untersuchten Stoffes getroffen werden
können [1, 2]. Eine hohe Relevanz dieser Methode in der Analytik wird durch
die Vergabe von drei Nobelpreisen in dieses Themengebiet unterstrichen: Fran-
cis William Aston erhielt 1922 für die Entdeckung der Isotope nicht-radioaktiver
Elemente den Chemie-Nobelpreis [3], für die Entwicklung der Ionenfalle erhielt
Wolfgang Paul 1989 den Nobelpreis in Physik [4] und im Jahr 2002 wurde John
Bennet Fenn und Koichi Tanaka der Nobelpreis in Chemie für die Entwicklung
von Methoden zur Identifikation und Strukturanalyse biologischer Makromole-
küle verliehen [5, 6]. Verbesserungen in den verwendeten Desorptionstechniken,
den Detektorsystemen und zusätzlicher Einsatz von Computerprogrammen er-
weitern stetig die Einsatzmöglichkeiten der Massenspektrometrie; sei es bezüg-
lich des messbaren Massenbereichs, der Scangeschwindigkeit des Massenbereichs,
der Massengenauigkeit oder der Massenauflösung [7]. Eine besondere Herausfor-
derung bei der Probenpräparation sind Proben organischer Moleküle, da es bei
dem für die Massenspektrometrie benötigten Übergang in die Gasphase und bei
der notwendigen Ionisation zu Fragmentationsprozessen und anderen Nebenreak-
tionen kommen kann, die den Ausgangszustand des zu untersuchenden Systems
verändern [8].
Die Desorption/Ionisation mittels neutraler Cluster (engl.: Desorption/Ionisation
by Neutral Cluster, kurz: DINeC) hat sich in dieser Fragestellung als äußerst
sanft und damit fragmentationsarm erwiesen [9–14]. Bei dieser Methode wer-
den SO2-Cluster auf die Probenoberfläche geschossen, die beim Auftreffen dem
Analyt-Ion eine Übergangsmatrix bieten, die die Desorption unterstützt und die-
se somit bei geringer Custerenergie ermöglicht [9, 15, 16]. Das abgelöste Molekül
wird zusätzlich durch das Abdampfen von SO2-Molekülen gekühlt [9,16]. Analyt-
Moleküle der Probe werden dadurch extrem sanft von der Oberfläche desorbiert
und eine Fragmentierung wird weitgehend unterdrückt. Zusätzlich schafft SO2 ei-
ne saure Umgebung auf der Probenoberfläche, in der die Ionisation insbesondere
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durch Protonierung unterstützt wird. Es kann aber auch Ionisation durch Elek-
tronenabstraktion oder durch beide Mechanismen gleichzeitig erfolgen [15,17,18].
Der Ionisationsprozess als fundamentaler Prozess der DINeC-MS wird in die-
ser Arbeit deshalb am Beispiel zweier Komplex-Verbindungen, Porphyrinen und
Ir(ppy)3, genauer untersucht (Abbildung 1.1(a) und (b)).
Der sanfte Desorptionsmechanismus erlaubt es, insbesondere auch durch exter-
nen Stimuli induzierte Fragmente in den Proben zu untersuchen. Dazu zählt
auch der Beschuss der Proben mit schnellen Schwerionen (engl.: swift heavy ions,
kurz: SHI) oder aber mit Ionen im keV-Bereich, wie sie bei der Sekundärionen-
Massenspektrometrie typischerweise verwendet werden. Die Wechselwirkung der
Ionen mit Materie ist für verschiedene Gebiete wie die Medizin, Materialwissen-
schaft, Teilchenphysik und Biologie von Interesse [19–25]. Insbesondere das Bei-
spiel der Tumortherapie mit hochenergetischen Ionen zeigt, dass die Interaktion
zwischen Materie und energiereicher Ionenstrahlen für den Menschen vorteilhaft
instrumentalisiert werden kann [26–30].
In dieser Arbeit wurde insbesondere die Anregung und die damit einhergehende
Fragmentierung von Peptiden durch schnelle Schwerionen mit kinetischen Energi-
en im MeV-Bereich mittels DINeC-MS untersucht (Abbildung 1.1(c) und (e)). In
ersten Arbeiten zur SHI-induzierten Fragmentierung von Peptiden wurden dabei
überraschenderweise bevorzugt Schnitte am Peptidrückgrat (die sogenannte „spe-
zifische“ Fragmentierung) beobachtet (Abbildung 1.1(f)) [31]. Die Auswertung
der Schnittpositionen hinsichtlich der Peptidstruktur und der chemischen Um-
gebung durch die Aminosäurereste, die ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist, zeigt
darüberhinaus eine hohe Selektivität (Abbildung 1.1(g)). Weiterhin wurde bei der
Fragmentierung überwiegend a/x- und c/z-Fragmente und kaum b/y-Fragmente
beobachtet. Dies steht im klaren Gegensatz zur Fragmentierung mittels der kolli-
sionsinduzierten Fragmentation (engl.: collision-induced dissociation, kurz: CID)
in einer Paul-Falle bei kinetischen Energien von ungefähr 1 − 5 eV/u, die zum
direkten Vergleich herangezogen wurde (Abbildung 1.1(d),(f) und (g)) [32–34]. Es
wurde deshalb trotz der Ähnlichkeit bezüglich der spezifischen Fragmentierung
entlang des Peptidrückgrats auf einen grundsätzlich unterschiedlichen Fragmen-
tierungsprozess geschlossen.
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Abbildung 1.1: Zusammenfassung der in dieser Arbeit untersuchten Prozes-
se: (a) Bei DINeC-MS desorbieren SO2-Cluster Moleküle von der Oberfläche,
ohne selbst Fragmentation zu induzieren. Neben der Analyse der Ionisation
durch Protonierung oder Elektronenabstraktion von Komplexen (b) wurde im
Schwerpunkt das Fragmentationsverhalten von Peptiden untersucht. Dazu wur-
den Peptid-Proben mit schnellen Schwerionen (Ekin ≈ 5 MeV/u) bestrahlt (c) und
im Anschluss mittels DINeC-MS analysiert (e). Zum Vergleich wurden desorbier-
te Ionen in einer Paul-Falle kollisionsinduziert fragmentiert (d). Der Vergleich
der Fragmentspektren beider Fragmentierungsarten (f) gibt Aufschluss über den
Einfluss einzelner Aminosäuren der Peptidsequenzen auf die selektive Fragmen-
tation (g) und zeigen Ähnlichkeiten beziehungsweise Unterschiede der zugrunde
liegenden Anregungsmechanismen auf.
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2 | Physikalische Grundlagen und Me-
thoden

In diesem Kapitel werden die clusterinduzierte Desorption/Ionisation für die Mas-
senspektrometrie, sowie weitere ausgewählte massenspektrometrische Methoden
vorgestellt. Darüber hinaus werden die Wechselwirkungen zwischen schnellen
Schwerionen und Materie, die verwendeten Molekülklassen und die aus dem Io-
nenbeschuss resultierenden Fragmentationsarten vorgestellt.

2.1 Massenspektrometrie mittels clusterindu-
zierter Desorption/Ionisation

Die Methode der clusterinduzierte Desorption/Ionisation von Biomolekülen mit-
tels SO2-Cluster wird für den nahezu fragmentierungsfreien Übergang aus der
festen Phase in die Gasphase genutzt. Die dabei zum Teil ionisierten Moleküle
können daraufhin weiter verwendet werden, um zum Beispiel dünne Schichtsys-
teme per Deposition auf ein Substrat aufzubringen [35], insbesondere werden
sie aber zur massenspektrometrischen Analyse genutzt. Auf letzteres wird in den
nächsten zwei Kapiteln 2.1.1 und 2.1.2 näher eingegangen, die sich mit der Desorp-
tion und Ionisation mittels SO2-Cluster beschäftigen, während in Kapitel 2.1.3
ausgewählte Methoden der massenspektrometrischen Analyse vorgestellt werden.

2.1.1 Desorptionssmechanismus

Die Verwendung neutraler Cluster hat sich als hervorragende Methode für die
intakte Desorption von Analytmolekülen erwiesen [9, 10]. Um Adsorbate intakt
von der Probenoberfläche abzulösen, müssen mehrere Kriterien erfüllt werden:
Zum einen darf der Energieübertrag auf das Adsorbat nicht so hoch sein, dass
kovalente Bindungen im Molekül gebrochen werden, zum anderen muss er aber
dennoch groß genug sein, um das Oberflächenpotential zu überwinden, über das
das Molekül an die Oberfläche bindet. Bei der in dieser Arbeit verwendeten clus-
terinduzierten Desorption/Ionisation wird dies durch die Verwendung von SO2-
Cluster ermöglicht, deren Energiedichte pro Molekül < 0, 8 eV beträgt [9,36]. Im
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Kapitel 2. Physikalische Grundlagen und Methoden

Vergleich zu anderen gängigen Clustern, die beispielsweise in der Sekundärionen-
Massenspektrometrie (engl.: secondary ion mass spectrometry, kurz: SIMS) ein-
gesetzt werden, wie Ar, C oder auch CO2, zeichnen sich SO2-Cluster zusätzlich
durch das hohe Dipolmoment von 1,6 D der einzelnen SO2-Moleküle aus [37–41].
Das hohe Dipolmoment der SO2-Moleküle im Cluster stabilisiert über elektro-
statische Wechselwirkungen polare Moleküle, sodass der Cluster insbesondere für
polare Moleküle als Transfermatrix dient [16]. Hierdurch reicht die vergleichs-
weise geringe Energiedichte der SO2-Cluster aus, den Analyten zu desorbieren.
Die Abbildungen 2.1(a)-(c) stellen den Desorptionsprozess schematisch dar: In
Abbildungen 2.1(a) trifft der SO2-Cluster auf die Probenoberfläche. Beim Auf-
treffen auf die Probenoberfläche wird die kinetische Energie des Clusters um-
verteilt, sodass sich die lokale Temperatur kurzzeitig stark erhöht [9], wie in
Abbildung 2.1(b) dargestellt löst sich das Adsorbat im Cluster. Durch Abdamp-
fen von SO2-Molekülen wird das im SO2-Cluster eingebettete Analyt-Molekül
gekühlt und folglich stabilisiert, vergleiche Abbildung 2.1(c). Nach etwa 20 ps
ist davon auszugehen, dass das Molekül eine geringere Temperatur als vor der
Desorption hat und damit in dieser Zeit keine Schwingungsmodi des Peptids an-
geregt werden können, die zu einer Fragmentation führen würden [9]. Das Ion
befindet sich nun unfragmentiert in der Gasphase, trägt aber teilweise noch SO2-
Addukte mit sich, welche mittels einer Time-of-Flight-Massenanalyse (kurz: ToF)
beobachtet werden können [9, 15]. Die SO2-Moleküle, die nicht bis zum Eintref-
fen in der Ionenfalle abgedampft sind, werden im Akkumulationsschritt mit dem

(a) (b) (c)

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Desorptionsprozesses bei DINeC.
(a) Der SO2-Cluster trifft auf der Probenoberfläche auf. (b) Die kinetische Ener-
gie des Clusters wird umverteilt, ein Teil des Clusters verdampft und der Cluster
zerbricht. Analyt-Moleküle werden in den Bruchstücken des SO2-Clusters ein-
geschlossen und in diesem als Übergangsmatrix stabilisiert. (c) Die stabilisier-
ten Moleküle werden von der Probenoberfläche gelöst und befinden sich nun in
der Gasphase. SO2-Addukte können mittels einer Time-of-Flight-Messung (kurz:
ToF) beobachtet werden [9, 15]. Diese SO2-Addukte werden in einer Ionenfalle
durch Stöße entfernt. Nachdruck aus Referenz [15], mit der Genehmigung von
AIP Publishing.
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2.1. Massenspektrometrie mittels DINeC

inerten Hintergrundgas Helium kollidieren (vergleiche Kapitel 2.1.3). Diese Kol-
lisionen führen zur Entfernung aller SO2-Addukte am Analyt-Ion. Für DINeC
konnte unter den in Abschnitt 2.1.3 beschriebenen experimentellen Bedingungen
eine Desorptionsrate von bis zu 0,24 ng/s bestimmt werden [42,43].

2.1.2 Ionisationsmechanismus

Da in der Massenspektrometrie Ionen benötigt werden, ist es essentiell, den Ana-
lyten in einer ionisierten Form vorliegen zu haben. Bei ionischen Flüssigkeiten
und Salzen, wie zum Beispiel dem Farbstoff Methylenblau, liegen die organischen
Moleküle als Ionen vor und es bedarf keiner zusätzlichen Ionisation [44,45]. Auch
Alkali-Ionen von Alkalisalzen lassen sich aus bestimmten Matrizen mittels SO2-
Cluster desorbieren und können als solche in positiven Massenspektren detektiert
werden [46,47].
Experimente mit Alkalimetallen zeigten aber einen zusätzlichen Effekt: So ermög-
lichen SO2-Cluster, dass Alkaliadsorbate, die von einer Metalloberfläche desor-
biert wurden, eine Ladungstrennung im Cluster erfahren. Dabei nimmt ein Frag-
ment des einschlagenden SO2-Clusters ein Elektron des Alkaliadsorbaten auf,
während der Rest des Clusters das Alkali-Kation umschließt und stabilisiert
[17, 46, 48]. Diese Abstraktion von Elektronen wird auch bei Komplexmolekü-
len wie Porphyrinen oder Ir(ppy)3 beobachtet [18, 49]; diese Thematik wird in
Kapitel 4 weiter vertieft. Aufgrund der niedrigen Elektronenaffinität von 1,1 eV
der SO2-Moleküle muss es sich bei der Elektronenabstraktion um einen endo-
thermischen Prozess handeln [50, 51]. Die hohe Übergangstemperatur während
des Clustereinschlags auf der Probenoberfläche von mehreren Tausend Kelvin für
wenige Pikosekunden begünstigt die endotherme Trennung der Ladungen und da-
mit die Ionisierung [9,52]. Zusätzlich stabilisieren die SO2-Addukte das gebildete
Ion.
Für Probenmoleküle ohne vorliegende Ladung und ohne Metallatom für eine Elek-
tronenabstraktion, kann die Ionisation auch durch eine Protonenaufnahme oder
-abgabe erfolgen. Die Protonenaufnahme stellt für organische Proben bei DINeC
den wichtigsten Ionisationsprozess dar. SO2 bildet zusammen mit dem Restwas-
ser auf der Probenoberfläche schweflige Säure und damit eine saure Umgebung
(SO2 + H2O ⇌ H2SO3) [10,15,48,49,53]; dies unterstützt die Protonenaufnahme.
Moleküle, insbesondere organische Moleküle mit einer Vielzahl basischer funktio-
neller Gruppen, können auch mehr als ein Proton aufnehmen. Peptide zeigen
in DINeC-MS Spektren typischerweise, neben der einfach protonierten Spezies
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Kapitel 2. Physikalische Grundlagen und Methoden

[M+H]+, noch die doppeltprotonierte Spezies [M+2H]2+ [13]. Es wurde gezeigt,
dass die Signalintensität bei Proben, welche die Protonenaufnahme als Mecha-
nismus benötigen, lediglich geringfügig vom pH-Wert der Ausgangslösung ab-
hängt [54]. Dies verdeutlicht neben weiteren Beobachtungen, dass der Cluster
primär für die Ionisation verantwortlich ist.
Neben der Protonierung ist auch die Ionisation durch Adduktbildung mit Erd-
/Alkalikationen, wie Lithium, Natrium, Kalium oder Magnesium und Calcium
möglich. Insbesondere die Spezien [M+Na]+, [M+K]+ und [2M+Ca]2+ sind häu-
fig vertreten [55]. Beispielhaft ist in Abbildung 2.2 ein DINeC-MS-Spektrum einer
Angiotensin-II-Probe mit unterschiedlich ionisierten Angiotensin-II-Molekülen dar-
gestellt.
Neben der positiven ist auch die negative Ionisation möglich; in einigen Syste-
men werden sogar hauptsächlich negativ geladene Analyte beobachtet. Zusätzlich
zur Elektronenaufnahme steht grundsätzlich auch die Protonenabgabe zur Verfü-
gung. Insbesondere letztere ist aufgrund der sauren Umgebung im Vergleich zur
Protonenaufnahme typischerweise unterdrückt [54].
DINeC wurde in dieser Arbeit verwendet, da es sich im Vergleich mit anderen
gängigen massenspektrometrischen Methoden durch seine fragmentarme Desorp-
tion und Ionisation auszeichnet. Daher kann davon ausgegangen werden, dass

1 0 4 0 1 0 5 0 1 0 6 0 1 0 7 0 1 0 8 0 1 0 9 0 1 1 0 0
0

1 0

2 0

m / z

Sig
na

l [a
.u.

]

x 1 0 6

[ M + H ] +

[ M + N a ] + [ M + K ] +

D I N e C - M S
A n g i o t e n s i n  I I

Abbildung 2.2: DINeC-MS Spektrum positiver Ionen einer Angiotensin-II-
Probe. Neben dem protonierten Mutterpeak [M+H]+ bei m/z = 1046, 5 sind
auch die Peaks mit Natriumaddukt [M+Na]+ bei m/z = 1068, 5 sowie mit Kali-
umaddukt [M+K]+ bei m/z = 1084, 5 zu erkennen. Es sind keine SO2-Addukte
erkennbar, da diese durch Stöße mit dem Hintergrundgas der Ionenfalle entfernt
wurden [9,15]. Für alle Ionen ist die für Angiotensin II erwartete Isotopenvertei-
lung zu beobachten.
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2.1. Massenspektrometrie mittels DINeC

Fragmente, die im Massenspektrometer detektiert werden, durch Einflüsse auf
die Probe und Reaktionen mit der Probe entstanden sind und nicht durch den
Desorptions-/Ionisationsmechanismus selbst.

Verwandte Prozesse

Weitere verwandte Methoden zur Desorption und Ionisation des Analyten fin-
den sich in SIMS und matrix-unterstützter Laser-Desorption/Ionisation (engl.:
matrix-assisted laser desorption/ionization, kurz: MALDI) wieder. Die Sekundär-
ionen-Massenspektrometrie verwendet Primärionen mit einer Energie von typi-
scherweise 2 − 20 keV zum Beschuss von Probenoberflächen [56, 57]. Beim Auf-
treffen der Primärionen wie Cs+, Ar+, Bi+, aber auch Ar+

1000 und Bi+3 , werden aus
der Probe unter anderem Sekundärionen abgelöst [57,58]. Diese können im Falle
von organischen Proben elektronisch geladene [M]+ beziehungsweise [M]-, aber
auch die de-/protonierten Spezien [M+H]+/[M-H]- sein. Dadurch, dass bei den
einzelnen Einschlägen die kinetische Energie der Primärionen sehr lokal deponiert
wird, wird typischerweise Fragmentation beobachtet [57], die Stärke der Fragmen-
tierung hängt von der Wahl des Primärions und dessen kinetische Energie ab. Da
bei SIMS geladenen Projektile verwendet werden, kann der Primärpartikel-Strahl
fokussiert und gerastert werden. Die Oberfläche kann somit ortsaufgelöst massen-
spektrometrisch untersucht werden [2, 56,57].
Bei MALDI wird der Analyt in einer Matrix eingebettet, die bei Laserbestrahlung
Energie absorbiert und anschließend mit dem Analyten verdampft [59–61]. Bei
MALDI ist somit die Wahl der Matrix wichtig, da diese den Analyten ohne Ne-
benreaktion einbetten und in die Gasphase überführen soll; gleichzeitig muss die
Matrix die Energie des einfallenden Lasers effizient absorbieren [62]. Außerdem
sollte die Matrix selbst einen möglichst geringen Beitrag zum Massenspektrum
leisten [8]. Dieser Aspekt ist leider in der Praxis nicht beliebig gut umsetzbar und
erschwert so die Interpretation von Massenspektren im Massebereich der Matrix,
die typischerweise bei m/z = 120 − 250 liegen [2, 55, 63]. Im direkten Vergleich
mit DINeC-MS ist insbesondere die Notwendigkeit einer zusätzlichen Matrix ein
Nachteil der MALDI. Trotz dieser Randbedingungen hat sich MALDI als ver-
lässliche Desorptions- und Ionisationsmethode etabliert und wird typischerweise
auch für die Analyse von Peptiden genutzt [2, 56,64].
Eine weitere in der MS eingestzte Desorptionsmethode ist DESI (engl., desorption
electrospray ionization), die auf der Verwendung eines Elektrosprays zur Ionisa-
tion der Analyten basiert: DESI nutzt geladene Tröpfchen aus Lösungsmittel, um
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Analyt-Ionen von einer Oberfläche abzulösen [56,65]. Die Lösung wird durch ver-
sprüht und über eine anliegende Hochspannung ionisiert. Diese Methode ist dann
geeignet, wenn der Analyt in eben diesem Lösungmittel gut gelöst und ionisiert
werden kann. DESI wird für die Untersuchung von dünnen organischen Schich-
ten, Gewebeproben, Medikamenten oder Blutuntersuchungen verwendet [55, 65].
Bei der Analyse von Peptiden mittels DESI entstehen zumeist mehrfach geladene
Ionen und unter Umständen deren Fragmente [2, 66,67].
Die größten Unterschiede zwischen DESI und DINeC liegen darin, dass mittels
DINeC quantitative Analysen durchgeführt und auch unpolare Moleküle wie Po-
lymere massenspektrometrisch untersucht werden können [16,43,68,69].

2.1.3 Methoden der Massenspektrometrie

Für die massenspektrometrische Analyse der Analyt-Ionen müssen diese massen-
spezifisch getrennt und detektiert werden. Hierbei werden die Ionen immer nach
ihrem Masse/Ladungs-Verhältnis (m/z) getrennt. Die technische Umsetzung der
Analysatoren kann sich dabei stark unterscheiden: Die älteste Form des Mas-
senanalysators verwendet für die Auftrennung ein Magnetfeld (B), welches von
den Ionen durchlaufen wird (sogenanntes Sektorfeld-Massenspektrometer). Zuvor
werden die Ionen über ein elektrisches Feld mit der Beschleunigungsspannung (U )
auf eine einheitliche Energie gebracht. Die Trajektorie der Ionen wird durch das
Magnetfeld abgelenkt, wobei Ionen mit kleinerem m/z stärker abgelenkt werden.
Es gilt Gleichung 2.1 mit dem Ablenkungsradius r, der magnetischen Flussdichte
B und der Beschleunigungsspannung U :

m/z = r2 · B2

2 · U
(2.1)

Flugzeit-Massenanalysatoren (engl.: time-of-f light, kurz: ToF) bedienen sich ei-
nes anderen physikalischen Konzepts zur Massentrennung: Über eine Beschleuni-
gungsspannung werden die Ionen im Vakuum beschleunigt und deren Flugzeit tToF

in einem feldfreien Raum bis zum Eintreffen im Detektor aufgenommen [2, 55].
Das Massenspektrum ergibt sich nach tToF ∝

√
m/z somit aus dem Detektor-

signal als Funktion der Flugzeit. Um für die Ionentrajektorien einen definierten
Startzeitpunkt zu realisieren, müssen diese in Form von Paketen durch den Ana-
lysator geschickt werden. Dies kann beispielsweise durch eine dem Analysator
vorangestellte Paul-Falle geschehen. Anstatt einer Ionenfalle können auch diskre-
te Desorptions-Methoden wie MALDI oder SIMS verwendet werden.
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Eine wie in dieser Arbeit verwendete Paul-Falle kann darüber hinaus auch als
eigenständiger Massen-Analysator verwendet werden. Das Funktionsprinzip ist
dabei ähnlich wie das der Quadrupol-Analysatoren: Die Paul-Falle ist eine zy-
lindrische Quadrupol-Falle und besteht aus einem hyperbolischen Ring und zwei
ebenfalls hyperbolisch geformten Endkappen [2,55,67,70,71]. Diese drei Elektro-
den spannen somit ein kleines Volumen für die Ionen-Akkumulation auf.
Über eine angelegte Wechselspannung können Ionen auf dreidimensionalen cy-
clischen Bahnen gehalten werden, die von ihrem m/z-Verhältnis abhängen. Ein
Hintergrundgas wie He oder Ar ermöglicht es, die Ionen beim Eintritt in die Fal-
le über Stöße abzubremsen, um deren überschüssige kinetische Energie, die zu
Kollisionen mit den Elektroden der Falle oder zur Durchquerung der Falle führen
würde, aufzunehmen. Der Auswurf der Ionen in einen Detektor erfolgt durch das
Verändern der Amplitude oder Frequenz der an der Ringelektrode anliegenden,
hochfrequenten Wechselspannung [72]. Die Kriterien für eine stabile Trajektorie
innerhalb der Falle kann in einem Diagramm, wie in Abbildung 2.3 gezeigt, dar-
gestellt werden. Es werden üblicherweise die zwei Parameter az und qz verwendet,
die für einfach geladene Ionen die Stabilitätskriterien beschreiben [72].

az = − 8 · e

4π2 · f 2 · m · r2
0

· U (2.2)

qz = 4 · e

4π2 · f 2 · m · r2
0

· V (2.3)

mit

e: Elementarladung
m: Masse des Ions
r0: Fallenradius; hier r0 ≈ 1 cm
f : Frequenz der Fallenspannung
U : Gleichspannungsanteil der Fallenspannung
V : Wechselspannungsanteil der Fallenspannung

In Abbildung 2.3 wird der Bereich, in dem die Ionen stabil in der Falle gehalten
werden, durch rote Linien begrenzt [73]. Die Lage der als blaue Punkte eingezeich-
neten Ionen mit unterschiedlichen Massen m1 und m2 (m1 > m2) im Stabilitäts-
diagramm wird hier für den Fall ohne Gleichspannungsanteil (U = 0) gezeigt. Bei
einem „Cutoff-Scan“ wird der Wechselspannungsanteil V erhöht, um Ionen mit
einer bestimmten Masse das Verlassen der Ionenfalle zu ermöglichen; dargestellt
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Abbildung 2.3: Stabilitäts-Diagramm für eine Quadrupol-Ionenfalle. Ionen
(blaue Punkte) sind für einen von az und qz aufgespannten Bereich stabil (in
rot umrandet). Die stabil in der Falle gehaltenen Ionen können durch eine Varia-
tion der Amplitude der Wechselspannung V ausgeworfen werden. (a) Ionen mit
qz > q0 sind außerhalb des roten Bereichs nicht stabil und verlassen die Falle
(grüner Punkt). (b) Eine höhere Massenauflösung wird durch die resonante An-
regung bei qexec erreicht. Die Wechselspannungsamplitude wird zunächst erhöht
(V = Vstart) um einen Auswurf über die Cutoff-Bedingung zu verhindern. Abbil-
dung mit Änderungen aus Quelle [74].

in Abbildung 2.3(a). Die Erhöhung des Wechselspannungsanteils V führt zu einer
Erhöhung der Parameter qz der Ionen in der Falle. Ionen mit qz > q0 sind in der
Falle nicht stabil und verlassen diese in z-Richtung [72].
Eine erhöhte Massenauflösung und insbesondere ein effektiver Auswurf lässt sich
durch eine resonante Anregung der Ionen innerhalb des stabilen Bereiches und
den darauffolgenden Auswurf erreichen, wie in Abbildung 2.3(b) dargestellt [75].
Hierzu wird über die Amplitude der Wechselspannung V der Parameter qz der
Ionen zunächst reduziert (V = Vstart). Anschließend wird über die Endkappen der
Ionenfalle zusätzlich ein hochfrequentes elektrisches Feld mit geringer Amplitu-
de angelegt. Je nach Wahl der Frequenz werden so Ionen mit einem bestimmten
Wert qz = qexc resonant angeregt und aus der Falle ausgeworfen. Eine ursprüng-
liche Reduzierung der Wechselspannungsamplitude ist notwendig, um die Ionen
mit qz ≥ qexc bei der Variation von V nicht aus dem stabilen Bereich auszuwerfen,
bevor sie einen resonanten Auswurf erfahren. Dies entspräche einem ungewollten
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Cutoff-Scan, bei dem Ionen mit kleineren Massen parallel zu den resonant ausge-
worfenen Ionen die Falle verlassen könnten. Für die Änderung des Parameters qz

der Ionen kann grundsätzlich neben der Amplitude der Wechselspannung V auch
die Anregungsfrequenz f genutzt werden. Da das in dieser Arbeit genutzte Mas-
senspektrometer aber den Ionenauswurf über eine feste Anregungsfrequenz und
eine variable Wechselspannungsamplitude kontrolliert, wurde der Prozess in die-
ser Form vorgestellt [67]. Das Signal des nachgestellten Detektors als Funktion der
eingestellten Spannungsamplitude beziehungsweise der Anregungsfrequenz ergibt
über den Zusammenhang zur Ionenmasse in Gleichung 2.3 ein Massenspektrum.
Neben der reinen Akkumulierung und massenselektiven Detektion können in der
Falle auch vor dem Auswurf der Ionen Reaktionen induziert werden. Ein Beispiel,
das vor allem für die Identifikation größerer Moleküle von enormer Bedeutung ist,
ist die CID, die in Kapitel 2.4.1 näher erklärt wird [61].
Informationen über die Summenformel eines Analytmoleküls können darüber hin-
aus auch über die Isotopenverteilung des Moleküls gewonnen werden: Die Isoto-
penverteilung der Elemente zeigt sich auch in Massenspektren und folgt dabei
der natürlichen Häufigkeit der stabilen Isotope. Mit einer Isotopenhäufigkeit von
98,9% für 12C und 1,1% für 13C ist bei organischen Molekülen insbesondere das
Isotop 13C für zusätzliche Peaks verantwortlich, vergleiche Abbildung 2.2 [39,76].
Diese statistische Verteilung spiegelt sich in den Massenspektren durch einen
entsprechenden Verschub des m/z-Wertes wieder: für 12C/13C ist diese Differenz
∆(m/z) = 1. Die charakteristischen Isotopenverhältnisse der unterschiedlichen
Elemente können damit Aufschluss über die Zusammensetzung des Moleküls ge-
ben. Ein in dieser Arbeit wichtiges Element ist Iridium, welches mit 191Ir (37,3%)
und 193Ir (62,7%) zwei deutlich unterschiedliche Isotope und damit besonders
charakteristische Isotopenmuster aufweist [39]. Die Kombination aus Ladungs-
zustand und Isotopenverteilung gibt einen ersten, groben Aufschluss über das
Molekül. Eine genaue Summenformel und Strukturformel lassen sich aus dem
Massenspektrum nicht direkt ablesen, aber erste Aussagen über die mögliche
Konstitution können getroffen werden. Nähere Informationen über den Aufbau
eines Moleküls kann die CID und die damit einhergehende Fragmentationsanalyse
liefern, vergleiche Kapitel 2.4.1.
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2.2 Wechselwirkung schneller Schwerionen mit
Materie

Die Mechanismen, die die Wechselwirkung zwischen schnellen Schwerionen und
einer Festkörperprobe beschreiben, sind für das Verständnis der ioneninduzier-
ten Fragmentierung von Biomolekülen essentiell. Beim Ionenbeschuss eines Me-
diums findet ein Energieübertrag der kinetischen Energie der schnellen Ionen an
das umgebende Medium statt. Der abgegebene Betrag der kinetischen Energie
an die Umgebung hängt von ihrer Geschwindigkeit ab. Das Bremsvermögen S

(engl.: stopping power) beschreibt hierbei für eine bestimmte kinetische Ener-
gie des eintreffenden Ions den Energieverlust pro zurückgelegter Wegstrecke als
S = −dE/dx [77]. Abbildung 2.4 zeigt in grau eine Simulation des gesamten Ener-
gieverlustes eines Gold-Ions in einer organischen Probe, deren Zusammensetzung
dem Peptid Angiotensin II (C50H71N13O12) bei einer Dichte von ρATII = 1, 1 g/cm3

entspricht. Diese Simulation wurde mit dem SRIM-2013 Softwarepaket erstellt
und zeigt das als Bragg-Peak bezeichnete Maximum des totalen Energieverlustes
bei ungefähr 1 GeV [78, 79]. Der totale Energieverlust lässt sich dabei in zwei
fundamentale Mechanismen unterteilen: Bei kinetischen Energien bis ≈ 100 keV
dominiert der nukleare Energieverlust (engl.: nuclear stopping), der durch elas-
tische Kollisionen des einfallenden Ions mit den stationären Atomrümpfen des
bestrahlten Materials beschrieben werden kann (in Abbildung 2.4 in rot darge-
stellt) [80]. Der Energieverlust des eintreffenden Ions erfolgt dabei durch einen
Impulsübertrag auf die Atomrümpfe im Material. Da bei steigender kinetischer
Energie des Ions die Interaktionszeit zwischen dem eintreffenden Ion und den
Atomrümpfen des Materials reduziert wird, sinkt der nukleare Energieverlust bei
hohen kinetischen Energien stark ab. Für Energien > 1 MeV tritt der Mechanis-
mus des elektronischen Energieverlustes (engl.: electronic stopping) in den Vor-
dergrund (in Abbildung 2.4 in grün dargestellt). Einfallende Ionen interagieren
mit den Elektronen der bestrahlten Materie und regen diese in höhere Zustände
an. Diese beiden Mechanismen der Wechselwirkung werden im Folgenden näher
beschrieben.

2.2.1 Nuklearer Energieverlust

Das Auftreffen eines Ions auf Materie bei kinetischen Energien, die durch den nu-
klearen Energieverlust dominiert werden (im gewählten Beispiel der Gold-Ionen in
Angiotensin II < 100 keV), kann als eine Kaskade von einzelnen Stößen beschrie-
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Abbildung 2.4: Energieverlust (S = −dE/dx) von Gold-Ionen in einer Pro-
be, die der atomaren Zusammensetzung des Peptids Angiotensin II (ρATII =
1, 1 g/cm3) entspricht, in Abhängigkeit von der kinetischen Energie des einfal-
lenden Ions. Der Gesamtenergieverlust (grau) unterteilt sich in den Beitrag der
nuklearen Energieverlusts (rot) und den Beitrag des elektronischen Energieverlus-
tes (grün). Die gestrichelte Linie zeigt die in dieser Arbeit verwendete kinetische
Energie von 946 MeV an; dies entspricht einem fast ausschließlich elektronischen
Energieverlust von 12,5 keV/nm. Diese Simulation wurde mit dem SRIM-2013
Softwarepaket erstellt [78,79].

ben werden [80]. Der Energieübertrag Etrans während eines einzelnen Stoßes des
einfallenden Ions mit einem Atom des Mediums in Ruheposition wird beschrieben
durch [79,81]:

Etrans, Nuk = 4 · mIon · mMat

(mIon + mMat)2 · Ekin · sin2
(

θ

2

)
(2.4)

mit

mIon: Masse des einfallenden Ions
mMat: Masse eines Atoms der ruhenden Materie
Ekin: ursprüngliche kinetische Energie des Ions
θ: Streuwinkel
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Der Stoßparameter beschreibt den minimalen Abstand zwischen der ursprüngli-
chen Trajektorie des Ions und dem betrachteten Atom [82]. Der Streuwinkel ist
sowohl von diesem Stoßparameter als auch vom Streupotential V (r) abhängig: Bei
der Annäherung der geladenen Ionen an den Atomkern des bestrahlten Materials
erfahren diese eine repulsive Kraft. Diese kann durch das Coulomb-Repulsions-
Potential V (r) in Abhängigkeit des Abstands r der betrachteten Atome wie in
Gleichung 2.5 angenähert werden [77,79,83]:

V (r) = ZIon · ZMat · e2

r
· Φ

(
r

a

)
(2.5)

mit
ZIon: Kernladungszahl des einfallenden Ions
ZMat: Kernladungszahl der ruhenden Materie
e: Elementarladung
Φ
(

r
a

)
: Abschirmpotential

r: Abstand zwischen Ion und betrachtetem Atom
a: Abschirmungslänge

Dies beschreibt im Wesentlichen das Coulombpotential des Kerns, dessen Abschir-
mung durch die ungebundenen Elektronen durch Φ

(
r
a

)
berücksichtigt wird. Eine

universelle Näherung für Φ
(

r
a

)
und a wurde von Ziegler, Biersack und Littmark

eingeführt mit auni [79]:

Φ
(

r

auni

)
= 0, 1818 · e−3,2· r

auni + 0, 5099 · e−0,9432· r
auni

+ 0, 2802 · e−0,4028· r
auni + 0, 2817 · e−0,2016· r

auni (2.6)

auni = 0, 88534 · a0

Z0,23
Ion + Z0,23

Mat
(2.7)

a0 : Bohrscher Radius

Das universale Abschirmungspotential Φ
(

r
auni

)
sowie die universale Abschirmungs-

länge auni wurden von Ziegler, Biersack und Littmark experimentell ermittelt und
verifiziert [84,85].
Mittels Gleichungen 2.4 und 2.5 kann SNuk durch Integration über alle Stoßpa-
rameter ermittelt werden. Der mittlere nukleare Energieverlust SNuk(Ekin) kann
aber auch durch Gleichung 2.8 weiter angenähert werden [79,83]:

16



2.2. Wechselwirkung schneller Schwerionen mit Materie

SNuk(Ekin) = π · a2
uni · γ · Ekin

ϵ
SNuk(ϵ) (2.8)

mit

γ = 4 · mIon · mMat

(mIon + mMat)2 (2.9)

ϵ = aUni · mMat · Ekin

ZIon · ZMat · e · (mIon + mMat)
(2.10)

zusammen mit

SNuk(ϵ) =



ln(1 + 1, 1383 · ϵ)
2 ·
[
ϵ + 0, 01321 · ϵ0,21226 + 0, 19593 · ϵ

1
2
] für ϵ ≤ 30

ln(ϵ)
2 · ϵ

für ϵ > 30

(2.11)

Der Ausdruck 2.11 beschreibt eine empirische Näherung, die die experimentellen
Daten für einen weiten Bereich unterschiedlicher ϵ-Werte gut reproduziert.

2.2.2 Elektronischer Energieverlust

Im in Abbildung 2.4 gezeigten Beispiel ist für Ionen mit kinetischen Energien
> 100 keV der nukleare Energieverlust nicht mehr dominant, sondern der elek-
tronische Energieverlust trägt einen signifikanten Teil zum Energieverlust bei. Da
in dieser Arbeit schnelle Schwerionen mit kinetischen Energien im GeV-Bereich
verwendet werden, ist der elektronische Energieverlustmechanismus für die Be-
trachtung von großer Bedeutung. Hierbei gibt das einfallende Ion Energie an die
Elektronen des Materials ab, indem es diese in höhere Zustände anhebt oder
ganz von den Atomrümpfen löst. Aufgrund der kleinen Masse eines Elektrons ist
der direkte Impulsübertrag gering und das schnelle Ion erfährt keine Ablenkung.
Der elektronische Energieverlust kann durch die von Bethe und Bloch entwickelte
Gleichung in Bornscher Näherung für vollständig ionisierte Projektile und nicht-
relativistische Geschwindigkeiten ausgedrückt werden [82,86,87]:
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Strans, Elek = 4 · π · Z2
Ion · ZMat · e4 · Ne

me · v2 (4 · π · ϵ0)2 · L (2.12)

(2.13)

mit

Ne: Elektronendichte der bestrahlten Materie
me: Masse des Elektrons
v: Geschwindigkeit des einfallenden Ions
ϵ0: elektrische Feldkonstante
L: Korrekturterm

mit dem Korrekturterm L

L = ln
(

2 · me · v2

< I >

)
(2.14)

mit

< I >: mittlere Ionisationsenergie der bestrahlten Materie

Aus Gleichung 2.12 lässt sich Ableiten, dass sich der elektronische Energieverlust
proportional zu ∝ 1

v2 und damit ∝ 1
Ekin

verhält. Ebenso lässt sich erkennen,
dass der elektronische Energieverlust quadratisch mit der Kernladungszahl des
einfallenden Ions ZIon ansteigt; für maximalen Energietransfer sind somit schwere
Elemente geeignet.
Vollständig ionisierte Projektile sind allerdings nur bei sehr hohen Energien zu
erwarten. Ein alternatives Modell von Lindhardt und Scharff, das den Energie-
verlust teilweise ionisierter Projektile beschreibt, basiert auf dem elektronischen
Energieverlust eines Ions, das sich durch ein freies Elektronengas bewegt [88,89]:

Strans, Elek = 8 · π · Ne · a0 · Z
7
6
Ion · ZMat · e2

4 · π · ϵ0 ·
(

Z
2
3
Ion + Z

2
3
Mat

) 3
2

· v

v0
(2.15)

mit

v0: Anfangsgeschwindigkeit des einfallenden Ions
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Gleichung 2.15 berücksichtigt den Impulsübertrag der Elektronen der bestrahlten
Materie auf das einfallenden Ion. Ebenso wird Wechselwirkung der Atomrümpfe
der Materie mit den Restelektronen des Ions berücksichtigt. Zusammenfassend
lässt sich aus der Gleichung 2.15 erkennen, dass der elektronische Energieverlust
für relativ kleine kinetischen Energien zunächst mit

√
Ekin ansteigt. Für große

Energien zeigt Gleichung 2.12, dass der elektronische Energieverlust mit ∝ 1/Ekin

abnimmt. Bei einer Energie ergibt sich somit ein Maximum des totalen Energie-
verlustes, das als Bragg-Peak bezeichnet wird. In der beispielhaften Simulation
der Bestrahlung des Angiotensin II aus Abbildung 2.4 liegt dieses Maximum bei
500 MeV und einem Energieverlust von 12,8 keV/nm.

2.3 Organische Moleküle

Der Begriff „Organische Moleküle“ oder „Organik“ im Allgemeinen beschreibt
eine kohlenstoffhaltige Verbindung, die neben Wasserstoff (H) auch andere Atome
wie Stickstoff (N), Sauerstoff (O) und Schwefel (S) enthalten kann [90, 91]. Die
Besonderheit der organischen Moleküle stellt die Vielzahl an Verbindungen, die
sich aus den wenigen Bausteinen bilden lassen, dar [92]. Neben Molekülen wie
Lipiden, Phosphorsäuren und Zucker bilden auch die Aminosäuren und die daraus
aufgebauten Peptide beziehungsweise Proteine Grundbausteine für Leben [90,91].
Aber auch die Komplexierung von organischen Molekülen um ein Zentralion, wie
der Eisen-Komplex Hämoglobin, ist biologisch wichtig [90]. Die beiden in dieser
Arbeit verwendeten Molekülarten der Peptide und Komplexe sollen im Folgenden
kurz eingeführt werden.

2.3.1 Peptide

Peptide bestehen aus Aminosäuren, genauer auch Aminocarbonsäuren, die in
Kondensationsreaktionen miteinander reagiert haben. Der Name Aminocarbon-
säure beschreibt hier den Aufbau schon in seinem Grundgerüst: Eine primäre
Aminogruppe ist an einem Kohlenstoff (dem α-C-Atom) gebunden, an dem wie-
derum der aminosäurespezifische Rest und eine Carboxylgruppe gebunden ist;
vergleiche Abbildung 2.5 und 2.6. Unter Wasserabscheidung können zwei Ami-
nosäuren eine Peptidbindung eingehen und so Polypeptide wie Proteine (Poly-
peptide mit > 100 Aminosäuren) bilden [93]. Die Nomenklatur für die so ent-
standene Aminosäuresequenz von Peptiden sieht grundsätzlich die Benennung
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aus Richtung der Aminogruppe (N-Terminus stets links dargestellt) entlang des
Peptidrückgrats zur terminalen Carbonsäure (C-Terminus stets rechts) vor [94].
20 dieser Aminosäuren sind in der Biologie und damit im menschlichen Stoffwech-
sel vertreten; sie werden als „proteinogen“ bezeichnet. Diese natürlich vorkom-
menden Aminosäuren (vergleiche Abbildung 2.5) können nach der Eigenschaft

Alanine
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A

Leucine
Leu

L

Aspartic acid
Asp

D

Isoleucine
Ile
I

Cysteine
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C

Glutamic acid
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E

Phenylalanine
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F

Glycine
Gly
G

Histidine
His
H

Lysine
Lys
K

Methionine
Met
M

Asparagine
Asn
N
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Pro
P

Glutamine
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Q

Arginine
Arg
R

Serine
Ser
S

Threonine
Thr
T

Valine
Val
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Trp
W

Tyrosine
Tyr
Y

Sarkosine
Sar

Pyroglutamic acid
pGlu

pE

(1)

(2) (3) (4)

(1.1)

(3.1)

Abbildung 2.5: Übersicht der Strukturen der 20 natürlich vorkommenden Ami-
nosäuren. Zusätzlich zu den proteinogenen Aminosäuren sind die Aminosäuren
Sarkosin in (1.1) und pyroGlutaminsäure einschließlich Reaktionsmechanismus
in (3.1) dargestellt. Die Aminosäuren wurden in die folgenden Gruppen einge-
teilt [90]: (1) unpolare und neutrale Reste; (2) basische Reste; (3) polare und
neutrale Reste; (4) saure Reste.
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ihres funktionellen Rests weiter unterteilt werden. Für die Betrachtung in dieser
Arbeit ist insbesondere die Unterteilung nach saurem, neutralem oder basischem
Charakter wichtig. Diese Unterteilung ordnet die Interaktion der Aminosäure mit
dem ionisierenden Proton in DINeC-MS, Kapitel 2.1.1, und/oder die Beeinflus-
sung der Fragmentierung, wie in Kapitel 2.4 näher beschrieben, ein.
Neben den proteinogenen Aminosäuren gibt es auch Aminosäuren mit anderen
denkbaren Resten, aber auch natürlich vorkommende Derivate von Aminosäuren.
Eines dieser Derivate ist das Sarkosin (Sar), welches den Aminosäurerest nicht am
α-C-Atom, sondern direkt an der Aminogruppe trägt (vergleiche (1.1) in Abbil-
dung 2.5). Sar ist somit auch ein Derivat des Glycins, bei dem die Aminogruppe
methyliert wurde, und kann somit auch als N -Methylglycin bezeichnet werden.
Ein weiteres Derivat, Pyroglutaminsäure (pGlu), wird bei einer intramolekularen
Reaktion der Glutaminsäure gebildet (vergleiche (3.1) in Abbildung 2.5). Hierbei
kommt es zu einem Ringschluss der Carboxylsäure des Glutaminsäurerestes und
der Aminogruppe. Unter Abscheidung von Wasser (H2O) bildet sich so ein cy-
clisches Amid, das man als 5-Oxoprolin auch als Derivat des Prolins beschreiben
kann. Durch die Cyclisierung steht das terminale Amid nicht mehr für eine wei-
tere Kondensationsreaktion zur Verfügung, somit ist pGlu eine N-terminierende
Aminosäure; durch Enzyme kann diese aber auch wieder freigelegt werden [95].
Da sich Aminosäuren beliebig aneinander synthetisieren lassen, eignen sich diese
gut für systematische Untersuchungen zum Einfluss unterschiedlicher Strukturen
beispielsweise auf das Fragmentationsverhalten. In dieser Arbeit wurde das Oligo-
peptid Angiotensin II (DRVYIHPF) als Ausgangsmolekül gewählt. Aufgrund des
basischen Arginins (R) kann Angiotensin II leicht protoniert werden. In dieser Se-
quenz aus acht Aminosäuren lassen sich dann leicht einzelne Aminosäuren in der
Synthese austauschen, um einzelne Abhängigkeiten, beispielsweise auf die Frag-
mentation, zu untersuchen, welche in Kapitel 5 dargelegt werden. Abbildung 2.6
zeigt Angiotensin II in (a) und als ein weiteres Beispielmolekül Bradykinin in (b),
das in dieser Arbeit verwendet wurde. Die Peptide sind mit ihrer Aminosäurese-
quenz im Ein- und Dreibuchstabencode benannt.
In den Abbildungen A.1, A.2 und A.3 im Anhang 5.3 werden alle in dieser Arbeit
verwendeten Peptide schematisch dargestellt. Dort sind die Peptide sowohl nach
der Nomenklatur der IUPAC-IUB, als auch mit Trivialnamen benannt [96]. Die
herangezogenen Kriterien für die Auswahl einzelner Peptide, insbesondere bei
Angiotensin-II-Derivaten, werden in Kapitel 5 genauer dargelegt und erklärt.
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Abbildung 2.6: Strukturformel zweier untersuchter Peptide: In (a) Angioten-
sin II (DRVYIHPF) und in (b) Bradykinin (RPPGFSPFR). Die Aminosäurese-
quenzen sind nach dem Ein- und Dreibuchstabencode benannt. Sauerstoffatome
werden rot und NHX-Einheiten in blau dargestellt.

2.3.2 Porphyrine und Ir(ppy)3

Komplexe, oder auch Organometallkomplexe genannt, sind Moleküle, bei denen
Liganden über verfügbare Elektronenpaare um ein oder mehrere Zentralatome
koordinieren [55, 90]. Koordiniert ein Ligandmolekül mehr als eine Koordinati-
onsstelle, so spricht man von einem Chelatkomplex. Im Extrem kann auch ein
einziges Moleküle alle Koordinationsstellen des Koordinationszentrum besetzen
und so einen besonders stabilen Komplex bilden [90]. Beispiele hierfür sind die
Komplexe der Porphyrine: Porphyrin im Allgemeinen ist ein cyclisches Tetra-
pyrrol, das sowohl an seinen Methanyldingruppen (meso-Stellung) oder aber an
den Pyrrolgruppen (β-Stellung) zusätzliche Reste haben kann (vergleiche Abbil-
dung 2.7). Der bekannteste Porphyrin Komplex ist das Häm B des Hämoglo-
bin, das im Menschen den Sauerstofftransport ermöglicht. Es besteht aus einem
Fe2+-Ion und einem Porphyrin mit verschiedenen funktionellen Gruppen, in Ab-
bildung 2.7(b) dargestellt [97,98].
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M: 2H+/Co2+/Ni2+/Cu2+/Zn2+

Häm B

(a)

(b)

β

R2:

R1:

R3:

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung eines Porphyrins (a) und von Häm B
(b). In (a) sind die β-Stellungen (orange), sowie die Reste in meso-Stellung (blau)
markiert. Neben den in rot gelisteten Metall-Ionen befindet sich auch Wasserstoff,
der sich in der allgemeinen Form des Porphyrins in dessen Zentrum befindet.
Ebenso sind in blau die verwendeten Reste in meso-Stellung R1: Phenyl-, R2:
Carboxyphenyl- und R3: Aminophenylreste gelistet.

Die sogenannten A4-Porphyrine zeichnen sich dadurch aus, dass sie an allen vier
Methanyldingruppen den gleichen Rest (R) tragen. Darüber hinaus kann auch
die zentrale Position, mit M markiert, verändert werden. Liegt das Porphyrin
nicht als Komplex vor, so ist das Zentrum mit zwei Wasserstoffen (M = 2H)
abgesättigt. Durch die Änderung der Restgruppen sowie des Zentralatoms kann
die elektronische Struktur und damit das Ionisationsverhalten des Komplexes
beeinflusst werden [99]. A4-Porphyrine werden in dieser Arbeit in Kapitel 4.1
untersucht.
Ein weiterer Komplex, das fac-tris(2-phenylpyridin) Iridium (kurz: Ir(ppy)3), wird
ebenfalls in dieser Arbeit untersucht. Beim Ir(ppy)3 koordinieren drei Phenylpy-
ridine ein Ir(III) Metall-Ion über den Stickstoff der Pyridin- und über den ent-
sprechenden Kohlenstoff in der Phenylgruppe (vergleiche Abbildung 2.8) Dabei
können die Phenylpyridine in zwei Konfigurationsisomerien an das Iridium koor-
dinieren [100,101]. Liegen die gleichen koodinierenden Atome mit dem Zentralion
auf einer räumlichen Ebene, so erhält das Isomer die Vorsilbe mer (lat. meri-
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fac-
Ir(ppy)3

mer-
Ir(ppy)3

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der facialen und meridonalen Isome-
re von tris(2-phenylpyridin) Iridium, kurz fac- und mer-Ir(ppy)3. Beim facialen
Isomer liegen die gleichen Bindungszentren eines Liganden in einer Ebene, die
nicht das Zentralatom einschließt, hier für den bindenden Stickstoff eingezeich-
net. Liegen die Bindungszentren auf einer Ebene mit dem Koordinationszentrum,
spricht man von einem meridonalen Isomer.

dianus: Äquator), während man das andere Isomer, bei dem sich zusammen mit
dem Zentralatom insgesamt drei Ebenen ergeben, als fac (lat. facies: Gesicht)
benennt.
Ir(ppy)3 ist aufgrund seiner hohen Quanteneffizienz von fast 100% als phospho-
risierende Komponente ein stark untersuchtes Material für organische Leucht-
dioden (OLEDs) [102–107]. Dabei bildet das grün-gelb leuchtende Ir(ppy)3 das
grundlegende Molekül, auf dessen Basis über weitere funktionelle Gruppen an
den Liganden die elektronische Eigenschaften abgestimmt werden können. Neben
der Änderung des Moleküls selbst können auch weitere Materialien beigemischt
werden, die über Matrixeffekte die Elektrolumineszenz beeinflussen [108–112].
Hierzu werden Mischungen mit anderen organischen Molekülen beziehungswei-
se Komplexen wie zum Beispiel Aluminium-tris(8-hydroxychinolin) (kurz: Alq3)
oder 3-(2-Benzothiazolyl)-N,N -diethylumbelliferylamin (trivial: Cumarin 6 oder
kurz: Cou6) genutzt [113–115].

2.4 Fragmentierung von Biomolekülen

Die massenspektrometrische Analyse von Biomolekülen stellt in vielerlei Hinsicht
eine Herausforderung dar: Neben der Sauberkeit der natürlich gewonnenen und

24



2.4. Fragmentierung von Biomolekülen

isolierten Analyten ist auch die Zuordnung beobachtbarer Massen beziehungs-
weise deren m/z-Verhältnisse zu möglichen Summen- oder Strukturformeln nicht
trivial [8]. Gerade bei Proteinen oder Peptiden, die aus sich wiederholenden Ami-
nosäuresequenzen aufgebaut sind (Kapitel 2.3.1), ist die eindeutige Zuordnung
einzelner m/z-Werte zu deren Summenformel oder Aminosäuresequenz eine enor-
me Herausforderung und kann nicht immer eindeutig geschehen. Die bewusste
Fragmentierung einer Spezies aus einem gemessenen Massenspektrum kann hier
Aufschluss über die Zusammensetzung des Moleküls geben, das sich hinter einem
Peak im Massenspektrum verbirgt [116]. Eine Fragmentanalyse kann beispiels-
weise mit Hilfe einer Ionenfalle durchgeführt werden. Hierbei wird zunächst der
Analyt in die Gasphase überführt und ionisiert. Anschließend erfolgt die Isolation
der zu fragmentierenden Spezies in einem engen Massenbereich. Die Fragmentie-
rung selbst erfolgt dann mittels Kollisionen der Moleküle mit einem Hintergrund-
gas direkt in der Ionenfalle, wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben. Alternativ kann die
Fragmentierung auch in der ursprünglichen Probe stattfinden, so zum Beispiel
bei der SHI-induzierten Fragmentierung, wie in Abschnitt 2.4.2 dargelegt.
Die so erhaltenen Spektren werden in Kapitel 5.2 im Detail diskutiert, allgemein
gilt aber, dass entstehende Massedifferenzen zwischen dem Vorläufer- und dem
Fragment-Ion eine chemische Bedeutung haben und entsprechend zu interpre-
tieren sind [117]. Im Folgenden werden die Methoden zur Fragmentierung von
Molekülen, die in dieser Arbeit genutzt und insbesondere zur Diskussion der Er-
gebnisse ioneninduzierter Fragmentierung herangezogen werden, vorgestellt.

2.4.1 Kollisionsinduzierte Fragmentierung

Bei der kollisionsinduzierten Fragmentierung werden Vorläuferionen über Stöße
mit einem Edelgas zur Fragmentierung gebracht [118]. Dies wird in der Tandem-
Massenspektrometrie (MS2) zur Strukturanalyse genutzt [61, 116, 118]. Abbil-
dung 2.9 zeigt schematisch den Ablauf einer CID-Messung, wie sie in einer Quadru-
pol-Ionenfalle durchgeführt wird: Molekülionen werden zuerst in der Ionenfalle
akkumuliert, Abbildung 2.9(1.). Das zu untersuchende Vorläuferion wird in ei-
nem begrenzten m/z-Bereich isoliert, wobei der zu isolierende m/z-Bereich frei
gewählt werden kann, Abbildung 2.9(2.). Praktisch bedeutet das, dass auch gan-
ze Abschnitte des Massenspektrums isoliert werden können, beispielsweise ganze
Isotopenverteilungen. Nach der Isolierung folgt die Anregung durch eine größere
Amplitude des Wechselfeldes, sodass die Ionen stärker beschleunigt werden und
somit bei Stößen mit einem inerten Hintergrundgas angeregt werden können, Ab-
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bildung 2.9(3.). Zu den häufig verwendeten Gasen gehören Helium, Argon oder
Stickstoff [119]. Die Anregung ist resonant auf den isolierten m/z-Bereich ab-
gestimmt. Durch die Stöße erzeugte Fragmente liegen außerhalb der resonanten
Anregung, sodass diese keine weitere Fragmentierung erfahren. Hierbei stellt die
Amplitude der Anregung den Parameter dar, über den der Grad der Fragmen-
tierung kontrolliert wird, Abbildung 2.9(4.). Alle entstehenden Fragment-Ionen
werden während der Anregung in der Ionenfalle gehalten. Es folgt die Relaxati-
on der Fragmente durch das Hintergrundgas; Abbildung 2.9(5.). Die relaxierten
Fragment-Ionen können anschließend erneut m/z-abhängig isoliert werden, um
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Abbildung 2.9: Skizze einer Quadrupol-Ionenfalle im MS und MSn-Betrieb:
Im MS-Betrieb werden Ionen akkumuliert (1.), abhängig vom m/z-Verhältnis
ausgeworfen und detektiert (6.). Im MSn-Betrieb werden Ionen akkumuliert (1.),
ein m/z-Bereich isoliert (2.) und im inerten Hintergundgas resonant angeregt (3.).
Die erzeugten Fragmente (4.) relaxieren anschließend im Hintergrundgas (5.) und
können dann nochmals isoliert werden, oder aber über den m/z-spezifischen Scan
ausgeworfen und detektiert werden [55,67,116].
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diese einen weiteren CID-Zyklus durchlaufen zu lassen. Dies nennt man MSn, bei
dem „n“ die Anzahl der Akkumulierungsschritte zählt; somit wird ein einfacher
CID-Zyklus MS2 genannt. Statt einer erneuten Anregung können die Fragment-
Ionen nach jedem CID-Zyklus, wie bei einer nicht angeregten Messung, massen-
selektiv ausgeworfen und detektiert werden, Abbildung 2.9(6.) [55, 61,67,116].
Der Energieübertrag durch inelastische Stöße zwischen Anregungsgas und Vor-
läuferion ist abhängig von der Masse des Kollisionsgases. Es können bei einer
Anregung via CID nur diskrete Energiebeträge pro Stoß übertragen werden. So-
mit findet die Anregung der Vibrationsmoden in mehreren spezifischen Beträgen
statt, bis das Analyt-Ion schlussendlich fragmentiert. Es werden so bevorzugt
energetisch niedrige Fragmentationswege erreicht [61,120].
Mittels CID erzeugte Spektren können als Fingerabdruck zur Identifikation von
Molekülen verwendet werden, da diese nur vom Ausgangsmolekül und der An-
regungsamplitude abhängig sind [116, 121, 122]. Die Anregung mittels Stöße in
der Gasphase findet aufgrund ihrer einfachen Umsetzung in einer Ionenfalle in
der Analytik eine große Anwendung. Wegen des mittlerweile gutverstandenen
Fragmentationsmechanismus ist CID damit eine der meist genutzten Fragmentie-
rungsmethoden in der Peptid- und Proteinanalyse [120–126].
In Kombination mit der oberflächeninduzierten Fragmentierung (engl.: surface-
induced dissociation, kurz: SID) konnte für Peptide das Fragmentationsverhal-
ten in CID unter anderem mittels des „Modells mobiler Protonen“ (engl.: mobile
proton model, kurz: MPM) erklärt werden [124,127]. Bei der SID wird statt eines
Gasatoms oder -moleküls eine feste Oberfläche als Stoßpartner verwendet [128,
129]. Als solche Oberflächen dienen zumeist Gold-Substrate, die mit einer mono-
molekularen, selbstanordnenden Schicht (engl.: self-assembled monolayer, kurz:
SAM) aus langen perflourierten Kohlenwasserstoffen versehen wurde [130–132].
Diese Oberfläche hat im Vergleich zum Analyt-Ion eine näherungsweise unendlich
große Masse und die eingebrachte Stoßenergie wird über die kinetische Energie
Ekin des Anayltions bestimmt [130, 133–135]. Ein solcher Stoß mit der Oberflä-
che stellt eine einzelne, definierte Anregung dar und ermöglicht es so, das glei-
che Molekül und dessen Fragmentationsverhalten bei unterschiedlichen Energien
zu beobachten [133, 136]. Die hierbei übertragenen Energien liegen im Bereich
von ungefähr 1-100 eV [137, 138]. Während die Auflösung der Fragmentierungs-
stärke nach der Anregungsenergie für eine normale massenspektrometrische Un-
tersuchung einer Probe nicht notwendig ist, kann sie in den SID-Experimenten
Aufschluss über den zu Grunde liegenden Prozess bei der Fragmenterzeugung
geben [133].
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Es wurde sowohl in der CID als auch in der SID beobachtet, dass manche pro-
tonierte Peptide statistisch verteilt Fragmente hervorbringen, während andere
sehr selektiv fragmentieren. Eine mögliche Erklärung bringt das MPM, welches
grundsätzlich davon ausgeht, dass Protonen Fragmentationen induzieren [124]:
Im Rahmen des MPM wird hierfür nicht unterschieden, welchen Ursprungs das
Proton ist. Sowohl ionisierende Protonen, als auch intramolekulare Protonen, die
beispielsweise von einer Carbxylgruppe aus dem Peptid selbst stammen, können
eine Fragmentation induzieren.
Für die weitere Diskussion ist aber zunächst die Einführung der verwendeten No-
menklatur für die entstehenden Fragmente notwendig: Die Benennung der Pep-
tidfragmente folgt hierbei einer Nomenklatur, die sich an den möglichen Posi-
tionen der Fragmentierung im Peptidrückgrat orientiert. Diese Nomenklatur ist
in Abbildung 2.10 schematisch dargestellt. Im Peptidrückgrat gibt es pro Pep-
tidbindung drei unterscheidbare Schnitte, aus denen jeweils zwei komplementäre

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung eines Tri-Peptids mit benannten
Peptidrückgratfragmenten. Je nach Schnittposition in der Peptidbindung werden
die komplementären Fragmente mit a/x, b/y oder c/z bezeichnet. Der Index gibt
die Anzahl der Aminosäureresten in dem entsprechenden Fragment an [139–148].
a-, b-, x- und z-Fragmente werden in DINeC-MS-Spektren teilweise mit zwei
Wasserstoffatomen abgesättigt beobachtet.
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Fragmente entstehen. N-terminale Fragmente erhalten die Bezeichnung a, b und
c, während Fragmente mit C-Terminus mit x, y und z benannt werden. Ein In-
dex gibt die Anzahl der verbliebenen Aminosäurereste in dem Fragment wieder.
Für Peptide mit i Aminosäuren gilt für die Indizes n und m der komplementären
Fragmente i = n + m. Bei an/xm-Fragmenten liegt der Schnitt zwischen dem
α-C-Atom und dem C-Atom der Carboxylgruppe. Für bn/ym liegt der Schnitt
zwischen dem C-Atom der Carboxylgruppe und dem Amid der eigentlichen Pep-
tidbindung. cn/zm-Fragmente bezeichnen die Fragmentierung zwischen dem Amid
und dem α-C-Atom der C-terminalen Aminosäure [139–148]. Diese Schnitte im
Peptidrückgrat werden als „spezifisch“ bezeichnet; als „unspezifische“ Schnitte
hingegen werden Schnitte bezeichnet, die an der Seitenketten der Aminosäuren
beobachtet werden.
Für die Anlagerung eines ionisierenden Protons an das Peptid stehen die Amide
und die Carbonylgruppen im Peptidrückgrat sowie, falls vorhanden, die basi-
schen Aminosäurereste von Lysin (K), Arginin (R) und Histidin (H) zur Verfü-
gung. Durch eine externe Anregung kann ein Proton mobilisiert werden und sich
entlang des Peptidrückgrats verlagern [116, 122, 149]. Obwohl die Protonenaffi-
nität der Carbonylgruppe größer ist als die des Amids, legen Simulationen na-
he, dass die protonierte Form des Stickstoffs hauptsächlich zur Fragmentierung
beiträgt [150]. Die tatsächliche Position des Protons am Peptidrückgrat konnte
allerdings noch nicht vollständig bestimmt werden. Beide Positionen führen aber
zu einem partiell positiv geladenen Kohlenstoff der Carbonylgruppe, welches nu-
kleophil angegriffen werden kann [150–153]. Diese Anlagerung des Protons führt
zur bevorzugten Spaltung des Rückgrats N-terminal der Amid-Bindung in b/y-
Fragmente [124]. Die dabei entstehenden, spezifischen Fragmente können sowohl
mittels CID, als auch mittels SID beobachtet werden [124].
Das MPM wurde durch eine Vielzahl an CID- und SID-Experimenten bisher un-
terstützt. So wurde zum Beispiel in Vergleichsexperimenten, in denen Natrium-
Kationen statt Protonen zur Ionisation von Peptiden genutzt wurden, eine Unter-
drückung der Fragmentierung beobachtet [154]. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass nicht nur die Ladung, sondern explizit ein mobiles Proton für die Dissoziation
benötigt wird.
Abbildung 2.11 zeigt ein weiteres Experiment, auf dem das MPM aufbaut. In Ab-
bildung 2.11(a) ist der Anteil der mittels SID fragmentierten Mutterionen gegen
die Kollsionsenergie für vier verschiedenen Peptide aufgetragen. Bei den gezeig-
ten Peptiden aus jeweils fünf Aminosäuren wurde jeweils eine Aminosäure in der
Sequenz ausgetauscht. Durch das Ersetzen des N-terminalen Alanins (A) durch
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(a) (b)

Abbildung 2.11: (a) Kollisionsenergieabhängige Effizienzkurven der Fragmenta-
tion von [M+H]+ für die Peptide AAAAA (Kreis), PAAAA (gedrehtes Dreieck),
KAAAA (Dreieck) und RAAAA (Quadrat) aus ESI/SID-Experimenten. (b) Die
Kollisionsenergie des Wendepunktes der Kurven aus (a) ist gegen die Gasphasen-
basizität des Restes der N-terminalen Aminosäure des entsprechenden Peptids
aufgetragen. Die Gasphasenbasizitätswerte stammen aus [155]. Die Werte sind
auf die Anzahl der Freiheitsgrade des Peptids angepasst. Adaptierter Nachdruck
mit Genehmigung aus [150]. Copyright 1996 American Chemical Society.

Prolin (P) ist in Abbildung 2.11(a) zu erkennen, dass die Fragmentation eine
höhere Kollisionsenergie benötigt. Wird statt mit Prolin durch Lysin (K) oder
Arginin (R) substituiert, erhöht sich die benötigte Kollisionsenergie nochmals. Die
Abhängigkeit der zur Fragmentierung benötigten Energie folgt hierbei der Gas-
phasenbasizität der einzelnen Aminsosäureresten: pKsArg = 12,10, pKsLys = 10,68
und pKsHis = 6,02, wie in Abbildung 2.11(b) gezeigt [39,150,156–158]. Hier wurde
der Wendepunkt der Kurven aus Abbildung 2.11(a) gegen die Gasphasenbasizität
aufgetragen. Dabei wurde die entsprechende Energie mit der Zahl der Freiheits-
grade, die sich aus der Molekülstruktur ergibt, skaliert. Der gerade Verlauf der so
bestimmten Punkte zeigt die direkte Abhängigkeit der benötigten Kollisionsener-
gie von der Basizität der Restgruppen der Aminosäuren [150]. Im Rahmen des
MPM wird dies so interpretiert: Je stärker das Proton an die basische Gruppe
gebunden ist, desto mehr Energie wird benötigt es zu mobilisieren und damit für
die Fragmentierung verfügbar zu machen [150, 159, 160]. Umgekehrt wird durch
die zusätzliche Einführung einer sauren Gruppe, wie der Glutamin- (E) oder As-
paraginsäure (D), die zur Fragmentation benötigte Energie reduziert [159,161].
Bei Vergleichsexperimenten zwischen ähnlichen Peptiden mit und ohne sauren
Gruppen konnte eine weitere Beobachtung gemacht werden: Zum einen ändert
sich die Effizienzkurven für die Fragmentierung des Mutterions wie oben bespro-
chen, zum anderen können Unterschiede in den Schnittpositionen der Fragmente
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beobachteten werden. Abbildung 2.12 zeigt die relative Intensität des Mutteri-
ons in Abhängigkeit von der Kollisionsenergie mittels SID für Peptide mit und
ohne saure Restgruppen. Ein Peptid mit sauren aber ohne basische Reste wie
LDIFSDF (ausgefüllte Quadrate) fragmentiert bei einer kleineren Kollisionsener-
gie als das gleiche Peptid mit einem zusätzlichen Arginin, wie (RLDIFSDF und
LDIFSDFR). Im Rahmen des MPM wird dies dadurch erklärt, dass die sauren
Gruppen ein zusätzliches Proton zur Verfügung stellen und so eine Fragmentation
bei geringeren Energien ermöglichen [159,161]. Ein zusätzliches Arginin hingegen
kann ein Proton aufnehmen und somit erhöht sich die Kollisionsenergie für ei-
ne Fragmentierung. Die Position des Arginin in der Sequenzreihenfolge scheint
hierbei keinen großen Einfluss zu haben. Ein Vergleich der zwei Aminosäuren
mit sauren Resten Glutaminsäure (E) und Asparaginsäure (D) wird auch mit
den Kurven der offenen Symbole dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass die
Spaltung mit einer Glutaminsäure bei einer höheren Kollisionsenergie abläuft als
bei der Asparaginsäure [162]. Dies passt zu den pks-Werten der entsprechenden

Abbildung 2.12: Kollisionsenergieabhängige Effizienzkurven der Fragmentation
für die Peptide LDIFSDF (ausgefülltes Quadrat), LDIFSDFR (leeres Quadrat),
RLDIFSDF (ausgefüllter Kreis) und LEIFSEFR (leerer Kreis) aus ESI/SID-
Experimenten. Nachdruck aus International Journal of Mass Spectrometry, 222,
T. H. Bailey, Energetics of selective cleavage at acidic residues studied by time-
and energy-resolved surface-induced dissociation in FT-ICR MS, 313–327, Copy-
right 2003, mit Erlaubnis von Elsevier [162].
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Aminosäureresten, der für Glutaminsäure geringer ist als der der Asparaginsäure
(pKsGlu = 4,15 und pKsAsp = 3,71) [39].
Für Peptide mit sauren Aminosäureresten wurde darüber hinaus in Kombination
mit basischen Aminosäureeinheiten eine hochselektive Fragmentierung beobach-
tet: Abbildung 2.13(a)-(d) zeigt Spektren der Peptide, deren Effizienzkurven in
Abbildung 2.12 dargestellt sind. Hier ist zu erkennen, dass die Spektren in den Ab-
bildungen 2.13(a)-(c) nur wenige einzelne Fragmente zeigen; LDIFSDF in Abbil-
dung 2.13(d) hingegen zeigt eine Vielzahl an Fragmenten. Die einzelnen Schnitte
in den Abbildungen 2.13(a)-(c) treten als b/y-Fragmente C-terminal vom sauren
Aminosäurerest auf [153, 159, 160]. Für diese selektiven Schnitte von ionisierten
Peptiden scheint es nötig zu sein, dass kein mobiles Proton zur Verfügung steht.
Liegt in einem protonierten Peptid keine Aminosäure mit basischem Rest (K, R
oder H) vor, kann das Proton am Peptidrückgrat delokalisiert sein. Wird eine
Fragmentation induziert, kann die Fragmentierung an jeder möglichen Stelle im
Peptidrückgrat entstehen, wie es bei LDIFSDF in Abbildung 2.13(d) beobachtet

(a) RLDIFSDF (b) LDIFSDFR

(c) LEIFSEFR (d) LDIFSDF

Abbildung 2.13: Massenspektren mittels SID fragmentierter Peptide (a) RL-
DIFSDF, (b) LDIFSDFR, (c) LEIFSEFR und (d) LDIFSDF aus ESI/SID-
Experimenten; in den Peptidnamen wurden basische Aminosäuren blau und saure
Aminosäuren rot markiert. Die Symbole der Peptide entsprechen der in Abbil-
dung 2.12 eingeführten Zuordnung. Nachdruck aus International Journal of Mass
Spectrometry, 222, T. H. Bailey, Energetics of selective cleavage at acidic residu-
es studied by time- and energy-resolved surface-induced dissociation in FT-ICR
MS, 313–327, Copyright 2003, mit Erlaubnis von Elsevier [162].
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wurde. Diese Schnitte und deren Fragmente sind folglich unselektiv in Bezug auf
die Aminosäuren im betrachteten Peptid.
Darüber hinaus kann dieses Modell verwendet werden, um das Fragmentierungs-
verhalten von protonierten Peptiden mit sauren und basischen Resten zu erklä-
ren [160, 162]: Basische Reste im Peptid können das ionisierende Proton lokal
binden, sodass auch hier der saure Rest bei einer Anregung effizient deprotoniert
werden kann [159, 163]. Die deprotonierte und damit geladene Carboxylgrup-
pe kann die selektiven b/y-Fragmente erzeugen, vergleiche Abbildung 2.13(a)-
(c) [124]. An dieser Stelle wird der selektive Schnitt also nicht durch ein mobiles
Proton selbst initiiert, sondern die Abwesenheit eines Protons führt dazu, dass
der deprotonierte Rest des sauren Aminosäurerestes eine Fragmentierung herbei-
führt. Es konnte beobachtet werden, dass eine Deaktivierung der Guanidingruppe
des Arginin zur Unterdrückung der Selektivität führt, da diese dann nicht mehr
zur Protonenaufnahme zur Verfügung steht [163, 164]. Damit wird ein Einfluss
der basischen Gruppen auf das Fragmentationsverhalten bestätigt. Schlussend-
lich lässt sich dieses Modell für die selektive Fragmentierung an sauren Gruppen
auch für mehrfach protonierte Moleküle verallgemeinern: Für eine selektive Frag-
mentation muss die Anzahl der basischen Gruppen größer oder gleich der Anzahl
der ionisierenden Protonen sein, um alle potentiellen delokalisierten Protonen
binden zu können [159,160,165]. Auch hier gilt, dass Aminosäurereste mit höhe-
rem pK s-Wert einen ausgeprägteren Effekt mit sich bringen [149, 159, 166]. Die
Reihenfolge der Aminosäuren innerhalb der Peptidsequenz hat auf dieses Frag-
mentationsverhalten nur einen geringen Einfluss [150,159,162].
Peptide, die die Aminosäure Prolin (Pro, P) enthalten, zeigen bei CID und SID
ebenfalls auffällige Spektren: Prolin bildet im Vergleich zu anderen natürlichen
Aminosäuren eine Ausnahme, da der Aminosäurerest des α-C-Atoms zur Amino-
gruppe einen Ring schließt, vergleiche Abbildung 2.5. Ein prolinhaltiges Peptid
ist somit an dieser Stelle im Peptidrückgrat sterisch eingeschränkt [167,168]. Zu-
sätzlich hat das Amid des Prolins unter den Aminosäuren eine vergleichbar hohe
Protonenaffinität und wird somit bevorzugt protoniert [155,169]. Diese Protonen-
affinität in Verbindung mit der sterischen Einschränkung scheint sich auch auf
das Fragmentationsverhalten zu übertragen, da unter Anwesenheit eines mobilen
Protons eine N-terminale Fragmentation am Prolin ausgeprägt beobachtbar ist.
Diese starke Bevorzugung von b/y-Fragmenten am Prolin ist auch als Prolin-
Effekt (engl.: proline effect) bekannt [124, 168–172]. Gleichzeitig verhindert die
cyclische Form des Prolins einen c/z-Schnitt, da die vermeintlich entstehenden
Fragmente weiter durch den Prolinrest verbunden sind [127].
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Über die im Rahmen des MPM diskutierten Reaktionen hinaus existieren unter
anderem noch Nebenreaktionen, bei denen entweder vom Mutterion oder aber
von einem Fragment ein kleines Molekül abgespalten wird. Verluste von H2O
und NH3, aber auch CO gehören zu den typischen Reaktionen [61]. H2O-Verluste
können über den C-Terminus und dessen Carboxylgruppe, aber auch über Ami-
nosäurereste mit Carboxylresten entstehen [173,174]. Oftmals werden Serien aus
y-Fragmenten auch von NH3-Verlusten begleitet, da dieses dort terminale Gruppe
bilden würden [61, 124]. Die für die Analyse in dieser Arbeit wichtigste Neben-
reaktion ist die des CO-Verlustes: Hier wird eine terminale Gruppe von einem
b-Fragment entfernt, was einer Umwandlung in ein a-Fragment entspricht (ver-
gleiche Abbildung 2.10) [135, 175]. Diese Einordnung wird später eine wichtige
Rolle für die Interpretation von fragmentreichen Massenspektren spielen.

2.4.2 Schwerioneninduzierte Fragmentierung

Bei ionenbestrahlten organischen Proben können je nach Energiebereich der ein-
fallenden Ionen unterschiedliche Fragmentierungsmechanismen von Bedeutung
sein. Ionen mit kinetischen Energien von wenigen keV induzieren in Peptiden
sowohl Bindungsbrüche im Peptidrückgrat selbst, als auch an den Seitenketten.
Obwohl Ionen mit kinetischen Energien im MeV-Bereich einen größeren Ener-
gieübertrag beziehungsweise Energieverlust pro zurückgelegter Strecke im Pro-
benfilm erfahren, induzieren diese in Peptiden sehr spezifische Brüche im Pepti-
drückgrat [31]. Dieser auf den ersten Blick widersprüchlich erscheinende Zusam-
menhang soll im folgenden näher erläutert werden. Auf die quantitative statisti-
sche Verteilung dieser unterschiedlichen beobachteten Fragmentationsarten wird
in Kapitel 5.1 und Abbildung 5.2 näher eingegangen.
Ionen mit Energien im keV-Bereich, wie sie bei SIMS verwendet werden, führen
beim Auftreffen auf ein Molekül in der bestrahlten Probe zu einer lokalen Kollisi-
on. Wie in Kapitel 2.2.1 im Rahmen des nuklearen Energieverlustes beschrieben,
führen solche primären elastischen Stöße der Atomrümpfe zu Kollisionskaskaden.
Dadurch können unter anderem Atome aus der Oberfläche abgelöst werden, wel-
che bei der SIMS detektiert und analysiert werden [57, 176–178]. Der Einschlag
eines keV-Ions und die durch die Kollision eingebrachte Energie ist primär auf
das gestoßene Atom begrenzt. Ein solcher lokalisierter Energieübertrag führt zu
Bindungsbrüchen nahe des Auftreffortes des primären Ions ungeachtet der Bin-
dungsart oder der beteiligten Bindungspartner. Die entstehenden Fragmente in
Peptiden bestehen somit aus spezifischen Fragmenten aus dem Peptidrückgrat
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und unspezifischen Fragmenten, die durch Bindungsbrüche in den Seitenketten
entstanden sind. Für Gold keV-Ionen kann der Energieverlust in dem Peptid An-
giotensin II aus der in Abbildung 2.4 gezeigten Simulation bei Ekin ≈ 10−2 MeV
auf dE/dx ≈ 1 keV/nm abgeschätzt werden. Abbildung 2.14(a) veranschaulicht
diesen Mechanismus.
Für mit SHI bestrahlte Proben wurden hingegen fast ausschließlich spezifische
Fragmente beobachtet. Im Gegensatz zu keV-Ionen wechselwirken SHI primär
mit dem elektronischen System der Moleküle in der bestrahlen Probe; für MeV-
Ionen ist der elektronische Energieverlust dominant (vergleiche Abbildung 2.4),
bei dem der Energieeintrag in das Molekülsystem nicht durch eleastische Stöße
der Atomrümpfe erfolgt [179]. Das angeregte elektronische System des Moleküls
kann nun durch zwei Mechanismen Bindungsbrüche erzeugen: Werden durch die
angeregten Elektronen anti-bindende Orbitale besetzt, so kann es zu direkten
Bindungsbrüchen kommen [61, 180, 181]. Hierzu ist eine Anregung und damit

(a) keV-
ion

Local excitation Non-specific
fragmentation

MeV-
ion

Electronic excitation
< fs

Vibrational excitation
≈ ps

Specific
fragmentation

Electron-vibration 
coupling

(b)

Specific
fragmentation

Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der ioneninduzierten Anregungsme-
chanismen in Peptiden: (a) keV-Ionen induzieren unselektive Bindungsbrüche. Es
entstehen unspezifische und spezifische Fragmente. (b) MeV-Ionen regen auf kur-
zer Zeitskala das elektronische System an. Die Energie verteilt sich auf die vibro-
nischen Freiheitsgrade des gesamten Moleküls, führt zum Bruch der schwächsten
Bindung und somit zu spezifischen Fragmenten. Abbildung angelehnt an Abbil-
dung 7 aus [31]; Copyright 2022 Springer Nature.
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die Besetzung der anti-bindenden Orbitale über einen Zeitraum notwendig, der
es den beteiligten Atome ermöglicht einen ausreichenden Impuls zur räumlichen
Trennung zu erfahren. Diese direkte Anregung ist häufig bei der Dissoziation
mittels UV-Licht zu beobachten [61, 154, 182]. Dabei konnte beobachtet werden,
dass einzelne Aminosäurereste wie beispielsweise die Phenolgruppe des Tyrosins
durch UV-Licht angeregt werden kann und es zur bevorzugten Abspaltung der
Seitengruppe kommt, die ein unspezifisches Fragment erzeugt [180, 181]. In den
Experimenten aus Referenz [31] wurden solche bevorzugten unspezifischen Frag-
mente nicht betrachtet; vergleiche hierzu Kapitel 5.1. Es scheint deshalb wahr-
scheinlicher, dass die Fragmentierung des Moleküls durch indirekte Anregung der
Vibrationsfreiheitsgrade abläuft: Das angeregte Elektronensystem überträgt die
aufgenommene Energie auf die Schwingungsfreiheitsgrade der Atomrümpfe [31].
Zum einen kann die bei der Relaxation des elektronischen Systems gewonnene
Energie an die Atomrümpfe übertragen werden. Da sich die elektronische An-
regung schnell über das gesamte Molekül verteilt, werden Vibrationszustände
ebenfalls gleichmäßig im gesamten Molekül angeregt. Bindungsbrüche können
in diesem gleichmäßig angeregten Molekül nun über die energetisch bevorzug-
ten Reaktionswege ablaufen. In Peptidmolekülen wurden spezifische Schnitte im
Peptidrückgrat beobachtet [31]. Hierbei ist auch zu beobachten, dass verschiedene
Peptide unterschiedlich stark durch MeV-Ionen fragmentiert werden, vergleiche
Abbildung 5.4. Die Präsenz unterschiedlicher Wirkungsquerschnitte für verschie-
dene Peptide zeigt, dass die Aminosäuresequenz und die damit einhergehenden
Unterschiede des elektronischen Systems einen Einfluss auf die Fragmentation
haben [31]; die Seitengruppen der Aminosäuren scheinen über ihre elektronische
Struktur die Bruchreaktion zu beeinflussen. Ebenso ist nicht auszuschließen, dass
die Bindungsbrüche über sekundäre Wechselwirkungen wie mobile Protonen wei-
ter beeinflusst werden [61, 183, 184]. Auch hier spielen die Aminosäurereste, ins-
besondere saure und basische Reste, eine signifikante Rolle, wie in Kapitel 2.4.1
im Rahmen des MPM vorgestellt.
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In diesem Kapitel werden die Anlagen und Abläufe der Experimente, sowohl in
den Laboren der AG Dürr am Institut für Angewandte Physik der Justus-Liebig-
Universität Gießen, als auch an der Gesellschaft für Schwerionenforschung (GSI)
GmbH in Darmstadt, beschrieben. Zunächst wird die Analyse mittels DINeC-MS,
danach die Probenpräparation und schlussendlich der verwendete Linearbeschleu-
niger der GSI vorgestellt.

3.1 Massenspektrometrische Analyse mittels
clusterinduzierter Desorption/Ionisation

Das in dieser Arbeit verwendete DINeC-MS-System besteht aus einer Cluster-
Desorptionsstufe und einem Ionenfallen-Massenspektrometer. Eine solche Anla-
ge ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt. Die neutralen SO2-Cluster wer-
den durch die adiabatische Expansion eines Gasgemisches aus 97% Helium und
3% SO2 erzeugt. Hierzu wird das Gasgemisch über eine Düse bei einem Düsen-
druck von 15 bar gepulst in die Vakuumkammer eingelassen. Der Hintergrund-
druck der Kammer beträgt typischerweise pKammer = 2×10−6 mbar. Die Solenoid-
Düse mit einem PTFE-Stößel (Modell 009-0442-900 von Parker Hannifin Corp.,
Cleveland, USA) wurde in Kombination mit einer Düsensteuerung (Iota One,
Modell 060-0010-900 von Parker Hannifin Corp., Cleveland, USA) bei einer Öff-
nungszeit von ungefähr 500 µs und einer Öffnungsfrequenz von 2 Hz betrieben.
Bei der Expansion des Gaspulses in der Kammer kühlt sich das Gasgemisch ab
und das SO2 kondensiert in SO2-Cluster. Die so gebildeten Cluster bestehen aus
103 bis 104 SO2-Molekülen [46]. Über das verwendete Trägergas lässt sich die
Geschwindigkeit der Cluster einstellen und beträgt bei der Verwendung von He
vCluster ≈ 1600 m/s [185]. Daraus ergibt sich eine kinetische Energiedichte von
weniger als 0,8 eV pro SO2-Molekül.
Ein Skimmer (Model 2, Beam Dynamics Inc., Jacksonville, Florida, USA) im
Verlauf des Clusterstrahls schneidet den äußeren Teil des Strahls ab, sodass ein
homogener und lokal definierter Strahl entsteht. Der Clusterstrahl ist unter einem
Winkel von 35° zur Normalen der Oberfläche auf die Probenoberfläche gerichtet.
Beim Auftreffen auf die Probenoberfläche werden Moleküle, wie in Kapitel 2.1.1
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines DINeC-Massenspektrometers: Der
SO2-Clusterstrahl aus der Düse durchläuft einen Skimmer und trifft auf die Pro-
benoberfläche. Die desorbierten Ionen werden durch die anliegenden Spannungen
am Probenhalter und Gitter in Richtung Ionenfalle beschleunigt. Über zwei Io-
nentrichter und einen anschließenden Multipol, welcher die Ionen in die Ionenfalle
transferiert. Durch einen massenselektiven Auswurf in einen nachgestellten De-
tektor können Massenspektren aufgenommen werden.

beschrieben, zum Teil desorbiert und ionisiert. Es konnte eine Ionisationseffizienz
für Peptide in der Größenordnung von 0, 5 − 3% bestimmt werden [54]; deutlich
höher als beispielsweise bei der verwandten Methode SIMS mit einer Effizienz von
< 0, 01% [177]. Die Probenpräparation selbst wird in Kapitel 3.2 näher erläutert.
Der Probenhalter liegt auf einem Potential von U Sample = 40 V relativ zum Fal-
leneingang und ein Gitter parallel zur Probenoberfläche (Abstand d ≈ 4 mm) auf
einem Potential von U Grid = 7 V. Durch die Potentialdifferenz von ∆U = 33 V
werden die desorbierten Ionen von der Probe abgezogen. Bei der Untersuchung
von Kationen liegen die Probe und das Gitter auf einem positiven Potential, wel-
ches für die Messung von Anionen invertiert wird. Nach dem Durchlaufen des
Gitters befinden sich die Ionen in einem kommerziell erhältlichen Massenspektro-
meter amaZon SL der Firma Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland). Die
ursprüngliche Konfiguration des Massenspektrometers sieht eine ESI-Stufe vor,
die durch die DINeC-Desorptionsstufe ersetzt wurde. Ionen, die das Gitter pas-
siert haben, werden über zwei hintereinander angeordnete Ionentrichter in einen
Multipol überführt, der die Ionen in die Ionenfalle leitet.
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Die mittels DINeC erreichte Nachweisgrenze liegt bei wenigen femtomol bezie-
hungsweise bei etwa 0,1% einer Monolage [10]. Für die Anwendung bei der DINeC-
MS spielt das kühlende Hintergrundgas der Ionenfalle noch eine besondere Rol-
le: Von SO2-Cluster desorbierte Ionen können beim Eintritt in die Falle noch
SO2-Addukte mit sich tragen [15, 48, 54]. Bei Kollisionen mit dem Hintergrund-
gas lösen sich diese neutralen SO2-Moleküle vom desorbierten Ion und verlassen
die Falle. Es werden deshalb bei DINeC-MS typischerweise nur Moleküle ohne
SO2-Addukte detektiert. Die von der Falle ausgeworfenen Ionen werden in einem
Daly-Detektor ausgezählt. In diesem treffen die Ionen auf einen Metallknopf, auf
dem sie Sekundärelektronen auslösen, die über eine anliegende Hochspannung zu
einem Szintillator abgezogen werden [67]. Einfallende Elektronen lösen im Szin-
tillator Photonen aus, die mittels eines Photomultipliers detektiert werden [186].
Die aufgenommenen Massenspektren wurden mit DataAnalysis Version 4.0 SP4
von Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Deutschland und OriginPro Version 2019b
von OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA verarbeitet.
Im Laufe dieser Arbeit wurde im Rahmen des BMBF-Verbundprojekts 05K19RG1
ein solches DINeC-Massenspektrometer durch die Kombination eines kommerziell
erhältlichen Massenspektrometers mit einer DINeC-Stufe aufgebaut. Die Kam-
mer und der Probenhalter wurden darauf ausgelegt, die Anlage zum einen über
Transferschleusen bestücken zu können und zum anderen die Anlage leicht trans-
portfähig machen zu können. Ersteres wurde durch eine eigenständig gepumpte
und durch ein Schieberventil von der Hauptkammer getrennte Schleuse erreicht; in
der technischen Zeichnung in Abbildung 3.2(a) und (b) ist die Schleusen-Einheit
orange und die Hauptkammer weiß eingefärbt.
Über den Linearverschub ist es möglich, Proben in die Hauptkammer zu über-
geben, ohne dass diese vollständig belüftet werden muss. Hierdurch wird der
Messbetrieb nur für wenige Minuten während des Schleusenvorgangs unterbro-
chen, statt für bis zu 90 Minuten bei einer vollständigen Belüftung der Kammer.
Alle Teile, die der Probenaufnahme zuzuordnen sind, sind in Abbildung 3.2 in
gelb eingezeichnet. Der Probenmanipulator (hell blau in Abbildung 3.2) ermög-
licht es, über einen xyz-Verschub mit einer zusätzlichen Drehdurchführungen die
fünf Probenpositionen des Probenhalter zu bestücken und die gewünschte Pro-
ben im Clusterstrahl zu positionieren. In Abbildung 3.2 sind zusätzlich in lila
die Solenoid-Düse und die Ionentransfereinheit zu erkennen, die für die Ionen-
erzeugung und überführung in das Massenspektrometer (grau) benötigt werden.
Weitere Vakuumbauteile wie Sichtfenster, Kabeldurchführungen, Druckmessröhre
und Turbomolekularpumpe sind dunkelblau markiert. Für die erhöhte Transport-
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(a) (b)

Abbildung 3.2: Technische Zeichnung des DINeC-MS in einer Gesamtüber-
sicht (a) und Detailansicht der Hauptkammer (b): Zusammengehörige Baugrup-
pen wurden in derselben Farbe markiert. Es werden die Probentransfer- und
Schleuseneinheit (orange), die Hauptkammer (weiß transparent), die Proben-
aufnahme (gelb), der xyz-Manipulator zur Probenpositionierung (hell blau), die
Solenoid-Düse und Ionentransfereinheit (lila) und das Massenspektrometer selbst
(grau) gezeigt. Zusätzlich sind die Pumpen, Messröhren, Stromdurchführungen
und Schaugläser (dunkel blau) und der Aluprofil-Rahmen (grün) dargestellt.

fähigkeit ist die gesamte Anlage in Aluprofilen fixiert (grün in Abbildung 3.2),
die den einzelnen Komponenten des Aufbaus Schutz, weitere Stabilität und eine
Vereinfachung der Handhabung bieten.
In Abbildung 3.3(a) und (b) sind Fotografien des aufgebauten DINeC-MS ab-
gebildet. In Abbildung 3.3(a) lassen sich das DINeC-MS erkennen. Neben der
Schleuse sind auch die zur Erzeugung der SO2-Cluster benötigten Steuergeräte,
sowie der Probenmanipulator zu erkennen. Abbildung 3.3(b) zeigt den Manipu-
lator aus Richtung der Ionenfalle zusammen mit der Solenoid-Düse. Über elektri-
sche Durchführungen am Manipulator können neben der Probenspannung auch
weitere Spannungen in die Vakuumkammer eingebracht werden. Ebenso ist eine
Durchführung für zwei Thermoelemente verbaut.
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pulse valve

(a) (b)

Abbildung 3.3: Fotografien der mobilen DINeC-Anlage: (a) Vorderseite mit
Desorptionsstufe, Steuergeräten, Pumpen und Transferschleuse mit Linearver-
schub, sowie Probenmanipulator. (b) Rückseite des Probenmanipulators mit der
Solenoid-Düse im unteren Teil des Fotos.

3.2 Probenpräparation

Die untersuchten Porphyrine wurden von PorphyChem SAS aus Longvic, Frank-
reich mit einer Reinheit von > 98 % erworben und ohne weitere Aufarbeitung
verwendet. Es wurden die Porphyrine 5,10,15,20-(tetraphenyl) porphyrin (kurz:
TPP), 5,15-(diphenyl) porphyrin (kurz: DPP), 5,10,15,20-(tetra-4-carboxyphenyl)
porphyrin (kurz: TCPP) und 5,10,15,20-(tetra-4-aminophenyl) porphyrin (kurz:
TAPP) untersucht. In Abbildung 2.7 sind die Porphyrine schematisch dargestellt.
Diese Porphyrine wurden ohne Zentralatom und teilweise mit Kobalt (Co) und
Zink (Zn) als Zentralatom untersucht; die entsprechende Abkürzung des Porphy-
rins setzt sich aus dem Kürzel des zentralen Metallatoms und des Porphyrins
zusammen. Als Substrate wurden Stücke eines Silizium-Wafers mit natürlicher
Oxidschicht in den Abmessungen von ungefähr 8 mm × 8 mm genutzt. Diese
wurden nach dem Schneiden in einem Ultraschallbad zwei mal in Ethanol (RO-
TISOLV Pestilys plus von Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) und einmal in Aceton
(ROTISOLV HPLC von Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) für je 10 min gereinigt.
Anschließend wurden die Substrate einzeln aus dem Aceton-Bad genommen und
mit Stickstoff getrocknet, um im Aceton gelöste Verunreinigungen noch gelöst
von der Oberfläche zu sprühen. Die Porphyrinproben wurden stets aus 30 µl ei-
ner Ethanol-Lösung (cPorph = 1 × 10−3 mol/L) auf einem Stück Silizium-Wafer
präpariert.
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Die Peptidproben wurden aus einer wässrigen Lösung (ROTISOLV Ultra LC-
MS von Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) bei einer Konzentration von cPep = 1 ×
10−3 mol/L präpariert. Wie auch die Porphyrin-Proben, wurden die Peptid-
Lösungen auf ein gereinigtes Stück Silizium-Wafer getropft. Hierbei wurden auf
die Substrate jeweils mit einer Mikropipette 30 µl der gewünschten Peptidlösung
aufgebracht. Die Proben wurden anschließend in einem Exsikkator getrocknet. In
Tabelle 3.1 werden alle untersuchten Peptide gelistet.
Mit doppelseitigem Kupferklebeband (Typ 1182 von 3M, St. Paul, MN, USA)
wurden die Proben auf einem Probenblock befestigt. Dieser Probenblock besteht
aus einem 5 mm hohen und 10 mm ×10 mm breitem Aluminiumquader (verglei-
che Abbildung 3.4(a)). Über seitliche Gewindelöcher ist es möglich, eine Maske
über die Probe zu legen und seitlich mit Schrauben zu arretieren. Die Maske
hat eine angesenkte Bohrung mit einem Durchmesser von 6 mm, über die die
bestrahlte und massenspektrometrisch untersuchte Probenfläche definiert wird.
Zwei weitere Gewindelöcher in der Unterseite des Probenhalters ermöglichen die
Befestigung auf dem Probenhalter im Massenspektrometer und auf der Halte-
platte bei der Bestrahlung selbst, vergleiche Abbildung 3.4(b) und (c). Bei der
DINeC-MS-Aufnahme nach der Bestrahlung ist die exakte Repositionierung des
Probenhalters in die Position der Messung vor Ionenbestrahlung essentiell für die
quantitative Auswertung der Spektren. Alle Proben wurden stets in einer Trans-
portbox aufbewahrt, welche lichtundurchlässig in Aluminiumfolie eingeschlagen
wurde. Die Box wurde stets von direkten Wärmequellen oder Stößen geschützt.
Alle Proben sind somit der gleichen Atmosphäre und Temperatur ausgesetzt wor-
den. Zusätzlich zu den eigentlichen Proben wurde auch eine Transportreferenz

(a) (b)

(c)

Abbildung 3.4: (a) Zeichnung des einzelnen Probenblocks; (b) Seiten- und (c)
Draufsicht des gesamten Probenhalters. Die Probenblöcke sind mit Schrauben
auf den Probenhalter geschraubt. Dies erlaubt die wiederholbare Positionierung
zum Beispiel bei der Messung vor und nach der Bestrahlung mittels SHI.

42



3.2. Probenpräparation

mit geführt. Das Spektrum dieser Referenz wird nicht präsentiert, da diese keine
Veränderung durch den Transport gezeigt hat.
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Tabelle 3.1: Auflistung aller untersuchten Peptide

Hersteller: Trivialname: Aminosäuresequenz: CAS-Nr.: Artikel-Nr.: Reinheit:

Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA

Angiotensin I acetat DRVYIHPFHL 70937-97-2 A9650 ≥ 90 %

Angiotensin II DRVYIHPF 4474-91-3 A9525 ≥ 93 %

[Val5]-Angiotensin II acetat DRVYVHPF — A2900 ≥ 95 %

[Asn1,Val5]-Angiotensin II NRVYVHPF 20071-00-5 A6402 ≥ 97 %

Angiotensin A trifluoracetat ARVYIHPF 51833-76-2 SML1373 ≥ 98 %

Alamandin trifluoracetat ARVYIHP 1176306-10-7 SML1374 ≥ 98 %

[Sar1]-Angiotensin II SarRVYIHPF — SCP0020 ≥ 95 %

Substanz P acetat RPKPQQFFGLM 137348-11-9 S6883 ≥ 95 %

Leu-Enkephalin acetat YGGFL 58822-25-6 L9133 ≥ 95 %

Calbiochem,
San Diego, CA, USA

Bradykinin acetat RPPGFSPFR 23815-87-4 05-23-0500 ≥ 97 %

Neurotensin pELYENKPRRPYIL 39379-15-2 05-23-1200 ≥ 97 %

Biomol GmbH,
Hamburg, Deutschland

Angiotensinogen (1-14) trifluoracetat DRVYIHPFHLVIHN 104180-23-6 Cay24989 > 95 %

Dynorphin B (1-9) trifluoracetat YGGFLRRQF 126050-26-8 Cay24743 > 95 %
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3.3 Erzeugung schneller Schwerionen

Die Bestrahlung präparierter Proben wurde an der Gesellschaft für Schwerionen-
forschung (kurz: GSI) Helmholtzzentrum für Schwerionenforschung in Darmstadt-
Wixhausen, Deutschland durchgeführt. Hierzu wurde am M-Zweig des UNILAC
(engl.: universal linear accelerator) die Bestrahlkammer an der Extraktionstation
„M3“ genutzt. Der UNILAC ist eine universelle Ionenquelle und kann positive ein-
atomare Ionen, die aus einer Primärquelle erzeugt werden, auf bis zu 11,4 MeV/u
beschleunigen. Neben der direkten Extraktion wie am M-Zweig ist es möglich,
mittels Speicherringe die Ionen auf bis zu 1000 MeV/u weiter zu beschleunigen.
In Abbildung 3.5 ist der Aufbau des UNILAC grob skizziert:
Von den vorhandenen Quellen am UNILAC wurden für die Bestrahlungen in die-
ser Arbeit die PIG- und VARIS-Quelle (Penning-Ionization Gauge und Vacuum
Arc Ion Source) verwendet. In beiden Quellen wird ein Argonplasma dazu ver-
wendet, Atome des gewünschten Elements in die Gasphase zu überführen und
Ionen mit einer geringen Ladung zu erzeugen [188–191]. Über Extraktionsspan-
nungen werden die erzeugten Ionen gebündelt und aus der Quelle heraus be-
schleunigt. Die niedergeladenen Primärionen werden über ein elektrisches Feld in
einen Hochfrequenz-Quadrupol (engl.: radio-frequency-quadrupol, kurz: RFQ)
beschleunigt. Mit Hilfe des RFQs werden die Ionen in Paketen gesammelt, diese
werden anschließend in einer IH-Kammer (engl.: inter-digital H-type structure,

PIG

RFQ IH Alvarez accelerator ER

M-
branch

ES

VARIS

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des „UNILAC“ Linearbeschleuni-
gers des GSI Helmholtzzentrums für Schwerionenforschung GmbH Darmstadt-
Wixhausen. Aus den verwendeten Quellen (PIG/VARIS) werden die Ionen durch
den Hochfrequenz-Quadrupol (RFQ) und die IH-Einheit auf etwa 1,4 MeV/u be-
schleunigt. Im Elektronenabstreifer (ES) wird der Ladungszustand erhöht und
die Ionen im Folgenden durch den Alvarez-Beschleuniger mit nachgeschaltetem
Einzelresonator (ER) auf bis zu 11,4 MeV/u beschleunigt. Der magnetisch gelei-
tete Ionenstrahl wird schlussendlich an den entsprechenden Experimentierplatz
überführt. Der M-Zweig ist hier bläulich hervorgehoben. Angelehnt an das Ori-
ginalbild von M. Kaiser/L. Groening, GSI/FAIR [187].
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kurz: IH) auf rund 1,4 MeV/u beschleunigt. Abhängig von der genutzten Quelle,
wird der Ionenstrahl durch einen Elektronenabstreifer (engl.: gaseous electron-
stripper, kurz: ES) geschickt. Der Abstreifer ist mit einem Gas gefüllt: Bei Stößen
der Ionen mit den Gasmolekülen geben die Ionen Elektronen ab, sodass der La-
dungszustand der Ionen weiter erhöht wird. Im letzten Schritt wird der Strahl mit-
tels fünf sequenzieller Beschleuniger im Alvarez-Typ und eines Lückenresonators
(Einzelresonator, kurz: ER) auf die endgültige Energie gebracht. Die Arbeitsfre-
quenz des UNILAC liegt bei 50 Hz. Bei Betrieb kann diese Frequenz auch anteilig
mit unterschiedlichen Ionen betrieben werden, um mehrere Experimente parallel
durchführen zu können. Unter Verwendung von ablenkenden Magnetfeldern wer-
den die Ionenpakete zu den entsprechenden Experimenten geleitet [192–194]. In
dieser Arbeit wurden die in Tabelle 3.2 aufgeführten Ionen bei den angegebenen
Energien verwendet.

Tabelle 3.2: Auflistung aller für die Bestrahlung verwendeten Ionen; Werte für
dE/dx wurden mittels SRIM simuliert [78,79].

Ion: Ekin/u: Ekin: dE/dx (Ekin):
197Au26+ 4,8 MeV/u 946 MeV 12,5 keV/nm
48Ca10+ 4,8 MeV/u 192 MeV 2,4 keV/nm
56Fe3+ 11,4 MeV/u 636 MeV 2,2 keV/nm

Über eine verfahrbare, quadratische Blende kann der Ionenstrahl auf die zu
bestrahlende Fläche abgeschnitten werden. Die Fläche wurde auf einem phos-
phorisierendem Leuchtschirm aus einem Gemisch aus Al2O3 und Cr2O3 (Modell
444-444-444-444 von BCE Special Ceramics GmbH, Mannheim, Deutschland) be-
stimmt. Über einen verfahrbaren Faraday-Becher wurde vor jeder Probenbestrah-
lung der Ionenfluss bestimmt um darüber die Bestrahlungszeit für eine bestimmte
Fluenz festzulegen. Zusätzlich wird über eine Referenzierung des Ionenstroms auf
der Blende zum Ionenstrom des Faraday-Bechers der Ionenfluss während der Pro-
benbestrahlung überwacht. Der Kammerdruck lag während der Bestrahlung bei
ungefähr p ≈ 1×10-8 mbar.
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4 | Ionisationsverhalten organischer
Moleküle bei DINeC

In diesem Kapitel wird das Ionisationsverhalten organischer Moleküle am Beispiel
unterschiedlicher Metallkomplexe näher untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass unterschiedliche Ionisationsmechanismen bei ähnlichen oder sogar dem glei-
chen Molekül stattfinden können. So ist neben der Protonierung auch die Elek-
tronenabgabe ein möglicher Mechanismus für die positive Ionisation. Umgekehrt
wurde die Deprotonierung beziehungsweise die Elektronenaufnahme für negative
Analyt-Ionen beobachtet. Bei Porphyrinen wurde beobachtet, dass das Auftreten
des dominierenden Mechanismus von den funktionellen Gruppen und dem zentra-
len Metall-Ion des Komplexes abhängt. Für Ir(ppy)3 konnte darüber hinaus eine
Änderung des dominanten Ionisationsmechanismus während der Aufnahme der
Massenspektren beobachtet werden, die dem Einfluss des koadsorbierten Was-
sers zugeschrieben wurde. Im Folgenden wird zuerst der bei den Porphyrinen
beobachtete Ionisationsmechanismus systematisch untersucht und anschließend
die Ergebnisse für Ir(ppy)3 mit dem Fokus auf die Einflüsse der experimentellen
Parameter auf den Ionisationsprozess vorgestellt.

4.1 DINeC-MS von Porphyrinen

Abbildung 4.1 zeigt beispielhaft ein DINeC-MS-Spektrum einer TPP-Probe mit
einem Hauptpeak bei m/z = 615, 3. Dieser kann dem einfach protonierten Mo-
lekül [M+H]+ zugeordnet werden. Zusätzlich ist in der Abbildung 4.1 die Struk-
tuformel des TPP in seiner neutralen Form gezeigt. Neben dem Hauptpeak sind
keine weiteren Ionen zu beobachten, die dem TPP zuzuordnen sind.
In den Abbildungen 4.2(a) und (b) ist das Isotopenmuster der DINeC-Messung
des TPP und in den Abbildungen 4.2(c) und (d) das des DPP dargestellt. Im
direkten Vergleich zu den experimentellen Daten wird auch eine Simulation des
Isotopenmusters in grau gepunktet gezeigt, die die Zuordnung der Ionisationsart
bestätigen. Für beide Porphyrine sind die protonierten Kationen [M+H]+ in den
Abbildungen 4.2(a) und (c) deutlich erkennbar und decken sich mit der Simu-
lation. In den dargestellten negativen Spektren in den Abbildungen 4.2(b) und
(d) ist kein klarer Hinweis auf Anionen der entsprechenden Porphyrine zu be-
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Abbildung 4.1: DINeC-MS Spektrum positiver Ionen einer TPP-Probe mit der
Strukturformel des neutralen Ausgangsmoleküls. Der dominante Peak kann dem
einfach protonierten TPP-Molekül in der Form [M+H]+ bei m/z = 615, 3 zu
geordnet werden. Es lassen sich keine weiteren Ionen beobachten, die sich dem
TPP zuordnen lassen.

obachten. Da sowohl TPP als auch DPP keine funktionelle Gruppen besitzen,
muss die Ionisation über die Protonierung oder Deprotonierung der sekundären
Aminogruppen im inneren des Porphyrins erfolgen. Im ungeladenen Zustand sind
zwei der vier Aminogruppen mit Wasserstoff-Atomen abgesättigt: Die saure Um-
gebung während der DINeC-MS scheint die weitere Protonierung zu unterstüt-
zen [195]. Auf der anderen Seite kann weder bei TPP noch bei DPP eine Depro-
tonierung beobachtet werden [196]. Zum Vergleich werden Spektren aus massen-
spektrometrischen Untersuchungen mittels ESI (engl., electrospray ionization)
herangezogen. Bei TPP und DPP konnte auch bei ESI das protonierte Kation
[M+H]+ beobachtet werden [195,197]; für beide Porphyrine konnten keine Anio-
nen detektiert werden. Mit der Einführung einer funktionellen Gruppen an den
Phenylrest kann diese bei der DINeC-MS Messung zur Ionisation beitragen. Ab-
bildungen 4.2(e) und (f) stellen die gemessenen Isotopenmuster mit zugehöriger
Simulation von TCPP dar. Die Kationen in Abbildung 4.2(e) lassen sich der ein-
fach protonierten Spezies [M+H]+ zuordnen. Es konnte gezeigt werden, dass in
saurer Umgebung die Protonierung bei TCPP trotz der Carboxylgruppe an den
inneren sekundären Aminogruppen erfolgt [198, 199]. Zusätzlich sind bei diesem
Molekül in Abbildung 4.2(f) deutlich Anionen [M-H]- zu beobachten. Auch in
mittels ESI aufgenommenen Spektren werden die gleichen Kat- und Anionen wie
bei DINeC-MS beobachtet [200, 201]. Der direkte Vergleich zwischen TPP/DPP
in den Abbildungen 4.2(b)/(d) und TCPP Abbildung 4.2(f) zeigt, dass für die
Bildung von Anionen die Einführung der Carboxylgruppe eine Deprotonierung
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Abbildung 4.2: Ausschnitte aus den positiven (rot) und negativen (blau)
DINeC-Massenspektren der Porphyrine TPP in (a) und (b), DPP in (c) und
(d) und TCPP in (e) und (f). In grau die zugeordnete Simulation der Messung
des jeweiligen Ions.

bei der DINeC-MS ermöglicht und sich auch auf diese zurückzuführen lässt. Ent-
gegen der Bildung der Kationen, werden bei der Bildung der Anionen bei TCPP
die Carboxylgruppen für die Deprotonierung bevorzugt [201]. Obwohl ein TCPP-
Molekül vier Carboxylgruppen trägt, konnten sowohl im positiven als auch im
negativen Messmodus nur einfach geladene Ionen beobachtet werden.
Um den Einfluss der Besetzung der zentralen Position des Komplexes mit einem
Metall-Ion auf den Ionsationsmechanismus zu untersuchen, wurden auch metal-
lierte Porphyrine analysiert. Abbildung 4.3 zeigt Ausschnitte des Isotopenmusters
in DINeC-MS Spektren von CoTPP in (a) und (b), CoTCPP in (c) und (d) und
CoTAPP in (e) und (f). Neben den experimentellen Daten sind auch entsprechen-
de Simulationen in grau gezeigt. In den drei untersuchten kobalthaltigen Porphy-
rinen sind in allen Fällen die Kationen als [M]+ in rot deutlich messbar; vergleiche
Abbildung 4.3(a)/(c)/(e). Die Ionisation erfolgt also bei allen drei Porphyrinen
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Abbildung 4.3: Ausschnitte aus den positiven (rot) und negativen (blau)
DINeC-Massenspektren der Porphyrine CoTPP in (a) und (b), CoTCPP in (c)
und (d) und CoTAPP in (e) und (f). In grau die zugeordnete Simulation der
Messung des jeweiligen Ions.

über eine Elektronenabstraktion. Durch das Metallatom im Zentrum des Porphy-
rins sind die zentralen Aminogruppen abgesättigt und stehen nicht mehr für die
Protonierung zur Verfügung. Überraschenderweise scheint die Elektronenabstrak-
tion selbst für CoTAPP, das explizit basische Gruppen zur Protonenaufnahme
zur Verfügung stellt, gegenüber der Protonierung dieser Restgruppen bevorzugt
zu werden. Eine Recherche nach Abhängigkeiten des mittels DINeC beobachte-
ten Ionisations-Verhaltens von der Ionisationsenergien oder Elektronenaffinitäten
erbrachte aufgrund unvollständiger Datenlage keine Ergebnisse. Veröffentlichte
ESI-Spektren dieser mit Kobalt metallierten Porphyrine zeigen allerdings auch
durchweg die kationische Form [M]+ [202–205].
Die Anionen der drei metallierten Porphyrine verhalten sich unterschiedlich: Das
CoTPP, in Abbildung 4.3(b) gezeigt, wird über die Aufnahme eines Elektrons
ionisiert, da keine funktionelle Gruppen für eine Protonenabgabe zur Verfügung
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steht. Die Effizienz für die Elektronenaufnahme scheint aber gering, da die Inten-
sität des Isotopenmusters vergleichsweise schwach ist. Mit einer Carboxylgruppe
und damit der Verfügbarkeit von Protonen, ist CoTCPP im negativen Spektrum
Abbildung 4.3(d) deutlich als [M-H]- zu beobachten. Die Anwesenheit des zen-
tralen Kobalts scheint hier keine weitere Auswirkung auf die anionische Form des
CoTCPP zu haben, da dieses sich wie das TCPP (Abbildung 4.2(f)) deprotoniert
vorliegt. CoTAPP in Abbildung 4.3(f) zeigt kein Anion. Hier findet also weder
die Elektronenaufnahme noch die Deprotonierung statt.
Neben Kobalt wurde auch Zink als Zentralion untersucht. Abbildung 4.4 zeigt
die Isotopenmuster von ZnTPP in (a) und (b), sowie ZnTCPP in (c) und (d).
Das Isotopenmuster des Zink ist mit insgesamt fünf natürlich vorkommenden,
stabilen Isotopen komplex. Von diesen stabilen Isotopen dominieren insbesonde-
re 64Zn (48,6%), 66Zn (27,9%) und 68Zn (18,8%) das Massenspektrum [39]. In
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Abbildung 4.4: Ausschnitte aus den kationischen (rot) und anionischen (blau)
DINeC-Massenspektren der Porphyrine ZnTPP in (a) und (b) und ZnTCPP in
(c) und (d). In grau die zugeordnete Simulation der Messung des jeweiligen Ions.
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Abbildung 4.4(a) ist durch die Simulation in grau erkennbar, dass sich hier die
protonierte und elektronisch ionisierten Spezien, [M+H]+ und [M]+, überlagern.
Die angepasste Simulation zeigt, dass der Anteil beider Ionenarten bei circa 50%
liegt. Diese Beobachtung ist zunächst überraschend, da die Aminogruppen im
Zentrum durch das Zink-Ion abgesättigt sind. In der Literatur gibt es für diese
Konfiguration einen Vorschlag, der ein Proton an den sekundären Aminen vor-
sieht, während das Zink-Ion mit diesen noch leicht koordiniert ist [206]. Diese be-
obachtete Konfiguration könnte das in DINeC-Spektren beobachtete protonierte
Ion erklären, da das Proton wie bei CoTPP eigentlich keine Anlagerungsmöglich-
keit hat. Eine Mischung aus protonierten und elektronisch ionisierten Molekülen
erklärt dann das beobachtete Gesamtverhalten. Mittels ESI aufgenommene Mas-
senspektren von ZnTPP hingegen zeigen ausschließlich die elektronisch ionisierte
Spezies [M]+ [207]. Die Ionisation erfolgt hier also wie für die mit Kobalt metal-
lierten Porphyrinmolekülen bei DINeC und ESI. ZnTCPP hingegen zeigt sowohl
die protonierte Spezies [M+H]+ im positiven sowie die deprotonierte Form [M-H]-

in den negativen Massenspektren, die mit ESI-Messungen aufgenommen wurden.
Dies steht im Gegensatz zu den DINeC-Messungen, bei denen im Positiven nur
die elektronisch ionisierte Form [M]+ beobachtet wird.
Abbildung 4.4(b) zeigt für ZnTPP keine Anionen. Da auch hier wie bei CoTPP
keine Deprotonierung möglich ist, wäre nur die Ionisation durch eine Elektronen-
aufnahme möglich. Obwohl diese bei CoTPP in geringem Maße zu beobachten
ist, ist diese bei ZnTPP offensichtlich unterdrückt. Das Ionisationsverhalten bei
DINeC-MS des ZnTCPP ist vollständig identisch zu dem des CoTCPP. Sowohl
bei CoTCPP, als auch bei ZnTCPP werden Kationen durch Elektronenabstrak-
tion und Anionen durch Protonenabgabe erzeugt.
Tabelle 4.1 fasst die beobachteten Ionisationsarten für die jeweiligen Porphyrine
zusammen. Da bei keinen Spektren mehrfach geladene Analyt-Ionen beobachtet
werden konnten, beschränkt sich die Tabelle 4.1 auf einfach geladene Porphyrin-
Ionen. Ein Querstrich indiziert erfolgte Messungen ohne zuzuordnendes Ergebnis,
während grau hinterlegter Felder für nicht erfolgte Messungen stehen.
Wie in Tabelle 4.1 abzulesen, weisen die mittel DINeC- und ESI-MS beobachte-
ten Ionen eine starke Ähnlichkeit auf: In vergleichbaren Experimenten, in denen
kationische ESI-Spektren von Porphyrinen mit und ohne zentralem Metall-Ion
aufgenommen wurden, werden ebenfalls für die metallierten Moleküle, mit Aus-
nahme des ZnTCPP, die elektronisch ionisierten Moleküle beobachtet, vergleiche
Tabelle 4.1 [202,208–210]. Zusammenfassend kann in DINeC-Spektren beobachtet
werden, dass unmetallierte Porphyrine über Aufnahme oder Abgabe von Protonen
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Tabelle 4.1: Übersicht der mittels DINeC- und ESI-MS beobachteten Ionisati-
onsarten für Porphyrine. # aus Referenz [204]

Porph.:

TPP [M+H]+  - [M]+ [M]- [M]+/[M+H]+  - 

DPP [M+H]+  - 

TCPP [M+H]+ [M-H]- [M]+ [M-H]- [M]+ [M-H]-

TAPP [M]+  - 

TPP [M+H]+  - [M]+  - [M]+  - 

DPP

TCPP [M+H]+ [M-H]- [M]+  - [M+H]+ [M-H]-

TAPP [M]+ #

ES
I-

M
S

D
IN

eC
-M

S
2H Co Zn

ionisiert werden. Dies wird auch in vergleichbaren, mittels ESI aufgenommenen
Spektren beobachtet und lässt sich auf die freien Amine im Zentrum der Por-
phyrine zurückführen [208]. Für Porphyrine mit zentralem Metall-Ion hingegen
werden Kationen, die durch eine elektrische Ionisation des Zentralions entstehen,
beobachtet. Dies ist selbst dann der Fall, wenn basische Restgruppen für eine
Protonierung zur Verfügung stehen. Lediglich ZnTPP zeigt bei DINeC-MS als
Kation zusätzlich auch die protonierten Form. Anionen werden fast ausschließ-
lich dann beobachtet, wenn explizit saure Gruppen vorhanden sind, unabhängig
ob die Porphyrine mit oder ohne Zentralion vorliegen. Das CoTPP bei DINeC-
MS stellt hier eine Ausnahme dar, das sehr schwach über Elektronenaufnahme
Anionen bildet.
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4.2 DINeC-MS von Ir(ppy)3

4.2.1 Ionisationsverhalten von reinem Ir(ppy)3

Ähnlich zu den Porphyrinen lassen sich auch bei Ir(ppy)3 zwei verschiedene Io-
nisationsmechanismen für einfach positiv geladene Ionen beobachten. Die Beson-
derheit hierbei ist aber, dass beide Mechanismen am gleichen Komplex während
einer Messung auftreten und insbesondere, dass sich die relative Intensitäten der
Ionen, die den unterschiedlichen Mechanismen zuzuordnen sind, im Laufe einer
Messung verschieben. Die Daten und Ergebnisse zu diesem Abschnitt wurden
zum Großteil in Quelle [18] veröffentlicht.
Das DINeC-MS-Spektrum einer aufgedampften1 Ir(ppy)3-Schicht ist in Abbil-
dung 4.5 dargestellt: Abbildung 4.5(a) zeigt ein über 30 Minuten gemitteltes
Spektrum im Bereich von m/z = 300 − 1000. Das Isotopenmuster des Ir(ppy)3

liegt bei ungefähr m/z = 655 und wird in Abbildung 4.5(b) vergrößert darge-
stellt. Die Form des Isotopenmusters ist durch die Isotope 191Ir und 193Ir mit
einer Überlagerung von 13C zu erklären und lässt sich dem elektronisch ionisier-
ten [Ir(ppy)3]+ zuordnen.
Darüber hinaus sind weitere Peaks im Bereich um etwa m/z = 670, m/z = 685
und m/z = 705 zu erkennen, welche in Abbildung 4.5(c) dargestellt sind. Diese
Peaks können oxidiertem Ir(ppy)3 zugeordnet werden, da diese einen Abstand
von ∆(m/z) = 16 aufweisen. Hierbei können ein oder bis zu drei der Liganden
zu 2-phenylpyrdin-1-oxid oxidiert werden [211, 212]. Ein kleiner Peak (kleiner
<2% des höchsten Signals) bei ungefähr m/z = 500 kann der Spezies [Ir(ppy)2]+

zugeordnet werden, in Abbildung 4.5 ist diese mit einem Pfeil markiert. Moleküle
mit nur einem Phenylpyridn [Ir(ppy)]+ oder gar nur das Ir+-Ion konnten nicht
beobachtet werden.
Abbildung 4.6 zeigt DINeC-MS-Spektren einer aufgedampften Ir(ppy)3-Probe,
die über unterschiedliche Zeitintervalle gemittelt wurden: Abbildung 4.6(a) zeigt
in blau das Isotopenmuster für eine auf der Summenformel basierenden Simu-
lation des natürlich vorkommenden Isotopenmusters des einfach protonierten
[Ir(ppy)3+H]+. In Abbildung 4.6(e) ist das simulierte Isotopenmuster für die ein-
fach positiv geladene Spezies [Ir(ppy)3]+ in grün dargestellt, die mittels Elek-
tronenabstraktion ionisiert wurde. In beiden Fällen ist das typische Muster, das
durch die Kohlenstoffisotope hervorgerufen wird, mit einer Überlagerung der Iri-
diumisotope zu erkennen.

120 nm Ir(ppy)3-Schicht mittels PVD (engl.: physical vapour deposition) aufgedampft [114].
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Abbildung 4.5: (a) DINeC-MS-Spektrum einer mittels PVD hergestellten
Ir(ppy)3-Probe. Die Strukturformel ist oben links gezeigt. Das Isotopenmuster
(b) mit dem größten Peak bei m/z = 655 wird dem intakten Molekül [Ir(ppy)3]+
zugeordnet. Der Pfeil in (a) zeigt einen Peak bei m/z = 501 an, der [Ir(ppy)2]+
zugeordnet wird. (b) Die Anpassung der experimentellen Daten in rot durch eine
Simulation eines Spektrums, das bei elektronischer Ionisation zu erwarten ist (grü-
ne Fläche unter der Kurve), bestätigt die überwiegend elektronische Ionisation.
(c) Die in (a) erkennbaren Peak-Gruppen bei höheren Massen (m/z ≈ 670 und
m/z ≈ 685) können oxidierten Molekülen zugeordnet werden [211, 212]. Nach-
druck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Publishing.

In den Abbildungen 4.6(b), (c) und (d) wurden die aufgenommenen Spektren
über die Zeitintervalle 0 − 1 min, 2 − 5 min und 15 − 20 min gemittelt (rote Lini-
en). Diese Daten wurden mit einer Linearkombination aus den Isotopenmustern
von [Ir(ppy)3+H]+ und [Ir(ppy)3]+ angepasst. Die farbige Fläche unter den Mess-
daten gibt den jeweiligen Anteil des entsprechenden Ionisationsmechanismus an.
Hieraus lässt sich erkennen, dass die Probe zu Beginn der Messung (0−1 min) be-
vorzugt chemisch über eine Protonierung ionisiert wird. Mit zunehmender Mess-
zeit (2 − 5 min) nimmt der Anteil der elektronischen Ionisation zu, bis diese
nach circa 15 − 20 min schlussendlich dominiert. Ir(ppy)3 weist keine basischen
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Abbildung 4.6: (a) und (e) zeigen Simulationen des Isotopenmusters für che-
misch (a) und elektronisch (e) ionisiertes Ir(ppy)3. In (b)-(d) sind DINeC-MS-
Spektren einer mittels PVD präparierten Probe gezeigt; die Spektren sind über
die angegebenen Messzeiträume gemittelt und wurden mit einer linearen Kombi-
nation der beiden in (a) und (e) gezeigten Simulationen angepasst. Die entspre-
chenden Beiträge wurden mit einer entsprechend eingefärbten Flächen kenntlich
gemacht. Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Publis-
hing.

Gruppe auf, sodass die Protonierung eines der koordinierenden Kohlenstoffato-
men naheliegt. Diese Protonierung konnte bei Ir(ppy)3 durch Protonierung in
Lösung nachgewiesen werden [101]. Die elektronische Ionisation erfolgt über die
bei DINeC-MS bereits beobachtete Elektronenabstraktion wie bei den Porphy-
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rinen in Kapitel 4.1 beschrieben. Die Ionsiationsenergie für Ir(ppy)3 liegt nahe
der von anderen mittels DINec-MS untersuchten Systemen: Für Ir(ppy)3 wurde
diese experimentell auf 5,2–5,3 eV [213, 214] bestimmt (theoretisch in Gasphase:
5,9 eV) [215, 216], während die Ionisationsenergie von CoTCPP in der Gasphase
auf 4,9 eV bestimmt wurde [217]. Auch mittels DINeC-MS messbare Alkalia-
tome zeigen eine vergleichbare Ionisationsenergie von 3,9-5,4 eV für Caesium-
bis Lithium-Atome in der Gasphase [39]. Mittels Dichtefunktional-Berechnungen
wurde ermittelt, dass die Elektronenabstraktion bei Ir(ppy)3 über 5d-ähnliche
Orbitale abläuft [215,216]; das resultierende Ion kann somit auch als Ir(III) 5d6-
Komplex angesehen werden [215].
In Abbildung 4.7 ist der zeitliche Verlauf der unterschiedlichen Beiträge explizit
aufgetragen: Die absoluten Beiträge der Linearkombination der Fits sowie deren
Summe werden für Spektren in Intervallen von 1 min dargestellt. Während die
Summe einen annähernd konstanten Wert beibehält, ändern sich die Anteile der
chemisch und elektronisch ionisierten Spezies stark. Nach ungefähr 2 min Messzeit
wechselt die dominierende Spezies von [Ir(ppy)3+H]+ zu [Ir(ppy)3]+. Bei langen
Messzeiten stellt sich ein Gleichgewichtszustand zwischen den beiden Mechanis-
men ein, der deutlich auf der Seite des elektronisch ionisierten [Ir(ppy)3]+ liegt,
während der Anteil der protonierten Spezies [Ir(ppy)3+H]+ aber nicht den Wert
0 erreicht.
In Abbildung 4.8 ist der relative Verlauf der Ionisationsmechanismen zweier Mes-
sungen aufgetragen, zwischen denen die Probe in der Vakuumkammer für 60 min
H2O bei einem Druck von 2×10-4 mbar ausgesetzt wurde. Der relative Verlauf
der Beiträge von [Ir(ppy)3+H]+ und [Ir(ppy)3]+ zeigt, dass sich die Anteile der
Spezien vor und nach der Exposition an H2O qualitativ sehr ähnlich verhalten.
Sie unterscheiden sich jedoch in der quantitativen Verteilung zu Beginn der je-
weiligen Messung und in der Geschwindigkeit, mit der sich die Verteilung mit der
Zeit ändert.
Aus der Beobachtung in Abbildung 4.8 lässt sich auf einen Einfluss des Restwas-
serfilms auf den Ionisationsmechanismus schließen. Bei der primären Messung
wurde die Probe in die belüftete Messkammer eingebaut. Bei dieser Präparation
konnte sich ein Wasserfilm auf der Probe bilden, der bei der primären Messung
abgetragen wird. Die Abtragung wird durch die Abnahme des Anteils des che-
misch ionisierten [Ir(ppy)3+H]+ sichtbar. Wie in Kapitel 2.1.2 erklärt, bilden
die SO2-Moleküle aus dem Cluster mit dem Restwasser auf der Probe eine sau-
re Umgebung. Da die Probe an der Umgebungsluft des Labors gelagert wurde,
konnte sich der Restwasserfilm zum Teil auch in tiefere Schichten der Probe ein-
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Abbildung 4.7: Integrierte Signalintensität der beiden Ionisationsbeiträge (elek-
tronische Ionisation in grünen offenen Kreisen und chemische Ionisation in blauen
Kreisen) bei Ir(ppy)3 als Funktion der Dauer der Messung. Als rote Quadrate
ist die Summe der beiden Beiträge dargestellt. Für jeden Datenpunkt wurden
1 min-Intervalle integriert. Die Linien dienen zur besseren Veranschaulichung des
Verlaufs der Datenpunkte. Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung
von AIP Publishing.

lagern. Durch die Bereitstellung von H2O in der Kammer bildet sich erneut ein
Wasserfilm auf der Probe aus und die initiale Verteilung ist somit wieder durch
[Ir(ppy)3+H]+ dominiert. Die Einlagerung des Wasser erfolgt allerdings hierbei
nur oberflächlich, weshalb die Rate mit der sich die Verteilung ändert, deutlich
erhöht.
Diese Abhängigkeit des dominierenden Ionisationsmechanismus vom Restwasser-
film erklärt allerdings nur den absoluten Anteil der chemisch ionisierten Spezies
[Ir(ppy)3+H]+. Der absolute Wert der elektronisch ionisierten Spezies [Ir(ppy)3]+

verläuft hingegen konträr. Damit scheint der Restwasserfilm auf der Probenober-
fläche auch die Ionisationseffizienz der Elektronenabstraktion gleichermaßen zu
beeinflussen. Es ist möglich, dass die Anwesenheit von Wasser die elektronische
Umgebung der Ir(ppy)3-Moleküle so stark ändert, dass Elektronen mit deutlich
geringerer Effizienz abstrahiert werden. Eine andere Möglichkeit ist, dass die Clus-
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Abbildung 4.8: Die relativen Beiträge der chemischen und elektronischen Io-
nisation von Ir(ppy)3 als Funktion der Zeit für zwei Messungen, die durch den
Einlass von gasförmigen Wasser unterbrochen wurden. Die Invertierung von elek-
tronischer zu chemischer Ionisation kann durch Einlassen von gasförmigen Was-
ser (bei einem Partialdruck von 2 × 10−4 mbar für 60 min) in die Messkammer
teilweise zurückgesetzt werden. Die Probe wurde mittels PVD präpariert, die
eingezeichneten Linien dienen zur besseren Veranschaulichung des Verlaufs der
Datenpunkte. Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Pu-
blishing.

terdynamik beim Auftreffen auf der Probenoberfläche sich dahingehend ändert,
dass die Wahrscheinlichkeit des stark aktivierten Prozess der Elektronenabstrakti-
on bei Vorhandensein eines H2O-Films zu gering wird. Die maximale Desorptions-
und Ionisationseffizienz von chemischer und elektronischer Ionisation ist für die
mittels PVD präparierte Probe offensichtlich ähnlich.
Zum Vergleich wurden auch Proben analysiert, deren Ir(ppy)3-Film nicht durch
Aufdampfen sondern durch Auftropfen aus Lösung oder aus ungelöstem Pulver in
einer Indium-Folie als Träger präpariert wurden. Das hierfür verwendete Ir(ppy)3-
Pulver wurde mit einer Reinheit von > 98% von Carbosynth Ltd. aus Compton,
UK bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die verwendeten Lösun-
gen wurden aus Ir(ppy)3 in Chloroform (CHCl3, cCHCl3 = 4, 2 × 10−4 mol/L) und
Monochlorbenzol (MCB, cMCB = 2, 3 × 10−3 mol/L) präpariert. 30 µL der je-
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weiligen Lösung wurden auf einem gereinigten SiO2-Wafer-Stück aufgetropft und
in einem Exsikkator getrocknet. Zusätzlich wurde noch eine Probe durch me-
chanisches Einpressen von Ir(ppy)3-Pulver in ein Stück gereinigter Indium-Folie
erstellt. Bei gleicher Analyse der erhaltenen DINeC-Massenspektren durch einen
Fit an die in 1-Minuten-Intervallen gemittelte Spektren mit einer Linearkombina-
tion aus chemisch und elektronisch ionisierten Ir(ppy)3, ergeben sich für die drei
Proben die in Abbildung 4.9 gezeigten Verläufe.
Die mittels PVD bedampfte Probe und die Probe aus ungelöstem Pulver zeigen
dabei einen ähnlichen Verlauf. Lediglich die quantitative Verteilung der Beiträge
nach 15 min ist für die beiden analysierten Proben unterschiedlich. Das Ir(ppy)3-
Pulver zeigt auch nach 15 min noch etwa 30% [Ir(ppy)3+H]+, während für die
aufgedampfte Probe dieser Beitrag bei etwa 15% liegt. Einen deutlichen Unter-
schied zeigen dagegen die Proben aus Lösung, bei denen der gesamte Verlauf von
Beginn an sehr stark durch elektronisch ionisiertes [Ir(ppy)3]+ dominiert ist. Hier
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Abbildung 4.9: Vergleich der zur Ionisation beitragenden Mechanismen für
Proben verschiedener Präparationsarten. Es werden Proben verglichen, die per
Auftropfen aus Lösungen (MCB in orange und CHCl3 in violett), mittels PVD
(dunkelblau) und durch Einpressen eines Ir(ppy)3-Pulvers (hellblau) präpariert
wurden. Die Linien dienen zur Veranschaulichung des Verlaufs der Datenpunkte.
Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Publishing.
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sind die Verläufe für die Lösung aus Chloroform und Monochlorbenzol bis auf die
Ausgangsverteilung identisch.
In Abbildung 4.10 wird analog zu Abbildung 4.7 für aus CHCl3 präpariertes
Ir(ppy)3 der absolute Beitrag der chemischen und elektronischen Ionisation so-
wie deren Summe als zeitlicher Verlauf dargestellt. Abbildung 4.10(a) zeigt den
gesamten Verlauf, während in Abbildung 4.10(b) der Verlauf des Beitrags durch
chemische Ionisation vergrößert dargestellt wird. Da sich die Abnahme der che-
misch ionisierten Ionen mit der Messdauer vergleichbar zu der Abnahme der che-
mischen Ionisation der PVD-Probe in Abbildung 4.7 verhält, wird diese gleich
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Abbildung 4.10: (a) Integrierte Signalintensität der beiden Ionisationsbeiträge
(elektronische Ionisation in grünen offenen Kreisen und chemische Ionisation in
blauen Kreisen) bei Ir(ppy)3 als Funktion der Dauer der DINeC-MS-Messung für
eine Probe, die aus einer CHCl3-Lösung präpariert wurde. Als rote Quadrate ist
die Summe der beiden Beiträge dargestellt. Für jeden Datenpunkt wurden 1 min-
Intervalle integriert. (b) Vergrößerung des Beitrages der chemischen Ionisation.
Der zeitliche Verlauf der Abnahme der Intensität ist vergleichbar zu der Abnahme
der in Abbildung 4.7 dargestellten DINeC-Messung der PVD-Probe. In beiden
Abbildungsteilen dienen die Linien zur besseren Veranschaulichung des Verlaufs
der Datenpunkte. Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP
Publishing.
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interpretiert: Ein dünner Restwasser-Film auf der Probenoberfläche erzeugt mit
SO2-Molekülen aus den Clustern eine saure Umgebung, die die chemische Ionisa-
tion begünstigt. Da dieser Film bei der Messung selbst abgetragen wird, nimmt
damit auch der absolute Beitrag der chemischen Ionisation ab. Allerdings ist von
Beginn an der Beitrag der elektronischen Ionisation deutlich größer und steigt im
Verlauf der Messung weiter an.
Diese deutlichen Unterschiede zwischen den Präparationsarten können auf die
Morphologie der Proben zurückgeführt werden. Abbildung 4.11 zeigt Aufnahmen
mit einem Raster-Elektronen-Mikroskop der untersuchten Proben. Die erkenn-
baren Strukturen der aus Lösung präparierten Proben lassen sich im direkten
Vergleich zu der aufgedampften und der Pulverprobe in ihrer Größe unterschei-
den.
Die aus Lösung präparierten Proben zeigen größere Mikrokristalle im µm-Bereich,
während die anderen zwei Proben Strukturen < 100 nm aufweisen. Die Unter-
schiede der Kristallgrößen passen somit zu den ähnlichen Verläufen der relativen
Beiträge zur Ionisation. Über die tiefliegende physikalische Ursache kann an die-
ser Stelle allerdings nur spekuliert werden: So ist es möglich, dass bei den aus
Lösungen präparierten Proben die Größe der Kristalle und eine erniedrigte Fehl-

Abbildung 4.11: Aufnahmen von Ir(ppy)3-Proben mittels Rasterelektronenmi-
kroskop: (a) mittels PVD präpariert, (b) aus eingepresstem Ir(ppy)3-pulver, (c)
aus einer CHCl3-Lösung aufgetropft und (d) aus einer MCB-Lösung aufgetropft.
Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Publishing.
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4.2. DINeC-MS von Ir(ppy)3

stellendichte zu einer Änderung der Austrittsarbeit führt. Für die Elektronenab-
straktion kann eine solche Änderung dann eine starke Änderung der Ionisations-
effizienz bedeuten. Diese kann durch das Vorhandensein von Wasser zusätzlich
beeinflusst werden.

4.2.2 Ionisationsverhalten von Ir(ppy)3 in Mischungen

Eine weitere Änderung der chemischen und damit auch elektronischen Umgebung
von Ir(ppy)3 wurde durch die Mischung von Ir(ppy)3 mit Materialien, die auch
in OLEDs aufgrund ihrer Elektrolumineszenz verwendet werden, realisiert. Mi-
schungen von Ir(ppy)3 mit Alq3 und Cumarin 6 (Cou6) wurden hierzu per PVD
aufgedampft; weitere Informationen zur Probenpräparation sind in Quelle [114] zu
finden. Für beide Mischsysteme wurden Proben analysiert, die zu 0%, 25%, 50%,
75% und 100% aus Ir(ppy)3 und komplementär dazu aus Alq3 oder Cou6 beste-
hen. In Abbildung 4.12 sind die summierten Intensitäten des jeweiligen gesamten
Isotopenmusters im Intervall von 10-25 min der DINeC-Messung aufgetragen. In
diesem Intervall wird reines, durch PVD aufgedampftes Ir(ppy)3 zum Großteil
elektronisch ionisiert beobachtet, wie in Abbildung 4.6 gezeigt. Darüber hinaus
konnte bei Mischungen von Ir(ppy)3 mit Cou6 und Alq3 in keinem Messintervall
eine chemische Ionisation des Ir(ppy)3 beobachtet werden und auch Cou6 wird
ausschließlich elektronisch ionisiert nachgewiesen.
In Abbildung 4.12(a) werden die Ergebnisse für die Mischungen aus Ir(ppy)3

und Cou6, in Abbildung 4.12(b) werden die Ergebnisse für die Mischungen aus
Ir(ppy)3 und Alq3 gezeigt. Die Auftragung in Abbildung 4.12(a) zeigt einen star-
ken Abfall für die Intensität des Cou6 für die Proben ohne und mit 25% Ir(ppy)3.
Gleiches gilt auch für die Ir(ppy)3-Intensität im Vergleich der Proben mit 100%
und 75% Ir(ppy)3. Würden sich Ir(ppy)3 und Cou6/Alq3 in ihrem Desorptions-
/Ionisationsverhalten nicht beeinflussen, wäre zu erwarten, dass die Verläufe eine
Gerade bilden; ein geringerer Anteil eines Stoffes in der Mischung resultiert auch
in einem niedrigeren Anteil im oberflächennahen Bereich und somit in einer gerin-
geren Intensität an desorbierten Molekülen. Insbesondere durch die relativ lange
Messzeit können Segregationseffekte weitgehend ausgeschlossen werden [42]. Das
nicht-lineare Verhalten der Intensitäten mit dem Stoffmengenanteil in der Pro-
be lässt deshalb darauf schließen, dass die Desorptions- und Ionisationseffizienz
der beiden Mischungspartner vom Mischungsverhältnis abhängig ist. Sowohl die
Mischung mit Cou6, als auch von Alq3 mit Ir(ppy)3 unterdrücken die Ir(ppy)3-
Intensität in Massenspektren mittels DINeC. Da Alq3 allerdings mittels DINeC-
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Abbildung 4.12: Intensitätsverläufe aus DINeC-MS-Messungen von mittels
PVD präparierten Mischproben bestehend aus Ir(ppy)3 und Cou6 in (a), und Al3
in (b), jeweils für das Messintervall von 10 bis 25 Minuten. Jeweils als orangene
Kreise ist die Intensität des gesamten Isotopenmusters für Ir(ppy)3 eingezeich-
net. Die Intensität für Coumarin 6 ist als rote Quadrate eingetragen; Alq3 konnte
mittels DINeC-MS nicht beobachtet werden.

MS nicht beobachtbar ist, wird hier nur die Signalintensität von Ir(ppy)3 disku-
tiert. Auch in dieser Reihe ist ein nicht-linearer Verlauf der Ir(ppy)3-Intensität
mit dem Stoffmengenanteil zu beobachten.
Bei Betrachtung der Elektronenaffinitäten dieser Mischungspartner zeigt sich,
dass sowohl Cou6 mit 2,93 eV als auch Alq3 mit 2,99-3,1 eV eine größere Elektro-
nenaffinität hat als Ir(ppy)3 mit 2,6-2,7 eV [213,218–221]. In beiden Fällen scheint
die erhöhte Elektronenaffinität bereits bei kleineren Mischungsverhältnissen der
Elektronenabstraktion durch das SO2 und damit der elektrischen Ionisationseffi-
zienz des Ir(ppy)3 entgegen zu wirken. Dennoch sind auch bei kleinen Messzeiten
keine chemisch ionisierten Moleküle detektierbar, was auf einen weiteren Einfluss
der beigemischten Moleküle, zum Beispiel hinsichtlich der Wechselwirkung mit
Wasser, hindeutet.
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5 | Ioneninduzierte Fragmentierung
von Peptiden

Die durch Ionenbeschuss induzierte Fragmentierung von Peptiden, insbesonde-
re unter Verwendung schneller Schwerionen, soll im Folgenden analysiert wer-
den. Im Vordergrund steht hierbei die Analyse der Schnitte entlang des Pep-
tidrückgrats, den sogenannten spezifischen Schnitten, sowie deren Position im
Rückgrat des untersuchten Peptids. Dazu werden die Intensitäten der entspre-
chenden Fragmente im Peptid einzeln analysiert und miteinander verglichen. Zur
weiteren Interpretation der durch SHI fragmentierten Peptide werden auch CID-
Spektren der gleichen Peptide herangezogen und verglichen. Die hohe Selektivität
der SHI-induzierten Fragmentation, die deutliche Abweichungen von den in CID-
Experimenten gemessenen Verteilungen und insbesondere auch das auftreten von
a/x- und c/z-Schnitten weist dabei auf einen neuen Fragmentierungsmechanismus
hin.

5.1 Spezifische Fragmentierung durch
MeV-Ionen

5.1.1 Fragmentanalyse

Die in diesem Unterkapitel vorgestellten Messungen wurden zum Teil zusammen
mit Dr. Pascal Schneider durchgeführt und in Referenz [31] veröffentlicht. Hier
sollen die grundlegenden Ergebnisse nochmals vorgestellt und insbesondere be-
züglich der quantitativen Auswertung erweitert werden. In Abbildung 5.1 sind
beispielhaft zwei Spektren derselben Angiotensin-II-Probe gezeigt, die mittels
DINeC-MS aufgenommen wurden. Abbildung 5.1(a) zeigt das Massenspektrum
einer unbestrahlten Probe, die im Anschluss an eine Bestrahlung mit Gold-Ionen
bei 946 MeV erneut vermessen wurde; das Spektrum dieser Messung ist in Ab-
bildung 5.1(c) dargestellt. In Abbildung 5.1(a) ist das Signal des einfach pro-
tonierten Monomers [M+H]+ bei m/z = 1046, 47 dominant. Bei höheren m/z-
Werten lassen sich zudem Signale des Monomers mit Addukten erkennen, dar-
unter die mit Alkalimetallen ionisierten Formen [M+Na]+ bei m/z = 1068, 47
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Abbildung 5.1: DINeC-MS Spektren von Angiotensin II: (a) und (b) vor
der Bestrahlung, sowie in (c) nach der Bestrahlung mit Gold-Ionen (197Au26+,
4,8 MeV/u, 3×1011 Ionen/cm2). Die Peaks, die einfach und doppelt protonierten,
intakten Ionen zuzuordnen sind, sind mit schwarzen Pfeilen und die spezifischen
Fragmente mit blauen Pfeilen gekennzeichnet und nach ihrer Zuordnung benannt.
Orangene Pfeile markieren unspezifische Fragmente im Spektrum.

und [M+K]+ bei m/z = 1084, 47 [222]. Zusätzlich ist auch das doppelt pro-
tonierte Monomer [M+2H]2+ bei m/z = 523, 28 schwach zu beobachten. Das
Spektrum in Abbildung 5.1(a) zeigt keine signifikante Menge an Fragmenten.
Auch in der vergrößerten Ansicht in Abbidung 5.1(b), ist nur das markierte
y7-Fragment, sowie das zweifach protonierte Monomer zu erkennen. Dies hebt
nochmals die sanfte Desorption und Ionisation durch SO2-Cluster hervor und le-
gitimiert somit diese Methode zur Untersuchung der ioneninduzierten Fragmen-
tierung durch Messungen der Proben vor und nach der Bestrahlung mit SHI. Das
DINeC-Spektrum der gleichen Probe nach Bestrahlung mit MeV-Ionen (197Au26+,
4,8 MeV/u, 3×1011 Ionen/cm2) in Abbildung 5.1(c) zeigt eine Reduktion des Mut-
terpeaks auf ungefähr ein Zehntel der ursprünglichen Intensität. Darüber hinaus
können deutlich Fragmente identifiziert werden. Signale, die einem spezifischen
Fragment des Angiotensin II zugeordnet werden können, sind entsprechend der in
Kapitel 2.4 eingeführten Nomenklatur in blau beschriftet. Die Fragmente treten
zum Teil in Verbindung mit einer Weiterreaktion auf, die sich durch die Addition
von zwei Wasserstoff-Atomen äußert [223]. Da diese abreagierte Form aus dem
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5.1. Spezifische Fragmentierung durch MeV-Ionen

gleichen Fragment herrührt, werden solche abreagierten Formen dem ursprüngli-
chen Fragment zugeordnet. Orangene Pfeile markieren Signale von Fragmenten,
die vor der Bestrahlung nicht zu beobachten waren, nach der Bestrahlung aber
aufgetreten sind und sich keinem spezifischen Fragment zuordnen lassen.
Es lässt sich erkennen, dass die SHI-induzierte Fragmentierung überwiegend spe-
zifische Fragmente hervorbringt. Im direkten Kontrast dazu steht die Fragmen-
tation durch keV-Ionen, bei denen größtenteils unspezifische Brüche beobachtet
wurden [31].
Um die Verteilung von spezifischen zu unspezifischen Fragmenten weiter zu quan-
tifizieren, wird die Anzahl der Peaks sowie die aufsummierte Gesamtintensität, die
den spezifischen beziehungsweise unspezifischen Fragmenten von Angiotensin II
zugeordnet werden können, in Abbildung 5.2 aufgetragen. Eingetragen wurden die
Ergebnisse von jeweils fünf Proben, die mittels MeV- oder keV-Ionen bestrahlt
wurden (MeV: 197Au26+ bei 946 MeV; keV: Bi3+ bei 25 keV). Als unspezifische
Brüche werden die Brüche bezeichnet, die nicht entlang des Peptidrückgrats son-
dern in den Aminosäureresten liegen [31, 224]. Die Daten in Abbildung 5.2(a)
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Abbildung 5.2: Für jeweils fünf mit MeV- und keV-Ionen bestrahlte
Angiotensin-II-Proben sind (a) die Fragmenthäufigkeiten und (b) die Gesamtin-
tensitäten der beobachteten Fragmente aufgetragen. Spezifische Fragmente sind
blau und unspezifische Fragmente orange gekennzeichnet. Die gestrichelte Linie
gibt den jeweiligen Mittelwert an.
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Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

und (b) gehören dabei zu demselben Satz Proben. Wie in Abbildung 5.1 sind Da-
tenpunkte für spezifische Fragmente in blau und für unspezifische Fragmente in
orange dargestellt. Die gestrichelten Linien stellen den Mittelwert der gemessenen
Werte jeder Kategorie dar. Abbildung 5.2(a) zeigt die Anzahl der beobachteten
Fragmente unabhängig von ihrer Intensität. Für die Fragmentation durch MeV-
Ionen wird ersichtlich, dass spezifische Fragmente viermal häufiger auftreten als
unspezifische Fragmente. Mit keV-Ionen bestrahlte Proben hingegen weisen eine
größere Anzahl unspezifischer Fragmente auf. Der Unterschied zwischen der An-
zahl spezifischer und unspezifischer Fragmente ist bei diesen Proben aber weniger
ausgeprägt. Dennoch sind die unspezifischen Fragmente doppelt so oft vertreten
wie die spezifischen Fragmente.
Abbildung 5.2(b) stellt die aufsummierten, absoluten Intensitäten der entspre-
chenden Fragmente für die zwei Energiebereiche gegenüber. In dieser Darstellung
ist zu erkennen, dass bei der SHI-induzierten Fragmentierung nicht nur eine grö-
ßere Anzahl spezifischer Fragmente erzeugt wird, sondern auch deren gesamte In-
tensität deutlich über der der unspezifischen Fragmente liegt. Die Bestrahlung mit
keV-Ionen hingegen führt überwiegend zu unspezifischen Fragmenten, die auch in
der Gesamtintensität überwiegen. Diese Auftragungen wurde ohne Rücksicht auf
die verwendeten Flüsse oder Fluenzen erstellt. Es wurde lediglich sichergestellt,
dass eine breite Verteilung dieser Parameter vorliegt und keine zwei Proben den
gleichen Parametersatz aufweisen. Dies erklärt auch Ausreißer, die sich vermeint-
lich weit von anderen Datenpunkten entfernt befinden. Wie in Kapitel 2.4.2 dar-
gelegt, erfolgt der Energieübertrag bei einem Einschlag eines keV-Ions lokal und
induziert lokale Bindungsbrüche. Damit können neben spezifischen Fragmenten
auch unspezifische Fragmente entstehen, wie es in den Abbildungen 5.2(a) und
(b) in orange beobachtet wird. MeV-Ionen hingegen regen das elektronische Sys-
tem des Moleküls an, das die eingebrachte Energie delokalisiert und damit die
energetisch bevorzugten Bindungsbrüche bevorzugt. In Abbildung 5.2(a) und (b)
ist das an der Dominanz der spezifischen Fragmente in blau zu erkennen.
Die weitere Analyse des Signals des Mutterions zeigt, wie in Abbildung 5.3
dargestellt, keine Abhängigkeit der Intensität des Mutterions bei unterschied-
lichen Ionenflüssen bei konstanter Ionenfluenz. Die dargestellten Daten stammen
aus DINeC-MS-Spektren von Angiotensin-II- und Bradykinin-Proben, die mit
3 × 1011 Ionen/cm2 (197Au26+, 4,8 MeV/u) bestrahlt wurden. Die Intensität des
Signals nach der Bestrahlung wurde auf die Signalintensität vor der Bestrahlung
normiert. Die gestrichelten Linien zeigen den Mittelwert für das jeweilige Pep-
tid. Es fällt auf, dass dieser Mittelwert für Bradykinin gegenüber Angiotensin II

68



5.1. Spezifische Fragmentierung durch MeV-Ionen

nur die Hälfte beträgt. Weiterhin lässt sich erkennen, dass die Signalredukti-
on und damit die Fragmentierungswahrscheinlichkeit des ursprünglichen Mole-
küls offenbar nicht maßgeblich vom Fluss der einfallenden Ionen abhängt, da
das normierte Signal sich bei gleicher Fluenz für beide Probensorten konstant
zeigt. Daraus kann geschlossen werden, dass die beobachtete selektive Fragmen-
tierung eine direkte Konsequenz aus der Wechselwirkung des Peptids mit den
einfallenden Ionen ist und nicht aus einem sekundären Effekt wie beispielsweise
ein makroskopisches Aufheizen der Probe aufgrund unzureichenden Wärmeab-
trags herrührt. Für Angiotensin II können die Ausreißer bei kleinen Flüssen auf
einen inhomogenen Ionenstrahl zurückgeführt werden, da insbesondere bei Flüs-
sen < 1 × 108 Ionen/(cm2s) am Messplatz M3 Inhomogenitäten des Ionenstrahls
und damit schwankende Gesamtfluenzen beobachtet werden können.
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Abbildung 5.3: Normierte Intensität des Peaks, der dem intakten Angioten-
sin II (Quadrate) und Bradykinin (Punkte) zugeordnet wird, nach der Bestrah-
lung mit SHI. Die Signalintensität nach der Bestrahlung ist auf die Intensität
dieser Peaks vor der Bestrahlung normiert. Die dargestellten Daten sind gegen
den Fluss des Ionenstrahls aufgetragen. Alle Proben wurden mit einer Fluenz von
3 × 1011 Ionen/cm2 (197Au26+, 4,8 MeV/u) bestrahlt. Der Mittelwert des jewei-
ligen normierten Signals ist für die beiden Peptide jeweils als gestrichelte Linie
eingezeichnet. Angelehnt an Abbildung S3 aus Quelle [31], ergänzt durch nach der
Veröffentlichung aufgenommene Datenpunkte; Copyright 2022 Springer Nature.
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Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

5.1.2 Wirkungsquerschnitte und Fragmenthäufigkeit

In Abbildungen 5.4(a)-(c) ist der Einfluss der Fluenz auf die Signalintensität
des Peaks der den intakten Molekül zugeordnet werden kann, für Angiotensin II
(5.4(a)), Neurotensin (5.4(b)) und Bradykinin (5.4(c)) zu sehen. Auch hier wurde
die Intensität des Peaks der intakten Moleküle vor und nach der Bestrahlung mit
MeV-Ionen (197Au26+, 4,8 MeV/u) verglichen und auf die Intensität in der Vormes-
sung normiert. Je Peptid wurde zusätzlich ein exponentieller Verlauf angepasst,
der die Verläufe der Peptide miteinander vergleichbar macht. Es ist erkennbar,
dass die Peptide Bradykinin und Neurotensin im Mittel bei kleineren Fluenzen
fragmentiert werden. Angiotensin II scheint vergleichsweise stabil, da es bei ei-
ner Fluenz von ungefähr 2 × 1011 Ionen/cm2 circa die Hälfte der ursprünglichen
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Abbildung 5.4: Relative Intensität des Peaks des intakten Angiotensin II (a),
Neurotensin (b) und Bradykinin (c) nach der Bestrahlung mit SHI (197Au26+,
4,8 MeV/u). Die Signalintensitäten nach der Bestrahlung sind auf die Intensität
vor der Bestrahlung normiert. Die dargestellten Daten sind gegen die Fluenz des
Ionenstrahls aufgetragen und alle Werte eines Peptids wurden mit einer exponen-
tiellen Funktion angepasst. Angelehnt an Abbildung 6 aus Quelle [31], ergänzt
durch nach der Veröffentlichung aufgenommene Datenpunkte; Copyright 2022
Springer Nature.
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Intensität verliert. Für Neurotensin und Bradykinin liegt dieser Wert bei einer
Fluenz von ungefähr 0, 6×1011 Ionen/cm2 beziehungsweise 0, 4×1011 Ionen/cm2.
Diese Unterschiede lassen sich aus der Anpassung nach I(F ) = I0 · exp−σ·F durch
die Wirkungsquerschnitte σAngiotensinII ≈ 600 nm2, σNeurotensin ≈ 1100 nm2 und
σBradykinin ≈ 1700 nm2 ausdrücken; mit I0 für die Intensität des Peaks des intak-
ten Moleküls in der unbestrahlten Probe und der Fluenz F .
Die verschiedenen Wirkungsquerschnitte der Peptide weisen daraufhin, dass die
SHI-Bestrahlung die Peptide unterschiedlich stark beeinflusst. Damit muss die
Struktur der Peptide einen Einfluss auf die Fragmentierung haben, weshalb dieser
Einfluss im anschließenden Unterkapitel 5.2 weiter diskutiert wird.

5.2 Selektive Fragmentierung zwischen
Aminosäureeinheiten

Die bisherige Betrachtung der Fragmentation und der damit einhergehenden Ab-
nahme der Intensität des Mutterions zeigt einen Einfluss der molekularen Struk-
tur auf die Fragmentierung, bezieht sich aber nur auf das Gesamtmolekül und
beschäftigt sich nicht mit den entstandenen Fragmenten. Wie die Fluenzabhän-
gigkeit in Abbildung 5.4 gezeigt hat, gibt es aber Unterschiede, wie stark unter-
schiedliche Moleküle bei gegebener Fluenz fragmentieren. Der naheliegendste Pa-
rameter der dieses Verhalten beeinflussen könnte, sind die unterschiedlichen Ami-
nosäureeinheiten der Peptide. Da diese das Gesamtsystem durch saure, neutrale
oder basische Aminosäurereste verändern, werden in den folgenden Abschnitten
Peptide mit entsprechend unterschiedlichen Einheiten diskutiert. Des Weiteren
wird auch der Einfluss ganzer Sequenzen von Aminosäuren analysiert, um auch
Interaktionen und gegenseitige Beeinflussungen zu überprüfen. Als Vergleich zu
der SHI-induzierten Fragmentierung wird hierzu die kollisionsinduzierte Frag-
mentierung (CID) herangezogen, da diese wie die SHI-induzierte Fragmentierung
spezifische und selektive Fragmente zeigt und hierzu bereits Modelle aufgestellt
und Mechanismen in der Literatur diskutiert worden sind. Im Anschluss werden
auch der Einfluss der Fluenz und des Energieverlustes auf die Fragmentations-
stärke und insbesondere auf die Fragmentmuster diskutiert.

5.2.1 Fragmentierung induziert durch SHI

Im Folgenden werden nun die spezifischen Fragmente betrachtet, die durch SHI
induziert wurden. Da die spezifischen Fragmente per Definition durch eine Frag-

71



Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

mentation im Peptidrückgrat entstehen, können die beobachteten Fragmente ent-
sprechend der Position der Schnitte im Peptid eingeteilt werden. Abbildung 5.5
zeigt die Intensitäten aller spezifischen Fragmente von 14 Angiotensin-II-Proben,
die mit SHI bestrahlt wurden.
Jeder Balken zeigt dabei die Intensitätsdifferenz der Fragmentintensitäten nach
und vor der Bestrahlung mit SHI für eine der Proben. Die Intensitäten sind hier
nach der Schnittposition und der Schnittart (a/x, b/y und c/z) sortiert. Pro
Schnittart unterteilt sich die Darstellung nochmals in die einzelnen Fragmente;
beispielsweise sind c5-Fragmente zu beobachten, während das entsprechende kom-
plementäre Fragment (z3) dieses Schnitts an dieser Position nicht zu beobachten
ist. Bei a7 hingegen wurden sowohl a-, als auch x-Fragmente beobachtet. Es sind
N-terminal von Arginin (R) ausschließlich x/y/z-Fragmente zu beobachten, wäh-
rend C-terminal von Arginin größtenteils a/b/c-Fragmente aufgenommen wur-
den. Dies lässt sich auf die Ionisation des Peptids beziehungsweise der Fragmente
zurückführen: Das basische Arginin kann leicht protoniert werden und so den
Analyten ionsieren; ein Fragment ohne Arginin wird nicht so leicht ionisiert und
kann entsprechend nicht mit gleicher Wahrscheinlichkeit im Massenspektrometer
detektiert werden. Abbildung 5.5 zeigt auch randständige Schnitte an Position

a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z  a / x b / y c / z

0 D 1 R 2 V 3 Y 4 I 5 H 6 P 7 F 8
0 . 0

0 . 2

0 . 4
1 . 21 . 8 A n g i o t e n s i n  I I

Sig
na

l [a
.u.

]

x 1 0 6

S H I

Abbildung 5.5: Darstellung aller spezifischen Fragmentintensitäten für 14
Angiotensin-II-Proben nach der SHI-induzierten Fragmentation. Die unterste Be-
schriftung gibt die gesamte Aminosäuresequenz und die möglichen Schnittposi-
tionen im Peptid an. Die Daten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen
zwei Aminosäuren sortiert, wobei pro Feld der linke Teil den a/b/c- und der rechte
Teil den x/y/z-Fragmenten zugeordnet wird. Darüber hinaus sind die a/x-, b/y-
und c/z-Fragmente entsprechend Abbildung 2.10 farblich unterschieden.
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0 und 8, die keine Fragmentierung einer Peptidbindung darstellen. Solche Frag-
mente entstehen durch Nebenreaktionen, vergleiche Kapitel 2.4.1. So entstehen
durch eine Entfernung einer NH3-Einheit die dargestellten Fragmente bei z0 und
durch die Entfernung von CO2 die a8-Fragmente. Da diese endständigen Schnitte
keine Schnitte zwischen zwei Aminosäuren darstellen, werden diese in folgenden
Abbildungen nicht mit dargestellt und auch nicht diskutiert. Alle Abbildungen
sind unter Berücksichtigung endständigen Schnitten im Anhang B verfügbar.
Werden die Intensitäten der Fragmente entsprechend der Schnittart je Peptid-
bindung aufsummiert, ergibt sich Abbildung 5.6(b). Die Gesamtintensität eines
Schnittes wurde auf die Anzahl der beitragenden Proben normiert, um später
unterschiedliche Peptide mit unterschiedlicher Probenanzahl miteinander verglei-
chen zu können. Um in den Daten Fragmente (und damit Schnitte), die vor der
Bestrahlung bereits in der Probe vorhanden waren, zu berücksichtigen, werden die
Intensitäten der beobachteten Fragmente in der Messung vor der SHI-Bestrahlung
von der Messung nach der SHI-Bestrahlung abgezogen (Abbildung 5.6(c)). Dar-
über hinaus wurden pro Probe nur die Fragmente berücksichtigt, deren Intensität
nach Bestrahlung größer war als vor der Bestrahlung. So kann ausgeschlossen wer-
den, dass ein negativer Beitrag dieser Verrechnung sich mit einem positiven Bei-
trag einer anderen Probe ausgleicht und so auftretende Fragmente unterdrückt.
Da auch Fragmente, die vor der Bestrahlung vorhanden sind, fragmentieren könn-
ten, könnte durch diesen Abzug eine zu große Zahl an Fragmenten von den Daten
abgezogen werden. Dieses Vorgehen stellt also eine untere Grenze an Fragmenten
dar. Allerdings zeigt der Vergleich von Abbildung 5.6(b)und 5.6(c) deutlich, dass
ein möglicher Fehler durch den Abzug der Fragmente, die vor der Bestrahlung
vorhanden sind, klein ist: In Abbildung 5.6(a) sind die Intensitäten der Frag-
mente in der unbestrahlten Probe zu erkennen. Es ist zu beobachten, dass alle
Schnittpositionen in geringem Maße Schnitte aufweisen. Diese sind überwiegend
b/y-Fragmente mit einigen a/x-Fragmenten. Solche Fragmente könnten durch un-
erwünschte Nebenreaktionen bei der Synthese des Peptids entstehen. Wie in 2.3.1
beschrieben, werden bei der Synthese von Peptiden die Säure- und Aminogruppen
zweier Aminosäuren verknüpft. Bei der Synthese werden blockierende Moleküle
an den Enden verwendet, um die Reihenfolge der Aminosäuresequenz kontrollie-
ren zu können. Diese Blocker werden vor jedem Syntheseschritt entfernt, bevor
eine neue Aminosäure der Sequenz hinzugefügt wird. Löst sich allerdings eine
solche Endgruppe, bevor die Synthese vollständig abgeschlossen ist oder löst sie
sich nicht zwischen zwei Syntheseschritte, so ist es möglich, dass es unvollständige
Aminosäuresequenzen gibt. Diese Fragmente könnten dann Oxazolonion bilden;
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dazu später mehr in Kapitel 5.2.4. Scheinbar bilden diese unvollständig syntheti-
sierten Peptidstücke b/y-Fragmente und werden somit, wie in Abbildung 5.6(a)
dargestellt, beobachtet. Ebenso ist es nicht auszuschließen, dass die Peptide auch
bei der Lagerung und Handhabung Fragmente bilden. Die Intensitäten der Mes-
sungen nach der Bestrahlung (5.6(b)) sind etwa eine Größenordnung gegenüber
der der unbestrahlten Probe (5.6(a)) erhöht; die dargestellten Intensitäten in
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Abbildung 5.6: Darstellung aller Fragmentintensitäten von Angiotensin II, die
entsprechenden Schnitten zugeordnet werden können. (a) Die Signalintensitäten
der Fragmente vor der Bestrahlung, (b) nach der Bestrahlung mit SHI und (c)
die Intensitäten aus (b) nach Abzug der Intensitäten aus (a). Auf der x-Achse
ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die
Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren
farblich gekennzeichnet.
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5.6(b) und 5.6(c) ähneln sich entsprechend stark. Diese Vorgehensweise zur Be-
rücksichtigung der vor der Bestrahlung vorhandenen Fragmente ist für alle im
folgenden ausgewerteten Peptide dieselbe.
Die in Abbildung 5.6(c) gezeigten Intensitätsbeiträge lassen erkennen, dass die
auftretenden Schnitte nicht gleichmäßig über die verfügbaren Peptidbindungen
verteilt sind. Drei Schnittstellen treten besonders stark auf: Zwischen der Aspa-
raginsäure (D) und Arginin (R), zwischen Isoleucin (I) und Histidin (H), sowie
zwischen Prolin (P) und Phenylalanin (F). Neben der starken Selektivität lässt
sich auch beobachten, dass a/x- und c/z-Fragmente gegenüber b/y-Fragmenten
dominieren.
Im Folgenden sollen nun die selektiven Schnitte in Angiotensin II durch Aus-
tausch einzelner Aminosäuren auf ihre Ursache hin untersucht werden. Zuerst
soll der Schnitt zwischen D und R näher betrachtet werden: In Abbildung 5.7
sind neben den Daten von Angiotensin II in (a) auch die Daten für die modi-
fizierten Angiotensin-II-Moleküle Angiotensin A in (b) und [Sar1]-Angiotensin II
in (c) dargestellt. Auch hier zeigen sich drei auffällige Schnittpositionen und die
Schnitte sind von a/x- und c/z-Schnitten dominiert. Im direkten Vergleich zwi-
schen Angiotensin II und Angiotensin A in Abbildung 5.7(a) und (b) gibt es
keine gravierenden Unterschiede. Die dominierenden Schnittpositionen sind die
Gleichen, während die Verteilung der Schnittarten nur minimal verändert ist; die
b/y-Fragmente sind stark unterdrückt. [Sar1]-Angiotensin II in Abbildung 5.7(c)
schließt sich mit den gleichen beobachtbaren Schnittpositionen der Reihe an. Die
Schnitte sind von a/x- und c/z-Fragmenten dominiert, mit ein paar wenigen b/y-
Schnitten. Alle drei in Abbildung 5.7 gezeigten Verteilungen, sind sich sehr ähn-
lich. Der Unterschied liegt bei diesen Peptiden ausschließlich in der ersten Ami-
nosäure. Bei Angiotensin A wurde die N-terminale Asparaginsäure (D) durch ein
Alanin (A) ersetzt. Somit besitzt Angiotensin A keinen sauren Rest, sondern eine
zusätzliche, unreaktive Methylgruppe als Rest. Das [Sar1]-Angiotensin II besitzt
ebenso eine zusätzliche Methylgruppe statt der sauren Glutaminsäure. Während
das Alanin eine Methylgruppe am α-C-Atom aufweist, hängt die Methylgruppe
des Sarkosins direkt an der endständigen Aminogruppe; vergleiche Abbildung 2.5
und Abbildungen A.1/A.2. Es zeigt sich in beiden Fällen, dass hier das Entfernen
des sauren Restes keine signifikante Auswirkung auf die Fragmentierung durch
SHI hat. Zusätzlich scheint die Position der Methylgruppe, ob am α-C-Atom
oder an der Aminogruppe, ebenso keinen Einfluss bei SHI-Bestrahlung mit sich
zu bringen. Ein solcher Schnitt zwischen einer Asparaginsäure und einem Arginin
ist aus CID-Messungen bekannt und kann im Rahmen des MPM erklärt werden,
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vergleiche Kapitel 2.4.1. Der Vergleich mit den Daten aus aufgenommenen CID-
Spektren folgt später in Kapitel 5.2.2.
Als nächstes wird der Schnitt zwischen I und H näher untersucht. Abbildung 5.8
stellt dazu die Daten für die Peptide Angiotensin II in 5.8(a), [Val5]-Angiotensin II
in 5.8(b) und [Asn1,Val5]-Angiotensin II in 5.8(c) gegenüber. Im Vergleich zum
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Abbildung 5.7: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a), Angiotensin A
in (b) und [Sar1]-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
säuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin II unterscheiden.
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Angiotensin II ist bei [Val5]-Angiotensin II das Isoleucin (I) durch Valin (V ) er-
setzt. Beide Aminosäurereste sind unreaktive Alkane, deren Austausch auf die
Fragmentierung per SHI keine Auswirkungen mit sich bringt: Der Vergleich der
experimentellen Daten in Abbildung 5.8(a) und (b) zeigt kaum Unterschiede. Es
werden die drei gleichen selektiven Schnitte beobachtet und die Zuordnung der
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Abbildung 5.8: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a), [Val5]-
Angiotensin II in (b) und [Asn1Val5]-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-
Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben.
Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Amino-
säuren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich
von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Intensität der Schnittarten (a/x und c/z) bleibt ebenfalls konstant. In Abbil-
dung 5.8(c) ist zusätzlich die Auswertung für [Asn1,Val5]-Angiotensin II gezeigt.
Neben dem Valin ist hier zusätzlich an N-terminaler Stelle statt der Asparaginsäu-
re (D) ein Asparagin (N) vorzufinden. Asparagin weist als Rest eine Alkankette
auf, die statt in einer Carboxylgruppe in einer Carbamoylgruppe endet; verglei-
che hierzu Abbildung 2.5. Die damit einhergehende Änderung des Gesamtsystems
hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Fragmentierung durch SHI.
Neben der Änderung durch das Austauschen einzelner Aminosäuren wurde auch
die Auswirkung zusätzlicher Aminosäuren an Angiotensin II untersucht. Abbil-
dung 5.9 zeigt neben Angiotensin II in 5.9(a) auch Angiotensin I in 5.9(b) und
Angiotensinogen (1-14) in 5.9(c). Angiotensin I weist im direkten Vergleich zu
Angiotensin II zwei zusätzliche Aminosäuren, Histidin (H) und Leucin (L), am
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Abbildung 5.9: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a), Angiotensin I
in (b) und Angiotensinogen (1-14) in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
säuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekenn-
zeichnet.
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C-Terminus auf. Ein Vergleich von Angiotensin II in Abbildung 5.9(a) und Angi-
otensin I in Abbildung 5.9(b), zeigt, dass in beiden Fällen die Fragmente überwie-
gend aus a/x- und c/z-Fragmenten bestehen. Die in Angiotensin II zu beobach-
tenden selektiven Schnitte sind auch bei Angiotensin I dominant (D-R, I -H und
P-F), während durch die zusätzlichen Aminosäuren auch F-H - und H -L-Schnitte
beobachtet werden. Im Vergleich von Angiotensin II in Abbildung 5.9(a) und An-
giotensinogen (1-14) in Abbildung 5.9(c) ist zu erkennen, dass insbesondere die
Schnitte in der C-terminalen Hälfte ausgeprägter auftreten. Angiotensinogen (1-
14) kann als Angiotensin I gesehen werden, das C-terminal durch ein Valin (V ),
Isoleucin (I), Histidin (H) und ein Asparagin (N) ergänzt ist. Die Schnitte des
Angiotensinogen (1-14) ähneln denen des Angiotensin I. Auffällig ist der intensive
Schnitt zwischen dem ersten I -H -Paar, der bei den weiteren Derivaten des An-
giotensin II nicht der intensitätsstärkste Bruch ist. Die zusätzliche Länge scheint
stärker zu einer statistischen Verteilung der Fragmente zu führen.
Neben längeren Angiotensin-II-Derivaten wurde auch Alamandin untersucht, das
kein terminales Phenylalanin (F) wie das Angiotensin II besitzt; die Peptidse-
quenz ist somit insgesamt um eine Aminosäure verkürzt und endet mit einem
Prolin (P). Im Vergleich zu Angiotensin II weist das Alamandin wie das Angio-
tensin A statt der Asparaginsäure (D) ein Alanin (A) auf. Abbildung 5.10 zeigt in
5.10(a) die Fragmentverteilung für Angiotensin II und in 5.10(b) für Alamandin.
Die Signalintensität der Fragmente des Alamandin sind in ihrer Verteilung stark
an die des Angiotensin II angelehnt. Alle dominanten Schnitte des Angiotensin II
sind, sofern möglich, auch bei Alamandin vertreten. Wie in Abbildung 5.7(b)
gezeigt, hat eine Änderung der ersten Aminosäure zu einem Alanin keinen Ein-
fluss auf die Selektivität der Schnitte. Das Verkürzen der Peptidsequenz auf sie-
ben Aminosäuren des Alamandin bringt ebenfalls keine Änderung der auffälligen
Schnitte mit sich. Die bei Angiotensin II dominanten Schnitte zwischen Prolin
(P) und Phenylalanin (F) bilden bei Alamandin nun die terminalen Fragmente
und lassen sich so nicht mehr dem Prolin zuordnen.
Neben den gezeigten Angiotensin-II-Derivaten wurden auch weitere, von Angi-
otensin II unabhängige Peptide untersucht. Abbildung 5.11 zeigt die normier-
ten und summierten Signalintensitäten der Fragmente von Bradykinin in Ab-
bildung 5.11(a), Substanz P in Abbildung 5.11(b) und Neurotensin in Abbil-
dung 5.11(c). Diese Peptide weisen unterschiedliche Peptidsequenzen auf, die nur
indirekt miteinander und mit anderen Peptiden vergleichbar sind. Die mit Ar-
ginin (R) versehenen Termini des Bradykinin in Abbildung 5.11(a) ermöglichen
es theoretisch immer, alle Fragmente beobachten zu können, die durch einzel-
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ne Schnitte entstanden sind. Bradykinin weist ähnlich zu Angiotensin II wenige,
aber sehr selektive Schnitte auf: Für Fragmente, die durch Schnitte zwischen dem
N-terminalen Arginin und dem nächstgelegenen Prolin (P), zwischen Phenylala-
nin (F) und Serin (S), sowie zwischen Phenylalanin (F) und dem C-terminalen
Arginin (R) entstehen, sind intensive Signale zu beobachten. Bradykinin zeigt im
Vergleich zu den Angiotensin-II-Derivaten deutlich mehr b/y-Fragment zwischen
F und S; die c/z-Fragmente machen aber dennoch den Großteil der Gesamtin-
tensität aus.
Substanz P in Abbildung 5.11(b) zeigt gegenüber Bradykinin eine deutlich niedri-
gere Selektivität in den beobachteten Schnitten. Es lassen sich kaum noch einzelne
Schnitte besonders hervorheben, die sich von den unmittelbar angrenzenden un-
terscheiden. Nur der Schnitt zwischen den zentralen Glutaminen-Einheiten (Q)
ist unterdrückt.
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Abbildung 5.10: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnit-
tintensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente
unterschiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a) und
Alamandin in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet. In orange
markiert sind die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des Angiotensin II un-
terscheiden.
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Eine ebenfalls weitgehend statistische Verteilung zeigt Neurotensin in Abbil-
dung 5.11(c): Es sind Fragmente an allen Schnittpositionen zu beobachten; leicht
erhöhte Intensitäten im Gegensatz zum direkten Umfeld lassen sich jeweils N-
terminal zu Leucin (L) erkennen. Auch die Schnitte zwischen Glutaminsäure (E)
und Asparagin (N), sowie zwischen den zentralen Argininen (R) sind erhöht.
Um den Einfluss der Peptidlänge noch weiter zu untersuchen wurde das Leu-
Enkephalin mit nur fünf Aminosäure-Einheiten, sowie Dynorphin B, das mit der
gleichen Aminosäuresequenz beginnt, gewählt. Die beobachteten Intensitäten der
Schnitte in Leu-Enkephalin und Dynorphin B werden in den Abbildungen 5.12(a)
und (b) dargestellt.
Dynorphin B (1-9) zeigt kaum b/y-Fragmente und weist zwei Arginin-Einheiten
(R) auf. Sowohl das Mutterion, als auch die Fragmente können einen basischen
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Abbildung 5.11: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Bradykinin in (a), Substanz P
in (b) und Neurotensin in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz
und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den
Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.

81



Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

Rest besitzen, der gut ionisiert werden kann und so die Detektion der Fragmente
unterstützt. Die Schnitte zwischen Tyrosin (Y ) und Glycin (G), sowie Phenylala-
nin (F) sind dominant. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Substanz P
in Abbildung 5.11. Hier konnten ebenfalls Fragmente zwischen F, G und L beob-
achtet werden. Trotz gleichem Sequenzbeginn mit den ersten fünf Aminosäuren,
lassen sich Unterschiede zwischen Leu-Enkephalin und Dynorphin B (1-9) erken-
nen, vergleiche Abbildung 5.12(a): Leu-Enkephalin besitzt keinen basischen Rest
und ist somit schlechter ionisierbar als das vergleichabre Dynorphin B. Dadurch
ist auch die Intensität des Mutterions, wie auch der Fragmente stark limitiert.
Die entstandenen Fragmente sind deshalb eventuell nicht mittels DINeC-MS zu
beobachten. Ein paar wenige beobachtete Fragmente sind allerdings nach der
SHI-Bestrahlung auf alle verfügbaren Schnittpositionen gleich verteilt. Der be-
obachtete Anteil an b/y-Fragmenten ist hier für eine mit SHI bestrahlte Probe
vergleichsweise hoch. Diese Änderung der dominierenden Fragmentarten könn-
te auf eine geringe Desorptions- und Ionisationswahrscheinlichkeit zurückgeführt
werden. Ein geringer Anteil an b/y-Fragmenten ist immer zu beobachten; sollte
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Abbildung 5.12: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnit-
tintensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente
unterschiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Leu-Enkephalin in (a) und
Dynorphin B in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosäureeinheiten

diese eine andere Ionisationseffizienz haben als andere Fragmentsorten, könnte
dies in diesem Fall zur Verschiebung der Verteilung führen.
Werden zusammenfassend SHI-induzierte Schnitte nach a/x, b/y und c/z ge-
trennt, aber über alle Positionen gemittelt aufgetragen, wird Abbildung 5.13(a)
erhalten. Jedes betrachtete Peptid trägt hier der gleichen Beitrag entsprechend
der Schnittart bei. Endständige Schnitte, die keiner echten Peptidbindung ent-
sprechen, wurden nicht mit einbezogen. Im Vergleich dazu ist die Verteilung der
Schnittintensitäten aus einem CID-Experiment in Abbildung 5.13(b) dargestellt.
Im direkten Vergleich aller entstandenen Fragmente von SHI und CID-induzierter
Fragmente sind deutliche Unterschiede zu erkennen: Bei SHI-induzierter Frag-
mentierung werden nur wenige b/y-Fragmente beobachtet (8%), während große
Signalintensitäten der a/x- und c/z-Fragmente stark beobachtet werden. Dage-
gen werden bei CID (Abbildung 5.13(b)) hauptsächlich b/y-Fragmente induziert
(61%). Ebenso ist bei CID die Fragmentierung mittels a/x-Schnitt mit 10% sehr
niedrig. c/z-Schnitte sind hingegen bei beiden Fragmentierungsarten unter al-
len Schnitten mit 30% (CID) und 31% (SHI) annähernd gleich stark vertreten.
SHI-induzierte Fragmente in Abbildung 5.13(a) resultieren in 8% b/y-Fragmente,
während die a/x-Schnitte mit 61% dominieren. Dieser deutliche Unterschied der
beobachteten Fragmentart kann auf unterschiedliche Fragmentationsmechanis-
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Abbildung 5.13: Nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren
getrennte Darstellung der Summe aller auf die Probenanzahl normierter Intensi-
täten der mittels (a) SHI- und (b) CID-induzierten Schnitte für alle betrachteten
Peptide.
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men zurückgeführt werden. In der Tat erfolgt die Fragmentierung bei Bestrahlung
mittels SHI und bei CID bei sehr unterschiedlichen Energien, sodass ein Vergleich
der Prozesse vielleicht zuerst verwundert. Allerdings legen die spezifischen Schnit-
te und die hohe Selektivität diesen Vergleich doch nahe, der in Abschnitt 5.2.2
auch für CID hinsichtlich der Schnittpositionen durch geführt werden soll.
Auch der Vergleich mit weiteren Fragmentationsmethoden zeigt keine vergleich-
bare Übereinstimmung der Schnittarten mit den bei SHI-induzierten Fragmen-
ten. Wird die Fragmentation durch die Aufnahme von Elektronen induziert (engl.:
electron-capture dissociation, kurz: ECD oder engl.: electron-transfer dissociation,
kurz: ETD), so werden, neben vereinzelten b-/y-Fragmenten, deutlich bevor-
zugt c/z-Fragmente beobachtet [225–229]: Ein zusätzlich aufgenommenes Elek-
tron befindet sich bevorzugt an Kohlenstoffen der Ketongruppen im Peptidrück-
grat [227,228]. Daraus resultiert ein Bindungsbruch zwischen dem angrenzenden
Amin und dem darauffolgenden α-Kohlenstoff und damit in einer hohen Anzahl
an c-/z-Fragmenten [228,229]. Eine Selektivität hinsichtlich der Position im Pep-
tid wurde nicht in gleichem Maße wie für SHI oder CID beobachtet [229].
Des Weiteren wurde bei rein thermischer Anregung fast ausschließlich b/y-Frag-
mente für die Peptide Angiotensin I, Angiotensin II, Bradykinin, Substanz P und
MRFA beobachtet [230, 231]. In den Spektren dieser thermisch fragmentierten
Peptide wurden b/y-Fragmente mit hoher Selektivität hinsichtlich der Position
in der Aminosäuresequenz detektiert [230,231]; beispielsweise zeigt Angiotensin II
fast ausschließlich den D-R-Schnitt als y7-Fragment und weist damit eine starke
Ähnlichkeit mit der Fragmentierung einer mittels CID fragmentierten Probe auf,
wie sie im folgenden Kapitel ausführlich diskutiert wird [231]. Damit kann auch
ein möglicher Nebeneffekt einer thermischen Anregung der Peptidfilme bei der
SHI-Bestrahlung ausgeschlossen werden, da hierbei kaum b/y-Fragmente beob-
achtet werden.
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5.2.2 Vergleich mit den Schnittpositionen bei CID-induzierter
Fragmentierung

Da sowohl CID als auch SHI-induzierte Fragmentierung eine hohe Selektivität
der spezifischen Schnitte zeigt, wurden zusätzlich zum Vergleich der Schnittarten
in Abbildung 5.13 auch bei CID die einzelnen Schnittpositionen verglichen. An
ausgewählten Beispielen werden Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen der
SHI-induzierten Fragmentierung und der kollisionsinduzierten Fragmentierung in
Bezug auf die Schnittposition und den Einfluss benachbarter Aminosäuren auf-
gezeigt. In Anhang C werden alle, mittels CID erzeugten, Daten vollständig,
einschließlich der nicht diskutierten terminalen Schnitten, gezeigt.
Ein typisches Massenspektrum einer mittels CID fragmentierten Angiotensin-II-
Probe ist in Anhang C in Abbildung C.1 dargestellt. Abbildung 5.14(b) zeigt die
daraus identifizierten Fragmente und Abbildung 5.14(a) zeigt im Vergleich die
Schnittintensitäten einer Angiotensin-II-Probe, die mittels SHI bestrahlt wur-
de. Deutlich erkennbar ist bei CID die Dominanz der dunkelblau dargestellten
b/y-Fragmente gegenüber den anderen Schnittarten. Der Schnitt zwischen der
Asparaginsäure (D) und Arginin (R) dominiert stark, ebenso der im MPM er-
wartete Schnitt zwischen Histidin (H) und Prolin (P). Durch das Verändern der
Aminosäuresequenz des Angiotensin II lassen sich die Schnitte manipulieren. An-
giotensin A in Abbildung 5.14(c) und (d) weist statt einer Asparaginsäure (D)
eine Aminosäure ohne funktionellen Rest am N-Terminus auf; der saure Rest
der Aminosäure wurde durch eine Methylgruppe am α-C-Atom ersetzt. Da der
N-terminale Schnitt von Arginin durch das Entfernen der Asparaginsäure im
CID-Spektrum nicht mehr beobachtet werden kann, kann der selektive Schnitt
an dieser Position einer Interaktion der sauren Asparaginsäure mit Arginin zuge-
ordnet werden. Alle weiteren Schnitte unterscheiden sich zwischen Angiotensin II
in Abbildung 5.14(a) und (b) und Angiotensin A in Abbildung 5.14(c) und (d)
kaum. Das gleiche Verhalten kann für [Sar1]-Angiotensin II, [Val5]-Angiotensin II
und [Asn1,Val5]-Angiotensin II beobachtet werden (vergleiche Abbildung C.2 und
C.3); der Austausch der sauren Aminosäure zu einer Aminosäure neutralem Cha-
rakters führt dazu, dass der Schnitt bei Arginin im CID nicht mehr zu beobachten
ist. Darüber hinaus hat auch die Länge des Angiotensin-II-Derivats keinen merk-
lichen Einfluss auf die Fragmentierung an dieser Position (Abbildung C.4 und
C.5).
Die Analyse der mittels SHI-Bestrahlung induzierten Fragmente in Kapitel 5.2.1
hat gezeigt, dass bei Angiotensin-II-Derivaten die saure Asparaginsäure nicht für

85



Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

D  R  V  Y  I  H  P  F0

5

1 0 A n g i o t e n s i n  I IC I D
( b )

A R V Y I H P F0

1

2

No
rm

. s
ign

al 
[a.

u.]

A n g i o t e n s i n  AS H I
( c )

A R V Y I H P F0 . 0

2 . 5

5 . 0 A n g i o t e n s i n  AC I D
( d )

D  R  V  Y  I  H  P  F0 . 0

0 . 5

1 . 0
 a / x
 b / y
 c / z

A n g i o t e n s i n  I IS H I
( a )

x 1 0 6

Abbildung 5.14: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels SHI ((a)/(c)) und CID ((b)/(d)), die entsprechenden Schnitten zugeordnet
werden können. Es werden die Daten aus DINeC-Spektren für Angiotensin II in
(a) und (b), sowie für Angiotensin A in (c) und (d) gezeigt. Auf der x-Achse ist
die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die In-
tensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren
farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von
der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosäureeinheiten

den intensiv beobachteten Schnitt zwischen Asparaginsäure und Arginin verant-
wortlich ist, da auch bei Austausch der Asparaginsäure dieser Schnitt dominant
ist (vergleiche Abbildung 5.14(a) und (c)). Bei CID hingegen lässt sich eine kla-
re Abhängigkeit des Schnittes zwischen Asparaginsäure und Arginin beobachten.
Dies kann im Rahmen des MPM darauf zurückgeführt werden, dass das Pro-
ton der Asparaginsäure im Peptid delokalisiert werden kann. Der verbliebene
Asparaginsäure-Rest kann dann durch einen nucleophilen Angriff am Peptidrück-
grat zu den beobachteten b/y-Fragmente führen [124]. Trotz der beobachteten
Ähnlichkeiten hinsichtlich spezifischer und selektiver Schnitte bei SHI und CID
scheinen die zugrundeliegenden Anregungsmechanismen demnach doch deutlich
unterschiedlich zu sein.
Dies wird auch beim Vergleich der Peptide, die nicht den Angiotensin-II-Derivaten
zugeordnet werden, deutlich: Bradykinin nach CID (5.15(b)) weist zwischen dem
N-terminalen Arginin (R) und Prolin (P) einen spezifischen Schnitt mit hoher
Intensität auf. Dieser passt zum Prolin-Effekt, der sich aus der hohen Protonen-
affinität des Prolin-Amids ergibt [155, 169]. Umgekehrt wurde beobachtet, dass
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Abbildung 5.15: Darstellung der Schnittintensitäten von Bradykinin nach Frag-
mentierung mittels SHI (a) und CID (b), die entsprechenden Schnitten zugeordnet
werden können. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittpo-
sition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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Sequenzen mit zwei aufeinanderfolgenden Prolin-Einheiten den Schnitt zwischen
den Prolin-Einheiten unterdrücken können [168]. Diese veröffentlichte Beobach-
tung kann auch hier an den Daten des Bradykinin bestätigt werden. Ein direkter
Vergleich mit den Daten aus mit SHI bestrahlter Proben zeigt deutliche Unter-
schiede. Die Schnitte zwischen Phenylalanin (F) und Serin (S) sowie Phenylalanin
(F) und Arginin (R) sind bei CID nicht zu beobachten, vergleiche Abbildung 5.15.
Bei CID beobachtete Schnitte von Substanz P und Neurotensin weisen gegenüber
der SHI-induzierten Fragmentierung ebenfalls deutliche Unterschiede in der Ver-
teilung der Schnittart auf, auch wenn die Selektivität in beiden Fällen reduziert
ist, vergleiche Abbildung 5.16, C.6 und C.7.
Abschließend lässt sich also zusammenfassen, dass trotz einiger auf den ersten
Blick überraschenden Ähnlichkeiten in der Selektivität der Schnitte in SHI und
CID den beiden Fragmentierungsarten höchstwahrscheinlich sehr unterschiedliche
Prozesse zugrunde liegen. Dies wird durch die Art der beobachteten Schnitte
(a/x, b/y, c/z) weiter unterstützt, die für CID und SHI sehr unterschiedlich ist
(Abbildung 5.13). Eine mögliche Erklärung für die bisherigen Beobachtung ist,
dass mittels SHI höher aktivierte Prozesse mit a/x- und c/z-Schnitten adressiert
werden können, die dennoch, zum Beispiel aufgrund der Struktur des Peptids,
eine hohe Selektivität aufweisen.
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Abbildung 5.16: Darstellung der Schnittintensitäten von Neurotensin nach
Fragmentierung mittels SHI (a) und CID (b), die entsprechenden Schnitten zu-
geordnet werden können. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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5.2.3 Fragmentierung in Abhängigkeit der Ionenart

Auch die Primärionen selbst, insbesondere durch den unterschiedlichen Energie-
verlust im Bragg-Peak, könnten einen Einfluss auf das Fragmentationsverhalten
der Peptide haben. Um dies zu untersuchen, wurde Angiotensin II mit drei ver-
schiedenen Ionenarten bestrahlt: In Abbildung 5.17 werden die Fragmentintensi-
täten für Proben, die mit 197Au26+ in (a), 48Ca10+ in (b) und 56Fe3+ in (c) bestrahlt
wurden, gezeigt. Die wichtigen Parameter, insbesondere auch der Energieverlust
im Gleichgewichtsladungszustand, sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Die Wer-
te für dE/dx in Tabelle 3.2 wurden mit dem SRIM-2013 Softwarepaket simuliert
und beziehen sich auf ein Material mit einer Zusammensetzung, die dem Peptid
Angiotensin II entspricht [78,79], vergleiche Kapitel 2.2. Die durch 197Au26+- und
48Ca10+-Ionen induzierten Fragmente ähneln sich stark; die häufigsten Fragment-
schnitte sind in ihrer Position in der Peptidsequenz identisch. Bei der Bestrahlung
mit 48Ca10+-Ionen sind etwas mehr b/y-Fragmente zu beobachten; dennoch sind
wie auch bei der Bestrahlung mit 197Au26+-Ionen die c/z- und a/x-Fragmente do-
minierend. Durch die Bestrahlung mit 48Ca10+-Ionen sind die Schnitte, welche bei
den mit 197Au26+-Ionen bestrahlten Proben stark unterdrückt sind, etwas stär-
ker zu beobachten; die Schnitte bei R-V und H -P werden im Vergleich zu den
anderen Schnitten intensiver. Die Unterschiede sind insgesamt aber gering. Dies
weist auf einen gleichen Anregungsmechanismus bei der Bestrahlung mit diesen
zwei Ionensorten hin. Diesen Ergebnissen steht die Bestrahlung mit 56Fe3+-Ionen
gegenüber. Hier ist ein intensiver Schnitt zwischen Valin (V ) und Tyrosin (Y ) zu
erkennen. Dieser Schnitt ist bei keiner anderen Betrachtung intensiv aufgetreten,
wenn er überhaupt zu beobachten war. Der sonst typische I -H -Schnitt wiederum
ist in dieser Betrachtung relativ klein und scheint unterdrückt. Die Bestrahlung
mit 56Fe3+-Ionen fällt aus dem sonst bekannten Muster bei Angiotensin-II-Proben
heraus. Für alle drei untersuchten Ionenarten gilt, dass ihr Ladungszustand beim
Auftreffen auf die Probenoberfläche vergleichsweise weit vom ihrem Gleichge-
wichtsladungszustand in Materie entfernt ist und sich ihr Ladungszustand im
weiteren Verlauf noch erhöht. Allerdings beträgt die Peptidfilmdicken, die bei der
Messung mittels DINeC-MS nach der Ionenbestrahlung abgetragen werden, nur
ungefähr 2 nm [42]. Simulationen mit dem Programm ETACHA4 für einen 2 nm
dicken Kohlenstofffilm haben ergeben, dass für 197Au26+- und 48Ca10+-Ionen die
Ladungszustände um maximal ∆q = +2 erhöht auftreten, der Großteil der Gold-
und Calcium-Ionen behält auf dieser Strecke den ursprünglichen Ladungszustand
bei [232,233]. 56Fe3+-Ionen hingegen zeigen eine breitere Ladungsverteilung nach
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dem Durchlaufen der Testschicht von 2 nm Dicke, die sich bei einer Durchschnitts-
ladung von 4+ bis zum Ladungszustand 8+ erstreckt. Es kommt also zu einer
verstärkten Umladung der 56Fe3+-Ionen, die eventuell die Fragmentierung beein-
flussen könnte.
Die Bestrahlung mit 56Fe3+-Ionen hat sich gegenüber anderer Primärionen aber
auch insbesondere in der Handhabung als schwieriger erwiesen: Nach der Ionen-
bestrahlung, wurde eine erhöhte Restaktivität der Probenhalter beobachtet. Zu-

D  R  V  Y  I  H  P  F0 . 0

0 . 5

1 . 0 A n g i o t e n s i n  I I
1 9 7 A u 2 6 + ,  9 4 6  M e V

 a / x
 b / y
 c / z

x 1 0 6

S H I
( a )

D  R  V  Y  I  H  P  F0 . 0

0 . 1
0 . 4 5

No
rm

. s
ign

al 
[a.

u.] A n g i o t e n s i n  I I
4 8 C a 1 0 + ,  1 9 2  M e V

S H I
( b )

D  R  V  Y  I  H  P  F0 . 0

0 . 5

1 . 0
2 . 9 A n g i o t e n s i n  I I

5 6 F e 3 + ,  6 3 6  M e V
S H I
( c )

Abbildung 5.17: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnit-
tintensitäten von Angiotensin II, die mittels SHI induzierter und DINeC-MS
nach SHI Bestrahlung beobachtet wurden. Die untersuchten Primärionen sind:
(a) 197Au26+ (4,8 MeV/u, 946 MeV), (b) 48Ca10+ (4,8 MeV/u, 192 MeV), (c)
56Fe3+ (11,4 MeV/u, 636 MeV). Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und
die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnit-
ten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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sätzlich zur kontrollierten Bestrahlung mit SHI-Ionen waren diese Proben somit
noch einer zusätzlichen, unkontrollierten Dosis an γ- und β-Strahlung ausgesetzt.
Trotz der unkontrollierten Bestrahlung wurden diese Daten an dieser Stelle in die
Auswertung mit aufgenommen.
Abbildung 5.18 zeigt die Wirkungsquerschnitte der Peptide Bradykinin, Neuro-
tensin und Angiotensin II für Bestrahlungen mit 48Ca10+- und 197Au26+-Ionen
(vergleiche Abbildung 5.4).
Die Wirkungsquerschnitte wurden der kinetischen Energie der verwendeten Io-
nenart zugeordnet und doppelt logarithmisch aufgetragen. Für jedes Peptid er-
geben sich somit zwei Datenpunkte, deren Verhältnis durch die Steigung der
Geraden, die sie verbindet, repräsentieren lässt. Es fällt auf, dass die Geraden für
alle drei Peptide eine ähnliche Steigung aufweisen. Dies zeigt, dass die Wirkungs-
querschnitte unterschiedlicher Peptide mit dem Energieverlust des Primärions
vergleichbar skalieren. Dies legt einen vergleichbaren Anregungsmechanismus für
alle drei Peptide bei SHI-Bestrahlung nahe.
Formuliert man die Parameter der Geraden aus der doppelt-logarithmisch Auf-
tragung in eine Potenzfunktion der Form σ = a · (dE/dx)n um, so ergibt sich
für die betrachteten Peptide n = 0, 55 − 0, 58. Ein Vergleich der für Glycin
experimentell bestimmten Steigung der Wirkungsquerschnitte zu Energieverlust
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Abbildung 5.18: Wirkungsquerschnitte der SHI-induzierten Fragmentierung
dreier Peptide in Abhängigkeit des Energieverlustes der entsprechenden Primärio-
nen. Die Datenpunkte wurden zusätzlich mit einer Geraden verbunden. Die glei-
che Steigung der Geraden deutet auf den gleichen Anregungsmechanismus durch
SHI-Bestrahlung in den unterschiedlichen Peptiden hin.
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(nGly ≈ 0, 5) zeigt, dass sowohl einzelne Aminosäuren, als auch Aminosäurese-
quenzen vergleichbar auf eine Änderung des Energieverlustes des einfallenden Ions
reagieren [234]. Für 56Fe3+ liegt nur für Bradykinin ein auswertbarer Datensatz
vor. Der dabei ermittelte Wirkungsquerschnitt ist bei vergleichbarem Energiever-
lust deutlich höher als für 48Ca10+, was ebenfalls für einen abweichenden Prozess
im Falle der 56Fe3+-Ionen spricht.

5.2.4 Folge- und Nebenreaktionen nach MeV-Ionen-Beschuss

Bei der Analyse der Fragmente in Spektren von Proben, die mit MeV-Ionen be-
strahlt wurden, sind in einzelnen Fällen spezifische Fragmente mit einer Massen-
differenz von ∆(m/z) = +2 bezüglich der erwarteten Fragmente beobachtet wor-
den. Abbildung 5.19 zeigt Massenspektren von Angiotensin II und Bradykinin, in
denen solche zusätzliche Fragmente zu erkennen sind. Bei beiden Peptiden sind
Peaks spezifischen Fragmenten zuzuordnen, die genau der nominellen Masse die-
ser Fragmente entsprechen. Ebenso treten vereinzelt Peaks auf, die der nominellen
Masse von spezifischen Fragmenten ∆(m/z) = +2 entsprechen. Diese zusätzliche
Masse wird einer zweifachen Aufnahme von Wasserstoffatomen zugeordnet. Als
Beispiel sind die Isotopenmuster für das b6-Fragment von Angiotentin II in Ab-
bildung 5.19(b) und das b8-Fragment von Bradykinin in Abbildung 5.19(d) zu-
sammen mit der entsprechenden Simulation des Fragmentmusters dargestellt. Bei
Angiotensin II in Abbildung 5.19(b) ist keine Weiterreaktion des b6-Fragments
zu erkennen. Die b8-Fragmente des Bradykinin in Abbildung 5.19(d) hingegen
können sowohl weiterreagiert, als auch ohne Weiterreaktion beobachtet werden.
Diese b-Fragmente werden zwar in SHI-bestrahlten Proben nur in geringem Maße
beobachtet, sind aber aktuell in der Literatur am besten beschrieben. Eine mög-
liche Abreaktion eines b-Fragments ist ein intramolekularer Ringschluss, bei dem
aus einem Acyliumion ein Oxazoloniumion gebildet wird [235]; hierbei würde sich
die Masse des Moleküls nicht ändern. Erfolgt die Weiterreaktion allerdings durch
die Aufnahme von zwei Wasserstoffen, so erhöht sich die Masse des abgesättigten
Acyliumions um ∆(m/z) = +2. Es kann also offensichtlich zu unterschiedlichen
Weiterreaktionen, selbst in ein und demselben Peptid kommen. Aus den bisheri-
gen Experimenten ist nicht klar, welche Parameter die eine oder andere Reaktion
bevorzugt. Da die Proben nach der Bestrahlung mit MeV-Ionen an Atmosphäre
transportiert wurden, kann es sein, dass auch im Kontakt mit Atmosphäre eine
Weiterreaktion initiiert wurde.
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Da die Fragmente und ihre mit Wasserstoffen weiterreagierten Spezien dem glei-
chen Schnitt zugeordnet werden können, wurden die Fragmentintensitäten dieser
für die Analyse in dieser Arbeit aufsummiert.

5.2.5 Weiterführende Experimente mit ausgewählten Ami-
nosäuresequenzen

Für eine Weiterführung der Untersuchung der durch MeV-Ionen induzierten Frag-
mentation sollen an dieser Stelle vielversprechende Aminosäuresequenzen vor-
gestellt werden. Die Analyse der Derivate von Angiotensin II hat gezeigt, dass
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Abbildung 5.19: (a) Spektrum einer mit Goldionen (946 MeV) bestrahlten
Angiotensin-II-Probe. Die spezifischen Fragmente wurden entsprechend ihrer Zu-
ordnung benannt. Fragmente, die durch zwei Schnitte entstanden sind, wurden
entsprechend der zwei Schnittpositionen im Ausgangsmolekül bezeichnet. Das
doppelt protonierte Monomer [M+2H]+ ist ebenfalls zu beobachten. Das Isoto-
penmuster des Fragments b6 (fett) ist in (b) vergrößert dargestellt. (b) Isotopen-
muster des b6-Fragments aus (a). (c) Spektrum einer mit Goldionen (946 MeV)
bestrahlten Bradykinin-Probe. Die spezifischen Fragmente wurden entsprechend
ihrer Zuordnung benannt. Das Fragment b8/b8+2H (fett) ist in (d) vergrößert
dargestellt. (d) Isotopenmuster des b8-Fragments mit und ohne zusätzlicher Was-
serstoffe. Der Vergleich zwischen Angiotensin II und Bradykinin zeigt unterschied-
liche Möglichkeiten der Folgereaktionen von b-Fragmenten.
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Tabelle 5.1: Auflistung möglicher Angiotensin-II-ähnlicher Peptide, die zur wei-
teren systematischen Untersuchung des Einflusses einer Aminosäure auf die be-
nachbarten Schnitte vorteilhaft wären. Erweiterungen, die nicht im ursprüngli-
chen Angiotensin II vorhanden sind, sind grün gekennzeichnet, vertauschte Ami-
nosäuren sind rot eingefärbt und in blau werden einzelne ausgetauschte Amino-
säuren markiert. Die Aminosäuren sind im Ein-Buchstaben-Code notiert.

Trivialname: Aminosäuresequenz: Analyse-Ziel:

Angiotensin II DRVYIHPF Ausgangspeptid

[Ile2]-Angiotensin II DIVYIHPF Abhängigkeit von R

[Val2, Arg3]-Angiotensin II DVRYVHPF Abhängigkeit von R-V

Ile-Angiotensin-II-Ile IDRVYIHPFI Terminale Schnitte

[Ile6]-Angiotensin II DRVYIIPF Abhängigkeit von H

[Ile7]-Angiotensin II DRVYIHIF Abhängigkeit von P

[Ile8]-Angiotensin II DRVYIHPI Abhängigkeit von F

eine MeV-ioneninduzierte Fragmentierung N-terminal des Arginins hoch selek-
tiv ist; vergleiche hierzu insbesondere Abbildung 5.7, 5.8 und 5.10. Mit weiteren
Angiotensin-II-Derivaten könnte der Einfluss der Protonenaffinität des basischen
Arginins auf die beobachteten Schnitte untersucht werden. Eine leichte Ände-
rung der Peptidsequenz, beispielsweise durch Vertauschen des Valins und des
Arginins, könnte Informationen darüber geben, ob der Schnitt durch das Arginin
geleitet wird, vergleiche Tabelle 5.1. Aber auch andere markante Schnittpositio-
nen könnten durch systematisches Ersetzen einzelner benachbarter Aminosäuren
mit einer bezüglich der Fragmentierung vermeintlich inerten Aminosäure unter-
sucht werden, beispielsweise durch Isoleucin- (I) oder aber auch Valin-Einheiten
(V ). Ebenso könnten die terminalen Schnitte durch vor- und nachgestellte Ami-
nosäuren um das Angiotensin II herum, wie zum Beispiel Ile-Angiotensin-II-Ile
untersucht werden (vergleiche Tabelle 5.1).
Durch eine Cyclisierung des Angiotensin II könnte weiterhin getestet werden,
ob es Einflüsse durch die Termini selbst und den Abstand von Aminosäuren zu
den jeweiligen Termini gibt. Zusätzlich zu den Angiotensin-II-ähnlichen Peptiden
wären auch Peptide interessant, deren Komplexität sich auf ein bis zwei Amino-
säurearten beschränkt. Darüber hinaus könnten auch Peptide mit in die Analyse
einbezogen werden, die eine feste lokalisierte Ladung mit sich bringen und bereits
in der Erstellung des MPM eine wichtige Rolle gespielt haben und entsprechend
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gut in der Literatur vertreten sind, wie das ϕ3P+CH2C(O)-LDIFSDF [160]; das
ϕ3 steht an dieser Stelle für tris(2,4,6-trimethoxyphenyl), welches in Kombinati-
on mit dem Phosphor eine einzelne Ladung darstellt, sodass keine Protonierung
notwendig ist. Der direkte Vergleich der Fragmente zwischen CID-Spektren und
Spektren von mit SHI bestrahlten Proben dieser Moleküle würde weitere Einbli-
cke in die unterschiedlichen Anregungsmechanismen geben.

5.3 Spezifische Fragmentierung nach keV-Ionen-
Beschuss

Die Bestrahlung von Peptiden mit Ionen im MeV-Bereich zeigen im Gegensatz zu
keV-Ionen spezifische und selektive Fragmentierung. Für ein besseres Verständnis
der Unterscheide und Gemeinsamkeiten wurden die beobachteten, spezifischen
Fragmente nach keV-Ionen-Beschuss detaillierter untersucht. In Abbildung 5.20
sind die Intensitäten der spezifischen Fragmente für Angiotensin II gezeigt, die
aus Proben stammen, die mit keV-Primärionen bestrahlt wurden. Für die Be-
strahlung der in Abbildung 5.20(a) gezeigten Proben wurden Bi+-Ionen mit einer
kinetischen Energie von 25 keV verwendet. Es lässt sich erkennen, dass fast alle
möglichen Schnitte mit ähnlicher Intensität beobachtet werden. Nur die Schnitte
zwischen Arginin (R) und Valin (V ) sowie Histidin (H) und Prolin (P) schei-
nen unterdrückt zu sein. Ähnlich verhalten sich die beobachteten Schnitte in den
mit Bi+3 -Ionen (25 keV) bestrahlten Proben in Abbildung 5.20(b). Im Vergleich
zu den Schnitten in Abbildung 5.20(a) ist die Intensität des H -P-Schnittes zum
stärksten Schnitt in der Darstellung geworden und der P-F-Schnitt scheint un-
terdrückt zu sein. Sowohl bei den mit Bi+- wie auch mit Bi+3 -Ionen bestrahlten
Proben ist eine relativ breite Verteilung der Fragmente zu beobachten: Fast alle
Positionen weisen Fragmente auf und die Fragmentart scheint homogen verteilt.
In Abbildung 5.20(c) sind die Intensitäten der Fragmente des mit Ar+

1000-Ionen be-
strahlten Proben dargestellt. Diese erinnern stark an die Intensitätsverteilung der
Fragmente von Angiotensin II, die durch CID erzeugt wurden; vergleiche hierzu
Abbildung 5.14. Der D-R-Schnitt ist dominant und es ist eine Häufung um den
H -P-Schnitt erkennbar. Zusätzlich sind die erzeugten Fragmente zum Großteil
b/y-Fragmente. Diese Ähnlichkeit zu CID-induzierten Fragmenten könnte sich
auf die Größe des Primärions und die damit für diese Schnitte verantwortliche
Anregung zurückführen lassen: Bei 1000 Gasatomen im Cluster mit einer kineti-
schen Gesamtenergie von 20 keV entspricht dies einer Energiedichte von 20 eV pro
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Argon-Atom. Im Stoß kommt es zu einer starken Umverteilung der Energie im
Cluster und es entstehen Zonen höherer Temperatur, in denen die Wechselwirkung
des Clusters mit den Probenmolekülen im Wesentlichen durch ein Aufheizen der
Probe beschrieben werden können [236,237]. Aus diesen Zonen stammen eventuell
die beobachteten CID-ähnlichen Fragmente. Grundsätzlich ist eine solche starke
Abhängigkeit von der Primärionenart für ToF-SIMS-Messungen bekannt [58]. Die
beobachtete Ähnlichkeit der Verteilung nach Beschuss mit Ar+

1000-Clustern und
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Abbildung 5.20: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten von Angiotensin II, die mittels SHI induzierter und DINeC-MS nach
SHI Bestrahlung beobachtet wurden. Die Primärionen waren: (a) Bi+ (25 keV),
(b) Bi+3 (25 keV) und (c) Ar+

1000 (20 keV). Auf der x-Achse ist die Aminosäurese-
quenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach
den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeich-
net.
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CID könnte durch Experimente unter Austausch einzelner Aminosäure-Einheiten,
vergleichbar zu den in Kapitel 5.2.1 und 5.2.2 beschriebenen Experimenten, eben-
falls weiter untersucht werden.
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Anhang A:
Strukturformeln der untersuchten Peptide

(a) Angiotensin II, DRVYIHPF

Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe

(b) Angiotensinogen (1-14), DRVYIHPFHLVIHN

Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Leu - Val - Ile - His - Asn

(c) Angiotensin I, DRVYIHPFHL

Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Leu

(d) Angiotensin A, ARVYIHPF

Ala - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe

Abbildung A.1: Strukturformel und Benennung der verwendeten Peptide (in
Ein- und Dreibuchstabencode). (a) Angiotensin II, (b) Angiotensinogen (1-14),
(c) Angiotensin I und (d) Angiotensin A. Der Einbuchstabencode der Aminosäu-
reeinheiten in der Aminosäuresequenz, die sich von der Sequenz des Ausgangs-
moleküls Angiotensin II unterscheiden, sind unterstrichen.

xxv



(a) Alamandin, ARVYIHP

Ala - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro

(b) [Sar1]-Angiotensin II, SarRVYIHPF

Sar - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe

(c) [Val5]-Angiotensin II, DRVYVHPF

Asp - Arg - Val - Tyr - Val - His - Pro - Phe

(d) [Asn1, Val5]-Angiotensin II, NRVYVHPF

Asn - Arg - Val - Tyr - Val - His - Pro - Phe

Abbildung A.2: Strukturformel und Benennung der verwendeten Peptide (in
Ein- und Dreibuchstabencode). (a) Alamandin, (b) [Sar1]-Angiotensin II, (c)
[Val5]-Angiotensin II und (d) [Asn1,Val5]-Angiotensin II. Der Einbuchstabencode
der Aminosäureeinheiten in der Aminosäuresequenz, die sich von der Sequenz des
Ausgangsmoleküls Angiotensin II unterscheiden, sind unterstrichen.
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(a) Substanz P, RPKPQQFFGLM

Arg - Pro - Lysl - Pro - Gln - Gln - Phe - Phe - Gly - Leu - Met

(b) Leu-Enkephalin, YGGFL

Tyr - Gly - Gly - Phe - Leu

(c) Dynorphin B, YGGFLRRQF

Tyr - Gly - Gly - Phe - Leu - Arg - Arg - Gln - Phe

(d) Bradykinin, RPPGFSPFR

Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - Arg

(e) Neurotensin, pELYENKPRRPYIL

pGlu - Leu - Tyr - Glu - Asn - Lys - Pro - Arg - Arg - Pro - Tyr - Ile - Leu

Abbildung A.3: Strukturformel und Benennung der verwendeten Peptide (in
Ein- und Dreibuchstabencode). (a) Substanz P, (b) Leu-Enkephalin, (c) Dynor-
phin B, (d) Bradykinin und (e) Neurotensin.
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Anhang B:
Fragmentverteilungen mittels SHI bestrahlter Pep-
tide
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Abbildung B.1: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a), Angiotensin A
in (b) und [Sar1]-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
säuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung B.2: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a), [Val5]-
Angiotensin II in (b) und [Asn1Val5]-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-
Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben.
Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Amino-
säuren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich
von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung B.3: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a), Angiotensin I
in (b) und Angiotensinogen (1-14) in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
säuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung B.4: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a) und Alaman-
din in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittpo-
sition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind
die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung B.5: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Bradykinin in (a), Substanz P
in (b) und Neurotensin in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz
und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den
Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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Abbildung B.6: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten für Leu-Enkephalin in (a) und Dynor-
phin B in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnitt-
position im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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Anhang C:
Spektrum und Fragmentverteilungen mittels CID
fragmentierter Proben
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Abbildung C.1: (a) Spektrum des protonierten und isolierten (∆(m/z) = 1, 0)
Angiotensin II bei m/z = 1046, 5. (b) kollisionsinduzierte Fragmentierung bei
einer Anregungsamplitude von 0,75 V. Die entstandenen Fragmente sind entspre-
chend ihrer Schnitte benannt und wurden in die Strukturformel entsprechend
ihrer Zuordnung eingezeichnet. Die größte Signalintensität ist bei dem spezifi-
schen Fragment y7 (m/z = 931, 5) zu beobachten.
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Abbildung C.2: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels SHI (a) und CID (b)-(d), die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden
können. Es werden die Daten für Angiotensin II in (a) und (b), Angiotensin A
in (c) und [Sar1]-Angiotensin II in (d) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
säuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.3: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden können. Es werden
die Daten für Angiotensin II in (a), [Val5]-Angiotensin II in (b) und [Asn1Val5]-
Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet. In orange
markiert sind die Aminosäuren, die sich von der Sequenz des Angiotensin II un-
terscheiden.
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Abbildung C.4: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden können. Es werden die
Daten für Angiotensin II in (a) und Alamandin in (b) gezeigt. Auf der x-Achse
ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die In-
tensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren
farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von
der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.5: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden können. Es werden die
Daten für Angiotensin II in (a), Angiotensin I in (b) und Angiotensinogen (1-14)
in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition
im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z)
zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die
Aminosäuren, die sich von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.6: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden können. Es werden die
Daten für Bradykinin in (a), Substanz P in (b) und Neurotensin in (c) gezeigt.
Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid an-
gegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei
Aminosäuren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren,
die sich von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.7: Darstellung der Schnittintensitäten von Substanz P nach Frag-
mentierung mittels SHI (a) und CID (b), die entsprechenden Schnitten zugeordnet
werden können. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnittpo-
sition im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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Abbildung C.8: Darstellung der Schnittintensitäten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden können. Es werden die
Daten für Leu-Enkephalin in (a) und Dynorphin B in (b) gezeigt. Auf der x-Achse
ist die Aminosäuresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die In-
tensitäten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren
farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosäuren, die sich von
der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Anhang D:
Fragmentierung in Abhängigkeit der SHI-Fluenz

Neben dem Einfluss der einzelnen Aminosäuren auf die Fragmentierung können
auch die Eigenschaften der Anregung, beispielsweise durch die Ionenspezies und
der damit verbundene Energieverlust selbst, untersucht werden. Ein weiterer Pa-
rameter ist die Fluenz, mit der die Peptidproben bestrahlt wurden. Je nach Fluenz
werden Fragmente, die mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit entstehen, unter-
schiedlich stark gewichtet. In Kapitel 5.1 konnte gezeigt werden, dass der Fluss
auf die Fragmentierung des Mutterpeaks keinen Einfluss zu haben scheint. Da-
her wird dieser nicht als verfügbarer Parameter behandelt. Die Fluenz hingegen
zeigt einen starken Einfluss auf die Fragmentation, wie in zuvor in Abbildung 5.4
gezeigt.
In Abbildung D.1 sind die Fragmentintensitäten für Angiotensin II bei drei unter-
schiedlichen Fluenzen einer Bestrahlung mit Gold-Ionen (197Au26+, 4,8 MeV/u)
dargestellt. Erkennbare Schnitte sind, wie bei Angiotensin II bekannt, an drei
Positionen sehr ausgeprägt: Zwischen der Asparaginsäure (D) und Arginin (R),
zwischen Isoleucin (I) und Histidin (H), sowie zwischen Prolin (P) und Phenyl-
alanin (F). Diese Schnitte sind bei 1 × 1011 Ionen/cm2 in Abbildung D.1(a) und
3 × 1011 Ionen/cm2 in Abbildung D.1(b) ähnlich. Für 1 × 1012 Ionen/cm2 in Ab-
bildung D.1(c) hingegen kann beobachtet werden, dass der Prolin-Phenylalanin-
Schnitt deutlich unterdrückt wird. Dies könnte an der hohen Fluenz liegen, da
hier hauptsächlich a7/c7-Fragmente detektiert werden, die bei der Fluenz selbst
weiter fragmentiert werden könnten. Gleiches auch für die anderen Fragmente
der in Abbildung D.1(c) dargestellten Proben. Die allgemein niedrige Intensität
lässt sich auf die hohe Fluenz zurückführen, die in den entstandenen Fragmenten
weitere Dissoziationen herbeiführen könnte. Dennoch lässt sich bei allen Proben
mit unterschiedlichen Fluenzen beobachten, dass die Schnitte an den gleichen
Positionen auftreten. Auf die Selektivität der Fragmentation scheint die Fluenz
keinen Einfluss zu haben.
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Abbildung D.1: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitäten von Angiotensin II, die mittels SHI induzierter und DINeC-MS nach
SHI Bestrahlung beobachtet wurden. Die untersuchten Fluenzen von 197Au26+

(4,8 MeV/u) sind: (a) 1 × 1011 Ionen/cm2, (b) 3 × 1011 Ionen/cm2 und (c)
1 × 1012 Ionen/cm2. Auf der x-Achse ist die Aminosäuresequenz und die Schnitt-
position im Peptid angegeben. Die Intensitäten sind nach den Schnitten (a/x,
b/y, c/z) zwischen zwei Aminosäuren farblich gekennzeichnet.
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