UNTERSUCHUNGEN DESELEKTROSPRAY -
IONISIERUNGSPROZESSES ZUM MA SSENSPEKTROMETRISCHEN
NACHWEIS NICHT-KOVALENTER KOMPLEXE

Dissertation
zur Erlangung des Doktogrades
de Naturwissasdaften

vorgelegt
beim Fachbereich Chenie
der bhann Wlfgang Goetle — Universitat
Frankurt amMain

von Andrea Schmidt
aus Fankfurt am Main

Frankiurt am Main (2000)
(DF1)




vom Fachlereich Cremie (14) @r
Johann Wlfgang Goethe Univesitat als Dissertation genommen.

Dekan: Prof. Dr. T. Prisner
Gutachter: Prof. Dr. M. Kaas
Prof. Dr. W. D. Lehmann

Datum der Disputation: ~ 18.10.2000




1. HNLEITUNG

1

1.1. ProblemstellungndZielsetzing der Arbeit

2

Tel A: Theoretische Grundlage

2. NICHT-KOVALENTE BIOMOLEKULKOMPLEXE

Kompler

3. VOM GH.OSTEN ANALYTEN ZUM GASPHASENON

3.1. Das Prinip der Elektrospnglonisierurg

3.1.3. Dielonisierurg in derES-MS

3.2. Praktische Aspekte dElektrospay-lonisierurg
3.2.1. Probenprapation

3.2.2. Spraquellen

4. MASSENANALY SATOREN

4.1. Rugzeit-Massenspektrometrie
4.1.2. Der Einflul3 deStartbedigungen

4.2. QuadrupolenenfallenMassensgktrometrie
4.2.1. Das Prinp der Quadrupoldnenfalle

5
2.1. Die Stabilisierungon nicht-kowalenten Proteinkomplex 5
2.2. Der massensktrometrischeNadchweis von nicht-koalenten Komplegn 7
2.2.1. Nicht-kovalente Komplexn der E$-MS 8
2.2.2. Die Anwendugiandeer Methoden air lonisierurg nicht-kovakenter
11
14
16
3.1.1. DieZerstaubug von Flissidgeiten im elektrischefeld 16
3.1.2. Der Mehanismus der &olvatisieruig und lbnenfreisetaing 20
3.1.2.1. DetZerfall der initialen Tropfen 20
3.1.2.2. Die Feisetaing praformiater Analytionen 22
27
3.1.3.1. Der Mehanismus delonisieung 27
3.1.3.2. Der Einfluf3 von Reaktionenlisurg auf die esultierene
Verteilug derLadungszustande 30
3.1.3.3. Der Einfluf? von Reaktionen ierdsasplaseauf die
esultierendeVerteilung der Ladungszusténde 33
35
35
3.2.1.1. Das eigesette Losurgsmittel 36
37
3.2.2.1. Modifikationen der Standa8prayquelle 39
3.2.2.2. Die Nano-BSQuelle 40
3.2.3. Avischen Sprgquelleund Massenaaysator 44
49
51
4.1.1. Grundlgen d&r FHugzeit-Massenspktrometrie 52
54
4.1.3. Rugzeit-Massenspektrometrie mit ortlgonaler Extraktion 57
59
59
4.2.2. Die Quadrupdlenentlle als Masseamalysator 62
64

4.2.3. Mehrstufige MS-Bperimente: M8




5. MATERIALIEN UND METHODEN 66

5.1. Sprgquellen 66
5.2. Massenspektromete 66
5.2.1. PerSeptiveiBsystems MCKEY 66
5.2.2. PE Bosystems MARNER 69
5.2.3. knniganLCQ 70
Tell B: Ergebnisseund Diskussion
6. PHYSKALISCHE RANDBEDINGUNGEN DER ES-MS 73
6.1. Die Tranggrkapillare und degeheize Stickstof§egenstrom im Vegleich 73
6.1.1. Die Strémungon Luft ins Massensgktrometer 73
6.1.2. Die desolvatisiererdMrkung verschieegner Aufbautypen
im Vegleich 76
6.1.2.1. Briumbromid aldndikata fur die Desolvatisierugs-
bedingngen 76
6.1.2.2. Degeheizte Stickstoffgggenstrom und digeheizte Transfe-
kaillare im praktischen Vergleich 78
6.2. Die Desolvatisierugivon Makomolekilionen 80
6.2.1. Die Aktivieruig nicht-kovaenter Komplexe wahrend de
Desolvaisierung 80
6.2.2. Die Stol3aktivierungerschiedner Ladungszustéande 86
6.3. Die Axalgesclwindigkeit de lonen im oTG-MS 89
7. DEREINFLUR DERZERSTAUBUNGSBEDINGUNGEN AUF DAS
IONENSGNAL 93
7.1. Die diskontinuierlich&@erstaubuig von Flussigeiten unter dn Bedirgungen
der EEMS 93
7.2. Die §nchronisation des oTB-Experiments mit dem Emissionsimein 95
7.3. Ergebnisse:y®chronisierte EE0TOF-MS 98
7.3.1. Briumbromid als Modellgstem 98
7.3.2.Angiotensin llundMaltoheptaose 100
7.4. Diskussion 102
8. DEREINFLUR DESLOSUNGSMITTELS AUF DAS RESULTIERENDE
IONENSGNAL IN DER ES-MS 106
8.1. Ergebnisse 107
8.1.1. Variation deLdsurgsmittelzisammensetmg 110
8.1.2. Variation deDesolvatisierugsbedirgungen 113
8.1.3. Der Einflul3 des Aalyten 114
8.2. Diskussion 115
8.2.1. Dad 6surgmittel als chemische Ugebung des Analyten 115
8.2.2. Dad_o6surgsmittel als Trgerkompomente 117

8.2.3. Dad.osurgsmittel als Reaktionspartner inrd@asphas 120




9. E3-MS-UNTERSUCHUNGEN ZUR DIMERISIERUNG VON

GRAMICIDIN D 123
9.1. Die Peptidmischun@ramicidin D 123
9.2. Ergebnisse 125
9.2.1. E$MS-Analyse von Gamicidin D in verschadenenAlkoholen 128
9.2.2. Gramicidin D inLosurgsmittelgemischen 131
9.3. Diskussion 134
9.3.1. Der Einflu3 deL 6surgsbedigungenauf den Nichweis von
Gramicidin-Dimene 135
9.3.2. Die Ve#énderumg der Losurgsmittelaisammensetmg wahend
der Desolvatisiergn 138
10. DE CHARAKTERISIERUNG VON PEPTD-ANIONEN-ADDUKTEN 141
10.1. Protonentrangfeaktionen in der @sphasean Peptiden und Proteinen 141
10.2. Ergebnisse 145
10.2.1. Neurotensin-Addu&tmit verschiedesn Anionen 145
10.2.2. Trifluoraetat-Addukte erschiedene Peptide 149
10.3. Diskussion 154
10.3.1. Einfach&leurotensin-Aionen-Adduke 156
10.3.2. Der Einflu® des Aniorauf die Adduktbildug 157
10.3.3. Der EinfluR des Peptids aué didduktbildung 158
11. DIE STABILI TAT NICHT-KOVALENTER KOMPLEXE IN DER ES-MS 164
11.1. Strukturmerkmale von Hamlobin und Myoglobin 165
11.2. Ham-Protein-Komplexin der E$-MS 166
11.3. Ergebnisse 167
11.3.1. E&EMS-Untersuchugen von Hamglobin und Myoglobin im
positiveionenmodus 167
11.3.2. E&MS-Untersuchugen von Hamglobin und Myoglobin im
negativeionenmodus 173
11.3.3. E&MS-Untersuchugen von Hamglobin und Myoglobin nach
Rektion mit DTT 175
11.4. Diskussion 178
11.4.1. Die Untersckde avischen da a- und 3-Untereinheiten
des Hangbobins 178
11.4.2. Die Stabilitat der Ham-Protein-Kompéegegeniber Hm-Verlust
in der Gasphas 179
12. SAMMENFASSUNG WND AUSBLICK 184
ANHANG A: Literaturverzeichnis I
ANHANG B: Liste de veiwendeéen Analyte X
ANHANG C: Aminosauresegenzn verschiedner Hamaglobin-Varianten Xl

ANHANG D: Liste de veiwendeen Abkiraingen XIII







1. EINLEITUNG

Biopolymere, wie Nukleotide, Kohlenfidrate, Proteir und Peptide, stehen sg#raumerZeit
im Mittelpunkt intensiven Brschumgsinteresses.Ziel da Untersihungen ist es daé, ein
umfassendes Verstandnisbiochemisch elevante Vorgange zu erlargen; auf @r Basis der
gewonnenenErkenntnisse kénnen ined Folge neue nd efiziente Methoden wr gezelten

Steuerug biochemischeProzsse entwiolit werden.

Die Bioardlytik hat sowohl die umdissende Cérakteisierurg unbelannter Biopoymere arr

Aufgabe,wie aud die Identifizierung bereits bekannteSubstanen. 41 diesemZweck steht
eine Reihe von alytischen Methoden ar Verfiigung, wie zB. chromatographische und

elektrophoretisc Trennwerfahren, spektroskopischéntersuchugsmethoda& und chemisoh
bzw. biochemisch&equenanaltik. Ferner finden die Romgenstrukturamalyse und die NMR-
SpektroskopieEinsatz zur detaillierten Aufklarug der dreidimensionalen Struktur. een
diesen Verfahren kommt aich der Masseaspektrometrie (MS) in der Bioandytik eine immer

groler werdende Bedeutug zu. Nach @r Einfihrung ,sanfter" lonisierurgsmethoden, wie
MALDI (matrix-assisted laser edorption and ionization [Kar85] [Kar87) und ES

(electrospray ionization[Dol68], [Ale84], [Yam84), welche den intakten @nsfe auch
groler, schwerflichtiger Verbindurgen in die Gasphase ermdlichen, ist die
Massenspektrometrieuzeinem leistugsféahigen und vielversgechenden Hilfsmittel zur
Identifizierungund Strukturafklarung von Biopolymeren geworcen. Eine Ulersicht libe die
Bandbrreite der Einsatandglichkeiten findet sich @&spielsweise beiLarsen und McEwan
[Lar98] Insbesondee ist die Massensktrometrie in de Proteomangkse a1 Bedeutugy

gelangt (vgl. [Roe97] [Lot99]). Sie ermdticht in diesemBereich die schnelle und einfacke
Identifizierung der Protedne eines Organismus mit vollstadig sequenzietem Genom,
beispielswese anhand ds charakeristischen Rptidmassennusiers nah enymatischer

Spaltung

Die Attraktivitdt massenspektrometrisah Verfahren mr Chagkterisieung von Bo-

polymeren beruhtauf meherenEigenschéen (wl. [Loo97):

* hohe Empfindlichkeit
Zur Analyse mittels MALDI-MS oda NancES-MS (vgl. Kap. 3.2.2.2) werden

typischemweise Stofmengen im Piomol- bis FemtomolBereich eingesezt, wdchein der

Praxs noch gt zu handhaben sind. Degtsachliche Proénbedrf zur Registrierurg eines

Massenspektrums ist nochmals ggemn




1. Einleitung

» geringer Zeibedaf

Je nach Art des Massanalysators (gl. Kap. 4) erfolgt die Raistrierurg von
Massenspektremm Zeitrahmen von Sekunden bis egen Minuten; dem tatshlichen
Zeitbedarf einer Analyse sind allerdigs — wie den aneren Methoden auh —noch die
Phasen der Probergpaation und detnterpretation der Resultat@nzuzurechnen.
* Genaugkeit
Die Molekilmasseneines Bopolymers odea seiner bighemisch bw. physikalisch
generierten Fragmente konen sehrexakt ermittelt werden @. Kap. 4), was zur
Identifikation bekannteVerbindungen und Chakterisierug unkekannter \érbindurgen
von gof:em Wert ist.
Die MALDI-MS sowie die Standard-EISMS sind pringiell automatisierbar, was
insbesonderé&ir die schnele Analyse grof3er Probezahlen (in sgenannen high-throughput
Verfahrer) vorteilhaft ist. Die Elektrog@y-lonisierurg kann zidem direkt an chromato-

graphische Tennvefahren wieHPLC gekoppelt wer@én (\gl. Kap. 3.2.2).

Der Nachweis nicht-kovalente Komplexe mittels Massenspektrometmelang zwar bis heute
in vielen hoffnungerweckenden Bllen, der Einsatz massenspektrometriseh Verfahren ist
aber bei witem noch nicht routineméaimdglich (vgl. Kap. 2). Gerade nicht-kovaknten
Komplexen kommtaberin biochemischen Pressen einedsondee Bedeutug zu. So beruht
haufig die Funktion von Biomolekiken auf @r Bildung von sgzfischen Komplern auf de
Basis von nicht-kovainten Wechselwirkuigen. Die Guppe de relevanten §steme urmrdidt
dabei z.B. RezptorLigand, Enzym-Substrat- und Protein-Caiftor-Komplexe ode die
Quartarstruktuvon ProteinenDie Optimierury masenspektrometrisan Verfahrenauf den
Nachweis nicht-kovalente Komplexe ist wiinschenswert, um el bei de Untersechung
dieser biologisch bedeutenén Systeme von den vodllhaften Epenschafeen der

Massespe&trometrie zu piofitieren.

1.1. Problernstdlung und 2elsézung de Arbeit

Die schonend lonisierungvon Makromolekilenmittels ES ermdglicht es pringpiell, auch
nicht-kovalente Komplex intakt in Gasphasenionezu Uberfihen und massenspekt-
metrisch & anaysieren (\gl. z.B. [Lo097). Allerdings stellendie besondeen Eigenschaften
nicht-kovalenterKomplexe Anforderurgen an die Mthode, die sicherheblichvon den im
RoutineeinsatbewahrterBedingungen der ES-MS unterschiden (wl. Kap. 3). Die exakten
Bedingungen, diefir eineerfolgreichen Analyse dieser Substaen von Bedeutunsind, sind

noch nicht vollstandig versenden (\gl. [Loo98). Einige Aspekte de Problematik, die mit
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dem Nachweis nicht-kovalener Komplexe in der ES-MS verbunen ist, sind in Abb. 1.1

schematisch zusanmengefat.

nicht-kovalente Komplexe

Lésungsmittel Salz- oder relativ schwache
H,O Pufferzusatze Bindung

e de | o e | | | | Bevan
“MS-, uktbildung
ESI-MS-Analyse und Spray - geringe Signal- - Bindungsverhalt-
Dateninterpretation - schlechte lonen- intentsitaten nisse in Lésung und
ausbeute in der Gasphase
unterschiedlich

Abb. 1.1: Problenatik bém Nachwés nicht-kovaknter Konplexe nittels ES-MS.

Die Ursachender damgestelltenProblematik stehen in ggm Zisammenhang mit degrund-
legendenChamkteristikadesES-Prozsseswelchein Kap. 3 de vorliegenden Arbeit vor-
gestellt weden. Um die Bedigungen der EEMS im Hinblick auf den Nachweigon nicht-
kovalenten Kompleen optimieren @ kdnnen, ist einumfassendes Verstandnisder dem
Proz aigrundeliggenden Phanomene unddEigenschaften dbr gebildeten lonenunabding
bar. Ziel der valiegenden Arbeit war es diher, einzlne Phasenler ES-MS wahrend der

Uberfuilrung eines Aralyten aus del 6surg in die Gasphse naler zu untersuckn.

Die empfindlicheAbhangigkeit der Korformation von Bomolekilen(insbesondex Proteinen
und Peptiden) von Vthselwirkugen mit dem umgeberh Ldsurgsmittel macht die

Verwendury walriger Losurgen, in der Regel mit Zusatz von Salzen oder Puffern,

erforderlich, um nabzu physiologische Bedingungen zu gewahrleisten.Unter dieserVoraus-
setaing ist in der Standard-BSdie Zerstaubug der Analytlésurg nur s£hwer médich und
mit einerschlechterionenauseute vebunden. DidUrsachen dieser Schwigkeiten liegn in
den Prinzpien der Zerstaubug und Freisetzing der Analytionen im E$-Proz3 bgrindet,
welche bislarg noch ncht in allen Details verahden sind. Die ugrundeliggenden
Mechanismen widen im Rahmen der vilegenden Arbeit duch Experimentezum Einfluf3
der Zerstduburgsbedirgungen und zim grundsatiichen EinfluR vonLdsungmittelegen-

schaften auf das resultierende lonensignd an Moddlsystemen untesucht.

Die gelosten_Sa&z und Puffer bilderunspe#fische Addukte mit dem Analyten, welche

aufgrund der relativ schwaclken Bindung innerhalb de nicht-kovaknten Komplee nicht

selektiv vor der masserggrometrisclen Anayse entfent werden kdnnen.Die Bildung
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1. Einleitung

unspedischer Addukte erschwert die Bestimmung des exakten Molekulagewichts des
Analyten und hat eingeringe Sgnalintensitat in den Massenspeki ar Folge, da sichdas
Gesantionensignal auf eine grofere Anzahl Einzdsignale vertellt. Die Stavilitat unspei-
fischer Addukte an den Analyten stellt somit einen kritischen Pararaetir die efolgreiche
Analyse nicht-kovagnter Komplex dar.Im Rahmen dieseArbeit wurde untersicht, welche
Faktorenflr die Stabilitat dieser Addu&tvon Relevansind.

Die haufig relativ schwate Bindurg zwischen den eiredlnen Kompoenten eines nicht

kovalenten Kompless ist flr eine dolgreiche Desolvatisierug im ES-Proz[} kritisch,denn
es dlt, unspezfisch an denAnalyten gebundene Ldsurgsmittelmolekile bzw. weitere
unspedisch gebuncene Analyte zu entferren, wahend die spafischen Wechselwirkurgen
innerhalb des Aralyten erlalten bleiben sollen. Nedm da Wahl der Desolatisierumgs-
bedingungen ha daher auch die Stailitat des Komplees in de Gasphae entscheidenden
Anteil am Erfoh eing Analyse. Experimente am Einfluf3 vonCoulomb-Wechselwirkuigen

auf die Stabilitat nicht-kovalentétomplexe zeigen die Releanz dieses Aspekts auf.

Die theoretisckn Grundlgen derangewandten Methoden sind in ddfapiteln des Teils A
der vorliegenden Arbeit zusanmengestellt; die Resultae derdurchgefiihrten Untersuchungen

und ihre Diskussion finden sich im Teil B




Teil A: Theoretisck Grundlgen

2. NICHT-KOVALENTE BIOMOLEKULKOMPLEXE

Unter derBezeichnurg ,,Komplexe* (von lat. @mplexus = Umarmung)werden definitions-
gemdal alle clemischen ‘érbindurgen hdékerer Ordnurg zusammengefal3t, die sich aus
einfackeren, slbstindigund urabhamig voneirander existierendenVerbindurgen bilden
(vgl. [ROmMY5] [Keu8Y9). Zur Verbindurgsklasse de Komplexe gehden somit die
anoganischen und organometllischen Koordinationsybindungen; im weiteren Sinne
werden auch supmolekulae Biomolekilvebindungen mit nicht-kovalenten &ghsl-

wirkungen als Komplexbezichnet.

Als nicht-kovalente Proteinkomplexsollen im folgnden alle Verbindurgen bezichnet
werden, die mindeshs ein Protein oder Peptid als Bestandtdilvaisen.Diese Guppeder
Komplexe schliel3t sowohl Aggegate aus Potenen mit andeen Molekilen ein (z.B. Proten-
Cofaktor-Komplexe oder Peptid-DNA-Komplexe), wie auch die Qartéstrukturen von
Proteinen,die sich aus mebren Poypeptidunteeinheiten msammensetn. Im folgenden
Abschnitt werden mnachst die Prinpien der Stabilisierum von nicht-kovalergn Protein-
komplexen zusammengfalRt. Grunddtdiche Bemerkungen zum Nachweis nicht-kovaénter

Komplexe mit Hilfe massenspektrometrischeetifioden weden im Anschlulgegeben.

2.1. Die Stabilisierung vonioht-kovalenten Poteinkonplexen

Die Existenzvon speifischen nicht-kovalenten Proteinkompéaxist in der Red erg an de
Tertiar-bzw. Quartarstruktur d Proteine urdgr physiologischenBedingungen gebunden. Die
Ausbildungdiese Strukturen ist auf einede vonzwischenmolekulan Wechselwirkugen
zurlckaufiihren,die sowohl intramolekula Wechselwirkugen innerlalb der Proteinsegnz
als auchintermolekulaie Wechselwikungen mit dem umgebendelnésurgsmittel und darin
enthaltener Elekblyte umfassen. @ Grundzige diese Wechselwirkuigen sollenan dieser
Stelle dargelgt werden; eine dtaillierte Ukersicht liefen beispielsweis®urley und Petsko
[Bur88].

Die Stabilisierungeiner Proteinstiuktur in Losurg erfolgt prinzipiell

» durch elektrostatisehWechselwirkugen und
e durch den kidropholen Efekt
* durch Disulfidbriclen

Die Gruppe @r elektrostatischen \&chslwirkungen beinkeltet dabei alle Interaktionen

zwischendiskreten ladungen und/oder etktrischen Multipolen. Einige Artened Wechsl-




2. Nicht-kovalenteBiomolekilkompler

wirkungensindin Abb. 2.1 augefiihrt; damben findet sich didbhargigkeit de entsprehen-
den potentiellen Enegie vom Absand r avischen den intagierenden Gruppen (nach
[Bur88]). Elektrostatische \chselwirkugen innerlalb eines Proteins umfassen somit
sowohl ionische Wechselwirkugen zwischen geladeen Aminosaurenwie awch London-
Kréfte zwischenunpolarenAminosauren. Sie kdnnen —eavin den estgenannteeispielen —

in alle Raumrichtungernn gleichem Ma wirken (isotrope Wechselwikungen); andere, wie
bespidswease die Wechsdwirkungen zwischen Dipolen, sind r&amlich anisotrop (vgl. Abb.
2.1).

Ladung-Ladung
isotrop; ~ 1/r

Ladung-Dipol Dipol-Dipol

anisotrop; ~ 1/r* anisotrop; ~ 1/r®

ELEKTROSTATISCHE
WECHSELWIRKUNGEN

Ladung-Quadrupol

Dipol-Quadrupol
anisotrop; ~ ur

anisotrop; ~ 1/r°

Ladung-ind. Dif)ol London-Kréfte
isotrop; ~ 1/r isotrop; ~ 1/r°

Abb. 2.1: Zusammernsllungvonelektrogatischen Wechséwirkungen und Ashandgkeit der
poteniellen Erergie vom zwschenmolekularen Abstand r.

Die Sarke eéktrosttischer Wechslwirkungen héngt neben ér Distanz zwischen den

interagierenden Grupen awh davon ab, in @ichem Mal3e daselektrischeFeld zwischen
diesenGruppen ageschirmt wird. Die Dielekrizitdtskonstante des urdgenden Mediums ist
daher fii das Ausmalelektrostatische Wechselwirkuigen ebefalls von Relevanz Die

GroRRenordnug des Beitrays vaschiederr attraktiver eéktrostatischer \&thselwirkurgen

zur Stéilisierung einer Proteinstiuktur (ausgedriickt in da Anderung der freien Enthdpie

AG) istin Tab. 2.1 usammengestellt (nacB{irgg], ).

ionische Wechselwirkungen -12 bis -16 kimol
lon-Dipol-Wechselwirkuigen -12 kJmol
Wasserstoffbricknbindumgen (zwischen ugeladeen Grupgen) -8 kIJmol
Wechselwirkugen mit Quadrupolmomenten -4 bis -10 kdmol

Tab. 2.1: GroéRenodnung @s Betrags einiger elekrosttiscrer Wechséwirkungen zu
Stablisierung einer Rroteindruktur.

! Die Wechsdwirkungsenergie wird héufig in der Einheit kcal/mol angegeben; die hier angegebenen Werte
wurdenin die Enheit kJ/mol umgerechnet (1 cal= 4,184J).
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Teil A: Theoretisck Grundlgen

Im Vergleich au den ypischenBindurgsenthalpien koslenter Bindurgen (zwischen —150
und —1000 kind [Hol85]) ist demnach dieStabilisierungnicht-kovalenterKomplexe in
LAsurg durch eektrostdische Wechsdwirkungen sér gering. Die wesentliche Stabilisierung
einer Proteinstrukturin waf¥iger Losurg ist allerdirgs ad den sgenannten _hyrophoken
Effekt zuriickaufihren [Bur88]. Sind auf der Aul3ee#fe eines Proteins polar&mino-
saureseitersttenlokalisiert, so kbnnen diesgut durch das polee Lésurgsmittel solvatisiert
werden.UnpolareGruppierugen weden dagegen in waldriger Lésurg durch einen, Kafig*
von Losurgsmittelmolekilenumgeben,welche unteeinanetr durch eine grof3e Zahl von
Wasserstoffbriicknbindumgen verbundensind. Der Kontakt eine unpolaen Grupg mit dem
Losurgsmittd Wasse ist daher aus entropisder Sicht ungdinstig. Im Hinblick auf ene
maxmale Entropie des Syems Ilgern sich unpahre Aminosaureseiterstten somit

zusammen und ordnen sich bevagzim Innereneiner Proteinstruktuan (vgl. Bur88])).

Aus diesen Fakten wird deutlidh, dd8 da Losurgsmittd als umgdendes Medium einen
entscheidenden Einfluguf die Struktur von Proteinen lbsurg austbt. Veiinderumgen des
pH-Werts kdnnenentscheidnd die Art der elektrostatischen \thselwikungen im Protein
veranden, wahrend de Zusatz von organischen LoOsurgsmitteln die intermolekularen
Wechselwirkugen zwischendem Protein und seimeUmgebung beeinflu3t. Die @naturie-

rungdes Proteins unter \fRist seiner &rtiar- und Quartarstruktur ist somit die élge.

2.2. Dermassnspektranetrische Nahweis von ncht-kovalenten ikimplexen

Zur Untersuchug von Struktur undZusammensetang nicht-kovalenter Praginkomplex
sind heute eine Reihe vonanaltischen Tehniken vefligbar. So liefern leispielsweise
Rontgenstrukturamalyse und NMR-Spektroskopie dtiaillierte Informationen mr dreidimen-
sionalen Struktur der Komplexe, erfadern aber gro3e Probenesmgen und eien hohen
Zeitaufwand. Mit Hilfe von spektroskopischen ethoden (wielR- und UV-Spektoskopie
sowie A4rkulardichroismus) lagn sich insbesonder Konformationsdderung@ von
Proteinenverfolgen. Auchdiess Verfahren efordern rlativ grol3e Megen Probenmatals.
Zur Analyse der Zusammensetmg von nicht-kovagnten Komplexn haben sich udem
Methoden wie die alytische Ultrazntrifugation, chromatogphische und ektro-
phoretischeTrennurgen bewéhrt. Allerdings erlauken diese ¥rfahren haufig nureine echt

ungeraueBestimmungde interessierendn Molekilmassen @. z.B. [Smi94], [Loo97).

Neben den Einsaz dieser Verfahren ist éenfalls die Etablierung massenspektrometrischer

Methoden Gegenstandintensiver Brschury. Eine kritische Diskussion ur Stellung der




2. Nicht-kovalenteBiomolekilkompler

Massenspektrometrie (M&yvischendenetablierten \érfahrenfindet sich beispielsweisesb
Smith et al. [Smi9fund insbesondere beobo [Lo097]

Die Attraktivitat der Massaspektromerie beruht ddel im wesentlichen auf folgenden
Punkten (vf [L0o097):

» geringerZeitbedaf der Analysen
» geringer Prolenbeda aufgrund de hohen Empfindlichkeit
* hohe Genaygkeit der Massengstimmung

MassenspektrometrisehVefahren sind insbesonderzur Ermittlung der stdchiometrischen
Verhaltnisse in nicht-kovahten Kompleen geegnet, da dese GroB lbe die molekulae
MassedesKomplexes direkt ermitteltwerden kann. Veoaussetang hierfir ist allerdirgs, dafd
die Komplex intakt in Gasphasenionen tbi@mrt weden, sodal prinzipiell der Einsatz
schonendetonisierugsmethoden erferlich ist. Ferne ist bereits bei dePrépaation der
Proben m berilcksichtigen, dal3 di&komplexe unter nicht-plgsiologischen Losurgs-

bedinguingen in der Rgel bereits dissaeren.

Die dreidimensionale Struktur e Proteins oder Proteinkompks< unterscheidet sich in
Losurg und in de Gasphas unter Umstéaneh erheblich, wasinsbesondre auf das Fehlen
von Solvatisierungefektenin der Gasplase arickaufiihren ist. Dies ist z beachén, wenn
die Struktur dieser Ubindurgen Gegenstand eier massensgktrometrischenUntersuchug
ist. Wie bereits in Kap. 2.1 beschrah haben \Véchselwirkurgen zawischen Protein und
Losurgsmittel beim hydrophoben Bikt entsckidenden EinfluBauf die deidimensionale
Strukturin Losurg. Zwar kdnneneinige Strukturmekmale von Proteinen &m Transer in
die Gasphase auginetischen Grinden erhaltenbleiben (vgl. [Smi93], [Smi97); eine
Untersuchug de biologisch releanten Struktur sollte aber ednoch in Ldsurg
vorgenommen welen. Mit massenspektromischen Methodn kénnen ¥réncerurgen der
Proteinstrukur durch H/D-#éstauscheaktionen in Bsurg und anshlieRender Ermittlungon
Unterschieen in der Molekilmasse uatsucht verden. Ein Ulerblick a1 dieser Bchnik

findet sich beispielsweise beiiéton et al.\Vin97].

2.2.1. Nicht-kovalente Kopiexe in der ESI-I8

Die Methode deElektrospay-lonisierurg (ESl; zur Beschreiburg der Grundlagn vgl. Kap.
3) ist prinpiell zum Nachweis von intakten nicht-kovalentKomplexen geeignet, sofen die
Analyse auswal3riger, meistgepufferter Losurg und kei geringer Anregungsenegie derlonen

erfolgt. Diese Anforetrurgen untescheiegn sich allerdigs erheblich von @n Bedingingen
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der ES-MS in Routineanwendugen, welche in der Regel die Ermittlungder Molekilmasse
kovalentgebundesr Spezes zum Ziel habenDie Konsegenzen, die diese Ustschiec fur
die ES-MS-Analyse mit sich brigen, werden in Kap. 3.2 nakr erlautert.

Erste erfolgreiche Anwendurgen der ESI-MS zur Analyse nicht-kovaénter Komplex
wurden amBeispiel von intakten Regptor-Ligand-Kompleyen [Gan91] Enzym-Substrat-
Komplexen [Gan91a] baw. Ham-gbunde®m Myoglobin [Kat91] demonstriert. Seitdem
konnte eine gro3e Zahl nicht-kovagnter Proteinkomplex mittels E$MS naclyewiesen
werden. Eie umfassendeUbersicht der analsierten Verbindurgen findet sich bei Loo
[Loo97] weitere Zusammelfassuigen bisheiger Resultate liern [Smi93], [Smi94] [Prz96],
[Smi97], [Win97], [Vee99] Zu den erfolgreich untasuchtenVerbindurgsklassengehden

beispielsweise:

» Proteinemit Quartarstrukturwie z.B. Concamvalin A [Lig94], [Wan96a] Hadmodobin
[Lig94], [Apl96] und StreptavidinSch95]

* Protein-Cofakor-Komplex, zB. de Ham-Globin-Kompéx in Myoglobin [Kat91]
[Lo093] [Jaq93]

 Komplexe aus Proteinen und kleinen Molekilen,.Bz Streptavidin/Botin [Eck95],
[Sch95a] [Che98a]

« speaifische Metall- Proten-Komplexe, z.B. zwischen Zn**/C&* und Matrilysin [Fen95]

Die grol3e Zahl erfolgreich deaektierter Komplexe spiegelt allerdings nicht vollsténdig den
Stand der Brschurg auf desem Gelat wider, denmegative Resultate- wie das Scheiten
des Naclveises eirs bekanntenalRen inLdsurg vorliegenden Kompless — wedenin der
Red nicht publizert (vgl. [Lo097)).

Grundsatich ist zum Nachweis intakter nicht-kovalemteKomplexe eine somféltige
Anpassung aler Analyseparameter (Losurgsmittelzusanmensdzung Betriebsbealingungen
desMS-Systems)erforderlich. Dennah sind bisher noch cit alle Faktoren ékannt, die fii
eine efolgreiche Analyse nicht-kovalente Komplexe relevent sind, so dafbeispielsweise
zwei Experimentatoren bei Verendumg identische Probenldsugen und identisclen
Betriebskedingungen des MS-Sgems dennoch untschiedlicke Resultateerhalten kdnnen
[Loo98] Auch stellt jedes Urtsuchumgssystem eigae Arforderungen an dieAnpassug der
ES-MS-Paamete; Bedingungen, die auf en Nachweis eines Metalloprotein-Kompkes
optimiert sind, kbnnen beispielsweise fiien Nachweis der Quarérstruktur eines Proteins

vollig ungeegnet sein Lo097]
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Bel der Analyse von Biomolekiilen mittels ESMS sind haufigunsgezifische Anlagrungen
an den Anajten a1 beoba&hten, die insbesoede mitweiteren ionischenKomponenterder
Losurg (durch Puffer- ode Tensidzisat) gebildet werdn. Ferne konnen dieAnalyte selbst
in Losurg aggregieren und somit unspefische Multimere bilden. Um diese unsgechen
Komplexe von speHfisch in Losurg gebildeten nicht-koalenten Kompleen zu
unterscheidenwerden von Smith et al. 9mi93] folgende Richtlinien zur Identifizierung

speifischer Komplex vorgeschlgen:

* Nach Optimierug de Desolvatisierugsbedingungen sollten die Sigile derKomplexe
mit dominanter Intensité in den Masenspektren auftreten.

» Komplexe solltenmit einer bevoragten Stdchiometrie rdigewiesen weden; d.h. neén
einem speifischen Komplex AB sollten keine wsentlichen Anteile vorKomplexen
AfA, BB, A,B usw.auftreten.

* Nicht-kovalenteKomplexe fragmentieen im Unterschied z kovalenen Modifikationen
bereits ba méaliger Versch&fung da Desolvaisierungsbedingungen.

* Eine Denatugrurg des Proteins irLosurg (durch Veanderurg des pH-Werts oder
Zusatz von oganischen Losurgsmitteln) sollte m einer deutlicherVeranderurg in den
Massenspektren flhren.

« Die Modifikation von Komplexkomponenten sollte eine Andeider relativen Intensitat

des Komplers im Massenspektrunuz Folge haben.

Die Durchfihrung entspredende Kontrollexperimente gewdhrleistee somit ene Unte-
scheidug spezfischer nicht-kovalenter Kompleg von unspedischen Aggregaten. Die
Bildung unspezifischer Komplee stellt allerding in anderer Hinsicht eine erheblicte
Schwiergkeit in der E$MS-Anayse von nicht-kowalenten Komplegn dar. Gerade
unspeffische Aggregate mit ionischen Komponentenrdedsurg weisenhédufig eine hohe
Stabilitéat in der Gasphasefawgl. [Smi93]). Diese Anlgerungen kdnnen in & Regel nicht
durch verstikte Aktivierurg der Analytionen entfent wercen, ohne ath denspeifischen
nicht-kovalenten Kompleselbst o zerstoren. Die resultiereme lonensgnale intakter nicht-
kovalenterKomplexe sinddaher aujrundvon unsgzifischen Anlgerurgenan den Amlyten
haufig stark verbreitert, was die exakte Bestimmung der Molekllmasse des Komplees

erschvert (vgl. [Che98a].

Uberden grundsatichen Nachweis von nicht-kovainten Komplexn mittels E$-MS hinaus
stellt die Ermittlungder StabilitddieserVerbindurg einenGegenstandeson@reninteresses

dar. Geade de Entwicklurg neue Medikameng beruht hafig auf der Suche achgeegneten
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Komplexbildungspartnern flrbestimmte Bopolymere, wobei die Kompleg eine mdglichst
hohe Stabilitatn vivo aufweisen sollen. i Entwicklurg massenspektrogtrische Methoden
zur Untesuchung dieser analytischen Probleme ist somit wiinskenswert. Dabe ist alerdings
zu berlcksichtigen, dal3 die Stabilitdt nicht-kovalenkeomplexe in der Gaspése nicht
zwangslaufig deren Stabilitat inLosurg reflektiert (vgl. [Loo97). Insbesondere ionische
Wechselwirkuigen gewinnenin der Gasphag an Bedeutug, wéahrend der hgrophobe Efekt
in Abwesenheit einekdsurgsmittels nicht mehr estiert ([Smi93, [Smi97, [Loo97). Bei
der Beurteilug dea Stabilitdt nicht-kovalenter Komplexmit Hilfe der E$-MS ist somit
Vorsicht amebracht L0097]

Die Methode de ES-MS stellt zisammenfassend ein vielversprendes Hilfsmittel zur
Analyse von nicht-kovalaten Komplexen dar. Es ist dalrevon besondem Interesse, ds
Verfahren auch fir den routmemédlRgen Ensaz im Hinblick auf diese amalytische

Problemstdlung zu optimieen.

2.2.2. Die Anwendungraderer Methoden zur lasierungnicht-kovalenter Kanplexe

Die Methode de MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionizatigkar85] [Kar87)
bietet— wie auch dé Elektrosprg-lonisierurg — die Mdlichkeit, Biopolymere auf shonende
Weise in Gasphasenionen dberfulren und santakt der massenspektrogrischenAnalyse
zuganglich zu machen. EinerlUberblick ulker diesesVerfahren, das in derAnalytik von
Biopolymeren eine weite Verbreitung gefunden hat, liefen beispielsweiseKaras et al.
[Kar97a].

Prinzpiell wird zur MAL DI-MS-Analyse ein geléster Amlyt mit einem hoherlJbershuR3
einer glosten Matix M auf einer metallischen Unterlage zur Kokristalisation gebracht. Die
so prapariete feste Probe wird im ¥kuum kurzn, intensivenLaseimpulsen augesett,
welchedie Desorptionund lonisierurg von Analytionen bewirlken. Die MS-Anayse erfolgt
im Anschlul@ meist mit Hilfe von Hugzeit-Massenasalysatoren(vgl. Kap. 4.1). é nach
emittierter Wellenlange des erwendeten Lasers ist avischen UV- und IR-MALDI zu
untescheden; die heute kommeziell erhdtlichen MALDI-MS-Systeme sdzen mest N»-
Laser mit einer Wellenlange von 337 nm ein. Die Rolle deralix in der MALDI besteht
zunéachst in folgnden Punkten (gl. [Kar87)):

» Gewdhrleistungeine rdumlichen Isolation derAndytteilchen in der Préparation

» Absorption ded aserlichts und somit Eintgavon Enegie in die Probe

! Als Matrix dienen in der Rege kleinere, organische Verbindungen, welche bei der vom verwendeten Laser
enittierten Wellenlange starkabsarbieren(vgl. z.B. [Kar90a])
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Welche Reaktionen in deuV-MALDI letzendlich ar lonisierurg der Analyte fuhren, ist
gegenwdtig noch nicht vollstandiggeklart; eine Diskussioder Modellvorstellungenfindet
sich beispielsweise b&enobiet al. [Zen98]bzw. Karas et al. Kar00]

Das Prinzp der MALDI und ein clrakteristisches UMMALDI-Massensgktrum, hier des
Proteins @tochrom C mit einer Molekulgewicht von 15359 B sind in Abb. 2.2

dargestellt. Aus de MALD-lonisierung gehen typischerweise niedrig geladene Analytionen

hervor™, die im positven lonenmodus durch ProtoniergroderAnlagerurg von Kationenan

den Analten, im ngative lonenmodus dgegen meist durch Deprotonierung®aktionen
gebildet werden. Mehrfach gdadene Andytionen werden in der MALDI-MS mit eheblich

geringeaer Signdintensitd nachgewiesen. Chaakteristisch ist fir die MALDI ebenfalls, da?

die Anaytionen unspeifische Multimere zu bilden vermogen, wie bdspidswese das

Cytochrom C-Dimer in Ab. 2.2.Zum Vergleich ist in Abb. 2.2 daES-Massensgktrum von

Cytochrom C unter ehaturieendenLdsurgsbedingungen gegeniibegestellt. Es zeigt den
Analyten in der fii diese Method chaakteistischen breiten Verteilung hohe

Ladungszustandé?.

Ces >

Desolvatisierung
<>

lonen Laser Analytlosung /
(UV/IR) 1 MS
Analyt lonen
+ Matrix T
[ ] L/ —
HV
+ MH 15+
MH 100 1
» 30000 ES' 0 -
2 Cytochrom C 2 VIMH
S 20000 9@ 60
8 M = 12359 Da S \
10000 E 40 11+
o 20 MH1,
o] S l L.
5000 10000 15000 20000 25000 30000 450 660 870 1080 1290 1500
m/z m/z

Abb. 2.2: Schemasche Dastellung des MALDI- und E$-Prozesses sovie charakteristische
Massnsgkren des Roteins Cytochrom C in keiden lonisiecungsmethaden. Ene
detdllierte Beshreibung des EStProzessesfindéd sich in Kap. 3.

! In der Regd werden einfach gdadene Analytionen mit dominanter Signalintensitat nachgewiesen.
2 Eine detaillierte Beschreibung der Prinzipien der ESI findet sich in Kap. 3.
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Bereits zu Beginn der Etalierung der MALDI-Technik konntereinige Proteine miintakter
Quartarstruktu nactgewiesen wereh ([Kar90], [Kar90a), so dal} H&inung au eine
grundsitdiche Anwendbakeit des \érfahrens @r Analyse nicht-kovalergr Komplexe
bestand. Es zeigte sich jedoch im Laufe der Zeit, dall de intakte Na&hweis diese
Verbindurgsklassein der MALDI-MS ehereine Ausnahma als eine Rgel darstellt.Zwar
kénnen in der MADI-MS oft unspeifische Aggregate dr Analyte beobahtet werden;
spetfische nicht-kovalente Komplex sind dagegen nur selten mit dominanter @ial-
intensitatin den Massenspektreu beoba&hten (vgl. Hil98]). Ein gundsatiiches Problem
stellen in der Rgel bereits die Prapationsbedigungen deg MALDI dar, diezu eing
Denaturieung von Proteinen filen kdnnen. So wden die M#&rices meist in gganischen
LOosurgsmittdn ode LoOsurgsmittdgemischen gelost; Ubedies sind die géngigen
Matrixsubstanen Carbonsaurember auch bi Verwendurg neutaler Matrices ausvaldriger
Losurg konnen spzfische nicht-kovagnte Komplexe haufig nur wéhrend de ersten
Bestrahlumg einerStelleder Prapaation ertaten weden (.first shot phenomendn[ Ros95).
Welche Faktoren die Dissomtion nicht-kovalenteiKomplexe unter denBedingungen der
MALDI-MS verusacten, ist bisher noch nictgeklart. Eine Diskussion mdigher Ursachen
findet sichbeispielsweiséei Thierolf [Thi00]. Die Methode der MADI-MS ist somit bisher
nur eingeschiinkt aim Nachweis nicht-koslente Proteinkompleg geeignet. Die
Anwendbakeit des Verfahrensinsbesondee auf unbelannte nicht-koalente Kompleg ist

daher beim bishegen Entwicklumgsstand faglich [Hil98].

Eine andee Laserdesorptions-/ionisationsmethode, ared prinzpiell den massenspektro-
metrischen Nadweis nicht-kovalenter Komplexe erlaubt, stéit das sogeannte LILBID-
Verfahren @r (laser indued liquid beam ionization/desorptiongl. z.B. [Pfe95], [Kle96a).
Diese bnisierurgsmethodeberuhtin ihren Grundzigen auf @r Injektion eine Analytldsurg
in Form einesFlussikeitsstrahls in eind/akuumkammerDer Flussikeitsstrahlwird dort
denLichtimpulsen einesR-Lasers augesetz, welcherauf eire Absorptionswellenlége des
Losurgsmittels eingestellt ist. Dies fiuhrtur Desorption und lonisierury des geldsten
Analyten, wdcher in der Folge mit Hilfe eines Hugzeit-Massenspektrometers nachgewiesen
werden lann. Mit Hilfe desLIL BID-Verfahrens konnten safische nicht-kovagnte Dimere
von Gramicidin D bw. einem Leucin-ZipperPeptid aus alkoholischdrosurg detektiert
werden (Pfe95] [Kle96], [Kle96a] [Kle96b]. Bei Verwendury wal¥iger Losurgen wurden
ebenfalls intakte Peptid- und Proteinkom@exwie beispielsweise Hamaglobin,

nactgewiesen Wat99].
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3. VOM GELOSTEN ANALYTEN ZUM GASPHASENION

Das Phanomender Zerstdubug von Flissikeiten im elektrischenFeld in kleine,
hochgeladea Tropfchen wude bkereits vor zavei Jhrhunderten é&schriben und schon
Anfang dieses ahrhundertserstmals egerimentell untersuchtim Jahr 1968 =eigten die
Arbeiten von Doleet al. Dol68], dal} auf diese ¥se Makromolekid aus eineg Ldsurg
intaktin Gasphasenionen Gtiéhrt werden kdnen; deranaltische Nuten dieses Ph&nams
als lonisieerungsmethode fir rassenspektromesche Untesuchumgen wurde erst spatevon
Yamashita und FennYam84] bzw. Aleksandrov et al.Ale84] demonstriert. Unter dem
Namen , Elektrosprg-lonisierury (ES)* hat sich diess Vefahren seithe in der
massenspektrometriseh Analtik von Makromolekilenetabliert und ist als besonde
schonende dnisieungsmethode grade fir die Untersuchury von Biopolymeren (wie
Proteinenund Peptiden,Nukleotiden und Kohlentdraten) vongro3er Bedeutung. Einen
Uberblick im Einsatzder ES-MS in der Bioardlytik findet sich z. B. bei [Lar98]; eine
Zusammenstellumder Anwendurgen au anoganische und rganometallische Pradm ist bei
[Col95] und[Ste99a]beschrieben.

(2) Desolvatisierung (3) MS-
und lonisierung Analyse

Analyt- > hochgeladene > Gasphasen- >
I6sung

Initialtropfchen ionen

(1) Zerstaubung

einige
Hi/min Atmospharendruck o / Vakuum
0o@0®
Ly al @ ® @ ® MS
P~ ® ® ® o®
°°® o \
® ®
9.5 kV 0-400 V

Abb. 3.1: Schemfische Dastellung des ES-Prozesses im msitivenlonenmodus.
Grundsathich lassen sich im Pre8 der EEMS drei Teilschritte untascheicen (s. Abb. 3.1):

(1) dieZerstaubuig der Analytlosungim elektischenFeld,
(2) die Desolatisierungundlonisierurg desAnalyten,

(3) die massenggtrometrischeAnalyse de Analytionen.
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Bel der ES in ihrer urspringlichen Form wird die Analytlosurg mit ener FluRBrde von
einigen ul pro Minute durch ene Metalkapillare gepumpt. Besteht zwischen der
Metallkapillare und eine Gegenelektroé in wenigen ZentimeternAbstand eine gewisse
Potentialdifferenzvon typischerweise 2 bis 5 kV, so wirddie austetende Losung im
elektrischen Bld unter Atmosphéaremdck in einen Nebel aus &lnen, hochgeberen
Tropfchen zerstaubt (1). Dwch eiren geegneten Auffau im EinlaBbereh des Massen-
spektrometersgs. hierzu Kap. 3.2.3) kannahn de darin entlltene Aralyt desohatisiert und
ionisiert (2) fir de MSAnayse (3) erhaten werden. De Strom, der beidiesemV organg tber
die Kapillareabfliel3t, lieg in der Gréfenordnuig von 0,1 — 0,5 pADie Polaitat deran der
Kapillare angelegten Spannug legt die Polaritat de generierten Tropfchen und emit auch
die Polaritatderdetektigbaren lonen fest. ,positiven bnenmodus” zr Detektion positiver
lonen besteht eine Potentialdifferenz positiven Vorzeichens zwishen Sprykapillare und
Gegenelektrode, im negativen lonenmodus zur Detektion negativer lonen eine eine

Potentialdifferenz negtiven Vorzeichens.

Als typischesLosurgsmittel fir die E&EMS von Proteinen im positivetonenmoduddient
eine Mischurg aus Wasser und manischem Ldsurgsmittel mit dem Zsatz von eingen
Prozent Séare. So ha sich z. B. da Einsdz a@nes Losurgsmittdgemisds aus Wasse und
Methanol im Volumenverhéltnis 1:1 untBusatzvon 1-5% Esgisaure bewdrt. Da Analyt
liegt in der Losurg typischerweise in einer Konentration von 10 — 10° mol/l vor. Das ESt
Massenspektrumyelches das Massau-Ladungs-Verhdltnis (m/2 der Analyionen regi-
striert, 2igt in der Rgel darathin Sighale, die dem Protein in einerelRe von vershiedern

Protonierungstuen und damit verschiedenLadungszustidnden entspchen:
m/Z :(M Pro&in + ZH+)/Z

In der Pradis hat sich erwiemn, dafl3 Proteine ust deraturierendenLésurgsbedirgungen
durchschnittlich pro 1000 Da is Molekulagewichts eineLadung tragen[Smi91]. Der
Schwerpunkder resultierenein Ladungsverteilung liegt demnach ireinem m/zBereich von
1000- 1500 Thomson, welcheauch mit QuadrupeMassenspektrostern (s.Kap. 4) fur
gewoOhnlich zuginglich ist. Unter nicht-denaturierenden Ldsurgsbealingungen treten
Analytionen digegen ypischerweise in niedgeren Ladungszustandenauf (s. Kap. 3.1.3.2)
und sind somit bei hoheren m¥erhaltnissen massenspektronszth zu detektieren.
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SowohlderZerstdubugsvorgarg als ach derDesolvatisierugs- undlonisierumgsschritt sind
bis heite intensiv untesudit worden, wobe sich aber keine einhdtlichen Moddlvorstd-
lungen fir die jewelligen zugrundeliegenden Mechanismen dehsetzen konntemm Hinblick
auf eine vollstandige Aufklarung des lonisierungsmechanismus ist ggenwartig Gegenstand
der Forschurg, in welcher Weise die lobachéten Ladungszustdande desAnalyten von
Vorgangen in Losurg und in de Gasplase sowie von éstimmten Gerategpametern ablkingig
sind.

Im folgenden sollen zun&hst die bisheigen Erkenntnisse tGber die enzdnen Sdhritte
zusammengfal3t (Kap. 3.1und im Anschlul? digraktischenAspeke fir den Betrieb einer
ES-Quellekurz beschieben verden (Kap. 3.2). Fir eine weitergehendeBehandlung sei an
dieser Stelle auf dientsprehendelLiteratur verwiesen, z B. [Keb93] [Keb97] [Van91,
[Wan97, [Dul99].

3.1. Das Pinzip da Elektrospiay-onisierung

3.1.1. Die Zerstiubung vonFlissgketen im elekrischenFdd

Die Zerstaubug von Hussigkeitenim elektrischenFeld findet ihr Einsatgebiet nicht nain
der ES-MS, sondern vielmehauch in tehnischen Praassen,in deren ein gezeltes
Aufbringen von Material auf eine Tiégersubstanzoder generell die Bildung eines feiren

Aerosols von Relevangind. 41 diesen Anvendungergehoren unteanderem [Wig97]:

» elektrosttisches lackieren

e Verspriulen von Pflanenschutmitteln

* Oberfl&chenkeschichtug im Bereich @ Nuklearfaschurg
» Geizeltes Auftrggen von Halbleiterfilmen

» Brennstof-Zerstaubuwgy

Untersuchugen zum Mechanismus deZerstaubuigsvorgangs findensichdaher Giberwiegend
aus dem Bereich e Aerosolforchung, wobei die Uitersuchugsbedingungen (wie
Losurgsmittel, Spraquellergeonetrie, Hul3raten) stek von den Standadbedirgungen der
ESI-MS abweichenkdnnen. Die Ubertragbarkeit der Daten auf dese speelle Anwendury ist

daher nurdilweise mdglich.

Bringt man eine Edktrolytlosurg in ein ekktrischesFeld, so ordnen sh die in derLdsurg
enthaltenerLadungstréger unter dem Einflu & Feldes neu anlonengleicher Polaritatwie
die amelegte Spannug wanden bevorugt zur der Gegenelektrode zugewandén

Flussideitsobeflache, walend die Ladungstrager entgegengesetzter Polaritat von der
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Oberflé&che wegdriften. Diese ladungstrennurg nady dem sgenannten ,glektrophoetischen
Mechanismus*” fuhrt dezu, d& im Inneren der Flussigeit feldfreie Verhdltnisse harsden.
Die repulsiven Kafte awischen lonen gleicher Polaritdt wirkn dalei der
Obaflachenspainung des LoOsurgsmittds entgegen. Fir das Verhadten ene Flissig
keitsoberflacke im elektriscen Feld wurde von dylor [Tay64] ein theoretische&onzept
entwickelt. Unter d Voraussetmng dal3 die Lésung eine ausrechende (idealeweise
metallische)Leitfahigkeit aufweist, nimmt die Rissikeitsoberfl&éhe eine Konusfam mit
charakeristischem Ofnungswinkel an; esentsteht ein sogenanntélaylor cone Die
Konusoberflghe ist unter diemn Bedingingen als Aquipotentialfiéhe anaisehen, und das
daraufsenkrecht stehendeelektriscte Feld nimmt ar Konusspite hin zu. Das Tor’sche
Modell impliziert allerding, dallan de Konusspite selbst (also bei unendlich kleinem
Krimmungsradius)die Feldstarke unendlichgrol? wird, so dal3 dieseBerech eineextreme
Instabilitat audveist. In der Praxs wird daher die Emission vorissideit aus defSpitze des

Konus beobaclkt, sofern dieangelegte Potentialdiffeenz ausreiclkendgrol? ist.

Unter den Bedingungen der Standad-ES wird die a1 zerstdubend Analtldsurg an de
Spitze einer Metallkapillare einem ektrischenFeld augiesetz und abgebaut, wab mittels
einer Pumpe kontinuierlich l#sspkeit naclyeliefert wird. Das von T&lor beshriebene
statische Kr&egleichgewicht kann dady nicht mel zur Beschreiburg herangezogen werden.
Es resultiert vielmehr eirFliel3gleichgewicht, das vonFlissidkeitsna&hschub dwh die
Kapillare und Emission aus dem (meist desinals Taylor cone bezeichneten) Konus
aufrechterralten wird. Eine Ubersicht zir entsprehend modifizerten Glethgewichts-

bedinging wird zB. bei Dulcks Pil94] gegeben.

Die ekktrische Feldstirke B2 am Kapillarenende kann unterde Voraussézung, da3 die
GegenelektrodegroR und phnar ist, aQeschatzwerden [Keb97}

2V,

(Gl. 3.1) Eczm

mit V¢: angglegte Potentialdifferenz
d: AbdandKapillarenende— Gegnelektrode
rc: AuBenradius de Kapillare

Eine Abschatang der GroRenordnug von E ergbt mit den fir ES typischen Weten
V.= 300°V, r. = 10° m und d = 18 m an de Kapillarenspitzeeine Feldstirke im Bereich
von 100" V/m. Bei Feldstarlen dieserGroRenodnurg kénnen insbesomde im negativen
lonenmodus elektrisad Entladugsreaktionen an deKapillarenspitz ablaufenwelche den
ES-Proz0R eheblich storen.
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Der fur die ES relevante Schwellenwert der angelegten Potentialdifferenz Vc, bei demdie
Emission von HRissigeit beginnt (Onset voltageV,,), ergibt sich ndhmungsweise gemal
[Smi86], [Keb97]

(Gl. 3.2) V,, =200 (r.y)’? In(4d/r.)

mit d: AbsandKapillarerende — G&genelektrode
rc: Aulenradius de Kapillare
y: Obeflactens@nnungder Flissigkeit

Die erfaderliche Potentialdiffeenz ist demnach bejegebene Geometie desAufbausum so
groler, je hoher die Oterflachensgnnurg der a1 zerstdubendn Hilsspkeit ist. Zur
GewalrleistungeinesstabilenSprays mul3in der Paxis eine um einig hundet Volt gro3ee
PotentialdifferenzwischenSpraykapillare und Gegenelektraamgeledg werden als die duh
(Gl. 3.2) ermittelte.

Der Abbau von Husspkeit im elektrischenFeld erfolgt nach @&m Ubeschreien der

Einsatzpannung nicht unbedigt kontinuierlich. Vielmehr lassen sich in der elektro-

hydrodynamischen #rstdubuig eine Reihe untershiedlicher Zerfallsbereche (s@enannte
Spraymoden) untersheiden, in deen die L6surg awch diskontinuierlichin kurzen Impulsen

emittiert wird. Eine Ubersicht zu diesem PhanomeredreGrace und Marijnissen[Gra94]

bzw. Cloupeau und PrunesEh [Clo94]. Unter E3-MS-Bedingungen kann ebnfalls das
Auftretenverschiecbner diskontinuierlicler und kontinuierliche Sprymoden sowohl optisch
as auch anhand des Uberdie Spraykapillare abflielenden Stoms bebachtet werden [Jur97],

[Jur98].

Unter Bedingungen, wie sie auchin de ES-MS argestrebt sind, erfof§it die Emission von
Flissidkeit aus @m Hulssgkeitskonusunter Ausbildurg eines &nen Strahls jét), dessen
weiterg Zerfall schlie3lich zu einem Nebl aus geladenen Trogchen fuhrt. Fir den
Mechanismus de Zerfalls finde sich in der Literatur keine einheitliche Moddlvorstdlung;
ein Uberblick ubedie veschiecenen Erklaungsansate findet sich zB. bei Diilcks [Diil94],
[D0I99]. Mit steigender LeitBhigkeit der Losurg und Verringerurg de HulRrate ist eine
Verkleinerung des jet-Durchmesses verbunén, wie von Smith $mi86] gezeigt werden
konnte. Der Radius R devahrend derZerstaubungntstehendenrépfchen und damit auch
der Duchmesser”! desjets d konnen nach Fernaed de la Moraabgeschitzt werden
[Fer94}

! Der in (Gl. 3.4) amegebere Faktor von 0,4 avischen Tropferradius und Durchmeser desjet erscleint aller-
dings relativ klein; meist wird von einem Faktor 0,5 zwschen Tropferradius und jet-Radius ausgegangen (vgl.
[DUI99])
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(Gl. 3.3) R = (V,g,/K)"*
(Gl. 3.4) d, = O,4[ﬂVﬂ880/K)]/3

mit Viq: FluBrae
€. Dielektrizitatskonstnte des Losungsmittels
€o. Dieleltrizitétskonstnte desVakuuns
y. Oberflactens@nnungdesLdsungsnittels
K: Leitfahigkeit der Losung

Unter den UblichenESI-Bedingungen (FluBraen von wergen pl/min, Leitfahigkeiten im
Bereich von 10" Sni') weisen die Tropferinen Radius in deGréRenodnurg von 500 nm

auf.

Die Ladung der Tropéen, die aus @n Zerstaubugsprozel3resultieren, spiedt sichin dem
Uber die Spra/kapillare akflieRenden Strom wider. Grundlegende &stichumgen zur
elektrotydrodynamisclen Zerstduburg von Hussigkeiten \gaben, &3 mit Erhdhug der
Leitfahigkeit einer Losung eine dnahne des Stromflusses/erbunaen ist Pfe68], [Smi8q.
Der Zusammenhng zwischen dem Stronh und derLeitfahigkeit k &3t sich dabi durch
folgence Beziehurg wiedegeben [Tan91}

(Gl. 3.5) | OK" mit 0,2 < n < 0,4

Der Transpot positiv geladener Tropfchen zur Gegendektrode fihrt im positiven
lonenmodus an der Sprigpillare zu einem Defizit an positivehadungen. Diess kann
durch eine Oidationsreaktion, also eneder duch die Entladug von Anionen aus e
Losurg (z.B. 2CI - Cl, + 2€) ode durch Produktion von nen Ladungstrégern aus dem
Kapillarenmaerial (z.B. Fe — F&* + 2¢€) augeglichen werden. Im Gegenzug werden die
positiv ¢gladenen Tropfen bdm Emeichen der Gegendektrode durch e-Aufnahme
neutralisiert;der Stromkreisist damit geschlossenml negativenlonenmodus erfait amalog
dazuder Ausgleich des Ladungsdefizits an der Ikgpillare duch Reduktionsreaktionen. Die
ES-Quelle kann daher als eine pesondee Art der Elektrolysezelle” aufgefaldt werden —
,besonders®, daa Transport detonen nicht wie Ublich deh dieL6surg, soncernin diesem
Fall durch dieGasphas erfolgt [Bla91]. Redoxeaktionen arer Spraykapillarekénrenauch
eine Veandeung des pH-Wrts derLosurg zur Folge haben, we von Van Berkel et al.
[Van96] gezeig werden konntelm positivenlonenmodus ist dabei z.Rine Verringerurg
des pH-Weérts durch d¢ Reaktionen (.0 - 4H+0,+4€) bzw. (A0H - 2H,0+0,+4€)
mddich. Der Effekt ist bei ggeberem Stromflul? um sorgler, jegeringer die FluRrate der
Ldsurg ist. Tauchtunte denBedingungen der Nano-ES (vgl. Kap. 3.2.2.8) ein Platindraht in
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die Analtlosurg, so kannaufgrund der beschrielenen Redoxeaktionenmit fortschreitende
Zeit eine erhebliche Verringerung des pHWerts beobehtet wer@n (innehalb von zwei
Stunden von pH 5,5 auf pH 1$dh99] In einzelnen Rllen ist awch derAnalyt selbstanden
ablaufenén Redoxeaktionenbeteiligt, wie Karancsi et al. amBeispiel von Benafuran-
derivaten demonstniten [Kar97]

3.1.2. Der Mechanisras der Desolvatisiemng und Imenfreisetzung

Die geladepn Initialtropfen tagen —entsprecbnd dem edktrophoretiscen Mechanismus-
aufihrer Obeflache Ubershissge Ladungstréger geicher Rlaritét. Im Innern &s Tropens
befinden sich diejegen Ladungstréger, die nichtander Aufladung desTropfensteilnehmen,
zusammenmit einer entsprecheed Anzahl von Gegenionen sowie wgeladere Molekile
[Enk97]. Der Aufenthaltsort von Angtteilchen in den fopfen ist dakr entscleidend von
ihrer Ladung abhamig, welche im Falle nicht-giformierer Analytionen durch die
Zusanmensetzung des Losurgsmittds bestimmt wird. Tragen geladene Analytionen sdbst
zur Aufladung des Tropfens bei, so weden sie sich évorzugt an der Topfenokerflache

aufhalten, anerenfalls befinaen sie sich hauptshlich im Tropfeninneen.

Der Weg des Analyten aus den gdadenen Initialtropfen zu eénem masseaspektrometrisch
anaysierbaren Gasphaenion findet in mehreren Schritten stdt: Zerfall der initialen Tropfen,
gegebemnfalls Ladung des geldsten Anayten und shliellich die Freisetmgdes Analtions
ausder Losurg in die Gasphase. Dise solvatisieruig und lonisierurg gelingen unter den
Ublichen E$-Bedingungen nur fir einengeringen Teil der Analytlésurg; der Grol3teil des
Sprihnebelsind des darinenthaltenen Aalyten ist fir die massenggtrometriscle Unter-

suchungverloren. Die einzelnen Schritteenden in eén folgendenAbschnitten besateben.

3.1.2.1. Der Zerfall der initialen Tropen

Die durch den Spray-Proze? gebildeten initialen Tropfen sdwrumpfen durch Lésurgsmittd-
verdampfuig aufihnremWeg ins Massensgktrometer. r Tropferradius nimmt dabei um so
schneller ab,g héher @& Dampfdruck ds Lésurgsmittels bei deifemperaturdes Tropfens
ist [Keb93] Durch Zifuhr von thermischer Enegie wird die Verdampfurg des

Losurgsmittels und damit die Verkleinergmer Tropfen beschleuni.

Die Anzahl der Ubeschisgjen Ladungstréger auf dem Tropfen beéibt wahrend dieses
Prozsses unverande so dafll das @bflache-zu-Ladungs-Verhdltnis der Topfen keim
Schrumpfen abnimmt. Somit nehmen die repulsiven elektrostatisdfrafte an der

Tropfenobeflache zu, die den Kaften dr Oberflachenspnnurg engegenwirken und
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schlie8lich mm Zerfall des Tropéns fuhen. Die Ladung q, bei welcher ein sphéarisclker
Tropfens mit dem Radius R grade nod stdil ist, wird durch das Rayleigh-Stabilitatslimit
[Ray82] gegeben:

(Gl. 3.6) Or, =81,y R

mit  gry LadungdesTropfens
&: Dielektrizitéskonstnte desvakuuns
y. Obeflacrens@nnung
R: Tropfenradus

Experimentellkonnte ermittelt werden,daf} die initialen Trofen mit einerLadung in der
GroRRenordnug von 506 ihres Raleigh-Limits entstehen undaB aufrund elliptischer
Deformationendes Tropfens ein weiteer Zerfall berits bei Errechen von etw 80% des
Grenzwertseintritt [Gom94] Wie Hager etl. [Hag4] bzw. Gomez und Tan[Gom94] in
ihren Untersichungen photagraphish nachweisen konntenerfolgt diese Zerfall eberfalls
unter Ausbildungeinesjets. Faner ist dieser Zerfall unsymmerisch: de Ausgangstropfen
verliert bei diesemProzeR3nur ca. 2% siner Masg, abe 15% semer Ladung. DieserAntell
verteilt sich auf ca 20 Tropfen der ,né&chsten Generation“, sog offspring droplets deen
Radius nur noch etwa 1/10 dessprirglichen Tropfens betrégt [Gom94] Sowohl der
verbleibende Restropfer’ als awch die offspring dropletskénnen durch ¥dampfurg von
Losurgsmittel weiter schumpfen und infajedessenerneut zerfallen. Die Lange des
Zeitraums zwischen den Zerfallssitten hamt bei einem gegeberem Ldsungsmittelvon
GroRe und_adung der Tropfenab. So bendtigein initial gebildeter Tropfen (L6surgsmittel
Methanol) etwa 500 ps bisum Zerfall, ein vebleibende Resttropfenetwa 70 ps und ein

offspring dropletetwa 40 usKeb93]

Anhandder zuvor beshriebenen Fkten konren die Veandeungen, die mit dem Trden-
zerfall einhegehen, ageschatzwerden. Die Resultateinerexemplarischen Rechngr! fir
dasModellsystem Wasser/Metlanol im Volumenverhaltnis 1:1, in dem ein Aytaln einer
Konzentration von 18 mol/l gelost votiegt, sind in Abb. 3.2 zusanmengestellt. Die
Rechnuig geht allerdings von de vereinfacheneen Annahmeaus, dald de Analyt rein
statistisch im bsurgsmittel vorlied und daf3 sich di@usammenstzungdesL ésurgsmittel-
gemischs wéairend des Shrumpfens nicht dndet. Daher sind diedargestellten Gro3en nur als
Richtwerte anzusénen. Es wird deutlich, dd3 die Verringerung des Tropfenradius durt
Losurgsmittelverdampfug formal eine unter Umstaneh erkebliche Erhéhug der

Analytkonzentrationin den Topfen ar Folge hat. @a die beim ungmmetrischen Zerfall

1 T. Duilcks, Universitat Bemen, persdnliche Mitteilung
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gebildeten offspring dropletgedoch sehr klein sind, ist die absolute Amzdarinenthalterr
Analytteilchen nurgering.

R =0,363 prsn
¢ =2,56 10 mol/l
N = 3091 R =0,326 um
¢ = 3,47 '10° mol/l
1. Schrumpfen N = 3029
Ausgangs- +
tropfen 2. Zerfallen R=32,8 nm_
20x () ¢ =347 10" moll
N=3
1. Schrumpfen
2. Zerfallen
R =13,9 nm
1. Schrumpfen @) ¢ = 4,55 10" mol/l
R=0,5pum 20xQ ——» N =3
¢ =10” molll 2. Zerfallen +
N = 3154 R =36,6 nm R=1,4nm 4
¢ =2,56 10™ mol/l 20X @ ¢ =4,5510"molll
N=3 N = 3/1000

Abb. 3.2: Resulate eéner vereinfachenen Beecmung as Velaufs des Topfenzrfalls.
Modédlsysem: Metharol/Wasser Yolumeverhéltnis 1:1), Analytkonzeriration 10° moll
R: Troderradius, ¢ Andytkoreerntration, N: Arzahlder Aralytmdekiie pro Tropfen

Bedingt durch @én ungymmetrischenZerfall weisen dieoffspring dropletsein deutlich

hoheres bdung-zu-Masse-\érhéltnis auf als die Augangstropfen. Die Ladungstréger auf de

Tropfenobeflache werden cemnach duch denZerfall in denoffspring dropletsangereichert.

Trag nun ein Anaftion selbst zur Oberdichenbdung bei, so sollte esberialls mit erhdhter
Wahrscheinlichkeit in die ndchstedpfergeneationgelangen ([Keb97] [Bah97).

3.1.2.2. Die Freisetzung prafonierter Analytisen

Das Ge#éingen des Aalyten in die offspring dropletswird ds essantieller Schritt auf den Weg
vom celosten Aralyten aim Gasphasenion gasehen Keb93] denn nuraus hinreictend
kleinen und hocgelacenen Topfen kann die Freisetzng von Analytionenerfolgen. Der aus
dem ersten unsymmetrischen Zdall verbleitende Resttrogin endet dgegen nach
Entfernung dlen Lésurgsmittds ds relativ niedrig gdadener grofRer Rest, der analytisch nicht
nutzbar ist. Niedrig geladene Reste @ kleineren offspring dropletskonnten dgegen von
Winger et al. Win93] als breite, unaufgelésteonensgnalverteilungen mit hohen m#iz

Verhaltnissen nassenspktrometrisch nahgewiesen verden.

Fur die lonisiaung eines Aralyten sind grundsélizh zwei Fille zu unterscheidn. Liegt der
Analyt schon als préformiertesion im Tropfen va, so kann seinéreisetzing ohneweiteren

Zwischenschritt efolgen. Einegrof3eZahl von Analten trag jedach keinefestelLadung, so
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daRin diesenFallendasMolekiil zusatzich noch ionisiert werden muR.eDUbersicht halbe
soll an dieser Stelle der Blgang praformierter lonen lehandelt verden; fir die genauere
Beschreiburg des lonisierumgsvorgangs elektrischneutaler Analyte sei aél Kap. 3.1.3

verwiesen.

Zur Freisetzing von Analytionenwird ein Trogenradius von etwa 10 nrals , hinreichend
klein® angenommen. Zum Mechanismus der Entstehgirvon Gasphasenioan exstieren
prinzipiell zwei verschiedea Ansétz, von deen abe keing bisher mit ausrehende

Sicherhei nactyewiesen st 1.

Dasion evaporatioAModell (IEM) geht au die Arbeiten vonlribarne und Thomson[Iri76],

[Tho79] zurlck und @t in seiner ursprigichen Form nur fur kleire Analyte (z. B.
Alkaliionen, quartde Ammoniumionen, kleinere ganiscle Verbindurgen). Es postuliert die
direkte Freisetzing eineslons (evtl. mit einigen vetbleibenden Solvensmolekilgaus einem
kleinen Tropfen(R = 10 nm) mitgenigend hoher Ldung. Die lonenfeisetzing wird im
Rahmen dieses Modells als kinetisches Problemadtmtiet und fat einem Zeitgesetz

1. Ordnury, gemali:
(Gl. 3.7) -dIn c/dt =k

Hierin gibt c die Konzntration des Aalytions an @ Tropfenolerflache an; k istdie

Geschwindjkeitskonstante des Presses.Der Betrag dieser Geschwindgkeitskonstanten
hang entscheidend von délohe der Erergiebarriere &, die ein Analytion beim Ubergang in

die Gasphae Uberwinden mul3. Die Existenz dieser Barriere ist auf das gleichzdtige

Einwirken von attraktiven undepulsiven Kaften aif ein lon arickzufiihren, daseinen
solthen Pozd? durchlauft. Attraktive Kréfte resultieren dabel aus Wechsdwirkungen

zwischen on undLosungmittel, walend epulsive Kiéfte dieFolge von Wechselwkungen

mit dergeladenen Tropénobeflachesind. Rir kleine Analtionen,z.B. Alkaliionen, kann die
Hohe dea Barriere minimiert werden, wenn die Freisdzung eines Anayt-Losungsmittd-

Clusters angenommen wird.eD ProzR der,lonenerdampfung” wird im Rahmendes
Modells als ausreichendtmell amgesehen, enn die Geschwindikeitskonstante et10° s*

betrat. Iribarne und Thomson eigten in ihrenBetrachturgen [Iri76], dal’ diegenigend
schnelle Freisetmg eines Anajtions aus seahkleinen Trofchen (R = 10 nm) duch

Feldverdampfung erfolgen kann, bevor der Tropfen das Releigh-Stabilitatslimit erreicht und
erneut zafallt.

! Ein dritter Erdarungsarsatz, @r die Freisetzng von lonen unmittelbar an Taylor cone postuliert, wurde von
Guewemont et al.[Que93], [Ke9] vorgexhlagen.
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Demion evaporatioAModell zufolge erfolgt der Ubergang eineslons aus ém Tropfen in die
Gasphasenit einer grof3en &chwindgkeitskonstante (undathit besondersfézient), wenn
die Ladung auf dem Tropfen hoch und di&eie Solvatisierugsenthalpie des Teilatns gering
ist[1ri76]. Ferner dgt, dal3 die Obdlachenaktivitdt des Angten und @mit seine Aufenthlts-
wahrscleinlichkeit an der Tropenobeflache einen deutligm Einflu@ auf die

Geschwindjkeit deslonentransérs in die Gsphase & [Fen93a]

Die Entstehungvon Makromolekil-Gasphaseniome in verschiednen Ladungszustanden
konnte mit demon evaporatioAModell in seiner urspriglichen Form zunéchst nicht rlart
werden.Fenn et al. Fen93a] [Fen97]stellten daheeine Modifikation des Modellgor, das
auch diesem Phé&domen gerecht werden soll. Dem vorgestellten Erklarungsansatz zufolge
resultieren die unteschiedlichen Ladungszustande eines Analyten in gegebener Konformation
aus unterschiedli@m Zetpunkten de Freisetung aus @m Tropfen. Die Anzahl dea
Ladungstréger auf cem Analytion spiggelt dabei dieLadungsdichte auf dem Tropfen wider.
Analytmolekiile, de den Trofen a friheren Zeitpunktenverlassenwerden demna&h in
niedrigeren ladungszustidnden naagfewie®n als solche, dierst spéter in digGasphas

Ubegehen.

Die Anwendlarkeit deson evaporationModells auf seh groReAnalyte, dieeinen Radius in
der Gréf@nordnuig von 1 nm oder ®hr adweisen(z.B. grof3e Progine), wird énnochauch
von entschiedenen Végchern dieser Thewe in Frage gestellt. Die Feisetzungeines solchen
Makromolekiils ersaint in dem Zeitraum, in dem ein Triihen mit R= 10 nm auf den
Radiusdes Anayten selbst schrumpft, eh unwahrsckeinlich. Wahrscheinliche ist in einem
solchen Fall, dal3 der Aha als geladeer, unverdampflare RestdesTropfchensverbleibt —

was eineldonenfeisetzingnach a&em charged residuéodell gleichkommt Keb97] [Fer00]

Dascharged esidueModel (CRM) ! wurde ainéchst von Doleljol68] vorgeschlagen und

spater von ROollgen [R6OI87] gegen das ion evaporatioAModell veteidigt. Sein
Gilltigkeitsbereich umfaidt die Freisetzungsowohl klener als aich grol3e, mekromolekularer
Analyte.

Die Entfernuig eineslons mit Teilen seirreSolvathille ausinem geladenen Tropfen wird
von Rollgen[R6187] als Einsat eines elektroydrodynamischerDesintayrationsprozsses auf
molekularerEbeneangeselen. Da die Tropfen €hr klein sind, kann den Olerflachenddung

nicht mehr als kontinuierlich aesehen werden, sondrn die Amwesenleit diskreter

! Das Malell wird eterfalls als single ion in a droplet theory bezeicimet (SIDT; vgl. [Keb93]).
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Ladungstrager mufd berticksihtigt werden. Demnach Bt ein Zerfall unter Freisezung

teilw eisesolvaisierter lonen est obehalb des Rayleigh-Limits wahrschenlich.

Dem charged resideeModell zufolge reagiert awch ein seh kleiner geladene Tropfen

(R =10 nm) atidie repulsiven elektrostatischefrafte an siner Olerflache, indemer aneut
ungymmadrisch zafélt. Die aus diesem Zerfal resultierenden offspring droplets sind
aufgrund ihrer geringen Gréle als Analyt-Losungsmittel-Cluster anzusehen. Essteht eine
hohe Wahrscheinlichkeit,dal} sie bi der uUbliclerweise eigestzen Analtkonzentration
nicht mehr als ein eimges Analytteilchenenthalten (gl. Abb. 3.2).Nebeniberschisgen

Ladungstréagern und Analy kénnen dieoffspring dropletsnoch weitee Komponengn der
Ausgamgslosung enthalten, wie zB. Gegenionen. s Verdampken des vebleibenan

Losurgsmittels fuhrt zur Entstehurginesgeladenen Clusters, desa fliichtige Bestandteile
durch weitee Enegiezufuhr ebafalls verdampft weden konmen. DasAnalytion verbleibt
somit formal im @laden& Rest des Trdpns, dem sogenannten charged residue
Experimentelle Resultate weisen dafr hin, dal3ein nur schwch solvatisierteg\nalytion,

welchessich bevorzugt an der Tropfenolerflache aufhalt, bevozugt in die offspring droplets
gelangt und so mit erhdhter @irsclheinlichkeit als Gasphaenion nachweisbarist [Wan98]

[Wan00Q].

Zufuhr von Energie >
r=1ium r=10nm r=1nm
C O\ \ % Kot
> () (DA > BB VA - 2 9
O o S, o + w
+ @ T
sdvatisiertes Dissoziation
Makromolekiilion von nicht-  von kovalenten
Lésungsmittelmolekiil kovalenten  Bindungen
O Gegenion Bindunaen
© Ligand

Abb. 3.3: Schemasche Darstellung cer Bildung van Makromdekiilionennach ém chaged
residueMecharmsmus(nach[ Smi97]).

Die Ubefiihrung eines nicht-kovalenten lgkromolekiil-Komplexs in ein Gaspsenionnach
dem charged residuéMechanismus ist in Ab. 3.3[Smi97] schematisch dargestellt. Durch
weitgehendeEntfernurg des Losurgsmittels werden did_adungstrdger und Gegenionen
zwangslaufig auf den Anayten adgebracht (,charge condensatidpy und die Eichter

flichtigen Komponenterdieses molekularenClusters verden duch weitere Erergieaufuhr
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entfernt. Die Entstehgndes Analten in veschiedaenLadungszustdnden &nnim Rahmen
dieses Moddls relativ einfach eklart werden (eine ddaillierte Beschrebung de
zugrundeliggenden Proesse findet sich in #. 3.1.3). Wird dem verbleibenén Rest
weiterhin  Enegie agefuhrt, hat dies die DissoZation von nicht-kovalenten
Wechselwirkuigen im Analyten (sdern vahanden und anschlieghd awch den Bruch

kovalenterBindurgen zur Folge.

Die beiden Erk#irurgsansate air lonerireisetaung in der ES$, das ion evaporatioAModell
und charged residuéodell, untescheiden sich im wesentlichen in der Vorstellung, auf
welche Weise ein kleimer, geladener Tropfen auf dé repulsiven elektrostatischen
Wechselirkungen an seiner Oberflache regiert. Auch wenn bele Meclanismen zur
Freisetzing der Analttionen recht kontrovers diskutiert erden, sind deen Foberurgen fir
die praktischeAnwendung der ESrelativ einheitlich. Auf exerimenteller Basis konnteslgler
bis heute kein unzeifelhafer Beleg fur die Freisetzing kleiner Aralytionen nach @m einen
oder dem angten Mechanismusgefunden werden. Viele der Resultate grundlegender
Untersuchugen lassen sich sowohl im Sinrdesion evaporatioAMechanismus als auch im
Sinne descharged residudModells interpretieren. Beade vorgeschlagenen Mechanismen
stimmen Uberein, dal} die Ilichkeit der Freisetzing eines Analten in die Gasphase
deutlich von dessen Adithaltswahreheinlichkeit an derTropfenoberflacheund damit
seinen physikalisch-ckemischen Hijenschaften dhargt [Buc93] [Fen93a] [Wan98]
[Wan0Q, [Enk97. Enke et al. entwickelten &u der Basis unterghiedliche
Aufenthaltswabhscheinlichkeitervon Analyt- und Elektrojtionen an dr Tropfenolerflache
ein Gleiclgewichtsmodell, welches die umgehiedlicten lonensignalintensitaten irder ESI-
MS von Mischungn a1 bescheiben vemag [Enk97], [Con99 [Con0Q. Fir einengegebenen
Analyten sind weiterhin Gré2 undLadung der initial gebildeten Trofen vonBedeutung je
kleiner die Trofen und je hobr deen Ladung, desto leichter ist die Bildung eines

massenspektrometrischamaveisbarenGasphaanions madjch.

Dennochstehtdie Frage nach dem letzendlich diltigen Mechanismus nur fir diFreisetang
von Kkleinen Anajtionen ar Diskussion. In der Literatur finden sich in diesem
Zusammenhang Modelvorsellungen, de auf ener Kombination beder Theorien basieren
[Keb00] [Gam0Qq. Fir die Ubefiihrung von Makomolekiilen inGasphaanionen hat sich

alerdings weitgehend das charged esidueModell durchsetzn kénnen.
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3.1.3. Die lonisierung m der ESI-MS

In der Diskussion mm Mechanismus deflonenfreisetaing wurde in denvorhergehenden
Abschnitten veeinfachend vom \orliegen préformierter Analytionen in der LOsurg
ausgegangen. In der Praxs ist diese Vorausseing jedoch nu fiir eine gewisse Art von
Analyten gegeben, wie zB. Alkalikationen und quarté& Ammoniumverbindugen in der ES
im positiven bnenmodusBei einergrof3en Guppe von Substanzen, wie zBroteinen, &nn
nicht von einer festen“ Lalung aud dem Analtmolekll in Losurg augiegangen werden, so

da zusizlich zum lonenfreisezungsschritt auch ein lonisierungssdritt erfolgen muf3.

Die Ladung vieler Substanen, wie auch Proteghund Peptide, unterlge in Losurg Séaure
Base-Gleichgewichtsrektionen (rachBrgnsted), soal ihr Ladungszustandempfindlichvom
pH-Wert da Losurg abhéngt. Trotzden spiegin die resultirenden ES-Massenspektren
nicht unbeding die SaureBase-Reaktionen inLésurg wider [Man97] [San97, [Smi9Y,
[LeB94], [Wan94] [Kel9Z. Auch aus basische.ésungen assen sich im positiven
lonenmodus protonierte Aalyte nahweisen; im Ggenaig sind aech aus sa@r Lésurg im

negativenonenmodus dgotonierteAnalytionen a1 beobachten.

Grundsathch ist in der E$ ein cetektierbaes Gasphasenion das Produkt eirganzen Reihe
von Reaktionen, die der malyt sowohl in Lésurg als auch in de Gasplase duchlauft.
Analytionen, die mehr alseine einelne Ladung zu tragen verm@en, wercen dale

typischeweisein einer Verteilung mehreer disketerLadungszustdnde nachg@esen, welcle
die Prozsse in beiden Phasen wisi@egelt. Dalei sind die Zusammenhége zwischen den
relevanten Bktoren komplex was sich auch in Z. widerspuchlichen Resultaten ed
verschiegnen Untesuchumen dieser Phanomen dufrt. Einen Ulerblick lber diesen
Sachverhalt liedrn zB. Wang und Cole YWan97]

In Kap. 3.1.3.3soll zunachst der Mehanismus detonisierurg an sich leschrieten werden,
bevordie heutgen Kenntnisse Uber & Zustandekommenerschieegner Ladungszustéande in
Kap. 3.1.3.4 und Kap. 3.1.3.Bsammeqgefaldt weden.

3.1.3.3. Der Mechanismas der Imisierung

Im routinend@figen Einsatz der E®IS von Proteinenfindenim positivenlonenmodusaue
Losurgen mit Zusatz erheblicer Mengen oganischenLdsurgsmittels Verwendumy; der
Analyt liegt dater in protonierer Form in Losurg vor. Geméld dem charged esidueModell
verbleibt de Analyt nach mehreren Tropfenzefallsereignissen in @nem Cluste mit weiteren
Ladungstragern, Losurgsmittelmolekilenund Gegenionen (\gl. Abb. 3.3). Beim weiten

Zerfall wird dann — gegebenefalls unter Protoneransfareaktionen — das Aalytion
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freigesetzt Exemplarischsind die Protonierungon Anionen undLdsurgsmittelmolekilen im

positivenlonenmodus in Abb. 3.4 A uri8l daigestellt.

positiver lonenmodus

(A)  {[M+nHT™+ A} = [M+(n-1)H'"D* + HA

(B)  {[M+nH 1™+ N} = [M+(n-1)H 1" + HN*

negativer lonenmodus

© {M-nH]" + HB"} - [M-(n-l)H+](”'1)'+ B

Abb. 3.4 Reaktonen im nah dencharged ressdueModell verbleibenden Cluster im postivenund
negaiven lonenmods; M: Analytion, A: Gegenion, N:neuralesMolek, z.B
Losungsrittel, HB': protonierte Base

Entscheidendfir diese Protonenlbtagung ist die Protonerflinitat des Anaytions im
Vergleich a1 derenigen anerer Bestandteiledes Clusters[Wil96]. Protonenlbertgaungs-
reaktionen uben einen erheblichen Einflud auf die dobachtbare Verteilung de
Ladungszustande ds Analten aus und weren daler in Kap. 3.1.3.5 éher elautat. Die
Ladungen in Form von H finden sich im Analtion auf den Stellen fohister
Protonenaffinitatln de Praxs hat sich gzeigt, dal3 de maxmale Grad deProtonieruig oft
der Zahl der basischerAminoséuren in deSequenzlus eins (dem N-Treninus) entspaht.
Es inden sich aber auch Beispide, in denen diese Zahl deutlich untesdhritten odersogar
Uberschritten wird ([Smi9q, [Smi9l]).

Enthalt der Cluster neben’Huch andere positive Ladungstrager, z.B. Na', die nicht duch

vergleichbae Reaktionen abespalten weden kénnen, soevbleiben dese atidem Analyten

und sind im Massenspektrum als Ageeungen (,Addukte®) rachweisbar. Elenfalls kénnen
in der Prais die korrespondierelen Saugn einger Anionen, z.B. H3PO, oder HSO,, haufig
nur schwe algespalten weden und bilden Addukte mit dem Argébn [Cho90b]

Bel der lonisieruy aus alkalische Lo6surg im negativen lonenmodus finden im
verbleibenden Cluste vergleichbare Reaktionen stdt. Tritt eine protoniete Basg z.B. NH,",
als Gegenion im Cluster auf, so kanauch hie bei gesigneten \erhéltnissen deProtonen-
affinitédten eine Protamtransérreaktion auf én Analyten stattfinder{Abb. 3.4 C).

Das Pha&nomen, ih6sung deprotonite Analte in de ES als protoniere Gasplasenionen
nachweisen z konnen(und umgekehjt wird in derLiteratur auch als,wrong way round-
ESI* bezichnet Man97] Es liefert ein bedeutensléndiz, daf? die in der BSbeobacheten
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Ladungszustéande nicht nuauf praformiertenlonen in derAnalytldsurg zurtickzufiihren sind,
sonderndald vielmehrauch Gsphasereaktionen denlonisierurgs- und Freisetangsprozel3
entscheidend enflussen. Kly et al. Kel92] beobachteten, dafich Proteineunabl@ngig
vom pH-Wertder Lésung im positiven und netiven lonenmodus nacheisen lassen. Wan
und Cole beschrieben iredFolge, dal? é LadungsaistandeinesPeptidsin Losurg nicht mit
dessen bdungszustandin der ES-MS korreliert ist [Wan94] wahrendLe Blanc et al.
[LeB94] sowie Sanaesiowery et al. San97]zeigen konnten,dal3vielmehr eine Korrelation
mit der Protonenaffinitat ugesetzter Basen besteht. Mansoet al. [Man97] zeigten, dal3
Andaungen des pHWerts durh Redoxreaktionen an der Sprykapillare nicht fir die

beobachtan Abweichungen voniadungszustand irLésungverantwortlich sein kdnnen.

positiver lonenmodus, ,wrong-way-round"

{rotein>—CoO™ + HB'} - (Prowen>—COOH + B

(B) {A + HB} - HA + B

© {Croend>—NH, + HB'} - (Proeind>—NHy + B

Abb. 3.5 Schemasche Darstellung cer Reaktionen frach[Keb97) im nachdem chagedreddue-
Modédl verbleibenden Quger in der ,wro ng wayround“-ES im postiven lonenmods;
HB": protonierte Base B: freie Base, A EleKrolytion.

Auf der Baesis descharged residuéModells kann die Protoniergneines Proteins aus
alkalischer Losurg (z.B. durch Zusatz von NH,OH) ebenélls durch Reaktionen im
verbleibenderCluster erklartwerden [Keb97] Durch die \erdampfurg des Losurgsmittels
und der damit einhgehen@&n Abnahmedes Tropfenradius kommen die Obeflachen-
ladungstrager (in diesem Beispiel Ni) zwangslaufig in unmittdbare Nahe zum negativ
geladenen Analytion sowie weiteen, noch im Trofen enttaltenen Anionen.Da die
abschirmende VWkung da Ladungen voreinande in einem molekulan Cluster nichmehr
gewabhrleistet ist, bilden sichunédchstonenmare; Protonenubergung und Verdampen der
korrespondiezndenfreien Base schlie3en sih an. Waiterhin wird unter diesenBedingungen
auch die Protoniergnandeer Gruppen im Protein mdgch, die einegréfiere Protoneaffinitat
als die Bas bestzen. De engprechen@n Reakionen fir die ,wrong way rounttESI aus
alkalischer bsurg im positiven bnenmodus (@ch Keb97) sind in Abb. 3.5 schematisch
dargestelit.
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Protonierte Analyte ausalkalischerL6surg bzw. depotonierte aussauer Losurg lassensich
nur mit deutlich geringaer Signalintensitd nadweisen a's aus Lésurgen mit dem ,richtigen”
pH-Wert [Kel92]. Allerdings ist das Schicksal von Angkn, deren Ladung durch S&ure
Base Gleichgewichtsrektionen bestimmt wird, beim Zeafl der Tropfen empfindlich von
deren Zsammenstaung abhangig. Ein in alkalischerLdsurg negativ geladenes Protein wird
sich im positiven bnenmodus bevorgti im Tropfeninreren aufhalten und so mumit

geringerer Wahrsdheinlichket in die offspring dropletgelangen(s. Kap. 3.1.2).

3.1.34. Der Einflul3 von Reaktionen in LOsung aufdieresultierendeVertelung de
Ladungszustide

Wie im Abschnittzuvor beschrieben, sind ReaktionerLizsurg zwar nicht didetztendliche
Ursacle der lonisierurg in der ESl, sie Uken aler dennch einen meklichen Einfluld aéidie
zu beobachtende é&fteilung dea Ladungszustédnde des Aalyten aus. Gevremont et al.
[Gue92] beobachtetendalRder Ladungszustandin der ES mit Variation des pH-Wérts de
LOsurg ebenfals Verandeungen eréhrt. So konnten mit sinkendem pH-#vt ainehmend
protonierte Analytionen in héheen Ladungszustdnden nadewiesen verden. Das afider
Basis diese Ergebnisseentwickelte Mod@ll, die Verteilurg der Ladungszustéande inLdsury
mit denender ES zu korrelieren, wurcek allerdigs durch die Resultate el ,,wrong-way-
round-ES" widerlegt. Den Resultaten von Guremont etal. [Gue92] zufolge spigeln sich
alsoin der ES$-Ladungsverteilung SdureBase-FReaktionen inLdsurg wider, auch vwenn sie

nicht den mr lonisierung entscheidnden Proel3 darsdllen.

Als in Losurg relevante Faktoren fir den resultierenden Ladungszustand eénes Analyten in
der ESI-MS sind folgende Aspekte zu newnen, die in den nachfolgenden Abschnitten

detaillie rt beschrieben werden:

» die Art der weiteren, in de LOsurg entraltenen Kationen und Anionen
* de Einflul} des Losurgsmittds auf die Konformation enes Analyten
e die Polaitat des Lésurgsmittds

» die Konzntration des Angten

Werden Proteénlosungn mit Zusaz veschiedener S&ren mitteds ESI-MS im positiven

lonenmodusuntersucht, soegt sich, dal3 nicht deripWert, sondern @i Art des mgesetzen

Séare-Anions dieresultierende Ladungsverteilung beeinflul3t [Mir94]. Im Vergleich zwischen
verschiegnen Sauen konnte in dieser@usammenhng sagar beobachtet wer@n, dafimit
sinkenden pHWaert eéne Abnahme des mittleen Ladurgszustands enhegehen kann. In

welchem Ausmall eineAnioneraert den Ladungszustand eines Angten a1 beeinflussen
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vermag wird im we®ntlichen duch seine Ktionenafinitat erklart Mir94], [Wan96] Weid
ein Anion eine hohe #ionenafinitat auf, so isesmit hoherWahrscleinlichkeit in demzur
Ladung relevanten Cluster enthaltenund wirkt dort durch Protonenébtragungsresktionen
auf denLadungszustand des Angten ein (sKap. 3.1.3.31). Bs Ausmald deErniedigung
des mittleren Ladungszustands nimmt dbe in der Rehe CH;COO = CI' < CRCOO™ <
CCILCOO zu [Mir94].

Bel Variation der Leitfahigkeit eine Analytlosurg durch @én Zusatzvon Femdelektrojten,
z.B. CsCl, ist es vom gewdhlten Analyten abhéngig, ob en Einflud auf die resultierende
Verteilung der Ladungszustédndebeoba&htet werden kann [Wan95] Als Erklarung dieses
Phanomens fihren &g und Cole Unteschiede wischen Analyt- und Elektrolytkationenin

der Effizienzihrer Feisetaing in die Gasphasan. Ahreln sich Anayt- und Elektroytkation
in dieser Eigensdtft, so ist die Bdung von lonenmaen mit Geenionen fir beide
Kationenarten wahcheinlichund damitein Einflud auf d@ beobahtbae Ladungsverteilung

des Analyten zu ewarten. West daggen da Anayt eine deutlich grolere

Freisetzingseffizienz als das Elektrgtkation auf, soerfolgt die Bildung von lonenparen
bevoraigt mit den Elektrojtkationen, und damit ist keikinfluR auf die Ladungsverteilung
des Anayten beolchtbafWan95]

Der pH-Wert kann in eéinem anderen Zusammenhang einen deutlichen Einfluld auf die zu
beobachteneh Massenspdren austiba, denn ki der Untesuchumg von Proteinen ist den
Konformationfir die resultierené Ladungsverteilung in der E$ von Bedeutung. In einem
Protein in nativer Konformation kénneinige basisabh Aminosauren & Sequenam Innern
der Struktur ageordnet sein, so dal} desiicht fir Protonenénsfereaktionenzugéarglich
sind. Wird dagegen das Protein in eine deturierte Konformation tbafihrt, so sind auch
diese Stellen der Reaktiomgarglich, und das Proteikannin hoheren Ladungszustanden
nactgewiesen weden. Experimentell konnte diBedeutungder Konformation zinéchst durch
durch Chowdhuy et al. [Cho90a] gezeigt werden. Wehrend ein durch Saezusatz zur
Analytlésurg dereturiertes Protein in een Verteilung hoher Ladungszustande detektiert
wird, erscleint bei Erhdhug des pHWerts eine weite, emere Verteilung niedrigerer
Ladungszustandewelche shliel3lich unter aheai nativen Bedigungen dasMassenspektrum
dominiet. Diese Resultae lieferten in de Entwicklung der ES-MS eiste Indizien fir die
Maoglichkeit, physiologisch kedeuten@ Wechselwirkugen ad massenspektrodrischem
Weg amalysieren zu konnen. DieBedeutuny der Konformation auf die resultierende
Ladungsverteilung wurde in der Folge ferner durch pH-Variation [Loo91] Zusatz von

organischerdsurgsmitteln Loo91]und Erwarmug der Analytlésurg [Mir93] demonstriert.
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Ebenfalls fuhrt die Reduktion von Disulfidbrigk zur Bildung eine weniger kompakten
Struktur des Proteins und damit zur Erhohues mittlerenLadungszustands in deES

[Og092]. Auch Warmezufuhr walend der Desolvatisiergnder initialen Trogen bewirkt die
Denaturieung eines Proteins (undachit den Nachwis hoheer Ladungszustande), sofa die
Analytlésurg mit Ammoniumacett versetzt ist [Mir96]. DiesesPhanonen wurde zunachst
auf die langere Lebensdauer eektrolythaltiger Tropfchen zurickgefiihit, weche die Zufuhr
von Warme aim Analyten Ube einen lageren Zeitraum ermdglicht [Mir96]; als weitere
Ursacle sind jedoch elenfalls Veéncerurgen des pH-Werts in den Trpfchen durch

Verdampen flichtger Lésurgskomponentenwediskutieren.

Einflul auf die resultierende Ladungsverteilung hat ebenfalls die Polaitét des eingesetzten

Losurgsmittels, ausgedriickt in dessen Dielektrizitdtskonstanteno et al. zeajten, dal3
Losurgsmittel mit einer niedgen Dielektrizitatskonstante bei Proteinen zur Entstehung
niedrigererLadungszustande flren, als sie & Verwendurg einesLdsurgsmittelsmit hoher
Dielektrizitadtskonstanten beobachteterdlen [L0088] Die Arbeiten von VeEng und Cole
[Wan9§ erggben fir diguarterrire Ammoniumsalze ieinerReihevon Losurgsmittelneinen
vergleichbaen Trend, einlergehend mit einer Abnahm der Gesamtintensitat des
lonensignals. Zur Erkldrung der Verdndemung der keobacheten Ladungsverteilung bei
Variation der Losurgsmittdpolaritdt kann die elektrolytische Dissozidion des Anayten in
Losurg herangezogen werden. Erfobt fir ein Analyt-Dikation M?* in Verbindungmit zwei
Gegenionen A die Dissoration gemaR:

MA, = MA"+A

MA®" = M*+A
sovermag ein staker polares Losurgsmittd die resultierenden lonen besse zu stailisieren

und beginstgt damit den Nehweis as Analyten in héheen Ladungszustanden[Col93],
[Wan96].

Die Verteilung der Ladungszusténdein der ESl wird ferner auch von ér Konzentration des
Analyten in Losurg beeinflult Wan95] Eine VergroRerug der Analytkonzentration
vergroRRert die Leitfahigkeit der Losurg und damit auch eh Uber die Sprgkapillare

abflieRenden Strom . Kap. 3.1.1, (Gl. 3.5) so daf prinpiell mehrLadungstréger in den
Tropfchen or Verfligung sehen. Allerdimgs ist die Zunahmeder Ladungstrager geringer als
die konzntrationsbeding Zunahme de Analytteilchen und ihren Gegenionen.Die Zunahme

der Analytkonzentrationflihrt demnach zr vermehrtenBildung von lonenparen aus Aalyt-
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und Gegenionen,was eine Veringerurg desLadungszustands in der HSMIS zur Folge hat
[Wan9§g (vgl. Kap. 3.1.3.3).

3.1.35. Der Einflul3 von Reaktionen in da Gasphaseaufdieresultierende

Verteilung der Ladungszustde

Wie in Kap. 3.1.3.3 beschriekn, wird die \erteilung der Ladungszustande in der BS
erheblich duch Reaktionen in esm Cluster aus Angtionen, Gegenionen und
Losurgsmittelmolekilenbeeinflut. Ob und in @ichem Mal@ Protonentransfreaktionen
zwischen Analyt und andeen Komponenten e Clusters ablaeh, wird durt die
Protonenaffinitaten deReaktandn bestimmt. Dient als Anglein ProteinoderPeptid,soist
die Protonenaffinitdt deeinzlnen Stellen innerhalb de&equenznicht mit derjengen der
isolierten Aminosaren identisch. Polaisierbare Abscnitte de Protensequenz vemaogen
eine protonierte Stelle auch in der Gasphas zu solvatisieren und somit zu stahéien,
wahrend die &reits protonierten Stellen im Angtion die Protoneaffinitat durch Coulomb-
Absto3ung verringern. Die Kombination dieser beiden Efekte hewirkt somit eine
.tatsachliche Protonerfafitat” jeder einzlnen Stelle, die von Proteinsequemad bereits
vorliegendem bdungszustandabhingig ist. Ein Ubeblick zu Protonentransfeeaktionen in
der Gasphesefindd sich z.B. bel Williams [Wil96].

In Experimenten ar Protoneniberagung zwischen nehrfach protonigen Analtionenund
einer Base in de Gasplase bevirkt die Abharmyigkeit da Protonentinitdt von Coulomb-
Wechselwirkugen eire erhohte Raktivitat der hoherLadungszustande im Vegleich zu
ihren niedriger geladeen Analagen (McL91], [Ogo92]). Bei gegebemm Ladungszustand
sind dabei die raumliche Distamwischen dermgeladeen Stellen undlamitdie Konformation
eines mehdch geladenen Prains in der Gasmse von Bedeuturyg. Wird durch
Disulfidbricken ene kompekte Struktur eines Poteins stailisiert, so befinden sich die
geladenen Stellen ingeringereg Distanz zueinander als im redierten Proteingleichen
Ladungszustands. Demntspreclend weist beigegeberem Ladungszustanddas Protein mit
intakten Disulfidbriicken emhthee Reaktividt in Protonentrarsfeaktionenau ([Ogo92],
[Ogo94)). Ebenfalls konnte geigt werden, dafRein mehrach potoniertesProteinin der
Gasphase einmdglichst gestrecke Konformation annimmt, um den Einflu3 der Coulomb-
Repulsion wischen den gadenen Stelleneminimieren Bch95a] Downard et al. Dow95]
konnten allerdigs bei derUntersuchug mehrerer g/nthetisclen Peptide keine Keelation
zwischen der rdumligin Distanzprotonierbagr Stellen in der Segnz und dem maixnalen

Ladungszustand in der ESnachweisen.
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Nach eirem von Williams und Mitarbeitern entwickelten Modelbch95a] bestimmtdie
tatsdchlicheProtonesffinitéat eines Proteins im Veteich zur Protonendinitat desLosungs-
mittels letztendlich, welchen maimden Ladungszustand es in da ES-MS annehmen kann.
Im nach demcharged residueModell verbleibenden Clusteaus Lésurgsmittdmolekiilen und
Analyt stehteine gewisse Anzahl von Protonen wr Ladung zur Verfigung, um die @s
Protein und dieLosurgsmittelmolekile konkurriern. Ein Protonentramsfindet stetszum
Teilchen mit hochster Protondfinitat statt, so dald undchst basische Stelleder
Proteinsequenprotoniert wereén. Ereicht allerdirgs dasProtin einen Ladungszustand,in
welchem sene tats&hliche Protorenaffinitét geringe as die des Losurgsmittds ist, so tritt
eine Protoniaung des Losurgsmittds ein. Der massaspdtrometrisch beobaditete maximae
Ladungszustand stellt demnach d& Grenze d, ab welcher eine Protonierung des
Losurgsmittels eintritt Bch95a] Die Resultate von Sterner et ahtd99] weisen indiesem
Zusammenhng damuf hin, dall ki der Verwendurg von Losurgsmittelgemisclen die
Protonenaffinitdtler shwerer flichtigen Mischungskomponente@vant ist. DefEinflufd von
Gegenionen, dieebentlls im verbleibenden Clusteznthalten sein kdnnen, wiiin diesen

Betrachtungen allerdings auf3eracht gdassen.

Der sovorgegbene maxima modiche Ladungszustand énes Anayten kann mittds weiterer,
durchinstrumentelle Paraeter induzerter Rektionen ebnfalls veringert werden. Sté3e im
Eingangsbereich des Massensgktrometers(vgl. Kap. 3.2.3)werden als Ausloserveiterer
Protonenubertragngsreaktionen zu Losurgsmittelmolekilen, anden Komponenten eb
verbleibenden Clusters ed Resgas in de Druckstuk argeseherfWan97] Auch in diesen
Protonentbertgungsreaktionen sind dietatséachlicle Protonendinitat® des Analyten und

damit seinLadungszustand von Relevanz

Nicht nur in Protonenubesggungsreaktionen, sondernauch in unimolekularenZerfalls-

reaktionen wisen die hoheen Ladungszustande eines Anglen eine ehdhteReaktivitatauf,

wie von Busmanet al. durchvergleich derentspreckndenAktivierungsenegien am Beispiel

von Melittin ermittelt werden konnte Bus92] Wird im Eingangbereich @s Massen-
spektrometersdie Fagmentierurg des Aralyten duch StéRe induert, so nimmt die
Signalintensitat hohereLadungszustande scheller abals die demiedrigen. Formalist daher
unter (GD-Bedingungen eire Verschiebulg der Ladungsverteilung zu niedrigeen

Ladungszustéandenzu beoba@hten (vgl. [Wan97). Dies ist allerding nicht nur Konsequenz
der erhohen Reaktivitat hoher Ladungszustande; sie eashren im elektischen Feld im

Eingangsbereich zidem eie starkee Beschleuniging als niedriger geladere Analytionen,
was eine vagleichsweise erhohg StolRengie zur Folge hat (gl. Kap. 3.2.3).
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3.2. Praktisthe Agpekte da Elektrospay-onisierung
Die in Kap. 3.1 dauterten tleoretischenGrundlagen zur Elektrosprg-lonisierurg haken

Auswirkungen fur dé@ anaytische Praxs, nicht aletzt auchfir den Nachweis von nicht-
kovalenten Kompleen. Die Probengipaation legt dabei dieStartbedigungen auf dem Weg
des Anayten aus e Losurg in die Gasphase d@st. Die Mechanismenzur Tropfenbildung
sowie zur Desolvatisierug und lonisierurg der Analyte stellen in defFolge Forderurgen an
Sprayuelle und Desolvatisierugsparaneter, die in diesem\bschnitt kurz erlauteniverden
sollen. Ein Uberblick a instrumentellen Aspekten deES findet sich zB. bei Bruins
[Bru97].

3.2.1. Probenpréparation

Die Zusammensetang de Probenldsug ddiniert die Augjangsbedingungen fir eine
Analyse mittels ESI-MS. Zur Analyse von Proteinen im positivelonenmodus finden ined
Regl Mischurgen aus Wasser undganiscten Losurgsmitteln unterZusatz von einigen
Prozent Sédure Vemwndurg. Das lereits eirgangs erwahnte bevihrte Losungsmittejemisch
aus Methanol und Wasser (viv 1:1) mitZusatz weniger Proent Essigaure wid zur
Vereinfachurg im folgenden als ,Standard-MixX bezeichnet. Der Nachweis von nicht-
kovalenterKomplexen erfolgt dagegen meist aus @3riger Losury, dergegeberenfalls Pufier

(h&ufig Ammoniumacedt in einer Kongntration von 20 mmol/l)ugesetz sind.

Der Analyt wird meist in éner Konzentration zwischen 10° mol/l und 10° mol/l eingesett.

Wie am Beispiel von vershiedenen manischen Basen eperimentellgezeigt werden konnte
(['ko90], [Tan91), steig die Sigalintensitat der dektierbaren lonen avar bis 21 einer
Konzentration von 18 mol/l an, erreicht dann ab eire Sattiging, so daf die/erwendury

von Analtlésurgen ceutlich héheer Konzentration keine praktischeviorteile mit sich

bringt.

Die Reinhet der zu anaysierenden Probestellt einen kritischen Paameter in derES-MS da.
Liegen neben é@n interessieendenAnalyten nochandee Komponenten in e Probe vo, so
finden deren lonisierurg und Freisetzung in die Gaspbse in Konkurenz statt, was unter
Umstanden die Ausbeutn na@hweisbaen ewiinschtenAnalytionen erleblich verringert.
Die Verschlecherung der Analytsignalausbeut ist um so augepragter, je effiziener die
konkurrierenén Teilchen in die Gaspése Ubefihrt werden und ¢ hoher ihreKonzentration
in Losurg im Vergleich zum Analyten ist (\gl. Kap. 3.1.2).Gerade Verunreingungen mit
Substanzendie eine hohe Oberflaclenaktivitat aufveisen, konnen ina ESFMS kritisch

sein. So hat z.B. der Zisatz eines nichtionischen Tensid®rbits in gerigeren Konzn-
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trationenals der a1 untersucende Aralyt eine Abrahme derAnalytsignalintensitaten ar
Folge [Jur94].

Wie von Kebarleet al.[1ko90], [Tan91] gezeigt werden konnte, enthaltenetbst ,saubere”
Analytlésurgen in de Regel bereits fremdert Elektrolyt in einer Konentrationvon etwa
10° mol/l. Der Zisatz von Salzen zu Proteinlésengwirkt sichjedoch erstin héheren
Konzentrationen drassch ad die Analtsignalintensitdt aus. Wrd zB. zu einer
Myoglobinlésung (¢ = 510° mol/l) in 1:1 Mehanol-Wasse mit 0,1% Essigaure CsCl
zugesetzt (vd. [Wan97), so tritt bei einer Salzkonzentrativon 10* md/l eine Abnehmeder
lonensignale des Myoglobins ein.Bei eine Sal&onzentration von 18 mol/l dominigen

bereits die Signale des Sdzes das resultierende ESFMassenspektrum.

Problematisch ist eine Verunranigung mit Sdzen auch im Hinblick auf eine mdgliche
AdduktbildungderKationen und Anionen mit dem Andén (vgl. Kap. 3.1.3.3).Kénnendie
Addukte nicht vor der MS-Aalyse dissoziiert werdenjerteilt sich das Gesamtionensigal
des Anayten au einegrofRere Zahl von Einzlsignalen (protonierteAnalyt undverschiecgne

Addukte), so dal3 diabsolutdntensitat der Einzlsignale abnimmit.

3.2.1.6. Das eéngesetzteLosungsmittie

Die Eigenschaften ddsisurgsmittels und des Angien llken — wie in Kap. 3.1 besckben —
einen deutlichen Einflu? &denZerstaubugs-, Desolvatisierugs- und lonisierurgsschrittin
der ES aus.In der Praxs kann beobehtet weden, dal3 bei Verwendury des bewdahrten
Standard-Mixdie ESI-MS-Analyse von Proteinen meist problemlos nlidy ist. Dagegen
sind mit dem Einsatzon waRrignLosurgen, wie sie fir @én Nachweis vomicht-kovalenten
Komplexen meistnotwendigsind, in der Reel erhebliche Schierigkeiten erbunden.Die
rein qualitativenUntershiede zwischenain Standard-Mixund Wasser (ohne Pefizusatze),
basierend auflen in Kap. 3.1.1 und 3.1.2 vgestellten Grundlagn, sind dher an dieser
Stdle nodhmds explizit zusammengestellt.

» Fur die Zerstdubug des Stanard-Mix ist wegen dessen niedgererObaflachenspannug
auch eme niedrigere onsetSpannug notwendig (Gl. 3.2). Bel der Verwendurg von
Wasser besteht dagen weyen dererforderlichen héheen Spannug eine grolRee Gefahr
elektrischer Entladugen zwischen Spraykapillare und Gegenelektrode, vas den E$&

ProzR erheblich stéren ka.
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» Die gebildeten nitialtropfen desStandareMix sindgemald (Gl. 3.3) und (GB.5) kleiner
und héher gladen, da die Leitfahigkeit aufgrund des Saezusates hoher als die des
Wassersist. Damit kann die Feisetzing der Analytionen aus dm Standard-Mix

effiziener erfolgen (s. Kp. 3.1.2).

» Ein effizienteres Schrumph derlnitialtropfen und dmit relativ viele Zerfallserignisse
(s. Kap. 3.1.2.1) erden im Fall des StandardMix durch die relativ leichte
Verdampflarkeit der Mischurgskomponente Meth®ol ermdlicht. Die Verkleinerung
der Tropfen durchLdsungmittelverampfung ist bei Verwendug von Wasser deutlich

erschvert

» Fur Untersuchugen im positivenlonenmodus &igen Peptid- oder Proteinmolekile im
Standard-Mixaufgrund des S&aerusatzes dierichtige” (positive) Ladung, um beim
Zerfall der initialen Tropén mit hoher Wahrscheinlickk in die offspring dropletszu
gelangen und in deFolge in Gasphasenionen @bofuhrt zu werden(vgl. Kap. 3.1.2).Bei
der Verwendurg wal3riger Lésurgen wird dagegen dieLadung eines solchen Molekiils
nur durch seireigenes SaerBaseGleichgewicht bestimmt, so dal? dieightige” Ladung

nicht von vornhereigewahréistet ist.

Es wird ersichtlich,dal die Vewendurg von Wasserals Losungmittel fir Standard-ESI
generell problematischer ist als dé&insatzdes Standard-MixDennochist die Zuganglichkeit
auchwal¥iger Losurgenim Hinblick auf den intakterNachweis nicht-kovalater Komplex
erforcerlich. Durch Waeterentwicklungen des Sprayellenauflaus, insbesonder durch
Etablierurg der Nano-ESHTechnik Kap. 3.2.2.8), konen die Schwiergkeiten jedoch

weitgehend Ubsvunden verden.

3.2.2. Sprayyudlen
Wie in Kap. 3.1.2.2 beschriet, efolgt eine besonds effiziente Freisetzung des Analyten

aus kleinen und hocgeladenen Initialtropfen, so dal3 @& Sprgprozel3 selbst einen

entschedenderAnteil amGelingen einer Aralyse hat

In der urspunglichen Form der Ee&ktrosprg-lonisierurg erfolgt die Zerstaubuig der
Analytlosurg aus einerEdelstahlkapillaremit einemInnendurchmegs von ca. 100 pm bei
einerFluf¥atevon ca. 5 pl/min. Zr erfolgreichen Zestaubuwg ist eine Potentialdifieenzvon
3 — 5 kV awischen der Aalytlosurg und de Gegenelektroé erforderlich, die fir den
positiven bnenmodusmeist durch Anheben des Spieapillarenpotentials egestellt wird.

Prinzpiell ist auch das relative Absken des Gegenelektrodenpaogntials modich; diese
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Variante findetz.B. in Sektorfeldgjerdten Anwendurg. Um Kontaminationen innerhalbed
Massenspektromete durch groRex Losurgstropfen zu reduzeren, wird die Spayquelle

haufigaus derAchse ersetz oder schdg zum Eingamy ins MS positioniert!).

Die Eigensdaften des eingesdzten LOsurgsmittds haden dabd, wie in Kap. 3.2.1.6
beschriebn, einen deutlichen EinfluR auf aén Verlauf ds Zerstaubuigsvorgangs. Bei

gegebenem Losurgsmittd stdlt die Hul3rate de Anaytlésurg einen kritischen Paameter fir

den Zerstaubugs- und in der Folge awch fir den Desolvatisierugsschritt dar. Gman (Gl.
3.3) nimmt bei der Zerstaubun eines gegebenenLdsurgsmittels der Topferradius mit
Erh6hungder Huldratezu, so dalkeine efiziente Feisetzungvon Analtionen in die Gsphase
zunehmenderschvert wird. Im Idealfal gleicht die groRee Probenmege, die dab dem

ProzR unterworfen wird,diesennegativen Effekt geadeaus, so daf} sich diatensitat des
resultierendehonensgnalskaum andert. Wie Kostiainen et akds94]zeigen konnten, ist in
der ESl ehe die Konzntration desAnalyten in derLdsung von Relevanz Elektrosprg-

lonisierung gelingt im Standardufbau nu bei Flu3raten @ Probenlésug bis maxmal ca.
20 pl/min[Bru97]. Aber auch a geringe FluRBraen (< 1ul/min) sind in deiStandard-ESI
problematischunterdiesenBedingungen verlaét der Abbau de Flussgkeit unter Umstaneh

schneler als duch die FluRBrae rachgeliefert werden lann.

In der Vergangenhdt wurden enige Modifikationen der Standard-Sprayqudle vorgestellt, bei
deren Entwicklug folgende aalytische Anfaderurgen im Mittelpunkt standen:

* Handhabug besoneérs gofer HulRraten (biszu 1 ml/min), wie sie insbesondere bei
Kopplungder ES-MS an die HRC entsteherf z.B. [Bru87], [Fin93])

* Handhabug kleiner Rul3raten, wie sie &spielsweiseaus kapillarelektophoretisclen
Trennurgen resultieren(z.B. [Smi88], [Han98] [Bar99)

» Spruhenvon problematischerLésurgsmitteln, insbesonderwéf¥igen Lésurgen (zB.
[Cho91], [Gal9], [Wil964])

* Minimierungdes Probererbrauchs (8. [Wil964d], [Ger98] [Hon99] [Lee99).

Einige Sprayquellenmodifikationen, die sich in kommesziell erhdtlichen ESFMS-Systemen
etablieren konnten unduch air Untersuchurg wéalriger Analytldsungeneingegtzt werden,
sollenim folgendenbeschrieben werden. Eire besondee Stellungnimmt dabei die ldho-ESFH

Quelle ein, die sich in metre Hinsicht von anden ES-Sprayquellen untescheidet.

! Beispielsweiseist im sogenannten Z-Spray[] (Fa. Micromass)die Sprayquelle in eéinem Winkel von 90° vor
der Engangsoffnung montiert.
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3.2.2.7. Modifikationen der Stadard-Sprayquelle

Die Zerstaubug walRriger Losurgen kann héufg emreicht wercen, wenn ér Sprayprozef
pneumatischunterstutz wird. Dieses Vefahren tragt &n Namen Jonspayd“ und wurde in
ersterLinie fir die Handhabuig hohe Ful3raten in derES entwickelt Bru87]. Bei dieser
Modifikation de Standad-Sprayqudle tritt an da Spitze der Spraykapillaren ein zum
Probenflul3 koataler Gasstrom (meist JN aus, de den Ablau der Prokenlésungin ein

Aerosol aus Kkleinergeladeren Tropfen unterstitz(s. Abb. 3.6 A).

Mit Hilfe dieser Tehnik kann eine dekte Kopplumg de ES an die Flussikeits-
chromatgraphie efolgen, wobeiFlu3raten bis @ 1 ml/min noch erstaubt werderkénren.
Aufgrund der pneumatischen Unterstiitag ist zur Erzeugung eines stabilen Spya eine
geringere Potentialdifferenz zwischen Spkapillare und @genelektrodeerforderlich als bei
Verwendurg einer Standal-ES-Sprayquelle. Damit besteht bei Vievendung vériger
Losurgen mit denfiir ESI typischenFluRraten mmindest eine weingerte Gefahr elektrische
Entladungn zwisclen Kapillae und Gegenelektred DasProblemder Entladurgsreaktionen,
welchesinsbesondrebei Untersuchugen im negtiven lonenmodus auftritt, kann zuséatzlich
verringert werden, wenn Spmyquellen mit einer spéalen Schutgasatmosphar¢z.B. O,
[Yam84a]oder SFK;) zur Zerstauburg eingesetz werden. Dem Schugas kommt dabei die
Aufgabe zu, als Elektronenfanger aufzutreten und den Einsaektriscter Entladugen zu

erschveren.

organisches
Lésungsmittel
(3-5 pl/min)

(E
(’ —

Analytiosung  |[<— AU=3kV —> Analytlésung  |<— LN
(bis 1 ml/min) (0,25 — 1 pl/min)

koaxialer
(A) Gasstrom (Ny) (B)

Abb. 3.6: Modifizierte Spayquellenfir die ESFMS. A) lonSpay(nach[Bru87], B) sheth flow-
Technk [nach Sm88]

Eine andae Moglichket, die Schwierigkeiten waldriger Losurgsmittd zu umgehen, wird in
dersheath flow-Technik geliéert [Smi88] (Abb. 3.6 B. DiesesVerfahrenwurdeursprurglich
entwickelt,um bei der Kopplug an die Kapillaelektrophoese die ehr kleinenFul3ragn der

Probenlésunglen Anforderurgen der ES anaipassenin diesem Adbau wird direkt an der
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Spitzeda Spraykapillaren @n wadteres (organisches)Losurgsmittd, z.B. Methanol, mit einer
FluBrate von 3-5 pl/min zugemischt und so ein ausreiehdes Rissgkeitsvolumen pro
Zeiteinheit fur die Zerstaubuig zur Verfiigung gestellt. Auchwalrge Lésungenkdnnenauf
diese Weise mit ommpischem Losurgsmittel versetzt und die Zerstaulguso erleichtert
werden, so d3 bei Vewendury dieser Sprgquelle ein Nachweis von intakten nicht-

kovalenten Kompleen erfolgen kann Has94]

3.2.2.8. Die Nano-ESI-Quédle

Eine besondex Modifikation der Sprgquelle ist in der aalytischen Praixs zu Bedeutung
gelangt: die von Wilm und Mann entwickelte sogenanntard-ES-Quelle. Sie bestehaus
einer dunnerGlaskapillare, d@ zu einerdinen Spitze mit einenmnenduchmessexon etwa
1 um ausgzogen ist. Zur Analyse wird dannein kleines Volumen deProbenlésug

(typischerweise 1 pl) in die Kapillare gefullt. Im urspiinglichen Aufbau sind die Kapillaren,

insbesonderderen Spitzen, mit einer diilnnen Schicht Gold bedpft, um an deOffnung den

elektrischen Kontakt mit da Analytldsung zu gewahrleisten. Alternativ kann der Kontakt

auch Uber einendinnen Platin- (zB. [Sch99) oder Wolframdraht Fon98] [Fon99]
hergestellt werden, der direkt in die Analytldsurg entaucht. Die optimde Position de
Sprayquelle vor de Eingangsoffnung des Massensftrometersist von der Geometre des
Eingangsbereichs 6. Kap. 3.2.3 abhéngig; im Aufbau mit geheizter Transferkapillare betrag

der Abstand typischemweise wenige Millimeter. Zum Versprihen der Anaytlosurg ist ene
Potentialdifferenz von nur 500-1000 V w Gegenelektrode eforderlich; de& dabei
resultierendeéstromliegt in der G6Renordnug von 5 — 20 A. EineBesonderheit deNano-
ES ist, dad der FluR der Analytlosurg durch die Kapillaroffnung dlein durdh den

Elektrosprg-Proz3 hervorgerufen wird, wobei HuRratenim Bereich von 20 — 40 nl/min
entstenen. Die initial gebildeten Tropfen sind erheblich kleiner as unte Standad-ESI-

Bedingungen und optisch nicht meh zu beobachten.Auf der Basis theoretisclr
Betrachturgen wird fur die initialen Trofen ein Radius in der Grof3emimurg von 100 nm

angeeben [Wil96a].

Ein Vorteil der NancESI liegt in dem sehmgeringen Probengrbrauch, mit dem auchelr
kleine Probenmegen der ES-MS-Anayse zugangdi ch gemacht weregen kénnen. Bbei weist
das Verfahren eine im Vegleich aur StandareES erheblich gréRee Toleanz gegentiber
Verunreinigungen mit Salzauf [Wil96a], [Jur99]. Der Einsatzdieser Technik erlaubt ein
problemlosesSpruhenwél¥iger Losurgen und @n Nachweis drin enthalteer Analyte, was

geradeflr die Unersuchurg von nichtkovalenten Kmplexen von groffem Wert ist. Diese
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Methode erlaubebentlls die massenspektrometrigclAnalyse von Kohlenhgiraten, welche
mit Standard-EBerstnach chemischeDerivatisierurg unterseht wercen konnen Bah97],
[Pfe00].

Ein Vemgleich avischen Standd-ES- und Nano-E$-Quelle auf de Basis der in Kap. 3.1.1
und Kap. 3.1.2 bescleberen Mechanismen verdutlicht nochmals die prinzipiellen
Unterschiede zwischen beiden Sprayqudlen. Die zum Vergleich eforderdichen Vorgaben
sind in Abb. 3.7 zusamengestellt; die daraus resultierenden Daten finden sich in Tab. 3.1.
Zur Vereinfachung soll eine staistische Verteilung der Analytteilchen in de Lésurg sowie in
den ES$-genierierten Tropfchen agenommen wereh; einenkinflu® der Obeflachenaktivitat

des Anayten wird dsher keine Rechnug getragen.

Bedingt durch die Unterschiede in der Quellengeometrie besteht ein deutlicher Unterschied in
den a1 erwarenden Einsagpannumgen fir den Sprgprozef3, Von. Die beechreten Werte fr
beide Spraquellengeben daé in guter Ubereinstimmungdie in de Praxs tiblicherweise
auftretenden Werte wiede.

AuBer_l_radlus FluRrate Abstand zur
Sprayo6ffnung Gegenelektrode
Analytlésung:
ro =250 um Vq = 1 pl/min d=15mm
H,O mit Elektrolytzusatz
y ] o
; +
Analytkongentranon o
=10 +
¢ =10" mol/ Standard-ESI a +* &
+
Oberflachenspannung P TP
y=0,073 Nm* AE— .
Leitfahigkeit
kK=0,1 Sm™ re=5pum V5 = 20 nl/min d=2mm
Dielektrizitatskonstante \ s &
e=81l Nano-ESI 2® o
_/—_ ++

Abb. 3.7: Vorgabenfir dennactolgenda Vegleich zwichenStandardESIund NaneES. Die
angegebne Leitfahigkeit einer walirigen Losungertspricht einer Konzntation garken
Elekrolyts in de GréRenordning van 102 mold oder dem Zisaz weriger Prozert Essg-
saure. De worgegebanen Abmesurgenliegenim Bereich derin der Praxis Gbichen
Werte.
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| Standad-ES| | Nano-ESlI
EinsatzpannungVon (Gl. 3.2)| 4680 V | 890 V
Tropfenidius (Gl. 3.3) 493 nm 134 nm
Tropfenvolumen 510 | 100 |
Analytmolekiile po Tropfen 3023 61
Rayleigh-Limit eines 15 -16
Tropfens Gl. 3.6) 6,9910C 991007 C
. 3,4910" C 4,9410" C
Ladgg Sg;; -I;:-cl)_ii]en?ifs?% = 21816 Elementaaldungen| = 3085 Elementaadurgen
¢ = 7,2310° mol = 5,1110° mol/
resultierender Strom 116 nA 16 nA
Tropfenidius beim 1Zerfall
(80% des Ryleigh-Limits) 360 nm 98 nm
erforderlicher Volumenvelust 16 18
bis im 1. Zerfal 310071 6,100°"
Verhatnis Obeflache au 7
volumen 6,110° 2,210
Radius des Resttropfens ayis
dem 1. Zerdll 358 nm 97.nm
Radius deoffspring droplets
aus dem 1Zerfall (vgl. S. 22) 36 nm 9.8 nm
Analytmolekdle 3 01
pro offspring droplet ’

Tab. 3.1: Vergkich zwschen Trogen,die mitels Stardard-ESIbzw. mitels Nano-E$ generiernt
werden. De zu Abschétzungverwendden Vagaben inden schin Abb. 3.7.

Entsdeidend fur die GroReder aus dem Spayprozef resultierenden Tropfchen ist gemé&? Gl.
3.3) be gegebenem Losurgsmittd die Hul3rate de Anaytlésurg. Die Abschdtzungzagt, dai?
durch Anwendurg der Nano-ES3-Technik Tropfchen mit deutlich gergerem Radius und
ensprechend eheblich geringerem Volumen entstenen. Fir die initialen Tropfchen kann eine
Ladung entsprehend 50% ihes Rgleigh-Limits (Gl. 3.6) agenommenwerden; die daraus
resultierenden theoretischen Stromflusse stenen sowohl fir die Standad-ESI als aich die
Nano-E$ in guter Ubkereinstimmungmit den in der Prag zu beobachtendeiVerten. Die
abgeschate Ladung der Tropfchen entspricht einer Konzentration Ubeschissiger
(einwertiger) Ladungstrage von etwa 710° mol/l in Standad-ESI-Trépfchen bzw. etwa
5010 mol/l in Nano-E$-Tropfchen. De Enstehung tiberschiissigedungstrager kanndabei
entveder auf die Entadung der entsprectenden Mege Geagenbnen auseiner ausrechend
konzentriertenElektrolytlésurg zurickzufihren sein, oder siist Folge von Redoseaktionen

wéhrend @s Sprgprozesses, we in Kap. 3.1.1 beéeieben.
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Die erheblich geringere GrolRe der initialen Tropfchen aus dem Nano-ES-Prozd} bringt
gerade bei schwer verdampfbaren Losurgsmittdn wie Wasse im Vergleich zur Standard-ESI
deutliche Vortelle in den Sdrritten des Tropfenzefalls (vgl. Kap. 3.1.2.1) Um den zum
Zerfall relevanten Tropfenradius zu ereichen, muf3aus initiden Nano-ES-Tropfchen nur
etwa 1/100 desLosurgsmittelvolumens durch Verdunstuegtfernt weren, wie es imrFall
der Standad-ESI-Tropfchen erforderlich ist. Zudean wesen initiale Nano-ESHTropfchen eine
verhaltnismaiiggroRee Obeflache als Standd-ES-Tropfchen auf,was die Verdunsturmy
von Losurgsmittelmolekilen zusétzlich bégstig. Die nach &m ungymmetrisclen Zerfall
bei Erreiclen von 80% des &/leigh-Stabilitatslimits verbleibenden Resttropfchsind im
Fall der Nano-E$ ebenfallsdeutlich kleiner und kdnnenath \Verdunstumg einergeringeren
Losurgsmittdmenge als verdeichbae Standad-ESI-Tropfchen erneut zefalen. Im Fall der
Nano-ESI-Tropfchen ist dannach eine deutlich geringae Zeitspanne zwischen den eénzdnen
Desintggrationssdiritten zu erwarten. Dies eemdglicht den Resttropfchen, in der Zeitspanne
der Desolvatisierug eine golere Anahl von Zerfallseregnissenzu durchladen, so dald
insgesamtein golerer Anteil des initialen Trojens (und dmit des darin enthalten

Analyten) de massenspekometrischen Aralyse augarglich gemacht wird.

Die gearinge GroReder initialen Tropfchen in derNano-ESI ha ebenfalls zur Folge, dal3 schon
die offspring dropletdes ersten Zeafls die fur dielonenfeisetzing erforderliche Grol3e wn
10 nm errrethen koénnen(vgl. Kap. 3.1.2.2) Unter den zur Abschatzing gewahlten
Bedingungen enthdt durchschnittlich jeder zehnte offspring droplet ein enzelnes
Anayttellchen, da sdilieBlich entsprechend den vorgestellten Medanismen in en
detektierbees Gaspaésenion uUbdlhrt werden lkann. Auch dieaus den ungnmetriscken
Zerfallsereignissen vebleibenden Resttrden sind relativ klein, so daf} irdealfall eire
vollstandige Verdampfungdes Losurgsmittels und damit ein Nachweis des gelatleRestes
modich sen sollte Im Vergleich higzu sind in de Standad-ESI zwei unsg/mmdrische
Zerfalssdritte der initialen Tropfchen bzw. offspring dropletsder erstn Geneation
erforderlich, um diezur lonenfreisezung kritische Grofl3e zu unteschreten. Bei staistischer
Verteilung des Aralyten in derLésurg enthélt danach dechschnittlich nur jeer 300.
offspring dropletder aveiten Generation eirinzelnes Anatteilchen, welches in de Folge
freigesetr und detektiert wrden lkann (wl. Abb. 3.2). Die aus dem ersten Zerfall
verbleibenden Bsttropfen kdnnen abei zwar rach Verdamgung von Losurgsmittel erneut
ungymmetrisch erfallen, aker adgrund ihreg GroRReist eine vollstdndigeVerdampfurg des
Losurgsmittds unwahrscheinlich. Der grof3te Antell ihrer Bestandtele ist demanch fir die

Analyse verbren.
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Der Vergleich madt deutlich, da® fur die Uberfiihung eines geldsten Analyten in
massenspektrometrisch detierbaes Gssphasenion mit Hilfe deNancES-Tedhnik bessex
Ausgamsbedirgungen harschen, als sie bei Einsatder Standad-ES erreicht werden.
Gerac bei Verwendurg waldriger Losurgen ocer schlech freizusetznder Anaytteilchen ist

diese Technik aher von lesondeem Wert.

Die Methode de NanoES ist im praktischenEinsatz allerdings auch mit einigen
Schwiergkeiten beleftet. So ist das Véahren bislarg nicht automatisierbbaund dahe nur
beding fir high-throughputAnalysen nutzbar. Die Herstllung von Sprgkapillaren mit
definiertem Ofnungsdurchnesser ist oft problematisch, und di@pillarenéfnung verstopft
wahrend @s Sprgvorgargs haufg durch in der Analytlosurg enthalteneFremdpartikel.
Ferner hattet ene erhebliche Menge der Analytsubstaz an der Innenwand der Kapillare
[Dul99a] was gerade fir die Analse stark vedinnter Losurgen problematisch ist.
Insbesondeg bei Veawendurg neutrale Analytldsurgen kdnnenzudemim Glas enthaltee
Salz die Analytlésurg verurreinigen und zim verstarkte Nachweis von N&Addukten der

Analytionen fiihrer!,

3.2.3. Zwischen Sprayquelle und Magsanalysator

Wahrend dieZerstdubung der Aalytlosurg unte Atmospharendick verlauft, erfolgt der
Nachweis der Aralytionen — ¢ nacheingesettem Massenspektragtertyp (s. Kap. 4) — im
Druckbeeich avischen10® und 16 Pa. Um trotzder erfaderlichen Offnung im Massen-
spektometer (im folgenden ,nozzlé genannt; Duchmesse im Bereich von 0,5 mm) die
nétige Druckdifferenzaufrecht zu erhalten, findet ein diérenzell bepumptes Vakuumgstem
Anwendurg. Ein Systemmit drei Druckstufen ist in Abb. 3.8 sematisch dagestellt (nach
[Bru97)).

Die einzlnen Druckstun sind voneinanet durch skimmer® oder Lochblendn getrennt,
deren Offnungsdurchmesser ebedfs in der Gro@nordnug von 0,5 mm lieg Einen
mddichst effizienten Tansport von Anattionen in den Mssenasalysator gewahrleisten
haufig zusatdiche ionenoptische Buteile oder Transkrmultipole. Der Ubrgarmg von
Atmosphéarendrek ins Vakuumgstem ist mit erheblichen \feistenverbunekn. Wie Zook et
al. [Zo097] zeigen konnten, reicht im Aufbau mit geheiem Stickstoffggenstrom (siehe

unten) nur ca 0,1% des an da Kapillare abflieRenden Stroms den esten skimmer Wetere

L U. Bahr, J. W. Goethe-Universita Frarkfurt, persdnliche Mitteilung
2 Als skimme (oder Abschéler) werdentrichterformige Bauteile bezeichet, welche beigielsweise zum
Herawsshéden des Kerrs enes Mdekularstralis eingesetzt verden
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Verlusteauf dam Weg zum Masseanalysator fegriinden dieAbschatzing der Autaen, dald
letztendlich nur 0,001% des initialen Stroms den MS-Detekteiafit.

1. Druckstufe 2. Druckstufe 3. Druckstufe
nozzle 1. skimmer 2. skimmer
lonenoptik Massenanalysator
100 Pa <1Pa <10°Pa
Atmosphéren-
druck
Zu denVakuurrpumpen

Abb. 3.8: Schemasche Darstellungeines Vakiumsgtemanitdrei differenzell bepumpen
Druckgufen (hach[Bru97])

Durch dienozzlegdangen sowohl die gdadenen Analyttrage as auch Losurgsmittddampf
und umgbendes @Gs in die erste Buckstuk, wobei die Stromugsgeschwindgkeit maxmal
Schallgeschwindigkeit betrét. Mit der Expansion ist eine stark&bkiihlungdes Gagemischs
verbunden, ws zur Kondensation vohdsurgsmittel auf die Analyttrager fuhren kann.
Dieser Efekt wird in de Molekularstehltechnik zir Prapaation von molekularen Clustern
aus den Komponenteginer solclen Expansion gnutz (siehe hiezu z.B. [Cam84); erist in
der ES-MS allerdigs uneawinscht und wird dich eiren geegneten Aufbau im

Eingangsbereich unerbunder(siehe unten

Die Desolvatisierug und lonisierung des Aralyten finden zwischenAtmosphéendrickseite
und erstemSkimmerstatt. Dem Aufbau diegs Bereths kommt in der EISdaher besonde
Bedeutury zu, denn die gewahlten [esolvatisierungsbedgungen leisten einen
ensschedenden Bitrag zum Erfolg einer Analyse. Aufgabe @s Ubegangsbeeichs Bt die
Zufuhr von Enegie au den geladesn Tropichen und ihen Zerfallsprodukten.Damit wird
nicht nur die Kondensation vorLésurgsmittel auf denAnalyttrdgern verhin@rt, sondern
aulRerdendie Entfernug flichtiger Kompomnten aus denrdpfchen unterstiitzund somit
die Feisetzungvon Analytionenermdglicht (s. Kap. 3.1.2)Die Zufuhr von Enegie efolgt in
der Regel durch Kombination weier Verfahren: de Zufuhr von Wérme durch geheize
Bauelemente und Energieaufuhr duch StoRe, welal die bewvegten Aralyttrager mit
umgebenden Gxsmolekilen eigehen.
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1. skimmer

gehezte
Trarsferkapillare

T =100-200°C
100 Pa <1 Pa

nozzle 1. skimmer
Sprayquelle w /

(B) -

A\

100 Pa <1 F’a

AU =600V

(A)

Abb. 3.9:  Grundtypen s Adbaus im Engangbeaeich des Masseisekrometrs. A) mit gehazter
Tranderkapillare; B) mit géhaztem Sicksbffgegengrom Fa. SCIEX)

Es lassen sich im unmittelbaren Eingsipeeich zwei Grundtpen des Aufbaus unter-
scheiden,die mit mehr ode weniger augiepréagten Modifikationen in én kommerzell
erhdtlichen ES-MS-Systemen zu finden sind @Abb. 3.9) Der Aufbau mit geheizter
Transferkapillae (Abb. 3.9 A, derauf Chowdhuryet al. [Cho90] zurlickgeht, zeichret sich
durcheine etwal0 - 20 cm lage Kapillare mit eineminnenduchmesser von ea0,5 mm
aus, die typischerweise auf Tempeaturen mischen 100°C und 200°C fgeheiz wird.
Waéhrend de Verweilzeit der Tropfchen in da Transferkapillare wird auf diese Weise die
Verdampfug von Losungmittel unterstitzt und die Desolvatisiegurdes Aralyten

ermodicht.

Im zweiten Audbautyp (Abb. 3.9 B) wird der Raum zwischen der nozzle und eirer
vorgelayerten geheizten Bende von Stickstoff duhspult. Der vogeheize Stickstoffstrémt
durchdie Offnung der Blence dengeladenenTropfchen engegen und heizdiese somit auf.
Im Bereich zwischen Bendeunddem Eingang ins Massenspeidmeter verden diegeladenen
Tropfchendurch eine gegnete Potentialdiffeenz zwischen derBauteilen beshleungt, was
einenzusatdichen Effekt der Tfocknurg durch St63e mit sich bringAls Desolvatisierugs-
paraneter sind in diesemAufbau cemnach de Sarke desGasstoms, die Tenperatur der

Blendeunddie Potentialdiférenz zwischenBlende unchozzlearzusehen. Jeeffizienter jeder
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der beden Aufbautypen die Losurgsmittdverdampfung untestitzt, dsto mdr Zerfalls-
eregnisse konnen die initialen rdpfen wahrend des Tansports indie erste Druckstuke
durchlauén. Die Zeitspanre, die ein Trofen den desolvatisierendeBedingungen ausgesetz
ist, hang im wesentlichen vonal GeometriedesAufbausab. Als GrolRenordnug wird eine

Dauer voreinigen ms angenommek ¢b93]

Die weitere Desolvaisierung der Analytionen erfolgt in baden Aufbautypen im Bereich der
ersten Drgkstufe kei einem Drick von etwa 100 Pa dch StéRemit demdarin befindlichen
Restgas. Die geladeren Teichen weaden a1 diesem Zweck in einem elektrischen Feld
zwischennozzlebzw. Transferkpillare und @rauffolgendem Skimmer beschleugi, wobei
die regelbare Potentialdifferenz zwischen bdden Bautdlen die Dosieung der
Enegielbetragung bei diesemProzR ermglicht. Typische Werte der Potentialdiffeenz
liegen in der Praxs zwischen 10 und 300 V. Auch d®ruck in der ersten Drekstufe istein
fur die Desolvatisierung kritischer Paameter ((Rog99], [StQ9]), da gaade ba der Analyse
von nicht-kovalenten Komplex von Bedeutug ist; er kannaber in @& Mehrzhl der
kommaeziell erhdtlichen MS-Systeme nicht variiert werden. Eine ausfiihiiche Diskussion
zum Einflu des Drucks findet sich in Kap. 6.1 und 6G2wbrliegenden Arbeit.

Je effizienterdie Vortrocknurg der Analyttrager erfolgt, desto veniger Erergie mul3 fi die
Praparation vollstandiglesolvatisierter,aber immernoch intakterAnalytionen durch dise
StolRe mgefihrt werden. Wrd bei diesem Pr@f} aiviel Enegie augefuhrt, so kanndasdie
Fragmentigung desAnalyten zur Folge haben (\gl. Abb. 3.3).Geaade & der ES-MS von
Analyten mit nur schwahen Bndungen, wie sie di¥erbindurgsklass der nichtkovalenten
Komplexe darstellen, ist ddoer eine sargféltige Abstimmungaller Desolvéisierungspaameter

fur den intakten ldchweis notwendg.

Die Desolvatisierug durch Sto3e nach Beschleunigurg im elektrischen Feld hat
Konsequenan, wenn Analytionen in einer feiten Lalungsverteilurg diesen Prozf}
durchlauén. Analytionen in hoherLadungszustanden werein stérler beshleunigt als solche
in niedrigen, so @@ unter Umstansh die hohenLadungszustédndeberits fragmentieen,
wahrend die radrigen Ladungszustande noch als Cluster mit schwerdampfbaen Kompo-

nenen naclgewiesenwerden.
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Durch Stof3e induerte Fragmentierumgsreaktionen(collision induceddissociation CID) auf
demWeg in den Masenanaysator konnen ednfalls analyisch genutz werden. We von van
Dongen et al. Yan99] gezigt werden konnteahneln die Spekén protonierte Peptidionen
nach @D in de erstenDruckstuk denjengen, de in der MS/MShachCID in eing Stol3zlle

nactgewiesen weden.Im Gegensatz zur Fragmentaralyse in der,echen* MS/MS (s. Kap.

4.2.3) ist hier keine aktive Aushl des Volauferions mddich, sodald insbhesondex bei der

Untersuchug von Mischumgen der Informationgehalt der resultierenden Speldén

eingeschénkt ist. Fir die s@enannte up-front-CID (oder ,poor man’s MS/MS*, [Bru97])

bieten scth sowohlderBereich in da ersen Drucksufe als aich die Region zwischenersem

Skimmer und einem nachfnden Transfermultipol an (SAbb. 3.8). Die an den Bauteilen
angelgten Potentialdiffeznzen regeln dalel den Enegieeintra in die Analytionen und damit
auch das Ausaf} dr Fragmentierung.

48



Teil A: Theoretisck Grundlgen

4. MASSENSPEKTROMETRISCHE VERFAHREN

Der Begriff ,MassenspektrometfigMS) bezichnet allgemein Vefahren, mit deen Hilfe
lonen in der Gasphaseentsprehend ihres Msse-z-Ladung-Verhaltnisses m/aufgetrennt
werden RO6m95] Die Auftrennuig kann in der Praxs auf der Basis untershiedliche
instrumenteller Konzepte realisiert werén. & nach MS-Methode Igen der Tennumg
Wechselwirkuigen dea geladenen Teilchen unter veminderem Druckmit elektrisclen bzw.
magnetischen Feldern zugrundgus diesen Weclesvirkungen resultierenBewegungen der
verschiegnen bnen, die fur jedes diskre¢ m/z-Verhdaltnis chaakteristisch sind. Ein
geeignetes [Etektionsystem (\gl. [Eva90) registriert im Anschlu3die aufgetrenntenlonen;
das Detektorgnal wird dann aim Massenspektrunprozessiert. Die Kalibrierung der
Massenskalakann entwedr durch gesondete Analse einer Starafdsubstanz genau
bekannter Molekilmasg erfolgen (exerne Kalibrierung) oder duch Zusatz einer

Standardsubstardirekt aur anaysierten ProbginterneKalibrierung).
Ubliche Masseanalysatoren in \érbindurg mit ES-bnenquellen sind &ute:

* Quadrupol-Masmspektromete

» Sektorfeld-Massensftrometer

* QuadrupoltonenfallenMassensgktrometer quadrupole ion trap-QIT)

» Penninglonenfalen-Massensgktrometer (auch fourier transform ion cglotron
resonance-FTICR, genannt)

* Flugzeit-Masenspektometer (time-of-flight-, TOF)

Ein Uberblick z1 den Prinzpien verschiedesn Methodenfindet sich z.B. bei Lehmann
[Leh96] De Hofmann et al. PeH96] Duckwath et al. Puc86] bzw. Jennings und
Dolnikowski [len90] Die Grundlagn der im Rahmender vorliegenden Arbeit eingesetten
MS-Methoden, TOF-MS undI@-MS, sind in den Kapiteln 4.1 und 4.2 zusamgestellt.

Die verschedenen Vefahren lassen sich aich de Art desloneneinlasss in den Analsator in
zwei Gruppen einteilenln Quadrupol-lmenfalle, Pennig-lonenfalle und Flugzeit-Massen-
spektrometer olgt ein diskontinuierlicher Einlal3 vomonenpalkten in denAnalysator,
welche im Anschlufl? massesisktiert und dektiert werden.Im Idealfal sindauf dieseWeise
aus der Aalyse eineseinzlnen lonenpakts Informationen Uber @& gesamte Mssen-
spektrum mganglich. Qualrupol- und Sektodld-Massensgktrometer leruhen dagegen auf

kontinuierlichemloneneinlaRBel der m/z-Analyse Giba einen bestimmteMassenkrech
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wird das Systan sdhrittweise nur fur diskrete m/z-Verhdtnissedurchlassig gemacht, wahrend

die lonen aller andeen m/zVerhéltnisse ausgeblendeexden.

Jedes massenspektrometrische eWahren wird durch eine Reihe von Mrkmalen
charakerisiert, die den Rahmen fir dessen Emsagmadgdlichkeiten in anaytischen Frage-

stellungen bilden. Zir Ubersicht sind ypische Leistungsmakmale kommereller MS-

Systamein Téb. 4.1 zusammengestellt.

lonenanlal| Druck im Massenbesich Massen- Massen-
inden | Analysator [Thomsod auflésung genauigkeit
Analysator | [Pd] m/Am 1! bis zu
Q“a,\‘/ljrs“po" k <102@ 4000® 500 — 5000” | 100 ppm®
Sek,f/‘l)ge'd' k 10 © 15000 50000® <1 ppm®
; 7108 © © > 10 - 9
FTICR-MS d 107-10 20000 bei miz1000® | Wenige ppnd
QIT-MS d 10210 @ 6000™ 16— 10" © | 50— 100 ppn¥?
TORMS d 10°® >1000000” | 5000-15000” | 10-20 ppnd”
Tab. 4.1: Zusammerisllungeiniger Eigenghaten augewatter Massnandysatoren; k: korti-

nuierlicher lonenénlal3, d diskortinuierlicher lonereinlaf3; *: die Massaaulosungist
aufgrund de unter Umgénden \erschiedenen Defnitionsgundagen nurals Richtwert
anzusben @iehe Text).Quellen: (a) [Jen9q, (b) [Leh9q, (c) [McE97], (d) [AmL6E],
(e) [Co09], (f) [WiI98],(g) [Bie97], (h) [DeH9q, (i) [Che97] (j) [Wai99].

fur untershiedliche

Es ejstieren verscledene nassenspektrometiebe \efahren

Obegrenzn der amlysierbaen m/zVerhdltnisse unddamit unterschiedlichezugangliche
Massenbesiche. Dain der ES unte Standardedingungen (\gl. Kap. 3) Anaytionen téufig

in hohen ladungszustdandenmit m/zVerhaltnissen im Breich von 500-2000 Thomson
entstehenwird andas Kriterium des Missenbeeichs in diesenfral keine hole Anforderurg

gestdlt. Sollen daggen ES-generierte Anaytionen in niadrigen Ladungszustdaden
massenspektrometrisantesucht werden, wie es bei de Analyse von ncht-kovalenten
Komplexen meist der HI ist, so kann ein ausichendgrofRer Massnbeeich fir den Erfolg

der Analse entschedend &in.

Innerhalb eines mganglichen Massenbrecchs gibt die MassendifsungR = m/Am an, ob

zwei (hypothetiscle) einfach geladenelonen & Massen m undm+Am) noch getrennt
beobachtet wrden konen. Der Begff der Auldsung ist allerdings nicht einheitlich
definiert. Die Definition reicht von de Angabe der Sgnalbreite auf lalber Sgnalhdhe in de
TOFRMS (full with at half maxmum FWHM) bis aur Forderurg in der Sektorfeld-MS, dald
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die Uberbgerurg zweier benachbarer 9gnale meximal 10 % der Gesamtsignalintensitét
betragen drf. Da die Definitionsgrundlage in der Rgel nicht zusammen mit den
verQffentlichen Werten agegeben wird, sind Vegleiche von Leistungsdaten verschiedeer
MS-Methoden mit Vorsicht anstellen, so dal’ die in Tab. 4.1gageberen Werte nurals
Anhaltspunkte ageselen werden kénen. Rir viele anaytische Fragestellungen isebenfalls

die Genauikeit dg Massenbstimmung (argegeben in ppm) von Relevanz Sie ist

Ublicherweisam Fall einerinternenKalibrierung des Massenspektrumsrigeblichgenauer als

be externer Kalibrierung.

Von analtischer Bedeutung ist weiterhin, wether Anteil von lonen, dieeine Quelle

verlassenprinzipiell massenspektrometrisch aysért werden kann (Nachweispotential oder

duty cyck). Bei Verwendurg einer kontinuierliclen lonenqgelle (zB. ES) in Verbindurg mit
Massenangkataen mit diskontinuierlichemloneneinla® wid das Nahweispotential im
wesantlichen durch die Geschwindigkeit des Analysevorgangs bestimmt. Ale lonen, die
wahrend ér Mas€nanalge die Quelle erlassen, sind fiieinen Nachweis verloren, sofern sie
nicht durch msatdiche apparative M3nahmen vo dem Massemanalysator gespeiclert
werden konen. In da Kombination kontinuierlichetonenquellermit Massemanalysatoen
mit kontinuiglichem loneneinlal® bdrag das Nachweispoteitial fir ein fest gewdhltes m/z-
Verhéltnis ,100%" (single ion monitoring SIM-Modus). Soll aber ein Bssenbeeich
untersuchtwerden, so hamgt dasgesamte ldchweispotential wiederum voned Gegshwin-
digkeit ab, mit welcher dergesamte Bereich abgetaste wird.

4.1. Flugzit-Massasp&trometrie

In der moderren Aralytik von Biopolymeren hat sich @& Hugzeit-Massenspekbmetrie
(time-of-flight-MS TOF-MS) etablieren kdonnen und stellt heutine leistungsfaige
Nachweismethodedar. Innertalb der letren &hre hat die TG-MS-Technik ehebliche
Verfeinerugen wnd Weiterentwicklurgen erfahren, ncht aletzt beding durch die
Entwicklung der MALD-lonisierurg [Kar85] [Kar87] und der damit verbumshen
Notwendidgkeit, den Nachweis von lonen mit hohen m/2/erhédltnissen auf
massenspektrometrisem Weg zu ermdlichen. Auch in ESI-MS von Biopolymeren,
insbesonderaron nicht-kovalentenKomplexen, ist die Kopplungder lonenquelle an einen
TOFMassenaaslysator vorteilhaft. Ein Ulerblick air TOF-MS und den agrundeliggenden
Prinzpien findet sich B. bei Guilhaus Gui95], [Gui97] oder Cotter Cot99].
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4.1.1. Grundlagen der FlugzeMassenspektroetrie

lonen erffahren unter ém EinfluR eines elekischen Feldes eine Beschleunigug, deren
Ausmalsowohlvon ihrer Mass als auch irer Ladung abhéngig ist. Prinzp der TOF-MS ist
es nun, eine Population vdonen (Jonen@ket*) zu einemdefinieren Zeitpunkt in einem
elektrischen Eld definierter Ausdehnug zu beschleurgen und sé anschlieBnd eine
feldfreie Driftstrecke azim Detektor duchqueen a1 lassen. Br Zeitpunkt ihrer Ankunft am
Detektor (und émit ihre Hugzeit) wird durch die Geshwindigkeit fesgelegt, die ausder

Besdhleunigung resultiert.

Das Vefahren erforcert die Prapration von einzelnetonenpakeéen in zeitlichen Abstanden
und eigiet sich dahe hervaragend fur die Kopplung an diskontinuierlichelonisiaungs-
methoden wie MADI. Bei Einsatzkontinuierlicher lonisierurgsmethodenwie ESI muf3
dageen die Entstehum von lonenpakten und deen Beschleungung zu definierten

Zeitpunkten duch ausatdiche appaative MalRnahren gewéhrleistet weden.

Besci;lter:ggll(%ungs- feldfreie Driftstrecke Detektor
Sa D |
_>
E
U  Ua Ve

Abb. 4.1:  Schemtsche Dastellung eneslinearen TOF-MS mit eingufiger Beshleungungs-
strecke so: Langeder BescHeunigungstrecle, D: Lénge ar Driftstrecke E: elektrisches
Feld, besimmt durch die Paentiale U, und U, sowe g

Der Aufbau eines lineren TOF-MS mit einstufiger Beschleunigungsstrecle ist in Abb. 4.1
schematisch dgestellt. Die Beschleugung a von lonen mit verschiedemn m/z-Verhalt-

nissen erfajt in einemelektrischen Feld der Sarke E gemal3:
(Gl. 4.1) azﬂ mit q=z[k
m

mit m: Masse
g: Ladwng
e: Eementatadung
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Die Zéit ts, welcheein lon in eine Beschleurgungsstrecke de Lénge s, verbringt, ergibt sich

dabei z:
(Gl. 4.2) (= [2MEs
qlE

mit m: Masse
s.. Lange der BscHeungungsstreke
g: Laduingdes bns
E: ekekirische Fédstarke

Nach Duchlaulen eing Beschleurgungsstreke und @m Eintreten in die ddfreie
Driftstrecke der Lénge D weisen dielonen danreine Dritgeschwindgkeit vp au, die durch
(Gl. 4.3) wiedergegeben wird. Die resultierende Driftzet tp unter feldfeien Bedingungen
Uber die DistanD folgt derBeziehurg in (Gl. 4.4).

(Gl. 43) vy = TAES
m

D

fo i/(szE@a}/m

Die Zeit, in welche die lonen die Beschleugungsstreke duchlaulen, und ihreDriftzeit

(Gl. 4.4)

gehen additiv in die zu bebachtende Gesamtflugzet ein. Im typischen Aufbau eines TOF-
MS-Experiments erfolgt eine Beschieungung au Transhtionserrgien n da Grofenorduny
von keV ubereine Streckevon wengen mm und anschlieRemrahe Eldfreie Driftstrecke in
der Gro@nordug von 1 m. Unter disenBedingungen Uberwiegt die Driftzeit Uber die
Beschleunigungszeit; die resultieenden Fugzeiten @r lonen liegen in der Grol3enodnury
von 100 psGui9y).

Wie aus den Glachungen (GIl. 4.1) bis Gl. 4.4) ersichtlich wird, erfahren lonen mit
niedrigemm/z-Verhaltniseine starkere Beschleunigurg und erreichen somit den Detektoruz
frheren Zeitpunkten als dnen mit hoheren miNerten. De zugangliche Massenbkreich ist
theoretisch unlgrenz, da air Detektion vonlonenmit hohenm/z-Verhaltnissenprinzipiell
nur eineauseichen@ Wartezeit bis a1 deren Auftréfen auf @m Detektor notwendig ist. In
der Praxs erfahrt diee Eigenschaft zwar Einschankurgen, die aus de Natur des
Detektionsg/stans resultieren (s. unten), aber dennoch ist @n ausgedehnterer Massenbereich
als in anderen MS3ypen der Messumg zuganglich. So konnten in deMALDI-TOFMS
bereits lonen mit einem m#X/erhdltnis von mehr alsl000 kDa nachgewiesen werden

[Kar97b] In da ES-MS von nicht-kovalentenKomplexen, die hé&ufig in niedrigen
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Ladungszustanden gebildet werén, ist dieses Merkmal ed TOF-MS von besondeer

Relevanz

Das Ddektorsignal in Abhéngigkeit der Zeit spiggelt in der Folge die m/z-Verhdtnissealler
lonen aus dem wsprirglich beschéunigen lonenp&et wide, so dal? auginem einigen
Beschleunigungsereignis prinzipiell das komplette Massenspektrunugarglich ist. In der
Praxis efolgt dlerdings meast e@n Aufsummigen (be ene gewisse Anzahl von
Einzelspektren, um die usammensetang der lonenpopudtionen statistisch gesichert
wiedegeben zu kénnen. Die Refitionsrate des Eperimentswird durch die Flugzeit der
langsamsterionen (mit dem hdchsten m¥zerhaltnis) bgrenz. Da abe die Hugzeiten in der
Reg in der Gré@nordnuig von nur 100 psegen, sinddennaeh Repetitionsratemm Bereich
von mehreen kHz moédich. Somit kann grundsdizh in kurzer Zeit eine grole Zahl von
Einzelspektremaufgenommenund summiert wrden, was geradefir die Kopplurg der ES-
MS an schnelle Trenmvfahren vateilhaft ist (\gl. [Che99).

Als Detektionsgsteme in & TOF-MS (vgl. [Gui95]) dienen h&ufi Vielkandplatten
(microchannelplatesMCP), in denerein aufteffendeslon eine Kaskadevon Sekundirionen
auslost.Ublicherweise wird auf dise Weise ein Vestarkumgsfaktor von 10-10" ezidt; da
die Anzhl der augelosten Etktronen alledings vom Impuls des auftréfenden lons
bestimmt wird, nehmen die Elektronenaggien beilonen mit sehrhohenm/z-Verhaltnissen
stak &. Der aus den Auftreffen eines lons reultierende Strompuls mit einer Lénge von
typischeweise 15 ns [Gui95] wird in einenSpannungpuls konvertiert. Die Prozssierug
erfolgt meistentwede nad dem Pringp der schnellen Aalog-Digital-Wandlung (ADC) mit
integrierencen Transenenrekadern oeér duch Ensaz eines TDC (timeto-digital
converer). Das Pinzip des TDC betent in der Registrierung der Zeitintervalle zwischen
diskretenEreignissen,m Fall derTOF-MS also avischen dem Start désnenpalkts und dem
sukzssivenAuftreffen der lonen mit vershiedenen m/&/erhaltnissen auf da Detektor.
Wird das Detektorsiwal zuvor durch eien Diskriminator vearbeitet, sdkanndie anstegende

Flankeeines Peaks mit ein@eitauflosumy < 1ns registriert weden.

4.1.2. Der Einflul3 de Startbelingungen
In der TOF-MS wird die Auflésung der detektiertenlonensgnale in de Regel nach der
FWHM-Definition angegeben. Esgilt [Gui95]:

(Gl. 4.5) m__t

Am  2At
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Unterschie@ in der Ankuritszeit von lonen mitgleichen m/2Werten kdnnensich — neben
gerateledingten Paranstern (wl. [Gui95], [Lai94]) — bei Verwendurg zeitlich konstanter
elektrischer BElder auch aus unteschiedlichen Startpositionen in dBeschleunigugsstreke
und aus Unterscheden in der initialen @&chwindigkeit derlonen @rallel zur Beschleu-
nigungsrichtung ergeben. Einige da méglichen Félle sind in Abb. 4.2 deematisch dargestellt.

(A) (B) ©
<—Sa % <— Sa % ;

Vini E Vini1 E E Vo1
o— ] Le—: : Ve—
1) Vini é “Vini1 é : Vb2

o g ) : ! 00—
@ i B 5

Abb. 4.2: Schemasche Darstellungeiniger mogicher Unterschiede zwishenlonen mi gleichen
m/z-Vehdltnis, de zu éne Verschlechterung der Auflosungin der linearen TOFMS
fUhren

Unterschiedlick Startorte von lonen mit deichem m/zVerhéltnis und teichen

Geschwindgkeiten v, (Abb. 4.2 A) bewirlen eine lagere Aufenthaltszeit des weiter von der
Driftstrecke entfemten lons(1) in der Beschleunigungsstecke. Allerdings erfdhrt ein soldhes
lon auch eie starkereBeschleunigung, so dal3 seingesultierené Drift geschwindgkeit hbher
ist und es dadon (2) einatholen vemag. Es exstiert somit ein Ort in defeldfreien
Driftstrecke, den beid lonen z1 gleiche Zeit durchlbufen (,Ortsfokus, , Fokussierug
1. Ordnurg*); die lonenweisen allerdings unterghiedliche kiretische Enegien auf.Im Fall
einereinstufgen Beschleungung wird der Ortsfokusnach eine Driftstrecke von 2gerreicht
(vgl. [Wil55]). Ein an der entspreehden Stelle positioniertere2ktor konntebeide lonen
zur gleichen Zeihachweisen;allerdings sind die mit diesen kuen Flugstrecken verbundnen
Flugzeiten fir eine paktische Nutzung diese Fokussierug im lineaen TOF =z gering.
Werdendie lonen allerdigs zunachst in einem sclaghen und unmittelbar danach in einem
starkeren elektris@n Feld beschleurgt (zweistufige Beschleungung nach Wley und
McLaren [Wil55]), so wird der Ortsfokus erstach lameren Diftstrecken ereicht und ist

damit praktisch nutaar.

Fal B in Abb. 4.2 zeigt zwei lonen gleichen miz-Verhéknisses, d¢ sch am gleichen Ot

innerhalbder Beschleunigurgsstrecle befindenund initial mit_entg@gengesetzter Gebhwin-

digkeit bewegen. lon (2)wird im Beschleunigungsfeld zunéachst agebremst und erst danmuz

feldfreien Driftstrecke beschleungt, so dal3 dieBeschleunigung formal vom urspiinglichen
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Startortzu einem spatereBeitpunkt efolgt. Die bendtjte ,turn-around-timé deslons (2) ist

nicht durch statische ektrischeFelder zu kompensierenGui95].

Im Fal C (Abb. 4.2) kfinden sich mei lonen mit gleichem m/z-Verhaltnis und

unterschiedlichekinetischer Errgie im OrtsfokusDer Energieunteschiedzwischendiesen

lonen kann durch den Einsatzeines sgenannte Refekors!™ kompensiert werden, waals
»Fokussierung2. Ordnung“oder ,, Enemgiefokussierug“ bezeichnet wird (vgl. [Mam73). In
der Reflektor-TOF-MS treten de lonen am Ende der feldfreien Driftstrecke in ein
abbremsenes Ggenfeld éin- oder nehrstufig) ein und verden in Gegenrichtung wiede
herausbeshleungt (Abb. 4.3). Die Eindrimtiefe eineslons in den Rigektor (und émit seine
Aufenthaltsait) ist um so goler, ¢ mehr kinetischdEnegie es besitz Bei geeigneter Wahl
des Geenfeldes lann auf diee Weise ereicht werden, @3 avei lonen trotzunterschiedlichr

Geschwindgkeit im Ortsfokus ar gleichenZeit den Detektoemreichen.

Beschleunigungs- . .
strecke feldfreie Driftstrecke Reflektor
-
.
: lon 1
— — lon 2
zwei lonen im
Ortsfokus Eiin1 > Exinz
Detektor

Abb. 4.3: Schemasche Dastellungeines Rélekbr-TORMS mitden Hugbahnenzweer lonen nit
gleichem nfz-\erhaltnis, aber unterschiediicher kindischer Enegie; E;: elekr. Feld in
der BescHeurigungsdrecke, E;: dektr. Feld im Reflekor

In den heutgen TAF-MS-Systemen finat oft eine Kombinatiowon zweistufigerExtraktion
und Reflektor Anwendung, um ein optimales Auflosgsvermdgen ces Massensgktrometers
zu ermddichen. Die Systene sind idealeveise so dimensioniert, daferdOrtdokus als
wvirtudle Objektebene” fir den Reflektor dient, wecher dann die Unteischiede in de

kinetischen Engjie der lonen kompensiert.

In der MALDI-Massnspektrometrie dnn eine mséatdiche Verbesserng der Auldsungim
axialen TOFMS durch da Verfahen dea ,verzigerten Extraktion” (ddayed extraction,
DEO) erzelt werden (vgl. z.B. [Juh96). Diese Technik, die auf em zeitverzigerten

! Bei Mamyrin et al. [Man73] findet sch die Bezeichming, Reflektron®.
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Anlegen der Potentialdiffenz in der ersterBeschleungungsstrecle beruht, ermag lonen
mit unterschiedlichen Gekwindigkeiten in deBeschleungungsstrecle auf &n Deektor zu
fokussieren, so daf} sie gleicher Zeit nachgewiesen weden konmen. Allerdings gelingt die
Kompensation der &chwindgkeitsunterscldde duch Anpassug von Verzégerurgszeit

und Beschleunigingss@nnury stets nur fitonen innehalb eineengen Mas&nfenstes.

4.1.3. Flugzeit-Massenspektrometeit orthogonder Extraktian

Die Methode der TB-MS bietet, wie bereits in den Abschnitten zuvawvannt, Vorteile in
der Analyse ESI-gererierter lonen.Um allerdirgs eine kontinuierlicke lonenquelle, wie sie
die ES darstellt, anein TOF-MS-Systemkoppeln zu kénnen, muf3 digl@ing von einzelnen
lonenpakeen bewerkstelliggt werden. Hier hat sich der Einsatz von l#gzeit-
Massenspektromeate mit orthognalkr Extraktion (@rthogonal acceleration OF, oTOF)
bewahrt. Einetberblick hiezu liefern zB. [Dod94] [Gui95], [Che97, [Che99]

Die Entwicklungvon of OF-Systemen zur Kopplungankontinuierlichelonenquellengehtauf
die Arbeitenvon Dodonovund Mitarbeitern (Dod94] [Mir94a], [Lai94]) und Guilhaus und
Mitarbeitern [Daw89] zuriick. Kernstiick @s Konzpts ist der Bereh der athogonalen
Extraktion, de in Abb. 4.4 shemaisch dargestellt ist.

U,
1 — a
- v ]
: - -
E :ol
oLy
Jpush*- __— Ol 7
Elektrode
P X
L] .;
i e’
ionenoptische _ plh"u_ feldfreie
Bauteile g Driftstrecke
~ Elektrode
__ __ kontinuierlicher
lonenstrahl

Abb. 4.4: Schemasche Darstellung s Extraktiongaumsim oTOF-MS
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Der kontinuierliche lonenstrahl niedger Erergie wird durch ionenoptisck Bauteile
(beispielsweiseslektrostatischd.inser) pailelisiert und gelagt in den Exraktionsraum, in
dem wéhrend der Fllzeit feldfreie Verhdltnisse herrschen. Zur Extraktion positive lonen
wird flr ene kurze Zeit die rickwarige Ratte (,pushElektrode) auf ein positives Potentia
U; gebracht; je nah Konzption des $stems kanran das weite Netz (,pull-Elektrode®)
gleichzetig ein negtives Potatia U, argelegt werden. Dielonen erfahren daaufhin eine
Beschleunigung in x-Richtungaus dem Etxaktionsraum heraus undemden im anschlieRen-
den dektrischen Fdd weter besdleunigt. Die Abstimmung der angdegten Potentide
aufeinandr bei gegeberer Geometrie bestimmt letendlich, ob die Bschleunigung formal in
einer Stufe (B. [Ver94]) oder in zvei Stufen eolgt (z.B. [Daw89).

Haben die leten lonen @n Extraktionsbereich erlassen, so wirddieserwieder in einen
feldfreien Zustand versetztund mit lonen aus dm kontinuierlichen Strahigefullt. Um

Durchgriffe deselektrischerFeldes aus deBeschleurgungsregion in denExtraktionsbereich
zu verhindern, kann @rendessen ana zweite Netz eine positive Spangwon wenigen

Volt angelgt werden [Dod94] [Ver94] Der Exraktionsraum ist in der Relg so

dimensioniat, deld @ wieder gefillt ist, sobad die lonen mit den hdchsten m/z-Verhdltnissen

den Detektoram Ende defrfeldfreien Driftstrecke ereichen. Typischeweise weist er eine
Lange von 5-106 der Diftstrecke auf [Gui95].

In der Praxs, inshesondereeb Einsatz einer E$-Quelle, ist meist die Prapaation eines
idealerweise paadlelen lonenstahls im Exraktionsraum nur schwer realisierbar [Boy92],
[Gui95]. Die lonen weisensomit Gechwindigkeiten in %, y- und zRichtung aufwobei die
Beitrage in x- und zRichtungallerdings erheblich kleinerals diejengen iny-Richturg sind
(vgl. Abb. 4.4. Ferner sind didonen Uler ein Volumenendlicher Ausdehnug verteilt.
Sowohl die Geschwingdkeitskomponente als ah raumlicte Verteilungin x-Richtunghaken
nachtelligen EinfluR aif die ereichbare Auflésung im linearen TOF mit enstuiger
Beschleunigung (vgl. Kap. 4.1.2). Durch den Einsatz eines Reflektors ingeeigneter
Instrumentgeometriekann die Auflosung erheblich vebesset werden [Gui95], [Lai94],
[Dod94] [Ver94] Die zusatzliche Fokussierug des lonenstrahls vor Eintritt in den
Extraktionsraum durch Einsateines rf-Qadrupols verbessert die Auflésung eberalls
[Kru95].

Die lonenbehdlten wahrenddes Beschleurgungsvorgangs undwahrend des VEges duch die
feldfreie Driftstrecke ihre ursprumgliche Geshwindigkeit in y- undz-Richturg bei, sodal3der

Detektor ausgichendgrof3 undgegeniber ém Extraktionsraumentspreckndin y-Richtung
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verschoben ageordnetseinmul3. Zvar kanndie Bewegung in y-Richturg durch eén Einsatz
von Ablenkelektroden hinteder Beschleurgungsregion kompensrt werden, doch ist mit

dieser Tehnik eine \érschletterurg der erreichbaen Auflosurg verbunden Gui94].

4.2. Quadupd-lonenfalen-Massaspdtrometrie

Die Quadrupollonengllen-Masgnspektrometrigquadrupole ion tragMS, QIT-MS) stdlt —
wie die TOF-MS — eine leistugsfahige Methode in der EEMS dar. DieQIT, urspiinglich
zur Speicherug von lonen entwickelt (\gl. [Pau90), bietet insbesonderelie Option
konsekutiver M&-Experimente, welche umfassde Strukturaalysen ermdglicken. Einen
Uberblick zu den Grundlagen und Einsatndglichkeiten dr QIT-MS liefern zB. [Bie97],
[McL94], [Co09]].

4.2.1. Das Prinzip der Quadrupol-lonenfal

Das der QT zugrundeliegene Prinzp besteht inder Speicherug von lonenin einem
dreidimensionaleQuadupolfeld,welches avischeneinem lyperbolischgeformten Rirg und

zwei hyperbolioden Screlen (,Endkapen®) erzugt wird. Der Aufbau ist in Abb. 4.5

zum
Detektor

Endkappe ! I

4 ' i

|

|

z . Zo )
r Ring r — @ Do

° 1

i

|

| |

Endkappe i |

J

loneneinlal

schematisch dargestellt.

Abb. 4.5: Schemasche Dastellung des Adbauws éner Quadrupol-lonenfdle. Edauterungen sehe
Text

Im Ideafall befinden sich die lonen bekits in de Mitte derZelle (bzw. weden dort erzeugt)
und besitzn zu Beginn de Speicheung nur eine redrige kinetiscle Enegie. Zur

Stabilisierungder lonen ist daon @n sich periodist aderndes elektrisches Fdd erforderlich,
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das durch Anlgen eine Spannug ®, gemal (Gl. 4.6) wischen Ringelektrode und
Endkappen eneriert wird:

(Gl. 4.6) ®o=U +V cos ()

mit U: Gleichgpannung
V: Wechsdspannung(Amplitude)
w: Frequenaer Wechglspannung

Die lonenfiihrendaraufhin in der Falle Bewegungen in radiler (¢-) undaxialer (z) Richtung
aus.Obdiese Bwegungenstabil sind und eihon somit in der Fallgespechert werden kann,
hand von den dimensionsloseParamtern aind g der pweiligen Raumrichtug ab, de sich
aus delL6surg de Mathieu-Diferentialgleichurg ergeben.

(Gl. 4.7) a,=-2a = 02U
m(ry +2Z5)w
(Gl. 4.8) q,=-2q =&V

" om(r2 +2Z2)w’

mit z: Ladungdes bns
m: Masse @s lons
ro. Radusder Rngelekrode
Zo: kleinste Abstand avischenderMitte de Fdle und éner der Endlappen

0,2

Arbeitsgerade
a/q = const.
-0,4p
0
06}
b 1 1 2 1 1 L | -] 1 [] [ L
0o 02 04 06 08 10 12 14

(], w————

Abb. 4.6: a,q-Diagramm mit &bhilitatsberdéch und éne willkurlich festgelegten Arlteitsgeraden
(nach[Pau9(Q). Im Betieb de Quadmupotionerfalle ds Massenaalyséor gilt in der
Regel &0, so daldie Arbatsgeade aif der g-Achse z liegen konm.
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Die Mathieu-Paameter a und q eineé®ns mit ggebenem m/2Verhaltnis werden (Gl4.7)
und (Gl. 4.8) mfolge durch die Vehl von U und V lstimmt. We weiterhin aus den
Gleichungen essichtlich ist, sind aund g umegkehrt propottiona zum Massezu-Ladungs-
Verhaltnis der lonen. Kombinationen vona und g, bei desm die Bewgung in beiden
Richtungen stabil und damit eine Speiclerurg moglich ist, egeben in einem a,gPiagramm
einen Stailitatsbeeich (vgl. Abb. 4.6). AuRehab dieses Bereichs ist die Bewegung in

mindestens einer Richtung instabil, so daR keine Speiafperfolgen kann.

Geraan mit a/q = const welen im a,q-Dagramm als Abeitggeraden beeichnet. Im Betrieb
der QT als Massenaatysator wird in de Regel U = 0 gewéhlt ( & =a = 0), so @3 in

diesem FRll die Arbeitsggrade ad der gAchse z liegen kommt. Die Grenz des
Stabilitatsbeeichs stéit unter diesen Bedingungen ¢, = 0,908 da& ab diesem &t tritt

Instabilitdtin z-Richtungau. Bei gegbenem V undw sowie gegebener Zellengeometrie

existiert somi gemd? (Gl. 4.8) eéne scharfe Untergenzefir das m/zVerhdltnis spécherbarer

lonen. Die Olergrenz des mniz-Verhadknisses, ab eche eine Speicherury nicht mehr

erfolgen kann, ist weniger sdf definiert. Gespeiclerte lonen befinden sich in eing

sogenannten scheinbaen Potentialmulde”, den Tiefe fiir ein lon mit gegeberem m/z-

Verhaltnismit steigender Amplitude der Wchselspannum (V) zunimmt. Allerdings ist bei
gegebermn Betriebsbedingugen der Falle die Tiefe dor scleinbaren Potentialmulde
umgekehrt proportional zum m/z-Verhaltnis der Teilcen. Mit zunehmenden m/gVerten

steig somit die Wahrscheinlichkeit von Vidusten aus deffalle an (\gl. [McL94a)).

In der QIT gefangenelonenfiihren in F und zRichtungSchwirgungsbevegungen aus,die als
Uberlagerung eine langsamen (sog. sakulaen) Schwigung mit sehr viel schelleren
Mikrobewegungen teschrieben werden kdnen [Pau90] Die fundamentalerFrequenzen der

Schwingungen inr- und zRichtungowy ; werden gegelen durch:

rz

L, @
(Gl. 4.9) W, —Br,ZE

mit Bz frequenbestimmenderFakor
w: Frequenaer Wech&lspannung

Die frequendestimmenden &toren (3;, hangn von den Mthieu-Paameternab, so dafd
jedem Punkt im Stabthitsbereich des,q,-Diagramms eindeugi ein Wertepar [/,
zugeordnet werden kann (vgl. Abb. 4.6) Aufgrund der Abhéangigkeit von den Mathieu
Parametern ist die Schvgangsfrequenzvon lonen mitgegebenenm/z-Verhéltnis ebenélls

von der Wahl der Spannugen U und V abléngig.
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4.2.2. Die Quadrupol-lonenfalle als Massenanalysator

Im Betrieb der Quadrupol-bnenfalle als Massenspekometer in \érbindurg mit einer
externen bnenquellgz.B. eing ES-Quelle) besteht eieinfaches MS-Eperiment formal aus

zwe zdtlich aufeinandefolgenden Telschritten:

(A) dem Akkumulieren voronen in derFalle

(B) der m/zAnalyse dergefargenenlonenpopulation

Die Durchfihrung beider Schritte ist piinzipiell auf verschiedenen Wegen mdglich; im
Hinblick auf das im Rahmen dias@rbeit eingesetie QT-Massenspektromet wird daher
besonderes Agenmerk aufdie Arbeitsweiseles Finnigan LCQ™ gdegt (vgl. [Bie97)).

Im Akkumulationsschritt (A gelangen die beispielsweise dih eine ESFQuele generierten
lonen nachdem Passieren & Eirgangsbereichs (vgl. Kap. 3.2.3) duch ein Loch ineiner dr
Endkappenn die Falle(s. Abb. 4.5) Im Gegensatzzu denldealbedigungen (vgl. Kap. 4.2.1)
befinden sie sich demah nicht imZentrum derZelle und weisen zudemnoch eineinitiale
kinetische Enggie in der Gréfenordnuig von 4 — 20eV au [Bie97]. Zu ihrer Speicheung ist
daher die Awesenlkeit eines sgenannten Badgases” (in & Regel Helium bei einemDruck
von 0,01 — 0,1 Pa) enfderlich, mit welclem die lonen beim FagprozR3 stol3enDie
kinetische Eneggie der lonen wird somit verrigert, und sie welenim Zentrum der Falle
konzentriert. Zir Akkumulation vonlonen mit verscledenen m/z-Verhaltnissestellt die
Amplitude der Wechselspanngnzwischen Rigelektroce und Endkapgn (unddamit die
Tiefe de ,scheinbaen Potentialmulde”, gl. Kap. 4.2.1)einen elevanten Pamete dar. Ist
sie a1 gering, kénnenlonen mit hohen m#¥erhaltnissen nichgefangen werden; ist sie
allerdings zu hoch, kénne lonen mit labilen Bhdurgen beeits infolge von StéRRen
fragmentielen [McL94a] [Van91] Um das Bngen Uker einengrof3en m/z8Bereich hinweg zu
ermodichen, kann dieAmplitude der Wechselspanngimvéahrend des Akkumulationsschritts
in mehreren Sdiitten gestegert werden Bie97]. Die Dauerder lonenakkumulatiofestimmt
bei gegeberem lonenstromund gegebern Betriebsbedigungen der Falle die Anzahl der
gespeichaten lonen. Dabemuf3berticksichtgt werden, daf diAnwesenheit a1 vieler lonen
in de Fale in der Folge die Leistungsféhigkeit der Massenanalyse beeintréchtigt. Die
Akkumulationsdauewird daher Uker den mefdwen lonenstrom agepaldt; tpische Zeiten
liegen im Bereich von 1 us bis 1000 mBie97].

Der Schritt der Massenanaise (B) der nach dem Akkumulationsschritt gespeitén
lonenpopulation beruht dudem Prinzp, die Bewegungen von lonen mit unterschiedlichen

m/z-Verhéltnissen zu veschiedenen Zeiten in z-Richtunginsteabil werden zulassen. Die lonen
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verlassen daufhin dieFale durch eine 21 diesem Zweck dwehbohre Endkapge (s.Abb.
4.5) und kénnen im Anschluld detektierenlen. Zur Entfernurg aus @r Falle stehen in e
Regel zwel dternative Methoden zur Verfligung.

Die Grundfom des massensHtivenInstabilititsscand™ filhrt lonen mit untersceidlichem

m/z-Verhdltnis nacheinander an die Stabilitdtsgrenze ba g, = 0,908 (mit U = ) heran. Nach
(Gl. 4.8) ergibt sich de Zusammenham zwischen m/zVerhéltnis und derLage ad der
Arbeitsgeraén zu:

(Gl. 4.10) m/z=+ 8\2/ >
(r2 +222)tar*q,

Durchkontinuierliche Vegro3erumg von V, der Amplitude der aelegten Wechselspanngn
werdendaherdie lonenin der Reihenfobe zunehmender mfgVerte aus deFalle entérnt und
konnendannnachgewiesen werden. h dieem Zusammenhagwird die Geshwindigkeit, mit
der das Abtasin des @ untersuchensh m/zBereichs durch Variation der Wechsl-
spannungamplitude erfat, als ,Scargeschwindigkeit® bezeichnet. Sie betrég

typischeweise mehals 5000 Thomson/s.

Im massenskektiven Instabilitdts-scanmit resoanter Arregung wird zusatich eine dipolare

Wechselspannunder Form ®,, = VanCoS(ant) an die Endkappen angelegt. Instabilitat tritt
in diesem Ell bei einem Wert von g (und damit ;) auf, an dem did&Resonankzedirgung
W= Way efillt ist (vgl. (Gl. 4.9) — es entsteht forma ein wohlddiniertes ,L och* im
Stabilitatsbeeich. Die Scwingungsanplitude der resonant angeregen lonen wéchst, bis sie
schlieBlich die Hle in z-Richturg durcheine de Endkappen erlasen. Wiederumwird im
scan die Amplitude der Wechselspnnurg zwischen Ringelektrode und Enradpen
kontinuierlich vergroRet, so dafd die gefangenen lonen in der Reihefolge ihre@ m/z
Verhdltnisse an den g-Wert de Instabilitat gefihrt werden (Gl. 4.10) Ein Vorel der
resonanten Anregung ist, dd3 Instabilitdt auch be relativ niedrigen g-Werten hevorgerufen
werdenkann und damit auch lonen mit hoheren m/¥erhaltnissen aus deFale entfent
werden konen, ohneallzu hohe Wechselspannwsamplituden V einsetzen zmuissen.m
Vergleich zur Grundform des masensdektiven Instabilitdts-scanskonnteauf die® Weise der
zugangliche m/z-Bereichvon 650 bisauf bis z1 70000 Thomson erhéht wexd [Coo91] Im
Routineeinsatzder QT-MS ist der Masserdyeich #lerdings begrenz (Finnigan LCQLI:
4000 Thomson, ifinigan LCQ"®®] : 20000 Thomson, Biker Esquirél : 6500Thomson).

! Als saan (engl.: abtasten) wird in der Folge die kontinuierliche Variation éner GroRe tiber einen bestimmten
Wertebereichbezeiclmet.
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Als Detektionsgstem sind in der QIT-MS Dbeispielsweise Konversionsgnoden in
Kombination mit Elektonenvervielfaelnn geeignet. Die erreichbae Gesamtverstarkug des
Systems ergibt sich dakbi aus dem Konwesionsfaktor und en Verstidkungsfaktor am
Elektronenvenglfacher; sie kann bis 10’ beragen (vgl. [DeH96]). Der resultierende
Stomimpus wird in einen Spannurgimpuls umgewarglt und im Anschluld compuigastitz
prozessiert.

Die erreichbae Auflosungim QIT-MS-Experiment hdgt — neben en Eigenschften des
Detektionsgstems — entsteidend davonab, wie =itgleich lonen mit deichen m/z

Verhéltnis aus deFalle entfent wercen. Dies wird dech folgende Aspkte besinfluf3t:

» Jedes n der Fale anwvesene lon sbrt mit senem elektrischen Feld daszur Speicherurg
und Massenangse angelegte Feld (sg. Raumladugseffekt); diese Effekt wird um so
groler, je melr lonensich in dr Falle befinden. Die Stdrug wirkt sich auf dieBewegung
aller lonen in @ Falle aus und futh neben Sinalverbreiteungen auch zur Abnahmeder
Signalintensitat und ar Verschiebug des detektie@n m/zWerts. Der Einflul3 von
Raumladungeffeken kann verrigert werden, wenn im Akkumulationsschritt nur ein
Bruchteil der prinzpiell speicherbeen Anzhl von lonen in die Falleeingelasen wird
[Bie97].

» Jegeringer die gewdhlte Scamgeschwindigkeit ist, destogenaue erfolgt das Abtasten des
interessierengh m/z-Bereichsund desto hoher ist die resultierenduflosurg. In der
Praxs wird bei Verkleinerug de Scameschwindigkeit allerdigs auch der zu
untersuchenelm/z-Bereich verkleinert,um die Dauer ces Experiments nicht drastischuz

erhdohen und somit detuty cycle zu verschlechern.

4.2.3. Mehrstufige MS-Experimente: MS

Die Quadrupolonentlle bietet die Mdglichkeit, mehrstufje MS-Experimente an den
gespeicherten lonen in zatlich asfeinandefolgenden Stufen ablaufen zu lasse. Ein
zweistufiges MSExperiment (MS?) gliedert sich dabé in nachfolgende Teilschritte, wobe
die Schritte der Akkumulation (Aund der Amlyse (D) mit denen des einstufigen

Experiments identisch sind und bereits in Kap. 4.2.2 bes@mehbrden:

(A)  das Akkumulieren vomonen in derFalle
(B) die Isolation der integssierendn lonen
(C) dieAnregung

(D) die m/z-Analyse der resultierenden Fragmentionen
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Zur Durchfihmung weiterer Stufen werden die Sdiritte (B) und (C) entsprechend oft
wiederholt. Da dlerdings die Anzahl de in der Fdle gespéacherten lonen mit jeder MS-Stufe
und damit auch die detektiare lonensgnalintensitat pringpbeding abnimmt, istdie Zahl
derereichbarenStufenbegrenz. In der Praxis lassen sth auf dese Wise beeits bis a1 acht
Stufen (MS®) errethen .

Zur Isolation (B) desinteressierendn lonsin der Fille bietet sich — nebeandeen Methoden
— beispielsweise die Entfieung aller andeen lonen nach @m PrinZp der resonanten
Anregung an (zum Uberblick \gl. [Bie97]). Bei gegebean Betriebsbedigungen derFalle

kommen den lonen alle m/zVerhdltnisse charakeristische B-Werte und damit
Schwingingsfrequenen w, gemafd (Gl. 4.9)zu. Wird nun an dieEndkappereine passende
Uberlagerung von dipolaren Wechselspanngen definierter Frequenzen und Amplituden
angelgt, welche dieFrequenz des i isolierenden dns aussart tailored waweform, TWF),

werdenalle andeenlonen aus dr Falle enfernt

Im nadifolgenden Sdritt (C) erfolgt die resorante Anregung des isoligten lons duch

Anlegen einer Wechselspanmupassender Frequenz umgringer Amplitude (veniger als 5
V) Uber einen Zeitraum von 5-30 ms an die Endkapp In dieser Zeit durchlauft ein
gefangenes bn StdlRe mit dem in der Fale enthalteen Badgas Helium und kann bei
ausreiclkendem Enegieeintray sto3induiert fragmentieren(collision induced dissociatign
CID). Wahrend de®nregurgsschritts wird die Amplitude der Weatspannuig zwischen
Ringelektroce und Endkappenso gewahlt,dald fir das anaregende lon ein g-Wert im

Bereich von 0,2 — 0,3asultiert. Diese Malhme stellteinen Kompromif3 dar, sowohl das
interesserenck lon in einem ausrechend sarken Fed zu fangen ak awch noglichst viele

potentielleFragmentierurgsproduktetrotz geringerer m/zVerhaltnisse gWerte innerralb des
Stabilitatsbeeichs annehmen zu lassen (vgl. (Gl. 4.10). Fragmentionen, die ein m/z-
Verhaltnis unterhalb des kritischen Werts auwveisen, kdnen nicht mehr nagewiesen

werden.

L A. Pfeminger, J W. Goethe-Universitat Frakfurt, persénliche Mitteil ung
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5. MATERIALIEN UND METHODEN

5.1. Sprayquden
Die in der vorligenden Arbkit beschrebenen ES-MS-Experimente wurden uet
Verwendurg einer Standal-ES-Quelle ocer altermativ einer Nano-E3$-Quelle durchgefiihrt.

Bel der Standard-BSQuelle wude die Analytldsung mittels einer Spritzenpumpe (Sage

Instruments, Modell 341 B durch einefusal silica-Kapillare unmittdbar zur Spitze einer
Stahlkapillaren(360um AuBendurchmsser, 180 pninnenduchmesser) zugefihrt, weikdie
FluGBraten dr Analytlosurg typischeweise 1 und 5 pl/min betrugen. DiRositionieruig der
Standard-Sprajuelle vor dem Eigangsbereich ermdglichten Prazsions-Verghiebetiscle.

Die eirngesetzen NaneESI-Quellen feruhen auf de Konzeption derfFa. Protara, Daremark.

Die Positionierungror dem Eigangsbereich erfolgt unter optischerKontrolle mit Hilfe von
PrézisionsV erschiebetischen. Als Sprayqudlen dienten Borosilikatglas-Kapillaren (Fa. Clark
Electromedicalnstruments, 1,2 m Auf3endinmesser, 0,69 mimnendurchnesser),die mit
einem Kapillarenzuggerdt (Fa. Sutte Instuments, Modd P-97) zu enea feinen Spitze
ausgezogen wurden. Die Goldbeschichtung der Glaskaillaren efolgte in einem Sputte-Gerét
(Fa. Emitech, Modell K 550).

5.2. Masseasptrometer

Fur die Duchfihrung der in dr vorliegenden Arbg beschrebenen Eperimente starsh drei
verschedene Massenanaysatoren zur Verfigung: das RrSepive Biosystems MICKEY, das
PE Bosystems MARINERLD sowie das Fnigan LCQ[I.

52.1. PerSpive Bosysems MICKEY

Das oTOF-MS-§stem MCKEY wurde von derFirma PerSeptivdBiosystems als Protgp
des MARNERO (vgl. Kap. 5.2.2) entwicklt und hegestellt. Im ursprumlichen Aufbau
verflgte es Uber eine Sprgquelle rach dm lonSpra-Piinzip (vgl. Kap. 3.2.2); de
Eingangsbereich warnach dem Prinzp des gheizen Stickstofflegenstroms in Vebindurg
mit einer geheiten nozzle(vgl. Kap. 3.2.3) konmpiert. Eine schmatischeDarstellury des
Aufbausfindet sichin Abb. 5.1; die ypischeweise an deneinzlnen Bauteilen ajelegten
Potentialeund Betriebstemgratuensindin Tab. 5.1 zusammengestellt. Die graueniggen

Felder in Tab. 5.1 kenneichren dabei die ar Desolvatisierug relevanten Paameter.
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modifizierter Aufbau mit
geheiztemStickstoffgegenstrom
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Abb. 5.1: Aufbau e&s PeSepive BosystemsMICKEY

Im Verlauf der Arbeat erfolgten im Hinblick auf eine verbessete Leistungsfahigkeit,
insbesondere im Bemd der Desolvatisierugsdfizienz mehrere Modifikationen &

Systems.

Die ursprumglich vorhandene Bende wurde durch eie Blende mit sepater Spannuys-

versogung und seprater Heizung erstzt. Die typischenBetriebsbedimungen diees Aufbaus

sindebenfallsin Tab. 5.1 atgefiihrt. Diese Modifikation des Aibaus elaubt die Einstellung
einer asatdichen Potentialdifferenzzwischen Berde und nozzle Dies erlaubt eine
Beschleuniguing der ESl-generierten geladenefropfchen duch den ergegenstromenedn
Stickstoff, was den Prozdd der Desolvdisierung untestiitzt. De Stickstoff sdbst wird
indirekt durch Kontakt mit degeheizten Bendeaufgeheiz; allerdings ist aufyrund derrelativ
kleinen Kontaktflack mit einer Gstempeatur unterfalb der Blendenémperatu zu rechnen.
Sowohl die Potentialdifferenzwischen Bende und nozzleals awch die Blendengmperatur
liefern zusdzliche Variationsmdglichkdten derDesolvaisierungsbedingingen. Wérend sich
mit diesemAufbau gite Resultatein Verbindung mit eing Standard-EBQuelle erzelen
lassen, enaist sich die Kopplug und Einstellung einer Nano-ES-Quelle ehe als

problematisch.
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typische Werte (positiver lonenmodus)
(a) Aubau mit geheiztem
Stickstoffgegerstrom
Blende Ug + 50 bis + 400 V
nozzle Unoz = Ug
TNoz 80 bis 115 °C
(b) modifizierter Adbau mit
gehdaztem Stickstoffgegenstrom
Blende Ug + 400 V
Tg 80 bis 110 °C
nozzle Unoz + 50 bis + 400 V
TNoz 80 bis 110 °C
(c) Aufbau mit geteizter
Transferkapillare
Transferkapillare Ukap + 20 bis + 400 V
Tkap 50 — 150 °C
skimmerl Usia +17V
skimmer2 Usio +12V
Extraktor Uex -10V
Elektrode 1 Ugn geschaltet von 0 aii+ 350 V
Elektrode 2 Ugp, geschaltet von + 1Guf - 165V
Netz (Beschéunigung) Ugesch - 2800 V
Refl ektor (Rucksete) Ure + 1060 V
Vielkandplatte (Ruckseite) Upet - 600 V

Tab.5.1: Typiche Betriebsbedngungen @s PaSepive Bosystems MCKEY. Die zur Ogimierung
der Desdvatisierungsbedngungenrelevarten Parameer sind grau urnterled.

In der Folge wurde der Eingangsbeeich zu ener geheizten Transferkapillare mit einer Léange

von etwa 10 cm ungestaltet; die ypischenBetriebsbedimungen finden sich in Tab. 5.1
praktischen Einsdz zagte sich, dald im Fal der gehezten Transferkapillaren tendenziell
niedrigerePotentialdiferenzn avischen Eigangsbereich und nahfolgendemerstenskimmer
eingestellt werden komm, als im Ell des geheiztenStickstoffgegenstromszum Nachweis
desolvdisierter Analytionen in ausreichende Signalintensitd erforderdich sind. Fr einen
weitergehenden Vergleich sei an dieser Stdle auf Kap. 6.1 vewiesen. Waterhin zegte sich,
dalRdieseModifikation des Adbaus ach in Verbinduig mit einerNano-ESIQuelle gut zu
handhaben undatierfur diesesanaltische \erfahren @r Aufbau de Wahl ist.
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5.2.2. PE Biosgems MARINER
Das oTOFMS MARINERL de Fa. PE Bosystems, st#it eine Weterentwicklung des in

Kap.5.2.1 beschieberen Systems da Der lonenstahl passiert dudem Weg in den Massen-
analsator aisatdich ein Transfequadrupol sowa einige ionenoptisch8auteile, die eine
verbessee Parallelisierug des Strahls im Exraktionsraum und damit eine Verbessg der
errechbaen Auflésung gewahrleisten(vgl. Kap 4.1).Der Aufbau des Geéts ist in Abb. 5.2
skizzert; die ypischenBetriebskedingungen finden sich in Ta 5.2.

1: Aufbau mit geheizter
Transferkapillare

2: skimmer 1

3: Transferquadrupol

4: skimmer 2

5. Extraktionslinse

6

7

8

. Deflektor
. Einzel-Linse
. Elektrode 1 11
9: Elektrode 2
10: Netz
11: feldfreie Driftstrecke
12: Reflektor
13: Vielkanalplatte

L ) — ) ||| EHE/ ?
— T e
e a5 7

1 Signal

Abb. 5.2: Aufbau @&s PE Bosysems MARINER Quele: PE BisysemsMARNERY User’'s
Guide).

Im urspiinglichen Aubau wer de Eingargsbeeich elenfalls ngh dem Prinp des geheten
Stickstoffgegenstroms konstruiert und wwgdspater dech einen Auflau mit geheizter
Transferkapillae erstzt. In derpraktischen Anwendunzeigte sich, @3 auchan diesem MS-
System der Atbau mit gheizter Tansferkapillare éssee Mdglichkeiten fir die Kopplung
zu einer Nano-ES-Qudle liefert. Die Einstdlung de Desolvaisierungsbelingungen erfolgt
auch m MARINERO im wesentlichen anhand der Betriebsbealingungen des Eingangs-
bereichs und wd an die jewilige Analyseabsicht agepal3t. Aber auch in der Regon
zwischen ergm skimner und Trangerquadrupol sind noch StéavischenAnalytionenund
Rest@smolekilermdglich, so dalkine 21 hohe Potentialdiffeanz zwischen diesen Bauteilen

bei labilen Molekiilen a Fragmentierurgsreaktionen fiihen kann.
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typische Werte (positiver lonenmodus)

(a) Aubau mit geheiztem
Stickstoffgegerstrom

nozzle Unoz + 80 bis + 300 V
TNoz 110 bis 190 °C
(b) Aufbau mit geheizter
Transferkapillare
Transferkapillare Ukap + 20 bis + 300 V
Tkap 50 — 200 °C
skimmerl Usi + 5 bis + 30V
Quadrupol; RFAmplitude Urr + 700 bis + 1000 V
Quadrupol, DC Uouad + 0,5 bis+ 10V
skimmer2 Usio ov
Deflektor Upes +1bis-1V
Einzel-Linse Uginz - 15 bis- 40V
Elektrode 1 Ugn geschaltet ati + 600 bis + 850 V
Elektrode 2 Ugpp geschaltet adi - 250 bis - 350 V
Netz (Beschéunigung) Ugesch - 4000 V
Refl ektor (Ricksete) Urg + 1550 V
Vielkandplatte (Ruckseite) Upet + 2000 V

Tab. 5.2: Typische Betriebsbedngungen @s PE BosysemsMARINER Quele: PE Bisygems
MARINER Usgs Guide). Die zu Optimierungder Deslvatisierungstedingungen
relevarten Paametr sind gau unterlegt.

523. Finnigan LCQ

Das Fnnigan LCQO beruhtin seiner Enktionsweise a@udem Prinzp der Quadrupel

lonenfalle (vgl. Kap. 4.2). Eie schenatische Dastellung des Systemswird in Abb. 5.3

gegeben; ypischeBetriebsbedigungen sind in Tab. 5.3usammengefalit.

Der Eingangsbereich in das Massenspe&trometer wird durch e@ne gehezte Transferkapillare

gebildet Der nachfolgence skimner ist leicht aus de Achseder Transferkapillare verschoben,

um Kontaminationen des Massaanalysators durch grofRee Losurgsmittdtropfen zu

verhindern.Eine z/lindrische Linse avischen den Bauteilermdglicht aber @n Transport

von lonen durch @n skimner hindurch. De Desolvatisierugskonditionen dedFinnigan

LCQO werden durch diBetriebsbedigungen der Transfekapillaren und dezylindrischen

Linse festgelegt. Auf dem weiteen Weg in den Anaysator passiert @ lonenstrahl zvei

Transfeoktapole, die dich eire Zwischenlinse voeinandemgetrennt sind.
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8 1|0
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1
1: Aufbau mit geheizter 6: Transferoktapol 2
Transferkapillare 7: Endkappen
2: zylindrische Linse 8: Ringelektrode
3: skimmer 9: Konversionsdynode
4: Transferoktapol 1 10: Elektronenvervielfacher
5: Linse

Abb. 5.3:  Aufbaudes Fnnigan LCQ Quele: Finnigan LCQ Operaor's Manud)

typische Werte (positiver lonenmodus)
Transferkapillare Ukap 0 bis + 50 V
Tkap 50 bis 200 °C
zylindrische Linse(tube lag) Ut 0 bis + 50 V
skimmer Usii ov

1. Transfeoktapol (RF) Urp 730V
1. Transfeoktapol (DC) Uoki -3V
Linse ULin -16 V
2. Transfeoktapol (RF) Urp 730V
2. Transfeoktapol (DC) Uok2 -7V

Tab. 5.3: Typiche Betriebsbedngungen @s Fnnigan LCQ Quele: Finnigan LCQ Opeator’'s
Manud). Die zur Optimierung der Desdvatisierungdbedngungen relevarten Paameter
sind gau urterlegt.

Das LCQ bietet nebenden mehrstufjen MS-Experimenten (gl. Kap. 4.2.3)ebendlls die
Mdoglichkeit, Analtionen £hon vor Ereichen der Quadrupol-bnenfalle stoRRinduzert zu
fragmentieren (,CID-Option“). Zu diesem Zweck wird die Potentiadifferenz zwisden
skimmemunderstemTranseroktapol erhoht, dieonen im esultierndenFeld beshleungt und
sozu St6Remmit dem Restgs argeragt. Die Auswahl von ]10% AD* entspricht in der @D-
Option ded_CQ einer Erh6hug der Potentialdiffeenzum 10 V.
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6. PHYSIKALISCHE RANDBEDINGUNGEN

WahrenddesWegs von der Spayquelle in den Mashanaysatar passieen die mittels EB
gebildeten gladenen Speies unterschiedlialh Bauelenente des MS-Sgtems. Z1 diesen
gehdren sowohl ar Desolvatisierug relevante Bereiche des Massenspektrogters alsauch
nachfobence ionenopische Baukile. Die Enflisse, dé auf diese Strecke ainachstauf
geladene Tropfchen, spaer auch auffreie Analytionen, augetbt werden, stllen so de
»physikaliscren Randbedigungen® de ES-MS-Analyse dr. Die Kenntnis dieser Rand-
bedingungen ist im Hinblick auf einer@lgreiche Armalyse von entschidenderBedeutui,

und ihre Charakterisierung bildete enwesntlichen Teilspekt der vorliemden Arbeit.

6.1. Die Transfekapillare und da gehazte Stickstoffgegenstrom im Vergleich
Das E$-0TOF-MasenspektrometeMICKEY kann sowohl imAufbau mit geheizem Stick-

stoffgegenstrom as auch in da Varitante mit gehezter Transferkapillare berieben werden
(vgl. Kap. 5.2.1). r Wechsel ds Aufbauyps ret dabei Konsegenzen fir die Betriebs-
bedingungen des Systems. Dies gilt sowohl im Hinblik auf die in die erste Druckstufe
gelangenden Mengen an Rumluft als auch im Hinblick auden Proz3der Desolvatisieruig

der Anajste.

6.1.1. Die Strdmung vonuft ins Massenspekinaeter
In der ES-MS gelangen duch die Ofnung im Eingangsbereich des Massensktrometes

sowohl die E&geneierten geladeen Teilchenals auchgréRee Mengen Raumluft oder
gegebenafalls deseingesetten Gayenstromgases (zB. Sickstoff). Gerade dasGelangen von
Raumluft ins Massenspeétrometer kann als kitisch angesehen werden, da auf diese Weise
ebenfalls Fremdsubstaren eirgechleust weden konnen. Wfden dieseFremdsubstaren
zudem ionisiat, so fihren sie in den resultierenden Massenspektren zu unawarteten und
stérenden Sigalen. Eine Abshédtaing der in das Massnspektrometegelangenden Gs-
volumina ist daher sinnvolllm Hinblick auf die ES-generierten geladenen Teilchen ist
aulBerdemvon Interesg, wie lame sie im Eingagsbeeich des Masmspektromets
verweilen. Einen Uberblick Uker die zir Abschataing diesr Bedingungen erforderlichen
Grundlagen cer Stromunglelre liefern beispielsweis Wutz und Walcher Wut82].

Fur den rachfolgenden Vegleich werden die Bedigungen des MCKEY im Aufbau mit
geheiztem Stikstoffgegenstrom sowie mit geheizter Transferkapillare herangezogen. Die

entsprecenden Abmessugen sowie eie Abschatzng derDruckverhaltnissesindin Tab.6.1
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zusammengstellt. Als Naherumy soll von der Stromungon Luft bei einer Temperatur von

20°Causggangen werden.
nozzl;(:r;(gg;% a:éé?;t?;?)e'zem gehazte Transfekapillare
Innendurchnesser d 0,05 cm 0,05 cm
Lange | 3,5¢cm 12 cm
AuRendruck p 1000 mbar (= 10Pa) 1000 mbar (= 10P3g
Innendruck p 1 mbar (= 16Pa) 1 mbar (= 16 P9

Tab. 6.1: Abmessun@n urd Druckvemadltnisse in den Adbauen nit gehaztem Sickgoff-
gegensom wnd géheizter Transferkapillare

Die viskose Stromungon Luft erfolgt unter an gewahlten Bedingingen turbulent, und in
beiden Aufbautypen konnendie Offnurgen als Janges Rohr* (mit I/d > 50) @esehen
werden. Wahrend der Strtomung des Gases durdh das ,lange Rohr* tritt demnach Verblockung
ein, sobalddie StrémungSchalbgeschwindigkeit ereicht [Wut82]. Der entsprechend¥er-
blockungsdrick p, , der cen maximal einstellbaren Druebfall ibe die gesame Lange der

Offnung festlegt, ergibt sich gemaR:

32 \Y7
(Gl. 6.1) 0, =4’T51[Ed 2?’0\ in mba

mit d,l in cm, p in mbar
Der augehérge Verblockurgsgasstrom *qN kann dann mit Hilfevon (Gl. 6.2) ermittelt
werdenund dient zur Ermittlung des anstromermth Gasvolumens und der Anstrorgen

geschwindigkeit auf dr Aul3engite:

* a/7
(Gl. 6.2) q,, =134 EEdT3 Ep(%-zipf) / in mballs®
mit I,d incm; p in nbar
Die Verweildauer des Gases in der Kapillaren 183t sid nur absdhétzen, dasich die Geschwin-
digkeit Uber de Lange der nozzlebzw. Kapillare hinwedbis zur Verblockung &arett. Zur
Ermittlung der GQ6Renordnug der Zeit wird néherurgsweise der Mittelwert aus Anstrém-
geschwindigkeit und der Engeschwindgkeit bei Verblockurg (Schallgeschwindigkeit 330
m/s) engesetzt.

Anhanddieser Bezehungn lassen sich die flibeideAufbautypenchaakteristischerGrof3en
fur die Stromungvon Gas ins Massenspekimeter ermitteln, diein Tab. 6.2 zusammen-
gestellt sind. Den Abshatzungen zufolggelangt im Aufbau mitgeheiztem Stickstoffgegen-
strom deutlich mehr Gas (Faktor ca. 1,75)zusanmen mit den ES-genierierten Aerosol in da
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MassenspektromeateBeding durch das grof3ee Gasvolumen, & durch dienozzlein die
erste Druckstufe gdangt, solltede Druck p, in diesem Breich ebenélls etwaum denFaktor
1,75 groler sein. Auf die Resultateder Gleichurgen (GIl. 6.1) und ({5 6.2) hat dies
Verancerurg allerdings keinen Einfluf3, da dese unabdingig vom tatséhlicheninnendrek p,
ermittelt werden. Das Ga, da duch die nozzlein die erste Drudckstufe gdangt, sollte im
weseantlichen Stikstoff sén, so d® trotz de grolieen Gasmange eine verminderte Gefahr der
Kontaminierung mit Fremdsubstazen zu ewaren ist. Da Vergleich macht ebenfalls
deutlich, da3 die Verweilzeit im Fal der nozzle erheblich kirzar als im Rl der

Transferkapillaren ist.

nozzle(im Aufbau mit geheizte
geheiztem Sickstoffgegerstrom)| Transferkapllare
Verblockurgsdruck p, 468 mbar 232 mbar
V erblockungsgasstrom g py 30 mbait's’ 17 mbat's’
anstromendes &volumen bei p 310° m’s? 1,710° m’s*
Anstromgeschwindigkeit bei py 153 m$ 87 ms
Verweildauer in derKapillare 1,410% s 5,810" s

Tab. 6.2: Abgeschtzte Strimungsledingungen im Adbau nit geheztem Sickgoffgegengrom tew.
mit geheizter Transferkapillare.

Werdenwie unter @&n Bedirgungen da ES geladene Teilchen in eine viskosen Strémung
durch eine Kpillare transportiert, so konnevierluste duch Entladug anderKapillarenwand
auftreten. Vie Lin und Sunnereagen konnten L[in94], sind dieseV erluste durch Diffusion
zur Kapillarenwand prinzipiell umso gof3e, je langer die Verweilzeit der Telchen in der
Kapillare ist. Dieser Effekt ist besonders beim @nsport isoliertedonen zu erwarten; der
Einflu auf geladene Tropfchen ist erheblich geringer. De im vogehendn Vegleich
eingesetien Abmessurgn von nozzlebzw. Transferkapillare sind so dimasioniet, d&3 in

beiden Aufbatypen ein reétiv effizienter TTansport vorionen gewéahrleistet weden kann.

Die wahend derVerweilzeit in einem gheizten Bauteil von denES-generierte Tropfchen
aufgenommene Engre ermdlicht die Verdampfurg von Losurgsmittel und liefert so einen
Beitrag zur Desolvaisierung da Analytionen. Im Fdl der nozzleist dieser Beitrag etheblich
geringe, so da hig fur ene erfolgreiche Desolvdisierung zusdzlich @ne mddichst

effiziente Wechselwirkuig der Tropfchen mit dem Ggenstrongas unabdinghr ist.
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6.1.2. Die desohatisierende Wirkung erschiedener Aufbautypen im Vergleich

Im folgenden soll der Einflu3 dder Aufbauten auf die Desolvatisieruly der Analyte
verglichen werden. Als mddichst tbesichtliches Modédlsystem fiir diesen Vergleich dient
das Salz Bariumbromid, dessen Massspektrum die Bsolvatisierugsbedirgungen anhand

einfaclter Indikatasignale widerspiggelt.

6.1.2.9. Bariumbromid als Indkator flr die Desolvatisierungsbedungen

Zur Untersuchug vieler grundsitdicher Fagestellumgen in de ES-MS sind Lésurgen von
Metallsalzn, wie zim Beispiel vonBariumbromid,besondergeeignet. DasMassenspektrum
beschréankt sich in deRegel afieine geringe Anzahl von Sigualen,deren Zuordnury gerade
im Fall des Bariumbromids durch ehakeristische Isotopenwerhéltisse deichtert wird.
Ferner liegt der Analyt schon inL6surg in Form prafamierterlonenvor, so dald der Einfluf3

zusétdicher Efiekte watlrend ar lonisierurg (vgl. Kap. 3.1.3) ermindert wird.

2
20000 — Ba*"
5 -
S 15000 —
o
& .
T
= 10000 —
c
= - +
< BaOH
5000 — Bat | (Ba+32 Da)"
] BaBr*
0 o . B A . uh
=1 T T 1
0 50 100 150 200 250 300
m/z

Abb. 6.1: ESI-oTOFMassempektrum (MARINER i geheizter Transferkapillare) von
Bariumbiomid,c = 10* moll in Methand. Tisp = 100°C, Uggp = 200 V, Uy = 17 V

Abb. 6.1 =igt ein typisches EBMassenspektrum (MCKEY) von Bariumbromid,
¢ = 10* mol/l in Methanol im Aufbau mit geheizter Transferkapillare. Die zu beobachtenden
Signale ensprecten den solierten lonen Ba®* und Ba'; danelen treten ebenfals Signale
enssprectend BaROH', BaBr* und einem Addukt Ba+32 Dg* auf. BaOH' ist das Produkt
einer sto3induziertenReaktion des zweiwertign Metallkations mit demLdsurgsmittel,
welchedie C-O-Bindungdes Methanols hetelytisch s@ltet. Formal bleibt in der Blge ein
OH an das Mtallkation koordiniert (gl. [Koh97a).
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Das Addukt Ba + 32 Da)" ist bei Vewendury andeer Losurgsmittel ebenfalls zu
beobachten, soal es nicht aludie Anlagerurg eines Methanol-Molekulszuriickaufiihren
sdn sollte Ferner nimmt die Intensitd dieses Signals bei Verstarkung des Stickstoff-
gegenstromsab (ohre Abbildung). Am MARINER eagibt sich die genaa Masse ds
haufigsten lsotopsdes Addukts nach interne Kalibrierung der Massenskala mit den mono-
isotopischen Sigalen **Ba’ und *Ba®Br* zu 169,8879 Da (Mittelwert aus finf
Einzelmessungn, Standardbwethung 0,0003). Die monoisotopischen Mass! médicher
lonen mit einer Nominalmassentsprehend Ba + 32 Da)" sowie die Abveichung zum
experimentellermitteltenWert sind in Tab. 6.3 zusammaegsgellt. Auf der Grundlage dieser
Betrachungen it das $gnal (Ba + 32Da)" offensichtlich auf BaO,"-lonen zuriickaufiihren.

Differenz zum experimentell
M theoretisch ermittelten Wert
(169,8879 Da)
BaCH;OH" 169,9309 Da A=+0,0430 @&
Ba®," 169,8945 Da A=+0,0067
BaS 169,8768 Da A=-0,0111 [

Tab. 6.3: Exake mondsatopiscte Masse ! médicher lonen miteiner Nonindmas®
entspedchend Ba + 32 Da)" sowe de Abwéchung zm ex@rimentell ernittelten Wert.

Das Intensit&svehdltnis de Signale Ba*, Ba* und BaBr" ist beé gegebenen Losurgsmittd-
eigenschiien und Sprgbedingungen empfindlich von de Wahl der Desolvatisierugs-
bedingingen abhagig. Es lann dahe - wie im vorliggendenFal - als , Indikator® im

Vergleich zwisten zwe verschiedenen Aufbautypen zurDesolvaisierung dienen.

Das Intensitdsvehaltnis Ba’*/Ba’:

Grundséthch ist in der E&-MS von Metallsaldsungnder Nachweis isolierterzweiwertiger
Metallkationen nur unterad Voraussetzng méglich, dal’ dé aveite lonisierurgsenerge des
Metalls geringer alsdie lonisierurgserergie andeer Komponenterder Losurg ist. Ist diese
Bedingung nicht erfillt, so ist n@h einer Elektronentransferresktion in de Gasphasenur noch
das einwertje Metallkation als reduertes Produkt nehzuweisen (\gl. z.B. [Bla90]). Im hier
eingeseten Modellystem betégt die aveite lonisierurgsenegie von Barium 10,00eV
[CRC95], die lonisiaungsenergie des Losurgsmittds Methanol 10,85 & [CRC95], soda?
diese Vorausszung fiir énen Nachweis des isolierten Ba-lons pinzipiel erfiillt ist.
Elektronentransireaktionen und amit Bildung des isolierten Ba'-lons finden erst nah
StoRaktivierungstatt,und zwar um so augepragter, je starke die Anregung erfolgt. Dement-

sprechend nimmt in der masseedpometrisclen Untersahung von Bariumbromid am

! Die exakten Atommassen wurdender ,web eérments periodic table”, Dept. of Chemistry, University of
Sheffield, etnommen (http://www.shef.ac.k/chemistry/web-elements)
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MICKEY das Velhdltnis de Signalintensitden B&*/Ba’ ab, je staker die StoR&tivierung in
der erstenDruckstue ist bawv. je effizenter die Vonmocknurg der ES-Tropfchen im
Eingangsbereich erfolgt.

Das Intensitdsverhitnis (Ba®*+Ba')/BaBr:

Neben den isolieein Metallkationen ist im BSMassenspektrum voBariumbromidebenfalls
das bnenpar BaBr" zu beobacten, dessen §nalintensitatRiickschlissau die Desolvati-
sierungsbedingungen im Eingargsbeeich aild3t Als Beaigsgrof3e denen herbei die Signal-
intensitden de isolierten Metallkationen Ba?* und Ba" ). Wie in Kap. 3.1.2 beschrieb,
verbleiben wahrend den asymmerischen Zerfallsschritten derinitialen ES-Tropfchen reativ

grol¥e ,Resttropfen, die ach weiterer Losurgsmittelverdampfug erneut zewllen konnen.

Bedingt durch de Lésungsmittelverdampfiginimmt die Anaytkonzentration in den ,Rest-
tropfen“ a1 und damit auch die Wirscheinlichkeit zim Nachweis von lonenparen aus
Analyt- und Gegenionen in den HSMassenspektre (vgl. Kap. 3.1.2. Je effizienter die
Verdampfurg von Losungmittel unterstitzt wird, um so melonen esultierenaus der
Freisetzug aus Trofichen holerer Anajtkonzentration, und um sgroRersollte der Anteil
an BaBr" relativ zu den isolierten Metallkationen sén. Eine Verkleinerung des Verhiltnisses

(Ba®*+Ba")/BaBr" zeigt somit eine verstite Vortracknuryg in der Desolvatisierugg an.

6.1.2.10. Der gehdzte Stikstofgegenstromund diegehazte Transérkapillare im
praktisthen Vergleich

Abb. 6.2 zeigt eine Ggenlberstellury der ES$-oTOF-Massensgktren von Baiumbromid
sowohl nah Desolvaisierung im geheizten Stikstoffgegenstrom (Abb. 6.2 A) & auch nach
Desolvatisierug in der geheizten Trandrkapillare (Abb. 6.2 B) & konstanterPotential-
differenzin der ersteruckstufe. Die Temgratura der feizbarenBauteile wurden dbei auf
eine maximde Gesamtintensité des lonensignds optimieat. Es ist datlich zu ekennen, dd3
im Fall der geheizten Transferkapilla& sowohl ein hoheer Anteil Ba® als aut BaBr'
nachgewiesen werden kann. Die resultierenden Intensitésverhdtnisse sind in Td. 6.4

zusanmengestellt.

geheizte : .
Stickstoffgegerstrom gehezte Transfekapillare
Ba™'/Ba’ 7,7 2,0
(Ba”*+Ba’)/BaBr* 73,2 19,6
Tab. 6.4: Intensitétsverhdtnisse atsgewalter Sgnde aus den Spétren dagestellt in Abb. 6.2 A

und B.

! Die MS-Andysevon BaBr" zeigt, daR Ba nicht ausdiessm Clusterion gebildet wird.
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Zur Interpretation dieser Bsultate muld berlckditigt werden, &3 mit dem Umbau eine
Verancerurg der Druckverhéltnisse in der ersh Druckstufe einhegeht, welche ebenélls
einen Einflul® auf die resultierenden Desolvatisierungsbalingungen nehmen. Da eine Messurg
des Drucks in diesem Bereich am MICKEY nicht mdglich ist, soll af die in Kap. 0
angestdlten Abschétzungen zuriickgegiffen werden. Im voriegenden Beispid ist im Aufbau
mit nozzlemit einemum denFaktor 1,75 héhemn Druckals im Aufbau mit Trangfrkapillare
zu rechnen; die mittlere freie Wedéange eines Talchens im Garaum nimmt somit um de
Faktor 1/1,75 ab!l. Demnachsolten die ES-gererierten Speies auf dem &g von de
nozzle zum ersen skimmerin erste Naherung die 1,75fache Anzahl von St6Renmit

Gasmolekulen durchlifen.

Ba* : :
. geheizter Stickstoffgegenstrom
30000 —
o) (A)
% . Ug =400V
S 20000 — Thoz =100°C
b Unoz = 350 V
2 T Usia =17 V
2 BaOH" s
2 10000 —
= i Ba*
BaBr*
0 Lt 1 i | .
T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
25000 __ Ba* geheizte Transferkapillare
@ 20000 —
£ 1 (B)
3
15000 —
\;/ T Ba+ TKap =60°C
":' UKap = 350 V
10000 —
g | Usit =17V
E ] +
0 L AJI | .i u“ Jj ..h
T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
m/z

Abb. 6.2: ESI-oTOFMasseispektren (MICKEY) vonBariumbronid, ¢ = 10 mold in Metharol.
(A): Aufbau mi geleiztem Sickgoffgegerstrom, B): Aufbau nit gehezter Trander-
kapilare.

! Die mittlere freie Weglange ist umgekehrt proportioral zum Druck; vgl. [Atk90].
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Die Enegie, die durch einen solchen Stold aubgl Analtteilchen Ulertragen werden lann,

hangd aber unteanderem von de Geshwindigkeit ab, mit welchedas Aralytteilchen aufein

Gasmolel trifft. Wird die mittlere freile Wedange im Raum verringert, sosind die Teilchen

eine kirzere Zeit der Besthleungung im elektrischen Feld augiesett, bevor sé erreut mit

einem Gasmolekulkollidieren. Die Analytteilchen treffen @mnach lei hoheem Druck mit
geringerer Geshwindigkeit und damit um den Faktor 1/1,75 gegarer kinetiscler Erergie

auf die Gasmolek@l ™. Im Fall der nozzleist daler eine groBee Anzhl von StéRen,
allerdings mit geringere Enegietibertagung bei jedem einzlnen Stol3, z erwarten.Zudem

bendtigen de lonen @ hoheem Druck aufgrund der niedrigeren Geschwindjkeit eine

langere Zeit, um die ersé Drucksufe zu passeren. Die Gesanimenge der zum Analyten

zugefuhrten Enegie bam Passigen der ersten Druckstuk ist dlerdings in beden Félen

identisch.

Bel gegebener Potentialdifferenz in beden Aufbautypen zegt das Intensit&svehéltnis
Ba’*/Ba" im Fall der Transkrkapillare eine erstarkte Reduktion von BazuBa" an. Ob dés
allein eine lelge der wrédncerten StoRbedgungen in der ersteruckstue darsellt, oderob
eine efizientere Traknung in der Tansferkapillare ventwortlich ist, kannan dieser Stelle
nicht unterschiederwerden. Die IntensitatsverhaltnisseBe?*+Ba’)/BaBr* zeigen jedoch
ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen beiden Aufbautypen auf. Im Fdl der
Transferkapillaren erlaubt der verstérkte Nachweis des Clust&ions BaBr* die Foberurg, dai
in diesem Aufbau die fir die Desolvaisierung relevante Verdampfung des LOsurgsmittds
besser unterstiitzwird. Am MICKEY ist daherinsbesondes bei Verwendury schwer
verdampfbarer Losurgsmittd wie H,O de Aufbau mit geheizter Transferkapillaren dem

Aufbau mit gehaztem Stidkstoffgegenstrom vorzuzienen.

6.2. Die Desolvatisierung von Maknolektilionen

6.2.1. Die Aktivierung nicht-kowalenter Komplexe wahrend de Desohatisierung

Wie in Kap. 3.2.3 bedrieben, stdlt der Energeeintrag wahrend de Desolvaisierung von
Makromolekilionen einen kritischen Paameer da. Wird das Andytion wérend dieses
Prozssesu starkangeregt, so kann dig-ragmentierury des Teilchens sowohl untéBruch
nicht-kovalenter alsuuchkovalenter Bndurgen die Folge sein.Ist die Anregurg dagegen i
gering, so ist derNadwes desolvaisierter Anaytionen in ausreichende Signdintensité

nicht mehr gewdhrleistee. Der Einflu@ de Desolvaisierungsbalingungen auf die

! Die Geschwindigkeit einer beshleunigten Bewegung ist proportonal zur Wurzel der zulickgelegten Stredke,
vgl. [Ger89].
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resultierenden ES-0TOF-Massenspétren soll an dieser Stdle am Beispid zwder nicht-

kovalenter Kompleg Concavalin A und Streptavidin-Btin, demonstrig werden.

Das Protein Concanalin A, isoliert aus der Severtbohne R6m95] bildet in Lésurg in
Abhamgigkeit vom pH-Wert nicht-kovalengebundene Multimer definierter @3en ausSo
liegt esbei pH-Werten< 5 vawiegend in form isolierte Untereinheiten der Msse 25500
vor; im pH-Bereich um 5,5 variegend als Dime der Mase 51000 B und bei pH-Werten
> 7 als Tetrarar der Masse 102000a]Lig93]. Der Nachweis dieserKomplexe ist mittels
ESI-MS mdglich [Lig93], [Wan96a] wobei auch die pH-Abh#@gngkeit der Komplexbildung

durch Vewendurg entsprecknde LOosurgen wiedegegeben verden kann Lig94].
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Abb. 6.3:  Nano-ESloTOF-Masserspekren (MARINER)vonConcamvadin A, ¢ = 10° md/l in
20 mM Ammoniumagta, mit Ammorakwaser auf pH 85 @ngestdlt. Druckin de
zweiten Druckdufe: 7,410" Pa; (A): schonende Deolatisierungbedngungen
(B): Stol3akvierung zwschen Tranderkapillare und estem sknmer.

Abb. 6.3 zigt die NaneES-oTOF-Massenspekan (MARINER) einer Conanawlin A-
Lésung (c = 10 mol/l) in 20 mM Ammoniumacetat, welche mit Ammoniakwersad einen

pH-Wertvon 8,5 eigestellt wurde Der Druck in der zweiten Drkstufe (zwischererstem
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und zaveitemskimmey [1] betragt 7,410" Pa Bei niedriger Tempeatur de Transferkapillare
und gringer Potentialdiferenz in der esten Druckstufe kann das intakte Tetrame
naclgewiesenwerden; dareben sind ebenfalls Sigiale de Dimere a1 beolachten (Abb 6.3
A). Das Spektrum wist allerdirgs aufgrund einer nur geringen Signalintensitatein recht
geringes Signal-zu-Rauschen-\érhéltnis auf. Ferner sind die Sgnale rektiv brei, was ad
unspedische Anlagerungen anderer Komponenten & Analytlésurg an die Molekilionen
zurickaufihren sein ddrfte. Durch Vershafung der Desolvatisierugsbedingugen,
beispielsweise durchrBbhurg der Potentialdifferenz zwischéransferkapillae und erstem
skimmey kann die Quditat des Sp&trums hinsititlich Signal-zu-Rausten-Verhdtnis und
Signalbreite erheblich verbessert werden (Abb. 6.3 B). Allerdings ist mit de verstarkten
Aktivierung ebenfalls die mekliche Dissozidion des Tdramers in die Untereinheten

verbunden.

Bei der Analyse von nicht-kovalenten Komplesn mittels ESIMS ist ein Nachweis imguter
Signalintensitathaufig erst neh Anpessungdes Dricks in der esten Drigkstufe malich (2,
[Rog99], [Str99]). Wird am MARINER derDruck zwisclen Trangerkapillare und erstem
skimmer durch kontrollierten EinlaR vonN, erhoht, so mgibt sich unter schomelen
Desolvaisierungsbalingungen (andog zu Abb. 6.3 A)das in Abb. 6.4 A dagestellte
Spektrum. Der Drek in der aveiten Druckstuk erhoht sich daei von 7,210" Pa auf
2,1 Pa. Auch unter diesen Bedimungen wird das nicht-kovalentgebundene Cormaalin-
Tetramer mit dominanter Signalintensité nachgewiesen; im Verdeich zu Abb. 6.3 A istas

Spektrum von deutlich héher@ualitat.

Bei verstarkter Aktivierung durch VergroReung der Potentialdifferenz zwisdien erstem
skimmer und Tansferquadrupol (Bb. 6.4 B), zwischen Transferlapillare und erstem
skimmer(Abb. 6.4 C) bzw. Erhéhunder Transkrkapillaentempeatur (Abb. 6.4 D) kannder
Anteil an Monomer-Signden im Vergleich zu Abb. 6.4 A tendenell erhdht werden. Die
Auswirkungen alle drei Mdglichkeiten air Aktivierung sind in diesem Beispiel nahezu
gleich. Bemerkenswertist allerdings, daf3die Aktivierung in Verbindurg mit erhéhtem Buck
in der ersten Druckstufe zu einem deutlich geringeren Mald zur Fragmentierung in die
Untereinheiterfiihrt, als bei niedgerem Duck a1 beob&hten ist (Abb. 6.3 B[Rog99].

! Die Mesaung des Drucks in der ersten Druckstufe ist am MARINER nicht méglich; Druckveranderungen in
diesem Bereich kénnen daher nur indirekt anhand der Druckveranderungen in der zweiten Druckstufe beobachtet
werden.

2 U. Bahr, J W. Goethe-Universita Frarkfurt, persdnliche Mitteilung
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Abb. 6.4: Nano-ESloTOF-Masserspekren (MARINER)vonConcamvadin A, c = 10° md/l in

20 mM Ammoniumagta, mit Ammonakwaser auf pH 85 engestdlt. Druckin de

zweten Druwckdufe: 2,1 Pa
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Auch beim Nachweis von Streptavidin bzw. dem StreptavidiotiB-Komplex stellt der
Druck in der ersten Druckstufe einen kritischen Paameter dar Das Poten Steptavidin,
isoliert aus den Bakterium Streptomyes Avidinij beseht aus ver idenischen
Proteinuntereinheitemit einer Mase von etwa 13 kDawelche duch nicht-kowalente
Wechselwirkugen verbunden sindin Lésurg ist das Streptavidin-Tetme in derLage, mit
vier D-Biotin-Molekulen(M = 244 Da) eineréiul®rst stabilen nicht-kovahten Komplexzu
bilden (vd. beispielswise Web89). Der Nachveis sowohl des intakterStreptavidin-
Tetramers $ch95] wie auch ds Streptavidin-Botin-Komplexes ([Sch95b] [Eck95],
[Ched8d) ist mittels ESEMS piinzipiell moglich, so d& dieses Systan ene geeignete
Uberprifung der Leistungsfahigkeit des MARINER dastellt.

Wird der Druck im Bereit zwischen erstm und zweitem skimmerbei 7,410 Pa belassen,
ist wader da Nachwes des int&kten Tetramers not des Steptavidin-Biotin-Komplexes in
ausreiclender Sgnalintensitat molich. Nach Eh6hurg des Ducks at 1,98 Pa ggebensich
diein Abb. 6.5 dagestellten Massenspektren.

Abb. 6.5 A =igt das Nino-ES-0TOF-Massenspekim einer Streptadin-Lésung, ¢ = 10°
mol/l in 20 mM Ammoniumacetat unter schonemd®esolvatisierugsbedingurgen. Im
Spektrumsind ausschliel3lich die Sigle des intakten Te@mers m erkennen, dieaufgrund
massenspektrometriseticht auflosbasr Anlagerurgen eine \erbreiterung zu héheren m/z
Werten aufweisen(vgl. dekonvolutiertes Spektrum, Einschub in Abb. 6)5 Bie verstarke
Aktivierung des Komplexs durch Erhéhup der Potentialdiffeenz  zwischen
Transferkapillae und erstenskinmerbewirkt die FFragmenterung des Streptavidin-Tetramers
in die monomeren Unteirgheiten (ohe Abbildung). Wrd nun der Aalytldsurg D-Biotin im
UberschuR wgesetz (c = 10* mol/l), so sind im zuehdrigen Massespektrum unte
schonenden 8solvatisierugsbedirgungen weitere Signale entsprehend ar Anlagerung von
Biotin-Einheiten an die Streptavidineframee ai erkennen (Alb. 6.5 B).Neben demausder
Losurg belkannten speifischen Komplex mit vier Biotin-Molekilen,der auchin Abb. 6.5B
in dominanter Signalintensité nachgewiesen wird, sind éenfalls unspeifisthe Anlagerungen
von bis 21 6 Biotin-Molekulen pro Tetrantezu beobachtenDie Bildung diese unspet-
fischen Aggregate e Verwendurmy eines Biotin-Ubaschusseskonnte eberalls von
Chernushevich et alChe98a]beobahtet wer@n. Sowohl unspefzsche Botin-Addukie als
auch die spezfischen $reptavidin-Biotin-Komplexe fragmenieren unér Abspatung de
Biotin-Einheitendurch d& Einflul eine erhdhten Potentialdéfenz zwischen Tansfe-
kapillare und erstenskimmer(Abb. 6.5 C). Das Mssenspektrumergt in der Folge die

isolierten Untereinheitemimere, Trimere und Etramee.
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Abb. 6.5: Nano-ESloTOF-Masserspekren (MARINER)von Steptavidin (¢ = 10° mol/l) in 20 mM
Ammoniumadat. Einschiibe: dekorvolutierte Sgldiren. (A) Stregiavidin-Lésung; (B):
Zusat von DBiotin (c = 10* md/l); (C): Zusdz van D-Biotin urter CID-Bedingungen

Die vorgestellten Beispiele zegen deutlich, d? der Nachweis nicht-kovalenér Komplexe
auch am MARNER bkei der Wahl schonendr Desolvatisierugsbedirgungen grundsatkch
modich ist. Dabeiweist der Drick im Raum zwischen Traresfkapillae und erstenskimmer
erheblichen EinfluRauf die zu beob&htenden Spekén ad, was auf die beeits in Kap.
6.1.2.10 beschrigmen veandeten Bedingungen fir die Aktivierurg und damit Desolvati-
sierung der Analyte arickaufihren ist. Er die schonend Desolhatisierury eines nicht-

kovalenterKomplexes ist die grofiere Anzhl energiérmerer Sto3e bei Eaohurg des Drigks
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in der ersten Druckstuk besondes vorteilhaft (\gl. [Rog99]). Wahrendbei eneggierechen
StoRa die inneren Freihdtsgrade der Anaytionen in Andyt-Ldsungsmittel-Clusten angeregt
werdenunddie Komplexe somit fragnentieren, Bben errgiedrmere Stdl3e dgegen ofenba
bevorzug die Abspaltung von Losurgsmittelmolekilenaus dem Cluster zur d@¢tge. Die
verandeten StolRbedigungen bei Ehohurg des Drueks erbuben dakr selbst bei deWahl
héherer Potentialdiéfenzen zwischenrénserkapillae und skimner noch derNachweis des
intakten Komplegs. Eine vegleichbae Potentialdiffeenzbei niedrgem Druck flhrt dagegen

berets zu ausgeprégter Fiagmentierung.

Bei Erhohurg des Drucks in der esten Drukstufe ist & bericksichijen, dal diese
Malnahme etnfalls hohee Drucke in Transfequadrupolund TOF-Massenaa ysator zur
Folge hat. So stetgder Druck im TOF-Massesnalysator imoben genannterBeispiel von
1,4610% Pa auf 3,500* Paan. Fir die Analytionen resultiren somit aich in andeen
Bereichen des Massensp@rometers erancerte Bedingungen. Werden beispielswise Stol3e
zwischen ergm skimner und Trangerquadrupol induiert, so sind auch hier Unschiea
hinsichtlich der Anzahl der Sto3e und denesultierenden Eergieeintragin die Analte zu
erwaten. De Druck im oTOFRMassenaalysator hat dagegen Einflu3 auf die erreichbae
Auflosungdes Systems[Che96} im Sinne einer verbssert Sigualintensitat mufd daheinter
Umstandereineverringerte Auflosurg in Kauf genommen verden, wen ein Duckanstig in

diesem Ereich nicht duch eineErhdhury da Pumpleistungerhindert wird.

6.2.2. Die Stol3aktivierung verschiedener Ladungszuagan

Der Energeeintragin Andytionen wéhrend derDesolvaisierung ist nicht nurin der Anadyse
von nicht-kovalenten Komplexen ein kritischer Schtt. Auch Makromolekilionen mit
ausschlieB3lickkovalentenWechglwirkungen konren wéhlmend diess Proesses ggeberen-
falls fragmentiaen, unte andeéem unter Absaltungvon CQ oderH,0. Die Produkte dieser
Fragmentigungsreaktion sindim Falle kleiner Analyte hadig noch als segrate Sgnale reben
dem Vorlauérion zu beobachtenlm Falle gro3eer Analyte fliihien sie dgegenin der Regel
wegen des legrenzen Auldsungsvermdgens des Mssenaslysators nur zir Verbreiterung
des beobach#yen Sgnals au niedrigeren m/zWerten hin. We in Kap. 3.1.3.3eschriekn,
ist das Ausmd& der Stol3&tivierung wahrend des Desolvdisierungssdritts unte andaem
vom Ladungszustanddes beteffendenlons abhéng. Wird ein Anayt durch den ESPrazel}
in einer sehr teiten \erteilung der Ladungszustande eraugt, so kanndiese Abhargigkeit fur

die Optimierung der Desolvaisierungspaameter problematisch sen.
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Abb. 6.6: (A) Nano-ESI-oTORMassespekren (MARINER) van Albunin aus Rirderserum BSA)
¢ = 10° mol/l in MeOH/H,O/HAc 4848:4; Einschuh dekonvdutiertesMasenpédktrum
aus alen Signalen im drgestellten Massenbereich (B) Dekonvéutierte $ekiren ausden
Ladungsastinden+54 bis +58 (Kurve a)bzw.+35 bis +39 (Kurve b)

Dieskannam Beispiel des NMno-ES-0TOFRMassenspektrums von Albumin aus Rindeusn
(bovine serum albumjrBSA), einem Protein mit einer Molekiilmasse von 66399 3,
verdeutlicht werden. Abb. 6.6 A Ziein typisches Spektrummon BSA, aufgenommemunter
modeaten Desolvaisierungsbedingungen (Tkap = 200 °C, Wap = 50 V, Ugq = 12V,
Uouad = 5 V). Die Verteilug der Ladungszustande raiht dabei etw von 63-fat bis 28-facth
protonierterMolekilionen.Wie im dekonvolutierten Massenspekin (Einschub in Abb. 6.6)

zu erkennen ist, treten ned dem Molekilion ebéalls Anlagerungen auf, von deren zwei

! Datenbank desSwiss Ingtitute of Bioinformatics, Expert Proein Analysis System EXPASy
(http://www.expasy.ch)
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zumindestteilweiseaufgeldéstwerdenkdnren. Die Schultebei (M+27,7 Da kann anhand der
Masse nicht eindewgizugeordnet werden; das $jnal entspechend (M+98,3) Da laf3t sich
durch die Anlegerurg von Phosphorséerbav. Schweélsdue erklden (wl. Kap. 3.1.3.1,
[Cho908). Daneben ist das Sigl sowohl z niedrigeren als auch @ hoheren m/2Verten
verbreitet, was als massengtrometrisch nicht meah auflostare Produkte aus

Abspaltungreaktionen bw. Anlagerurgenan das Molekulion interptiert werden kann.

Zum Vergleich avischen hokn und niedgen Ladungszustanden wird nueine Ausvahl von

Signalen aus dm ursprimglichen Massenspektrum uz Berechnumy des dekonvolutierten
Spektrums heragezogen (Abb. 6.6 B).Zur Berechnumg der Kurve ain Abb. 6.6 B dienendie

Ladungszustande +54 bis +58,ur Berechnurg der Kurve b de Ladungszustande +35 bis
+39. Es =&igt sich, dal in den heim Ladungszustéandenreine tendenelle Verbreiterung des
Signals zu niedrigen m/zWerten auftritt, wahrend die niedrigen Ladungszustande verstarkt

die Anlagerung von 98 Da adweisen. Ferner bkibt im in Abb.6.6 dargestellterFall die

Anlagerurg der Masse 98Da awch dannerhalten, venn bereits eine Fragmentieung des

Molekdlions einsetz

Das unterschedliche Ausmal3 @ Fragmentieung kann alsFolge untersbiedliche Stol3-
aktivierungder lonen auf dem Weg vom Eingagsbeeich in den Masnanaysator erklart
werden. Ungr demEinflu eines e¢ktrischen Feldes efahren de Ladungszustinde mvischen
+54 und +58 eineetwa um denFaktor 1,5 grol3ee Beschleurjung, als sie fir die
Ladungszustandezwischen 85 und 89 resultiert. Demnach ist aucherdEnegieeintrag
durch St6Re mit Restg in die hoheen Ladungszustande erhoht, sdal3in diesemFall eine
verstarkte Fagmentierung zu erwarten ist. Im damgestellten Beispiel konnen die
Desolvaisierungspaameter nicht fur ale Ladungszustande gleichzeitig auf minimde
Fragmentigung und minimale Anlgerungen optimiert weden. DiegewahltenBedingungen

stellen vielmehr einen Kompromif} (isie gesamte Ladungsverteilung dar.
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6.3. Die Axialgeschvindigkeit der loren im 0cTOF-MS

Bel der Analyse von E%lonen ineinem HRugzeit-Massenspektroster mit orth@onaler
Extraktion kommt der Geschwindigit, mit derdie lonen in den Extraktionsraumgelangen,
ebenfallsBedeutury zu. Da dielonen dies Axialgeschwindigkeit in y-Richturg (vgl. Kap.
4.1.3) wahrend de Analyse im oTOF-Massenspektrometer beibehalten, stdlt sie die
Bedingung d&flir dar, ob ein lon mit einem bestimmten mizerhaltnis den Dektor trifft
oder nicht. We in Kap. 0 besafeben, tetenlonen maxmal mit Schallgeschwindideit in die
erste Druckstufe ein. Beim Passigen weiterer ionenoptisder Bautale resultiert eine weitere
Beschleunigung, so dl3 unter @ Voraussetzng eines gnigendgeringen Drucksin diesem

Bereich die Axialgeschwindigkeit weiter zunimmt.

Eine Abschatzungler resultierendn Axialgeschwindigkeit und der zurtialel egten Distanz in
y-Richtung soll die Unterschiede zwischen zwea hypothetischen lonen mit m/z-Verhdtnissen
von 1000 Thomson bzw. 4000 Thomson verdeutlichéminitiale Axialgeschwindgkeit soll
fur beide bnen de Wert von 330 m/s angenommen rden (\gl. Kap. 0); die msatdiche
Beschleunigung erfolgt dann zvischen zvei Bauteilen mit einer Potentialdiffernzon 3 V,
8 V bzw. 13 V. Die Beschleugung im oTOF-MS soll mit einer Spannungpn 4000 V
erfolgen; als Lénge de feldfreien Driftstrecke wird 1 mamgenommen. Zur Abschéatzung der
Gesamtflgzeit wird von der idalisierten Annahmeusgiegangen, dal3 d@ Vemveilzeit eines
lonsim Reflektor gleich der Aufenthaltszet in der feldfreien Driftstrecke sei. Die Resultae
der Absclitzungau der Basis dein Kap. 4.1.1beshriebenenPrinzpienderBeschleurgung

von lonen im elektrischereld finden sich in Tab. 6.5.

m/z 1000 m/z 4000
initiale Quegeschwindigkeit Vi, 330 ms" 330 m$
Driftgeschwindigkeit im TOF vror 27783 ms 13891 m&

geschétzte Flugzet tror 72 Us 144 us
Querbescheunigung mit 3 V
Axialgeschwindigkeit Vayal 1091 ms 710 m§
zurlckgelegte Distanz Sayial 7,9 cm 10,2 cm
Querbescheunigung mit 8 V
Axialgeschwindigkeit Vasal 1573 ms 951 m$
zurlickgelegte Distanz Suyal 11,3 cm 13,7 cm
Querbescheunigung mit 13 V
AxialgeschwindigKeit V ayaj 1914 ms 1122 m§
zurlckgelegte Distanz Sayial 13,8 cm 16,2 cm

Tab. 6.5: Abgeschtzte Axialgeschwindiket vayiq undzurickgelege Distanzin y-Richtung Sxial
wéhrend @r Flugzit zweer lonen im oTOF.
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X Querbeschleunigung mit 3 V
y P - 8V
- 4 —>
m/z 4000 13V
. m/z1000 < < > >
Extraktionsraum Detektor
| I I | I I | I I | I I |
0cm 5cm 10 cm 15cm 20cm

Abb. 6.7: Ankunfsate vonlonenpakeen verschiedenerm/zVerhdtnisse deren Geshwindgkeit in
y-Richtung duch BescHeurigurg im dektrischen Feld variiert wurde. Rir die lonen
pakee wurce éne Awsdehnag in y-Richtung von6 cm angnommender hypdhetische
Detekor beindet schin einer Entfernurg von10 cm undveist eéinen Durchnes®r von
6 cm auf.

Ausgehendron deichmalyy verteilten lonen in einem Eaktionsraum der #nge 6 cm und
einem Detektor mit einem Dchimesse von 6 cm, derin einer Distanz von 10 cm in

y-Richtung angeordnd ist, egeben sich aus den in Tab. 6.5 zusanmengestellten Werten die

in Abb. 6.7 dagestellten &umlichen Verhaltnisse. Agfund der lageren Rugzeit derlonen

mit m/z = 4000 im oTOFRMassenspaiometer égen dieseeine entspFchendgroRee Distanz
in y-Richturg als dielonen mit m/z = 2000 mrick. Mit steigender Axialbeschleurgung

steig die Geshwindigkeit aller lonen iny-Richturg an und damit die Distanga, die sie
wéhrend @r Flugzeit Gbewinden. Dies bt zur Folge, dalBunte Umstanderein grol3erTeil

der exrahiertenlonen mit hohem m#¥erhaltnis den Dektor nicht mehr trift. Die lonenmit

niedrigem m/zVerhaltnis legen dgegen eire vergleichsweisekirzere Strecke in y-Richturg

zurlick, so daR sie auch bei l#dr Axialbeschleurgung noch auf denDetektor gelargen.

DiesenBedingungen entspechend efolgt der Nachweis vonlonen mit hohem mi¥/erhaltnis
bei hoher Axialbeschleurgung weniger dfizient; sie werdergegenibe den lonen mit

niedrigem m/zVerhéltnis in den Massenspeddrdiskriminiert.

Die experimentelle Bestatigng der vorgestellten Betrachtungenfelgt am Beispiel der in
Abb. 6.8 dagestellten Nano-ESoTOF-Massenspektren (MARER) von Rinderhdamo-
globin, einem nicht-koalenten Komplexaus avei a- und zwel (-Untereinheiten, welche

jeweils nicht-kovalent mit einer &in-Gruppe verkn(t sind.
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Abb. 6.8: Nano-ESloTOF-Masserspekren (MARINER)vonRinderhamodpbin, c= 10° mol/l, in

Wasser. Uy = 30V, kqp = 110C, Usiu= 12 V, Spnnungam Trangerquadupal
variabel
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Unter schoneneh Desolatisierungbedingungen zigt das Spektrum die Sigle desntakten
nicht-kovalenten @&ramers, Sinale dr gemischen Dimere swie Sighale der Ham-
gebuncenen Ungreinheiten. Vitd die Potentialdiffeenz zwischen Tranderquadrupol und
zwdtem skimmervon 3 V Uber 5 V auf 1V erhéht (Alb. 6.8 A bis C), so ist eingeutliche
Abnahme der $nale im hohen miBereich zu beobachtenwahrend dieSignalintensitaten

im niedrigen m/zBereich zinehmen.

Zur Erklarung dieer Beobachturg kann eine stoRinduerte HRagmentierury als
unwahrsckinlich argeseren weden; im Bereth zwischen Tranerquadrupolund zweitem
skimmersollten StoRemit Restgasmolekiilen wenig zur Anregung der Anaytionen betragen.
Ferner bleibt das an eh esten skimner argelegte Potential wahred dieser Mfireihe
konstant,so dal3 die fiur e Fragmentierug noch rekvante Potentialdifrenz zwischen
ersem skimner und Transérquadrupol sgar abnimmt. Die Veénderurg in den Speken
kann vielmehr mit der unehmendenBeschleungung, welche die lonen zwischen
Transfequadrupol und weitem skinmer erfahren, eklart werden. De Quergschwindigkeit
der lbnen nimmt zu, so dafd lonen mit hohen mf¥erhaltnissen unte’tJmstéanden den
Detektor nicht mehrerreichen und sogegenibe lonen mit niedrigen m/z-Verhaltnissen
diskriminiert werden. @mnach stelltgerade bei @ Untersuchug von nicht-kowalenten
Komplexen in niedrigen Ladurgszustéaden mittds ES-oTOF-MS auch die Quergsdcwin-
digkeit einen kritischen Paameter dar Bei der Optimierung der Betriebsbedimungen des
Systems im Hinblick auf einen ngbichst efizienten Nachwis dieser Spees muld dahe

auch dese Gol3e leriickschtigt werden.

92



Teil B: Ergebnisse undiskussion

7. DEREINFLUR DERZERSTAUBUNGSBEDINGUNGEN AUF DAS IONENSIGNAL

Die Zerstaubug der Analytlosurg hat als initialer Sciitt des E$-Prozessegntscheideneh
Anteil am Erfoh eing Analyse. Wie in Kap. 3.1.2 é&schrielen, werden Analytionen
besondersffizientaus kleinen und hogeladem®n Tropthen feigesetz, so dald unter dies
Bedingungen ein Analyt in guter Signalausbeute in @h Massenspekén nahgewiesen
werden kann. Die gezelte Produktion solcher Tropfeh ist daher in & ES-MS

winschenswg.

Im vorliegenden Kapitel werden Unteisuchungen zum Einfuld de zdtlich veréndelichen
Zerstaubuigsbedirgungen in den diskontinuierlichen Spyemoden & ES au das
resultierende lonensignd vorgestdlt. In Kap. 7.1 findet sich ene kurze Beschreilbung der
zugrundeliggenden Phanomenogie. Die Resultate der Wtersuchugen sind inKap. 7.3

zusammengstellt; die Diskussion erfgl gesondert in Kap. 7.4.

7.1. Diediskontnuierliche Zerstdubung von Rissigkéten unter den Bedingungen
der ES-MS

Unter denBedingungen der ES-MS lassen sich d konstanterFluRrae der Aralytldsurg in

Abhamgigkeit vom gewaéhlten Idpillarenpotential verschiegtne Arten der Zerstaubuug,

sogenannte Spraymoden, leobachten (\gl. Kap. 3.1.). Eine aufihrliche Diskussion der
Ursaclen dieser diskontinuierli@m Desintgration findet sich beispielsweisigei Juraschek
[Jur9g].

Da mit der Emission von lEssikeit aus @r Kapillare stets ein mefdper Strom Uber die
Spraxapillare abflieRitkonnen diese Spymoden sowohl dwh optische Untersuchgrder
Spryquelle ds auch anhand des Ube die Spraykapillaren abflielfenden Stroms charakterisiert
werden pPur97], [Jur98]. Die Strom-£&it-Kurven de drei Ublichemweise auftretenden
Spraynodensind in Abb. 7.1 schematisch dastellt. Bei relativ hohem &pillarenpotential
erfolgt ein kontinuierlicherAbbau de Hissgkeit Ube einenjet in en Aerosol geladener
Tropfchen (,Sprgmodus 111*), so dald d resultierende Strom zeitlich konstant isteiB
mittlerenKapillarenpotentialemlagegenwird die Hussickeit diskontinuierlich in Brm kurzer
Spraympulsemit einer Fequenzin der Gré@nordnuig von 1 bis 2 kHz emittiert, was sich
im Strom-zit-Diagramm durch afeinandefolgende Stromimpulse &uf3ertSraymodus
[1). Der im zatlichen Mittel Ube die Kapillare abflie3ende Strom ist ddbe gelinga als im
Spraymodus lIl. Zwischen den einelnen Sprayimpulsen relabert der Sprgkonus an der

Kapillarenspitzeund bildet erst zu Beginn des dara@blgenden Emissionsimpulses wieder
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einenjet aus. Niedige Kapillaenpotentiale bewirkenchliel3lich eineZerstaubuig in Impuls-
sequenegnmit einerFrequenzwischen 10 und 50 Havobei jec Impulssequenaus etva 25
einzelnen Impulsen mit eine Frequenzin der Go6Renordnug von 1 bis 2 kHzbesteht
(,Spraymodus ). Im zeitlichenMittel ist dertber die Kapillare abflie3end Strom wiederum

geringerals im Sprgmodusll [Jur97].

Spraymodus Il Spraymodus Il Spraymodus |
|4 At = 500 pis A At=35ms
't (=2kH2) "1 =304
| = const. > “l ”ll
[ ( c
Uspray,i > Uspray, i > Uspray,i

Abb. 7.1: Schemasche Darstellung ficht m&3sabgereu) charakeristischer Srom-Zeit-Kurven,
die mt den in Abhénggkeit vom Kappllarenpdertial Usy,y einhegehendenSpraymoden
verburden $nd (ach [Jur97]).

Die massenspektrometrise Untesuchurg des ES-dnenspnals in den veschiegnenaxialen
Spraymoden bei konstanterFluRrae einer Analytlosung zeigt, dal3 ingesamt im Sprg-
modus Il die hochsten §nalintensiaten esultieren. Allerding ist etenfalls beim Ubegang
zwischen den Sprymoden | und Il im Bereich @ diskontinuierlichenZerstaubug ein
lokalesMaximum der Signalintensitatzu beobachten. Abb. 7.2igt diesam Beispiel einer
BariumbromidL 6sury, ¢ = 10° mol/l in Methanol/Wasse (v:v 1:1) (aus [Lr974d).

Das Auftreten des lokalen Maximums in de Gesamtintensitd des lonensignals ist
bemerkenswert, dader Uberdie Spraykapillare abflieRende Strom in diesem Bereich eteblich
geringer ist als im Sprsanodus|ll. Somit gelagen kel Sprayspannumen im Bereich des
lokalenMaximumswahrendder Zerstaubuig im Durchghnitt wenigern.adungstrager auf de
entstehenden Trdghen. Als Urszhe de erhthten Sigalintensitat beivergleichsweise
niedrigem Strom wird diskutiert (i#197], dal3 z Beginn eines einzlnen Emissionsimpulses
zunachst kleine, hohegeladene Tropfchen entstehenaus wethen in der Folge die
Analytionen hr dfizient fregesetz werden kénnenGegen Ence einesEmissionsimpulses
sollten dagegen golere Tropfen mit geringerer Ladung gebildet werden, die nur nod in

geringem MafRe um detektierlarenlonensgnal beitagen.
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Abb. 7.2: Einflul3 der Zerstauburgsbedngungenauf cen Gker de Kapllare alfliefendenStromund
das Gesationensgnal. Andyt: Bariumbromid,c =10° moll in Methand/Wasse
(viv 1:1)
Im Hinblick au ein bessees \erstandnis de Zerstaubugsphdnomeneist es von Interese,
die Vomange wahend de diskontinuierlichen Emission vorFlussigkeit nahe zu
untersuchenWahrendMassensgktrometer mit kontinuierlichenoneneinlal® (\gl. Kap. 4) in
den diskontinuiglichen Spaymoden nur einen zatlichen Mittelwert des lonensgnds zu
registrieren vermogen, bietet die TOFMS die Mddichkeit, die Fhase de einzelnen
Sprayimpulse mit den orthgonalen Extrationsimpulsen & korrelieren. Diese MaRrahme

erlaubt es, dieinzlnen Phasen der Emissionsimpulse gézu untersuchen.

7.2. Die Syndironisaton des oTOFEXxperiments mit den Enissionsinpulsen

Um Veranetrurgen des lonensgnals Uber derZeitraum eines Emissionsimpulses deralyt-
I6sung beolachten m kdnnen, ist eine yhchronisation dediskontinuierlichenZerstaubuig
mit den Exraktionsereigissen im oTOF-Massenspektret@ar erforderlich. Prinzpiell muf3
hierau mit Einseten der Emission ein ,Start“-Smgl korreliert werden, das miteing
definierten Zeitveragerurg (dday) die athogonale Exraktion auslostund so die Analyse

eines bestimmtendBeichs degonenpakts ermdlicht.

Erfolgt die Emissionder Analytldsungmit konstanter Fequenz so ist es nicht erfoatlich,
dendelayder Ankunft des tatachlich ausléserah Emissionsimpulses amgassen. Unter der
vereinfachenén Annahne, dald die lonen eines Emissionsimpulses die Streckeiszhen

Sprakapillare und Extraktionsraum mit einer duchschnittlichen Gehwindigkeit von
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330 m/s mriickleen ™ und de a1 Gberwindende Distan20 cm betrgt, ereicht ein
lonenpaket ach eirer Zeit von 606 ps den Hrxaktionsraum. Gleichzeitigrfolgen bei einer
Pulsationsfrequenz von 1,5 kHz die Emissionseissg an d Spraykapillare im Abstand
von etwa667 ps.Lost demnachein Emissionsimpuls b das ,Start“-8agj aus (gl. Abb. 7.3),
so sollte sich das 667 ps zuvor emittidaren@ket a noh im Extraktionsraunbefindenund
kann durchgeeignete Wah! desddays untersuchtwerden.

to- 667 t
0 \HS Q
a b
t

A S —— S
to+x: _J-<b i

orthogonale
Sprayquelle Extraktion

Abb. 7.3: Auferthdtsorte zweer zetlich adeinanderfolgenden Enssonsimpusebei einer
Pulsdionsteqenzvon 1,5 Kz undeiner durchschrittlichen Geshwindigkeit der
lonen@kee von 330 fs.

Voraussetang flr eine Synchronisation dieserArt ist, dal die Emissionsereignisse mit
konstanter Frequenzirfolgen und die Start-Sgnale zu schaf definierten Zeitpunkten
ausgegeben werdn. Unter dieser Bdingung sind die die in Kp. 7.1 beschieberen, natirlich
auftretenén Pulsationsphdanomene nueingeschiinkt als Bemgseregnis fur eine
Synchronisatiomutzbar. Unter den eellenBetriebskedingungen de ES-MS sind die mit der
Emission von Hissikeit einhegehenden Stromimpulse -nach Umwandlung in
Spannungimpulse — nur in Ubtagerung mit einer Reihevon Storsigialen zu beob&hten.
Ein zuverlassigs und deiiertes Ausldsenes Start-Sigals anhand @ Messuig desuber die
Kapillare abflielenden Stroms kaan somit nitit gewéhrleistet werden. Die Schwierigkeiten
der S/nchronisation lassen sich étwinden, wenn die diskontinuierliche Emission von
Flissideit durch Variation des an der Spiaykapillare anliegenden Potetials stimuliat wird.
Der Gleichspnnurg wird zu diesenZweck eine Wechselspanrmyumit einerAmplitude von
600 V Uberlgert, deen Frequenzder ratirlichen Pulsationséquenzargepaldt wird. Das
Start-Eregnis kann in diesenfall auf die zeitliche \éréandcerurg des Wechselspanngs-
anteils bezogen werden; die Detektion des Uler die Spraykapillare abflieRenden Stroms ist fir
die S/nchronisation nicht mehr @rderlich.

! Die maximale Geschwindikeit beider Srémungin dasMassenspektrometer (330 nis, vgl. Kap. 6.1.1) vird
néerungsweiseds Mittelwert angenommen. Im Bereich der Sprayquédle ist die Geschwindigkeit niedriger;
nachdem Passerender erstenDruckstufe allerdngs deutlich hoher als deser Wert.
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Sprayquelle . o ST Fl—
v \l ) ) Seeeeeee :1 I
Nz'rl AR E : :
konstante Flu3rate 1
1 -4 pl/min 1
1
H 1
N
: Pulser- o
Oszillosko — A TR :

> P Einheit :

1

.otart- :
Signal Delay-

> generator @ T[I)C

1

externer TOE-MS I

Trigger i :

9 —p Steuerung und <t - - -

Datenaufnahme

Abb. 7.4: Schemasche Dastellung ces Aubaus zu Aufrahme va syrchronisierten ESFoTOF-
Masensgkren MICKEY).

Eine schematischParstellurg desAufbaus zir Aufnahme von gnchronisiertenES-oTOF-
Massespdiren mit Hilfe des MICKEY (im Aufbau mit gddztem Stickstoffgegenstrom)
findet sichin Abb. 7.4. Ein kinktionsgenerator (Philips PM 6671)bgdie Freqenz des
synchronisiaten Experiments vor wobe das zetlich verdndetiche sinustrmige Signal
sowohl an die Hochspanngsguelle (Elektronik-Werkstatt desgnstituts fur Plysikalische
Chemie,UniversitatBonn) alsauch an den Bay-Generator (Stanfod Reseech Systems, DG
535) weitegeleitet wird. Zur Kontolle des vom Frequegenerator geliefeten Signals dient
ein Oszilloskop(LeCroy 9350 A).Die Hochsmnnurgsquelle lieert das fii die Zerstaubuiy
erforderliche Potential an eine Standaf8prayquelle, wobei eine Ubrlagerte Wechsl-
spannungentsprehende Frequenzdie diskontinuierliche Emission der Altlosurg bei
konstanter Ruf3rate gewahrleistet. as vom Delg-Generator augehen@ Signal dient als
externertrigger des TQ--Steuerugs- und Datenafnahmeystems und steuegleichzitig die
Pulser-Einheiter Extraktionselektrodefiir die orth@onale Exraktion. Anal@ zu den nicht-

synchronisierten Eperimenten #olgt die Detektion deslonensgnals Ube eine
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7. Der EinfluR3 deZerstaubugsbedingungen au das bnensignal

Vielkanalplatte, deen Sighal durcheinen TDC {imeto digital conwerter) prozessiert und von

der Dateaufnahmeeinheit in ein Massenggrum umgwandelt wird.

7.3. Ergebnisse Syndironisiete ESI0TORMS

7.3.1. Bariumbromid als Modellsysta

Zur Chaakteisierurg der Zerstaubugsbedingungen wahrend ar diskontinuierlichen
Emission von Anajtlosurg dient der Analyt Bariumbromid als Modellsystem. Wie in Kap.
6.1.2.1erwahnt,spigyelt dasintensitatsveraltnis avischen den Sigalen isolierer Ba?*- baw.
Ba'-lonen und B&r'-lonenmaen die Konentration dieses Angten in dengeladeen
Tropfchen widerund kann somit als Sonde fur diedsurgsmittelverdampfug wahrend der
Desolvatisierug (vgl. Kap. 3.1.2 hemangezagyen werden. GroRe und Ladung der initialen
Tropfen legen unter gegeberen Desolvatisierugsbedingungen fest, welcles Lésurgs-
mittelvolumen bis zum Ereichen des Rgleigh-Limits verdampft werden mul3. Vergeicht
man zwei Tropfen deiche Ladung, abe unterschidlicher GroR3e, so ist aus degrdferen
Tropfendie Verdampfung goRererMengen Losungsmittel erfaderlich, bis er schliel3lich bei
Ermreichen des Ra/leigh-Limits unymmaerisch zefdlt. Die Konzentration eines Analyten ist
somit beim Zrfall des grol3een Trogens elenfalls gréfier. Unte konstantenDesolvati-
sierungbedingungen und Verwendurg einer Analytlosurg gegeberer Konzentration kann
somit da Intensitdsvehaltnis Ba**/BaBr* ds rlatives MaRR fir die GBRe der initialen
Tropfenherangezogenwerden; es ist um so hoher, je kleirdie entspechenén Tropfen sind
(val. [dur97))

Abb. 7.5 und Abb. 7.6 fassete Resultatevon synchronisieten ESI-oTOF-MS-Experimen-
ten mit einer Bariumbromid<sung zusammen, wobei die Emissionsimpulse Fal von
Abb. 7.5 mit einerFrequenzvon 1,0 kHzund von Abb. 7.6 mit 1,5 kHangeregt werden.In
beiden Versohsreiten liegt der Aralyt in eirer Konzentration von 18 mol/l in d@nem
Losurgsmittelgemischaus Methanol und Wasser (viv 1:1) vor, und dieFul3rate @r
Analytlosurg betrag in baden Féllen 2 pl/min. DieMassenspéektren bei verschiedenen delays
werden unte identischen Bsolvatisierugsbedimgungen mit eine Aufnahmedaer von 10s
registiert. Die angegebenen Signdintensitden entsprechen dem  Mittelwert aus dre
Einzelmessungn; die Fehlerlken geben die absolute mamale Abweichug einer
Einzdmessungvom Mittelwert an. Das Verhaltnis Ba?*/BaBr* de jeweligen Mittelwerte zu
den verschedenendday-Zeiten ist in Abb. 7.5 Bozw. Abb. 7.6 Bdargestellt.
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Abb. 7.5:  (A) Ausgewéht Signalintenstaten aussyrchronisierten E3-0TOF-MSEXxperimenen;
Frequerz da Emissionsimpuse: 1,0 kHz (B) Verhatnis de Signalintengéten
Analyt: Bariumbromid,c = 10% moll in Methand/Wasser ¢:v 1:1). Aubau mt
gehetem Sickstoffgeganstrom; Uye, = 300 V

Es ist z1 erkennen, dalR sowohl dietensitaten s B£" als auch desBaBr® drastschen
Veréancerurgen bei Variation des delays unteworfen sind. Wrd die Exraktion ohne
Zeitverzbgerury augyeldst,so sind bereits bnensignale im Massergqgrum zu erkennen; die
Intensitatbeider Signale duchlauft ein Maxmum, ght bei héleremdelay auf ein Minimum
zurick und steig schlieBlich wiedr an. Der Vergleich der Exerimente bi den
Emissionsfrequeren von 1,5 und 1,0 kHzeigt danelen, dal3 im Falleiner Anregungs-
frequenzvon 1,0 kHz Uber einen lageren Zeitraum ein nurgeringes lonensigal zu

detektieren ist als bei einAnregungsfrequenzvon 1,5 kHz
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7. Der EinfluR3 deZerstaubugsbedingungen au das bnensignal

Die beiden augewahten Spezes, B&" und BaBr', wercen in beiden ¥rsuchseihen mit

unterschiedlichemddays mit maimder Intensitd nadgewiesen, so d& das Verhdtnis

Ba?'/BaBr* eberalls Veranderumgen unteworfen ist und in beidendfien bé delay-Zeiten

zwischen 400 und 500 ps ein Minimum durchlduft.
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Abb. 7.6: (A) Ausgewaht Signalintenstaten aussyrchronisierten E5l-oTOF-MSExperimenen

7.3.2.

Frequerz da Emissionsimpuse: 1,5 kHz (B) Verhatnis dea Signalintengéten
Analyt: Bariumbromid,c = 10° moll in Methand/Wasser {:v 1:1). Aubau mt
geheitem Sickstoffgegastrom; Uy, = 300 V

Angiotenan Il und Maltcheptaose

Der Einflud de Zerstdubugsbedingungen bei dbr diskontinuierlichen Emissionder

Analytlésurg soll ebentlls an eine Mischurg von Analten untesucht weden, cren

untesciedliche Eigensdaften Unterschiede fir den Neachweis mittels ES-MS mit sich

bringen. Als Modellsystem dient eie Mischurg aus Amiotensinll (Ang), einem Peptidler
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Molektulmasse 1046 Da, und dem g@dsaccaid Maltoheptaose (Mal) mit einer
Molekulmasseron 1153Da. Wéahrend ér Nachweis von Peptiden auch mittels Standard-ESI-
MS problemlosmadich ist, kbnnen @&ccaide unter Einatz einer $andard-$rayquelle aus
Anaytlésurgen vergleichbarer Konzentration héufig nur mit sdlechter Signalintensitd

nactgewiesen weden.

Um einen Nachwes beider Analyte aus emer Mischurg mit annaherndgleicher $gnal-
intensitat o gewahrleisten, wurdenAngiotensinll und Maltoheptaasin unterschiedlicbn
Konzentrationenin einer Mischurg aus Methanolund Wasser (v:v 1:1) mit Zusatxon 5
Vol.-% Essigdureund NaClin einer Konzenation von 5 mmol/l gdst. Abb. 7.7 zeigein
typisches Mssenspektrum (nickdynchronisiert)einer Mischug von Angiotensinll in eing
Konzentration von 2,A0° mol/l und Maltoheptaose in ein&onzentrationvon 510 mol/l.
Angiotensin Ilwird Ubewiegend alszweifach potoniertes Molekiilion Ang+2HF* und mt
geringer Intensitat ebentlls in einfach potonierter Form [Ang+H]® naclgewiesen.
Maltoheptaosewird im wesentlichen ds @nfach Natrium-angd agertes Mol ekiilion [Mal+Na]*
detektiert.

1000 — [Ang+2H'T**
= _
Q
‘S 800 —
= +1+
5 7 [Mal+Na']
y 600 —
T i
— 400 —
:_FE
Q i +1+
o 200 — [Ang+H']
£ . |
LL. A N
0 B B E L e e |
400 600 800 1000 1200 1400 1600
m/z

Abb. 7.7: ESI-oTOFMassempetrum (MICKEY mit Sandad-Spayquelle und Adbau mi
geheitem Sickstoffgegestrom) eirer Mischungvon Amiotersin|l, ¢ = 2,540° md/|
und Mdtohepaos, ¢ =5/10* moll, in Methand/Wasser ¢:v 1:1) mit 5% Essigséate
und 5 mM NaC

Abb. 7.8 zeigt zusammengefaldt die Resultate von [B3OF-MS-Experimenten
synchronisiat mit den Emissionsimpulge an da Spraykapillare mit der oben vorgestdlten
MischungausAngiotensinll und Maltoheptaas Als repasentativdonensignalaler Analyte

sind das weifach protoniee Angiotensin-Molekilion sowie das diium-angebgerte
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7. Der EinfluR3 deZerstaubugsbedingungen au das bnensignal

Maltoheptaose-Molekilion dgestellt. Bai einer Flul3rate @ Analytlbsurg von 2 pl/min
betrag das DC-Kapillarenpotential 3 kV, @& Emission von Kssikeit wird mit einer
Freqenz von 1,5 kHz stimuliert. Die dargestellten Punkte geben den Mittehusrtrei
Einzelmessungn (Aufnahmedwuer je 10 s) wider; die Fehlerbalken entsprehen dem

absoluten maxnalen Fehler de Einzelmessungen.

300 t
] I © [Maltoheptaose+Na’]
7 250 — - I " [Angiotensin+2H"**
‘%‘ J
o 200 -
2, 4
T 150 —
= ]
c
L 100
= i
50 —
OI'I'I'I'I'I'l'l
0 100 200 300 400 500 600 700
delay [us]

Abb. 7.8: Ausgewahe Sigalintenstaten aussyndironisierten E$-0TOF-MSExperimerien ener
Lésung wn Angotensn I, c= 2,510° molf und Maltoheptaose, ¢ =510* mol/l, in
Methand/Wasser Y:v 1:1) 5% Essigsate, 5 nM NacCl.

Die Darstelluig 1&R3t ekennen, di awch in diesem Untershungssystem mit Verdnerurg

desdelayseine Veradnderury des lonensgnals einhegeht. Debei areicht die Sigialintensitéat
des Anayten Amgiotensi Il nacheinemdelayvon 100 ps ein Marmum und fallt zu einem
Minimum nach 550 ps alhm Fall der Maltoheptaose ist dggenerstnach einemdelay von

200 ps eine marmale Signalintensitat zu beobachten, das Minimanitt nach einemdelay

von 600 us auf.

7.4. Diskussim

Wird eine Anaytlésurg diskontinuierlich zerstauhitnd die resultierenderionenpakte mittels
einessynchronisierten ESE0TOF-Experimentszu verschiedeen Zeitpunkten aalysiert, so ist
mit der Variation desdelays eine deutliche Verandeung de Signalintensitden und
Intensitatsvehaltnisse in den Massereiren verbunden.Der Anstiegder Signalintensitaten
und das anschlieleadurchlaufen eines Minimums @genin allen Untersuchumgsreihen an,
da die an der Spraykapillare gebildeten P&ete bis in den Extraktionsraum ehdten bleiben

und noch zu einemrgfRen Teil getrennt von zuvor odedarach emittierten Sprayimpulsen
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beobachtetwerden konren. Der zeitliche Abstand der einzelnen Pakete nimmt dabei
erwatungsgemalizu, wenndie Fequenz der diskontinuierlichen Emission abnimmt (Abb. 7.5
und Abb. 7.6). In allen Versuchseihen geht allerdigs das atektierbae lonensigna im
Bereich deslntensitatsminimumasicht vollgéandigzurtick, so dafld von eén Verbreiterung der
Pakete walend des Tansports awgegangen werden muf3.Beding durch dieseVerbreiterurg

koénnen sich so aghandefolgende Padte baeits 21 einem gewissen Ma&{iiberlayern.
Mehrere Faktoren sind alsriSaclte derVerbreiterurg denkbar:

* Verwirbelungen wahend s Anstromens degeladeen Tropichen lkei Atmospharen-
druck in dienozzlehinein

* Verwirbelungen wéhend dr turbulenten Strémung durahie nozzlehindurch(vgl. Kap.
6.1.1)

» unterschiedliche Albeschleunigng von lonen veschiedeler m/zVerhdltnisse auf dem

Weg in den Exraktionsraum (gl. Kap. 6.3

Wéhrend sich die beiden estgenannten Faktoren wabhamig von den Ejenschafen der
transportierten dnen auswirlen sollten, konnte deEinflu der Axalbeschleurgung eine
systematischeAnreicherurg von lonen niedger m/zVerhéltnisse im vordereell eines
Pakets bewirken. Der aus der Axalbeschleurgung resultierende Effekt soll daher
abgeschatztverden. Eine freie Beschleunigung von lonen(ohne Sté3e mit Restg) sollte
aufgrund de Druckverhéltnisse erst im &eich avischen @m zweiten skimmerund dem
Eingang in denExtraktionsraum erfgen. Am MCKEY betiégt der AbstanddieserBauteile
etwa 2 cm; die Potentiadifferenz zwischen desen Buteilen wird typischerweise auf 12V
eingestdlt. Vom Eingang bis zurMitte des Exraktionsraums lggen die derart beschleunigten
Teilchen danreine Distanzvon etwa 3 cm uriick. Die Gesmtflugzeiten ™ de lonen vom
zwedten skimmerin die Mitte des Extraktionstaums, diesich aus den Gleichungen fir die
Bewegung von lonenim elektrischen Eld ergeben (. Kap. 4.1.1), sind in Tab. 7.1

zusanmengestellt.

Ba®t BaBr' [Ang+2H]** | [Mh+Na]
(m/z 68) (m/z 218) (m/z 524) (m/z 1176)
Flugzeit
skimmer- Extraktionsraum 12 ps 21 ps 33 ps S0 us
Differenz 9 us 17 s

Tab. 7.1:

Die Flugzeten vonlonen veschiedene m/zVehaltnisse Ube die Diganz zwschen
zweitemskmmer und de Mitte des Extraktionsrauns.

! Die Gesamtflugzeit setzt sich ausder Zit in der Beshleunigungsregion zwischen zweitem skimmerund
Extraktionsraum sowie der Driftzett in die Mitte des Extraktionsraums zusanmen
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Bel der Untersichung von Bariumbromid ba. der Mischug von Angiotensin Il und
Maltoheptaosen synchronisieren ES-oTOF-Experimenten sind diéntensitatsmadma der
Speziesin einem zeitlichen Abstand von mehr als 100 ps zu beobachten. Die aus der
Axialbeschleunigng resultierenden Unterscéde in der Ankunftszeit dedonen in @ Mitte

des Extraktionsraum sind dagen erleblich geringer. Es ist dalrezu folgern, daf3 die
beobachten zeitlichen Unterschied in den Intensitatsmadima von BZ* und BaBr' baw.
Angiotensinll und Maltoheptaose nictdllein auf deen unteschiedlicke Flugzeit in den
Extraktionsraum beuhen. Die beobachteten zatlichen Unteschiede der Intensitdsmaima

sind daher autinterschiedlich Zerstdubugsbedingumen wahrend einesEmissionsimpulses

zurtickzufihren.

Zieht man das Vehdtnis Ba?'/BaBr* ds quditatives MaR fir die GroRe der initialen
Tropfchenheran, sowird aus Abb. 7.3 und Abb. 7.6 B ersichtlich, daf? diedpfchengrol3e
in den einzelen Phasen der diskontinuierlicheBerstaubug deutlichen Weréancerurgen
unterworen ist. Zu Beginn einesEmissionsimpulsesverden mnachst kleinex Tropfchen
gebildet (hotes B&'/BaBr-Verhaltnis). Die TropfchergroRe nimmt dann im Verlafi des
Emissionsimpulses mimer weiter B, was anhandder Abnahme des Ba’'/BaBr'-
Signalverhdlitnisses gdolgert werden kann. Dieses Resulta stent im Einklang mit der in Kap.
7.1 beschrietnen Hypothe der TropfergroRenerteilurg wahrend eires Emissionsimpulses
(vgl. [Jur97)).

Im Fall desAnalytsystemsAngiotensin Ilund Matoheptaosast es fii die Interpretation de
Resultate erforcerlich, die unerschiediichen Eigensclaften dieser beiden Analyte im Hinblick
auf ihre lonisieung und Freisetzing aus den gladenen Topfchen a1 beriicksichgen.

Unterschied bestehen déspielsweise in falenden Punkten:

» Maltoheptaose liegt auch in saurer Lésurg im wesentlichen ungeladen vor, wéhrend das
Peptid unter diesen Bedingngen duch S&ureBase-Rektionen protoniert wird.Im
positiven bnenmoduskam dasPeptid demnaclals Obeflachenladumgystrager adtreten;
das Oligpsacarid dagegen nicht.

» Die Oligosacarid-Molekiile sind fdrophil, wahrend ds Peptid ebemfls hydrophole

Strukturen aufwist und somit oberflachaktiv ist.

Wie in Kap. 3.1.1 beschrieh, fihrt an @ Spitze der Sprkapillare dieLadungstrennury
nach dem ektrophoretiscen Meclanismus & einer Anreiclerung von Ladungstréagern auf
der Russpkeitsobeflache. Setzt nun an der Spitze der Skapillaredie Emissiongeladener

Tropfchen ein, so sollte in Andogie zu den Verhdltnissen bem unsymmerischen
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Tropfenazrfall (vgl. Kap. 3.1.2) bvorzugt die Teilchenin die erstenTropfen gelargen, die
eine hohe Audnthaltswahreheinlichkeit an dr FlUssikeitsobeflache aufweisen. Erst zu
einemspéateen Zeitpunkt solltenTeilchenaus @m Inneen derFlussokeit die Sprgkapillare
verlassen. Atider Basis de obenerwéahnen Egenschaften bestht fur Argiotensinll eine
héhereAufenthaltswahscheinlichkeitan der Flissideitsoberfl&éhe als sie derligosacarid
zukommt. Die hohere Komntration des Oligsacarids in defésunggleichtdiesenNachteil
nur teilweise wiedr aus. [Bher gelargt das Peptidzu friheen Zeitpunkten des
Emissionsimpulses inie gladenen Tropfchen und wird ebnfalls 1 einem frileren

Zeitpunkt mit maxmaler Signalintensitat nacewiesen.

Ubertrag man diese Resultae auf die Verhdtnissebam ung/mmetrischen Zerfall gdadener
Tropfchen,so wird erreut deutlich, aus wichem Gund unter Standard-Sptasdingungen
Oligosacaide im Vergleich zu Peptiden wenigeffizient naclgewiesenwerden kénnen.
Wéhrend Peptide beim upsimetrichen Zerfall mit hoher Wahrscleinlichkeit in die
offspring dropletsgelangen, verbleiben die hydrophilen Oligosaccaride bevorzug in den
Resttropfen, die der assenspektromaschen Aralyse nicht mehr aganglich sind. Erstunter
den Bedingungen de Nano-ES mit ihren erheblich kleineren initialen Tropfchen besteht eine
gute Nachweismodichkeit dieser Spaes (\gl. [Bah97).

Zusammefhassend @gen die Untersuchugen anden Modellsystemen Bariumbromidbzw.
Angiotensin 1l und Maltoheptaose aufdal® bei der diskontinuierlichen Emission von
Anaytlosurgen wahrend d@nes Emissionsimpulse sowohl die GréRe der emittierten
Tropfchen as auch deren Zusanmensdzung zetlichen Veranderungen unterworfen sind.
Geade im Fall zweier verschiedenattiger Anayte sollten die Prozessean der Spraykapillare
die Verhaltnisse beim upmmetrisclen Tropenzrfall zu einem gewissen Mal3e wider-
spie@n. Das Vefahren der Synchronisation de diskontinuierlichenZerstauburg mit den
Extraktionsimpisen des oTOMMassenspektromete kann somit als Wkzeug dienen,um

Einblicke in diefur die Prinzipien de Desolvaisierung relevanten Sdhritte zu gevinnen.

Das Verfahren hat sich fur die Analyse einzlner Sprgimpulse beéhrt underlaubt es,
gezielte Phasender diskontinuierlichen Emissionue Aufnahme von Masnspekten i
verwenen. Dennah ist es flreine Anwendurg im routinemaRigen Einsatder E3-0TOF-
MS wenig geeignet, da die Regiitionsrate des Bxeriments vonypischerweise 5 bis 10 kHz
auf 1 bis 2 kHzheralgesett wird. Im Hinblick auf die Detektion einer maxmalen
lonensignalintensitat ist daher ein nichiaschronisiertes Egeriment in Verbindug mit einer

kontinuierlichen 2Zrstdubuig im Spraymodus Il vorzuziehen.
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8. DEREINFLUR DESLOSUNGSMITTELS AUF DAS RESULTIERENDE
IONENSIGNAL IN DER ESI-MS

In der ES-Massaspétromerie kommt den Losurgsmittd, in welchem en Andyt de
Analyse zugefiihrt wird, besondee Bedeutug zu. Wie bereits in Kap. 3.1 ausfilich
beschrieben wird, liefern die Eigenschaften des LoOsurgsmittds die entscheidenden
Rahmenbedingngen fir @én Transfe eines Amlyten aus delL6surg in ein massenspektro-
metrischdetektierlares Gsphasenion. Sie baflussen sowohl Arals auch mtensitat der
detektierbaren lonensignale wobei diese baden Merkmde im folgenden unte dem Begiff
Jfesultierendes lonensignd” zusanmengdaldt werden. Piinzipiell ist der EinfluR enes
LOsurgsmittds auf das resultierende lonensignd in der ES-MS unte dra verschiedenen
Gesichtspunktenzu betrachten, deren Kombination sich auf A und Intensitat der

detektierbaren Sgnale auswik.

» Das Losurgsmittel stelltin kondensiertePhase die_,chemische Weburg“ desAnalyten

dar und legsomit fest, in welcherdfm der Analyt in Lésurg vorliegt. Das Losurgsmittel
in sener Eigensclaft als clemische Ungebung des Analten kesimmt daher dé
Ausgarmgsbedirgungen jeder Analyse.

* Wahrend deZerstaubung der Anglosurg, dem weitererZerfall derinitialen Tropfchen
und der damiteinhegehenen Desolvatisierug des Analyten kommt denildsurgsmittel

die Rolle einer , Tr&gerkomponente® furden Analyten in die Gsphase a (vgl. Kap.

3.1.2) Die Eigensdaften des Losurgsmittds haen in diesen Phaen der ESdonisierung
Einflul3 aufdie Grof%e der initialen Topfchen [Fer94]und das Ausmalied Losurgsmittel-
verdampfuig [Ray82], [Keb93] Sie haben somit entscheidenden Anaail Erfolg einer
Analyse.

» WaéhrenddesTransferseines Aralyten n die Gasphas bzaw. nach désem Prozel séllen
ebenfalls in de Gasphae béindliche Losurgsmittdmolekiile potentielle Reaktionspatner
desAnalyten dar (vgl. Kap. 3.1.3.3, $ch95a] [Ste99). Insbesondes bei Anregung des

Analyten durch StéRe ([B. wahend de Desolvatisierug) haben die Gasphaan-

reaktionen @nen deutlichen Einflul3 auf das resultierende lonensignd.

Der beite EinfluRbegich desL6surgsmittels hat zur &lge, dal3ein komplexer Zusammen-
hangzwischenL6surgsmitteleigenshaften und denesultierenden Mssenspekén herscht.
Wird in dea Praxis die Zusanmensdzung des LOsurgsmittds variiert, so anden sich in der
Regel melrere relevante Egenschaftengleichzeitig Diesem Umstand muflRechnuigy

getragen werden, wenn derEinflul des Lésurgsmittds auf das resultierende lonensigna Ziel
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einer Untersuchung ist. Um enen Einflul3 des Lésurgsmittds auf die chemische Umgebung
des Anayten bav. im Hinblick auf Gaspaseneaktionen aimdglichst Giberschubaer Basis

zu halten, bietet sich der Einsatan Salen als Modellangte an.

Im Hinblick au die chemische Umebung des Analten stellt im Rl von Salzldsungn die

Polaitat des Losurgsmittds den entscheidenden Faktor dar. Diese bestimmt, in wdchem
Ausmal} de ekktrolytische Dbsozation des 8Slzes n Losurg erfolgen kann ([Col93],
[Wan9q), und leg somit Art und Anahl der prinzpiell detektierbagn Speies fest. Dienen

Salz mit zweiwertigenMetallkationenals Analyte, so sind die_in der &phaseablaukenden

Reaktionen im wesentlichen Elektronentransferprozesse Resktionen dieser Art wurden
bereits durch ESMS?*Untersuchugen von Clustern aus Metallkationen und
Losurgsmittelmolekilen intensiv studiertB[a90] [Jay90], [Che92a] [Koh97] [Koh97a).
Ihr Ablauf wird entscleidend durch @i lonisierungseergie des Losurgsmittels in Relation
zur zweiten lonisierurgserergie des Metalls beenflul3t Ist die aveite lonisierurgseneagie des
Metalls hoher als die lonisierumgsenegie desLoOsurgsmittels, so kann ein zweiwayés
Metallkation M?* nur in Form eines Clusers naclyewiesen verden, h demes dirch eine
gewisse Anzahl von Losungmittelmolekilen solvatisiert wird. Sobald die Anzahl der
Losurgsmittdmolekile im Cluste einen krtischen Wert untasdireitet, erfolgt eine
Reduktion des Metallkations von#zu M*. Der kritische Wert ist déei fiir ein gegebenes
Losurgsmittel um so hdher, je hoher die zwdiaisierurgsenegie des Metallkationsist (vgl.
[Bla90]). Metalle, daen zwate lonisigungsenergie niedriger ds die des Losurgsmittds ist,
kénnen dgegen vollstandigdesohatisiert in Form von M?*-lonen naclyewieeen weden
[Bla90].

8.1. Ergebnisse

Be der ES-MS-Analyse von Bariumbromid hat das verwestd LOsurgsmittel
entscheidenden Einflu3 auf die resultierenden Massenspektren. Abb. 8.1zegt die ESI-0oTOF-
Massenspektren (MKEY) von Bariumbromidausden Alkoholen Mthanol (Me(H, Abb.
8.1A), Ethanol (EtOH, Abb. 8.B), 1-Propanol (Pr®l, Abb. 8.1 C) und 1-Btanol (BuOH,
Abb. 8.1 D) bei identischerDesolvatisierugsbedirgungen und identischer Kkumulations-
dauer. Alle Massenspektre zeigen die begits in Kap. 6.1.2.1 bescieberen charakte-
ristischen Signale des Andyten Bariumbromid. Im Fall der 1-Butanol-Losung tritt zusézlich
noch ein Signal bei m/z 97,1 auf, das auf magmangelgerte Butanolmolekile

zurtickzufthren ist.
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Abb. 8.1: ESI-oTOFMassespektren van Baiumbronid, c= 10 moll in vaschiedenen Alkcholen
beiidertischen Desdvatisierungsbedngurgen MICKEY im Atbau nit geheztem
Stickgoffgegengrom, Us = 400 V, U, = 350 V, T, = 100°Q); (A) Methand, (B)
Ethand, (C) 1-Proparol, (D) 1-Butanol
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Esist zu erkennen, dalR die entsprenden Massensktren in meherer Hinsicht ehebliche
Unterschied aufweisen. So nimmt einerseits dizesamtintensitatinnerhalbder homolagen
Reihe drastisch ab, und auch die dativen Verhaltnisse de lonensgnalintensiaten

untereinandesind Veénderurgen unteworfen.

Die Massenspekén sollen im folgenden ar@nd charakeristischer Indikatorsignale des
Anayten Bariumbromid beurteilt werden. Die Intensitéden isolieter Bariumionen relativ
zum Bariumbromid-ClusterionBaBr® werden empfindlich dich Vorgange in Losurg
beeinfluRt. Das haltnis Ba?*+Ba’)/BaBr" ¥ wird daher mr Beurteilung de Rolle des

Losurgsmittds ds ,chemische Umgebung® des Analyten herangezogen. Da Ba'-lonen die
Produkte von Redoraktionen in der Gaspbe dastellen (vd. Kap. 6.12.1), dient das
Verhaltnis B&*/Ba" als quditativer Indikator der Vorgange, die der Analyt in der Gasphese
durchlauft. Die entsprehendenintensitatsverhltnisse, (B?+Ba")/BaBr" und B*/Ba’, die

fur die untersahtenL 6surgsmittel resultieren, sind in Abb. 8.2 A und Abb. 8.2i&gestellt.

Die Datenpunktestellen— wie awch in allen fogenden Abbildungen — jewils den Mittelwert
aus drei Einzelmessungerdar; die Fehlerbalkengeben die rmximale Abweichug eine

Einzdmessungvom Mittdwert an.

80 — 3 —
o 13 (A) o (B)
=7 ©
f__U - 2+ + + _E 2 — 2+ +
5 (Ba” +Ba’)/BaBr Q Ba“'/Ba
7 40 — 7R
T i <
z 21
& 20 o scz
= i s
L — _ T
0= ] ! T O——T—71 1 T
MeOH EtOH PrOH BuOH MeOH EtOH PrOH BuOH
Lésungsmittel Losungsmittel

Abb. 8.2:  Zusammenfssurg der ESFMS-Untersuchungen von Baiumbronid, c= 10 mol/l in
vershiederen Akohden (A) Verhaltnis der Sgndintersitdten Ba?*+Ba’)/BaBr"; (B)
Verhaltnis der Signdintersitaten Ba®*/Ba’; jeweils Mittelwat aus drei Bnzlmesungn.

Es ist z1 erkennen, dal3 innaatb der homolgen Reihe Mthanol — Ethanol — Propanel
Butanol das Intensitésvehdtnis de Signale der isolierten Bariumionen rdativ zum Signal
BaBr* von etwa 70 bis auf 0,4 abnimmt (Abb. 8.2 A Eben#lls sinkt in identischer
Reahenfolge dea Antell des B&* relativ zum reduzigten Ba" von 2,7 bis auf eien Wert von
0,02 (Abb. 8.1 B).Die eingesetzten Losurgsmittd unterscheiden sich in eéne Rahe von

! Zur Berechming der Verhaltnisse werdenim folgendendie nonoisotopischen Signale »**8a urd ***8a’*Br
haangezogen.

109



8. De Einflul’ des Losurgsmittds auf das resultierende lonensignal in der ESFMS

Eigenschaftendie in erger Verknigung sowohl die cemische Urgebung des Analyten und
die Gasphasaredtionen beeinflussen alauch eréncerte Egenschafien als Tégersubstanz
zur Folge haben. Einige Eigenstaften de Losurgsmittd, die in dieser Hinsicht von
Bedeutung sind, sind in Td. 8.1 zusammengestellt. Da die tatséchliche Tempeatur der
Tropfen nicht bekannt ist, kaan de angegebene Dampfdruck der Losurgsmittd be ener

Temperatur von 50°C nals Richtwert zur Verdeutlichgrder Tendenz angeshen werden.

D%rzgago(l)roucc::k Oberflachen Viskositat |lonisierungst Dielektrizitats
[kPal spanming [Nni*] |  [Nsm?] | erergie[eV] konsante
MeOH 55,5 0,0225 5,510 10,85 32,6
EtOH 29,5 0,0226 1,210° 10,47 24,3
PrOH 12,2 0,0237 2,310° 10,22 20,1
BuOH 45 0,0247 2,910° 10,06 17,8
H,O 12,3 0,0730 1,0310° 12,6 81,1

Tab. 8.1: Ausgewdhe Eigensdattenderverwereten Akohde. Die HEgerschdten vonWasser
sind zunmVerdeich gegefibegeddlt (aus [CRC9]).

In der massensgktrometrisclen Analse ist stets derGesamtdkkt bei Variation des
Losurgsmittds zu beobachten, so d# an dieser Stdle keine ddaillierten Aussagn Uber die
tatsachliche Rolle dekdsurgsmittels moétich sind. Duch Variation von Losurgsmittel-
zusammensetmg und Desolvatisierugsbedirgungen soll de tatséchlicle Einflu3 auf den
Analytenim ES-Proz[} eimgegrenz werden. Die Egebnisse dieseUntersuchumgen sind in
den Kapiteln 8.1.1, 8.1.2 und 8.1.3 zusammgestellt; die Diskussion der Resultatdoggt
gesoncert in Kap. 8.2.

8.1.1. Variation de Losungsiittelzusanmensdzung

Abb. 8.3 zeigt eine Zusammenfassug von ES-oTOF-MS-Experimenten (NICKEY im
Aufbau mit geheizem Stickstoffggenstrom), in wathenBariumbromid aus Mischuyen der
Alkohole Ethanol, 1-Propanol und 1-Butanol (v.v 1:1) bei iden&sclDesolvatisieruys-
bedingingen und identischeAkkumulationsdauer ralysiert wird. Zum Vergleich sind
ebenfalls die entsprechenden Signalintensitden mit dem Losurgsmittd Methanol unte den
gewdhlten Bedingungen dargestellt. Wahrend die Gesamtintensitdé des lonensignals be
Variation eing Mischungkompomntenalezu unveranert bleibt, ist das relative &héltnis

der einzelnemonensignale zueinander ehnoch cutlichen Verandrurgen unterwofen.
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Abb. 8.3  Zusammenfssurg von E-0TOF-MS-Aralysenvon Baiumbronid, ¢ = 10* mol/l in
Mischungen aws Methanol und Ethand, 1-Propanol bew. 1-Buanol (viv 1:1);
Desohatisierungsbadingungen Ug = 400 V, U, = 300V, Ty, = 100°C; jewels
Mittelwet aus drei Enzlmessungen
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Abb. 8.4: Verhalniss auggewaliter Sgndintersitaten aws denin Abh 8.3 zisammengfalien
Mas®nsgkrenvon Baiumbromidin verschiederen Alkohd-Mischungen.
(A) (B&*+Ba")/BaBr'; (B) B&*/Ba".
Die entsprehenden IntensitatsverhaltnisseB&**+Ba’)/BaBr* und Bxf/Ba’ diese Unter-
suchungreihesindin Abb. 8.4 A und Abb. 8.8 zusammegestellt. DerAnteil der isolierten
Bariumionen BY" und Ba' relativ zu BaBr* (Abb. 8.4 A nimmt demnach auch ierhalb
dieser Reihe ab;allerdings sind gera im Fal de Propanol/Methanol- und
Butanol/Methanol-Mischung die Absolutwerte des Intensit&svehaltnisses erheblich hoher as
bei Verwendury derreinenAlkohole (wgl. Abb. 8.2 A). Eiem &hnlichen Tend folt dasin
Abb. 8.4 B dargestellte Intensitésvehaltnis Ba®*/Ba’, welches fir die Mischurgen mit
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Propanol bw. Butanol eberdlls signifikant héhere Werte als im Rl der reinen Alkohole
annimmt (vd. Abb. 8.2).

Fur eine weitee Untersutwungsreihe finden Mischurgen aus Propanol und &¥ser in
verschie@nen proentualenAnteilen Anwendurg. Abb. 8.5 &igt eine Zusammendssuig der
ES-0oTOF-Analysenvon Bariumbromid-Losurgen in den vischiedeen Propanol/\&sser
Mischungen. Um eine gite Zerstaubug der Analytlosurg zu gewéhrleisten, betrgt der
minimale Propanol-Gehalt der Mischgen in diesen Uetsuchumsreihen 10 %. Der
Vergleich zeigt, daR mit mnehmendem Anteil Propanol in der Mischueine tendenell
hohereGesamtintensiatles bnensgnals resultiert, wobeebenglls die relativelntensitat der

einzelnen Sigale Verancerurgen unterligt.
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Abb. 8.5:  Zusammenfsumg von ES-0TOF-MS-Aralysenvon Baiumbiomid,c = 10 mol/l in
Mischungen ats Wasser undrerschedenen pozentualen Antilen Ropand.
Desohatisierungsbadingungen Ug = 400 V, UY,,,= 300V, T, = 100°C.

Die Intensitatsveréltnisse ausgewdahitdonensgnale sind in Abb. 8.6 A undAbb. 8.6 B
gezegt. Es ist esichtlich, da&? dbs Intensitdsverhdltnis (Ba?*+Ba')/BaBr* mit abnehmendem
Propanolgehalfund damit hoheem Wassegehalt) erheblich hoare Werte annimmt, als sie
bei Verwendurg eing reinen Propnol-Losung zu beobachen sind (Abb. 8.6 A). Demnah
hatein hbhere Anteil von Wasser in de Mischung einen erstarktenNachweis der isoliegn
Bariumionen elativ zum Clusterion BBr* zur Folge. Das Intensitdsvehdtnis B&/Ba’

(Abb. 8.6 B) nimmt ferner mittmehmendem Propanol-Aeit kontinuierlich ab.
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Abb. 8.6: Verhalniss augjewalter Sgndintersitaten aws denin Abh 8.5 zisammengfalien

Masgnsgkrenvon Baiumbromidin Mischurgen aws Wasser unl veschiedenen
prozenualen Atellen Popand. (A) (Ba**+Ba*)/BaBr'; (B) B&*/Ba’-

8.1.2. Variation da Desohatisierungsbeingungen

Durch gstematischeVariation de Desolvatisierungsdalingungen soll der Einflu dr
Eigenschaften dnes Losurgsmittd auf sen Verhdten als Tragesubstaz im ES-Prozel
untersucht weglen. Hiezu finden Bariumbromidlésuren mit eine Konzentrationvon 10
mol/l in den Alkoholen Methanol, Ethanol, Propanol undutdnol Verwendug. Die
Expeimente werden am MICKEY im Aufbau mit geheizter Transferkapillare durchgefiihtt,
in welchem de Eintrag themisdcher Energe wéhrend des Desolvdisierungsprozesse einen

empfindlichen Paameter darstellt.

Wird bei konstanter Potentialdifferenz zwischemmsferlapillare und Skimmer (35¢) die
Temperatur & Transkrkapillaen schrittweiseerhoht, so eyeben sicHur die verschieanen
Alkohole die in Abb. 8.7 msammengfal3ten Gesamtintensitdten ddsnensignals. Es ist
deutlich zu erkennen, dd3 bei gegebenea Potentiadifferenz zwisden Transferkapillare und
ersem skimner fir jedes vewendde LOsurgsmittd eine optimde Tempeatur de
Transferkapillare existiert, ba welcher ein Nadweis des gdosten Analyten mit maximder
Signdiintensitéd erfolgt. Dabel nimmt die optimde Tempeaatur im Vedauf der Rehe
Methanol — Ethanol — Propanol -tanol immer hdbkre Werte an (\gl. Abb. 8.7).

Fir alle untesuchten Alkohole ehmen dielntensitatsverhaltnissgBa’*+Ba’)/BaBr* sowie
Ba’"/Ba’ mit steignder Tempratur @ Transferkapillaen ab (ohre Abbildung). Dies
spie@lt, wie in Kap. 6.1.2 beshrieben, d¢ verstékte Desolvatisieruig der Analyte und die

damit verbundeneerstarke Aktivierung wider.
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Abb. 8.7: Gesamibnersignal in ES-oTORMS-Experimenten inAbhénggkeit der Transfer-
kapilarentempeatur. Andyt: Bariumbromid,c = 10* moll in den argegetenen
Alkohden. Desdvatisierungsparameer: Uy,, = 350V, Tkqp Variabd.

8.1.3. Der Einflu3 des Analyten
Eine Uberprifung, in welcher Weise die Wechslwirkungen des Analyten mit demLosurgs-

mittel die Desolvaisierung beeinflussen, soll amnhand eine Mischung der Analyte Turanose

und Ocylglucosid efolgen. Sowohl das Da&carid Tumnose als ath das modifierte

Saccarid @tylglucosid weren unter én Bedingingender ESI-MS im positivenlonenmodus
im wesentlichen durch Anlagerung eines Na' ionisigt. Wahrend da Odylglucosid dlerdings

aufgrund seimes lydrophoben @tylrestes eia ausgepagte Olerflachenakvitat in Losurg

aufweist, ist Turanosein hydrophiles Molekil ohne ob#&chenaktive Ejenschéen.

Beide Substaren liggen in eine Mischurg aus Metlnol und Wasser(v:v 1:1) mit Zusatz
von 1 mM NacCl ineiner Konzentrationvon 10* mol/l vor. Die Massaspétren werden bd
konstanterPotentialdifferenzzwischen Transferkapillarund erstemskimmerund vaiabler
Tempeatur der Transferkapillaren aufgenommen. Abb. 8.8 zigt in eéner Zusanmenfassury
die Intensitatender lonensgnale von Turanos und Ocylglucosid, die auf diee Weise
detektiert weden kdnnen.

Der Vergleich madit deutlich, d&3 da Octylglucosid be einer Tempeatur der Transfer-
kapillaren von etw 120°C mitmaximaler Signalintensitatnactgewiesenwerden kann. Im
Fal der Tuanose ist damen eie maxmale Sigalintensitaterst bei deutlich hdherer

Tempeatur, also vastarkter Desolvaisierung in da Transferkapillare, zu b@bachten.
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Abb. 8.8: Zusammenfsumg der ESFOTOF-MS-Urtersuchungen MICKEY im Aubaumit
geheiter Tranderkapillare) ener Mischung aws Ocylglucosid und Tuancse {ewels
¢ = 10" moll) in Methand/Wasse (v:v 1:1) 0,1 M NaCl. U, = 200 V, Tg, variabel.

8.2. Diskussim

8.2.1. Das Losungsittel als chemische Ugebung des Analyten

Werden bei der Untersuchum des Modellanayten Baiumbromid die Eigenscligen des
LAsurgsmittds variiert, so wesen die resultierenden Masseaspéktren Unteaschiede sowohl im
Hinblick auf die ingesamt nehauweisendelonensignalintensitat als auch biéglich der
Verhaltnissetypischerlonensgnale auf. D& verwendetenAlkohole der homolgen Reile
untescheden sich in ihren Eigensdaften erheblich (vgl. Tab. 8.1). Dies sollte zwar ausge-
prégte Effekte im Hinblick auf die Ve@ndeung der chemischenUmgebury bewirken,
beeinflul3t abeeberialls erteblich die Chaakteristik des $stems viéhrendder Zerstaubug
und Desolvatisierum

Der in Losurg relevante Rozel? fur én massenspktrometrischenNachweis deraugewahiten
lonen stdlt die elektrolytische Dissozidion des Sdzes Bariumbromid da ([Col93], [Wan9§).

Diese erfolgt prinzipiell in zwea Sdritten:
BaBr, == BaBr" +Br
BaBr* == Ba" +Br

Wie in Kap. 3.1.3.2 erlautert,egmagein Losurgsmittel diegeladenen Produkte @ Dissozia-

tionsreaktionen um so bsse zu stéilisieren, je polarer es ist. Die Polaitét eines Lésurgs-

115



8. De Einflul’ des Losurgsmittds auf das resultierende lonensignal in der ESFMS

mittels kann dabei durch seinBielektrizitatskonstante beschrib werden. Diess Mald
zugrundelgyend ist m erwarten, d? in der Reib der homolgen Alkohole von Methanolbis
1-Butanol die Dissoation des Bariumbromidsunehmend erschevt wird (vgl. Tab. 8.1).
Damit enthalt eind_6sung in 1-ButanomehrBaBr*-lonen und undissdertes BaBr; als es
bei einemL6surgsmittel hoherer Polaritat der Fall ist. AM®nsequenzederVerdnderurgen

in der Dissomtion stehenwei Aspekte ar Diskussion (v§ [Wan96):

+ Eine 1-ButanotL6surg enthélt einegréRee Anzahl BaBr-Clustaionen relativ zu iso-
lierten B&®*-lonenals es bei Alkoholen mit hoharDielektrizitatskonstantenagebenist.
Mit der relativen Zunahme dg BaBr'-lonen in de Loésurg steig auch die
Wahrschenlichkeit eines nassenspktrometrischen Nahweses deser Spezes an. Als
Konsequenaimmt dasVerhaltnis(Ba?*+Ba’)/BaBr" in der Reihe Mthanol — Ethanol —
1-Propanol — 1-Btanol ab.

» Aufgrund der verminderten Dissoziation des Anaty sollte eine 1-8tanol-Losung
insgesamt eir geringere Anzahl von Ladungstrdgern enthalten, algs beispielsweisan
Fall einerMethanolL 6surg gegebenist. Demrach stehen vom Aalyten Bariumbromid in
einer alkoholischeib.6surg prinzipiell um so wenigr praformiertelonen fur die Analyse
zur Verfigung, je geringer die Polaritat dekdsungsmittels ist. Es istomt denkbar,daf?

das insgsamt detektierba lonensgnal in der homolgen Reite der Alkoholeabnimmt.

Werden die Alkohole Ethanol, 1-Prapol und 1-Btanol in bin&ren Mischurgen mit
Methanol ds Losurgsmittd eingesetzt, so ist dieresultierende Polaitat des Losurgsmittds
auf die Egenschaften eider Mischugskomponengén artckaufihren. Die Algabe eines
Zahlenwets in Form der Dielektriatatskonstantest fur diese Mischugen nicht mdlich; die
Polaitat einer Mischung sollte dlerdings zwischen den Lésurgsmittdpolaritaten der jewei-
ligen Mischumgskomponenten ligen. Dies vemag die Beobachturg zu erklaen, da’ das
Signalverhdltnis (Ba®*+Ba’)/BaBr" in den bindren Mischen héhez Werte annimmt,als sie
fur die reiren Alkohole Ethanol, 1-Pr@mol und 1-Butanol beob&htetwerden konnen(vgl.
Abb. 8.2 und Abb. 8.4) .

Eskann aif qualitativer Basis voausgesetzt wearden, del3 die Polaitéat de Mischungen in der
Reihenfolge Methanol/Ethanol — Methanol/1-Pnogia— Methanol-1-Btanol abnimmt. Diese
Annahmezugrundelgend, ist ach in den untersthten bindgen Alkohol-Mischurgen mit
abnehmender Lésurgsmittdpolaritat die Abname des Sigualverdtnisses (Ba?*+Ba’)/BaBr
zu erklaren.Die Mischunge untergheiden sich in iter Polaritat untezginanderallerdings in

geringerem Malie, alses bei dendinen alkoholischer6surgen de Fall ist. Daher sind die
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Verancerurgen innerhalb der Reihe weniger ausgepéigt. Im Gegensatz zu den Unter-
suchungen dereinenalkoholischenL6surgen ist die Geantintensitat desonensgnalsim
Fall der bingen Mischunge trotz verandeter Polaritat anéhernd konsant. Es ist daheru
folgern, dal3 in der Reihe de reinen alkoholischen éisurgen reben dr verringerten
DissoZation des Briumbromids noch ein weiter Hfekt fir die Abnahme der Gesamt-
intensitd des lonensignals verantwortlich sen mul3. Dieser Effekt kann nicht die verdndete
chenmische Ungebung des Analten ar Ursacke haben.Er mul3 vielmehr auf veandete

Eigenschaften @s Losungsmittels als Tr&gkomponente zurtickzufiihrears.

Im Fall der Losurgsmitteigemische aus 1-Propanol und Wasser inerschiedenen
prozentualen Anteilen kann die PolaritérdMischurgen ebenélls fir Verancerurgen des
Intensitisvehaltnisses (Ba?*+Ba’)/BaBr* verantwortlich gemacht werden. Die Mischungen
sind um so polarer, je hoheerdAntell der Mischurgskomponente Vésse ist. Demnach
nimmt die Dissoziation des d@umbromids und damit das Intensitéatsveréltnis
(Ba®*+Ba'’)/BaBr" mit steiggndem Propananteil ab. Fermeist au beobachten, daR ai
Gesamtintensitat desonensgnals mit steigendem Propanolanteil r ddlischurg trotz
verringerter DissoZationtendeniell zunimmt. Dies unterstitzdie bereits im 8l der binaren
Alkohol-Mischungen angestelltEolgerurg, da3 die Dissoziation des Andén in Losurg

nicht dlein fur die resultierende Gesamtintensité& des lonensignals verantwortlich sein kann.

8.2.2. Das Losunggittel als Tragerkonponente

Haben die Urdrschieck in der Gesamtintensitat deBnensgnals unterschiedlicks Verhalten
der Lésurgsmittd als Tragersubstaz zur Ursache, so stdt sich die Frage auf welche der
speaifischen Losurgsmittdeigenschaften dies im wesentlichen zurickzufiihren ist. Im
Idealfall soll das Losurgsmittd vollstdndig vom Andytion verdampft sen, wenn dieses den
Massenangkata emeicht, um die Dektion vollstandig desolvatisierte Analytionen zu
ermodichen. Ebetfialls ist von Relevanzeinen motichst grofien Anteil der wsprurglich in
der Losurg vorhancnen Amlytionen durch ungmmetriscle Tropkenzrfallseregnisse
(Bildung von offspring droplets der massenspektromisthen Aralyse zuzufihren. Die
Gesamtintensitéd des deektierbaren lonensignds spie@lt in de Folge wider, in welchem
Umfang die baden Anforderungen duch das Losungmittd mit sdnen charakteristischen

Eigenschaften efillt werden.

In den in Abb. 8.1 vorgstellten Untasuchungsreihen weisen ale eingesezten Losurgsmitted
eine vergleichbae Obeaflachenspannug auf (wjl. Tab. 8.1).Demrach kdénnen @ erteb-

lichen Unterschede in der Gesamtintensitat, wie sie im Fall deanen Alkohole beolchtet
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werden, nicht auf diese Losungmittdeigenschat zurickzufuhren san. Die Losurgsmittd
unterscheidensich allerdigs sowohl in ihrer Viskositat, ihrem Dampfdiek und ihrer

Dielektrizitatskonstanten deutlich.

Der Vergleich mit den in Abb. 8.5 vorgstdlten Resultden de 1-Propanol/Wasse-
Mischungn =igt, dall de Viskositat der Loésurg in den Untersuchugsreihen kein
erhebliche Einflul auf de Gesmtintensitatzukommenkann. Die Lésurgen weisen bei
einemMischungsverhéltnis von 60 % Propanol und 40 %ed& ein Viskositatsmaxnum
auf (wl. Tab. 8.2. Dieserlokale Exremwert schdg sich ncht sigifikant in de beobah-
teten Gesamtintensitat nied@gl. Abb. 8.5), obwohl die Uetschiec in der Viskositat der
Mischungen vergleichbar mit denender reinen Alkohole sind. Vielmehr istwzbeoba&hten,
daRaus losurgen mit gerimgerem 1-PropaneGehalt trotzniedrigerer Viskositat nur eie
geringee Gesamtintensitéd des lonensignals deektiert werden kann. Dies stéht zun&hst im
Widerspruchzu den Resultaten von Gueemont et al., die anBeispiel von Etlylenglycol-
Losungeneine Abrshme der Gesamtintensitat mit unehmenderViskositat der Lésurg
beobachten [Gue93] Es ist allerding zu beriicksichggen, dal?3 die Viskositaterder unter-
suchten Etplenglycol-Lésurgen dibei Veanderurgen im Bereich eing Gréfenordnuig

unterworen waen.

% 1-Ropanol in Wasser
0 10 30 60 80 100
Viskositat [Nsn“] | 1,0310° | 1,5910° | 2,6210° | 3,1410° | 2,7910° | 2,2610°

Tab. 8.2: Viskaitat von EPropand/WasserMischungen (aus[ CRC93)

Sowohl Dampfdruck alsueh Diekktrizitdtskonstantewveisenallerdings einen erhebliclen

Einflul? auf die Intensitdt des etektierbarenlonensgnals auf.Die in Abb. 8.7 msammen-
gefaldten Resultae zegen, dald be gegebener Potentialdifferenz zwischen Transferkapillare

und erstenskimner fir jedes de untesuditen Losurgsmittd eine optimde Temperatur der

Transferkapillaen und damit ein optimales Ausmadh Aktivierung zur Desolvatisierug

existiert. Ist die Tempeaatur niedriger, so eicht de Enrergieeintrag offensichtlich nicht zur

vollstandigen Desohatisierurg derlonen vor @m massenspektronrteschen Nichweis aus, so
daRdie resultieende Gesamtintensitageringerist. Im Fall einer zu hohen Tengratur konnen
lonen dagegen bereits desolvatisiert vorlgen, bevor sie dieerste Duckstufe vollstand

durchlauén haben. St6Re dersSpers mit Restgsmolekilen -ode im Extremfall mit der

Innenwand @r Transferkapillare — kdnnen dann zueltralisationder lonenfiihrenund eine

geringere Gesantintensit& bewirken.
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Der Vergleich der fir die verghiedemn Alkohole ermittelten optimalen Transferkapitar
temperatuen macht deutlich, daf? iredReihe @r Alkohole Metranol — Ethanol 4-Propanol
— 1-Butanolein stegende Erergieeintiag erforderlich ist, um den Anatten Bariumbromid a
desolvatisieren und detektgm. We in Kap. 3.1.2 behrieben, bestimmensowohl die
Verdampfungsrate des Losurgsmittds als auch die GréReder initialen Tropfchen, in wdchem
Ausmd3 die zur Desolvaisierung relevanten offspring dropletsgebildet werén kénnenim
Fall der untesuchten Alkoholereten dbei in beideHinsicht Unterschieglau.

* Ausdenin Tab. 8.1 zusmmmengestellten Losurgsmittdeigenschatten geht hewor, da3 der
Dampfdruckder Alkohole bei gegebener Tempeiatur mit steignder Lange de Kohlen-
stoffkette abnimmt. Danit ist zu ewarten, d& ein initiales 1-Butanol-Tropfchen eine
deutlich l&ngae Zeitspaane bis zum Ereichen des kitischen Radius am Rayleigh-Limit
bendtigt as ein initiales Mahanol-Trépfchen gleicher Grolke. Soll die Verdampfungsrate
aus emem 1-Butanol-Tropfchen \ergleichbare Werte a1 einem MethanolTropfchen
annenmen, so muf3 de 1-Butanol-Tropfchen deutlich mehr Energie zugefihrt werden.

» Der Radius der initalen dpfchen ist um so kleiner, je hohdie Leitf &higkeit der Losurg
bzw. je gringer die Delektrizitatskonstante deksosurgsmittels ist (v@§4 Kap. 3.1.1,
[Fer94]). In den vorgestdlten Untesuchungsreihen bestent zwisden diesen Eigenschaften
alerdings en enger Zusammenhang. In einem wenig polaren Ldsurgsmittd wie 1-
Butanol, das eianiedrige Dielektriztatskonstante aufweist, igbn einemrelativ geringen
Dissozidionsgad des Bariumbomids aiszugdien, so @3 die resultierende Leitfahigkeit
der Losurg ebkenfalls geringer ist (\gl. Kap. 8.2.1).Unter dr Voraussetmng dal3
zwischenden Letfahigkeitender verschiestnen Losurgen grof3ee Unterschiede bstehen
als zwischen den Werten der Dielektrizitatskonstanten, nidenRadiusder initialen
Tropfchenin der Reiheriolge Methanol — Ethanol — 1-Prapol — 1-Bitanol tendeniell
zu. Mit zunehmendem Tropfeadius nimmt das Verhaltniswaschen Obdlache und
Volumen des Tromns ab, so daf} di¥erdampfung vonLdsurgsmittel zunehmend

erschvert wird.

Die beden vorgestdliten F&toren vermogen die Beobachtung zu ekléren, da3 die Gesamt-
intensitatdes bnensignals bei Verwendurg der reinen Alkohole mit unehmender &énge de
Kohlenstoffkette abnimmt. Ddei sollte die nachgewiesene Abnahme der lonensignal-

intensitd eine Folge beder Effekte san.

Das Ausna3 de Aktivierung, die fir eine opimale Desolvatisierung eines Analyten

erforderlich ist, hargt eberalls von derArt des Anayten und seinen \dthselirkungen mit
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dem LoOsurgsmittd ab. Dies kann ais den in Abb. 8.8 zusamengefaldten Experimenten an
Mischungen aus Ocylglucosid und Tuanose gefolgert werden. Bei gegebene Potential-
differenz in der erstenDruckstufe wird das obeflachenaktive Octylglucosid bei eine
niedrigeren Transferkapillarentemperatur optimd desolvaisiert, ds sie im Fal der
hydrophilen Twanoseerforderlich ist. Als Grundfir die Notwendigkeit einer verstarken
Aktivierung im Fall der Twuanose sindwei Phanomeneuwdiskutieren.Wie bereits in Kap.
3.1.2 beschriedm, effolgt die Freisetzing von Arnalytionen ginzipiell aus Trépfchen mit
einem Radius in der GréRordnug von 10 nm. Dieserkische TropfchergréRewird unter
Standard-Sprgedingungen erst mch einenerneuen Zerfall deroffspring dropletgier esten
Geneation erreicht (vgl. Abb. 3.2; im dot vorgestdlten Beispid resultieren Tropfchen mit R
= 13,9 nm und R = 1,4 nm). Dadarend @&s unymmetrischen fopfenarfalls bevorngt
Teilchenmit hoher Auénhaltswalnscheinlichkeit an & Oberflache in dieoffspring droplets
gelangen [Keb97] sollte das Oglglucosid bevorzugin die kleinerenTropfchen gelangen,
wéhrend die Turanos in den groRBeen Tropfchen verbkibt. Demnach mul} w
Desolvaisierung der Turanoseprinzipiell mehr Lésurgsmittd entfernt werden, ds e im Fdl
des Oaylglucosids eforderlich ist. Nében diesem Umstand, cer eine verstarkte Aktivierung
im Fall der Turanoseerforderlich macht, ist ebenfalls die unmittdbare Wechsdwirkung des
Losurgsmittds mit dem Anayten zu belcksichtigen. Die im Losurgsmittdgemisch
vorhandenenWassrmolekile vermdgen mit den OH-Guppen @r Analyte in Wechsel-
wirkung zu treten.Das Disacaid Turanog weist einegrof3ee Anzahl von OH-Gruyppenauf
als das modifierte Monosacarid Ocylglucosid, so daftlie Turanosein starkerem Malie
solvdisiert vorliegt. Die stakere Hydratisierung erfordert daher eine stakere Aktivierung zur

Desolvaisierung der Turanose

8.2.3. Das Losunggittel als Reaktionsptner in der Gasphase

Zur Beurteilung da Eigensdaften des Losurgsmittds ds Rektionspatne in der Gasphae
wird in den vorligenden Untersohungen dasVerhéltnis der Sigale B&£'/Ba” herangzogen.
Die Fakbren, die sich auf den Wt des Sgnalverhaltnisses auswken, wurcen beeits in
Kap. 6.1.2.1 bescleben.

Der Vergleich der zweiten lonisierumgsenegie desBariums (10,0 ¥ [CRC9Y) mit der
lonisiagungsenerge dler verwendeen Losurgsmittd (vgl. Tab. 8.1) zagt, ddd wahrend der
Desolvatisierug des Anayten kein spontameElektronentansfe zwischen diesen Spes 2
erwaten ist. Aufgrund diegr Tatsahe ist der Nachweis isolierter Ba**-lonen in den

Massenspetren generell moglich (vgl. Abb. 8.1).In den vorgestdlten Untersuchungsreihen
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liegt jedoch zwischen nozzlebzw. geheizter Tran$erkapillare und erstenskimner eine hohe
Potentialdifferenzan, so dald dieonen beim Passien dererstenDruckstue in hohemMal3e
StoRRemit Rest@smolekilen unterlaeh. Das Restgas iredersten Druekstufe bestht dabei
sowohl ais Raimluft as aich aus Lésurgsmittddampf. Ein nod solvaisiertes Ba?*-lon
sollte durch einen solthen Stol3 beorzugt neutrde Losurgsmittdmolekile verlieren (vgl.
[Bla90]). Trifft dagegen ein isoliertesBa’*-lon auf ein Restgasmolekiil, so kann eine
Elektronentransfreaktion unterBildung von Ba' ablufen, sofernder SoRR auseichend

energiereich ist. Diese Vorgange sind in Abb. 8.9 ndumds sdhiematisch zusanmengestdit.

°°O

|
| |

|

\ 4 @ : Losungsmittelmolekdil

Abb. 8.9: Schemasche Darstellung cer Vorgange be Zufuhr von thernmiscler Energie undbe
StoRakivierurg. DurchStoRkannB&®* zu Bd reduziert werden; der SoRpartner wird
im Gegenag oxdiert.

3, QR T N
¢

Zufuhr von StolRenergie

In den vorgestellten Untesuchungen ist da Vehaltnis Ba®*/Ba’ bei Vaiation des
Losurgsmittds erheblichen Veéndemungen unteworfen (vgl. Abb. 8.2 B, Abb. 8.4 BAbb.
8.6 B). Demnach muR diildung von Ba' im wesentlichen dueine Reaktion von &* mit
den Losurgsmittelmolekilen zurlickzufuhrereis. Im Fall der reirn Alkoholenimmt esin
derReihenfoge Methanol— Ethanol- 1-Propanol — Butanolab, was in ester Neherurg mit
der Abnahme dedonisierurgseneagien der Alkohole zu korrelieren ist. In der Reile der %
Propanol/Masser-Mischugen nimmt das Sigalvemhaltnis mit steigndem Gehalt von 1-
Propanol ebendélls ab, wobei 1-Prognol die Mischugskomponente mit niedriger
lonisiagungsenerge dastellt. Die Unterschiede in dea lonisiaungsenergie dea verschiedenen

Alkohole sind allerding nur gering, so dafdie Veranderung desSignalverhéaltnisse8a’/Ba’*

121



8. De Einflul’ des Losurgsmittds auf das resultierende lonensignal in der ESFMS

nodh weitere Ursaden haben sollte Dabei ist zu belicksichtigen, da3 da Ausnald ener
StoRaktivierungvon der Masse @r StoRpartnerund damit von der lbkse der Bstgas-
molekiile) abhamig ist. Der StoR eine8a’*-lons mit einem 1-Btanol-Molekiil ist somit
enegiereicher als de Sto3 mit einem Methanol-Molekil.eBAnwesenlkeit von 1-Butanok
Molekiilen im Restges wird somit én B&*-lon mit hoheer Wahrscheinlichkeitwahrend der
Passageader ersterDruckstufe reduert, als es ® Anwesenheit von Methanol-Molekilen

gegeben ist.

Auffdlig ist in den vorgestditen Untesuchungsreihen, ded kene Signale de oxidierten
Alkohole (in Form von R-OH-) in den Massensftren rachgewiesen verden kénen. Dies
steht in Ubereinstimmungit den Beobachtugen vonKohler et al. [Koh97a] die bei der
MS?-Analyse von solvatisiertenveeiwertigen MetallkationenM?* zwar das reduerte M'-
lon, aber lein oxidiertes Reaktionsprodukt nachwes konntenZur Erklarung wurde von
Kohler et al. vogeschlgen, daR de beteffende Alkohol zindchst untetJbertragung von
OH auf das Kation flagmentiert und est im Anschluein Elektronentansfer zwischen

Hydroxylion und Metllkation stattfindet.

Zusammenhassendeigen die voliegenden Untersiehungen, dal3 wischen de Eigensclaften
des Losurgsmittels und dem resultierden lonensignal komplex Zusammenhége
herrschen. Die Beurtellung des Losurgsmittdeinflusses wird debe durch den Umstad
erschvert,dal? mit der Variation ddsdsurgsmittels stets einganze Reihe von genschaften
verandet werden. Diesfuhrt unter Umstaneh zu erheblicherlUnterschedenim Hinblick auf
die chemische Ugebung des Aalyten in Losurg, auf die Rolle ded dsurgsmittels als
Trégerkomporente und aludessen Rolle als Reaktionspeer in de Gasplase.

In Analogie zu den von Wng und Cole fur diquartm&re Ammoniumverbindugen
vorgestellten ResultatenMan96] zeig sich, dafld ach bei der ESI-MS von mehrwertigen
Metallkationen mehr Clusterionen cigewiesen weden konmen, wenn die Polaritat des
Losurgsmittds geing ist. Die Gesantintensitd des deektierbaren lonensignals héngt
allerdings nicht nur von derAnzahl der vefligbaren Analytionen ab, welche durch das
Dissoziationstgichgewicht inLosurg fesgelegt wird. Sie ist vielmehr deutlich voden
Eingenghaften as Losurgsmittels als Tragrkomponente des Afyten abhéagig. Hierfir
sind in erser Linie die Letfahigkeit der Losurg sowie die Verdanmpfbarkeit desLésurgs-
mittels verantwortlich (vé} Kap. 3.1.1 und lép. 3.1.2). EineAbhargigkeit von derViskositat

desLosurgsmittels konnte in den untershten §stemen jedoch ht naclgewiesen verden.
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9. ES-MS-UNTERSUCHUNGEN ZUR DIMERISIERUNG VON GRAMICIDIN D

Auf dea Basis der in den vorhergehenden Kapiteln vorgestdlten Erkenntnisse zum
grundsitzlichen EinfluR vonL&surgsmitteln auf daslonensgnal in der E&EMS soll im
folgenden Absdnitt de EinfluR des LOsurgsmittds auf einen speziellen Analyten untasudit
werden. AlsModellsystem dieren die vershiedene Peptidvarianten e Peptidgemischs
Gramicidin D. Diese Peptide bilden indsurg nicht-kovalent gebundcene Dimere, deren
Charakteristika in Kap. 9.1ebchrieben werden.

9.1. DiePetidmischung Gamicidin D

Die Peptidmischun@ramicidin D, isoliert auBadllus brevis, sett sich aus msgesarhsechs
verschiegnen Komponemn zusammen, welche sich in den Aminoeéun denPositionenl
und 11 unterscheidgigl. Abb. 9.1). Die Seqenzdieser lineeen Peptidezeichnetsichdurch
unpolare Aminosaen aus, diealternieend D- ocer L-konfiguriert sind; C- und N-Teminus
sind in Form von Amiden modifieert. Aufgrund ihrerliberwiegendenunpolaen Eigen-
schaften sind die Peptide in Wasser unl6slich, koraigerin organischenLdsurgsmitteln
gelost werden(vgl. [ROm99).

OHC—X;—Gly—L-Ala—D-Leu—L-Ala— D-Val— L-Val— D-Val—L-Trp—D-Leu
I

HO-CH,-CH,-NH —L-Trp—D-Leu—L-Trp—D-Leu

Symbol Miono X1 Y11 Anteil
Valin-Gramicidin A A 1881,07 Da Val Trp 80 %
Isoleucin-Gramicidin A A* 1895,09 Da lle Trp
Valin-Gramicidin B B 1842,06 Da Val Phe 50
Isoleuchin-Gramicidin B B* 1856,08 Da lle Phe
Valin-Gramicidin C C 1558,05 Da Val Tyr 15 %
Isoleucin-Gramicidin C (o 1872,07 Da lle Tyr

Abb. 9.1: Die vaschedenen Bstandelle der Reptidmischurg Gramtidin D. Squerz nach
[ROMDPD] und [Mer89]; Anteil der Kompnertenin der Mischungaus[Sal9g];
monoisdopische Mas®n emittelt mit dem IoPro Isctopic Aburdane Calawlator V. 2.1
anhand @ Summeformdn.

Die biologsche Bedeutung des Membranpeptids Gramicidin liegt in dessen antibiotisder
Wirkung wobei die Konformation des Gamicidins einen entsefidenden Eifluld auf die
funktionellenAktivitaten aufweist(vgl. [Kil92]). Die Struktur von Gramicidin, insbesonder

der Hauptkomponent@ramicidin A, wude in de Vergangenheit bereits intensiv untersucht.
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Eine Funktion des Gramicidins ist die Ausbildungson lonenkanalen dech biolagische
Membranen, wiche den Transport einwdiger Metallkationen drch die Lipiddoppelsclaht
ermodichen. In dieer Funktion lieg Gramicidin als Dimer in der g®nannten Karal-
Konformation“ vor, in der die N-Termini zweier Peptid-Monomer (jeweils in helikaler
Konformation) miteinandewechselwirken.Die hydrophobenSeitenkettender Aminosaure-
restesindnach auf3enggichtetund emddichen so dielnkorporation des Dimes in dieLipid-
doppelschicht;der lonentransport erfajt durch ds hydrophile Innere der Helices (wl.
[Kil92]). Eine sthemaische Darstellung des Gamicidin  A-Dimers in der Kand-

Konformation findet sich in Abb. 9.2.

Das Gramicidin A-Dimer in der Kanal-Konformation

Abb. 9.2: Das Gramiédin A-Dimerin de Kana-Konformation ™.

In organischen Bsurgsmittelnist ebenfalls die Dimerisiergwvon Gamicidin zu beobachten,
wobei diese Reaktion durch unpdarlosurgsmittel bedinstgt wird. Dies konnte
experimentell durchzirkulardichroismus und Rioresenzmessungen (B. [Vea74]) bzw.
HPSECStudien (high-perfomance sizexelusionchromatography[Sal97] an Grancidin A
gezeigt werden. So enthélt einedsurg von Gramicidin A in Dimethylsulfoxid bei einer
Konzentration von 100 nmigl (= 2,602 mol/l bezogen auf das Dimer) zu 70 — 80 Y%die
Peptid-Monomereln eing methanolischn Lésung gleiche Konzentration ligen dagegen
bereits m 80 % Dimere vorYear4a] Die Bildung von Dimegen G aus den Mononmren G

erfolgt in einer Geichgewchtsreakion gemal3:

(Gl. 9.1) 26 +—— G,

! ResearchCollaborabry for Structural Bioinformatics, Proein Data Bank (http://www.rcbsorg/pdb); Raswin
Molecuar GraplicsV. 2.6 -Dargellung
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Die Gleiclgewichtskonstante der daktion ist dabei von der Polaritat desrwendeten
Losurgsmittds ebhéngig; sie wurde fir Gramicidin A in Methanol zu 2010° I/mol und in

Ethanol z1 310" I/mol bestimmt [Vea744.

In organischen Losurgsmittdn liegen die Gramicidin-Dimere vorwiegend in der ,Poren-

Konformation“ vor, in welcher die Peptid-Einheiten eineantiparalleén helikalen Doppl-

strang ausbilden([Vea74] [Fos74). Wie durch Réntenstruktuanalse an Gamicidin-
Casium-Komplern gzeigt werden konnte, wird diePore durch 28 Wassestoffbricken-
bindungnzwischen @n Unteeinheiten stabilisiert. Demnenduchmesser wure zu 490 pm
bestimmt,sodalRdas Dimer auch in dies&onformation zir Aufnahme von ktionen in der
Lage ist Wal88].

MassenspektrometrisefUntersichungen zur Dimerisierung von Gramicidin wuden beeits
mit Hilfe des LILBID-Verfahrens (laser induced liquid bearonization/desorptioj vorge-
nommen (v§ [Pfe95], [Kle96], [Kle96a] [Kle96b). Es konnte ezeigt werden, daltlie nicht-
kovalent gebundeam Dimere @ nicht zu starkem Engjieeintra intakt in die Gasplase
Uberfihrt und im Anschlul® dettiert werden kdnnenFerner spigeln die LILBID-Massen-
spektren quditativ die Lage des Dimeisiemungsgleichgewichts in Lésurg wider, wie durch
Untersuchugen an veschiedeen Alkoholen undan Gramicidin-Losungen versdiederer
Konzentrationen naclgewiesen wurde. Ash mit Hilfe der ESI-MS koénnen intakte
Gramicidin-Dimere nachgewiesen werden, wobe der Antell der Dimere im Massenspektrum

die Verhéltnisse ih.6sury reflektiert [Bou00]

9.2. Ergédnisse

Wie in de in Abb. 9.1 dagestellten Aminoséirresequenz de verschiedenen Gramicidin-Arten
zu erkennen ist, weisen die Peptideine basiscen Grupgen auf, sodald unter den
Bedingungen der ESI-MS keineProtonieung dieser Spees efolgt. Um eine Kationisierung
der Anaite duch Na* zu ermodichen,wurde @n untersehten Anaytlosungen MCI in einer
Konzentration von 18 bis 10° mal/l zugesetzt.Die Analyse erfolgte unter Verwendumder
Standad-Sprayquelle an MARINER, wobeé zur Desolvatisierung der Aufbau mit geheiztem
Stickstoffgegenstrom ode aternativ der Aufbau mit geheizter Transferkapillare engesetzt

wurden.
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Abb. 9.3: ESI-oTOFMassempekiren (MARNER mitgehéztem Sickdoffgegengrom) von
Granicidin D, ¢ = 210° moll in 2-Proparol. A) Uy, =300 V, B) Uy, = 150 V.

Die resultierendn Massensgktren der Analyse von Gamicidin D sind empfindlich vom
Ausmald der Aktivierug wéahrend derDesolvatisierug ablhingig. Wie in Abb. 9.3 A am
Beispid einer Gramicidin D-Losurg (c = 210° mol/l in 2Propanol) ! gezeigt, sind bei
staker Aktivierung des Andyten wahrend de Desolvaisierung (U, = 300 V) im wesent-
lichen die Sigrale der mtriumargelagerten Peptid-Monomer und weiteen Anlagerurgen
von NaCl an die Anajtionen a1 erkennen. Die Bobachtetenlsotoperabstande wisen erner
die Signalgruppe von 850 — 1000 Thomson als Angionen im Ladungszustand +2 aus,
wahrend die $nalgruppe im Eereich von 1850 — 2000 Thomson imesentlichen durch
Peptid-Monomeram Ladungszustand+1 gebildet wird. Unte schonendren Desolvatisie-
rungsbedingungen ' kann daggen eineweitere Signalgruppe beoachtet verden, welche
durchdreifachnatriumangelgerteDimere gebildetwird (Abb. 9.3 B;Zuordnurg de Signale
vgl. Tab.9.1). Die Sigralgruppe von 850 — 1000 Thomsemntspricht wie im Fall starker
Aktivierung den Peptid-Monomerenm Ladungszustand 2. Deutliche \er&ncerurgen sind
allerdings in der Signalgruppe von 1850 — 2000 Thomsom lzeobahten, denn eben den
Signalen der einfach natriumamgelagerten Monomee weden nun eénfalls aveifach

nariumangdagerte Dimere detektiert. Die entsprechend vergrofRerten Ausschnitte aus den in

! Alle angegebenen Analytkonzentrationen beziehen sich auf die Konzentration der Monomere.
2 Die Desdvatisierungsbedngungen wurden auf eine maximale Signalintersitét der Dimere bei insgesant gutem
Sgnal/Rauschen-Verhéltnis der ekiren optimiert.
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Abb. 9.3 A und Abb. 9.3 Rlargestellten Massenspektr sind zumVergleich nochmalsin
Abb. 9.4 gegnibepestellt.
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Abb. 9.4: Vergri3ette Darstellung ds mz-Beeichs1850 —2000 ais Abb. 9.3A) U,,,= 300 V,
Beschiftung dereinfach natiumangégeten Imen B) U,,, = 150 V, Bechiftungder
zwefach ratriumangelagerten lonen. Die Sigrale dergemschten Dimere sindgrau
untelegt.

Wie in Abb. 9.4 A deatlich zu ekennen ist, titt bel der Andyse des Peptidgemischs die
Hauptkomponent&ramicidin A als natriumagelagertes Molekilion ebnfals in dominanter
Signalintensitat in den Massenspektrauf. Weitere Signale entsprenen én Komponenten
A*, B, Cund C*; Signale des GramicidinB* kénnen dgegen nicht detektiert weden. Neben
den Signalen der lonen im Ladungszustand+1 sind noch weite Sighale mit schweher
Intensitat o beoba&hten, diegemischen Dimerenim Ladungszustand+2 entspreben (grau
unterlegt). Unter £honeneren Desolvatisierugsbedimgungen nimmt die Intensitat diese
Signale gemischter Dimere deutlich zu @Abb. 9.4 B) Faner kann an den anderen Signalen
nicht mehr didsotopenveteilung ded_adungszustands +1 ’kannt werden, sadal? auchdiese
Signale vermutlich zu einem hohen Anteil aus zweifagigladeren homaenen Dimeren

resultieren.

Die Signale homgener Dimee im Ladungszustand +2 konnen uet Umstdnden von
Signalen de Monomere imLadungszustand +1 Uberlgert sein, so daBin eindeutigeNach-
weis dieser Dimee nur anhand des dobachteten Isotoperabstandserfolgen kann. Der

Nachweis gerirger Anteile Dimee wird somit durch die Afldsung des Massemnalysators
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begrent Dahingegen ermiglichen es de gemischen Gamcidin-Dimere, awch geringe
Anteile von Gramicidin-Dimeen in den Mssenpeken zuverldssj nachzweisen. Die
Untersuchug des Losungsmitteleinflusses audie Dimerisierug von Giamicidin D soll

daher im fojenden anhand disergemischten Dimere&ignale efolgen.

m/z Ladungs- m/z Ladungs-

[Thomson] zustar% Zuordnung [Thomson] zustagsd Zuordnung
944.,6 +2 [B+2Naf " 1865,9 +1 [B+Na]+
9525 +2 [C+2Naf" 1881,9 +1 [C+Na]
964,0 +2 [A+2Na]™* +2 [CC+2Naf"
971,0 +2 [A*+2Na]** 1885,6 +2 [AB+2Na)*
982,0 +2 [C+3Na+CIf" 1893,5 +2 [AC+2Na]**
993,0 +2 [A+3Na+CIf* 1901,0 +2 [AC*+2Na]**
1000,5 +2 [A*+3Na+CI]** [A*C+2Na]”*

1905,1 +1 [A+Na]
1262,2 +3 [CC+3Naf” +2 [AA+2Na]™
1264,7 +3 [AB+3Naf" 19125 +2 [AA*+2Na] "
1270,0 +3 [AC+3Naf* 1918,8 +1 [A*+Na]*
1274,7 +3 [AC*+3Na]** +2 [A*A*+2Na] =

[A*C+3Na]*" 1922,0 +2 [AC+3Nat+Cl]*

1277,7 +3 [AA+3Na]*" 1934,0 +2 [AA+3Na+d]*"
1282,3 +3 [AA*+3Na]>" 1940,6 +1 [C+2Na+CIf

1941,0 +2 [AA*+3Na+Cl]“*

Tab. 9.1  Zuordnungderreaultierenden Sgnde (mittlere Masse)fir die Urtersuchurg von
Grarricidin D, ¢ = 2410° md/I in 2-Proparol urter schonenen Deslvatisierungs-
bedingingen(vgl. Ath. 9.3 B. Die gemsctten Omere m Ladurgszstand +2 sindgrau
untetegt.

9.2.1. ESI-MS-Analyse vonGramicidin D in verschederen Alkoholen

Der EinfluR ded.dsurgsmittels auf derNachweis von Gamicidin-Dimeren in & ES-MS
soll anhand vorL6surgen des Aalyten in den Alkoholen Methel, Ethanol, 1-Propanol, 2-
Propanol und 1-Btanol untesucht weden. Als MaRfur die Verdampflarkeit dieser
Losurgsmittel ist ihr Dampfdruck & einer Tempemtur von 50°C in Tab. 9.2
zusanmengestellt. Die Polaitat de Lésungmittd soll anhand zweer GrolRen beurteilt
werden, @ren Werte sch elenfalsin Tab. 9.2 finden:

» die Dielektrizitadtskonstante welche ein MalR3 fir die rekroskopische Polaritaeines
Losurgmittels dastellt.
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« der empirische, dimensionlo&"-Parameter [, der die speifischen Wechselirkungen
zwischenLosurgsmittel und Geléstem auf mikroskopischBasis berigksichtig (eine
Ubersicht liefert bespidsweise Rechardt [Rei97]).

Dielektri ztitats- Er Dampfdruck bei 50°C
konsante @ [kPa] @

Methanol 32,6 0,7654 55,5
Ethanol 24,3 0,6543 29,5
1-Propanol 20,1 0,6173 12,2
2-Propanol 18,3 0,5525 23,9
1-Butanol 17,8 0,6019 4,5

Tab. 9.2:  Einige Eigenschatenderverwendeen Lésungmitel. @ [CRC9Y, ® [Rei69

Bel de ES-MS-Analyse =zigt sich, dal3 & gegebenen Desolvatisieruigsbedirgungen die
Gesamtintensitat desonensgnals in der Rihe Methanol —Ethanol — 2-Propaol —
1-Propanol- 1-Butanol abnimmt (ohne Abbildung Ferner untecheiden sich digesultie-
renden Massnspektren in eéh beobahtetenLadungszistdnden der Aalyte. Die relativen
Signalintensitatenau das Sigal mit der hochsteintensitat normiert), die fiidie veschie-
denen Sigalgruppen aus[Monomerf", [Dimer* und Monamer]" bzw. [Dimer]**
beobachtetverden,sindin Tab.9.3 zusammayestellt. &de Signalgruppe wird hierbei deh
das Sigal mit hochstedntensitat repésentiert. Sigale entspechend den eirdch geladeen
Gramicidin-Dimeren [Dimer]” kénnen im Aufbau mit gheizem Stickstoffggenstrom bei

keinem de vemwendeten Losurgsmittd detektiert werden.

[Monomer]# [Dimer®* [Monomen* + [Dimerj2+
[A+2Na]* [AA+3Na]** [A+Na]" + [AA+2Na]"
Methanol 100 % - ca.5%
Ethanol 100 % ca. 15 % ca.5%
1-Propanol 100 % <5% ca. 25 %
2-Propanol 100 % ca. 20 % ca. 80 %
1-Butanol 100 % ca. 10 % ca. 85 %
Tab. 9.3: Relaive Sgnalintersitaten fiormiert aufdas $gna [A+2Na]**) bei Unersuchurg von

Gramicidin D, ¢ = 210° mol/l in verschiedenenLésungnitteln.

Die Massenspeken, die bei \erwendury der verschiedenenAlkohole resultieen, weisen
Unterschied innerhalb de von [Monomer] baw. [Dimer]** gebildeten Sigalgruppenad.
Der jeweils entsprecinde Massnbeeich von 1850 — 2000 Thomson ist in Abb. 9.5K E
dargestellt, wobe die Signale derdeektierten gemischten Dimere grau untelegt sind.

! Die Losungsmittelpolaritat wird empirisch antend der W//Vis-Absorptionsbardengeléster Indikatorfarbgoffe
ermittelt. Dem polarenLdsungsmittel Wasserwird auf der dimensionslosen E;"-Skala der Wert1,000
zweordret, dem unpolarenTetramethylsilan der Wert0,000. Experimentell emittelte Pokritdten arderer
Losungsmittel werdenauf diese Werte rormiert angegeben.
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Abb. 9.5: ESI-oTOFMassempektren (MARNER mitgehéztem Sickdoffgegengrom) von
Gramicidin D, ¢ = 10° mol/l in verschederen Akohden, U,o, = 150 \/ A) Methand;
B) Ethano] C) 1-Propand; D) 2-Propand; E) 1-Butanol.
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Es ist zu erkennen,dal mit Ausnahme deMethanol-losung aus allen untersiten
Losurgsmitteln gemischte @micidin-Dimere dtektiert werden konmen. Im Fall der
MethanolL6surg sind dagegen Sigale dr Monomee im Ladungszustand +1 anénd der
Isotoperabstandeeindeutigzu identifizieren.Bel Verwendurg der Lésurgsmittel Methanol
und Ethanol ist diéntensitat de Signalgruppe [Monomer] baw. [Dimer]** relativ zum Sigal
[Monomerf* gering (vgl. Tab. 9.3) so &3 diein Abb. 9.5 dargstellten Ausstnitte ein
relativ geringes Signa/Rausdchen-Verhdltnis aufweisen. Die rdative Signalintensitd de
gemischten Dimereim Vergleich a1 den homgenen Dimeren bw. einfach géaderen
Monomeren ist fur die Alkohole Eghol, 1-Propanol, 2-Propanol und 1#Bnol allerdings
nahezu identisch.

9.2.2. Gramicidin D in Losungsmittelgemisdien

Am Beispiel von Gamicidin-Dimeren inLdsurgsmittelgemischen soiintersuchiverden, ob
Veranderungen der Losurgsmittdzusanmensdzung wéhrend der Desolvdisierung des
Analyten einen EinfluR auf die Dimerisieung von Gramicidin D austben. Wrend der
Desolvatisierug sollte aus einefdsurgsmittelmischungzunéchst die leichter fllclge
Komponenteverdampfen, so dadie Losurgsmittelpolaritat in den Tropfan im Laufe der
Zeit vermehrt duch die schwrer fliichtige Komporente bestimmtwird. Dies konnte von
Zhou etal. ebemalls experimentell mit Hilfe vonLOsurgen einessolvatoclomenFarbstoffs
ermittelt werdenZho00]

Da die Dimerisierug von Gramicidin D empfindlich von der Polaritat ddsdsurgsmittels
abhamjig ist, konnte diese Reaktion eimedgliche Anderurg der Lésurgsmittelzusammens-
setaing in den Tropfchenwiderspiegeln. Um dies Fragestellurg zu Gberprién, dieren als
Losurgsmittelyysteme bindre Mischumgen aus 1,2-Pr@mol/2-Propanol und Methanol/2-
Propanol(v:v 1:1). Die Dielektrizitadtskonstante degmen Losurgsmittel als MalR fur &
Polaritdtund ihr Dampfdruck & einer Tempeatur von 50°C als Mal} fudie Vedampf-

bakeit sind in Td. 9.1 zusmmengestdlt.

Dielektrizitatskonstante | Dampfdruck bei 50°C [KE]
Methanol 32,6 55,5
2-Propanol 18,3 23,9
1,2-Propandiol 27,5 0,175

Tab. 9.4: Einige Eigenschatenderuntersichten Losingshittel (aus[ CRC99).
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Abb. 9.6: Vergrolerte Auschritte der E$-oTOF-Mas@nspektren MARNER im Adbau mit

geherter Tranderkapillare) vonGramiddin D, ¢ = 210° mol/l, Ukap =20V,

Tkap = 200°C; A)Methand; B) 1,2Propanol; C) 2-Propanol.
Vergroferte Ausshnitte der ES0TOF-Massenspekdn, die bei \érwendungder reinen
Losurgsmittd (MARINER im Aufbau mit geheizter Transferkapillare) resultieren, sind in
Abb. 9.6 A bis Abb. 9.6 C dgestellt; weitere Chaakteristika der Spektren finden sich in
Tab. 9.5. Die Desolvatisieruig erfolgte hierbei k& einer Spannum an der Tanskrkapillare
von 20V und einer Bmperatu der Transkrkapillae von 200°C. Abb. 9.6 ist zu entnehmen,
daR’ im Rl der beiden polaen Lésurgsmittel, Methanol und 1,2-Propandidlberwiegend
Signale de Peptid-Monomere imLadungszustand +1 dtektiert weden konren. Bei
Verwendury des Losurgsmittels geringster Polaritat, 2-Propanol, é&n die Exstenz von
Dimeren dagegen anhand der gemischten Dimes bel@gt werden (Wyl. Abb. 9.6 C). Die
Spektrendie aus denLdsurgsmitteln Methanol und 2-Praepol bei Desolvatisiergnin der
geheizten Transkrkapillae resultieen, untersheidensich von @n Resultaten, die im Aufbau
mit geheizem Stickstoffggenstrom erdten waden (\gl. Tab. 9.3 und Abb. 9.5). Ssind

bei Verwendurg der geheiztedranderkapillare Signale der eiathgeladenenDimere in den
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Massenspektren uz beobahten (\gl. Tab. 9.5), wihrend deifach geladene Dimee in
geringeaer Intensité detektiert werden.

Wird die Tempeatur der Transferkapillaren niedriger gewéhlt, so weden die Analytionen aus
denLosurgsmitteln Methanol und 2-Prapol bevorzugin hdheren_adungszustanden nach-
gewiesen. DieSignale der zweifach geladenen Monorare bav. dreifach geladeen Dimere
(sofernvorhande nehmendementsprehend ggenuber @r Signalgruppe im m/zBereich
von 1850 — 1950 w Im Fall der 1,2-Propandioldsung konren dagegen bei niedrigeren

Tempeeraturen da Transferkapillaren keine Massenspéktren registriert werden.

A
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Abb. 9.7:  Vergrolerte Auschntte der E3-oTOF-Mas@enspekren (MARNER im Adbau mit

gehetter Tranderkapillare) vonGramiddin D, ¢ = 10° mol/l, Uy, =20 V,

Twap = 200°C; A)Methand/2-Propanol (v 1:1) B) 1,2-Prgpandol/2-Proparol (v:v 1:1).
Aussdnitte dag Masseaspektren, die fur die Anayse des Gamicidin D aus den
Losurgsmittdgemischen Methanol/2-Propanol  bzw. 1,2Propanol/2-Propanol  erhaten
werden, sind in Abb. 9.7 damstellt; weitere Chaakteristika der Massaspéktren finden sich
in Tab.9.5. Als DesoVatisierungsbedngungen wurdenerneuteine Tenperatur der Transfe-
kapillaren von 200°C und ein Potential von 20 géwahlt. Aus beidenLdsurgsmittel-
gemisclen sind gerige Mengen Gamicidin-Dimee zu beobachtenwie anhand der grau
unterlegten Signale de gemischten Dimeg zu erkenren ist. Die Peptid-Monomere im

Ladungszustand +1 eigeben allerdings in beiden Rdlen noch die dominanten @iale im
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dargestellten Massebereich, wie anhand der beobaditeten Isotopenabsténde der
entprectenden §nale gefolgert werden lkann.

=
[Monome 5]2+ [Dimer]3“; [JI:/I[(I)Dr??nrr;?]rzL [Dimer]*
+ + +
[A+2Na] [AA+3Na] [A+Na" + [AA+2Na]?* [AA+Na]
Methanol 100 % - ca. 70 % <5%
2-Propanol ca. 40 % ca.5% 100 % ca.5%
1,2-Propandiol ca. 80 % - 100 % <5%
Methanol / 100 % i ca. 55 % <5 %
2-Propanol
1’22'_'3:’0%2?1‘2"3' I ca 95% : 100 % ca. 5%

Tab. 9.5: Reldive Sgnalintersitaten im nfz-Bereich von 8® — 21® (hormiet auf cas Sgnal
hdchger Intenstat) be Untersuchungvon Gramicidin D in verschiederen
Lésungsiitteln und Losungsrttelgemischen.

Wird die Tempeatur der Transferkapillaren gesenkt, so istfir bede Losungsmittd gemische
eine Vershiebury de lonensgnale zu héherenLadungszustdndenzu beobachten(ohne
Abbildung). Eine Verdnderury der Signalintensitat der gemischten Dimere relativ zum
dominantenSignal der Gruppe im mkiBereich avischen 1850 und 1950 Thomson tritt

alerdings bei keinem derL6surgsmittdgemische in Erscheinung.

Die Untersuchug von Gramicidin D in derLdsungsmittejemischen wrde ebenélls im
Aufbau des MARINER mit geheiztem Stidkstoffgegenstrom durdgefiihit. In diesem Aufbau
besteht msatzich die Mddichkeit, die Tempeatur im Raum um die Spyguelle duch
Heizen der Schutabdeckumshaterung zu erhéhen und so dievVerdampfurg von
Losurgsmittel aus degeladenen Topfchen zu unterstiitzen.eBVerwendury diesesAufbaus
ergeben sich Resultae, die den vorgestellten Ergéniss@ im Aufbau mit gehezter
Transferkapillare entsprechen (ohre Abbildung). Auch bed Variation dg Tempeatur im
Raumum die Sprgquelle durch Heizen der Schutbdeckury auf Temperaturen avischen
40°C und 75°C sind keine sifjkanten Veéncerurgen der Signalintensitat gemischter
Dimere relativ zum Sigial [A+Na]*+[AA+2Na]** zu beobachten.

9.3. Diskussim

Wird das Peptidgmisch Gamicidin D mittels EEMS anaysiert, sokdnnen— mit Ausnahme
der Mischumgskomponente @micidin B+ — alle Varianten dieses Peptids als natrium-
angdagerte Molekilionen nadgewiesen werden. Alle Gramicidin-Varnanten weisen
untereinande groRe Ahnlichkeitin ihrer Priméarstruktur ad damit in ihren pysikalisch-

chemschen Egenschafien auf. Es st dahe zu erwaten, dallalle Gramicidin-Varianten mit
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dhnlicher Effizienz im ESHProzd} ionisiat werden; somit sollte die relativen Intensités-
verhéltnisse der Monomignale weitgehend die Mngenvehdltnisse der Peptidm der
Mischung wiedergeben. [Br Vergleich mit den in Abb. 9.4 A dobachtegn relativen
Intensitaen der MonomesSignale [A+Na] +[A*+Na]" (ca. 77%), [B+Na]" (ca. 3 % und
[C+Na]"+[C*+Na]" (ca. 20 %) egibt, dal diese tateilich anréhernd mit den bednten
Anteilen der \&rianten an der Mischug Ubereinstimmen (vb Abb. 9.1).Der Anteil der
Variante Gramicidin B* an der Mischung ist offenbar zu geing, um mit sigifikanter

Signalintensitat in den Massenspekirdetektiet zu werden.

Die vorgestdlten Untersuchungen zeigen ferner, da3 der Nachweis intakter, nicht-kovalent
gebuncener Gramicidin-Dimeremittels ES-MS prinzipiell mddich ist. Selbst bei starker
StoRaktivierungvahrendder Desohatisierurg kdnnen nochchwache Sgnale de gemischten
Dimerenelen denSignalen de Peptid-Monomere dnbachtet weden (wl. Abb. 9.4 A) Die
relativ hohe Stabilitat der Dimerdurfte dibei au die hohe Zahl der Wasserstdbriicken-
bindungn (vgl. Kap. 9.1) mrickaufiihren sein, die im Dimer imer Poren-Koriormation
auftreten.

9.3.1. Der Einflu3 de Losungsbdingungen aufden Nachwes von Gramicidin-

Dimeren

Die vorgestdlten Resultae zeigen, da3 mit derVariation des Lésurgsmittds be der Anayse
von Gramicidin D erkbliche Ungrschieg in den esultierenden Mssenspekéan zu
beobachten sind . Abb. 9.5 und &. 9.3). Allen unérsuchtenLdsurgen ist allerdings
gemein, dal3 die Sigale de zweifach geladeen Gramicidin-Monomere @ dominanten
Signale in den Masnspektra darstellen. Anbnd des Massenwirkuigsgesetzes der
Dimerisierungsreaktion (Gl. 9.1) kann der relative Antell der Dimere im Verhdtnis zu den
Monomeren irLosurg berechnetwerden. Esgilt (vgl. [Vea74)):

C imer
(Gl.9.2 a) K =C2D—
Monomer
(GI 92 b) CDimer = %(CO _CMonomer)

mit: K = Gleichgewichtskonstnte
Co = Ausgangskonzentraton, bezogen auf d& Monomer
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Nach dem Einseen von (Gl. 9.2 b in (Gl. 9.2 a)ergibt sich die sinnvolle Losurg der
resultierenden quedratischen Gleichung zu:

-1+,/1+8Kc
(Gl. 9.3) N -0

CMonomer = 4K

Die resultierendn Gleichgewichtskonzentrationened Gramicidin-Monomere undimere
bei einer Augangskonzentration von 40° mol/l in den Ldsurgsmittdn Methanol und
Ethanol sind in Té. 9.6 zusenmengestellt.

Methanol Ethanol
K (nach [Vear4al) 20107 I/mol 3010* I/mol
CMonomer 1,9810° mol/l 1,1720° mol/l
Chimer 7,9710° mol/l 4,1310° mol/l
Verhaltnis Mvonome/Npime 250:1 28:1

Tab. 9.6: Anhand deGleichgewichtskorstanten berechrete Konzeirationenvon Granicidin-
Monomeen url Gramtidin-Dimeren bé einer Gesanmkonzntation von 210° mol/|
(bezogen aludas Monomer)

Bei der eingesetzen Gamicidin-Konzntration vor2[10° mol/l liegt demnach ein erheblicher
Anteil des Anayten in der mononten Form vor. Somit ist auch in der E®MS-Analyse von
Gramicidin D aus unpolan Losurgsmitteln die Detektion edblicher Mengen monomear

Peptid-lonen a1 erwaten.

Der Anteil der Dimer-Signale relativ zu den MonomergBalen sollte in den vgestellten
Resultaten in engenZusammenham mit den Stoffmegenverféltnissen beiderSpezes
stehen,wie sie durch die Lage des Dimerisierurgsgleichgewichts gegeben werden. Bei de
Variation des LoOsurgsmittds ist dlerdings zu belcksichtigen, dai darmus ebenfalls
Konsejuenzen fur den ES-Proze? sdbst resultieren. Wie bereits in Kap. 8 diskutiet, nimmt
die Gesamtintensité des lonensignds ab, je schwerer das Losurgsmittd zu verdampfen ist.
Bedingt durch desen Umstand &denauch indenvorliegendenUntersuchugsreihenim Fall

der 1ButanolL 6sury die geringsten absoluten Siglintensitaten detektie

Gramicidin-Monomee wercn bei \erwendurg des Auflaus mit geheiem Stickstoff-
gegenstrom in den Massereiiren imLadungszustand +2 und-1 nachgewiesenGramicidin-
Dimere hingegen in den Ladungszustdnden +3 undt2. Soll daher ardmd der ES-MS-
Spektren der DinteAnteil relativ zum Monomer-Anteil bestimmt werden, sist zu
bericksichtjen, dal’3 sich Monomer-Sgnale im Ladungszustand +1 und DinmreSignale im
Ladungszustand +2 tellweise Ubealagern. Ein Vergleich kann allerdings auf quditativer Basis

mit Hilfe der $gnale gemischer Dimere erfolgen. Da sich die Sgnalintensitdt dergemischen
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Dimere rdativ zum Siqa [A+Na]*+[AA+2Na]** bei Verwendug der Losurgsmittel
Ethanol, 1-Propanol, 2-Propanol und 1-Butanol kaum eindist au folgern, dal} das
Verhaltnis [\/IonomerI/[Dimer]2+ fur diese lBsungsmittel konstant ist. Die relatihetensitét
des Sigals [A+Na]'+[AA+2Na]** kann daherals MaR fiir én Anteil der Dimee in den
Massenspektrerherangezogen weden. Mit Hilfe de relativen Intensitaten de Signale
[Monomerf*, [Dimer** und [Monomer]+[Dimer]?* (als MaR fiir den Amrtl der Dimerd

kann somit bestimmt werden, daf} derteil der Dimee in folgender Reihenfofe aunimmt:
Methanol > Ethanol > 1-Pramol > 1-Butanok 2-Propanol

Diese Rehenfolge korreliert mit de Abnahme der Losurgsmittdpolaritat, wenn diese durch
den empirischen Polaritatspaete E;" augediickt wird, welcher die speifischen
Wechselwirkuigen zwischen Bsurgsmittelund Gelostem beoksichtig (vgl. Tah 9.2). Dies
erscheinplausibel, dadas Ausmalder Dimerisierung in Losurg um so staré ist, je wenger
das Losurgsmittel um die intermolekulan Wasserstofftiicken im Dimer zukonkurrieren
vermag [Sa97]. Ebenso koreliert die Rahenfolge im wesentlichen mit @ner Abnahme der
Dielektrizitatskonstanten dédsurgsmittel; allerding wére auf dieser Grundlage imalF der

1-ButanolLdsurg der hochse Anteil an Dimeen zu erwaten.

Auch wenn ér Ef"-Parameter gut geepnet ist, die rektiven Unerschiede zvischen an
untersuchten Alkoholenuzbescieiben, so ist eingrundsitdiche Korrelation avischenEs"-
Wert und Ausmalfder Dimerisigung in Losurg nicht mddich. Wie aus Untesuchumgen in
Losurg bekannt ist, liegt Gramicidin A im Losurgsmittd Dimethylsulfoxid im wesentlichen
als Monomer vor Yea74a] Dieses Losungmittel zeichnet sich doh eine hohe
Dielektrizitatskonstante aus, seir" EWert ist aer gering, so i in diesem Fdl das Ausm®&

der Dimerisierug eher mit de Dielektriztatskonstanten in Verbindgreu bringen ist.

Der Nachweis eines mnehmenden Anteils von r@micidin-Dimeen in der Reiheder
untesuciten Losurgsmittd steht in Ubaeinstinmung mit den Befunden der LILBID-
Experimente([Pfe95] [Kle96], [Kle96a). Die LILBID-Untersuchugenzeigten in dr Reihe
der Losurgsmittd Methanol — Ethaol — 1Propanol — 1Butanol ebenfals in quditativer
Ubereinstimmungmit den Untersuchumgen von Gramicidin in kondensiegt Phaseeinen
verstarkten Nachweis de Gramicidin-Dimere in den Massenspektren. Im Unterschied zu da
vorgestellten Resultaten der HSMS-Analyse wuden Gamicidin-Monomere und
Gramicidin-Dimere mittels LILBID dlerdings im wesentlichen im Ladungszustand +1
detektiert; eineldentifizierung gemischter Dimex konnte afgrund de relativ hohen

Signalbreiten in den Mssenspekén aler nicht efolgen.
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9.3.2. Die Verandeung de LOsungsnttedzusanmensdzungwéhrend de

Desohatisierung

Wie beeits im vohegehenda Absdnitt beschrieben wurde, hat die Polaitat des
Losurgsmittds entscheidenden Einflul? auf den Antel der detektierten Dimere in der ES-
MS-Analyse von Gramicidin D. Bher konnterVerdnderurgen der Lésurgsmittelzusammen-
setaing wahend de Desolvatisierug eine Veandeung der relativen Anteile von Dimer-
Signalen in den Masenspekten hervarufen.

Die Losurgsmittel Methanol und 1,2-Prapdiol weisen — gemess anihrer Dielektrizitats-
konstanten™ — eine deutlich héhere Polaritat als 2-Propanol @ugl. Tab. 9.4). Deser
Tatsache entsprecheméerdenaus den reien Losurgsmitteln Methanol und 1,2-Propandiol
Uberwigend Gramicidin-Monomee nahgewiesen, vihrend @ Verwendury von 2-
Propanol goRere Anteile von Dimesn im Massenspektrunuzrkennensind (vgl. Abb. 9.6).
Die Polaritatder Mischurgen von Methanol und 2-Propanol bz 1,2-Propandiol und 2-
Propanolliegt zwischen de Polaritat dereinen Mischugskomponenter{vgl. Kap. 8). Wrd
Gramicidin D aus diesen Mischungen mittds ES-MS analysiert, so ist de Antel der Dimer-
Signale im Vergleich zu den reinen paleren Mischugskomponenten elutlich erhéht (gl.
Abb. 9.7).

Im Losurgsmittdgemisch Methanol/2-Propanol stdlt Methanol die leichter verdampfbare
Komponente dar.Demnach sollte dhrend @r Desolvatisierug im ES-Prozel3 der
Methanol-Anteil in den Tromhenabnehmen undeaden Polaritatsomit geringer werden.Im
Fall der1,2-Propandiol/2-Propanol-Mischgrergeben sich dgegen ungekehrte Verhaltnisse.
In diesem Systam stdlt 2-Propanol die leichter verdampfbare Komporente dar, so d& die
Polaitét der Tropfchen ba zunéhmender Losurgsmittdverdampfung zunimmt. Wide somit
mit Verdndeung der LoOsurgsmittdpolaritét in den Tropfchen eine Verdnderung des
Dimeren-Anteils in den Massenspétren e@nheagehen, so sollteim Fal der Methanol/2-
Propanol-Mischungin héheer Anteil anDimeren rachgewiesen verdenals im Fall der 1,2-
Propandiol/2-Propanol-Mischun@iese Robachturg kann allerdigs in der Prais nicht
gemacht werden, we der Vergleich der Mas®nspekten n Abb. 9.7 zeigt. Auch bei
verstarkte Zufuhr von themischer Errgie a1 den Tropfchen — bedigt durch eine hohee
Tempeaatur der Transferkapillaren ode durch Heizen des Sprayraums — sind keine
signifikanten Veranderunge der Dimeen-Sgnale relativ zum Signal [A+Na] +[AA+2Na]**
zu bebahten. Pinzipiell sollte es unte den Bedingungen de& ES-MS modich san, zwe

! Der Polaritatsmrameter E;" ist fiir 1,2-Propanol nicht verfiighar. Das strukturverwandte Ethylenglycol weist
d@nen EN-Wert von 0,7901 afi[Rei69], ® daR afiqualitativer Basis 1,2-Propartiol auf dieser Polaritatskala
eberfalls erheblich polarer als 2Propanol seinsdlte.
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raumlich getrenné Peptid-Monomere(die allerdings nicht als @bflachenladugstréger
auftreten) wahrend der Desolvaisierung in unmittdbaren Kontekt zuenande zu bingen, wie
die folgenderBetrachtungen @gen sollen.

Unter StandardSpraybedingungen weisendie initialen Tropfchen einen Radius von etw
500 nm auf (gl. Kap. 3.1, Abb. 3.2 so daR & einer Aralytkonzentration von 210° mol/l
(bezdgen auf die Peptid-Mononre) jedes Trofichen ca. 6300 Aalytmolekile enthalt. Die
offspring dropletsdes ersten ugsimetrisclen Tropenzrfalls enttalten bei einem Radius
von etwa 37 nm durchkknittlich noch sechs Aalytmolekile. Essteren somit prinzipiell
genug Gramicidin-Monomee in den Topfchen air Verfigung, um eine Veranderurg des
Dimer-Anteils in den Massenggiren lervorrufen a1 koénnen. Die Zeitskala der
Desolvatisierug liegt in der Groénorduig von 1 ms (gl. Kap. 3.1), so dalein Makro-
molekiil bei einem DiffusionskoBifienten in derGroRemrdnurg von 10° cnfs? in dieser
Zeit eine Strecke von mehr als 400 nraridckaulegen vemag (vgl. [Atk90]). Demnach ist es
grundsitdich modich, daf sich wei Gramicidin-Monomerevahrendder Desolvatisierug in
den Tropfclen trdfen.

Dennochist mit dem Aufeinancdertreffen zweier Monomee in Losurg nicht avanglaufig
auch eineDimerisierurgsreaktion verbunen. We aus Untersthungen in L6surg bekanntist,
stdlt die Dimerisierung sdbst den geschwindigkeitsbestimmenden Sdritt der Reaktion dar
[Vea74a] Die Dimerisierug folgt dabei einem Zeitgesetz 2. Ordnung bezlglich der
Konzentration der Monomer Die Geschwindgkeitskonstante ist fear um so gro3e, je
unpolarer d@s Losurgsmittel ist (Methanol4 [lI/(mol(S)]; Ethanol 12[l/(molS)] [Vear4a)).
Legt man réherungsweise dieGeschwindgkeitskonstante & Dimerisieung in Ethanolfur
die vorliegendenUntersuchumgen aigrunde, so betigt die Halbwertszeit der Reaktion bei
einer Anaytkonzentration von 210° mol/l gemé&R (G. 9.4) [Atk90] ca. 4170 s.

1
(Gl. 9.4) tys :a
Der unveandete Anteil de Dimere in @n Massenspektn ist demnach darauf
zurickaufihren, dafld die Dinresierurgsreaktion im Vegleich zur Zeitskala der
Desolvatisierug langsam velauft. Selbst wennveei Peptid-Monomer in den Trépfchen
aufeinanartreffen, ist dennoh die Zeit zu kurz, um nicht-kovalent gebunderDimere in
signifikanem Ausmald auszibilden. Als Erklrurgsansar ist ebenélls anaifiihren, daldie
Gramicidin-Monomee beeits in Lésurg Komplexe mit den vorhandesm Na'-lonen bilden.

Diese Spezes konnten im E&ProzR3 als Obrflachenladugstrager auftreten, so daleine
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.freie” Diffusion der Monomerin den Trofchen ncht mehrgewéhrleistet ist. EineBildung

von Gramicidin-Dimeen wird unter déser Voaussetang somit entggengewirkt.

Zusanmenfassad zeagen die in diesem Kapitel vorgestditen Resultae, ded sid die
Veradncerurgen des Dimerisierugsgleichgewichts von Gamicidin in Abhanggkeit vom
verwendeten Losurgsmittd auch in den ES-Massaspdtiren widaspiegeln. Anhand cder
gemischten Dimere,welche die verghiedern, naturlich vorkommereh Gramnicidin-
Varianten unteeinancer bilden, kdnnemelativ geringe Mergen an Dimeren neben grol3een
Anteilen Monomereneindeutig identifiziert werden. Atf qualitativer Basis sind somit
vergleichende Untersuchungen zur Dimerisierung in verschiedenen Losurgsmittdn modich,
wobei die schonersh Bedingungen de ES-lonisierurg den Nechweis de intakten nicht-

kovalenten Komplesermdglichen.
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10. DIE CHARAKTERISIERUNG VON PEPTID-ANIONEN-ADDUKTEN

In der ES-MS kommt den Vagéangen, dieein Analyt wahenddesTransersausder Losurg
in die Gasphaselurchlauft, besondee Bedeutug zu. Wie in Kap. 3.1.3 beschrieb, stellen
die Prozesseim wesentlichen Piotonentransferreaktionen in derGaspheseda, an die sich das
Verdampén urgeladener Speies auseinem molekularen Clust@nschliel3t. Massendgro-
metrisch detektiedre unspzifische Addukte eies Analten kdnnenals letzter Resteines

solchen Clusters geseha& werden.

Die Bildung von unspeifischen Addukteraus Anayt und andren Komponenten deL6surg
stdlt in der Regel einen ungwiinsditen Effekt in derES-MS da. Das Gesamtionensignd des
Analyten verteilt sich dann aufeine grol3e Zahivon Einzelsigalen, so d? die resultieende
absoluteIntensitd des Andytionensignas gering ist. Ferner resultieren relativ breite Signale,
wenn die Anlagerurgen Kkleirerer Moleklile an én Analten nicht meh massen-
spe&ktromdrisch aufloskar sind, wa eine exakte Emittlung der Molekiilmassedes Analyten
erschvert. Sind nicht-kovalente KomplexGegenstand eimreES-MS-Analyse, so kénnen
unspetfische Addukte haudj nicht duch vestarkte Aktivieruy entfent wercen, ohneden

Komplex sdbstzu zestoren.

Die Untersuchug der Faktoren, die fur dé Stabilitat unspezifischekdduktein der ESI-MS
relevant sind, ist im Hinblick auf eimmfassendres Verstandnisdes ESI-Prozssesvon
besonderem nteres®. In Kap. 10.1 sind die bekannteAspekte von Protoneransfe-
reaktionen, insbesondere unter Beteifig von Peptiden undProteiren, zusammengestellt.
Die Resultate der im Rahmen desArbeit durchgefiihrten Unersuchumgen findensich in
Kap. 10.2; die Diskussion derd&bnisse dolgt in Kap. 10.3.

10.1. Protonentransfereaktionen in de& Gasphasean Rptiden und Roteinen

Die Untersuchug von Protorntransérreaktionen in deGasphas stellt einen weitiumigen
Forschurgsbereich dur, Uber den sich in e Literatur ausfulliche Zusammefassugen
finden (vgl. z.B. [Har97] [Gre97). An dieser Stelle sollen nur dieefinitionen dieser

Reaktion sowie die fur Peptidelevanten Aspekte umrissemerden.

Das Bestreben eine$eilchens M, ein Proton z binden, wird durch see Protonendinitat
(PA) bzw. seineGasphasebasiztat (GB) beschieben.Betrachtet mareine Reaktiorgemal
(Gl. 10.1) soqilt fur diese GroRen (vgl. [Har97]):
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(Gl. 10.1) M+ H" - MH*

PA(M) = - AH

GB(M) =-AG = -(AH-TAS)
Definitionsgemald 1ait die Beolzhtungeiner Raktion des Yps:
(Gl. 10.2) MH"+B - M +BH"
den Schluf3 @, daf3 die Bdingung PA(B) > PA(M) bav. GB(B) > GB(M) gegebenist. Der
Unterschied wischen Protoneriéinitdét und Gasphasendsiatat eines Molekils bestehn
dem Antdl TAS, der die mit deProtonentberagung einhegehendeEntropieveéndeung
berticksichtigt. Der Anteil TAS enthdlt einersts die Entropieabnalerbeider Bindurg eines
Protons (\S bei 298 K = —32,6 khol M); anderersits tréagt er de Entropieveancderung bei
Protonierung des Molekils M Rechnuyn [Har97] Die Gasplasenbasiiaten einiger
ausgewahlteSubstanen, sowohl neutraler Molekél als aah einger Anionen, sind in Tab.

10.1 zusanmengestellt. Die Werte der ausgewéhlten Aminosdren beziehen sich auf die

isolierten Molekule (vgl. unten).

GB (kJ/mal) GB (kJ/mal)
Ammoniak 819 Dichloractat 1347
Glycin 852 Chlorid 1373
Histidin 950 Glycin-Anion 1404
Lysin 951 Formiat 1415
Arginin 1007 Butansauwe-Anion 1420
Trifluoracetat 1323 Acetat 1429

Tab. 10.1 Gasphasebaszitateneinige auggewaliter Sutstanzen aus. Datenbank des
Natioral Institute d Standards, http://webbmk.rist.gov)

Gasphaserdsizitenund Protonenaffinitdtenverden experimentell nach erschiegnen Uner-
suchungansatzerermittelt, deren Grundlagen beispielsweiseeibHarrison [Har97] bzw.
Greenund Lebrilla [Gre97] zusammengsgllt sind. Die Methoden berwn zunachst auginer
Messungder Gasplasenbasitit, welche dann unteBerilicksititigung desAnteils TAS in die
Protonenaffinitéat konvertré werden kann. Eine dieserAnsétz, die sgenannt kinetische
Methode (gl. [McL81], [Co094)), beruht auf der Uetsuchumg von Addukten desTyps B;-
H*-B, (sogerannte protorengebunder Dimere), in welcken die BasenB; und B um ein
Proton konkurrieren. Relativ@asphaenbasitzt und Protonenaffinitat ein&ubstankonnen
unter Vewendurg von Reérenzbasen anhanded Fragmentierurg der protonemebunanen
Dimere emittelt (vgl. (Gl. 10.3))werden.

! Gasphasenbadzitat und Probneraffinitat werdenhaufig in der Enheit kcal/mol angegeben; im Rahmender
vorliegenden Arbeit werden gegebenenfalls die in kJ/mol umgerechneten Werte verwendet.
(1 kealmol = 4,184 KWmol).
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(Gl. 10.3) —7 BH +B,
~ B,H"+B,

Das interessiende potonemebundne Dimerwird im Rahmeneines MS*Experiments

B1-H™-B;

massenselektiert und schlie3lich stolindtizfragmentiert. Die relativen Signalintensitéaten
beider m@licher Produktionen spgeln die Difierenzder air Dissozation erforderlichen
Enegien und damit die Ditrenz der Protonenffinitditen von B; und B, wider. Die
Potentialkurve einer soldhen Fragmentierungsreaktion ist in Abb. 10.1dr den F# dargestellt,
dal die Spees B, und B nur gerimge struktuelle Unteschiedeaufweisen (iach [Co094).

" B.H" + B, Ago = PA(B,) — PA(B,)

—i; _____ A
Y E By + BoH"
ol N e

. 7 )

Abb. 10.1 Potertialkurveeines protonengebuncenen Dmersund de aus ener Fragmeitierung
resutierendenProdiktionen &: zur Fragmentierung kiitische Errgie (hach[Co094).

Die Minima in dieser Potentialkurve sind dalaeif die Wech&lwirkung zwischen einemon
und dem verbleiberath Molekll arrickaufiihren, fir deren Ausmal did.adung deslonsbzw.
das permaente Dipolmoment p und das inderze Dipolmomentpi,g des Molekils
verantwortlich sind. Diepotentielle Energie, die aus dieser Wechsdwirkung im Vergleich zu

den réaumlich getrennten Teilchen resultiert, ergibt sich gemd? (vgl. [Hol85], [Atk9Q],
[Ger89] [Bur88)):

_ qbilcos© .
(Gl. 10.4 a) E on-nipol = —m (lon/permaenter Dipol)
1_ g°o N .
Gl. 104 b E\oncind.pinol = —— 9(7 lon/induzerter Dipol
( ) lon-ind.Dipol 2 4_’_[80)2r4 ( p )

mit:  q: Ladwngdes bns
r: Abstand lon-Molekdl

u: pemanents Dipdmoment dedMolekils

©: Lage des Dpad-Vektors elativ zum elekrischen Feld der Rinkiladung g
a: Polarisietarkeit des Molekils; ping = (0fd)/(4TTEL)
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Protonentransfeeaktionen an Peptiden und Proteinen sirej@@standintensiverForschurg
(vgl. Kap. 3.1.3.3), wob neben @r Untesuchumy strukturelle Merkmale dieser Spezes
ebenfalls Augenmek auf die Emittlung ihrer Gasphaenbasizitdt gerichtet wird. Eine
Ubersicht zu diesem Thema firet sich beispielsweiseeb [Co094] [Wil96], [Har97]
[Gre97] Am Beispiel von Pagyglycinen veschiedaer Grol3e konnteyezigt werden, daldie
Gasphaenbasizitit des ungeladenen Peptids nidit mit de Gasplesenbasizitd de
entsprechnden isolierten Gtin-Molekile identisch ist, sondern um 38 bisk&fmol hdhere
Werte annimmt [Zha93], [Wu93, [Ched3]. Ferner liel? sid ermitteln, d&3 eine Protonierung
bevorzug am N-Terminus de Petids entritt, wahrend die Protonieung am Sauerstoff der
Amid-Bindung enegetisch unglinstigerist [Zha93] [Wu93]. Als Grund der gstegerten
Basizitd am N-Terminus wid eine Stailisierung der Ladung durch intramolekulare
Wechselwirkugen, beispielswise durch VEssestofforicken zum Sauerstoffeiner Amid-
Gruppe in der Peptidbindug, argenommen. Auch im Fall von Peptiden mit basischen
Aminosauren fuhrt @ Einflul? diese sagenannen Selbstsolvatisierurzy einer um 54 bis 75

kJ'mol gesteigerten Gasphaenbasiztat im Verdeich zur isolierten AminosaureSch94]

Im Fall eines lereits protonierterAnalyten werden Protoentransérreaktionen mséatzich von
Coulomb-Wechselwirkungerbeeinflul3t(vgl. [Sch94] [Vek95] [Wil96]). Einerseits erhdht
die Anwesenheit mehrerer positive Ladungen auf dem Molekil durd repulsive Coulomb-
Wechselwirkugen die Tendenzzur Abgabeeines Protons. Andeseits entstehenebeiner
Reaktion des Typs in @Gl. 10.5) zavei Ladungstrdger gleicher Polaritdt und somit mit
repulsiven Wechselwirkugen, so dal3 bei deTrennury der Produkteeine sognannte
.reverse Aktivierugsharriere” Uberwun@&n weden muf3 (gl. Abb. 10.2 @r denFal n =2
nach Wil9g]).

(Gl 105) (I\/|+nH+)n+ +B o (M+(n_1H+)(n'1)+ + BH"

]
MH,2" + By+ B, oty / MH" + B,H™+ B,
I
L]

MH" + B+ BoH"

7
7

Abb. 10.2 Qualitativesinteraktionspdertial fir eine Protonentranderreakion zwschen énem
zweifach potonierten Molekil MH,** und reutralen Bagn mi PAB,) > PA(B))
(nach Wl96]).
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Die Ubertgung eines Protons vomeladenen Molekill MH?* auf eineneutiale Referendase
B: mit gleicher Rotonenafinitd wie MH™ ist aufgund diese Barriere kinetischgehemmt
und lauft nur largsam ab. Ein Protonemtrsfe mit ausreicknd hoherGeschwindgkeit tritt
erstbeim Anbieten eier anceren Rderenzsubstanzéherer Protonefinitéat (B,) ein, sobald

die revese Akivierungsbariere niedrig genug ist.

Intramolekulae Wechselwirkuigen kénnen die Protoneatisfareaktionen eines Molekdls in
der Gasplesein erheblichem Mal3e besinflussen. Baspidsweseist die zwitterionisde Form,
die Aminosauren und Peptide Ublichveise inLésurg annehmenan sich in der @phase
enegetischungunstig, daeine Carboylatgruppe eineerheblich hdhee Gasplasenbasiitat als
eine Aminogruppe dweist. Konren abe C- und N-Teminus einesPeptidsmiteinanderin
Wechselwirkuigy treten, so wird diskutiert,a® die zwitterionische ¢&fm durchBildung einer
Salzbriicke stabilisiert wird. Die resulade Coulomb-Anziehungwischen den unter-
schiedlich geladesm Grupperurgen des Molekils kompensiert in diesenalFden formal
endothermen Pre@f der Bildug eines isoliertenlonenpars [Cam95] Auch protonierte
basische Aminosaan eines Peptids kdnnen meiner Carboxylatgruppe eine solche Salz
briicke bilden, woé intramolekulae Wechselwirkuigen mit polarenGruppea des Peptids

die getrenntehadungen weiter zu stabilisieren vernggn [Sch96a]

10.2. Ergébnisse

10.2.1. Neu otersin-Addukte mit verschederen Anionen

Zur Untersuchug von Analt-AnionenAdduktenwurde Neurotensin (M = 1672 Davdl.
Abb. 10.5), ein im Saugetigehirn vakommendes Peptid mit hormondhnlichen Aktivitaten
[Mer89], gewahlt; ds Anionen dienen Acetat (Ac), Formit (Fo), Chlorid (CI"), Dichlor-
acetit (DCA") und Triluoractat (TFA"). Besondere Batungsoll bei de Charakerisierurg
der Addukte dren Stabilitdt zukommen.

Ausgehendvon den Stanatdbedirgungen der ES-MS-Analyse von Peptiden und Proteinen
wird Neurotensin in Mischugen aus Methanol und een 0,2 M waligen Losurg der zum
Anion korrespondi@nden Sae mit einer Konentration von10° mol/l gelést und mittels
Nano-ES am LCQ untesudit. Die Desolvdisierungsbalingungen werden jeweils so
eingestellt, dal3 ein Nachweis der Addukte inghotist hoher Sigalintensitat emicht wird.

Im positiven bnenmodus ist keineuggepragte Adduktbildungzwiscren Neuroénsin und den
ausgewahltenAnionen a1 beobachten; dieweiteren Untersehungen werden daher im

negativen dnenmodus agestellt.
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Abb. 10.3 Nano-ESiMasenspektren (LCQ), negaiver lonenmods, von Neuptensin, ¢ =10° mol|
in Methanol0,2M Séaure (/v 1:1). Die 21 denverschiedenen Suren koregponderenden
Basen mdin den Masensgkiren angegben.
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Die Massenspektn, die aus & Untesuchumg da vershiedern Losurgen im negativen

lonenmodusresultierensindin Abb. 10.3 zusammeestellt. Es ist deutlich zu erkennem3d
der Nahweis des Peptids in deprotamée Form auch aus sauer LOsurg ohne
Schwierigkeiten mdglich ist. Ferner zegt sich, de3 die Anionen Chlorid, Dichloracetat und
Trifluoracetataugyepragte Anlegerungenandas Peptid bilden, wobei in Abb. 10.3 nur gai
ausgewahlte §hale keschriftet sind. Die Addukte walen sowohl im Netto-hdungszustand
—2 alsauch im Nettotadurgszustand —1 nehgewiesen. DieZusammensetang de einzlnen

Addukte wird algemein duch (Gl. 10.6)wiedegegelen:

(Gl. 10.6) [M+nX +mY 1™

mit X": ertsprechencks Anion

n: Anzahl der Anionen
Y™: postiver Ladungstrager (H" ode Na")
m: Anzahl posiiver Ladingstrager

Im Gegensatz daas kénnen Aetat- und Formiat-Anlagerurgen aus den entsprecbnden
Losurgen selbst unter sehr chonendenDesolvatisierugsbedirgungen nicht beobehtet
werden.Die entspechenén Massensgktren weisen unter diesn Bedingungenvielmehrin
beiden Fallen eine Reihe véwdukten nah, die fornal als Anlagerungen vonH3;POy/H,SO,
(M = 98 Dg, HCI und NaCl an das degionierteMolekdlion interpretiert werden konren.
Diese Speies wuiden der Andytlosurg nicht gezielt zugesdzt; ihre Anwesenhat ist vielmehr

auf Veunreingungen der Probenlésug zurlickaufiihren.

MS?-Untersuchungen dekddukte des yps (M+X) (mit X = CI', DCA’, TFA") zeigen, i}
diese Spaes unter Abspaltunder zim Anion korrespondgrenetn Saure HX, fragmentieen
(Tab. 10.2).In den MS>-Spektren ist daraufhinad Sigial des einfach deprotoniern
Neurotensin-Molekilionszu beobachten. Did=ragmentieung wird in allen untesuchten
Félen bei seh ahnlicker Aktivierung des Vorlauferionsin der Quadrupol-bnenfalle erreicht.
Eine Unterscleidungder verschieegnen Addukeé hinsichtlich ihrer elativen Stabilitat kann

daher anbnd diese Experimente nicht éolgen.

-| m/z desVorlauferions | m/z des Fragmentions | entspricht Abspalun

Addukt(M+X) (beokachtet) (beotaghrt]et) ¥ von P i
(M+CIY 1706,7 1670,9 HCI
(M+DCAY 1799,2 1670,9 HDCA
(M+TFA) 1784,4 1671,2 HTFA

Tab. 10.2 Zusammenfssulg der MS-Untersuchungen (N\no-ES, LCQ, negéiver lonenmodus)
vershiederer Addikte. Andyt: Neurotensn, c= 10° moll, in Methand / 0,2 M S&ue
HX (vv 1:1).
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Um Informationen Uberdie reative Stabilitat zu gewinnen, soll déder die Fragnentierung
gemischte Addukte s Typs MH*X1X,] (mit Xi'= Anion 1 X,= Anion 2) in MS-
Experimenten untersucht wemd. De Analyt Neurotensin wird m diesemZweck in LOsurgs-
mittelgemischen gelost, die aus Methanol sowie einer wéldrigen Losurg zwder Séairen
(jeweils 10 mmol/l) unter dsatz von Ammoniakwasser NJ@H in eirer Konzentrationvon
30 mmol/l beeitet werden. Der resultierende pH-Wert der wél3rigen Losurg liegt dabe im
Bereich von 7,5. Somit kann gewdaistet wer@n, dal3 trotderunteaschiedlicten Starkeder
verwendeten Séuren beide Anionen in de Losurg vorliegen. Die jewaligen Anaytlosurgen
werden mittels NanoES am LCQ im negaiven lonenmodus untersucht, web die
Desolvatisierugsbedirgungen jeweils auf einen Nehweis de interessieenden Addukte

optimiert werden.
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Abb. 10.4 oben: Nao-ES-Masserspekrum LCQ, negéiver lonenmodus)onNeurdersin,
¢ = 10° moll in ener Mischung as MethanolWasser mti 10 mmoll HTFA, 10 mmbl
HCI und 30 mmiél NH,OH; unten: MS-Spekrum mt dem Adduk[(M+H*)TFACI
als Valauferion.

Abb. 10.4(oben)zeigt exemplarischdas Massnspektrum von Neatensin in Ggenwart von
Trifluoracetatund Chlorid unter optimierten Desdadtisierumgsbedirgungen. Die Sgnale der
entsprechnden gmischten Adduktesind im Spektrum gkennzeichnet; daneen kdnnen
sowohldaseinfach deprotonier® Molekulion als auch diéormale Anlagerung von Trifluor-
essgsaue an das einfach bav. zweifach deprotonierte Molekilion beobacl# werden. Das

interessieren@l  Addukt [MH'TFA'CIT ist im Massenspektrumnur mit geringer
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Signalintensitat m beobachten. 8hnoch kanres air Durchithrurg des M$-Experiments in
derlonerfalle isoliert und schlief3lich zur Fragntierury angereg werden.Das resultieende
MS2-Spektrum ist in Abb. 10.4 unte dagestellt. Es ist detlich zu ekennen, d& die
Fragmentigung desgemischien Addukts Ubervagend unterAbspalturg eines MolekuldHCI
verlauft. Das Fragmention entsprehend einerAbspaltung von HTFA ist nur in eheblich

geringeer Signaintensitéd zu bebachten.

Die Resultate der Uatsuchury aller gemischten Aldukte, dieauf analggem Weg gewonnen
werden, sind in Tab. 10.3ugammengefalBt. Es eigt sich, @& ausschliel3lich inden
Kombinationen der Anionen rifluoracetat, Dichloacetat und Chlorid untereinaed
gemischte Adduktein den Massnspektren @ beolachten sind. Die Signalintensitat der
Speies des Yps [MH"X1'X,] istin allen Rilen rektiv gering, aber dennoh auseichendfiir
eine MS$-Analyse deser Adduke. GemischteAddukte mit einem Acett- oderFormiation

sind daggen in keinem deuntersehten Falle a beobachten.

Addukt m/z des Vorlauferions beobachtete Ubeawiegende
[MH "X X5 (beolachtet) Fragmentionen Abspalung
[MH'TFADCAT 19138 i;gg:g HDCA
[MHTFACIT 18215 ggg’:g HCl
[MH*DCACIT 1836,0 ggg:;‘ HCl

Tab. 10.3 Zusammenfssurg der MS-Expeaimente (LCQ, negtiver lonenmodis) gemishter
Adduke aus MNurotersin und \erschiedenan Anonen. Da mt hoheaer Signalintenstét
beobackete Fragmetion ist jewals fett geduck.

10.2.2. Trifluoraceat-Addikte versciederer Pepide

Da Trifluoracetit in hohem Maf3eur Ausbildungvon Addukten negt, wird dieesAnion zur
Herstellurg von Peptid-Anion-Addukten evschiedaer Peptide gewahltZur Untersuchug

der Reaktionen in Addukten im gativenlonenmodus diesn die vier PeptideNeurotensin,
Substanz P, Bradykinin und [Glu']-Fibrinopeptid, deren Sequesrz in Abb. 10.5
zusammenestellt sind. Die Peptide werden in eiésnzentration von 18 mol/l (bzw. 10°
mol/l im Fall von Substam P) in einem Gemisch aus Methanol und Wasser (viv 1:1) mit
einem Gehalt von 30 mmol/l Ammoniak (MBH) und 20 mmol/l Trifluoressggure(HTFA)
gelost. Der resultirende pH-Wert da Losurg betrdg dabei etwa 7,5, so da3 die

Trifluoressigsaure vollstandig deprotoniat voriegen sollte
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Neurotensin
M =1672,9 Da

pyro-GIu—Leu—Tyr—@—Asn—| Lys |—Pro—| Arg |—| Arg |—Pro—Tyr—IIe—Leu—

Substanz P
M = 1347,7 Da
|H2N|—| Arg |—Pro—| Lys|—Pro—GIn—GIn—Phe—Phe—GIy—Leu—Met—Amid

Bradykinin
M = 1060,3 Da
Pro—Pro—GIy—Phe—Ser—Pro—Phe—
[Glu]-Fibrinopeptid
M = 1570,7 Da

—@—GIy—VaI—Asn— —Asn—@—@—GIy—Phe—Phe—Ser—AIa—

Abb. 10.5 Sequemrzen urd Molekiilmasenderverwendeen Reptide (hach [Mer89], ™); basishe
Stdlen derSegenzsinddurch einen Katen; sauredurch einen Keis gelennzichne.

Die Analyse erfolgt mittels Nano-ES am LCQ im negtiven lonenmodus, wobei die
Desolvatisierugsbedirgungen im Hinblick auf eine augepréte Entstehug von Analt-
Anionen-Addukten optimiert ween. RepiisentativeMassenspekén dieserUntersuchugen
sind in Abb. 10.6 bis Abb. 10.9 dyestellt.

Neurotensin enthalt in sein&equenzdrei basischeAminosauren unctine Glutaminsa.
Der N-Terminus legt in Form einer pyro-Glutaminsdurevor (vgl. Abb. 10.5).Im Nano-E$-
Massenspektrum im netiven lonenmodus aus obegenannteniésurgsmittelgemischwird
Neurotensin in derLadungszustdanden -2 und -1 cdagewiesen(Abb. 10.6), woki in
deutlichem Ausmall Addukte zwischen Peptid, Trifagatationen und Natriumioneru
beobachtersind. Die Natriumionenwurden dakei der Aralytldsurg nicht gezielt zugesetzt,
sondernsind vielmehr auf ubiquitdie Salxeruneinigungen der Prolensubstanzzuriick-
zufuihren. Die Zusammensetmng der einzelnen Addukte, die amhd des kobacheten m/z
VerhaltnissesinddesLadungszustands ermittelt werden kann, ist der dligbin Abb. 10.6 zu
ennehmen @, Entsprechend der Aslal der Trifluoraceationen und dem resultieenden
Ladungszustand enthaltealle Addukteeine bestimmte Anzahl positivéradungstrager in
Form von H und Nd. Auffallig ist dakei, daR die beaichteen Addukte makmal drei H-
Ladungstrager aufveisen. Enthalt das Addulbrmal vier positive Ladungstrager, so wird
davon mindestens einermh ein Na* gestdlt (vgl. Signalgruppe 1.7 in Abb. 10.6)

! Datenbank desSwiss Ingtitute of Bioinformatics, Expert Proein Analysis System ExXPASy
(http://www.expasy.ch)

2 In der Beshriftungder Sgnale gbt die rémische Ziffer denLadungszugard desAdduks und die arabiche
Ziffer die ArzaH der Trifluoracetatioen an
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800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
m/z Zusammensetzung m/z Zusammensetzung
(beob.) [M+...] (beob.) [M+...]
TFA H Na" TFA H Na"
(M-H) | 1670,3 - -1 - 11.7f 1254,8 7 3 2
Il.4a 1062,8 4 2 11.79 1266,6 7 2 3
11.5b 1119,6 5 3 I.1h 1783,9 1 - -
11.5¢ 1130,5 5 2 1 1.2i 1898,0 2 1 -
1.6d 1187,5 6 3 1 1.2 1919,9 2 - 1
1l.6e 1198,0 6 2 2

Abb. 10.6 Nano-ESiMassnspekrum (LCQ)von Neurtensn, ¢ = 10° moll in Methand/Wasser
(v:v 1:1), 30 niM NH,OH, 20 mM HTFA . Zordnung de lonensgnale siehe Talelle.

Abb. 10.7zeigt das Nino-ES-Massnspektrum (ngativer lonenmodus) von Substai®z Das
Peptid enthalt zwei basische Aminosauren sowiend&eien NTerminus; der C-Termums
liegt in Form eines Amids vor (vgl. Abb. 10.5) Substaz P wid im wesentlichen im
Ladungszustand —1 als Addukt mit mehen Trifluoracetationenund der entsprehencen
Anzahl positiver Ladungstrager nachgewiesen. Neben Na'-Addukten sind im HI von
Substan® ebenfalls Addukte mit klonen z1 beobahten, velche als Verumeinigung in der
Anaytlosurg vordiegen. Ein eénfach deprotonietes Molekilion des Peptids tritt im
Massenspektrum nicht aubie Zusammensetmg der leobachteten Addukte isih Abb. 10.7
tabellarisch aigefiihrt. Es &gt sich, dafAdduktemit mehreen Trifluoraceationenmaxmal
drei Ladungstréger in Form von H' enthalten. Enthélt ein Addukter positive Ladungstracer,
so wird einer dvon durch N baw. K™ gestellt (vgl. Signalgruppe 5 in Abb. 10.7).
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m/z Zusammensetzung m/z Zusammensetzung
(beob.) [M+...] (beob.) [M+...]

TFA | H [ Na' | K TFA | H* [ Na" | K©
l.2a 15733 | 2 1 - - | L5f 19379 | 5 3 1 -
1.3b 1686,9 | 3 2 - - |L5g 19524 | 5 3 - 1
l.4c 1800,3 | 4 3 -

I.4d 18223 | 4 2 1 -
l.4e 18376 | 4 2 1

Abb. 10.7 Nano-ESiMassnspekrum (LCQ)von Subnz P.¢ = 10° moll in Methand/Wasser
(v:v 1:1), 30 nM NH,OH, 20 mM HTFA . Zordnung de lonendgnale siehe Talele.

Das NanoES-Massenspgdrum von Bragkinin, einem Gwebehomon [Mer89] im
negativenlonenmodus ist in Abb. 10.8 dmstellt. Die SequendesNonapeptids weist zwei
basischeAminosauen auf, C- und NTerminus liegen in unmodifierter Form vor (Abh
10.5). Auch dieses Peptid wird iilnadungszustand —1 nehgewiesen und ist imMassen-
spektrum sowohl als deprotoniertes Molekilion alshamnit augepragten Anlagerungnvon
Trifluoracetationen, " und K zu beobachten. DieZusammenszung de einzlnen
Addukte ist in Abb. 10.8 tabellarisch zusammestellt. Es wirdersichtlich,daRim Fal von
Bradykinin formal maxima drei H' in einem Addukt m beobachten sind, wobei dietensitét

des entsprechnden Signals bereits recht gering ist. Addukte mit mehr als drei positiven

Ladungstragern enthaltereine entsprenende Anzhl von N& baw. K.
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©
100, X
80: Bradykinin
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800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
m/z Zusammensetzung m/z Zusammensetzung
(beob.) [M+...] (beob.) [M+...]
TFA | H [ Na' | K TFA | H [ Na' | K’
(M-H) | 1058,7 - -1 - - |L3i 1438,1 3 1 - 1
l.1a 1172,5 1 - - - L3 1458,4 3 - 1 1
I.1b 1194,6 1 -1 1 - |14k 1514,0 4 3 - -
I.1c 1210,6 1 -1 - 1 |14l 1535,6 4 2 1 -
1.2d 1268,3 2 1 - - | 1.4m 1551,7 4 2 - 1
I.2e 1308,4 2 - 1 - | 1.4n 1558,0 4 1 2 -
|.2f 1323,8 2 - - 1 |l4o 1573,9 4 1 1 1
1.39 1399,9 3 2 - - | 1.5p 1671,8 5 2 2 -
1.3h 1422,1 3 1 1 - | 1.5g 1687,8 5 2 1 1

Abb. 10.8 Nano-ESIMassnsgekrum (LCQ)von Bradkinin, c= 10 moll in Methand/Wasser
(v:v 1:1), 30 M NH,OH, 20 mM HTFA. Zualinurg derlonendgnale dehe Tabde.

[GluY]-Fibrinopeptid, das vierte Peptid der untersuchten Reihe, stelltMaiikation des
FibrinopeptidB dar, welches bei & Umwandlurg von Fibrinogen au Fibrin freigesetzt wird.
Die Peptidsequenenthalt eine basiselAminosaure und @r saue Aminosauen; C- und N-
Terminus liegen in unmodifierter Form vor. DasMassnspektrumm negativen lonenmodus
weist das Peptid sowohl inadungszustand —2 alsuchim Ladungszustand-1 nach (Abb.
10.9). Die Zusammensetmng der eobacheten Addukte ist derTabelle in Abb. 10.9 w
entnehmen. DeVergleich de Signalgruppen 2.4 und 2.5 in Abb. 10.8igt, dal3im Fall des
[Glu']-Fibrinopeptids maimal avei H" in den Addukten beobachteemlenkénren. Enthalt
ein Addukt formal eine goRee Anzahl positiver Ladungstrager, so wrden dese wieérum
durch N& gebildet.
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(M-HY
100 a3
— ——
_ C
807 [Glu*]-Fibrinopeptid
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800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
m/z
m/z Zusammensetzung m/z Zusammensetzung
(beob.) [M+...] (beob.) [M+...]
TFA H Na" TFA H* Na"
(M-H) | 1567,6 - 1 - I.5h | 1077,3 5 2 1
Il.1a 839,8 1 1 I1.5i 1088,5 5 1 2
I1.2b 896,4 2 - - 1.5 1100,8 5 - 3
I1.3c 953,3 3 1 - .6k |1156,9 6 1 3
11.3d 964,2 3 - 1 1.6l 1168,0 6 - 4
Il.4e | 1010,8 4 2 - .Im | 1680,1 1 - -
I1.4f 1021,3 4 1 1 I.1n 1704,7 1 -1 1
I.4g |[1032,1 4 - 2 I.20 1793,3 2 1 -
1.2p 1816,4 2 - 1

Abb. 10.9 Nano-ESIMassnspekrum (LCQ) von[Glu']-Fibrinopepid, ¢ = 10° mol/l in
Methand/Wasser ¢:v 1:1), 30 mM NHOH, 20 mMHTFA . Zuordiung ar lonersignale
siele Tabde.

10.3. Diskussim

Der LadungszustandeinesPeptidsin Lésurg wird empfindlich duch S&ue-Base-Reaktionen
und damit durch den pH-&t der Losurg bestimmt. Wrd dasPeptid allerdings unter den
Bedingungen der ES-MS in die Gaspbse tansferert, so leggen Gasphasereaktionen letz-
endlich fest, walhe lonen massenspektrogtrisch detektie werden kénnen Entspechend
den Modellvorstellungenum Mechanismus ddonisiaung (vgl. Kap. 3.1.3und in Analgie
zu denVorgargen in protonemgebundeen Dimerenwird in einem molekulan Cluster bei
Verfugbarkeit eines Protons stets dasildhen protoniet, welches die héchsteProtonen-
affinitat aufweist. Resultiert durch diesen Prozd? ein Neutralteilchen, so kann dieses aus dem
Cluster verdampfenDie Addukte zvischen Peptid und Anionestellenin diesem Prozf}
einen Avischenmstand deg der nu dann beobchtet verden kann, wenn dé Teilchen

wéhrend @s Desolvatisierugsprozesses nicht z stark aigeregt werden.
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Im Fall derim Rahmendieser Arbeit untersuchterPeptide und Anionen ist eine agepragte
Adduktbildungnur im negativenionenmodus z beobachtenBei der Untersuchury neutaler
odersauer Analytldsurgenim negativen bnenmodus stellen dignionen die Ubeschisgen
Ladungstrager auf ar Oberflache @ initialen Tropen dar, und sigelargen somitmit hoher
Wahrscheinlichkeit in die offspring droplets aus welchen di€éreisstzung der Analytionen
erfolgt (vgl. Kap. 3.1.3. Wird das Lésungmittd aus dem verbleibenden molekularen Cluste
vollstandig entfernt, so kommen Peptide und Anionen in unmittelbaren Kontakt,es
entstehen Peptid-Anionen-Adkte (Abb. 10.10 A) Im positiven lonenmodusdage@n
werden die uUersdissign Ladungstrager in de Regel durch Protonen, protonierte
Analytionen oer Na'-lonen gestelltund die positivenlonen (z.B. protonierte Peptide)
gelangen bevozugt in die offspring droplets Fir die Anionen in iher Eigenschaft als
Gegenionen besteht somit im positiven bnenmodus einegeringere Wahrscheinlichkit,
ebenfals in die offspring dropletszu gelangen. Zudem begiinstig der Uberschuffan Protonen
die Protonierungder Anionen bevor dies Uberlaupt in Kontakt mit deniPeptid gelangen.
Die Bildung von Peptid-Anionen-ddukten findet dadr im positivenlonenmodus in deutlich
geringerem Ausmalf’ statt (Abb. 10.1).

® (B)
negativer lonenmodus positiver lonenmodus
_ + A =
] A H = N\
¢ iy A
A NS NS A Initialtrépfchen H A s
A X + Ny H
A A *+ :
A A A oLy
AR A H*
4 § A - " +
A NS offspring droplets H A H
A " 8 N
A +HN\A
+
+f{7\+ Analytionen +f\/\+ + HA
AT A +

Abb. 10.10 Schemaische Dastellung der Verteilung von Andyt und Armonen bem Zerfall der
initialen Tropfen am Rispiel neutraler oder saurer Andytldsungen A: Anion. (&)
negaiver lonenmods, B) positiver lonenmalus.

155



10. Die Charaktasierungvon Peptid-Anionen-Adukten

10.3.1. Einfache Neurotensin-Anionen-Addukte

Die in Kap. 10.2.1 vogestellten Resultate zeg, &3 der Nachweis von Addukteaus

Neurotensin und verschiedan Anionen indeutlicrem Maf3evon der Art deseingesetzten
Anions abhagig ist. Bereits aus dem Aufeten ode Fehlen einesAddukts in den
entsprechenden Massenspektren lassen sich dabei erste Riidkschliisseauf die Stabilitat dieser

Spezes Zehen.In einem Addukt é Form (M+X)" mit X = Anion, die das Petid

Neurotensin mit den verkiederen Anionen z bilden verma, konkurieren formal das

deprotonierte Peptid und das Anion um ein Pro@mdie GlutaminsaureCarbox/latgruppe

desNeurotensingvgl. Abb. 10.5)eineetwas hoher Gasphasentszitat als die C-terminale
Carbowlatgruppe auweisen sollte, kommt fur eine Depotonierury bevazug der C-

Terminusin Frage.DessenGasplasenbasizitat sollte wiederum in derdBenordnug einer

deprotoniertena-Aminocarbondure und émit in der Grofenordnug des Glycin-Anions

liegen (vgl. Tab. 10.1). Aus em Vergleich de Gasphaanbasiitaten deruntasuchten
Speies in Tab. 10.1 erft sich, &R eine Raktion derfForm

(Gl. 10.7) (M+X)" = (M-H) +HX

somit nur dann freiwilligablauft, wenn @ Adduktein Anion in Form Acetatoder Formiat
enthalt. Die Wechselwirkugen zwischen denesultierenden Peptidioand der entstandenen
Saure sind offerdr sogering, dal3 ein solaks Teilchen lreits wahrendder Desolvatisieruig
leicht zefallt. Die Dissozidion vor da massespétrometrischen Analyse bewirkt, de3 esin
den Spektren nicht beabhtet verden lkann. In Addukten vonNeuroensin mit Chlorid,
Dichloractat und Trifluoracetait sollte daggen das Proton — entspreend den
Gasphaserdgsiataten — bevoragt am C-Teminus desPeptids angel@ert sein. Da die
Addukte mit diesen Anionen in dellassensgktren in deutlichem Mal3e naclgewiesen
werden, ist @ folgern, dal & Enrergieeintag wahend de Desolvatisierug nicht zur
Dissozation dieser Teilchen awscht. Werden die Adduké durch StoRe stak angeregt,
beispielswebse im Rahmen enes MS$-Experiments, so kann auch aus daddukten mit
Chlorid, Dichloracetat und rifluoracetat eineAbspaltury der korrespondiereden Saure
beobachtetwerden. DerEnergieeintrag ermodicht somit den Tansfe eines Protons um
Teilchen niedmjerer Gasphaenbasitat. Anhand der M&Spektren 1Rt sich alldings nicht
beurteilen, ob und in welein MalReeine Fragmentigung der Form (M+X)” - M + X~
stattfindet;die Einschréankugen des Massenheichs a@s LCQ im MS-Betieb kssen aien
Nachweis der entspgrchenden Anionen ht 2u (vgl. Kap. 4.23).
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10.3.2. Der Einfluf? des Anias auf die Addukilolung

In den in Kap. 10.2.1 vorgestellten Untechungen von gemischtenPeptid-Anionen-
Addukten des Jps MH'X1X2] (mit M = neutralesPeptid) konkurrigen formal drei
verschiegne Spezes um ein verfuglares Proton. Entsprechenderdin Kap. 10.3.1
vorgestellten Agumentation konnen alartige Addukte nu unter der Voraussetzung
beobachtet werden, da bede betelligten Anionen X;7 und X, eine geringere
Gasphaserdsiztat als das deprotonierte Peptid wafsen. Ist diee Voraussetng nicht
erflllt, so ist da bdreffende Anion in de Lage, das neitrade Petid zu derotonigen. Das
Addukt fragmentiert in de Folge unter Abspltung der Saue HX. Gemischte Peptid-
Anionen-Adduktesind demnah prinzipiell nur in Anwesenheit deAnionen Tifluoracetat,
Dichloracetat und Chlorid @ beobachten.

Aus den Resultaten der M&xperimente (vgl. Tab. 10.3) egibt sich die in (Gl. 10.8)
zusanmengestellte Rahenfolge bevorzugt abgespaltener Sauren HX.

(Gl. 10.8) HAc, HFo > HCI > HDCA > HTFA

Da keine Addukte des Peptids mit den Anionen Aaétund rmiat beobachét werden
konnten, ist zu folgern, daf3 die kwespondereneén S&uren diser Anioen leichter
abzuspaltersind als HCI, HDCA und HTR. Eine gualitative Untersheidurg zwischen

Acetat undrormiat ist allerdimgs auf die®r Basis nicht mégch.

Anhand derGasphaenbasiitiaten der Komponentenesl Addukts[MH"X1X,] kann das
enegetisch kevorzuge Produkt einer Protoneatrsferreaktion ermittelt wesh. Am

neutralen Murotensin-Molekil wisen die basiscme Arginin-Seitenletten die hdchste
Gasphaserdgsitat auf und kommen so als potentielle Protoniessigllen inFrage. Der

Vergleich der Gasphaenbasizitéten zagt dlerdings, da3 auch unte Beriicksichtigung von

Effekten der Sdbstsolvaisierung am Peptid da Protonentransfer bevorzugt zu den beeiligten

Anionen erfolgt. Demnach sollten die Unterschiede zwisben daen Gasphesenbasizitéden

entscheidend mnflussen, wiche Saue HX das enegetisch gunstigste Reaktionsprodukt
dastellt. Der Vergleich mit den in Tab. 10.1 zusamengestellten Werten zagt, dad die
beobachtet Reihenfogje mit derAbnahme ér Gasplasenbasizdt der Anionen koeliert.

Fur die Fagmentierurg der gemischten Addukte ist emfalls von Bedeutung, wche
StabilisierungdasAddukt gegeniberden isolierten Produkten ein Protonentansfereaktion
aufweist. Unte den Bedingungen der ES-MS konnte beeits gezeigt werden, dald die
Polaisierbarkeit eines Molekiils eheblich die Stavilitat verschiedener Alkaliion-Séaureamid-

Addukte beeinflul3t $tr99a] Auch bei der Untesuchumy protorengebundene Dimere
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spie@n sich de lon-Molekul-Wechselwirkurgen zwischen @n Produkteneiner Protonen-
transfereaktionin der mef3baen Bindungsenemie wider [Pri98]. Die Starke defon-Molekul-

Wechselwirkugen in den beobachéten Addukten soll amBeispiel von HCI in Ggenwart

einer Punktladungbgeschatz werden, wobi der @schirmena Einflu desPeptidsaufdiese

Wechselirkung vermachBssigt wird.

Ein HCI-Molekiil weist ein Dipolmoment von 3I0*° Cm auf; sehe Polarisierbarkei o
betragt 2,9 CJ'm™ [CRC9Y. Bei Wechselwirkung des Molekiils mit einer Punktlagum
Abstand r = 250 pni! ergbt sich @maR Gl. 10.4 a) eine maximale lon-Dipol-Wechsel-
wirkungsenemgie von 51 kdmol (bei® = 0°). Der Betrag der Wechselwirkung zwisden lon
und induzertem Dipol (Gl. 10.4 b) exbt sich z1 46 kJmol, so dal} diegesamte
Wechselwirkugsenegie in der G6Renodnurg von 100 kJmol lieg. Die Wechsel-
wirkungsenergie zwischenTrifluoressigaure bav. Dichloressiggdure undeiner Punktladug

sollte ebenfalls in dieserr@3enordnug liegen.

Diese Stabilisierunghat zur Folge, daR dé gemischten Addukte & Typs MH"XX>]
massenspektrometrischveobachét werden konnen. Erst & ausrechende Anregung,
beispielsweise durch StoRBe iRahmeneines MS?-Experimens, fragnenieren se uner

Abspaltungder korrespondieenden Saw aum Anion mit der hGheren &phasenbagit.

10.3.3. Der Einflul? des Peptids auf die Adduktbing

Die in den Kapiteln 10.2.1 und 10.2v@rgestelltenResultatezeigen,dall die beobaché&ten
Addukte — entspiehend ihrem Mtto-Ladungszustand — nebeneath Peptid und einegewissen
Anzahl von Anionen auch positiieadungstrager in Form von H" und N& enthdten. Bei
Untersuchug verschiegner Peptide zeigt sich dabei, d3 in Addukten des Vps
[M+nTFA™+mY 1™ (mit Y* = H* oder N&) die maxmale Anahl der enthalteen Protonen
der Anzahl der basischen Aminoséden zuziglich des N-Teminus entspricht. Enthalt ein
Addukt mehr positiveadungstrager, so sind diese &- oder K-lonen. Diese Beobachtung
legt die Vermuturg nahe, @R Addukte mit einegroReen Anzahl von H  beits vor der
massenspektrometriseh Analse unte Abspaltung von HFA fragmentigen. Die formale
Ubertragung einesNa" auf ein Triflucacetation fiihrt dgegen zur Entstehug eines shwer
verdampflaren reutralen Telchens, so dafd irinem solchenFal NaTFA im detektigten
Adduktion enthalten bleibt.

In den vorgestellten Untesuchungsreihen liegen die Pgtidein da Analytlésurg be pH 7,5in

Losurg anden Carboylgruppen in deprotonieer Form vor, véhrend diebasischerGruppen

! Der Abstand ertspricht der ypischen Bindungdénge in einer Was®rsoffbriickerbindung vgl. [Hol85]
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noch tiberwigend protoniert sinfl!. Wahrend des ESProzsses gelayen die Peptidionen in
einen molekularen Clustergdneken Trifluoracetat eberialls NH4" als Gegenioneenthalt.
Aufgrund der vergleichsweise gerigen Gasphasenésiatat des NH (vgl. Tab. 10.1) inden
im Anschluf3 Protonentransfeektionen zim deprotonierterPeptidund Trifluoracetatstatt.
Aufgrund der Gasphasbasizitaten (gi. Tab. 10.1) sollterdakel zun&chstdie Carboylat-
Gruppen des Peptids protoniererden. Treten lasische Aminosaen und N-Terminusin
Konkurrenzmit Trifluoracetat, so ist auchnterBerlicksichtgung der Selbstsolvatisierungin

Protonentransfezu Trifluoracetat enegetisch beiinstgt (vgl. Kap. 10.1).

TFA TFA NH,' -2 Ny TFA TFA
HaN (lele) > HaN COOH
TFA™ "HsN coo NH:' TFA "HsN COOH
TEA -2 HTFA
H,N COOH
H,N  COOH

Abb. 10.11 Schemaische Dastellung der aufgrund der Gasphasenbsi zitatten zuerwartenden
Protorenranderreaktionenin einem molé&ularen dusker aus aprotoniertem Petid,
Trifluoraceat und Ammoiumianen.

Die in Kap. 10.2.2 vorgstdlten Resultge zeigen dariber hinaus einen Zusanmenhang
zwischen der maxnalen Anahl im Addukt enthaltener Protonen undr denzahl basischer
Gruppenin der Seqeenz auf. Daher ist es fil die Stabilitdt der Addukte und damit flrrém
massenspektrometriseh Nachweis dénsichtlich von Bedeutyy welche Gasphasen-
basiitat die Selle des IBptids aufweist, die mit einem Trifluoraegion in Konkurrenzum
ein Poton titt. Ist an einer Protonetransfareaktion auf der Sete des Peptids eine
Gruppierury geringer Gasphasenasizitat beteiliy so ist die Stabilitdt des resultierenden
Addukts nicht mehr fir een intakten Nachweis augeichend. Zur Erklarurg dieses
Phanomendieten sich wei verschedene Ansatz an, die im fajenden diskutiert erden

sollen.

Der eine arr Diskussion stehemdErklarungsansatzberuht aufder Berticksichtgung der
raumlichen Vehaltnisse warend de Protonentrarferreaktionen im molekulan Cluster.
Voraussetang fur eine Reaktionist, da3 die Reaktamsh sich in rdaumlichem Koakt
miteinander befinen. Konkurrereneine basisol Aminosaure unckin Trifluoracet-lon um

ein Proton, so ist de Transfer zum Tifluoracetat-lon energetisch bedinstig. Allerdings

! Soweist beispielsweiseein Glutaminséure-Rest einen pK-Wert von 4,3 auf; ein Lysin-Rest besitzt einen pKs
von 10,5 (vgl. [CRC95]).
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liegen die basischen Grupperesl Peptids bei pH 7,5 bats protoniert inLdsurg vor, so dal3
zum Potonentransfer im Cluste ein Trifluoracetation zufdlig an einer protoniaten basisthen
Gruppe lokalisiert sein muf3. bt diese Bedingung nicht erfullt, so sollte auch kein

Protonentransfezu beobachtenein.

Stehen ein Trifluoreetation und einerptonierte baische Guppe des Peptids miteinander
raumlichem Kontét, so sind dieunmittdbaren Wechselwirkungen zwisden diesen Gruppen
ebenfallsfir die Stabilitat des Addukts von Relevarin. Analogie zu den Verhéltnissen bei
Bildung einesintramolekulaen Peptid-Zwitterions (gl. Kap. 10.1) ist prinzipiell ebenfalls
eine Struktur des Addukts mdigh, in der eine potonierte Guppe @s Peptids und ein
Trifluoracetation in Form einer Saldricke vorligen. De Effekt bei Bldung eirer

Saldruckenstruktur kann aginem veeinfachendenBeispiel demonstrig werden.

Abb. 10.12 A eigt sctematisch diePotentialkurveeines protonengbundcenenDimers aus
Trifluoracetatund dem Lysin-Rest eines Peptids. Die figirenz der Protonerféinitdten von
Lysin und Trifluomcetat (wl. Tab. 10.1) betrdgt ohne Berucksichtgung von

Selbstsolvatisierursgffekten innehalb des Peptids 372 /kdol. Die Protonierung des
Trifluoracetatsist somit energetischstark keglinstig, wenn pweils von raumlichgetrennten
Reaktionsprodukten agagangen wird. Im protonergebuneénen Dime stehen jedch die
Reaktionsprodukte in direktem raumlech Kontakt miteinander. EifProtonentansfer zum

Trifluoracetat fuhrt unter dies@edingung zu einerStabilisierungdes Addukts durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkugen, deren Ausmald von der éumlichen Anadnurg beider Dipole

zueinanderbhamig ist. Die maxmale potentielle Engre der Wech®lwirkung ergibt sich in
einer kolinearenAnordnurg beider Dipole, in der das positive Eadles einerDipols am
negativen Ende e andeen Dipols ameordnet ist. Egilt unter dieser Bedingurg (vgl.

[Bur88)):

2
(Gl 109) EDipoI—DipoI O- I.:,ls!'lz

mit M1, ko: Dipolmomente deMMolekiile
r: AbgandderMolekile
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Die maxmale Wechselwirkungenemie liegt fir zwei Molekile mit Dipolmomenten im
Bereich von 510 Clh (= 1,5 Debye) und einem Abstand von 300 pm in d&rRenodnury
von 10 kdmd. Die resultierende Stabilisiergrgegeniberaumlich getrenntenMolekilenist

demnach bei Protoneatrsfer zum Trifluoracetat sehgering.

[Peptid-NH;'] + TFA
O T N~
AGB = 372 kJ/mol
% A Ec = 463 kJ/mol
2 A /___Peptid-NH, + HTFA
al O\ | . A pr
RIS Ep.p < 10 kd/mol
1
[Peptid-NH,-H*-TFAT
[PeptidH1+TFA
A /]
@
g (B) Ec = 463 kJ/mol AGB > 463 kd/mol
1]
N | Peptid + HTFA
\\ ———————— -———
. \i@ 10 kJ/mol
[Peptid-H*-TFAT

Abb. 10.12 Schemaische Dastellung der Paotertialkurve eines potonengbunanen Dmersaus
Trifluoracdat undeinem Pepid. (A) Konkurenzmiteinem Lysn-Rest; (B): Konkurenz
mit eéne Stkelle erhelich geingerer Gasfhaseabaszitéat. Ec: Coulomb-Enegie be
einem Bndurgsatstard von 0 pm; Ep: Dipol-Dipol-Wechglwirkungserrgie bé
einem Bndurgsatstard von 30 pm

Wird das Poton dayegen formal auf den Lysin-Rest Ubetragen, so esultiert ein lonenpaar,
dessen Coulomb-Engie E; gemaf Gl. 10.10) beshrieben wird:

- 9.9
Gl. 10.10 E.=——=—
( ) © AnlEr

mit 01, Gp: Ladung der bnen
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Bel einemBindurgsabstand von 300 pm ist ein solcHesenpaar um 463 kiimol gegenliber
den gdrennten lonen stailisiert. Diesen Betrachtungen zufolge stdlt die Sdzbriickenstuktur

des Addukts ein Minimum der Potentialkurve dar, eragilt:
(Gl. 10.11) AGB +Epp <Ec

mit AGB: Differenzder Gaphasnbasizitdten
Ep.p: Energe der Dipol-Dipol-Wechséwirkung
Ec:  Ererge der Coulomb-Wechséwirkung

Ist die Differenz de Gasphaenbasizitdten da Reaktionspatner gréReras die Stabilisierung,
die aus der Wechselwirkung eines lonenpaas resultiert, so ha die Potentialkurve den in Abb.
10.12B schematisch dargestellten Verlauf. Das Minimum de Kurve bewuht hig nur auf der
schwaclen Dipol-Dipol-Wechselwirking zwischen neutramn Peptid undTrifluoressgsaure,

so daf} ein solches Addukt im \g&gich zu Fall A in geringerem Malf@ stabilisiert ist.

Unter Bericksihtigung von Hfekten dr Selbstsolvatisierun sollten alle basisclen
Aminoséaurensowie der N-Terminus des Peptids eine aei€hend hohe Gsphasenasiatat
aufweisenum die Bedingurg aus (GI. 10.11) z erfillen. Ein Addukt, in dem eine basisch
Stelle des Peptids und ein Trifluoedation um ein Proton konkurrieren, ist deohdurch
den Einflu? der Coulomb-®¢thselwirkuig gegen Protonentnsfe und Frgmentierug unter
Abspaltung von Trifluoressgsaure stabilisiert. DasAddukt kann massenspektrometigh
nachgewiesen werden, sofan die Anregung wéhrend de Desolvaisierung gering ist. Tritt
allerdings eine weniger basisch Stelle des Peptids mitrifluoracetatin Konkurrenz um ein
Proton, so wird das Addukt in erhebligeringerem MalRe stabilisiertEs zerfallt daher

wahrend ér Desolvatisierug vollstandigunte Abspalturg von Trifluoressigéure.

Die bdaden vorgestditen Erklarungsansédze vermoégen die Beobadtung zu beschreiben, dal3
in einem Addukt des yps M+nTFA+mY* ™™ (mit Y* = H" oder N&) die maimde
Anzahl der H mit der Anahl der basiscén Stellenim Peptidkorreliert. Ob nur einerdieser
Effekte letztendlich fur dieses Ph&omen verantwortlich ist ode es aus einer Kombindion
beider Effekte resultiert, kann auf der Basis dervorgestdlten Resultae nicht entschieden

werden.

Die hier vorgestdlten Untesuchungen zdgen, da3 die Vorgange wéahrend der Freisdzung
eines Analyten unter den Bedingungen der ES-MS sehr komplegr Natur sind. Die
Gasphaserdsiztat der in einem molekularen Cluster vanderen Spekes led prinzpiell die
Richtungvon Protonentrarferreaktionen fest. Denh schlie3t eine h@hGasphsenbasiiét

einesAnions im Cluster nicht automatisch eimgeite Abspaltbakeit der karespondieencen
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Saure aus dem Addukin. Die Stabilitat eineé&ddukts wird vielmehr ebenfallsdurch die

Wechselwirkuigen de Teilchen untereimnder kestimmt.

Der massengktrometrischeNachweis von Addukten &nn im Fall der untersuchten Peptide
auch im neativen lonenmodus durch erscharfung dr Desolvatisierugsbedirgungen
unterbundenverden.Die Addukte fagmentieen unter desenBedingungen unte Abspalturg
derzu den Anionen kaespondieenden Sawn. Dennagh ist diese Mafahme nichigenerell
auf alle amlytischen Problemstellungen Utteagbar, denngerae bei Unterswechung sehr
labiler Andyte kann die verstarkte Anrequng wéahrend der Desolvatisierung bereits eine

ungewollte Fragmentierung zur Folge haben.

Addukte avischen Peptiden und Anionen asauren oder neutelen Analytldsurgen sind
insbesonderen negtiven lonenmodus zu beobaeht wélrend im positivedonenmodus flr
keines der untsuchten Anioen entsprehence Addukte massensgktrometrisch
nachzuwesen sind. Auf der Basis de vorgestellten Resultae kann daher gefolgert werden,
dal3 zir Vermeidurg von Adduktbildugen mit Anionen in der ES-MS-Analyse Unter-

suchungen im positivelonenmodus grundsatzlich vorzuziehen sind.
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11. DIE STABILI TAT NICHT-KOVALENTER KOMPLEXE IN DER ES-MS

Da der intakteNachweis nicht-kovagnter Komplexe mittels ES-MS ist prinzipiell médich

ist, wird dieses Verfahren in zalreichen Untersuchungen zur Ermittlung der Stéciometrie

dieser Verbindugen eingestzt. Daneben ist es ebenfalls wiinscswert, die Stabilit&ticth-

kovalenterKomplexe mit Hilfe dieserMethodezu ermitteln und so von den Vorteilererd
Massenspektrometrie (Selektivitdt, Empfindlichkeit und Geschwkeil) auch afl diesem
Gebiet zu pofitieren. Da aber fir biochemischen Fragestellungen die Stabilitat von

Komplexen in Lésurg entscheidend ist, dageen be der ES-MS die Stabilitat des Komplexes

in der Gasphasgemes®n wird, ist bei defnterpretation der ErgebnisseVorsicht gebotenln

LOsurg bestimmen sowohl varedWaals-Krafte, Wassestoffbrickenbinduigen undionisclhe

Wechselwirkugen sowie lydrophobe Wech&lwirkungen die Stéark der Bindurg im

Komplex (vgl. Kap. 2.1); in Abvesenheit des hahpolaen Losurgsmittels Wasser erfaén

die Bindurgsverhiltnisse allerdings eine dramatische Anderun Hier gwinnen
Coulombwechselwirkungenaufgrund der fehlenden Abshirmung durch d&s polare
Losurgsmittel an Bedeutugy wéhrend hydrophobeWechselwikungen vollstandigentfallen.
Die Stailitat in der Gasphae kann infolgedessen in krassen Widespruch zur Stabilitat in

Losurg stelen. In diesem Zusammenhag berichten Feng et al. [Fen95] von der
ungewdhnlich erhdhten Stabilitdt eines Spermin-Peptid-Kongdar der Gsphase, @ in

Losurg nur eine schwache Bindurg aufweist. Ungekehrt beolachtetenRobinson et al.

[Rob9G den Anteil nur gringer Mengen von intakten Komplex in der Gaphase, @ in

Losurg im weentlichen durch fidrophobe Wechselirkungen stabilisiertwerden.Auch eine
grolle Zahl von DNA-Peptid- (bzv. RNA-Peptid-) Komplexen, die bisher mit EEMS

nactgewiesen weden konntenwerden in der Gsphase dich Coulomb-Wechselwirkuigen
stebilisiert [Smi97].

Im vorliegenden lgpitel soll der EinfluR von Coulomb-Wechselwirlgem auf die Stabilitat
der Ham-Pratin-Komplexe Myoglobin und Hamoglobin demonstriertevden. Die Resultate
dieserUntersichungen finden sich in Kap. 11.3; eenDiskussion erfajt in Kap. 11.4. De
Strukturmerkmale dieseré&bindurgen und besits vorgenommene BSVS-Untersuchugen
an diesen spédlen nicht-kovaénten Kompleen wercen in den Kapitelnll.1 und 11.2

vorgestdit.
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11.1. Strukturmerknale von Hadnoglobin urd Myoglobin

Hamodobin und Myoglobin gehéren ar Gruppe de globulden Proteine; beiden Protem
kommt im Orgnismus die Enktion des Saustofftranspots zu. lhre Struktur ist inder
Literatur eingehend beschrieben; einen Ubelick hieras findet sich zB. bei Styer [Stro0].
Hamodobin bestehfius insgesamt vier Protein-ldrginheiten, avei a- und zwei B-Ketten,
die als nicht-kovalente Komplex zusammen die bioldgch aktive Quaarstruktur (az3,)
bilden. An jede derUntereinteiten ist Uber einen geotonieren Histidinrest koordinativ ein
Metalloporplyrinkomplex gebunden, @& Ham. Myglobin dagegen besteht nuaus einem
Proteinstrang an den eénfals Uber einen eprotonierten Histidinrest das Ham als
prosthetische Grump koordinativ gebunden ist. Obwohl sich bglobin und die
verschiedenen Unteeinhedten des Hanoglobins in iher Aminosaresequenz deutlich
unterscheiden, weisersie doch erhebliche Ahnlichleiten in ihrer Sekurit- und
Tertiarstrukturauf. Exemplarisch sind die Struktur desybglobins undder Ham-Gruppein
Abb. 11.1 degestellt.

Myoglobin Ham-Gruppe

HOOC COOH

Abb. 11.1 Schemaische Dastellung des Myodobins™ und der HarGruppe; hier in der Ferro-
Form.

Der intakte Komplex aus Proteinstranund prosthetisar Grupg wird als holo-Form*
bezichnet, wahend das Protein ©h HamVerlust in der gpo-Form*“ vorliegt. Die
Bindurgsstelle des Hamsehindet sich sowohl im Moglobin als agh in den Hdmogdobin-
Untereinheiten in em ,Tasché des Proteinstrays [Str90]. Am Beispiel von Myoglobin
konnte geeigt werden, d& dieses Strukturmerkmalchnach saueinduZerter Denaturigung
des Proteins teilweise erhatt bleibt Fag0].

! NachPromise Prostetic Graup ard Metal lons in Protein Active Sites Datalase V. 20
(http://bmbsgill.leeds.ac.k/bmbknd/promise/Imbo.html)
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In den biologsch aktiven Formen von Hamalobin und Moglobin tritt das Eisen im
Metalloporplyrinkomplex mit der Oxdationsahl +2 auf; der Komplexliegt in der
sogenannten,, Ferro-Form*® vor. Da cem Porplyrinring im Komplexdie Ladung —2 aukommt,

weist der Metalloporpyrinkomplexsomit die Nettoladunilull auf.

Nur in dieserFerro-Form ist das entrale Eisenion in derage, im Ham-Protein-Komplexdie
letzte der sechs Koodinationsstdlen reversibel mit O, zu beseézen. Kommeziell erhdtliche
Myoglobin- bzw. Hamaglobin-Proben sind jedoch ined Regel durch Kontakt mit
Luftsawerstoff oxidiert, so daf3 hier das Eisen mit deri€@ationsahl +3 und somitdasHamin
der einfach positiv geladeam ,Ferri-Form* vorliegt. Durch Zusatz von DTT (Dithiothreitol)
zu Hamodobin- bav. Myoglobin-Losurgen kann dad~erri-HAm wieder zur Fero-Form

reduZert wercen (wgl. z.B. [Kon94).

11.2. Ham-Protin-Komplexein der ESI-MS

Die Ham-Proteinkomplexe Hamodobin und Myoglobin werden haufg als Modellysteme
fur die Untersichung nicht-kovaknter Komplex (als tpische Vertretar der Gruppe

~Protein/Cofaktor-Komplexe*) mittels ESEMS heangezogen.

Covey etal. beobahteten beeits bei detUntersuchug von Myoglobin unterdenaturerenen
Losurgsbedirgungenin den Massenstren eire Serie von scolvacten Sigualen, die aus e
Anlagerurg einer H&mM-Gruppe an das Proteiresultieren Cov88]. Unter nativenLdsurgs-
bedingingenkonntein der Folge de Beweiserbracht weden, dal? & in Losurg vorhandene
nicht-kovalente Komplex unter schonereh Desolatisierurgsbedirgungen intakt in die
Gasphase i@fuhrt werden kann (Kat91], [Loo93] [Jaq93). Holo-Myoglobin und die holo-
Untereinhdaten des Hémoglobins wuden seitdem intensiv mittds ESFMS unteasudit. Es

finden sich Untersthungen m folgenden ScWwerpunkten:

* Fragmentieung von holo-Myoglobin und der holax-Untereinheit desHamaglobins
([Kon92], [Li93])

* Ruckfaltung des Proteinstrags und Him-Bindurg nach eine durch Sureasatz
induzerten Denaturierung ib6surg ([Fen93], [Lee9%])

» Stabilitdt von Ham-Protein-Komplexr in der GasphasgKon94], [McL94], [Sch96]
[Gro97], [Che98) und Verdeich mit der Stabilitat der Komplexn Lésurg [Hun97]

» Protonentransfeeaktionen in der @Gsphase $te97]
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Dasintakte Himaglobin-Tetamer (Lig94], [Apl96]) sowie Dimere aus hola-und holo-
Untereinheiten([Loo93a] [Wan96a] konnten ebenfalls lbeits unter derBedingungen der

ES-MS nachgewiesen weaden.

11.3. Ergéebnisse

Die im folgencen beshrieberen massensgkirometrischenUntersuchugen wureén mit
Proteinldsungn in eine Konzentration von &= 10° mol/l (bezogen auf den intakten nicht-
kovalenten Komplexin H,O bzaw. 10 mM NHAc-Puffer durclgefuhrt. Um Einflissedurch
Lagerung der Probenldsurg zu minimigen, wurden die Proteinlosungunmittdbar vor jeder
Melreihe duch Verdinnurg einer bei —18°@elagertenStammldsundnergestellt. Reduktion
desHamsvon derFerri- zur FerraForm liel3 sich durclZusatz von Dithiothreitol (DTT) in
einer Konazntration von 1 mM @ Probenldsungind anschlieRener Inkubation beiRaum-

temperatur féica. 30 Minuten emichen.

Die Zerstaubug erfolgte mit derNanospay-Technik aus Glasdpillaren mit einerOffnung
von ca.2 um. Die massenspektragtrische Aralyse afolgte sowohl anfinniganLCQ (QIT-
MS) ds ach am PE Bosystems MARINER (TOF-MS) im Aufbau mit gehezter
Transferkapillare. Eine Varation de Druckverdtnisse in da ersten Druckstufe am
MARINER (wl. Kap. 6.2.1) var zum Zeitpunkt diesetntersuchurg nochnicht médich. Die
Aufnahme dler vorgestellten Massenspéktren efolgte deher be einem Druck in derzweiten
Druckstufe in @r Gréfenordnuig von 510* Pa

11.3.1. ESI-MS-Untersuaimgen von Hénoglokin und Myoglobinim positiven

lonemmodus

Abb. 11.2 zeigt die Nano-E&0TOF-Massenspektrevon Myoglobin (Pottwal) aus watger
Losurg. Unter schonende Desohatisierurgsbedingungn, d.h. elativ niedriger Tempeatur
der Tran$erkapillaren undgeringer Potentialdiférenz zwischergeheizter Transérkapillare
und erstenskimner, wird Myoglobin ausschlief3lich in ddrolo-Form detektiert (Abb. 11.2
A). Die Signale sind durch unspifische Anlajerungen \erbreitat, deen Masse @ 98 Da
bestimmtwerdenkann. Sie sind daheauf Adduktbildury des Aralyten mit in derLdsurg

vorhandenem PhosphatvbzSulfat airiickaufiihren.

Bei ErhOohurg der PotentialdifferenzwischenTranderkapillare und skinmer und de damit
verbundenen Aktivierunder Analtionensetz die sto3induerte Fagmentieung (CID) des
nicht-kovalenterKomplexes unter \érlust der Him-Einheit ein.Bei eine Potentialdiffeenz

von 200V (Abb. 11.3 B werdenapo- und holo-Form mit ann&tmel gleicherSignalintensitat
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naclgewiesen. De dalei freigesetze Metalloporplgrinkomplex IRt sich dabei alslam’ in
der FerriForm detektieren,wobei das intensivste monoisotopischen8ldgoeieinemm/z von
616,2 Da nadflewieen wird. Dieaus den Sigalen ermittelten Massen von apo- umalo-
Myoglobin sind zusammen mit dan theoretischen mittleren Molekulargewicht in Tab. 11.1

zusanmengestellt.

M ermittelt Mtheoretsch
holo-Myo 17814,8 17816,1 Da

apo-Myo 17198,3 17199,9 Da

Tab.11.1 Ermittelte und thecetische Molekiimas®n ™ fiir Myoglobin (Pottwd) in hdo- undapo-
Form

+12
100

80
60

40 (A) *

% Intensitéat

20

500 800 1100 1400 1700 2000

100 Ham

% Intensitat
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m/z

Abb. 11.2 Nano-ESi Masensgkren MARINER, psitiver lonennodus)vonMyoglobin (Pottwal),
¢ = 10°mol/l in H,O, Sgnake de holo-Form: «, apo-Form: 0 ; A) Uga, =50V,
B) Ukap=200V

! Datenbank desSwiss Ingtitute of Bioinformatics, Expert Proein Analysis System EXPASy
(http://www.expasy.ch)
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Die Untersuchug von walrgen Myoglobin-Losurgen mit Hilfe derQIT-MS eibt ahnlicle
Resultate (ohne Abbildg). Myoglobin wird unter schonenden Desolvatisierugs-
bedingingen mit dominanter Siglintensitat in der holo-éfm naclygewiesen undzerfallt bei
verstarkte Aktivierung unterVerlust derHam-Guppe in die apd-orm. Im Vergleich zu den
Resultaterder TGF-MS-Analyse ist allerdirgs in den QT-Massenspekén unter shonenen
Desolvatisierugsbedirgungen einhdhere Anteil der apo-Sgnale a1 beob&hten. Dies &nn
einerseis auf die langere Zetskala der Masenanayse in der QIT-MS zuriickgefiihrt werden
(vgl. Kap. 4), welche die Wahrscheinlichkeit eine Fragmentigung erhdht. Daneben ist
ebenfalls eine modiche Aktivierung der Anadytionen durd Stol3 mit dem in der Fale
enthaltenen Hium wéhrend ds Famgprozesses u beriicksichgen, die zur Fragnmentierurg
des nicht-kovalenteomplexes fuhren kanrfvgl. Kap. 4.2.2,Yan91] [McL94a).

Die MS*-Analyse der holo-Formen (ohne Abbildum) ergibt in Ubereinstimmungmit
[Che98][Kon94],[Gro97] eine Fagmentierury deskomplexes gemali:

(Gl. 11.1) (holo+nHJ™ > (apornH)™Y* + [Fe**-Ham]'

Unte den vorliegenden Bedingungen enthdt Myoglobin demnach im wesentlichen die Ham-
Gruppe in der oiierten FerriForm ([Fe**-Ham]").

Reprasentative &ho-ES-TOF-Massensgktren von Himodobin (Rind) auswalriger Losurg

sind in Abb. 11.3 zusamengestellt. Wie in Abb. 11.3 Azu erkennen ist, treten unter
schonenden 8solvatisierugsbedirgungen die Ladungszustande des intaktefTetramers
(inklusive der vier m-Einheiten)als dominante Sitale im Massenspektrum aAllerdings

ist die Sigalbreite afigrund veschieegner, hig nicht massendlosbaer Anlagerurgen

deutlich erhoht. Durch Erhohurg der Potentialdiffeenz zwischen Transfkapillae und
ersem skimner und der damit verbundenen ermetrten Anregung der Analytionen setz die

Fragmentigung des TEtrames ein (Abb. 11.3B), so dal} nun verstdkt das af-Dimer

(inklusive zwei Ham-Einheiten) sowie hola- und holof3 nachgwiesenwerden kénnen.
Signale, die @n homogenemimerenaa und entsprechen, sind unter diedgedingungen
nicht zu beobachten. Bd verstarkter Aktivierung des Angyten zwischen Transferkapillare

und erstenskimner setz schliellich die Dissoation der holoa- und holof-Untereinheiten
ein (Abb. 11.3 C). Fermast unter diesenrdstischeen Bedingungen auch der Ham-Vetust
aus dem Tetrapren 21 beokachten, wie im Einschub in Abb. 11.3 C ant¢ider mit Pfeilen
markierten Sjnale ceutlich wird. Im héheen m/z-Bereich kénnen in Ubreinstimmungmit

Light-Wahl et al. Lig94] aa - bzw. a3p-Trimere (eilweise rach Him-Verlust Signale mi

Pfeilen markiert) in niedgen Ladungszustédnden beaxrhtet verden.
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Abb. 11.3 Nano-ESIMasenspekren MARNER, paitiver lonenmodus)on Hamogphbin (Rind), ¢
=10° moll (bezogn ad Terame) aus HO, Tkap = 80°C, Uy = 6V, Uguaa= 5V;
A) Ukap = 13V, B)Uxqp = 50V, C)Ukg, = 300V, die Reile kenrzeichren die Sgnde de
Multimerenach Ham-érlud.
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Die nach interar Kalibrierung der Massensgktren mit den Sigalen de holo-a-
Untereinhaten emittelten Molekilmassean im Vergleich zu de theoretischen Werten sind in
Tab. 11.2 zusamengestdlt.

M ermittelt M theoretsch

oo BB + 4 Ham 64618 Da 64478 Da
aaf + 3 Ham 47938 Da 47908 Da
ofp + 3 Ham 48875 Da 48809 Da
o + 2 Ham 32260 Da 32239 Da

a + Ham (holo&) 15669 Da 15669 Da
B + Ham (holoB) 16567 Da 16570 Da

Tab. 11.2 Ermittelte Molekilmassen 6TOF-MS) undtheaetische Molekiimas®n ™! fiir intaktes
Hamoglobn (Rind) sowke eniger Fragmere. De Sgnde de holo-a-Unteranheiten
wurden zr internen Kalibrierung heangezogen.

Die Fragmentierurg des Hamalobin-Tetamers wirdeberalls durcheine erhérg Tempe-
ratur der Transferkapillaren bzw. éne groRee Potetiadifferenz zwisdien ersten skimner
und Transfequadrupol induiert (vgl. Kap. 6.2.). Wird beispielsweiseaugiehend von den
Desolvdisierungsbalingungen gemd? Abb. 11.3 A diePotetiadifferenz zwisdhen erstem
skimmerund Tansfequadrupol von 1 Vauf 25 V ehoht ¥, so sind ausschlieRlich die
Signale de holo-Unteeinheiten im Massenspakim 21 beobachten. EinZerfall der
Untereinheiterunter Abspalturg der Ham-Guppetritt dabei nu in gerigem Mal& auf (ohne
Abbildung).

Auch mit Hilfe des QT-Massemanalysators lann der Naichweis des intakten Emodobin-
Tetramers umr schoenden [@solvatisierugsbedirgungen erfolgen (ohne Abbildung).
Allerdings werden im QIT-MS-System lonen mit hohen mf¥erhéltnissen prinpbeding
weniger dfizient naclgewiesen (gl. Kap. 4.2), sodald die Spektren ein geringeres
Signal/Rauschen‘erhéltnis aufweisen.Ferner sind die niedrigen Ladungszustande des
Hamodobin-Tetrames nicht der Messung zugéanglich, da der Massenbeesich s
verwendten Systems auf ein mA¥erhaltnis bis 4000 Thomsonimitiert ist. Mit
zunehmender Aktivierung des Alyten wahlend de Desohatisierurg ist auch bei
Verwendury des QT-Massemanalysators dieFragmentierurg des Komplexes unterBildung
der holo- und aptntereinheiten z1 beobachte. Die MS*Analyse der holo-Unteginheiten
ergibt, dal diese in Aamloge zu holo-Myoglobin unter Abspltung von Ferri-Ham
([F€**-Ham]") fragmenteren.

! Datenbank desSwiss Ingtitute of Bioinformatics, ExpertProein Analysis System EXPASy
(http://www.expasgy.ch)
2 Die Potertialdiff ererz zwischen Trarsferkapillare und erstenskimme bleibtweiterhin auf 7 V einggellt.
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Abb. 11.4 Dekonvdutierte Nano-E3-Massemspekren (LCQ, posiiver lonenmodus)erschiedeng
Hamoglobih-Artenc = 10° moll ausMethand/Wasse (v:v 1:1), 4 % Essigsaurg
A) Rind, B)Schwai, C) Pferd, D) Mengh

Auffallend ist in allen duchgefiihrten Untersohungen, d die B-Untereinheit des

Hamodobins sowohl in de holo- als aich in der gpo-Form mit deutlich geringerer
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Signdlintensit& ads die a-Untereinheit nachgewiesen wird. Um dieses Phancen nahe zu
untersuchenwurde daher Himoglobin (Rind) unter desiurierendenL6surgsbedirgungen
aus dem Standard=6sungsmittedemisch (Metlanol/Wasser viv 1:1, dsatz von 4 %

Esspsaure) aralysiert.

Als Massenangsator diente das QT-MS-System. Ferner wurden zim Vergleich die
Hamodobin-Arten von Pferd, Schweinund Mensch auf desem Vég untersucht. Die éraus
resultierenderdekonvolutiertenMassnspektren sind in Abb. 11.4 zusammestellt; einige

Eigenschaften @r entsprechndenapo-Protein-Unteeinheitenfinden sich in Tab. 11.3.

Es ist 21 erkennen, dal3 fualle untersechten Hamoglobin-Tyen die B-Untereinheiten in
erheblichgeringerer Sighalintensitat als die entspreendena-Untereinheien nachgewiesen
werden.Dabei ist bei Vavendurg von Rindehamajlobin der Anteil de -Untereinheiten
relativ zu den a-Unterinheiten am héchat. Bei Vewendurg von humarem Hamaglobin

wird dergeringste Anteil der3-Untereinheiten detektie

Rind Schwein Pferd Mensch

a B a B a B a B
Mue ™ [Da] | 15053 | 15954 | 15039 | 16034 | 15144 | 16008 | 15126 | 15867

PHiso ) 819 | 7,02 | 876 | 725 | 873 | 652 | 873 | 6,81
Anz. basische 23 24 24 24 24 24 23
Aminosauren

Anz.saure |, 15 12 15 12 16 12 13

Aminosauren

Tab. 11.3 Merkmaleder a- und S-Unterénhdten cer untersuchten Hamogloftin-Arten. Die
angegebnenisoelektischenPunke pHs, stdlen theordisch beaechrete Werte da.

11.3.2. ESI-MS-Untersuaimgen von Hénoglokn und Myoglobinim negativen
lonermodus

Die ES-QIT-Massenspekén von Myoglobin und Hamglobin im negativenlonenmodus

sind in Abb. 11.5 bzw. Abb. 11.6 dstellt. Die Desolvaisierungsbedingungen wurden

zunachstauf den Nachweisder holo-Proteineoptimiert (Alb. 11.5 A bav. Abb. 11.6 A).

Dabe sind im Rall des H&moglobins im waentlichen Signale der holo-a-Untereinheiten &

erkennen; die hol@-Untereinheitenkdnnen ncht in merklicher Sjnalintensitat detektiert

werden.

! Datenbank desSwiss Ingtitute of Bioinformatics, Expert Proein Analysis System EXPASy
(http://www.expasy.ch)
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Abb. 11.5 Nano-E&Masensgktren LCQ, negtiver lonenmodis) von Myodlobin (Pottwd),
¢ = 10° mol/l aus H,0, ®: holo-Myogdohin, O: apo-Myoglobin; A) ohre CID,
B) mit 20% CID.
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Abb. 11.6 Nano-ESiMasenspekren (LCQ, negéiver lonenmodus)yon Hamogldin (Rind),
¢ = 10° moll (bedgen af Tetramer)aus HO; A) ohneCID, B) mit 20 % CID.
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Aufgrund der vermehiten Anlagerurgen anden Aralyten (\l. Kap. 10) sind sowohl die
Signale des Moglobins ak awch die Sgnale der hobd-a-Untereinhaten im Verdeich zuden
Spektren im positiveionenmodus merklich veréitert; zudemweisen die Spekten ein
niedrigeresSignal/RauschetVerhaltnis auf. @r Schwerpunkt ded.adungsverteilung ist im
Vergleich zum positiven dnenmodus zu ho6heremm/z-Werten und damit niedrigeren

Ladungszustanden erscholen.

Zur Aufnahme der in Abb. 11.8 (Myoglobin) und Abb. 11.6 BHamajlobin) damgestellten
QIT-Massensgktren wurden die Analytionen durcheine um 20 V ehdhte Potentialdiffeenz
zwischen skimmer und Tiansfeoktapol 21 StoRen angege (,20 % AD“). Trotz der
verstérkten Aktivierung ist weder eine signifikante Fragmentierung des holoMyoglobins
noch die Frgmentieruy der holo-a-Untereinheiten des Bmoglobins 21 beobachtenln
beden Fdlen weden weterhin die Ham-Protein-Komplexe in dominanter Signalintensité

nactgewiesen.

11.3.3. ESI-MS-Untersualmgen von Hiénoglokdn und Myoglobinnach Reaktiomit
DTT

Im folgenden soll de Einflul der Ladung der Ham-Gruppe auf die resultierenden

Massenspektren voramaylobin und Myoglobin untersght werden. Wie in Kap. 11.1
erwahntkanndurch disatzvon DTT ar Analytiésurg eine Reduktion deHam-Gryppe von
der FerriForm aur Ferro-Fom erzelt wercen. DieLadung &ndet sich infolgedessevon +1

([F€¥*-Ham[") zu 0 (Fe®*-Ham[™); Ferro-Ham ist daher in den &senspekén in Form von

[Fe*-Ham+H] nachzuwdsen. Abb. 11.8 vedeutlicht dies am Beispid de ES-

MassenspektreMARINER, positiverlonenmodul von Myoglobin. Bel Verwendury der

unbehandelten dsurg ist nach stof3induziertefragmentierurg zwischen Tanserkapillae

und erstemskimner das Sigal der Him-Gruppe bei einem mi/erhéltnis von 616,2
(entsprecknd Fe**-Ham]") mit hochsterintensitat nachaweisen(vgl. Abb. 11.7 A). Nich
Inkubation der Amlytlosurg mit DTT tritt dagegen unter @D-Bedingungen das Sigal bei

617,2 Thomsonmit dominanterSignalintensitatauf (vgl. Abb. 11.7 B). Es ligt somit eine
Mischung zwischen Fe*-Ham]' und [Fe**-Ham+H]' vor. Um das relative
Mischungsverhaltnis beider Kompoenten anbnd der Isotopenvertilung zu bestimmen,
wurde die experimentdl ermittelte Verteilung mit theoretisch berechneten Verteilungen ™

verglichen. Die beste Ubeeinstimmungwird dabei fir eine Mischug aus 47 % fe**-

Ham+H]" und 53 % Fe**-Ham] erreicht (Abb. 11.7C).

! Die Berechungder heoretschen Isotopenerteilungvon [Fe**-Ham]" (CsqH3.N,O4F€) und [Fe?*-Ham+H]*
(Ca4H23N404F€) efolgte mit Hil fe des IsoPro Isotopic Abunénce @lculator V. 21.
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Abb. 11.7 Das Sigmal der Him-Gmuppein NancESFMas®nspekiren (MARINER, psitiver
lonenmods) vonMyodobin, ¢ = 10° moll nach sofindwzierter Fragmetierung
zwisten gehezter Transkrkapillare und estem sknmer;A)wél¥ige Losug; B) nach
Zusarz von 5mM DTT, C)theoretischelsaopenveteilung einer Mischungaus 4%
[Fe*-Ham+H]* und 53% [Fe*-Hani".

Bei der MS*Untersuchug der Ham-Protein-komplexe am LCQ (positiver lonenmodus)

zeigt sich, daf’ neh derinkubation deAnalytlosungmit DTT ein Teil der lonen unterErhalt

des urspruglichen Ladungszustands in die apo-Untenheiten fagmentiert, vas demV erlust
einer neutalen HamM-Gruppe entspricht (ohe Abbildung). Ferne sind HRagmentie-

rungsreaktionen unteVerlust von Fe**-Ham]" und[Fe**-Ham+H] zu beobachten.
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Teil B: Ergebnisse undiskussion

Die Fragmentierumgsreaktionen erfaen rach Behandlung der Analytibsurg mit DTT somit
gemal3 (vgl. [Kon94):

(Gl. 11.2) (holo+nH)™ = (apornH")™Y* + [Fe**-Ham]"
(holo+nHJ™ > (apor(n-LH)™D* + [Fe’*-Ham+H]'
(holo+nH)™ = (apornH)™ + [Fe**-Ham]
Dies spiegeltebenglls wider, dalRein Teil derAnalytmolekile mit der Ham-Gppe in ar

oxidierten Form([Fe**-Ham]") vorlie¢t, watrend anere Analytmolekiile die HmM-Gruppe in

der reduierten Form ([F&**-Han) enhalten.
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Abb. 11.8 Nano-ESIMasensekiren LCQ, negéver lonenmodus)on Hamogldin (Rind),
¢ = 10° molf aus 5 mMDTT und 10 i NH,Ac; A) ohre CID, B)10% CID

Im negativenlonenmodus sind mit der Reduktion der Hamu@pe von der Ferri-Form zur

Ferro-Form ertebliche Vaanderurgen in den Massensgktren a1 beobahten; Abb. 11.8eagt

dies am Beispiel von Hamodobin am LCQ. Auch nah Inkubation mit DTT kann unte
schonendermbesolvatisierugsbedirgungen die Iolo-Form als dominantes Sigl beolachtet
werden(Abb. 11.8 A).
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11. Die Stabilitat nicht-kovalenter Kompkei der E$-MS

Ein Tdl der holoUntereinhdten fragmentiert allerdings leicht unte Ham-Verlust, wie in
Abb. 11.8 Bfir die Anregung entsprehend 10% CID gezeigt ist. Ein den Hamaglobin-
Untereinheiteranalayes \erhalten im ngativenlonenmodus wist auch M/oglobin nachder
Reaktion mit DTT auf (ohne Abbildg.

11.4. Diskussim

Unter schonendn Desolatisierurgsbedimgungen kénnen ¢ Ham-Globin-Kompxe des
Myoglobins bav. des Hamglobins intakt in die Gasphase aibiht und
massenspektrometrisch deiert weden. Daribe hinaus ist ebeafls der Nachweis des
intakten Hamoglobin-Tetramers niglich; das engesetzte oTOF-MSSystem erlaubt hierbei
auch den Mchweis niedrger Ladungszustande deshicht-kovalentenKomplexes bei guter
Spektrenqualitat(vgl. [Lig94], [Apl96]). Verstarkte Aktivierug der Analytionen im
Desolvatisierugsschritt bewirkt im positivehonenmodus di€ragmentierury der Komplexe.
Dies fuhrt im Fall des Himoglobins aindchst ar Dissozation des Protein-Tetramers; bei
starkere Aktivierung ist der \erlust der Ham-Einheit aus eh holo-Unteeinheiten z

beobachtenHolo-Myoglobin fregmentiet eberalls unter Abspaltug der Haim-Grippe.

11.4.1. Die Urnterschede zwschendena- und f-Untereirheiten des Héoglobirs

Wird die Dissomtion des Hamdgbin-Tetrames durch StoRe in deGasphas odea durch
Zusatz von denatugrend@ Komponenten wr Analytlésurg induzert, so kann diefB-
Untereinhat stes nur in geringerer Signalintensité deektiert werden as die a-Untereinheit
(Abb. 11.3 und Abb. 11.4). BseBesondeheit steht in Ubereinstimmumyit denBeobach-
tungen andesr Gruppen (gl. beispielsweise [Gro97], [Li93], [Kon94). Diese Eobachtury
ist unerwartet, da dide Untaeinheiten, kdingt durch die Summenformal des intakten
Hamodobins, in gleicher Menge in Losurg vorliegen sollten, wenn der Komplex durch
Zugabe von Methanol und Esgsdure derturiert wird. Das Phanomen isiir alleim Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersuchten Bmoglobin-Varianten z beobach#n; der absolute

Wert des Intensitdsvehdtnisses a/3 hargt aker offensichtlich von deArt der Prole ab.

Der Vergleich der in Tab. 11.3 zusamengestellten Eigenschaften der apo-Unterinhdten
verschie@ner Hamoglobin-Varianten =eigt, dad3 alle unterschten Unteeinheiten eine
annahernd idntische Anahl von basiscen bav. saurerAminosaueninnerralb der Sequenz

aufwesen. Fener zigen de Aminoséduresquenzn aler a-Untereinheitenein hohes Malf3 an
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Teil B: Ergebnisse undiskussion

Ubereinstimmungund auch die erschiecnen B-Untereinheiten @hneln sich stain ihrer
SequenZgvgl. Anhang C).

Die beobaditeten Unteschiede sollten demnach nicht auf unterschiedliche Primérstrukturen
der Analyte zuriickzaufihren sein, und ach eine unteschiedlicle Loslichkeit der Armlyte
kannals Ursache ausgeschissen verden. In allen Hamoglobin-Varianen unerscleiden sch
zwar a- und-Untereinheiterdeutlich in ihrem isoelektrischen Punkt, aber bei einer yseal
der denattierten Proteine unteZusatz von 4% Esgsiure sollten beideUntereinheitenin

gleichrem Mal3e ptoniert undgeldst vorliegen.

EinenHinweisaufdie Ursahe de unterghiedlichen Sjnalintensitatergibt die Beobachtuy
dal die Sigale derf3-Untereinheiten im Valeich zu dena-Untereinheiten tenenzell ver-
breitert sind. Es ist denkbar, ddi& 3-Untereinheiten eine erh@endenzur Bildung von
unspeffischen Addukten mit andem Komponenterder Analytlésurg aufweisen. Infolge-
dessen veateilt sich das Gesantionensignd der 3-Unterenheten auf nmehrere Enzelsignale, so
daf} die detektiedre maximalelntensitatgeringer als die & a-Untereinheiten ist. De Gehdlt
an Verurreinigungen in der Analytldsungen wird im westlichen durch d@ Reinheit der
eingesetten Analptsubstanzbestimmt. Wisen demnachdie unteschiedlichenHamaglobin-
Varianen einen unér<hiedlichen Reinhetsgrad auf, so s awh in allen Falen ein

unterschiedliches Ausaf® an Adduktbildugin den Massensitren a1 erwaten.

11.4.2. Die Stabilitat de Ham-Protan-Komplexe gegentibe HamVerlust in de

Gasphase

In der Literatur finden sichHinweise, @3 unter modeten Aktivierumsbedingungen die
Stabilitat nicht-kovalenter Komplexin der Gasphaszumindestqualitativ mit der Stabilitat
in Losurg korreliert werden kann [Smi97]. Die hier gezeigten Resultae fur die Stabilitat von
Hamodobin gegentiber HEm-Verlust im positiven édnenmodus spiegelndiesesVerhalten

zumindest ansatzeise wider.

In Lésurg findet manin Tetramerund Dimer eine estee Bindurg zwischen PgJpeptid und
prosthetischer @ippe als in deneinzelnen holo-Untesinheiten. Geldstes &nogobin
dissoziert daher mnachst in die holo-Untereinheitenevor das Ham aus dem Komplex
abgespdten wird [Ga96]. Es gt fUr die Stabilitat in Loésungbeziidich des Han-Verlusts:

(aafp + 4 Ham) > (o + 2 Ham) > (o + Ham); (B + Ham)
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11. Die Stabilitat nicht-kovalenter Kompkei der E$-MS

Wie ausAbb. 11.3 deutlich wird, deckt sich dessVerhalten mit Einschrdnkgen mit dem
Verhalten diess Komples unter denBedingungen der ES-MS. Auch im Fal der
Gasphasenionen istiméchst keiné\bspaltungder H&m-Einheit aus dem &rame oderden
of3-Dimeren zu erkennen. Bei modeater Aktivierung tritt zun&hst en Zeafal in die holo-
Untereinheiten ein; erst dieseagmentigen unter Aspalturgy des Ham. Aus disen
Resultatenal3t sich folgern, dal® eiBindurg zwischeneiner Protein-Urdreinheit und der
Ham-Grup in der Gasphase stabitdst als die Bhdurg zwischen zvei holo-Unteeinheiten.
Uber die relative Stailitdt der holo-Unterinhdten im Verdeich zu den Dimeren ode
Tetrameen gegeniiberHam-Verlust kann jedoch kee Aussge gewonren werden. Zur
Untersuchug des Fragmentierumysverhaltens viren MS-Experiment an den Etrameren
oderDimeren von Interesse;allerdings liegen die entspahenden Siguale aul3ehalb des m/z

Bereichs, in wéchem éne MS?-Andyseam LCQ mdglich ist.

Ahnlichkeiten mit dem Dissozationsverhalten in kondensierter Phase sitidrdings unter
dem Einflul stéikerer Aktivierung nicht mehr zu bebachten, wie in Abb. 11.3 C deutlich
wird. Am Tetrame setz nun erkennbr de sukzssive Verlust eiredner Him-Einheiten ein.
Mit vergleichbaer Intensitd werden Proten-Trimere (ebenfalls nad tellweisen Ham-
Verlust) detektiet, deren Eistenzin Lésurg nicht bekannt ist. Dieserimere sind émnach

das Produkt stoRindiezter Fagmentigungsreaktionen in der @sphasdvgl. [Lig94]).

Anla3 arr Diskussion ¢t die Fage, ob die bobadteten ap-Dimerensgnale auf die
Dissozation des Komplers in Losurg zurickaufihren sind ode ob sie erst dwh
Fragmentigung des Etrames in der Gsphasegebildet werén. Daaf3 aber als einzige
Dimerenart und in volligr Abwesenlkeit deraa- und B3-Dimere zu beobachten ist, ist zu
folgern, dalles sich um einen spézch in Losurg gebildeten Komplexhandelt (vgl.
[Loo93]). Tatséchlich ligen unter pisiologischen Bedingungen in Lésung s
Hamodobin-Tetrame und Dimee des Typs @ + 2 Ha&n) miteinander im Gleichgewidt vor
[Loo93]. Gegen einenUrsprurg im stoRBinduierten Zerfall des Tetamers spcht weiterhin
die Tasache, daf3in Hanoglobin-Tetramer awischen zvei a-Untereinheiten vielSaldriicken
auftreten, awischeneiner a- und eing B-Einheit aber nur eineSfr90]. Da der Ritrag dieser
Coulomb-Wechselwirkungenin der Gasphasean Bedeutug gewinnt, ware ungr diesen

Umstanden dasa-Dimer sagar mit hdheer Intensitat im Spektrumwerwarten.

Im positivenlonenmodus ist de¥erlust demicht-kovalentgebundeneildm-Gryppe aus en
Komplexen leicht durch Verscharfung de Desolvaisierungsbealingungen zu areichen. Bei

Untersuchug der nicht-kovaknten Ham-Pratin-Komplexe im negativenlonenmodus ist

180



Teil B: Ergebnisse undiskussion

dage@n eine deutlich erhdhte Stabilitat dieser SpegegniberHam-Verlustzu beobachen
(vgl. Kap. 11.3.2). Unter Bedgungen, dieim positivenlonenmodugzur Fragmentierug der
Untereinheiterunta Abspalturg der Ham-Quppe fllen, konmen im ngativen lonenmodus
noch die Signale dea intakten Komplexe deektiert werden. Diese Stailitat steht in keiner
Relation zir Stabiltat in kondensierter Phase; sie mul3edatuf Wechselwirkuigen zvischen
Proteinund prosthetischer Gruppin derGasphas zurtickaufiihren sein. @indsatfich sind

zur Erklarurg dieses BEkts avei Aspekte @ diskutieren:

» Die Bindurg zwischen Protein und &n kommt tber die koordinativBindurg eines
deprotonierten Histidinrests aresd zntrale Eisenion astande; eine Protoniergnan
dieserStelle kdnntedie DissoZation des Kompless aur Folge haben. Da der Analyt im
negativen édnenmodusin der Regel deprotoniert vorliggt, ist die Ubertagung eines
Protons an den relamten Histidinrest unter dies Bedingingen unwabscheinlicter.
Damit resultiert fir die Komplexeineerhthte Stabilitdt gesgptber HamVerlust.

* Coulomb-Wechselwirkungen evinnen in der Gasplase eheblich an Bedeutug.
Demnachtretenzwischen eiem negtiv geladenen Protein und einer positivelgdenen
prostheischen Gruppe stake attraktive Kréfte auf. Diese CoulombWechsdwir kung sollte

den Komplexdeutlich gggentber Em-Verlust stabilisieren.

Gegen die erste Hypotheg spricht alledings die Beobachtuilg von Goss et a[Gro97], daf?
die Aktivierungsenemie fur den Zerfall von holo-Myoglobin im positiven lonenmodus
unabhégig vom Ladungszustand des Angtions ist. Eine Protonierundes entspechenaén
Histidin-Rests sollte aber mit stelgdem Ladungszustand und damit Protoniemgsgrad
wahrscheinlicher sein. Somit kann im getiven lonenmodus die vermindert&endenz zur
Protonierungdes bindendenHistidin-Rests nicht allein die Uashe fir die bebachte¢
gesteigerte Stabilitat der Komplex sein. Ferner konnte in kondensartPhasegezeid
werden,dal3 die H&m-Gruppe durch veitere Wechselwirkurgen mit dem Proteinstranin der
Tasche @ Bindungsstelle ‘erbleibt, awh wenn der relevante Histidin-Rest durch

Sauremngabe protoniert wid [Sagd0].

Der zweite Aspekt, die Coulomb-Wchselwikungen zwischen dem egativ gelacenen
Proteinstrangund einer positiv geladean HamGruppe, sollteallerdings erheblich zur
Stabilitat des Komplexes batragen (vgl. Abb. 11.9 A. Auch wenn dieHam-Gruppe aus der
biologisch rebvanten Bindurgsstelle entfent wird, herschen weiterhin attraktive Krafte
zwischen Proteinstranmd[Fe3+—HémT (FerrtHam), die einer Dissozation engegenwirken.

Die Detektionvon Signalenentspechendder holo-Formen dr Proteine stzt demnach nicht
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11. Die Stabilitat nicht-kovalenter Kompkei der E$-MS

voraus, dal3 die sgfischen Wechselwirkugen zur Bindurg der HAm-Guppe erhalten
bleiben. Das Ferri-Ham kann vielmehr stoBinduzert aus der Bindungstasché entfernt

werden unadvird dennoch irfForm eires Addukts mit dem Protein nagdwiesen.

(A) (B)
Protein- Protein-
strang strang
Ferri-Ham-Komplex Ferro-HaAm-Komplex

Abb. 11.9 Schemasche Darstellung der Him-Gohbin-Komgexe im ngativen Imenmoda. A)mit
Ferri-Ham; B) mitFero-Ham.

Wie in den Massespektren in Abb. 11.8gezegt, andert sich die Stabilitdt der Komplexe im
negativen dnenmoduglrastisch, wennder Analytldsurg zuvor DTT augesetz wird. Anhand
der kotopenerteilurg in der HAm-Gruppe im positivenlonenmodus lait sich ermitteln, dai3
etwa die Hifte aller cetektierten Ham-Guppen mchZusatzvon DTT ein Fe?*-lon enthdten.
Dabei ist allerdings zu bericksichgen, dal3 die stofinduerte Fagmentierury der holo-
Proteine eberifls unter Abspaltug de neutrabn Ham-Guppe erfolgen kann (wl. (Gl.
11.2)). Es erfalten demnach nehr als die Héfte aller Analytmolekiile eine insgesamt
ungeladene Ham-@ippe [Fe?*-Ham] (Ferro-Ham); ein sother Ham-Protein-Komplex im
negativenlonenmodus ist in Abb. 11.9 &hematischdargestellt. Proteinund prosthetische
Gruppe sind unter dies Bedimungen nicht mehr gegensatlich geladen. In den
Massenspektrenist im Gegenzug die ,ungewdhnliche” Stabilitdt des Komplesx
verschwunén; bei StoRaktivierungeigt sich nun ald=olge de& Anregung der Zerfall eines
Teils der Komplexe unter Velust der HarrEinheit. Erwatungsgemald vebleibt noch ein
Anteil der holo-Sigale im Spektrum, welche eliHam-Guppe weiterhin in der Ferri-Form
tragen (gl. Abb. 11.9.

Die vomgestellten Resultate zgen, dall & Stabilitatvon Komplexen in der Gasphasem
wesentlichen bestimmt, in welchem Ausma@sdi mittels EBMS detktiert werdenkénnen.
In Losurg vorhandeme spezfische Wech®lwirkungen spigeln sich gvar unter shonenden
Desolvaisierungsbeadingungen in den resultierenden Massenspektren wider; die Stabilitat
dieser Spees wird jedoch duwh Wechselwirkugen in der Gasphasebestimmt. Der

Vergleich der Hdm-Protein-Komplegr in positiven und negativehonenmodusliefert ein
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deutliches Baspid, in wdchem Ausmd& CoulombWechsdwirkungen in de Gasphae an
Bedeutury gewinnen. Digesultieende Stabilitat dieser Komplexgegenibersto3induzierter

Fragmentierung steht somit in kenem Zusammenharg mit de Stabilitat in Lésurg.

In einigenFallen kann die Stabilitat nicht-kovalenter Komplexin der Gaspése mit der in
Losurg korreliert werden (vgl. [Hun97] zur Sabilitat von Myoglobin-Varianter. Dies ist
insbesonderdann modich, wenn sich die a vergleichendenVerbindurgen in ihrer Struktur
stark @hneln und die Stabilisiegindes Komplers in Losurg nicht Uberwiegendaus
hydropholen Wechselwirkugen resultiert (vgl. [Loo97). Dennoch ist esrédich, ob die
ES-MS grundsatzlich eingeegnete Methode darstellt, wenn die Untechwng der Stabilitat
nicht-kovalenter Komplexin Losurg Ziel eing Analyse ist. De Einflul3 elektrositischer
Wechsdwirkungen auf die Stabilitat der Komplexe muf3 bé der Intemretation de Resultae

unbeding beriicksichtgt werden.
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12. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Der Nachwais nicht-kovalenter Komplexmittels ESIMS erfadert Amalysebedirgungen, de
sich deutlich von den Bedijnngen der etablieren Standard-ESMS kovalent gebundermr
Biopolymere untescheide. Fir die ES-MS-Analyse nicht-kovalenéer Komplex ist
insbesondere die Einsénkurgen auf ds Losurgsmittel Wasser mit dsatz von Salzen oder
Puffern problematisch, was derNachweis vollstédndigdesolvatisierter Aalytionen unter
Erhalt der hafig relativ schvachen nicht-kovagnten Wechselwirkugen ershwert. Die
Problematik fur die massenspekbmetrische Aralyse nicht-kovalenter Komplexe steht datei
in engem Zisammenhang mit dem Meahnismus der Elektrosprdgnisierung. Ziel der
vorliegenden Abeit war & daler, grundlegende Phanomen des E&Prozsses u
untersuchen und sin bessass Verstindnis der einastellenderRandbedingugenbeim ESl-

massenspekometrischen Nachwes nicht-kovalenter Komplexe zu erlangen.

Die Untersuchugen efolgten dalei unter Vewendurg geegneter Modellysteme, wie Salke,
Kohlentydrate, Peptide undaugewahlte nicht-kovale® Komplex. Eine wesentliche
Bedeutury kam der_Chaakterisigung der plysikalischen Randbedigungen de im Rahmen

der vorliegenden Arbeit eingesetien ES-MS-Systeme zu. Auf experimenteller und
theoretscher Basis wurden d@ verschiedenen Aubautypen m Eingangsbereich des o TOF-
MS-Systems MICKEY verglichen, wobei ein besondes Augenmerk ad deren desolvati-

sierende Wrkung gelegt wurde. Es liel3 sich zigen, dalRan diesem oT@-MS-System der

Aufbau mit geheizter Transferkapillare dem Aufbau mit Stickstoffgegenstiom vazuziehen

ist, um eine effiente Desolvatisierugivon Analytionen in & ES zu erzelen.

Am oTORMS-System MARNER wurce dieBedeutury des Drucks in @r ersten Drigkstufe

fur die Desohatisierungvon Analtionenam Beispiel augewahlter ncht-kovalente Protein-

komplexe demonstriert. Dabei konngezeigt werden, dafReine Erhéhug des Drucks den
Nachweis vollstindig desolvdisierter, aer dennoch intakter nicht-kovalenter Komplexe
dramatisch bgiinstgt. Dies kann auf die mit der Druckehdhurg einhegehendn
Verancerurgen der StoRbedigungen der Analytionen mit dem Regbs beimPassieen der
ersten Drokstufe sowie af die groRee Verweilzeit der lonen in diesem Bereh

zurickgefuhrt werden.
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Als weitere Randledingung fir Untersuchumgen an ES0TORMS-Systemen wude aidem

der Einflull derAxialgeschwindgkeit da lonen auf das Ereichen desDetektorsauf de

Grundlgge theaetische und exyerimentellerBefunde charakerisiert. Die Bedeutung der
Axialgeschwindgkeit insbesonder fir den Nachweis von Amlytionen mit hohen
m/z-Verhaltnissen konnte dabei aBeispiel desnicht-kovalentenKomplexes Hamaylobin

gezeigt werden.

Ebenfals wurden augewdhlte Phasen @s ES-Prozessesbei der Ubeifiihrung gelOster
Analyte in massenspektrometdls detektierbre Gasphaenionen unterstht. So wurde de

Einflud der Zerstiuburmgsbedirgungen au das esultieren@ lonensigial am Beispiel der

diskontinuierlichen Zerstaubgn von Analytlosurng getestet. Kunstlich induzierte
Zerstaubugsimpulse an der Spy&apillare wurden mit den Extraktionsimpulsendes
verwendten oTOF-MS-Systenms g/nchronisiert, was die gezielte Analyse einzelner Fhasen
der diskontinuierlichen Emission vorlissikeit ermdlicht. Mit Hilfe des Modellanajts
Bariumbromid lief3 sch antand charakeristischer hdikatorsignale in den Massnspekten auf
quditativer Basis zeigen, da’ zuBeginn @nzdner Sprayimpulsezuniahst klane Tropfchen
an der Spra/kapillare emittiert werden und a@iTropthergrofle im zeitlichen Verlauf es
Emissionsimpulsesunimmt. DieserBefund stehtim Einklangmit der von drasclek [Jur97]
vorgestellten Verilung der TropfchergroRenwahrendder diskontinuierlichenZerstaubug
unter derBedingungen de ES-MS. Ferne konnte duch synchronisiereé ES-0TOF-Analyse
am Modellystem eine Zucker-Peptid-Mischug gezeigt werden, &3 Analte mit hoheer
Aufenthaltswabhscheinlichkeit an & Flussikeitsobeflache bevozugt (d.h. a1 friheren
Zeitpunkten ar diskontinuierlicherZerstaubug) in die geladesen Initialtropfchen gelangen.
Analyte, welche eine hohee Aufenthaltswahrscleinlichkeit im Hissikeitsinneen aufveisen,
gelangen mit gerirgerer Wahrscheinlichkeit und somit @ einem spatereZeitpunkt eines
Zerstaubugsimpulses in die Tropfamn. Die vagestelltenResultatestehenim Einklang mit
den Modellvorstellungenur Verteilurng der Analyte beim flr die Desolvatisieruig relevanten
ungymmetrischen Tropfenzrfall, die untr andeem die geringere Nachweseffi zienz

hydrophier Analyte ai erklaren vermag.

Der EinfluR des Lésurgsmittds auf das resultierende lonensignal wurde im Rahmen dieser

Arbeit im Hinblick auf seme Wirkung als chemische Umgebung des Analyten, auf sene
Eigenschaften alsTragerkomponente @ Analten undauf seine Wkung als Rektions-
partner @ Analytionen in de Gasplase unterscht. Als Modellystem dienteder Aralyt
Bariumbromid in vershiedern Alkoholen und Alkohol-Mischugen.
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Die Untersuchugen egaben, &3 insbesonderdie Polaritdt degingesetzteh dsurgsmittels

einenrelevanten Aspekt fir desgn Wrkung als demische Umeburg des Modelladyten

darstellt. Eine hohe Polaritat des gasetzterL dsurgsmittelsbedinstig die Dissoziationdes

Analyten in Lésurg und wrkt somit dem Nacheis von Analyt-Gegenion-Addukten

enfgegen.

Als mal3geblicheEigenschaft in der Rolle de Trdgerkomponerd liel3 sich am Modellahyt
Bariumbromid die Verdampfbarkeit des Losungmittds identifizieren. Untersuchungen an
einer Analytmischurg aus Turanose und Ocylglucosid egaben érner, dall ebnfdls
ausgeprdig Wechselwirkugen zwischen Angt und Ldsurgsmittelmolekilen der
Verdampfurg des Losungsmittels entgenwirlen. Eine geringe Verdampfbarkeit des
Losurgsmittels und eine starke Solvatisierung des Analten erschveren somit die
Desolvatisierug der Anajytionen und halen geringe Analytsignalintensitdten in den
Massenspektrernur Folge. Eberfalls ist dem Einfluld deLeitfahigkeit der Amalytlésungund
somit der Polaitdt des Losurgsmittds auf die Intensitd des resultierenden lonensignas

Rechnug zu tragen._Reaktionen in dé&asplase sindin denaugewahltenModellsystemen

im wesentlichen stoRinduzierte Elektronentfameaktionen zwischen Losungmittel-
molekilenund zveiwertigen Metallkationen. Eenniedrige lonisierurgsenegie sowieein
hoher Enggieeintrg wahrend der Stol3aktivierg+ und somit eine hohe Mallimassedes
Losurgsmittels— konnten dabei als bégstigende Faktorenfir diese Reaktionen ermittelt

werden.

Die Resultate zum rgndsatzlichen Einflul desdsurgsmittels dientenals Basis zur

Untersuchug desLdsungsmitteleinflusses auwlie Bildung von Gramicidin D-Dimerenmit

Hilfe der ES-MS. Am Beispiel diese nicht-kovalenén Peptidkomplex konnte gzeigt
werden, dal3 die resultieenden Massenspéktiren unta scorenden Desolvaisierungs-
bedingingen die Vedndeungen s Dimerisierunggleichgewichts bei Variation des
Losurgsmittels widerspiegin. Die verghieden Komponenten @ Peptidmischung
Gramicidin D bilden zuden in LO6surg gemischte Dimee, deren Signae in den
Massenspektren eirgindeutge Identifizierung auch geriger Mengen Dimere alassen. Es
lie@ sich ferne zeigen, dalR die Verdnderury der Zusammenstaing von
Losurgsmittelgemischenwédhrend der Desolvatisierulg aus kinetischenGrinden kinen

EinfluR auf den daektierbaren Antell Gramicidin-Dimere aufweist.
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12. Zusammefassuig und Ausblick

Untersuchugen zur unspe#fischenAdduktbildungin da ES-MS zwischeneinemAnalyten

und weiteren Komponentede Losurg wurden im Rahmen der vorlgenden Abeit am
Beispiel verghiederr Peptid-AnionerAddukte duchgefiihrt. Eskonntegezeigt werden,dald
insbesondereim negativen lonenmodus eineaugyepragte unspedische Adduktbildung
eintritt, wahrendm positiven bnenmodusur ingeringem Mal3e Peptid-AnioneAddukte zu
beobachten sind. MSJntersuchugender Addukte im neativen lonenmodus eyaben, daR
deren Dissoation unter Abspaltupnder zim Anion korespondiereneh Saue erfolgt, wobei

in der Reihe der untersuchten Anionendie Stabilitat des Addukts mit abnehmender

Gasphaserdsiatat des Anions animmt.

Es konnte aber ferer gezeigt werden, dal3 eben de Gasphasendsiztadt noch weitere
Faktoren fir die Adduktstabilitat von Bdeutury sind; insbesonder sind in diesem
Zusammenhng dem Einfluld von Coulomb-¥thselwirkugen und rdumlichefaktoren im
Addukt Rechnug zu tragen. Soll die Adduktbildung@ines Analyten mit in der Losurg
vorhandenen Anionen generell vermindert werden, so ist éne Anayse im positiven

lonenmodus voraziehen.

Untersuchugen zur Stabilitét spezifischer nicht-koeater Komplex in der E$-MS wurden

im Rahmen der vorlgenden Arbeit am Beispiel d& HAm-GlobinKomplexe von Hamaglobin
und Myoglobin durctgefuhrt. Unte schonendn Desolatisierurgsbedirgungen sind die in
Losurg vorhanderen nicht-kovaleren Komplex ebenélls in den ESI-Massenspekén
detektierbar. Durch ergleichendeUntersuchugen im positiven undhegativenlonenmodus
sowiedurchVariation desLadungszustands deHam-Guppe liel3 sictallerdings zeigen, dai3
die Stavilisierung dieser Komplexe in da ES-MS im wesentlichen auf Coulomb-
Wechselwirkugen awischen Protein und prosthetiggchGruppe in deitGasphas beruht.Die
Resultae demonstieren deutlich, da3 die in da ES-MS bebahtete Stabilitat nicht-
kovalenter Kompleg in der Gasphase umr Umstandenerheblich von der biologisch
relevanten Stabilitat dieser Spezies in Losurg abweicht. Zwar kann mit Hilfe derES-MS die
Stochiometrienicht-kovalenter Komplex zuverlassigermittelt werden; zur Ermittlundirer
Stabilitat sind jedoch analtische Unérsuchumen in kondensierter Phase prinzipiell

vorzuziehen.

Zum Nachweis nicht-kovalenter Komplexnittels ESIMS ist fur jedesinstrumentund jede
neue aalytische Fragestellury stets eine @timierung der Analysebedirgungenerforderlich.
Die vorgestdlten Resultae bestitigen anhand ausgewdhlter Beispide, da? in Ldsurg

vorhandene gsmafische Komplex intakt in Gasphasenionen eéfihrt und massen-
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spektrometrisch detektiert wesd konnen, sofern die Alyseparametesorgiitig angepaldt
wurden. Dabe stdlt der Energeeintrag in die Analytionen wérend der Desolvatisierung
ebenso einenddeutenén Paraneter dar wie dieStabilitatdesnicht-kovakbntenKomplexes in
der Gasplase, welche in einigen Fallen duch die Wahl des fichtigen® lonenmodus ar
Analyse beeiflut werden knn. Ein grundsatfiches , Patentreept® zum erfolgreichen
massenspektrometriseh Nachweis nicht-kovalenter Kompleg kann jedeh nicht gegeben

werden.

Die Desolvatisierug von Analyten aus eiem relativ schver verdampflaren Lésurgsmittel,
wie zB. Wasser, ist problematisch, umtie Freisetzing hydrophiler Analytionen wird durch
die ausgepigte Solvatisieruig dieser Spees eschwet. Um neben disen unadnderlicken
SchwiergkeitenweitereProbleme, wialie Bildung von Addukten, zu vermeiden, sollten fur
die ES-MS-Analyse moglichst saubere ProbeerWendury finden. st zur Stabilisierungdes
Komplexes in Losurg allerdings der Zusatz von Salzen erforderlich, smlltenunteranderem
solcheAnionen gwahlt werden, die nur in geringem Mal3e Addukte bilden. Ferr ist im
Hinblick auf eine Minimierug de Adduktbildung mit Anionen eine Untersichung im

positiven bnenmodusorzuziehen.

Fur die Weiterentwicklung der ES-MS zur Analyse nicht-kovalener Komplex ist eine
weitere Optimierurg der grundsitdichen Desolvatisierugsmdglichkeiten winschnswet,
welche eine schoneral Desohatisierurg des Analyen uner Erhalt der spezfischen nicht-
kovalentenWechselwirkugen ermglichen. Fernersind Methoden z entwickeln, um Proben
effizient und schnell & reinigen, ohe die Proteinkomplexirreversibel zu dissozieren.
Durch Entwicklungen dieser Art sollten ehebliche Fortsdhritte in da ES-MS-Analytik nicht-
kovalenter Komplexe modich sein, die demZiel eines mverlassigeren Einsatg diegr
Methode in der Routineandik biologisch kedeutendr Proben @herkommen.
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Liste cer verwerdeten Analyte

[GluY]-Fibrinopeptid

Angiotensinll

Bradykinin

Concanavalin A (Saliertbohng
D-Biotin

Dithiothreitol (DTT)

Gramicidin D Pubos](Bacillus brevis)
Hamodobin (Mensch)

H&amodobin (Pfrd)

Hamodobin (Rind)

Hamodobin (Schvein)
Maltoheptaose

Myoglobin (Pottwal)

Neurotensin

Octylglucosid (Octyl-D-glucopyranosd)
Streptavidin (Streptomyces avidinii)
Substan®

Turanose

Sigma, Deisenhfen, D
Sigma, Deisenhfen, D
Sigma, Desenhdfen, D
Sigma, Deisenhi@n, D
Sigma, Deisenhten, D
FlukaChemie AG, Buchs, CH
Sigma, Deisenhi@n, D
Sigma, Deisenhfen, D
Sigma, Deisenhi@n, D
Sigma, Deisenhten, D
Sigma, Deisenhien, D
Sigma, Deisenhten, D

Serva Feinbiochemika, Hestbeig, D
Sigma, Deisenhi@n, D

Fluka themie AG, Buchs, G4
Fluka Chenie AG, Buchs, CH
Sigma, Deisenhi@n, D

Fluka Chemie AGBuchs, CH




Anharg C

Aminosauesegenzenverschedener Himoglobin-Varianten

im 1-BuchstaberCode (rach Svissprot RFoteindatenbank; http://www.@ag.ch). Saure

Aminosauren sindett kursivhervogehoben, asische Aminosaen sindfett dargestellt.

Sequenen dera-Untereinteiten:

LPSUSIN

L

L

pisid

L

=
L

L

uleMyodS

L

E
L

L

purd

121 |V [V |V |V

122|H|[H[H[H

123| A [A A |A

124 S| S| S| S

125| L

126 D| D | D | D

127 | K |K | K | K

128| F

129| L

130|A|A|S|A

131NN | S| S

132| V|V |V |V

133 S| S| S| S

134| T | T|T|T

35| V|V |V |V

136| L

37| T | T|T|T

138 S| S| S| S

19| K |[K [ K|K

140 Y [Y | Y |Y

MR|R|IR|R

LPSUSIN

L

L

L

F

L
L

pisid

F

L
L

L

F

ulBsMy2S

L
L

L
L

L

H

F

purd

S| S| S|S

81

82 | E|A|N|A

84| S| S| S|S
& | D|D|D|D

8 |[H|H|[H[H
88 | A[A[A[A
89 |[H|H|[H[H
%0 [K[K[K][K

91

92 | R|R|R|R
93|V |V |V ]|V
94 |  D|D|D|D
95 |P|P|P|P
% |V | VIV ]|V
97 [N | N|N|N

98

P K|KI|K K

100| L

101 L

102] S| S| S| S

103|H [H[H [H

104/ S| C|C]|C

105| L

106| L

107/ V|V |S|V

108| T | T | T | T

109| L

110 A |A A |A

111 S|A|V | A

112[H|H|H|[H

113| L

114 P | P| P[P

115 S|D|N | A

116 D| D | D | E

117 F

118 T[N | T | T

19| P | P| P[P

120A[S |A A

LPSUSIN

L

L

N

Vv

M

L

pidid

L

L

uleMyoS

pury

T|T|T|T

P[P P[P

DIN|[D|D

S| S| §|S

G|G|G|G
S| S| §|S

G|A|JA |G

KIK|K][K

T|T|T]|T

E|G|G|A
HIHIH|H

P P P[P

41

42 [ Y|Y|Y|Y

43

44

45 [H|H[H[H

46

47

48

49

50 |[H|H[H][H

51

52

53 |A|D|A|A
54 1Q1 Q1 Q1 Q
5 |V |V ]|V ]|V
56 |K|K|K|K

57

58 |H|H|[H][H
5 [G|G|G|G
60 |A|Q[K][K

61

62 |[V|V ]|V |V
63 |A|JA|G|A
64 |A|D|D|D
65 |AJA A A

66
67

68 | K| K

69 |AJATA A
70 |V|V]V ]V

71

72

74 | D|D|D|D
75 | DID|D|D

77

78| G|G|G|N
79 |AJAA A

80

LPSUSIN

L

pisid

L

uleMyoSs

pury

V| iV]|V]V

KIK|K|K

1

3|S|S|S|S
4 |AJA AP

5/A|A|A]A

6 D|D|D|D

8|G|A|T|T
9 N|IN|N|N
0|V | V|V |V
11 | K|[K |[K]|K
12| A|A A A
I3|A|A A A

14| W | W |W|W
15/|G|G|S |G
16 K|K |K]|K
17|V |V |V |V

18|G|G|G|G
19/G|G|G|A
20/H|Q|H|H
21A A A A

2|A|G|G|G
23|E|A|E|E
24| Y |H|Y |Y

25|G|G|G |G
26[A A AA
27| E|E|E|E
28| A A AA

29

30| E|E|E|E
3l|RIR|R|R
2| MMM |M

33
34

35|S|G|G| S

36

37| P P[P[P
B T[T | T[T
/[T [T |T[T
40 [K KKK

X1
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Sequenen der3-Untereinheiten:

Die B-UntereinheitausRinderhamglobin besteht im Ggensatzu den andereiarianten der

b-Untereinkeit nur aus 145 Aminosaem. Zur Verdeutlichurgy des hokn Ubereinstimmursy

grades mit den amgen Segenzn beginnt die Numerieung in diesem Fall bei 2.

LPSUSIN

\

Y

L

piaid

[=

L

Y

L

uIBMyos

F

F

L

purd

121 E| D | D | E

122| F

123| T[N | T|T

124|P[P|P|[P

125|V|N |E | P

126| L |V

127/ Q1 Q1Q|Q

128| A|A A |A

129 D|A|S | A

130| F

131/ Q1 Q1Q|Q

132 KK |K[K

1833| V|V |V |V

134| V|V |V |V

1I35| A A A A

136 G| G| G| G

37| V|V |V |V

138|A A A A

139 N[N | N |N

140l A A A |A

141| L

142 A A A A

M43 H|H|H|H

144 R | K | K | K

45| Y [Y Y |Y

146|H | H[H|H

PSUSIA

L

E

L

L

L

F

L
L

pisid

[=

L

F

L
L

L

=

uIsMyoS

L

F
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82 | K| K|K|K
83|G|G|G|G
84 | T | T |T|T

86 |A|AA A
87 |A|K|A|T

89 |S|S| §|S
9O |E|E| E|E

91 | S

R H|H|H|H
93|C|C|C]|C
94 | D D|D|D
9% K|Q|K]|K

96

97 [H[H[H[H
98 |VI|VI|V][V
9 |D|[D[D[D

100 P| P P[P

101 E| E| E|E

102 N[N | N|N

103| F

104 K| R|R|R

105| L

106| L

107 G| G| G| G

108 N[ N | N|N

109| V[V |V |V

110| L

111|V [V |V |V

112| V|V |V | C

113| V[V |V |V

114| L

115| A |A A | A

116 R|R|R|H

117/ N|R|H|H

118| F

119 G| G| G| G

120 K |H | K | K

LPSUSIN

=

L

F

L

L

piaid

F

F

\

BIEWNTIS
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DID|D|D

S| S| §|S

AlA|P|P

N|IN|[N|N

P P P[P
KK|K][K

KIK]IK]K

D|Q|H|G

S| S| S|A

S| S|G|S

K|K|H]A

42

43 |E|E|D]|E
44 | S| S| S|S

45

46 |G| G| G|G

47

48

49

50 | TIN|N]|T

51

52 | D|D|G|D
53 |AJA A A
54 |[V|V ]|V ]V
5 MMM |M
56 [N|G|G|G

57

58
59

60 |[V|V |V |V

61
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Anharg D

Liste cer verwerdeten Abktrzungen

Ac Acetat

BuOH Butanol

CRM charged residudodell

DCA’ Dichloracetat

DTT Dithiothreitol

ES Elektrosprg-lonisierum, electrospray ionization
EtOH Ethanol

Fo Formiat

FTICR fourier transform ion cyclotron resonance
FWHM full with at half maxmum

GB Gasphaserdsiatat

HPLC high performance liquid chromatography
IEM ion evaporatioAModell

MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization

MCP Vielkanalplatte, microchannel plate
MeOH Methanol

MS Massenspektrometrie

oTOF orthogonal acceleration time of flight
PA Protonenaffinitat

PrOH Propanol

QIT Quadrupoltonenfalle

TDC time-to-digital conwerter
TFA Trifluoractat

TOF time of flight

NMR nuclear magnetic resonan
IR Infrarot

uv Ultraviolett

LILBID  laser induced liquid beam ionization/desorption
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