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Zusammenfassung

In dieser Doktorarbeit wurde die Desorption/lonisation mittels neutraler Cluster
(engl.: Desorption/Ionisation induced by Neutral Cluster, kurz: DINeC) genutzt,
um organische Molekiile hinsichtlich ihres Fragmentationsverhaltens, insbesonde-
re unter lonenbeschuss, massenspektrometrisch zu untersuchen. DINeC in Kombi-
nation mit der Massenspektrometrie (MS) hat sich als fragmentierungsarme und
effiziente Methode zur Analyse organischer Molekiile bewiesen: Die bei DINeC
verwendeten neutralen SO,-Cluster desorbieren den Analyten ohne eine Frag-
mentierung zu induzieren. Gleichzeitig konnen diese die Ionisation des Analyten
durch Protonierung und Elektronenabstraktion unterstiitzen. Uber die Untersu-
chung des Fragmentationsverhaltens hinaus wurden in dieser Arbeit deshalb auch
die bei DINeC aktiven lonisationsprozesse nédher untersucht.

So wurde bei Cluster-Beschuss das lonisationsverhalten zweier Komplexarten, der
Porphyrine und Ir(ppy)s, untersucht: Es konnte beobachtet werden, dass Porphy-
rine in Abhéngigkeit der Besetzung des Komplexzentrums unterschiedliche Ioni-
sationsmechanismen zeigen. Die Konstitution der Porphyrin-Reste in Kombina-
tion mit dem Vorhandensein eines zentralen Metall-Tons fithren zu Unterschieden
im Ionisationsverhalten der einzelnen Porphyrine. Daneben haben DINeC-MS-
Messungen des in organische Leuchtdioden (engl.: organic light-emitting diode,
kurz: OLED) verwendeten Molekiils Ir(ppy)s einen Ubergang des dominanten
[onisationsmechanismus von Protonierung zur Elektronenabstraktion im Laufe
einer Messung gezeigt. An diesem Komplex wurde weiterhin gezeigt, dass der
Ionisationsmechanismus vom bei der Probenpraparation verwendeten Losungs-
mittel und damit von der Probenmorphologie beeinflusst wird. Ferner wurde be-
obachtet, dass sich in Mischungen von Ir(ppy)s mit anderen OLED-Materialen
die Desorptions-/lonisationseffizienz nicht proportional zu den Mischungsanteilen
verhélt; das Messsignal von Ir(ppy)s wird in diesen Mischungen tiberproportional

unterdriickt, 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 Bindungsbriichen
ausschlielich im Peptidriickgrat, den ,spezifischen® Briichen, kommt. Dariiber
hinaus wurde beobachtet, dass die Molekiile nur an ausgewahlten Peptidbindun-

gen (selektiv) fragmentiert werden.
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Fiir ein besseres Verstandnis der zugrundeliegenden Mechanismen wurden ver-
schiedene Einfliisse, beispielsweise der Art der einzelnen Aminoséduren und ihren
Positionen im Peptid, auf die Selektivitdt der Briiche in den Peptiden untersucht.
Abhéangigkeiten bevorzugter Schnitte im Peptidriickgrat konnten dabei auf ein-
zelne Aminosduren und der Positionen im Molekul zurtckgefiihrt werden. Die
Experimente wurden dariiberhinaus 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 Intensitat der beobachteten Schnitte und insbesondere in der Art der be-
obachteten Schnitte feststellen. Daraus lédsst sich, trotz der Gemeinsamkeiten be-
zuglich der spezifischen Schnitte, auf einen grundlegend unterschiedlichen Me-
chanismus schliefen. Zusétzlich wurde das Fragmentationsverhalten hinsichtlich
weiterer Parameter, wie der Fluenz zur Quantifizierung des Wirkungsquerschnitts
und lonenspezies des MeV-lonenstrahls 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 SOs-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)s, 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)s have revealed a transition of the dominant ionization mechanism from
protonation to electron abstraction during the course of a measurement. Ir(ppy)s
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)s is
measured in mixtures of Ir(ppy)s with other OLED materials, pointing to fur-
ther parameters which control the ionization mechanism. The signal intensity of
Ir(ppy)s 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 grofien 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 tiber die Messung des Masse/Ladungs-Verhaltnisses von Tonen
Aussagen iiber die Zusammensetzung eines untersuchten Stoffes getroffen werden
konnen [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 fiir die Entdeckung der Isotope nicht-radioaktiver
Elemente den Chemie-Nobelpreis [3], fiir 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 fiir die Entwicklung
von Methoden zur Identifikation und Strukturanalyse biologischer Makromole-
kiile verliehen [5,6]. Verbesserungen in den verwendeten Desorptionstechniken,
den Detektorsystemen und zusétzlicher Einsatz von Computerprogrammen er-
weitern stetig die Einsatzmoglichkeiten der Massenspektrometrie; sei es beziig-
lich des messbaren Massenbereichs, der Scangeschwindigkeit des Massenbereichs,
der Massengenauigkeit oder der Massenauflosung [7]. Eine besondere Herausfor-
derung bei der Probenpriaparation sind Proben organischer Molekiile, da es bei
dem fiir die Massenspektrometrie benétigten Ubergang in die Gasphase und bei
der notwendigen Ionisation zu Fragmentationsprozessen und anderen Nebenreak-
tionen kommen kann, die den Ausgangszustand des zu untersuchenden Systems
verdandern [8].

Die Desorption/Ionisation mittels neutraler Cluster (engl.: Desorption/Ionisation
by Neutral Cluster, kurz: DINeC) hat sich in dieser Fragestellung als duflerst
sanft und damit fragmentationsarm erwiesen [9-14]. Bei dieser Methode wer-
den SOs-Cluster auf die Probenoberfliche geschossen, die beim Auftreffen dem
Analyt-Ion eine Ubergangsmatrix bieten, die die Desorption unterstiitzt und die-
se somit bei geringer Custerenergie ermoglicht [9,15,16]. Das abgeloste Molekiil
wird zusétzlich durch das Abdampfen von SO,-Molekiilen gekiihlt [9,16]. Analyt-
Molekiile der Probe werden dadurch extrem sanft von der Oberfliche desorbiert
und eine Fragmentierung wird weitgehend unterdriickt. Zusétzlich schafft SO, ei-

ne saure Umgebung auf der Probenoberfliche, in der die Ionisation insbesondere



durch Protonierung unterstiitzt 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)s, 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 zéhlt
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 Sekundérionen-
Massenspektrometrie typischerweise verwendet werden. Die Wechselwirkung der
Ionen mit Materie ist fiir 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 fiir 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
tiberraschenderweise bevorzugt Schnitte am Peptidriickgrat (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 Aminosédurereste, die ein Schwerpunkt dieser Arbeit ist, zeigt
dariiberhinaus eine hohe Selektivitat (Abbildung 1.1(g)). Weiterhin wurde bei der
Fragmentierung tiberwiegend a/x- und ¢/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 ungefihr 1 — 5 eV /u, die zum
direkten Vergleich herangezogen wurde (Abbildung 1.1(d),(f) und (g)) [32-34]. Es
wurde deshalb trotz der Ahnlichkeit beziiglich der spezifischen Fragmentierung
entlang des Peptidriickgrats auf einen grundsétzlich unterschiedlichen Fragmen-

tierungsprozess geschlossen.



A
O
/

™
G

Signal [a.u.]

N '_.'. i
S L
) 4 S [ L]
N / © + + + s =
XA PR : ) & SHI )
(g) || |
m/z
CID
S
S
[is1[ [as2]  [as3  [as4]_ |asy
E 1 sHi ¢
C A |
.20
A
[as ] Jas2[ Jass] [asq[ [asq] XY, 7
m/z i i i i i
NHZ-CH—C—NH—ClH—C—NH-CIH C NH-'ClH—C—NH-ClH—C—OH
R4 Ry Rs R4 Rs
az by

Abbildung 1.1: Zusammenfassung der in dieser Arbeit untersuchten Prozes-
se: (a) Bei DINeC-MS desorbieren SO,-Cluster Molekiile von der Oberfliche,
ohne selbst Fragmentation zu induzieren. Neben der Analyse der lonisation
durch Protonierung oder Elektronenabstraktion von Komplexen (b) wurde im
Schwerpunkt das Fragmentationsverhalten von Peptiden untersucht. Dazu wur-
den Peptid-Proben mit schnellen Schwerionen ( Ey;, ~ 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 iiber den
Einfluss einzelner Aminosauren der Peptidsequenzen auf die selektive Fragmen-
tation (g) und zeigen Ahnlichkeiten beziehungsweise Unterschiede der zugrunde
liegenden Anregungsmechanismen auf.






2 | Physikalische Grundlagen und Me-
thoden

In diesem Kapitel werden die clusterinduzierte Desorption/Ionisation fiir die Mas-
senspektrometrie, sowie weitere ausgewahlte massenspektrometrische Methoden
vorgestellt. Dartiber hinaus werden die Wechselwirkungen zwischen schnellen
Schwerionen und Materie, die verwendeten Molekiilklassen und die aus dem Io-

nenbeschuss resultierenden Fragmentationsarten vorgestellt.

2.1 Massenspektrometrie mittels clusterindu-

zierter Desorption/Ionisation

Die Methode der clusterinduzierte Desorption/Ionisation von Biomolekiilen mit-
tels SO,-Cluster wird fiir den nahezu fragmentierungsfreien Ubergang aus der
festen Phase in die Gasphase genutzt. Die dabei zum Teil ionisierten Molekiile
konnen daraufhin weiter verwendet werden, um zum Beispiel diinne Schichtsys-
teme per Deposition auf ein Substrat aufzubringen [35], insbesondere werden
sie aber zur massenspektrometrischen Analyse genutzt. Auf letzteres wird in den
nachsten zwei Kapiteln 2.1.1 und 2.1.2 naher eingegangen, die sich mit der Desorp-
tion und Ionisation mittels SO,-Cluster beschéftigen, wahrend in Kapitel 2.1.3

ausgewahlte Methoden der massenspektrometrischen Analyse vorgestellt werden.

2.1.1 Desorptionssmechanismus

Die Verwendung neutraler Cluster hat sich als hervorragende Methode fiir die
intakte Desorption von Analytmolekiilen erwiesen [9,10]. Um Adsorbate intakt
von der Probenoberfliche abzultsen, miissen mehrere Kriterien erfillt werden:
Zum einen darf der Energietibertrag auf das Adsorbat nicht so hoch sein, dass
kovalente Bindungen im Molekiil gebrochen werden, zum anderen muss er aber
dennoch grofl genug sein, um das Oberflachenpotential zu iiberwinden, iiber das
das Molekiil an die Oberfliche bindet. Bei der in dieser Arbeit verwendeten clus-
terinduzierten Desorption/lonisation wird dies durch die Verwendung von SO,-
Cluster ermoglicht, deren Energiedichte pro Molekiil < 0,8 eV betragt [9,36]. Im
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Vergleich zu anderen giangigen Clustern, die beispielsweise in der Sekundérionen-
Massenspektrometrie (engl.: secondary ion mass spectrometry, kurz: SIMS) ein-
gesetzt werden, wie Ar, C oder auch COs, zeichnen sich SOs-Cluster zusétzlich
durch das hohe Dipolmoment von 1,6 D der einzelnen SOo-Molekiile aus [37-41].
Das hohe Dipolmoment der SOs-Molekiile im Cluster stabilisiert tiber elektro-
statische Wechselwirkungen polare Molekiile, sodass der Cluster insbesondere fiir
polare Molekiile als Transfermatrix dient [16]. Hierdurch reicht die vergleichs-
weise geringe Energiedichte der SO,-Cluster aus, den Analyten zu desorbieren.
Die Abbildungen 2.1(a)-(c) stellen den Desorptionsprozess schematisch dar: In
Abbildungen 2.1(a) trifft der SO,-Cluster auf die Probenoberfliche. Beim Auf-
treffen auf die Probenoberfliche wird die kinetische Energie des Clusters um-
verteilt, sodass sich die lokale Temperatur kurzzeitig stark erhoht [9], wie in
Abbildung 2.1(b) dargestellt 16st sich das Adsorbat im Cluster. Durch Abdamp-
fen von SOs-Molekiilen wird das im SO,-Cluster eingebettete Analyt-Molekiil
gekiihlt und folglich stabilisiert, vergleiche Abbildung 2.1(c). Nach etwa 20 ps
ist davon auszugehen, dass das Molekiil eine geringere Temperatur als vor der
Desorption hat und damit in dieser Zeit keine Schwingungsmodi des Peptids an-
geregt werden konnen, die zu einer Fragmentation fithren wiirden [9]. Das Ion
befindet sich nun unfragmentiert in der Gasphase, trégt aber teilweise noch SO,-
Addukte mit sich, welche mittels einer Time-of-Flight-Massenanalyse (kurz: ToF)
beobachtet werden kénnen [9, 15]. Die SO,-Molekiile, die nicht bis zum Eintref-

fen in der Ionenfalle abgedampft sind, werden im Akkumulationsschritt mit dem

(a) SO, cluster H,0 (b) , (c) @ O
adsorbates O @O

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Desorptionsprozesses bei DINeC.
(a) Der SOy-Cluster trifft auf der Probenoberflache auf. (b) Die kinetische Ener-
gie des Clusters wird umverteilt, ein Teil des Clusters verdampft und der Cluster
zerbricht. Analyt-Molekiile werden in den Bruchstiicken des SO,-Clusters ein-
geschlossen und in diesem als Ubergangsmatrix stabilisiert. (c) Die stabilisier-
ten Molekiile werden von der Probenoberfliche gelost und befinden sich nun in
der Gasphase. SOy-Addukte konnen mittels einer Time-of-Flight-Messung (kurz:
ToF') beobachtet werden [9,15]. Diese SOo-Addukte werden in einer Ionenfalle
durch Stofle entfernt. Nachdruck aus Referenz [15], mit der Genehmigung von
AIP Publishing.
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inerten Hintergrundgas Helium kollidieren (vergleiche Kapitel 2.1.3). Diese Kol-
lisionen fithren zur Entfernung aller SOo-Addukte am Analyt-Ion. Fiir 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 benétigt werden, ist es essentiell, den Ana-
lyten in einer ionisierten Form vorliegen zu haben. Bei ionischen Fliissigkeiten
und Salzen, wie zum Beispiel dem Farbstoff Methylenblau, liegen die organischen
Molekiile als Ionen vor und es bedarf keiner zusétzlichen Ionisation [44,45]. Auch
Alkali-Tonen von Alkalisalzen lassen sich aus bestimmten Matrizen mittels SOq-
Cluster desorbieren und kénnen als solche in positiven Massenspektren detektiert
werden [46,47].

Experimente mit Alkalimetallen zeigten aber einen zusétzlichen Effekt: So ermog-
lichen SO,-Cluster, dass Alkaliadsorbate, die von einer Metalloberfliche desor-
biert wurden, eine Ladungstrennung im Cluster erfahren. Dabei nimmt ein Frag-
ment des einschlagenden SOs-Clusters ein Elektron des Alkaliadsorbaten auf,
wahrend der Rest des Clusters das Alkali-Kation umschlieft und stabilisiert
[17, 46, 48]. Diese Abstraktion von Elektronen wird auch bei Komplexmolekii-
len wie Porphyrinen oder Ir(ppy)s beobachtet [18,49]; diese Thematik wird in
Kapitel 4 weiter vertieft. Aufgrund der niedrigen Elektronenaffinitat von 1,1 eV
der SOs-Molekiile muss es sich bei der Elektronenabstraktion um einen endo-
thermischen Prozess handeln [50,51]. Die hohe Ubergangstemperatur wihrend
des Clustereinschlags auf der Probenoberfliche von mehreren Tausend Kelvin fiir
wenige Pikosekunden begiinstigt die endotherme Trennung der Ladungen und da-
mit die lonisierung [9,52]. Zuséatzlich stabilisieren die SO2-Addukte das gebildete
Ton.

Fiir Probenmolekiile ohne vorliegende Ladung und ohne Metallatom fiir eine Elek-
tronenabstraktion, kann die Ionisation auch durch eine Protonenaufnahme oder
-abgabe erfolgen. Die Protonenaufnahme stellt fiir organische Proben bei DINeC
den wichtigsten Ionisationsprozess dar. SOs bildet zusammen mit dem Restwas-
ser auf der Probenoberfliche schweflige Sdure und damit eine saure Umgebung
(SOs + HoO = H,S03) [10,15,48,49,53]; dies unterstiitzt die Protonenaufnahme.
Molekiile, insbesondere organische Molekiile mit einer Vielzahl basischer funktio-
neller Gruppen, kénnen auch mehr als ein Proton aufnehmen. Peptide zeigen

in DINeC-MS Spektren typischerweise, neben der einfach protonierten Spezies
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[M+H]*, noch die doppeltprotonierte Spezies [M+2H]*T [13]. Es wurde gezeigt,
dass die Signalintensitit bei Proben, welche die Protonenaufnahme als Mecha-
nismus bendtigen, lediglich geringfiigig vom pH-Wert der Ausgangslosung ab-
héngt [54]. Dies verdeutlicht neben weiteren Beobachtungen, dass der Cluster
primér fiir die lonisation verantwortlich ist.

Neben der Protonierung ist auch die Ionisation durch Adduktbildung mit Erd-
/Alkalikationen, wie Lithium, Natrium, Kalium oder Magnesium und Calcium
moglich. Insbesondere die Spezien [M+Na|*, [M+K]" und [2M+Ca]?* sind héu-
fig vertreten [55]. Beispielhaft ist in Abbildung 2.2 ein DINeC-MS-Spektrum einer
Angiotensin-II-Probe mit unterschiedlich ionisierten Angiotensin-II-Molekiilen dar-
gestellt.

Neben der positiven ist auch die negative Ionisation moglich; in einigen Syste-
men werden sogar hauptsachlich negativ geladene Analyte beobachtet. Zusétzlich
zur Elektronenaufnahme steht grundsétzlich auch die Protonenabgabe zur Verfi-
gung. Insbesondere letztere ist aufgrund der sauren Umgebung im Vergleich zur
Protonenaufnahme typischerweise unterdriickt [54].

DINeC wurde in dieser Arbeit verwendet, da es sich im Vergleich mit anderen
gangigen massenspektrometrischen Methoden durch seine fragmentarme Desorp-

tion und Ionisation auszeichnet. Daher kann davon ausgegangen werden, dass

L —
e DINeC-MS
o 201 Angiotensin 1]
B .
S0} ]
'(%D [M+Na]* [M+K]*
O ! M .‘I M .‘AIA M .A o1 .A‘. M
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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 SO,-Addukte
erkennbar, da diese durch St68e mit dem Hintergrundgas der lonenfalle entfernt
wurden [9,15]. Fiir alle Tonen ist die fiir Angiotensin II erwartete Isotopenvertei-
lung zu beobachten.



2.1. Massenspektrometrie mittels DINeC

Fragmente, die im Massenspektrometer detektiert werden, durch Einfliisse auf
die Probe und Reaktionen mit der Probe entstanden sind und nicht durch den

Desorptions- /Tonisationsmechanismus selbst.

Verwandte Prozesse

Weitere verwandte Methoden zur Desorption und Ionisation des Analyten fin-
den sich in SIMS und matrix-unterstiitzter Laser-Desorption/Ionisation (engl.:
matrix-assisted laser desorption/ionization, kurz: MALDI) wieder. Die Sekundér-
ionen-Massenspektrometrie verwendet Primérionen mit einer Energie von typi-
scherweise 2 — 20 keV zum Beschuss von Probenoberflachen [56,57]. Beim Auf-
treffen der Primérionen wie Cs™, Art, Bit, aber auch Ar{,y, und Bij , werden aus
der Probe unter anderem Sekundérionen abgelost [57,58]. Diese kénnen 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 Einschlégen die kinetische Energie der Primérionen sehr lokal deponiert
wird, wird typischerweise Fragmentation beobachtet [57], die Stérke der Fragmen-
tierung hangt von der Wahl des Primérions und dessen kinetische Energie ab. Da
bei SIMS geladenen Projektile verwendet werden, kann der Primérpartikel-Strahl
fokussiert und gerastert werden. Die Oberflache kann somit ortsaufgelost massen-
spektrometrisch untersucht werden [2, 56, 57|.

Bei MALDI wird der Analyt in einer Matrix eingebettet, die bei Laserbestrahlung
Energie absorbiert und anschlieend 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 tiberfithren soll; gleichzeitig muss die
Matrix die Energie des einfallenden Lasers effizient absorbieren [62]. Aulerdem
sollte die Matrix selbst einen moglichst 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 zusétzlichen Matrix ein
Nachteil der MALDI. Trotz dieser Randbedingungen hat sich MALDI als ver-
lassliche Desorptions- und lonisationsmethode etabliert und wird typischerweise
auch fir die Analyse von Peptiden genutzt [2,56,64].

Eine weitere in der MS eingestzte Desorptionsmethode ist DEST (engl., desorption
electrospray ionization), die auf der Verwendung eines Elektrosprays zur Ionisa-

tion der Analyten basiert: DESI nutzt geladene Tropfchen aus Losungsmittel, um
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Analyt-Tonen von einer Oberflache abzulésen [56,65]. Die Losung wird durch ver-
spritht und tiber eine anliegende Hochspannung ionisiert. Diese Methode ist dann
geeignet, wenn der Analyt in eben diesem Losungmittel gut gelost und ionisiert
werden kann. DESI wird fiir die Untersuchung von diinnen organischen Schich-
ten, Gewebeproben, Medikamenten oder Blutuntersuchungen verwendet [55,65].
Bei der Analyse von Peptiden mittels DESI entstehen zumeist mehrfach geladene
Ionen und unter Umsténden deren Fragmente [2,66,67].

Die groiten Unterschiede zwischen DESI und DINeC liegen darin, dass mittels
DINeC quantitative Analysen durchgefiihrt und auch unpolare Molekiile wie Po-

lymere massenspektrometrisch untersucht werden konnen [16,43,68,69].

2.1.3 Methoden der Massenspektrometrie

Fiur die massenspektrometrische Analyse der Analyt-Ionen miissen diese massen-
spezifisch getrennt und detektiert werden. Hierbei werden die Ionen immer nach
ihrem Masse/Ladungs-Verhéltnis (m/z) getrennt. Die technische Umsetzung der
Analysatoren kann sich dabei stark unterscheiden: Die dlteste Form des Mas-
senanalysators verwendet fiir die Auftrennung ein Magnetfeld (B), welches von
den Tonen durchlaufen wird (sogenanntes Sektorfeld-Massenspektrometer). Zuvor
werden die Ionen tiber 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 starker abgelenkt werden.
Es gilt Gleichung 2.1 mit dem Ablenkungsradius r, der magnetischen Flussdichte

B und der Beschleunigungsspannung U:

7,.2 . B2
2.U
Flugzeit-Massenanalysatoren (engl.: time-of-flight, kurz: ToF) bedienen sich ei-

m/z = (2.1)

nes anderen physikalischen Konzepts zur Massentrennung: Uber eine Beschleuni-
gungsspannung werden die Ionen im Vakuum beschleunigt und deren Flugzeit tr.p
in einem feldfreien Raum bis zum Eintreffen im Detektor aufgenommen [2,55].
Das Massenspektrum ergibt sich nach tpop o W somit aus dem Detektor-
signal als Funktion der Flugzeit. Um fiir die Ionentrajektorien einen definierten
Startzeitpunkt zu realisieren, miissen diese in Form von Paketen durch den Ana-
lysator geschickt werden. Dies kann beispielsweise durch eine dem Analysator
vorangestellte Paul-Falle geschehen. Anstatt einer lonenfalle konnen auch diskre-
te Desorptions-Methoden wie MALDI oder SIMS verwendet werden.
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2.1. Massenspektrometrie mittels DINeC

Eine wie in dieser Arbeit verwendete Paul-Falle kann dariiber hinaus auch als
eigenstandiger Massen-Analysator verwendet werden. Das Funktionsprinzip ist
dabei dhnlich 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 fiir die Ionen-Akkumulation auf.

Uber eine angelegte Wechselspannung konnen Ionen auf dreidimensionalen cy-
clischen Bahnen gehalten werden, die von ihrem m/z-Verhéltnis abhéangen. Ein
Hintergrundgas wie He oder Ar ermdglicht es, die lonen beim Eintritt in die Fal-
le iiber Stéfe abzubremsen, um deren iiberschiissige kinetische Energie, die zu
Kollisionen mit den Elektroden der Falle oder zur Durchquerung der Falle fithren
wiirde, aufzunehmen. Der Auswurf der Ionen in einen Detektor erfolgt durch das
Verdandern der Amplitude oder Frequenz der an der Ringelektrode anliegenden,
hochfrequenten Wechselspannung [72]. Die Kriterien fir eine stabile Trajektorie
innerhalb der Falle kann in einem Diagramm, wie in Abbildung 2.3 gezeigt, dar-
gestellt werden. Es werden tiblicherweise die zwei Parameter a, und ¢, verwendet,

die fir einfach geladene Ionen die Stabilitatskriterien beschreiben [72].

8¢

.= — U 2.2
¢ 472 - f2-m -1 (22)
4-e

4 2. f2.m -1 (2.3)

mit

e:  Elementarladung

m: Masse des lons

ro: Fallenradius; hier rp &~ 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 m; und my (my > msy) im Stabilitats-
diagramm wird hier fiir den Fall ohne Gleichspannungsanteil (U = 0) gezeigt. Bei
einem , Cutoff-Scan“ wird der Wechselspannungsanteil V' erhoht, um Ionen mit

einer bestimmten Masse das Verlassen der lonenfalle zu ermoglichen; dargestellt

11
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(a) Cutoff-scan

az V = Vaccu az
/\?0 AV ?ojejection
o o :> o
m,_m d, my  my q,
v] vi

(b) Resonance scan

a, V=V a, a,

accu
qclxc qlo V— Vstart /Lf\ AV AGJECHOH
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m,  m q, m m; q, m; m, q,
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Abbildung 2.3: Stabilitiats-Diagramm fiir eine Quadrupol-lonenfalle. Tonen
(blaue Punkte) sind fiir einen von a, und ¢, aufgespannten Bereich stabil (in
rot umrandet). Die stabil in der Falle gehaltenen Ionen kénnen durch eine Varia-
tion der Amplitude der Wechselspannung V' ausgeworfen werden. (a) Ionen mit
¢, > qo sind auflerhalb des roten Bereichs nicht stabil und verlassen die Falle
(griiner Punkt). (b) Eine hohere Massenauflosung wird durch die resonante An-
regung bei @eyee erreicht. Die Wechselspannungsamplitude wird zunachst erhoht
(V' = Vigare) um einen Auswurf tiber die Cutoff-Bedingung zu verhindern. Abbil-
dung mit Anderungen aus Quelle [74].

in Abbildung 2.3(a). Die Erhohung des Wechselspannungsanteils V' fithrt zu einer
Erhohung der Parameter ¢, der Ionen in der Falle. Tonen mit ¢, > ¢y sind in der
Falle nicht stabil und verlassen diese in z-Richtung [72].

Eine erh6hte Massenauflosung und insbesondere ein effektiver Auswurf lasst 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 iiber die Amplitude der Wechselspannung V' der Parameter ¢, der
Tonen zunéchst reduziert (V' = Viiar ). AnschlieBend wird iiber die Endkappen der
Ionenfalle zusétzlich ein hochfrequentes elektrisches Feld mit geringer Amplitu-
de angelegt. Je nach Wahl der Frequenz werden so Ionen mit einem bestimmten
Wert ¢, = gexe Tesonant angeregt und aus der Falle ausgeworfen. Eine urspriing-
liche Reduzierung der Wechselspannungsamplitude ist notwendig, um die Ionen
mit ¢, > ¢exe bei der Variation von V' nicht aus dem stabilen Bereich auszuwerfen,

bevor sie einen resonanten Auswurf erfahren. Dies entsprache einem ungewollten
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2.1. Massenspektrometrie mittels DINeC

Cutoff-Scan, bei dem Ionen mit kleineren Massen parallel zu den resonant ausge-
worfenen Ionen die Falle verlassen koénnten. Fiir die Anderung des Parameters g,
der Ionen kann grundséatzlich neben der Amplitude der Wechselspannung V' auch
die Anregungsfrequenz f genutzt werden. Da das in dieser Arbeit genutzte Mas-
senspektrometer aber den lonenauswurf tiber 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
iiber den Zusammenhang zur Ionenmasse in Gleichung 2.3 ein Massenspektrum.
Neben der reinen Akkumulierung und massenselektiven Detektion kénnen in der
Falle auch vor dem Auswurf der Ionen Reaktionen induziert werden. Ein Beispiel,
das vor allem fiir die Identifikation groBerer Molekiile von enormer Bedeutung ist,
ist die CID, die in Kapitel 2.4.1 néher erklért wird [61].

Informationen tiber die Summenformel eines Analytmolekiils konnen dartiiber hin-
aus auch iiber die Isotopenverteilung des Molekiils gewonnen werden: Die Isoto-
penverteilung der Elemente zeigt sich auch in Massenspektren und folgt dabei
der natiirlichen Haufigkeit der stabilen Isotope. Mit einer Isotopenhéufigkeit von
98,9% fiir 2C und 1,1% fiir 3C ist bei organischen Molekiilen insbesondere das
Isotop 'C fiir zusétzliche 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: fiir 2C/'3C ist diese Differenz
A(m/z) = 1. Die charakteristischen Isotopenverhéiltnisse der unterschiedlichen
Elemente konnen damit Aufschluss tiber die Zusammensetzung des Molekiils ge-
ben. Ein in dieser Arbeit wichtiges Element ist Iridium, welches mit *'1r (37,3%)
und 3Tr (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 tiber das
Molekiil. Eine genaue Summenformel und Strukturformel lassen sich aus dem
Massenspektrum nicht direkt ablesen, aber erste Aussagen iiber die mogliche
Konstitution kénnen getroffen werden. Néahere Informationen tiber den Aufbau
eines Molekiils 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 Festkorperprobe beschreiben, sind fiir das Verstdndnis der ioneninduzier-
ten Fragmentierung von Biomolekiilen essentiell. Beim Ionenbeschuss eines Me-
diums findet ein Energieiibertrag der kinetischen Energie der schnellen Ionen an
das umgebende Medium statt. Der abgegebene Betrag der kinetischen Energie
an die Umgebung héngt von ihrer Geschwindigkeit ab. Das Bremsvermogen S
(engl.: stopping power) beschreibt hierbei fiir eine bestimmte kinetische Ener-
gie des eintreffenden Ions den Energieverlust pro zuriickgelegter Wegstrecke als
S = —dF/dxz [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 IT (C50H71N13012) bei einer Dichte von par = 1,1 g/cm?
entspricht. Diese Simulation wurde mit dem SRIM-2013 Softwarepaket erstellt
und zeigt das als Bragg-Peak bezeichnete Maximum des totalen Energieverlustes
bei ungefdhr 1 GeV [78,79]. Der totale Energieverlust lasst 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 stationdren Atomrimpfen des
bestrahlten Materials beschrieben werden kann (in Abbildung 2.4 in rot darge-
stellt) [80]. Der Energieverlust des eintreffenden lons erfolgt dabei durch einen
Impulsiibertrag auf die Atomriimpfe im Material. Da bei steigender kinetischer
Energie des lons die Interaktionszeit zwischen dem eintreffenden Ion und den
Atomriimpfen des Materials reduziert wird, sinkt der nukleare Energieverlust bei
hohen kinetischen Energien stark ab. Fiir Energien > 1 MeV tritt der Mechanis-
mus des elektronischen Energieverlustes (engl.: electronic stopping) in den Vor-
dergrund (in Abbildung 2.4 in griin dargestellt). Einfallende lonen interagieren
mit den Elektronen der bestrahlten Materie und regen diese in hohere Zusténde
an. Diese beiden Mechanismen der Wechselwirkung werden im Folgenden naher

beschrieben.

2.2.1 Nuklearer Energieverlust

Das Auftreffen eines Ions auf Materie bei kinetischen Energien, die durch den nu-
klearen Energieverlust dominiert werden (im gewéhlten Beispiel der Gold-Ionen in

Angiotensin IT < 100 keV), kann als eine Kaskade von einzelnen St68en beschrie-
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Abbildung 2.4: Energieverlust (S = —dE/dz) von Gold-lonen in einer Pro-
be, die der atomaren Zusammensetzung des Peptids Angiotensin IT (pary =
1,1 g/cm?®) entspricht, in Abhéngigkeit 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 (grin). Die gestrichelte Linie zeigt die in dieser Arbeit verwendete kinetische
Energie von 946 MeV an; dies entspricht einem fast ausschliefSlich elektronischen
Energieverlust von 12,5 keV/nm. Diese Simulation wurde mit dem SRIM-2013
Softwarepaket erstellt [78,79].

ben werden [80]. Der Energieiibertrag FEians wihrend eines einzelnen Stofles des
einfallenden Ions mit einem Atom des Mediums in Ruheposition wird beschrieben

durch [79,81]:

Mion * MMat .92 0
Erans u =4 'Ein' - 2.4
trans, Nuk (Mrom + Tagar )2 kin * SN <2> (2.4)

mit
Mion: Masse des einfallenden Ions
muat:  Masse eines Atoms der ruhenden Materie

Eyin: urspriingliche kinetische Energie des Ions
0: Streuwinkel
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Der Stofparameter beschreibt den minimalen Abstand zwischen der urspriingli-
chen Trajektorie des Ions und dem betrachteten Atom [82]. Der Streuwinkel ist
sowohl von diesem StoBparameter als auch vom Streupotential V(1) abhéngig: Bei
der Annéherung der geladenen Ionen an den Atomkern des bestrahlten Materials
erfahren diese eine repulsive Kraft. Diese kann durch das Coulomb-Repulsions-
Potential V(r) in Abhéngigkeit des Abstands r der betrachteten Atome wie in
Gleichung 2.5 angenahert werden [77,79,83]:

Zton * Zntar - €° (r)
Vir)=———-&( - 2.5
() : i (25)
mit
Lon: Kernladungszahl des einfallenden Ions
Zvat: - Kernladungszahl der ruhenden Materie
e: Elementarladung
P (2) Abschirmpotential
r: Abstand zwischen Ion und betrachtetem Atom
a: Abschirmungslange

Dies beschreibt im Wesentlichen das Coulombpotential des Kerns, dessen Abschir-

mung durch die ungebundenen Elektronen durch & (5) berticksichtigt wird. Eine
universelle Naherung fiir ¢ (2) und a wurde von Ziegler, Biersack und Littmark

eingefithrt mit ayn; [79]:

r

o ( r ) — 01818 - ¢ 3@ 40,5009 - o 42w
Auni

+0,2802 - ¢ *"% w4 0,2817 - ¢ @2 0w (2.6)

Qo
Guni = 0,88534 - ———0
ZIOc;rzl3 Z Ovizt))

ag : Bohrscher Radius

T

Das universale Abschirmungspotential ® (a ) sowie die universale Abschirmungs

uni

lange au,; wurden von Ziegler, Biersack und Littmark experimentell ermittelt und
verifiziert [84,85].

Mittels Gleichungen 2.4 und 2.5 kann Syu durch Integration iiber alle Stofipa-
rameter ermittelt werden. Der mittlere nukleare Energieverlust Syux(Ekin) kann

aber auch durch Gleichung 2.8 weiter angenéhert werden [79,83]:
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2
T Qupy = 7Y Ekin

SNuk(Ekin) =

SNuk (€) (2.8)

€
mit
- 4- Mion * MMat

Y= 2
(mlon + mMat)
AUni * MMat ° Ekin

(2.9)

ZIon : ZMat c€- (mlon + mMat) ( )
zusammen mit
In(1+1.1 .
n(l+1,1383-¢) — fire <30
2 [e+0,01321 - 021226 4 0, 19593 - €3]
SNuk(G) = (211)

|
n(e) fire > 30
2-¢€

Der Ausdruck 2.11 beschreibt eine empirische Naherung, die die experimentellen

Daten fiir einen weiten Bereich unterschiedlicher e-Werte gut reproduziert.

2.2.2 Elektronischer Energieverlust

Im in Abbildung 2.4 gezeigten Beispiel ist fiir Ionen mit kinetischen Energien
> 100 keV der nukleare Energieverlust nicht mehr dominant, sondern der elek-
tronische Energieverlust tragt einen signifikanten Teil zum Energieverlust bei. Da
in dieser Arbeit schnelle Schwerionen mit kinetischen Energien im GeV-Bereich
verwendet werden, ist der elektronische Energieverlustmechanismus fiir die Be-
trachtung von grofler Bedeutung. Hierbei gibt das einfallende Ion Energie an die
Elektronen des Materials ab, indem es diese in hohere Zustande anhebt oder
ganz von den Atomrimpfen 16st. Aufgrund der kleinen Masse eines Elektrons ist
der direkte Impulsiibertrag gering und das schnelle Ton erfihrt keine Ablenkung.
Der elektronische Energieverlust kann durch die von Bethe und Bloch entwickelte
Gleichung in Bornscher Naherung fiir vollsténdig ionisierte Projektile und nicht-
relativistische Geschwindigkeiten ausgedriickt werden [82, 86, 87]:
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4-7T~ZIQOH-ZMat-e4~Ne

me-v2(4-7-€)’

Strans, Elek — - L (212)

(2.13)
mit

N.: Elektronendichte der bestrahlten Materie
me: Masse des Elektrons

v:  Geschwindigkeit des einfallenden Ions
€o:  elektrische Feldkonstante
L:  Korrekturterm

mit dem Korrekturterm L

L=l <w> (2.14)

mit

< I >: mittlere Ionisationsenergie der bestrahlten Materie

Aus Gleichung 2.12 l&sst sich Ableiten, dass sich der elektronische Energieverlust

proportional zu o v% und damit o Ei
imn

dass der elektronische Energieverlust quadratisch mit der Kernladungszahl des

verhalt. Ebenso lasst sich erkennen,

einfallenden Ions Z1,, ansteigt; fiir maximalen Energietransfer sind somit schwere
Elemente geeignet.

Vollstédndig 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 Tons, das sich durch ein freies Elektronengas bewegt [88,89]:
%

8.7 Ne . A A at * 2
Strans, Elek — T o fon Mot ‘e ' g (215>

3
4-7T-6-<Zg —i—Z% >2 o
0 Ton Mat

mit

vo: Anfangsgeschwindigkeit des einfallenden Ions
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2.3. Organische Molekiile

Gleichung 2.15 beriicksichtigt den Impulsiibertrag der Elektronen der bestrahlten
Materie auf das einfallenden Ion. Ebenso wird Wechselwirkung der Atomriimpfe
der Materie mit den Restelektronen des Ions berticksichtigt. Zusammenfassend
lasst sich aus der Gleichung 2.15 erkennen, dass der elektronische Energieverlust
fiir relativ kleine kinetischen Energien zundchst mit \/Ey, ansteigt. Fiir grofe
Energien zeigt Gleichung 2.12, dass der elektronische Energieverlust mit o< 1/ Ey,
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 Molekiile

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

kurz eingefiihrt werden.

2.3.1 Peptide

Peptide bestehen aus Aminosduren, genauer auch Aminocarbonséuren, die in
Kondensationsreaktionen miteinander reagiert haben. Der Name Aminocarbon-
sdure beschreibt hier den Aufbau schon in seinem Grundgeriist: Eine primére
Aminogruppe ist an einem Kohlenstoff (dem a-C-Atom) gebunden, an dem wie-
derum der aminosdurespezifische Rest und eine Carboxylgruppe gebunden ist;
vergleiche Abbildung 2.5 und 2.6. Unter Wasserabscheidung kénnen zwei Ami-
nosauren eine Peptidbindung eingehen und so Polypeptide wie Proteine (Poly-
peptide mit > 100 Aminoséuren) bilden [93]. Die Nomenklatur fir die so ent-

standene Aminosduresequenz von Peptiden sieht grundséitzlich die Benennung
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aus Richtung der Aminogruppe (N-Terminus stets links dargestellt) entlang des
Peptidriickgrats zur terminalen Carbonsdure (C-Terminus stets rechts) vor [94].
20 dieser Aminosauren sind in der Biologie und damit im menschlichen Stoffwech-
sel vertreten; sie werden als ,proteinogen® bezeichnet. Diese natiirlich vorkom-

menden Aminosduren (vergleiche Abbildung 2.5) kénnen nach der Eigenschaft
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Abbildung 2.5: Ubersicht der Strukturen der 20 natiirlich vorkommenden Ami-
nosauren. Zusatzlich zu den proteinogenen Aminosduren sind die Aminosduren
Sarkosin in (1.1) und pyroGlutaminsaure einschlieBlich Reaktionsmechanismus
in (3.1) dargestellt. Die Aminosduren 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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2.3. Organische Molekiile

ihres funktionellen Rests weiter unterteilt werden. Fiir die Betrachtung in dieser
Arbeit ist insbesondere die Unterteilung nach saurem, neutralem oder basischem
Charakter wichtig. Diese Unterteilung ordnet die Interaktion der Aminosaure mit
dem ionisierenden Proton in DINeC-MS, Kapitel 2.1.1, und/oder die Beeinflus-
sung der Fragmentierung, wie in Kapitel 2.4 naher beschrieben, ein.

Neben den proteinogenen Aminosduren gibt es auch Aminosduren mit anderen
denkbaren Resten, aber auch natiirlich vorkommende Derivate von Aminosauren.
Eines dieser Derivate ist das Sarkosin (Sar), welches den Aminoséurerest nicht am
a-C-Atom, sondern direkt an der Aminogruppe triagt (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, Pyroglutaminsaure (pGlu), wird bei einer intramolekularen
Reaktion der Glutaminsiure gebildet (vergleiche (3.1) in Abbildung 2.5). Hierbei
kommt es zu einem Ringschluss der Carboxylsdure des Glutaminsaurerestes 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 fiir eine wei-
tere Kondensationsreaktion zur Verfiigung, somit ist pGlu eine N-terminierende
Aminoséure; durch Enzyme kann diese aber auch wieder freigelegt werden [95].
Da sich Aminosduren beliebig aneinander synthetisieren lassen, eignen sich diese
gut fiir systematische Untersuchungen zum Einfluss unterschiedlicher Strukturen
beispielsweise auf das Fragmentationsverhalten. In dieser Arbeit wurde das Oligo-
peptid Angiotensin II (DRVYIHPF) als Ausgangsmolekiil gewéhlt. Aufgrund des
basischen Arginins (R) kann Angiotensin II leicht protoniert werden. In dieser Se-
quenz aus acht Aminosauren lassen sich dann leicht einzelne Aminosiduren in der
Synthese austauschen, um einzelne Abhéngigkeiten, beispielsweise auf die Frag-
mentation, zu untersuchen, welche in Kapitel 5 dargelegt werden. Abbildung 2.6
zeigt Angiotensin Il in (a) und als ein weiteres Beispielmolekiil Bradykinin in (b),
das in dieser Arbeit verwendet wurde. Die Peptide sind mit ihrer Aminosdurese-
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 fiir die Auswahl einzelner Peptide, insbesondere bei

Angiotensin-II-Derivaten, werden in Kapitel 5 genauer dargelegt und erklart.
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OH

Asp-Arg-Val -Tyr-lle-His-Pro-Phe
Angiotensin Il (ATIl), DRVYIHPF
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Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
Bradykinin, RPPGFSPFR

Abbildung 2.6: Strukturformel zweier untersuchter Peptide: In (a) Angioten-
sin IT (DRVYIHPF) und in (b) Bradykinin (RPPGFSPFR). Die Aminosiurese-
quenzen sind nach dem Ein- und Dreibuchstabencode benannt. Sauerstoffatome
werden rot und NHyx-Einheiten in blau dargestellt.

2.3.2 Porphyrine und Ir(ppy)s

Komplexe, oder auch Organometallkomplexe genannt, sind Molekiile, bei denen
Liganden iiber verfiighare Elektronenpaare um ein oder mehrere Zentralatome
koordinieren [55,90]. Koordiniert ein Ligandmolekiil mehr als eine Koordinati-
onsstelle, so spricht man von einem Chelatkomplex. Im Extrem kann auch ein
einziges Molekiile alle Koordinationsstellen des Koordinationszentrum besetzen
und so einen besonders stabilen Komplex bilden [90]. Beispiele hierfiir 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 (//-Stellung) zuséatzliche Reste haben kann (vergleiche Abbil-
dung 2.7). Der bekannteste Porphyrin Komplex ist das Him B des Hamoglo-
bin, das im Menschen den Sauerstofftransport ermoglicht. Es besteht aus einem

Fe?*-Ton und einem Porphyrin mit verschiedenen funktionellen Gruppen, in Ab-
bildung 2.7(b) dargestellt [97,98].
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(a) R, M: 2H*/Co?*/Ni%*/Cu?*/Zn?*

(b)

Ham B

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

Die sogenannten A4-Porphyrine zeichnen sich dadurch aus, dass sie an allen vier
Methanyldingruppen den gleichen Rest (R) tragen. Dariiber hinaus kann auch
die zentrale Position, mit M markiert, verandert werden. Liegt das Porphyrin
nicht als Komplex vor, so ist das Zentrum mit zwei Wasserstoffen (M = 2H)
abgesittigt. Durch die Anderung 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)s), wird
ebenfalls in dieser Arbeit untersucht. Beim Ir(ppy)s koordinieren drei Phenylpy-
ridine ein Ir(III) Metall-Ion tiber den Stickstoff der Pyridin- und tber den ent-
sprechenden Kohlenstoff in der Phenylgruppe (vergleiche Abbildung 2.8) Dabei
konnen die Phenylpyridine in zwei Konfigurationsisomerien an das Iridium koor-
dinieren [100,101]. Liegen die gleichen koodinierenden Atome mit dem Zentralion

auf einer rdumlichen Ebene, so erhélt das Isomer die Vorsilbe mer (lat. meri-
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fac- mer-
Ir(ppy); Ir(ppy);

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

dianus: Aquator), wihrend man das andere Isomer, bei dem sich zusammen mit
dem Zentralatom insgesamt drei Ebenen ergeben, als fac (lat. facies: Gesicht)
benennt.

Ir(ppy)s ist aufgrund seiner hohen Quanteneffizienz von fast 100% als phospho-
risierende Komponente ein stark untersuchtes Material fiir organische Leucht-
dioden (OLEDs) [102-107]. Dabei bildet das grin-gelb leuchtende Ir(ppy)s; das
grundlegende Molekiil, auf dessen Basis iiber weitere funktionelle Gruppen an
den Liganden die elektronische Eigenschaften abgestimmt werden kénnen. Neben
der Anderung des Molekiils selbst kénnen auch weitere Materialien beigemischt
werden, die tiber Matrixeffekte die Elektrolumineszenz beeinflussen [108-112].
Hierzu werden Mischungen mit anderen organischen Molekiilen beziehungswei-
se Komplexen wie zum Beispiel Aluminium-tris(8-hydroxychinolin) (kurz: Alqs)
oder 3-(2-Benzothiazolyl)- N, N-diethylumbelliferylamin (trivial: Cumarin 6 oder
kurz: Cou6) genutzt [113-115].

2.4 Fragmentierung von Biomolekiilen

Die massenspektrometrische Analyse von Biomolekiilen stellt in vielerlei Hinsicht

eine Herausforderung dar: Neben der Sauberkeit der natiirlich gewonnenen und
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isolierten Analyten ist auch die Zuordnung beobachtbarer Massen beziehungs-
weise deren m/z-Verhéltnisse zu moglichen Summen- oder Strukturformeln nicht
trivial [8]. Gerade bei Proteinen oder Peptiden, die aus sich wiederholenden Ami-
nosauresequenzen aufgebaut sind (Kapitel 2.3.1), ist die eindeutige Zuordnung
einzelner m/z-Werte zu deren Summenformel oder Aminosduresequenz eine enor-
me Herausforderung und kann nicht immer eindeutig geschehen. Die bewusste
Fragmentierung einer Spezies aus einem gemessenen Massenspektrum kann hier
Aufschluss uiber die Zusammensetzung des Molekiils geben, das sich hinter einem
Peak im Massenspektrum verbirgt [116]. Eine Fragmentanalyse kann beispiels-
weise mit Hilfe einer Ionenfalle durchgefiihrt werden. Hierbei wird zunéchst der
Analyt in die Gasphase tiberfiihrt und ionisiert. Anschlieflend erfolgt die Isolation
der zu fragmentierenden Spezies in einem engen Massenbereich. Die Fragmentie-
rung selbst erfolgt dann mittels Kollisionen der Molekiile mit einem Hintergrund-
gas direkt in der Ionenfalle, wie in Kapitel 2.4.1 beschrieben. Alternativ kann die
Fragmentierung auch in der urspriinglichen 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 Vorldufer- und dem
Fragment-lon eine chemische Bedeutung haben und entsprechend zu interpre-
tieren sind [117]. Im Folgenden werden die Methoden zur Fragmentierung von
Molekiilen, 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 Vorlauferionen tiber Stofe
mit einem Edelgas zur Fragmentierung gebracht [118]. Dies wird in der Tandem-
Massenspektrometrie (MS?) zur Strukturanalyse genutzt [61, 116, 118]. Abbil-
dung 2.9 zeigt schematisch den Ablauf einer CID-Messung, wie sie in einer Quadru-
pol-Tonenfalle durchgefiithrt wird: Molekiilionen werden zuerst in der Ionenfalle
akkumuliert, Abbildung 2.9(1.). Das zu untersuchende Vorlauferion wird in ei-
nem begrenzten m/z-Bereich isoliert, wobei der zu isolierende m/z-Bereich frei
gewéhlt werden kann, Abbildung 2.9(2.). Praktisch bedeutet das, dass auch gan-
ze Abschnitte des Massenspektrums isoliert werden kénnen, beispielsweise ganze
Isotopenverteilungen. Nach der Isolierung folgt die Anregung durch eine groflere
Amplitude des Wechselfeldes, sodass die Ionen stiarker beschleunigt werden und

somit bei Stofen mit einem inerten Hintergrundgas angeregt werden kénnen, Ab-
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bildung 2.9(3.). Zu den haufig verwendeten Gasen gehoren Helium, Argon oder
Stickstoff [119]. Die Anregung ist resonant auf den isolierten m/z-Bereich ab-
gestimmt. Durch die Stole erzeugte Fragmente liegen auflerhalb der resonanten
Anregung, sodass diese keine weitere Fragmentierung erfahren. Hierbei stellt die
Amplitude der Anregung den Parameter dar, iiber den der Grad der Fragmen-
tierung kontrolliert wird, Abbildung 2.9(4.). Alle entstehenden Fragment-Ionen
werden wihrend der Anregung in der Ionenfalle gehalten. Es folgt die Relaxati-
on der Fragmente durch das Hintergrundgas; Abbildung 2.9(5.). Die relaxierten

Fragment-Ionen konnen anschlieflend erneut m/z-abhéngig isoliert werden, um
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Abbildung 2.9: Skizze einer Quadrupol-Ionenfalle im MS und MS"-Betrieb:
Im MS-Betrieb werden Ionen akkumuliert (1.), abhéngig vom m/z-Verhéltnis
ausgeworfen und detektiert (6.). Im MS"-Betrieb werden Ionen akkumuliert (1.),
ein m/z-Bereich isoliert (2.) und im inerten Hintergundgas resonant angeregt (3.).
Die erzeugten Fragmente (4.) relaxieren anschliefend im Hintergrundgas (5.) und
konnen dann nochmals isoliert werden, oder aber iiber 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 MS”, bei
dem ,n“ die Anzahl der Akkumulierungsschritte zahlt; somit wird ein einfacher
CID-Zyklus MS? genannt. Statt einer erneuten Anregung konnen 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 Energietibertrag durch inelastische Stofle zwischen Anregungsgas und Vor-
lauferion ist abhédngig von der Masse des Kollisionsgases. Es konnen bei einer
Anregung via CID nur diskrete Energiebetriage pro Stof iibertragen werden. So-
mit findet die Anregung der Vibrationsmoden in mehreren spezifischen Betrédgen
statt, bis das Analyt-Ion schlussendlich fragmentiert. Es werden so bevorzugt
energetisch niedrige Fragmentationswege erreicht [61,120].

Mittels CID erzeugte Spektren konnen als Fingerabdruck zur Identifikation von
Molekilen verwendet werden, da diese nur vom Ausgangsmolekiil und der An-
regungsamplitude abhéngig sind [116, 121, 122]. Die Anregung mittels Stofie in
der Gasphase findet aufgrund ihrer einfachen Umsetzung in einer Ionenfalle in
der Analytik eine grofie 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 oberflicheninduzierten Fragmentierung (engl.: surface-
induced dissociation, kurz: SID) konnte fiir Peptide das Fragmentationsverhal-
ten in CID unter anderem mittels des ,Modells mobiler Protonen* (engl.: mobile
proton model, kurz: MPM) erklart werden [124,127]. Bei der SID wird statt eines
Gasatoms oder -molekiils eine feste Oberflache als Stofipartner verwendet [128,
129]. Als solche Oberflichen 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 Oberfliache hat im Vergleich zum Analyt-Ion eine ndherungsweise unendlich
groffe Masse und die eingebrachte Stoflenergie wird iiber die kinetische Energie
Eyin des Anayltions bestimmt [130, 133-135]. Ein solcher Sto mit der Oberflé-
che stellt eine einzelne, definierte Anregung dar und ermoglicht es so, das glei-
che Molekiil und dessen Fragmentationsverhalten bei unterschiedlichen Energien
zu beobachten [133,136]. Die hierbei iibertragenen Energien liegen im Bereich
von ungefdhr 1-100 eV [137,138]. Wéhrend die Auflosung der Fragmentierungs-
stédrke nach der Anregungsenergie fiir eine normale massenspektrometrische Un-
tersuchung einer Probe nicht notwendig ist, kann sie in den SID-Experimenten
Aufschluss tiber 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, wahrend andere
sehr selektiv fragmentieren. Eine mogliche Erklarung bringt das MPM, welches
grundsétzlich davon ausgeht, dass Protonen Fragmentationen induzieren [124]:
Im Rahmen des MPM wird hierfiir nicht unterschieden, welchen Ursprungs das
Proton ist. Sowohl ionisierende Protonen, als auch intramolekulare Protonen, die
beispielsweise von einer Carbxylgruppe aus dem Peptid selbst stammen, kénnen
eine Fragmentation induzieren.

Fiir die weitere Diskussion ist aber zunachst die Einfithrung der verwendeten No-
menklatur fir die entstehenden Fragmente notwendig: Die Benennung der Pep-
tidfragmente folgt hierbei einer Nomenklatur, die sich an den moglichen Posi-
tionen der Fragmentierung im Peptidriickgrat orientiert. Diese Nomenklatur ist
in Abbildung 2.10 schematisch dargestellt. Im Peptidriickgrat gibt es pro Pep-

tidbindung drei unterscheidbare Schnitte, aus denen jeweils zwei komplementére
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung eines Tri-Peptids mit benannten
Peptidriickgratfragmenten. Je nach Schnittposition in der Peptidbindung werden
die komplementéren Fragmente mit a/x, b/y oder ¢/z bezeichnet. Der Index gibt
die Anzahl der Aminosdureresten in dem entsprechenden Fragment an [139-148].
a-, b-, x- und z-Fragmente werden in DINeC-MS-Spektren teilweise mit zwei
Wasserstoffatomen abgeséttigt beobachtet.
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Fragmente entstehen. N-terminale Fragmente erhalten die Bezeichnung a, b und
¢, wihrend Fragmente mit C-Terminus mit x, y und z benannt werden. Ein In-
dex gibt die Anzahl der verbliebenen Aminosédurereste in dem Fragment wieder.
Fiir Peptide mit ¢ Aminosauren gilt fir die Indizes n und m der komplementéaren
Fragmente i = n + m. Bei a,/x,,-Fragmenten liegt der Schnitt zwischen dem
o-C-Atom und dem C-Atom der Carboxylgruppe. Fur b, /y,, liegt der Schnitt
zwischen dem C-Atom der Carboxylgruppe und dem Amid der eigentlichen Pep-
tidbindung. ¢,, /z,,-Fragmente bezeichnen die Fragmentierung zwischen dem Amid
und dem o-C-Atom der C-terminalen Aminoséure [139-148]. Diese Schnitte im
Peptidriickgrat werden als ,spezifisch® bezeichnet; als ,unspezifische® Schnitte
hingegen werden Schnitte bezeichnet, die an der Seitenketten der Aminosauren
beobachtet werden.

Fir die Anlagerung eines ionisierenden Protons an das Peptid stehen die Amide
und die Carbonylgruppen im Peptidriickgrat sowie, falls vorhanden, die basi-
schen Aminoséurereste von Lysin (K), Arginin (R) und Histidin (H) zur Verfii-
gung. Durch eine externe Anregung kann ein Proton mobilisiert werden und sich
entlang des Peptidriickgrats verlagern [116, 122, 149]. Obwohl die Protonenaffi-
nitat der Carbonylgruppe grofler ist als die des Amids, legen Simulationen na-
he, dass die protonierte Form des Stickstoffs hauptséchlich zur Fragmentierung
beitrégt [150]. Die tatséchliche Position des Protons am Peptidrickgrat konnte
allerdings noch nicht vollstandig bestimmt werden. Beide Positionen fiihren aber
zu einem partiell positiv geladenen Kohlenstoff der Carbonylgruppe, welches nu-
kleophil angegriffen werden kann [150-153]. Diese Anlagerung des Protons fiithrt
zur bevorzugten Spaltung des Riickgrats N-terminal der Amid-Bindung in b/y-
Fragmente [124]. Die dabei entstehenden, spezifischen Fragmente kénnen sowohl
mittels CID, als auch mittels SID beobachtet werden [124].

Das MPM wurde durch eine Vielzahl an CID- und SID-Experimenten bisher un-
terstiitzt. So wurde zum Beispiel in Vergleichsexperimenten, in denen Natrium-
Kationen statt Protonen zur Ionisation von Peptiden genutzt wurden, eine Unter-
driickung der Fragmentierung beobachtet [154]. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass nicht nur die Ladung, sondern explizit ein mobiles Proton fiir die Dissoziation
benotigt 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 fiir vier verschiedenen Peptide aufgetragen. Bei den gezeig-
ten Peptiden aus jeweils fiinf Aminosduren wurde jeweils eine Aminosaure in der

Sequenz ausgetauscht. Durch das Ersetzen des N-terminalen Alanins (A) durch
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Abbildung 2.11: (a) Kollisionsenergieabhangige Effizienzkurven der Fragmenta-
tion von [M+H]|* fiir 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-
basizitdt des Restes der N-terminalen Aminosaure des entsprechenden Peptids
aufgetragen. Die Gasphasenbasizitdtswerte 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
hohere Kollisionsenergie benotigt. Wird statt mit Prolin durch Lysin (K) oder
Arginin (R) substituiert, erhoht sich die benétigte Kollisionsenergie nochmals. Die
Abhéangigkeit der zur Fragmentierung benotigten Energie folgt hierbei der Gas-
phasenbasizitit der einzelnen Aminsosdureresten: pKsa,, = 12,10, pKspys = 10,68
und pKsyis = 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 Gasphasenbasizitit
aufgetragen. Dabei wurde die entsprechende Energie mit der Zahl der Freiheits-
grade, die sich aus der Molekiilstruktur ergibt, skaliert. Der gerade Verlauf der so
bestimmten Punkte zeigt die direkte Abhéngigkeit der benotigten Kollisionsener-
gie von der Basizitat der Restgruppen der Aminosauren [150]. Im Rahmen des
MPM wird dies so interpretiert: Je starker das Proton an die basische Gruppe
gebunden ist, desto mehr Energie wird benotigt es zu mobilisieren und damit fiir
die Fragmentierung verfiigbar zu machen [150, 159, 160]. Umgekehrt wird durch
die zusétzliche Einfiihrung einer sauren Gruppe, wie der Glutamin- (E) oder As-
paraginsdure (D), die zur Fragmentation benotigte Energie reduziert [159,161].

Bei Vergleichsexperimenten zwischen dhnlichen Peptiden mit und ohne sauren
Gruppen konnte eine weitere Beobachtung gemacht werden: Zum einen andert
sich die Effizienzkurven fiir die Fragmentierung des Mutterions wie oben bespro-

chen, zum anderen kénnen Unterschiede in den Schnittpositionen der Fragmente
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beobachteten werden. Abbildung 2.12 zeigt die relative Intensitdt des Mutteri-
ons in Abhéangigkeit von der Kollisionsenergie mittels SID fiir Peptide mit und
ohne saure Restgruppen. Ein Peptid mit sauren aber ohne basische Reste wie
LDIFSDF (ausgefiillte Quadrate) fragmentiert bei einer kleineren Kollisionsener-
gie als das gleiche Peptid mit einem zusétzlichen Arginin, wie (RLDIFSDF' und
LDIFSDFR). Im Rahmen des MPM wird dies dadurch erklart, dass die sauren
Gruppen ein zusétzliches Proton zur Verfiigung stellen und so eine Fragmentation
bei geringeren Energien ermoglichen [159,161]. Ein zusatzliches Arginin hingegen
kann ein Proton aufnehmen und somit erhoht sich die Kollisionsenergie fiir ei-
ne Fragmentierung. Die Position des Arginin in der Sequenzreihenfolge scheint
hierbei keinen grofien Einfluss zu haben. Ein Vergleich der zwei Aminosduren
mit sauren Resten Glutaminsiure (E) und Asparaginsiaure (D) wird auch mit
den Kurven der offenen Symbole dargestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass die
Spaltung mit einer Glutaminséure bei einer hoheren Kollisionsenergie ablauft als
bei der Asparaginsiure [162]. Dies passt zu den pks-Werten der entsprechenden
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Abbildung 2.12: Kollisionsenergieabhangige Effizienzkurven der Fragmentation
fir die Peptide LDIFSDF (ausgefiilltes Quadrat), LDIFSDFR (leeres Quadrat),
RLDIFSDF (ausgefiillter 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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Aminosaureresten, der fiir Glutaminsaure geringer ist als der der Asparaginsaure
(pKsg = 4,15 und pKsasp, = 3,71) [39].

Fiir Peptide mit sauren Aminosidureresten wurde dariiber hinaus in Kombination
mit basischen Aminosdureeinheiten 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
Aminoséaurerest auf [153,159,160]. Fiir diese selektiven Schnitte von ionisierten
Peptiden scheint es notig zu sein, dass kein mobiles Proton zur Verfiigung steht.
Liegt in einem protonierten Peptid keine Aminosdure mit basischem Rest (K, R
oder H) vor, kann das Proton am Peptidrickgrat delokalisiert sein. Wird eine
Fragmentation induziert, kann die Fragmentierung an jeder moglichen Stelle im
Peptidriickgrat entstehen, wie es bei LDIFSDF in Abbildung 2.13(d) beobachtet
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Abbildung 2.13: Massenspektren mittels SID fragmentierter Peptide (a) RL-
DIFSDF, (b) LDIFSDFR, (¢) LEIFSEFR und (d) LDIFSDF aus ESI/SID-
Experimenten; in den Peptidnamen wurden basische Aminosduren blau und saure
Aminosduren rot markiert. Die Symbole der Peptide entsprechen der in Abbil-
dung 2.12 eingefiihrten 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 Aminosduren im betrachteten Peptid.

Dariiber hinaus kann dieses Modell verwendet werden, um das Fragmentierungs-
verhalten von protonierten Peptiden mit sauren und basischen Resten zu erkla-
ren [160, 162]: Basische Reste im Peptid konnen 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 fithrt dazu, dass
der deprotonierte Rest des sauren Aminosaurerestes eine Fragmentierung herbei-
fithrt. Es konnte beobachtet werden, dass eine Deaktivierung der Guanidingruppe
des Arginin zur Unterdriickung der Selektivitat fiithrt, da diese dann nicht mehr
zur Protonenaufnahme zur Verfiigung steht [163,164]. Damit wird ein Einfluss
der basischen Gruppen auf das Fragmentationsverhalten bestétigt. Schlussend-
lich lasst sich dieses Modell fiir die selektive Fragmentierung an sauren Gruppen
auch fiir mehrfach protonierte Molekiile verallgemeinern: Fiir eine selektive Frag-
mentation muss die Anzahl der basischen Gruppen grofier oder gleich der Anzahl
der ionisierenden Protonen sein, um alle potentiellen delokalisierten Protonen
binden zu koénnen [159,160, 165]. Auch hier gilt, dass Aminoséurereste mit hohe-
rem pKs-Wert einen ausgepragteren Effekt mit sich bringen [149, 159, 166]. Die
Reihenfolge der Aminosduren innerhalb der Peptidsequenz hat auf dieses Frag-
mentationsverhalten nur einen geringen Einfluss [150, 159, 162].

Peptide, die die Aminosdure Prolin (Pro, P) enthalten, zeigen bei CID und SID
ebenfalls auffillige Spektren: Prolin bildet im Vergleich zu anderen natiirlichen
Aminosauren eine Ausnahme, da der Aminosaurerest des o-C-Atoms zur Amino-
gruppe einen Ring schlieit, vergleiche Abbildung 2.5. Ein prolinhaltiges Peptid
ist somit an dieser Stelle im Peptidriickgrat sterisch eingeschrénkt [167,168]. Zu-
sitzlich hat das Amid des Prolins unter den Aminoséduren eine vergleichbar hohe
Protonenaffinitdt und wird somit bevorzugt protoniert [155,169]. Diese Protonen-
affinitat in Verbindung mit der sterischen Einschrankung scheint sich auch auf
das Fragmentationsverhalten zu tibertragen, da unter Anwesenheit eines mobilen
Protons eine N-terminale Fragmentation am Prolin ausgepréigt 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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Uber 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 Molekiil abgespalten wird. Verluste von H,O
und NHj, aber auch CO gehoren zu den typischen Reaktionen [61]. HyO-Verluste
konnen tiber den C-Terminus und dessen Carboxylgruppe, aber auch tiber Ami-
noséurereste mit Carboxylresten entstehen [173,174]. Oftmals werden Serien aus
y-Fragmenten auch von NHj-Verlusten begleitet, da dieses dort terminale Gruppe
bilden wiirden [61,124]. Die fiir 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 spéter eine wichtige

Rolle fiir die Interpretation von fragmentreichen Massenspektren spielen.

2.4.2 Schwerioneninduzierte Fragmentierung

Bei ionenbestrahlten organischen Proben kénnen je nach Energiebereich der ein-
fallenden Ionen unterschiedliche Fragmentierungsmechanismen von Bedeutung
sein. Tonen mit kinetischen Energien von wenigen keV induzieren in Peptiden
sowohl Bindungsbriiche im Peptidriickgrat selbst, als auch an den Seitenketten.
Obwohl Ionen mit kinetischen Energien im MeV-Bereich einen grofleren Ener-
gieiibertrag beziehungsweise Energieverlust pro zurtickgelegter Strecke im Pro-
benfilm erfahren, induzieren diese in Peptiden sehr spezifische Briiche im Pepti-
driickgrat [31]. Dieser auf den ersten Blick widerspriichlich erscheinende Zusam-
menhang soll im folgenden néher erldutert werden. Auf die quantitative statisti-
sche Verteilung dieser unterschiedlichen beobachteten Fragmentationsarten wird
in Kapitel 5.1 und Abbildung 5.2 ndher eingegangen.

Ionen mit Energien im keV-Bereich, wie sie bei SIMS verwendet werden, fithren
beim Auftreffen auf ein Molekiil in der bestrahlten Probe zu einer lokalen Kollisi-
on. Wie in Kapitel 2.2.1 im Rahmen des nuklearen Energieverlustes beschrieben,
fithren solche priméren elastischen Stofle der Atomriimpfe zu Kollisionskaskaden.
Dadurch kénnen unter anderem Atome aus der Oberfliche abgelost werden, wel-
che bei der SIMS detektiert und analysiert werden [57,176-178]. Der Einschlag
eines keV-lTons und die durch die Kollision eingebrachte Energie ist priméar auf
das gestoBlene Atom begrenzt. Ein solcher lokalisierter Energietibertrag fithrt zu
Bindungsbriichen nahe des Auftreffortes des priméren Ions ungeachtet der Bin-
dungsart oder der beteiligten Bindungspartner. Die entstehenden Fragmente in

Peptiden bestehen somit aus spezifischen Fragmenten aus dem Peptidriickgrat
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und unspezifischen Fragmenten, die durch Bindungsbriiche in den Seitenketten
entstanden sind. Fiir Gold keV-Ionen kann der Energieverlust in dem Peptid An-
giotensin II aus der in Abbildung 2.4 gezeigten Simulation bei Ey;, ~ 1072 MeV
auf dF/dz ~ 1 keV /nm abgeschétzt werden. Abbildung 2.14(a) veranschaulicht
diesen Mechanismus.

Fir mit SHI bestrahlte Proben wurden hingegen fast ausschliefllich spezifische
Fragmente beobachtet. Im Gegensatz zu keV-Ionen wechselwirken SHI primér
mit dem elektronischen System der Molekiile in der bestrahlen Probe; fiir MeV-
Ionen ist der elektronische Energieverlust dominant (vergleiche Abbildung 2.4),
bei dem der Energieeintrag in das Molekiilsystem nicht durch eleastische Stofe
der Atomriimpfe erfolgt [179]. Das angeregte elektronische System des Molekiils
kann nun durch zwei Mechanismen Bindungsbriiche erzeugen: Werden durch die
angeregten Elektronen anti-bindende Orbitale besetzt, so kann es zu direkten
Bindungsbriichen kommen [61, 180, 181]. Hierzu ist eine Anregung und damit
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der ioneninduzierten Anregungsme-
chanismen in Peptiden: (a) keV-Ionen induzieren unselektive Bindungsbriiche. 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 Molekiils, fiihrt zum Bruch der schwéchsten
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 iiber einen Zeitraum notwendig, der
es den beteiligten Atome ermoglicht einen ausreichenden Impuls zur raumlichen
Trennung zu erfahren. Diese direkte Anregung ist haufig bei der Dissoziation
mittels UV-Licht zu beobachten [61,154,182]. Dabei konnte beobachtet werden,
dass einzelne Aminosaurereste 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 Molekiils durch indirekte Anregung der
Vibrationsfreiheitsgrade abldauft: Das angeregte Elektronensystem tibertragt die
aufgenommene Energie auf die Schwingungsfreiheitsgrade der Atomrtimpfe [31].
Zum einen kann die bei der Relaxation des elektronischen Systems gewonnene
Energie an die Atomriimpfe tibertragen werden. Da sich die elektronische An-
regung schnell iiber das gesamte Molekiil verteilt, werden Vibrationszustédnde
ebenfalls gleichmaflig im gesamten Molekiil angeregt. Bindungsbriiche kénnen
in diesem gleichméfiig angeregten Molekil nun iiber die energetisch bevorzug-
ten Reaktionswege ablaufen. In Peptidmolekiilen wurden spezifische Schnitte im
Peptidriickgrat beobachtet [31]. Hierbei ist auch zu beobachten, dass verschiedene
Peptide unterschiedlich stark durch MeV-Ionen fragmentiert werden, vergleiche
Abbildung 5.4. Die Présenz unterschiedlicher Wirkungsquerschnitte fiir verschie-
dene Peptide zeigt, dass die Aminosduresequenz und die damit einhergehenden
Unterschiede des elektronischen Systems einen Einfluss auf die Fragmentation
haben [31]; die Seitengruppen der Aminoséuren scheinen tiber ihre elektronische
Struktur die Bruchreaktion zu beeinflussen. Ebenso ist nicht auszuschliefen, dass
die Bindungsbriiche iiber sekundare Wechselwirkungen wie mobile Protonen wei-
ter beeinflusst werden [61,183,184]. Auch hier spielen die Aminoséurereste, ins-
besondere saure und basische Reste, eine signifikante Rolle, wie in Kapitel 2.4.1
im Rahmen des MPM vorgestellt.
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3 | Experimentelles

In diesem Kapitel werden die Anlagen und Abldufe der Experimente, sowohl in
den Laboren der AG Diirr am Institut fiir Angewandte Physik der Justus-Liebig-
Universitat Gielen, als auch an der Gesellschaft fiir Schwerionenforschung (GSI)
GmbH in Darmstadt, beschrieben. Zunéchst wird die Analyse mittels DINeC-MS,
danach die Probenpraparation 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 SO,-Cluster wer-
den durch die adiabatische Expansion eines Gasgemisches aus 97% Helium und
3% SO, erzeugt. Hierzu wird das Gasgemisch tiber eine Diise bei einem Diisen-
druck von 15 bar gepulst in die Vakuumkammer eingelassen. Der Hintergrund-
druck der Kammer betriagt typischerweise pkammer = 2 X 10~ mbar. Die Solenoid-
Diise mit einem PTFE-StoBlel (Modell 009-0442-900 von Parker Hannifin Corp.,
Cleveland, USA) wurde in Kombination mit einer Diisensteuerung (Iota One,
Modell 060-0010-900 von Parker Hannifin Corp., Cleveland, USA) bei einer Off-
nungszeit von ungefihr 500 us und einer Offnungsfrequenz von 2 Hz betrieben.
Bei der Expansion des Gaspulses in der Kammer kiihlt sich das Gasgemisch ab
und das SO, kondensiert in SO,-Cluster. Die so gebildeten Cluster bestehen aus
10% bis 10* SOy-Molekiilen [46]. Uber das verwendete Trigergas lisst sich die
Geschwindigkeit der Cluster einstellen und betréigt bei der Verwendung von He
Vcmster ~ 1600 m/s [185]. Daraus ergibt sich eine kinetische Energiedichte von
weniger als 0,8 eV pro SOs-Molekiil.

Ein Skimmer (Model 2, Beam Dynamics Inc., Jacksonville, Florida, USA) im
Verlauf des Clusterstrahls schneidet den aufleren Teil des Strahls ab, sodass ein
homogener und lokal definierter Strahl entsteht. Der Clusterstrahl ist unter einem
Winkel von 35° zur Normalen der Oberfliche auf die Probenoberfliche gerichtet.
Beim Auftreffen auf die Probenoberfliche werden Molekiile, wie in Kapitel 2.1.1
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Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau eines DINeC-Massenspektrometers: Der
SOs-Clusterstrahl aus der Diise durchlduft einen Skimmer und trifft auf die Pro-
benoberflache. Die desorbierten Ionen werden durch die anliegenden Spannungen
am Probenhalter und Gitter in Richtung Ionenfalle beschleunigt. Uber zwei Io-
nentrichter und einen anschlieSfenden Multipol, welcher die lonen in die Ionenfalle
transferiert. Durch einen massenselektiven Auswurf in einen nachgestellten De-
tektor konnen Massenspektren aufgenommen werden.

beschrieben, zum Teil desorbiert und ionisiert. Es konnte eine Ionisationseffizienz
fir Peptide in der GroBenordnung von 0,5 — 3% bestimmt werden [54]; deutlich
hoher als beispielsweise bei der verwandten Methode SIMS mit einer Effizienz von
< 0,01% [177]. Die Probenpraparation selbst wird in Kapitel 3.2 niher erlautert.
Der Probenhalter liegt auf einem Potential von Ugample = 40 V relativ zum Fal-
leneingang und ein Gitter parallel zur Probenoberfliche (Abstand d ~ 4 mm) auf
einem Potential von Uguq = 7 V. Durch die Potentialdifferenz von AU = 33 V
werden die desorbierten lonen von der Probe abgezogen. Bei der Untersuchung
von Kationen liegen die Probe und das Gitter auf einem positiven Potential, wel-
ches fiir die Messung von Anionen invertiert wird. Nach dem Durchlaufen des
Gitters befinden sich die Ionen in einem kommerziell erhaltlichen Massenspektro-
meter amaZon SL der Firma Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland). Die
urspriingliche Konfiguration des Massenspektrometers sieht eine ESI-Stufe vor,
die durch die DINeC-Desorptionsstufe ersetzt wurde. Ionen, die das Gitter pas-
siert haben, werden tiber zwei hintereinander angeordnete Ionentrichter in einen

Multipol tiiberfiihrt, 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]. Fiir die Anwendung bei der DINeC-
MS spielt das kiithlende Hintergrundgas der Ionenfalle noch eine besondere Rol-
le: Von SO,-Cluster desorbierte Ionen kénnen beim Eintritt in die Falle noch
SO2-Addukte mit sich tragen [15,48,54]. Bei Kollisionen mit dem Hintergrund-
gas losen sich diese neutralen SO,-Molekiile vom desorbierten Ion und verlassen
die Falle. Es werden deshalb bei DINeC-MS typischerweise nur Molekiile ohne
SOs-Addukte detektiert. Die von der Falle ausgeworfenen Ionen werden in einem
Daly-Detektor ausgezahlt. In diesem treffen die Ionen auf einen Metallknopf, auf
dem sie Sekundérelektronen auslésen, die iiber eine anliegende Hochspannung zu
einem Szintillator abgezogen werden [67]. Einfallende Elektronen losen 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 05 K19RG1
ein solches DINeC-Massenspektrometer durch die Kombination eines kommerziell
erhéltlichen Massenspektrometers mit einer DINeC-Stufe aufgebaut. Die Kam-
mer und der Probenhalter wurden darauf ausgelegt, die Anlage zum einen iiber
Transferschleusen bestiicken zu kénnen und zum anderen die Anlage leicht trans-
portfahig machen zu kénnen. Ersteres wurde durch eine eigenstindig 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 weif eingefarbt.

Uber den Linearverschub ist es méglich, Proben in die Hauptkammer zu iiber-
geben, ohne dass diese vollstdndig beliiftet werden muss. Hierdurch wird der
Messbetrieb nur fiir wenige Minuten wahrend des Schleusenvorgangs unterbro-
chen, statt fiir bis zu 90 Minuten bei einer vollstdndigen Beliiftung 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) ermog-
licht es, tiber einen xyz-Verschub mit einer zusatzlichen Drehdurchfiihrungen die
fiinf Probenpositionen des Probenhalter zu bestiicken und die gewiinschte Pro-
ben im Clusterstrahl zu positionieren. In Abbildung 3.2 sind zusétzlich in lila
die Solenoid-Diise und die Ionentransfereinheit zu erkennen, die fiir die Ionen-
erzeugung und tiberfithrung in das Massenspektrometer (grau) benotigt werden.
Weitere Vakuumbauteile wie Sichtfenster, Kabeldurchfithrungen, Druckmessrohre

und Turbomolekularpumpe sind dunkelblau markiert. Fiir die erhéhte Transport-
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(b)
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Abbildung 3.2: Technische Zeichnung des DINeC-MS in einer Gesamtiiber-
sicht (a) und Detailansicht der Hauptkammer (b): Zusammengehérige Baugrup-
pen wurden in derselben Farbe markiert. Es werden die Probentransfer- und
Schleuseneinheit (orange), die Hauptkammer (weifl transparent), die Proben-
aufnahme (gelb), der xyz-Manipulator zur Probenpositionierung (hell blau), die
Solenoid-Diise und lonentransfereinheit (lila) und das Massenspektrometer selbst
(grau) gezeigt. Zusatzlich sind die Pumpen, Messrohren, Stromdurchfithrungen
und Schauglaser (dunkel blau) und der Aluprofil-Rahmen (griin) dargestellt.

fahigkeit ist die gesamte Anlage in Aluprofilen fixiert (griin in Abbildung 3.2),
die den einzelnen Komponenten des Aufbaus Schutz, weitere Stabilitdt 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 SO,-Cluster benotigten Steuergerite,
sowie der Probenmanipulator zu erkennen. Abbildung 3.3(b) zeigt den Manipu-
lator aus Richtung der Ionenfalle zusammen mit der Solenoid-Diise. Uber elektri-
sche Durchfithrungen am Manipulator kénnen neben der Probenspannung auch
weitere Spannungen in die Vakuumkammer eingebracht werden. Ebenso ist eine

Durchfithrung fiir zwei Thermoelemente verbaut.
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Abbildung 3.3: Fotografien der mobilen DINeC-Anlage: (a) Vorderseite mit
Desorptionsstufe, Steuergerdten, Pumpen und Transferschleuse mit Linearver-
schub, sowie Probenmanipulator. (b) Riickseite des Probenmanipulators mit der
Solenoid-Diise im unteren Teil des Fotos.

3.2 Probenpraparation

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 Abkiirzung des Porphy-
rins setzt sich aus dem Kiirzel des zentralen Metallatoms und des Porphyrins
zusammen. Als Substrate wurden Stiicke eines Silizium-Wafers mit nattirlicher
Oxidschicht in den Abmessungen von ungefahr 8 mm x 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) fir je 10 min gereinigt.
Anschliefend wurden die Substrate einzeln aus dem Aceton-Bad genommen und
mit Stickstoff getrocknet, um im Aceton geloste Verunreinigungen noch gelost
von der Oberfliche zu spriithen. Die Porphyrinproben wurden stets aus 30 pl ei-
ner Ethanol-Losung (cporpn = 1 % 1072 mol/L) auf einem Stiick Silizium-Wafer

prapariert.
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Die Peptidproben wurden aus einer wassrigen Losung (ROTISOLV Ultra LC-
MS von Carl-Roth GmbH, Karlsruhe) bei einer Konzentration von cpe, = 1 X
1073 mol/L prépariert. Wie auch die Porphyrin-Proben, wurden die Peptid-
Losungen auf ein gereinigtes Stiick Silizium-Wafer getropft. Hierbei wurden auf
die Substrate jeweils mit einer Mikropipette 30 ul der gewiinschten Peptidlosung
aufgebracht. Die Proben wurden anschliefend 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 x10 mm breitem Aluminiumquader (verglei-
che Abbildung 3.4(a)). Uber seitliche Gewindeldcher ist es moglich, eine Maske
iiber die Probe zu legen und seitlich mit Schrauben zu arretieren. Die Maske
hat eine angesenkte Bohrung mit einem Durchmesser von 6 mm, iiber die die
bestrahlte und massenspektrometrisch untersuchte Probenfliche definiert wird.
Zwei weitere Gewindelocher in der Unterseite des Probenhalters ermdglichen 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 lonenbestrahlung essentiell fiir die
quantitative Auswertung der Spektren. Alle Proben wurden stets in einer Trans-
portbox aufbewahrt, welche lichtundurchlassig in Aluminiumfolie eingeschlagen
wurde. Die Box wurde stets von direkten Wérmequellen oder Stoflen geschiitzt.
Alle Proben sind somit der gleichen Atmosphére und Temperatur ausgesetzt wor-
den. Zusétzlich zu den eigentlichen Proben wurde auch eine Transportreferenz

80666 06-
| ]
- ]
9

Abbildung 3.4: (a) Zeichnung des einzelnen Probenblocks; (b) Seiten- und (c)
Draufsicht des gesamten Probenhalters. Die Probenblocke sind mit Schrauben
auf den Probenhalter geschraubt. Dies erlaubt die wiederholbare Positionierung
zum Beispiel bei der Messung vor und nach der Bestrahlung mittels SHI.
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mit, gefithrt. Das Spektrum dieser Referenz wird nicht prasentiert, da diese keine

Veranderung durch den Transport gezeigt hat.
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Tabelle 3.1: Auflistung aller untersuchten Peptide

Hersteller: Trivialname: Aminosduresequenz: CAS-Nr.: Artikel-Nr.: Reinheit:
Angiotensin I acetat DRVYIHPFHL 70937-97-2  A9650 >90 %
Angiotensin II DRVYIHPF 4474-91-3  A9525 >93%
[Val®]-Angiotensin II acetat DRVYVHPF A2900 >95%
[Asn' Val®]-Angiotensin 1T NRVYVHPF 20071-00-5  A6402 >97T%
Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA Angiotensin A trifluoracetat ARVYIHPF 51833-76-2 SML1373 >98%
Alamandin trifluoracetat ARVYIHP 1176306-10-7 SML1374 >98%
[Sar']-Angiotensin 1I SarRVYIHPF SCP0020 >95%
Substanz P acetat RPKPQQFFGLM 137348-11-9  S6883 >95%
Leu-Enkephalin acetat YGGFL H8822-25-6  1L.9133 >95%
Calbiochem, Bradykinin acetat RPPGFSPFR 23815-87-4  05-23-0500 >97%
San Diego, CA, USA
Neurotensin pELYENKPRRPYIL 39379-15-2  05-23-1200 >97%
Biomol GmbH, Angiotensinogen (1-14) trifluoracetat DRVYIHPFHLVIHN 104180-23-6  CAY24989 >95%
Hamburg, Deutschland
Dynorphin B (1-9) trifluoracetat YGGFLRRQF 126050-26-8 CAY24743 >95%

SoroguomiLIodxsy ¢ [o3rdey



3.3. Erzeugung schneller Schwerionen

3.3 Erzeugung schneller Schwerionen

Die Bestrahlung préaparierter Proben wurde an der Gesellschaft fiir Schwerionen-
forschung (kurz: GSI) Helmholtzzentrum fiir Schwerionenforschung in Darmstadt-
Wixhausen, Deutschland durchgefithrt. Hierzu wurde am M-Zweig des UNILAC
(engl.: universal linear accelerator) die Bestrahlkammer an der Extraktionstation
»,M3* genutzt. Der UNILAC ist eine universelle lonenquelle und kann positive ein-
atomare Tonen, die aus einer Priméarquelle erzeugt werden, auf bis zu 11,4 MeV /u
beschleunigen. Neben der direkten Extraktion wie am M-Zweig ist es moglich,
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 fiir 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 gewiinschten Elements in die Gasphase zu iiberfithren und
Tonen mit einer geringen Ladung zu erzeugen [188-191]. Uber Extraktionsspan-
nungen werden die erzeugten lonen gebtlindelt und aus der Quelle heraus be-
schleunigt. Die niedergeladenen Primérionen werden tiber 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 anschliefend in einer TH-Kammer (engl.: inter-digital H-type structure,

M-
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des ,,UNILAC* Linearbeschleuni-
gers des GSI Helmholtzzentrums fiir 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 erhoht und
die Tonen im Folgenden durch den Alvarez-Beschleuniger mit nachgeschaltetem
Einzelresonator (ER) auf bis zu 11,4 MeV /u beschleunigt. Der magnetisch gelei-
tete Tonenstrahl wird schlussendlich an den entsprechenden Experimentierplatz
iiberfithrt. Der M-Zweig ist hier blaulich hervorgehoben. Angelehnt an das Ori-
ginalbild von M. Kaiser/L. Groening, GSI/FAIR [187].

45
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kurz: IH) auf rund 1,4 MeV /u beschleunigt. Abhéangig von der genutzten Quelle,
wird der Tonenstrahl durch einen Elektronenabstreifer (engl.: gaseous electron-
stripper, kurz: ES) geschickt. Der Abstreifer ist mit einem Gas gefiillt: Bei Stofien
der Ionen mit den Gasmolekiilen geben die Ionen Elektronen ab, sodass der La-
dungszustand der Ionen weiter erhoht wird. Im letzten Schritt wird der Strahl mit-
tels fiinf sequenzieller Beschleuniger im Alvarez-Typ und eines Liickenresonators
(Einzelresonator, kurz: ER) auf die endgiiltige 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
durchfithren zu kénnen. Unter Verwendung von ablenkenden Magnetfeldern wer-
den die Tonenpakete zu den entsprechenden Experimenten geleitet [192-194]. In
dieser Arbeit wurden die in Tabelle 3.2 aufgefiihrten Ionen bei den angegebenen

Energien verwendet.

Tabelle 3.2: Auflistung aller fiir die Bestrahlung verwendeten Ionen; Werte fiir
dF/dz wurden mittels SRIM simuliert [78,79].

Ion: Eyin/u: Eyin: dE/dx (Eyy):

7AWt 48 MeV/u 946 MeV 12,5 keV/nm
BCal® 48 MeV/u 192 MeV 24 keV/nm

FeT 11,4 MeV/u 636 MeV 2,2 keV /nm

Uber eine verfahrbare, quadratische Blende kann der Ionenstrahl auf die zu
bestrahlende Flache abgeschnitten werden. Die Flache wurde auf einem phos-
phorisierendem Leuchtschirm aus einem Gemisch aus AlyO3 und CryO3 (Modell
444-444-444-444 von BCE Special Ceramics GmbH, Mannheim, Deutschland) be-
stimmt. Uber einen verfahrbaren Faraday-Becher wurde vor jeder Probenbestrah-
lung der Ionenfluss bestimmt um dartiiber die Bestrahlungszeit fiir eine bestimmte
Fluenz festzulegen. Zusétzlich wird iiber eine Referenzierung des lonenstroms auf
der Blende zum Ionenstrom des Faraday-Bechers der Ionenfluss wiahrend der Pro-
benbestrahlung tiberwacht. Der Kammerdruck lag wahrend der Bestrahlung bei

ungefihr p ~ 1x10® mbar.
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4 | Ionisationsverhalten organischer
Molekiile bei DINeC

In diesem Kapitel wird das Ionisationsverhalten organischer Molekiile am Beispiel
unterschiedlicher Metallkomplexe naher untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass unterschiedliche Ionisationsmechanismen bei ahnlichen oder sogar dem glei-
chen Molekiil stattfinden kénnen. So ist neben der Protonierung auch die Elek-
tronenabgabe ein moglicher Mechanismus fiir die positive Ionisation. Umgekehrt
wurde die Deprotonierung beziehungsweise die Elektronenaufnahme fiir negative
Analyt-Tonen beobachtet. Bei Porphyrinen wurde beobachtet, dass das Auftreten
des dominierenden Mechanismus von den funktionellen Gruppen und dem zentra-
len Metall-Ton des Komplexes abhangt. Fiir Ir(ppy)s konnte dartiiber hinaus eine
Anderung des dominanten Ionisationsmechanismus wihrend 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 anschliefend
die Ergebnisse fiir Ir(ppy)s mit dem Fokus auf die Einfliisse 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-
lekiil [M+H]* zugeordnet werden. Zusatzlich 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
[sotopenmusters in grau gepunktet gezeigt, die die Zuordnung der Ionisationsart
bestatigen. Fiir 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 lonen einer TPP-Probe mit der

Strukturformel des neutralen Ausgangsmolekiils. Der dominante Peak kann dem

einfach protonierten TPP-Molekil 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 tliber die Protonierung oder Deprotonierung der sekundaren
Aminogruppen im inneren des Porphyrins erfolgen. Im ungeladenen Zustand sind
zwei der vier Aminogruppen mit Wasserstoff-Atomen abgeséttigt: Die saure Um-
gebung wahrend der DINeC-MS scheint die weitere Protonierung zu unterstiit-
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 EST (engl., electrospray ionization)
herangezogen. Bei TPP und DPP konnte auch bei ESI das protonierte Kation
[M+H]* beobachtet werden [195,197]; fir beide Porphyrine konnten keine Anio-
nen detektiert werden. Mit der Einfiihrung einer funktionellen Gruppen an den
Phenylrest kann diese bei der DINeC-MS Messung zur lonisation beitragen. Ab-
bildungen 4.2(e) und (f) stellen die gemessenen Isotopenmuster mit zugehoriger
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 sekundiren Aminogruppen erfolgt [198,199]. Zusatzlich sind bei diesem
Molekiil in Abbildung 4.2(f) deutlich Anionen [M-H|" zu beobachten. Auch in
mittels ESIT 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 fir die

Bildung von Anionen die Einfithrung 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 ITons.

bei der DINeC-MS ermoglicht und sich auch auf diese zuriickzufithren lasst. Ent-
gegen der Bildung der Kationen, werden bei der Bildung der Anionen bei TCPP
die Carboxylgruppen fiir die Deprotonierung bevorzugt [201]. Obwohl ein TCPP-
Molekil vier Carboxylgruppen tragt, 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-Ton 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 Féllen 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.

iiber eine Elektronenabstraktion. Durch das Metallatom im Zentrum des Porphy-
rins sind die zentralen Aminogruppen abgeséattigt und stehen nicht mehr fir die
Protonierung zur Verfiigung. Uberraschenderweise scheint die Elektronenabstrak-
tion selbst fiir CoTAPP, das explizit basische Gruppen zur Protonenaufnahme
zur Verfiigung stellt, gegeniiber der Protonierung dieser Restgruppen bevorzugt
zu werden. Eine Recherche nach Abhéangigkeiten des mittels DINeC beobachte-
ten lonisations-Verhaltens von der Ionisationsenergien oder Elektronenaffinitédten
erbrachte aufgrund unvollsténdiger Datenlage keine Ergebnisse. Veroffentlichte
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 tiber die Aufnahme eines Elektrons

ionisiert, da keine funktionelle Gruppen fiir eine Protonenabgabe zur Verfiigung
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steht. Die Effizienz fiir die Elektronenaufnahme scheint aber gering, da die Inten-
sitdt des Isotopenmusters vergleichsweise schwach ist. Mit einer Carboxylgruppe
und damit der Verfiigbarkeit von Protonen, ist CoOTCPP 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 Zn'TCPP in (c¢) und (d).
Das Isotopenmuster des Zink ist mit insgesamt fiinf natiirlich vorkommenden,
stabilen Isotopen komplex. Von diesen stabilen Isotopen dominieren insbesonde-
re 547n (48,6%), %°Zn (27,9%) und %Zn (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
(¢) und (d). In grau die zugeordnete Simulation der Messung des jeweiligen Ions.
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Kapitel 4. Ionisationsverhalten organischer Molekiile bei DINeC

Abbildung 4.4(a) ist durch die Simulation in grau erkennbar, dass sich hier die
protonierte und elektronisch ionisierten Spezien, [M+H]™ und [M]*, iberlagern.
Die angepasste Simulation zeigt, dass der Anteil beider Tonenarten bei circa 50%
liegt. Diese Beobachtung ist zunéachst iiberraschend, da die Aminogruppen im
Zentrum durch das Zink-Ion abgeséittigt sind. In der Literatur gibt es fiir diese
Konfiguration einen Vorschlag, der ein Proton an den sekunddren Aminen vor-
sieht, wéhrend das Zink-Ton mit diesen noch leicht koordiniert ist [206]. Diese be-
obachtete Konfiguration kénnte das in DINeC-Spektren beobachtete protonierte
Ion erkldren, da das Proton wie bei CoTPP eigentlich keine Anlagerungsmoglich-
keit hat. Eine Mischung aus protonierten und elektronisch ionisierten Molekiilen
erkléart dann das beobachtete Gesamtverhalten. Mittels ESI aufgenommene Mas-
senspektren von ZnTPP hingegen zeigen ausschliefllich die elektronisch ionisierte
Spezies [M]* [207]. Die Ionisation erfolgt hier also wie fiir die mit Kobalt metal-
lierten Porphyrinmolekiilen 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 fir Zn'TPP keine Anionen. Da auch hier wie bei CoTPP
keine Deprotonierung moglich ist, ware nur die Ionisation durch eine Elektronen-
aufnahme moglich. Obwohl diese bei CoTPP in geringem Mafle zu beobachten
ist, ist diese bei ZnTPP offensichtlich unterdriickt. Das Ionisationsverhalten bei
DINeC-MS des ZnTCPP ist vollstandig 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 fiir die jeweiligen Porphyrine
zusammen. Da bei keinen Spektren mehrfach geladene Analyt-Ionen beobachtet
werden konnten, beschrankt sich die Tabelle 4.1 auf einfach geladene Porphyrin-
Ionen. Ein Querstrich indiziert erfolgte Messungen ohne zuzuordnendes Ergebnis,
wahrend grau hinterlegter Felder fiir nicht erfolgte Messungen stehen.

Wie in Tabelle 4.1 abzulesen, weisen die mittel DINeC- und ESI-MS beobachte-
ten Ionen eine starke Ahnlichkeit auf: In vergleichbaren Experimenten, in denen
kationische ESI-Spektren von Porphyrinen mit und ohne zentralem Metall-Ion
aufgenommen wurden, werden ebenfalls fiir die metallierten Molekiile, mit Aus-
nahme des ZnTCPP, die elektronisch ionisierten Molekiile beobachtet, vergleiche
Tabelle 4.1 [202,208-210]. Zusammenfassend kann in DINeC-Spektren beobachtet

werden, dass unmetallierte Porphyrine iiber Aufnahme oder Abgabe von Protonen
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4.1. DINeC-MS von Porphyrinen

Tabelle 4.1: Ubersicht der mittels DINeC- und ESI-MS beobachteten Ionisati-
onsarten fiir Porphyrine. # aus Referenz [204]

Porph.: 2H Co Zn
w» | TPP | [M+H]' - M]" IMI" | [M]"/[M+H]
E DPP | [M+H]* -
2| 1ePp | IM+HT | IMHT | M | IMeHT| (T [M-H]
2| Tapp M]*
TPP | [M+H]" - M]* M]*
2| pep
7| Teep | (M+H | imeHT | v [M+HT" [M-H]
TAPP M+ *

ionisiert werden. Dies wird auch in vergleichbaren, mittels ESI aufgenommenen

Spektren beobachtet und lésst sich auf die freien Amine im Zentrum der Por-

phyrine zuriickfithren [208]. Fir Porphyrine mit zentralem Metall-Ton hingegen

werden Kationen, die durch eine elektrische Ionisation des Zentralions entstehen,

beobachtet. Dies ist selbst dann der Fall, wenn basische Restgruppen fiir eine
Protonierung zur Verfiigung stehen. Lediglich ZnTPP zeigt bei DINeC-MS als

Kation zuséatzlich auch die protonierten Form. Anionen werden fast ausschlief3-

lich dann beobachtet, wenn explizit saure Gruppen vorhanden sind, unabhéngig

ob die Porphyrine mit oder ohne Zentralion vorliegen. Das CoTPP bei DINeC-

MS stellt hier eine Ausnahme dar, das sehr schwach tber Elektronenaufnahme

Anionen bildet.
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4.2 DINeC-MS von Ir(ppy)s

4.2.1 Ionisationsverhalten von reinem Ir(ppy)s

Ahnlich zu den Porphyrinen lassen sich auch bei Ir(ppy)s zwei verschiedene Io-
nisationsmechanismen fiir einfach positiv geladene Ionen beobachten. Die Beson-
derheit hierbei ist aber, dass beide Mechanismen am gleichen Komplex wéahrend
einer Messung auftreten und insbesondere, dass sich die relative Intensitéten der
Ionen, die den unterschiedlichen Mechanismen zuzuordnen sind, im Laufe einer
Messung verschieben. Die Daten und Ergebnisse zu diesem Abschnitt wurden
zum GroBiteil in Quelle [18] verdffentlicht.

Das DINeC-MS-Spektrum einer aufgedampften! Ir(ppy)s-Schicht ist in Abbil-
dung 4.5 dargestellt: Abbildung 4.5(a) zeigt ein iiber 30 Minuten gemitteltes
Spektrum im Bereich von m/z = 300 — 1000. Das Isotopenmuster des Ir(ppy)s
liegt bei ungefahr m/z = 655 und wird in Abbildung 4.5(b) vergroBert darge-
stellt. Die Form des Isotopenmusters ist durch die Isotope 'Ir und %3Ir mit
einer Uberlagerung von C zu erkliren und lisst sich dem elektronisch ionisier-
ten [Ir(ppy)s]™ zuordnen.

Dartiber 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 konnen oxidiertem Ir(ppy)s zugeordnet werden, da diese einen Abstand
von A(m/z) = 16 aufweisen. Hierbei konnen ein oder bis zu drei der Liganden
zu 2-phenylpyrdin-1-oxid oxidiert werden [211,212]. Ein kleiner Peak (kleiner
<2% des hochsten Signals) bei ungefahr m/z = 500 kann der Spezies [Ir(ppy)q]*
zugeordnet werden, in Abbildung 4.5 ist diese mit einem Pfeil markiert. Molekiile
mit nur einem Phenylpyridn [Ir(ppy)]t oder gar nur das Ir*-Ion konnten nicht
beobachtet werden.

Abbildung 4.6 zeigt DINeC-MS-Spektren einer aufgedampften Ir(ppy)s-Probe,
die iiber unterschiedliche Zeitintervalle gemittelt wurden: Abbildung 4.6(a) zeigt
in blau das Isotopenmuster fiir eine auf der Summenformel basierenden Simu-
lation des natiurlich vorkommenden Isotopenmusters des einfach protonierten
[Ir(ppy)s-+H]*. In Abbildung 4.6(e) ist das simulierte Isotopenmuster fiir die ein-
fach positiv geladene Spezies [Ir(ppy)s]t in griin dargestellt, die mittels Elek-
tronenabstraktion ionisiert wurde. In beiden Féllen ist das typische Muster, das
durch die Kohlenstoffisotope hervorgerufen wird, mit einer Uberlagerung der Iri-

diumisotope zu erkennen.

120 nm Ir(ppy)s-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)s-Probe. Die Strukturformel ist oben links gezeigt. Das Isotopenmuster
(b) mit dem groBten Peak bei m/z = 655 wird dem intakten Molekiil [Ir(ppy)s]*
zugeordnet. Der Pfeil in (a) zeigt einen Peak bei m/z = 501 an, der [Ir(ppy)s]™
zugeordnet wird. (b) Die Anpassung der experimentellen Daten in rot durch eine
Simulation eines Spektrums, das bei elektronischer Ionisation zu erwarten ist (grii-
ne Fliache unter der Kurve), bestétigt die tiberwiegend elektronische Ionisation.
(c) Die in (a) erkennbaren Peak-Gruppen bei hoheren Massen (m/z ~ 670 und
m/z ~ 685) konnen oxidierten Molekiilen zugeordnet werden [211,212]. Nach-
druck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Publishing.

In den Abbildungen 4.6(b), (¢) und (d) wurden die aufgenommenen Spektren
tiber 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)s+H]™ und [Ir(ppy)s]T angepasst. Die farbige Flache unter den Mess-
daten gibt den jeweiligen Anteil des entsprechenden Ionisationsmechanismus an.
Hieraus lasst sich erkennen, dass die Probe zu Beginn der Messung (0—1 min) be-
vorzugt chemisch tiber 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)s; weist keine basischen
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Abbildung 4.6: (a) und (e) zeigen Simulationen des Isotopenmusters fiir che-
misch (a) und elektronisch (e) ionisiertes Ir(ppy)s. In (b)-(d) sind DINeC-MS-
Spektren einer mittels PVD préaparierten Probe gezeigt; die Spektren sind iiber
die angegebenen Messzeitraume gemittelt und wurden mit einer linearen Kombi-
nation der beiden in (a) und (e) gezeigten Simulationen angepasst. Die entspre-
chenden Beitrdge wurden mit einer entsprechend eingefarbten Flichen 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)s durch Protonierung in
Losung nachgewiesen werden [101]. Die elektronische Ionisation erfolgt tiber die
bei DINeC-MS bereits beobachtete Elektronenabstraktion wie bei den Porphy-
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4.2. DINeC-MS von Ir(ppy)s

rinen in Kapitel 4.1 beschrieben. Die Ionsiationsenergie fiir Ir(ppy)s; liegt nahe
der von anderen mittels DINec-MS untersuchten Systemen: Fiir Ir(ppy)s wurde
diese experimentell auf 5,2-5,3 eV [213,214] bestimmt (theoretisch in Gasphase:
5,9 eV) [215,216], wihrend die Tonisationsenergie 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 fiir Caesium-
bis Lithium-Atome in der Gasphase [39]. Mittels Dichtefunktional-Berechnungen
wurde ermittelt, dass die Elektronenabstraktion bei Ir(ppy)s tiber 5d-ahnliche
Orbitale ablauft [215,216]; das resultierende Ion kann somit auch als Ir(III) 5ds-
Komplex angesehen werden [215].

In Abbildung 4.7 ist der zeitliche Verlauf der unterschiedlichen Beitréage explizit
aufgetragen: Die absoluten Beitrédge der Linearkombination der Fits sowie deren
Summe werden fiir Spektren in Intervallen von 1 min dargestellt. Wahrend die
Summe einen anndhernd konstanten Wert beibehalt, dndern sich die Anteile der
chemisch und elektronisch ionisierten Spezies stark. Nach ungefihr 2 min Messzeit
wechselt die dominierende Spezies von [Ir(ppy)s+H]* zu [Ir(ppy)s]™. Bei langen
Messzeiten stellt sich ein Gleichgewichtszustand zwischen den beiden Mechanis-
men ein, der deutlich auf der Seite des elektronisch ionisierten [Ir(ppy)s]™ liegt,
wahrend der Anteil der protonierten Spezies [Ir(ppy)s+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 fiir 60 min
H50 bei einem Druck von 2x10* mbar ausgesetzt wurde. Der relative Verlauf
der Beitrage von [Ir(ppy)s+H]T und [Ir(ppy)s]t zeigt, dass sich die Anteile der
Spezien vor und nach der Exposition an HyO qualitativ sehr ahnlich 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 andert.

Aus der Beobachtung in Abbildung 4.8 lédsst sich auf einen Einfluss des Restwas-
serfilms auf den Ionisationsmechanismus schliefen. Bei der primédren Messung
wurde die Probe in die beliiftete Messkammer eingebaut. Bei dieser Praparation
konnte sich ein Wasserfilm auf der Probe bilden, der bei der priméren Messung
abgetragen wird. Die Abtragung wird durch die Abnahme des Anteils des che-
misch ionisierten [Ir(ppy)s+H]* sichtbar. Wie in Kapitel 2.1.2 erkléart, bilden
die SO,-Molekiile 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 Signalintensitit der beiden Ionisationsbeitriage (elek-
tronische Ionisation in griinen offenen Kreisen und chemische Ionisation in blauen
Kreisen) bei Ir(ppy)s als Funktion der Dauer der Messung. Als rote Quadrate
ist die Summe der beiden Beitrdge dargestellt. Fiir 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 HyO in der Kammer bildet sich erneut ein
Wasserfilm auf der Probe aus und die initiale Verteilung ist somit wieder durch
[Ir(ppy)s+H]* dominiert. Die Einlagerung des Wasser erfolgt allerdings hierbei
nur oberfliachlich, weshalb die Rate mit der sich die Verteilung dndert, deutlich
erhoht.

Diese Abhéngigkeit des dominierenden Ionisationsmechanismus vom Restwasser-
film erklart allerdings nur den absoluten Anteil der chemisch ionisierten Spezies
[Ir(ppy)s-+H]T. Der absolute Wert der elektronisch ionisierten Spezies [Ir(ppy)s]™
verlduft hingegen kontrar. Damit scheint der Restwasserfilm auf der Probenober-
flache auch die lonisationseffizienz der Elektronenabstraktion gleichermafien zu
beeinflussen. Es ist moglich, dass die Anwesenheit von Wasser die elektronische
Umgebung der Ir(ppy)s-Molekiile so stark dndert, dass Elektronen mit deutlich

geringerer Effizienz abstrahiert werden. Eine andere Méglichkeit ist, dass die Clus-
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Abbildung 4.8: Die relativen Beitriage der chemischen und elektronischen Io-
nisation von Ir(ppy)s als Funktion der Zeit fiir zwei Messungen, die durch den
Einlass von gasformigen Wasser unterbrochen wurden. Die Invertierung von elek-
tronischer zu chemischer Ionisation kann durch Einlassen von gasférmigen Was-
ser (bei einem Partialdruck von 2 x 10™* mbar fiir 60 min) in die Messkammer
teilweise zuriickgesetzt werden. Die Probe wurde mittels PVD prépariert, 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 Probenoberfliche sich dahingehend éndert,
dass die Wahrscheinlichkeit des stark aktivierten Prozess der Elektronenabstrakti-
on bei Vorhandensein eines HyO-Films zu gering wird. Die maximale Desorptions-
und Ionisationseffizienz von chemischer und elektronischer Ionisation ist fiir die
mittels PVD praparierte Probe offensichtlich ahnlich.

Zum Vergleich wurden auch Proben analysiert, deren Ir(ppy)s-Film nicht durch
Aufdampfen sondern durch Auftropfen aus Losung oder aus ungeléstem Pulver in
einer Indium-Folie als Trager prapariert wurden. Das hierfiir verwendete Ir(ppy)s-
Pulver wurde mit einer Reinheit von > 98% von Carbosynth Ltd. aus Compton,
UK bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die verwendeten Losun-
gen wurden aus Ir(ppy)s in Chloroform (CHCls, ccucy, = 4,2 x 107* mol/L) und
Monochlorbenzol (MCB, cycp = 2,3 x 1072 mol/L) pripariert. 30 uL der je-
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weiligen Losung wurden auf einem gereinigten SiO,-Wafer-Stiick aufgetropft und
in einem Exsikkator getrocknet. Zusétzlich wurde noch eine Probe durch me-
chanisches Einpressen von Ir(ppy)s-Pulver in ein Stiick 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)s, ergeben sich fiir die drei
Proben die in Abbildung 4.9 gezeigten Verldufe.

Die mittels PVD bedampfte Probe und die Probe aus ungelostem Pulver zeigen
dabei einen dhnlichen Verlauf. Lediglich die quantitative Verteilung der Beitrage
nach 15 min ist fiir die beiden analysierten Proben unterschiedlich. Das Ir(ppy)s-
Pulver zeigt auch nach 15 min noch etwa 30% [Ir(ppy)s+H]*, wahrend fir die
aufgedampfte Probe dieser Beitrag bei etwa 15% liegt. Einen deutlichen Unter-
schied zeigen dagegen die Proben aus Losung, bei denen der gesamte Verlauf von

Beginn an sehr stark durch elektronisch ionisiertes [Ir(ppy)s]™ dominiert ist. Hier
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Abbildung 4.9: Vergleich der zur lonisation beitragenden Mechanismen fiir
Proben verschiedener Praparationsarten. Es werden Proben verglichen, die per
Auftropfen aus Losungen (MCB in orange und CHCIl; in violett), mittels PVD
(dunkelblau) und durch Einpressen eines Ir(ppy)s-Pulvers (hellblau) prépariert
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 Verlaufe fiir die Losung aus Chloroform und Monochlorbenzol bis auf die
Ausgangsverteilung identisch.

In Abbildung 4.10 wird analog zu Abbildung 4.7 fiir aus CHCIl; prépariertes
Ir(ppy)s der absolute Beitrag der chemischen und elektronischen Ionisation so-
wie deren Summe als zeitlicher Verlauf dargestellt. Abbildung 4.10(a) zeigt den
gesamten Verlauf, wéhrend in Abbildung 4.10(b) der Verlauf des Beitrags durch
chemische lonisation vergroflert 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 verhélt, wird diese gleich

x108

30} (@) | e | E
- —

i
o Py
& o

Py N

251 Ir(ppy); from CHCI;

= [
S, 20; I(b) = Total
2 e 1o [In(ppy)sl
e ® [Ir(ppy)s+HI* ]
E <
— 10 =
1.0 ° . .
ST 0 2 4 6 8 10 ]
0 I . 1 . 1 8 1 . 1 .
0 2 4 6 8 10

Time [min]

Abbildung 4.10: (a) Integrierte Signalintensitit der beiden lonisationsbeitriage
(elektronische Ionisation in grinen offenen Kreisen und chemische lonisation in
blauen Kreisen) bei Ir(ppy)s als Funktion der Dauer der DINeC-MS-Messung fiir
eine Probe, die aus einer CHCl3-Losung prapariert wurde. Als rote Quadrate ist
die Summe der beiden Beitrdge dargestellt. Fiir jeden Datenpunkt wurden 1 min-
Intervalle integriert. (b) Vergroferung des Beitrages der chemischen Ionisation.
Der zeitliche Verlauf der Abnahme der Intensitét 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 diinner Restwasser-Film auf der Probenoberflédche erzeugt mit
SO2-Molekiilen aus den Clustern eine saure Umgebung, die die chemische Ionisa-
tion begiinstigt. 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 grofler und steigt im
Verlauf der Messung weiter an.

Diese deutlichen Unterschiede zwischen den Praparationsarten kénnen auf die
Morphologie der Proben zuriickgefithrt werden. Abbildung 4.11 zeigt Aufnahmen
mit einem Raster-Elektronen-Mikroskop der untersuchten Proben. Die erkenn-
baren Strukturen der aus Losung préaparierten Proben lassen sich im direkten
Vergleich zu der aufgedampften und der Pulverprobe in ihrer Grofle unterschei-
den.

Die aus Losung praparierten Proben zeigen grofiere Mikrokristalle im pm-Bereich,
wahrend die anderen zwei Proben Strukturen < 100 nm aufweisen. Die Unter-
schiede der Kristallgrofen passen somit zu den &hnlichen Verlaufen der relativen
Beitrige zur Ionisation. Uber die tiefliegende physikalische Ursache kann an die-
ser Stelle allerdings nur spekuliert werden: So ist es moglich, dass bei den aus

Losungen praparierten Proben die Grofle der Kristalle und eine erniedrigte Fehl-

Abbildung 4.11: Aufnahmen von Ir(ppy)s-Proben mittels Rasterelektronenmi-
kroskop: (a) mittels PVD préapariert, (b) aus eingepresstem Ir(ppy)s-pulver, (c)
aus einer CHCl3-Losung aufgetropft und (d) aus einer MCB-Lésung aufgetropft.
Nachdruck aus Referenz [18], mit der Genehmigung von AIP Publishing.
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stellendichte zu einer Anderung der Austrittsarbeit fiihrt. Fiir die Elektronenab-
straktion kann eine solche Anderung dann eine starke Anderung der Ionisations-
effizienz bedeuten. Diese kann durch das Vorhandensein von Wasser zusétzlich

beeinflusst werden.

4.2.2 Tonisationsverhalten von Ir(ppy)s; in Mischungen

Eine weitere Anderung der chemischen und damit auch elektronischen Umgebung
von Ir(ppy)s wurde durch die Mischung von Ir(ppy)s mit Materialien, die auch
in OLEDs aufgrund ihrer Elektrolumineszenz verwendet werden, realisiert. Mi-
schungen von Ir(ppy)s mit Algz und Cumarin6 (Cou6) wurden hierzu per PVD
aufgedampft; weitere Informationen zur Probenpréparation sind in Quelle [114] zu
finden. Fiir beide Mischsysteme wurden Proben analysiert, die zu 0%, 25%, 50%,
75% und 100% aus Ir(ppy)s und komplementar dazu aus Alqs oder Cou6 beste-
hen. In Abbildung 4.12 sind die summierten Intensitdten des jeweiligen gesamten
Isotopenmusters im Intervall von 10-25 min der DINeC-Messung aufgetragen. In
diesem Intervall wird reines, durch PVD aufgedampftes Ir(ppy)s; zum Grofiteil
elektronisch ionisiert beobachtet, wie in Abbildung 4.6 gezeigt. Dariiber hinaus
konnte bei Mischungen von Ir(ppy)s mit Cou6 und Algs in keinem Messintervall
eine chemische Ionisation des Ir(ppy)s beobachtet werden und auch Cou6 wird
ausschlieflich elektronisch ionisiert nachgewiesen.

In Abbildung 4.12(a) werden die Ergebnisse fiir die Mischungen aus Ir(ppy)s
und Coub6, in Abbildung 4.12(b) werden die Ergebnisse fiir die Mischungen aus
Ir(ppy)s und Alqgy gezeigt. Die Auftragung in Abbildung 4.12(a) zeigt einen star-
ken Abfall fiur die Intensitét des Coub fiir die Proben ohne und mit 25% Ir(ppy)s.
Gleiches gilt auch fir die Ir(ppy)s-Intensitit im Vergleich der Proben mit 100%
und 75% Ir(ppy)s. Wiirden sich Ir(ppy)s und Cou6/Alqs in ihrem Desorptions-
/lonisationsverhalten nicht beeinflussen, wére zu erwarten, dass die Verldufe eine
Gerade bilden; ein geringerer Anteil eines Stoffes in der Mischung resultiert auch
in einem niedrigeren Anteil im oberflichennahen Bereich und somit in einer gerin-
geren Intensitdt an desorbierten Molekiilen. Insbesondere durch die relativ lange
Messzeit konnen Segregationseffekte weitgehend ausgeschlossen werden [42]. Das
nicht-lineare Verhalten der Intensitdten mit dem Stoffmengenanteil in der Pro-
be lasst deshalb darauf schliefen, dass die Desorptions- und Ionisationseffizienz
der beiden Mischungspartner vom Mischungsverhéaltnis abhéngig ist. Sowohl die
Mischung mit Cou6, als auch von Alqs mit Ir(ppy)s unterdriicken die Ir(ppy)s-
Intensitit in Massenspektren mittels DINeC. Da Alqs allerdings mittels DINeC-
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Abbildung 4.12: Intensitatsverlaufe aus DINeC-MS-Messungen von mittels
PVD préaparierten Mischproben bestehend aus Ir(ppy)s und Cou6 in (a), und Al
in (b), jeweils fiir das Messintervall von 10 bis 25 Minuten. Jeweils als orangene
Kreise ist die Intensitét des gesamten Isotopenmusters fir Ir(ppy)s eingezeich-
net. Die Intensitat fiir Coumarin 6 ist als rote Quadrate eingetragen; Alqs konnte
mittels DINeC-MS nicht beobachtet werden.

MS nicht beobachtbar ist, wird hier nur die Signalintensitét von Ir(ppy)s disku-
tiert. Auch in dieser Reihe ist ein nicht-linearer Verlauf der Ir(ppy)s-Intensitét
mit dem Stoffmengenanteil zu beobachten.

Bei Betrachtung der Elektronenaffinititen dieser Mischungspartner zeigt sich,
dass sowohl Cou6 mit 2,93 eV als auch Alqs mit 2,99-3,1 eV eine groflere Elektro-
nenaffinitét hat als Ir(ppy)s mit 2,6-2,7 eV [213,218-221]. In beiden Féllen scheint
die erhohte Elektronenaffinitit bereits bei kleineren Mischungsverhéltnissen der
Elektronenabstraktion durch das SO, und damit der elektrischen Ionisationseffi-
zienz des Ir(ppy)s entgegen zu wirken. Dennoch sind auch bei kleinen Messzeiten
keine chemisch ionisierten Molekiile detektierbar, was auf einen weiteren Einfluss
der beigemischten Molekiile, 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-
tidriickgrats, den sogenannten spezifischen Schnitten, sowie deren Position im
Riickgrat des untersuchten Peptids. Dazu werden die Intensitaten 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 Selektivitat
der SHI-induzierten Fragmentation, die deutliche Abweichungen von den in CID-
Experimenten gemessenen Verteilungen und insbesondere auch das auftreten von
a/x- und ¢/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 durchgefithrt und in Referenz [31] verdffentlicht. Hier
sollen die grundlegenden Ergebnisse nochmals vorgestellt und insbesondere be-
zlglich 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-ITonen
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 hoheren 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-Tonen (7Au?0t,
4,8 MeV /u, 3 x 10! Tonen/cm?). 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]. Zusétzlich ist auch das doppelt pro-
tonierte Monomer [M+2H|*" bei m/z = 523,28 schwach zu beobachten. Das
Spektrum in Abbildung 5.1(a) zeigt keine signifikante Menge an Fragmenten.
Auch in der vergréferten Ansicht in Abbidung 5.1(b), ist nur das markierte
yr-Fragment, sowie das zweifach protonierte Monomer zu erkennen. Dies hebt
nochmals die sanfte Desorption und Ionisation durch SO,-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-Tonen (197 Au?5+,
4,8 MeV /u, 3x 10" Tonen/cm?) in Abbildung 5.1(c) zeigt eine Reduktion des Mut-
terpeaks auf ungefidhr ein Zehntel der urspriinglichen Intensitat. Dariiber hinaus
konnen deutlich Fragmente identifiziert werden. Signale, die einem spezifischen
Fragment des Angiotensin II zugeordnet werden kénnen, sind entsprechend der in
Kapitel 2.4 eingefiihrten Nomenklatur in blau beschriftet. Die Fragmente treten
zum Teil in Verbindung mit einer Weiterreaktion auf, die sich durch die Addition

von zwei Wasserstoff-Atomen &ufiert [223]. Da diese abreagierte Form aus dem
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5.1. Spezifische Fragmentierung durch MeV-Ionen

gleichen Fragment herriihrt, werden solche abreagierten Formen dem urspriingli-
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 lédsst sich erkennen, dass die SHI-induzierte Fragmentierung tiberwiegend spe-
zifische Fragmente hervorbringt. Im direkten Kontrast dazu steht die Fragmen-
tation durch keV-Ionen, bei denen grofitenteils unspezifische Briiche beobachtet
wurden [31].

Um die Verteilung von spezifischen zu unspezifischen Fragmenten weiter zu quan-
tifizieren, wird die Anzahl der Peaks sowie die aufsummierte Gesamtintensitat, die
den spezifischen beziehungsweise unspezifischen Fragmenten von Angiotensin II
zugeordnet werden kénnen, in Abbildung 5.2 aufgetragen. Eingetragen wurden die
Ergebnisse von jeweils fiinf Proben, die mittels MeV- oder keV-Ionen bestrahlt
wurden (MeV: Y7Au?%" bei 946 MeV; keV: Bi*T bei 25 keV). Als unspezifische
Briiche werden die Briiche bezeichnet, die nicht entlang des Peptidriickgrats son-
dern in den Aminosdureresten liegen [31,224]. Die Daten in Abbildung 5.2(a)
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Abbildung 5.2: Fir jeweils fiinf mit MeV- und keV-Ionen bestrahlte
Angiotensin-II-Proben sind (a) die Fragmenthaufigkeiten und (b) die Gesamtin-
tensitdten der beobachteten Fragmente aufgetragen. Spezifische Fragmente sind
blau und unspezifische Fragmente orange gekennzeichnet. Die gestrichelte Linie
gibt den jeweiligen Mittelwert an.

67



Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

und (b) gehéren dabei zu demselben Satz Proben. Wie in Abbildung 5.1 sind Da-
tenpunkte fiir spezifische Fragmente in blau und fiir 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 unabhangig von ihrer Intensitat. Fiir die Fragmentation durch MeV-
Ionen wird ersichtlich, dass spezifische Fragmente viermal haufiger auftreten als
unspezifische Fragmente. Mit keV-ITonen bestrahlte Proben hingegen weisen eine
groBere Anzahl unspezifischer Fragmente auf. Der Unterschied zwischen der An-
zahl spezifischer und unspezifischer Fragmente ist bei diesen Proben aber weniger
ausgepragt. Dennoch sind die unspezifischen Fragmente doppelt so oft vertreten
wie die spezifischen Fragmente.

Abbildung 5.2(b) stellt die aufsummierten, absoluten Intensitéten der entspre-
chenden Fragmente fiir die zwei Energiebereiche gegeniiber. In dieser Darstellung
ist zu erkennen, dass bei der SHI-induzierten Fragmentierung nicht nur eine gro-
Bere Anzahl spezifischer Fragmente erzeugt wird, sondern auch deren gesamte In-
tensitédt deutlich iber der der unspezifischen Fragmente liegt. Die Bestrahlung mit
keV-Ionen hingegen fithrt iberwiegend zu unspezifischen Fragmenten, die auch in
der Gesamtintensitat tiberwiegen. Diese Auftragungen wurde ohne Riicksicht auf
die verwendeten Fliisse oder Fluenzen erstellt. Es wurde lediglich sichergestellt,
dass eine breite Verteilung dieser Parameter vorliegt und keine zwei Proben den
gleichen Parametersatz aufweisen. Dies erklart auch Ausreifler, die sich vermeint-
lich weit von anderen Datenpunkten entfernt befinden. Wie in Kapitel 2.4.2 dar-
gelegt, erfolgt der Energieiibertrag bei einem Einschlag eines keV-Ions lokal und
induziert lokale Bindungsbriiche. Damit kénnen 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 Molekiils an, das die eingebrachte Energie delokalisiert und damit die
energetisch bevorzugten Bindungsbriiche 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 Abhéngigkeit der Intensitdt des Mutterions bei unterschied-
lichen Tonenfliissen bei konstanter lonenfluenz. Die dargestellten Daten stammen
aus DINeC-MS-Spektren von Angiotensin-II- und Bradykinin-Proben, die mit
3 x 10" Tonen/cm? (17Au®t, 4,8 MeV /u) bestrahlt wurden. Die Intensitit des
Signals nach der Bestrahlung wurde auf die Signalintensitat vor der Bestrahlung
normiert. Die gestrichelten Linien zeigen den Mittelwert fiir das jeweilige Pep-

tid. Es fallt auf, dass dieser Mittelwert fiir Bradykinin gegeniiber Angiotensin II
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nur die Halfte betrdgt. Weiterhin lésst sich erkennen, dass die Signalredukti-
on und damit die Fragmentierungswahrscheinlichkeit des urspriinglichen Mole-
kiils offenbar nicht mafigeblich vom Fluss der einfallenden Ionen abhéngt, da
das normierte Signal sich bei gleicher Fluenz fiir 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 sekundéiren Effekt wie beispielsweise
ein makroskopisches Aufheizen der Probe aufgrund unzureichenden Warmeab-
trags herrithrt. Fir Angiotensin II kénnen die Ausreifler bei kleinen Fliissen auf
einen inhomogenen lonenstrahl zuriickgefiihrt werden, da insbesondere bei Fliis-
sen < 1 x 10® Tonen/(cm?s) am Messplatz M3 Inhomogenititen des Ionenstrahls

und damit schwankende Gesamtfluenzen beobachtet werden konnen.
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Abbildung 5.3: Normierte Intensitidt des Peaks, der dem intakten Angioten-
sin IT (Quadrate) und Bradykinin (Punkte) zugeordnet wird, nach der Bestrah-
lung mit SHI. Die Signalintensitédt nach der Bestrahlung ist auf die Intensitat
dieser Peaks vor der Bestrahlung normiert. Die dargestellten Daten sind gegen
den Fluss des Ionenstrahls aufgetragen. Alle Proben wurden mit einer Fluenz von
3 x 10" Tonen/cm? (Y97Au?t, 4,8 MeV /u) bestrahlt. Der Mittelwert des jewei-
ligen normierten Signals ist fiir die beiden Peptide jeweils als gestrichelte Linie
eingezeichnet. Angelehnt an Abbildung S3 aus Quelle [31], erganzt durch nach der
Veroffentlichung aufgenommene Datenpunkte; Copyright 2022 Springer Nature.
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5.1.2 Wirkungsquerschnitte und Fragmenthaufigkeit

In Abbildungen 5.4(a)-(c) ist der Einfluss der Fluenz auf die Signalintensitét
des Peaks der den intakten Molekiil zugeordnet werden kann, fir Angiotensin II
(5.4(a)), Neurotensin (5.4(b)) und Bradykinin (5.4(c)) zu sehen. Auch hier wurde
die Intensitat des Peaks der intakten Molekiile vor und nach der Bestrahlung mit
MeV-Tonen (197 Au?5*, 4,8 MeV /u) verglichen und auf die Intensitéit in der Vormes-
sung normiert. Je Peptid wurde zusétzlich ein exponentieller Verlauf angepasst,
der die Verlaufe 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 ungefihr 2 x 10 Tonen/cm? circa die Hélfte der urspriinglichen
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Abbildung 5.4: Relative Intensitit des Peaks des intakten Angiotensin II (a),
Neurotensin (b) und Bradykinin (c) nach der Bestrahlung mit SHI (197 Au?¢*,
4,8 MeV /u). Die Signalintensitéten nach der Bestrahlung sind auf die Intensitét
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], ergénzt
durch nach der Verdffentlichung aufgenommene Datenpunkte; Copyright 2022
Springer Nature.
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Intensitat verliert. Fiir Neurotensin und Bradykinin liegt dieser Wert bei einer
Fluenz von ungefihr 0, 6 x 10'! Tonen/cm? beziehungsweise 0,4 x 10 Tonen/cm?.
Diese Unterschiede lassen sich aus der Anpassung nach I(F) = Iy -exp 2% durch
die Wirkungsquerschnitte oangiotensinit = 600 nm?, ONeurotensin ~ 1100 nm? und
OBradykinin ~ 1700 nm? ausdriicken; mit I, fiir die Intensitéit des Peaks des intak-
ten Molekiils 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 anschliefenden Unterkapitel 5.2 weiter diskutiert wird.

5.2 Selektive Fragmentierung zwischen

Aminosaureeinheiten

Die bisherige Betrachtung der Fragmentation und der damit einhergehenden Ab-
nahme der Intensitat des Mutterions zeigt einen Einfluss der molekularen Struk-
tur auf die Fragmentierung, bezieht sich aber nur auf das Gesamtmolekiil und
beschaftigt sich nicht mit den entstandenen Fragmenten. Wie die Fluenzabhéan-
gigkeit in Abbildung 5.4 gezeigt hat, gibt es aber Unterschiede, wie stark unter-
schiedliche Molekiile bei gegebener Fluenz fragmentieren. Der naheliegendste Pa-
rameter der dieses Verhalten beeinflussen konnte, sind die unterschiedlichen Ami-
nosaureeinheiten der Peptide. Da diese das Gesamtsystem durch saure, neutrale
oder basische Aminosaurereste verandern, werden in den folgenden Abschnitten
Peptide mit entsprechend unterschiedlichen Einheiten diskutiert. Des Weiteren
wird auch der Einfluss ganzer Sequenzen von Aminosduren analysiert, um auch
Interaktionen und gegenseitige Beeinflussungen zu iiberpriifen. 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-

starke 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-
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mentation im Peptidriickgrat entstehen, konnen die beobachteten Fragmente ent-
sprechend der Position der Schnitte im Peptid eingeteilt werden. Abbildung 5.5
zeigt die Intensitaten aller spezifischen Fragmente von 14 Angiotensin-II-Proben,
die mit SHI bestrahlt wurden.

Jeder Balken zeigt dabei die Intensitéitsdifferenz der Fragmentintensitaten nach
und vor der Bestrahlung mit SHI fiir eine der Proben. Die Intensitdten 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 cs-Fragmente zu beobachten, wahrend das entsprechende kom-
plementéare Fragment (z3) dieses Schnitts an dieser Position nicht zu beobachten
ist. Bei a; hingegen wurden sowohl a-, als auch x-Fragmente beobachtet. Es sind
N-terminal von Arginin (R) ausschlielich x/y/z-Fragmente zu beobachten, wéh-
rend C-terminal von Arginin grofitenteils a/b/c-Fragmente aufgenommen wur-
den. Dies lasst sich auf die Ionisation des Peptids beziehungsweise der Fragmente
zurlickfithren: 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 randstdndige Schnitte an Position

x10°
1.8’: . : 1
1.2F SHI Angiotensin | T
3 04
G L
c L
202} -
n [
[ | I | |
00 ax|ory|ciz a/x|b/;/|c/z aixforylciz]  Jaix]oryferz]  Jaix]biy]eiz]  Ja]oiy]erz]  faxforyferz]  Jaix]oryferz]  Jaix]biy]ciz
O ID] 1 IRl 2 V| 3 [|Y|] 4 |I| 5 |[H 6 |Pl 7 |F|] 8

Abbildung 5.5: Darstellung aller spezifischen Fragmentintensititen fir 14
Angiotensin-II-Proben nach der SHI-induzierten Fragmentation. Die unterste Be-
schriftung gibt die gesamte Aminosduresequenz und die méglichen Schnittposi-
tionen im Peptid an. Die Daten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen
zwei Aminoséuren sortiert, wobei pro Feld der linke Teil den a/b/c- und der rechte
Teil den x/y/z-Fragmenten zugeordnet wird. Dariiber hinaus sind die a/x-, b/y-
und c/z-Fragmente entsprechend Abbildung 2.10 farblich unterschieden.

72



5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosédureeinheiten

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 NHs-Einheit die dargestellten Fragmente bei zy und
durch die Entfernung von CO, die ag-Fragmente. Da diese endstandigen Schnitte
keine Schnitte zwischen zwei Aminosduren darstellen, werden diese in folgenden
Abbildungen nicht mit dargestellt und auch nicht diskutiert. Alle Abbildungen
sind unter Berticksichtigung endstdndigen Schnitten im Anhang B verfiigbar.

Werden die Intensitaten der Fragmente entsprechend der Schnittart je Peptid-
bindung aufsummiert, ergibt sich Abbildung 5.6(b). Die Gesamtintensitéit eines
Schnittes wurde auf die Anzahl der beitragenden Proben normiert, um spater
unterschiedliche Peptide mit unterschiedlicher Probenanzahl miteinander verglei-
chen zu kénnen. Um in den Daten Fragmente (und damit Schnitte), die vor der
Bestrahlung bereits in der Probe vorhanden waren, zu berticksichtigen, werden die
Intensitdten der beobachteten Fragmente in der Messung vor der SHI-Bestrahlung
von der Messung nach der SHI-Bestrahlung abgezogen (Abbildung 5.6(c)). Dar-
iiber hinaus wurden pro Probe nur die Fragmente beriicksichtigt, deren Intensitéat
nach Bestrahlung gréfler 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 unterdriickt.
Da auch Fragmente, die vor der Bestrahlung vorhanden sind, fragmentieren konn-
ten, konnte durch diesen Abzug eine zu grofle 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 moglicher Fehler durch den Abzug der Fragmente, die vor der Bestrahlung
vorhanden sind, klein ist: In Abbildung 5.6(a) sind die Intensitdten der Frag-
mente in der unbestrahlten Probe zu erkennen. Es ist zu beobachten, dass alle
Schnittpositionen in geringem Mafle Schnitte aufweisen. Diese sind iiberwiegend
b/y-Fragmente mit einigen a/x-Fragmenten. Solche Fragmente konnten durch un-
erwiinschte Nebenreaktionen bei der Synthese des Peptids entstehen. Wie in 2.3.1
beschrieben, werden bei der Synthese von Peptiden die Sdure- und Aminogruppen
zweier Aminosduren verkniipft. Bei der Synthese werden blockierende Molekiile
an den Enden verwendet, um die Reihenfolge der Aminosduresequenz kontrollie-
ren zu konnen. Diese Blocker werden vor jedem Syntheseschritt entfernt, bevor
eine neue Aminosdure der Sequenz hinzugefiigt wird. Lost sich allerdings eine
solche Endgruppe, bevor die Synthese vollstandig abgeschlossen ist oder 10st sie
sich nicht zwischen zwei Syntheseschritte, so ist es moglich, dass es unvollstandige

Aminosauresequenzen gibt. Diese Fragmente kénnten dann Oxazolonion bilden;
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Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

dazu spater mehr in Kapitel 5.2.4. Scheinbar bilden diese unvollstandig syntheti-
sierten Peptidstiicke b/y-Fragmente und werden somit, wie in Abbildung 5.6(a)
dargestellt, beobachtet. Ebenso ist es nicht auszuschliefen, dass die Peptide auch
bei der Lagerung und Handhabung Fragmente bilden. Die Intensitdten der Mes-
sungen nach der Bestrahlung (5.6(b)) sind etwa eine Groflenordnung gegeniiber
der der unbestrahlten Probe (5.6(a)) erhéht; die dargestellten Intensitdten in
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Abbildung 5.6: Darstellung aller Fragmentintensitdten von Angiotensin II, die
entsprechenden Schnitten zugeordnet werden kénnen. (a) Die Signalintensitédten
der Fragmente vor der Bestrahlung, (b) nach der Bestrahlung mit SHI und (c)
die Intensitdten aus (b) nach Abzug der Intensitéten aus (a). Auf der x-Achse
ist die Aminosauresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die
Intensitaten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosauren
farblich gekennzeichnet.
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5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosédureeinheiten

5.6(b) und 5.6(c) dhneln sich entsprechend stark. Diese Vorgehensweise zur Be-
riicksichtigung der vor der Bestrahlung vorhandenen Fragmente ist fiir alle im
folgenden ausgewerteten Peptide dieselbe.

Die in Abbildung 5.6(c) gezeigten Intensitatsbeitrédge lassen erkennen, dass die
auftretenden Schnitte nicht gleichmafBig tiber die verfiighbaren Peptidbindungen
verteilt sind. Drei Schnittstellen treten besonders stark auf: Zwischen der Aspa-
raginsaure (D) und Arginin (R), zwischen Isoleucin (I) und Histidin (H), sowie
zwischen Prolin (P) und Phenylalanin (F'). Neben der starken Selektivitét ldsst
sich auch beobachten, dass a/x- und c/z-Fragmente gegentiber b/y-Fragmenten
dominieren.

Im Folgenden sollen nun die selektiven Schnitte in Angiotensin II durch Aus-
tausch einzelner Aminosduren auf ihre Ursache hin untersucht werden. Zuerst
soll der Schnitt zwischen D und R néher betrachtet werden: In Abbildung 5.7
sind neben den Daten von Angiotensin II in (a) auch die Daten fir die modi-
fizierten Angiotensin-II-Molekiile Angiotensin A in (b) und [Sar']-Angiotensin II
in (c) dargestellt. Auch hier zeigen sich drei auffallige Schnittpositionen und die
Schnitte sind von a/x- und ¢/z-Schnitten dominiert. Im direkten Vergleich zwi-
schen Angiotensin Il und Angiotensin A in Abbildung 5.7(a) und (b) gibt es
keine gravierenden Unterschiede. Die dominierenden Schnittpositionen sind die
Gleichen, wihrend die Verteilung der Schnittarten nur minimal verandert ist; die
b/y-Fragmente sind stark unterdriickt. [Sar']-Angiotensin II in Abbildung 5.7(c)
schlielt sich mit den gleichen beobachtbaren Schnittpositionen der Reihe an. Die
Schnitte sind von a/x- und ¢/z-Fragmenten dominiert, mit ein paar wenigen b/y-
Schnitten. Alle drei in Abbildung 5.7 gezeigten Verteilungen, sind sich sehr ahn-
lich. Der Unterschied liegt bei diesen Peptiden ausschliefSlich in der ersten Ami-
nosaure. Bei Angiotensin A wurde die N-terminale Asparaginsaure (D) durch ein
Alanin (A) ersetzt. Somit besitzt Angiotensin A keinen sauren Rest, sondern eine
zusitzliche, unreaktive Methylgruppe als Rest. Das [Sar!']-Angiotensin II besitzt
ebenso eine zusétzliche Methylgruppe statt der sauren Glutaminsaure. Wahrend
das Alanin eine Methylgruppe am o«-C-Atom aufweist, hdngt die Methylgruppe
des Sarkosins direkt an der endstdndigen Aminogruppe; vergleiche Abbildung 2.5
und Abbildungen A.1/A.2. Es zeigt sich in beiden Féllen, dass hier das Entfernen
des sauren Restes keine signifikante Auswirkung auf die Fragmentierung durch
SHI hat. Zuséatzlich scheint die Position der Methylgruppe, ob am o«-C-Atom
oder an der Aminogruppe, ebenso keinen Einfluss bei SHI-Bestrahlung mit sich
zu bringen. Ein solcher Schnitt zwischen einer Asparaginsédure und einem Arginin

ist aus CID-Messungen bekannt und kann im Rahmen des MPM erklart werden,
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Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

vergleiche Kapitel 2.4.1. Der Vergleich mit den Daten aus aufgenommenen CID-
Spektren folgt spéter in Kapitel 5.2.2.

Als néchstes wird der Schnitt zwischen I und H ndher untersucht. Abbildung 5.8
stellt dazu die Daten fiir die Peptide Angiotensin IT in 5.8(a), [Val®]-Angiotensin IT
in 5.8(b) und [Asn' Val®]-Angiotensin IT in 5.8(c) gegeniiber. Im Vergleich zum
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Abbildung 5.7: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin IT in (a), Angiotensin A
in (b) und [Sar']-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
sduresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensititen sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminoséduren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin I unterscheiden.
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5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosédureeinheiten

Angiotensin IT ist bei [Val®]-Angiotensin IT das Isoleucin (I) durch Valin (V) er-
setzt. Beide Aminosaurereste 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-
tensitaten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin II in (a), [Val®]-
Angiotensin IT in (b) und [Asn'Val®]-Angiotensin IT in (c) gezeigt. Auf der x-
Achse ist die Aminosauresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben.
Die Intensitéten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Amino-
sduren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosauren, die sich
von der Sequenz des Angiotensin I unterscheiden.
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Kapitel 5. Ioneninduzierte Fragmentierung von Peptiden

Intensitdt der Schnittarten (a/x und c¢/z) bleibt ebenfalls konstant. In Abbil-
dung 5.8(c) ist zusitzlich die Auswertung fiir [Asn!,Val®]-Angiotensin IT gezeigt.
Neben dem Valin ist hier zusétzlich an N-terminaler Stelle statt der Asparaginsau-
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 Anderung des Gesamtsystems
hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Fragmentierung durch SHI.

Neben der Anderung durch das Austauschen einzelner Aminosiauren wurde auch
die Auswirkung zusétzlicher Aminosduren 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 zusétzliche Aminosduren, Histidin (H) und Leucin (L), am
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Abbildung 5.9: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten fir Angiotensin II in (a), Angiotensin I
in (b) und Angiotensinogen (1-14) in (c¢) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
sauresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitaten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosauren farblich gekenn-
zeichnet.
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5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosédureeinheiten

C-Terminus auf. Ein Vergleich von Angiotensin IT in Abbildung 5.9(a) und Angi-
otensin I in Abbildung 5.9(b), zeigt, dass in beiden Féllen die Fragmente iiberwie-
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), wahrend durch die zusitzlichen Aminosauren 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 Hélfte ausgepragter 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) ergénzt ist. Die Schnitte des
Angiotensinogen (1-14) dhneln denen des Angiotensin I. Aufféllig ist der intensive
Schnitt zwischen dem ersten I-H-Paar, der bei den weiteren Derivaten des An-
giotensin II nicht der intensitatsstéarkste Bruch ist. Die zusétzliche Lange scheint
starker zu einer statistischen Verteilung der Fragmente zu fithren.

Neben ldngeren Angiotensin-II-Derivaten wurde auch Alamandin untersucht, das
kein terminales Phenylalanin (F) wie das Angiotensin I besitzt; die Peptidse-
quenz ist somit insgesamt um eine Aminosaure verkiirzt und endet mit einem
Prolin (P). Im Vergleich zu Angiotensin II weist das Alamandin wie das Angio-
tensin A statt der Asparaginsdure (D) ein Alanin (A) auf. Abbildung 5.10 zeigt in
5.10(a) die Fragmentverteilung fiir Angiotensin IT und in 5.10(b) fiir Alamandin.
Die Signalintensitéit der Fragmente des Alamandin sind in ihrer Verteilung stark
an die des Angiotensin II angelehnt. Alle dominanten Schnitte des Angiotensin II
sind, sofern moglich, auch bei Alamandin vertreten. Wie in Abbildung 5.7(b)
gezeigt, hat eine Anderung der ersten Aminosiure zu einem Alanin keinen Ein-
fluss auf die Selektivitiat der Schnitte. Das Verkiirzen der Peptidsequenz auf sie-
ben Aminosiuren des Alamandin bringt ebenfalls keine Anderung der auffilligen
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 unabhéngige Peptide untersucht. Abbildung 5.11 zeigt die normier-
ten und summierten Signalintensitdten 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) ermdglichen

es theoretisch immer, alle Fragmente beobachten zu koénnen, die durch einzel-
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ne Schnitte entstanden sind. Bradykinin weist &hnlich zu Angiotensin II wenige,
aber sehr selektive Schnitte auf: Fir Fragmente, die durch Schnitte zwischen dem
N-terminalen Arginin und dem néchstgelegenen 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 ¢/z-Fragmente machen aber dennoch den Grofteil der Gesamtin-
tensitat aus.

Substanz P in Abbildung 5.11(b) zeigt gegentiber Bradykinin eine deutlich niedri-
gere Selektivitdt 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 unterdruckt.
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Abbildung 5.10: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnit-
tintensitdten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente
unterschiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin II in (a) und
Alamandin in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosduresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitdten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosduren farblich gekennzeichnet. In orange
markiert sind die Aminoséuren, 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
erhohte Intensitaten im Gegensatz zum direkten Umfeld lassen sich jeweils N-
terminal zu Leucin (L) erkennen. Auch die Schnitte zwischen Glutaminséure (E)
und Asparagin (N), sowie zwischen den zentralen Argininen (R) sind erhéht.
Um den Einfluss der Peptidlange noch weiter zu untersuchen wurde das Leu-
Enkephalin mit nur fiinf Aminosdure-Einheiten, sowie Dynorphin B, das mit der
gleichen Aminosauresequenz beginnt, gewéhlt. Die beobachteten Intensititen 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 kénnen einen basischen
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Abbildung 5.11: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Bradykinin in (a), Substanz P
in (b) und Neurotensin in (c¢) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosauresequenz
und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitaten sind nach den
Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosduren farblich gekennzeichnet.
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Rest besitzen, der gut ionisiert werden kann und so die Detektion der Fragmente
unterstiitzt. 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 fiinf Aminosauren,
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 Intensitat 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 verfiigharen Schnittpositionen gleich verteilt. Der be-
obachtete Anteil an b/y-Fragmenten ist hier fiir eine mit SHI bestrahlte Probe
vergleichsweise hoch. Diese Anderung der dominierenden Fragmentarten kénn-
te auf eine geringe Desorptions- und lonisationswahrscheinlichkeit zurtickgefiihrt

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-
tintensitaten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente
unterschiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Leu-Enkephalin in (a) und
Dynorphin B in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosduresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitéiten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosduren farblich gekennzeichnet.
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5.2. Selektive Fragmentierung zwischen Aminosédureeinheiten

diese eine andere lonisationseffizienz haben als andere Fragmentsorten, konnte
dies in diesem Fall zur Verschiebung der Verteilung fiithren.

Werden zusammenfassend SHI-induzierte Schnitte nach a/x, b/y und c¢/z ge-
trennt, aber tiber alle Positionen gemittelt aufgetragen, wird Abbildung 5.13(a)
erhalten. Jedes betrachtete Peptid tragt hier der gleichen Beitrag entsprechend
der Schnittart bei. Endstédndige Schnitte, die keiner echten Peptidbindung ent-
sprechen, wurden nicht mit einbezogen. Im Vergleich dazu ist die Verteilung der
Schnittintensitdten 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%), wahrend grofie
Signalintensitdten der a/x- und c¢/z-Fragmente stark beobachtet werden. Dage-
gen werden bei CID (Abbildung 5.13(b)) hauptséchlich b/y-Fragmente induziert
(61%). Ebenso ist bei CID die Fragmentierung mittels a/x-Schnitt mit 10% sehr
niedrig. ¢/z-Schnitte sind hingegen bei beiden Fragmentierungsarten unter al-
len Schnitten mit 30% (CID) und 31% (SHI) annéhernd gleich stark vertreten.
SHI-induzierte Fragmente in Abbildung 5.13(a) resultieren in 8% b/y-Fragmente,
wahrend 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, ¢/z) zwischen zwei Aminosauren
getrennte Darstellung der Summe aller auf die Probenanzahl normierter Intensi-
taten der mittels (a) SHI- und (b) CID-induzierten Schnitte fiir alle betrachteten
Peptide.
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men zuriickgefithrt 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 Selektivitat diesen Vergleich doch nahe, der in Abschnitt 5.2.2
auch fiir CID hinsichtlich der Schnittpositionen durch gefithrt werden soll.

Auch der Vergleich mit weiteren Fragmentationsmethoden zeigt keine vergleich-
bare Ubereinstimmung 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 zusétzlich aufgenommenes Elek-
tron befindet sich bevorzugt an Kohlenstoffen der Ketongruppen im Peptidriick-
grat [227,228]. Daraus resultiert ein Bindungsbruch zwischen dem angrenzenden
Amin und dem darauffolgenden o-Kohlenstoff und damit in einer hohen Anzahl
an c-/z-Fragmenten [228,229]. Eine Selektivitat hinsichtlich der Position im Pep-
tid wurde nicht in gleichem Mafie wie fiir SHI oder CID beobachtet [229].

Des Weiteren wurde bei rein thermischer Anregung fast ausschliefllich b/y-Frag-
mente fiir 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 Selektivitat hinsichtlich der Position
in der Aminosauresequenz detektiert [230,231]; beispielsweise zeigt Angiotensin 1T
fast ausschliellich den D-R-Schnitt als y;-Fragment und weist damit eine starke
Ahnlichkeit mit der Fragmentierung einer mittels CID fragmentierten Probe auf,
wie sie im folgenden Kapitel ausfithrlich diskutiert wird [231]. Damit kann auch
ein moglicher 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 Selektivitét
der spezifischen Schnitte zeigt, wurden zusétzlich zum Vergleich der Schnittarten
in Abbildung 5.13 auch bei CID die einzelnen Schnittpositionen verglichen. An
ausgewahlten Beispielen werden Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen der
SHI-induzierten Fragmentierung und der kollisionsinduzierten Fragmentierung in
Bezug auf die Schnittposition und den Einfluss benachbarter Aminosduren auf-
gezeigt. In Anhang C werden alle, mittels CID erzeugten, Daten vollstédndig,
einschlieBlich der nicht diskutierten terminalen Schnitten, gezeigt.

Ein typisches Massenspektrum einer mittels CID fragmentierten Angiotensin-I1-
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
Schnittintensititen einer Angiotensin-II-Probe, die mittels SHI bestrahlt wur-
de. Deutlich erkennbar ist bei CID die Dominanz der dunkelblau dargestellten
b/y-Fragmente gegeniiber den anderen Schnittarten. Der Schnitt zwischen der
Asparaginsédure (D) und Arginin (R) dominiert stark, ebenso der im MPM er-
wartete Schnitt zwischen Histidin (H) und Prolin (P). Durch das Veréndern der
Aminosduresequenz des Angiotensin II lassen sich die Schnitte manipulieren. An-
giotensin A in Abbildung 5.14(c) und (d) weist statt einer Asparaginsiure (D)
eine Aminosaure ohne funktionellen Rest am N-Terminus auf; der saure Rest
der Aminosdure wurde durch eine Methylgruppe am «-C-Atom ersetzt. Da der
N-terminale Schnitt von Arginin durch das Entfernen der Asparaginsdure im
CID-Spektrum nicht mehr beobachtet werden kann, kann der selektive Schnitt
an dieser Position einer Interaktion der sauren Asparaginsiure mit Arginin zuge-
ordnet werden. Alle weiteren Schnitte unterscheiden sich zwischen Angiotensin I1
in Abbildung 5.14(a) und (b) und Angiotensin A in Abbildung 5.14(c) und (d)
kaum. Das gleiche Verhalten kann fiir [Sar']-Angiotensin II, [Val®]-Angiotensin II
und [Asn',Val®]-Angiotensin IT beobachtet werden (vergleiche Abbildung C.2 und
C.3); der Austausch der sauren Aminosaure zu einer Aminoséure neutralem Cha-
rakters fithrt dazu, dass der Schnitt bei Arginin im CID nicht mehr zu beobachten
ist. Dartiber hinaus hat auch die Linge 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 Asparaginsidure nicht fir
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Abbildung 5.14: Darstellung der Schnittintensitédten nach Fragmentierung mit-
tels SHI ((a)/(c)) und CID ((b)/(d)), die entsprechenden Schnitten zugeordnet
werden kénnen. Es werden die Daten aus DINeC-Spektren fiir Angiotensin II in
(a) und (b), sowie fiir Angiotensin A in (c) und (d) gezeigt. Auf der x-Achse ist
die Aminosauresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die In-
tensitdten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosiuren
farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosauren, die sich von
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der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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den intensiv beobachteten Schnitt zwischen Asparaginsaure und Arginin verant-
wortlich ist, da auch bei Austausch der Asparaginsaure dieser Schnitt dominant
ist (vergleiche Abbildung 5.14(a) und (c)). Bei CID hingegen lésst sich eine kla-
re Abhéngigkeit des Schnittes zwischen Asparaginsdure und Arginin beobachten.
Dies kann im Rahmen des MPM darauf zuriickgefithrt werden, dass das Pro-
ton der Asparaginsdure im Peptid delokalisiert werden kann. Der verbliebene
Asparaginsidure-Rest kann dann durch einen nucleophilen Angriff am Peptidriick-
grat zu den beobachteten b/y-Fragmente fithren [124]. Trotz der beobachteten
Ahnlichkeiten 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
Intensitit auf. Dieser passt zum Prolin-Effekt, der sich aus der hohen Protonen-
affinitdt des Prolin-Amids ergibt [155,169]. Umgekehrt wurde beobachtet, dass
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Abbildung 5.15: Darstellung der Schnittintensitaten von Bradykinin nach Frag-
mentierung mittels SHI (a) und CID (b), die entsprechenden Schnitten zugeordnet
werden konnen. Auf der x-Achse ist die Aminosduresequenz und die Schnittpo-
sition im Peptid angegeben. Die Intensitéten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
¢/z) zwischen zwei Aminosduren farblich gekennzeichnet.
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Sequenzen mit zwei aufeinanderfolgenden Prolin-Einheiten den Schnitt zwischen
den Prolin-Einheiten unterdriicken kénnen [168]. Diese veroffentlichte Beobach-
tung kann auch hier an den Daten des Bradykinin bestatigt 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 gegentiber
der SHI-induzierten Fragmentierung ebenfalls deutliche Unterschiede in der Ver-
teilung der Schnittart auf, auch wenn die Selektivitdt in beiden Féllen reduziert
ist, vergleiche Abbildung 5.16, C.6 und C.7.

Abschlieflend lasst sich also zusammenfassen, dass trotz einiger auf den ersten
Blick iiberraschenden Ahnlichkeiten in der Selektivitit der Schnitte in SHI und
CID den beiden Fragmentierungsarten hochstwahrscheinlich sehr unterschiedliche
Prozesse zugrunde liegen. Dies wird durch die Art der beobachteten Schnitte
(a/x, b/y, ¢/z) weiter unterstiitzt, die fir CID und SHI sehr unterschiedlich ist
(Abbildung 5.13). Eine mogliche Erkldrung fir die bisherigen Beobachtung ist,
dass mittels SHI hoher aktivierte Prozesse mit a/x- und ¢/z-Schnitten adressiert
werden konnen, die dennoch, zum Beispiel aufgrund der Struktur des Peptids,

eine hohe Selektivitat aufweisen.
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Abbildung 5.16: Darstellung der Schnittintensitdten von Neurotensin nach
Fragmentierung mittels SHI (a) und CID (b), die entsprechenden Schnitten zu-
geordnet werden koénnen. Auf der x-Achse ist die Aminosduresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitiaten sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosiauren farblich gekennzeichnet.
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5.2.3 Fragmentierung in Abhingigkeit der Ionenart

Auch die Primérionen selbst, insbesondere durch den unterschiedlichen Energie-
verlust im Bragg-Peak, konnten 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-
téten fiir Proben, die mit T Au®* in (a), ¥Ca'" in (b) und *Fe*T in (c) bestrahlt
wurden, gezeigt. Die wichtigen Parameter, insbesondere auch der Energieverlust
im Gleichgewichtsladungszustand, sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Die Wer-
te fiir dE/dz in Tabelle 3.2 wurden mit dem SRIM-2013 Softwarepaket simuliert
und beziehen sich auf ein Material mit einer Zusammensetzung, die dem Peptid
Angiotensin IT entspricht [78,79], vergleiche Kapitel 2.2. Die durch T Au%*- und
48Cal%* -Tonen induzierten Fragmente dhneln sich stark; die haufigsten Fragment-
schnitte sind in ihrer Position in der Peptidsequenz identisch. Bei der Bestrahlung
mit ¥Ca'%"-Tonen sind etwas mehr b/y-Fragmente zu beobachten; dennoch sind
wie auch bei der Bestrahlung mit %7 Au®*-Tonen die ¢/z- und a/x-Fragmente do-
minierend. Durch die Bestrahlung mit *8Ca!?*-Ionen sind die Schnitte, welche bei
den mit ""7Au?*-Tonen bestrahlten Proben stark unterdriickt sind, etwas stér-
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 *Fe?*-Ionen
gegentiber. Hier ist ein intensiver Schnitt zwischen Valin (V) und Tyrosin (Y) zu
erkennen. Dieser Schnitt ist bei keiner anderen Betrachtung intensiv aufgetreten,
wenn er iiberhaupt zu beobachten war. Der sonst typische I-H-Schnitt wiederum
ist in dieser Betrachtung relativ klein und scheint unterdriickt. Die Bestrahlung
mit 5Fe3T-Tonen fillt aus dem sonst bekannten Muster bei Angiotensin-II-Proben
heraus. Fiir alle drei untersuchten Ionenarten gilt, dass ihr Ladungszustand beim
Auftreffen auf die Probenoberfliche vergleichsweise weit vom ihrem Gleichge-
wichtsladungszustand in Materie entfernt ist und sich ihr Ladungszustand im
weiteren Verlauf noch erhoht. Allerdings betragt die Peptidfilmdicken, die bei der
Messung mittels DINeC-MS nach der Ionenbestrahlung abgetragen werden, nur
ungefahr 2 nm [42]. Simulationen mit dem Programm ETACHA4 fiir einen 2 nm
dicken Kohlenstofffilm haben ergeben, dass fiir *"Au?5*- und #*Ca'®*-Ionen die
Ladungszustinde um maximal Ag = +2 erh6ht auftreten, der Grofiteil der Gold-
und Calcium-Ionen behélt auf dieser Strecke den urspriinglichen Ladungszustand

bei [232,233]. *FeT-Tonen 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
verstirkten Umladung der ®*Fe3*-Ionen, die eventuell die Fragmentierung beein-
flussen konnte.

Die Bestrahlung mit 56Fe3*-Tonen hat sich gegeniiber anderer Primérionen aber
auch insbesondere in der Handhabung als schwieriger erwiesen: Nach der Ionen-
bestrahlung, wurde eine erhohte Restaktivitat der Probenhalter beobachtet. Zu-
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Abbildung 5.17: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnit-
tintensitaten von Angiotensin II, die mittels SHI induzierter und DINeC-MS
nach SHI Bestrahlung beobachtet wurden. Die untersuchten Primérionen sind:
(a) ¥9TAu?T (4,8 MeV /u, 946 MeV), (b) *¥Cal®* (4,8 MeV/u, 192 MeV), (c)
Fe3t (11,4 MeV /u, 636 MeV). Auf der x-Achse ist die Aminoséuresequenz und
die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitédten sind nach den Schnit-
ten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosauren farblich gekennzeichnet.
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sdtzlich zur kontrollierten Bestrahlung mit SHI-Ionen waren diese Proben somit
noch einer zusétzlichen, unkontrollierten Dosis an v- und S-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 fiir Bestrahlungen mit *8Ca!®*- und "Au?%*-Ionen
(vergleiche Abbildung 5.4).

Die Wirkungsquerschnitte wurden der kinetischen Energie der verwendeten lo-
nenart zugeordnet und doppelt logarithmisch aufgetragen. Fiir jedes Peptid er-
geben sich somit zwei Datenpunkte, deren Verhéltnis durch die Steigung der
Geraden, die sie verbindet, reprasentieren ldsst. Es fallt auf, dass die Geraden fiir
alle drei Peptide eine dhnliche Steigung aufweisen. Dies zeigt, dass die Wirkungs-
querschnitte unterschiedlicher Peptide mit dem Energieverlust des Primarions
vergleichbar skalieren. Dies legt einen vergleichbaren Anregungsmechanismus fiir
alle drei Peptide bei SHI-Bestrahlung nahe.

Formuliert man die Parameter der Geraden aus der doppelt-logarithmisch Auf-
tragung in eine Potenzfunktion der Form o = a - (dE/dz)" um, so ergibt sich
fir die betrachteten Peptide n = 0,55 — 0,58. Ein Vergleich der fiir Glycin

experimentell bestimmten Steigung der Wirkungsquerschnitte zu Energieverlust
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Abbildung 5.18: Wirkungsquerschnitte der SHI-induzierten Fragmentierung
dreier Peptide in Abhédngigkeit des Energieverlustes der entsprechenden Primario-
nen. Die Datenpunkte wurden zusétzlich 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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(nay ~ 0,5) zeigt, dass sowohl einzelne Aminosduren, als auch Aminosdurese-
quenzen vergleichbar auf eine Anderung des Energieverlustes des einfallenden Ions
reagieren [234]. Fiir *Fe3" liegt nur fiir Bradykinin ein auswertbarer Datensatz
vor. Der dabei ermittelte Wirkungsquerschnitt ist bei vergleichbarem Energiever-
lust deutlich hoher als fiir #8Cal®t, was ebenfalls fiir einen abweichenden Prozess

im Falle der *°Fe3*-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 Fallen spezifische Fragmente mit einer Massen-
differenz von A(m/z) = +2 beziiglich der erwarteten Fragmente beobachtet wor-
den. Abbildung 5.19 zeigt Massenspektren von Angiotensin II und Bradykinin, in
denen solche zusétzliche 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 A(m/z) = +2 entsprechen. Diese zusétzliche
Masse wird einer zweifachen Aufnahme von Wasserstoffatomen zugeordnet. Als
Beispiel sind die Isotopenmuster fiir das bg-Fragment von AngiotentinIT in Ab-
bildung 5.19(b) und das bg-Fragment von Bradykinin in Abbildung 5.19(d) zu-
sammen mit der entsprechenden Simulation des Fragmentmusters dargestellt. Bei
Angiotensin I in Abbildung 5.19(b) ist keine Weiterreaktion des bg-Fragments
zu erkennen. Die bg-Fragmente des Bradykinin in Abbildung 5.19(d) hingegen
konnen sowohl weiterreagiert, als auch ohne Weiterreaktion beobachtet werden.
Diese b-Fragmente werden zwar in SHI-bestrahlten Proben nur in geringem Mafle
beobachtet, sind aber aktuell in der Literatur am besten beschrieben. Eine mog-
liche Abreaktion eines b-Fragments ist ein intramolekularer Ringschluss, bei dem
aus einem Acyliumion ein Oxazoloniumion gebildet wird [235]; hierbei wiirde sich
die Masse des Molekiils nicht éndern. Erfolgt die Weiterreaktion allerdings durch
die Aufnahme von zwei Wasserstoffen, so erhoht sich die Masse des abgeséttigten
Acyliumions um A(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 Atmosphére
transportiert wurden, kann es sein, dass auch im Kontakt mit Atmosphére eine

Weiterreaktion initiiert wurde.
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Da die Fragmente und ihre mit Wasserstoffen weiterreagierten Spezien dem glei-
chen Schnitt zugeordnet werden konnen, wurden die Fragmentintensititen dieser

fir die Analyse in dieser Arbeit aufsummiert.

5.2.5 Weiterfiihrende Experimente mit ausgewihlten Ami-
noséiuresequenzen
Fiir eine Weiterfithrung der Untersuchung der durch MeV-Ionen induzierten Frag-

mentation sollen an dieser Stelle vielversprechende Aminosiduresequenzen vor-

gestellt werden. Die Analyse der Derivate von Angiotensin II hat gezeigt, dass

5
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0
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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 Ausgangsmolekiil bezeichnet. Das
doppelt protonierte Monomer [M+2H]" ist ebenfalls zu beobachten. Das Isoto-
penmuster des Fragments bg (fett) ist in (b) vergrofert dargestellt. (b) Isotopen-
muster des bg-Fragments aus (a). (¢) Spektrum einer mit Goldionen (946 MeV)
bestrahlten Bradykinin-Probe. Die spezifischen Fragmente wurden entsprechend
ihrer Zuordnung benannt. Das Fragment bg/bg+2H (fett) ist in (d) vergroBert
dargestellt. (d) Isotopenmuster des bg-Fragments mit und ohne zusétzlicher Was-
serstoffe. Der Vergleich zwischen Angiotensin II und Bradykinin zeigt unterschied-
liche Moglichkeiten der Folgereaktionen von b-Fragmenten.
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Tabelle 5.1: Auflistung moglicher Angiotensin-II-dhnlicher Peptide, die zur wei-
teren systematischen Untersuchung des Einflusses einer Aminosdure auf die be-
nachbarten Schnitte vorteilhaft waren. Erweiterungen, die nicht im urspriingli-
chen Angiotensin II vorhanden sind, sind griin gekennzeichnet, vertauschte Ami-
noséuren sind rot eingefdrbt und in blau werden einzelne ausgetauschte Amino-
sduren markiert. Die Aminosduren sind im Ein-Buchstaben-Code notiert.

Trivialname: Aminosauresequenz: Analyse-Ziel:
Angiotensin II DRVYIHPF Ausgangspeptid
[Tlle?]-Angiotensin IT DIVYIHPF Abhéangigkeit von R
[Val?, Arg3]-Angiotensin 11 DVRYVHPF Abhéngigkeit von R-V
Ile-Angiotensin-II-1le IDRVYIHPFI Terminale Schnitte
[MleS]-Angiotensin 11 DRVYIIPF Abhéngigkeit von H
[Tlle™]-Angiotensin I1 DRVYIHIF Abhéngigkeit von P
[TNle®]-Angiotensin IT DRVYIHPI Abhéngigkeit 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 kénnte der Einfluss der Protonenaffinitéit des basischen
Arginins auf die beobachteten Schnitte untersucht werden. Eine leichte Ande-
rung der Peptidsequenz, beispielsweise durch Vertauschen des Valins und des
Arginins, konnte Informationen dariiber geben, ob der Schnitt durch das Arginin
geleitet wird, vergleiche Tabelle 5.1. Aber auch andere markante Schnittpositio-
nen konnten durch systematisches Ersetzen einzelner benachbarter Aminosauren
mit einer beziiglich der Fragmentierung vermeintlich inerten Aminoséure unter-
sucht werden, beispielsweise durch Isoleucin- (I) oder aber auch Valin-Einheiten
(V). Ebenso konnten die terminalen Schnitte durch vor- und nachgestellte Ami-
nosauren um das Angiotensin II herum, wie zum Beispiel Ile-Angiotensin-1I-Ile
untersucht werden (vergleiche Tabelle 5.1).

Durch eine Cyclisierung des Angiotensin II kénnte weiterhin getestet werden,
ob es Einfliissse durch die Termini selbst und den Abstand von Aminosduren zu
den jeweiligen Termini gibt. Zuséatzlich zu den Angiotensin-II-dhnlichen Peptiden
waren auch Peptide interessant, deren Komplexitét sich auf ein bis zwei Amino-
sdurearten beschrankt. Dartiber hinaus konnten 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 ¢3PTCH,C(O)-LDIFSDF [160]; das
¢3 steht an dieser Stelle fiir 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 Molekiile wiirde 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. Fiir ein besseres Verstandnis
der Unterscheide und Gemeinsamkeiten wurden die beobachteten, spezifischen
Fragmente nach keV-Ionen-Beschuss detaillierter untersucht. In Abbildung 5.20
sind die Intensitdten der spezifischen Fragmente fiir Angiotensin II gezeigt, die
aus Proben stammen, die mit keV-Primarionen bestrahlt wurden. Fir die Be-
strahlung der in Abbildung 5.20(a) gezeigten Proben wurden Bi'-Ionen mit einer
kinetischen Energie von 25 keV verwendet. Es lasst sich erkennen, dass fast alle
moglichen Schnitte mit &hnlicher Intensitiat beobachtet werden. Nur die Schnitte
zwischen Arginin (R) und Valin (V) sowie Histidin (H) und Prolin (P) schei-
nen unterdriickt zu sein. Ahnlich verhalten sich die beobachteten Schnitte in den
mit Bij-Tonen (25 keV) bestrahlten Proben in Abbildung 5.20(b). Im Vergleich
zu den Schnitten in Abbildung 5.20(a) ist die Intensitat des H-P-Schnittes zum
starksten Schnitt in der Darstellung geworden und der P-F-Schnitt scheint un-
terdriickt zu sein. Sowohl bei den mit Bi*- wie auch mit Bij-Tonen 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 Intensititen der Fragmente des mit Ary,y,-Ionen be-
strahlten Proben dargestellt. Diese erinnern stark an die Intensitatsverteilung 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 Haufung um den
H-P-Schnitt erkennbar. Zusétzlich sind die erzeugten Fragmente zum Grofiteil
b/y-Fragmente. Diese Ahnlichkeit zu CID-induzierten Fragmenten kénnte sich
auf die GroBle des Primarions und die damit fiir diese Schnitte verantwortliche
Anregung zuriickfiihren 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 Sto8 kommt es zu einer starken Umverteilung der Energie im
Cluster und es entstehen Zonen hoherer Temperatur, in denen die Wechselwirkung
des Clusters mit den Probenmolekiilen im Wesentlichen durch ein Aufheizen der
Probe beschrieben werden kénnen [236,237]. Aus diesen Zonen stammen eventuell
die beobachteten CID-dhnlichen Fragmente. Grundsétzlich ist eine solche starke
Abhéngigkeit von der Primérionenart fir ToF-SIMS-Messungen bekannt [58]. Die
beobachtete Ahnlichkeit der Verteilung nach Beschuss mit Arf,,,-Clustern und

x10°
03] SIMs Angiotensin Il ggﬁx ]
0081 (a) Bi*, 25 keV Cos ]
0.04 -
0.00 H I:l H H /i ’_‘
ooldol [RI [v] Jv] [+] [n[ [p] JF]
S5 SIMS Angiotensin |
@, .
= 1 Bi, 25 keV
501t '
(2}
: all
o
< 00 — E ﬂ =
[o] [R[ [v] [v[ [+ [u] [r[ [F]
0-26] gimMs Angiotensin Il )
0.05} ]
(c) Arl 500 20 keV
0.00 [ = i ﬂ
[o] [R[ [v] [v[ [r] [u] [r[ [F]

Abbildung 5.20: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten von Angiotensin II, die mittels SHI induzierter und DINeC-MS nach
SHI Bestrahlung beobachtet wurden. Die Primérionen waren: (a) Bit (25 keV),
(b) Bii (25 keV) und (c) Arjy (20 keV). Auf der x-Achse ist die Aminosiurese-
quenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitdten sind nach
den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekennzeich-
net.
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CID konnte durch Experimente unter Austausch einzelner Aminosaure-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

2 \E OH
o o o) 'N/> o
HO\"/ (o] /‘\ o /‘ﬁ (o] (o]

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

(b) Anglotensmogen 1-14), DRVYIHPFHLVIHN

Al ARG

\(\

N~/
Asp - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe - His - Leu - Val - Ile - His - Asn

(c) Angiotensin I, DRVYIHPFHL

(o] [o] o] ’N/> [o] o)
O\L(: o] /=\ o] /w o] o] Y\/NH

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

(d) Angiotensin A, ARVYIHPF

NH
W
o] o} [o} N o}
HZN\)kN H\)]\N H\)I\N <N:)I\N o
i H [ i PN
i 0 _AL o} /ﬁ 0 0

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),
(¢) Angiotensin I und (d) Angiotensin A. Der Einbuchstabencode der Aminoséu-
reeinheiten in der Aminosduresequenz, die sich von der Sequenz des Ausgangs-
molekiils Angiotensin II unterscheiden, sind unterstrichen.
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(a) Alamandin, ARVYIHP

HQNYNH

Ala - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro
(b) [Sar!]-Angiotensin II, SarRVYIHPF

H,N NH

NH

Sar - Arg - Val - Tyr - Ile - His - Pro - Phe
(c¢) [Val®]-Angiotensin I, DRVYVHPF

HN_NH

OH

Asp - Arg - Val - Tyr - Val - His - Pro - Phe
(d) [Asn', Val’]-Angiotensin 1T, NRVYVHPF

OH

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

Abbildung A.2: Strukturformel und Benennung der verwendeten Peptide (in
Ein- und Dreibuchstabencode). (a) Alamandin, (b) [Sar']-Angiotensin II, (c)
[Val®]-Angiotensin IT und (d) [Asn',Val®]-Angiotensin II. Der Einbuchstabencode
der Aminosaureeinheiten in der Aminoséuresequenz, die sich von der Sequenz des
Ausgangsmolekiils Angiotensin II unterscheiden, sind unterstrichen.
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(a) Substanz P, RPKPQQFFGLM

O

P C l @ C

Arg - Pro - Lysl - Pro - Gln - Gln - Phe - Phe - Gly - Leu - Met
(b) Leu-Enkephalin, YGGFL

o H o) o}
H H
v NP R
; N ; N ; OH
i H H H H

., 7

Tyr - Gly - Gly - Phe - Leu
(¢) Dynorphin B, YGGFLRRQF

H
NYNH OgNH2
NH,
o H o o o o
H H H H

HoN N N N N

Y N Y N Y N YN y” TOH

i H £ H i H i H

3 O H o 3 o 3 o 3

Tyr - Gly - Gly - Phe - Leu - Arg - Arg - Gln - Phe
(d) Bradykinin, RPPGFSPFR

H o</E L P o</' H
) 0

HN N

H
Arg - Pro - Pro - Gly - Phe - Ser - Pro - Phe - Arg
(e) Neurotensin, pELYENKPRRPYIL

ik J# JSW gﬁ JE’YJ@W ¢l)( ¢

OH HN N OH
H

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

1.0 X10°
- SHI Angiotensin Il ] aix
[ I by
[ (a) ez ]
0.5} ]
- | = _ —
O Tol [RL v Iv] ] [l Te] [7]
[ SHI Angiotensin A ] arx
L (b) B vy
[ [ Jciz

Norm. signal [a.u.]
’_\
N

H| F Fg

0.0 — = =
1ol LAl TrT TVl Tv] [0 W] Te]
[ SHI Sar!]-Angiotensin I Eax
. [ ez
0.6 ]
0.0F _— e IT — H I
[sa] [RT [v[ [Y[ T+ Tvl T TF]

Abbildung B.1: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitaten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin ITin (a), Angiotensin A
in (b) und [Sar']-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
sduresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitéiten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminoséduren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin I unterscheiden.
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x10°

1.0
- SHI Angiotensin Il ] ax
[ a) B oy
: ez ]
0.5} ]
0.0| = —
1oLl TrT TVl Tv] [o] [u] [e] [F]
S [ SHI [Val®’]-Angiotensin Il £ ax
S b) B by
= |:’C/Z
505} ]
wn L
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E |
< OO [ |
ogllol [RT [v[ [v[ [v[ [w] e[ [F]
- SHI [Asn?,Val’]- =gf<
| : . y
[ C) Angiotensin I L oz
0.4} ]
INT TRT TVl ¥ Tvl Twl Tel TF]

Abbildung B.2: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitaten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin II in (a), [Val®]-
Angiotensin IT in (b) und [Asn'Val’]-Angiotensin II in (c) gezeigt. Auf der x-
Achse ist die Aminosduresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben.
Die Intensitéten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Amino-
sduren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosauren, die sich
von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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x10°

1.2
SHI Angiotensin | ggx
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Abbildung B.3: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitaten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin II in (a), Angiotensin I
in (b) und Angiotensinogen (1-14) in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
sduresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitéaten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminosduren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin II unterscheiden.
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1.0
- SHI Angiotensin I [ avx
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Abbildung B.4: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Angiotensin II in (a) und Alaman-
din in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminoséuresequenz und die Schnittpo-
sition im Peptid angegeben. Die Intensitiaten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
¢/z) zwischen zwei Aminosauren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind
die Aminoséduren, die sich von der Sequenz des Angiotensin I unterscheiden.
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©
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Abbildung B.5: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitaten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente un-
terschiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Bradykinin in (a), Substanz P
in (b) und Neurotensin in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosduresequenz
und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitdten sind nach den
Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosauren farblich gekennzeichnet.
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x10%
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Abbildung B.6: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten mittels SHI induzierter und DINeC-MS beobachteter Fragmente unter-
schiedlicher Peptide. Es werden die Daten fiir Leu-Enkephalin in (a) und Dynor-
phin B in (b) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosauresequenz und die Schnitt-
position im Peptid angegeben. Die Intensitaten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekennzeichnet.
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Anhang C:
Spektrum und Fragmentverteilungen mittels CID

fragmentierter Proben

HNE NH,
50 X10° Angiotensin Il “
isolated [M+H]*: (@)1
25| ]
E
.E-. 0 + } + } + } + } +
© 20 Amplitude: A - (b)+
S  [0.75V { ]
@ s
10 - Ys b8 i
i i
i . Lo L 11 i ;
0 * 1 L l 1 L 1 L 1 i n
600 700 800 900 1000 1100

m/z

Abbildung C.1: (a) Spektrum des protonierten und isolierten (A(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 grofite Signalintensitdt ist bei dem spezifi-
schen Fragment y; (m/z = 931,5) zu beobachten.
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Abbildung C.2: Darstellung der Schnittintensitdten nach Fragmentierung mit-
tels SHI (a) und CID (b)-(d), die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden
konnen. Es werden die Daten fiir Angiotensin II in (a) und (b), Angiotensin A
in (c) und [Sar']-Angiotensin II in (d) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Amino-
sduresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensitiaten sind
nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosauren farblich gekenn-
zeichnet. In orange markiert sind die Aminosduren, die sich von der Sequenz des
Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.3: Darstellung der Schnittintensitédten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden kénnen. Es werden
die Daten fiir Angiotensin IT in (a), [Val®]-Angiotensin IT in (b) und [Asn!Val®]-
Angiotensin IT in (¢) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminosauresequenz und die
Schnittposition im Peptid angegeben. Die Intensititen sind nach den Schnitten
(a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekennzeichnet. In orange
markiert sind die Aminosauren, die sich von der Sequenz des Angiotensin I un-
terscheiden.
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Abbildung C.4: Darstellung der Schnittintensitédten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden kénnen. Es werden die
Daten fiir Angiotensin II in (a) und Alamandin in (b) gezeigt. Auf der x-Achse
ist die Aminosauresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die In-
tensitiaten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosiduren
farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosauren, die sich von
der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.5: Darstellung der Schnittintensitdten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden konnen. Es werden die
Daten fir Angiotensin II in (a), Angiotensin I in (b) und Angiotensinogen (1-14)
in (c) gezeigt. Auf der x-Achse ist die Aminoséuresequenz und die Schnittposition
im Peptid angegeben. Die Intensitédten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z)
zwischen zwei Aminosduren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die
Aminosauren, die sich von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.6: Darstellung der Schnittintensitdten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden kénnen. Es werden die
Daten fir Bradykinin in (a), Substanz P in (b) und Neurotensin in (c) gezeigt.
Auf der x-Achse ist die Aminoséduresequenz und die Schnittposition im Peptid an-
gegeben. Die Intensitdten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei
Aminosauren farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosauren,
die sich von der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.
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Abbildung C.7: Darstellung der Schnittintensitaten von Substanz P nach Frag-
mentierung mittels SHI (a) und CID (b), die entsprechenden Schnitten zugeordnet
werden konnen. Auf der x-Achse ist die Aminosduresequenz und die Schnittpo-
sition im Peptid angegeben. Die Intensitéten sind nach den Schnitten (a/x, b/y,
¢/z) zwischen zwei Aminosduren farblich gekennzeichnet.
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Abbildung C.8: Darstellung der Schnittintensitédten nach Fragmentierung mit-
tels CID, die entsprechenden Schnitten zugeordnet werden kénnen. Es werden die
Daten fiir Leu-Enkephalin in (a) und Dynorphin B in (b) gezeigt. Auf der x-Achse
ist die Aminosauresequenz und die Schnittposition im Peptid angegeben. Die In-
tensitiaten sind nach den Schnitten (a/x, b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminosiduren
farblich gekennzeichnet. In orange markiert sind die Aminosauren, die sich von

der Sequenz des Angiotensin II unterscheiden.

xlii



Anhang D:
Fragmentierung in Abhangigkeit der SHI-Fluenz

Neben dem Einfluss der einzelnen Aminosiuren auf die Fragmentierung koénnen
auch die Eigenschaften der Anregung, beispielsweise durch die lonenspezies 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 verfiigbarer 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 Fragmentintensitéiten fiir Angiotensin II bei drei unter-
schiedlichen Fluenzen einer Bestrahlung mit Gold-Ionen (1°TAu?*, 4.8 MeV /u)
dargestellt. Erkennbare Schnitte sind, wie bei Angiotensin II bekannt, an drei
Positionen sehr ausgepragt: Zwischen der Asparaginsédure (D) und Arginin (R),
zwischen Isoleucin (I) und Histidin (H), sowie zwischen Prolin (P) und Phenyl-
alanin (F). Diese Schnitte sind bei 1 x 10! Tonen/cm? in Abbildung D.1(a) und
3 x 10" Tonen/cm? in Abbildung D.1(b) dhnlich. Fiir 1 x 10'? Tonen/cm? in Ab-
bildung D.1(c) hingegen kann beobachtet werden, dass der Prolin-Phenylalanin-
Schnitt deutlich unterdriickt wird. Dies konnte an der hohen Fluenz liegen, da
hier hauptsichlich a;/c;-Fragmente detektiert werden, die bei der Fluenz selbst
weiter fragmentiert werden konnten. Gleiches auch fiir die anderen Fragmente
der in Abbildung D.1(c) dargestellten Proben. Die allgemein niedrige Intensitét
lasst sich auf die hohe Fluenz zurtickfithren, die in den entstandenen Fragmenten
weitere Dissoziationen herbeifithren konnte. Dennoch lésst sich bei allen Proben
mit unterschiedlichen Fluenzen beobachten, dass die Schnitte an den gleichen
Positionen auftreten. Auf die Selektivitit der Fragmentation scheint die Fluenz

keinen Einfluss zu haben.
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Abbildung D.1: Darstellung aller auf die Probenanzahl normierten Schnittin-
tensitdten von Angiotensin II, die mittels SHI induzierter und DINeC-MS nach
SHI Bestrahlung beobachtet wurden. Die untersuchten Fluenzen von 97 Au26+
(4,8 MeV/u) sind: (a) 1 x 10" Tonen/cm?, (b) 3 x 10'' Tonen/cm? und (c)
1 x 10'? Tonen/cm?. Auf der x-Achse ist die Aminoséuresequenz und die Schnitt-
position im Peptid angegeben. Die Intensitidten sind nach den Schnitten (a/x,
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b/y, ¢/z) zwischen zwei Aminoséuren farblich gekennzeichnet.
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