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EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.1 Entwicklung der MALDI-TOF-MS — vom Zufall der Matrix-Entdeckung bis

hin zu neuen Moglichkeiten der Polymercharakterisierung

1.1.1 Die Geschichte der Massenspektrometrie bis zur Entwicklung der Matrix-
unterstiitzten Laserdesorption/Ionisation (MALDI)

Die Anfiange der Massenspektrometrie (MS) gehen auf den Beginn des 20sten Jahrhunderts

. 11234
zurick

, jedoch erfolgte die Entwicklung erst in den 1950er Jahren fiir die Analyse
niedermolekularer organischer Substanzen. Der FEinsatz der klassischen MS-Methoden ist auf
Untersuchungen von thermisch stabilen und verdamptbaren niedermolekularen Molekiilen beschrinkt,
die durch ElektronenstoBionisation (EI)-MS (Abb. 1-1) oder durch Chemische Ionisation (CI)-MS
analysierbar sind. Dabei werden den Molekiilen erhebliche Uberschussenergien zugefiihrt, die bei EI-
MS in den meisten Fallen zu Fragmentierungen der so erzeugten radikalkationischen Molekiilionen
fiihren.  Fragmentionen liefern  strukturspezifische = Informationen und  konnen  zur
Strukturidentifizierung durch Vergleich mit Spektrenbibliotheken herangezogen werden™®”®. Bei der
Strukturaufkldrung wichtiger Naturstoffe, wie z.B. von Prostaglandinen, Steroid- und

191 yund der Identifizierung toxischer Verbindungen in Nahrungsmitteln'?, leistete

Peptidhormonen
die Tandem-MS-Methode bereits wichtige Beitrige.

Durch  geeignete chemische Modifizierungsreaktionen  (z.B.  Trimethylsilylierung,
Peralkylierung, Peracetylierung) konnen auch schwerfliichtige und polare organische Verbindungen in
fliichtige und thermostabile Derivate liberfiihrt und so ebenfalls der EI- oder CI-MS zuginglich
gemacht werden'*. Diese erhebliche Erweiterung analytischer Anwendungen grenzte die
hochpolaren, thermisch oder chemisch instabilen und hohermolekularen Verbindungen weiterhin aus.
Zur indirekten massenspektrometrischen Analyse groBerer organischer Molekiile und synthetischer
Polymere wurde nach thermischem Abbau eine anschlieBende massenspektrometrische Analyse der
Pyrolysebruchstiicke durchgefiihrt'>. Eine wesentliche Weiterentwicklung zur Charakterisierung
organischer Verbindungen aus komplexen Gemischen, wie z.B. Serum und Urin, wurde durch die
Direktkopplung von Gaschromatographie (GC) und MS verwirklicht'®"”.

Die massenspektrometrische Analyse polarer, nichtfliichtiger und hohermolekularer
Verbindungen wurde erstmals Ende der 1960er Jahre direkt, d.h. ohne Derivatisierung, mit der
Entwicklung von Ionisierungs- und Desorptionsmethoden aus kondensierter Phase zuginglich'®.
Diese Methoden konnen beziiglich der Art des Energieeintrages unterschieden werden wie z.B. durch
elektrische Felder oder energiereiche Primairteilchen. Ein entscheidendes Merkmal ist die Erzeugung
und/oder Desorption intakter Molekiilionen aus einer definierten chemischen Matrix, wie z.B.
Glycerin. Die Ionisierung findet durch Kationenanlagerung (z.B. Protonierung) oder Anionenbildung
(z.B. Deprotonierung) zum Teil bereits in kondensierter Phase statt. Der erzielbare Massenbereich
wird instrumentell durch den verwendeten Analysator sowie durch die Ladung der Molekiilionen
bestimmt. Der Massenbereich ist bei ,, Time-of-Flight* (TOF) Analysatoren prinzipiell unbegrenzt.
Bei magnetischen bzw. elektrostatischen Sektorfeldgeriten mit hoher Massenauflésung wurde

durch Hochfeldmagnete und groBere Bahnradien ein instrumentell zugénglicher Massenbereich bis
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ca. 15.000 Da bei voller Beschleunigungsspannung erreicht'’, wihrend Quadrupolanalysatoren
aufgrund der notwendigen hohen Wechselfelder auf etwa 2.000 Da begrenzt sind. Bei manchen
Ionisierungsmethoden (z.B. ESI) werden jedoch mehrfach- bis hochgeladene Molekiilionen gebildet

und damit der analytisch zugingliche Molekulargewichtsbereich proportional zu m/z vergroBert.

El
70 &V Quadrupol
€ _— < _—
[M]+
FAB
Sektorfeld
L M E
ﬁ - 0) — Q ................. >
[M+Na]*
ESI
Quadrupol
0.0
>y @
[M+H]*
PD TOF
e @
[M+H]*
Lb hv TOF
[M]*

Abb. 1-1:  Verschiedene Ionisierungsmethoden in Verbindung mit
geeigneten Analysatoren: El-; FAB-; ESI-; PD-; LD-TOF-MS.

Ein Durchbruch fiir die direkte Analyse von thermolabilen Makromolekiilen gelang durch die
Einfiihrung weiterer ,,sanft ionisierender MS-Methoden seit Anfang der 1980er Jahre. Die Fast Atom
Bombardment (FAB)-MS™ (Abb. 1-1) bringt durch Beschuss der Probenldsung in einer
schwerfliichtigen Losungsmittelmatrix mit keV-Priméarpartikeln intakte Pseudo-Molekiilionen
verschiedenster ~ polarer ~ Makromolekiile®***?*  zur  Desorption,  die  anschlieBend
massenspektrometrisch in einem Bereich von <20.000 Da (Sektorfeldanalysator) nachgewiesen

. 19,20
werden konnen .
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Bei der Felddesorptions (FD)-MS, als erster Ionisationsmethode aus kondensierter Phase® 2%,

dient ein mit Mikronadeln versehener Emitter zur lonenemission und erlaubt die Analyse in einem
Massenbereich < 6.000 Da (Sektorfeldanalysator). Hiermit wurden z.B. Peptidmolekiilionen mit einem
Molekulargewicht bis zu mehreren tausend Da erfolgreich untersucht™.

Bei den Spray-lonisationsmethoden ~Thermospray (TSP)”, Aerospray (AS), und
Elektrospray (ESI)’' (Abb. 1-1) werden Molekiilionen durch Desolvatisierung aus kleinen,
hochgeladenen Losungsmitteltropfchen desorbiert. Die Probenldsung wird durch eine diinne Kapillare
kontinuierlich zugefiihrt und das Losungsmittel durch Autheizen der Kapillare (TSP), hohen Druck in
der Kapillare (AS) oder hohe elektrische Felder im Aerosolraum (ESI)*** verdampft. Die ersten
Untersuchungen zur Ionisierung von Makromolekiilen durch ESI erfolgte schon Ende der 1960er
Jahre***, der Durchbruch setzte erst 1988 mit der Entwicklung geeigneter Ionenquellen fiir

Quadrupol-Massenspektrometer’ '

ein. Diese ,,sanfte* Methode liefert hochgeladene Makromolekiile
und erlaubt ihre Charakterisierung in einem Massenbereich bis zu 100.000 Da. Sie hat sich dadurch
auf dem Gebiet der Biopolymeranalytik als eine der wichtigsten analytischen Methoden etabliert’’.
Aufgrund der Komplexitit der Massenspektren konnen nur in einem sehr geringen Mafe
Substanzgemische und synthetische Polymere analysiert werden.

Als eine Methode, bei der hochenergetische Tochternuklide einer **>Cf-Quelle die Desorption
der Probenmolekiile von einer Trigeroberfliche induzieren, hat sich die **Cf-Plasmadesorptions
(PD)-MS***’(Abb. 1-1) zur Charakterisierung organischer Makromolekiile entwickelt. Die
Entwicklung geeigneter Tridger- und Matrixsysteme® erlaubt Massenspektren mit hoher
Empfindlichkeit und mit priziser Molekulargewichtsbestimmung bis ca. 45.000 Da (TOF-Analysator)

zu erzielen. Das Hauptanwendungsgebiet der PD-MS liegt im Biopolymer- und Peptidbereich*'#***

zeigt jedoch auch Anwendungen fiir Oligonucleotide*>*, Glycolipide*” und synthetische Polymere™.

Neben dem Energieeintrag durch hochenergetische Primératome und -ionen kann die
Desorption von hochmolekularen Sekundérionen auch durch energiereiche Strahlung erzielt werden.
Seit den spiten 1970er Jahren wurden Laser angewendet, um nichtfliichtige Verbindungen von
metallischen Oberfldchen zu desorbieren**’. Dieser Ansatz, gekoppelt mit massenspektrometrischer
Detektion, wird als Laserdesorptions (LD)-MS (Abb. 1-1) bezeichnet. Sie ermdglicht die
Charakterisierung von organischen und anorganischen Molekiilionen in Einzelféllen bis ca. 9.000 Da,
wobei jedoch aufgrund einer zum Teil sehr hohen Fragmentierung Interpretationsprobleme der
Massenspektren in Kauf genommen werden miissen’.

In den 1980er Jahren wurde der Anwendungsbereich des Laser Microprobe Mass
Analyzer (LAMMA) auf niedermolekulare organische Verbindungen erweitert. Systematische
Untersuchungen an allen Aminoséuren folgten. Bei einer eher zufilligen Untersuchung eines
Gemisches aus Tryptophan und Alanin wurden Signale beider Aminosduren gefunden, und zwar bei
einer Laserleistung, bei der nur Tryptophan hétte desorbiert und ionisiert werden diirfen. Aufgrund der
vorangegangenen systematischen Untersuchungen bei einer Laserwellenlédnge von 266 nm, aus denen
hervorging, dass Alanin eine zehnfach erhohte Desorptionsschwelle im Vergleich zu Tryptophan hat,
konnten Karas und Hillenkamp®* dieses Ergebnis eindeutig interpretieren: ,,Alanin ist Huckepack mit
dem Tryptophan geflogen*>. Die Idee der matrixunterstiitzten Desorption war damit geboren, so dass
die Entwicklung der sehr schonenden Desorptionsmethode, der Matrix-unterstiitzten
Laserdesorption/Ionisation (MALDI)-MS, ihren Lauf nehmen konnte™. Die ,Matrix“, eine im

ultravioletten Spektralbereich absorbierende Substanz, wird in hohem molaren Uberschuss mit dem



4 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Analyten vermengt und eingetrocknet. Idealerweise absorbiert in diesem auskristallisierten
Probengemisch  ausschlieBlich die Matrix die Energie des Laserlichtpulses beim
Laserdesorptionsbeschuss und geht durch die freiwerdende thermische Energie in die Gasphase iiber.
Der Mechanismus der Desorption des Analyten ist noch Gegenstand aktueller
Forschung (Kapitel 1.1.2, S. 4).

Das Konzept einer ,Matrix“ war in den 1980er Jahren in verschiedenen
massenspektrometrischen Anwendungen in unterschiedlicher Weise beleuchtet worden wie z.B.
Glycerin bei FAB-MS*”*¥  Nitrocellulose bei PD-MS* sowie auch unterschiedliche
Matrixeigenschaften bei LD-TOF-MS>**’, um eine kontrollierte Zufiihrung von Energie zur Probe zu
ermdglichen. Der Durchbruch stellte sich jedoch nur fir die MALDI-MS ein: Im Rahmen der
International Mass Spectrometry Conference in Bordeaux (1988) wurde das erste MALDI-
Massenspektrum eines Proteins > 100 kDa (Abb. 1-2*%) vorgestellt*®!, bei der ein p-D-Galactosidase-
Analyt mit einer Nikotinsdure-Matrix analysiert wurde. Ein weiterer Meilenstein war die Kopplung
zur MALDI-TOF-MS durch Beavis and Chait™, die sich unmittelbar aus diesen bahnbrechenden
Untersuchungen (Abb. 1-2) entwickelten.

+
4+ P <M> 116900
<M> 58400
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Abb. 1-2:  Erstes MALDI-Massenspektrum eines Proteins > 100 kDa vorgestellt
bei der International Mass Spectrometry Conference (1988)°": B-D-Galactosidase
unter Verwendung der Nikotinsdure-Matrix und 100 Laserschiissen.
[Hillenkamp, F.; Karas, M. Int. J. Mass Spectrom. 2000, 200, 71-77.]

1.1.2 Mechanistische Aspekte der MALDI-TOF-MS

Seit der Entwicklung der MALDI-TOF-MS wurden parallel zu den anwendungsorientierten
Forschungsbestrebungen fortwahrend Untersuchungen zu den grundlegenden Prozessen durchgefiihrt.
Daraus resultierten Modellvorschlige, die teilweise bis dato ihre Giiltigkeit haben. So wird allgemein
angenommen, dass der ,,sanft desorbierende Prozess von einer Vororganisation der Kristalle herriihrt,
bei welchem der Analyt wihrend der Losungsmittelverdampfung in einen Matrixkristall eingebaut
wird. Diese Vororganisation erlaubt dann eine besondere Matrixunterstiitzung wiahrend des

62,63

Desorptionsprozesses Damit zeigt sich die MALDI-Probenpréparation als
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Schliisselparameter (Kapitel 2.1.1, S. 15), der ausschlaggebenden Einfluss auf den Erfolg bzw. auf die
Qualitédt der massenspektrometrischen Analyse hat.

Beim Beschuss mit einem kurzwelligen Laser (z.B. 337 nm) wird Strahlung von der Matrix
absorbiert (Abb. 1-3). Dabei wird angenommen, dass die Matrixmolekiile angeregt, das Gitter im
Festkorper zerstort und die Matrixmolekiile desorbiert werden. Bei diesem Phaseniibergang werden
die darin eingebetteten Analytmolekiile mitgerissen und ionisiert™. Auf diese Weise wird eine
effiziente und kontrollierte Energiezufiihrung ermdglicht, wihrend die Analytmolekiile von einer
tiberméBigen Energie, die zu ihrer Fragmentierung fithren konnte, geschiitzt werden. Der Vorgang

verlauft pyrolysefrei®.

a) b)
Probentrager Laser (N,-Laser
\, A=337 nm)
s
@::: ©
o OO o
(o) [e] o
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mggg 000 OOO (o) OO
6653 o
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@ Analyt

o Matrix { organische, niedermolekulare
Verbindung mit
starker Absorption bei A poser

Abb. 1-3: Modellvorstellung  der  Desorption und  Ionisation  des
héhermolekularen  Analyten im MALDI-Prozess: a) Probentrdger mit
Analyt-Matrix-Probenmischung; b) MALDI-Laserschuss von a).

Das tatsdchliche Verstindnis der Prozesse ist jedoch nach wie vor unvollstindig. Diese
Insuffizienz beruht auf der Komplexitdt und in der messtechnischen Schwierigkeit, Prozesse zu
erfassen, die auf einer Nanosekundenzeitskala bzw. im Nanoliter rdumlichen Malistab verlaufen.
Computer liegen noch weit hinter den dafiir erforderlichen Kapazititen zuriick®. Unmittelbar
zuginglich sind der Messung zudem nur die lonen, die lediglich einen verschwindend geringen Anteil
der erzeugten Spezies bilden. Untersuchungen zu den Anfangsenergien und -
geschwindigkeitsverteilungen stellen damit grole Herausforderungen dar. Da der Analyt nur in
verschwindend geringen Konzentrationen vorliegt, gestalten sich Untersuchungen zur
Wechselwirkung von Matrix und Analyt schwierig. Der Einfluss dieser Wechselwirkung auf das
Desorptionsverhalten neben unterschiedlichen Modellen zur Ionisation (z.B. photochemische Prozesse

bzw. Spallationsmodelle) werden bis heute mit groBem Interesse verfolgt und diskutiert®”®,
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1.1.3 Die Entwicklung der MALDI-TOF-MS zur Analytik von Polymeren und
Makromolekiilen

1.1.3.1 Biopolymeranalytik

Die MALDI-TOF-MS gewann fiir die direkte Analyse von Proteinen rasch an Bedeutung®. Da wenig
mehrfach geladene Molekiilionen erhalten werden und Fragmentierungen selten sind, ist die MALDI-
TOF-MS auch eine geeignete Methode zur Untersuchung von Peptidgemischen aus proteinchemischen
Experimenten’’. Dabei kommt ihr ihre hohe Empfindlichkeit zugute™. Die Biopolymeranalytik ist
aufgrund der geringen zur Verfiigung stehenden Mengen auf empfindliche Methoden angewiesen. Die
Etablierung und Weiterentwicklung der MALDI-TOF-MS verlief daher rasant im Vergleich zu
anderen Methoden.

Viele primérstrukturspezifische Fragestellungen konnten effizient bearbeitet werden, da mit der
MALDI-TOF-MS eine exakte Massenbestimmung der Peptide und Proteine auch in komplexen
Gemischen moglich ist. Durch Vergleich mit dem aus einer ,Leitsequenz®, die aus DNA-
Sequenzinformationen gewonnen sind, berechneten Molekulargewicht kann eine schnelle und
eindeutige Identifizierung erzielt werden. So wurde MALDI-TOF-MS erfolgreich eingesetzt zur
Uberpriifung von aus DNA-Sequenzierungsdaten abgeleiteten Aminosiuresequenzen’' und zur

7273 Peptidgemische, die durch einen

Strukturidentifizierung rekombinant hergestellter Proteine
gezielten enzymatischen oder chemischen Abbau eines Proteins erhalten wurden, waren direkt
massenspektrometrisch zuginglich (,,Peptide-Mapping®)’>. Besonders leistungsfihig zeigte sich die
»Peptide-Mapping“-MALDI-TOF-MS-Methode bei der Identifizierung kovalenter, posttranslationaler

Strukturmodifikationen’*”

, wodurch beispielsweise Glycosylierung, Phosphorylierung, Sulfatierung
oder Acylierung rasch und effizient aufgeklirt werden konnten®’. Die Kombination der MALDI-
TOF-MS mit selektiven proteinchemischen Umsetzungen erlaubt die Charakterisierung von
Proteintertidrstrukturen’”’®”. MALDI-TOF-MS eignet sich ebenfalls fiir bakterielle ,,Screening“-

Untersuchungen®®®, und in beschrinktem MaBe konnen auch nicht-kovalente Komplexe

charakterisiert werden®'*%.

Da die Anregung der Molekiile beim MALDI-Desorptionsprozess nur in geringem Malle eine
sequenzspezifische Fragmentierung induziert, konnen zusétzlich zur Molekulargewichtsinformation
wichtige Strukturinformationen zur direkten Bestimmung von Peptidpartialsequenzen durch die
MALDI-TOF-Fragmentierungsanalytik gewonnen werden, die es erlaubt, ,,Post-Source Decay* (PSD)
Fragmente zu trennen und zu analysieren™**,

Die herausragenden Vorteile der MALDI-TOF-MS beziiglich der Proteinanalytik, wie sie durch

mannigfache wissenschaftliche Beitriage belegt werden, sind:

e hohe Auflosung, Massengenauigkeit®,
e Stabilitit gegeniiber Puffersalzen, Verunreinigungen und Enzymspuren®®,
e hohe Effizienz bei vergleichsweise geringem Zeitbedarf und

e hohe Sensitivitit (Substanzmengen im Femtomolbereich’*").

Die wissenschaftliche Entwicklung der MALDI-TOF-MS in der Biopolymeranalytik ist

mittlerweile durch die intensive anwendungsorientierte Forschung sehr weit fortgeschritten. Aufgrund
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dieser hilt seit den spiten 1990er Jahren das MALDI-TOF-Massenspektrometer als ,,Werkzeug® in
einem erheblichen AusmaBl Einzug in die pharmazeutischen Betriebe: Proteomics kommt viel
Aufmerksamkeit bei der Entwicklung von pharmazeutischen Wirkstoffen zu. Die Proteom-Analyse
basiert ganz wesentlich auf der voll automatisierten Charakterisierung von Proteinen mittels MALDI-
TOF-MS: Die zweidimensionale Gelelektrophorese trennt zunichst das Proteingemisch auf. Die
Protein-,,Spots* werden ausgeschnitten und mit biochemischen Methoden protolytisch abgebaut. Die
erhaltenen Peptide sind ,,Fingerprints* der Elternproteine. Die Peptidmassen eines Abbaugemisches
kénnen durch MALDI-TOF-MS bestimmt werden. Die erhaltenen Massen-,,Fingerprints® werden
durch Suchen in Proteinsequenzdatenbanken zur eindeutigen Charakterisierung der Proteine
verwendet. Bei zweideutigen Ergebnissen, die insbesondere durch posttranslationale Modifikationen
verursacht werden konnen, kommt der Einsatz von chromatographischen Trennmethoden der
Peptidfragmente und deren Sequenzanalyse mittels MALDI-Fragmentionenanalytik und Edmanabbau
zum Tragen87’88.
Anfirbemethoden der Gele und nicht durch die MS erhalten.

MALDI-TOF-MS zeigte sich als eine schnelle und zuverldssige Methode fiir Synthese und
Qualitatskontrolle von Oligonucleotiden und hat inzwischen Einfluss auf dem Gebiet der Genomics.
Die Molekulargewichtsobergrenzen liegen bei DNA um 90 kDa (ca. 300-mer)® und fiir RNA um
150 kDa (ca. 500-mer)’ mit einer Sensitivitdt im Femtomolbereich®. Bei Substanzklassen wie die der
Kohlenhydrate ist die MALDI-Methode besonders wertvoll, da Molekiile sowohl direkt als auch
derivatisiert untersucht werden konnen’. Mit Einfithrung der Fragmentionenanalytik gewann die
MALDI-TOF-Methode auch in diesem Bereich weiter an Attraktivitit, da Aussagen iiber
Strukturisomere moglich wurden®. Zunehmendes Interesse findet MALDI-TOF-MS in den
Teilgebieten der Glycolipide’**, Nucleotide’*® und Peptid Nucleinsiuren (PNA)’"*%%.

Die MALDI-TOF-Methode zeigt ein hohes Potential bei biomolekularen und mikrobiologischen
Fragestellungen'”. Es ist fiir die Zukunft zu erwarten, dass MALDI-TOF-MS noch in weitere

Quantitative Aussagen zur Polymerkonzentration werden durch sensitive

Bereiche Einzug halten wird: Diese beinhalten u.a. das direkte Verfolgen der Proteinexpression oder
chemischer Modifikationen von Proteinen als Antwort auf umweltbedingte oder metabolische Stimuli.
Der Fortschritt und die Niitzlichkeit der MALDI-TOF-MS im Bereich des Biopolymersektors dieser

nun mehr als zehn Jahre alten Forschung ist erheblich.

1.1.3.2  Analytik synthetischer Polymere
Die Etablierung der MALDI-TOF-MS-Analyse auf anderen Gebieten als der Biopolymeranalytik

setzte erst spéter ein und lehnte sich konsequent an die MALDI-Pionierarbeiten auf dem Gebiet der
Biopolymere an. Der zeitlich versetzte Einsatz ist u.a. darauf zuriickzufiihren, dass im Gegensatz zum
Biopolymerbereich ausreichende Mengen an Analyt und damit auch konventionelle analytische
Methoden zur Charakterisierung vorhanden waren. So stehen der klassischen Analytik synthetischer
Polymere Methoden, wie z.B. die der Gelpermeationschromatographie (GPC), Osmometrie,
Lichtstreuung und Viskosimetrie zur Verfligung, die wichtige Fragestellungen hinsichtlich der
Molekulargewichtsmittelwerte My (massengewichtete mittlere Molmasse) und M, (zahlengewichtete
mittlere Molmasse) prinzipiell kldren konnen. Informationen zu einzelnen Polymerkettenléngen oder
Endgruppen sind nur beschriankt unter Anwendung von Methodenkombinationen mdglich. Der

polydisperse Charakter und der Molekulargewichtsbereich synthetischer Polymere verhinderten lange
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Zeit den Einsatz massenspektrometrischer Methoden. Mit Einfiihrung der MALDI-TOF-Methode
stand damit erstmals eine MS-Methode zur Verfiigung, die bereits zuverldssig komplexe
Biopolymergemische und hohe Molekulargewichte zu analysieren vermochte. Im Gegensatz zu
klassischen Methoden der Polymeranalytik ist die Moglichkeit erdffnet, direkt ergénzende
Strukturinformationen polydisperser Proben zu gewinnen.

MALDI-TOF-MS wurde ab 1992'°" auf synthetische Polymere iibertragen und charakterisiert

102 - . )
in Ausnahmefillen. Eine besondere

diese bis in einen Molmassenbereich von bis zu 1.500 kDa
Bedeutung kommt der MALDI-TOF-MS bei Fragestellungen zu, bei denen konventionelle Methoden
der Polymercharakterisierung versagen, nur unzuverlissig eingesetzt werden konnen oder nur durch
einen groflen methodischen Aufwand gelost werden konnen.

Eine herausragende Eigenschaft der MALDI-TOF-MS-Analyse ist, dass einzelne Polymerketten
innerhalb der Verteilung bis rund 30.000 Da aufgelost wiedergegeben werden. Damit ist die direkte
Charakterisierung der Wiederholungseinheit und der Endgruppen moglich, die bei konventionellen
polymeranalytischen Methoden nur durch zeitaufwendige Methodenkombinationen und in einem
wesentlich niedrigeren Massenbereich zuginglich sind. Gegeniiber konventionellen Methoden der

Polymercharakterisierung weist MALDI-TOF-MS sechs wesentliche Vorteile auf:

e kurze Analysendauer (nach vollendeter Probenvorbereitung),
¢ minimaler Substanzbedarf,

e hohe Massengenauigkeit,

e hohe Massenauflosung,

e hohe Reproduzierbarkeit und

e hoher Informationsgehalt.

Im Bereich <10.000 Da ist die MALDI-TOF-MS-Methode geeignet, isotopenaufgeldste
Signale zu ermitteln und erlaubt damit eine zusétzliche Verifizierung der theoretischen
Isotopenverteilung. Die Zuverldssigkeit der Analyse wird weiter erhoht.

Durch die Einfilhrung der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik fiir  synthetische
Polymerfragestellungen konnte die Leistungsfahigkeit der MALDI-TOF-Methode weiter erhoht
werden. So kann z.B. erst durch die Fragmentionenanalyse ein komplexes Polycarbonatgemisch
vollstandig  charakterisiert werden'®. Die Charakterisierung einer derart komplizierten
Zusammensetzung einer polydispersen Probe kann mit keiner konventionellen, polymeranalytischen
Methode mit gleich geringem Aufwand erzielt werden. Géngigerweise erfolgt die
Copolymercharakterisierung direkt durch die mittels MALDI-TOF-MS erhaltenen Massen. Jedoch
konnen z.B. die Blocklédngen eines Poly(ethylenoxid)-b-poly(para-phenylen ethynylen) nur mit der
Fragmentionenanalyse eindeutig bestimmt werden'". Die Bestimmung der
Copolymerzusammensetzung ist mit keiner anderen analytischen Methode direkt zugénglich, jedoch
auch bei der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse noch auf labile Sollbruchstellen zwischen den
einzelnen Copolymerblocken beschrankt.

Die MALDI-TOF-MS ermdglicht ebenfalls die Bestimmung der Molekulargewichtsmittelwerte
M, und My, welche im Falle von engen Verteilungen eine sehr gute Ubereinstimmung mit den durch
konventionelle Methoden erhaltenen Werte erbrachte'®. Mit steigenden Polydispersititen (ca. > 1,2)
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unterscheiden sich die mit MALDI und GPC ermittelten Molmassenmittelwerte zunehmend. Die
berechneten M,- und Myw-Werte der MALDI-TOF-Methode liegen unterhalb der durch konventionelle
Methoden erhaltenen Werte (< 20 %)'%17. Diese Abweichungen in der
Molekulargewichtsbestimmung  einer  breiten  Polymerverteilung  kénnen  durch  die
Methodenkombination von MALDI-TOF-MS und GPC-Fraktionierung behoben werden'?%!%!10-111-112,
Trotz  dieser  Einschrinkung der = MALDI-TOF-MS  bei der  Ermittlung  von
Molekulargewichtsmittelwerten gelang es der MALDI-TOF-Methode aufgrund der Fiille der
gelieferten Informationen, sich als eine wertvolle und notwendige Ergidnzung zu konventionellen
Methoden der Analytik synthetischer Polymere zu etablieren. Die wachsende Bedeutung, die der
MALDI-TOF-MS auf dem Gebiet der synthetischen Polymere zukommt, manifestiert sich nicht
zuletzt in der Zahl der Polymer-,,Abstracts* der ,,American Society for Mass Spectrometry* (ASMS)-

Konferenz, die im Zeitraum von 1989 bis 1997 um mehr als 600 % anstiegen'".

1.1.3.3 Makromolekiilanalytik

Die Erweiterung der MALDI-TOF-MS-Methode auf das Gebiet der Makromolekularen Chemie
erfolgte zeitversetzt und in Anlehnung an die MALDI-Biopolymeranalytik. Organische Substanzen
sind aufgrund ihres geringen Molekulargewichtes in der Regel zuverldssig durch konventionelle
MS (z.B. EI-MS) und spektroskopische Methoden (z.B. NMR-Spektroskopie) charakterisierbar.
Zusitzlich erwies sich der niedrige Massenbereich organischer Substanzen fiir die MALDI-TOF-MS
als nachteilig, da sich eine zu leichte Verdampfbarkeit im Vakuum und zu groBle Interferenz mit
Matrixsignalen zeigten, die eine zuverldssige Charakterisierung dieser niedermolekularen Molekiile
und Substanzgemische erschwerten. Mit steigendem Molekulargewicht der organischen Molekiile
setzten zum Teil Loslichkeitsprobleme ein, welche die Charakterisierung mittels MALDI-TOF-MS in
einem erheblichen Malle erschwerten. Seit es gelang, den interferierenden Matrixuntergrund zu

verringern'"*

bzw.  Loslichkeitsprobleme  zu  bewdltigen (z.B. Polyzyklische Aromatische
Kohlenwasserstoffe, PAH)'" ist die MALDI-TOF-MS als eine unverzichtbare neue Methode etabliert.
Dariiber hinaus deckt diese in der organischen Chemie inzwischen Bereiche ab, bei denen etablierte

Methoden an ihre Grenzen stoBen''>''®

, so dass die Charakterisierung der Syntheseprodukte aufgrund
fehlender Methoden verhindert war. Damit tritt die generelle Bedeutung des Zusammenspiels
zwischen Synthese und Analytik in der Entwicklung von Substanzklassen hervor.

In vielen weiteren Gebieten wie denen der Kombinatorik''” oder Supramolekularen Chemie'"®
hielt die MALDI-TOF-MS-Methode ebenfalls Einzug. Die Entwicklung der MALDI-TOF-MS-

Analyse verhielt sich jedoch in keinem dieser Bereiche dhnlich rasant wie auf dem Biopolymersektor.

1.1.4 Eine Bilanz zur qualitativen und quantitativen MALDI-TOF-MS-Analyse

Die MALDI-TOF-MS-Methode zeigt sich gegeniiber anderen MS-Methoden sehr flexibel fiir die
Charakterisierung unterschiedlichster Substanzklassen bei geeigneter Probenpréparation. Sie erlaubt
dabei, hohe Molekulargewichte und komplexe Substanzgemische zu analysieren. Durch
Fragmentionenanalytik konnen bei geeigneter Probenpriparation wichtige Strukurinformationen
gewonnen werden. Wichtig ist, die groen Spielrdume in der Probenpriparation zwischen den und
innerhalb der unterschiedlichen Substanzklassen so zu gestalten, dass optimale Signal-zu-Rausch-

Verhiltnisse erzielt werden. Diese Optimierungsspielrdume sind gleichermafien ein Vorteil wie ein
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Nachteil, um das Potential der Methode auszuschdpfen. Jedoch kann in der Regel bei ausreichender
Erfahrung ein ausgearbeitetes Messprotokoll MALDI-TOF-MS zu einer sehr leistungsfdhigen
Methode machen. Da sich der Desorptions- und lonisierungsprozess noch weitgehend ungeklirt zeigt,
ist dieser fiir jedes neue Polymersystem neu zu erarbeiten. Experimentelle Bedingungen lassen sich
nur schwer extrapolieren oder vorhersagen, so dass Messbedingungen durch systematische
Verdnderungen der Probenpriparation ermittelt werden miissen, um durch geeignete Wahl der

experimentellen Parameter ein wirklichkeitstreues Abbild einer Probe zu schaffen:

e Probenvorbereitung: Losungsmittel, Metallsalz, Matrix, molare Analyt/Matrix-Verhiltnisse,
e Probenauftragungstechniken (Kapitel 3.1.1, S. 29),

e Einstellungen des Gerdits: Beschleunigungs- und Detektorspannung,

Matrixsignalunterdriickung.

Auf allen Gebieten, bei denen die MALDI-TOF-MS ihre Anwendung gefunden hat, zeigt sie
sich als eine sehr effektive Methode, die nach beendeter Probenvorbereitung schnell und
reproduzierbar bei geringem Substanzbedarf eine hohe Massengenauigkeit und -aufldsung erzielt. Die
hohe Reproduzierbarkeit beschrénkt sich dabei auf qualitative Aussagen und nicht auf quantitative, da
die Desorptions- und Ionisationswahrscheinlichkeiten der Gemischbestandteile unterschiedlich sind
und zu ausgeprigten Suppressionseffekten fithren konnen. Die Quantifizierbarkeit ist daher auf allen

Substanzgebieten gleichermaBen auf Sonderfille beschrinkt®"''*12012!,

1.1.5 Analytische Méglichkeiten und gegenwiirtige Limitierungen der MALDI-TOF-
MS

113122 yerzichten vollstindig auf Losungsmittel,

Die kiirzlich entwickelten Probenpréiparationsmethoden
um unldsliche Substanzen einer MALDI-TOF-MS-Charakterisierung zuzufiithren. Dieser analytische
Ansatz erlaubte erstmals und bislang einzigartig die MALDI-Charakterisierung eines unloslichen
Analyten'”. Das generelle Potential zur MALDI-TOF-MS-Charakterisierung von unldslichen
Substanzen ist noch weitgehend unerforscht. Geeignete Untersuchungen konnten diese auf den
Bereich der Polymeranalytik {ibertragen, um die Zugéinglichkeit unloslicher synthetischer Polymere zu
beurteilen.

Aufgrund der Komplexitit der Probenpréiparation zeigt sich der steigende Bedarf einer
generelleren MALDI-Préparationsmethode, die aufgrund weniger kritischer Parameter einfacher
anzuwenden ist. Da das Losungsmittel einen groBen Einfluss ausiibt, konnten diese neuen

Entwicklungen in der MALDI-Probenpriparation''>'**

bislang unbeachtete
Entwicklungsmoglichkeiten zur Vereinfachung der generellen MALDI-TOF-MS-Analyse eroffnen.

Da das tatsichliche Verstidndnis der zugrundeliegenden MALDI-Prozesse nach wie vor gering
ist, konnten geeignete Modellexperimente unter Berilicksichtigung der 16sungsmittelfreien
Probenpriparation ein tieferes theoretisches Verstindnis der Analyt-Matrix-Vororganisation
ermoglichen.

Die Fragmentionenanalytik ist im Bereich der Biopolymere als ergidnzende Methode zur
Strukturverifizierung etabliert. Abhédngigkeiten insbesondere hinsichtlich der verwendeten Matrices

konnten aufgezeigt werden'”. Biopolymere weisen durch die zahlreichen Heteroatombindungen im
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Gegensatz zu synthetischen Polymeren eine Vielfalt an Sollbruchstellen auf. Aus diesem Grund ist die
Polymerfragmentionenanalytik deutlich benachteiligt, um zusitzliche Informationen durch spezifische
Fragmentierung zu erhalten. Dennoch gelingt eine genauere Endgruppenbestimmung in komplexeren

Systemen'”

. Unter der Voraussetzung einer labilen Sollbruchstelle zwischen den Copolymerblocken
konnte auch die Copolymerzusammensetzung eines Diblockcopolymers ermittelt werden'®*. Bei der
angewendeten PSD-MALDI-TOF-Fragmentierungsmethode wird die Aktivierungsenergie lediglich
durch eine Anderung der Laserleistung geregelt und lisst damit nur einen geringfiigigen Einfluss auf
den Fragmentierungsmechanismus zu. Bei der ,Collision-Induced Dissociation® (CID)-
Fragmentierungsmethode beruht die Fragmentierung dagegen auf Stéfen mit einem nach der
Beschleunigungszone eingelassenen, regelbaren Stogas. Dadurch konnten prinzipiell die
Fragmentionenausbeuten erh6ht oder aufgrund verdnderter Zerfallsprozesse zusitzliche
Strukturinformationen gewonnen werden. In der Polymerfragmentionenanalytik besteht damit noch

breiter Entwicklungsbedarf. Systematische Untersuchungen zu

e probenspezifischen (z.B. Molekulargewicht),
e probenpriparationsspezifischen (z.B. Matrix, Kationisierungsmetallsalz),
e methodenspezifischen (z.B. PSD-, CID-Fragmentionenanalyse) und

e parameterspezifischen (z.B. Druck, elektronisches ,,Qaate®, StoBgas,

Beschleunigungsspannung)

Grundlagen konnten ein tieferes Verstdndnis und damit optimierte Bedingungen ermdglichen. Damit
konnten erstmals zusdtzliche Strukturinformationen von komplexeren Polymerstrukturen wie z.B.
statistischer Copolymere oder sternartiger Copolymere ermittelt werden.

Die Bedeutung der MALDI-TOF-MS ist im Bereich der synthetischen Chemie in
unterschiedlichem Mafle erkannt, jedoch sind deren Mdglichkeiten und Grenzen insbesondere zur
Strukturbestimmung schwer charakterisierbarer Substanzen, die mit konventionellen Methoden der
spektroskopischen und massenspektrometrischen Analytik nahezu uncharakterisierbar sind, nur wenig
definiert. Detailliertere Untersuchungen moglichst verschiedenartiger, schwer charakterisierbarer
Analyten konnte das Potential der MALDI-TOF-MS-Analyse hervorheben und komplexe, analytische
Schwierigkeiten verbessern.

Supramolekulare Strukturen konnen aufgrund der schwachen Bindungskrifte dieser Substanzen
nicht oder nur unzuverldssig mittels konventionellen Analysenmethoden nachgewiesen werden. Die
Charakterisierung dieser Analyten mittels MALDI-TOF-MS-Analyse ist unabhéngig von ihrer
Herkunft bislang nur auf Sonderfille beschrinkt wie z.B. die der nicht-kovalenten
Biopolymerkomplexe'** und den anorganischen metallo-supramolekularen Strukturen'®. Damit
konnten sich der MALDI-TOF-MS-Methode neue supramolekulare Substanzklassen er6ffnen.

Fragmentierungslabile Substanzen, wie sie z.B. UV-Laserwellenldngen absorbierende
Substanzen darstellen, sind aufgrund der erhdhten Fragmentierungstendenz einer MALDI-TOF-MS-
Charakterisierung erschwert zuginglich. Eine besondere Bedeutung kommt dabei nicht nur der
Probenpréiparation, sondern auch der Durchfilhrung der Messung zu. Die Bedeutung des
Zusammenspiels der MALDI-TOF-MS und der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik ist in vielen
Gebieten der Polymer- und Makromolekiilanalytik nicht erkannt bzw. der Informationsgehalt
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unterschitzt. Das Potential der massenspektrometrischen Analysenmethoden konnte an ausgewéhlten
Beispielen die Leistungsfihigkeit zeigen, um die Bedeutung der MALDI-TOF-MS-Analyse fiir die
synthetische Chemie zur Reaktions- und Produktkontrolle hervorzuheben. Eine weitere schwierig zu
charakterisierende Substanzklasse stellen Substanzen wie die der PAHs dar, die aufgrund ihrer
unzureichenden Loslichkeit zum Teil erst durch die eigens fiir diese Substanzklasse entwickelte
MALDI-Probenpriparationsmethode zuginglich gemacht werden konnten'". Eine anschlieBende
semiquantitative Analyse lieB auf einen wesentlich hoheren Reinheitsgrad der Probe, als im
16sungsmittelfreien MALDI-TOF-Massenspektrum angedeutet, schlieBen. Mangels ergidnzender
Charakterisierungsmethoden ist die Produktaufklarung der PAHs erschwert. Mittels detaillierterer
MALDI-TOF-MS und MALDI-TOF-Fragmentuntersuchungen wiirde sich die Moglichkeit bieten
unter Beriicksichtigung der Synthesedurchfiihrung wertvolle Reaktionsanalytik betreiben zu kdnnen.
Erfolgreiche Quantifizierungen mittels MALDI-TOF-MS sind unabhéngig von der Herkunft des

Analyten bislang nur auf Sonderfille beschrinkt'>*'*!

. Die Probenvorbereitung (Losungsmittel,
Matrix, Metallsalz, Auftragungsmethode) stellt dabei einen komplexen Prozess dar, der entsprechend
jeder Substanz eingehend untersucht werden muss, um ,,Response““-Faktoren ermitteln zu konnen. Die
Polymerverteilung  erhoht die  Komplexitit der  Untersuchung.  Desorptions-  und
Ionisationswahrscheinlichkeiten bei optimierten Prédparationsbedingungen sind Parameter, die sich
dann auBerhalb des einflussnehmenden Bereiches befinden. Jedoch konnten durch ein tieferes

Versténdnis mittels Modelluntersuchungen analytische Moglichkeiten erarbeitet werden.
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1.2 Zielsetzungen

Zielsetzung  dieser  Arbeit sind methodische Entwicklungen der Matrix-unterstiitzten
Laserdesorptions/lonisations- (MALDI) Time-of-Flight-(TOF) Massenspektrometrie (MS) zur
Charakterisierung von Polymeren und Makromolekiilen. Durch die Wahl geeigneter Analyten und
unter Beriicksichtigung ergénzender analytischer Methoden sollen neue Mdglichkeiten der MALDI-
TOF-MS-Methode erarbeitet und deren Grenzen definiert werden.

Im Einzelnen lassen sich folgende Ziele formulieren:

e Die MALDI-Probenpriparationsmethode soll auf die Entwicklungsmdglichkeiten zur
Verbesserung und Vereinfachung der generellen MALDI-Methode iiberpriift werden. Durch
systematischen = Vergleich der l6sungsmittelfreien mit der konventionellen
16sungsmittelbasierenden ~ Probenvorbereitung sollen die  Gemeinsamkeiten und
Unterschiede sowie deren Vorteile und Limitierungen zur Charakterisierung von 16slichen

und unloslichen Analyten erarbeitet werden.

e Modellexperimente sollen entwickelt werden, um weiterfiihrende Erkenntnisse hinsichtlich
der giiltigen Modellvorstellungen der MALDI-TOF-MS-Methode zu erhalten.

e Fiir die MALDI-Fragmentionenanalytik soll der Einfluss von experimentellen Parametern
auf das Fragmentierungsverhalten der Polymere und die Anwendbarkeit zur direkten
Bestimmung von Copolymerzusammensetzungen untersucht werden. Durch einen
systematischen Vergleich von unterschiedlichen Anregungsverfahren an geeigneten
Makromolekiilen sollen deren Potential, Gemeinsamkeiten und Unterschiede definiert

werden.

e Durch geeignete Probenpréparations- und Messbedingungen soll die MALDI-TOF-MS fiir
die direkte Analyse schwer charakterisierbarer labiler bzw. unldslicher Analyten und
Substanzgemische geniitzt werden. Dabei sollen aulerdem die analytischen Moglichkeiten
und Limitierungen zur Charakterisierung von supramolekularen Komplexen anhand

geeigneter Modellsysteme ermittelt werden.

¢ Die analytischen Moglichkeiten und Limitierungen zur quantitativen Charakterisierung von
Gemischbestandteilen mittels MALDI-TOF-MS sollen durch geeignete Modell-

untersuchungen aufgezeigt und an ausgewihlten Beispielen durchgefiihrt werden.
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2 ANALYTIK
2.1 MALDI-TOF-MS

2.1.1 Bedeutung der Probenpriparation

Bislang wurde vermutet, dass die Loslichkeits- und die Mischbarkeitseigenschaften von Analyt und
Matrix in Losung und im Kristall und damit einhergehend die Probenauftragung ein
ausschlaggebendes Kriterium sind, um den Analyten in den Kristall (s. Abb. 1-3, S. 5) einbauen zu
konnen®. Nur so ist eine gute Isolierung der Analytmolekiile voneinander gewihrleistet und damit
eine Reduzierung der intermolekularen Krifte rnéglichl%. Auf die Verschiedenartigkeit der Matrices
und die Vielschichtigkeit der Probenpréparation soll hier néher eingegangen werden.

Nach dem Auftragen der Analyt-Matrix-Mischung auf den MALDI-Probentridger erfolgt die
Auskristallisation durch Verdampfen des Losungsmittels. Danach wird der Probentriger in die unter
Vakuum stehende Probenkammer des Massenspektrometers {iberfithrt. Als Matrices dienen
niedermolekulare organische Verbindungen (Tabelle 2-1), die im Bereich der verwendeten
Laserwellenldnge (337 nm) ausreichend absorbieren. Jedoch ist unverstanden, welche Eigenschaften
der Matrix fiir ihre spezifischen und auBergewohnlichen Eigenschaften verantwortlich sind, die
folglich die optimalen Analyt-Matrix-Kombinationen ausmachen. Dies kann trotz &hnlicher
Absorptionseigenschaften der verwendeten Matrices starke Qualitdtsunterschiede in den
Massenspektren des Analyten verursachen. Um erfolgreich UV-MALDI-Charakterisierungen
durchzufiihren, wurden bei den unterschiedlichen Substanzklassen (Tabelle 2-1) trotz gleicher
Loslichkeitseigenschaften verschiedene Matrices eingesetzt.

Bei systematischen Untersuchungen von Biopolymeren konnte gezeigt werden, dass
verschiedene Matrices in unterschiedlichem AusmaB Fragmentierung der Analyte induzieren'”.
»HeiBe®“ Matrices induzieren hohere Fragmentanteile als ,kalte“. Fir die MALDI-
Fragmentionenanalytik kann es aus diesem Grund vorteilhaft sein, ,.heile* Matrices (z.B. HCCA) zu
verwenden und ,kalte” (z.B. DHB) fiir fragmentierungsarme MALDI-TOF-MS-Analysen. Damit {ibt
neben der Wahl der Probenvorbereitung insbesondere die der Matrix einen entscheidenden Einfluss
auf die MALDI-TOF-MS und MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse aus.
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Tabelle 2-1: Gingige MALDI-Matrices, deren Losungseigenschaften und Anwendungsgebiete.
Matrix (Abk.; Molmasse in Da) Strukturformel Losungsmittel Anwendungsgebiete
all-trans-Retinoesdure CH; CH;  CHs THF, CH,Cl, Synthetische Polymere
(Vit.A; 300,44) N0
CH.
CH;
5-Chlorsalicylséure COOH wassrig Synthetische Polymere
(CSA; 172,57) /©:
c OH
a-Cyano-4-hydroxy-zimtsiure o SN wissrig Biopolymere
(HCCA; 189,2) CooH
2,5-Dihydroxybenzoesiure COOH WAassrig Biopolymere
(DHB; 154,12) HOOOH Synthetische Polymere
Oligonucleotide
2-(4’-Hydroxybenzolazo)- COOH THF, CH,Cl, Synthetische Polymere
benzoesédure @N\\
(HABA; 242,23) NOOH
2-Hydroxy-5-methoxy- OH wassrig Synthetische Polymere
benzoesdure coot
(HMB; 168,15)
OCH;
3-Hydroxypicolinséure _~_OH wassrig Oligonucleotide
(3-HPA; 139,11) o |
N~ “COOH
9-Nitroanthracen NO, THF, CH,Cl, Synthetische Polymere
(NA; 223,23) OOO
3-Nitrobenzylalkohol 0,N CH,OH Aceton Synthetische Polymere
(NBA; 153,14) \O/
trans-3-(3-Indolyl)-acrylsdure ___COOH Methanol Synthetische Polymere
(IAA: 187,20) ©\—/(V
N
7,7,8,8-Tetracyanochino- NC CN Partiel in THF ~ Organische Makromolekiile
dimethan NC>:<:>:<CN
(TCNQ; 204,19)
trans-3,5-Dimethoxy-4-hydroxy- H;C-0 wassrig Biopolymere
zimtsdure HO@_\\—COOH
(SA; 224,21) HyC-0
1,8,9-Trihydroxyanthracen OH OH OH THF, CH,Cl, Synthetische Polymere

(Dithranol; 226,23)
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Die verzogerte Entwicklung der Charakterisierung verschiedener Substanzklassen ist neben
ausreichenden Substanzmengen und hinreichend etablierten Methoden auf ihre grundlegenden
Unterschiedlichkeiten in der Probenpréparation zuriickzufiihren. Die Komplexitidt der MALDI-TOF-

Probenpréiparation und der -Messanalytik ist in groben Ziigen in Tabelle 2-2 zusammengestellt.

Tabelle 2-2: Probenpréparation und Ionisation nach Art des Analyten.
Art des Analyten Ionisation Bemerkungen/Probleme
Proteine und Peptide Protonierung Eingeschriankte Losungsmittelwahl
(Einsatz von 0,1 % TFA'7) Aufreinigung'*®
. . . . . Sehr geringe Subst 7087
Oligonucleotide negative lonen im negativen Messmodus'*’ chr geriige Stbstanzimengen

(Einsatz von Matrices und Co-Matrices'")
Instabil aufgrund der Protonierung

der Oligonucleobase'*’

Sehr hohe Sensitivitit gegeniiber

Protonen und Salzen'®!

Synthetische Polymere Polydispersitit' '

Pseudo-Molekiilionenbildung Mangel an geeigneten

Organische (Einsatz von Metallsalzen''>'*?) protonierbaren Heteroatomen
Makromolekiile s
4 Loslichkeit'"

Fragmentierung

Folgende géngige Probenpriparationsbedingungen lassen sich neben den Probenpréiparations-
und Messbedingungen, die sich aus der priferentiellen Ionisation ergeben (Tabelle 2-2), weiter

zusammenfassen:

e Molare Analyt/Matrix-Verhéltnisse:
Biopolymere und Oligonucleotide 1/10° bis 1/10° '**
Synthetische Polymere und Makromolekiile 1/500 (bei Dithranol-Matrix)
e Probenauftragungsmethode:
Probenunabhéngig; im allgemeinen sehr variabel (Erlduterung s. Kapitel 3.1, S. 29)
e Probenpriparationsmethode:
Unlosliche PAHs durch 16sungsmittelfreie Probenpréparation''; Durchmischung

erfolgt durch Mahlvorgang
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2.1.2 Aufbau und Messprinzip eines MALDI-TOF-Massenspektrometers

Die Abkiirzung MALDI-TOF steht fiir die Kombination aus einer Matrix-unterstiitzten
Laserdesorptions/Ionisations-(MALDI)-Ionenquelle und einem ,» Time-of-Flight* (TOF)
Flugzeitanalysator'". MALDI-TOF-MS ist eine diskontinuierliche Methode bei der die Desorption der
Ionen jeweils als Folge von einzelnen Laserblitzen erfolgt, d.h. die Abfolge der lonenerzeugung,
Beschleunigung und Trennung wird in kurzen Zeitabstinden wiederholt. Aufgrund des gepulsten
MALDI-Ionisationsverfahrens ldsst sich dieses besonders vorteilhaft mit dem ebenfalls
diskontinuierlichen Betriebsmodus des TOF-Analysators koppeln. Die weiteren Vorteile der MALDI-
TOF-MS-Methode liegen in einem prinzipiell unbegrenzten Massenbereich (z.B. Polystyrol (PS),
1.500 kDa'"®) und in der sehr hohen Transmission des Flugzeitmassenspektrometers (bis 100 %),
wodurch sehr hohe Nachweisempfindlichkeiten fiir Makromolekiile erreicht werden (z.B. 200 kDa
Proteine im Femtomolbereich).

Der Aufbau der verwendeten MALDI-TOF-Massenspektrometer ist in Abb. 2-1
wiedergegeben. Die lonenquelle besteht aus einer geladenen Metallelektrode (dem mobilen MALDI-
Probentrdger) und einer geerdeten Beschleunigungselektrode. Als Lasersystem wird ein Np-Laser mit
einer Wellenldnge von 337 nm und einer Pulsbreite von 3 ns angewendet. Die Laserleistung ist ein
relatives Mall und ldsst sich als prozentuale Laserabschwéichung definieren (=100 % -
Laserabschwichung). Die prozentuale Abschwichung des Lasers wird iiber die Software geregelt,

jedoch besteht kein linearer Zusammenhang zwischen Laserleistung und -abschwichung.

einstellbarer Dampfer

y

G N,-Laser (337 nm, 3ns)

Reflektor

lonenquelle T
EM L Il Lineardetektor
geladener
Probentrager
Extraktionsplatte
Datenerfassung

Abb. 2-1:  Schematischer Aufbau des verwendeten MALDI-TOF-Massenspektrometers.

AuBlerhalb des Massenspektrometers wird bei der MALDI-Probenpriparation (Kapitel 2.1.1,
S. 15) die Analyt-Matrix-Mischung auf den mobilen MALDI-Probentrdger aufgebracht und durch
Vakuumschleusen in die Ionenquelle eingebracht. Durch den Laserpuls (Kapitel 2.1.2, S. 18) erfolgt

sowohl der Start der Flugzeitmessung als auch der Beschuss des Analyt-Matrix-Kristalls in der
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Ionenquelle. In diesem Desorptions/Ionisationsprozess werden durch die bei der Laserwellenldnge
absorbierende Matrix gasformige Analytionen erzeugt. Diese werden in einem anliegenden starken
elektrischen Feld (10 bis 30 kV) beschleunigt und im TOF-Analysator nach der Flugzeit getrennt.
Nach Gleichung 2-1 haben die Molekiilionen nach Durchlaufen des Spannungsgefilles die gleiche,

definierte kinetische Energie.

Ein=U z= 1 m-v’ Gleichung 2-1
2
Exin kinetische Energie
U Beschleunigungsspannung
z Elementarladung
m Ionenmasse
v Ionengeschwindigkeit

Die gleiche kinetische Energie der Molekiilionen fiihrt in der Flugstrecke des TOF-MS zu
unterschiedlichen Flugzeiten ¢ in Abhingigkeit vom m/z. Nach definierter Flugstrecke L treffen die
Ionen auf den Detektor. Die Aufnahme des Detektorsignals nach der Flugzeit ergibt zunédchst das

TOF-Massenspektrum in Abhéngigkeit von der Zeit, welches sich dann in eine m/z-Abszisse

umrechnen lasst. Mit Gleichung 2-1 ergibt sich durch Substitution von v = % und Umformung fiir

m/z die Gleichung 2-2.

m_ 2:U f2 Gleichung 2-2
z I

L definierte Lange der Flugstrecke

t Flugzeit des Molekiilions

Die Registrierung der Analytionen kann im Linear- oder im Reflektordetektor
erfolgen (Kapitel 2.1.4, S. 22)"**. Das Datensystem liefert die Massenspektren.

Die  Kalibrierung des  MALDI-TOF-Massenspektrometers  erfolgt  mit  einem
Standard (z.B. Polystyrol, Poly(ethylenglykol), Fulleren, Rinderinsulin) mit bekanntem Molekular-
gewicht, indem die gemessenen Flugzeiten den bekannten m/z-Verhiltnissen zugeordnet werden. Die
Wahl des geeigneten Standards wird durch den Massenbereich des Analyten definiert. Die
Genauigkeit der Massenbestimmung des Analyten betrigt etwa 0,01 bis 0,1 %.
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2.1.3 Interpretation von MALDI-TOF-Massenspektren

Synthetische Polymere und organische Substanzen koénnen im Fall mangelnder protonierbarer
Heteroatome bevorzugt unter Ausbildung eines Metall-Pseudo-Molekiilions erfolgreich analysiert
werden. Aus diesem Grund wird der Analyt-Matrix-Mischung oft ein zum Analyten zehnmolarer
Uberschuss eines geldsten Metalltrifluoracetatsalzes gezielt zugesetzt, um die Ionisierung des
Analyten zu beglinstigen. Die Reproduzierbarkeit der Pseudo-Molekiilionenbildung wird dadurch
erhoht, so dass die in der Analyt-Matrix-Mischung vorkommenden zufélligen Verunreinigungen durch
Metallspuren unterdriickt werden, welche ebenfalls zur Ionenbildung beitragen kénnen, aber andere
Molekulargewichte liefern.

Ein typisches MALDI-TOF-Massenspektrum ist in Abb. 2-2 dargestellt, bei dem die Pseudo-
Molekiilionenbildung von Bedeutung ist. Bei der Probe handelt es sich um ein Reaktionsgemisch eines
peracetylierten Kohlenhydrates. Dabei ist die konventionelle 16sungsmittelbasierende MALDI-
Probenpriparation unter Verwendung von Dithranol und THF und einem gezielten Zusatz von
Silbertrifluoracetat (Abb. 2-2) angewendet worden.

i o n=1-7
200%6 o Ry = C2H30 [Hept+Ag]’
2 o)
4 Oj/ (@) o o
T [Hept, ,+Ag]
15000 - |
- -n
10000 -
5000 - et AT [Pent+Ag]” [Hex+Ag]
| [Tri+Ag]’ [Te r| al '
|
04 J l . l ) l lis JJL\.M
I T I T I T
1000 1500 2000 m/z

Abb. 2-2:  MALDI-TOF-Massenspektrum: Ag-Pseudo-Molekiilions  eines
Kohlenhydrates (Kapitel 3.3.1.3.1, S. 132).

Der Abstand der Signale der einzelnen Kettenldngen untereinander betrigt 289 Da und gibt das
Molekulargewicht der Kohlenhydratwiederholungseinheit (C1,H1,0g) wieder. Die absolute Masse
einer jeden detektierten Kettenldnge setzt sich aus der Masse aller Wiederholungseinheiten, der beiden
Acetylendgruppen und der fiir die Ionisation verwendeten Masse des Silberkations zusammen. Die

theoretische absolute Masse einer Polymerkette ldsst sich damit mittels Gleichung 2-3 berechnen:
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M[g/mol]=n-289,09 + 43,02 +59,01+106,91 Gleichung 2-3
n Anzahl der Kohlenhydratwiederholungseinheiten

289.09 Monoisotopisches Molekulargewicht der Wiederholungseinheit des Oligosaccharides

43,02 Monoisotopisches Molekulargewicht der Endgruppe mit R,=C,H;0

59,01 Monoisotopisches Molekulargewicht der Endgruppe mit R,=C,H;0,

106,91 Monoisotopisches Atomgewicht des Silberkations

Die gefundenen Massen mit den intensivsten Signalen konnen damit eindeutig den
unterschiedlichen Oligomerisationsgraden der linearen, acetylierten Tri- bis Heptamere und dem
zyklischen, acetylierten Heptamer jeweils als Ag-Pseudo-Molekiilionen zugeordnet werden. Im
Bereich des Heptamers ist diese Zuordnung nicht mehr moglich. Eine effektive Mdglichkeit, um eine
Differenzierung zwischen chemischer und massenspektrometrischer Herkunft der Signale im héheren
Molekulargewichtsbereich machen zu konnen, besteht darin, Messungen durch Variation der
Metallsalzzugabe zu ergidnzen (Abb. 2-2).

a.i.
5000 - a)
2500 qumm
0 i || " o
30000 I + ! [Hept +|_|] [Heptl‘FLl]+ + I A I I
= 1 \ | .
20000 - ”"T”“— i o b)
10000-JML L
0_ ) S N I
T T ' ' alt AT F T !
30000 Lo [Hept+Na] : c)

' o ' ] ' LR ' '
_ | " [Hept.  +K ! .

20000 ] | ,,[Hep 2yKd ] ! [Hept+K] d)
100004 | Mk

0 b—r— —
30007 | [Hept Ag] ! M
20004 ! U '
1000-

0

2050 2100 2150 2200 miz

Abb. 2-3:  Variable Metall-Pseudo-Molekiilionenbildungen zur eindeutigen
Charakterisierung, veranschaulicht am Beispiel eines Kohlenhydrates (Kapitel 3.3.1.3.1,
S. 132); weitere Ag-Pseudo-Molekiilionen sind mit * gekennzeichnet: a) ohne
Metallsalzzugabe; b) CF;CO,Li; ¢) CF;CO,Na; d) CF;CO,K; ) CF;CO,Ag.
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In Abb. 2-3 wird gezeigt, dass trotz gezielter Zugabe von Silbertrifluoracetat zur
Probenmischung das erhaltene Massenspektrum Signale zeigt, welche durch konkurrierende Pseudo-
Molekiilionen der linearen und zyklischen, vollstindig acetylierten Strukturen mit Natrium- und
Kaliumkationen gebildet werden. Dabei kann festgehalten werden, dass die letztere die bevorzugte
Pseudo-Molekiilionenbildung mit den Analyten ist, da bei dem erhaltenen Massenspektrum (Abb.
2-3d) keine konkurrierenden Ionisationen gefunden werden. Dabei wird deutlich, wie nachdriicklich
eine Spektreninterpretation durch zusétzliche, konkurrierende Pseudo-Molekiilionenbildungen
erschwert ist.

Zusétzlich zur Verschiebung der Signallagen um die Massen des eingesetzten Metallkations
kann die Isotopenauflosung durch Vergleich mit einer entsprechenden Isotopensimulation zur
eindeutigen Charakterisierung herangezogen werden. So konnen in Abb. 2-3e neben den iiberlagerten
Signalen konkurrierender Na- und K- eindeutig zusitzliche Ag-Pseudo-Molekiilionenbildungen
erkannt werden. Diese durch * hervorgehobenen Ag-Pseudo-Molekiilionen kénnen im Folgenden
dann als lineare und zyklische Struktur des Heptamers mit einer unvollstdndigen Acetylierung
berechnet werden.

Aus diesem Beispiel geht hervor, wie wichtig die Metallsalzzugabe ist, um ein Molekiil mangels
protonierbarer Stellen einer massenspektrometrischen Untersuchung zugénglich machen zu
konnen (Abb. 2-3a). Des weiteren wird die variable, konkurrierende und nur bedingt vorhersagbare
Pseudo-Molekiilionenbildung auch bei gezielter Metallsalzzugabe (Abb. 2-3b,c,e) deutlich. Daher
muss bei jeder massenspektrometrischen Untersuchung die Art der lonisation des Analyten

sichergestellt werden, um eine eindeutige Interpretation des Massenspektrums zu ermdglichen.

2.1.4 Detektionsmodi und deren praktische Bedeutung fiir die Fragmentionenanalyse

Die einfachste Konfiguration des TOF-MS ist der lineare Detektionsmodus, bei dem lonen nach ihrer
Beschleunigung und Durchlaufen der Flugstrecke auf einen Detektor am Ende des Flugrohrs treffen.
Dieser Detektionsmodus ist von untergeordneter Bedeutung, da die erhaltenen Molekiilsignale nur mit
relativ geringer Auflosung erhalten werden, woflir eine Kombination experimenteller Faktoren wie
z.B. der Zeitpunkt der Ionenerzeugung, die anfangliche Energieverteilung und die Coulombabstofung
verantwortlich sind. Die durch die Energieverteilung der lonen bedingte geringe Auflosung im
linearen Detektionsmodus kann durch die Anwendung des lonenreflektrons deutlich verbessert
werden.

Das Ionenreflektron ist vor dem Lineardetektor angeordnet und besteht aus einem
entgegengerichteten, leicht gewinkelten elektrischen Feld, das geringfiigig hoher als das
Beschleunigungspotential eingestellt ist. Die eintreffenden Ionen dringen in das Ionenreflektron ein,
bis sie ihre kinetische Energie vollstindig verloren haben, werden umgelenkt und auf den
Reflektordetektor weiterbeschleunigt. Ionen mit gleichem m/z-Verhiltnis, aber groferer kinetischer
Energie dringen tiefer in das Reflektionsfeld ein als Ionen, die eine kleinere kinetische Energie
besitzen. Die lonen mit der groBeren kinetischen Energie treffen daher verzogert auf dem
Reflektordetektor ein. Die Auflésung sowie die Massengenauigkeit der Messung werden gesteigert,
jedoch wird die hohe Empfindlichkeit des TOF-MS leicht eingebiift, da die vor dem lonenreflektron
zerfallenen Molekiilionen nicht detektiert werden konnen.
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Die praktische Bedeutung des linearen Detektionsmodus besteht darin, dass ein Zerfall von
Ionen nach der Beschleunigung keinen Einfluss auf das erhaltene Massenspektrum hat, da sich die
Geschwindigkeit der Bruchstiicke nach dem Zerfall nur unwesentlich dndert. Aus diesem Grund
werden ,,Post-Source Decay* (PSD)-Fragmentionen, also Fragmentionen, die in der Flugstrecke durch
metastabilen Zerfall gebildet werden, zum gleichen Zeitpunkt am Lineardetektor registriert, bei dem
die intakten Elternionen registriert worden wéren. Damit konnen am Lineardetektor ausschlieBlich
Fragmentionen, die vor der Beschleunigungsphase und damit innerhalb der Quelle entstehen, die
sogenannten ,,In-Source Decay* (ISD)-Fragmentionen, registriert werden, nicht jedoch PSD-
Fragmentionen. Im Reflektordetektionsmodus werden beide Arten an Fragmentionen detektiert (Abb.
2-4), da die PSD-Fragmente durch das Reflektron (Kapitel 2.2, S.24) nach ihrer Masse getrennt
werden. Vergleichsmessungen in den beiden Detektionsmodi bieten die Moglichkeit, die Herkunft

eines Fragmentes indirekt zu bestimmen.

a.i.
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Abb. 2-4:  Ein Reflektor-MALDI-TOF-Massenspektrum
eines Dendrimers (Kapitel 3.4.3.5, S. 172) zeigt neben intaktem
Elternion dominante ISD- und PSD-Fragmentierung.

Der Nachteil dieses analytischen Ansatzes besteht darin, dass nur die ISD-Fragmente mit der
korrekten Kalibrierung detektiert werden, da diese schon in der Quelle und damit vor der
Beschleunigungsphase entstehen. PSD-Fragmente dagegen besitzen einen Bruchteil der kinetischen
Energie des Elternions und erreichen den Reflektordetektor zu einem spiteren Zeitpunkt als das
identische ISD-Fragment und werden intrinsisch mit einer falschen Kalibrierung detektiert. Uber die
Struktur lésst sich daher nur fiir das ISD-Fragment, jedoch nicht fiir das PSD-Fragment eine Aussage
treffen. Zur Veranschaulichung der Komplexitit dieses Sachverhaltes ist in Abb. 2-4 ein Reflektron-
MALDI-TOF-Massenspektrum eines Dendrimers (Kapitel 3.4.3.5, S. 172) dargestellt, welches ISD-
und PSD-Fragmente zeigt.
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2.2 MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik

2.2.1 Grundlagen

Der MALDI-Prozess verldauft derart schonend (Kapitel 1.1.2, S. 4), dass Analytionen bis einige
hunderttausend Dalton intakt produziert werden konnen. Eine ,In-Source Decay*“ (ISD)-
Fragmentierung resultiert aus einem spontanen Zerfall in der Quelle und kann in der Regel durch
geeignete experimentelle Bedingungen vermieden werden. ISD-Fragmentionen kénnen jedoch durch
Vergleichsmessungen im Linear- und Reflektordetektionsmodus (Kapitel 2.1.3, S. 20) indirekt
nachgewiesen werden. Intakt desorbierte Analytionen konnen nach dem Verlassen der Quelle und der
Beschleunigungszone einer ,,Post-Source Decay“ (PSD)-Fragmentierung in der Driftstrecke des
Flugzeitmassenspektrometers unterliegen. Die Fragmentionen, die aus einem solchen metastabilen
Zerfall resultieren, konnten erstmals in einem MALDI-TOF-Massenspektrometer von Kaufmann et al.
1991 von Peptiden detektiert werden®™,

Die benétigte Aktivierungsenergie des PSD-Fragmentprozesses (,,In-Source“-Aktivierung)-
erfahrt der Analyt in der Ionenquelle des Massenspektrometers wihrend der Beschleunigungsphase
durch StéBe in der Ausbreitungswolke, in der ein hoher lokaler Druck auftritt. Trotz des hohen
Vakuums in der Driftstrecke des Massenspektrometers erfolgt zusidtzlich eine Aktivierung des
Analyten durch Stofe mit Restgasmolekiilen (,,In-flight“-Aktivierung)'*, welche jedoch bei einem
typischen Gasdruck von 8x10” mbar selten sind'*.

Die StoBaktivierung kann stark erhoht werden, indem ein entsprechendes StoBgas nach der
Beschleunigungszone eingelassen wird. Dieser stoBinduzierte Zerfall eines Analyten in der
Driftstrecke des Flugzeitmassenspektrometers wird dann als ,,Collision-Induced Decay* (CID)-
Fragmentierung bezeichnet. Bei dieser stoBinduzierten Aktivierungsmethode liegt der Restgasdruck
typischerweise bei 3x10°® mbar.

Der PSD- und CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik liegen damit gleichermalien eine
Fragmentierung innerhalb der Driftstrecke zugrunde. Das zunéchst intakte, aktivierte Elternion zerfallt
in der Driftstrecke vor dem Reflektor (Abb. 2-5) in ein geladenes Fragmention und in ein neutrales
Fragmentmolekiil. Da die Fragmentierung nach der Beschleunigungszone stattfindet, bewegen sich
beide Fragmente mit der gleichen Geschwindigkeit fort wie das Elternion. Fragmente und Elternion

treffen folglich zum gleichen Zeitpunkt auf den Lineardetektor und sind daher nicht differenzierbar.
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Abb. 2-5:  Schematische Darstellung des PSD-MALDI-TOF-

Fragmentierungsprozesses, veranschaulicht an einem Reflektron-MALDI-TOF-
Massenspektrum eines Dendrimers unter Anwendung erhdhter
Beschleunigungsspannungen (Kapitel 3.4.3.2, S. 154).

Der Reflektormodus (Abb. 2-5) erlaubt dagegen eine entsprechende Differenzierung und damit
Charakterisierung von Fragmentionen. Da Fragmentionen die gleiche Geschwindigkeit wie die des
Elternions haben, treffen diese zum gleichen Zeitpunkt, jedoch mit einer niedrigeren kinetischen
Energie E¢ auf den Reflektor. Der Zusammenhang ist durch Gleichung 2-4 gegeben. Die geladenen
Fragmentionen dringen infolgedessen nicht so tief in den Reflektor ein wie das Elternion. Folglich
verlassen die Fragmentionen den Reflektor frither und treffen eher auf den Reflektordetektor als das
Elternion. Demzufolge treffen auch kleinere Fragmentionen frilher am Reflektordetektor ein als

groflere Fragmentionen.

E,=Ey~ % Gleichung 2-4
E¢ kinetische Energie des PSD-Fragmentions in der Driftstrecke
Em kinetische Energie des Elternions in der Driftstrecke
=E,.. ; Beschleunigungsenergie
mg Masse des PSD-Fragmentions
M Masse des Elternions

Die MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik bietet also die Moglichkeit, Strukturinformationen
iiber Analytmolekiile zu gewinnen. Jedoch sollte hervorgehoben werden, dass Peptide schon bei
Schwellenlaserleistung  PSD-MALDI-TOF-Fragmentierungsprozesse zeigen®’, wihrend fiir einen
entsprechenden Zerfall synthetischer Polymere eine starke Erhohung der Laserleistung notwendig ist,

welche eine Zunahme der St63e in der Quelle verursacht.
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2.2.2 Messprinzip

Der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik liegt die ,,Fragment Analysis and Structural TOF*-
(FAST™) Methode zugrunde, deren Prinzip im Folgenden erldutert wird. Fiir eine erfolgreiche PSD-
bzw. CID-Fragmentionenanalytik muss zundchst gewihrleistet sein, dass ausschlieBlich
Fragmentionen detektiert werden, die vom gleichen Elternion herriihren. Diese Bedingung wird umso
erforderlicher, je komplexer das Elternionenspektrum ist (z.B. komplexe Gemische, synthetische
Polymere mit Massenverteilungen).

Dafiir steht ein elektronisches ,,Gate* zur Verfiigung, welches Molekiilionen mit einer
definierten Masse selektiert und dadurch von Molekiilen mit anderer Masse separiert. Dieses ,,Gate"
besteht aus einem elektrischen Feld, das in der Driftstrecke des Massenspektrometers orthogonal zur
Flugrichtung angelegt wird (Abb. 2-6). Durch ein getriggertes Aus- und Einschalten des ,,Gates*
durchwandert das selektierte Molekiilion unbeeinflusst seine Flugstrecke durch das ,,Gate, wéhrend
die Ionen mit niedrigeren sowie hoheren Massen abgelenkt werden. Da die Fragmentionen mit
gleicher Geschwindigkeit (Abb. 2-5) und damit zum gleichen Zeitpunkt wie das Elternion das ,,Gate*
durchwandern, werden im Reflektordetektor sowohl das intakte Elternion der selektierten Masse als
auch dessen Fragmentionen detektiert.

6000+

a) v
4000-
2000-
Reflektor
1)), 3400 3600 3800 : 4000 4200 m/z
Il 5
Vv = T l. (] I(m/z)
acc |« ] > Vref
1 Driftstrecke % p)
Quelle 40001
2000
e Wln.i

3400 3600 3800 4000 4200 m/z

Abb. 2-6: Das Prinzip des elektronischen ,Gates zur Selektion eines definierten
Elternionensignals, veranschaulicht an einem Sternpolymer (Kapitel 3.4.3.7, S. 192):
a) MALDI-TOF-Massenspektrum; b) MALDI-TOF-Massenspektrum nach Selektion mit
dem elektronischen ,,Gate*.
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Da die kinetische Energie der Fragmentionen nur einem Teil der Beschleunigungsenergie
entspricht (Gleichung 2-4), werden die Fragmentionen auf dem Reflektordetektor mit einer falschen
Masse detektiert. Bei einem Vergleich mit Ionen entsprechender Masse, die jedoch schon in der
Quelle vorhanden sind (z.B. ISD-Fragmentionen, intakte Molekiilionen) und daher die volle
Beschleunigungsenergie erfahren, erreichen die Fragmentionen, die in der Driftstrecke gebildet
werden, den Reflektordetektor zu einem spéteren Zeitpunkt. Aus diesem Grund muss eine
Kalibrierung dieser Fragmentionen durchgefiihrt werden. Diese FAST-Kalibrierung ordnet den
auftretenden Fragmentmassen die tatsdchlichen Molekulargewichte dieser Fragmente zu, indem diese
mit einem Kalibrier-,,File* eines Peptides, dessen Fragmente bekannt sind, abgeglichen und eindeutig
zugeordnet werden. Die PSD- bzw. CID-Fragmentkalibrierung wird jeweils mit dem
entsprechenden Kalibrier-,,File® durchgefiihrt.

Ein Nachteil der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik ist, dass bevorzugt grof3e
Fragmentionen (m¢> 0.75xM) detektiert werden, da einerseits die kleineren Fragmentionen nicht
ausreichend tief in den Reflektor eindringen und somit in einem Bereich mit geringerem
Flugzeitdispersionsvermdgen verbleiben. Dadurch werden diese zusammen reflektiert und erzeugen
ein breites Signal im niedrigeren Massenbereich des Fragmentspektrums. Andererseits werden
Fragmentionen mit erheblich kleineren Massen als das Elternion aufgrund ihrer kleineren kinetischen
Energie auf eine falsche Flugbahn reflektiert, so dass diese den Reflektordetektor gar nicht erreichen.
Aus diesem Grund werden bei der FAST-Methode =zur Datenaufnahme eines PSD-
Fragmentspektrums 15 einzelne Segmentspektren (Abb. 2-7) mit immer kleiner werdenden
Reflektorspannungen aufgenommen. In jedem dieser Segmente entspricht damit die
Reflektorspannung einem anderen Fragmentmassenbereich, so dass die Fragmentionen auf dem
Reflektordetektor differenziert werden konnen. Die 15 Segmente werden nach der entsprechenden
FAST-Kalibrierung zu einem MALDI-TOF-Fragmentspektrum zusammengefiigt. Das CID-
Fragmentspektrum wird durch den selben Segmentaufbau erhalten, jedoch werden

16 Einzelsegmente aufgenommen.
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Abb. 2-7:  Aufbau eines Fragmentmassenspektrums mittels der FAST™-
Methode, welches durch Zusammenfiigen der einzelnen Segmentspektren
erhalten wird. Veranschaulicht wird dies am Beispiel des y-Cyclodextrins
(Kapitel 3.3.1.3, S. 132).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Praktische und theoretische Gesichtspunkte der MALDI-TOF-MS-
Probenpraparation

3.1.1 Grundlagen und Motivation

Der Desorptions- und lonisationsprozess ist noch weitgehend ungeklért (Kapitel 1.1.2, S. 4), weshalb
nur eingeschrinkt giiltige Vorhersagen zu den geeigneten experimentellen MALDI-Bedingungen einer
Substanz (Kapitel 2.1.1, S. 15) getroffen werden konnen. Voraussetzungen fiir die herkommliche
Probenpréparation sind die Loslichkeit der Analyten und Matrices und deren Kompatibilitdt sowohl
hinsichtlich der eingesetzten Losungsmittel als auch des Analyt- und Matrixsystems. Des weiteren
muss nach der Losungsmittelentfernung die im gelosten Zustand erzielte Homogenitit im
auskristallisierten Analyt-Matrix-Gemisch auf der Oberfliche des MALDI-Probentragers erhalten
bleiben. Die Bestrebungen nach einer entsprechenden Vororganisation des Analyten und der Matrix
fiihrten zu unterschiedlichsten Probenpriparationsmethoden, um das Kristallwachstum positiv zu
beeinflussen. Homogenitit einer erhaltenen Analyt-Matrix-Mischung kann durch die richtige Wahl der

130,144
" und

L6sungsmittell37, der Matrices'3!3%140:141.142 = g gemischten Matrices'®, der Co-Matrices
Detergentien'*'*, der pH-Werte'""'**| der Gegenwart von Metallsalzen'* und Gegenionen'”’, der
Konzentrationen in Losung und der Analyt/Matrix-Verhiltnisse'', der Probenauftragungsdichte und
der Auftragungsmethode wie z.B. der ,.dried droplet“m, ,thin-«"** und ,,thick-layer“ss, ,,seed-
layered“'>*, _ spin-coated“'** und , elektrospray“-Auftragung''® erzielt werden. Diese Faktoren konnen
die Ionenausbeute erheblich beeinflussen, aber auch ausgeprigte Massendiskriminierungen
verursachen. Damit iiben bei der herkdmmlichen 16sungsmittelbasierenden MALDI-Probenpriparation
zu viele Schliisselparameter einen zum Teil erheblichen Einfluss aus. Hieraus ergibt sich die
Notwendigkeit einer universelleren Methode, die einfacher anzuwenden ist und weniger kritische
Parameter aufweist.

Um unl6sliche Substanzen einer Charakterisierung mittels MALDI-TOF-MS zuginglich zu
machen, wurden kiirzlich Untersuchungen zur losungsmittelfreien MALDI-Probenpriparation
durchgefiihrt'"'?. Diese 16sungsmittelfreie Probenpréparation zeigt grofe Entwicklungsmoglich-
keiten zum Verstandnis und zur Vereinfachung der MALDI-Methode.

Basierend auf diesen neueren Entwicklungen werden zundchst weiterfilhrende praktische
Gesichtspunkte der 16sungsmittelfreien Probenpréparation erarbeitet, um Erkenntnisse und Aussagen
hinsichtlich ihrer allgemeineren Anwendbarkeit treffen zu konnen. Ein systematischer Vergleich
zwischen der 16sungsmittelbasierenden und der 16sungsmittelfreien Probenpréparation soll dabei die
Gemeinsamkeiten und Unterschiede hervorheben. Die Zugénglichkeit unldslicher synthetischer
Polymere wird ebenfalls untersucht. Des weiteren werden theoretische Implikationen dieser
16sungsmittelfreien Probenpriparation hinsichtlich der Modellvorstellung der MALDI-TOF-MS-
Methode beriicksichtigt und durch geeignete Experimente vertieft.
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3.1.2 Losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS

3.1.2.1 Universelle Anwendbarkeit

Die Analyten, die in diesem Kapitel systematisch unter verschiedenen Aspekten hinsichtlich der
universellen Anwendbarkeit der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS untersucht werden, sind bis auf

Rinderinsulin 3 und Rinderserumalbumin (BSA) 4 in Abb. 3-1 zusammengestellt.

CH3
OCH3;
n n
Polystyrol (PS) Polymethylmetacrylat (PMMA)
2 kDa 1a, 7 kDa 1b, 27 kDa 1c, 2 kDa 2a, 7 kDa 2b, 28 kDa 2c,
44 kDa 1d, 96 kDa 1e 52 kDa 2d, 100 kDa 2e
Wiederholungseinheit: 104 Da Wiederholungseinheit: 100 Da
0] HsC CHj 0]
Polyetherimid (PEI) 5
(J N
O/ O 5 Wiederholungseinheit: 592 Da
n
Cl

C.I. Pigment Rot 144 6

MW (R1=Cl; R2=H) = 826 D

ﬁj// JHe NN (R1=CL R2=H) = 820 a
mdgliche Nebenprodukte:

‘ MW (R1=H; R2=H) = 791 Da

MW (R1=Cl; R2=Cl) = 861 Da
cl

Abb. 3-1:  Strukturen der verwendeten Analyten mit
Ausnahme von Rinderinsulin 3 und Rinderserumalbumin 4.
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3.1.2.1.1 Untersuchungen zu Nieder- und Hochmolekulargewichtsbestimmungen

3.1.2.1.1.1 Optimale molare Analyt/Matrix-Verhiltnisse.

Fiir einen einfachen Vergleich der Ergebnisse, die mit konventioneller 16sungsmittelbasierender und
16sungsmittelfreier MALDI-Probenpriparation hinsichtlich der Sensitivitit und Auflosung erhalten
werden, stiitzen sich diese Untersuchungen auf gut charakterisierte, definierte Polymerstandards wie
die der Polystyrole (PS) 1a und Poly(methylmethacrylate) (PMMA) 2a. Diese sind in hoher Reinheit
hinsichtlich
Polydispersititen kduflich erhiltlich.

Die Massenspektren von PMMA (2.000 Da 2a, Abb. 3-2) zeigen nahezu gleiche Ergebnisse fiir

beide Préparationsmethoden hinsichtlich der wichtigsten Informationen wie die der absoluten Massen

ithrer chemischen Zusammensetzung (z.B. definierte Endgruppen) und engen

der aufgelosten Signale und der Molekulargewichtsverteilung. Zusétzlich zeigt sich kein
nennenswerter Unterschied in der Form der Molekulargewichtsverteilung mit unterschiedlich molaren
Analyt/Matrix-Mischungsverhiltnissen von 1/50 bis 1/5.000. Damit verdndert sich die komplette

Erscheinung der Massenspektren nicht, sie sind bei Anwendung der l6sungsmittelfreien und

l6sungsmittelbasierenden Probenpréparation praktisch identisch.

i) I6sungsmittelfrei

ii) 16sungsmittelbasierend
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Abb. 3-2: Massenspektren von PMMA (2.000 Da,2a) in  Abhéngigkeit von
unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen von PMMA/Dithranol/CF;CO,Li:
1) 16sungsmittelfreic =~ MALDI-TOF-MS: a) 1/50/10,  b) 1/500/10,  ¢) 1/5.000/10;

i1) 16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS: a) 1/50/10, b) 1/500/10, c) 1/5.000/10.
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Die 16sungsmittelfreiec  MALDI-TOF-MS (Abb. 3-2a-c) aufweisen im Vergleich zur
losungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS (Abb. 3-2d-f) bemerkenswerte Vorteile hinsichtlich
besserer Signalintensitdten, welche dreimal groBer sind, und damit ein verbessertes Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis in den Massenspektren fiir alle angewendeten molaren Analyt/Matrix-Verhiltnisse zeigen.
Die Basislinienverinderung und die Beeintrachtigung durch den Matrixuntergrund ist bei den
Matrixverdiinnungsexperimenten der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS weniger stark ausgepragt.
Unter Anwendung der Idsungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS sind die erhaltenen
Massenspektren von komplexerer Natur aufgrund unerwiinschter Konkurrenzionisationen mit
unterschiedlichen Metallkationen. Die groffite Konkurrenz tritt zwischen Lithium- und
Natriumkationen auf, und ist umso ausgeprégter, je groBer die Matrixverdiinnung wird (Abb. 3-2e,f).
Diese nachteilige Konkurrenzionisation ist vernachldssigbar gering bei Anwendung der
losungsmittelfreien Probenprédparation. Der Unterschied beider Probenpriparationen ist am stirksten
fiir die Verdiinnung 1/5.000. Hier ist die Qualitit des erhaltenen Massenspektrums zugunsten der
losungsmittelfreien MALDI-TOF-MS wesentlich hoher.

Das optimale Mischungsverhéltnis von Analyt und Matrix in Abb. 3-2 wird fiir beide
Préaparationsmethoden bei 1/500 gefunden. Die losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS zeigt eine
wesentlich hohere Toleranz gegeniiber anderen Mischungsverhéltnissen, da die Erscheinung der
Massenspektren in Abb. 3-2a-c praktisch unveréndert bleibt im Gegensatz zu den Massenspektren der
16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS (Abb. 3-2d-f).

Von Bedeutung ist der Nachweis, dass Kationisierungsmetallsalze (z.B. Lithiumtrifluoracetat)
bei der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS analog der 16sungsmittelbasierenden Probenpriparation
einsetzbar sind. Die Metallkationanlagerung, bei der Pseudo-Molekiilionen gebildet werden, ist
bedeutend, da Polymere fiir einen erfolgreichen Ilonisationsschritt herkommlicherweise auf
Kationisierungsmetallsalze (Kapitel 2.1.1, S. 15) angewiesen sind.

Die gleichen Untersuchungen wurden fiir PS (2.000 Da, 1a) durchgefiihrt und verifizieren die
Ergebnisse der PMMA-Untersuchungen. Es zeigt sich eine starke Ubereinstimmung beider MALDI-
Préaparationsmethoden, welche auf die enge Polydispersitdt dieser Polymerstandards zuriickgefiihrt
werden kann. Die 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS zeigt bei der Analyse von PMMA und PS
keine Nachteile im Vergleich zur 16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS. Dabei ldsst sich
vermuten, dass dies ein generelles Verhalten ist, das gleichermaflen fiir die Charakterisierung anderer
Analyt-Matrix-Systeme angewendet werden kann. Um die deutlichen Unterschiede zwischen direkter
Laseranregung von PMMA 2.000 Da 2a in Laserdesorption/lonisation und Matrix-unterstiitzten-L.D
hervorzuheben, wurden diese Untersuchungen durch LD-TOF-MS-Messungen ergénzt. Diese LD-
TOF-MS-Ergebnisse verdeutlichen, dass die LD-Massenspektren dieser Analyten nur unter
Anwendung hoherer Laserleistungen erhéltlich sind und dabei nur geringe Signalintensititen und
signifikante Unterschiede im Kurvenverlauf der Polymerverteilung aufweisen. Bei den analogen
Untersuchungen an PMMA 7.000 Da 2b kann gezeigt werden, dass beide MALDI-TOF-MS-
Probenpriparationsmethoden die Charakterisierung der intakten Molekularionen erlauben,
wohingegen die LD-TOF-MS versagt. Damit ist die Desorption/Ionisation von PMMA in diesem
Molekulargewichtsbereich ohne Matrixunterstiitzung nicht zugénglich.
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3.1.2.1.1.2 Kalibrierung, Sensitivitit und Auflésung.
Die Auflosung und die Kalibriergenauigkeit werden reprisentativ fiir PS (2.000 Da, 1a) gezeigt,

welche durch die beiden unterschiedlichen Probenpridparationsmethoden unter Anwendung des
optimalen Mischungsverhiltnisses von 1/500 (Analyt/Matrix-Verhéltnis) erzielt werden. Bei der
Evaluierung der monoisotopischen Massen des PS 20-mers (2.246 Da, Abb. 3-3) bei externer
Kalibrierung ergeben sich Molekulargewichtsabweichungen von durchschnittlich <30 ppm fiir beide
MALDI-Priparationsmethoden. Die experimentell erhaltenen Auflosungen werden mit denen der
computersimulierten Auflosung von M/AM=5.000 (Abb. 3-3a) der isotopenaufgelosten Verteilung des
20-mers verglichen. Die experimentell ermittelten Auflosungen sind 4.000 fiir die
l6sungsmittelbasierende (Abb. 3-3b), 5000 fiir die losungsmittelfreie Probenpriparation (Abb. 3-3c¢)
und 3.000, wenn das losungsmittelfreiec MALDI-Gemisch als Pellet gepresst auf den MALDI-
Probentriger aufgetragen wird (Abb. 3-3d). Damit zeigen sich eine hohere Auflosung und Sensitivitit,
wenn das MALDI-Pudergemisch direkt auf den Probentrdger aufgetragen wird, statt zunéchst ein
Pellet zu pressen analog eines KBr-Pellets und zu vermessen. Die hohere Dichte dieses gepressten
Pellets des Analyt-Matrix-Metallsalz-Gemisches scheint moglicherweise aufgrund der erhohten

Oberfldchenenergie den Desorptionsschritt zu erschweren.
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Abb. 3-3: Isotopenverteilung des PS20-mersla bei einem molaren
Mischungsverhdltnis von 1/500/10 (PS/Dithranol/CF;CO,Ag): a) Computer-
simulation  (Auflosung 5.000); b) losungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS
(Auflosung 4.000); c) losungsmittelfreie  MALDI-TOF-MS  (Aufldsung 5.000);
d) 16sungsmittelfreiec  gepresste  Pellet ~MALDI-TOF-MS-Probenauftragung
(Auflésung 3.000).
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Weiterfiihrende Untersuchungen zu den beiden unterschiedlichen losungsmittelfreien MALDI-
Auftragungsmethoden auf den Probentridger zeigen bemerkenswerte Qualitdtsunterschiede in den
Massenspektren von PS (2.000 Da, 1a) hinsichtlich variierender molarer Analyt/Matrix/Metallsalz-
Verhiltnisse von 1/500/10 und 1/300/10 (Abb. 3-4). Bei der Evaluierung der 1/300/10-Verhéltnisse
zeigen die Massenspektren der 16sungsmittelfreien Probenpriaparationsmethode (Abb. 3-4b) dreifach
hohere Signalintensitdit und eine verbesserte Auflosung verglichen mit der gepressten
Pelletauftragungsmethode (Abb. 3-4a). Eine Matrixverdiinnung von 1/500/10 fiihrt zu einer starken
Qualitdtsverbesserung bei der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS (Abb. 3-4d) und, im Gegensatz
dazu, zu einer starken QualitétseinbuBe bei der gepressten Pelletanwendung (Abb. 3-4¢), erkennbar
durch geringe Signalintensitdten und Signal-zu-Rausch-Verhiltnisse.
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Abb. 3-4:  Vergleich von PS (2.000 Da, 1a) MALDI-TOF-Massenspektren
unterschiedlicher 16sungsmittelfreier Probenauftragungsmethoden bei unterschiedlichen
PS/Dithranol/CF;CO,Ag-Mischungsverhiltnissen (in Klammern): a) gepresste
Pelletauftragung fiir MALDI-TOF-MS (1/300/10); b) 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS
(1/300/10); c) gepresste Pelletauftragung fiir MALDI-TOF-MS (1/500/10);
d) 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS (1/500/10).



ERGEBNISSE 35

Die gepresste Pelletauftragung ermdglicht es, gute MALDI-TOF-MS-Ergebnisse zu erzielen,
zeigt jedoch Nachteile gegeniiber der direkten Puderauftragung auf den Probentrdger bei
16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS:

o zeitaufwendige Pelletpraparation und

e kleinere Toleranz fiir weniger optimale molare Analyt/Matrix-Verhéltnisse

fiihren bei steigender Matrixverdiinnung zu einem schnellen Qualititsverlust der MALDI-TOF-
Massenspektren. Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die gepresste Pelletauftragung fiir MALDI-TOF-MS
von Polyamid < 5.000 Da berichtet'**. Die uniiblichen Analyt/Matrix-Verhltnisse bei der gepressten
Pelletauftragungsmethode weisen auf eine weniger effektive Matrixunterstiitzung hin und stehen im
starken Widerspruch zur l6sungsmittelfreien und 16sungsmittelbasierenden Probenpriparation. Aus
praktischen (z.B. Zeitaufwand) ebenso wie aus ergebnisorientierten Gesichtspunkten (z.B. bessere
Auflosung) ist es daher besser, auf die Anfertigung eines gepressten Pellets zu verzichten, sofern fiir
eine ausreichende Haftung des Analyt-Matrix-Metallsalz-Pudergemisches auf den Probentriger

gesorgt wird.

3.1.2.1.1.3 Hochmolekulargewichtsbestimmungen.

Die Gemeinsamkeiten der Ergebnisse der 10sungsmittelfreien und 16sungsmittelbasierenden MALDI-
Probenpriparationsmethoden fiir die Charakterisierung niedermolekularer Analyten heben unmittelbar
das Potential der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS hinsichtlich deren Genauigkeit und Aufldsung
hervor. Ein weiterer Aspekt der Universalitét ist, das Potential der Methode zur Charakterisierung
hochmolekularer Analyten nachzuweisen. Aus diesem Grund werden die mittels der neuen und
traditionellen Methode erhaltenen Ergebnisse in einem Massenbereich bis 100 kDa miteinander
verglichen. Abb. 3-5 zeigt die Massenspektren von PS 96 kDa 1e als reprisentatives Beispiel der
Ergebnisse, die bei den Untersuchungen der zwei unterschiedlichen Methoden fiir PMMA- (28 2c,
522d und 100 kDa 2e) und PS-Analyten (7 1b, 27 1¢, 44 1d, 96 kDa 1e) erhalten wurden. Die
l6sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS erzielt Massenspektren mit nahezu gleicher Qualitidt (Abb. 3-5a),
jedoch  etwas  geringerer  Signalintensitit wie  bei  der  Idsungsmittelbasierenden
Probenpréparation (Abb. 3-5b).

Die mit steigendem Molekulargewicht erhohte wachsartige Beschaffenheit von PS erschwert die
Homogenisierung von Matrix und Analyt beim Mahlvorgang. Unter Einsatz einer externen
Kiihlapparatur des Mahlbechers mittels fliissigem Stickstoff wahrend des Mahlvorgangs wurde die
Sprodigkeit der PS-Probe 96 kDa 1e so weit erhoht, dass eine ausreichend homogene Durchmischung
des  Analyt-Matrix-Metallsalz-Gemisches  erhalten = wurde. Bei der 16sungsmittelfreien
Probenpriparation ldsst sich im Folgenden eine steigende Spektrenqualitit in Abhéngigkeit von

unterschiedlichen Durchmischungsmethoden ermitteln:

Morser-Behandlung < Kugelmiihle < gekiihlte Kugelmiihle.
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Abb. 3-5: Massenspektren von PS (96 kDa, 1e) identisch geglédttet und
basislinienkorrigiert: a) 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS; b) konventionelle
16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS.

Die Qualitdt der Massenspektren ist nur indirekt abhingig vom Molekulargewicht, jedoch
insbesondere von der Sprodigkeit des Analyten und der Matrix bzw. dessen Fahigkeit, eine homogene
Durchmischung mit der angewendeten Matrix einzugehen. Daher ist die Gewahrleistung der
Homogenitdt des Analyt-Matrix-Gemisches ausschlaggebender Faktor, der den Erfolg der
l6sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS diktiert.

Die mit dieser Kugelmiihle erhiltliche PartikelgroBe wird im Bereich eines Mikrometers'™
angegeben, hingt jedoch stark von der Natur des Analyten ab. Die Mahleffizienz kann durch liangere
Mahlzeiten und/oder durch eine externe Kiihlapparatur des Mahlbechers verbessert werden. Diese
Verbesserung der Durchmischbarkeit stellt einen wesentlichen Vorteil der Kugelmiihle gegeniiber der
Morser- und Pistillbehandlung dar: Priaparationsbedingungen konnen einfacher an die Anforderungen
der einzelnen Analyt-Matrix-Mischungen angepasst werden, wobei der Priparationszeitaufwand fiir
beide Methoden ungefdhr gleich ist. Eine hohe Mabhleffizienz im Mikrometerbereich wird bei der
Kugelmiihledurchmischung erreicht und stellt damit eine hohe Homogenitdt und ,,spot-to-spot™-
Reproduzierbarkeit auch bei Polymeren mit hohen Molekulargewichten sicher. Die Morser- und
Pistillbehandlung erweist sich als ausreichend, jedoch insuffizient in Sonderféllen trotz intensiver

Durchmischungsversuche.



ERGEBNISSE 37

Weiterfilhrende  Untersuchungen  zeigten, dass bei der ldsungsmittelbasierenden
Probenpréiparation mit steigendem Molekulargewicht des Analyten die Ergebnisse generell verbessert
werden konnen, je diinner das MALDI-Gemisch aufgetragen wird und umso schneller das
Losungsmittel verdampft. Erzielt werden feinste, mikrokristalline Proben sehr hoher Homogenitit.
Diese operatorspezifische Auftragung kann durch ,spin coating” bzw. ,electrospray“-Auftragung
vereinheitlicht werden'. Bei der Spektrenaufnahme wird eine sehr schnelle Abtragung dieser sehr
diinnen MALDI-Probenschicht beobachtet. Die ,,shot-to-shot“-Reproduzierbarkeit ist erheblich erhdht.

3.1.2.1.2 Untersuchungen zur Analytik von Biopolymeren

Um eine Methode als universell auszuweisen, sollten generelle Untersuchungen ebenfalls eine
Vielzahl von unterschiedlichen Analyten beinhalten. MALDI-TOF-MS hat seine breiteste Anwendung
im Gebiet der Biopolymeranalyse (Kapitel 1.1.3.1, S. 6). Die Zugénglichkeit der 16sungsmittelfreien
Probenpriparation wird aus diesem Grund ebenfalls fiir Rinderinsulin 3 iiberpriift, welches als
Kalibriersubstanz bei der Idsungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS auf dem Gebiet der
Biopolymere Anwendung findet. Dieser Analyt sollte ebenfalls eine Bewertung der
16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS zur Detektion von negativen Ionen ermdglichen'’.

Die erhaltenen losungsmittelfreien MALDI-TOF-Massenspektren von Rinderinsulin 3 im
positiven und negativen Detektionsmodus sind von &hnlicher (Abb. 3-6a,c) und im Vergleich zur
16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS sogar von besserer Qualitédt (Abb. 3-6b,d).

Die 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS zeigt keine Einschrinkungen fiir Proben biologischer
Herkunft und scheint keinen generellen Unterschied im MALDI-Mechanismus zu haben. Des weiteren
wurden keine Nachteile in der lonisation und Detektion bei der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS
beobachtet.

Biopolymere bilden zwar Tertidrstrukturen aus, die zu einer deutlichen Stabilisierung fiihren,
dennoch stellen sie labilere Strukturen dar als z.B. synthetische Polymere. Aus diesem Grund miisste
der Grenzbereich zwischen erfolgreicher und nicht erfolgreicher MALDI-TOF-MS-Analyse bei diesen
Polymerstrukturen deutlich enger sein als bei den zuvor untersuchten synthetischen Polymeren. Aus
diesen Uberlegungen ergeben sich weitere interessante Fragestellungen hinsichtlich der Stabilitit eines
Analyten und des MALDI-Prozesses, die im Folgenden untersucht werden sollen.

Die Anwendbarkeit der Hochmolekulargewichtsbestimmung von Biopolymeren soll anhand
von Rinderserumalbumin (BSA, 66 kDa) 4 durchgefiihrt werden. Im Falle von PS (2.000 Da, 1a)
lieferte die Pelletauftragung trotz sehr geringen Molekulargewichtes deutlich schlechtere
Massenspektren als fiir die direkte Pulverauftragung (Kapitel 3.1.2.1.1, S.31). Dabei muss
angenommen werden, dass die schlechte Qualitit des Massenspektrums (Abb. 3-4, S. 34) durch die
erhohte Laserleistung zu erkldren ist, die jedoch aufgewendet werden musste, um ein Massenspektrum

zu erhalten.

' Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. F.-J. Mayer-Posner, Bruker Daltonik
GmbH, Bremen.
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Abb. 3-6: Massenspektren von Rinderinsulin 3: a) l6sungsmittelfreie MALDI-
TOF-MS (positive Ionen); b) konventionelle l6sungsmittelbasierende MALDI-
TOF-MS (positive  Ionen); c) losungsmittelfreie  MALDI-TOF-MS (negative
Ionen); d) konventionelle 16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS (negative
Ionen).

In Abb. 3-7 sind die Massenspektren von BSA 4 dargestellt, die mittels 16sungsmittelfreier
MALDI-TOF-MS in Abhéngigkeit von der Laserleistung erhalten werden. Die optimalen molaren
Analyt/Matrix-Verhéltnisse liegen bei 1/1.000 und damit zwischen den konventionellen Verhéltnissen
von synthetischen Polymeren (1/500) und Biopolymeren (1/10* bis 1/10°). Bei der Pelletauftragung
des identischen MALDI-Gemisches kann kein 16sungsmittelfreies MALDI-TOF-Massenspektrum
mehr erhalten werden.

Um diese starke Diskrepanz zwischen beiden l6sungsmittelfreien Probenpréparationen zu
erkldren, werden fiir die direkte Pulverauftragung Massenspektren von BSA 4 in Abhéngigkeit von der
relativen Laserleistung aufgenommen. In Abb. 3-7 ist ein Massenspektrum von BSA 4 mit erhdhter
relativer Laserleistung von 55 dem von 50 gegeniibergestellt. Dabei wird deutlich, wie stark der
Qualitdtsverlust mit leichter Erhohung der Laserleistung einhergeht, welcher auf stirkere
Fragmentierung zurilickgefiihrt werden kann. Am auffilligsten zeigen sich dabei (Abb. 3-7b) die
starke Verbreiterung des Molekularionensignals bei verminderter Intensitidt sowie ein starker Anstieg
der Basislinie im niedermolekularen Bereich. Damit wird deutlich, dass diese Untersuchungen

unmittelbar an der Stabilitdtsschwelle des Biopolymers erfolgen.
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Abb. 3-7:  Losungsmittelfreie MALDI-TOF-Massenspektren von BSA 4
mit steigender relativer Laserleistung: a) 50; b) 55.

Der Misserfolg der MALDI-TOF-MS-Analyse bei einer Pelletpraparation weist auf einen
Zusammenhang zwischen Oberflachenbeschaffenheit und Dichte der MALDI-Probe hin und scheint
einen effektiven MALDI-Prozess zu erschweren. Je kompakter die Oberfliche des Analyt-Matrix-
Gemisches ist, desto weniger effektiv verlauft der MALDI-Prozess. Die Desorption/Ionisation ist
gehemmt und kann nur durch erhdhte Laserleistung iiberwunden werden. Umgekehrt ist der MALDI-
Prozess umso effektiver, je loser das MALDI-Probengemisch ist.

Damit ist nicht nur eine effektive Durchmischung des Probenoberflichengemisches
ausschlaggebender Faktor bei der MALDI-TOF-MS-Analyse, sondern insbesondere die
Probenbeschaffenheit, die sich unter anderem gerade durch die beiden unterschiedlichen
16sungsmittelfreien Probenauftragungsmethoden wiederspiegelt. Ahnliche Zusammenhinge sind
vermutlich ebenfalls in der losungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS ableitbar und werden im
theoretisch motivierten Teil dieses Kapitels eingehender untersucht (Kapitel 3.1.3, S. 63). Dennoch
kann eindeutig gezeigt werden, dass bei geeigneten 16sungsmittelfreien
Probenpréiparationsbedingungen und -auftragungsmethoden auch Hochmolekulargewichtsbestimmung
von  Biopolymeren  durchgefiihrt werden  kann.  Entsprechend den  synthetischen
Polymeren (z.B. Kiihlung beim Mahlvorgang, Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31) konnen in Zukunft ebenfalls in

diesem biologischen Bereich Optimierungsuntersuchungen durchgefiihrt werden. Trotz hdherer
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Labilitit der Biopolymere im Vergleich zu synthetischen Polymeren unterscheiden sich deren
losungsmittelfreie Pulver MALDI-TOF-MS-Analysen prinzipiell nicht von herkémmlichen MALDI-
Methoden. Auffillig zeigte sich bei diesen BSA-Untersuchungen, dass die anwendbaren molaren
Analyt/Matrix-Verhiltnisse wesentlich begrenzter sind als bei den synthetischen Polymeren.

Obwohl die 16sungsmittelfreie Probenpriparation sich direkt und unkompliziert erweist, zeigt
die Handhabung der Analyt-Matrix-Mischung eine Limitierung hinsichtlich der minimalen
Probenmenge fiir den Kugelmiihlenbecher (1,5 mL im Volumen): die einfach handzuhabende
Gesamtmenge der Analyt-Matrix-Mischung liegt im Bereich von 3 mg. Dies entspricht bei einem
Protein von 50 kDa und der HCCA-Matrix bei einem gingigen molaren Verhiltnis von 1/10* einer
Substanzmenge von 80 pg. Diese Limitierung beschrinkt bioanalytische Anwendungen, welche
generell substanzlimitiert sind. Jedoch ist diese Einschrinkung bedingt durch die GréBe der bisher
verwendeten  Ausriistung und kann durch die Entwicklung entsprechend kleinerer

Kugelmiihlenbehélter behoben werden.

3.1.2.1.3 Anwendungsbeispiele

Bei diesen Untersuchungen steht die generelle Anwendbarkeit der losungmittelfreien
MALDI-TOF-MS zur Charakterisierung unterschiedlicher Analyten bei mdglichst geringer Variation
der Probenprédparation im Vordergrund. An unterschiedlichen Substanzklassen wird aus diesem
Grunde im Folgenden ein direkter Vergleich der mittels der 16sungsmittelfreien und der
l6sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS-Methode erzielbaren Ergebnisse unter Verzicht von
Optimierungsversuchen angestrebt.

3.1.2.1.3.1 Polyetherimid (PEI) Granulat.

PEI (30 kDa, 5), dessen Struktur in Abb. 3-1 dargestellt ist, ist erstmals Gegenstand von MALDI-
TOF-MS-Untersuchungen. Losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS erlaubte eine direkte Datenaufnahme
eines MALDI-TOF-Massenspektrums mit hoher Qualitdt, insbesondere mit einem guten Signal-zu-
Rausch-Verhéltnis und hoher Sensitivitdt (Abb. 3-8a). Ein konventionelles 16sungsmittelbasierendes
MALDI-TOF-Massenspektrum konnte nicht mit anndhernd gleicher Qualitdt und Signalintensitét

18 erhalten

unter Verwendung von CH,Cl, als Losungsmittel, welches das geeignetste fiir PEI 5 ist
werden (Abb. 3-8b).

Ein optimales Matrix-Losungsmittelsystem konnte mdglicherweise durch intensive
Optimierungsversuchen fiir diese Probe gefunden werden. Dies wurde hier jedoch bewusst nicht
durchgefiihrt, da unser Interesse darin bestand, gute Massenspektren moglichst zeiteffektiv zu
erhalten. Dieses Beispiel zeigt damit zusitzlich zu den Gemeinsamkeiten beider Probenpréparationen
Vorteile der 1osungsmittelfreien MALDI-TOF-MS wie z.B. intensivere Signalintensititen sowie
schnellere Optimierungsprozesse. Die losungsmittelfreie MALDI-TOF-Probenpriparation ist daher als
eine Vereinfachung in der Durchfihrung zu bewerten. Die bekannten Suppressionseffekte'*®'"?
héhermolekularer Bestandteile in der MALDI-TOF-MS sind unberiihrt von der Art der
Probenvorbereitung und kommen bei beiden Probenpriparationsmethoden gleichermaBlen zum

Tragen (Abb. 3-8).
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Abb. 3-8: Massenspektren von PEI 5: a) l6sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS,
b) konventionelle 16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS.

3.1.2.1.3.2 Pigment Rot 144.

Der weitaus grofite Beleg fiir eine Matrixunterstiitzung bei der Iosungsmittelfreien MALDI-
Probenpriparation kann fiir Substanzen erwartet werden, die eine wahre Matrixunterstiitzung
erfordern, um eine intakte Detektion des Molekiilions zu erméglichen und daher nicht mittels LD-
TOF-MS zugénglich sind. Vielversprechend im niedermolekularen Massenbereich sind Substanzen,
die bei der Laserwellenldnge absorbieren (337 nm beim Nj-Laser). Die Fragmentierungstendenz ist
erhht, wenn der Analyt eine signifikante Absorption bei der Absorptionswellenlédnge des
Desorptionslasers zeigt. Dabei wird die bei der Desorption und lonisation absorbierte Energie durch
molekularen Zerfall abgegeben, wobei die matrixunterstiitzte Desorption/lonisation die
Fragmentierungstendenz stark vermindern kann'>'®. Diese vergleichenden LD-TOF- und MALDI-
TOF-MS-Untersuchungen konzentrierten sich auf zwanzig unterschiedliche Pigmente industrieller
Relevanz", wobei die Ergebnisse exemplarisch fiir Pigment Rot 144 6 in Abb. 3-9 dargestellt werden.
Pigment Rot 144 6 (Abb. 3-1 mit R=Cl) konnte bislang nur mit konventionellen Methoden wie

Diinnschichtchromatographie und IR-Spektroskopie charakterisiert werden und ist nur in

! Pigmente wurden von Dr. R. Az, Clariant GmbH, PTRF Pigmentanalytik, Frankfurt, zur Verfiigung
gestellt.
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Losungsmitteln  mit  hohen  Polaritdten (teilweise in  heiBem  Dichlorobenzol)  oder
Aciditéiten (konzentrierter Schwefelsdure, Trifluoressigsdure) 1oslich. Jedoch sind all diese
Losungsmittel gleichermaBen ungiinstig fiir herkdmmliche MALDI-Matrices, wobei die acidischen
Losungsmittel aufgrund der Oxidationstendenz von Pigment Rot 144 6 einen zusétzlichen Nachteil
aufweisen. Aufgrund des relativ geringen Molekulargewichtes konnte Pigment Rot 144 6 durch LD-
TOF-MS zugénglich sein, sofern ein gewisses Mal} an Fragmentierung toleriert wird. Pigment Rot 144
stammt aus industrieller Produktion und ist ein Produktgemisch. Dies kann zu betréchtlichen

Suppressionseffekten fithren und daher eine eindeutige Interpretation verhindern.
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Abb. 3-9: Massenspektren von Pigment Rot 144 6: a) 16sungsmittelbasierende
LD-TOF-MS; b) konventionelle l6sungsmittelbasierende = MALDI-TOF-MS;
¢) 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS.

Im LD-Massenspektrum von Pigment Rot 144 6 (Abb. 3-9a) ist kein intaktes Molekularion
detektierbar. Des weiteren kann keine eindeutige Charakterisierung des Signals bei m/z 809 (A 17 Da)
erhalten werden. Die Annahme des Verlustes einer Hydroxylgruppe liegt nahe. PSD-LD-TOF-
Experimente schlieBen Fragmentierungen innerhalb der Flugstrecke des TOF-Massenspektrometers
aus, da die Bildung des Fragmentes von m/z 809 ausbleibt (Kapitel 2.2.1, S. 24). Ein sehr dominanter
Kohlenstoff-Stickstoftffragmentbruch innerhalb der Amidfunktion wird gefunden, wobei das
radikalkationische stickstofthaltige Fragmention detektiert wird (Daten nicht gezeigt). Das Signal im
LD-Massenspektrum bei m/z 809 kann daher durch einen direkten Zerfall innerhalb der Quelle (ISD)

oder durch ein unbekanntes Nebenprodukt, einhergehend mit einem hohen Suppressionseffekt des
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Molekiilions erklért, jedoch nicht experimentell nachgewiesen werden. Diese unbefriedigenden
Ergebnisse zeigen die Limitierungen der LD-TOF-MS auf. Im Gegensatz dazu fiihrt die
losungsmittelfreie Probenpréiparation zu MALDI-TOF-Massenspektren, die eindeutig das intakte
Molekiilion als Radikalkation (Abb. 3-9¢) und als Na-Pseudo-Molekiilion neben Spuren an
dechloriertem Nebenprodukt als Radikalkation (Abb. 3-1 mit R=H) nachweisen. Das erhaltene
Massenspektrum ist hinsichtlich der Signalintensitét, der Auflosung und des Informationsgehaltes von
hoher Qualitét.

Aufgrund der geringen Loslichkeit von Pigment Rot 144 6 konnte dieses flr die
16sungsmittelbasierende MALDI-Probenpraparation in THF nur suspendiert werden. Die
losungsmittelbasierende MALDI-Probenpréiparation erlaubt jedoch auch die Ermittlung des intakten
Molekularions durch einfache Suspension des Analyten und zeigt damit einen gewissen Grad an
Matrixunterstiitzung. Die geringe Leistung der konventionellen 16sungsmittelbasierenden MALDI-
Probenpriparation kann in diesem Fall durch Inhomogenititen im Analyt-Matrix-System durch die
schlechte Durchmischung sowie durch die Segregation wihrend des Verdampfungsprozesses des
Losungsmittels bei der Kristallisation erklért werden.

Der Vergleich der LD-TOF-MS und der losungsmittelbasierenden und I6sungsmittelfreien
MALDI-TOF-MS-Methode solcher UV-absorbierenden Substanzen zeigt fiir die letztere Methode
eine klare Matrixunterstiitzung, hohe Sensitivitdt und eine hohe Probenhomogenitét, welche sich durch
eine hohe ,,shot-to-shot““-Reproduzierbarkeit auszeichnet. Damit liefert die 16sungsmittelfreie MALDI-
TOF-MS von den Methoden, die in diesen Untersuchungen zum Vergleich standen, deutlich die
besten Ergebnisse. Die 16sungsmittelfreie MALDI-Probenpréparationsmethode iiberwindet nicht nur
die Inkompatibilititen von Analyt-Matrix-Losungsmittel, die durch die sehr geringe Loslichkeit des
Analyten hervorgerufen wird, sondern behebt ebenfalls die Probleme der Oxidationstendenz des
Analyten bei aciden Losungsmitteln im Losungsschritt, welcher fiir die herkoémmliche
16sungsmittelbasierende Probenprédparation erforderlich ist. Zusétzlich wurde damit in dieser
Untersuchung erstmals Pigment Rot 144 6 mittels MALDI-TOF-MS charakterisiert.

Um mogliche Nebeneffekte, die durch mechanisch induzierte Reaktionen in der
Kugelmiihle (z.B. durch mechanische Energiezufuhr) verursacht werden konnten, wéhrend des
Mahlvorgangs auszuschlieBen, wurden UV-Spektren von Pigment Rot 144 6 vor und nach dem
Mahlvorgang aufgenommen. Sie zeigten keine Verédnderungen.

Die Motivation dieser Untersuchung war es, die traditionelle Methode der
l6sungsmittelbasierenden mit der neuen I8sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS-Methode zu
vergleichen. Der Nachweis der Matrixunterstiitzung bei der losungsmittelfreien MALDI-TOF-MS
wird fiir jeden der untersuchten Analyte gefunden, und es zeigen sich generell hohere
Signalintensitdten und ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis. Dies zeigt, dass die
16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS als eine zusétzliche und komplementire
Probenpréiparationsmethode einsetzbar ist. Die Vorteile, die sich in diesen Untersuchungen ergeben
haben, sollen daher durch weiterfiilhrende Untersuchungen vertieft werden. Hinsichtlich des
theoretischen Verstidndnisses ergeben sich neue Perspektiven, welche in Kapitel 3.1.3 diskutiert und

durch geeignete Experimente vertieft werden.
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3.1.2.2 Vorteile gegeniiber der losungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS

Im Vordergrund dieser Untersuchung steht, die Vorteile der losungsmittelfreien gegeniiber der
losungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS zu erarbeiten. Die Analyten, die in diesem Kapitel
eingehender diskutiert werden, sind in Abb. 3-10 dargestellt. Die detaillierte Motivation dieser
Untersuchung wird in den Unterkapiteln gegeben.

> A\
N

OCHjs
n n n
Polystyrol (PS) Polymethylmethacrylat (PMMA) Polyvinylpyrolidon (PVP)
1,6 kDa 1a, 1,9 kDa 1b, 2 kDa 1c, 2 kDa 2a 2.5kDa 7a, 10 kDa 7b,

2,2kDa 1d, 2,3 kDa 1e

Wiederholungseinheit: 104 Da Wiederholungseinheit: 100 Da Wiederholungseinheit: 111 Da

C132H90 C132H34
1674.7 Da 1618.2 Da
8 9

Abb. 3-10: Strukturen der Analyten.

3.1.2.2.1 Freie Wahl der Matrices

Die grofite Abhédngigkeit der Qualitit eines Massenspektrums, welches durch I6sungsmittelfreie
MALDI-TOF-MS erhalten wurde (Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31), besteht darin, inwieweit es die Sprodigkeit
des Analyten und der Matrix erlauben, ein homogenes Gemisch aus beiden zu erhalten. Dies kann
gingigerweise durch mechanische Behandlung im festen Zustand mit der Kugelmiihle erreicht
werden. Dadurch kénnten prinzipiell ebenfalls Analyt-Matrix-Metallsalz-Kombinationen zugénglich
sein, die bislang wegen Inkompatibilitit der unterschiedlichen Loslichkeitseigenschaften nicht
zugénglich waren.

Fiir diese Modelluntersuchung werden Analyt-Matrix-Kombinationen wie PS/IAA/CF;CO,Ag,
PMMA/TAA/CF;CO,Li und PVP/Dithranol/CF;CO,Na gewéhlt, welche in der konventionellen
16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS wegen der Unvertrdglichkeit des wissrigen und
organischen Losungsmittels nicht zugénglich sind. Die Analyten PMMA und PS benétigen organische
Losungsmittel. PVP quillt in organischen Losungsmitteln und ist nur in wéssrigen Losungsmitteln gut
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16slich'®". Die IAA-Matrix ist in wissrigem Medium sowie Methanol und die Dithranol-Matrix in
verschiedenen organischen Losungsmitteln 16slich (z.B. THF, Dichlormethan).

Unter Verwendung der géngigen molaren Analyt/Matrix-Verhéltnisse von 1/500 werden die
Analyten durch Massenspektren mit hoher Qualitét, starken Signalintensitidten und guten Signal-zu-
Rausch-Verhiéltnissen im Falle von PMMA(2a)/IAA (Abb. 3-11a), PVP(7a)/Dithranol (Abb. 3-11b)
charakterisiert. PS(1¢)/IAA (Abb. 3-11¢) zeigt im gleichen molaren Verhéltnis von 1/500 geringere
Qualitit im Vergleich zur PMMA- und PVP-Probe, aber auch im Vergleich mit der konventionellen
Kombination PS/Dithranol (Abb. 3-14b).
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Abb. 3-11: MALDI-TOF-Massenspektrum von neuen Analyt-Matrix-Kombinationen in
16sungsmittelfreier =~ MALDI-TOF-MS  in  Abhéngigkeit von den  molaren
Analyt/Matrix/Metallsalz-Mischungsverhiltnissen: a) PMMA (2.000 Da, 2a), [AA und
CF;CO,Li von 1/500/10; b) PVP (2.500 Da, 7a), Dithranol und CF;CO,Na von 1/500/10;
¢) PS (2.000 Da, 1¢), IAA und CF;CO,Ag von 1/500/10; d) PS (2.000 Da, 1¢), IAA und
CF5;CO,Ag von 1/5.000/10.

Durch weiterfithrende Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die geringe Qualitdt bei
1/500 in Abb. 3-11c¢ durch eine weitere Matrixverdiinnung auf 1/5.000 wesentlich verbessert werden
kann (Abb. 3-11d). Bislang galt 1/500 als das gidngige Analyt/Matrix-Verhéltnis, welches auch fiir die
losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS konventioneller ~Analyt-Matrix-Kombinationen gefunden
wurde (Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31). Das verbesserte molare Verhéltnis von PS/IAA bei 1/5.000 (Abb.
3-11d) anstatt bei 1/500 (Abb. 3-11¢) zeigt, dass neue Analyt-Matrix-Kombinationen die optimalen
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molaren Verhéltnisse signifikant verschieben konnen. Damit konnten neue Analyt-Matrix-
Kombinationen wertvolle Vorteile haben. Dies kann aufgrund der Loslichkeits- und der
Kompatibilititsbeschrdnkung nicht mit konventioneller 19sungsmittelbasierender MALDI-TOF-MS
verwirklicht werden.

Weitere Untersuchungen zu neuen Analyt-Matrix-Kombinationen mittels 16sungsmittelfreier
MALDI-TOF-MS wurden anhand von PVP (10.000 Da, 7b) durchgefiihrt. Die erhaltenen MALDI-
TOF-Massenspektren (Daten nicht gezeigt) zeigen in der Tat Matrixunterstiitzung fiir jede eingesetzte
Matrix (IAA, DHB, HABA; Dithranol, HCCA, Na, SA, VitA, TCNQ). Die Qualitit der erhaltenen
Massenspektren ist unterschiedlich. Jedoch bestitigten diese Ergebnisse, dass dieser Ansatz neue,
bislang unbekannte Analyt-Matrix-Kombinationen erlaubt.

Durch die Beseitigung des Losungsmittelparameters wird die Zahl der Variablen verringert, die
bei der Probenpriparation beriicksichtigt werden muss. Somit verbleiben nur noch die bedeutenden
Parameter Analyt und Matrix, die entscheidenden Einfluss auf den MALDI-Prozess ausiiben. Die
Eigenschaften des LoOsungsmittels miissen nicht mehr beriicksichtigt werden. Dies ist ein sehr
wertvoller Vorteil der 16sungsmittelfreien gegeniiber der konventionellen 18sungsmittelbasierenden
MALDI-TOF-MS-Methode. Zahlreiche vollstindig neue Analyt-Matrix-Kombinationen sind nun

zuginglich und vereinfachen die Suche nach einem optimierten System erheblich.

3.1.2.2.2 Verhinderung von loslichkeitsbedingten Suppressionseffekten

Die Charakterisierung komplexer Substanzgemische, welche insbesondere Kompatibilitéts- oder
Loslichkeitsbeschrankung zeigen, ist aus Griinden der Segregation wihrend des Verdampfens des
Losungsmittels schwierig durchzufiihren. Unterschiedliche
Desorptions/Ionisationswahrscheinlichkeiten bzw. unzureichende MALDI-Probenpriparation kdnnen
angefiihrt werden. In einem Reaktionsgemisch sind die Edukte héufig viel besser 16slich als die
Produkte. Folglich werden im Losungsschritt der konventionellen 16sungsmittelbasierenden MALDI-
TOF-MS die Edukte zu einem wesentlich hoheren Grad gelost als die Produkte. Die molaren
Verhiltnisse der 16slichen und unldslichen Teile im geldsten Uberstand wird vorzugsweise zum
16slichen Teil verschoben. Daher ist die Charakterisierung des weniger 16slichen Produkts gehemmt
oder gar verhindert. Diese Beschrinkung in MALDI-TOF-MS wird vermutlich durch die
l6sungsmittelfreie Probenpréiparationsmethode tiberwunden.

Eine solche Situation wird durch die folgende Modelluntersuchung dokumentiert. Eine
definierte komplexe Mischung einer monodispersen, organischen Verbindung eines loslichen,
dendritischen Eduktes Ci3,Hs4 8 (in CH,Cl,; Synthese s. Kapitel 6.1.2, Abb. 6-1, S. 258) und eines
unldslichen Polyzyklischen Aromatischen Kohlenwasserstoff (PAH)-Produktes C;3;Hojg 9!l (Synthese
s. Kapitel 6.1.2, S. 259, Abb. 6-2) wird in einem molaren Verhéltnis von 1/10 gemischt. Damit wird
eine Ausbeute von 90 % simuliert. An dieser definierten Mischung zweier zuvor wohl
charakterisierten Verbindungen werden die beiden MALDI-Préaparationsmethoden auf deren Potential

evaluiert.

"' Die Synthese wurde von Frau Dr. A. Veyland im Rahmen ihrer Postdoktorandenzeit im AK Prof. K.

Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Die losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS charakterisiert beide Komponenten dieser
Modellmischung. Das Massenspektrum ist von hoher Qualitit (Abb. 3-12a). Beide Molekiile werden
als  Radikalkationen  detektiert. = Das  dendritische = Edukt8  wird aufgrund  von
Desorptions/lonisationspraferenzen zu einem wesentlich hoheren Grad ermittelt als das
Produkt 9 (180-fache Uberreprisentation). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer friiheren
Untersuchung des C,y,Hio-PAHs (150-fach'?®). Der Suppressionseffekt einer weniger gut 16slichen
Verbindung durch eine l0sliche Verbindung in einem Substanzgemisch aufgrund insuffizienter
MALDI-Probenpriparation kann mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS erfolgreich behoben
werden. Der Suppressionseffekt aufgrund priferentieller Desorption/lonisation ist unabhéngig von der
Probenpréiparation und bleibt durch die Anwendung der I6sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS
unbeeinflusst. Ein wirklichkeitsgetreues Abbild dieser Substanzmischung kann damit auch mit dieser
neuen Probenpréparationsmethode nicht erhalten werden.

a.i.
6000
i + [C132Hgo]+.
4000 [C132H34] . N
] AN
2000 M

0 _ - Yo

Y o
! T ! T ! T 1

600
500 -}
400 -
300 -
200 -
100 -

[C132H90]+.

1,0 -1 C +, +.
0,8 ) [C132H34] [C132H90]
0,6 AN ~
0,4 -
0,2
0,0
. . . I .

| | |
1550 1600 1650 m/z 1700 1750

Abb. 3-12: MALDI-TOF-Massenspektren  eines ~ Modellgemisches  einer
90 % Reaktionsausbeute der Cyclodehydrierungsreaktion des Dendrimervorldufers
Ci3Hoo 8 zum PAH-Produkt C;3;;,H349: a) losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS;
b) konventionelle  16sungsmittelbasierende =~ MALDI-TOF-MS, c¢) qualitative
Computersimulation von Edukt und Produkt.

Fiir einen moglichst direkten Vergleich der beiden MALDI-Probenpréaparationsmethoden wird
die Analyt-Matrix-Pudermischung der 16sungsmittelfreien Probenpréparation in Dichloromethan

gelost. Das auf dem Probentrdger auskristallisierte MALDI-Gemisch erscheint sehr inhomogen. Ein



48 ERGEBNISSE

Massenspektrum (Abb. 3-12b) konnte nur durch erhohte Laserleistung zugénglich gemacht werden.
Dabei wurde ausschlieBlich das dendritische, losliche Edukt nachgewiesen. Das erhaltene
16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-Massenspektrum in Abb. 3-12b zeigt folgende Nachteile
gegeniiber Abb. 3-12a:

e vollstindige Unterdriickung des PAH-Signals,

o geringe Signalintensitit des Eduktes Ci3H349: rund ein Zehntel im Vergleich zum

l6sungsmittelfreien Massenspektrum,
e geringes Signal-zu-Rausch-Verhiltnis,

e vermehrt Signale unter 1.000 Da, die allgemein bei 16sungsmittelbasierender MALDI-TOF-
MS beobachtet werden und

e geringe Ubereinstimmung mit der Isotopenverteilung (Abb. 3-12¢).

Diese Unterschiede in der Aussagekraft im Vergleich zum 16sungsmittelfreien Massenspektrum
konnen auf die starken Inhomogenitéten und die erhdhten Laserleistungen zuriickgefiihrt werden, die
angewendet werden mussten. Die hohe Massengenauigkeit, Sensitivitit und das Auflésungsvermogen
der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS stimmt mit PS-Untersuchungen 1a in einem &hnlichen
Massenbereich iiberein (Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31).

Der grofite Unterschied bei dieser Untersuchung zeigt sich darin, dass das PAH-Produkt 9 selbst
bei sehr hohen Laserleistungen mittels 16sungsmittelbasierender MALDI-TOF-MS nicht nachweisbar
ist. Dies beruht auf den starken Loslichkeitsunterschieden zwischen Produkt und dem Vorldufer, aber
genau dies simuliert eine praktische Laborsituation. Folglich wiirde die losungsmittelbasierende
MALDI-TOF-MS das falsche Ergebnis liefern, némlich dass die Reaktion zum
Cyclodehydrierungsprodukt nicht gelungen ist, obwohl eine 90 %-ige Ausbeute zugrunde liegt. Die
Charakterisierung dieser komplexen Mischung konnte mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-
MS (Abb. 3-12a) durchgefiihrt werden, ohne

e Kenntnisse iiber die Loslichkeit der Analyten oder

e zeitintensive Optimierungsprozeduren.

Das Erstere ist insbesondere von Bedeutung fiir Analytsysteme (z.B. temperatur- oder
oxidationslabile Verbindungen), bei denen eine Wiarmebehandlung zur Dekomposition oder zu
anderen irrefiihrenden MALDI-Ergebnissen (z.B. préiferentielles Losen einer Komponente) fiihrt. Eine
diesen Ergebnissen ganz dhnliche Verbesserung kann fiir kompatibilititsbeschrankte Edukt/Produkt-
Gemische (z.B. Loslichkeit in wéssrigem bzw. organischem Losungsmittel) angenommen werden,
welche in der losungsmittelbasiecrenden MALDI-TOF-MS in Abhédngigkeit des gewihlten

Losungsmittelsystems bevorzugt das Produkt bzw. Edukt charakterisieren wiirde.
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3.1.2.2.3 Verhinderung der Uberreprisentation eines Nebenproduktes

Bei der Charakterisierung von schwer 16slichen Analyten bzw. wenig kompatiblen Mischungen kann
der MALDI-Anwender entsprechende Vorsichtsmaflinahmen wihrend der Probenvorbereitung treffen.
Inhomogenitdten sind héufig schon iiber die Videokamera des MALDI-Massenspektrometers zu
erkennen. Eine vollstdndig andere und schwierigere Situation stellen die Suppressionseffekte dar, die
in hohem Grade in kompatiblen Standardsystemen auftreten, da keine Inhomogenititen sichtbar sind.
Folglich hat der Anwender keinen Grund, das erzielte MALDI-TOF-MS-Ergebnis zu hinterfragen.

In der 16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-Routineanalyse von PS (2.000 Da, 1a) wird ohne
genaues Abwiegen von Analyt und Matrix ein Massenspektrum erhalten, welches die zu erwartenden
n-Bu- und H-Endgruppen charakterisiert (Daten nicht gezeigt). Zusitzlich wird jedoch eine weitere
Polymerverteilung mit einer Wiederholungseinheit von 104 Da gefunden. Die Simulation der
Isotopenverteilung (Daten nicht gezeigt) weist eine Silberkationisierung nach (Hintergrundinformation
s. Kapitel 2.1.3, S.20) und schlieft andere herkémmliche Kationisierungsmetallsalze aus. Der
beobachtete Massenunterschied von +60 Da (bezichungsweise -44 Da) zur urspriinglichen
Polymerverteilung kann durch keine herkommliche Endgruppe oder eine Analyt-Matrixadduktbildung
erklart werden.

Bei Wiederholungsmessungen schwankt das Ergebnis hinsichtlich des einen oder anderen PS-
Oligomers. 'H-NMR-Experimente dieser niedermolekularen Polymeren zeigen keine zusitzliche
Endgruppe und schlielen einen héheren Grad einer Verunreinigung in der PS-Probe aus (<5 %). Die
plausibelste Erklarung fiir dieses Ergebnis ist, dass starke Suppressionseffekte der MALDI-TOF-MS-
Analyse zugrunde liegen. Der analytische Ansatz zur Aufkldrung des vermuteten Suppressionseffektes
ist ein direkter Vergleich beider MALDI-TOF-MS-Methoden in Abhéngigkeit verschiedener molarer
Analyt/Matrix-Verhéltnisse. Um einen direkten Vergleich beider Methoden zu erhalten, wird die
16sungsmittelfreie Pudermischung im geeigneten Ldosungsmittel geldst, um 16sungsmittelbasierende
MALDI-TOF-MS durchzufiihren. Damit unterscheiden sich beide MALDI-
Probenpriparationsmethoden ausschlieBlich durch das Losungsmittel.

In l6sungsmittelbasierender MALDI-TOF-MS mit einem molaren Verhédltnis von
Analyt/Matrix/Metallsalz von 1/50/10 werden ausschlieflich die zu erwartenden n-Bu- und H-
Endgruppen ermittelt (Abb. 3-13a). In einem molaren Verhiltnis von 1/500/10 tritt zusitzlich (Abb.
3-13b) zur urspriinglichen Polymerverteilung der »-Bu- und H-Endgruppen eine weitere
Polymerverteilung auf. Diese wird fiir 1/5.000/10 ausschlielich gefunden (Abb. 3-13¢). Folglich wird
eine zusitzliche Polymerverteilung bei Zunahme der Matrixverdiinnung in der konventionellen
l6sungsmittelbasierenden  MALDI-TOF-MS  erhalten, wenn die = MALDI-Pudermischung
PS/Dithranol/CF;CO,Ag in THF gelost wird.

In der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS wird in keinem der angewendeten molaren
Analyt/Matrix-Verhiltnisse zwischen 1/50 und 1/5.000 (Abb. 3-14) eine zum PS-Oligomer mit n-Bu-
und H-Endgruppen zusétzliche Polymerverteilung ermittelt.
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Abb. 3-13: MALDI-TOF-Massenspektrum von PS (2.000 Da, 1¢) in Abhéingigkeit der
molaren Mischungsverhiltnisse von PS/Dithranol/CF;CO,Ag und dem angewendeten
Losungsmittel bei der losungsmittelbasierenden Probenpréparation: a) 1/50/10 in THEF,
b) 1/500/10 in THF, ¢) 1/5.000/10 in THF, d) 1/5.000/10 in Dichlormethan.
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Abb. 3-14: MALDI-TOF-Massenspektrum von PS (2.000 Da, 1¢) in Abhédngigkeit der
molaren Mischungsverhiltnisse von PS/Dithranol/CF;CO,Ag bei der 16sungsmittelfreien
Probenpréparation: a) 1/50/10, b) 1/500/10, c) 1/5.000/10.
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Die Wiederholung dieses Vergleiches zeigt identische Ergebnisse und schlieft Fehler in der
Reproduzierbarkeit aus. Wird die  losungsmittelbasierende = MALDI-TOF-MS  dieses
Matrixverdiinnungsexperimentes mit Dichlormethan durchgefiihrt, wird keine zusétzliche
Polymerverteilung in einem der verwendeten molaren Verhéltnisse zwischen 1/50 und 1/5.000
ermittelt. In Abb. 3-13d ist dies exemplarisch fiir ein molares Verhiltnis von 1/5.000/10 gezeigt.

Das irrefiihrende Ergebnis einer zusidtzlichen Endgruppe in der Polymerverteilung, die
ausschlieBlich in den konventionellen 16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-Massenspektren mit
THF als Losungsmittel auftritt, wird moglicherweise durch Spuren einer Verunreinigung verursacht,
die unterhalb der 'H-NMR-Detektionsgrenze liegt. Dies wurde auch durch Testmessungen mittels
ESI- und FD-MS gestiitzt. Die 16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS-Ergebnisse sind
wahrscheinlich auf eine préferentielle Desorption/lonisation von endgruppenfunktionalisiertem PS, im
Gegensatz zur Wasserstoff- und Butylgruppenterminierten Probe, zuriickzufiihren.

Dieser Annahme folgend wurden PS-Oligomere mit &hnlichem Molekulargewicht (1,6 1a und
2.300 Da 1e) untersucht, die mit aus der gleichen Charge stammendem Initiator hergestellt wurden.
Diese PS-Oligomere zeigen mit zunehmender Matrixverdiinnung die gleiche zusétzliche
Polymerverteilung von +60 Da (Daten nicht gezeigt). PS-Oligomere (1.900 Da 1b und 2.200 Da 1d),
welche von verschiedenen Initiatorchargen stammen, zeigen nur die Polymerverteilung mit den
erwarteten n-Bu- und H-Endgruppen (Daten nicht gezeigt). Eine Strukturzuweisung zu dieser
zusitzlichen Polymerverteilung kann nicht gegeben werden. Dies steht auch nicht im Vordergrund der
Untersuchung. In diesem Beitrag konnten in einer Standardsituation eines im hohen Grad kompatiblen
Analyt-Matrix-Systems eindrucksvolle Unterschiede beider MALDI-TOF-MS-Methoden aufgrund des
Einflusses des Losungsmittels erarbeitet werden. Der Suppressionseffekt des PS-Oligomers mit #-Bu-
und H-Endgruppen wird erfolgreich mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS behoben.

Die Kombination von PS (2.000 Da, 1¢) und [AA-Matrix, die unter einem anderen Aspekt
zuvor untersucht wurde, zeigt ebenfalls in keinem der verwendeten molaren Analyt/Matrix-
Verhiltnisse (Abb. 3-11c¢,d) die zusitzliche Endgruppe mit +60 Da, die in der konventionellen
16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS mit THF als Losungsmittel gefunden wurde (Abb. 3-13).
Dies zeigt die Zuverléssigkeit der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS hinsichtlich einer geringeren
Anfilligkeit fiir Suppressionseffekte unabhingig von der verwendeten Matrix. Losungsmittelfreie
MALDI-TOF-MS ist damit weniger empfindlich und liefert reprisentativere Ergebnisse. Folglich
muss die 1osungsmittelfreie MALDI-TOF-MS als zuverldssigere MALDI-Probenpraparationsmethode
bewertet werden. Dieser verminderte Suppressionseffekt ist besonders wertvoll hinsichtlich
Fehlinterpretationen und Quantifizierungsuntersuchungen.

Weitere problematische Analyten konnten detailliert mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-
MS (z.B. Verminderung von Segregationseffekten bei Poly(dimethylsiloxan) (PDMS)") untersucht
werden'®?. Auf diese wird im Folgenden nicht detaillierter eingegangen.

V' Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Frau Dr. S. Keune, Goldschmidt AG, Essen.
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3.1.2.3 Charakterisierung von unldslichen Substanzen

3.1.2.3.1 Grundlagen und analytischer Ansatz

Die Analyse unloslicher Proben gestaltet sich hiufig schwierig. In der MS stehen nur wenige
Methoden fiir die Charakterisierung unloslicher organischer Proben mit
Molekulargewichten > 1.000 Da zur Verfiigung, eine von ihnen ist LD-TOF-MS’1¢3164165:166 " pyje
Obergrenze (vgl. Abb. 3-109, S. 199) hinsichtlich der Grofle der Analyten, die als intakte Molekiile

167,168

desorbiert werden konnen, ist strukturabhingig. Proben wie Biopolymere™, Porphyrine und

Kerogenextrakte'®

konnen bis zu ungefdhr 1.000 Da, Fraktionen von Kohlederivaten und PAH bis
2.000 Da'"'""" gemessen werden. Aufgrund dieser Molekulargewichtsbeschrinkungen scheint die
Anwendung der MALDI-TOF-MS, die eine wesentlich “sanftere” Ionisationsmethode ist als die LD-
TOF-MS, fiir die Charakterisierung der unldslichen hohermolekularen Proben prinzipiell sinnvoller zu
sein. Die konventionelle MALDI-TOF-Probenvorbereitung ist zuvor nur mit 16slichen Proben méglich
gewesen. Zur Charakterisierung von unldslichen Proben wurden zeitintensive chemische Reaktionen
angewendet, um die Loslichkeit zu erhohen und/oder die Molekulargewichte zu verringern, wie z.B.
Saurehydrolyse von Polyestern'”> oder die Hydrolyse der in hohem Grade querverbundenen
Polymernetzwerke' . Geschiitztes Sorbitol 10 mit Molekulargewicht < 500 Da wurde iiber MALDI-
TOF-MS nach Probenvorbereitung durch eine thermische Abscheidungsmethode charakterisiert'”*.
Dennoch ist diese Methode auf Verbindungen begrenzt, die sublimierbar sind, ohne thermisch zu

verfallen.

11a: R1=Br; R,=Br

11b: R1=Br; Ry,=H oder R4=H; R,=Br
11c: R4=H; Ry=H

11d: Zyklische Struktur

Bis-(p-methylbenzyliden)sorbitol, SOR Poly-(9,9-diphenyl-2,7-fluoren)
MW= 386 Da Wiederholungseinheit: 316 Da
10 11

Abb. 3-15: Strukturen von  Bis(p-methylbenzyliden)sorbitol, SOR 10, und von
Polyfluoren 11 unter Beriicksichtigung der moglichen Endgruppenfunktionalititen.

Vor kurzem wurden zwei Probenvorbereitungsmethoden verdffentlicht, die auf den Gebrauch von
Losungsmittel wihrend der Probenvorbereitung vollstindig verzichten. Beide Methoden nehmen fiir
sich in Anspruch, dass sie fiir die Charakterisierung unloslicher Substanzen geeignet sind''>'*%. Ein
16sliches Polyamid wurde mittels MALDI-TOF-MS nach einer Morser- und Pistillbehandlung, einer
Analyt-Matrix-Mischung und der Anfertigung eines gepressten Pellets charakterisiert'””. Ein anderer
Ansatz war die mechanische Mischung der Probe und der Matrix mit einer Kugelmiihle und die
direkte Messung des resultierenden Puders. Diese Methode erlaubte erstmals die erfolgreiche
Charakterisierung eines unldslichen PAHs > 2.700 Da'". Jedoch ist die generelle Anwendbarkeit der
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16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS-Analyse zur Charakterisierung unloslicher Substanzen bislang
nicht beschrieben.

Motivation dieser Untersuchung ist es, die universelle Anwendbarkeit der 16sungsmittelfreien
Probenpréiparationsmethode zur Charakterisierung unloslicher Substanzen zu evaluieren und mit
literaturbeschriebenen Ansitzen zu vergleichen. Die Analyten, die in diesem Kapitel eingehender
diskutiert werden, sind in Abb. 3-15 dargestellt. Weitere unlosliche Substanzen konnten detailliert
mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS charakterisiert werden'”. Da die Untersuchungen zu
Poly(dithiathianthren) (Abb. 3-16)V keine wesentlichen zusétzlichen Aspekte zu denen von
Polyfluoren 11 ergeben, beschrinkt sich die Ausfiihrung und Diskussion der Charakterisierung
unlgslicher Substanzen mittels MALDI-TOF-MS auf das letztere Beispiel.

Abb. 3-16: Charakterisierung von Poly(dithiathianthren)'” mittels
16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS.

V' Die Synthese wurde von Herrn Dr. J. Leuninger im Rahmen seiner Promotion im AK Prof. K.
Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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3.1.2.3.2 Vergleich mit literaturbekannten massenspektrometrsichen Methoden

Die Charakterisierung von unldslichen Substanzen ist generell eine analytische Herausforderung. Ein
Nachteil ist, dass bei der Entwicklung einer entsprechenden analytischen Methode erginzende
Methoden fehlen, die einen Vergleich der erhaltenen Daten erméglichen wiirden. Daher kann mit
keinem unterstiitzenden Beweis durch eine andere analytische Methode oder durch einschligige
Literatur gerechnet werden.

Die  15sungsmittelfreic ~ MALDI-Probenpréparation'’>  soll  durch  Vergleich  mit
literaturbeschriebenen Methoden zunichst hinsichtlich deren Potential zur Charakterisierung von
unldslichen Substanzen evaluiert werden. Die Literatur beschreibt bislang nur eine MALDI-
Probenpriparationsmethode, die eine unlosliche Substanz, ein geschiitztes
Sorbitolderivat (SOR) 10 (Synthese s. Kapitel 6.1.2, Abb. 6-3, S.259), zu charakterisieren

174
vermochte'”.

Diese MALDI-Probenpriparation sieht eine Abscheidung des Analyt-Matrix-
Gemisches (SOR/Ferulische Sdure 1/100) durch eine thermische Vakuumsublimation vor.

In Abb. 3-17 werden Massenspektren von SOR 10, die mittels unterschiedlicher LD- und
MALDI-Probenpraparationsmethoden erhalten wurden, gegeniibergestellt. Die I0sungsmittelfreie
MALDI-TOF-MS (Abb. 3-17d) liefert qualitativ gute Massenspektren von SOR 10, welches auch mit
konventioneller 16sungsmittelbasierender MALDI-Probenvorbereitung (Abb. 3-17¢) charakterisiert
werden kann. Eine Suspension eines Analyten kann zu partieller Durchmischung mit der Matrix im
kristallinen Zustand und damit zu einem ausreichenden MALDI-Matrixeffekt bei der MS-
Untersuchung fithren. Dadurch konnen in Ausnahmeféllen auch schwerlosliche Substanzen unter
optimierten Bedingungen vermessen werden.

SOR 10 kann auch eindeutig mittels 16sungsmittelbasierender und 16sungsmittelfreier LD-TOF-
MS bei hoheren Laserleistungen fragmentierungsfrei charakterisiert werden. Dies kann auf das
niedrige Molekulargewicht zuriickgefiihrt werden, das eine direkte Anregung des Analyten erlaubt.
Die qualitativen Unterschiede in Abb. 3-17a,b ergeben sich ausschlieBlich durch verstirkte Bildung
von Pseudo-Molekiilionen, die bei der losungsmittelbasierenden LD-Probenpréparation wesentlich
starker ausgeprégt sind.

Damit wird ein zusétzlicher Aspekt zwischen 16sungsmittelbasierender (Abb. 3-17a,¢) und
l6sungsmittelfreier Probenpréparation (Abb. 3-17b,d) in der Art deutlich, dass bei Verzicht auf
Losungsmittel der Matrixuntergrund sowie konkurrierende Ionisationen vernachldssigbar sind.

Durch die LD-Messungen an SOR 10 ist der matrixunterstiitzende Effekt bei den MALDI-
Probenpriparationsmethoden nicht mehr eindeutig. Ein Vergleich mit literaturbekannten MALDI-
Probenpriparationsmethoden zur Charakterisierung unldslicher Substanzen konnte deshalb nicht
erfolgreich  durchgefiihrt werden, weil kein anderer Analyt mit einer MALDI-
Probenpriparationsmethode, literaturbeschrieben charakterisiert ist bei der nachweislich ein
matrixunterstiitzender Effekt festzustellen ist.
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Abb. 3-17: MALDI-TOF-Massenspektren von SOR 10 und des #ris-geschiitzten
Sorbitolderivates: a) LD-TOF-MS: suspendiert in THF; b) LD-TOF-MS: 16sungsmittelfreie
Auftragung; ¢) MALDI-TOF-MS: konventionelle 16sungsmittelbasierende
Probenpriparation  unter =~ Anwendung von  CF;CO,Na;  d) MALDI-TOF-MS:
16sungsmittelfreie Probenpréparation unter Anwendung von CF;CO,Na.

3.1.2.3.3 Charakterisierung von unléslichem Poly-(9,9-diphenyl-2,7-fluoren)

Polyfluorene konnen einen hohen Anteil von unldslichem, héhermolekularem Material aufweisen,
welches bislang nicht ausreichend charakterisiert werden konnte. Poly-(9,9-diphenyl-2,7-
fluoren) 11" (Abb. 3-15) wurde vor kurzem durch Yamamoto-Kupplung (Synthese s. Kapitel 6.1.2,
Abb. 6-4, S. 260) als erster Vertreter einer neuen Klasse lichtemittierender Poly-(9,9-diarylfluoren)e
synthetisiert'’®. Der Hauptteil des Polymers ist in den konventionellen organischen Lésungsmitteln
unloslich. Eine kleine l6sliche Fraktion konnte durch eine fiinftdgige Soxhletextraktion des
Rohproduktes 11 mit Toluol erhalten werden. Die Menge der 16slichen Fraktion war kleiner als 10 %

der gesamten Polymerausbeute. Die getrennten 16slichen und unldslichen Fraktionen wurden mit

V! Die Synthese wurde von Herrn Ph.D. A. Grimsdale im Rahmen seiner Postdoktorandenzeit im AK
Prof. K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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MALDI-TOF-MS  charakterisiert. =~ Hierbei  wurden  prinzipiell ~zwei  unterschiedliche
Probenpriparationsmethoden, jedoch jeweils mit Dithranol als Matrix angewendet. So wird
konventionelle 16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS angewendet, um die 18sliche Fraktion zu
charakterisieren, wihrend 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS die Charakterisierung der unldslichen
Fraktion erlaubt. Das Massenspektrum der unldslichen Fraktion 11 (Abb. 3-19) konnte nur mittels
losungsmittelfreier MALDI-TOF-MS erhalten werden, wahrend eine MALDI-TOF-Testmessung der
konventionellen Probenpriparation vollstindig versagte. Das Massenspektrum der 16slichen
Fraktion 11 (Abb. 3-18) zeigt eine Molekulargewichtsverteilung, die von 800 Da (n=3)
bis < 5.000 Da (n=15) reicht. Das intensivste Signal entspricht einem Oligomerisationsgrad n=6. Die
unlosliche Fraktion 11 (Abb. 3-19) gibt eine Molekulargewichtsverteilung wieder, die von
1.500 Da (n=5) bis ungefihr 8.000 Da (n=25) reicht, wéahrend die Hauptsignalintensitit einen
Oligomerisationsgrad n=8 anzeigt. Damit wird anschaulich, dass die Polymerverteilung zu héheren
Molekulargewichten verschoben wird und dass ebenfalls Polymere mit Kettenldngen enthalten sind,
die auch in der 16slichen Fraktion anwesend sind.

Es scheint, dass einfache Soxhletextraktion die 16sliche von der unl6slichen Fraktion nicht strikt
trennen kann. So werden die zwei Fraktionen mit den jeweiligen Bestandteilen zwar angereichert, aber
sie sind noch immer durch das Polymer der anderen Fraktion “verunreinigt”. Da die intensivsten
Signale der unloslichen Fraktion 11 der gleichen homologen Polymerserie wie die der Signale der
l16slichen Fraktion 11 angehdren, kann festgestellt werden, dass die Polymerkette wihrend der
Synthese weitergewachsen ist, obwohl das Material die maximale Linge fiir dessen Loslichkeit im
Reaktionsgemisch iiberschritten hatte. Das beweist, dass die Reaktion an der Oberfliche des
ausgefallenen Polymers auch weiter fortschreiten kann. Der maximale Polymerisationsgrad von 11,
der durch MALDI-TOF-MS ermittelt wurde, liegt bei n=25. Damit wird nahegelegt, dass rund zehn
Polymerisationszyklen an der Oberfliche des ausgefallenen Polymers stattfinden (n(max)ynissiiche
Fraktion=29, N(MaX)isstiche Fraktion=19, unter Verwendung von Dithranol als Matrix). Dieses Ergebnis ist
jedoch nur qualitativ, da die einzelnen Signalintensititen und folglich die Kurvenformen der
Polymerverteilungen empfindlich von den angewendeten experimentellen Bedingungen abhéngen.
Aus diesem Grund wurden die gleichen experimentellen Bedingungen (z.B. Laserleistung,
instrumentelle Einstellungen, Matrix usw.) fiir beide Fraktionen verwendet, um einen zuverldssigen

Vergleich sicherzustellen.
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Abb. 3-18: MALDI-TOF-Massenspektren der 16slichen Fraktion 11 unter Anwendung der
konventionellen 16sungsmittelbasierenden Probenpriparation (Dithranol als Matrix, Toluol
als Losungsmittel): a) ganzer Massenbereich; b) Ausschnittsbereich der vier intensivsten
Signale.
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Abb. 3-19: MALDI-TOF-Massenspektren der unloslichen Fraktion 11 unter Anwendung
der 16sungsmittelfreien Probenpréparation (Dithranol als Matrix): a) ganzer Massenbereich;
b) Ausschnittsbereich der drei intensivsten Signale.
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3.1.2.3.3.1 Endgruppenanalyse des Reaktionsgemisches

Fir eine eindeutige strukturelle Zuweisung ist es unentbehrlich, die Ionisation von 11 zu
ermitteln (Kapitel 2.1.3, S. 20). Eine Kationisierung findet nur iiber Ag", jedoch nicht durch Li*, Na"
oder K" statt. Die resultierenden Massenspektren sind von geringer Qualitit. Wie schon fiir steife
stibchenformige Polymere mit einer Polyparaphenylenstruktur beschrieben wurde'™'®, ist die
bevorzugte lonisation von Struktur 11 die Bildung eines Radikalkations.

Beide, die Idsungsmittelfreie MALDI-TOF-MS der unloslichen Fraktion und die
16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS der 16slichen Fraktion, zeigen, dass die Polymerketten mit
den Wasserstoffendgruppen (Struktur 11¢) in den Hauptserien (Abb. 3-18b und Abb. 3-19b) als
Radikalkationen auftreten. Diese strukturelle Zuweisung stimmt auch mit einer Simulation der
Isotopenverteilung von 11¢ iiberein. Das Wachstum dieses Polymers wurde durch eine Nebenreaktion,
die zu einer Substitution der reaktiven Bromatome (Abb. 3-15) durch Wasserstoffatome wéhrend der
Synthese filihrte, abgebrochen.

Durch eine ausfiihrlichere Spektreninterpretation der loslichen Fraktion 11 koénnen die
zusitzlichen intensiven Signale einem Radikalkation mit der Struktur 11a, die zwei terminale
Bromatome trégt, zugeschrieben werden. Spuren der reaktiven Struktur 11a treten im erhaltenen
Polymer aufgrund der Bildung des Polymerniederschlages auf, da sich dabei eine unlésliche Schicht
um 11a bildet. Dadurch sind die eingeschlossenen Molekiile nicht mehr fiir eine weitere
Polymerisations- oder Debromierungsreaktion zugénglich. Obwohl eine zyklische Struktur 11d
theoretisch erhalten werden kdnnte, unterstiitzen die MALDI-TOF-Massenspektren beider Fraktionen
nicht ihre Bildung.

Das Massenspektrum der unldslichen Fraktion (Abb. 3-19b) zeigt eine Nebenserie mit einer
Wiederholungseinheit von 11 (316 Da), die keiner Verbindung zugewiesen werden konnte. Eine
dhnliche Serie erscheint auch dann im Massenspektrum der 16slichen Polymerfraktion, wenn die
Laserleistung bei der Messung erhdht wird. Die Signalintensitét dieser Nebenserie erhoht sich bei
Zunahme der Laserleistung in einem hoheren Umfang als bei anderen Nebenserien. Diese nicht
identifizierte Signalserie ldsst sich somit durch Fragmentierung der Struktur 11c¢ erkldren. Das
Auftreten der Fragmente kann vollstindig vermieden werden, sobald die Laserleistung auf den
Desorptions/lonisationsschwellenwert fiir das Signal von 11¢ reduziert wird. Sofern die unldsliche
Fraktion vermessen wird, ist es nicht mdglich, die Fragmentierung durch Schwellenanregung zu
vermeiden (Abb. 3-20a). Folglich wurde die neue Matrix TCNQ getestet, die erfolgreich in einer
fritheren Untersuchung von Przybilla er al. Zur Charakterisierung eines unldslichen PAHs'"
angewendet wurde. In der Tat verbessert die TCNQ-Matrix die Messung der unldslichen Fraktion,
indem eine komplette Unterdriickung der Fragmentierung durch Schwellenanregung ermoglicht
wird (Abb. 3-20b). Diese wird dem sehr niedrigen Desorptionsschwellenwert von TCNQ und seinem
stabilisierenden Effekt fiir Radikalkationen zugeschrieben. Obwohl TCNQ eine niedrige Loslichkeit in
den meisten herkdmmlichen Ldsungsmitteln zeigt (z.B. Tetrahydrofuran, Dichloromethan, Toluol),
kann TCNQ als Matrix verwendet werden, da MALDI-TOF-MS nicht von der Loslichkeit des
Analyten einerseits und der Matrix andererseits abhingig ist, sofern 18sungsmittelfreie

Probenpréiparation angewendet wird.
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Zusétzlich zur Unterdriickung der Fragmentierung zeigen die Messungen mit TCNQ ein
verbessertes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis fiir beide Fraktionen und insbesondere einen hoheren
Oligomerisationsgrad fiir die unldsliche Fraktion (n=30) im Vergleich zur Anwendung von Dithranol
als Matrix (n=25).
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Abb. 3-20: Ausschnittsbereiche der MALDI-TOF-Massenspektren der
unldslichen Fraktion von 11 unter Anwendung der losungsmittelfreien
Probenpriparation  in  Abhéngigkeit der  Schwellenleistungsanregung
unterschiedlicher Matrices: a) Dithranol (basislinienkorrigiert); b) TCNQ.

3.1.2.3.3.2 Untersuchungen zur Fragmentierung mittels PSD-MALDI-TOF-MS

Um den Ursprung der Fragmentierung aufzuklidren, wurden bewusst Messungen mit hoher
Laserleistung durchgefiihrt. Das resultierende Massenspektrum (Abb. 3-21) zeigt eine Kaskade
gleicher Massenunterschiede von dreimal -69 und -77 Da bezogen auf die Hauptsignalserie der
unlgslichen Probe, welche mit TCNQ als Matrix vorbereitet wurde. Wéhrend der Massenunterschied
von -77 Da dem Verlust eines Phenylsubstituenten zugeschrieben werden kann, gibt es keine rationale
Erklarung fiir den Massenunterschied von -69 Da. Folglich wurde das Fragmentierungsverhalten
mittels PSD-MALDI-TOF-MS untersucht. Von einer Probe der 16sungsmittelfrei vorbereiteten
unldslichen Fraktion des Polymers 11 wurde das intensivste Signal in Abb. 3-21 (n=7) fiir die
Fragmentierungsuntersuchungen selektiert. Das erhaltene PSD-MALDI-TOF-

Fragmentspektrum (Abb. 3-22a) zeigt eine intensive Kaskade von drei Signalen mit gleichen
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Massenunterschieden von -77 Da, ausgehend vom selektierten Elternion mit einer Masse von
1266 Da (n=7) der Struktur 11c. Dieses weist eindeutig den Verlust von bis zu drei
Phenylsubstituenten des Elternions (-77 Da, -154 Da, -231 Da) nach. Die Fragmentierung des
Riickgrats der Struktur 11c ist unter den angewendeten Bedingungen nur unwesentlich.

Die intensiven Signale fiir den Verlust der Phenylseitengruppen sowie der Mangel an
Riickgratfragmentierung unterstreichen die hohe Fragmentierungstendenz der Seitengruppen dieses
Analyten mit steifem Riickgrat unter geméBigten Fragmentierungsbedingungen. Ein &hnliches
Verhalten wurde auch fiir andere Polymere mit steifem Riickgrat und mit Seitenkettensubstituenten
beobachtet'”.
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Abb. 3-21: MALDI-TOF-Massenspektren (basislinienkorrigiert) der unldslichen Fraktion
von 11 unter Anwendung der l6sungsmittelfreien Probenpriparation (TCNQ) und hoher
Laserleistung: a) ganzer Massenbereich; b) Ausschnittsbereich der drei intensivsten Signale.

Das Fragmentierungsverhalten dndert sich bei der Untersuchung einer Polymerkette von 11¢ im
niedermolekularen Bereich (n=4) (Abb. 3-22b). Im Gegensatz zum Polymer mit n=7 zeigt die kiirzere
Polymerkette auch eine Fragmentierung der Hauptkette mit intensiven Signalen bei m/z 633 Da und
949 Da, welche dem Verlust von ein bzw. zwei Wiederholungseinheiten entspricht. Die Signale
unterhalb dieser dimeren und trimeren Hauptkettenfragmente zeigen ebenfalls Massenunterschiede
von -77 Da und konnen zusitzlichen Seitengruppenbriichen der Phenylsubstituenten zugeschrieben
werden.
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Abb. 3-22: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren: a) Struktur 11¢ mit n=7 der unldslichen
Fraktion unter Anwendung der losungsmittelfreien Probenpriparation (TCNQ): ganzer
Massenbereich und Ausschnittsbereich des Elternions; b) Struktur 11¢ mit n=4 der 16slichen
Fraktion unter Anwendung der 16sungsmittelbasierenden Probenpriparation (TCNQ): ganzer
Massenbereich und Ausschnittsbereich des Elternions.
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Somit ist flir Struktur 11c¢ im Falle des Tetramers im Gegensatz zum Heptamer die
Fragmentierung der Substituenten zweitrangig und konkurriert mit der Fragmentierung durch
Bindungsbriiche des Riickgrats. Die Tendenz der Seitenkettenfragmentierung erhoht sich mit
Zunahme des Molekulargewichtes von 11c.

Durch das gewonnene Wissen iiber das Fragmentierungsverhalten bei PSD-Messungen kann
mit Gewissheit angeben werden, dass die Polymerisationsreaktion von 2,7-Dibromo-9,9-
diphenylfluoren hauptséchlich zur gewiinschten Struktur 11c¢ fiihrt. Die ermittelten Nebenserien der
unldslichen Polymerfraktion (> 90 % der Polymerausbeute) konnen massenspektrometrischen

Fragmenten zugewiesen werden und riihren folglich nicht von Nebenprodukten der Synthese her.
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3.1.3 Grundlagenuntersuchungen zur Matrixunterstiitzung in MALDI-TOF-MS
mittels losungsmittelfreier Probenpriparation an Cytochrom C

3.1.3.1 Theorie und analytisches Konzept

Eine Reihe an grundlagenorientierten Untersuchungen'’”!®!7%180-181

zeigen, dass verschiedene
Matrices Makromolekiile in deren Kristallgitter einbauen. Ende 1999 wurde, mehr als zehn Jahre nach
der Einfithrung von MALDI-TOF-MS, die Modellvorstellung (Abb. 1-3, S. 5), dass der Analyt in eine
kristalline Matrix eingebettet sein muss, um eine Desorption/Ionisation zu ermoéglichen, berichtigt. Der
Einbau des Analyten in den Kristall ist hilfreich, jedoch keine generelle Notwendigkeit, um grof3e
Analytionen zu produzieren'®
Matrices (Abb. 3-23) und Cytochrom C als Analyt. Weiter wird vorgeschlagen, dass bei der UV-

MALDI-TOF-MS eine unmittelbare Ndhe vom Analyten zur Matrix ausreicht, wie sie z.B. bei einer

. Diese Annahme stiitzt sich auf Untersuchungen der DHB-Isomere als

Adsorption an der Matrixoberfliche gefunden wird. Es wird angenommen, dass ein grofes
Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnis die Chance erhoht, dass ein Analyt an einer entsprechenden
Oberflache haftet. Diese Hypothese stiitzt sich dabei insbesondere auf Untersuchungen der 2,6-DHB-
Matrix und Cytochrom C, bei der ausschlieBlich die ,thin-layer“-Préparation exzellente
Massenspektren lieferte. Dies bildet aufgrund der schnellen Verdampfung des Losungsmittels
submikrometerkleine Matrix/Analyt-Kristalle mit einem grofen Oberflichen-zu-Volumen-Verhéiltnis.
Es konnten keine Massenspektren des Cytochrom C von grofen prismatischen Einkristallen und von

langen Nadeln, die bei der ,,dried droplet“-Préparation gebildet wurden, erhalten werden.

COH COH COH OH OH OH
HO
OH
2,4-DHB 2,5-DHB 2,6-DHB Dithranol Anthracen

Abb. 3-23: Verwendete Matrices.

Die in Abhingigkeit der MALDI-Probenpréparationsmethode gewonnen Erkenntnisse
(Kapitel 3.1.2.1 und 3.1.2.2) geben Anlass, den theoretischen Aspekt des MALDI-Prozesses neu zu
beleuchten. Vor einem Vergleich der beiden MALDI-Probenpriparationen muss man sich zunichst
vergegenwartigen, dass man bei der 16sungsmittelbasierenden Probenpriparation eine Entmischung zu
verhindern versucht. Durch Optimierung der konventionellen Probenpréparationsbedingungen gelingt
dies in der Regel auch'*”'>. Bei Inhomogenititen kann durch erhdhte Laserleistungen im Messbetrieb
ein ausreichender Desorptions/lonisationsprozess erzwungen werden, so dass der Analyt dennoch
zuginglich wird (Kapitel 3.1.2.1.3, S. 40). Bei der 16sungsmittelfreien MALDI-Probenpréparation ist
man auf die Durchmischbarkeit im festen Zustand durch duflere Krifte angewiesen. Diese Methode
erlaubt jedoch nachweislich einen matrixunterstiitzten Desorptions/Ionisationsprozess (Kapitel 3.1.2.1,
S.30). Dabei wird keine Abhidngigkeit von der Art des Analyten (Kapitel 3.1.2.1, S.30), des
Molekulargewichtes (Kapitel 3.1.2.1.1, S.31), der Loslichkeit (Kapitel 3.1.2.3, S.52) oder der
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Kompatibilitit zwischen den Polarititen von Analyt und Matrix (Kapitel 3.1.2.2.1, S. 44) gefunden.
Der Einfluss der angewendeten, &uBleren Kréifte ist gering, da auch einfache
Morsermahlvorginge (Kapitel 3.1.2.1.1, S.31) in der Regel ausreichende Homogenitit der
Analyt-Matrix-Mischung gewihrleisten. Jedoch kann bzw. muss in Einzelfdllen die Homogenisierung
im festen Zustand z.B. durch Kiihlung, welche fiir eine hohere Sprodigkeit der zu durchmischenden
Bestandteile sorgt, verbessert werden (Kapitel 3.1.2.1.1, S.31). Daher scheint der Grad der
Homogenisierung den grofiten Einfluss auf den Erfolg der massenspektrometrischen Analyse
auszuiiben. Da das gepresste Pellet eines MALDI-Pudergemisches im Vergleich zum lose
aufgetragenen Puder (Kapitel 3.1.2.1.1, S.31) den Desorptions/lonisationsprozess zu erschweren
scheint, zeigt sich die Oberflichenbeschaffenheit einer Probe auf die Analyse stark einflussnehmend.
Die Kombination von Detailerkenntnissen auf sehr unterschiedlichen Gebieten der MALDI-
Analytik scheint das groBte Potential zu bergen, um einen tieferen Einblick zum Verstindnis des
Zusammenspiels zwischen Analyt und Matrix zu gewinnen. Geeignete massenspektrometrische und
mikroskopische Untersuchungen eines Kristalls aus Cytochrom C 12 und DHB und vergleichende
Studien mittels 16sungsmittelbasierender und 16sungsmittelfreier MALDI-Probenpréparation werden
aus diesem Grund als Modellexperiment durchgefiihrt. Hinsichtlich des Matrixeffektes werden
abschliefende Untersuchungen mittels inkompatibler Matrices wie Dithranol und Anthracen (Abb.

3-23) zur Charakterisierung von Cytochrom C 12 einbezogen.

3.1.3.2 Charakterisierung von Kristallen

3.1.3.2.1 Ziichtung von Einkristallen und lichtmikroskopische Untersuchungen

Die Umkristallisation der Matrix 2,5-DHB und Ziichtung der Kristalle zum Einbau von Cytochrom C
als Analyt und 2,5-DHB als Matrix erfolgte nach literaturbekannten Beschreibungen (Synthese s.
Kapitel 6.1.2.5; S. 261)"**'®_ Die lichtmikroskopischen Aufnahmen des Kristalls aus 2,5-DHB und
Cytochrom C 12 weisen ein plittchenformiges Wachstum auf. Bei Vergroflerung der
plattchenformigen Kristallbereiche wird eine unterschiedliche Kristalloberflachenbeschaffenheit
gefunden. Einige Kristalle zeigen ausgeprigte Stufenformen auf engem Raum (Abb. 3-24a). Diese
oberflachenvergroBerten, pordsen Bereiche werden im Folgenden als ,,defekte Bereiche™ bezeichnet.
Im Gegensatz dazu finden sich auf der Kristalloberfldche Bereiche, bei denen eine sehr glatte, intakte
Beschaffenheit festzustellen ist (Abb. 3-24b). Diese werden im Folgenden als ,,perfekte Bereiche®

bezeichnet.
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Abb. 3-24: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Oberflachenbeschaffenheit eines Kristalls
aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12: A stufenformige Defekte; B glatter, perfekter Bereich.

Lichtmikroskopische Untersuchungen am Kristall der reinen 2,5-DHB-Matrix (Abb. 3-25A)
zeigen ein unterschiedliches Kristallwachstum im Vergleich zum Kristall der 2,5-DHB-Matrix mit
inkorporiertem Cytochrom C (Abb. 3-24 und Abb. 3-25B). Beim reinen DHB-Kristall sind jedoch
ebenfalls perfekte und defekte Bereiche festzustellen.

Dabei kann  zusammengefasst werden, dass mikroskopische Fehlstellen und
Inhomogenitétsbereiche auf der Kristalloberfliche der ,,Einkristalle” aus 2,5-DHB mit und ohne
eingebautem Cytochrom C sichtbar sind.
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Abb. 3-25: Vergleich der lichtmikroskopischen Aufnahmen von: A 2,5-DHB mit
inkorporiertem Cytochrom C 12 (VergroBerung s. Abb. 3-24); B reiner 2,5-DHB.

3.1.3.2.2 MALDI-TOF-MS der Kristalle

Zunichst wird ein Vergleich der Schwellenleistung, die zur Desorption/Ionisation des Cytochrom C
Analyten 12 aus dem 2,5-DHB/Cytochrom C-Kristall und aus dem pulverisierten Kristall fiihrt,
angestellt. Der pulverisierte Kristall wird durch Kugelmiihlenbehandlung des Kristalls aus 2,5-DHB
und Cytochrom C 12 erhalten. Dieser wird als loses Puder auf den MALDI-Probentriager aufgetragen
(Abb. 3-26).
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Auftragungskante

Abb. 3-26: Lichtmikroskopische Aufnahme des pulverisierten, lose aufgetragenen
Kristalls aus Cytochrom C 12 und 2,5-DHB.

Bei den massenspektrometrischen Untersuchungen wird eine Mittelung der Massenspektren aus
allen Bereichen der Kristalloberfliche durchgefiihrt. Zundchst wird die Schwellenleistung ermittelt,
die Cytochrom C 12 zur Desorption/lonisation bringt. AnschlieBend werden 10x20 Laserschiisse
aufsummiert. Das erhaltene Massenspektrum von 200 Laserschiissen wird unter einer Experimentzahl
abgespeichert. Analog wird bei der 16sungsmittelfreien Probenpréiparation des pulverisierten Kristalls
verfahren. Mit der Videokamera des MALDI-Massenspektrometers wird die Probe mit ca. 100-facher
VergroBerung auf dem Kontrollmonitor dargestellt, so dass die makroskopischen Inhomogenititen und
Oberflachenbeschaffenheiten direkt wihrend der MALDI-TOF-MS-Messung visualisiert werden.

In Abb. 3-27 ist die Experimentzahl gegen ein relatives Mal} der Laserleistung (=100 % -
Laserabschwichung) aufgetragen (Kapitel 2.1.2, S. 18). Die MALDI-TOF-Massenspektren unter
Verwendung der Laserschwellenleistung zeigen bei der Datenaufnahme der MALDI-TOF-
Massenspektren des Kristalls aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12 groBe Schwankungen in der
aufzuwendenden Laserleistung. Die Streubreite der relativen Laserleistung liegt zwischen 25 und 43
bei einer gemittelten Laserschwellenleistung von 30,/. Die analogen MALDI-TOF-MS-
Untersuchungen am pulverisierten Kristall aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12 durch 16sungsmittelfreie
Probenpréparation zeigen eine wesentlich geringere Streubreite von 24 bis 27 in der aufzuwendenden
relativen Laserleistung und eine deutlich geringere gemittelte Laserschwellenleistung von 25,4. Diese
losungsmittelfreie  MALDI-TOF-MS des pulverisierten Kristalls ist damit hinsichtlich der
aufzuwendenden Laserleistung einheitlicher, bei wesentlich geringerer Schwellenleistung, als die des
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Kristalles selbst. Dies kann damit erkldrt werden, dass durch die vergréBerte Oberflache im Falle des
Puders der l6sungsmittelfreien Probenauftragung weniger Gitterenergie aufgewendet werden muss
(vgl. Abb. 1-3, S.5), um die Analyt- und Matrixmolekiile aus dem Kristallgitterverband in die
Gasphase zu Tiberfiihren. Aufgrund der hoheren Einheitlichkeit in der I8sungsmittelfreien
Probenpriparation sind geringere Schwankungen in der aufzuwendenden Laserleistung zu
verzeichnen. Damit l4sst sich die Hypothese formulieren, dass durch Maximierung von
,Defektstrukturen* der MALDI-Desorptions/lonisationsprozess erleichtert wird. Weiter kann vermutet
werden, dass durch die geringere aufzuwendende Laserleistung eine geringere Uberschussenergie in
das Analyt-Matrix-System eingetragen wird, so dass der MALDI-Prozess durch die schonenderen

Bedingungen verbessert und damit in Konsequenz die Fragmentierungstendenz des Analyten kleiner

wird.
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Abb. 3-27: Graphische Auftragung der Experimentzahl (Abszisse) gegen die
relative Laserleistung (Ordinate), um Cytochrom C zu charakterisieren: a) MALDI-
TOF-MS des Kristalls aus 2,5-DHB und Cytochrom C; b) I6sungsmittelfreie
MALDI-TOF-MS des pulverisierten Kristalls von a).

Detailliertere Untersuchungen am Kristall aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12 zeigen, dass die
Experimente mit relativen Laserleistungen > 35 (Abb. 3-27) in strenger Korrelation mit der glatten,
perfekten Kristalloberflichenbeschaffenheit stehen. Die minimalen relativen Laserleistungen < 30
werden bei defekter Beschaffenheit der Kristalloberfliche gefunden. Die Ergebnisse dieser evaluierten
Inhomogenitéten in der Oberflichenbeschaffenheit des Kristalls stehen im Einklang mit der obigen
Hypothese, dass aufgrund der zu iiberwindenden Gitterenergien im Kristall deutlich mehr
Laserleistung fiir die erfolgreiche Desorption/Ionisation aus perfekten Kristalloberflichen als aus
,Defektstrukturen™ aufgebracht werden muss und dass mit steigender Zahl an ,,Defektstrukturen®
eines Kristallverbandes der MALDI-Prozess erleichtert wird.

Weiterfiihrende Untersuchungen hinsichtlich der Reproduzierbarkeit in Abhéngigkeit von der
Kristalloberflachenbeschaffenheit sind in Abb. 3-28a,b gezeigt. Die perfekten Bereiche liefern nicht

reproduzierbare Ergebnisse, die zum Teil erst bei einer relativen Laserleistung von 80 ein
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Massenspektrum ermdglichen. Die Reproduzierbarkeit der Massenspektren der defekten Stellen ist
hoher als die der perfekten Bereiche. Lichtmikroskopische Untersuchungen am Kristall aus 2,5-DHB
und Cytochrom C 12 im Anschluss an die massenspektrometrische Untersuchung lassen vermuten,
dass nach intensivem Laserschuss am Kristall Schmelzoberflichen ausgebildet wurden, die vermutlich

zusitzlich die Reproduzierbarkeit verringern.
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Abb. 3-28: MALDI-TOF-Massenspektren bei verschiedenen Probenpréparationen
mit  zugehorigen  Desorptionslaserleistungen (in =~ Klammern):  a) perfekter
Kristallbereich (50); b) defekter Kristallbereich (30); ¢) pulverisierter Kristall (25);
d) 16sungsmittelbasierende Probenpréparation (30).

Analoge Untersuchungen fiir den pulverisierten Kristall zeigen hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit die besten Ergebnisse. So konnten losungsmittelfreie Massenspektren erhalten
werden, die bei konstanter relativer Laserleistung von 25 (Abb. 3-28¢) an der gleichen Stelle
sechsfach wiederholt nahezu identische Massenspektren beziiglich Signalintensitdten und -breiten
lieferten, bei denen jeweils 10x20 Laserschiisse aufaddiert wurden. Diese Untersuchung weist eine
sehr hohe Einheitlichkeit und Homogenitit auch im Tiefenprofil dieser MALDI-
Probenpriparationsmethode nach und schlieit groflere Verdnderungen des Probengemisches durch
den Laserschuss aus. Nach intensivem MALDI-Laserschuss des pulverisierten Kristalls wurden durch
lichtmikroskopische Aufnahmen ein komplettes Abtragen des Analyt-Matrix-Probengemisches
festgestellt. Oberflichendnderungen wurden nicht gefunden. Dies kann auf die zerstorte Gitterstruktur
des Kristallverbandes im pulverisierten Kristall zuriickgefiihrt werden, die nur noch minimierte

Wechselwirkungen innerhalb der maximierten “Defektstrukturen® des Kristalls zuldsst und dadurch
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eine Verdnderung der Kristallbeschaffenheit verhindert. Daraus muss geschlossen werden, dass der
Laserschuss in erster Linie zur Desorption/lonisation von Matrix und Analyt fiihrt.

Vergleichende Untersuchungen am reinen Kristall der 2,5-DHB-Matrix zeigen, dass die
gemittelte Schwellenleistung, die zur Desorption und Ionisation der Matrix fiihrt, bei /9,4 liegt und die
des pulversierten Kristalls bei /6,2. Zusétzlich werden identisch zum 2,5-DHB/Cytochrom C-Kristall
nach intensivem Laserschuss ebenfalls Oberflichenverdnderungen gefunden, die vermutlich auf
Verschmelzungen zuriickzufiihren sind. Dies ist beim pulverisierten Kristall nicht der Fall. Diese
Ergebnisse erbringen den Nachweis, dass durch Pulverisieren des Kristalls, das formal einer Erh6hung
des Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnisses bzw. einer Maximierung an ,,Defektstrukturen® eines
Kristalls entspricht, die Desorption/lonisation im MALDI-Prozess erleichtert wird und
Oberflachenverdanderungen verringert werden.

Damit kann zusammengefasst werden, dass die massenspektrometrische Untersuchung
hinsichtlich der Schwellenleistung, die zur Desorption/Ionisation des Cytochrom C Analyten 12 aus
der 2,5-DHB-Matrix fiihrt, eine deutliche Differenz zwischen Kristall und pulverisiertem Kristall
gezeigt hat. Die ermittelten relativen Laserleistungen des Einkristalls sind jedoch ein eher
unterschétzter Wert, da perfekt planare Stellen wesentlich groere Laserleistungen beanspruchen. Da
deutlich mehr Laserleistung beim Kristall als beim Pulver verwendet werden musste, kann gefolgert
werden, dass durch den Einbau des Analyten in den Matrixkristall zundchst die Kristallgitterenergie

iiberwunden werden muss, um den Desorptions/Ionisationsprozess zu ermoglichen.

3.1.3.3 Untersuchungen in Abhéingigkeit der MALDI-Probenpriparation

3.1.3.3.1 Losungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS der ,,dried droplet“-Auftragung
Die praktische Bedeutung der Kristallziichtung flir MALDI-TOF-MS ist sichtlich gering. Aus diesem

Grund wird die 16sungsmittelbasierende ,,dried droplet“-Standardprobenpriparation analog obiger
Kristalluntersuchungen evaluiert. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der 16sungsmittelbasierenden,
»dried  droplet“-MALDI-Probenprédparation  (Abb. 3-29) weisen Bereiche auf der
Probentrigeroberfliche nach, die neben Bereichen mit sehr fein verteilten, submikrometerkleinen
Kristallen auch ausgeprigt groBle, prismatische Kristalle aufweisen. Die Evaluierung der
Schwellenleistung wurde analog der MALDI-TOF-MS-Untersuchungen am Kristall bzw. am
pulverisierten Kristall durchgefiihrt (Kapitel 3.1.3.2.2, S.66). Das arithmetische Mittel dieser
Experimente ergab einen Wert von 32,2 mit einer Schwankungsbreite von 30 bis 39. In Abb. 3-28d ist
das Massenspektrum fiir die relative Laserleistung 30 abgebildet.

Detailliertere Untersuchungen der 16sungsmittelbasierenden Probenpriparation zeigen, dass die
Experimente, bei denen hohere Laserleistungen aufgewendet werden mussten, in strenger Korrelation
mit den groBen, prismatischen Kristallen stehen. Diese Korrelation zwischen makroskopischer
Erscheinung und dem MALDI-TOF-MS-Ergebnis ist durch die Visualisierung mit Hilfe der am
MALDI-Gerét installierten Videokamera mdglich. Die kleinsten Laserleistungen werden bei

subpicometerkleinen Kristallen gefunden.



ERGEBNISSE 71

Abb. 3-29: Lichtmikroskopische Aufnahme eines typischen MALDI-Gemisches aus
Cytochrom C12 und 2,5-DHB nach Idsungsmittelbasierender ,dried droplet“-
Probenauftragung.

Die Untersuchungen hinsichtlich der Reproduzierbarkeit in Abhédngigkeit der Préparation
zeigen, dass die Bereiche mit den groBen Kristallen nicht reproduzierbare Ergebnisse liefern,
wohingegen die subpicometerkleinen Kristalle eine erhohte Reproduzierbarkeit aufweisen. Die
lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen nach Laserschuss keine Verdnderungen an den groflen
Kristallen, die subpicometerkleinen Kristalle sind groBtenteils abgetragen. Die Ergebnisse in der
16sungsmittelbasierenden Probenpraparation unterstiitzen eindrucksvoll die Hypothese, dass aufgrund
der zu liberwindenden Gitterenergien im Kristall deutlich mehr Laserleistung fiir die erfolgreiche
Desorption/lonisation aufgewendet werden muss, ganz in Analogie zur perfekten Oberfliche im
Einkristall aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12. Mit steigender Zahl an subpicometerkleinen Kristallen
steigt die Zahl an ,,Defektstrukturen® bzw. sinkt die Kristallgitterenergie eines Kristallverbandes.
Aufgrund der geringeren Schwellenleistung wird der MALDI-Prozess erleichtert und verbessert.

Die 16sungsmittelbasierende Probenpréparation der ,,dried droplet“-Auftragung dhnelt aufgrund
der hohen  Schwellenleistung und der geringeren  Reproduzierbarkeit eher den
massenspektrometrischen Ergebnissen der Einkristalluntersuchungen als denen der 16sungsmittelfreien

Probenpréparation des pulverisierten Einkristalls aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12.
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3.1.3.3.2 Direkte losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS unterschiedlicher DHB-Isomere

Die direkte l6sungsmittelfreie Probenpréparation soll zur Charakterisierung von Cytochrom C
evaluiert werden, um eindeutige Aussagen zum Matrixeffekt treffen zu koénnen. Dabei sollen
unterschiedliche Experimente durchgefiihrt werden, die molare Analyt/Matrix-Verhéltnisse und
Analyt-Matrix-Kombinationen mit einschlie3en.

Die losungsmittelfreie Probenpréparation von Cytochrom C12 und 2,5-DHB im
Mischungsverhiltnis von 1/10.000 ermoglicht es, Massenspektren des Cytochrom C 12 (Daten nicht
abgebildet) zu erhalten. Damit wird eindeutig nachgewiesen, dass die Vororganisation des Analyten
im geziichteten, pulverisierten Einkristall aus 2,5-DHB und Cytochrom C 12 nicht ausschlaggebenden
Einfluss auf die Homogenitit der pulverisierten MALDI-Probe und den Erfolg der
massenspektrometrischen Untersuchung von Cytochrom C 12 hat. Die direkte Vermischung mittels
Kugelmiihle von Matrix und Analyt im gingigen Mischungsverhdltnis von 1/10.000 fiir
konventionelle  l6sungsmittelbasierende  Probenprédparation  ermoglicht eine  ausreichende
Homogenisierung, um einen effektiven MALDI-Prozess zu gewéhrleisten.

Die Ergebnisse der 16sungsmittelfreien Probenpréiparation zeigen, dass nicht nur der Einbau
eines Analyten in einen Matrixkristall aufgrund der erhdhten Gitterenergie hinderlich
ist (Kapitel 3.1.3.2, S. 64), sondern nachweislich kein zwingender Bedarf besteht, den Analyten in das
Matrixkristallgitter einzubauen. Damit wird die urspriingliche Modellvorstellung widerlegt, dass der
Matrixeftekt auf einer ,,Mischkristallbildung* zwischen Matrix und Analyt basiert.

Diese Schlussfolgerung wird im Detail durch folgende Uberlegungen und experimentellen
Ergebnisse gestiitzt: Es kann angenommen werden, dass die 16sungsmittelfreie Probenpriparation
PartikelgroBen im Mikrometerbereich liefert'*°. Die GroBenordnung eines Mikrometers ist jedoch
einige Zehnerpotenzen groBer als molekulare Dimensionen (GroBenordnung 107" m). Aus diesem
Grund kann davon ausgegangen werden, dass kein wirklich homogenes Gemisch von Analyt und
Matrix auf molekularer Ebene erhalten wird, dass jedoch eine zumindest partielle Homogenisierung
auf molekularer Ebene ausreichend fiir eine erfolgreiche Messung ist. Umgekehrt scheint dies nahe zu
legen, dass in 16sungsmittelbasierender MALDI-Probenpréparation die erhaltenen Homogenitdten im
festen Zustand wesentlich schlechter sind als bislang angenommen. Um sich die These der
Segregation bei der 16sungsmittelbasierenden Probenpréparation zu vergegenwértigen, sollte man sich
ins Gedéichtnis rufen, dass (Um-)Kristallisation in der prédparativen synthetischen Chemie als
Reinigungsprozess Anwendung findet. Damit zeigt der Prozess einer jeden Kristallisation von zwei
oder mehreren Komponenten Separationsphdnomene in unterschiedlichem Ausmall. So miissen bei
der konventionellen Iosungsmittelbasierenden MALDI-Probenpriaparation die Matrix- und
Analytmolekiile im Kristallisationsschritt vor einer Entmischung bewahrt werden. Die Minimierung
einer Entmischung bzw. die Maximierung an Homogenitit kann erfolgen, indem die
losungsmittelbasierende Probenpréiparation optimiert wird (Kapitel 3.1.1, S. 29). So fiihrt nach unseren
bisherigen Erfahrungen ein Abstimmen von Polarititen der Analyt- und Matrixmolekiile zwangslaufig
zu einer geringeren Entmischung wihrend der Kristallisation. Durch das Verwenden eines
leichtfliichtigen Losungsmittels kann die Kristallisation gezielt beschleunigt und so die Auftrennung
der Komponenten weitgehend unterdriickt werden. Die Auswirkungen beim Phaseniibergang vom

gelosten zum festen Zustand werden minimiert. Dennoch ist der Ansatz zur Homogenisierung iiber
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einen gelosten Zustand einfach und schnell und fiihrt in den meisten Fillen zu hinreichenden
Homogenititen. Inhomogenitit spiegelt sich in unterschiedlichen Kristallen innerhalb eines einzigen
Proben-,,Spots® wieder. Durch die Suche nach ,hot spots“ bzw. durch die Anwendung hdherer
Laserleistung (Kapitel 3.1.2.1.3, S. 40) kann eine Spektrenaufnahme auch bei geringer Homogenitit
erfolgen, jedoch sind hierbei Massenspektren mit geringer Qualitdt in Kauf zu nehmen.

Zunéchst soll zwischen zwei gidngigen 16sungsmittelbasierenden Probenauftragungsmethoden
unterschieden werden. Bei der ,,dried droplet“-Auftragungsmethode werden der Analyt und die Matrix
zundchst im gelosten Zustand vermischt und dann auf den Probentrdger aufgetragen. Durch
Verdampfen des Losungsmittels kristallisieren die Gemischkomponenten entsprechend ihrer
physikochemischen Eigenschaften aus. Bei einer ,,thin layer“-Priaparation wird zunichst die in Aceton
geloste Matrix auf den Probentréger aufgetragen und das Losungsmittel abgedampft. Die wissrige
Analytlosung wird danach auf die auskristallisierte Matrixschicht des Probentrdgers aufgebracht. Je
nach Loslichkeit der Matrix in Wasser (vgl. 2,6- <2,4- < 2,5-DHB180) wird die diinne Matrixschicht
unerwiinschterweise teilweise wieder angeldst. Der Kontakt beider Molekiile erfolgt bei ausreichend
geringer Mischbarkeit lediglich an der Grenze der beiden Schichten. Die ,thin layer*-
Auftragungsmethode ist daher eine Weiterentwicklung der ,dried droplet“-MALDI-
Probenpriparationsmethode, um Inhomogenitdten zwischen Analyt und Matrix im festen Zustand zu
minimieren. Fiir die l0sungsmittelfreie Probenpriparation muss angenommen werden, dass aufgrund
der Mahlwirkung, die zur Homogenisierung fiihrt, auch solche Analyt-Matrix-Kombinationen einer
MALDI-TOF-MS-Analyse unterworfen werden konnen, die aufgrund ihrer unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften fiir die 16sungsmittelbasierende Probenpréparation nicht oder nur
schwer zuginglich sind. Aus dieser Argumentation heraus sollen l6sungsmittelfreie MALDI-TOF-
MS-Analysen an verschiedenen DHB-Matrixisomeren durchgefiihrt werden, die bei ausreichender
Absorption bei der Laserwellenlinge von 337 nm mittels 16sungsmittelbasierender Probenpriparation
keine UV-MALDI-TOF-Massenspektren lieferten'®. Die Massenspektren der 2,4-, 2,5- und 2,6-DHB-
Isomeren zeigen, bei entsprechend optimierten Auftragungsmethoden und geeigneten
Laserwellenlingen, generell bessere Qualititen als die der 3,4- und 3,5-DHB-Matrixisomere'*'**. Die
folgenden Modelluntersuchungen werden aus diesem Grund fiir die ersteren drei DHB-Matrixisomere
durchgefiihrt. Folgende Reihe, geordnet nach abnehmenden Absorptionen bei 337 nm im UV-
Spektrum, wird fiir diese DHB-Isomere im festen Zustand beschrieben'®’: 2,.5-DHB > 2,6-DHB > 2.4-
DHB.

In literaturbeschriebenen Untersuchungen der losungsmittelbasierenden ,.dried droplet*-
Standardprobenpréparation lieferte nur die 2,5-DHB-Matrix MALDI-TOF-Massenspektren (337 nm).
Es konnten bei dieser Laserwellenlédnge bei beiden 16sungsmittelbasierenden Auftragungsmethoden
mit 2,4-DHB keine Massenspektren bzw. nur solche mit schlechter Qualitét erhalten werden. Die 2,6-
DHB ergab Massenspektren mit 16sungsmittelbasierender MALDI-TOF-MS nur nach ,,thin layer-
Auftragung aus einer Acetonlosung. Dieser Erfolg kann durch ihre geringe Loslichkeit in Wasser im
Vergleich zu anderen DHB-Isomeren erklirt werden.

Fiir die folgenden Untersuchungen ist es ebenfalls von Bedeutung, die Tendenz der Bildung

eines Mischkristalls aus Cytochrom C 12 und der drei DHB-Matrixisomere zu beriicksichtigen'®, da
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in Mischkristallen andere Wechselwirkungen von Matrix und Analyt vorliegen. Fiir die DHB-Isomere

werden folgende molare Analyt/Matrix-Einbauverhiltnisse im Kristall festgestellt:

e 2,5-DHB: quantitativer Einbau bei 1/10°,
e 2.4-DHB: semiquantitativer Einbau bei ca. 1/10°,

e 2,6-DHB: nur geringfiigiger bis gar kein Einbau (< 1/10°).

MALDI-TOF-Massenspektren von Cytochrom C aus diesen Kristallen wurden folgerichtig nur
fiir die 2,4- und 2,5-DHB in guter Qualitdt gewonnen, wobei fiir die 2,6-DHB-Kristalle gar keine
Massenspektren erhalten wurden. Loslichkeit, Einbau bzw. Segregation stehen im engen
Zusammenhang und diktieren die erfolgreiche MALDI-TOF-MS-Analyse.

Die l6sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS-Untersuchungen der 2,4-DHB und 2,6-DHB werden
im Folgenden in Abb. 3-30 mit den Ergebnissen der 2,5-DHB Matrix verglichen. Die
16sungsmittelfreie  Probenpréparation der wumkristallisierten Matrices mit einem molaren
Analyt/Matrix-Verhidltnis  von 1/1.000 erlaubt im Gegensatz zur I6sungsmittelbasierenden
Probenpriparation die Aufnahme von Massenspektren des Cytochrom C 12 mit allen DHB-
Isomeren (Abb. 3-30). Die 2,5-DHB Matrix ermoglicht Massenspektren von Cytochrom C 12 bei
einer relativen Laserleistung von 35 in hoher Qualitdt zu erhalten (Abb. 3-30a). Mit der 2,6-DHB
Matrix kénnen Massenspektren (Abb. 3-30b) im &dhnlichen, leicht erhohten relativen
Laserleistungsbereich von 40 erzielt werden. Das Signal des Cytochrom C 12 ist relativ breit. Die
Massenspektren, die durch die Verwendung der 2,4-DHB Matrix (Abb. 3-30c) erhalten werden,
liefern ebenfalls relativ breite Signale des Cytochrom C 12, jedoch erst bei wesentlich hoheren
relativen Laserleistungen von 55. Erstaunlich bei der Untersuchung dieser Matrix ist, dass durch die
Erhohung der relativen Laserleistung auf 60 das Massenspektrum deutlich an Qualitdt gewinnt und
Fragmentierung trotz sehr hoher Laserleistung ausbleibt (Daten nicht abgebildet).

Der Anstieg der aufzuwendenden Laserleistung fiir die unterschiedlichen DHB-
Isomere (2,5-DHB < 2,6-DHB <2,4-DHB) wird auf die abnehmenden Absorptionen der
Matrixisomere (2,5-DHB > 2,6-DHB > 2,4-DHB) bei der verwendeten Laserwellenlinge (337 nm)
zuriickgefiihrt. Die Breite der Analytsignale kann mit der erhdhten Laserleistung und zusétzlich mit
einer Cytochrome C-Matrixadduktbildung erklart werden. Letzteres steht im Einklang mit
Untersuchungen, bei denen die 2,5-DHB die geringste Tendenz zur Matrixadduktbildung zeigt'™.

Mit diesen Untersuchungen wird ebenfalls eindeutig gezeigt, dass die losungsmittelfreie
Probenpréparation auch bei der 2,6-DHB, also einer Matrix, die von den evaluierten Isomeren die
geringste Tendenz zum Einbau in einen Einkristall zeigt (nur geringfiigig bis gar keinen Einbau)'*’,
gute MALDI-TOF-Massenspektren liefert. Losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS sorgt eindeutig fiir
einen ausreichenden Kontakt zwischen Analyt und Matrix. Die Diskrepanz zum Misserfolg in der
l6sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS-Analyse'® kann dadurch erkldrt werden, dass die
physikochemische Wechselwirkung der 2,6-DHB-MALDI-Matrix und der Cytochrom C
Analytmolekiile 12 bei der Verdunstung des Losungsmittels wihrend der konventionellen
Probenauftragung durch eine Trennung von Analyt und Matrix gestort wird. Der Kontakt zwischen

Analyt und Matrix wird dabei so minimiert, dass die massenspektrometrische Analyse scheitert. Bei
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der Durchmischung im festen Zustand kann eine ausreichende Homogenisierung der unterschiedlich
polaren, wenig kompatiblen Molekiile, 2,6-DHB und Cytochrom C, durch &uBlere Kréfte erreicht

werden.
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Abb. 3-30: Losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS von Cytochrom C 12 mit
verschiedenen DHB-Matrixisomeren bei einem konstanten molaren Analyt/Matrix-

Verhiéltnis von 1/1.000 in Abhéngigkeit der relativen Laserleistung (in Klammern):
a) 2,5-DHB (35); b) 2,6-DHB (40); ¢) 2,4-DHB (55).

Bei der losungsmittelfreien Probenpréiparation kann von einer Limitierung durch Segregation
abgesehen werden. Allerdings kdnnen bei dieser Probenpriparation Anderungen der Morphologie auf
molekularer Ebene aufgrund mechanischer Behandlung nicht vollig ausgeschlossen werden. Eine
weitere ~ Vermutung  hinsichtlich des  theoretischen  Aspekts der 16sungsmittelfreien
Probenpréiparationsmethode ist, dass ein Adsorptionsmodell zwischen Analyt und Matrix in Betracht
gezogen werden kann, welches jedoch unabhingig von der Kristallinitit ist.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die erfolgreiche, 16sungsmittelfreie MALDI-
TOF-MS-Analyse von Cytochrom C mittels unterschiedlicher DHB-Derivate der eindeutige Nachweis
erbracht wird, dass, neben einer ausreichenden Absorption der Matrix im verwendeten
Laserwellenldngenbereich, ein enger Kontakt zwischen Analyt und Matrix ausschlaggebender Faktor
im MALDI-Prozess ist. Es muss ecine feine Abstimmung der Molekiileigenschaften bei der
16sungsmittelbasierenden, nicht jedoch bei der 16sungsmittelfreien Probenpréparation erfolgen, was

sich insbesondere in unterschiedlicher Durchmischung von Analyt und Matrix in der fertigen Probe
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manifestiert. Ein Einbau eines Analyten in einen Matrixkristall ist fiir einen erfolgreichen MALDI-
Prozess nicht notwendig.

3.1.3.3.3 Losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS inkompatibler Systeme

Der Matrixeffekt steht bei den folgenden Untersuchungen im Vordergrund. Bei diesem Ansatz wird
fiir die Cytochrom C-Analyse die 16sungsmittelinkompatible Dithranol-Matrix (Abb. 3-23) und die
16sungsmittel- und polaritdtsinkompatible Anthracen-Matrix zur 18sungsmittelfreien MALDI-TOF-
MS-Analyse von Cytochrom C 12 eingesetzt. Die Ergebnisse werden mit denen der 2,5-DHB
verglichen, welche die gingige Matrix fiir das Cytochrom C 12 ist.

Dithranol ist eine Matrix, die bevorzugt bei der Polymeranalytik oder bei organischen
Makromolekiilen eingesetzt wird (Kapitel 2.1.1, S. 15) und eine gute Loslichkeit in organischen
Losungsmitteln (z.B. THF) zeigt. Die Dithranol-Matrix ist unpolarer als die DHB-Matrix, tragt jedoch
in Analogie zu dieser ebenfalls Hydroxyfunktionen. Das 18sungsmittelfreie MALDI-TOF-
Massenspektrum von Cytochrom C mittels der Dithranol-Matrix (Abb. 3-31a) im géingigen
Analyt/Matrix-Verhéltnis von 1/500 kann mit einer relativen Laserleistung von 40 in guter Qualitdt
erhalten werden.
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Abb. 3-31: MALDI-TOF-Massenspektren von Cytochrom C 12 mit
inkompatiblen Matrices bei molaren Analyt/Matrix-Verhiltnissen von 1/500 in
Abhingigkeit der relativen Laserleistung (in Klammern): a) Dithranol (40);
b) Anthracen (45).
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Im Vergleich zur 2,5-DHB-Matrix zeigt sich eine erhohte relative Laserleistung, geringere
Signalintensitdt und ein niedrigeres Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Trotz erhohter relativer
Laserleistung wird fiir die Dithranol-Matrix ein schmaleres Signal von Cytochrom C gefunden. Bei
der 16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS wird die Signalverbreiterung bei der 2,5-DHB-Matrix
auf Cytochrom C-Matrixadduktbildung zuriickgefiihrt'®
TOF-MS-Untersuchungen ist die Signalverbreiterung von Cytochrom C bei der 2,5-DHB (Abb.
3-32a) insbesondere durch Na-Pseudo-Molekiilionenbildung, verursacht durch Verunreinigungen der
Matrix durch Natriumsalze (Kapitel 2.1.3, S. 20), zu erkldren. Damit wird das Cytochrom C 12
einerseits durch die herkdmmliche Anlagerung eines Protons, jedoch auch eines Natriumkations sowie

. Bei diesen losungsmittelfreien MALDI-

durch verschiedene Austauschgrade von aciden Protonen des Cytochrom C 12 gegen Natriumkationen
zur lonisation gebracht. Das ,,Tailing (Abb. 3-32b) bei Cytochrom C 12 unter Verwendung von

Dithranol zu niedrigeren Massen wird auf Fragmentierung durch erh6hte Laserleistung zuriickgefiihrt.
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Abb. 3-32: MALDI-TOF-Massenspektren von Cytochrom C 12 in Abhéngigkeit der
relativen Laserleistung (in Klammern): a)2,5-DHB im molaren Verhiltnis 1/1.000 (35);
b) Dithranol im molaren Verhéltnis 1/500 (40).

Eine noch groBere Differenz in den Polaritidten zwischen dem Cytochrom C-Analyten 12 und

der Matrix ist mit Anthracen gegeben, einer sehr unpolaren Matrix, welche neuerdings Anwendung
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zur Charakterisierung von unpolaren Polymeren wie Poly(butadienen), Poly(isoprenen) und Polystyrol
findet'®'**. Sie verbessert dabei insbesondere die Reproduzierbarkeit der Messung.

In Abb. 3-31b (S. 76) ist das losungsmittelfreic MALDI-TOF-Massenspektrum dargestellt,
welches mittels Anthracen im Analyt/Matrix-Verhéltnis von 1/500 unter Anwendung der relativen
Laserleistung von 45 erhalten wurde. Dabei zeigt sich eine sehr geringe Qualitdt im Massenspektrum.
die sich insbesondere durch ein schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis darstellt. Die Signalintensitét
des Cytochrom C 12 ist gering, die Signalbreite dagegen grof3. Da diese Analyt- und Matrixmolekiile
aufgrund ihrer Polarititen génzlich inkompatibel sind, kann angenommen werden, dass sie sich
ausschlieBlich durch die duBeren Kréfte bei der Kugelmiihlenbehandlung mischen. Ferner kann
angenommen werden, dass positive Wechselwirkungen zwischen Analyt und Matrix vernachléssigbar
sind. Da ein MALDI-TOF-Massenspektrum eines inkompatiblen Analyt-Matrix-MALDI-Gemisches
erhalten werden konnte, wird gezeigt, dass die Absorption der Matrix bei der verwendeten
Laserwellenlidnge den ausschlaggebenden Faktor des Matrixeffektes und damit des MALDI-Prozesses
darstellt. Aufgrund der geringen Qualitit des Massenspektrums muss angenommen werden, dass
kompatible Polarititen zwischen Matrix (z.B. 2,5-DHB-Matrix, Abb. 3-30A) und Analyt den MALDI-
Prozess verbessern. Wechselwirkungen zwischen Matrix und Analyt, wie sie bei
Adsorptionsphianomenen gefunden werden, stellen somit keine generelle Notwendigkeit dar. Sie

scheinen jedoch den MALDI-Prozess zu begiinstigen.

3.1.3.4 Diskussion zum theoretischen Aspekt

Der Versuch, ein auch nur in Grenzen einheitliches Modell des MALDI-Prozesses zu entwerfen, ist
nicht Ziel dieser Untersuchungen. Sie reihen sich vielmehr in eine Vielzahl von Detailuntersuchungen
ein, um neue Erkenntnisse und ein tieferes Verstindnis der physikochemischen Prozesse, die dem
Desorptionsprozess der MALDI-Methode zugrunde liegen und ihm ihre ungewdhnlichen
Eigenschaften verleihen, zu erhalten.

Die Ergebnisse, die in diesen Untersuchungen gewonnen wurden, unterstiitzen die Annahme,
dass eine erfolgreiche MALDI-TOF-MS-Analyse bei einer Wellenldnge von 337 nm einen engen

Kontakt zwischen Analyt- und Matrixmolekiilen erfordert'®’.

1180

Die gewonnenen Erkenntnisse
widersprechen nicht dem postulierten Adsorptionsmodell ™ zwischen Analyt und Matrix.

Die Prozesse, die jedoch ursichlich die Produktion der Analytionen zu begiinstigen scheinen,
sind nach den hier gewonnenen Erkenntnissen eine ausreichende Absorption der Matrix bei der
verwendeten Laserwellenlinge von 337 nm und eine moglichst hohe, kristallfreie Homogenisierung
zwischen Matrix und Analyt im festen Zustand, die nachweislich die Schwellenleistung der
Ionenbildung herabsetzt. Aus all diesen Ergebnissen ergibt sich die Schlussfolgerung, dass durch die
Zunahme des Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnisses die ,,Defektstrukturen® des Kristalls maximiert
werden. Folglich wird die Gitterenergie des Kristalls minimiert, wodurch die Freisetzung der
Molekiile aus dem Gitterverband erleichtert wird. Insbesondere durch den Vergleich der ,,Einkristall*-
und  ,pulverisierten  Einkristall“-MALDI-TOF-MS-Untersuchungen  konnte  explizit  der
Zusammenhang zwischen Kristallinitdt und Laserleistung aufgezeigt werden. Je geringer die
Kristallinitdt ist, desto geringer ist auch die aufzuwendende Laserleistung. Folglich wird durch die

geringere Kristallinitdt die Schwellenleistung, die zur Desorption und lonisation des Analyten fiihrt,
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minimiert. Dadurch werden wiederum geringere Uberschussenergien in das Analyt-Matrix-System
eingetragen, so dass der MALDI-Prozess schonender und damit auch fragmentierungsarmer wird. Im
Gegensatz zu Horneffer ef al.'™ miissen wir mit diesen Ergebnissen schlussfolgern, dass der Einbau
von Analyt in Matrixkristalle nicht hilfreich, sondern hinderlich fiir eine MALDI-TOF-MS-Analyse
ist, da genau die Kristallinitit den zugrundeliegenden Prozess energetisch erschwert.

Der erkennbare Vorteil des Einbaus eines Analyten in einen Matrixkristall ist dennoch insofern
gegeben, als eine gewisse ,,Zwangshomogenisierung® erhalten wird. Ein moglichst schonender
MALDI-Prozess wird durch einen innigen Kontakt zwischen Analyt und Matrix unabhéngig von
Kiristallinitdt erzielt. Der Erfolg des generellen Matrixeffektes ist unabhingig von der Kompatibilitit
zwischen Analyt- und Matrixmolekiilen im geldsten Zustand.

Die gewonnenen FErkenntnisse zum generellen Matrixeffekt erlauben es, gezielte
Untersuchungen zur Matrixeffektivitit durchzufiihren. Physikochemische
Eigenschaften (z.B. Affinititen =~ aufgrund  ihrer  Polarititen) und/oder  strukturbedingte
Eigenschaften (z.B. Geometrien) zwischen Analyt und Matrix konnen vermutet werden, um die
molekularen Wechselwirkungen zu beschreiben. Eine Evaluierung dieser unterschiedlichen
Eigenschaften wiirde den wirksamen Matrixeffekt ndher beleuchten. Dadurch konnten die
Unterschiede in den Effektivititen des Desorptions/Ionisationsprozesses bei verschiedenen Matrices
geklart werden, die zu signifikanten Verbesserungen bei einem geeigneten Matrixmolekiil fithren

konnen. Neue Matrices konnten ebenfalls gezielter untersucht werden.

3.1.4 Resiimee

Fiir die MALDI-Probenpréparation ergibt sich, dass die 16sungsmittelfreie Methode zuverléssig fiir
eine ausreichende Homogenisierung und fiir eine wesentlich bessere Reproduzierbarkeit der
Massenspektren sorgt (Kapitel 3.1.2.1, S.30). Diese wird fiir die 16sungsmittelbasierende
Probenpréparation teilweise nur durch aufwendige Optimierung der Probenpriparation (z.B. Suche
nach geeigneten Matrices und Losungsmitteln) oder durch zeitintensive Messungen (z.B. Suche nach
,»hot spots®), gegebenenfalls aber auch durch die Anwendung erhohter
Laserleistungen (Kapitel 3.1.2.2, S. 44) gefunden. Damit ist die losungsmittelfreie Probenpraparation
als eine vereinfachte MALDI-TOF-MS-Methode zu beurteilen und vorzuziehen. Bei all unseren
vergleichenden Untersuchungen ergab sich keine Situation, bei der die 1dsungsmittelfreie
Probenpréparation versagte, die losungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS hingegen Ergebnisse
lieferte. Die Ergebnisse unterscheiden sich nur in der Art, dass die 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-
MS-Methode meist sogar verbesserte Ergebnisse liefert (Kapitel 3.1.2.2, S.44) bzw. weitere
Substanzklassen wie z.B. unlosliche Polydithiathianthrene'” und Polyfluorene (Kapitel 3.1.2.3, S. 52)
zuginglich macht. Die neue Methode ist daher nicht nur eine Bereicherung hinsichtlich der
Vereinfachung, sondern auch eine Verbesserung und Erweiterung der MALDI-TOF-MS-Analyse. Die
Erwartungen, die anfénglich an diese Untersuchungen gestellt wurden, sind durch die erzielten
experimentellen Ergebnisse bei weitem iibertroffen worden.

Der Erfolg der MALDI-TOF-MS-Analyse wird im wesentlichen durch die Probenpriparation
entschieden. Nach den bisherigen Erfahrungen ist die losungsmittelfreic MALDI-TOF-MS
universeller und sicherer in der Anwendung. Die Homogenisierung im festen Zustand ist ein
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Mehraufwand, bei dem zusétzlich ein groBerer Substanzbedarf vorliegt. Bei der
losungsmittelbasierenden Probenpréparation bestehen zum Teil effektive Losungsansitze zur
Optimierung der massenspektrometrischen Analyse, wie z.B. die Verwendung eines leichtfliichtigen
Losungsmittels und/oder kompatibler Analyt-Matrix-Systeme zur Homogenisierung der
auskristallisierten Probenmischung. Die l6sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS hat daher im
Routinebetrieb ihre Berechtigung. Losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS-Analysen konnen bei
ginzlichem Versagen der 18sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS-Analyse, bzw. ergidnzend fiir
eine Optimierung der massenspektrometrischen Analyse, hinzugezogen werden.

Durch geeignete Modellexperimente konnte gezeigt werden, dass die Modellvorstellung eines
Analyten eingebettet in einen Matrixkristall (Abb. 3-33a) nicht notwendig, sondern aufgrund der
erhdhten einzubringenden Laserleistung von Nachteil ist. Der MALDI-Prozess ist umso effektiver, je
geringer die (Rest-)Kristallinitdt und je hoher der innige Kontakt zwischen Analyt und Matrix ist
(Abb. 3-33b), unabhingig von der Art der Probenvorbereitung.

Abb. 3-33: Modellvorstellungen des MALDI-Probengemisches, welches einen moglichst
effektiven MALDI-Prozess ermoglicht: a) Idealvorstellung des Analyten eingebettet in einen
Matrixkristall; b) realistische Vorstellung, bei der der Analyt weitgehend homogen mit
moglichst geringer (Rest-)Kristallinitit in innigem Kontakt mit Matrixmolekiilen steht; c)
Riickschluss auf die Realvorstellung bei der konventionellen losungsmittelbasierenden
Probenpriparation.
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3.2 Fragmentionenanalytik

3.2.1 Systematische Untersuchungen zur Abhiingigkeit der Fragmentierung

3.2.1.1 Fragmentionenanalyse anhand des Modellhomopolymers PMMA

3.2.1.1.1 Theorie und analytisches Konzept

Im Massenbereich, bei dem einzelne Polymerketten aufgelost wiedergegeben werden konnen, kann
die genaue Ermittlung der molekularen Masse der synthetischen Polymeren eine Vielzahl an
Informationen zur Verfligung stellen. Aus der absoluten Masse eines jeden Signals einer
Polymerverteilung konnen die Masse der Wiederholungseinheit, der Polymerisationsgrad sowie die
Masse der Endgruppen ermittelt werden. Dies ist von Bedeutung, um erwartete Endgruppen nach einer
Polymerisation oder Endgruppenmodifikation zu verifizieren. Jedoch kann bei unbekannten
Polymeren oder Endgruppen das konventionelle MALDI-TOF-Massenspektrum alleine fiir eine
eindeutige Strukturzuweisung nicht ausreichend sein. Zusétzliche Informationen kénnen ebenfalls
mittels MALDI-TOF-MS durch eine Fragmentionenanalyse erhalten werden, sofern das Polymer
einen Bruch des Polymerriickgrats zeigt, so dass z.B. eine Differenzierung der Kettenenden moglich
wird. Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse konnte schon wichtige Beitrdge zur Endgruppen-
und Copolymeranalyse von Polymeren leisten'®'™. Der Nutzen der MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik ist auch im Bereich der synthetischen Polymere erkannt.

Die ,,Post-Source Decay* (PSD)- und ,,Collision-Induced Dissociation* (CID)-MALDI-TOF-
Fragmentierungstechniken unterscheiden sich nur in der Art der Anregung (Kapitel 2.2.1, S. 24), die
zur Fragmentierung des Analyten fiihrt. Generell benétigt die Fragmentionenanalyse grundlegende
Informationen iiber das Fragmentierungsverhalten der Polymerkette, da konkurrierende Prozesse
Endgruppenbestimmung verhindern kénnen wie z.B. die Dissoziation des Kations, Spaltung der
Seitenkette anstatt des Riickgrates, ISD-Fragmentierung etc.. Der bisher literaturbeschriebene hochste

185,186 .
* und ist durch den

zugingliche Massenbereich der Fragmentionenanalytik liegt bei 5.000 Da
begrenzten Massenbereich des verwendeten Sektorfeld-TOF-Massenspektrometers bedingt.

An einem einfachen Homopolymersystem soll die Leistungsfihigkeit der MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse untersucht werden. Fiir diese systematischen Untersuchungen wurde die Wahl
von PMMA als Analyt dahingehend getroffen, dass dieses im niedermolekularen Bereich schon
eingehend auf dessen Fragmentierung untersucht wurde und damit auf einschldgige Literatur
zuriickgegriffen werden kann'®"'#%1%,

Ziel dieser Untersuchungen ist es, Anderungen im Fragmentierungsverhalten von PMMA in

Abhingigkeit steigender Molekulargewichte mittels MALDI-TOF-MS zu studieren"""""". Dabei sollte

VI Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. F.-J. Mayer-Posner, Bruker Daltonik

GmbH, Bremen.
VI Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn O. Laine im Rahmen seiner Promotion im AK

Prof. Pirjo Vainiotalo an der University of Joensuu, Joensuu, Finnland.
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ebenfalls die  Molekulargewichtsobergrenze  dieser  Technik  ermittelt werden. Um
Fragmentierungsstudien  bis  10.000 Da2c¢  zuginglich zu  machen, sollte der
probenpréparationsspezifische  Einfluss einer ~ GPC-Fraktionierung  evaluiert  werden.
Instrumentenspezifische Parameter wie Detektorspannung und Breite des ,,Gate“-Fensters bei der
Massenselektion sollten evaluiert werden, um die PSD-Untersuchung zu verbessern.
PMMA-Standards mit Molekulargewichten von 2.000 Da 2a, 6.000 Da 2b and 10.000 Da 2¢
wurden fiir diese systematischen Untersuchungen ausgewéhlt. Die verwendeten Lithium-, Kalium-
und Césiumkationen wurden zu den PMMA-Proben zugegeben, um den Einfluss der Kationengrof3e
auf das Fragmentierungsverhalten von PMMA zu studieren. Die Fragmentspektren werden im
Speziellen miteinander verglichen hinsichtlich Signalintensitdt und Sequenzinformation nach

folgenden verdnderlichen Parametern:

e Molekulargewicht des Polymers und Kationengrofe (Kationendurchmesser-zu-

Polymerlidngen-Verhiltnis),
e Matrix,
e Laserleistung und Detektionsparameter,
e Beschleunigungsspannung,

e Art der Fragmentanregung: ,Post-Source Decay“ (PSD)- und ,,Collision-Induced
Dissociation® (CID),

e StoB3gas und Stofigasdruck.

3.2.1.1.2 ,,Post-Source Decay* (PSD)- und ,,Collision-Induced Dissociation*“(CID)-MALDI-
TOF-MS

3.2.1.1.2.1 Fragmentierungsmechanismus von PMMA

Die erhaltenen Fragmentionen entsprechen denen aus fritheren Untersuchungen an PMMA-Proben,
bei denen CID- und PSD-Technik gleichermaBen angewendet wurden'®>'®*'®"  Die Struktur der
Fragmentionen und ihrer m/z-Werte sind in Abb. 3-34 zusammengestellt. Die Radikalkationen A

und B entstechen als Konsequenz eines direkten Fragmentbruches des Polymerriickgrates'’. Die

Ionen C, D, E und F werden durch Umlagerungsprozesse gebildet (Abb. 3-34)'%.

Die Laserleistung iibt einen starken Einfluss auf das Fragmentierungsmuster und den Umfang
einer Fragmentierung aus. Die Laserleistung musste jeweils optimiert werden, eine Vorhersage kann
nicht gegeben werden. Eine Korrelation wird dahingehend beobachtet, dass mit Zunahme des
Molekulargewichtes des Polymers hohere Laserleistung angewendet werden musste. Diese Tendenz
ist bei der PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse intensiver als fiir die CID-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse. =~ Die  Unterschiede korrelieren gut mit der Theorie beider
Fragmentanregungen (Kapitel 2.2.1, S. 24). Eine optimale Laserleistung liegt in jedem Fall zwischen

Laserschwellenanregung des Molekiils und der Dissoziation des Kations vom Polymer.
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Abb. 3-34: Struktur von PMMA und Nomenklatur der Fragmente.

Bei Schwellenanregung des Polymers tritt keine nennenswerte PSD-MALDI-TOF-
Fragmentierung (Abb. 3-35b) ein, jedoch eine ausgepréigte CID-Fragmentierung (Abb. 3-35a). Dies
steht im Einklang mit der theoretische Erwartung zu den beiden unterschiedlichen
Anregungsverfahren (Kapitel 2.2.1; S.24) und ist von Bedeutung, da zwischen diesen beiden
differenziert werden konnte, obwohl identische Fragmentionen gebildet werden. Aus den
Untersuchungen an der Schwellenanregung des Polymers geht auch hervor, dass CID-MALDI-TOF-
MS schonendere Fragmentierungsbedingungen gewihrt, da das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis besser
ist.

Mit Erhéhung der Laserleistung bei der CID-Fragmentionenanalyse steigt der PSD-Anteil an, so
dass beide Fragmentierungsanregungen gleichzeitig eintreten. Diese Uberlagerung macht sich im
Fragmentspektrum durch eine erhohte Kationendissoziation bemerkbar. Da die Fragmentionen bei
beiden Fragmentanregungen gleich sind, treten keine zusitzlichen Fragmentsignale auf.

Die Detektorspannung ist ein sehr empfindlicher Parameter, um die Qualitit des
Massenspektrums zu verbessern. Parameter wie Losungsmittel, Konzentration und Probenauftragung
zeigen ebenfalls einen Einfluss. Fiir diese Parameter kann keine Vorhersage getroffen werden, so dass
sie jeweils experimentell evaluiert werden miissen. Die Beschleunigungsparameter von 28,5 und
26 kV geben bei PSD-MALDI-TOF-MS oder CID-MALDI-TOF-MS keine nennenswerten

Unterschiede im Ausmal der Fragmentierung oder im Fragmentierungsmuster.
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Abb. 3-35: MALDI-TOF-Fragmentspektren (Dithranol, CF;CO,Li) von
PMMA 2.000 Da 2a in Abhéngigkeit der relativen Laserleistung: a) Schwellenleistung im
CID-Technik; b) Schwellenleistung im PSD-Technik.

3.2.1.1.2.2 Fragmentionenanalyse von PMMA mit 2.000 Da

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von [M+Li],, [M+K]" und [M+Cs]" der Pseudo-
Molekiilionen des PMMA-20-mers 2a sind in Abb. 3-36 gegeniibergestellt. Fragmentserien werden
nur mit Li- und K-Pseudo-Molekiilionen erhalten. Beim Cs-Pseudo-Molekiilion dominiert ein
unerwartetes Signal bei 1913 Da das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum. Das Li-Pseudo-
Molekiilion (20-mer) liefert weitaus intensivere Fragmentsignale und bessere Signal-zu-Rausch-
Verhiltnisse als das K-Pseudo-Molekiilion. Diese Ergebnisse stehen in gutem FEinklang mit
experimentellen und theoretischen Fragmentuntersuchungen von PMMA, bei denen von allen
Alkalimetallkationen Lithiumkationen die hochste Bindungsenergie mit niedermolekularen PMMA -

Fragmentionen zeigten'*”'"".
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Abb. 3-36: MALDI-TOF-Fragmentspektren (Dithranol) von PMMA 2.000 Da2a in
Abhéngigkeit der KationengroBe und der Aktivierungsanregung bei N, als StoBgas:

i) CF;CO,Li: a) CID; b) PSD: ii) CF;CO,K: a) CID; b) PSD; iii) CF;CO,Cs: a) CID;
b) PSD.
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Typ A und B Radikalkationen, aufgebaut aus einer bzw. zwei Monomereinheiten, sind die
dominantesten Fragmentionen im niedermolekularen Fragmentmassenbereich von [M+Li]" und
[M+K]" (Abb. 3-36). Typ A Radikalkationen werden auch fiir [M+Li]" gefunden, jedoch nur mit sehr
geringen Signalintensitidten. Dominante niedermolekulare PMMA-Fragmentionen wurden ebenfalls in
den PSD- und CID-Fragmentspektren in vorangegangenen Untersuchungen beobachtet'®'*'¥" Die
erhaltenen m/z-Werte erschienen auch in diesen Untersuchungen bei rund einem Zehntel der Masse
des selektierten Elternions. Die Fragmentserie, die aus den Umlagerungsreaktionen resultiert, werden
in den [M+Li]"- und [M+K]-Fragmentspektren im Massenbereich iiber m/z 500 gefunden. Abb. 3-36
zeigt diese hohermolekularen Fragmente des [Mao+Li] -Molekiilions. Die erhaltenen Fragmentionen
sind vom Typ C, D, E und F analog vorangegangener PMMA -Fragmentuntersuchungen'**'*".

Theoretisch konnte die CID- und PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse aufgrund des
unterschiedlichen  Energieeintrages zur Anregung der Fragmentierung unterschiedliche
Fragmentierungspfade induzieren. Bei Li- und K-Pseudo-Molekiilionen des PMMA-20-mers werden
keine betrachtlichen Unterschiede gefunden (Abb. 3-36i-ii). Mit zunehmender Kationengré3e nimmt
jedoch bei der CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse die unerwiinschte Abdissoziation des
Kations zu, so dass beim Cs-Pseudo-Molekiilion (Abb. 3-36iii) diese Abdissoziation unmittelbar die
CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse von PMMA-20-mers verhindert. Die CID-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse beruht auf einer energiereichen stoBverursachten
Fragmentierung (Kapitel 2.2.1, S.24), die bei weniger optimalen Kationendurchmesser-zu-
Polymerlidngen-Verhéltnissen (Abb. 3-36iii) zu besseren Fragmentionenausbeuten des Polymers fiihrt.
Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse zeigt damit eine noch grofere Abhéngigkeit zur
optimalen Probenpriparation als die CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse. Zusétzlich erlaubt die
CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse (Abb. 3-36i,a) durch feinabgestimmte, optimale
Kationendurchmesser-zu-Polymerldngen-Verhiltnisse bessere Ergebnisse zu erzielen hinsichtlich
Signal-zu-Rausch-Verhiltnissen als die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse (Abb. 3-36i,b). Bei
der CID-Technik sind im niedermolekularen Fragmentbereich die Fragmentionensignalintensititen

intensiver als bei der PSD-Technik.

3.2.1.1.2.3 Fragmentionenanalyse von PMMA mit 6.000 Da

Die PSD-MALDI-TOF Massenspektren von [M+Li]", [M+K]" und [M+Cs]" der Pseudo-
Molekiilionen des PMMA-60-mers 2b sind in Abb. 3-37 gegeniibergestellt. PSD-Fragmentionen
werden fiir alle Alkalimetallkationen, die zur Kationisierung von PMMA-60-mer eingesetzt wurden,
gefunden. Der ausschlaggebende Faktor um ein PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum zu erhalten ist,

die Intensitét des Elternions moglichst grofl zu erhalten.
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Abb. 3-37: MALDI-TOF-Fragmentspektren (Dithranol) von PMMA 6.000 Da2b in
Abhéngigkeit der Kationengrole und der Aktivierungsanregung bei N, als StoBgas:
1) CF;CO,Li: a) CID; b) PSD: ii) CF;CO,K: a) CID; b) PSD; iii) CF;CO,Cs: a) CID;
b) PSD.
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Die Fensterbreite, die zuvor erfolgreich zur Selektion des PMMA-20-mers eingesetzt wurde,
erlaubt nicht eine ausreichende Anzahl an PMMA-60-mer Ionen durch das elektronische ,,Gate*
passieren zu lassen. Obwohl die Selektion des Mutterions erfolgreich verlief, konnen keine
Fragmentionen des Elternions im Fragmentspektrum gefunden werden. Wird die Fensterbreite von
m/z 50 auf m/z 100 erweitert, so ist die Signalintensitit des Elternions ausreichend, so dass auch die
Signalintensitit der Fragmentionen iiber die des Signal-zu-Rausch-Verhiltnis steigt. Die Fensterbreite
ist dann so groB, dass benachbarte Oligomersignale filschlicherweise teilweise mitselektiert werden.
Da diese benachbarten Signale nur eine geringe Intensitdt aufweisen, ist mit keinem Beitrag im
Fragmentspektrum zu rechnen. Die Verteilungen der niedermolekularen Fragmentionen ist bei
Verwendung von Lithium- und Kaliumkationen nahezu identisch. Der Fragmentmassenbereich
erstreckt sich dabei von m/z 300 bis m/z 1100. Die Fragmentsignale mit den grofiten Signalintensitéten
liegen bei m/z 600. Jedoch sind die Signalintensititen der Fragmentionen bei Verwendung von
Kaliumkationen etwas intensiver als bei Lithiumkationen. Die intensivsten Fragmente sind Typ A
und B Ionen neben weniger intensiven C lonen. Im PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum von
[M+Cs]" erscheinen zwei intensive Fragmentionen vom Typ A und B. Die niedermolekularen
Fragmente dominieren das Fragmentspektrum, obwohl diese niedrigere Bindungsenergien mit
Alkalimetallkationen haben als héhermolekulare Fragmente, welches kiirzlich anhand der ,,charge
induced* Fragmentierung der PMMA-Kette gezeigt wurde'”.

Eindeutige Fragmentserien werden in den Fragmentspektren iiber m/z 2500 Da fiir [M+Li]" und
[M+K]" gefunden. Die hohermolekularen Fragmente sind auch hier wieder Typ C, D, E und F Ionen,
welche durch Umlagerungsreaktionen gebildet werden. Hohermolekulare Fragmentionen scheinen
auch bei [M+Cs]" zugegen zu sein. Jedoch ist das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis so gering, dass keine
genaueren Angaben zu diesen Signalen gemacht werden.

Bei Li-, K- und Cs-Pseudo-Molekiilionen des PMMA-60-mers werden bis auf leicht bessere
Signal-zu-Rausch-Verhéltnisse bei der CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse keine betrachtlichen
Unterschiede zu PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse gefunden (Abb. 3-37i-iii).

3.2.1.1.2.4 Fragmentionenanalyse von PMMA mit 10.000 Da

Die Fragmentionenanalyse eines synthetischen Polymers mit einem Molekulargewicht von 10.000 Da
wird hier erstmals beschrieben. Die lonisierung erfolgt mittels MALDI. Die PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse von PMMA-100-mer 2¢ zeigt sich in der Durchfiihrung wesentlich schwieriger
als die von kleineren PMMA-Polymeren. Ein wesentlich groferes Selektionsfenster wird benétigt, um
eine ausreichende Signalintensitdt des Elternions zu erhalten, so dass das Selektionsfenster bis zu
m/z 230 Da vergroBBert werden muss. Trotz dieser groflen Fensterbreite ist die Signalintensitit der
Fragmentionen bei allen verwendeten Alkalimetallkationen gering. Die Ergebnisse kdnnen jedoch
durch eine vorangeschaltete GPC-Fraktionierung von PMMA 2¢ und anschlieBender PSD-MALDI-
TOF-Fragmentionenanalyse der GPC-Fraktion signifikant verbessert werden. Beide Prozesse
gemeinsam erlauben die Ausbeute des selektierten Elternions zu erhdhen, die erfolgreich das
elektronische ,,Gate* durchlaufen konnen. Dies stellt sich als eine unmittelbare Voraussetzung fiir die

erfolgreiche Fragmentionenanalytik von PMMA-100-mer (Abb. 3-38) heraus.
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Abb. 3-38: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren (Dithranol) von PMMA 10.000 Da 2¢ in

Abhéngigkeit der Kationengrofle: a) CF;CO,Li; b) CF;COK; c¢) CF;CO,Cs.
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Die Fragmentspektren von [M+Li]", [M+K]" und [M+Cs]" der Pseudo-Molekiilionen des
PMMA-100-mers sind in Abb. 3-38 dargestellt. Eine Verteilung an niedermolekularen Fragmenten
werden fiir alle zur Kationisierung von PMMA-100-mer eingesetzten Alkalimetalle gefunden. Die
Breite der Verteilung ist auch hier erneut ungeféahr gleich fiir alle eingesetzten Alkalimetalle und reicht
von m/z 400 zu m/z 2.000. Jedoch steigt die Signalintensitit der Fragmentionen mit steigender GrofBe
des verwendeten Metallkations, so dass die hochste Fragmentionensignalintensitit im [M+Cs]'-
Massenspektrum gefunden wird. Die m/z-Werte der intensivsten Fragmentsignale finden sich bei
m/z 1.000 und liegen damit erneut bei rund einem Zehntel des m/z-Wertes des selektierten Elternions.
Analog PMMA-60-mer sind die niedermolekularen Fragmente im Massenspektrum iiberwiegend
Typ A und B Ionen und sehr untergeordnet Typ C Ionen. Im Bereich iiber m/z 5.000 kénnten die
Serien an Signalen moglicherweise ebenfalls Fragmente sein, aber deren Identifikation ist aufgrund
der unzuldnglichen Auflosung nicht moglich.

Bei Li-, K- und Cs-Pseudo-Molekiilionen des PMMA-100-mers werden analog zum
PMMA-60-mer bis auf leicht bessere Signal-zu-Rausch-Verhiltnisse bei der CID-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse keine betréachtlichen Unterschiede Zu PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse gefunden (Abb. 3-40, S. 93).

3.2.1.1.2.5 Matrixabhiingigkeit
Der Einfluss von CID-MALDI-TOF-MS und von PSD-MALDI-TOF-MS wird hinsichtlich des

Musters und des Ausmasses einer Fragmentierung in Abhéngigkeit unterschiedlicher Matrices
verglichen (Abb. 3-39)'*. | Kalte” Matrices, wie Dithranol und DHB (Abb. 3-39a), zeigen keine
betrachtlichen Unterschiede in den CID-MALDI-TOF-Fragmentspektren und PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektren. ,,Heifle” Matrices, wie HCCA und HABA (Abb. 3-39b,c), zeigen einen deutlich
niedrigeren Desorptionsschwellenwert und erlauben ohne hohe EinbuBlen der lonenausbeute bei
weniger Laserleistung MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik zu betreiben. CID-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse mit ,heilen” Matrices verursachte Fragmentionen, die nicht in den
vorangegangenen Untersuchungen beobachtet oder in der Literatur beschrieben sind. Eine
Strukturzuordnung kann nicht gegeben werden. ,,Hei3e” Matrices zeigen eine hohe lonenausbeute und
produzieren zusétzlich labile Molekiilionen.

Der Vergleich von ,,heilen” Matrices zeigten bei PMMA hohere Fragmentionenausbeuten als
mit ,.kalten“ Matrices. Der Einfluss der Fragmentierung bei CID-MALDI-TOF-MS und PSD-MALDI-
TOF-MS ist bei ,.kalten” Matrices im Ausmal} und im Fragmentmuster vergleichbar. Eine wesentlich
effektivere Differenzierung zwischen lonen unterschiedlicher Fragmentanregungen koénnen mittels

»heiler” Matrices durchgefiihrt werden.
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Abb. 3-39: MALDI-TOF-Fragmentspektren (CF;CO,Li) von PMMA 2.000 Da2a in
Abhéngigkeit der Matrices, der relativen Laserleistung (in Klammern) und der
Aktivierungsanregung bei N, als Stofigas: i) PSD: a) DHB (40); b) HABA (30); c) HCCA
(30); 1ii) CID: a) DHB (30); b) HABA (28); ¢c) HCCA (20).



92 ERGEBNISSE

3.2.1.1.2.6 StoBgasabhiingigkeit bei CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik

Die Effektivitit des StoBpartners, der zum sequenzinformativen Fragmentbruch fiihrt, wird evaluiert.
Die vorteilhafteste Wechselwirkung zwischen Metall-Pseudo-Molekiilion und dem StoBgas tritt auf,
wenn der Zusammenstof3 Fragmentierung induziert, ohne dass das Kation dissoziiert. Eine starke
Abhéngigkeit zwischen Fragmentierung und der Gréfle des StoBgases wird beobachtet. Sto3gase wie
He, N;, Ar und Xe zeigen bei der Fragmentierung von Li-Pseudo-Molekiilion 2.000 Da 2a (Abb.
3-40i), dass das kleinste Stof3gas die stirkste Ausbeute an Fragmentionen produziert.

Im Falle von Li-Pseudo-Molekiilion 10.000 Da 2¢ (Abb. 3-40ii) filhrte die Variation der
StoBgase zu verbesserten Ergebnissen, wenn He oder Ar anstelle vom N, verwendet wurde. Xe zeigt
keinen nennenswerten Unterschied zu N,. Fiir die Ergebnisse der StoBgasvariation wird kein
Zusammenhang zwischen Fragmentierungsmuster und Masse des StoBgases gefunden, wéhrend die
GroBe des Stofgases eine hohe Auswirkung auf das Ergebnis der Fragmentierung hat. Mit
abnehmender GroBe des Stoflgases wird eine viel stirkere Fragmentierung unabhingig von der

Polymerlidnge oder Kationengrofe verursacht.
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Abb. 3-40: CID-MALDI-TOF-Fragmentspektren (Dithranol) in  Abhéngigkeit  des
StoBgases: i) PMMA 2.000 Da 2a: a) He; b) N,; c¢) Ar; d) Xe; i) PMMA 10.000 Da 2c¢:
a) He; b) N; ¢) Ar; d) Xe.
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3.2.1.2 Einfiihrung einer chemisch induzierten Fragmentierung

3.2.1.2.1 Theorie und analytisches Konzept

Edelgase sind inert und unterscheiden sich nur in den Atomradien und -massen. Diese zeigten bei den
systematischen Fragmentuntersuchungen an PMMA (Kapitel 3.2.1, S. 81) Unterschiede hinsichtlich
der Effizienz der Fragmentierung. Der Fragmentierungsmechanismus blieb unverdndert. Durch
nichtinerte = Stofligase konnte sich prinzipiell die Effektivitit eines StoBes bzw. des
Fragmentierungsmechanismus dndern. Diese Art Stogase sind jedoch nicht iiber den herkdmmlichen
StoBgaseinlass einfiihrbar.

Niedermolekulare, fragmentierungslabile Molekiile kdnnten moglicherweise eine Wolke an
radikalischem Stof3gas gepulst induzieren. Eine Voraussetzung ist eine ausreichend hohe
Verdampfungsenergie, so dass dieses niedermolekulare Molekiil nicht unmittelbar nach dem
Einschleusen in das Hochvakuum des Massenspektrometers sofort verdampft. Die hohe ISD- und
PSD-MALDI-TOF-Fragmentierungstendenz von Azoderivaten wird in Kapitel 3.4.3.4 gezeigt. Diese
systematischen, alternativen Untersuchungen zur StoBaktivierung sollen daher an niedermolekularem
AIBN, welches zu Isobutyronitrilradikalen zerfdllt, an grundsétzlich unterschiedlichen Analyten
durchgefiihrt werden.

3.2.1.2.2 Radikalisches Isobutyronitril-Sto3gas
Bei der 16sungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS-Probenpriparation wird das geloste AIBN mit

dem Analyt-Matrix-Metallsalz-Probengemisch vermengt. Nach Auskristallisation des Gemisches auf
dem Probentriger wird dieses unverziiglich in das MALDI-Gerit eingebracht und das konventionelle
MALDI-TOF-Massenspektrum bzw. das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum aufgenommen.

Die systematischen Testuntersuchungen sehr unterschiedlicher Analyte unter Einwirkung von
AIBN zeigen in den PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren unabhidngig von der zugrundeliegenden
Ionisation (z.B. PMMA 2.000 Da 2a: Li-, K-, Cs-Pseudo-Molekiilion; PS 2.000 Da 1a: Ag-Pseudo-
Molekiilion; unterschiedliche PAHs: radikalkationische lonisation) keine prinzipiellen Unterschiede
im Fragmentierungsverhalten. Die StoBeffektivitét bleibt bei Zusatz von AIBN &hnlich oder nimmt ab.
Fiir PVP 7a werden wesentlich verinderte Fragmentspektren erhalten (Abb. 3-41) und daher im
Folgenden eingehender untersucht und diskutiert.

Das konventionelle Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum von PVP 7a mit AIBN ist
identisch zu dem ohne AIBN-Zusatz. Verinderungen bei der Probenpriparation (z.B. chemische
Reaktion der in der Probenlosung enthaltenen Komponenten) durch Anwesenheit von AIBN konnen
damit ausgeschlossen werden. Die Prozesse, die zu den unterschiedlichen Fragmentspektren bei Li-
Pseudo-Molekiilionen ohne und mit AIBN-Zusatz (Abb. 3-41a,b) fiithren, miissen demnach
massenspektrometrischer Natur sein.

Prinzipiell konnte dieser massenspektrometrische Unterschied auch durch eine unterschiedliche
Pseudo-Fragmentionenbildung verursacht werden. Bei weiterfilhrenden PSD-MALDI-TOF-
Fragmentierungsuntersuchungen von PVP 7a in Abhidngigkeit der Ionisation wurden sehr
unterschiedliche PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren erhalten. In Abb. 3-41¢,d sind die Ergebnisse
fiir die Na- und Cs-Pseudo-Molekiilionen gegeniibergestellt. Die Fragmentionen im niedermolekularen

Bereich werden unabhingig von der zugrundeliegenden lonisation des Elternions groftenteils als
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radikalkationische Ionen detektiert (Abb. 3-41b,c,d). Die Fragmentionen, die im mittleren
Molekulargewichtsbereich der PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren auftreten, konnen keiner Struktur
zugeordnet werden. Jedoch kann durch diese PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren in Abhéngigkeit
der Ionisation von PVP 7a gezeigt werden, dass im Falle des Li-Pseudo-Molekiilions unter Zugabe
von AIBN keine zufillige Ionisation der Fragmentionen mit einem anderen Kation zu den veridnderten
Fragmentspektren (Abb. 3-41a,b) fiihrt. Diese Ergebnisse stiitzen sich ebenfalls auf PSD-MALDI-
TOF-Fragmentspektren von K-Pseudo-Molekiilionen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-41: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von PVP7a in Abhingigkeit der
StoBaktivierung und lonisation (* zeigt radikalkationische Ionisation an): a) AIBN-
StoBpartner und Li-Pseudo-Molekiilion;  b) Li-Pseudo-Molekiilion;  c) Na-Pseudo-
Molekiilion, d) Cs-Pseudo-Molekiilion.

Da eine Verdnderung im PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum durch Zugabe von AIBN auf
keine unterschiedlichen Pseudo-Molekiilionen zuriickzufiihren ist und identische gerdtespezifische
Einstellungen (z.B. elektronisches ,,Gate”) eine =zufdllige Selektion eines zusdtzlichen Ions
verhinderten, muss angenommen werden, dass ein verdnderter Fragmentierungsmechanismus des
Elternions durch die Anwesenheit von AIBN beim Li-Pseudo-Molekiilion vorliegt.

Ein weiterer Einfluss von AIBN zeigt sich beim Cs-Pseudo-Molekiilion in der Art (Daten nicht

gezeigt), dass nur eine Casiumdissoziation gefunden wird. PVP ist als Neutralteilchen nicht mehr fiir
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eine massenspektrometrische Detektion zugénglich. Dieser Unterschied (vgl. Abb. 3-41) wird auf die
schwache Bindung zwischen dem relativ niedermolekularen PVP und dem groflen Cisiumkation
zuriickgefiihrt.

Der verdnderte Fragmentierungsprozess beim Li-Pseudo-Molekiilion kann aufgrund der
anfianglich getesteten Proben grundsétzlich nicht auf die Ionisation (Pseudo-Molekiilion bzw.
Radikalkation) zuriickgefiihrt werden, sondern muss an der Art des Analyten liegen. Der auffalligste
Unterschied bei PVP 7a zu den anderen untersuchten Analyten ist die heteroatomhaltige und sterisch
anspruchsvollere Seitenkette. Es ist daher naheliegend, dass der verdnderte Fragmentierungsprozess
beim Einwirken des AIBN-StoBgases auf eine unterschiedliche Fragmentierung an der Seitenkette von
PVP zuriickgefiihrt werden konnte. Eine Anlagerung des Radikalkations unter Ausbildung einer
kovalenten Bindung kann dabei nicht vollig ausgeschlossen werden. Eine entsprechende
Gasphasenreaktion ist bislang nicht literaturbekannt.

Der Fragmentierungsmechanismus konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht eindeutig geklért
werden, da die Fragmente im konventionellen, AIBN-freien PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum
von PVP7a, nicht eindeutig einer Struktur zugeordnet werden konnten. Der
Fragmentierungsmechanismus von PVP ist auch nicht literaturbeschrieben geklirt. Jedoch konnte im
Verlaufe dieser Untersuchungen eindeutig gezeigt werden, dass durch Einwirken von
Isobutyronitrilradikalen die Effektivitit des StoBes, der zur Fragmentierung eines Analyten fiihrt, und

der Fragmentierungsprozess verdndert werden.
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3.2.2 Charakterisierung der Copolymerzusammensetzungen

3.2.2.1 Grundlagen

Die traditionelle Copolymercharakterisierung kann iiber Methodenkombinationen (z.B. Reaktivitéts-
verhéltnisse, NMR-Spektroskopie) unter Berlicksichtigung des Syntheseweges durchgefiihrt werden.
Die Zahl der einsetzbaren Analysenmethoden ist beschriankt und weisen Nachteile aufgrund der langen
Vorbereitungs-, Mess- und Auswertezeiten auf. Dabei werden die gemittelten Eigenschaften der
unterschiedlichen Kettenldngen des Polymers ermittelt. Aus diesen Griinden wird nach alternativen
Analysenmethoden gesucht. MALDI-TOF-MS liefert iiber die Bestimmung des Molekulargewichtes
direkte Informationen zur Copolymerverteilung und -zusammensetzung, jedoch keine Aussagen iiber
die Sequenzabfolge. Diese zusidtzlichen Informationen sollten prinzipiell iiber die MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik zugénglich sein. Um grundlegende Aussagen iliber das Potential der MALDI-
TOF-MS zur Analytik komplexer Copolymerzusammensetzungen treffen zu konnen, sollen an

ausgewdhlten Beispielen Vorteile und Limitierungen erarbeitet werden.

3.2.2.2 Triblockcopolymere

3.2.2.2.1 Theorie und analytisches Konzept

Der schematische Aufbau des symmetrischen Triblockcopolymere 14 ist in Abb. 3-42
dargestellt (Synthesen s. Kapitel 6.1.2, Abb. 6-5; S. 261)™%, welcher sich prinzipiell aus einem rigiden
Kern und zwei Polystyrol (PS)-Oligomeren 13 ergibt. Struktur 14a trdgt PS-Oligomere mit einem
Molekulargewicht von 1.000 Da 13a, Struktur 14b PS-Oligomere mit einem Molekulargewicht von
1.500 Da 13b und Struktur 14¢ PS-Oligomere mit einem Molekulargewicht von 5.000 Da 13¢. Die
Eigenschaften der Blockcopolymere héngen in entscheidender Weise von der Lénge der PS-Blocke
ab. So konnte gezeigt werden, dass sich bei PS-Blocken mit einem Molekulargewicht 2.500 Da ein
ginzlich anderes Material ergibt als bei PS-Blocken mit einem Molekulargewicht 3.500 Da. Die
exakte Bestimmung des Molekulargewichtes und die der Polymerverteilung ist daher von grofBter
Bedeutung hinsichtlich eines besseren Verstdndnisses der Struktur-Eigenschaftsbeziehungen dieser
Materialien. Die Bestimmung des Molekulargewichtes ist prinzipiell durch die GPC-Untersuchungen
moglich. Da 14 aus anionisch polymerisierten PS-Blocken aufgebaut wird, welche sehr enge
Polymerverteilungen zeigen, kann mit keiner giiltigen Aussage iiber die Polymerverteilung mittels
GPC-Untersuchungen gerechnet werden. Die Polydispersititen der Blocke und damit die der
Blockcopolymere liegen im Bereich der Diffusionsverbreiterung der GPC-Methode.

Die direkte Charakterisierung von Blockcopolymerzusammensetzungen kann iiblicherweise
durch die Bestimmung des Molekulargewichtes der einzelnen Blocke durchgefiihrt werden. Dies sollte
auch fiir das Triblockcopolymer 14 unter bestimmten Voraussetzungen und unter Beriicksichtigung

des Syntheseweges direkt moglich sein.

X Die Synthese wurde von Frau Dr. S. Rosselli im Rahmen ihrer Promotion unter Anleitung von PD S.
Hoger im AK Prof. G. Wegner am MPI fiir Polymerforschung, Mainz durchgefiihrt.
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Die generelle Bestimmung der Copolymerzusammensetzung von polydispersen Block- und
Sterncopolymeren ist jedoch eine analytische Herausforderung. So kann beispielsweise bei ,,grafting-
from* durch die alleinige Bestimmung des Molekulargewichtes keine Aussage dariiber getroffen
werden, ob alle moglichen Dendronen gewachsen sind.

Um die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik auf ihr Potential zur Charakterisierung von
Sternpolymerzusammensetzungen zu untersuchen, werden Untersuchungen an den wohldefinierten
Triblockcopolymeren 14 (Abb.  3-42)  durchgefithrt, bei denen durch ,grafting-onto*
endgruppenmodifiziertes Polystyrol iiber dessen Saurefunktion mit den beiden alkoholischen
Seitengruppen des steifen zyklischen Kerngeriistes angekniipft wurde. Das Triblockcopolymer 14 ist
gezielt symmetrisch substituiert, da das Kerngeriist PS-Ketten mit identischem Molekulargewicht
tragt.

14

14a: My = 3.500 Da
14b: My = 4.500 Da
14c: My = 11.500 Da

Abb. 3-42: Struktur des Sternpolymers 14.

Zunichst sollen die Bedingungen und Erwartungen einer PSD-MALDI-TOF-
Fragmentuntersuchung verdeutlicht werden. Um eine Aussage iiber die Copolymerzusammensetzung
treffen zu konnen, muss der Fragmentbruch bevorzugt an entsprechend informativen
Stellen (z.B. Esterfunktion) und nicht etwa am Ende der Oligomeren oder an Seitengruppen des
Kerngeriistes erfolgen. Die dann zu erwartenden Fragmentspektren dieser Verbindungen sind in Abb.
3-43 skizziert. Bei einer Selektion eines Molekiilions aus der Polymerverteilung des
Blockcopolymers 14 sollten sich zwei Fragmentpolymerverteilungen ergeben, entsprechend den PS-
Ketten mit und ohne Kern. Dies ist schematisch in Abb. 3-43a fiir das Elternion mit einem
Molekulargewicht von 5.500 Da dargestellt. Die Fragmentpolymerverteilungen wéren unter der
Voraussetzung enger Polydispersititen der Oligomere im Falle eines 2.000 Da PS-Oligomers und des
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1.500 Da Kerngeriistes ausreichend voneinander getrennt. Durch zweifachen Bindungsbruch kénnte
prinzipiell auch das reine Kerngertist bei 1.500 Da detektiert werden.

Um die mégliche Komplexitit einer Blockcopolymerverteilung zu veranschaulichen, ist in Abb.
3-43b der unsymmetrisch substituierte Fall mit Polystyrol 1.000 Da und 3.000 Da bei einem 1.500 Da
Kerngeriist skizziert. Dabei wéren trotz enger Polymerverteilung der Oligomere schon teilweise

iiberlappende Fragmentpolymerverteilungen zu erwarten.
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Abb. 3-43: Skizze eines PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrums eines Zwei-Dendronen-
Sternpolymers, welches aus Dendronen mit engen Polymerverteilungen aufgebaut wurde:
a) symmetrisch substituierter Fall; b) unsymmetrisch substituierter Fall.

3.2.2.2.2 Copolymercharakterisierung mittels MALDI-TOF-MS

Die Grundziige und die Leistungsfahigkeit der MALDI-TOF-MS in der synthetischen Polymeranalytik
sind beispielhaft fiir das Triblockcopolymer 14¢ gezeigt. Dabei wurde Dithranol als Matrix verwendet
und CF;CO,Li als Kationisierungsmetallsalz ~ zugesetzt. Die  Messungen  ergeben
Massenspektren (Abb. 3-44a) mit guten Signalintensitidten und ein gutes Auflésungsvermogen. Das
ermittelte Molekulargewicht von 11835 Da stimmt gut iiberein mit dem GPC ermittelten Wert von
14150 Da''. Dies steht im Einklang mit systematischen Untersuchungen mehrerer klassischer
Polymere wie PS'%"*%!% Poly(ethylenglykol) (PEG)'"' %% Poly(methylmethacrylat) (PMMA)'%*'%
mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie und die im Falle von engen Verteilungen eine gute
Ubereinstimmung mit den durch konventionelle Methoden erhaltenen Werten zeigen'”®

Die hohe Ubereinstimmung der Ergebnisse der MALDI-TOF-MS mit einer konventionellen
Methode konnte hiermit auch fiir ein Triblockcopolymer gezeigt werden. Beim Vergleich der GPC-
Werte (alle gegen PS gemessen) mit den echten Molekulargewichten aus den MALDI-TOF-
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Massenspektren zeigt sich, dass von 14a zu 14¢ die Diskrepanz abnimmt. In 14a ist der relative Anteil
des starren Ringes an der Gesamtstruktur grofler und fiihrt bei der GPC-Untersuchung zu einem
»scheinbaren® hoheren Molekulargewicht fiir das Blockcopolymer, da der Ring ein sehr hohen
hydrodynamischen Radius hat im Vergleich zu PS. Bei 14¢ wirkt sich der Einfluss der rigiden Struktur
nur noch gering auf das gesamte hydrodynamische Volumen des Blockcopolymers aus. Die Werte
stimmen gut mit der Kalibrierung gegen PS iiberein. Die Erkenntnis, dass der
Triblockcopolymercharakter bei beiden Messmethoden keinen nennenswerten Einfluss ausiibt, liegt
auch hier vermutlich in der ausgesprochen geringen Polydispersitit (GPC: 1.02) des
Triblockcopolymers 14¢ begriindet. Inhomogenititen bei der MALDI-Probenpréiparation bleiben
demnach aus.
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Abb. 3-44: MALDI-TOF-Massenspektren des Triblockcopolymers 14¢ durch
Variation der Metallsalz-Zugabe bei der Probenprobenpriparation: a) CF;CO,Li;
b) CF3C02K, C) CF3C02Ag, d) CF3C02Na.

Die Auswertung der Massenspektren des Triblockcopolymers ermdglicht es, die genauen
Massen der einzelnen Polymerketten innerhalb der Verteilung wiederzugeben, so dass die
Wiederholungseinheit und folglich die Struktur sowie Endgruppen des Copolymers 14c indirekt
ermittelbar sind: der Abstand der Signale der einzelnen Kettenldngen untereinander betrdgt 104 Da
und gibt das Molekulargewicht der PS-Wiederholungseinheit wieder. Die absolute Masse einer jeden

detektierten Kettenldnge setzt sich aus der Masse aller Wiederholungseinheiten, der beiden sec-Bu-
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Endgruppen und der fiir die lonisation verwendeten Masse des Lithiumkations zusammen. Die
theoretische absolute Masse einer Polymerkette ldsst sich mittels Gleichung 3-1 berechnen. Das
theoretisch berechnete Molekulargewicht stimmt dabei mit dem experimentell ermittelten exakt
iiberein. Damit werden die von der Synthese zu erwartenden sec-Bu-Endgruppen der PS-Blocke von
13c eindeutig bestitigt.

M(g/mol]=n-104,15+2-57,12+1505,99 + 6,94 Gleichung 3-1

n Anzahl der PS-Wiederholungseinheiten

104,15 Isotopengemitteltes Molekulargewicht der Wiederholungseinheit von PS
57,12 Isotopengemitteltes Molekulargewicht der Endgruppen

1505,99 Isotopengemitteltes Molekulargewicht des Kernblocks

6,94 Isotopengemitteltes Atomgewicht des Lithiumkations

Fir das Triblockcopolymer 14¢ wurde zusdtzlich jeweils ein Massenspektrum der
Analyt-Matrix-Mischung aufgenommen, bei der statt Lithium- auch Natrium-, Kalium- bzw.
Silbertrifluoracetat zugesetzt wurde. Zwischen der gemessenen und der theoretisch berechneten Masse
einer Polymerkette trat jeweils eine Massendifferenz auf, die der Massendifferenz der zugesetzten
Metallionen entspricht. Dadurch konnte der Ilonisierungsmechanismus des untersuchten
Triblockcopolymers 14¢ gezeigt werden: Der Zusatz der verwendeten Metalltrifluoracetatsalze zur
Analyt-Matrix-Mischung ermoglicht die Desorption, lonisation und Detektion eines Pseudo-
Molekiilions, welches sich aus dem zugesetzten Kation und einer intakten Polymerkette bildet. Da
Silberkationen ~zu einer effektiven Kationisierung von PS-Homopolymeren fiihren'®,
Alkalimetallkationen jedoch bevorzugt mit Heteroatomen'® wechselwirken, kann anhand der
Signalintensititen der Massenspektren die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Bildung von
Pseudo-Molekiilionen zwischen Heteroatomen am Kern (Estergruppen) und Alkalimetallkationen,
insbesondere denen des Natriumkations, effektiver verlduft als die der PS-Dendronen mittels
Silberkationen.

Die MALDI-Methode ist, wie anhand des Triblockcopolymersystems 14¢ u.a. wegen der
prazisen Endgruppenbestimmung gezeigt werden konnte, eine wertvolle und notwendige Ergdnzung
zu etablierten Methoden der Polymeranalytik. Im Folgenden soll an diesem wohldefinierten
Triblockcopolymer die = MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse = zur  Charakterisierung  der

Copolymerzusammensetzung iiberpriift werden.

3.2.2.2.3 Fragmentionenanalyse eines Triblockcopolymers

Die Leistungsfahigkeit der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik zur Copolymercharakterisierung
wurde an den Triblockcopolymeren 14a-¢ iberpriift, welches als einfache Modellsysteme eines
Sternpolymers angesehen werden konnen. In Abb. 3-45 sind die PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektren von 14a und 14b und die zugehoérigen MALDI-TOF-Massenspektren der PS-
Oligomere (My ~ 1.000 Da) 13a und (My ~ 1.500 Da) 13b dargestellt, welche jeweils durch Ag-
Pseudo-Molekiilionen der Analyten erhalten wurden. Fragmentspektren konnten ebenfalls fiir Li-

Pseudo-Molekiilionen von 14a erhalten werden (Daten nicht gezeigt). Sie sind jedoch von geringerer
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Qualitit. Dies steht im Einklang mit der Ionisation von 14c (Abb. 3-44), die bei den konventionellen
MALDI-TOF-Massenspektren festgestellt wurde. Mit zunehmender Grofle des Alkalimetalls kann
kein Fragmentspektrum mehr von 14a erhalten werden. Eine verstirkte Abdissoziation des Kations
von der PS-Kette tritt auf. Die folgenden Untersuchungen stiitzen sich daher auf Ag-Pseudo-
Molekiilionen der Analyten.

Um einen direkten Vergleich zu erhalten, ist das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum
von 14a (Abb. 3-45a) dem MALDI-TOF-Massenspektrum des PS-Oligomeren 1.000 Da 13a (Abb.
3-45b) gegeniibergestellt, welches an das Kerngeriist angekniipft wurde. Im Fragmentspektrum
werden, wie in Abb. 3-43 skizziert, beide PS-Oligomerenverteilungen als Ag-Pseudo-Molekiilionen
detektiert, die der PS-Oligomerfragmentstruktur mit und ohne Kerngeriist entsprechen. Das zweifache
Fragmention, welches zum reinen Kerngertist fithren wiirde, wird nicht detektiert. Die nachteiligen,
stufenféormigen Versetzungen in den beiden Polymerverteilungen im erhaltenen PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum werden durch den der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse zugrundeliegenden
Segmentaufbau (Kapitel 2.2.2, S. 26) verursacht. Die Fragmentpolymerverteilung des PS-Oligomers

ohne Kern steht in hoher Ubereinstimmung mit der Polymerverteilung des PS-Oligomers 13a.

i) Sternpolymer 14a i) Sternpolymer 14b
a.. a..
3000, 30001
// \\\
\
20001 2000- v |
/I \\
, // \\
! \
1000- 1000- /\ / \ ~
/ \ |
O- T T T T T 0- T T T T
30000- 30000-
b) d)
20000 200004
10000+ l‘ 100004 //
Ojd’““ ““‘l‘ JLLHHM"“““IA
1000 1500 2000 2500 3000 3500 1000 2000 3000 4000
m/z m/z

Abb. 3-45: Massenspektren des Ag-Pseudo-Molekiilions: 1) Blockcopolymer 14a: a) PSD-
MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse, = b) MALDI-TOF-MS  des  PS-Oligomers 13a;
i) Blockcopolymer 14b: c) PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse, d) MALDI-TOF-MS
des PS-Oligomers 13b.
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Der Vergleich der FErgebnisse der MALDI-TOF-MS des PS-Oligomers (My ~
1.500 Da) 13b (Abb. 3-45d) mit der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse des
Blockcopolymers 14b (Abb. 3-45¢) zeigt ein analoges Ergebnis. Damit ist die Eignung dieses
analytischen Ansatzes zur Oligomerldngenbestimmung dieses Blockcopolymers gezeigt.

Bei den Fragmentionenuntersuchungen des Blockcopolymers 14¢ wird nur ein sehr breites,
unaufgeldstes Signal im hohen Molekulargewichtsbereich detektiert (Daten nicht gezeigt), welches
vermutlich einem PS-Oligomer mit Kern entspricht. Durch dieses Ergebnis wird die Beschrankung
durch das Molekulargewicht des Analyten nachgewiesen.

Eine nicht zu vernachlidssigende, messtechnische Limitierung ist das zugrundeliegende
Messprinzip der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik, die ein PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum
aus 15 Einzelsegmenten aufbaut. Die daraus resultierenden stufenformigen Versetzungen wirken sich
nachteilig auf die Polymerverteilung des Gesamtfragmentspektrums (Abb. 3-45a,¢) aus. Die neue
Messtechnik LIFT-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik, eine Gerdteweiterentwicklung der PSD- und
CID-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik, sollte evaluiert werden. LIFT-Testmessungen™ bestitigten
die Ergebnisse (Daten nicht gezeigt). Durch geeignete messtechnische Modifikationen des Gerétes
wird ein Fragmentspektrum aufgenommen, bei dem der komplette Fragmentionenbereich auf einmal
abgedeckt wird. Die Qualitit der Fragmentmassenspektren wird durch das nicht segmentartige
Messprinzip von LIFT-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik in der Art verbessert, dass die
Fragmentpolymerverteilungen ohne stufenférmige Versetzungen abgebildet werden. Die LIFT-
Fragmentionenanalytik bietet damit den Vorteil der besseren Vergleichbarkeit innerhalb eines
Fragmentspektrums. Die LIFT-Fragmentionenanalyse erlaubt im Folgenden die Fragmentionenanalyse
von Triblockcopolymer 14¢ durchzufiihren, bei der die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse
zuvor scheiterte (Daten nicht gezeigt).

Dennoch konnte an diesem Modell eines einfachen Triblockcopolymers mit zwei
symmetrischen  Oligomerverteilungen  gezeigt  werden, dass die PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse geeignet ist, einzelne Oligomerenldngen zu bestimmen, da die Fragmentierung
bevorzugt an der Esterfunktion des  Blockcopolymers eintritt und somit zu

Fragmentpolymerverteilungen fiihrt, die fiir das Substitutionsmuster charakteristisch sind.

X Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. F.-J. Mayer-Posner, Bruker Daltonik
GmbH, Bremen.
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3.2.2.3 Statistische Copolymere aus den Aminosiuren Lysin und Glutaminsiure

3.2.2.3.1 Theorie und analytisches Konzept

Zur direkten Bestimmung der Copolymerzusammensetzung eines statistischen Peptides wurden
synthetische Peptide, aufgebaut aus den Aminosduren Lysin (Lys) und Glutaminsdure (Glu)
(Synthesen s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-6; S. 262)*', verwendet (Abb. 3-46).

Homo-Glu 15a Homo-Lys 15b statistisches Copolymer
0. _NH
Y Glu:Lys 25:75 16a
0 Glu:Lys 50:50 16b

Glu:Lys 75:25 16¢

o]
/\/\/\ NH
o)
NN NH
NH
0. _NH
© o~ o

Blockcopolymer 17a Blockcopolymer 17b

Abb. 3-46: Strukturen der untersuchten synthetischen Peptide.

Ein statistisches Copolymer kann nur dann synthetisiert werden, wenn die zugrundeliegenden
Monomerbausteine anndhernd gleiche chemische Reaktivititen aufweisen. Dies kann fiir die
Aminosduren Glu und Lys angenommen werden. Durch das Vorhandensein der Seitengruppen der
beiden Aminoséuren in geschiitzter Form wird eine ausreichend hohe Massendifferenz gewihrleistet,

um eine MS-Selektion des gewliinschten Elternions im Copolymer fiir eine erfolgreiche

X Die Synthese wurde von Dr. H.-A. Klok im Rahmen seiner Habilitation im AK Prof. K. Miillen am
MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Fragmentionenanalyse durchfiihren zu koénnen. Durch die Seitenschutzgruppen ergibt sich fiir CBZ-
Lys eine Wiederholungseinheit von 262 Da, im Vergleich zu 128 Da, und fiir Bn-Glu von 219 Da statt
129 Da. Die sich daraus ergebende Massendifferenz von 43 Da anstatt von einem Dalton ist damit fiir
eine erfolgreiche massenspektrometrische Selektion des Elternions bei der PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik zugénglich (Kapitel 2.2.2, S. 26). Diese Copolymere zeigen charakteristische
Strukturelemente von natiirlichen Peptiden und industriellen Polymeren:

e Aminosdurebausteine,
e keine vorgegebene Primérstruktur,
e polydispers und

e geschiitzte Seitenschutzgruppen.

Das analytische Konzept stiitzt sich dabei wie in Abb. 3-47 skizziert auf die geeignete
Kombination von Synthese, Wahrscheinlichkeitstheorie und Massenspektrometrie.  Unter
Beriicksichtigung der Wahrscheinlichkeitstheorie (s. Anhang 7, S. 287) konnen theoretische Ansdtze
zur Charakterisierung einer statistischen Copolymeranalytik erarbeitet werden, um diese in der Praxis
mit MALDI-TOF-MS zu vergleichen. Zur Charakterisierung der synthetisierten Peptide konnte sich
MALDI-TOF-MS fiir die Aufklirung der Copolymerzusammensetzung und MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik fiir die Sequenzanalyse dieser statistischen Peptide eignen.

Charakterisierung eines

statistischen Copolymers

%

Massenspektrometrie
MALDI-TOF-MS MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik
Charakterisierung der Sequenzcharakterisierung

Copolymerzusammensetzung

T

Wabhrscheinlich-
keitstheorie

= =

Synthese

Abb. 3-47: Analytisches Konzept zur massenspektrometrischen
Charakterisierung der Zusammensetzung und der Sequenz eines statistischen
Copolymers mittels MALDI-TOF-MS und MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik.
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3.2.2.3.2 Fragmentionenanalyse der Homopeptide

Seitengruppengeschiitzte Aminosduren sind wegen der geforderten Massendifferenzen der
Copolymerzusammensetzung eine unumgéngliche Voraussetzung fir diese
Untersuchungen (Kapitel 3.2.2.3.1, S. 104). Solche Peptide sind aufgrund ihrer Hydrophobizitdt und
erhohten Fragmentierungstendenz'’ recht schwierig mittels MALDI-TOF-MS zu charakterisieren.
Um eindeutige Aussagen hinsichtlich der Zusammensetzung der Copolymere treffen zu konnen,
werden unter Beriicksichtigung geeigneter Probenpriparationsbedingungen zunichst beide
Homopolymere 15a,b einer PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse unterzogen, um anschlieend
Vorhersagen zum Fragmentierungsverhalten der Copolymere treffen zu konnen. Dabei soll sich die
Interpretation auf moglichst dominante Fragmentbriiche beschrinken, die Aussagen iiber die
Polymersequenz ermoglichen. In Abb. 3-48 sind die moglichen Fragmentierungsbriiche des
Peptidriickgrates der beiden Homopolymere zusammengestellt.

a)

[n-Hex-NH-Glug-H]+CO <—— o

n-Hex-NH-Gluy <—— j/
O
C-Terminus "~y NH ﬂ//\ NI H N-Terminus
(0]
4| L [Glu;-H]-CO
(@) (0]

—> Glu;-H

0

(0]

b)

[n-Hex-NH-Lys4-H]+CO<—— HN/KO

n-Hex-NH-Lyss <— /H
Q
C-Terminus _~_"~_"\q NH ‘n//:\NH’H N-Terminus
4 |© b— [Lys;-H]-CO
—> Lys;-H
OYNH

0]

Abb. 3-48: Mogliche Fragmentbriiche des Peptidriickgrates der Homopolymere:
a) Homo-Glu 15a; b) Homo-Lys 15b.
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In Abb. 3-49 wird das Fragmentspektrum vom protonierten Homopentamer-Glu 15a diskutiert.
Die intensivsten Signale konnen den Briichen des Peptidriickgrates, die zum dimeren, trimeren und
tetrameren N-terminalen Fragment fiihren, zugeordnet werden. Die C-terminalen Fragmente werden
nicht detektiert, da die Protonierung des geschiitzten Peptides bevorzugt an der freien Aminogruppe
des N-Terminus erfolgt, wodurch bei der Fragmentierung folglich das N-terminale Fragment die
Ladung tragt. Das C-terminale Fragment wird als Neutralteilchen gebildet und damit nicht im

Fragmentspektrum detektiert.

+
-108 Da: 4\ [M=+H]
-28Da: wm
i +
I —
+ :.||.: +
T i T T
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= + =] T
9 T @) Te)
= — =
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o n
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200 400 600 800 1000 1200
m/z

Abb. 3-49: PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse des
Glu-Pentamers 15a.

Zusétzlich wird eine Kaskade von Signalen mit geringer Signalintensitit gefunden, die einer
Fragmentierung der Seitengruppe zugeordnet werden kann. Die Spaltung des y-Benzylesters durch die
primire Aminogruppe des N-Terminus fiihrt zur Freisetzung von Benzylalkohol (C;H;OH, 108 Da).
Der Mechanismus der Aminolyse ist in Abb. 3-50i,a dargestellt.
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i) Homo-Glu
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NH
R~ NH —H
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Abb. 3-50: Interpretation der Seitenkettenfragmentierungen der Homopolymere: i) Homo-
Glu 15a: a) Aminolyse der Bn-Schutzgruppe, b) Blockierte McLafferty-Umlagerung;
i1) Homo-Lys 15b: a) Aminolyse der CBZ-Schutzgruppe, b) McLafferty-Umlagerung der Z-
Schutzgruppe unter Abspaltung von CO, und anschlieBende 1,3-sigmatrope Umlagerung zur
Strukturstabilisierung des Fragmentes.

Analoge Fragmentuntersuchungen werden am Homo-Lys 15b durchgefiihrt. In Abb. 3-51 ist
das Fragmentspektrum vom Homo-Lys dargestellt, bei dem ebenfalls das protonierte Pentamer
selektiert und zur Fragmentierung gebracht wird. Die Briiche des Peptidriickgrates, die zum dimeren,
trimeren und tetrameren N-terminalen Fragment fiihren, werden mit hohen Signalintensititen gebildet.

Die C-terminalen Fragmente werden mit geringen Signalintensititen gefunden. Dieses Ergebnis
ist kontrdr zum PSD-Ergebnis des Glu-Pentamers 15a. Dies kann dadurch erklart werden, dass der
Stickstoff der Lys-Seitengruppe im Elternmolekiil in geringem Malie konkurrierend zum N-Terminus
ebenfalls protoniert wird. Bei der Fragmentierung werden so ebenfalls protonierte C-terminale
Fragmente gebildet und kénnen damit in der PSD-MALDI-TOF-Analyse erfasst werden.

Die intensivsten Signale werden von einer Kaskade von -44 Da Massendifferenzen gebildet.
Diese bevorzugte Fragmentierung wird einer CO,-Abspaltung zugeordnet. Der zugrundeliegende
Mechanismus der McLafferty-Umlagerung an der CBZ-Schutzgruppe unter Abspaltung von CO, und
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anschlieender 1,3-sigmatropen Umlagerung ist in Abb. 3-50ii,b dargestellt. Das hierbei gebildete
Fragmention mit Verlust von CO; [-44 Da] wird im Folgenden als [CBZ-Lys] -44 Da bezeichnet.

Eine weitere Seitenkettenfragmentierung wird analog der Homo-Glu-Fragmentuntersuchungen
als Aminolyse am Carbamatsubstituenten durch das primére N-terminale Amin unter Ausbildung einer
zyklischen Harnstoffgruppe und unter Abspaltung von Benzylalkohol (C;H,OH) mit -108 Da
gefunden. Der zugrunde liegende Mechanismus ist in Abb. 3-50ii,a schematisch dargestellt.

- 44 Da: i\ [M+H]*
-108 Da:
C-terminiertes Fragment:

S S ;

a.l.

*
. ihin MJ\A vl
T T T T T v T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z

ot

;; [Lys;-H]+
; [Lys,-HI+

%; [Lyss

Abb. 3-51: Fragmentionenanalyse des Lys-Pentamers 15b.

Aufgrund der Intensitdt der Signale, die durch CO,-Abspaltung gebildet werden, miissen
eingehendere Untersuchungen zu dessen Auswirkungen auf das konventionelle MALDI-TOF-
Massenspektrum durchgefiihrt werden. In Abb. 3-52 ist der Teilbereich des MALDI-TOF-
Massenspektrums des Pentamers-Lys abgebildet. Die Signalintensitit und die Auflosung des
protonierten Elternions sowie die Basislinie und das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis sind gut, so dass zu
harsche Desorptionsbedingungen ausgeschlossen werden konnen. Es treten allerdings zusétzlich zwei
relativ intensive Signale auf. Durch Vergleichsmessungen von Linear- und Reflektor-MALDI-TOF-
MS-Analysen (Kapitel 2.1.4, S.22) wund wunter Beriicksichtigung der PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse konnen diese Signale eindeutig einer CO,-Abspaltung als ISD- und PSD-
MALDI-TOF-Fragmentierung zugeordnet werden. Damit wird die Labilitdt dieser Systeme bei der
MALDI-TOF-MS-Analyse deutlich.
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Abb. 3-52: Evaluierung des Beitrages der PSD- und ISD-CO,-
Abspaltung durch Z-Umlagerung der Lys-Aminosédure auf das
Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum des protonierten
Lys-Pentamers 15b.

Die Wiederholungseinheiten von Bn-Glu mit 219 Da und die des ISD-CO,-Fragmentes von
[CBZ-Lys] -44 Da mit 218 Da besitzen nur eine Massendifferenz von einem Dalton (Tabelle 3-1).
Dies hat moglicherweise erhebliche Auswirkungen auf die Fragmentionenanalyse der Copolymere, da
bei der Selektion z.B. eines n-Hex-NH-Lys;-st-Glu;-H mit 1369 Da unvermeidbar das ISD-
Fragmention [n-Hex-NH-Lyss-H] -44 Da mit 1368 Da mitselektiert wird.

Das analoge PSD-Fragmention der -44 Da-Abspaltung trigt die Beschleunigungsspannung des
Elternions und wird erst durch das Durchlaufen des Reflektrons separat sichtbar (Kapitel 2.2.1, S. 24).
Dies fiihrt dazu, dass das ISD _ p,-Fragmention im Gegensatz zum PSD _, p,-Fragmention bei der
Selektion des Elternions zur PSD-MALDI-TOF-Fragmentuntersuchung mittels elektronischem ,,Gate*
entfernt wird (Kapitel 2.2.2, S. 26) und somit keinen Beitrag liefert.

Tabelle 3-1: Die Konsequenz der PSD _y, p,- und ISD -, p,~Abspaltung durch Z-Umlagerung der Lys-
Aminosdure auf MALDI-TOF-MS-Untersuchungen statistischer Peptide, welche aus Gly- und Lys-Bausteinen
aufgebaut sind.

AA bzw. AA-Fragmente Wiederholungseinheit Vergleich von verschiedenen
(in Da) Copolymerzusammensetzungen und ihrer
geringen Molekulargewichtsdifferenzen (in Da)

Bn-Glu 219 [n-Hex-NH-Lyss-H] -44 Da
1368
[CBZ-Lys] -44 Da 218 n-Hex-NH-Lys4-st-Glu;-H

1369
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In Abb. 3-53 ist zur Veranschaulichung des Sachverhaltes ein Teilbereich eines Reflektron-
MALDI-TOF-Massenspektrums eines Copolymers dargestellt. Die drei Pentamere sind jeweils
isotopenaufgeldst. Das Lyss-st-Gluy ist dabei das Peptid mit dem groBten Molekulargewicht und zeigt
als einziges Signal die zu erwartende Isotopenverteilung. Die  Verteilung der
Copolymerzusammensetzung Lyss-st-Glu, ist bedingt durch eine Signaliiberlagerung nicht mehr
eindeutig, wobei der Anteil durch das ISD-CO,-Fragment nur in Ansétzen erkennbar ist. Betrachtet
man Lys;-st-Glu, so wird das Ausmall der CO,-Fragmentierung deutlich, da die Isotopenverteilung
nun sowohl vom ISD-, als auch vom PSD-Zerfall von Lys,-st-Glu; iiberlagert ist. Ein Beitrag durch
eine zweifache CO,-Abspaltung des Lyss-s-Gluy (Abb. 3-51) ist ebenfalls nicht auszuschlieen.

1326: Lys_-st-Glu,

l 1369: Lys,-st-Glu,
1329__:

PSD’
[Lys,-st-Glu ]-44Da
1412: Lys,-st-Glu,
1325,
[Lys,-st-Glu ]-44Da 1368 -

ISD”

\ [Lys.-st-Glu ]-44Da

I T T T T T T T T T 1
1320 1340 1360 1380 1400 1420
m/z

Abb. 3-53: Evaluierung des Beitrages der PSD _, p,- und ISD _y, p,-Abspaltung durch Z-
Umlagerung der Lys-Aminosdure auf das MALDI-TOF-Massenspektrum der statistisch
polymerisierten Peptide aus Gly- und Lys-Bausteinen.

Um mogliche Auswirkungen der ISD-CO,-Fragmentierung eingehender zu untersuchen, wird
PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik an entsprechenden Homo- und Copolymeren durchgefiihrt.
Die erhaltenen PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren sind in Abb. 3-54 gegeniibergestellt.

Zunichst wird in Abb. 3-54a das Fragmentierungsverhalten von statistisch polymerisiertem
Peptid untersucht. Dabei ist das konventionelle MALDI-TOF-Massenspektrum (Ausschnittsbereich)
abgebildet, das Signale zeigt, die zu einem gewissen Anteil mit ISD- und PSD-Fragmenten der CO,-
Abspaltung iberlagert sind. Im Folgenden wird bewusst fir die PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse das gewiinschte Lys;Glu; selektiert, und damit als Konsequenz ebenfalls
Anteile des ISD-Fragmentions [Lyss -44 Da]. Das dabei erhaltene PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum zeigt intensive, sequenzspezifische Fragmentsignale {iber das gesamte

Fragmentmassenspektrum.
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In Abb. 3-54b ist das konventionelle MALDI-TOF-Massenspektrum (Auschnittsbereich) des
Homopentamer-Lys abgebildet, welches ISD- und PSD-Fragmente der CO,-Abspaltung zeigt. Das
ISD-Fragment kann hierbei fiir die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse separat selektiert
werden. Das dabei erhaltene PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des ISD-Fragmentes zeigt
intensive PSD-Fragmentsignale im niederen Massenbereich. Weiter wird im Bereich des Elternions
eine Kaskade an CO,-Fragmenten gefunden und unterstreicht damit die groBe Labilitdt dieser
Seitenschutzgruppen. Im mittleren, sequenzspezifischen Bereich treten nur Signale mit geringer
Intensitdt auf. Im wesentlichen zeichnet sich dieser mittlere Fragmentmassenbereich durch ein
geringes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis aus.

1368: [n-Hex-NH-(Lys),-H]-CO,
1369: n-Hex-NH-(Lys),-st-Glu-H
|

MALDI-TOF
1412

1 13§3mMM !

1369
|

b) MALDI-TOF 14121368 {n-Hex-NH-(Lys) -H]-CO),
- |

T T T T T T T T T T T T T
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Abb. 3-54: Evaluierung der ISD-Fragmentierung durch Z-Umlagerung der Lys-Aminoséure
auf die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik der statistisch polymerisierten Peptide aus
Gly und Lys: a)Peptid nach statistischer Polymerisation: PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik des Lys;-sz-Glu Pentamers mit m/z 1369 und des ISD-Fragmentes
des Lys-Pentamers mit m/z 1368; Ausschnittsbereich: MALDI-TOF-Massenspektrum;
b) Homo-Lys: PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik des reinen ISD-Fragmentes des
Lys-Pentamers mit m/z 1368; Ausschnittsbereich: MALDI-TOF-Massenspektrum.

Um den Beitrag des ISD-CO,-Fragmentes gering zu halten und um eine moglichst eindeutige
Copolymercharakterisierung der Peptide durchfithren zu konnen, wird die nachweislich schonende
16sungsmittelfreie =~ MALDI-TOF-MS-Probenpriparation (Kapitel 3.1.2, S.30) fiir deren
Charakterisierung evaluiert.

Bei den 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-Massenspektren werden die unterschiedlich langen
Ketten des Peptides 15b jeweils als Na-Pseudo-Molekiilionen detektiert. Auffillig sind dabei die
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hohen Signalintensititen. Die Evaluierung der Isotopenverteilungen zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit der simulierten Isotopenverteilung. Dadurch kann angenommen werden, dass die sonst intensive
CO,-Fragmentierung effektiv unterdriickt wird.

Dies wird im Folgenden durch die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse von 15b bestétigt,
bei der nur geringfiigig PSD-Fragmentsignale auftreten (Daten nicht gezeigt). Jedoch verlauft die
Stabilisierung dieses Molekiils so effektiv, dass die sequenzspezifische Fragmentierung ebenfalls stark
unterdriickt wird.

Diese ausgepragte Stabilisierung wird auf die Ausbildung der Pseudo-Molekiilionenstruktur
zurlickgefiihrt, in dem der 16sungsmittelbasierenden Probenpréparation unterschiedliche Mengen an
Natriumtrifluoracetat zugesetzt wurden. Mit steigender Konzentration an Metalltrifluoracetatsalz wird
die Bildung des Na-Pseudo-Molekiilions erhdht und damit effektiv die Protonierung des Molekiiles
unterdriickt. Mit fallender Protonierungstendenz sinkt der Anteil der Fragmentierung. Umgekehrt kann
gezeigt werden, dass je mehr Protonen zugegen sind, in dem das Peptid in 0,1 % TFA geldst wird,
bzw. je ,.heiBer” die Matrix ist (z.B. HCCA, Kapitel 2.1.1)'*, die Fragmentierung stark erhoht wird
(Daten nicht gezeigt), insbesondere zugunsten der ISD-Fragmentierung. ,,Kalte* Matrices (z.B. DHB,
HABA) erlaubten keine so effektive Stabilisierung des Elternions, wie sie durch die Pseudo-
Molekiilionenbildung erzielt werden konnte.

Die Unterdriickung der Fragmentierung verlduft am effektivsten mittels 16sungsmittelfreier
MALDI-TOF-MS, da bei dieser Probenpriparation die Protonierung der synthetischen Peptide am
geringfligigsten ist. Die erhaltenen Ergebnisse liefern bedeutende Informationen zur
massenspektrometrischen — Stabilitit von synthetischen Peptiden in Abhéngigkeit von der
Probenpréiparation. Da jedoch eine gewisse PSD-MALDI-TOF-Fragmentierungstendenz fiir eine
erfolgreiche Copolymeranalyse eines statistischen Copolymers ndtig ist, ist der Ansatz der
Stabilisierung des Elternions ungeeignet, um die in diesem Fall gewlinschte Verringerung des
ISD_4, p~-Fragmentbeitrages zu ermoglichen.

Ein weiterer Ansatz zur Unterdriickung des Fragmentbeitrages des Peptides innerhalb der
Ionenquelle ist, die Fragmentierung zeitlich der Art zu verzdgern, dass sie in der Driftstrecke des
Flugzeitmassenspektrometers auftritt. Eine ausreichende Fragmentierung kann in der Driftstrecke nur
erzielt werden, wenn ausreichend viel Energie beim Desorptions/Ionisationsprozess innerhalb der
Quelle eingebracht wird. Dies fiihrt jedoch intrinsisch zur erhdhten Fragmentierung innerhalb der
Quelle. Diese beiden ungiinstigerweise gegenldufigen Ereignisse konnten der Theorie zufolge durch
die CID-Fragmentionenanalytik (Kapitel 2.2.1, S. 24) behoben werden.

Geeignete Préaparations- und Messbedingungen sollen fiir einen maximal schonenden MALDI-
Prozess zur Bildung von protonierten Molekiilionen sorgen, so dass die Fragmentierung innerhalb der
Quelle moglichst gidnzlich unterdriickt ist. Eine gezielte Induzierung der Fragmentierung soll durch die
eingelassenen Stoflgasmolekiile innerhalb der Flugstrecke erfolgen.

Fiir diese systematischen Untersuchungen wird all-trans-Retinoesdure (Vit.A) als Matrix
eingesetzt, da diese eine sehr niedrige Schwellenleistung aufweist. Dadurch werden schonende
Bedingungen ermoglicht, da nur sehr wenig Laserleistung zur Desorption/Ionisation des Analyten

aufgewendet werden muss. Als StoBgas fiir die induzierte Fragmentierung wird N, verwendet.
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Der Vergleich der CID-MALDI-TOF-Fragmentspektren des Homopentamer-Lys 15b und des
um 44 Da kleineren ISD-Fragmentes dieses Molekiils, die jeweils bei Schwellenleistung
aufgenommen wurden, ist in Abb. 3-55 zusammengestellt. Fiir das ISD , p,-Fragmention ergibt sich
im CID-MALDI-TOF-Fragmentspektrum keine sequenzspezifische Fragmentierung, fiir das
Homopentamer-Lys 15b nur geringfligig. Beide Fragmentspektren zeigen gleichermallen sehr
intensive Fragmentsignale im Massenbereich unterhalb von 200 Da. Diese konnen den Schutzgruppen
zugeordnet werden.

Die erhaltenen Ergebnisse liefern wichtige Informationen zur Fragmentierungstendenz dieser
Analyten mit sterisch anspruchsvollen Seitengruppen in Abhéngigkeit der StoBaktivierung. Der
sequenzspezifische Bindungsbruch ist jedoch gering, so dass der Ansatz der stoBinduzierten

Fragmentierung ungeeignet ist, um den ISD , p,-Fragmentbeitrag zu verringern.

|84 174 [n-Hex-NH-(Lys),-H]-44Da

b
) n-Hex-NH-(Lys),-H
|
10004 | 174
lead ! n-Hex-NH-(Lys),  Lys,-H
500\ l [Lys]-44Da N |
0 ‘J

200 400 600 ,,/, 800 1000 1200 1400

Abb. 3-55: Evaluierung der CID-MALDI-TOF-Fragmentierung zur
Fragmentionenanalytik der statistischen Peptide aus Gly- und Lys-Bausteinen unter
Beriicksichtigung der ISD-Fragmentierung durch Z-Umlagerung der Lys-
Aminosdure: a) CID-Fragmentionenanalytik des ISD-Fragmentions des Lys-
Pentamers; b) CID-Fragmentionenanalytik des Elternions des statistisch
polymerisierten Lys,Glu;-Pentamers.

Die ISD-Fragmentierung kann bei ausreichender Fragmentierung innerhalb der Driftstrecke aus
verschiedenen Griinden bei diesen geschiitzten Peptiden nicht vollig unterdriickt werden. Da der
sequenzspezifische Beitrag in den PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren des ISD-Fragmentes (Abb.
3-54) vernachldssigbar ist, erlauben die gewonnen Erkenntnisse im Folgenden dennoch die
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Durchfithrung einer Copolymersequenzanalyse. Die zu erwartenden EinbuBlen der Spektrenqualitit

aufgrund schlechterer Signal-zu-Rausch-Verhéltnisse miissen dabei in Kauf genommen werden.

3.2.2.3.3 Fragmentionenanalyse der Copolymere

Nachdem ein detaillierter Bezug zwischen Fragmentierungsverhalten und -tendenz der beiden
Aminosdurebausteine erarbeitet wurde, kann nun die Copolymercharakterisierung der statistisch
polymerisierten Copolymere durchgefiihrt werden. Zunichst wird das MALDI-TOF-Massenspektrum
des statistisch polymerisierten Peptides mit den Aminosduremonomerbausteinen Lysin und
Glutaminsdure in einem molaren Verhiltnis von 50/50 in der Zusammensetzung der Reaktionspartner
eingehender diskutiert (Abb. 3-56).

Die Polymerverteilung erstreckt sich bis ca. > 10.000 Da (Abb. 3-56a). Am informativsten zeigt
sich der Massenbereich bis ca. 5.000 Da, da hier die Copolymerzusammensetzung (Abb. 3-56b,c¢)
meist eindeutig zugeordnet werden kann. Wie in Abb. 3-56b ersichtlich, ist eine Uberlappung der
Signale unterschiedlicher Oligomerisationsgrade mit steigendem Molekulargewicht immer intensiver.
Aufgrund der steigenden Komplexitit der Copolymerzusammensetzung wird dann eine eindeutige
Zuordnung immer schwieriger. Die Bestimmung des Molekulargewichtes alleine ldsst aber keine

Aussage zur Sequenz zu.
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Abb. 3-56: MALDI-TOF-Massenspektrum des synthetischen Peptides mit einer
Zusammensetzung der Reaktionspartner Glu/Lys von 50/50 16b:  a) gesamter

Massenbereich; b) Ausschnittsbereich zur Darstellung der Oligomerisationsgrade von n=4
bis n=9; c) Ausschnittsbereich zur Darstellung der Copolymerzusammensetzung von n=5.
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Um Aussagen hinsichtlich der Sequenz mittels MALDI-TOF-MS treffen zu konnen, wird
zunédchst der Zusammenhang zwischen Synthese, Wahrscheinlichkeitstheorie und MALDI-TOF-MS
(Abb. 3-47, S. 105) erortert. Unter der Voraussetzung, dass die beiden verwendbaren Aminosduren
identische Reaktivititen besitzen und sich ausschlie8lich durch ihre Molekulargewichte unterscheiden,
miissten die erhaltenen Polymere unabhingig von der Zusammensetzung der Reaktionspartner
statistisch aufgebaut sein. Da die Aminosduremonomerbausteine unterschiedliche Molekulargewichte
aufweisen, miissen sich die Peptide in den Molekulargewichten unterscheiden (Abb. 3-57). Folglich
miisste  durch  die  Variation der  Zusammensetzung der  Reaktionspartner  die
Copolymerzusammensetzung deutlich variieren.

Fir ein tieferes Verstindnis dieses Sachverhaltes kann die Wahrscheinlichkeitstheorie
(Kapitel 7, S. 287) herangezogen werden . Dabei wird eine erfolgreiche Bindungskniipfung zweier
Aminosduren im Folgenden als , Treffer bezeichnet. Die Wahrscheinlichkeit eines statistischen
Treffers zweier Glu, zweier Lys, eines Lys mit Glu bzw. Glu mit Lys sollte aufgrund der Annahme
identischer Reaktivitdten gleich sein. Der Starttreffer des N-Hexylamines mit einem der beiden
Aminosauren ist ebenfalls identisch.

Der Start und das Wachstum des Peptidautbaus sind damit jeweils der
Wahrscheinlichkeitstheorie eines zufdlligen Treffers unterworfen. Im Falle der identischen Anzahl an
beiden Aminosduren (Abb. 3-57iii,b) ist daher eine symmetrische Polymerverteilung zu erwarten.

Mit Erhéhung der Aminosdureanteile mit geringerem Molekulargewicht (Abb. 3-57iii,a) muss
der Wahrscheinlichkeitstheorie zufolge eine unsymmetrische Polymerverteilung hin zu niedrigeren
Molekulargewichten der Peptide in der Copolymerverteilung erhalten werden. In analoger Weise
verschiebt sich die Copolymerverteilung der Pentamere zu hoheren Molekulargewichten, wenn der
Anteil an der Aminosdure mit hoherem Molekulargewicht in den Reaktionspartnern erhoht wird (Abb.
3-57iii,c). Die nach der Wahrscheinlichkeitstheorie berechneten statistischen Zusammensetzungen in
Abhiangigkeit der Zusammensetzung der Reaktionspartner (25/75 16a; 50/50 16b; 75/25 16¢ ) miisste
sich im MALDI-TOF-Massenspektrum durch die Signalintensitdten wiederspiegeln.

Die statistisch polymerisierten Peptide der pentameren Copolymerzusammensetzung in
Abhéngigkeit der Zusammensetzung der Reaktionspartner sind in Abb. 3-57 direkt der
Wahrscheinlichkeitstheorie gegeniibergestellt. Zwischen theoretischer und experimentell gefundener
Verteilung  wird eine sehr gute Ubereinstimmung im  qualitativen  Verlauf der
Copolymerzusammensetzung ermittelt, jedoch nicht in den absoluten Signalintensititen (Abb.
3-57ii,b). Dieser systematische Fehler kann durch Fragmentierung erklért werden, die aufgrund einer
McLafferty-Umlagerung der geschiitzten Lys-Seitenkette (Kapitel 3.2.2.3.2, S. 106) als ISD- und
PSD-Fragmentierung Beitrdge zu den Signalintensitéten der niedrigeren Molekulargewichte liefert. So
profitiert z.B. die Copolymerzusammensetzung GlusLys, von den Fragmentbeitragen Glu,Lys; an
Intensitét, so dass die theoretisch identischen Wahrscheinlichkeiten, die sich in den MALDI-TOF-
Massenspektren durch identische Signalintensititen wiederspiegeln miissten, zugunsten der GlusLys,-

Zusammensetzung verschoben sind.
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Abb. 3-57: MALDI-TOF-Massenspektren der synthetischen Polymere in Abhédngigkeit der
Zusammensetzung der Reaktionspartner mit: a) Glu/Lys von 75/25 16¢; b) Glu/Lys von
50/50 16b; c¢) Glu/Lys von 25/75 16a: 1) Reaktionspartner; i) MALDI-TOF;
ii1) Wahrscheinlichkeitstheorie (s. Anhang 7, S. 287).

Die qualitative Verschiebung der Polymerverteilung der pentameren
Copolymerzusammensetzung in Abhidngigkeit von der Zusammensetzung der Reaktionspartner
(75/25 16¢; 50/50 16b; 25/75 16a) wie in Abb. 3-57 ersichtlich, weist damit eine Korrelation
zwischen den Anteilen der eingebauten Aminoséduren in Abhingigkeit von der Konzentration nach und
schliet groBere unterschiedliche Reaktivititen der Aminosduren aus. Die MALDI-TOF-MS-
Ergebnisse sind damit der erste Nachweis, dass statistische Copolymere erhalten wurden.
Sequenzspezifische Aussagen lassen sich mittels dieser vergleichenden MALDI-TOF-MS-
Untersuchungen nicht treffen. Diese miissten wunter Beriicksichtigung der MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik prinzipiell zugénglich sein.

Fir die pentamere Zusammensetzung von Glu/Lys (Abb. 3-58a) ergibt sich nach der
Wahrscheinlichkeitstheorie (s. Anhang 7, S. 287) im einfachsten Fall von 5/0 bzw. 0/5 jeweils genau
eine Moglichkeit, um ein Peptid aufzubauen. Fiir den Fall Glu/Lys 4/1 und 1/4 ergeben sich schon fiinf
gleiche Wahrscheinlichkeiten. Dies ist in Abb. 3-58b durch Permutation von Lys von Position eins bis
fiinf veranschaulicht. Fiir die Zusammensetzung von Glu/Lys von 3/2 bzw. 2/3 ergeben sich zehn
mogliche Zusammensetzungen.

Unter der Voraussetzung, dass die Fragmentbriiche des Peptidriickgrates von Lys-Glu bzw. Glu-
Lys identisch sind, ergeben sich theoretisch 18 Fragmentsignale mit gleichen Signalintensitéten (Abb.
3-58¢). Die systematischen Untersuchungen (Kapitel 3.2.2.3.2) zu den Fragmentierungspfaden und
-tendenzen zeigten, dass die n-hexylaminfunktionalisierten C-terminalen Fragmente des Homo-Glu-
Peptides vollstdndig unterdriickt sind. Gleiche Signalintensititen konnen aus praktischen
Gesichtspunkten ausgeschlossen werden, da MALDI-TOF-MS eine Abhingigkeit von
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Ionisationswahrscheinlichkeiten zeigt und die Fragmentionenspektren aus verschiedenen Segmenten
aufgebaut sind (Kapitel 2.2.2, S. 26) und damit die Signalintensititen methodenbedingt nicht mehr

vergleichbar sind.
b)

5 gleiche Wahrscheinlichkeiten der
Sequenzzusammensetzung
n-Hex-NH-(Glu),-st-(" . ),-H
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Abb. 3-58: Die  Wahrscheinlichkeitstheorie ~ zur  Sequenzzusammensetzung  eines
statistischen Peptides aufgebaut aus fliinf Monomerbausteinen ermdglicht es, die zu
erwartenden =~ MALDI-TOF-Fragmentionenspektren  zu  berechnen:  a) berechnete
Wabhrscheinlichkeiten (s. Anhang 7, S.287) der Copolymerzusammensetzung eines
Pentamers in Abhidngigkeit der Verhéltnisse der Reaktionspartner Glu/Lys mit 75/25;
b) Fiinf gleich wahrscheinliche Sequenzzusammensetzungen bei einem Copolymer
GlusLys;; ¢) 18 gleich wahrscheinliche Amidfragmentbriiche des Peptidriickgrates bei
GluyLys;.

In Abb. 3-59 ist das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des statistisch polymerisierten
Pentamers mit der Copolymerzusammensetzung von GluyLys; dargestellt. Es werden neben der CO,-
Abspaltung, verursacht durch die Seitenschutzgruppe an der Lys-Aminosdure (Kapitel 3.2.2.3.2,
S. 106), intensive Fragmentbriiche des Peptidriickgrates gefunden. Dabei werden, wie erwartet
aufgrund unterschiedlicher Ionisationswahrscheinlichkeiten, die n-hexylaminfunktionalisierten C-
terminalen Fragmente nicht gefunden. Alle neun theoretisch moglichen N-terminalen Fragmente
werden nachgewiesen, wenn auch in unterschiedlichen Signalintensitdten. Dies kann als ein weiterer

Nachweis fiir ein statistisches Copolymer gewertet werden.
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Abb. 3-59: PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse des synthetischen
Polymers 16¢ zur Bestimmung der Sequenzzusammensetzung.

Weitere Aussagen zur statistischen Copolymerzusammensetzung koénnen auch iiber die
Wabhrscheinlichkeitstheorie erfolgen. Da bei zwei Aminosduren die Wahrscheinlichkeit eines
statistischen Treffers gleich ist, findet sich z.B. Glu mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % an Position
eins, ebenso mit 50 % an Position zwei.

Mit Erhohung des Glu-Anteils in der Zusammensetzung der Reaktionspartner werden auch
ausschlieBlich die Anteile an Glu-haltigen Peptiden erhoht (Abb. 3-57). Dies muss sich durch eine
Verschiebung der Polymerverteilung im MALDI-TOF-Massenspektrum wiederspiegeln. Die
Wabhrscheinlichkeit der Glu-Positionen im Peptid ist unabhidngig von der Zusammensetzung der
Reaktionspartner, und aufgrund der Wahrscheinlichkeitstheorie sollten identische Fragmentionen
gebildet werden. Die Fragmentspektren miissen abhidngig von der Zusammensetzung der
Reaktionspartner identisch sein.

Aus diesem Grund werden die statistisch polymerisierten Pentamere in Abhingigkeit von der
Zusammensetzung der Reaktionspartner mittels PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse untersucht.
In Abb. 3-60 sind die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von GluyLys; in Abhédngigkeit von der
Zusammensetzung der Reaktionspartner (Glu/Lys 75/25 16¢ und 50/50 16b) gegeniibergestellt. Die
Fragmentspektren sind bis auf geringe Unterschiede in den Signal-zu-Rausch-Verhiltnissen identisch.

Auch das Ergebnis dieses dritten Experimentes ist, dass es sich bei den statistisch

polymerisierten Peptiden um statistische Copolymere handelt.
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Abb. 3-60: PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenspektren der synthetischen
Polymere n-Hex-NH-Glug-st-Lys;-H in Abhidngigkeit von der Zusammensetzung
der Reaktionspartner zeigen identische Fragmentspektren: a)Glu/Lys von
75/25 16¢; b) Glu/Lys von 50/50 16b.

Um den prinzipiellen Unterschied zwischen statistischen Copolymeren und Blockcopolymeren
zu zeigen, werden die zugehorigen PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren unter Beriicksichtigung
sequenzspezifischer Unterschiede und Gemeinsamkeiten in Abb. 3-61 gegeniibergestellt. Die
erhaltenen Fragmentionen des Elternions Lys4-st-Glu; weisen sequenzspezifische Fragmentionen des
statistischen Peptides nach und die beim Lyss-b/-Glu, die des Blockcopeptides. Dadurch werden beide
Copolymere gleichermallen sequenzspezifisch mittels PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik
charakterisiert.

Durch die Kombination von Wahrscheinlichkeitstheorie und MALDI-TOF-MS ist es damit
erstmals gelungen, auf direktem Wege eine statistische Copolymerzusammensetzung nachzuweisen.
NMR-spektroskopische Untersuchungen bestétigten diese Ergebnisse.
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Abb. 3-61: PSD-MALDI-TOF-MS zur Sequenzanalyse von synthetischen Polymeren in
Abhingigkeit des Copolymeraufbaues: a) statistisches Copolymer n-Hex-NH-Lys,-st-Glu-H
16a; b) Blockcopolymer n-Hex-NH-Lys,-b-Glu-H 17a.

3.2.3 Resiimee

Durch den systematischen Vergleich unterschiedlicher Anregungsverfahren konnte der Einfluss von
experimentellen Parametern auf das Fragmentierungsverhalten von Polymeren untersucht werden.
Durch optimierte chromatographische und MALDI-Probenpréparationsbedingungen konnten im
Folgenden die bislang grofiten Molekulargewichte einer Fragmentionenanalyse zugénglich gemacht
werden. Das unterschiedliche Anregungsverfahren der CID-MALDI-TOF-MS zeigt nur im Falle sehr
kleiner StoBgaspartner eine erhdhte Fragmentionenausbeute bei der Fragmentionenanalyse von
Polymeren, jedoch im gesamten untersuchten Molekulargewichtsbereich leicht verbesserte Signal-zu-
Rausch-Verhéltnisse. Durch den Mehraufwand des StoBgasparameters ist die CID-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse in der praktischen Durchfiihrung nachteilig im Vergleich zur PSD-MALDI-
TOF-Fragmentionenanalyse.

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik erlaubte die direkte Charakterisierung der
Copolymerzusammensetzung von Triblockcopolymeren. Diese Methode ist jedoch nur unter
bestimmten Bedingungen und eingeschrénkt erfolgreich einsetzbar. Extrapoliert man die erhaltenen
Ergebnisse, so kann eine erfolgreiche Charakterisierung einer Copolymerzusammensetzung von Zwei-
Dendronen-Sternpolymeren  mit  breiterer  Polymerverteilung  mittels PSD-MALDI-TOF-

Fragmentionenanalytik ausgeschlossen werden, da die Polymerverteilungen der beiden Dendronen
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verstirkt iiberlappen. Eine ebenfalls verstirkte Uberlappung der Fragmentpolymerverteilung muss
man fiir Sternpolymere mit wachsender Zahl an Dendronen erwarten. Damit muss ebenfalls fiir diesen
Fall eine erfolgreiche Charakterisierung der Copolymerzusammensetzung ausgeschlossen werden.
Eine universelle, direkte Methode der Copolymercharakterisierung von Sternpolymeren bleibt daher
eine analytische Herausforderung.

Die MALDI-TOF-MS, kombiniert mit der PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik, konnte
unter enormem Messaufwand fiir die direkte Charakterisierung der Copolymerzusammensetzung von
statistischen Copolymeren und von Blockcopolymeren eingesetzt werden. Unter Beriicksichtigung der
Wabhrscheinlichkeitstheorie ist leicht eine Molekulargewichtsobergrenze aufgrund der zahlreichen
Kombinationsmdglichkeiten zu erkennen. Von der MALDI-technischen Seite aus miisste eine
Copolymercharakterisierung von statistischen Copolymeren bis in den Bereich, in dem ein Elternion
erfolgreich selektiert werden kann, also rund 10.000 Da, moglich sein.
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3.3 Methodenentwicklung zur qualitativen MALDI-TOF-MS-Analyse

3.3.1 Charakterisierung supramolekularer Komplexe

3.3.1.1 Grundlagen

Die supramolekulare Chemie befasst sich im Gegensatz zur ,klassischen” molekularen Chemie, bei
der kovalente Bindungen im Vordergrund stehen, mit nicht-kovalent gebundenen Strukturen aus
Einzelmolekiilen. Dabei kommt es zundchst spontan zu einer Selbstorganisation der Molekiile, die
durch zwischenmolekulare Kréfte in einer rdumlich definierten Weise zusammengehalten

9819 Die Bindungsenergien von metallo-supramolekularen Uberstrukturen liegen zwischen

werden
denen kovalenter Bindungen und schwachen intermolekularen Wechselwirkungen wie
z.B. elektrostatischen Kriften, Wasserstoffbriickenbindungen oder Van-der-Waals-
Wechselwirkungen. Letztere sind ausschlaggebend bei Wirt-Gast-Systemen.

Alle Teilgebiete der supramolekularen Chemie haben gemeinsam, dass die gebildeten
Uberstrukturen, bedingt durch die niedrigeren Energien der nicht-kovalenten Wechselwirkungen, eine
erhohte Labilitdt aufweisen. Dadurch wird ihre Charakterisierung erschwert und die Zahl der
einsetzbaren Analysenmethoden beschrinkt. Aufwendigere Methoden wie die Ultrazentrifugation®”
und die Rontgenstrukturanalyse®' konnen gleichwohl eingesetzt werden, zeigen sich jedoch nachteilig
aufgrund der langen Vorbereitungs-, Mess- und Auswertezeiten. Aus diesem Grund wird nach
alternativen Analysenmethoden gesucht, um die Existenz von supramolekularen Komplexen
zuverldssig und schnell nachweisen zu konnen. Prinzipiell kénnte sich die MALDI-TOF-MS als eine
alternative Analysenmethode erweisen. Um grundlegendere Aussagen iiber das Potential der MALDI-
TOF-MS hinsichtlich den Charakterisierungsmoglichkeiten supramolekularer Komplexe treffen zu

konnen, sollen an ausgewéhlten Beispielen Vorteile und Limitierungen erarbeitet werden.

3.3.1.2 Metallo-supramolekulare Strukturen

3.3.1.2.1 Analytische Herausforderungen
Die MALDI-TOF-MS zeigte sich in ausgewihlten Beispielen in der Lage die Charakterisierung nicht-

kovalent gebundener Verbindungen durchzufiihren®’*"2%42%

. Die Ionisierungsmechanismen von
metallo-supramolekularen Verbindungen basieren meist auf dem Verlust von Gegenionen'”. Die
Ladungszahl der Molekiile wéchst jedoch nicht mit der Zahl der abgespaltenen Gegenionen. Es
werden nur einfach geladene lonen detektiert, so dass auf eine Reduktion dieser lonen wéhrend des
MALDI-Prozesses geschlossen werden muss. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten metallo-

supramolekularen Komplexe sind in Abb. 3-62 zusammengestellt.
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Abb. 3-62: Ubersicht der untersuchten metallo-supramolekularen

Strukturen.

Zunichst sollen mdgliche Methoden =zur Charakterisierung der supramolekularen
Endgruppenmodifikation von Aluminium-Tris(8-Hydroxychinolin) (Alqgs) Polyfluoren (PF)-
Komplex 18 diskutiert werden. Die Synthese wurde dahingehend gefiihrt, dass eine einfache
Endgruppenfunktionalisierung erhalten werden miisste. Das Zahlenmittel Mn des erhaltenen Alqs;-PFs
lasst sich durch GPC-Messungen (PS-Standard) zu etwa 13.000 Da mit einer Polydispersitit von 2.1
ermitteln. Diese Methode ldsst jedoch keine Aussage iiber die Endgruppenmodifikation zu. Trotz des
relativ geringen Molekulargewichtes der zu untersuchenden Probe versagt die direkte und eindeutige
Charakterisierung der durchgefiihrten Endgruppenmodifikation mittels 'H-NMR-Spektroskopie, da
alle Signale des Komplexes von den aromatischen Signalen des Polyfluorenriickgrates verdeckt
werden und somit keine fiir den Metallkomplex charakteristischen Signale zu erkennen sind.
Zusitzlich zeigt sich, dass die 'H-NMR-Spektren nicht zur Abschitzung der Anzahl an
Endfunktionalitdten herangezogen werden konnen, da eine Differenzierung zwischen kovalent
gebundenem Alqs;-PF oder freiem Aluminiumkomplex Alqgs; nicht gefiihrt werden kann. Dies konnte
jedoch durch eine zuvor durchgefiihrte préparative, chromatographische Trennung ermdglicht werden,
so dass gewihrleistet ist, dass die im 'H-NMR-Spektrometer detektierten Endgruppen tatsichlich zu
Polymerketten verkniipft sind. Allerdings liefert die NMR-Spektroskopie nur einen Mittelwert und
keine Information iiber die Massenverteilung. Die GPC ist die wichtigste konventionelle Methode der
Polymeranalytik, die in der Lage ist, die Polymerverteilung zu beschreiben. Sie beruht auf der
Trennung von Polymeren aufgrund ihres hydrodynamischen Volumens in Ldsung, das vom
Molekulargewicht abhingig ist. Ferner ist sie lediglich eine Relativmethode und bendtigt
strukturanaloge Kalibriersubstanzen. Zur Ermittlung der Molmassenverteilung eines Polymers wird
eine Kalibrierkurve erstellt, die mit Daten eines Polymerstandards (z.B. PS) gewonnen wird. Aufgrund
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des Einflusses unterschiedlicher Endgruppen auf das hydrodynamische Volumen wird aber gerade bei
dieser Endgruppenmodifikation, die einen sterisch anspruchsvollen Substituenten darstellt, die
Beziehung zwischen dem hydrodynamischen Volumen des Polymerknéduels und der Molmasse
verdndert. Dadurch werden die mittels der GPC ermittelten Molekulargewichte des
endgruppenmodifizierten Polymers verfilscht?”?”’. Aufgrund dieses Fehlers der GPC soll die
MALDI-TOF-MS zur Bestimmung der Endgruppenmodifikation eingesetzt werden®”’. Das
verwendete  Polyfluorenderivat  stellt  insbesondere =~ wegen  der  aluminiumhaltigen
Endgruppenfunktionalitit auch eine Herausforderung fiir MALDI-TOF-MS dar. Die Charakterisierung
aluminiumhaltiger Analyten ist bislang mittels MALDI-TOF-MS nicht literaturbekannt, lediglich der

0°% ist bisher beschrieben.

Einsatz von Aluminium als Metallsalz zur Kationisierung von PEG20

Die Struktur des schwer 16slichen supramolekularen N°-Fmoc-L-Lys Kupfer-Komplexes 19 ist
in Abb. 3-62 dargestellt. Aufgrund der geringen Loslichkeit des supramolekularen N*-Fmoc-L-Lys-
Kupfer-Komplexes 19 ist dessen Charakterisierung mittels konventioneller NMR-Spektroskopie nicht
moglich. Von der Festkdrper-NMR-Spektroskopie sollte aufgrund des groBBen Substanzbedarfes bei
langen Analysenzeiten abgesehen werden. Daraus resultiert die Suche nach alternativen
Analysenmethoden. Prinzipiell stellt sich die 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS (Kapitel 3.1.2) als

eine potentielle Charakterisierungsmethode dar.

3.3.1.2.2 Alqs-Polyfluoren mittels GPC-MALDI-TOF-MS off line

In MALDI-TOF-Massenspektren konnen prinzipiell die Signale von niedermolekularen
Polymeren (< 30 kDa) einzeln aufgelost werden. Das Algz-Polyfluoren (GPC,
13.000 Da) 18 (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-7; S.263)*" liegt damit im giinstigen
Molmassenbereich, wodurch eine direkte Uberpriifung der Endgruppenmodifikation prinzipiell noch
zuginglich sein sollte. Als nachteilig zeigt sich die breite Polydispersitit dieser Alqs-
Polyfluorenprobe (Polydispersitdt ca.2,1). Bei breiteren Verteilungen liefern MALDI-TOF-
Massenspektren unzuverldssige M,- und Mw-Werte, die viel kleiner als die durch konventionelle
Methoden ermittelten Werte sind'®. Diesen fiir die MALDI-TOF-MS zu hohen Polydispersititen'**'"’
begegnet man erfolgreich durch Kombination der massenspektrometrischen
Charakterisierungsmethode mit vorangeschalteter analytischer GPC-Trennung. MALDI-TOF-MS
wird quasi als ,,0ff-line* Detektor fiir die GPC-Fraktionen eingesetzt'®'*!1%!1112 " Ayg dem Eluat der
chromatographischen Trennung werden Fraktionen gesammelt, deren Molmassenverteilung einen
engen Schnitt der gesamten Probenverteilung darstellen. Von den so erhaltenen engen
Molekulargewichtsverteilungen  kann  nun  mittels  MALDI-TOF-MS  eine  genaue
Molmassenbestimmung vorgenommen werden. Eine Fraktionierung dient damit nicht nur der
Genauigkeit der massenspektrometrischen bzw. der GPC-Untersuchung, sondern erlaubt in
Spezialfillen, Analyte einer MALDI-Charakterisierung iiberhaupt erst zugénglich machen zu kdnnen.
Diese Methodenkombination birgt damit die Moglichkeit von wichtiger Strukturanalytik in
Sonderfillen, unter der Voraussetzung, dass das Polymer einer analytischen GPC-Trennung

X Die Synthese wurde von Herrn Dr. C. Schmitt im Rahmen seiner Promotion im AK Prof Dr. U.
Scherf, Universitidt Potsdam, und im AK Prof. K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz,
durchgefiihrt.
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unterzogen werden kann (Probleme wie z.B. Loslichkeit, Temperatur, Adsorptionseffekte,
Nebenreaktionen) bzw. eine Kombination mit MALDI-TOF-MS méglich ist (z.B. zu hoher Salzgehalt
durch Zusatz von LiBr zur Verhinderung von Adsorption bei der GPC-Trennung etc.). Dieser Ansatz
erlaubt es, der intrinsischen Limitierung der MALDI-TOF-MS hinsichtlich groB3eren Polydispersitdten
zu begegnen. Durch die zuvor durchgefiihrte GPC-Trennung wird gewéhrleistet, dass die durch die in
der MALDI-TOF-MS-Analyse ermittelten supramolekularen Endgruppen tatsdchlich mit den
Polymerketten verkniipft sind. Damit kann eine theoretisch mogliche Aluminiumanlagerung an die
Polyfluorenkette unter Bildung eines Pseudo-Molekiilions analog den PEG-Untersuchungen®”
ausgeschlossen werden.

Ein MALDI-TOF-Massenspektrum des Produktgemisches 18 konnte nicht direkt erhalten
werden. Die Verringerung der Polydispersitédt von 2.1 (GPC: in THF, gegen PS-Standard) erfolgte
durch GPC-Fraktionierung. Von den 14 vermessenen Fraktionen zeigen sich die MALDI-TOF-
Massenspektren der letzteren Fraktionen am informativsten, da die Isotopenverteilungen der einzelnen
Signale zur eindeutigen Charakterisierung hinzugezogen werden konnen (Abb. 3-63). Die Summation
der einzelnen Fraktionen mit Molekulargewichten von2.000 bis 10.000 Da und unter
Beriicksichtigung der intensivsten Signale von 2.000 bis 5.000 Da lassen auf ein mittleres
Molekulargewicht von < 5.000 Da schlieBen. Der Gegensatz der beiden Methoden vermag einerseits
auf der GPC-Kalibrierung mittels des PS-Standards, andererseits auf den fiir die MALDI-TOF-MS zu
hohen Polydispersititen zuriickzufiihren sein.

Fiir die Bestimmung der Endgruppen von 18 muss als erstes der lonisierungsmechanismus des
Polymers festgestellt werden, da die Polymere durch Anlagerung eines Kations einen
Massenzugewinn (Gleichung 2-3, S.21) erfahren. Eine Differenzierung zwischen den moglichen
Ionisationen (z.B. Metall-Pseudo-Molekiilionen, Radikalkationen) wird durch eine Variation des
Metalltrifluoracetatzusatzes ermoglicht (Kapitel 2.1.3, S.20). Dies ist insbesondere bei der zu
charakterisierenden Alqgs;-Endgruppenmodifikation 18 von Interesse, da keinerlei Informationen zur
Aluminiumendgruppemodifikation und nur wenige zur Al-Pseudo-Molekiilionenbildung bekannt
sing"etert Textmarke nicht definiert. " Tyor 7y5atz eines Kations zur Analyt-Matrix-Mischung dient der
Reproduzierbarkeit hinsichtlich der Bildung des Metall-Pseudo-Molekiilions und ebenso, um
vorkommende zufdllige Ionisationen durch Verunreinigungen von Metallspuren eindeutig
ausschlieBen zu koénnen. Untersuchungen an Polyfluorenhomopolymeren mit géngigen
Wasserstoffendgruppen zeigten, dass das steife Polyfluorenriickgrat bevorzugt eine radikalkationische
Ionisation eingeht (Kapitel 3.1.2.3.3, S. 55).
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Abb. 3-63: MALDI-TOF-Massenspektren (nach Basislinienkorrektur) der GPC-
Fraktionen von 18 und dessen nachgewiesene Strukturen: a) Fraktion 18.10: n=5
bis 9 der Strukturen 18.Ia und 18.IIa,b; b) Fraktion 18.9: n=6 bis 12 der
Strukturen 18.1a und 18.I1a,b; c) Fraktion 18.8: n=9 bis 16 der Strukturen 18.1a
und 18.11a,b; d) Fraktion 18.7: n=13 bis 22 der Strukturen 18.11a,b

Fiir die Polyfluorenfraktionen der GPC-Trennung wurden zusétzlich Massenspektren der
Analyt-Matrix-Mischung aufgenommen, bei denen CF;CO,Li, CF;CO,Na, CF;CO,K und CF;CO,Ag
zugesetzt wurden. Bei den abgebildeten Messungen wurde Dithranol als Matrix verwendet. Die
Variation dieser Kationen zeigt, dass sich keine der Signallagen im MALDI-TOF-Massenspektrum,
weder in Bezug auf die Messung ohne Metallsalzzugabe noch bei den Messungen mit verschiedenen
Metalltrifluoracetatzusétzen, verschiebt. Dadurch kann der Ionisationsmechanismus des untersuchten
Polyfluorens 18 bestitigt und eine Pseudo-Molekiilionenbildung mit einem Metallkation
ausgeschlossen werden. Die detektierten Signale sind damit jeweils radikalkationischer Natur beim

unfunktionalisierten PF 18.Ia. Ebenso kann eine zufillige Kationenverunreinigung, die zu einer
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erfolgreichen Kationisierung fithren konnte, oder die Bildung eines Pseudo-Molekiilions aus einem
freiem Aluminiumkation und einer intakten Polymerkette, damit ebenfalls ausgeschlossen werden. Bei
den funktionalisierten PF werden die Strukturen 18.IIa und 18.IIb detektiert. Dies stellt einen
besonderen Ionisationsmechanismus dar, bei dem die einfache Ladung durch den Verlust eines g-
Liganden gewonnen wird.

Da das Polyfluoren 18 wie oben gezeigt bevorzugt als Radikalkation ionisiert wird, kann davon
ausgegangen werden, dass alle Endgruppenkombinationen prinzipiell massenspektrometrisch
zugénglich sein miissten. Daraus muss geschlossen werden, dass bei der Endgruppen-Aluminium-
Komplex-Spezies im lonisationsschritt die Dissoziation des nicht-kovalent gebundenen
Hydroxychinolins (q) einer Radikalkationenbildung energetisch bevorzugt ist. Diese Vermutung kann
nicht ndher untersucht werden, da es sich beim lonisationsprozess um einen sehr schnellen Prozess
innerhalb der Quelle handelt, so dass sich die ISD-Fragmente massenspektrometrisch nicht von
intakten Molekiilen des Produktgemisches unterscheiden. Beriicksichtigt man die Tatsache, dass
Radikalkationen eine wesentlich hohere Fragmentierungstendenz als die Pseudo-Molekiilionen
aufweisen (Kapitel 3.4.3.3, S. 161 und 3.4.3.6, S. 182), so werden die Strukturen [R-Polymer-q-Al-q]"
mit R=H,Br 18.11a,b als Fragmente der Endgruppen-Aluminium-Komplex-Spezies R-Polymer-q-Al-
q> mit R=H,Br 18.11la,b sehr wahrscheinlich. Der Nachweis kann jedoch methodisch bedingt nicht
gefiihrt werden. Aus synthetischem Gesichtspunkt ist die Anbindung von nur zwei Liganden nicht
schliissig.

Fir die Endgruppenbestimmung ergibt sich, dass sich die absolute Masse einer jeden
detektierten Kettenldinge aus den Massen der Wiederholungseinheiten und der Endgruppen
zusammensetzt. Gleichung 2-3 zur Bestimmung der Endgruppen aus der experimentell ermittelten

Masse eines Signals vereinfacht sich damit zur Gleichung 3-2:

Endgruppel + Endgruppe?2 = M[g / mol] —n-388.31 Gleichung 3-2
n Anzahl der Wiederholungseinheiten
388.31 monoisotopisches Molekulargewicht der Wiederholungseinheit

Endgruppel monoisotopisches Molekulargewicht der Endgruppel
Endgruppe?2 monoisotopisches Molekulargewicht der Endgruppe2

Abb. 3-63a zeigt das erhaltene MALDI-TOF-Massenspektrum der polymeranalogen
Endgruppenfunktionalisierung des Polyfluorens 18 der Fraktion 10. Die Signale jeder einzelnen
Kettenldnge zeigen sich isotopenaufgeldst. Der Abstand der Signale untereinander betrdgt 388 Da und
gibt damit das berechnete Molekulargewicht der Wiederholungseinheit wieder. Durch Gleichung 3-2
lasst sich fiir jede experimentell ermittelte Masse und deren Wiederholungseinheit die Summe fiir die
Masse der Endgruppen berechnen, die dann den theoretisch moglichen Endgruppenkombinationen
gegeniibergestellt werden konnen. Dies wird im Folgenden am Beispiel der Fraktion 10 fiir jeweils

eine Endgruppenkombination exemplarisch durchgefiihrt und in Tabelle 3-2 zusammengestellt:
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Tabelle 3-2:
Fraktion 18.10.

Mogliche Molekiilzusammensetzungen von 18 und die daraus resultierenden Endgruppen der

Mogliche Summenformel Massen der
Molekiilzusammensetzungen (berechnete m/z) Summe der
Endgruppen®
Br-(Fluoren);-Br 18.1a b C,93H,5Br; (2876.0) 157.8
Br-(Fluoren),-H 18.1b Cyo3HogBr (2798.1) 79.9
H-(Fluoren),-H 18.1¢c CoosHago (2720.2) 2.0
Br-(Fluoren);,-q-H 18.1d C,15HygBrNO (2941.2) 223.0
H-(Fluoren);,-q-H 18.1e C,12Hpg7NO (2863.2) 145.0
H-q-(Fluoren);,-q-H 18.If Cr21H29:N,0; (3006.3) 288.1
[Br—(Fluoren)6-q-Al-q]+ 18.11a Ci9,H,50AIBrN,0, (2721.9) 393.0
[H-(Fluoren)s-q-Al-q]* 18.1Tb C192H>5,AIN,0, (2643.9) 315.0
[H-q-(Fluoren)s-q-Al-q] " 18.11c Cy01Ha56AIN;O5 (2787.0) 458.1
[q-Al-g-(Fluoren)s-q-Al-q]** 18.11d Cy10H260A1N404 (2956.0:2=1478.0) 628.1
[Br-(Fluoren)s-q-Al-q,] 18.111a Cy01Ha55AIBrN;O5 (2864.9) 537.0
[H-(Fluoren)s-q-Al-q,] 18.111b Ca01H256AIN;0; (2787.0) 459.1
[H-g-(Fluoren)s-q-Al-q,] 18.111c Cy10H261AIN,O4 (2930.0) 602.2
[q-Al-g-(Fluoren)s-q-Al-q,] " 18.111d Ca19H265A1,N505 (3099.0) 772.2
[q2-Al-g-(Fluoren)¢-q-Al-q,] 18.111e CrsHr70ALLNgOg (3242.0) 916.2

* monoisotopische Massenangaben fiir jeweils das Isotop eines Molekiilions mit der geringsten Masse
* fettunterlegt=Hauptsignalintensitdt im Spektrum; fettunterlegt und kursiv=weniger intensive Signalintensitit; normal=nicht detektiert

Die Hauptsignalintensitit in  Fraktion 18.10 kann dem  aluminiumhaltigen
endgruppenfunktionalisierten ~Polymer [H-Polymer-q-Al-q]” 18.1Ib  zugeordnet werden. Als
Nebenserie mit der groBten  Signalintensitdt tritt das  bromierte  aluminiumhaltige

[Br-Polymer-q-Al-q]" 18.Ila auf. Die nicht

Funktionalisierung wird ebenfalls mit starken Signalintensititen als dibromsubstituiertes Polymer [Br-

endgruppenfunktionalisierte ~ Polymer erfolgte
Polymer-Br]" 18.1a in radikalkationischer Form nachgewiesen. Die Isotopenverteilung steht dabei im
Einklang mit der Computersimulation. Der Nachweis des dibromierten Ausgangspolymers zeigt, dass
diese Reaktionsbedingungen nicht vollstindig zur Debromierung fiihren. Damit einhergehend wird
auch das einfach- bzw. zweifachwasserstoffendfunktionalisierte Polymer 18.1a,b nicht detektiert.

Die Endgruppenkombinationen R-Polymer-q-H mit R=Br,H,q-H 18.1d,e,f wurden nicht
nachgewiesen. Daraus kann gefolgert werden, dass sich das Polymer R-Polymer-qg-H mit
R=Br,H 18.1d,e ausgesprochen effektiv mit dem Aluminium supramolekular bindet und als [R-
Polymer-q-Al-q]" mit R=Br,H 18.11a,b nachgewiesen werden kann. Dies ist auch der mdgliche Grund
dafiir, dass die Endgruppenkombination [H-q-Polymer-q-Al-q]" 18.1I¢ nicht gefunden werden kann,
da diese effektiv zu [q-Al-q-Polymer-q-Al-q]** 18.11d umgesetzt wird. Diese zweifach positive
Spezies konnte nicht nachgewiesen werden. Die Endgruppen-Aluminium-Komplex-Spezies R-
Polymer-g-Al-q, mit R=H,Br,q-H,q-Al-q,q-Al-q, 18.11Ia)-e) wurden nicht nachgewiesen.

Berticksichtigt man, dass die GPC-Methode fiir ionische Substanzen schlecht geeignet ist, muss
das endgruppenmodifizierte Polyfluoren als Alqs;-PF vorgelegen haben. Damit zeigt sich, dass die
MALDI-TOF-MS zumindest indirekt die supramolekulare Endgruppenmodifikation nachzuweisen
vermag. Weiter kann gefolgert werden, dass die Polyfluorenketten unter den angewendeten

Synthesebedingungen iiberwiegend mit nur einem Komplex verkniipft sind. Polymerketten mit zwei
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Komplexen sind nicht und Polymerketten ohne Komplex sind nur geringfiigig vorhanden. Dies fiihrt
zur Erkenntnis, dass bei einem Monomerverhdltnis von 85/15 vor allem gewiinschtes
monoendfunktionalisiertes Polymer 18.11a,b erhalten wird.

Der Vergleich der GPC-Fraktionen mit steigendem Molekulargewicht zeigt eine hohe
Einheitlichkeit in der Endfunktionalisierung. Bei Fraktionen 18.9 und 18.8 liegen die
Hauptsignalintensititen analog Fraktion 18.10 beim aluminiumhaltigen endgruppenfunktionalisierten
Polymer [H-Polymer-g-Al-q]" 18.11b. Mit zunehmendem Molekulargewicht zeichnet sich jedoch eine
verstirkte Konkurrenz durch das in Fraktion 18.10 als Nebenserie detektierte [Br-Polymer-q-Al-
q]" 18.I1a ab, welche dann in Fraktion 18.7 als Hauptsignalserie nachgewiesen wird. Die nicht erfolgte
Funktionalisierung wird mit zunehmend geringeren Signalintensititen als dibromsubstituiertes
Polymer [Br-Polymer-Br]" 18.1a in radikalkationischer Form detektiert.

MALDI-TOF-MS erweist sich als eine Methode, die unter ausreichend schonenden
Bedingungen den Nachweis der metallo-supramolekularen Endgruppenfunktionalisierung dieses
komplexen Substanzgemisches fithren kann. Die Fiille an Informationen, die aus einem einzigen
Massenspektrum entnommen werden konnen, ist sonst nur unter Anwendung mehrerer verschiedener
Methoden erhéltlich. Auch erlaubt sie des weiteren, neue Erkenntnisse hinsichtlich der Synthese zu
gewinnen wie z.B. die unvollstindige Debromierungsreaktion zur Entfernung der Bromendgruppen.
Die erfolgreiche Charakterisierung dieser polymeranalogen Reaktion ist hinsichtlich
massenspektrometrischer  Aspekte sehr wertvoll, da aluminiumhaltige supramolekulare
Makromolekiile flir MALDI-TOF-MS bislang unbekannt sind. Aufgrund des moderaten Analysen-
und Zeitaufwandes erweist sich MALDI-TOF-Massenspektrometrie als eine  attraktive

Analysenmethode zur Charakterisierung dieser Substanzklasse.

3.3.1.2.3 N®%Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplexe mittels der ,,Ag-Labeling“-Methode

Durch 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS konnte unter Variation der
Probenpraparationsbedingungen (Dithranol-Matrix, CF;CO,Li, CF;CO,Na, CF;CO,Ag) und deren
Analyt/Matrix/Metallsalz-Verhaltnisse (1/50/10, 1/500/10) eine erfolgreiche Charakterisierung des
supramolekularen Komplexes 19 (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-8; S. 264y nicht erfolgen. Die
auftretenden Signalintensitdten sind nur gering und wenig spezifisch. Die Charakterisierung sollte
jedoch laut Literatur mittels der ,,Ag-labeling“-Methode moglich sein'****!°. Dabei macht man sich
die sehr selektive Anbindung von Ag’ an aromatische Substituenten unter Ausbildung einer
Sandwichstruktur zu Nutze. Dieser als ,,Ag-labeling”“-Methode beschriebene Ansatz entspricht der
Probenpréiparation unter Zusatz von CF;CO,Ag zur Analyt-Matrix-Mischung, welcher die Substanz
Eingangs schon nicht zu charakterisieren vermochte. Die Probenpriparation scheint daher keinen
groBBen Spielraum zu erlauben. Es ist davon auszugehen, dass die lonisierung unter MALDI-
Bedingungen fiir diese labile Substanzklasse nicht ausreichend schonend verlduft, und die Substanz
daher zu groBiten Teilen durch ISD-Fragmentierung in der Quelle einer massenspektrometrischen

Detektion verloren geht, da beide N°-Fmoc-L-Lysine als Neutralteilchen gebildet werden.

X' Die Synthese wurde von J. Rodriguez Hernandes im Rahmen seiner Doktorarbeit unter Anleitung

von Dr. H.-A. Klok im AK Prof. K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Eine gezielte Variation der Messbedingung soll durchgefiihrt werden, um die Zahl der intakt
detektierten supramolekularen N°-Fmoc-L-Lysine-Kupfer-Komplexe zu erhohen. Moglicherweise
verhindert ein Detektorséttigungseffekt die Detektion dieses labilen supramolekularen Komplexes.
Dies wurde erfolgreich durch den Einsatz des elektronischen ,,Gates™ des PSD-Modus (Kapitel 2.2.2,
S. 26) durchgefiihrt. Niedermolekulare und héhermolekulare lonen wurden gleichermallen mittels
elektronischem ,,Gate* ausgeblendet, so dass die geringe Zahl an supramolekularen N*-Fmoc-L-Lysin-
Kupfer-Komplexen unter Verwendung der ,,Ag-labeling““-Priaparationsmethode erhoht wird. Durch die
erhaltenen PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren lassen sich damit die Molekulargewichte des
intakten Pseudo-Molekiilions als [M+H+Ag]" beschreiben, bei dem das Cu’ reduziert vorliegt. Die
experimentell ermittelte Isotopenverteilung steht wie in Abb. 3-81 gegeniibergestellt in sehr gutem

Einklang mit der simulierten Isotopenverteilung.
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Abb. 3-64: a) PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum von 19 unter
gezieltem Einsatz des elektronischen ,,Gates*; b) Computersimulation.

Die losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS zeigt sich als eine Methode, die die
Molekulargewichtsbestimmung dieser Substanzklasse durchfiihren kann. Die Ionisation verlauft unter
Wahl der geeigneten Messbedingung ausreichend schonend, so dass durch Selektion des Elternions
durch das elektronische PSD-,,Gate” die Zahl der intakten supramolekularen Komplexe 19 erhoht
werden kann. Das elektronische PSD-,,Gate* zeigt sich damit wesentlich effektiver und schirfer als

die Deflektion zur Unterdriickung niedermolekularer Ionen.
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3.3.1.3 Supramolekulare Wirt-Gast-Systeme basierend auf Cyclodextrinen (CD)

3.3.1.3.1 Analytischer Ansatz

Einschluss- oder Wirt-Gast-Komplexe sind Ausdruck molekularer Wiedererkennung und finden eine
steigende Bedeutung in der Wirkstoffanalytik (z.B. Cylodextrine). Eine Vielzahl konkaver
makrozyklischer Liganden ist beféhigt in ihren Hohlrdumen nicht-kovalente Wechselwirkungen mit

211212

groBengeeigneten  Ionen  oder  Neutralteilchen  einzugehen Untersuchungen  zu

Einschlusskomplexen ionischer Géste wie z.B. kationisierte Kronenether sind bereits mittels MS

durchgefiihrt worden?!*?!

. Des weiteren konnte MS angewendet werden, um nicht-kovalente
Komplexe in der Gasphase®"” zu untersuchen.

Die MALDI-TOF-MS-Charakterisierung neutraler nicht-kovalenter Komplexe ist eher
ungewoOhnlich und kann mdglicherweise auf die Kristallinitdt der Probe zuriickgefiihrt werden, wenn
sie dem Desorptions/lonisationsprozess zugefiihrt wird. Dennoch wird gerade dank starker nicht-
kovalenter Wechselwirkungen zwischen Metallkationen und Analyten die erforderliche Ladung fiir
MS-Untersuchungen stabilisiert, indem diese sogenannte Pseudo-Molekiilionenbildung [M+Kation]"
eingehen. Folglich macht seit der letzten Dekade ein breites Anwendungsgebiet (z.B. Analytik von
synthetischen Polymeren und organischen Makromolekiilen, s. Kapitel 1.1.3, S. 6) Gebrauch von
dieser nicht-kovalenten Wechselwirkung zur Charakterisierung von neutralen, schwer protonierbaren
Makromolekiile mittels MALDI-TOF-MS. Diese hingt jedoch von einem wirkungsvollen
Metallkationisierungsprozess ab.

Aus diesem Aspekt heraus ist die Wechselbeziehung zwischen GroBenabhingigkeit der
Metallkationen und strukturellen Eigenschaften der Makromolekiile von allgemeinem Interesse, um
ein besseres Verstindnis fiir eine erfolgreiche MALDI-TOF-MS-Untersuchung zu erarbeiten. So wird
z.B. vorgeschlagen, dass Silberkationen genau dann bestdndige Pseudo-Molekiilionen mit
Makromolekiilen ausbilden, wenn eine Sandwichstruktur mit zwei aromatischen Ringen eingegangen
werden kann'®®.  Alkalimetalle neigen dazu, bestindige Komplexe mit Sauerstoff- und
Stickstoffheteroatomen zu bilden®'®.

Fiir diese systematischen MALDI-TOF-MS-Untersuchungen scheinen Oligosaccharide ein
gutes Modellsystem zu sein, um Grofen- und Strukturabhéngigkeiten nicht-kovalenter Komplexe zu
ermitteln. Die nicht-kovalente Wechselwirkung erfolgt zwischen den Metallkationen und den
Sauerstoffheteroatomen der Oligosaccharideinheiten, wobei die Zahl der beteiligten Heteroatome
generel von der GroBe des Kations abhingt’'®*'". Die Konkurrenz zwischen Fragmentierung des
Analyten und Abdissoziation des Kations kann auf die Bindungsaffinititen zuriickgefiihrt werden
(Kapitel 3.2.1, S.81). Einige Griinde fir die FEignung des CD-Wirtes”™® konnen fiir diese

Untersuchung angegeben werden:
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e CD-Wirte sind in unterschiedlichen Grofen verfiigbar (a-, B-, y-CD),
e CD-Wirte sind chemisch einfach in deren lineare Struktur umwandelbar,
e (CD-Wirte tragen eine Vielzahl an bindungsfahigen Heteroatomen,
e Bindungsfahigkeiten des CD-Wirtes konnen chemisch einfach geéndert und erhdht werden,
o mit und ohne Anderung des CD-Torus,
o mit und ohne bevorzugte Bindungspositionen (z.B. Séuren) und
o mit und ohne préferentielle Spaltungspositionen (z.B. N-Acetyl-Gruppen).
e Geringe Fragmentierungstendenz von CD kann durch Derivatisierung ohne Anderung der
Geometrie des Torus in einem hohen Umfang erh6ht werden und
o Permethylierung und
o Peracetylierung.

e Fragmentierungsmuster des Wirtes konnen vermutlich durch die Literatur aufgeklért

werden.

Diese ionischen Wirt-Gast-Untersuchungen werden aus obigen Griinden an symmetrisch
modifizierten, acetylierten linearen und zyklischen Oligosacchariden mit variierenden Metallkationen
untersucht (Abb. 3-65a). Dabei kann erwartet werden, dass die gewihlte Derivatisierung den CD-
Torus nicht erheblich beeinflusst, aber dafiir ihre Bindungsfdhigkeiten sowie die
Fragmentierungstendenz erhdht. Folglich kdnnen mit dieser chemischen Modifikation der linearen und
der zyklischen Oligosaccharide groflere Unterschiede beziiglich dieser nicht-kovalenten
Bindungsuntersuchungen erwartet werden. Dies miisste zu eindeutigeren Unterschieden in der
MALDI-TOF-MS und PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse fiihren.

b)

Abb. 3-65: Schematische Darstellung der Wirt-Gast-Systeme (Strukturen
entsprechen jeweils nicht ihren Dimensionen): a) acetyliertes B-CD 20b mit
Kation; b) y-CD-Cg-y-CD 21a°"; y-CD 9 A, C¢o-Fulleren 7 A im Durchmesser®’.
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CD ist ebenfalls ein geeignetes Wirtsystem, um die MALDI-TOF-MS auf dessen Potential zur
Charakterisierung von neutralen Wirt-Gast-Systemen zu iiberpriifen (Abb. 3-65b). Dafiir sollten
literaturbeschriebene, wohl charakterisierte Ansitze zur Darstellung eines supramolekularen Systems
gewihlt werden, um dieses einer MALDI-TOF-MS-Analyse zu unterziehen.

3.3.1.3.2 Lineare und zyklische, acetylierte CDs mit ionischen Gésten

Zunichst wird p-CD 20b (Synthesen s. Kapitel 6.3.1.4.10; Abb. 6-9; S. 265)*" peracetyliert, so dass
ein Gemisch aus peracetyliertem linearen Mono- bis Heptameren und peracetylierten zyklischem [-

CD erhalten wird. Dieses Reaktionsgemisch wird fiir die folgenden Untersuchungen eingesetzt.

3.3.1.3.2.1 Bindungsselektivitiit.

Unterschiedliche Alkalimetalle wurden zum peracetylierten Reaktionsgemisch hinzugefiigt, um die
Bindungseigenschaften in Abhéingigkeit von der Kettenldnge der linearen Strukturen und von der
Konformation (lineares und zyklisches Heptamer) des acetylierten CDs zu untersuchen. Die
peracetylierten linearen Oligomere zeigen, dass > 2 Glukoseeinheiten erforderlich sind, um erfolgreich
mit Lithium- und Natriumkationen zu binden, wéhrend > 3 Glukoseeinheiten notwendig sind fiir eine
effektive Wechselwirkung mit Rubidium- und Césiumkationen. Mit Zunahme der Kationengrof3e ist
eine zunehmende Anzahl von Oligosaccharideinheiten fiir eine erfolgreiche Anbindung
erforderlich (Abb. 3-66).

Die bevorzugte Wechselwirkung zwischen peracetylierten linearen Oligosacchariden mit
unterschiedlichen Alkalimetallkationen wird ebenfalls untersucht, indem die hochste Signalintensitét
des  Pseudo-Molekiilions  sowie  die  geringste  Konkurrenz ~ an  unterschiedlichen
Kationisierungsprozessen bestimmt wird, die in den Massenspektren erhalten werden. Die Differenzen
fallen relativ gering aus. Eine schwach bevorzugte Bindung fiir Lithium- und Natriumkationen wird
mit linearen Di- bis Hexameren gefunden. Kaliumkationen zeigen die geringste Konkurrenz an
Pseudo-Molekiilionenbildung bei den linearen und zyklischen Heptameren.

Die Interpretation der Massenspektren (Abb. 3-66) hinsichtlich der peracetylierten B-CD-
Struktur stellt aufgrund der geringsten Konkurrenzionisation eine Selektivitit mit Kaliumkationen fest.
Analoge groBenabhingige Ergebnisse wurden bei der Untersuchung von Alkylpolyglucosiden mittels
ESI-MS gefunden. Mit zunehmender Alkylkettenlinge erfolgte eine bevorzugte Pseudo-
Molekiilionenbildung mit Ammonium- anstelle von Natriumkation®'.

Die Bindungstendenz von zyklischem CD zu Kaliumkationen ist in Korrelation mit dem
lincaren Heptamerderivat. Dieses Ergebnis ist iberraschend, da beide aufgrund der starken
Unterschiede der zyklischen und linearen Heptamerstruktur variieren. Aus diesen Ergebnissen kann
gefolgert werden, dass die heptamere Kettenliinge eine dhnliche Anbindung des ionischen K'-Gastes

an die lineare und an die zyklische Wirtstruktur erlaubt.

XV Die Synthese wurde von Herrn Stefan Schiller im Rahmen seiner Doktorarbeit im AK Prof. W.

Knoll, MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Abb. 3-66: Massenspektren von20b in Abhéngigkeit der zugesetzten
Metalltrifluoracetate: a) CF;CO,Li; b) CF3CO;Na; ¢) CF;CO,K; d) CF;CO,Ag.

Ag" kann auch als ionischer Gast in zyklisches B-CD eingebaut werden, ebenfalls wird eine
hohe Wechselwirkung mit den linearen Strukturen gefunden. Diese Ergebnisse widersprechen der
Annahme, dass Silberkationen effektiv mit Aromaten unter Ausbildung einer Sandwichstruktur

wechselwirken'”.

Eine effektive Wechselwirkung von Ag  kann ebenfalls mit den freien
Elektronenpaaren der Sauerstoffatome eingegangen werden. Metallsalzzusitze wie CaCl,, FeCls,

CuCly, MgSO0,, Cer(SOy), fithren nicht zur Detektion eines ionischen Wirt-Gast-Komplexes.

3.3.1.3.2.2 GroBenselektivitiit.

Die Lithium-, Kalium- und Césiumalkalimetallkationen werden hinsichtlich deren Wechselwirkung
mit linearem und zyklischem Heptamer untersucht (Abb. 3-65, S. 133). Hierfiir wurden jeweils PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektren in Abhingigkeit der Laserleistung aufgenommen.

Lithium als kleinstes Kation zeigt beim linearen Heptamer eine sehr hohe Tendenz zur
Fragmentierung. Bei hoheren Laserleistungen werden Fragmente bis zum Monomeren gefunden.
Dabei zeigt dieses auch eine sehr intensive Fragmentierung der Acetylgruppen. Die Fragmentionen
stehen im Einklang mit literaturbeschriebenen Untersuchungen®”. Bei Anwendung von niedrigeren
Laserleistungen werden nur noch untergeordnet Fragmentierungen der Oligomerhauptkette gefunden.
Es tritt bevorzugt eine Seitenkettenfragmentierung ein (Abb. 3-68).
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Da supramolekulare Aspekte der MALDI-Fragmentierung im Vordergrund dieser Untersuchung
stehen, soll an dieser Stelle nur kurz auf die Strukturzuweisung der Fragmentionen eingegangen
werden. Die literaturbeschriebenen Fragmentmuster der Riickgrat- und Seitenkettenbriiche™ werden
gefunden (Abb. 3-67).

OR
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Z,

(¢}
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Abb. 3-67: Nomenklatur der Fragmentierung von
linearem Heptamer.

Im zyklischen Fall werden fiir ein Lithiumkation, unabhédngig von den angewendeten
Laserleistungen, keine sequenzspezifischen Informationen erhalten (Abb. 3-68). Bei schwachen
Laserleistungen werden nur im niedermolekularen Bereich Signale gefunden, die von
Seitenkettenfragmentierungen herrithren miissen. Mit hoheren Laserleistungen wird zusétzlich zur
starken Seitenkettenfragmentierung zu einem geringen Mall Fragmentierung der Oligomerhauptkette
gefunden. Die geringe Intensitdt kann dadurch erklirt werden, dass zwei Fragmentbriiche stattfinden

miissen. Die gebildeten Fragmentionen liefern ausgesprochen breite und unaufgeldste Signale.
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Abb. 3-68: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von 20b mit Li':
Heptamer: a) hohe Laserleistung, b) geringe Laserleistung;
Heptamer: a) hohe Laserleistung, b) geringe Laserleistung).

i) lineares
ii) zyklisches

Bei der Kaliumkationisierung wird beim linearen Heptamer bei hohen Laserleistungen eine
hohe Tendenz zur Fragmentierung gefunden. Diese ist jedoch im Vergleich zur Lithiumkationisierung
deutlich geringer. Es werden auch nur trimere Fragmentionen detektiert. Dies steht im Einklang damit,
dass mit zunehmender KationengroBe die Kettenldnge ebenfalls ansteigen muss, um eine effektive
Wechselwirkung zu ermoglichen.

Beim zyklischen Heptamer wird mit hoheren Laserleistungen eine sehr intensive
gefunden (Abb. 3-69). Die der

Oligomerhauptkette sind sehr gering und sehr breit. Im Vergleich zu Li" iibersteht der K'/Oligomer-

Fragmentierung der  Acetylgruppen Fragmentbriiche
Komplex in deutlich geringerem Mal einen zweifachen Riickgratbindungsbruch ohne dass eine
unerwiinschte Dissoziation eintritt. Dies kann dadurch erklart werden, dass Lithiumkation effektiver
mit dem Oligomer wechselwirkt als das groBere Kaliumkation.

Mit niedrigen Laserleistungen nimmt die Fragmentierung bei linearem und zyklischem

Heptamer deutlich ab.
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Abb. 3-69: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von 20b mit K™: i) lineares Heptamer:
a) hohe Laserleistung, b)schwache Laserleistung; i) zyklisches Heptamer: a) hohe
Laserleistung, b) schwache Laserleistung).

Fiir die Césiumkationisierung wird beim linearen Heptamer bei hohen Laserleistungen eine
hohe Tendenz zur Seitenkettenfragmentierung gefunden (Abb. 3-70). Nur sehr untergeordnet werden
Fragmentbriiche der Oligomerhauptkette gefunden. Die minimale Oligomerkettenldnge, die bei
Cisiumkationisierung nachgewiesen werden kann, ist das Pentamere (Abb. 3-70: hohe Laserleistung).

Somit kann festgestellt werden, dass mit zunehmender KationengroBle die Kettenlinge des
Oligomers ebenfalls ansteigen muss, um eine effektive Wechselwirkung der beiden zu erméglichen.
Die neuen Erkenntnisse sind, dass die Fragmentierungspfade des zyklischen Oligomers nahezu

identisch sind mit dem Linearen:

¢ nahezu ausschlieBlich tritt Seitenkettenfragmentierung ein (Abb. 3-70: hohe Laserleistung),

e relativ dhnliche Tendenz der Casiumdissoziation (Abb. 3-70: niedrige Laserleistung).

Zur Erklarung dieses Ergebnisses konnen aufgrund der jeweils gezielt durchgefiihrten
laserleistungsabhéngigen PSD-MALDI-TOF-Analyse laserleistungsbedingte Ursachen ausgeschlossen
werden. Diese Konformitit der Ergebnisse konnte durch nahezu gleichartige Wechselwirkungen

zwischen Oligomer und Kation verursacht werden.
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Abb. 3-70: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von 20b mit Cs':
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Weiterfiihrende Untersuchungen ergeben, dass bei beiden Strukturen die Signalintensitit des

Casiumkations eine Abhingigkeit von der verwendeten Detektorspannung Abb. 3-71 (b,c und f,g) und

von der Laserleistung zeigt Abb. 3-71 (c,d und g,h). Bei weniger Laserleistung wird fiir die zyklische

Struktur keine Cisiumdissoziation mehr gefunden. Der Cs'-Gast wird demnach im zyklischen

Heptamer-Wirt effektiver gebunden als im Linearen.
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Abb. 3-71: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von 20b mit Cs™ in Abhingigkeit der
relativen  Laserleistung (in Klammern): i) Lineares Heptamer: a) Segment 1,
Detektorspannung 1,6 (39); b) Segment 11, Detektorspannung 1,8 (39); c) Segment 11,
Detektorspannung 1,6 (39), d) Segment 11, Detektorspannung 1,6 (35); i) Zyklisches
Heptamer: a) Segment 1, Detektorspannung 1,6 (39); b) Segment 11, Detektorspannung 1,8
(39); ¢) Segment 11, Detektorspannung 1,6 (39); d) Segment 11, Detektorspannung 1,6 (35).

Um den Erkenntnissen zu strukturellen, kationengréfen- bzw. oligomerenldngenabhéngigen
Ursachen nachzugehen, werden gezielt acetylierte Oligosaccharide mit variierenden
Wiederholungseinheiten synthetisiert. Die PSD-MALDI-TOF-Analyse in Abhéngigkeit von der
Struktur und der Kettenlédnge des Oligomers werden in der Art vergleichend durchgefiihrt, dass der
prozentuale Dissoziationsgrad von Cs' ermittelt wird. Dies erfolgt iiber das Verhiltnis der
Signalintensitit des Elternions in Segment 1 gegen die Signalintensitdt des Césiums in Segment 11 fiir
Hexamer und Heptamer und Segment 12 fiir das Oktamer. Aufgrund der unterschiedlichen Segmente
sind dies keine absoluten sondern nur vergleichende Werte. Dies ist durch die messtechnische
MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse bedingt (Kapitel 2.2.2, S. 26). Das elektronische ,,Gate* und die
Laserleistung wurden gleichermal3en jeweils identisch gewéhlt.

Die Ergebnisse der vergleichenden Untersuchungen von linearen und zyklischen hexameren,
heptameren und oktameren Olidosacchariden sind in Tabelle 3-3 zusammengestellt. Dieser

analytische Ansatz ermdglicht nachzuweisen, dass im zyklischen Fall die Casiumdissoziation mit
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unterschiedlichen Oligomerldngen nidherungsweise gleich bleibt. Damit kann angenommen werden,
dass keine nennenswerten Anderungen in der Wechselwirkung zwischen Wirt und Gast vorliegen.

Tabelle 3-3: Bestimmung der Cédsiumdissoziation in Abhingigkeit der Struktur des Analyten.

Dextrin Dissoziation des Casiumkations aus Dissoziation des Casiumkations
der zyklischen Struktur (in %) aus der linearen Struktur (in %)

a-CD (6-mer) 20a 36 38

B-CD (7-mer) 20b 34 40

v-CD (8-mer) 20c 28 8

Im Gegensatz dazu wird eine erhebliche Anderung im linearen Fall dahingehend gefunden, dass
mit Verlingerung um eine Oligomereneinheit eine wesentlich geringere Césiumdissoziation auftritt.
Diese stabilere Cs'/Oligosaccharid-Wechselwirkung steht im Einklang damit, dass mit zunehmender
GroBe des Kations eine effektive Wechselwirkung nur mit zunehmender Kettenldnge eingegangen
werden kann. Betrachtet man das kontridre Ergebnis zwischen linearem und zyklischem Oktamer, so
wird deutlich, dass das lineare Oligomer das Céasiumkation deutlich besser komplexiert als das
zyklische Oligomer. Dies kann durch die starre Konformation des zyklischen Oligomers erklart
werden, welche es nicht erlaubt, sich flexibel um das Kation zu lagern.

Aus diesen PSD-MALDI-TOF-Ergebnissen wird gefolgert, dass die Gasphasenkonformation
der linearen Heptamerstruktur in gewisser Weise den Bindungseigenschaften der zyklischen
Wirtstruktur mit dem ionischen Cs'-Gast entspricht. Dies hebt den Effekt der nicht-kovalenten
Wechselwirkung zwischen Sauerstoff und dem Metallkation hervor, um Konformationen zu
beeinflussen. Die bevorzugte Wechselwirkung des Oktamers mit Césiumkation ist aufgrund der
Flexibilitat zugunsten der linearen Struktur verschoben. Die Gasphasenkonformationen entsprechen
sich bei Cs" und dem Oktamer in Abhiingigkeit der zyklischen und linearen Struktur aufgrund der
erhaltenen Dissoziationsergebnisse nicht mehr. Ergebnisse von LIFT-Testmessungen™' bestitigen

diese Untersuchungen (Daten nicht gezeigt).

3.3.1.3.3 Supramolekulare Festkorperreaktionen von y-CD mit neutralen Gésten

Der Einbau eines neutralen Cgo-Fulleren-Gastes in y-CD 21a (Synthesen s. Kapitel 6.1.2, S. 266) durch
supramolekulare Festkorperreaktion mittels Kugelmiihle wurde zeitaufwendig durch "*C-NMR-
Spektroskopie charakterisiert’***°. Als neutrale Giste wurde hier ein Cgo/Cro-Fulleren-Gemisch
verwendet. Im Folgenden wird zur Vereinfachung auf den Cqp-Gast Bezug genommen. Die MALDI-
TOF-MS-Analyse wird parallel zur ?C-NMR-Charakterisierung (in D,O bei 323 K) durchgefiihrt, in
dem das Reaktionsgemisch der Festkorperreaktion mit Matrix und gegebenenfalls
Metalltrifluoracetatsalz versetzt und mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS untersucht wird. Die
MALDI-TOF-Massenspektren sind in Abb. 3-72 zusammengestellt.

Dithranol als Matrix erlaubt die Detektion des Na-Pseudo-Molekiilions in einem geringen

Male (Abb. 3-72a). Ein wesentlich intensiveres Signal wird hierfiir bei gezielter Zugabe von

XV Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. F.-J. Mayer-Posner, Bruker Daltonik
GmbH, Bremen.
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Natriumtrifluoracetat gefunden (Abb. 3-72b). Durch die Verwendung von Dithranol als Matrix wird
der neutrale Cg-Gast nicht detektiert. Bei Zugabe von Natriumtrifluoracetat zur MALDI-
Probenmischung wird der Cg-Gast ebenfalls nicht detektiert. Bei deutlich hoheren Laserleistungen
wird zusdtzlich zum CD-Wirt als Na-Pseudo-Molekiilion der Cg-Gast als Radikalkation
charakterisiert (Daten nicht gezeigt). Der Nachweis des Wirt-Gast-Komplexes 21a erfolgt nicht bei
diesen Priparationsbedingungen. Durch die Verwendung von TCNQ-Matrix wird in einem hohen Maf}
der neutrale Cg-Gast in radikalkationischer Form detektiert (Abb. 3-72¢). Durch die Zugabe von
Natriumtrifluoracetat wird der radikalkationische Cgo-Gast neben dem Na-Pseudo-Molekiilion des CD-
Wirtes gefunden (Abb. 3-72d). Durch die Verwendung von TCNQ als Matrix ist die
Charakterisierung des Wirt-Gast-Komplexes 21a ebenfalls nicht moglich. Bei LD-TOF-Messungen
wird vor allem der radikalkationische Cg-Gast charakterisiert (Abb. 3-72e).
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Abb. 3-72: Massenspektren des Festkorperreaktionsgemisches von y-CD und Ceo-
und Cyo-Fullerenen unter Variation der 16sungsmittelfreien Probenpraparation und
der relativen Laserleistung 25: a) MALDI: Dithranol; b) MALDI: Dithranol,
CF;CO;Na; ¢) MALDI: TCNQ; d) MALDI: TCNQ, CF;CO,Na; e) LD.

Diese Ergebnisse werden wie folgt interpretiert. Die Dithranol-Matrix charakterisiert bei
moderaten Laserleistungen ausschlieBlich den Wirt, welcher in einem zehnmolaren Verhéltnis im
Reaktionsgemisch vorliegt. Plausibel erscheint, dass eine supramolekulare ionische Wirt-Gast-Struktur
wegen der neutralen Wirt-Gast-Struktur nicht eingegangen werden kann, da die Kavitit des Wirtes
(Abb. 3-65, S. 133) besetzt ist. Der Wirt-Gast-Komplex wird daher moglicherweise mangels Ladung
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oder wegen eines schnellen Zerfalls aufgrund zu geringer zwischenmolekularer Wechselwirkungen
nicht detektiert.

Erst bei hoheren Laserleistungen wird soviel Energie in den Komplex eingebracht, dass auch
der zunichst von zwei Seiten nahezu vollstindig von CD ummantelte Cq-Gast (Abb. 3-65, S. 133)
selbst eine radikalkationische Ionisation eingehen kann. Uber die zeitliche Abfolge der Dissoziation
des Wirt-Gast-Komplexes bzw. lonisation des Cg-Gastes kann keine ndhere Aussage getroffen
werden. Durch die Ionisation des Cg-Gastmolekiils bei hoheren Laserleistungen wird dann die
Detektion ermoglicht.

Die TCNQ-Matrix erlaubt niedrigere Laserleistungen anzuwenden als die Dithranol-Matrix. Da
diese Matrix aber die radikalkationische Ionisation des Cgo-Gastes unterstiitzt, wird eine erhohte
Dissoziation des Wirt-Gast-Komplexes verursacht. Dies fiihrt zu einer erhohten Detektion des Cgo-
Gastes als radikalkationisches Ion. Durch Zugabe von Natriumtrifluoracetat ist dieser Effekt der
Matrix weniger ausgepragt. Dieser Erkldrungsansatz ist spekulativ und die beobachteten Ergebnisse
konnten ebenfalls auf starken Unterdriickungseffekten beruhen.

Um die obigen Annahmen zu verifizieren, wird die analoge Untersuchung an einem
Beispiel 21b durchgefiihrt, bei welchem der Gast aufgrund seiner GrofBe/Struktur nicht in die Kavitét
des y-CDs passt wie z.B. groBere PAHs. Diese sind nicht nur wegen der Gréf8e und der planaren
Molekiilstruktur hierfiir vorteilhafte Modellmolekiile, sondern ebenfalls, weil sie analog Cgp-Fulleren
direkt die Energie des Laserschusses aufnehmen und radikalkationische Ionisation eingehen. Das
ausgewihlte neutrale Gast-Molekiil ist CpH s-PAH*Y., Die Ausdehnung von 11 A 14sst den Einbau in
y-CD (9 A) nicht zu.

Die MALDI-TOF-Massenspektren  zeigen das freie, radikalkationische  CyH;s-
Gastmolekiilion (Abb. 3-73) bei sidmtlichen angewendeten Probenpriparationsbedingungen, die
identisch zu denen des Cgo-Gastmolekiils durchgefiihrt wurden. Dies ist ein indirekter Hinweis darauf,
dass im Falle des supramolekularen Komplexes (y-CD),Cgy 21a kein Unterdriickungseftekt bei
Verwendung von Dithranol-Matrix und CF;CO,Na den Nachweis von Cg-Fulleren verhinderte (Abb.
3-72b). Cgp-Fulleren sollte also bei diesen Bedingungen im CD eingebaut sein.

Diese Untersuchungen lassen die indirekte MALDI-TOF-MS-Charakterisierung eines
supramolekularen Wirt-Gast-Systems zu. Diese Ergebnisse zeigen jedoch auch die starken
Limitierungen der direkten MALDI-TOF-MS-Analyse auf dem Gebiet der supramolekularen

neutralen Wirt-Gast-Komplexe.

*VI Die Synthese wurde von Herrn C. Simpson im Rahmen seiner Promotion im AK Prof. K. Miillen

am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Abb. 3-73: Massenspektren des Festkorperreaktionsgemisches von y-CD und Cy4Hs-PAH
unter Variation der Iosungsmittelfreien Probenprédparation und der relativen
Laserleistung 25: a) MALDI: Dithranol; b) MALDI: Dithranol, Na'; ¢) MALDI: TCNQ;
d) MALDI: TCNQ, Na'; e) LD.

3.3.2 Resiimee

Die MALDI-TOF-MS kombiniert mit der PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik konnte fiir die
direkte Charakterisierung von supramolekularem aluminiumendgruppenmodifiziertem Polyfluoren
eingesetzt werden. Die Zielstruktur Alq;-Polyfluorene konnte nicht zugédnglich gemacht werden, da
die schwachen zwischenmolekularen Krifte die Dissoziation von Hydroxychinolin unter Bildung
eines einfach positiv geladenen Alq,-Polyfluorens verursacht. Im Falle von Strukturelementen mit
besonderen Endgruppenmodifikationen ist die Bestimmung des Ionisationsmechanismus von groflem
Interesse, um tiiberhaupt eine Interpretation der massenspektrometrischen Ergebnisse durchfiihren zu
konnen. Dadurch konnte eine aufschlussreiche Endgruppenanalyse durchgefiihrt werden.

Eine weiterfiihrende Untersuchung ermdglichte durch geeignete Probenpriparations- und
Messbedingungen die Charakterisierung eines metallo-supramolekularen Kupferkomplexes. Die
Detektorsdttigung durch niedermolekularere Molekiilionen konnte durch das elektronische PSD-
,»Gate™ gezielt behoben werden, so dass die Detektion des supramolekularen Komplexes mit einer
hohen Ubereinstimmung mit der simulierten Isotopenverteilung ermdglicht wurde. Dabei muss auf
eine Reduktion des Cu®" zu Cu” wihrend des MALDI-Prozesses geschlossen werden.
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Supramolekulare ionische Wirt-Gast-MALDI-TOF-MS-Untersuchungen zeigten spezifische
Wechselwirkungen in Abhingigkeit der KationengréBe und der Oligosaccharidstruktur. Die PSD-
MALDI-TOF-Analyse ermoglichte es, zundchst die Fragmentierung dieser Komplexe zu eruieren.
Durch die Fragmentierungstendenz und den -pfad konnte eine Korrelation zwischen der
Gasphasenkonformation von linearen und zyklischen Oligosacchariden mit Césiumkation
angenommen werden.

Wirt-Gast-Systeme neutraler Molekiile, die mittels supramolekularer Festkorperreaktion
hergestellt wurden, konnten nicht mittels MALDI-TOF-MS charakterisiert werden. Der Nachweis
erfolgte nur indirekt durch geeignete massenspektrometrische und spektroskopische
Vergleichsmessungen.
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3.4 Anwendung der MALDI-TOF-MS-Analyse zur Synthesekontrolle,

Reinheitsbestimmung und Identifizierung von Neben- und Abbauprodukten

3.4.1 Motivation

Durch geeignete Probenpriparations- und Messbedingungen soll die Anwendbarkeit der MALDI-
TOF-MS fir die direkte, zuverldssige qualitative Analyse schwer zu charakterisierender
Analyten (z.B. Labilitdt, Unloslichkeit, Substanzgemische) evaluiert werden, bei denen andere
konventionelle Methoden (z.B. NMR-Spektroskopie, GPC-Analyse) nur unzureichende Informationen
liefern oder génzlich versagen. Diese anwendungsmotivierten Untersuchungen konzentrieren sich
daher nicht auf die Charakterisierung von Endprodukten, sondern schlieBen ebenfalls
Synthesezwischenstufen mit ein. Des weiteren sollen die analytischen Moglichkeiten und
Limitierungen zur quantitativen MALDI-TOF-MS-Charakterisierung von Gemischbestandteilen

aufgezeigt werden.

3.4.2 Methodischer Vergleich am Beispiel der Nahe Infrarot-Farbstoffe

Die MALDI-TOF-MS-Methode ist am effektivsten im niedrigeren Massenbereich, in dem einzelne
Molekiile isotopenaufgelost dargestellt werden konnen (< 10.000 Da). Der zunichst als Modellstruktur
ausgewihlte Nahe Infrarot (NIR)-Farbstoff 22 (700 Da, Abb. 3-74)*'" liegt in diesem Bereich,
wodurch eine direkte und schnelle massenspektrometrische Charakterisierung des Syntheseproduktes
ermdglicht sein sollte. Der Nachweis der erfolgreichen Cyclodehydrierung (Synthese s. Kapitel 6.1.2;
Abb. 6-10; S. 266) muss durch den Massenverlust von zwei Wasserstoffatomen erbracht werden. Die
Differenz von zwei Masseneinheiten zwischen Edukt und Produkt setzt eine hohe Auflésung der
massenspektrometrischen Methode voraus, um mittels der Isotopenverteilungen und moglichen
Uberlagerungen eine eindeutige Strukturdifferenzierung und -zuordnung machen zu kénnen. Mit
interferierendem Matrixuntergrund muss jedoch ebenfalls in diesem Massenbereich gerechnet werden.
NIR-Farbstoffe konnen Laserlicht zu einem gewissen Anteil direkt absorbieren und zeigen somit eine
erhohte Fragmentierungstendenz. Eine Uberlagerung der Isotopenverteilungen unterschiedlicher
Gasphasenprozesse konnte eine eindeutige Charakterisierung mittels MALDI-TOF-MS unmittelbar
verhindern. Des weiteren ist die Einheitlichkeit dieser Reaktion von besonderem Interesse. Eine
erforderliche Semiquantifizierbarkeit mittels der MALDI-TOF-MS ist jedoch auf Ausnahmefille
beschrankt’'"*"2*1*! ynd muss daher durch vergleichende analytische Methoden gestiitzt werden.
Diese Uberlegungen motivieren die qualitativen und quantitativen Moglichkeiten der MALDI-TOF-
MS hinsichtlich dieser Substanzklasse zu evaluieren.

Aufgrund der geringen Molekulargewichte der NIR-Farbstoffe 22°** wurde zunichst die
Strukturverifizierung durch die NMR- und UV/Vis-Spektroskopie sowie durch die korrekte

' Die Synthese wurde von Herrn Dr. S. Becker im Rahmen seiner Promotion im AK Prof. K. Miillen

am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Elementaranalyse gefiihrt. Jedoch zeigten sich diese Methoden zur Charakterisierung zum Teil als sehr
zeitaufwendig (z.B. mehrdimensionale NMR-Spektroskopie).

Die Loslichkeit dieses NIR-Farbstoffes 22 ist trotz des eingefiihrten
2,6-Diisopropylphenylsubstituenten  gering. Das MALDI-TOF-Massenspektrum, das durch
konventionelle 16sungsmittelbasierende Probenpréparation erhalten wurde, zeigt in Abb. 3-74¢ die
erhaltene Isotopenverteilung, die nicht eindeutig der des Cyclodehydrierungsproduktes zugeordnet
werden kann. In Abb. 3-74a wird die entsprechende computersimulierte Isotopenverteilung des zu
erwartenden Produktes dargestellt. Diese Abweichungen sind wahrscheinlich auf eine
Wasserstoffradikalabstraktion zuriickzufiihren.

Dies steht im Einklang mit Untersuchungen groBerer konjugierter Il-Systeme, die eine
bevorzugte radikalkationische Ionisation und eine mit diesem lonisationsmechanismus einhergehende
Wasserstoffradikalabstraktion aufweisen. Spuren des Eduktes konnen bei22 aufgrund der

ergidnzenden Charakterisierungsmethoden ausgeschlossen werden.
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Abb. 3-74: Strukturformel und Massenspektren mit isotopenaufgeldsten Signalen
von 22: a) Simulation; b) LD-TOF-MS; c) losungsmittelbasierende MALDI-TOF-
MS; d) l6sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS.

Die losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS erlaubt, wie in Abb. 3-74d dargestellt, ein
Massenspektrum zu erhalten, das neben der korrekten Masse auch die zu erwartende
Isotopenverteilung zeigt. Eine Wasserstoffradikalabstraktion wird bei geringer Laserleistung nicht

detektiert, sondern erst mit erhohter Laserleistung jedoch ebenfalls. Dieses Ergebnis steht im Einklang
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mit der Reinheit von 22, die zusitzlich mit UV/Vis und NMR-spektroskopischen Methoden ermittelt
wurden.

Niahere Untersuchungen zum Effekt der Wasserstoffradikalabstraktion bzw. der Diskrepanz
zwischen l16sungsmittelbasierender und 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS zeigen, dass eine direkte
Korrelation zwischen angewendeter Laserleistung, Wasserstoffradikalabstraktion und einem
effektiven MALDI-Mechanismus der zugrundeliegenden Probenpriparation besteht. So zeigt das LD-
TOF-Massenspektrum von 22 (Abb. 3-74b) die stirkste Wasserstoffradikalabstraktion und damit die
groffte Abweichung zur simulierten Isotopenverteilung. Ein Riickschluss auf das Elternion wére
mittels dieser experimentell ermittelten Isotopenverteilung nicht moglich. Die 16sungsmittelbasierende
MALDI-TOF-MS  ermoéglicht durch die Matrix eine gewisse Unterstiitzung im
Desorptions/lonisationsschritt des Analyten, da dessen Tendenz der Wasserstoffradikalabstraktion
verringert wird (Abb. 3-74c¢). Die milde Ubertragung der Laserleistung iiber die Matrix ist bei der
16sungsmittelfreien Probenpréparation (Abb. 3-74d) effektiver, da keine
Wasserstoffradikalabstraktion auftritt. Dies kann ausschlieBlich mit einer verbesserten Homogenitét
von Analyt und Matrix erklédrt werden, welche die Anwendung geringerer Laserleistungen erlaubt und
damit die Wasserstoffradikalabstraktion weniger ausgeprigt induziert. Folgende Reihe ist beziiglich
der Wasserstoffradikalabstraktion und der damit verbundenen Effektivitit des MALDI-Mechanismus

hinsichtlich dieser Substanzklasse festzuhalten:
LD > losungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS > losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS.

Eine FD-Testmessung von22 weist Isotopensignale auf(Daten nicht gezeigt), die
ausschlieBlich das Cyclodehydrierungsprodukt zeigen. Dadurch kann das Phdnomen der
Wasserstoffradikalabstraktion tatsdchlich mit dem Desorptions/Ionisationsmechanismus korreliert
werden. Zusidtzlich wird erneut die Reinheit von 22 gezeigt, die mit UV/Vis- und NMR-
spektroskopischen Methoden ermittelt wurde, und untermauert die Aussage, die mittels
l6sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS erzielt werden konnte.

Die MALDI-TOF-MS zeigt sich als eine Methode, die, unter Anwendung der geeigneten
Probenpriparation, diese UV-absorbierende Substanzklasse der NIR-Farbstoffe intakt zu
charakterisieren vermag. Aufgrund der systematischen, vergleichenden Untersuchungen hinsichtlich
der Zuverlassigkeit der MALDI-TOF-MS lieen sich im Folgenden die Produkte verschiedenster NIR-
Absorber, unabhédngig von Synthesebausteinen und Molekulargewichten, schnell und einfach mittels
16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS fragmentierungsfrei ermitteln. Andere Methoden (Daten nicht
gezeigt) erwiesen sich als nachteilig (z.B. zeitaufwendige NMR-Spektroskopie) bzw. versagten mit
steigendem Molekulargewicht der NIR-Farbstofte (z.B. FD-MS).
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3.4.3 Analytik von Dendrimeren

3.4.3.1 Analytische Herausforderungen

Dendrimere sind im Idealfall monodisperse, dreidimensionale Makromolekiile und kénnen aufgrund
thres hohen Molekulargewichtes und ihrer definierten Struktur als ein ,,Bindeglied” zwischen
organischer und Polymerchemie betrachtet werden. In Analogie zu Biopolymeren handelt es sich bei
Dendrimeren ebenfalls um strukturperfekte Verbindungen (Abb. 3-75a: biopolymeranalogen
Dendrimertriade; Abb. 3-75b: Lichtsammlerkomplex). Ihr systematischer Aufbau ergibt sich durch
zwei Komponenten: einem Kern und einzelnen Zweigen, den sogenannten Dendronen.

XVIIL,

b

Abb. 3-75: Strukturvergleich: a) synthetische, biopolymeranaloge Dendrimertriade
b) Lichtsammlerkomplex.

VI Die Synthese wurde von Frau Dr. T. Weil im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K. Miillen am

MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Alle hier behandelten Dendrimere sind synthetische und analytische Herausforderungen, da
klassische Analysenmethoden nicht einsetzbar sind oder keine eindeutige Charakterisierung der
molekularen Zusammensetzung erlauben. Die NMR-Spektroskopie gibt wichtige Informationen, zeigt
sich jedoch substanz- und zeitintensiv und versagt insbesondere bei der Charakterisierung hoherer
Generationen von Polyphenylendendrimeren aufgrund der hohen Anzahl {iberlappender
Aromatensignale. Die GPC-Analyse ermittelt die Polydispersitdt bestenfalls bis zu 1.03, welche
jedoch bei 1.00 liegen sollte, und ist damit nicht in der Lage das exakte Molekulargewicht
wiederzugeben. Diese Verfalschung wird durch die chromatographische Peakverbreiterung verursacht.
Die MALDI-TOF-MS ist eine Absolutmethode, die unter Wahl geeigneter Bedingungen die genaue
Molekulargewichtsinformation geben kann. Dies ist ein wichtiger Vorteil gegeniiber anderen
analytischen Methoden und ist von besonderer Bedeutung hinsichtlich der Substanzklasse der
Dendrimere, da sich fiir deren zuverldssige Charakterisierung nur noch wenige MS-Methoden neben
MALDI-TOF-MS eignen (z.B. ESI-MS)"'®. Eine zuverlissige MALDI-TOF-MS-Charakterisierung
von Dendrimeren kann z.B. fiir Poly(amidoamin)dendrimere (PAMAM) durchgefiihrt werden.

Einige Dendrimersysteme stellen jedoch auch fiir die MALDI-TOF-MS-Analyse eine
Herausforderung dar, da diese zu einem gewissen Teil direkt die Laserleistung absorbieren und damit
eine erhohte Fragmentierungstendenz vermuten lassen. Anhand dieser schwer zu charakterisierenden
Substanzklasse der Dendrimere soll die praktische Bedeutung der MALDI-TOF-MS-Analyse gezeigt
und dabei sollen Problempunkte genauer erarbeitet bzw. verbessert werden. Die verwendeten
Dendrimere (Abb. 3-76) und die des Dendrons (Abb. 3-77) werden im Folgenden nach
unterschiedlichen chemischen und analytischen Gesichtspunkten (z.B. Einfluss der Schutzgruppen,
Auswirkungen der lonisation) ausgewdhlt und untersucht. Die explizite Motivation der einzelnen

Dendrimersysteme wird in den zugehorigen Teilkapiteln eingehender diskutiert.
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Abb. 3-76: Ubersicht iiber die Strukturen der untersuchten Dendrimere.
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Abb. 3-77: Struktur des fullerensubstituierten Dendrons 24.

In der MS-Analytik ist es unerlésslich, eine sichere Aussage treffen zu konnen, ob Signale eines
Spektrums massenspektrometrischer oder chemischer Herkunft sind. Ein generelles Problem, um eine
zuverldssige MALDI-TOF-MS-Analytik zu betreiben, ist die préferentielle Ionisation des Analyten,
welche nur bedingt vorhersagbar ist, jedoch in der Regel zuverldssig durch gezielte Zugabe eines
Metalltrifluoracetatsalzes durchgefiihrt werden kann (Kapitel 2.1.3, S.20). Die wesentlichen
Moglichkeiten der bevorzugten Wechselwirkungen von Metallkationen mit unterschiedlichen

Strukturelementen sind in Abb. 3-78 zusammengestellt.
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Abb. 3-78: Schematische = Darstellung  von  mdglichen  Ionisationen:
a) Delokalisation eines Radikalkations iiber ein groferes aromatisches System
(Photoionisation); b) Wechselwirkung von Silberkation mit Aromaten (Ag-Pseudo-
Molekiilionenbildung); ¢) Wechselwirkung von Natriumalkalimetallkation mit dem
freien Elektronenpaar eines Stickstoffatoms (Na-Pseudo-Molekiilionenbildung).

Schwieriger und wesentlich aufwendiger gestaltet sich die zuverldssige Charakterisierung von
Fragmenten, fiir deren Identifikation eine Reihe unterschiedlicher Detektions- (Kapitel 2.1.4, S. 22)
und Analysenmethoden (Kapitel 2.2, S. 24) zur Verfiigung stehen. Bei diesen Untersuchungen besteht
das Interesse darin, den massenspektrometrischen Anteil der Signale eines Massenspektrums zu
erkennen. Diese Entwicklungsarbeit soll sich dabei auf unterschiedliche Aspekte stiitzen. Da die
konventionelle MALDI-TOF-MS-Analyse nur unzureichende Informationen bei
fragmentierungslabilen Substanzen liefert, die jedoch prinzipiell durch die Fragmentionenanalyse
gewonnen werden konnen, soll aus diesem Grund ein besonderer Schwerpunkt auf der Evaluierung
der Leistungsféhigkeit und der praktischen Bedeutung der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse
liegen.

Ein weiterer Schwerpunkt bei der massenspektrometrischen Untersuchung von Dendrimeren
liegt darin, in welchem Mafe unbekannte Strukturen, die in einer chemischen Nebenreaktion gebildet
werden, mittels MALDI-TOF-MS und sukzessiver MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik aufgeklért
werden konnen.

3.4.3.2 Boc-geschiitzte Gly-Perylendendrimere

Die Struktur des Boc-geschiitzten Gly-Perylendendrimers PerG;(AminGlyBoc)s 23 ist in Abb. 3-76
dargestellt. Zur Charakterisierung von 23 (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-11; S. 267)*™ stehen
verschiedene analytische Methoden wie z.B. die 'H- und "*C-NMR-Spektroskopie zur Verfiigung.
Jedoch kommt hier der Bestimmung des Molekulargewichtes eine besondere Bedeutung zu. Ahnliche
Dendrimersysteme sind bislang keiner MALDI-TOF-MS-Analyse unterzogen worden.

Das erhaltene MALDI-TOF-Massenspektrum in Abb. 3-79, welches durch die konventionelle
16sungsmittelbasierende Probenpriparation mit Dithranol und CF;CO,Na erhalten wurde, zeigt nur ein
sehr schwaches Signal, welches dem Na-Pseudo-Molekiilion 23 zugeordnet werden kann. Daneben

zeigen sich ein sehr intensives, breites Signal (> 200 Da auf halber Hohe) bei einem Molekulargewicht

XX Die Synthese wurde von Frau D. Grebel-Koehler im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof K.

Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.



ERGEBNISSE 155

von 3253 Da und weitere Nebensignale mit Massendifferenzen im Mittel von 92 Da. Diese Haupt- und

Nebensignale konnen nicht durch chemische Gesichtspunkte erklért werden.
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Abb. 3-79: Losungsmittelbasierendes Reflektron-MALDI-
TOF-Massenspektren des Boc-geschiitzten Gly-
Perylendendrimers 23.

Da das Makromolekiil 23 aus verschiedenen Strukturelementen aufgebaut ist, die bei der
Laserwellenldnge des UV-Lasers (337 nm) absorbieren, kann vermutet werden, dass dies ursdchlich
die MALDI-TOF-MS-Charakterisierung dieser Makromolekiile erschwert. Absorbiert ein Analyt bei
der eingestrahlten Laserwellenldnge, so liegt kein wahrer MALDI-Mechanismus mehr vor, da nicht
mehr nur die Matrix die Energie zur Anregung an den Analyten weitergibt, sondern dieser auch direkt
durch den eintreffenden Laserstrahl angeregt wird. Diese harsche Anregung des Analyten entspricht
der direkten Laserdesorption und gehorcht gleichermallen den dabei bekannten hdoheren
Fragmentierungstendenzen. Fiir die direkte laserinduzierte Anregung eines Makromolekiiles wird u.a.
wegen des hoheren Molekulargewichtes wesentlich mehr Laserleistung benétigt. Eine Abhilfe konnte
ein effektiverer matrixunterstiitzter Desorptionsprozess sein. Damit wére gewihrleistet, dass weniger
Energie auf das zu charakterisierende Molekiil eingebracht wird und damit weniger Uberschussenergie
durch Fragmentierung abgegeben wird. Aus den systematischen Untersuchungen zur
losungsmittelfreien Probenpréiparation (Kapitel 3.1, S. 29) ist bekannt, dass diese die Spektrenqualitit
verbessert, da u.a. wesentlich weniger Laserleistung aufgewendet werden muss. Aus diesem Grund
wurden I0sungsmittelfreie Messungen an 23 unter Verwendung von Dithranol und CF;CO,Na
durchgefiihrt und sind in Abb. 3-80 dargestellt.
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Des weiteren ist nicht vollig auszuschlieen, dass in Spuren bei der 1sungsmittelbasierenden
Probenpréparation unter Zugabe von CF;CO,Na Saurereste vorhanden sein konnten, so dass dies eine

Entschiitzung der Boc-Schutzgruppe verursacht.
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Abb. 3-80: Losungsmittelfreie  Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren des  Boc-
geschiitzten Gly-Perylendendrimers 23 in Abhéngigkeit der relativen Laserleistung; mit
Zunahme der Laserleistung nimmt die Fragmentierungstendenz stark zu: a) 37; b) 40; c) 43;
d) 46.

Das Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum zeigt bei einer Laseranregung an der
Schwellenleistung, die zur Desorption/lonisation des Analyten fiihrt (Abb. 3-80a), als
Hauptsignalintensitit das Na-Pseudo-Molekiilion [M+Na]". Bei relativ geringen Verinderungen zu
hoheren Laserleistungen (Abb. 3-80b,c) werden Massenspektren erhalten, die verstirkt das
Hauptsignal bei 3228 Da und die Nebensignalintensitidten mit Massendifferenzen im Mittel von 92 Da
zeigen.

Die Fragmentierungstendenz wird hinsichtlich eines weiteren Parameters untersucht. Bei
Erhéhung der Beschleunigungsspannung werden die Signale der Kaskade von 92 Da
Massendifferenzen schirfer und intensiver, wohingegen das Signal des Elternions an Intensitit
verliert (Daten nicht abgebildet). Da diese Signale insbesondere mit hoherer Laserleistung gebildet

werden (Abb. 3-80d), ist naheliegend, dass es sich dabei tatsdchlich um Fragmente handelt.
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Aus diesem Grund werden analoge Linear-MALDI-TOF-MS-Untersuchungen (Kapitel 2.1.4,
S.22) durchgefiihrt. Die erhaltenen Massenspektren sind in Abb. 3-81 in Abhingigkeit der
Laserleistung dargestellt. Bei Laseranregung an der Schwellenleistung (Abb. 3-81a) konnte ein
Massenspektrum erhalten werden, das als Hauptsignalintensitit das Na-Pseudo-Molekiilion [M+Na]"
zeigt. Die Signale im Bereich von 3250 Da sind daher vollstindig unterdriickbar. Mit steigender
Laserleistung steigt der Untergrund zwar an, jedoch ist, im Gegensatz zu den Reflektron-MALDI-
TOF-Massenspektren, keine Signalkaskade mit Massendifferenzen von 92 Da auszumachen. Daraus
kann gefolgert werden, dass es sich bei den Haupt- und Nebensignalen im Reflektron-MALDI-TOF-
Massenspektrum tatsdchlich um Fragmente handelt und zwar um solche, die sich in der Flugstrecke
als ,,Post-Source Decay* (PSD) bilden (Kapitel 2.2.1, S.24). Beim Signal [M_g,+Na]" kann nicht
ermittelt werden, ob es sich um ein Fragment handelt, welches sich schon in der Quelle als ,,In-Source
Decay* (ISD) Fragment bildet, oder ob es sich um eine chemische Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
als Folgereaktion des erfolgreich gekuppelten Boc-geschiitzten Glycins handelt. Trotzdem ldsst sich
mittels der Signalintensititen aus dem Linearen-MALDI-TOF-Massenspektrum (Abb. 3-81a) die

Ausbeute von 23 zu > 90 % berechnen.
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Abb. 3-81: Losungsmittelfreie Linear-MALDI-TOF-Massenspektren des Boc-
geschiitzten  Gly-Perylendendrimers 23  in  Abhéngigkeit der relativen
Laserleistung: a) 37; b) 40; ¢) 43; d) 46.

Um den eindeutigen Beweis zu fithren, dass es sich bei den Reflektron-MALDI-TOF-
Messungen tatséchlich um PSD-Fragmente handelt, wurde PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik
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durchgefiihrt. Die fiir die verschiedenen Laserleistungen erhaltenen Fragmentspektren des selektierten
Elternions [M+Na]" sind in Abb. 3-82 zusammengestellt.
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Abb. 3-82: Losungsmittelfreie PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren des Boc-geschiitzten
Gly-Perylendendrimers 23 in Abhéngigkeit der relativen Laserleistung: a) 37: intaktes
Elternion neben geringem Prozentsatz an Fragmenten; b)40: neben der
Elternionensignalintensitdt ein- bis achtfache Fragmentierung der Boc-Schutzgruppen; c) 43
und d)46: neben der geringsten Elternionensignalintensitdt jeweils die grofite
Signalintensitat fiir das Fragment nach achtfacher Boc-Fragmentierung.

Bei Laseranregung an der Schwellenleistung, die zur Desorption/Ionisation des Analyten fiihrt
(Abb. 3-82a), wird das Elternion als Hauptsignal detektiert. Mit zunehmender Laserleistung (Abb.
3-82b,c,d) werden analog zu den zuvor gezeigten MALDI-TOF-Massenspektren zunehmend
Fragmente detektiert. Bei einer relativen Laserleistung von 40 (Abb. 3-82b) wird eine Kaskade von
acht Fragmenten  detektiert, die jeweils einer massenspektrometrischen  Boc-Gruppen
Entschiitzung (CsHyO,, 101 Da) in der Gasphase entspricht. Bei Entschiitzungsgraden zwischen
eins und sieben bilden die jeweiligen Strukturen dieser Kaskade unabhingig von der Laserleistung Na-
Pseudo-Molekiilionen.  Beispielhaft ist die Fragmentstruktur 23.1a fliir das vierfach
massenspektrometrisch Boc-gruppenentschiitzte Dendrimer 23 in Abb. 3-83 dargestellt. Das Fragment
mit achtfach massenspektrometrisch entschiitzten Glycinresten wird bei schwicheren Laserleistungen
als vollstindig wasserstoffabgesittigtes, protoniertes Molekiil der Struktur 23.IIb detektiert. Bei
hoheren Laserleistungen wird bevorzugt Struktur 23.11a als Na-Pseudo-Molekiilion gebildet und tritt
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in Abb. 3-82c,d als Hauptsignal auf. Im Segment des unkalibrierten PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrums (Kapitel 2.2.2, S. 26) erscheint dieses PSD-Fragment mit einer Masse 3278 Da,
die in den Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren (Abb. 3-79, Abb. 3-80) unter einem breiten
Signal verborgen ist. Dies ist der eindeutige Beweis, dass die im konventionellen Reflektron-MALDI-

TOF-Massenspektren erhaltenen Signale durch PSD-Fragmentsignale im groBen Ausmal iiberlagert

sind.
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Abb. 3-83: Theoretische Fragmentstrukturen des Boc-geschiitzten Gly-
Perylendendrimers 23. [Angaben der Isotopenmasse in Da: kursiv/mittlere;
normal/exakte].

Eine mogliche Ursache ist, dass die einzelnen Bauteile des Makromolekiils die UV-

Laserwellenldnge so stark zu absorbieren vermogen, dass bei hoheren Laserleistungen und bei weniger

optimalen MALDI-Bedingungen, wie sie insbesondere bei der losungsmittelbasierenden
Probenpriparation vorgelegen haben, verstirkt Bindungsbriiche der labilen Seitenschutzgruppen

eintreten. Dieser stark bevorzugte Bindungsbruch weist damit die Boc-Bindung als die weitaus
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massenspektrometrisch labilste Stelle in diesem Makromolekiil aus. Die experimentell bestimmte
Labilitdt der Boc-Schutzgruppe steht im Einklang mit literaturbeschriebenen Untersuchungen an Boc-
geschiitzten synthetischen Homopeptiden'”’. Andere Kohlenstoff-Heteroatombindungen in 23 (Abb.
3-76), wie sie zB. bei der Etherbindung zwischen Perylentetracarboxydiimid und
Polyphenylendendron zu finden sind, zeigen bei der massenspektrometrischen Analyse keinen
Bindungsbruch. Diese Bindung scheint vergleichsweise stabil zu sein.

Da sehr geringe Erhohungen der Laserleistungen eine deutliche Zunahme der Fragmentierung
induzieren, zeigt sich dieses System auBergewdhnlich labil. Um die Laserleistung, die angewendet
werden muss, noch weiter herabzusetzen, wurden die analogen Untersuchungen mit TCNQ als Matrix
durchgefiihrt, welche eine wesentlich geringere Schwellenleistung im Vergleich zu Dithranol aufweist
und bevorzugt radikalkationische Ionisation eines Analyten stabilisiert'".

Bei diesen Untersuchungen zeigte sich, dass die Laserschwellenleistung, die zur Ionisation des
Makromolekiiles fiihrt, durch die TCNQ-Matrix im Vergleich zu Dithranol sehr herabgesetzt wird.
Jedoch kann in keiner der Messungen das intakte Molekiilion weder als Radikalkation noch als
Pseudo-Molekiilion detektiert werden (Daten nicht abgebildet, jedoch von der Erscheinung analog
Abb. 3-80d), unabhingig von der Zugabe an Natriumtrifluoracetat. Es kann nur ein sehr breites
Signal, welches den bereits oben charakterisierten Fragmenten entspricht, detektiert werden. Hieraus
kann gefolgert werden, dass nicht nur die Laserleistung, sondern auch die Art der Ionisation einen
ausschlaggebenden Einfluss auf die Fragmentierung bzw. die Stabilisierung des Molekiils 23 hat.

Die MALDI-TOF-MS zeigt sich unter Wahl der geeigneten Probenpréiparations- und
Messbedingungen aufgrund ihrer schonenden Ionisation als eine Methode, die bevorzugt die
Molekulargewichtsinformation dieser Substanzklasse wiedergeben kann. Diese
Methodenverbesserung konnte in einem erheblichen MaBe durch die l6sungsmittelfreie
Probenpréparation erreicht werden. Die Mdglichkeit der Bestimmung des Molekulargewichtes dieses
Dendrimers ist ein wichtiger Vorteil gegeniiber anderen spektroskopischen wie auch
massenspektrometrischen Methoden. In Einzelfdllen kdnnen wichtige Zusatzinformationen durch die
Fragmentionenanalytik gegebenenfalls gewonnen werden, bei der die konventionelle MALDI-TOF-
Methode nicht ausreichend zuverldssige Ergebnisse liefert. Dies wurde hier eingehend gezeigt.
Hinsichtlich der Fragmentierung dieser Substanzklasse ergeben sich dabei folgende Auffalligkeiten:

1) Da sich eine streng bevorzugte Fragmentierung zeigt, kann davon ausgegangen werden, dass
ein sehr energiearmes Fragmention gebildet wird. Die Sollbruchstelle im Elternion ist dabei die
Kohlenstoff-Heteroatombindung der Boc-Schutzgruppe. Bezogen auf die erhaltenen Signalintensitdten
zeigt sich das achtfach Boc-entschiitzte Fragment als das energetisch giinstigste Fragmention. Dabei
kann keine Aussage getroffen werden, ob die kaskadenartige Fragmentierungsreaktion als konzertiert
verlaufender Prozess stattfindet. Das Ausmal dieses bevorzugten Fragmentierungspfades ist auffillig
ausgepragt, jedoch in seinem Umfang noch unverstanden. Ein tieferes Verstindnis dieses intensiven
Fragmentierungsprozesses wiirde bessere Vorhersagen hinsichtlich der Charakterisierung dieser
Substanzklasse zu lassen. Aus diesem Grund soll in den folgenden Untersuchungen besonderes
Augenmerk auf die Bruchstellen, insbesondere die der Kohlenstoff-Heteroatombindungen, gelegt

werden.
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ii) Die hohe Fragmentierungstendenz dieses Makromolekiiles scheint nicht nur ausschlielich
von der insuffizienten Matrixunterstiitzung, wie sie insbesondere im Falle der
16sungsmittelbasierenden Probenpriparation gefunden wird, herzuriihren, sondern auch durch die
Ionisation bedingt zu sein. So ist im Falle der TCNQ-Matrix die lonisation weit zugunsten der
radikalkationischen Ionisation verschoben, jedoch wird auch eine wesentlich verstirkte
Fragmentierungstendenz gefunden. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Pseudo-
Molekiilionenbildung zwischen Natriumkation und 23 die Substanz stabilisiert und damit die
Fragmentierungstendenz herabsetzt. Aus diesem Grund soll in den folgenden Untersuchungen auch
auf einen Zusammenhang von lonisation und Fragmentierung geachtet werden.

iii) Durch die erhaltenen MALDI-TOF-Massenspektren und PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektren lassen sich eindeutig die Molekulargewichte des intakten Pseudo-Molekiilions und
die der Fragmente bestimmen. Die Signale im Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum, welche
insbesondere durch konventionelle 16sungsmittelbasierende MALDI-Probenpriparation erhalten
wurden und als Hauptsignale auftreten, konnten eindeutig als PSD-Fragmente ausgewiesen werden.
Damit kann massenspektrometrisch festgestellt werden, dass Makromolekiil 23 eindeutig als
monodisperses Makromolekiil mit acht Boc-geschiitzten Glycinen vorliegt und als chemisch rein

einzustufen.

3.4.3.3 Fullerodendron
Fir die MALDI-TOF-MS-Analyse von Fullerodendrimeren ist mit einer erhdhten

Fragmentierungstendenz zu rechnen, da Fullerene die Energie beim Laserschuss absorbieren. Aus
diesem Grund werden Fullerene direkt und ohne Matrixzusatz auch als Kalibriersubstanz bei MALDI-
TOF-MS-Untersuchungen eingesetzt und gehen dabei radikalkationische Ionisation ein. Fiir diese
Untersuchungen wurde ein neutrales fullerenfunktionalisiertes Dendron (Fullerodendron, Abb.
3-77) 24 (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-12; S. 268)** mit moglichst hohem Molekulargewicht
ausgewdhlt, um den Zusammenhang zwischen Laserleistung, Ionisation und Fragmentierung zu
untersuchen. Das Fullerodenron 24 tragt an jeder Verzweigung einen Cg-Baustein. Diese sieben Cgg-
Bausteine  absorbieren  direkt die  Energie beim  Laserschuss und sollten im
Desorptions/lonisationsprozess somit mehr Energie in das gesamte Molekiil einbringen. Des weiteren
ist dieses Fullerodendron 24 aus mannigfachen Kohlenstoff-Heteroatombindungen aufgebaut, die eine
erhohte Fragmentierungstendenz aufweisen (Kapitel 3.4.3.2, S. 154), um iiberschiissige Energien im
Molekiil abzubauen. In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass dieses
Fullerodendron 24 durch optimierte ES-MS-Untersuchungen®* nachgewiesen werden kann. Dabei
werden die Cg-Bausteine in der ES-Quelle reduziert. Die bevorzugte Detektion erfolgt in
verschiedenen radikalanionischen Ladungszustinden (Heptanion bis Pentanion). Es kdnnen auch
radikalkationische Molekiilionen generiert werden.

Die 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS wird zur Charakterisierung des Fullerodendrimers 24
eingesetzt, da diese Methode bislang in Grenzfillen zuverldssig schonendere MALDI-

*X Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. J.-F. Nierengarten, Université Strasbourg,
Frankreich.
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Bedingungen (Kapitel 3.4.3.2, S. 154) gewihrte. Da die TCNQ-Matrix''"® bevorzugt radikalkationische
Ionisation eines Molekiils unterstiitzt, sollte bei Verwendung dieser Matrix eine besonders schonende
Ionisation dieses Fullerodendrons erfolgen konnen, da dies dessen bevorzugte lonisierungsart ist. Des
weiteren weist TCNQ eine sehr geringe Schwellenleistung auf und miisste daher fiir einen besonders
schonenden Desorptions/Ionisationsprozess sorgen.

Die I6sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS unter Verwendung von TCNQ ermoglicht (Abb.
3-84a) die Charakterisierung des Fullerodendrons 24 neben dem Fragment, bei dem ein Cg-Molekiil
abgespalten ist. Des weiteren tritt ein Signal mit relativ d&hnlichen Signalintensitdten zum Elternion im
niederen Molekulargewichtsbereich auf. Bei leichter Erhohung der Laserleistung verschiebt sich das
Verhiltnis der Signalintensitdten zu ungunsten des Signals, welches der Zielstruktur zugeordnet
werden kann (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Sensitivitét hinsichtlich der Laserleistung wird
auch hier eine Fragmentierung in Betracht gezogen. AnschlieBende PSD-MALDI-TOF-Analyse
schliefit Fragmentierung in der Flugstrecke aus (Daten nicht gezeigt). Damit wird vermutlich dieses
Fragmention durch eine ISD-Fragmentierung (Kapitel 2.2.1, S. 24) gebildet. Eine Strukturzuordnung

kann nicht gemacht werden.
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Abb. 3-84: Losungsmittelfreie MALDI-TOF-Massenspektren des

Fullerodendrimers 24: a) mit TCNQ; b) mit Dithranol und Natriumtrifluoracetat;
¢) Dithranol.
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Bei Messungen mit Dithranol als Matrix und ohne Metallsalzzugabe kann das Molekiilion 24
nicht eindeutig nachgewiesen werden, jedoch in hohem Umfang das vermutete ISD-Fragmention. Eine
radikalkationische Ionisation dieses Analyten ist damit im MALDI-Prozess wenig favorisiert.

Durch Variation der Ionisation durch gezielte Zugabe von Natrium-, Kalium- bzw.
Silbertrifluoracetat werden unter Verwendung von Dithranol als Matrix jeweils Massenspektren mit
guter Qualitdt erhalten, obwohl mehr Laserleistung verwendet werden musste als bei der TCNQ-
Matrix. In Abb. 3-84b ist dies fiir die Zugabe von Silbertrifluoracetat dargestellt und charakterisiert
diese Substanz eindeutig.

Untersuchungen  hinsichtlich der  Fragmentierung  mittels PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik zeigen keine sehr intensiven PSD-Fragmentsignale. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Uberschussenergie, die unvermeidlich eingetragen wird, schon sehr schnell innerhalb
der Quelle als ISD-Fragmentierungsprozess und nicht erst in der Driftstrecke im Massenspektrometer
abgebaut wird.

Die bevorzugte Ionisation der einzelnen Bauteile dieses Makromolekiils 24 ist die
radikalkationische Ionisation. Die TCNQ-Matrix unterstiitzt genau diese Art der lonisation. Trotz
dieses Einklangs sind die Signalintensitit des Analyten und die Qualitit des Massenspektrums gering.
Daraus kann gefolgert werden, dass die lonisation durch Pseudo-Molekiilionenbildung offenbar zu

stabileren Gasphasenionen als die radikalkationische Photoionisation des Fullerodendrons 24 fiihrt.

3.43.4 Azodendrimere
Bei der Synthese des Azodendrimers AzoG,A,BCp 25 (Synthese s. Kapitel 6.1.2, Abb. 6-13;

S. 269)* (Abb. 3-76) wurde ein Dendrimerengemisch erhalten, welches im Folgenden charakterisiert
werden soll. Uber deren strukturellen Aufbau mdglicher Nebenprodukte liegen keine Informationen
Vor.

Die MALDI-TOF-Massenspektren der nach sdulenchromatograpischer Trennung erhaltenen
Fraktionen sind in Abb. 3-85 dargestellt. Diese wurden durch die konventionelle
16sungsmittelbasierende Probenpriaparation mit Dithranol ohne Metallsalzzugabe aufgenommen. Fiir
Fraktion 25.1 wird in Abb. 3-85a ein sehr intensives Signal gefunden, welches dem radikalkationisch
ionisierten Elternion 25 zugeordnet werden kann. Daneben zeigen sich mit geringen Signalintensititen
die Pseudo-Molekiilionen von 25 mit Natrium- und Kaliumkationen, die als Spuren in der
Probenmischung vorhanden waren (Kapitel 2.1.3, S. 20). Im niederen Massenbereich finden sich
Fragmentsignale, die mit zunehmender Laserleistung bzw. in Abhéngigkeit der Ionisation des
Elternions in der Intensitit (Pseudo-Molekiilion < Radikalkation) variieren, so dass vermutet werden
kann, dass es sich um Fragmentionen handelt. Im niederen Massenbereich finden sich fiir
Fraktion 25.2 (Abb. 3-85b) analoge Ergebnisse.

Dagegen wird in Fraktion 25.2 neben dem Zielprodukt 25 (Abb. 3-85b) ein sehr intensives
Signal 25.N gefunden, welches mit einer Massendifferenz von 26 Da nicht durch eine herkémmliche

Pseudo-Molekiilionenbildung erkldrt werden kann. Dies wird massenspektrometrisch durch eine

*X! Die Synthese wurde von Frau D. Grebel-Koehler im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof K.

Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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gezielte Zugabe von Metallsalzen (Abb. 3-86b-d) und durch Computersimulation der zu erwartenden
massenspektrometrischen Signale (Abb. 3-86a) verifiziert.

a.i.
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Abb. 3-85: MALDI-TOF-Massenspektren von 25 nach

sdulenchromatographischer Trennung unter Verwendung von Dithranol und THF:
a) Fraktion 25.1 (Radikalkationische Ionisation); b) Fraktion 25.2
(Radikalkationische Ionisation).

Die gefundene Massendifferenz von 26 Da kann theoretisch durch M+C,H,, M+N,-H, oder
M+CO-H, beschrieben werden. Ersteres kann durch die Charakterisierung des Eduktes von 25 durch
FD-Messungen ausgeschlossen werden. Die Molekulargewichte solcher hypothetischen Strukturen
differieren in ihren Massen ausgehend von M+C,H, beziiglich M+N,-H, um 10 ppm und beziiglich
M+CO-H; um 15 ppm. Zwischen M+N,-H, und M+CO-H, ergibt sich eine Differenz von 5 ppm.
Diese Massendifferenz liberschreitet die Massengenauigkeit der MALDI-TOF-MS-Analyse, die in
diesem Massenbereich bei > 30 ppm liegt.
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Abb. 3-86: MALDI-TOF-Massenspektren unter Verwendung von Dithranol und
THF: a) Simulation von Dendrimer25 unter Variation der Ionisation;
b) Radikalkationische Ionisation von Fraktion 25.2; ¢) Na-Pseudo-
Molekiilionenbildung von Fraktion 25.2; d) Ag-Pseudo-Molekiilionenbildung von
Fraktion 25.2.

Eine unvollstindige Abspaltung der Carbonylgruppe ist aus chemischen Gesichtspunkten am
wahrscheinlichsten, da bei einer erfolgreichen Cycloaddition im letzten Schritt CO aus dem
intermedidr gebildeten Bizyklus unter Aromatisierung zu einem Benzolring extrudiert werden muss.
Der zugrundeliegende Reaktionsmechanismus der Diels-Alder-Cycloaddition ist in Abb. 3-87 am
Beispiel von Tetraphenylcyclopentadienon und Diphenylacetylen zu Hexaphenylbenzol dargestellt.
Aus diesem Reaktionsschema geht deutlich hervor, dass bei der Isolation der carbonylhaltigen
Zwischenstufe sich zum Produkt eine Massendifferenz von 28 Da chemisch schliissig erklaren lésst,
nicht jedoch 26 Da. Das *C-NMR-Spektrum der Fraktion 25.2 weist eindeutig eine Carbonylgruppe
nach.
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Cy3H300 CapH3
562.23 534.23

Abb. 3-87: Reaktionsmechanismus der Diels-Alder-Cycloaddition am Beispiel von
Tetraphenylcyclopentadienon und Diphenylacetylen zu Hexaphenylbenzol.

Aus diesen massenspektrometrischen und spektroskopischen Ergebnissen muss die Struktur
des Nebenproduktes 25.N auf eine verbriickende Carbonylgruppe unter Verlust von zwei
Wasserstoffatomen (Abb. 3-88) zuriickgefiihrt werden. Dies stellt jedoch einen chemisch weniger
plausiblen Strukturvorschlag dar. Aus Vorschlag 25.N-1 zur Struktur des Nebenproduktes 25.N
geht hervor, dass die Carbonylgruppe zwei benachbarte Aromaten im Dendron verbriickt. Uber die
genaue Lokalisation der Carbonylgruppe sind mit den bisherigen Erkenntnissen keine genauen
Angaben moglich. Aus diesem Grund soll iiberpriift werden, welche Strukturinformationen durch die

MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse gewonnen werden kdnnen.

25.N-1 25.N-2
C1o3Hi2sN>O C1o3Hi28N>0
2489.00 2489.00

Abb. 3-88: Das experimentell ermittelte Molekulargewicht
(A 26 Da) ermdglicht zwei hypothetische Vorschlige zur
Lokalisation der Carbonylgruppe im Nebenproduktes 25.N mit
M+CO-H,. [Angaben der Isotopenmassen in Da: exakt]
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Da das Nebenprodukt 25.N dem Zielprodukt 25 chemisch sehr dhnlich ist, wird zunéchst die
MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse des Zielproduktes 25 durchgefiihrt, um eine grundlegende
Aussage zum Fragmentierungsprozess dieser Substanzklasse zu gewinnen. Das PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum des radikalkationischen Elternions 25 zeigt, wie in Abb. 3-89a dargestellt, den
bevorzugten Bindungsbruch der Kohlenstoff-Heteroatombindung unter Abspaltung von N,. Dabei
wird das intakte Dendron 25.1a als radikalkationisches Fragment (Abb. 3-90) detektiert, nicht jedoch
25.1b als Gegenbruchstiick von 25.1a. Dieser Fragmentierungsmechanismus ist gut rationalisierbar, da
labiler darstellt als die Kohlenstoff-
Kohlenstoffbindungen (Kapitel 3.4.3.2, S. 154) und zusitzlich N, eine sehr gute Abgangsgruppe ist.

die Kohlenstoff-Heteroatombindung sich héufig als
Mit sehr geringen Signalintensitidten wird das Fragmention 25.11 gefunden, bei dem zusétzlich zum
prominenten Kohlenstoff-Heteroatombindungs- ein Kohlenstoff-Kohlenstoffbindungsbruch innerhalb
des Dendrons stattfindet.
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Abb. 3-89: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren der Zielstruktur 25 unter Verwendung
von Dithranol und THF: a) Fraktion 25.2; radikalkationische lonisation; b) Fraktion 25.2;
Ag-Pseudo-Molekiilionenbildung; ¢) Fraktion 25.1; Na-Pseudo-Molekiilionenbildung.

Die Fragmentsignale entsprechen im unkalibrierten Segment des PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrums (Kapitel 2.2.2, S. 26) denen im Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum (Abb.

3-85, S. 164). Somit sind die im niederen Massenbereich erhaltenen Signale bei den Fraktionen 25.1
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(Abb. 3-85a) und 25.2 (Abb. 3-85b) PSD-Fragmente der Zielstruktur (Mpsp) bzw. der Struktur des
Nebenproduktes (Npgsp).

25.1a 25.1b
CosHes CosHgsN,
1218.52 1245.51

O wOU

OO0

25.1¢c 25.11 25.111
CosHgsN CeeHas Cis2H110N2
1231.51 838.36 2082.87

Abb. 3-90: Theoretische Fragmentstrukturen der Zielstruktur 25. [Angaben
der Isotopenmassen in Da: exakt; bezogen auf geséttigte Strukturen]

Der fiir das radikalkationische Elternion gefundene Fragmentierungsprozess wird ebenfalls fiir
das Ag-Pseudo-Molekiilion wie folgt nachgewiesen. Das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des
Ag-Pseudo-Molekiilion (Abb. 3-89b) zeigt ein intensives Fragmention, welches dem intakten
Dendron 25.1a als Ag-Pseudo-Fragmention entspricht.

Ein PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des Na-Pseudo-Molekiilions kann aufgrund der
Signaliiberlappung (Abb. 3-86c¢) mit der unbekannten Struktur 25.N in Fraktion 25.2 nicht
aufgenommen werden. Das intensivste Fragmention im PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des
Na-Pseudo-Molekiilions (Abb. 3-89¢) aus Fraktion 25.1 kann dem intakten Dendron 25.1a als Na-
Pseudo-Fragmention zugewiesen werden. Zusétzlich werden auch Strukturen 25.1a als Radikalkation,
sowie 25.1b, 25.1c und 25.111 als Na-Pseudo-Fragmention gefunden.

Aus diesen vergleichenden PSD-Untersuchungen mittels Na- und Ag-Pseudo-
Molekiilionenbildung  und  der  radikalkationischen  lonisation geht eindeutig  der
Fragmentierungsprozess von 25 unter Bindungsbruch der Kohlenstoff-Heteroatombindung und
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Abspaltung von N, hervor, welcher sich unter den gewihlten Bedingungen abhingig von der
Ionisation des Elternions zeigt. Unabhidngig von der zugrundeliegenden Ionisation ldsst die MALDI-
Fragmentionenanalyse dieser Substanzklasse eine Dendronenlédngenbestimmung dieses Dendrimers 25
zu.

Aufgrund dieses prominenten Fragmentbruches kann fiir die Strukturanalyse des
Nebenproduktes 25.N (Abb. 3-88, S. 166) erwartet werden, dass bei einer chemischen Modifikation
eines der Dendronen (z.B. 25.N-1) zwei intensive Fragmente mit einer Massendifferenz von 26 Da
auftreten. Bei der chemischen Modifikation einer Verbriickung im Bereich der Azobriicke der beiden
Dendrone 25.N-2, konnte sich die Fragmentierung komplexer gestalten und die Zuordnung
erschweren, da der fiir dieses Dendrimer prominente Fragmentbruch erschwert wird.

Das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des radikalkationischen Elternions des
Nebenproduktes 25.N zeigt den bevorzugten Bindungsbruch der Kohlenstoff-Heteroatombindung
unter Abspaltung von N, (Abb. 3-91a). Dabei wird Struktur Ia als prominentes Fragmention (Abb.
3-90) gebildet.

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren des Ag-Pseudo-Molekiilions des
Nebenproduktes 25.N (Abb. 3-91b) sind noch wesentlich aussagekriftiger, da ausschlieflich zwei
prominente Fragmentsignale gewonnen werden. In beiden Ilonisationsfillen wird unter
Bertiicksichtigung des Fragmentierungsprozesses der Zielstruktur 25 deutlich, dass es sich bei den
Fragmentsignalen jeweils um ein Dendron mit chemischer und eines ohne chemische
Carbonylmodifikation handelt.

Die Interpretation dieser beiden MALDI-TOF-Fragmentionenanalysen in Abhéngigkeit von der
Ionisation des Nebenproduktes 25 konnte nur dadurch eindeutig gefiihrt werden, dass der jeweilige
Fragmentierungspfad durch die Zielstruktur 25 bereits geklart war. Wire dies nicht der Fall gewesen,
so miissten die beiden intensiven Signale auf die Fragmentdendronen 25.1a und 25.Ib (Abb. 3-90)
zuriickgefiihrt werden.

Damit kann gefolgert werden, dass die MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse fiir die
Dendronenléngenbestimmung dieser Substanzklasse herangezogen werden kann. Die MALDI-TOF-
MS und die MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik konnen der Strukturcharakterisierung unbekannter
Strukturen dienlich sein, obgleich in diesem besonderen Fall, aufgrund der geringen
Massendifferenzen (5 bis 15 ppm) der theoretischen Nebenprodukte (M+C,H,, M+N,-H, oder M+CO-
H,), die MALDI-TOF-MS-Analyse nicht ausreicht, um eine eindeutige Aussage treffen zu konnen.
NMR-spektroskopisch kann nur festgehalten werden, dass es sich um eine Carbonylgruppe handelt,
wobei massenspektrometrisch gezeigt werden konnte, dass sich diese chemische Modifikation des
Nebenproduktes 25.N in Fraktion 25.2 in einem der Dendronen befinden sollte. Damit wird der
Strukturvorschlag 25.N-2 (Abb. 3-88, S.166) aufgrund der PSD-MALDI-TOF-Analyse sehr
unwahrscheinlich, was auch unter chemischen Gesichtspunkten zu erwarten war. Keine der
angewendeten analytischen Methoden erlaubt es jedoch eine eindeutige Information {iber die

Lokalisation dieser Carbonylgruppe zu geben.
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Abb. 3-91: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren = des =~ Nebenproduktes 25.N  der

Fraktion 25.2 unter Verwendung von Dithranol, THF und gleichen Laserleistungen:
a) Radikalkationische Ionisation; b) Ag-Pseudo-Molekiilionenbildung; c) Na-Pseudo-
Molekiilionenbildung.

Damit sind grundlegende Aussagen getroffen. Weiterfiilhrende Uberlegungen zur Ionisation
sollen hier durchgefiihrt werden, um deren Bedeutung fiir die massenspektrometrische Analyse
Das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des Na-Pseudo-Molekiilions
Nebenproduktes 25.N ist in Abb. 3-91¢ dargestellt und zeigt deutliche Abweichungen zu den beiden
PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren. Aus PSD-MALDI-TOF-
Fragmentierungsverhalten des Nebenproduktes 25.N des Na-Pseudo-Molekiilions wird deutlich, dass

hervorzuheben. des

anderen dem
die Ionisation einen ausschlaggebenden Einfluss auf den Fragmentierungsprozess nimmt. Aus den
niedrigen Signalintensititen der Fragmente geht hervor, dass durch die Wechselwirkung der
Natriumkationen mit der Molekiilstruktur eine eindeutige Stabilisierung des Gesamtsystems
verursacht wird. Die zusitzlichen Fragmente zeigen eindeutig, dass auch eine Anderung des
Fragmentierungsprozesses beschritten wird.

Beides
Elektronenpaaren (Abb. 3-78, S. 154)*'° die bei diesem Dendrimersystem ausschlieBlich an den

ist wie folgt erkldrbar. Alkalimetalle wechselwirken bevorzugt mit freien

Stickstoffatomen im Kern des Dendrimers vorhanden sind. In diesem Falle kommt den
Stickstoffatomen jedoch eine ganz besondere, lokale Bedeutung zu, da in diesem Dendrimersystem
ausschlieBlich bei der Azobriicke ein dominanter Bindungsbruch gefunden wird. Durch die

Wechselwirkung der freien Elektronenpaare der Stickstoffatome und des Natriumkations wird der
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Bindungsbruch erschwert, so dass die Fragmentionenausbeute kleiner wird (vgl. radikalkationische
Ionisation Abb. 3-91a und Na-Pseudo-Molekiilionenbildung Abb. 3-91c¢). Diese Wechselwirkung
muss entsprechend stark sein, da sie sogar N, als gute Abgangsgruppe im Fragmentierungsprozess
derart zu stabilisieren vermag, dass die Fragmentstruktur 25.Ib detektiert werden kann.

Betrachtet man nun den Fragmentierungsprozess des Ag-Pseudo-Molekiilions im Vergleich, so
wird der grundlegende Unterschied dieser Metall-Pseudo-Molekiilionenbildung deutlich. Ein
Silberkation wechselwirkt bevorzugt mit Aromaten (Abb. 3-78, S. 154)"%%*%21° ynd iibt daher auf das
Zentrum des Fragmentierungsprozesses keinen Einfluss aus. Dies wird durch ein sehr prominentes
Fragmentsignal des intakten Dendrons verifiziert (Abb. 3-91b).

Aus Sicht der massenspektrometrischen Untersuchung dieser gezielten Gemischanalytik
konnten wichtige Fragen gekldrt werden. Durch die massenspektrometrische Untersuchung ist
Fraktion 25.1 als rein einzustufen, da sdmtliche zusitzliche Signale im konventionellen MALDI-
TOF-Massenspektrum  massenspektrometrischer  Herkunft (Metall-Pseudo-Molekiilionen, PSD-
Fragmentionen) sind. Durch die Massengenauigkeit der MALDI-TOF-MS-Analyse kann in
Fraktion 25.2 fiir das Nebenprodukt 25.N auf eine chemische Modifikation der Zielstruktur
mit 26 Da hoherer Masse geschlossen werden, die, aufgrund des Fragmentierungsverhaltens bei PSD-
MALDI-TOF-Analysen, in einem Dendron 25.N-1 lokalisiert ist. Dabei wird fiir die
Fragmentionenanalyse deutlich, dass das Fragmentierungsverhalten, ebenfalls in Abhingigkeit von der
Ionisation, gekldrt sein muss, bevor eine Strukturidentifikation unbekannter Gemischbestandteile
betriecben werden kann. Fine zuverldssige Strukturanalyse kann bislang nur durch
Vergleichsmessungen durchgefiihrt werden und ist auf prominente Elternionensignale und auf
multiple strukturspezifische Fragmentbriiche angewiesen. Letzteres wird fiir 25 nicht gefunden und
verhindert in diesem Beispiel eine detailliertere Identifikation der Lokalisation der Carbonylgruppe im
Nebenprodukt 25.N, da nur ein prominenter strukturspezifischer Fragmentbruch gefunden wird.
Diese = massenspektrometrischen ~ Untersuchungen  werden  durch  die  notwendigen
Vergleichsmessungen mit strukturverwandten Molekiilen und unter Beriicksichtigung der Ionisation
sehr zeitaufwendig und sind aus diesem Grund nicht routinemifBig einsetzbar. Im Bereich von
Makromolekiilen und synthetischen Polymeren besteht daher Entwicklungsbedarf in einer moglichst
automatisierten Fragmentdatenaufnahme und -auswertung sowie Datenbankrecherche, um
moglicherweise Fragmentierungsprozesse einzelner Substanzklassen ableiten zu kdnnen.

Aus diesem Beispiel geht die Bedeutung der Zusammenarbeit zwischen Massenspektrometrie,
Spektroskopie und Synthese hervor. Dem Synthetiker ermdglicht die gelieferte Information die
Reaktionsbedingungen der Cycloaddition durch Kenntnisse der Nebenprodukte gezielt zu verbessern.
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3.4.3.5 Polyphenylendendrimere mit tetraedrischem Kern

Die Struktur des Polyphenylendendrimers mit tetraedrischem Kern 26 (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb.
6-14; S. 269)*" ist in Abb. 3-76 dargestellt. Der massenspektrometrisch motivierte Aspekt dieser
Untersuchung ist die Ubertragung der Kenntnisse aus der Dendronenlingenbestimmung der
Azodendrimere (Kapitel 3.4.3.3, S. 161), bei denen eine offensichtliche Sollbruchstelle zugrunde liegt,
auf andere Dendrimersysteme.

Da es sich bei Makromolekiil 26 um ein steifes Polyphenylendendrimer handelt, kann auch hier
eine gewisse Absorption der Lasereinstrahlung des UV-Lasers (337 nm) durch den
Analyten angenommen werden und damit Fragmentierung des Makromolekiiles induzieren. Das
MALDI-TOF-Massenspektrum in Abb. 3-92 wurde durch die konventionelle 16sungsmittelbasierende
Probenpriparation mit Dithranol erhalten. Das intensivste Signal kann dem Elternion 26 als [M]"
zugeordnet werden. Daneben zeigen sich zwei sehr intensive Signale im niederen Massenbereich: bei
einem Molekulargewicht von 2626 Da erscheint ein breites unaufgeldstes Signal und bei 2523 Da ein
isotopenaufgelostes Signal. Letzteres lisst sich rechnerisch bestimmen zu [M-1Dendron]’. Durch
Zugabe von Metalltrifluoracetaten (CF;CO,Li, CF3;CO,Na, CF;CO,K, CF;CO,Ag) erfolgt aufgrund
der Pseudo-Molekiilionenbildung die Verschiebung des Elternions (Kapitel 2.1.3, S. 20) jeweils um
die Masse des eingesetzten Kations. Dabei erfolgt in jedem Falle eine bevorzugte Ionisation des
intakten Molekiils durch Pseudo-Molekiilionenbildung, welches durch das jeweils gezielt eingesetzte
Metalltrifluoracetatsalz erreicht wird. In geringem Malle wird eine radikalkationische Ionisation des
intakten Molekiils gefunden. Eine entsprechende Molekulargewichtsverschiebung wird bei den
einzelnen Messungen jedoch nicht fiir die Signale im niederen Massenbereich gefunden, wenn auch
deren Signalintensitdten bei unterschiedlicher Ionisation variieren. Diese miissen daher
radikalkationisch ionisiert sein.

Beide Signale im niederen Massenbereich (Abb. 3-92) lassen sich nicht durch unterschiedliche
Pseudo-Molekiilionen oder durch chemische Gesichtspunkte erklidren. Sie gewinnen jedoch im
Vergleich zum Elternionensignal mit Zunahme der Laserleistung stark an Signalintensitidt und
-breite (Abb. 3-94). Die Vermutung verstirkt sich dahingehend, dass es sich bei diesen Signalen um
Fragmente und nicht um chemische Nebenprodukte handelt. Mit Zunahme der angewendeten
Laserleistung treten verstérkt Signale im Bereich des Elternions auf, die Massendifferenzen von 107,
63, 23 und 7 Da aufweisen. Diese erscheinen sogar bei der groften angewendeten Laserleistung in
Abb. 3-92d mit einer groferen Signalintensitit als das radikalkationische Elternion. Die
Massendifferenzen lassen sich rechnerisch als Ag-, Cu-, Na- und Li-Pseudo-Molekiilionen bestimmen
und werden auf Metallspuren des MALDI-Probengemisches zuriickgefiihrt (Kapitel 2.1.3, S. 20). Die
zusétzlichen Signale im Massenbereich des zu erwartenden Elternionensignals sind daher

massenspektrometrischer Natur und damit keiner chemischen Verunreinigung zuzurechnen.

X Die Synthese wurde von Frau Dr. T. Weil im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K. Miillen am

MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Abb. 3-92: Losungsmittelbasierende MALDI-TOF-Massenspektren von
Dendrimer mit tetraedrischem Kern 26 bei gleicher lonisation in Abhidngigkeit von
der relativen Laserleistung.

Fiir das Signal bei 2523 Da konnte die Hypothese der Fragmentherkunft durch Linear-MALDI-
TOF-Messungen (Kapitel 2.1.4, S. 22) bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Es handelt sich dabei
um ISD-Fragmente der Fragmentstruktur 26.1a (Abb. 3-93). Das Signal mit 2626 Da erscheint nicht
im Linear-MALDI-TOF-Massenspektrum und weist damit dessen PSD-Fragmentcharakter nach. Uber
die Fragmentstruktur kann durch diese indirekte Art der Fragmentionenzuordnung keine Aussage
getroffen werden, sondern nur {iber dessen Fragmentherkunft.

PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik wurde daher zur eindeutigen Strukturverifizierung
des vermuteten PSD-Fragmentes durchgefiihrt. Das erhaltene PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum
in Abb. 3-94a zeigt das selektierte radikalkationische Elternion [M]" neben einem sehr intensiven

Fragmention mit 2523 Da, welches der Fragmentstruktur 26.1a zugeordnet werden kann.
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Abb. 3-93: Theoretische  Fragmentstrukturen des  Polyphenylendendrimers  mit
tetraedrischem Kern 26. [Angaben der Isotopenmassen in Da: exakt; bezogen auf gesittigte
Strukturen]
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Abb. 3-94: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von Dendrimer mit tetraedrischem
Kern 26: a) Radikalkationische Ionisation; b) Ag-Pseudo-Molekiilionenbildung.
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Bei der Interpretation des Segmentes des unkalibrierten PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrums (Kapitel 2.2.2, S. 26) erscheint das Signal fiir die Fragmentstruktur 26.1a bei einer
Masse von 2626 Da. Damit wird der eindeutige Beweis erbracht, dass es sich im Reflektron-MALDI-
TOF-Massenspektrum um das PSD-Fragment der Fragmentstruktur 26.Ja handelt. Die
Fragmentstruktur 26.1a tritt als ISD-Fragment bei 2523 Da und als PSD-Fragment bei 2626 Da im
konventionellen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum auf. Dies bedeutet, dass dieser
Bindungsbruch iiber einen lédngeren Zeitraum auftritt, und zwar einerseits sehr schnell innerhalb der
Quelle und andererseits zeitlich verzogert als ein metastabiler Zerfallsprozess in der Flugstrecke vor
dem Lineardetektor.

Die sehr bevorzugte Bruchstelle kann dadurch erkliart werden, dass die Spannung in der
Elternionenstruktur aufgrund des sterischen Anspruchs der vier gleichen Dendrone so hoch ist, dass
hierdurch eine Fragmentierung begiinstigt wird. Jedoch forciert vermutlich ebenfalls die Bildung eines
stabilen Tritylkations die Abspaltung eines kompletten Dendrons. Damit wird eine atypische Art der
Fragmentierung verursacht: Die Spannung im intakten Makromolekiilion ist energetisch ungiinstig und
das Fragmention energetisch sehr giinstig, so dass dieser Prozess einer ,strukturgetriebenen
Fragmentierung® in ein Energieminimum gehorcht.

Fragmente im konventionellen MALDI-TOF-Massenspektrum, wie an diesem Beispiel
eindrucksvoll gezeigt werden konnte, erschweren oder verhindern gar die Interpretation. Dies gilt
insbesondere fiir PSD-Fragmente, die im Gegensatz zu ISD-Fragmenten im Reflektron-MALDI-TOF-
Massenspektrum nicht bei ihrer realen Masse erscheinen. Nur durch eine gezielte PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik mit der dazugehorigen Kalibrierung kann eine eindeutige Interpretation
durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen unterstreichen damit die Bedeutung der MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik.

An diesem Punkt ist wesentliches zum praxisrelevanten Aspekt verstanden. Bei den Signalen im
niedrigeren Massenbereich der erhaltenen Massenspektren handelt es sich um massenspektrometrische
Fragmente unterschiedlicher Herkunft und bei den Signalen im Bereich des Elternions um
unterschiedliche lonisationen. Damit ist26 trotz vieler Signale im Massenspektrum als eine
massenspektrometrisch reine Substanz einzustufen. Nachdem der praxisrelevante Teil dieser
Experimente abgeschlossen ist, sollen weiterfilhrende Untersuchungen im Bereich der
Grundlagenforschung durchgefiihrt werden, da das System geeignet erscheint, um unterschiedliche
Arten der Ionisation und deren Stabilitdten miteinander zu vergleichen.

Untersuchungen zur Fragmentierung in Abhéngigkeit von der Ionisation sollen durchgefiihrt
werden, um qualitative Unterschiede und Gemeinsamkeiten zu erarbeiten. Hierfiir soll zunéchst das
detaillierte  Fragmentierungsverhalten von Struktur26 im erhaltenen PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum der radikalkationischen Ionisation in Abb. 3-94 anhand der in Abb. 3-93
zusammengefassten Fragmentstrukturen diskutiert werden. Der Hauptfragmentbruch wird durch die
Abspaltung eines intakten Dendrons beschritten und fiihrt wie schon beschrieben zu der
tritylstabilisierten Fragmentstruktur 26.1a. Mit duflerst geringen Signalintensititen im Massenspektrum
lassen sich die Fragmente 26.11a und 26.111a nachweisen, deren Ladungen in der jeweilig gebildeten
Fragmentstruktur weniger gut stabilisiert sind als die der tritylstabilisierten Struktur 26.Ia. Das PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektrum zeigt die grofite Nebenfragmentsignalintensitét, bei der zwei intakte
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Dendrone abgespalten werden, und stellt damit den groften Konkurrenzfragmentbruch dar. Diese
Fragmentstruktur 26.IV ist vermutlich aufgrund der gebildeten Carbenstruktur stabiler und erklért
deren intensivere Nebensignalintensitit im PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum. Des weiteren wird
eine Fragmentstruktur 26.V gebildet, bei der formal ein unversehrtes Dendron und ein Phenylring
abgespalten werden. Die zugrundeliegende Fragmentierung wird dabei zwei homolytischen
Spaltungen zugeschrieben.

Auffallend ist, dass die Fragmentstruktur 26.1a, nicht jedoch das Gegenbruchstiick 26.Ib
detektiert werden kann. Dies stimmt mit der Theorie iiberein, dass eine radikalkationische Ladung mit
zunehmender Systemgrofe besser delokalisiert werden kann (Abb. 3-78, S. 154). Bei dieser PSD-
MALDI-TOF-Fragmentierung verbleibt die Ladung nach einem Bindungsbruch der Theorie zufolge
auf dem groBeren Molekiilbruchstiick 26.1a (Abb. 3-95). Das kleinere Bruchstiick wird als
Neutralteilchen abgespalten und kann massenspektrometrisch nicht detektiert werden. In Analogie
dazu bilden sich auch nicht die Fragmente 26.11b und 26.111b.

- 1+ - -+

QL O
OO0
OO

Abb. 3-95: Schematische = Darstellung  des  Fragmentierungsmechanismus  bei
radikalkationischer lonisation des Molekiilions 26.

Die im unteren Massenbereich auftretenden Signale (Abb. 3-94, S. 174) mit geringer Intensitét
sind damit nicht durch einen einfachen homolytischen Bindungsbruch zu erkldren, sondern
moglicherweise durch Umlagerungsreaktionen. Aufgrund der geringen Signalintensitdt wird hier nicht
ndher darauf eingegangen. Die grundlegenden Fragmente und deren zugrundeliegenden Prozesse bei
radikalkationischer Ionisation kdnnen somit verstanden werden.

Die gleichen Untersuchungen sollen nun fiir die Ionisation des Makromolekiils zu Ag- und Na-
Pseudo-Molekiilionen durchgefiihrt werden. Die bevorzugte Wechselwirkung dieser Metallkationen
mit unterschiedlichen Strukturelementen ist in Abb. 3-78 (S. 154) schematisch dargestellt. Das PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektrum des Ag-Pseudo-Molekiilions (Abb. 3-94b) zeigt ein intensives
Hauptfragment, das durch Abspaltung eines intakten Dendrons des Makromolekiils zur Bildung der
Fragmentstruktur 26.1a (Abb. 3-93, S. 178) fiihrt. Daneben wird durch Abspaltung zwei intakter
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Dendronen die Fragmentstruktur 26.IV gebildet. Als Anomalie erweist sich, dass diese
Fragmentstrukturen als Radikalkationen detektiert werden, und nicht als Ag-Pseudo-Molekiilionen.
Zwei Grundgedanken sollen an dieser Stelle erortert werden, um diese Anomalie der Fragmentierung
zu verstehen.

i) Da das elektronische PSD-,,Gate* in dem verwendeten Massenbereich zuverldssig Massen in
einem Bereich von £30 Da zu selektieren vermag, kann mit Sicherheit davon ausgegangen werden,
dass selektiv ein Ag-Pseudo-Molekiilion fragmentiert wird. Ein Beitrag durch ein radikalkationisch
angeregtes Dendrimerelternion im PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum kann aufgrund der
Massendifferenz zum selektierten Ag-Pseudo-Molekiilion von 107 Da ausgeschlossen werden und
damit auch, dass das radikalkationische Fragment aus einem radikalkationischen Elternion gebildet
wurde.

ii) Wiirde hypothetisch das erfolgreich selektierte Ag-Pseudo-Molekiilion [M+Ag]" nach dem
Verlassen des elektronischen PSD-,,Gates” eine Dissoziation des Kations eingehen, so wiirde M als
Neutralteilchen anfallen, welches massenspektrometrisch nicht mehr zuginglich sein wiirde.
Gleichermallen wiren auch anschlieBende Fragmentierungen dieses Neutralteilchens nicht mehr
massenspektrometrisch erfassbar.

Eine solche Anomalie kann dadurch zustande kommen, dass eine hochgradig stabilisierte
Fragmentionenstruktur gebildet wird, wie z.B. die des Tritylkations. Im Unterschied zum normalen
Fragmentierungspfad, der ausschlieBlich zu Pseudo-Fragmentionen fithrt, wiirde als
Konkurrenzfragmentierungspfad zusitzlich eine Ladungsiibertragung vom Silberkation auf das
Fragmention stattfinden: Das aus dem normalen Fragmentierungspfad zunichst erzeugte Ag-Pseudo-
Fragmention 26.1a bildet durch eine Ladungsiibertragung das Radikalkation 26.Ia und elementares
Ag (Abb. 3-96). Dieser anomale Fragmentierungspfad tritt als Hauptfragmentierungspfad im PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektrum und ebenfalls in den Reflektron- und Linear-MALDI-TOF-
Massenspektren auf. Da von den erwarteten Pseudo-Fragmentionen lediglich die Ag-Pseudo-
Molekiilionenstruktur 26.Ib, nicht jedoch die radikalkationische 26.Ib gefunden werden kann,
verstérkt sich die Hypothese einer Anomalie im Fragmentierungsmechanismus.

Ph Ph

A — L
T Ph

Ph Ph " Ph

Abb. 3-96: Ein anomaler Fragmentierungspfad der Polyphenylendendrimere bei Gegenwart
von Silberkationen  fiihrt durch  Ladungsiibertragung zur radikalkationischen
Tritylfragmentstruktur und zu elementarem Silber.

Die Fragmentstrukturen 26.1la, 26.IIla und 26.V werden im PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum des Ag-Pseudo-Molekiilions nicht detektiert. Dies steht soweit mit der Theorie zur
Anomalie des Fragmentierungsmechanismus im Einklang, da diese Strukturen nicht die postulierte
tritylstabilisierte Struktur aufweisen.

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren des Na-Pseudo-Molekiilions zeigen das intensivste

Fragmention als Struktur 26.Ia (Daten nicht gezeigt) und stehen damit im Einklang mit den
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Fragmentierungsergebnissen des Ag-Pseudo-Molekiilions. Die Anomalie bei der Fragmentierung des
Pseudo-Molekiilions zu einem intensiven radikalkationischen Fragmentions kann damit bestétigt
werden und ist als Eigenart der Ionisation und nicht als Eigenart des verwendeten Kations anzusehen.
Da nur im Falle eines Silberkations und nicht eines Natriumkations die Fragmentstruktur 26.Ib als
Metall-Pseudo-Molekiilion detektiert wird, muss daraus geschlossen werden, dass ein Silberkation
wesentlich besser als ein Natriumkation an ein Polyparaphenylendendron anbindet und damit der
normale Fragmentierungspfad zugunsten des anormalen verschoben ist. Dies steht damit im Einklang,
dass sich Silberkationen bevorzugt an aromatische Substituenten unter Bildung einer Sandwichstruktur
anbinden und das Natriumkation bevorzugt Wechselwirkung mit Heteroatomen eingeht. Des weiteren
kann angefiihrt werden, dass Na" weniger leicht zu Na° reduziert werden kann als Ag" zu Ag®.

Der Vergleich der beiden grundlegend unterschiedlichen Ionisationen zeigt, dass das
radikalkationische Molekiilion 26 mehr Fragmentierungspfade beschreitet als das Metall-Pseudo-
Molekiilion 26. Um Aussagen zur Stabilitdt bei unterschiedlicher Ionisation treffen zu kénnen, werden
die erhaltenen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren unter Verwendung gleicher Laserleistungen
von 35 bei einer Probenpréparation mit Dithranol als Matrix miteinander verglichen: Massenspektren
unter Zugabe von CF;CO,Ag und CF;CO,;Na zeigen rund doppelt so intensive Signale des
Elternions (> 10.000 a.i.) als die Massenspektren ohne Metalltrifluoracetatzugabe (um 5.000 a.i.).

Auffillig zeigt sich, dass die Fragmentanteile durch den Bruch eines intakten Dendrons unter
Zugabe eines CF;CO,Na (um 10 %) oder CF;CO,Ag (< 10 %) weniger stark ausgepragt sind als ohne
Metalltrifluoracetatzugabe (um 150 %). Daraus kann geschlossen werden, dass die Pseudo-
Molekiilionenbildung das Makromolekiil stabilisiert, so dass weniger Fragmentierung auftritt. Dabei
zeigt sich als wichtigste Information, dass diese Strukturen wesentlich zuverldssiger durch Zugabe von
Metalltrifluoracetatsalzen analysiert werden konnen.

Hinsichtlich der Stabilitét der Ionen und des Fragmentierungspfades lésst sich postulieren, dass
die Pseudo-Molekiilionenbildung sehr selektiv aufgrund der Wechselwirkung des Makromolekiils mit
dem Metallkation nur wenige Bruchstellen bevorzugt. Das Molekiilion wird dabei auch dahingehend
stabilisiert, dass insgesamt weniger Fragmentierung auftritt. Die massenspektrometrisch labilste Stelle
ist der tetraedrische Kohlenstoftkern. Unabhéngig von der Ionisation des Makromolekiils wird ein
Tritylfragmentkation gebildet. Aufgrund der sehr bevorzugten Bruchstelle zeigt sich die MALDI-
TOF-MS als eine Methode, die zuverldssig die Dendronengréfie dieser Dendrimere mit tetraedrischem
Kern bestimmen kann.

Diese Erkenntnis veranlasste die genauere Betrachtung der Moglichkeiten der
GroBlenbestimmung der Substanzklasse der Dendrimere mit tetraedrischem Kern. Hierzu wurde das
Dendrimer 27 (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-15; S. 270" ausgewihlt, welches im Vergleich
zur Dendrimerstruktur 26 ein groBeres Molekulargewicht und eine wesentlich dichtere Struktur
bedingt durch den gréBeren sterischen Anspruch der A4BCp-Dendronen aufweist. Die PSD-MALDI-

TOF-Fragmentionenanalytik soll ebenfalls in Abhingigkeit von der Ionisation durchgefiihrt werden,

XXM Die Synthese wurde von Frau Dr. T. Weil im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K. Miillen am

MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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um qualitative Unterschiede und Gemeinsamkeiten dieser Dendrimere mit tetraedrischem Kern 26
und 27 zu erarbeiten.

Die erhaltenen PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren in Abhéngigkeit von der lonisation von 27
sind in Abb. 3-97a dargestellt. Das Massenspektrum der radikalkationischen Ionisation zeigt eine
vergleichsweise  geringe  Elternsignalintensitdt. = Die = Hauptsignalintensitdt  wird  der
Fragmentstruktur 27.Ia zugewiesen (Abb. 3-98), bei der ein Dendron abgespalten ist. Daneben wird
mit geringen Signalintensititen die Fragmentstruktur 27.1V gefunden, bei der zwei Dendronen
abgespalten sind.

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren des Ag-Pseudo-Molekiilions des Dendrimers 27 in
Abb. 3-97b zeichnet das Hauptfragment als radikalkationisches Fragment der Struktur 27.1a (Abb.
3-98), neben einem vergleichsweise intensivem Fragmentsignal des Ag-Pseudo-Molekiilions mit der
Struktur 27.1b aus.

Damit werden fiir das TdG,A4sBCp-Makromolekiil 27 qualitativ die identischen
Fragmentierungspfade und Anomalien wie fiir das TdG,ABCp-Makromolekiil 26 gefunden. Aufgrund
des groBeren Molekiils und der damit einhergehenden groBeren Zahl an Bindungsbriichen ist
theoretisch auch mit verstirkter Konkurrenz von moglichen anderen Fragmentierungspfaden zu
rechnen, welche jedoch nicht gefunden wurden. Beim Vergleich zum TdG,ABCp-Dendrimer 26
steiferen TdG,A4BCp-Dendrimer 27 ist die massenspektrometrisch labilste Stelle auch hier die
Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung des zentralen tetraedrischen Kohlenstoffkerns.

Die Signalintensititen der Elternionen in Abhéngigkeit von der lonisation weisen deutlich
groBBere  Signalintensitdten fiir das Ag-Pseudo-Molekiilion (um 40.000 a.i.) als fir die
radikalkationische Struktur (um 1.000 a.i.) auf. Im umgekehrten Mafle werden die Signalintensititen
fiir die Hauptfragmentsignale 27.Ib gefunden: Bei Ag-Pseudo-Molekiilionen liegt die Intensitét
bei 2.100 a.i. und die der radikalkationischen Ionisation bei 1300 a.i.. Daraus lassen sich
Fragmentierungsanteile von <10 % fiir die Ag-Pseudo-Molekiilionen und rund 125 % bei der
radikalkationischen Ionisation berechnen. Damit zeigt sich, dass die Ionisation einen entscheidenden
Einfluss auf die Stabilitit des TdG,A4BCp-Dendrimers 27 ausiibt.
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Abb. 3-97: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren von Dendrimer mit tetraedrischem
Kern 27: a) Radikalkationische Ionisation; b) Ag-Pseudo-Molekiilionenbildung.

CaeoH316
5951.67

Cae3Hs12
5875.57

Abb. 3-98: Ermittelte Fragmentstrukturen von Dendrimer 27. [Angaben der
Isotopenmassen in Da: exakt; bezogen auf gesittigte Strukturen]
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Bei den weiterfilhrenden Experimenten steht die Stabilitdt dieser Substanzklasse an
Dendrimeren in Abhéngigkeit ihrer Grof3e im Vordergrund. Um einen moglichst direkten Vergleich zu
erhalten, werden MALDI-TOF-Massenspektren in Abhéngigkeit von der Metalltrifluoracetatzugabe
und der Laserleistung bei identischen Messbedingungen aufgenommen. Die FErgebnisse der
prozentualen Fragmentanteile von Struktur 27.Ia gegen die Elternintensitidt sind in Tabelle 3-4
zusammengestellt.

Tabelle 3-4: Fragmentierung von Dendrimeren mit tetraedrischem Kohlenstoffkern in Abhéngigkeit vom
Molekulargewicht, der Metalltrifluoracetatzugabe und der Laserleistung.
Fragmentierungsanteile beziehen sich auf die Signalintensitéten der Fragmentstruktur 26.1a
bzw. 27.1a und deren relativen zur Elternionensignalintensitéten.

Metalltrifluoracetatsalz

Dendrimer 26 [in %] (4 kDa) Dendrimer 27 [in %] (8 kDa)
Laserleistung | Laserleistung | Laserleistung | Laserleistung | Laserleistung | Laserleistung
15 20 25 15 20 25
Ohne 3332 128 106° 717 398 81°
Na 57 65 58 35 55 98°
Ag 11 10 15° 10 24 48°

* Messwerte besitzen aufgrund der geringen Laserleistungen groBeren Fehlerbereich.

Aus dem Vergleich von TdG,A4BCp 27 mit TdG,ABCp 26 kann gefolgert werden, dass
Molekiile sich mit steigenden Molekulargewichten als eher fragmentierungsarmer erweisen. Folgende
Tendenzen konnen festgestellt werden:

e Dendrimer 26 mit rund vier kDa hat hohere Fragmentierungsanteile als Dendrimer 27 mit
rund acht kDa,

e identische Fragmentierungsmuster bei unterschiedlicher lonisation,

e identische Fragmentierungstendenz in Abhéngigkeit von der Metalltrifluoracetatzugabe
(ohne > CF;CO,Na > CF;CO,Ag).

Aus diesen zusitzlichen Untersuchungen zum PSD-MALDI-TOF-Fragmentierungsverhalten
von TdG,A4BCp 27 geht klar hervor, dass die Dendronenldngenbestimmung dieser Dendrimere mit
tetraedrischem Kern prinzipiell in einem relativ unbeschriankten Massenbereich erfolgen kann, da mit
steigendem  Molekulargewicht und steigender Zahl an mdglichen Bruchstellen keine
Konkurrenzfragmentierung  auftritt. ~ Die = massenspektrometrisch ~ bevorzugte,  atypische
»strukturgetriebene® Sollbruchstelle verbleibt unabhéngig vom Molekulargewicht und von der
Ionisation am tetraedrischen Kohlenstoffkern. Als limitierender Faktor einer generellen
Dendronenléngenbestimmung zeigt sich, dass die Qualitit der Fragmentspektren unabhingig von der
Ionisation aufgrund der Dacheffekte der einzelnen Segmente mit zunehmendem Molekulargewicht
abnimmt (Abb. 3-97). Dieser Dacheffekt suggeriert nach dem elektronischen Zusammenfiigen der
einzelnen Segmente falschlicherweise Signale (Kapitel 2.2.2, S.26). Diese methodenspezifischen
Nachteile konnten analog den Untersuchungen der Sternpolymere (Kapitel 3.2.2.2.3, S. 101), mittels
LIFT-Fragmentionenanalytik, verbessert werden.
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3.4.3.6 Biotinylierte Polyphenylendendrimere mit tetraedrischem Kern

Die Struktur des Polyphenylendendrimers mit einem Biotinsubstituenten 28 (Synthese s. Kapitel 6.1.2;
Abb. 6-16; S.271)**'V ist in Abb. 3-76 dargestellt. Die erhaltenen Reflektron-MALDI-TOF-
Massenspektren, die mittels konventioneller 16sungsmittelbasierender Probenpréparation mit Dithranol
bzw. mit Dithranol und unterschiedlichen Metalltrifluoracetatzusidtzen erhalten wurden, sind nicht
reproduzierbar hinsichtlich unterschiedlicher Substanzchargen bzw. Wiederholungsmessungen bei der
selben Substanzcharge. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlichen Chargen
mit unterschiedlicher Qualitit anfallen oder die Substanz chemische Alterungserscheinungen zeigt.
Letzteres ist insbesondere bei biologisch aktiven Verbindungen von grof3em Interesse. Daher soll hier
die Langzeitstabilitdt eines biotinylsubstituierten Polyphenylendendrimers untersucht werden. Das
besondere Augenmerk liegt darauf, ob der Biotinylsubstituent bei langer Lagerung abgespalten wird.
Aus diesem Grund sollen systematische Vergleichsuntersuchungen an frischhergestellter Probe 28.A
und alter Probe 28.B durchgefiihrt werden, um massenspektrometrische Unterschiede und
Gemeinsamkeiten zu erarbeiten.

Aus den vorangegangenen Untersuchungen an Polyphenylendendrimeren mit tetraedrischem
Kohlenstoffkern (Kapitel 3.4.3.5, S. 172) ist bekannt, dass diese aufgrund ihrer UV-Absorption
fragmentierungslabil sind. Dabei konnte der bevorzugte Bruch eines intakten Dendrons unter Bildung
des stabilisierten Tritylkationfragmentes nachgewiesen werden. Bei den Fragmentuntersuchungen der
Dendrimere ohne tetraedrischen Kern erwiesen sich die Kohlenstoff-Heteroatombindungen der Boc-
Schutzgruppen (Kapitel 3.4.3.2, S. 154) bzw. der Azobriicken (Kapitel 3.4.3.3, S. 161) als die labilsten
Stellen in den Makromolekiilen 23 und 25. Aus den Untersuchungen des Boc-geschiitzten
Perylendendrimers 23 in Kapitel 3.4.3.2 ist bekannt, dass die Fragmentierung dieses Dendrimers durch
die Perylenchromophore so stark induziert wird, dass die Detektion des Elternions nur unter dulerst
schonenden Bedingungen gelingt. Aus den vorangegangenen Untersuchungen muss damit fiir das

Dendrimer 28, aufgebaut aus

e cinem tetraedrischem Kohlenstoffkern,
e drei Perylenchromophoren und

e ciner heteroatomhaltigen biotinsubstituierten Seitenkette,

mit starker und variabler Fragmentierung gerechnet werden. Durch diese Untersuchungen sollten
zusétzlich grundlegende Fragestellung wie die der bevorzugten Fragmentierungsstelle unter
Bertiicksichtigung der lonisation beantwortet werden.

Da sich im Verlaufe dieser Arbeit an unterschiedlichen Makromolekiilen gezeigt
hat (Kapitel 3.1.2, S.30 und 3.4.3.2, S.154), dass die losungsmittelfreie Probenpriparation die
weitaus schonendsten MALDI-Bedingungen gewéhrleistet und die reproduzierbarsten Ergebnisse
liefert, wurden die systematischen Untersuchungen mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS an

XXV Die Synthese wurde von Frau Dr. T. Weil im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K. Miillen am

MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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einer frisch hergestellten Probe 28.A und an einer gealterten Probe 28.B des Dendrimers 28
durchgefiihrt.

Die Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren zeigen, insbesondere ohne Zusatz von
Metalltrifluoracetat, mit zunehmender Laserleistung vermehrt Signale bei niedrigeren Massen (Abb.
3-99). Da diese Signale mit hoherer Laserleistung gebildet werden, ist naheliegend, dass es sich dabei
um Fragmente handelt. Diese Tendenz wird gleichermallen fiir die gealterte Probe 28.B wie fiir die
frischhergestellte Probe 28.A gefunden (Abb. 3-99a-c). Die vermutete Fragmentierung erscheint bei
der frisch hergestellten Probe 28.A ausgeprigter. Des weiteren ldsst sich feststellen, dass fiir die
gealterte Probe 28.B weniger Laserleistung fiir die Spektrenaufnahme angewendet werden muss,
unabhingig von der zugrundeliegenden lonisation. Bereits geringe Spuren von Lithiumkation in der
Probe fithren dazu, dass kein radikalkationisches Elternion bei beiden Proben detektiert wird, sondern
nur das Li-Pseudo-Molekiilion.

Die Massenspektren der Proben 28.A und 28.B unter Zugabe von CF;CO,Na (Abb. 3-99d-f)
zeigen zundchst nur Unterschiede in den Signalintensititslagen unterschiedlicher Pseudo-
Molekiilionenbildungen mit Lithium- und Natriumkationen. Das radikalkationische Elternion wird bei
beiden Proben nicht detektiert.

Die grofite Uneinheitlichkeit zwischen beiden Proben 28.A und 28.B ist im niederen
Massenbereich in Abhidngigkeit von der Laserleistung und lonisation in der Art zu finden, dass
Signallagen und -intensitdten deutlich variieren. Dies ist ein erster Hinweis auf die vermutete erhohte
Fragmentierungstendenz dieser Substanzklasse. Des weiteren ist diese Labilitét eine mogliche Ursache
der geringen Reproduzierbarkeit bei unterschiedlichen  Substanzchargen bzw. bei

Wiederholungsmessungen einer Charge und der entsprechenden uneindeutigen Charakterisierung.
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Abb. 3-99: Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren  des

Biotindendrimers 28 n

Abhéngigkeit von der Probenherkunft und der relativen Laserleistung: i) Frische
Probe 28.A: ohne Metalltrifluoracetatzusatz: a) 35; b) 40; c) 45; mit CF;CO,Na: d) 30,
e) 35; ) 40. ii) Alte Probe 28.B: ohne Metalltrifluoracetatzusatz: a) 30; b) 35; c) 40; mit

CF;CO,Na: d) 30; e) 35; 1) 40.
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Um einen weiteren Einblick in die vermutete Fragmentierungstendenz (s.0.) dieses
Dendrimers 28 zu gewinnen, wurden Linear-MALDI-TOF-Messungen (Kapitel 2.1.4, S.22) unter
Verwendung der losungsmittelfreien Probenpriaparation an der gealterten Probe 28.B und der frischen
Probe 28.A unter Variation der lonisation durchgefiihrt. Die erhaltenen Massenspektren sind in Abb.
3-100  dargestellt.  Fiir beide Proben sind die  Messungen ohne  definierte
Metalltrifluoracetatzugabe (Abb. 3-100a-c) bzw. mit steigender Laserleistung am wenigsten
informativ. Einerseits schmelzen die unterschiedlichen Fragment- und Elternionensignale [M+Na]"
und [M+K]" jeweils zu einem breiten Signal zusammen. Andererseits werden bei
Schwellenleistungsanregung keine (Probe 28.B) oder nur geringfiigige Signale (Probe 28.A) im
niedermolekularen Massenbereich gebildet.

Durch Zugabe von Natriumtrifluoracetat wird bei den Proben 28.A und 28.B (Abb. 3-100d-f)
jedoch eine Differenzierung der unterschiedlichen Signale moglich, da die Signaliiberlappung im
Bereich des Elternions und der Fragmentionen mit steigender Laserleistung weniger stark ausgepragt
ist. Fiir beide Proben kann bei einer relativen Laserleistung von 45 eine Massenzuordnung fiir die
Fragmente durchgefiihrt werden. Die intensivsten Signale erscheinen bei einem isotopengemittelten
Molekulargewicht von 3371 Da und 3392 Da und stellen damit ISD-Fragmente dar (Kapitel 2.1.4,
S. 22). Bedingt durch die Detektion der Fragmentionen im linearen Detektionsmodus werden sehr
breite, unaufgeloste Signale mit einer relativ starken Variation der Masse von mindestens =+
einem Dalton erhalten. Bei heteroatomhaltigen dendritischen Systemen (Kapitel 3.4.3.3, S. 161) wurde
eine ausgepragte Pseudo-Molekiilionenbildung gefunden. Da das Elternion eine ausgepragte Na- und
K-Pseudo-Molekiilionenbildung eingeht, ist es plausibel, dass die beiden Fragmentsignale ebenfalls
durch Metall-Pseudo-Molekiilionenbildung zu erklidren sind. Rechnerisch ldsst sich dabei eine
Struktur 28.1 (Abb. 3-101) ermitteln, die durch einen Heteroatombindungsbruch bei der Biotinkette
gebildet wird. Die berechnete mittlere Masse fiir Fragmentstruktur 28.1 in Abb. 3-101 liegt dann bei
3380 Da fiir das Na-Pseudo-Molekiilion (A neun Dalton) und 3396 Da fiir das K-Pseudo-
Molekiilion (A vier Dalton). Dieser Strukturvorschlag ist jedoch aufgrund der groBBen Massendifferenz
zum experimentell gefundenen Molekulargewicht unwahrscheinlich. Der Losungsansatz unter
Beriicksichtigung der Pseudo-Molekiilionenbildung ist aufgrund abgeleiteter Ergebnisse aus
Untersuchungen an  &hnlichen  Systemen  zwar  zundchst  sinnvoll, jedoch  zur
Fragmentstrukturcharakterisierung von 28 irrefithrend. Aus diesem Grund miissen nun zunichst

weniger plausible Fragmentierungspfade mitberiicksichtigt werden.
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Abb. 3-100: Linear-MALDI-TOF-Massenspektren des Biotinddendrimers 28 in

Abhéngigkeit der Probenherkunft und der relativen Laserleistung (in Klammern):
i) Frische Probe 28.A: ohne Metalltrifluoracetatzusatz: a) 35; b) 40; c) 45; mit CF;CO,Na:

d) 35; e) 40; 1) 45.
mit CF;CO,Li: d) 35; e) 40; ) 45.

ii) Alte Probe 28.B: ohne Metalltrifluoracetatzusatz: a) 35; b) 40; c) 45;
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Abb. 3-101: Theoretische Fragmentstrukturen des Biotindendrimers 28.
Angegebene Massen beziehen sich auf wasserstoffabgesittigte Radikalstellen.
[Angaben der Isotopenmassen in Da: kursiv/mittlere; normal/exakte]
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Obwohl die Ionisation des Makromolekiils ausschlieBlich als Pseudo-Molekiilionenbildung
erfolgt, muss, wie in Kapitel 3.4.3.5 fiir diese Substanzklasse gezeigt werden konnte, eine Anomalie
im Fragmentierungsmechanismus beriicksichtigt werden. Aus dieser Uberlegung ldsst sich eine
weitere mogliche Fragmentstruktur 28.11 (Abb. 3-101) formulieren, bei der ebenfalls die
Kohlenstoff-Heteroatombindung der Esterfunktion gespalten wird.

Bei einer radikalkationischen lonisation von Fragmentstruktur 28.I1 lisst sich das mittlere
Molekulargewicht mit 3372 Da berechnen. Das zweit intensivste Signal konnte bei diesem Ansatz
durch eine Na-Pseudo-Molekiilionenbildung von Fragmentstruktur 28.11 erkldrt werden, wodurch
sich eine mittlere Masse von 3395Da berechnen lassen wiirde. Dieser Vorschlag der
Fragmentstruktur 28.I  scheint damit  wesentlich  wahrscheinlicher zu sein  als
Fragmentstruktur 28.1, da eine geringere Massendifferenz zum experimentell gefundenen
Molekulargewicht in Abhéngigkeit unterschiedlicher Ionisationen zugrunde liegt. Diese Differenzen
zwischen experimentell ermittelten und berechneten Massen sind durch die sehr breiten unaufgeldsten,
im Lineardetektionsmodus detektierten Fragmentsignale vertretbar und zeigen die analytische
Limitierung dieser Messungen. Der Fragmentstrukturvorschlag 28.11 trifft fiir beide Proben 28.A
und 28.B gleichermafen zu, da analoge Massenspektren (Abb. 3-100) gewonnen werden konnten.
Fragmentsignale, die im Lineardetektionsmodus erscheinen, sind ausschlieBlich ISD-
Fragmente (Kapitel 2.1.4, S. 22). Uber PSD-Fragmente lassen sich bei dieser Art von Messung keine
Aussagen treffen. Hierfiir steht die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik zur Verfiigung.

Fir eine  eindeutige  Strukturverifizierung  wurde  daher = PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik an beiden Proben 28.A und 28.B unter Variation der lonisation durchgefiihrt.
Probe 28.A (Abb. 3-102) zeigt generell eine hohere Fragmentierungstendenz als Probe 28.B (Daten
nicht gezeigt). Fiir beide Proben zeigen sich qualitativ analoge Ergebnisse. Die erhaltenen PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektren der frischen Probe 28.A sind in Abb. 3-102 in Abhingigkeit der
Ionisation zusammengestellt. Auch hier werden ohne definierte Metalltrifluoracetatzugabe (Abb.
3-102a) sehr intensive, breite PSD-Fragmentsignale neben unterschiedlichen Pseudo-
Molekiilionenbildungen des Makromolekiils 28 gefunden. In keinem der Félle tritt eine
radikalkationische Ionisation des intakten Dendrimers auf, dies steht im Einklang damit, dass
heteroatomhaltige Dendrimere (Kapitel 3.4.3.3, S. 161) bevorzugt Pseudo-Molekiilionenbildungen
eingehen. Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren, die durch Zugabe von CF;CO,Na erhalten
wurden, zeigen bei gleicher Laserleistung intensivere Elternionensignale und wesentlich geringere
Signalintensititen der PSD-Fragmente. Auch diese Ergebnisse stehen im Einklang mit
Untersuchungen an Azodendrimeren (Kapitel 3.4.3.3, S.161) und werden nachfolgend noch
eingehender flir dieses Dbiotinhaltige Dendrimersystem diskutiert. Zunichst soll eine

Fragmentspektreninterpretation durchgefiihrt werden.
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Abb. 3-102: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren ~ der  frischen

Probe 28.A des Biotindendrimers 28 bei gleicher Laserleistung in
Abhéngigkeit von der lonisation: 1) a) Radikalkationische lonisation zeigt
starke Fragmentierungstendenz; b) Na-Pseudo-Molekiilionenbildung zeigt
nur sehr geringe Fragmentierung; 1ii) in der Darstellung des gestreckten
Ordinatenbereichs zeigt sich: a) die Vielfalt der Fragmentbriiche, die ohne
Zugabe von Metalltrifluoracetatsalz beschritten werden; b) die Selektivitit
der Fragmentbriiche bei Natriumtrifluoracetat.
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Die detaillierte Interpretation der PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren der Proben ohne
Metalltrifluoracetatzugabe zeigt die groBite Hauptfragmentsignalintensitdt bei einem mittleren
Molekulargewicht von 3371 Da und wird der Struktur 28.11 (Abb. 3-101, S. 187) zugeordnet. Damit
zeigt sich der intensivste Fragmentierungspfad fiir den ISD- und PSD-Mechanismus identisch. Das
zweit intensivste PSD-Fragment bei einer mittleren Masse von 3328 Da entspricht der Struktur 28.11,
bei der zusidtzlich eine Fragmentierung der Propylseitenkette eingetreten ist. Dieser
Seitenkettenfragmentbruch erscheint an Struktur 28.I1 relativ bevorzugt, da mindestens eine
vierfache Propylfragmentkaskade ausgehend von dieser Struktur gefunden wird. Das néchst intensive
Fragmentsignal erweist sich als Struktur 28.II1, bei der der Bindungsbruch an der Kohlenstoff-
Stickstoftheteroatombindung der Amidgruppe erfolgt. Aus diesen beiden prominentesten
Fragmenten 28.11 und 28.I1I lésst sich schlieen, dass der Bindungsbruch bevorzugt an Kohlenstoff-
Heteroatombindungen im biotinhaltigen Dendron stattfindet. Die aufgrund der in Kapitel 3.4.3.5
durchgefiihrten Untersuchungen an Dendrimeren mit tetraedrischem Kern zu erwartende Abspaltung
eines intakten Dendrons, bei der Fragmentstrukturen 28.1V und 28.V gebildet werden, wird ebenfalls
mit guten Signalintensitéten gefunden. Dabei wird die Fragmentstruktur 28.V mit etwas intensiveren
Signalen als 28.1V gefunden. Dies ist wahrscheinlich nicht nur statistisch bedingt, sondern ebenfalls
durch die Tatsache, dass das biotinhaltige Dendron bevorzugt Kohlenstoff-Heteroatombindungsbriiche
eingeht, die wie oben beschrieben die Hauptfragmentsignale im PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum liefern. Daher werden am heteroatomhaltigen Dendron eher Kohlenstoff-
Heteroatombindungen gebrochen als die Bindung am tetraedrischen Kohlenstoff. Damit steht auch im
Einklang, dass die Struktur 28.VI mit starker Signalintensitdt gefunden wird, bei der der bevorzugte
Bindungsbruch der Esterbindung im biotinhaltigen Dendron und der Kohlenstoff-
Kohlenstofffragmentbruch eines intakten perylenhaltigen Dendrons am tetraedrischen Kohlenstoftkern
auftritt. Die Strukturen 28.V und 28.VI haben mit Struktur 28.I1 gemeinsam, dass sich Kaskaden an
Propylseitenkettenfragmentierungen der perylenhaltigen Dendronen nachweisen lassen.

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren und auch die Reflektron-MALDI-TOF-
Massenspektren sind damit fiir die radikalkationische Ionisation beider Proben 28.A und 28.B geklért:
Die intensivsten Signale in den konventionellen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren im Bereich
von 3372Da, ISD, und 3420Da, PSD, sind Fragmentsignale, die aus derselben
Fragmentierungsreaktion im Massenspektrometer zu unterschiedlichen Zeiten resultieren und dabei
die Fragmentstruktur 28.1I bilden.

Betrachtet man nun die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren des selektierten Na-Pseudo-
Molekiilions der Dendrimerstruktur 28, so finden sich nach fallenden Signalintensititen geordnet die
Fragmentstrukturen 28.1I, 28.V, 28.1 wieder. Am auffilligsten dabei zeigt sich, dass die
Struktur 28.I1 als Na-Pseudo-Molekiilion detektiert wird. Dies liefert den eindeutigen Beweis, dass
es sich bei den Signalen in den Linear-MALDI-TOF-Massenspektren tatsichlich um das ISD-
Fragment der Struktur 28.I1 handelt, welches im Bereich von 3372 Da als Radikalkation vorliegt und
im Bereich 3395 Da als Na-Pseudo-Molekiilion.

Die eindeutige Charakterisierung dieses biotinhaltigen Dendrimers 28 zeigt sich in einer gro3en
Vielfalt, da dieses Makromolekiil eine groBe Abhéngigkeit beziiglich der angewendeten Laserleistung
und der Art der Ionisation zeigt. Im Bereich des Elternionensignals findet sich daher eine Reihe an
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unterschiedlichen Ionisationen, die jedoch massenspektrometrischer und nicht chemischer Herkunft
sind. Ebenfalls massenspektrometrischer Herkunft sind die Signale im niedereren Massenbereich
aufgrund intensiver Fragmentierungsprozesse. Der weitaus bevorzugte Bindungsbruch ist dabei an der
Kohlenstoff-Heteroatombindung in der Biotinseitenkette vor dem des Bruches am tetraedrischen
Kohlenstoff. Die erhaltenen konventionellen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren zeigen daher
Uberlagerungen von Signalen aus ISD- und PSD-Fragmentierung und von weiteren Fragmentsignalen
in Abhéngigkeit derer lonisation. Da die Signale, die in den urspriinglichen Reflektron-MALDI-TOF-
Massenspektren auftraten und diese Untersuchungen motivierten, durch Fragmentsignale erklért
werden kdnnen, erscheinen die Substanzen massenspektrometrisch rein. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Proben 28.A und 28.B kann nicht gefunden werden, so dass gefolgert werden kann,
dass die Proben weder in der Qualitdt der Chargen unterschiedlich sind, noch eine
Alterungserscheinung aufweisen. Massenspektrometrisch ursdchlich kann die Art der Ionisation
angefiihrt werden, die in unterschiedlichem Ausmal3 Fragmentierungsprozesse induziert und dadurch
die Massenspektren unterschiedlich erscheinen ldsst.

Der praxisrelevante Teil dieser Untersuchung ist damit verstanden, jedoch sollten an dieser
Stelle weitere Schlussfolgerungen zur lonisation und Stabilitdt des Elternions diskutiert werden. Die
Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren in  Abhéngigkeit der Ionisation zeigen deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Fragmentierungstendenz. Die qualitativen Unterschiede wurden oben
eingehend beschrieben und sollen an dieser Stelle nicht im Vordergrund stehen, sondern die der
Stabilitidten der Molekiilionen.

Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit werden an dieser Stelle nur Massenspektren der
frischhergestellten Probe 28.A diskutiert. Als Diskussionsgrundlage dienen die Reflektron-MALDI-
TOF-Massenspektren, die bereits in Abb. 3-99 (S.184) in Abhéingigkeit der Ionisation
gegeniibergestellt wurden. Bei gleicher relativer Laserleistung von 35 =zeigen sich die
Signalintensitdten fiir das Elternion wesentlich intensiver fiir das Massenspektrum mit
Metalltrifluoracetatsalzzugabe, als ohne Metallsalzzugabe. Da sich diese niedermolekulareren Signale
nun als Fragmente erweisen, konnen damit allgemeine Aussagen hinsichtlich der Stabilitdt der
Molekiilionen in Abhéngigkeit der Ionisation getroffen werden.

Setzt man die Elternsignalintensitét ins Verhiltnis zur Signalintensitit des Fragments, welches
unabhéngig von der lonisation des Elternions als radikalkationische Struktur 28.11 gefunden wird, so
erhdlt man fiir die Messungen ohne Metallsalzzusatz einen Fragmentierungsanteil von jeweils > 30 %
mit deutlich steigender Tendenz mit zunehmender Laserleistung. Die analoge Auswertung der
Massenspektren, die  unter Zusatz von  CF;CO,Na  gewonnen wurden, zeigen
Fragmentierungsanteile < 10 % mit leicht steigender Tendenz bei zunehmender Laserleistung.

Auch dieses biotinhaltige Dendrimer 28 bildet bei Messungen mit und ohne Metallsalzzugabe
jeweils Pseudo-Molekiilionen mit unterschiedlichen Metalltrifluoracetaten, die analog zu den
unsubstituierten Dendrimeren mit tetraedrischem Kern (Kapitel 3.4.3.5, S. 172) stark abhédngig von der
Metalltrifluoracetatsalzmenge ist. Beriicksichtigt man weiter, dass die Massenspektren in
Abhéngigkeit der Laserleistung nur wenig erhohte Fragmentierungstendenzen fiir das Na-Pseudo-
Molekiilion zeigen, so muss das Alkalimetallkation einen stabilisierenden Einfluss auf das Molekiil

ausiiben. Damit ist es von praktischer Bedeutung, fiir eine optimale Menge an Metalltrifluoracetat in
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der MALDI-Probenmischung zu sorgen, um eine schonende Ionisation und Stabilisation dieses

Makromolekiils zu ermoglichen.

3.4.3.7 Polymere Farbstoffe

Die Struktur der polymeren Vier-Dendronen-Farbstoffe (Synthese s. Kapitel 6.1.2; Abb. 6-17;
S.271Y*V ist in Abb. 3-76 (S. 152) dargestellt. Die mittels GPC ermittelten Polydisperititen liegen
fiir die Polylactonsternpolymere 29 im Bereich zwischen 1,06-1,16, bei den Polystyrol (PS)-
Sternpolymeren 30 zwischen 1,19 und 1,29 und bei den Polypeptidsternpolymeren 31 zwischen 1,22
und 4,967,

Prinzipiell besteht bei synthetischen Polymeren ein groBles Interesse an einem
wirklichkeitstreuen Abbild, um die Polymerverteilung moglichst genau beschreiben zu kénnen. Dies
kann nachdriicklich verhindert sein, wenn die Polydispersitit des Analyten ansteigt (ca. > 1,2)'%%'?7.

Die MALDI-TOF-MS-Ergebnisse dieser Sternpolymere zeigen fiir die Polylactone- 29 und
Polystyrolsternpolymere 30 kleinere Mn-Werte als die NMR-und die GPC-Analyse**
dieser Ergebnisse kann moglicherweise durch die Polydispersitit der Probe bedingt sein. Zu niedrige
Mn-Werte bei der MALDI-TOF-MS-Analyse konnen jedoch auch auf Fragmentierung der Substanz
schlieBen lassen’”, da dadurch die Polymerverteilung ebenfalls zu niedrigeren Werten verschoben

. Die Diskrepanz

wird. Da es sich bei diesen Sternpolymeren um UV-absorbierende Systeme handelt, kann deren
Fragmentierungstendenz beim MALDI-Prozess erhoht sein (Kapitel 3.1.2.1.3, S. 40; Kapitel 3.4.3.2,
S. 154). Eingehende systematische MALDI-TOF-MS-Untersuchungen sollen daher durchgefiihrt
werden, um die Herkunft des Fehlers der ermittelten Mn-Werte zu evaluieren.

In den konventionellen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren sind insofern Auffalligkeiten
zu verzeichnen, als dass die Massenspektren bei Wiederholungsmessungen in unterschiedlichen
Qualititen gewonnen werden. Untersuchungen mit zunehmender Laserleistung (Abb. 3-103)
innerhalb einer Wiederholungsmessung bei gleicher Probenpréparation geben keinen Anhaltspunkt,
jedoch wird bei allen Laserleistungen eine zusétzliche Polymerverteilung im niederen Massenbereich
gefunden. Aus den Linear-MALDI-TOF-Massenspektren bzw. aus Testmessungen mit IR-MALDI-
TOF-MS™V! sind keine Zusatzinformationen erhiltlich. Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren der
Polylactonsternpolymere Abb. 3-104a unter Verwendung von Dithranol und CF;CO,Li zeigen ein
intensives Signal, welches der Fragmentierung einer Endgruppe zugeordnet werden kann. In sehr
geringem Umfang werden wenig intensive Signale im Bereich des Elternions gefunden, welche
Lactonwiederholungseinheiten entsprechen. Durch diese Untersuchungen kann gefolgert werden, dass
die  PSD-MALDI-TOF-Fragmentierung nur eine  sehr  untergeordnete  Rolle  im

Fragmentierungsprozess dieses Analyten spielt.

**V Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Herrn Dr. S. Becker und Herm J. Rogriguez
Hernandez im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K. Miillen am MPI flir Polymerforschung, Mainz,
durchgefiihrt.

*¥XVI Untersuchungen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. S. M. Weidner, Bundesanstalt fiir
Materialforschung (BAM), Berlin.
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Abb. 3-103: MALDI-TOF-Massenspektren der Polylactonsternpolymere 29 mit
steigender relativer Laserleistung: a) 25; b) 30; c) 35.

Um eine bessere Allgemeingiiltigkeit der Fragmentierungstendenz zu erarbeiten, wurde
PSD-Analytik an den geschiitzten Polyglutamatsternpolymeren 31 (Abb. 3-104b) durchgefiihrt, da das
geschiitzte Homo-Glu 15a bereits eingehend auf dessen Fragmentierungsprozess und -tendenz
untersucht  wurde (Kapitel 3.2.2.3.2, S.106). Kontrdir zu den hohen PSD-MALDI-TOF-
Fragmentierungstendenzen des geschiitzten Homo-Glu 15a (Abb. 3-49, S. 107) zeigt sich das PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektrum des geschiitzten Polyglutamatsternpolymers 31, da keinerlei
PSD-Fragmente auftreten. Vermutlich erhoht der Farbstoffkern die Fragmentierung
insofern (Kapitel 3.4.3.2, S. 154), als die intensive PSD-Fragmentierung des Homopolymers durch
Einfilhrung des Farbstoffs zeitlich beschleunigt wird und somit bereits in der Ionenquelle als
ISD-Fragmentierung stattfindet. Dieses Beispiel verdeutlicht damit auch die begrenzte Anwendbarkeit
der PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse in der Art, dass die zu untersuchenden Systeme
entsprechende Fragmentierung zeigen miissen.

PSD- und ISD-Fragmentierungsprozesse unterscheiden sich lediglich zeitlich (Kapitel 2.1.4,
S. 22) im Massenspektrometer. Bei beiden Fragmentierungsarten erfolgen die gleichen Briiche im
Molekiil. Auf das Polylactonsternpolymer (Abb. 3-104a) extrapolierend kann indirekt angenommen
werden, dass die konventionellen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren von ISD-Fragmenten
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iiberlagert sind, welche sich nicht von den Signalen der intakten Molekiile mit kleineren Kettenléngen
unterscheiden (Kapitel 2.2.1, S. 24). Die zu niedrigen Mn-Werte der MALDI-TOF-MS-Analyse sind
fiir diese polymeren Farbstoffsysteme durch ISD-Fragmentierung zu erkliren. Uber deren Ausmaf
kann zwar keine Aussage getroffen werden, sie erklirt jedoch eindeutig die Diskrepanz zu den

Ergebnissen anderer analytischen Methoden zur Bestimmung des Mn-Wertes.

Gesamter Bereich: VergréRerter Bereich:
a.i. M+Li + a..
15000 [ ‘ i 500-
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100001 300. 72
1
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( 100-
0
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Abb. 3-104: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren der Sternpolymere:

a) Polylactonsternpolymer 29; b) Polyglutamatsternpolymer 31.

An dieser Stelle sollen eingehendere Untersuchungen zur Ursache der Fragmentierung und
deren moglichen Begrenzung durchgefiihrt werden. Durch systematische Uberpriifung der
Probenpriparationsbedingungen (z.B. Losungsmittel, Losungsmittelbestandteile wie z.B. Peroxide,
Matrices, Metallsalze) kann eindeutig gezeigt werden, dass Alterungserscheinungen der Matrix
ursdchlich zu einer Verfilschung der MALDI-TOF-MS-Ergebnisse dieser Sternpolymere
fiihren (Abb. 3-105). Versuchsreihen in Abhéngigkeit vom Alter der geldsten Dithranol-Matrix (Abb.
3-105a: 1 min; b: 24 h) zeigen dabei zunehmend eine Polymerverteilung im konventionellen
Massenspektrum bei niedrigeren Massen. Der Mn-Wert des Polymers ermittelt am Massenspektrum
der frischen Matrix liegt bei 7076 und bei der alten Matrix 6352. Aus diesem signifikanten

Unterschied ist es flir diese Substanzklasse von besonderer Bedeutung, dass die Matrix vor jeder
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Messung frisch angesetzt wird, um die massenspektrometrische Zuverlédssigkeit der Ergebnisse zu

verbessern.
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Abb. 3-105: MALDI-TOF-Massenspektren der Polylactonsternpolymere in Abhédngigkeit
des Alters der gelosten Matrix: a) frisch geloste Matrix: 1 min; b) gealterte, geloste
Matrix: 24 h.

Zusétzlich zur genauen Beschreibung der Polymerverteilung besteht auch ein groBes Interesse
an der Bestimmung der Copolymerzusammensetzung bzw. der Dendronenlédngen. Dies ist
insbesondere bei Polymeren von Bedeutung, die nach dem Prinzip ,.grafting-from* synthetisiert
wurden.

Durch einen kombinierten chemisch-analytischen Ansatz kann die Kettenldngenbestimmung
des Polystyrolsternpolymers 30 durchgefiihrt werden, indem dieses vier Wochen lang verseift und
anschliefend einer massenspektrometrischen Untersuchung (Silbertrifluoracetatzusatz) unterworfen
wird (Daten nicht gezeigt). Diese indirekte Methode der Kettenldngenbestimmung zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit den berechneten Polymerisationsgraden des Polylactons. Dieser Ansatz ist
jedoch aufgrund der notwendigen verseifbaren Estergruppen nicht generell anwendbar und
zeitaufwendig.

Eine Kettenldngenbestimmung von Sternpolymeren ist in sehr speziellen Fillen mittels PSD-
MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik moglich (Kapitel 3.2.2, S.97). Da die Fragmentierung des
Lactonsternpolymers mit einer frischen Matrix nur geringfiigig eintritt (Abb. 3-104a), wird die PSD-
MALDI-TOF-Fragmentanalyse unter Verwendung der gealterten Matrix durchgefiihrt.
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Das erhaltene PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum, bei dem das Elternion [M+2Li-H]" mit
einem Molekulargewicht von 6308 Da selektiert wurde, ist in Abb. 3-106 dargestellt. Die Anzahl der
Wiederholungseinheiten des Elternions lésst sich aus dem Molekulargewicht zu n=70 bestimmen. Die
intensivsten PSD-Fragmente stammen von Polymerketten ohne den Perylenkern. Der
Fragmentmassenbereich dieses Sternpolymers erstreckt sich bis 2.000 Da, so dass eine Zahl von
maximal n <28 Wiederholungseinheiten hervorgeht. Das experimentell ermittelte mittlere
Molekulargewicht der Polymerkette liegt bei n=17.

Theoretisch 1dsst sich aus dem selektierten Elternion fiir die vier Armlingen dieses
Sternpolymers ein mittleres Molekulargewicht von rund 1250 Da und damit ein n=17,5 berechnen. Bei
einer Polymerisation von nur drei Dendronen kann ein mittleres Molekulargewicht von rund 1700 Da
und damit einn <24 berechnet werden. Damit wird gezeigt, dass tatsdchlich vier Lactonketten
polymerisierten. Dieser direkte Ansatz der Dendronenldngenbestimmung mittels MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse beschriankt sich auf Sternpolymersysteme mit informativen Sollbruchstellen.
Nur durch eine entsprechend labile Bindung zwischen Kern und Polymerkette kann die intakte
Polymerkettenldnge durch die Fragmentionenanalyse wiedergegeben werden. Eine generelle, direkte

Langenbestimmung verbleibt eine analytische Herausforderung.
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Abb. 3-106: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des Polylactonsternpolymers 29 mit
gealterter  Dithranol-Matrix: a) niedermolekularer =~ Massenbereich;  b) gesamter
Massenbereich.
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3.4.4 Analytik von Polyzyklischen Aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAHs)

3.4.4.1 Analytische Herausforderungen

Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs) und ihre supramolekulare Anordnung sind
gegenwirtig Gegenstand intensiver Forschung™’. Eine systematische Modifikation der Form und der

GrofBe dieser scheibenartigen ausgedehnten aromatischen Systeme ermdglicht die Untersuchung ihrer

I,228,229,230,23 1

supramolekularen Struktu sowie der Wechselbeziehung zwischen der supramolekularen

Anordnung und den resultierenden elektronischen Eigenschaften. Weiterhin dienen diese definiert

synthetisierten ausgedehnten PAHs als Modellsysteme (Abb. 3-107"*"") zur Aufkldrung des
232,233

molekular unbestimmten Graphits

Abb. 3-107: Visualisierung von CpH s-PAHYY mittels
.Scanning Tunneling Microscopy*.

Im Gegensatz zu konventionellen thermischen Darstellungsverfahren ausgedehnter PAHs, die
meistens zu einem breiten Produktspektrum fithren, wurde ein synthetischer Zugang entwickelt, der
die Darstellung definierter PAHs ermoglicht”**>**°. Dieses synthetische Verfahren beruht darauf
zunichst eine 16sliche Polyphenylenvorstufe genau definierter Struktur aufzubauen. Diese Vorstufe
tragt die entsprechende Anordnung der Phenylringe wie die des Zielmolekiiles und l4sst sich daher im
zweiten Syntheseschritt durch Cyclodehydrierung zum PAH planarisieren.

Die  Charakterisierung mittels LD-TOF-MS  gestaltete sich mit zunehmenden
Molekulargewichten der PAHs schwieriger. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine frisch hergestellte

PAH-Probe einfach mittels LD-TOF-MS charakterisiert werden kann, wéhrend nach einigen Tagen

XXVII . . . . . .
VI Diese Untersuchungen wurde von Herrn C. Simpson im Rahmen seiner Promotion im AK Prof.

K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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eine hohere Laserleistung fiir die Desorption des Analyten gebraucht wird, die dann unmittelbar zur
Fragmentierung fithrt'”'. Ein moglicher Erkldrungsansatz ist, dass nach vollstindiger Entfernung des
Losungsmittels semikristalline Doménen ausgebildet werden, die die Kohédsion zwischen den
Molekiilen erhoht und somit die Desorption wihrend des MALDI-Prozesses erschwert wird. Die
Kristallstrukturen niedermolekularer PAHs****7 finden sich in der Literatur und lassen sich in vier
Kristallpackungstypen klassifizieren: Herringbone-, Sandwich-Herringbone-, y- und B-Strukturen.

Die Ausbildung unterschiedlicher Strukturen wird durch die relative Energie der Kohlenstoft-
Kohlenstoff- und der Kohlenstoff-Wasserstoffwechselwirkungen bestimmt. Wahrend die Kohlenstoft-
Kohlenstoffwechselwirkungen der Aromaten molekulare Stapel bewirken, fliihren die Kohlenstoft-
Wasserstoffwechselwirkungen zu einer gewinkelten Anordnung der Molekiile. Mit zunehmender
Ausdehnung der PAHs wéchst das Zahlenverhiltnis der zentralen Kohlenstoffatome zu den
peripheren. Der zu erwartende Beitrag der Kohlenstoff-Kohlenstoffwechselwirkungen wird im
Vergleich zu den Kohlenstoff-Wasserstoffwechselwirkungen ansteigen, so dass der Winkel zwischen
den Molekiilen im Kristall geringer wird. Folglich wird fiir die Kristallstruktur ein Ubergang von der
B-Struktur zur planaren Graphitstruktur (Abb. 3-108) erwartet.

Graphitgitter

Abb. 3-108: Ausschnitt aus der Struktur von hexagonalem Graphit.

Mit zunehmender Ausdehnung des PAHs wird eine steigende Kohisionsenergie erwartet™’.

Dies fiihrt dazu, dass eine zunehmende Laserleistung benétigt wird, um den Analyten durch
Laseranregung zu desorbieren. Um ein besseres methodisches Verstdndnis zu entwickeln, werden
zundchst grundlegende Sachverhalte vergegenwirtigt. In Abb. 3-109 ist der Zusammenhang zwischen
Desorptions-, lonisations- und Fragmentierungsschwelle skizziert, um die Bedeutung zwischen LD-
TOF- und MALDI-TOF-MS hinsichtlich deren Moglichkeiten zur Charakterisierung von PAHs
aufzuzeigen. Durch LD-TOF-MS sind PAHs bis rund 1.500 Da fragmentierungsfrei zuginglich'”’. Die
erforderliche hohere Laserleistung {berschreitet ab einem unbestimmten Wert die
Fragmentierungsschwelle, welches dann den Zerfall des PAHs verursacht. Dies ist durch den Schnitt
der beiden Hyperbeln der Desorptions- und Fragmentierungsschwelle des PAHs gekennzeichnet. Dies
verdeutlicht somit die Grenze der LD-TOF-MS-Methode. Durch den Matrixeinsatz wird die Hyperbel
der Desorptionsschwelle des Analyt-Matrix-Gemisches in der Art veréndert, dass diese in erster Linie

eine Absenkung in Bezug auf die Desorptionsschwelle des Analyten erfdhrt, jedoch wird ebenfalls
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eine geringere Steigung der Kurve verursacht. Wenn diese Effekte auch nur eine qualitative Tendenz
beschreiben, veranschaulichen sie jedoch, dass PAHs durch MALDI bis zu deutlich hoheren
Molekulargewichten —charakterisierbar sein sollten. Uber den Schnitt der Hyperbeln der
Desorptionsschwelleyarpy mit der Fragmentierungsschwelle des Analyten kann bislang keine
quantitative Aussage getroffen werden, jedoch ist davon auszugehen, dass MALDI-TOF-MS auch

noch weitaus hohermolekularere PAHs fragmentierungsfrei analysieren kann.

Anwendungsbereich der
losungsmittelfreien MALDI-MS
A —— —  Desorptionsschwelley,,;
Desorptionsschwelle, , von Analyt und Matrix
des Analyten

Laser-
leistung

Anwendungs-

....-"'%ragmentierun gsschwelle
bereich von LD ’

des Analyten

>
L

M=1618 CyHy,
M=2706

Abb. 3-109: Schematische Darstellung zur Bedeutung und zum Zusammenhang von LD-
TOF- und MALDI-TOF-MS fiir die Charakterisierung von PAHs.

Bei systematischen MS-Untersuchungen konnte erstmals ein PAH <2.700 Da'"

zuverlassig
nachgewiesen werden, welcher zuvor weder massenspektrometrisch noch durch andere analytische
Methoden ausreichend charakterisierbar war'”’. Zur Charakterisierung dieses Kohlenwasserstoffes
CyHy, wurde génzlich auf Losungsmittel verzichtet. Die Homogenisierung dieses unldslichen PAH
mit der Matrix TCNQ wurde mittels Mahlvorgiingen erzielt'"”. Der erfolgreiche Einsatz der MALDI-
TOF-MS zur Charakterisierung unloslicher PAHs stellt einen Durchbruch in der Analyse dieser
Substanzklasse dar und steht gegenwiértig als einzige Methode zur Charakterisierung von sehr groflen
PAHs (> 1.500 Da) zur Verfiigung. Aufgrund dieser fehlenden analytischen Methoden, die bei
anderen  Substanzklassen als  Vergleichsmethoden den =~ MALDI-TOF-MS-Ergebnissen
gegeniibergestellt werden konnen, kommt damit der MALDI-TOF-MS-Analytik hier eine besonders
grofle Bedeutung zu. Ob Signale eines Spektrums massenspektrometrischer oder chemischer Herkunft

sind und in welchen GroBenordnungen gedacht werden muss, gilt es zu evaluieren. Durch die
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vorangegangenen LD- und MALDI-TOF-MS-Untersuchungen'' '™ ist die Analytik von PAHs
geebnet, um systematische massenspektrometrische Untersuchungen an dieser Substanzklasse
durchfiihren zu konnen. Dabei stellen sich drei prinzipielle Herausforderungen:

e Qualitative Aspekte:
MALDI-TOF-MS  erlaubt die Bestimmung der Summenformeln der

Reaktionsprodukte, jedoch konnen daraus nicht immer die Strukturen ermittelt
werden. Zusitzliche Strukturinformationen konnten aus dem

Fragmentierungsverhalten gewonnen werden.
e Quantitative Aspekte:

Kiinstliche Mischungen aus wohldefinierten Analyten erlauben eine semiquantitative
Aussage. Aus systematischen Mischungen definierter PAHs koénnen mdglicherweise
allgemeine Prinzipien zu ,,Response“-Faktoren erarbeitet werden, die ein besseres
Verstindnis der Desorptions- und Ionisationsprozesse ermdglichen konnten, um
folglich auf MALDI-TOF-MS-Ergebnisse unbekannter Proben semiquantitativ
extrapolieren zu koénnen.

e MALDI-TOF-MS als Reinigungsverfahren:

Es ist von groBer Bedeutung, Eigenschaften eines Materials einer definierten
Verbindung zuordnen zu kénnen. Mit steigendem Molekulargewicht ist die chemische
Abtrennung des Zielprodukts von den Nebenprodukten aufgrund der Unloslichkeit der
PAHs erschwert oder unmoglich. Daher kann die Reinheit bei Cy;;Ha, nur noch durch
eine gezielte Optimierung der Synthese erhalten werden. Prinzipiell konnten sehr
reine, hochmolekulare PAHs auch im Massenspektrometer isoliert, akkumuliert und
abgeschieden werden. Grundlegende Untersuchungen massenspektrometrischer
Parameter (z.B. Trennschérfe des elektronischen ,,Gates”, Fragmentierungsverhalten
des Analyten bei unterschiedlichen Beschleunigungsspannungen) kénnten einer ersten
Abschétzung dienen.

Diese unterschiedlichen Aspekte sollen an ausgewéhlten Beispielen erarbeitet werden.
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3.4.4.2 Charakterisierung substituierter PAHs

Bei der Analytik von substituierten PAHs geht es nicht nur um die Charakterisierung eines
Endproduktes, sondern vielmehr darum, in welcher Weise die MALDI-TOF-MS einen Beitrag zur
Verbesserung des Verstéindnisses massenspektrometrischer und synthetischer Ergebnisse liefern kann.
Dies soll anhand von 32 (Kapitel 6.1.2; S. 272)**¥™ untersucht werden, dessen Struktur in Abb. 3-110
dargestellt ist.

32-M

32-N R= /\)\/\)\

Abb. 3-110: Struktur des einfach HBC-substituierten PAHs 32-M und des zweifach HBC-
substituierten PAHs 32-N.

Das Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum von 32 ist in Abb. 3-111a dargestellt. Das
weitaus intensivste Signal, welches formal mit 1373 Da einer Struktur M-Cgy entspricht, kann nicht
chemisch erkldrt werden. Bei diesem Signal handelt es sich moglicherweise um ein Fragmention.
Daneben findet sich in sehr geringen Signalintensititen das zweifach HBC-substituierte
Makromolekiil 32-N.

XXV Die Synthese wurde von Frau N. Tchebotereva im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof K.

Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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Abb. 3-111: Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum von 32.

Fiir die zuverlédssige Charakterisierung von massenspektrometrischen Fragmenten, stehen eine
Reihe unterschiedlicher Detektions- (Kapitel 2.1.4, S. 22) und Analysenmethoden (Kapitel 2.2, S. 24)
zur Verfiigung. Linear-MALDI-TOF-Messungen zeigen, dass das intensivste Signal kein PSD-
Fragmention ist. Dariiber hinaus gibt das Ergebnis keinen Aufschluss dariiber, ob dieses Signal
zunéchst einem ISD-Fragment oder einer chemischen Verunreinigung zugeschrieben werden muss.

Das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum in Abb. 3-112a zeigt jedoch eindeutig, dass dieses
Signal einem radikalkationischen PSD-Fragmention [M-Cs]" zugeordnet werden kann. Vom
zweifach HBC-substituierten Makromolekiil N wird die identische Fragmentierung ebenfalls unter
Bildung des Fragmentes von N-HBC-Cg, erhalten (Abb. 3-112b). Daneben wird jedoch ebenfalls ein
sehr intensives Signal gefunden, welches formal einer Abspaltung eines HBC-Molekiils vom Elternion
32-N (N-HBC) und damit genau dem Elternion der Zielstruktur 32-M entspricht. Damit ist das
gefundene Signal der Zielstruktur 32-M im Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum eine
Uberlagerung der Signale des Syntheseproduktes und des massenspektrometrischen ISD-Fragmentes
von 32-N.
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Abb. 3-112: PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren: a) Zielstruktur 32-M;

b) zweifach HBC-substituierte Struktur N; c¢) Zielstruktur M bei Anwesenheit von
CF;CO;Na; d) Zielstruktur M bei Anwesenheit von CF;CO,Ag.

Das intensivste Signal, das der Fragmentstruktur M-Cg, entspricht, tritt im Reflektron-MALDI-
TOF-Massenspektrum als [ISD-Fragment vom Elternion M der Zielstruktur 32 (Abb. 3-111a) und vom
zweifachen ISD-Fragment des Nebenproduktes N auf (Abb. 3-111b). Mittels PSD-MALDI-TOF-
Fragmentionenanalytik konnen somit wichtige Informationen zur Struktur und zum
Fragmentierungspfad und zur -tendenz gewonnen werden, da das weitaus intensivste Signal im
konventionellen Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektrum einem [SD-Fragment zugeordnet werden
kann.

Durch dieses Beispiel geht hervor wie stark ISD- und PSD-Fragmentierung sich in deren
Fragmentierungsgraden unterscheiden konnen, einzig und allein aufgrund ihrer unterschiedlichen Art
der Fragmentanregung. Sobald dieses organische Makromolekiil bei der Desorption/Ionisation intakt
in die Gasphase iiberfiihrt ist, zeigt es nach dem Verlassen der lonenquelle eine vergleichsweise
geringe Tendenz der Fragmentierung. Die hohe ISD-Fragmentierungstendenz kann durch den
erhohten Energieeintrag, also wegen der direkten Laserabsorption des Analyten erklart werden (Abb.

3-109, S. 199). Ein intensives Fragmentierungsverhalten wurde auch bei Untersuchungen an dhnlichen
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Makromolekiilsystemen mit gleicher Verbriickung iiber Stickstoffmolekiile zum Cgp-Fulleren
gefunden, welche mittels FAB-MS charakterisiert wurden®®.

Zum Dbesseren Verstdndnis wurden weitere massenspektrometrische Untersuchungen
durchgefiihrt. Reflektron-MALDI-TOF-Massenspektren unter Verwendung von TCNQ bzw. durch
l6sungsmittelfreie Probenpriparation brachten keine Verbesserungen und stehen soweit im Einklang
mit Untersuchungen an einem Boc-geschiitzten Dendrimer (Kapitel 3.4.3.2, S. 154) und einem Cgo-
Fullerodendron (Kapitel 3.4.3.3, S.161). Das Makromolekiil 32 geht ausschlieBlich eine
radikalkationische Ionisation ein. Bei Selektion des radikalkationischen Elternions wird in den PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektren — unter ~Zugabe von  Natrium- (Abb. 3-112¢) bzw.
Silbertrifluoracetat (Abb. 3-112d) eine geringere Fragmentierung gefunden. Somit wird die PSD-
MALDI-TOF-Fragmentierung durch die Anwesenheit von Metalltrifluoracetat unterdriickt, obwohl
dieses nicht unmittelbar an der Ionisation des radikalkationischen Elternions beteiligt ist. Dieser
Sachverhalt ist bislang unverstanden. Durch die unterschiedlichen Fragmentionen (Abb. 3-112a,c,d)
wird deutlich, dass dies kein zufélliger Befund ist. Eine mdgliche Erkldrung kann wie folgt gegeben
werden. Aus den ISD- und PSD-MALDI-TOF-Untersuchungen geht hervor, dass die labilste Stelle in
M unmittelbar die Bindung zum Cgp-Molekiil ist. Da in unmittelbarer Umgebung ein Stickstoffatom
lokalisiert ist, kann vermutet werden, dass sofern Metallkationen in der Probenmischung zugegen sind,
diese mit dem freien Elektronenpaar des Stickstoffes (Abb. 3-78, S. 154) bei der Desorption/lonisation
wechselwirken. Diese Wechselwirkung ist ausreichend, um die Fragmentierungstendenz zu
verringern, aber unzuldnglich, um eine Pseudo-Molekiilion auszubilden. Das Molekiil M geht dennoch
die ihm bevorzugte radikalkationische Ionisation ein. Eine &hnliche Unterdriickung der
Fragmentierung durch Pseudo-Molekiilionenbildung steht im Finklang mit einer Reihe an
Untersuchungen dendritischer Systeme (Kapitel3.4.3, S. 150).

Das weitaus intensivste Signal ist massenspektrometrischer Herkunft. Dieses Fragmention wird
als M-Cyy und N-HBC-Cg gebildet. Da bei der Fragmentierung vom zweifach HBC-substituierten
Molekiil N ebenfalls das Fragmention N-HBC gebildet wird, ist die Charakterisierung von einfach
HBC-substituierten 32-M nicht mehr eindeutig. Daher ist eine gezielte Optimierung dieser Synthese
sinnvoll, um das zweifach HBC-substituierte Molekiil HBC-Cg-HBC zu unterdriicken (z.B. eine
Erhohung des Fullerenanteils, welcher bislang bei 10 % lag) um die Eineindeutigkeit der

Charakterisierung des einfach HBC-substituierten M zu gewéhrleisten.

3.4.4.3 Analytik von PAHs

Diese Untersuchungen dienen dazu, systematische Nebenprodukte bei PAHs (Synthese s.
Kapitel 6.1.2; S.272) detailliert zu bestimmen. Aus diesem Grund werden sich die folgenden
Untersuchungen und Diskussionen insbesondere auf Proben mit Nebenprodukten beziehen. Die
relevanten PAHs dieser systematischen massenspektrometrischen Untersuchungen sind in Abb. 3-113

zusammengestellt.
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Abb. 3-113: Strukturen der untersuchten PAHs (R entspricht C;,H,s)
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In Abb. 3-114 ist bewusst ein l16sungsmittelfreies MALDI-TOF-Massenspektrum einer Probe
dargestellt, welches sehr ausgepridgte Chlorierung zeigt. Die Wichtigkeit einer wirkungsvollen
massenspektrometrischen  Analyse dieser bedeutsamen Substanzklasse wird eindringlich
veranschaulicht.

. 34
W M

T T T T
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Abb. 3-114: Losungsmittelfreies MALDI-TOF-Massenspektrum von CosHj 45
(Isomerengemisch).

Die Massendifferenz zwischen dem Molekiilion 45 und dem einfach chlorierten Nebenprodukt
betrdgt 34 Da. Diese Massendifferenz kann nur durch den Verlust eines Wasserstoffatoms erklért
werden. Die Chlorierungen treten daher ausschlieBlich an der Peripherie (Struktur I) des zyklisierten
PAHs auf (Abb. 3-115). Dies ist liberraschend, da man vermuten konnte, dass eine vorhandene
Chlorierung bei einem Teilzyklisat, wie z.B. in Struktur Il in Abb. 3-115 dargestellt, eine
erfolgreiche, vollstindige Zyklisierung zum PAH blockiert, so dass eine Kohlenstoft-
Kohlenstoffbindung nicht geschlossen werden kann. Diese vermeintliche Blockade durch ein
intermedidres Chlor wiirde entsprechend den Atomgewichten von Chlor und Wasserstoff eine
Massendifferenz von mindestens +36 Da verursachen. Dies kann aufgrund der Massengenauigkeit der
Methode ausgeschlossen werden.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass Chlorierungen nahezu ausschlieflich an
erfolgreich zyklisierten Molekiilen nachgewiesen werden kdnnen. Dabei kann keine Aussage getroffen
werden, ob die Chlorierung schon im teilzyklisierten Molekiil bei dem noch Bereiche als dendritischer
Vorldufer unplanarisiert vorliegen oder erst am komplett zyklisierten Molekiil eintritt. Fiir Abb. 3-115
muss hervorgehoben werden, dass die Chlorierung in Struktur I eindeutig an der Peripherie des
vollstandig zyklisierten PAHs auftritt, dass jedoch keine definierte Aussage iiber die Lokalisation des
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Chloratoms getroffen werden kann. In Abb. 3-115 sind daher nicht alle moglichen Strukturen von
peripherem Chlor fiir CosH9Cl beriicksichtigt.

Identische Massendifferenzen von 34 Da werden zwischen sdmtlichen Mehrfachchlorierungen
dieser Reaktionsmischung gefunden (Abb. 3-114). Damit treten alle Chlorierungen analog der
Argumentation der Einfachchlorierung an der Peripherie des vollstdndig zyklisierten PAH-Produktes
auf. Uber die genaue Lokalisation der Chloratome an der Peripherie des Makromolekiils kann keine

Aussage getroffen werden.

Cl
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CoeHoCl CosH31Cl
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Abb. 3-115: Mogliche Strukturen von einfach chlorierten Nebenprodukten von 45:
periphere (Struktur I) und intermedidre Chlorierung (Struktur II).

Bei allen untersuchten Proben, bei denen Chlorierung aufgetreten ist (Abb. 3-113), werden
ausschlieBlich periphere Chlorierungen gefunden. Des weiteren kann fiir die Evaluierung von PAH-
Proben, bei denen Chlorierungen aufgetreten sind, wie erwartet festgestellt werden, dass diese
Nebenreaktion bevorzugt mit steigendem Molekulargewicht des zu zyklisierenden Molekiils auftritt.
Mit steigendem Molekulargewicht sind auch Mehrfachchlorierungen méglich.

Bei diesen Untersuchungen zu systematischen Nebenprodukten wird ein zweites, generelles
Nebenprodukt deutlich, welches mit einem um vier Dalton erhohten Molekulargewicht zum
berechneten Zielprodukt auftritt. Bei allen Proben bei denen dieses Nebenprodukt auftritt, erscheint
dieses nur zusitzlich zum Zielprodukt und mit in der Regel sehr geringen Signalintensititen. In der
PAH-Probe 40 tritt dieses Nebenprodukt, wie in Abb. 3-116 dargestellt, mit einer dhnlichen Intensitét
wie die des Zielproduktes auf, und wird aus diesem Grund im Folgenden eingehender untersucht und
diskutiert.

Durch die Massengenauigkeit der MALDI-TOF-MS-Methode kann das Zielprodukt eindeutig
charakterisiert werden. Fiir die Struktur des Nebenproduktes kann angenommen werden, dass es sich
bei dem Massenzuwachs von vier Dalton um vier nicht abgespaltene Wasserstoffatome handelt. Unter
Bertiicksichtigung der Synthese kann vermutet werden, dass es sich um einen nicht zyklisierten
Phenylring (Abb. 3-117) handelt, bei dem zwei Bindungsstellen nicht geschlossen werden und damit
vier Wasserstoffatome nicht abgespalten sind. Sechs der acht mdglichen Phenylringe kdnnen
gleichermallen diesen Strukturdefekt von vier Dalton verursachen. Die restlichen zwei der acht
Phenylringe wiirden Massendifferenzen von sechs Dalton, entsprechend drei nicht geschlossenen
Bindungsstellen, geben. Eine solche Struktur kann aufgrund der Massengenauigkeit ausgeschlossen
werden. Ndhere Angaben zur Lokalisation dieses vermuteten Strukturdefektes kann die MALDI-TOF-
MS-Analyse nicht geben.
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Abb. 3-116: Charakterisierung von CeoHzo 40 mittels
16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS: a) gesamter Bereich des
Massenspektrums; b) Ausschnittsbereich zur Darstellung der
Isotopenverteilungen des Ziel- und Nebenproduktes;
c¢) Simulation des Zielproduktes.
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Abb. 3-117: Strukturvorschlag des Nebenproduktes, welches mit einer Masse von 746 Da
detektiert wird.

In Tabelle 3-5 sind die MALDI-TOF-MS-Ergebnisse der untersuchten Proben
zusammengestellt. Die weitaus hdufigsten Nebenprodukte sind dabei Chlorierungen (+34 Da) und
Teilzyklisate (+4 Da). Bei den Teilzyklisaten ist keine Systematik zu erkennen. Chlorierungen und
insbesondere Mehrfachchlorierungen treten verstérkt mit zunehmendem Molekulargewicht der PAHs
auf. Dies ist durch die hohere Zahl an durchzufiithrenden Zyklisierungsschritten zu erkléren, so dass
der Grad zwischen Teilzyklisat, Zielstruktur und Chlorierung mit steigendem Molekulargewicht des
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PAHs immer enger wird. Die erfolgreiche Synthese hohermolekularer PAHs wird damit deutlich
schwieriger. Zwischen den einzelnen Strukturtypen ,,Arrow* und ,,Bay* ist keine systematische

Nebenreaktion zu erkennen.

Tabelle 3-5: MALDI-TOF-MS-Ergebnisse der untersuchten PAH-Proben.

Verbindung Bezeichnung m/z + 34-Signal + 4-Signal Andere
CseHis 35 450 Clperi -- --
Cs4Hap 36 670 Clpesi -- --

(zweifach)

Cs4Hap 37 670 Clpesi 4H --
37a 670 -- -- +12, +104

Cs4sHyg 38 1343 Clpesi -- --

+4XC12H25
38a 1343 Clpesi -- -

CssHap 39 1343 Clpesi 4H --

+4XC12H25

CeoHaz 40 742 Clpesi 4H +46

CeoHis 41 1415 -- 4H +16

+4XC12H25

CesHas 42 818 Clpesi 4H --

CrsHs 43 966 -- 4H -

(zweifach)

C7sHae 44 962 -- -- +16, +46
44a 962 -- -- +28
44b 962 -- -- +28

(mehrfach)

CosHzo 45 1182 Clpesi - -

(Isomers) (mehrfach)

Cy14Hz4 46 1402 Clpesi -- --

(mehrfach)
CiaHsg 47 1618 Clpesi - -

CinoHsy 47a 1618 -- 4H -
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Die LD-Methode,™ die zur Untersuchung von Oberflichen entwickelt wurde, kann auch fiir
unldsliche Substanzen eingesetzt werden (Abb. 3-109, S. 199). Dabei wird der Analyt durch direkten
Laserbeschuss (N»-Laser) desorbiert und ionisiert. Aufgrund ihrer UV-Absorption und der damit
verkniipften effektiven Energieiibertragung der Laserstrahlung kénnen PAHs bis rund 1.500 Da mit
LD charakterisiert werden. Auffillig zeigte sich bei diesen vergleichenden LD-TOF-MS-Ergebnissen
im anwendbaren Massenbereich, dass die Nebenprodukte weniger betont werden als bei der analogen
MALDI-TOF-MS-Analyse (Daten nicht gezeigt). Die MALDI-TOF-MS-Analyse eignet sich daher im
gesamten Massenbereich wesentlich besser fiir eine zuverldssige Synthese- und Produktkontrolle der
PAHs als die LD-TOF-MS.

Weitere Erkenntnisse zu diesem vermuteten Teilzyklisat kann ein konventionelles MALDI-
TOF-Massenspektrum nicht liefern. Jedoch soll im Folgenden durch detailliertere Untersuchungen
iiberpriift werden, in welchem Mafe sich die MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik eignet, um eine
eindeutige Identifikation von Nebenprodukten zu ermdglichen. Von grundlegendem Interesse ist
hinsichtlich der MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik auch, inwiefern rationalisierbare Strukturen

abgeleitet werden konnen.

3.4.4.3.1 Fragmentionenanalytik der chlorierten Nebenprodukte
Diese systematischen PSD-MALDI-TOF-Fragmentuntersuchungen der chlorierten Nebenprodukte

sollen zundchst an PAHs mit niedrigeren Molekulargewichten durchgefiihrt werden, um systematische
Aussagen treffen zu konnen. Hierfiir wurde eine PAH-Probe ausgewéhlt, die moglichst intensive
Chlorierungen bei moglichst geringem Molekulargewicht zeigt.

Mittels l6sungsmittelfreier LD-TOF- (Abb. 3-118) und 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS
von PAH 37 werden Massenspektren erhalten, die anhand der ermittelten Molekulargewichten und
Isotopenverteilungen eine Zuordnung der Chlorierungsprodukte als periphere Chlorierungen erlaubt.
In Abb. 3-118 sind dem erhaltenen LD-TOF-Massenspektrum die simulierten Isotopenverteilungen
gegeniiber gestellt. Sie stehen in gutem Einklang mit den experimentell gefundenen
Isotopenverteilungen. LD-TOF-MS zeigt intensive Wasserstoffabstraktionen im Bereich des
Elternionensignals, die bei MALDI-TOF-MS selbst bei wesentlich hoheren Molekulargewichten noch
effektiv unterdriickt sind (vgl. z.B. Abb. 3-114).
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Abb. 3-118: Charakterisierung von Cs4H,o 37 und dessen durch
Mehrfachchlorierung erhaltenen Nebenprodukte (* zeigen
Wasserstoffabstraktionen an): a) LD-TOF-Massenspektrum; b-
e) simulierte [sotopenverteilungen.

Das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum zeigt nur sehr breite unaufgeloste Fragmentsignale
(Daten nicht gezeigt). Durch Optimierung der Bedingungen kann keine wesentlich bessere Auflosung
der Fragmentsignale erhalten werden. Aus diesem Grund wird PSD-LD-TOF-MS (Abb. 3-119)
durchgefiihrt. Diese zeigt bei der Fragmentionenanalyse des einfach chlorierten Produktes eine sehr
hohe Auflosung der Fragmentionensignale, so dass eine eindeutige Fragmentzuordnung von -36 Da
ermdglicht ist. Diese Massendifferenz entspricht einer formalen Abspaltung von HCl. Mogliche
Fragmentierungsmechanismen von peripherem Chlor sind in Abb. 3-120 zusammengestellt. Die
direkte Abspaltung von zwei Chloratomen am zweifach chlorierten PAH-Nebenprodukt ist
wahrscheinlicher als der indirekte Weg iiber das einfach chlorierte Nebenprodukt.

Der ausgeprigte Unterschied zwischen PSD-MALDI-TOF-MS und PSD-LD-TOF-MS in der
Auflésung der Fragmentsignale kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass durch die schonenderen
MALDI-Bedingungen die Fragmentierung weniger spontan verlduft als beim harscheren LD-Prozess.
Die MALDI-Fragmentierung konnte daher verzogert und iiber einen ldngeren Zeitraum auftreten,
wodurch verbreiterte Fragmentsignale und damit eine geringere Auflosung im PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum die Folge sind.

Werden PSD-LD-TOF-Fragmentuntersuchungen (Abb. 3-119) am zweifach chlorierten
Nebenprodukt durchgefiihrt, so treten zwei intensive, isotopenaufgeloste Fragmentsignale mit einer
Massendifferenz von -36 und -70 Da auf. Die moglichen Fragmentierungsprozesse, die zur
Abspaltung von formal Chlorwasserstoff und zwei Chloratomen fithren, sind in Abb. 3-120
dargestellt. Die Abspaltung von zwei Chloratomen auf direktem Wege ist deutlich wahrscheinlicher.
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Abb. 3-119: PSD-LD-TOF-Massenspektren der chlorierten Nebenprodukte von
Cs4H,,37: a) einfach chloriertes Cs4H,;Cl; zweifach chloriertes CssHpoCl,.

Abb. 3-120: Schematische Darstellung des Fragmentierungsmechanismus
von peripherem Chlor von Cs4H,,37.
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Diese Ergebnisse der PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik der chlorierten Nebenprodukte
ermutigen weitergehende Untersuchungen an hohermolekularen, unvollstindig zyklisierten

Nebenprodukten durchzufiihren.

3.4.4.3.2 Fragmentionenanalytik der unvollstindig zyklisierten Nebenprodukte

Diese  systematischen = PSD-MALDI-TOF-Fragmentuntersuchungen der unvollstindig
zyklisierten Nebenprodukte sollen zundchst an einer PAH-Probe mit einem moglichst intensiven
Signal eines Nebenproduktes bei moglichst geringem Molekulargewicht durchgefiihrt werden. Hierfiir
wurde die PAH-Probe 40 ausgesucht, welche eine Massendifferenz zwischen Produkt und
unvollstindig zyklisiertem Nebenprodukt von vier Dalton aufweist. Der Teilbereich des
l6sungsmittelfreien MALDI-TOF-Massenspektrums, welcher die isotopenaufgeldsten Signale des
vollstandig zyklisierten Zielproduktes und des Nebenproduktes wiedergibt, ist in Abb. 3-121i
dargestellt. In Abb. 3-121ii sind die Ergebnisse der PSD-MALDI-TOF-Analytik gegeniibergestellt.
Diese Untersuchungen ermoglichen ebenfalls die Evaluierung des elektronischen ,,Gates®, da bei
diesen Produktgemischen sich sehr geringe Massendifferenzen ergeben (Abb. 3-116, S. 208).

Die PSD-MALDI-TOF-MS des Zielproduktes (Abb. 3-121ii,a) zeigt im Massenspektrum das
intensivste Fragmentsignal bei 703 Da. Diese Massendifferenz von -39 Da wird auf einen Verlust von
C;H; zuriickgefiihrt. Der entsprechende Fragmentierungsprozess ist in Abb. 3-122 dargestellt.

Das PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektrum des Nebenproduktes ist in Abb. 3-121ii,b abgebildet. Das
Signal mit einer Massendifferenz von 41 Da entspricht formal C;Hs und muss einer Abspaltung von
C;Hj; und einer Umlagerungsreaktion, die zur Abspaltung von zwei weiteren Wasserstoffatomen fiihrt,
zugeschrieben werden. Das weitaus bedeutendere Fragment, welches durch das Abspalten von einer
Masse von 76 Da gebildet wird, entspricht formal C¢Hy. Dieses kann wie in Abb. 3-122 dargestellt,
einer Abspaltung eines Phenylringes und einer Rehydrierung der Radikalstellen zugeordnet werden.
Die Phenylringabspaltung ist bei diesem Strukturdefekt gut rationalisierbar, da nur eine einzige
Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung gebrochen werden muss. Dies ist ein bedeutendes Ergebnis, da klar
hervorgeht, dass aus dem vorgeschlagenen Strukturdefekt tatséchlich ein Phenylring abgespalten
werden kann. Der vermutete Strukturdefekt ist somit sehr wahrscheinlich. Die MALDI-TOF-
Fragmentionenanalyse erlaubt mittels spezifischer Fragmente eine Differenzierung zwischen intakter

Zielstruktur und defekter Molekiilstruktur zu erzielen.
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Abb. 3-121: Charakterisierung von CgH,, 40 und dessen
Teilzyklisat: 1) isotopenaufgeldster Bereich des MALDI-TOF-
Massenspektrums; ii) PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren in
Abhéngigkeit des selektierten Elternions: a) C¢oH,, (742 Da):
-39 Da; b) CsoHy6 (746 Da): -41 Da und -76 Da.
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Cs7H19 Cs4H2o

Abb. 3-122: Schematische Darstellung der
Fragmentierungsmechanismen: a) C¢oHy, 40 (742 Da);
b) C60H26 40 (746 Da)

Damit ist eine direkte Korrelation zwischen Struktur und Fragmentierung fiir diese
Substanzklasse zu vermuten. Gleichermaflen tritt jedoch auch die Bedeutung der MALDI-
Fragmentionenanalytik hervor, die es erlaubt, aufgrund der unterschiedlichen Stabilitéit der Elternionen
und der erhaltenen Fragmentionenintensititen einen Strukturhinweis abzuleiten.

Analoge Untersuchungen werden zur Absicherung des Ergebnisses an C;gHjzp durchgefiihrt,
welches den gleichen Massenzuwachs von vier Dalton aufweist. Die PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektren von C;sHj¢ zeigen Fragmentdifferenzen von 88, 75, 59, 47 Da und die PSD-LD-
TOF von 88, 74, 52 Da relativ zum Elternion (Daten nicht gezeigt). Im PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum von C;sHs4 wird ein dominantes Fragment mit der Massendifferenz von 76 Da
gefunden (Daten nicht gezeigt). Die Fragmentbriiche der intakten und defekten Molekiilstruktur sind
in Abb. 3-123 schematisch dargestellt und unterscheiden sich erheblich. Fiir beide Molekiilstrukturen
werden sehr strukturspezifische Fragmentbriiche gefunden, wie z.B. die Phenylringabspaltung beim
Strukturdefekt 40. Die gefundenen und theoretischen Massendifferenzen dieser Untersuchungen
konnen auf Rehydrierungsreaktionen der Fragmentionen zuriickgefiihrt werden. Die
Massendifferenzen < 60 Da sind keiner Struktur zuweisbar. Dennoch konnte durch Feinabstimmung
des elektronischen ,,Gates* auch in diesem Massenbereich gerade noch eine ausreichende Selektion
des Elternions fiir Strukturzuweisungen von Molekiilen mit einer Massendifferenz von vier Dalton
erfolgreich durchgefiihrt werden. Aus diesen Experimenten ist davon auszugehen, dass die
Selektionsmoglichkeiten unmittelbar an der methodischen Grenze des ,,Gates™ liegen. Jedoch wird
gezeigt, dass die Fragmentionenanalyse generell zur Charakterisierung dieses speziellen
Strukturdefektes eingesetzt werden kann.
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Abb. 3-123: Schematische Darstellung der Fragmentbriiche von
C3H30 43 und dessen Strukturdefekt CogHsq.

Chlorierte bzw. teilzyklisierte Nebenprodukte konnen somit {ber strukturspezifische
Fragmentbriiche charakterisiert werden. Die PSD-MALDI-TOF-MS erméglicht dadurch eine bessere
Absicherung von Nebenprodukten. Folgende generelle Tendenzen werden bei der PAH-
Fragmentionenanalytik ermittelt:

o Strukturdefekte zeigen hohere Fragmentierungsanteile als die defektfreien Zielstrukturen,

e mit dem elektronischen ,,Gate” wird mit zunehmendem Molekulargewicht die Selektion der
Zielstruktur von Nebenprodukten erschwert (Grenzbereich bei rund 1.000 Da).

Inwiefern jedoch mittels der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse Korrelationen zwischen
Struktur und Fragmentierung der vollkondensierten Aromaten ableitbar sind, bleibt zunéchst offen.
Dies soll im néchsten Teil dieser PAH-Fragmentionenanalysen anhand von defektfreien PAHs

untersucht werden.

3.4.4.3.3 Fragmentionenanalytik von vollstindig zyklisierten PAHs

Untersuchungen an vollstindig zyklisierten PAHs werden zunéchst fiir C;3Hy6 44 durchgefiihrt. Die
PSD-MALDI-TOF-Fragmentspektren zeigen Fragmentmassendifferenzen von 492, 481, 214 Da
(Daten nicht gezeigt). Die Fragmentbriiche sind in Abb. 3-124 schematisch dargestellt. Die ermittelten
und theoretischen berechneten Massendifferenzen dieser Untersuchungen konnen auch hier auf
Rehydrierungsreaktionen der Fragmentionen zuriickgefiihrt werden. Auffillig ist, dass bei dieser
hochsymmetrischen PAH-Struktur bevorzugt sehr gro3e Fragmente gebildet werden. Dies stimmt mit
der Theorie iiberein, dass eine radikalkationische Ladung mit zunehmender Systemgrofie besser
delokalisiert werden kann. Bei dieser PSD-MALDI-TOF-Fragmentierung verbleibt die Ladung nach
einem Bindungsbruch der Theorie zufolge auf dem groBeren Molekiilbruchstiick. Das kleinere
Bruchstiick wird als Neutralteilchen abgespalten und kann massenspektrometrisch nicht detektiert

werden.
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Abb. 3-124: Schematische Darstellung der
Fragmentbriiche von C;sH,4 44.

Weiterfiihrende Experimente werden an Ci¢H;g durchgefiihrt. Die PSD-MALDI-TOF-
Fragmentspektren von 44 zeigen Fragmentdifferenzen von 225 und 209 Da (Daten nicht gezeigt). Der
Fragmentbruch, der bei moderaten Laserleistungen zu lonen mit 225 Da fiihrt, ist in Abb. 3-125
schematisch dargestellt. Die experimentell gefundenen und theoretischen berechneten Massen sind in
sehr gutem Einklang. Die Massendifferenz 209 Da ist keiner plausiblen Fragmentstruktur zuweisbar.

225

225

450.14

Abb. 3-125: Schematische Darstellung der
Fragmentbriiche von Cs;¢H ;5 35.

Um eine generellere Korrelationen zwischen Struktur und Fragmentierung abzuleiten, werden
eine Reihe von Fragmentionenanalysen der PAHs 33-47 durchgefiihrt. Folgende Tendenzen sind dabei
ableitbar:

e je kompakter die Struktur, umso geringer die Fragmentierung (z.B. 34 und 35),

e je hoher das Molekulargewicht, umso geringer die Fragmentierung (z.B. 44 und 47).

Die PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse ist jedoch nicht in der Lage, Strukturisomere
(z.B. CosHj3¢ 45, C;14H34 46) zu identifizieren, wenn die Strukturen keine entsprechend spezifischen
Fragmentionen liefern. Dies ist beispielhaft in Abb. 3-126 fiir C,,4H;4 46 dargestellt.



218 ERGEBNISSE

Cii4Hz4 Cri4Hz34 Ci14H34
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Abb. 3-126: Schematische Darstellung der Fragmentbriiche von C,,4H;4 46.

3.4.4.3.4 Fragmentierung in Abhingigkeit von der Beschleunigungsspannung

Diese Fragmentierungsuntersuchung in Abhéngigkeit der Beschleunigungsspannung soll an einem
PAH mit moglichst hoher Fragmentierungstendenz durchgefiihrt werden. Aufgrund der
messtechnischen Limitierungen der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse (Kapitel 2.2.2, S. 26) muss
der Fragmentanteil im ersten Segment vorhanden sein, um den Verlauf der Fragmentsignale
bestmoglichst verfolgen zu konnen. Aus den vorangegangenen Untersuchungen wird PAH 35
ausgewahlt, welcher keine Nebenprodukte aufweist und bei hohen Laserleistungen z.B. ein intensives
Fragmention [M-4CH]" zeigt. Die TCNQ-Matrix wird eingesetzt. Die Beschleunigungsspannung wird
sukzessiv verringert, so dass die Verweildauer des PAHs in der Flugstrecke und damit die zur
Verfligung stehende Zeit zur Fragmentierung erh6ht wird.

Diese systematischen Untersuchungen zeigen, dass bei gleich gehaltener Laserleistung mit
abnehmender Beschleunigungsspannung die Fragmentionenausbeute zunimmt (vgl. Abb. 3-127a-d).
Des weiteren werden auch andere, intensive Fragmentbriiche gefunden. Es kann daher nicht
ausgeschlossen werden, dass im niedermolekularen Massenbereich noch weitere aussagekréftige
Fragmentionen gefunden werden. Wegen der experimentellen Vergleichbarkeit beschrénkt sich diese
PSD-MALDI-TOF-Fragmentuntersuchung auf das erste Segment. Daher bleiben kleinere
Fragmentionen bei dieser vergleichenden Untersuchung unberiicksichtigt.

Diese Untersuchung lassen darauf schlielen, dass ein niedermolekulares, fragmentierungslabiles
PAH-Molekiil tendenziell mit zunehmender Verweildauer in der Flugstrecke eine erhohte
Fragmentierungstendenz ~ zeigt.  Die = PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse  ist  fiir
beschleunigungsspannungsabhiangige  Fragmentuntersuchungen  aufgrund  der  limitierten,
massenbegrenzten Vergleichbarkeit eher ungeeignet. Im einzelnen muss dieses Ergebnis mit
geeigneten,  segmentfreien  Fragmentmethoden (z.B.  LIFT-MALDI-Fragmentionenanalyse
Kapitel 3.2.2.2.3, S. 101) tiberpriift und auf hohermolekulare PAHs iibertragen werden.
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Abb. 3-127: PSD-MALDI-TOF-Fragmentierung von PAH 35 in Abhéngigkeit der Differenz
der Beschleunigungsspannung in [kV] ausgehend von 28,5 kV: a) A O; b) A0,5; ¢) A 1; d)
Al1,5;e)A2.

3.4.4.4 Ermittlung von ,, Response*“-Faktoren

Von Interesse ist nicht nur der qualitative, sondern auch der quantitative Aspekt einer
massenspektrometrischen Untersuchung. Bei systematischen quantitativen Untersuchungen konnten

erstmals ,,Response“-Faktoren hinsichtlich Cy,Hs, ermittelt werden'"

. Bei der Evaluierung der
Uberreprisentation des Eduktes C,»H;so gegen das Produkt Ci»,Hs; wurde eine 145-fache
Uberreprisentation festgestellt, wohingegen das Teilzyklisat gegen das Produkt eine 285-fach
Uberreprisentation des Teilzyklisates verursachte.

In Abb. 3-12 (S. 47) konnte an einem Modellgemisch aus einem Dendrimervorlaufer C3,Hg 9
und PAH-Produkt C;3,H34 10 gezeigt werden, dass die 16sungsmittelfreie MALDI-Probenpraparation
eine entscheidende Verbesserung bringt. Dennoch bleibt bei der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS
die bevorzugte lonisation des Eduktes gegeniiber der des Produktes, so dass bei PAH C;3,H34 gegen
dessen Dendrimervorldufer C3,Hqy eine 180-fache Uberrepréisentation festgestellt wurde. Damit kann
vermutet werden, dass aufgrund bevorzugter lonisationstendenzen unvollstéindig zyklisierte PAHs
generell mit groBerer Signalintensitdt als die vollstdndig zyklisierten Zielmolekiile nachgewiesen
werden. Damit ist eine wichtige grundlegende Aussage getroffen.

Dennoch sollten weiterfiihrende Modellmischungen hergestellt werden, um eine mogliche
weitere Systematik zu evaluieren. Die TCNQ-Matrix soll eingesetzt werden, da diese die Ionisation
speziell der PAHs unterstiitzt. Die Analyt/Matrix-Verhéltnisse werden konstant bei 1/100 gehalten.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen (Tabelle 3-6), dass bei Strukturen mit gleicher Zahl an
Kohlenstoffatomen und unterschiedlicher Zahl an Wasserstoffatomen (C;3H;3o 43 versus C;3H, 44) das
Molekiill mit hoéherem Gehalt an Wasserstoffatomen unabhingig von der Laserleistung
iiberreprasentativ im Massenspektrum dargestellt ist. Bei den Strukturen Cs4H;s +4xC,H,s 38 versus

Cs4Hy, +4xC1,Ho5 39 wird das Molekiil mit geringerem Gehalt an Wasserstoffatomen unabhingig von
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der molaren Verhéltnisse und der Laserleistung iiberreprisentiert. Es kann dabei nicht ausgeschlossen
werden, dass dieses abweichende Ergebnis durch die Alkylgruppen der PAHs 38 und 39 verursacht
wird. Entscheidende Auswirkungen auf das Desorptions/lonisationsverhalten von Analyten haben
generell schon die Fillungsweise bzw. Aufarbeitung der Probe sowie auch das Alter. Letzteres fiihrt
z.B. zu verstirkten ,,Stagging“-Effekten bei perfekt, planaren Analyten aufgrund der Kohlenstoff-
Kohlenstoffwechselwirkungen, welches fiir eine erfolgreiche Desorption erhohte Laserleistungen
verlangt (vgl. Abb. 3-108, S. 198)**. Um die chemischen oder massenspektrometrischen Ursachen
dieses Ergebnisses genauer definieren zu konnen, miissten beide Proben frisch hergestellt erneut
systematischen MALDI-TOF-, Response*“-Untersuchungen unterworfen werden. Dieses Ergebnis
veranschaulicht stellvertretend die intrinsischen Schwierigkeiten der quantitativen MALDI-TOF-MS
in der PAH-Analytik.

Tabelle 3-6: Modellmischungen unterschiedlicher PAHs in Abhdngigkeit der molaren Verhéltnisse und der
Laserleistung.

PAH 1 PAH 2 Molares Verhiltnis Laserleistung Ergebnis
PAH 1/ PAH 2
Cs6Hys CpHys 47/53 15 Uberreprisentation von CyH;g
35 34 20 unabhéngig von der
25 Laserleistung
CeoHaa Cs4Hy, 91/9 15 Uberreprisentation von Cs;H,,
40 37 20 umso groBer je mehr
25 Laserleistung
46/54 15 Uberreprisentation von CgoHo,
20 bei geringer Laserleistung
25 Uberreprisentation von CssHo,
bei hoherer Laserleistung
11/89 15 Uberreprisentation variiert stark
20 mit Laserleistung
25
CqH3 CqgHag 53/47 15 Uberreprisentation von C7gHj
43 44 20 unabhingig von der
25 Laserleistung
Cs4Hi s Cs4Hyy +4xC1,H;s 93/7 15 Uberreprisentation von Cs;H;g
+4xC1,Hys 39 20 +4xC,H,s unabhingig von der
38 25 Laserleistung
55/45 15 Uberreprisentation von Cs;H g
20 +4xC,H,s unabhéngig von der
25 Laserleistung
10/90 15 Uberreprisentation von Cs4H,g
20 +4xC,H,5 unabhingig von der
25 Laserleistung

Bei der Evaluierung von Strukturen mit gleicher Zahl an Wasserstoffatomen und
unterschiedlicher Zahl an Kohlenstoffatomen (CgoH,, 40 versus CssH,, 37) wird keine Abhéngigkeit

hinsichtlich der Molekiilzusammensetzung gefunden. Mit unterschiedlichen Laserleistungen und
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molaren Verhiltnissen von CgHj, zu CssH,, variiert die Uberrepréisentation der beiden PAH-
Komponenten. Bei den Strukturen Cj;H;g 34 versus CsHys 35 wird CgHyg unabhingig von der
Laserleistung iiberrepriasentativ detektiert. Generell kann zusammengefasst werden, dass hinsichtlich

der Uberreprisentation eines PAHs

o keine Abhingigkeit von der Zahl der Kohlenstoffatome,
e keine Abhingigkeit von der Zahl der Wasserstoffatome,
e keine Abhingigkeit vom molaren Analytenverhéltnis und
e keine Abhéngigkeit von der Laserleistung

gefunden wird. Jeder dieser Faktoren hat Einfluss auf den ,,Response®-Faktor. Eine Extrapolation oder
Vorhersage ist nicht moglich. Fiir jedes einzelne System ist der ,,Response*“-Faktor neu zu bestimmen.
Diese geringen Extrapolationsmoglichkeiten zeigen die Grenzen der MALDI-TOF-MS-Analytik auf.
Dabei ist nicht auszuschlieBen, dass ebenfalls Alterungserscheinungen der Proben oder
synthesebedingte Verdnderungen einen entscheidenden Einfluss bei diesen vergleichenden
quantitativen  Untersuchungen  ausiiben. = Des  weiteren sind  Verfélschungen  der
massenspektrometrischen ,,Response“-Faktoren durch probenspezifische Ursachen denkbar (z.B.
Clusterbildung). Probenspezifische Ursachen sind bei massenspektrometrischen Methoden, bei denen
der Analyt in geloster Form vorliegt (z.B. ESI-MS), geringer als bei der MALDI-TOF-MS-Methode.
Nichts desto trotz ist MALDI-TOF-MS die einzige MS-Methode, die diese Substanzklasse der
unldslichen PAHs in einem bislang unbegrenzten Massenbereich charakterisieren kann. Dariiber
hinaus erlaubt diese Methode unter sehr fein abgestimmten experimentellen Bedingungen ,,Response®-
Faktoren der PAHs zu ermitteln und damit bei Vorhandensein von Vergleichsverbindungen
semiquantitative Analytik zu betreiben.

Weiterfithrende Experimente hinsichtlich der Matrixverdiinnung und der probenspezifischen
Eigenschaften (z.B. Clusterbildung) zeigen, dass bei PAH C;3,Hs4 47 fiir sehr niedrige, gingige
Analyt/Matrix-Verhiltnisse (1/500) aufgrund der erhaltenen Signalintensititen die hochste Tendenz
zur Clusterung besteht (Abb. 3-128). Die Signalintensitit des Elternions geht in einem unbestimmten
Mafle in die Signalintensititen der Dimer-, Trimer-, Tetramerstrukturen ein. Mit zunehmender
Matrixverdiinnung (bis 1/300.000) nimmt die Clusterbildung stark ab. Dabei muss mit erhdhter
Laserleistung gearbeitet werden, um eine ausreichende Signalintensitdt des PAHs zu erhalten. Aus
diesem Modellexperiment geht hervor, dass geringe Analyt/Matrix-Verhidltnisse die grofBten

Verfdlschungen der Signalintensitdt des Analyten verursachen.
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Abb. 3-128: Clusterbildung als einflussnehmender Parameter bei der
Ermittlung des ,,Response“-Faktors bei den planaren Analyten C;3;Hs4 47 in
Abhingigkeit der Laserleistung.

3.4.5 Analytik von Poly(vinylpyrrolidon)

3.4.5.1 Grundlagen und analytisches Konzept

In den bisherigen Untersuchungen lag der Schwerpunkt auf der analytischen Evaluierung von
Synthesenebenprodukten. Ein bedeutendes analytisches Forschungsgebiet ist jedoch auch die
Aufklirung von Abbauprodukten synthetischer Polymere. Bei diesen umweltspezifischen
Fragestellungen liegt zusétzlich zur qualitativen Strukturidentifizierung ein sehr grofles Interesse auf
einer zuverldssigen quantitativen Analyse.

Poly(N-vinylamid)e wie Poly(vinylpyrrolidon) (PVP, Abb. 3-129) sind in hohem Grade
wasserlosliche synthetische Polymere mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht zwischen 2,5
bis 1.200 kDa und breiten Molekulargewichtsverteilungen. Diese physikochemischen Parameter
unterscheiden den Bereich ihrer Anwendung. Losliches PVP in fast jedem Molekulargewicht wird

durch radikalische Polymerisation von Vinylpyrrolidon in Wasser oder in Isopropanol erhalten®*'.
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Wiederholungs-
17 Da einheit: 111 Da 43 Da
Abb. 3-129: Struktur von

Poly(vinylpyrrolidon) (PVP).

Die niitzlichste chemische Eigenschaft von PVP ist seine Wechselwirkung mit nieder- und
hochmolekularen Verbindungen wie anorganischen Anionen, organische Verbindungen (z.B.
Azofarbstoffe, Phenole), Aminosduren, oberflichenaktive Substanzen, Polymere, Proteine und
pharmakologische Wirkstoffe®** in wissriger Losung. Diese Eigenschaft ist besonders bedeutend bei
der Entwicklung medizinischer Formulierungen. Die PVP-Verbindungen mit unterschiedlichen
Molekulargewichten werden durch die K-Zahl wie PVP K12, K17, K25 und K30 unterschieden, die
ihre Anwendbarkeit in der pharmazeutischem Industrie sowie in der Kosmetik- und
Lebensmittelindustrie haben, um z.B. die Loslichkeit- und Transporteigenschaften in den Tabletten zu
erhéhen.

Losliches PVP wurde zuerst wihrend des 2. Weltkrieges als Blutplasmaersatz verwendet. Da es
nicht abgebaut wird, kdnnen nach intravendser Verabreichung geringe Mengen hohermolekularer
Bestandteile innerhalb des Kdorpers verbleiben. Folglich ist heute die Anwendung in diesem Bereich
auf orale Verabreichungen beschréinkt. Die zahlreichen Studien hinsichtlich der Ausscheidung und des
Metabolismus von PVP nach intravendser Verabreichung stellte eine Korrelation zwischen der
Geschwindigkeit und dem Ausmall der Ausscheidung der PVP-Makromolekiile durch die Nieren mit
der molekularen GroBe von PVP her****,

Heute ist 16sliches PVP (z.B. Kollidon, Polyvidon(e), Povidone, Plasdone) einer der
vielseitigsten und am meisten verwendeten pharmazeutischen Hilfsstoffe. PVP wird auch in der
Produktion von einem der wichtigsten aktuellen Desinfektionsmittel, PVP-Jod, verwendet. Ein anderer
wichtiger Anwendungsbereich ist der Einsatz von homomerem und copolymerem PVP (10-60 kDa mit
Polydispersititen > 10) als Farbiibertragungsinhibitor in der Formulierung von Waschmitteln®**2*.
Um den Verbleib dieser umweltrelevanten Verbindung zu adressieren, sollen die durchzufiihrenden
Untersuchungen die qualitative und quantitative Charakterisierung des Analyten und der mdéglichen
Abbauprodukte umfassen. In vorangegangenen Arbeiten ist die primire Abbaubarkeit einer Vielzahl
chemisch unterschiedlicher Verunreinigungen, wie z.B. Schadlingsbekdmpfungsmittel, Tenside und
chelatisierenden Agenzien, auf einem in ,,Laboratory-Scale Fixed-Bed Bioreactor (FBBR) entweder
in Verbindung mit Liquid Chromatography/Electrospray massenspektrometrischen (LC/ESI-MS) oder
mit gaschromatographischen (GC)/MS Detektionsmethoden studiert worden und erweist sich dadurch
als ein gutes Modellreaktorsystem fiir entsprechende Untersuchungen®*’****2°03! Dabei wird der zu
untersuchende Analyt in die wéssrige Losung der FBBR-Vorrichtung (Abb. 3-130) eingetragen und
iiber mehrere Tage zirkulieren gelassen. Durch die natiirlichen Mikroben kann der zu untersuchende

Analyt metabolisiert werden. Durch kontinuierliche Probennahme kann die Abbaubarkeit des
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Analyten mittels geeigneter MS-Methoden verfolgt und die Analyten gegebenenfalls charakterisiert
werden. Keine dieser bislang angewendeten MS-Methoden ist jedoch fiir PVP geeignet, da schon jene
kommerziell eingesetzten PVP-Proben mit dem niedrigsten Molekulargewicht bereits den
anwendbaren Massenbereich kommerziell erhédltlicher massenspektrometrischer Methoden

iibersteigen.

Abb. 3-130: Aufnahme eines ,Laboratory-Scale
Fixed-Bed Bioreactors“ (FBBR): A pordse
Glaskugeln; B Vorratsbehilter fiir Flusswasser.

Literaturbeschriebene Charakterisierungsmethoden fiir PVP sind z.B. Infrarotspektroskopie fiir
die qualitative Analyse, Photometrie des PVP-Jodkomplexes**” oder pyrolytische

Gaschromatographie**** fiir die quantitative Analyse von PVP, wihrend Lichtstreuung”****®,

»% allgemein angewendet werden, um

Sedimentation®’ und Gelpermeationschromatographie (GPC)
Molekulargewichtsmittelwerte zu bestimmen. Da alle diese analytischen Ansétze nicht fiir die
Detektion von PVP im niedrigen mg L'-Bereich und in einer komplexen Umweltmatrix wie Abwasser
oder Abwasserschlamm anwendbar sind, wird die MALDI-TOF-MS als Extension einer
Detektionsmethode fiir FBBR-Untersuchungen in Erwigung gezogen. Des weiteren soll MALDI-
TOF-MS als Methode zur Analyse von natiirlichen Umweltproben eingesetzt werden.

Die qualitative MALDI-TOF-MS-Analyse ist fiir eine Vielzahl an Analyten innerhalb der
letzten 10 Jahre auf sehr unterschiedlichen Gebieten der analytischen Chemie eingefiihrt worden,
zeigte jedoch nur eine geringe Leistung hinsichtlich quantitativer Untersuchungen’'"*'?*!?! " So ist

eine erfolgreiche Quantifizierung mittels MALDI-TOF-MS nur auf Sonderfille beschrinkt''”’. Um den
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Verbleib von PVP wihrend des biologischen Abbauversuches und durch Adsorptionsstudien am

Schlamm festzustellen, soll folgender methodischer Ansatz verfolgt werden:

e Adaptation der FBBR-Methode fiir Nonylphenolpoly(ethoxylat) (NPEO) basierend auf
MALDI-TOF-MS,

e Anwendung der herkémmlichen Probenpriparationsmethode der MALDI-TOF-MS fiir die
Anwendbarkeit zur qualitativen Charakterisierung von PVP,

e Anwendung des Ankerprobentrigers (S. 284) als vielversprechende Vorrichtung fiir

Semiquantifizierungsuntersuchungen von PVP und

e Durchfiihrung von PSD-MALDI-TOF-MS-Untersuchungen fiir eine eindeutige
Endgruppenanalyse von PVP.

3.4.5.2 Evaluierung der qualitativen und quantitativen MALDI-TOF-MS-Analytik fiir
Studien des biologischen Abbauverhaltens

Da MALDI-TOF-MS nicht nur das erste mal auf die qualitative Charakterisierung von PVP selbst
geprift wird, sondern auflerdem als eine Detektionsmethode fiir biologische Abbaustudien
abwasserrelevanter polymerer Verbindungen mit breiten Polydispersititen, sind im Folgenden einige
unterschiedliche Untersuchungen erforderlich.

Zunichst soll eine Adaptation der FBBR-Methode durch Abbauversuche von
Nonylphenolpoly(ethoxylat) (NPEO) auf die MALDI-Detektionsmethode erfolgen, welche in
vorangegangenen FBBR-Abbauuntersuchungen in Kombination der LC/ESI-MS-Detektionsmethode
zeigte, dass NPEO zu Nonylphenolcarboxylaten abgebaut werden. Diese Voruntersuchungen
beinhalten zunichst die MALDI-TOF-MS-Charakterisierung von NPEO, welche die Detektion der
Pseudo-Molekiilionen in Abhéngigkeit des zugesetzten Metalltrifluoracetates (Kapitel 2.1.3, S. 20)
erlaubt und entsprechend die Wiederholungseinheiten von 44 Da wiedergibt (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund der intensivsten Signalintensititen kann die bevorzugte Ionisation mit Kaliumkation
festgestellt werden. Die FBBR-Abbauuntersuchungen, die mittels der MALDI-TOF-MS-
Detektionsmethode verfolgt werden, zeigen, dass MALDI-TOF-MS die Detektion des Metaboliten
sehr wohl ermdglicht. Im Gegensatz zu fritheren LC/ESI-MS-Ergebnissen, werden diese
Nonylphenolcarboxylate nicht bevorzugt als Anionen im negativen Detektionsmodus charakterisiert,
sondern als K-Pseudo-Molekiilionen. Damit wird gezeigt, dass sich MALDI-TOF-MS prinzipiell
eignet, um FBBR-Abbauuntersuchungen zu verfolgen, da keine grundlegenden Suppressionseffekte
gefunden werden.

Im Folgenden wird dann die MALDI-TOF-MS fiir die FBBR-Abbauuntersuchungen von PVP
evaluiert. So wird die MALDI-TOF-MS zunichst fiir die Molekulargewichtsobergrenze zur
Charakterisierung von PVP untersucht und dann auf seine Anwendbarkeit im niedrigen
Konzentrationsbereich zur zuverldssigen Charakterisierung von PVP in Oberflachen- und Abwasser
entsprechend seinem Empfindlichkeits-, Reproduzierbarkeits-, Homogenitéts- und
Quantifizierungspotential iiberpriift. Bei einer ausreichenden Reproduzierbarkeit der MALDI-TOF-
MS-Analyse kann der biologische Abbau und die damit verbundene Verminderung des PVP verfolgt

werden. Der Abbau kann im Massenspektrum durch eine Deformation und Verschiebung der
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Polymerverteilung zu niedermolekulareren Oligomeren und/oder durch die Bildung einer neuen
Verteilung, z.B. durch Oxidation einer terminalen Gruppe, sichtbar werden. Zunéchst miissen jedoch
erst experimentelle Voruntersuchungen durchgefiihrt werden, deren Hauptzweck es ist, die
Evaluierung der Molekulargewichtsobergrenze fiir die Charakterisierung von PVP und von
experimentellen Versuchsbedingungen zu erfassen, um den biologischen Abbau dieses Analyten und
moglicher Abbauprodukte verfolgen zu konnen.

Obgleich qualitative MALDI-TOF-MS-Untersuchungen von PVP K17 (7-11 kDa) die Masse
der Wiederholungseinheiten  detektieren kénnen (111 Da, Abb. 3-129), sind die
Molekulargewichtsverteilungen stark zu niedermolekularen Oligomeren in einen Massenbereich von
ca. 1.000 bis 5.000 Da verschoben (Daten nicht gezeigt). Die Unterdriickung hohermolekularer
Bestandteile, die in einer liberbetonten Detektion niedermolekularer Polymere resultieren, riihrt her
vom entscheidenden Punkt hoher Polydispersitdten von D > 3, welches bekanntermallen generell die
Molekulargewichtsverteilung in der MALDI-TOF-MS-Analyse verfilschen kann'®'"". So miissen
Proben mit hohen Polydispersitidtswerten vor der MALDI-TOF-MS-Analyse GPC-fraktioniert werden,
um die Polydispersititen der Probe durch enge Fraktionsschnitte zu schmélern. GPC-Fraktionierung
von PVP K17 macht somit erst die genaue massenspektrometrische Charakterisierung moglich. Die
MALDI-TOF-MS ermittelten Molekulargewichte der Fraktionen reichen von <1.000 Da bis zu
ungefihr 17.000 Da (Abb. 3-131).
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Abb. 3-131: MALDI-TOF-Massenspektren von PVP K17 nach GPC-Fraktionierung:
a) Fraktion 1; b) Fraktion 2; c) Fraktion 3; d) Fraktion 4; e) Fraktion 5; f) Fraktion 6;
g) Fraktion 7.
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In jeder PVP-Probe werden niedermolekulare Oligomere der GPC-fraktionierten PVP-Proben
(z.B. Abb. 3-131) mittels MALDI-TOF-MS in einem solch hohen Umfang detektiert, dass schlieBlich,
insbesondere mit Zunahme der Molekulargewichte der untersuchten Proben, die Detektion des
hochmolekularen Anteils der Fraktionen durch niedermolekulare Oligomere verhindert ist. So erlaubt
dieser kombinierte analytische Ansatz bei der Analyse von PVP K25 (28.000-34.000 Da) eine
Molekulargewichtsverteilung der individuellen GPC-Fraktionen nur bis zu 15.000 Da zu ermitteln.
Dieser zu niedrige Molekulargewichtsbereich wird Suppressionseffekten aufgrund niedermolekularer
Anteile zugeschrieben.

Der methodische Ansatz erlaubt auflerdem die erfolgreiche Charakterisierung von
PVP 14.000 Da (D 10,87), aber nur in begrenztem Malle die Analyse von PVP 22.100 Da (D 7,37),
von K25 und von K30 (Daten nicht gezeigt). Um Fehler auszuschlieBen, wird eine erneute GPC-
Fraktionierung der Hauptfraktion von PVP K17 durchgefiihrt. Aus der Gesamtheit (Abb. 3-132) der
erhaltenen GPC-Fraktionseluogramme der Hauptfraktion der ersten GPC-Fraktionierung geht hervor,
dass die erste und zweite GPC-Fraktionierung erfolgreich verlaufen ist. Ein prinzipieller Fehler in der
praktischen Durchfiihrung der GPC-Trennung kann damit ausgeschlossen werden. Dennoch muss
aufgrund der erhaltenen MALDI-TOF-MS-Ergebnisse hinsichtlich hoher niedermolekularer Anteile
eine ausreichende GPC-Trennung angezweifelt werden. Eine mdgliche Ursache ist die ausgesprochen
hohe Polydispersitit der Probe. Aus diesem Grund scheint die Kombination der GPC-Fraktionierung
und der MALDI-TOF-MS-Methode Beschriankungen fiir die Analyse von héhermolekularen PVP-
Bestandteilen (> 20.000 Da) zu haben. Diese Methodenkombination ist daher fiir einen FBBR-Abbau
von PVP und fiir Quantifizierungsansitze ungeeignet.
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Abb. 3-132: Emeute  Fraktionierung der = GPC-Hauptfraktion
PVP K17: Eluogramm der Hauptfraktion (schwarz); Eluogramme
der Fraktionen der Re-Chromatographie (bunt).
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Folglich wird eine niedermolekulare PVP-Probe mit 2.500 Da fir die FBBR-
Abbauuntersuchungen ausgewédhlt. Dieser Massenbereich des Analyten erscheint insofern auch
giinstig zu sein, da dieser eine geniigende Spanne zeigt, um einen Abbau des Analyten ohne EinbuB3en
in der Qualitdit der Massenspektren aufgrund storender  Untergrundeffekte  bzw.
Matrixadduktbildungen, die generell im Massenbereich unter tausend Dalton beobachtet werden, zu
ermdglichen. Der zusétzliche Vorteil dieses Massenbereiches ist die erreichbare Isotopenauflésung
und folglich eine erhohte Genauigkeit und Interpretationssicherheit aufgrund zusitzlicher
Informationen.

Da PVP nur in Wasser in hoheren Konzentration loslich ist*’, ist die Wahl der MALDI-
Matrices auf wasserkompatible Matrices wie 3B-Indolyl Acrylsdure (IAA), o-
Cyanohydroxyzimtsdure (HCCA) und 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) begrenzt. Von diesen ergibt
nur TAA eine ausreichende Probenhomogenitét, wihrend die anderen stirkere Probeninhomogenitéten
und eine geringe Qualitdt in den Massenspektren (Daten nicht gezeigt) zeigen.

Die lonisation polymerer Analyten ist im allgemeinen abhédngig vom gezielten Zusatz eines
Metalltrifluoracetates (Kapitel 1.1.3.2, S. 7), um eine erfolgreiche Detektion und Interpretation in der
Massenspektrometrie zuzulassen. Die stabile Bildung von Pseudo-Molekiilionen wird durch
unterschiedliche Effekte wie Polymerlidnge, Kationengrofe, Struktur des Analyten (z.B. Heteroatome,
aromatische Ringe, Endgruppen) bestimmt'***®’. Wenn kein Metalltrifluoracetat gezielt hinzugefiigt
wird, wird eine Uberlagerung unterschiedlicher Pseudo-Molekiilionen ermittelt, wodurch die
erhaltenen Massenspektren nur schwer interpretierbar sind. Die MALDI-TOF-Massenspektren von
PVP zeigen eine Qualititszunahme mit jedem eingesetzten Metalltrifluoracetat (Abb. 3-133) und
weisen aufgrund der intensivsten Signale die stabilste Pseudo-Molekiilionenbildung mit dem
Natriumkation nach (Abb. 3-133a). Die Massenspektren des Li-Pseudo-Molekiilions (Abb. 3-133c¢)
zeigen eine Uberbetonung der niedermolekularen Oligomere. Hinsichtlich der Signalintensitit und -
qualitdit in den Massenspektren wird damit folgende Reihe der Effektivitit von
Kationisierungsmetallsalzen (Abb. 3-133) fiir PVP gefunden:

Natrium- > Lithium- > Kalium- > Silberkation > ohne Metalltrifluoracetatzugabe.

Mit den damit einhergehenden Verschiebungen der Signallagen kénnen durch die gezielte
Metalltrifluoracetatzugabe analog Kapitel 2.1.3, S.20 die Massen der beiden unbekannten
Endgruppen errechnet werden, die zusammen 60 Da ergeben. Diese Masse entspricht formal der
Summenformel C,H40,. Dieser Strukturvorschlag steht im Einklang mit dem Syntheseweg der freien
radikalischen Polymerisation von Vinylpyrrolidon in Wasser unter Verwendung von
Wasserstoffperoxid als Initiator, welcher zu einer Hydroxyl- (HO-, 17 Da) und einer
Aldehydendgruppenfunktion (-CH,CHO, 43 Da; Abb. 3-129) fiihrt. Die Ergebnisse der Bestimmung
der Endgruppen konnen auch zusitzlich mit PSD-MALDI-TOF-Fragmentuntersuchungen eines Li-
241,242

Pseudo-Molekiilions gegen eine Standardprobe von PVP K12 mit bekannten Endgruppen
verifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-133: MALDI-TOF-Massenspektren von PVP 2.500 Da in Abhéngigkeit der
Ionisation induziert durch variierende Metalltrifluoracetatzugabe: a) CF;CO;Na;

Der Einfluss der relativen Laserleistung zeigt sich als ein sehr empfindlicher Parameter, der die
Auflosung und die Signalintensitit beeinflusst. Das letzte sogar zugunsten stark konkurrierender
Signale (Abb. 3-134). Das Massenspektrum, bei dem niedrige Laserleistung verwendet wird (Abb.
3-134a: von 70), zeigt die intensivste Signalserie mit einer Wiederholungseinheit von 111 Da
(=Vinylpyrrolidon). Dieses Signal erscheint bei -38 Da bezogen zur Hauptsignalserie (Abb. 3-134b,
¢), welche der evaluierten Struktur entspricht (Abb. 3-129), kann nicht durch andere mogliche
Endgruppen erklart werden oder einer Pseudo-Molekiilionenbildung mit irgendeinem géngigen
Metallkation zugeordnet werden. Folglich kann diese uns unbekannte PVP-Struktur nicht irgendeiner
Metall-Pseudo-Molekiilionenbildung zugewiesen werden, resultiert aber am wahrscheinlichsten von
einem PVP mit unbekannter Endgruppenfunktionalitit. Bei Zunahme der Laserleistung verringert sich
die Signalintensitdt des PVPs mit unbekannter Endgruppenfunktionalitit (Abb. 3-134b: mittlere
relative Laserleistungen von 35; Abb. 3-134c: hohe relative Laserleistung von 40) wéhrend die
Signalintensitdt fiir das Na-Pseudo-Molekiilion mit der bekannten Endgruppenfunktionalitit steigt.
Dieser Effekt ist so stark, dass sich die Verhéltnisse der Signalintensitdten der intensivsten Signale
umgekehrt proportional verhalten (Abb. 3-134). Bei Laserleistungen erfahrt die Basislinie eine
Verschiebung. Folglich wird fiir weitere Untersuchungen von PVP die relative Laserleistung auf einer

mittleren Stufe von 35 gehalten.
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Abb. 3-134: MALDI-TOF-Massenspektren von PVP 2.500 Da in Abhéngigkeit der
relativen Laserleistung: a) 30; b) 35; ¢) 40.

PVP, das zu entmineralisiertem Wasser (Daten nicht gezeigt) und zu Wasser des Flusses
Rheins (Abb. 3-135) in Konzentrationen von 1.000, 100 und 10 mg L™ zu dosiert wurde, bestitigt die
Unabhéngigkeit der Resultate von dem gewahlten wéssrigen Matrixmedium. Die MALDI-TOF-MS ist
somit eine sehr robuste und schnelle Methode, die zeitraubende Reinigungs- und/oder
Entsalzungsprozesse fiir die direkte Analyse von PVP in natiirlichen Wasserproben entbehrlich macht.
Folglich zeigt sich MALDI-TOF-MS als eine leistungsfahige Methode fiir direkte Charakterisierung
eines Analyten sogar in einem Molekulargewichtsbereich, in der andere Methoden vollstéindig
versagen. Der grofite Nachteil der Methode ist die Nichtlinearitidt zwischen Signalintensitit und der
Konzentration von PVP im MALDI-TOF-Massenspektrum. Weder in der angewendeten
Konzentrationsserie mit entmineralisiertem Wasser noch mit Flusswasser wird eine Abnahme der
Signalintensitdt in den Massenspektren erhalten, die mit der vorgegebenen Analytkonzentration
korreliert (Abb. 3-135a-c). Die Konzentration von 1 mgL™" gibt irreproduzierbare MALDI-TOF-
Massenspektren mit geringer Qualitét und sehr niedrigen Signalintensitéten (Daten nicht gezeigt). Aus
diesem Grund wird eine Konzentration von 10 mgL"' PVP im Flusswasser als Anfangswert
festgesetzt, um die biologischen Abbauuntersuchungen zu verfolgen. Niedrigere Konzentrationen
zeigen eine erhohte Genauigkeit hinsichtlich der Quantifizierung, obgleich der Untergrund und die
Matrixadduktbildung eine stirkere Auswirkung auf das Massenspektrum haben. Zusitzlich ist es
wichtig zu beachten, dass sich die Abnahme der Konzentration von PVP im MALDI-TOF-
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Massenspektrum durch eine Abnahme der Signalintensitdt wiederspiegelt (Abb. 3-135a-c) und dass
dabei besonders die Detektion der hohermolekularen Oligomere verhindert wird. Damit wird durch die
Verringerung der Konzentrationen vor allem eine Verschiebung der Molekulargewichtsverteilung
(Abb. 3-135b, ¢) zu kleineren Massen beobachtet. Dieses Ergebnis beeintrachtigt nachdriicklich eine
direkte Interpretation der Molekulargewichtsverteilung beim Verfolgen des biologischen Abbaus.
Infolgedessen zeigt nur eine starke Deformation und Abnahme des mittleren Molekulargewichtes des
Polymers oder die Bildung einer bimodalen Verteilung eindeutig einen biologischen Abbau von PVP

an.
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Abb. 3-135: MALDI-TOF-Massenspektren von PVP 2.500 Da in Abhingigkeit der
Konzentration: a) 1.000 mg L™; b) 100 mg L™"; ¢) 10 mg L™

Die Reproduzierbarkeit der MALDI-TOF-Messung wird durch eine Versuchsreihe an zweimal
10 analogen MALDI-TOF-MS-Probenpriparationen von PVP (10 mg L) iiberpriift. Eine hohe ,,shot-
to-shot““-Reproduzierbarkeit wird auf jedem ,,Spot* gefunden, wéhrend sich die Probe-zu-Probe-
Reproduzierbarkeit von einem zum anderen ,,Spot™ nur begrenzt zeigt (Daten nicht gezeigt). Die
Reproduzierbarkeit scheint sogar unabhingig vom wéssrigen Matrixmedium zu sein, da
entmineralisiertes Wasser und Flusswasser dhnliche Resultate ergeben. Die Gesamtheit der
Reproduzierbarkeit der PVP-Analyse, die erzielt wird, ist ausreichend fiir FBBR-Abbauversuche,
jedoch nicht um genaue Quantifizierungsuntersuchungen durchfiihren zu konnen.

Einige Griinde erkldren die Insuffizienz einer generellen, quantitativen MALDI-TOF-MS-
Analyse. Bei MALDI-TOF-MS besteht zwischen der Signalintensitit im Massenspektrum weder eine
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quantitative Wechselbeziechung zur Menge der desorbierten/ionisierten Probe noch zur relativen
Laserleistung. Zusétzlich gibt es keine zuverldssigen Informationen zur Grofle und zur Stérke der
Schichtdicke der kristallisierten Analyt-Matrix-MALDI-Probenmischung. So koénnen in der
Massenspektrometrie  Signalintensititen im  MALDI-TOF-MS  viel stirker als bei
16sungsmittelbasierenden Methoden wie LC/ESI-MS variieren. Trotz all dieser Vorbehalte ist
MALDI-TOF-MS die vielversprechendste analytische Methode, um eine qualitative und
semiquantitative Analyse von PVP durchzufiihren.

Auf die Eignung der angewendeten Methode zur Verfolgung der Verringerung der
Konzentrationen wihrend des biologische Abbauexperimentes unter Konzentrationen von 1 mg L™
und schlieBlich der Moglichkeit, reale Proben zu analysieren, wurde die Festphasenextraktion (SPE)
und Lyophilisation zur Anreicherung von PVP in Oberflichenwasser untersucht. Abb. 3-136a zeigt
das Massenspektrum von PVP, das zum Flusswasser zu dosiert ist. Dabei féllt auf, dass das
Massenspektrum nach ~ SPE-Anreicherung (Abb. 3-136¢) eine Uberreprisentation  der
niedermolekularen Oligomere und eine Anreicherung der PVP-Oligomere mit unbekannten
Endgruppen in grolerem Umfang zeigt (Abb. 3-134), wihrend die Lyophilisation des zu Flusswasser
zu dosierten PVPs (Abb. 3-136b) reproduzierbare Ergebnisse liefert bei denen die

Molekulargewichtsverteilung am wenigsten beeinflusst wird.
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Abb. 3-136: MALDI-TOF-Massenspektren von PVP2.500 Da (100 mgL™) in
Abhingigkeit der Anreicherungsmethode: a) PVP zu Flusswasser zu dosiert; b)
Lyophilisierung von PVP zu dosiert zu Flusswasser (10mgL™); ¢)
Festphasenextraktion (SPE) von PVP zu dosiert zu Flusswasser (10 mg L™).
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3.4.5.3 Untersuchungen zum Abbauverhalten und zum Verbleib von PVP
Beim Abbauversuch (Kapitel 6.1.2.21, S.273)* von PVP iiber eine Zeitdauer von 30 Tagen,

welches in einer Konzentration von 10 mg L™ auf das FBBR zu dosiert wird, wird weder ein Einbruch
in der Polymerverteilung, welcher gingigerweise bei einem biologischen Abbau nach einer
bestimmten Zeit der Einwirkung stattfindet, beobachtet, noch eine ansteigende Verteilung eines
moglichen Abbauproduktes (Abb. 3-137). Eine biologische Nichtabbaubarkeit von PVP wird damit
zunéchst angedeutet.
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Abb. 3-137: MALDI-TOF-Massenspektren des FBBR-Abbauverlaufs von
PVP 2.500 Da: a) 0 h; b) 5h; c) 8d; d) 16 d.

Die gefundene, langsame Verminderung der hdhermolekularen Oligomere wihrend des FBBR-
Experimentes (Abb. 3-137a-d) kann durch eine Abnahme der Konzentration erklért werden, die eine
Abnahme an der Signalintensitit hohermolekularer Anteile nach sich zieht. Dieser langsame Prozess
der Konzentrationsverminderung deutet sehr wahrscheinlich nicht einen biologischen Abbau an, da die
Signalintensitét der niedermolekularen Oligomere der Polymerverteilung nach einem Tag (Daten nicht
gezeigt) wiahrend der kompletten Versuchsdauer ungefdhr gleich sind (Abb. 3-137¢, d) und nur
Schwankungen im Fehlerbereich der Reproduzierbarkeit zeigen. Diese langsame wenig signifikante

*XIX Die biologischen Abbaureaktionen wurden von Herrn Dr. Peter Eichhorn im Rahmen seiner
Promotion unter Anleitung von Hern Dr. Th. P. Knepper im AK Prof. Dr. R.-D. Wilken, ESWE-
Institut Wiesbaden/ Universitdt Mainz, durchgefiihrt.
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Anderung kann eher einem Adsorptionsphinomen der hohermolekularen Oligomeren von PVP zu
geschrieben werden.

Die FBBR-Abbauergebnisse werden durch MALDI-TOF-MS-Wiederholungsmessungen des
kompletten  biologischen = Abbauexperimentes  verifiziert. Die  gleiche Tendenz  der
Molekulargewichtsverschiebung wird erneut beobachtet, so dass eine Fehlinterpretation aufgrund
mangelnder Reproduzierbarkeit der MALDI-TOF-MS ausgeschlossen werden kann. Das FBBR-
Experiment zeigt eine langsame, insignifikante Konzentrationsabnahme an.

Eine Uberpriifung der Nichtabbaubarkeit von PVP durch mikrobiellen Abbau bei starker
Adsorptionstendenz soll durch ein zusétzliches Experiment erreicht werden, bei dem das Verhalten
von PVP in Gegenwart von Schlammsuspensionen mittels MALDI-TOF-MS iiberwacht und verfolgt
wird. Hierfiir wird getrockneter Abwasserschlamm mit einer wissrigen PVP-Losung von 100 mg L™
in einem Massenverhéltnis von 500/1 versetzt und intensiv geschiittelt.

Die PVP-Probe wird unter dem Aspekt ausgewihlt, dass sie moglichst hohermolekular ist mit
einem moglichst geringen Anteil an niedermolekularen Oligomeren. Folglich wird die GPC-
Hauptfraktion von K17 genommen, welche eine Molekulargewichtsverteilung mit guten
Signalintensitidten (Verwendung von Natriumtrifluoracetat) von ungefdhr 5.000 bis 8.000 Da im
MALDI-TOF-Massenspektrum (vergleichbar mit Abb. 3-131¢) aufweist. Die Adsorption von PVP an
Abwasserschlamm wird verifiziert, indem Aliquote des wiissrigen Uberstandes analysiert werden, um
die Abnahme des PVP in der Mutterlauge in Abhéngigkeit der Inkubationszeit zu ermitteln.

Die Empfindlichkeit der herkommlichen MALDI-TOF-MS ist nicht ausreichend, um die
Abnahme von PVP bereits nach einer kurzen Inkubationszeit mit Abwasserschlamm zu ermitteln (1 h;
Daten nicht gezeigt). Solch ein bedeutender Prozess erfordert eine hohe Empfindlichkeit des
Detektionsschrittes. Diese wird durch MALDI-TOF-MS-Untersuchungen mit dem sogenannten
Ankerprobentridger verwirklicht. Dieser Probentrdger wurde dahingehend fiir die Proteinanalytik
entwickelt, um eine zuverldssige Charakterisierung bei sehr niedrigen Konzentrationen zu
ermoglichen. Die unterschiedliche Beschichtung des Probentrigers sorgt beim Verdampfen des
Losungsmittels dafiir, dass die Probenmischung sehr punktgenau und mit wesentlich geringerem
Flachendurchmesser auskristallisiert. Dadurch kommt es formal zu einer Aufkonzentration. In Abb.
3-138 sind sie Ergebnisse fiir PVP 2.500 Da gegeniibergestellt (Abb. 3-138a: konventioneller
Probentrdger; Abb. 3-138b: Ankerprobentriger). Dabei wird deutlich, dass die Homogenitit ebenfalls
verbessert wird. Die Ermittlung der optimalen Konzentration fiir den MALDI-Ankerprobentriger
weist verglichen mit dem herkémmlichen MALDI-Probentriger eine zehnfache Zunahme der
Empfindlichkeit nach.
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Abb. 3-138: Vergleich  unterschiedlicher  Kristallisationen:
a) nicht optimierte Probenpréparation und Auftragung;
b) optimierte Probenpréparation und Auftragung auf Anker-
»3pot; ¢) optimierte Probenpriparation und Auftragung neben
Anker-,,Spot“; d) reiner Anker-,,Spot* (Durchmesser 600 um).

Die MALDI-TOF-MS-Messung mit dem Ankerprobentrdger des Adsorptionsexperimentes
(Abb. 3-139i) kann in der Tat PVP (Massenbereich zwei bis vier Dalton) in der wissrigen Mutterlauge
nach einer Inkubationszeit von 1 h ermitteln, versagt jedoch nach 2,5 h. Somit zeigen diese MALDI-
TOF-MS-Messungen, dass die Adsorption von PVP an Abwasserschlamm ein sehr schneller Prozess
ist und dass die PVP-Konzentration in der Mutterlauge unter 10 mg L™ nach 1 h und unter 1 mg L
nach 2,5 h liegt. Zusétzlich wird nachgewiesen, dass der Adsorptionsprozess dieser PVP-Probe ein
vom Analyt groBenabhéngiger Prozess ist, da nur die niedermolekularen Oligomere nach 1 h (Abb.
3-139a) nachweisbar sind, wahrend die hohermolekularen Bestandteile der GPC-Fraktion vollstindig
verschwunden sind. Diese Erkenntnis steht in Ubereinstimmung mit dem FBBR-Experiment selbst,
bei dem ebenfalls die hohermolekularen Bestandteile mit zunehmender Abbauzeit nicht mehr
detektiert werden konnten (Abb. 3-137).

Das parallel geflihrte Kontrollexperiment (Abb. 3-139ii), bei dem PVP mit Wasser jedoch ohne
Schlamm aufgelost wurde, zeigt keine Abnahme an der PVP-Konzentration in der Mutterlauge. Dies
ist exemplarisch in Abb. 3-139ii fiir die MALDI-TOF-Massenspektren (Abb. 3-139a: 1 h; Abb.
3-139b: 32 h) unter Verwendung des Ankerprobentragers dargestellt. Die Ergebnisse der Adsorption
zusammen mit dem Kontrollexperiment bestétigen eindeutig, dass das PVP schnell und in einem sehr

hohen Maf3e am Schlamm adsorbiert wird.
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Abb. 3-139: MALDI-TOF-Massenspektren des Adsorptionsexperimentes der
GPC-Fraktion von PVP K17 (5-8 kDa): i) PVP-Fraktion zu dosiert zu
Schlamm/MilliQ-Wasser: a) 1 h; b) 2,5 h; ii) Kontrollexperiment PVP-Fraktion
zu dosiert zu MilliQ-Wasser: a)2,5h; b)32h; iii) Kontrollexperiment
Schlamm/MilliQ-Wasser: a) 1 h; b) 2,5 h; ¢) 32 h.

In jeder MALDI-TOF-MS-Messung der Mutterlauge des eigentlichen PVP-
Adsorptionsexperimentes gab es eine zusdtzliche Polymerverteilung, die mit einer
Wiederholungseinheit von 44 Da auftritt, und damit Poly(ethylenglykol) (PEG) zugeschrieben werden
kann. Die Uberpriifung wird einfach durch das Kontrollexperiment erreicht (Abb. 3-139iii), bei dem
die Schlammprobe mit Wasser jedoch ohne PVP aufgenommen und intensiv geschiittelt wird. Dabei
ergibt sich eine sichtbare Zunahme in Abhéngigkeit der Zeit in der Art, dass die Signalintensitit des
PEGs zwischen 1 h (Abb. 3-139iii,a) und 2,5 h (Abb. 3-139iii,b) stark ansteigt und danach konstant
bleibt (Abb. 3-139iii,c: 32 h). Diese hohe Konstanz ist durch identische Signalintensititen in den
MALDI-TOF-Massenspektren unter Verwendung des Ankerprobentrigers gekennzeichnet und hebt
dabei die hohe Reproduzierbarkeit dieser neuen Probentrdger hervor. Dieses Kontrollexperiment zeigt
damit, dass die zusitzliche Polymerverteilung in der Tat von PEG resultiert, der schon im verwendeten
Abwasserschlamm zugegen war und sich wéhrend des Adsorptionsexperimentes von PVP abloste.
PEG fillt als Metabolit beim biologischen Abbau von polyethoxylierten Tensiden wie z.B.
Alkoholethoxylaten an®".
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Um weitere Erkenntnisse hinsichtlich der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS (Kapitel 3.1.2,
S.30) zu gewinnen, wurde diese auf ihr Potential zur direkten Charakterisierung von
umweltrelevanten Substanzen aus festen Umweltproben getestet. Die 16sungsmittelfreie MALDI-
TOF-MS des getrockneten Abwasserschlammes konnte bei keinem der gewédhlten Bedingungen
(Matrices: IAA, Dithranol, TCNQ) den PEG-Analyten analysieren (Daten nicht gezeigt). Zusétzliche
Experimente zeigen, dass beim Auflosen des Schlammes und anschlieBender konventioneller
l6sungsmittelbasierender MALDI-TOF-MS ausschlieBlich die zentrifugierte Losung der geldsten
Schlammprobe, nicht jedoch die Losung der unzentrifugierten Schlammprobe den PEG-Analyten
eindeutig charakterisiert (Daten nicht gezeigt). Dies kann damit erkldrt werden, dass auch PEG eine so
hohe Adsorptionstendenz zu Schlammpartikeln hat, dass die starken Wechselwirkungen bei der
losungsmittelfreien Probenprédparation nicht aufgebrochen werden. GleichermaBen kann fiir die
unzentrifugierte Losung angenommen werden, dass bei der Idsungsmittelbasierenden
Probenpriparation die starken Adsorptionseffekte beim Kristallisationsschritt auf dem Probentréger
sofort wieder eingegangen werden, sofern der Schlamm noch zugegen ist. Dabei kann angenommen
werden, dass dies eine generelle Tendenz von umweltrelevanten Analyten und festen Proben bei der
MALDI-TOF-MS-Analyse ist.

3.4.5.4 Evaluierung des analytischen Ansatzes

Die herausragenden Vorteile von MALDI-TOF-MS werden in der Robustheit bei eindeutiger
Charakterisierung von PVP gefunden, welches zu einer Umweltmatrix wie Flusswasser zu dosiert ist.
Die Anwendung dieser MS-Methode erlaubt auch eine weniger zeitintensive Anreicherungsprozedur.
Der Nachteil von MALDI-TOF-MS ist insbesondere die Nichtlinearitdt zwischen relativer
Laserleistung und Konzentration fiir quantitative PVP-Untersuchungen. Diese geringe MALDI-TOF-
Leistung sowie deren Empfindlichkeit wurden durch den gezielten Einsatz des Ankerprobentrigers
verbessert und zeigt sich damit als wertvoll fiir zukiinftige Abbaustudien. Die Beschrankungen, die
weiterhin bleiben, sind die hohen Polydispersititen der unterschiedlichen PVP-Proben (z.B. D~10 in
den pharmazeutischen Anwendungen, in D~15 in den Waschmitteln), welche MALDI-TOF-MS nur
nach einer erfolgreichen GPC-Fraktionierung anwendbar macht.

Der biologische Abbau von PVP kann mit diesen FBBR-Abbauexperimenten, die mittels
MALDI-TOF-MS  verfolgt wurden, vollstindig ausgeschlossen werden, wéhrend das
Adsorptionsexperiment zeigt, dass PVP eher bevorzugt mit Schlamm komplexiert. Dennoch kann
nicht ausgeschlossen werden, dass diese geringe biologische Abbaubarkeit aus der Art der Endgruppe
der untersuchten PVP-Probe resultiert und dass mit einer anderen Endgruppe ein héherer biologischer
Abbau erreicht werden kann. Diese Untersuchungen zeigen, dass MALDI-TOF-MS als breite
Detektionsmethode fiir FBBR-Experimente zugénglich ist. Damit wird das analytische Fenster fiir
polymere Analyten vergrofert und umweltrelevante Studien werden moglich.

Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen zur biologischen Abbaubarkeit und zum
Adsorptionsverhalten von PVP darf angenommen werden, dass in Kldranlagen dieses Polymer wegen
seiner auBlerordentlichen Adsorption an Schlamm aus der gelosten Phase entfernt wird. Diese
Ergebnisse extrapolierend, verbleibt die Frage des Schicksals und des endgiiltigen Verbleibs des
absorbierten PVP weiterhin beantwortet zu werden.
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Somit konnten semiquantitative MALDI-TOF-MS-Aussagen bei einer umweltrelevanten
Fragestellung eines Analyten erfolgreich getroffen werden, bei der andere Detektionsmethoden
aufgrund des Molekulargewichtes bzw. der Polydispersitét der Proben génzlich versagen. Um weitere
generelle Aussagen zur quantitativen MALDI-TOF-MS-Analyse treffen zu konnen, sollen im

Folgenden entsprechende Modelluntersuchungen durchgefiihrt werden.

3.4.6 Wege der Quantifizierung mittels MALDI-TOF-MS

Einschrankungen der quantitativen MALDI-TOF-MS sollen im Folgenden verdeutlicht werden, die
bislang durch 16sungsmittelbasierende MALDI-TOF-MS festgestellt werden konnten:

e Endgruppenbedingte Unterschiede in der Ionisation®®,
e kationengroBenbedingte Unterschiede in der Ionisation'®’,

e matrixbedingte Fragmentierung'*’ und

e Suppression von héhermolekularen Bestandteilen bei polydispersen Proben'**'"’.

Die Bedeutung der Probenpréparation bei der MALDI-TOF-MS wurde in den vorangegangenen
Kapiteln unter sehr unterschiedlichen Gesichtspunkten deutlich. Der Einsatz des Ankerprobentrigers
bei der losungsmittelbasierenden MALDI-TOF-MS-Analyse fiihrte zu einer verbesserten
Reproduzierbarkeit bei einem synthetischen Polymer (Kapitel 3.4.5, S. 222). Durch die Entwicklung
der universellen 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS (Kapitel 3.1.2, S. 30) konnte ein grundlegender
Schritt in Richtung Quantifizierung mittels MALDI-TOF-MS gegangen werden. Diese ermoglicht
eine wesentlich gezieltere Optimierung, da die Préparationsmethode unabhingig von Loslichkeit und
Kompatibilitdt (Kapitel 3.1.2.2.1, S.44) der zu mischenden Komponenten ist. Folgende

Verbesserungen ergaben sich im Einzelnen:
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e hohere Homogenitat (Kapitel 3.1.2.1.3, S. 40),

e hohere ,shot-to-shot“- und ,sample-to-sample“~-Reproduzierbarkeit (Kapitel 3.1.2.1.3,
S. 40),

e Dbreiterer Bereich optimaler Analyt/Matrix-Verhéltnisse (Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31),
e hohere Signalintensitéten bei gleichsam geringerer Schwankung (Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31),
o keine Segregation (Kapitel 3.1.2.2, S. 44),

e keine Suppression von unldslichen Bestandteilen gegeniiber 16slichen Bestandteilen
(Kapitel 3.1.2.2.2, S. 46),

e keine Suppression von l16slichen Bestandteilen gegeniiber deren Nebenprodukte
(Kapitel 3.1.2.2.3, S. 49),

e keine Unterdriickungseffekte aufgrund unterschiedlicher Analyt/Matrix-Verhéltnisse
(Kapitel 3.1.2.2.3, S. 49),

e vernachlédssigbarer Matrixuntergrund (Kapitel 3.1.2.3.2, S. 54),
e vernachldssigbare Konkurrenzkationisierung (Kapitel 3.1.2.1.1, S. 31 und 3.1.2.3.2, S. 54),

e keine Fragmentierung durch gezielte Optimierung der Matrix (Kapitel 3.1.2.3.3, S. 55 und
3.43.2,S.154),

o keine Fragmentierung durch gezielte Metalltrifluoracetatzugabe (Kapitel 3.2.2.3.2, S. 106),

e keine Fragmentierung aufgrund der Verwendung eines Losungsmittels (Kapitel 3.2.2.3.2, S.
106 und 3.4.3.7, S. 192) und

e geringere Laserleistungen anwendbar (Kapitel 3.4.3.2, S. 154).

Aus diesen Ergebnissen wird gefolgert, dass die losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS die
Methode der Wahl ist fiir eine optimierte Quantifizierungsanalyse. Daher sollen einige
losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS-Modelluntersuchungen definierter Gemische durchgefiihrt
werden, um generelle Tendenzen zu erarbeiten. Ein besonderer Schwerpunkt wird auf die Ionisation
gelegt.

Zunichst werden Modelluntersuchungen bei moglichst gleichem Molekulargewicht in
Abhéngigkeit der Endgruppen eines Polymers und deren bevorzugter lonisation durchgefiihrt. Hierfiir
werden Polystyrol (PS) 1.600 Da mit den gédngigen Butyl- und Wasserstoffendgruppen sowie
sdureendgruppenfunktionalisiertes PS (PSCO,H) 1500 Da*** ausgewihlt (Abb. 3-42, S. 98).
Polystyrole werden géngigerweise als Ag-Pseudo-Molekiilionen detektiert, da eine effektive
Ausbildung einer Sandwich-Struktur zwischen Silberkation und zwei Aromaten mdglich ist. Mit
Alkalimetalltrifluoracetaten ist ebenfalls eine lonisation moglich, sofern geringste Spuren von
Silberkationen entfernt sind.

Die bevorzugte Ionisation von PSCO,H wird mittels der 16sungsmittelbasierenden MALDI-
TOF-MS festgelegt, in dem dieser Analyt mit CF;CO,Li, CF;CO,Na, CF;CO,K und CF;CO,Ag

**X Die Synthese wurde von Frau Dr. S. Rosselli im Rahmen ihrer Promotion unter Anleitung von PD

Dr. S. Hoger im AK Prof. G. Wegner am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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vermessen wird. Die intensivsten Signalintensititen werden fiir die Ag-Pseudo-Molekiilionen
festgestellt. Bei den Alkalimetallen wird die grofite Signalintensitit fiir Na-Pseudo-Molekiilionen
[PSCO,H+2Na-H]" und [PSCO,H+Na]" gefunden.

Im Folgenden wird eine Modellmischung von 53 % PSCO,H und 47 % PS hergestellt und mit
Dithranol in einem Analyt/Matrix-Verhéltnis von 1/500 mittels Kugelmiihle vermengt. Ein Teil der
erhaltenen MALDI-Probenmischung wird gezielt mit Silber- bzw. Natriumtrifluoracetat versetzt und
mittels Kugelmiihle durchmischt. Ein 16sungsmittelfreies MALDI-TOF-Massenspektrum ohne
Metallsalzzugabe konnte nur bei hohen relativen Laserleistungen 45 erhalten werden. Dabei wurde
ausschlieBlich [PSCO,H+2Na-H]" detektiert (Daten nicht gezeigt).

Das losungsmittelfreie  MALDI-TOF-MS unter Silbertrifluoracetatzugabe (Abb. 3-140)
detektiert bei geringen Laserleistungen [PS+Ag]", [PSCO,H+Ag]" und [PSCO,H+2Ag-H]". Uber die
Signalintensititen im Massenspektrum im Bereich der Signale von 1.400 bis 1.500 Da kann bei einer
relativen Laserleistung von 30 ein ,,Response‘-Verhéltnis von 46 % PSCO,H und 54 % PS errechnet
werden. Diese relativen Signalintensititen der Ag-Pseudo-Molekiilionen [PS+Ag]” und
[PSCO,H+Ag]" bleiben mit zunehmender Laserleistung relativ dhnlich (Abb. 3-140b,c). Jedoch wird
bei einer relativen Laserleistung von 45 (Abb. 3-140d) eine intensive Konkurrenzionisation
[PS+Na] gefunden, welche die ,,Response“-Verhiltnisse noch weiter zu fehlerhaften Ergebnissen
(35 % PSCO,H und 65 % PS) verschiebt. Bei einer sehr hohen relativen Laserleistung 50 (Abb.
3-140e) wird fast ausschlieBlich [PS+Ag]" detektiert. Das ermittelte , Response*-Verhiltnis im
Massenspektrum liegt nur noch bei 16 % PSCO,H und 84 % PS.
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Abb. 3-140: MALDI-TOF-Massenspektren des PS-Modellgemisches (53 % PSCO,H und
47 % PS) unter Verwendung von Silbermetellsalz in Abhéngigkeit der relativen
Laserleistung: a) 30, b) 35; c) 40; d) 45; ¢) 50.

Das  l6sungsmittelfreie =~ MALDI-TOF-Massenspektrum  zeigt bei  Zugabe  von
Natriumtrifluoracetat zur Modellmischung bei geringen relativen Laserleistungen 30 (Abb. 3-141a)
Signale fiir [PS+Na]’, [PSCO,H+Na]" und [PSCO,H+2Na-H]". Das ,Response“-Verhiltnis im
Massenspektrum betrdgt dabei 72 % fir PSCO,H und 28 % fiir PS. Mit zunehmender Laserleistung
nimmt der Fehler stark zu (Abb. 3-141b,c). Bei einer relativen Laserleistung von 45 (Abb. 3-141d)
wird ein ,,Response“-Verhiltnis von 82 % PSCO,H und 18 % PS und bei 50 (Abb. 3-141e) von
96 % PSCO,H und 4 % PS ermittelt.

Aus diesen Modelluntersuchungen geht die Bedeutung der Endgruppen, der Ionisation und der
Laserleistung zur Ermittlung von ,,Response““-Faktoren hervor. PS mit der géngigen Butylendgruppe
ionisiert bevorzugt mit Silberkationen iiber die aromatischen Seitengruppen. Das ,,Response®-
Verhiltnis der Modellmischung ist zugunsten von PS verschoben. Bei PSCO,H bestehen
konkurrierende Ionisationsmoglichkeiten, welche bei Zugabe von Natriumtrifluoracetat stark an
Attraktivitdt gewinnen. Bei der préferentiellen lonisation kdnnen folgende allgemeine Abhéngigkeiten

zusammengefasst werden, die die ,,Response‘‘-Faktoren nachtriaglich verféalschen:
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o Konkurrierende Ionisation (z.B. Na-Pseudo-Molekiilionen bei PS),

e Austausch von aciden Protonen (z.B. durch Natriumkation bei PSCO,H).
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Abb. 3-141: MALDI-TOF-Massenspektren des PS-Modellgemisches (53 % PSCO,H und
47 % PS) unter Verwendung von Natriumtrifluoracetat in Abhédngigkeit der relativen
Laserleistung: a) 30, b) 35; c) 40; d) 45; ¢) 50.

In Abhéngigkeit von der Laserleistung wird bei beiden PS-Proben bei den geringsten
Laserleistungen der geringste Fehler bei den ,,Response“-Verhiltnissen gefunden. Bei den stéirksten
Laserleistungen ist das Verhiltnis jeweils sehr stark zur Uberrepriisentation der jeweiligen PS-Probe
verschoben, welche die bevorzugte Wechselwirkung mit dem zugesetzten Kationisierungsmetallsalz
eingeht. Die bevorzugte Ionisation wurde zuvor an den reinen PS-Proben in Abhéngigkeit ihrer
Endgruppen festgestellt.

Priferentielle lonisationen konnen nicht alleine nur durch die Zugabe von Metallsalzen
beeinflusst werden. Dies soll im Folgenden durch eine weitere Modelluntersuchung veranschaulicht
werden. Modelluntersuchungen zu Unterdriickungseffekten aufgrund der Matrixeigenschaften und der
Ionisierungsarten der Analyten sollen auch hier mittels 16sungsmittelfreier MALDI-TOF-MS
durchgefiihrt werden. Die reinen Substanzen wurden zundchst jeweils als Reinsubstanzen unter
Beriicksichtigung ihrer priferentiellen Ionisation vermessen. Poly(paraphenylenvinylen) (PPV) mit

der TCNQ-Matrix liefert Massenspektren mit guten Signalintensitdten unter radikalkationischer
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Ionisation (Abb. 3-142). PEG, IAA-Matrix und Natriumtrifluoracetat ermoglicht Massenspektren mit
ebenfalls guten Signalintensitdten unter Na-Pseudo-Molekiilionenbildung zu erhalten (Abb. 3-142).

Photoionization I

—_—
oL Oh

a) PPV mit TCNQ

lHHHmHHHHHHLHHHUHu“.“ L

T T T T T 1
5000 10000 15000 20000
m/z

b) PEG mit IAA
Pseudomolekulare Ionisation I

+

+

ECHZ-CHZ-O} +Na NCHZ-CHZ-O>+ Na

n n

. n Jn A L L d«M«U‘u

T T T T T T T T T T T T 1
1000 1200 1400 m/ 1600 1800 2000 2200
Z

Abb. 3-142: MALDI-TOF-Massenspektren der reinen Analyten und deren
geeigneten Matrices: a) PPV und TCNQ-Matrix: Photoionisation unter Ausbildung
eines Radikalkations; b) PEG und IAA-Matrix: Pseudo-Molekiilionenbildung unter
Ausbildung eines Na-Pseudo-Molekiilions.
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Werden nun die beiden Analyten in einem 1/1 molaren PPV/PEG-Verhéltnis gemischt und mit
TCNQ-Matrix mittels losungsmittelfreier MALDI-TOF-MS vermessen, so werden beide Analyten
zwar detektiert (Abb. 3-143a) jedoch entsprechen die Signalintensititen bei weitem nicht den zu
erwartenden ,,Response*“-Verhéltnissen (96 % PEG und 4 % PPV).
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Abb. 3-143: MALDI-TOF-Massenspektren von Gemischuntersuchungen von &quimolare
Anteilen an PPV und PEG ermittelt durch l6sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS unter
Variation der Matrices: a) TCNQ; b) IAA und Natriumtrifluoracetat.



ERGEBNISSE 245

Wird dieses 1/1 molare Analytgemisch mit [AA-Matrix und Natriumtrifluoracetat mittels
losungsmittelfreier MALDI-TOF-MS vermessen, so wird ausschlieSlich PEG nachgewiesen (Abb.
3-143b). Signale von PPV sind unter diesen Bedingungen vollstindig unterdriickt. Dies wird auf die
IAA-Matrixeigenschaft zuriickgefiihrt, welche die radikalkationische lonisation des PPV nicht zu
unterstiitzen vermag.

Aus diesem Modellbeispiel wird die Bedeutung der Matrix- und lonisationseigenschaften bei
MALDI-TOF-MS und deren Limitierungen klar ersichtlich.Bei der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-
MS-Analyse bleiben durch die optimierte Probenpriparationsmethode dennoch folgende, bedeutende

Aspekte unbeeinflusst:

o Jonisationswahrscheinlichkeiten (s. auch Kapitel 3.1.2.2.2, S. 46),

e Suppression von hohermolekularen Bestandteilen bei  polydispersen  Proben
(Kapitel 3.1.2.1.3, S. 40).

Diese sind als ernsthafte Limitierungen fiir eine generellere Quantifizierung mittels MALDI-
TOF-MS zu beurteilen. Ein weiterer konkreter Meilenstein der MALDI-TOF-Quantifizierungsanalytik
wire der Einsatz gezielt synthetisierter, interner '*C-Standards des zu quantifizierenden Analyten, um

unterschiedliche Ionisationstendenzen bestmoglichst zu vermeiden.

3.4.7 Resiimee

Bei diesen anwendungsorientierten Untersuchungen sehr unterschiedlicher Substanzklassen konnte
das qualitative und quantitative Anwendungsgebiet der MALDI-TOF-MS-Analyse erweitert werden.
So konnte z.B. bei NIR-Farbstoffen die 16sungsmittelfreie MALDI-TOF-MS durch geeignete
Vergleichscharakterisierungsmethoden als semiquantitative Methode eingestuft werden.

Die Bedeutung der MALDI-TOF-MS-Analyse ist bislang unterschétzt. Bei den Dendrimeren
diente sie gezielt zu Strukturcharakterisierung von Fragmentionen und Nebenprodukten. Die bisherige
Annahme, dass heteroatomhaltige Verbindungen aufgrund der im Vergleich zu Kohlenstoft-
Kohlenstoffbindungen vergleichsweise labileren Kohlenstoff-Heteroatombindungen eine erhohte
Fragmentierungstendenz besitzen, konnte bestitigt werden. Die Ergebnisse zur Verbesserung der
Analyse des intakten Molekiilions sind schematisch in Abb. 3-144 zusammengestellt. Die Hyperbel
der Desorptionsschwelle des Analyt-Matrix-Gemisches kann bei der Dendrimeranalytik insbesondere
durch die Anwendung der 16sungsmittelfreien Probenpréparation gesenkt werden. Dadurch kann die
Fragmentierungstendenz bei Boc-geschiitzten Gly-Perylendendrimeren effektiv  unterdriickt
werden (Kapitel 3.4.3.2, S.154). Durch die gezielte Beeinflussung der Ionisation bei
Polyparaphenylendendrimeren konnten die resultierenden Makromolekiilionen stark stabilisiert
werden (Kapitel 3.4.3.4, S. 163, Kapitle 3.4.3.5, S. 172, Kapitel 3.4.3.6, S. 182). Wichtige generelle
Erkenntnisse zum Grundverstindnis der lonisation von Makromolekiilen wurden dabei gewonnen:
Pseudo-Molekiilionenbildung stabilisiert ein Molekiil. Die radikalkationische Ionisation verursacht
eine erhohte Fragmentierungstendenz. Des weiteren konnte eine atypische Fragmentierung bei den
Polyparaphenylendendrimeren mit tetraedrischem Kern (Kapitel 3.4.3.5, S. 172) gefunden werden.

Diese Effekte in Abb. 3-144 beschreiben nur eine qualitative Tendenz, dennoch veranschaulichen sie,
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dass die komplexe Dendrimeranalytik durch geeignete MALDI-Probenpriparationsbedingungen die
Charakterisierung des intakten Molekiilions erlaubt. Uber die Schnitte der Hyperbeln der
Desorptionsschwelle bzw. der lonisationsschwelle mit der Fragmentierungsschwelle des Analyten
kann bislang keine quantitative Aussage getroffen werden, jedoch ist davon auszugehen, dass in
diesem Grenzbereich der MALDI-TOF-MS unter feiner Abstimmung der
Probenpréiparationsbedingungen auch noch weitaus hohermolekularere Dendrimere
fragmentierungsfrei analysiert werden konnen. Zusétzlich veranschaulicht diese Zusammenstellung,
dass keine generellen Aussagen zur Probenpréparation gemacht werden konnen, sondern jeweils auf

das gestellte Problem zu evaluieren und abzustimmen ist.
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Abb. 3-144: Schematische Darstellung des vermuteten Zusammenhangs zwischen
Desorption, Ionisation und Fragmentierung bei der Untersuchung der -effektiven
Unterdriickung der  Fragmentierung von  Dendrimeren: i)  18sungsmittelfreie
Probenpréparation setzt die Desorptionsschwelle der Matrix herab (Boc-geschiitzte Gly-
Perylendendrimere); ii) Bildung eines Pseudo-Molekiilions senkt die Uberschussenergie des
Molekiils in  der Gasphase und vermindert die Fragmentierungstendenz
(Polyphenylendendrimere mit tetraedrischem Kern).
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Im Bereich der PAH-Analytik konnten wertvolle Ergebnisse hinsichtlich chemischer und
massenspektrometrischer Gesichtspunkte erarbeitet werden. Systematische Uberchlorierung tritt
bevorzugt mit steigendem Molekulargewicht der PAHs auf. Bei den Nebenprodukten der Teilzyklisate
ist keine Systematik hinsichtlich der Molekulargewichte der PAHs erkennbar. Die PSD-Analytik zeigt
sich als geeignet entsprechende Nebenprodukte eindeutig strukturell zu charakterisieren. Bei
vollstandig zyklisierten Zielprodukten wird gezeigt, dass mit zunehmendem Molekulargewicht die
Fragmentierungstendenz ~ abnimmt. Mit geringerer Beschleunigungsspannung nimmt die
Fragmentierungstendenz zu.

Durch geeignete Ansdtze konnen quantitative MALDI-TOF-MS-Aussagen ermittelt werden.
Die MALDI-TOF-MS-Analyse konnte erstmals erfolgreich auf eine umweltspezifische Fragestellung
angewendet werden, bei der quantitative Aussagen von grofitem Interesse sind. Dabei zeigte sich die
MALDI-TOF-MS als eine leistungsfahige Methode fiir den qualitativen Nachweis von PVP in einem
Molekulargewichtsbereich <20.000 Da, die insbesondere eine hohe Empfindlichkeit und ,,shot-to-
shot“-Reproduzierbarkeit aufwies. Die ,,sample-to-sample“-Reproduzierbarkeit wurde durch die
Einfiihrung des Ankerprobentrigers erhoht. PSD-MALDI-TOF-MS-Untersuchungen stellten die
unbekannten Endgruppen von umweltrelevantem PVP fest. Der biologische Abbau von PVP kann mit
den durchgefiihrten Abbau- und Adsorptionsexperimenten, die mittels semiquantitativer MALDI-
TOF-MS verfolgt wurden, vollstindig ausgeschlossen werden.

Eine Quantifizierung mittels MALDI-TOF-MS steht noch in den Anfingen. Jedoch konnte
durch die Einfilhrung der I8sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS ein wichtiger Beitrag zur
Quantifizierung geleistet werden. Anhand geeigneter Modellmischungen konnten die Schwierigkeiten
der quantitativen MALDI-TOF-MS verdeutlicht werden (z.B. Laserleistungsabhingigkeit). Eine
MALDI-TOF-MS-Quantifizierung eines Analyten sollte am effektivsten mit Hilfe eines gezielt
synthetisierten, markierten '*C-Standards von gleicher Struktur erfolgen konnen, da dadurch
Unterschiede im Desorptions- und lonisationsverhalten zwischen Analyt und Standard aufgrund
dhnlicher Molekulargewichte und lonisationswahrscheinlichkeiten am geringsten sind. Dabei lasst sich
vorhersagen, dass eine universelle MALDI-TOF-MS-Quantifizierung wahrscheinlich immer

ausgeschlossen bleibt.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel  dieser  Arbeit war die methodische Entwicklung der  Matrix-unterstiitzten
Laserdesorptions/Ionisations- (MALDI) Time-of-Flight-(TOF) Massenspektrometrie (MS) zur
Charakterisierung von synthetischen Polymeren und Makromolekiilen. Durch geeignete Experimente
und unter Beriicksichtigung der Ergebnisse ergidnzender analytischer Methoden wurden neue
Moglichkeiten der MALDI-TOF-MS-Methode erarbeitet, deren bisherige Grenzen genauer definiert
und auf Basis eines besseren Verstindnisses der limitierenden Faktoren in vielen Féllen auch

iiberwunden.

Die MALDI-Probenpréparation gestaltet sich generell sehr komplex. In einer vorangegangenen Arbeit
wurde eine losungsmittelfreie Probenpriparation fiir eine bestimmte Substanzklasse unloslicher
Polyzyklischer Aromatischer Kohlenwasserstoffe (PAH) Analyten entwickelt. Basierend auf diesen
neueren Entwicklungen wurden in dieser Arbeit zundchst konkrete Experimente zum
matrixunterstiitzenden Effekt dieser 10sungsmittelfreien Probenpriparation durchgefiihrt. Am
nachdriicklichsten =~ wurde dieser durch die Charakterisierung von  Polystyrol (PS),
Poly(methylmethacrylat) (PMMA) und Rinderserumalbumin (BSA) bis 100 kDa festgestellt.
Nachdem gezeigt wurde, dass die Vorteile der 16sungsmittelfreien Probenpriparationsmethode
nicht auf die analytische ErschlieBung bisher nicht massenspektrometrisch erfassbarer unloslicher
Substanzen beschriankt sind, wurde ein systematischer Vergleich zwischen der konventionellen, auf
Losungsmittel  basierenden  Probenvorbereitung, und der neuen  16sungsmittelfreien
Probenvorbereitung durchgefiihrt. Bei diesen vergleichenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass bei
Anwendung der 16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS die Qualitidt wie z.B. die Auflosung und die
Genauigkeit der erhaltenen Massenspektren gleich oder sogar verbessert ist. Bei identischer Signallage
ist die Signalintensitdt in diesen Massenspektren generell hoher. Die genaue Darstellung der
Polymerverteilung ist iiber ein wesentlich breiteres molares Analyt/Matrix-Verhéltnis konstant als bei
konventioneller Probenvorbereitung. Das optimale molare Analyt/Matrix-Verhéltnis flir Dithranol
liegt beispielsweise unverdndert bei 1/500. Zusétzlich fiihrte diese Probenpréparation zu einer
verbliiffend guten Homogenitit der Mischung, wodurch sich eine erhohte ,,shot-to-shot®-
Reproduzierbarkeit bei der Aufnahme der Massenspektren ergibt. Da bei der 16sungsmittelfreien
MALDI-TOF-MS generell weniger Laserleistung angewendet werden muss, erlaubt sie einen
schonenderen MALDI-Prozess. Eine wesentliche Schlussfolgerung dieser experimentellen Ergebnisse
ist, dass die Homogenitidt die wichtigste Voraussetzung fiir eine erfolgreiche MALDI-Analyse ist.
Diese Ergebnisse implizieren weiter, dass die mittels traditioneller, losungsmittelbasierender
Probenpréparation erhaltene Homogenitét im allgemeinen deutlich geringer ist als bislang erwartet.
Mit den gewonnenen Erkenntnissen konnten im Folgenden wichtige Vorteile dieser
Probenpréiparation bei einem breiten Spektrum unterschiedlicher Analyten herausgearbeitet werden.
Fragmentierungslabile Analyte (z.B. Peptide) waren zuverldssig charakterisierbar, da weniger
Laserleistung flir den Desorptionsschritt in das Probengemisch eingebracht werden musste.
Oxidationslabile bzw. thermolabile Substanzen (z.B. Pigmente) konnten charakterisiert werden, da auf

den Loseschritt verzichtet werden konnte, der zu unerwiinschten Verdnderungen des Analyten fithren
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kann. Generell konnte gezeigt werden, dass diese MALDI-Probenpriparation geeignet ist, um schwer-
und unlésliche Substanzen wie z.B. Poly(dithiathianthren)e und Poly(fluoren)e zu charakterisieren und
ermdglicht damit genaueren Einblick in die Chemie dieser Substanzklasse. Entmischungseffekte (z.B.
bei Poly(etherimid)en und Poly(dimethylsiloxan)en), die in der konventionellen Probenpréiparation
wihrend des Verdampfungsschrittes des Losungsmittels zu einer inhomogenen Kristallisation des
MALDI-Probengemisches fiihren, konnen iiberwunden werden, da vollstindig auf Losungsmittel
verzichtet wird. So konnten beispielsweise nur durch den gezielten Einsatz der 16sungsmittelfreien
MALDI-TOF-MS PS-Proben analysiert werden, bei denen trotz optimierter Bedingungen die
l6sungsmittelbasierende ~ MALDI-TOF-MS  aufgrund  unerwiinschter —Ldsungsmitteleinfliisse
falschliche Ergebnisse lieferte.

Die l8sungsmittelfreie Probenpréparation verbessert die MALDI-Methode in der Art, dass
Ergebnisse generell einfacher und schneller zugénglich sind. Diese Probenpridparationsmethode ist
unabhéngig von der Loslichkeit der Analyten und Matrices bzw. deren Kompatibilitit. Die Polaritét
der Matrix spielt keine unmittelbare Rolle mehr. Der Einsatz der Matrices ist frei gestaltbar und damit
einfacher auf den jeweiligen Analyten optimierbar. Das lédsst prinzipiell die Charakterisierung des
Analyten auch in ginzlich polaritdtsinkompatiblen Analyt-Matrix-Gemischen zu.

Die analytischen Moglichkeiten und Limitierungen zur quantitativen Charakterisierung von
Gemischbestandteilen mittels MALDI-TOF-MS wurden durch geeignete Modelluntersuchungen
aufgezeigt. Diese kiinstlichen Mischungen definierter Analyten erlaubten ,,Response“-Faktoren in
Abhéngigkeit von den Matrices bzw. von der zugrundeliegenden lonisation des Analyten zu ermitteln,
um semiquantitative Abschétzungen zu treffen. Die 16sungsmittelfreiec MALDI-TOF-MS machte in
besonderen Fillen eine Quantifizierung iiberhaupt erst mdglich. Dies konnte zum Beispiel durch
Modelluntersuchungen eines unléslichen PAHs und dessen 16slichen Dendrimervorlaufers aufgezeigt
werden.

Die 16sungsmittelfreie Probenpréparation erwies sich in Optimierungsversuchen als wesentlich
zeiteffektiver, jedoch ist der Aufwand, der fiir die sorgfiltige Durchfiihrung betrieben werden muss,
groBer und kostenintensiver als bei der konventionellen Probenpraparation. Der Probenbedarf ist hoher
und Memoryeffekte sind ausgepriagter, wodurch die Entwicklung von Einwegschiittelbechern fiir die
mechanische Homogenisierung mittels Kugelmiihle erforderlich war. Diese Methode ist immer dann
anwendbar, solange die Bestandteile im festen Zustand homogenisierbar sind. Die losungsmittelfreie
Probenpréiparation ist eine wichtige Ergénzung zur Charakterisierung von synthetischen Polymeren
und Makromolekiilen und erschlieBt neue Bereiche der Analytik, insbesondere bei unldslichen
Verbindungen und bei Analyt-Matrix-Entmischungsphédnomenen.

Die erzielten Ergebnisse sind qualitativ und quantitativ zuverlédssiger. Diese duflerst positiven
experimentellen Ergebnisse der l0sungsmittelfreien Probenpriparation widersprachen dem bisherigen
Versténdnis des zugrundeliegenden MALDI-Prozesses, der den homogenen Einbau des Analyten in
den Matrixkristall postuliert. Mittels 16sungsmittelfreier Probenpridparation ist eine molekulare
Durchmischung von Analyt und Matrix auszuschlieBen, sorgt jedoch fiir einen &quivalenten
Matrixeffekt. Modellexperimente wurden daher entwickelt, um weiterfiihrende Erkenntnisse
hinsichtlich der giiltigen Modellvorstellungen der MALDI-TOF-MS-Methode zu erhalten. Durch die
losungsmittelfreie MALDI-TOF-MS am Modellanalyten Cytochrom C konnte nachgewiesen werden,
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dass der Einbau eines Analyten in einen Matrixkristall nicht zwingend notwendig, sondern aufgrund
der erhohten einzubringenden Laserleistung sogar eher von Nachteil ist. Der MALDI-Prozess verlduft
umso effektiver, je geringer die (Rest)-Kristallinitét und je inniger der Kontakt zwischen Analyt und
Matrix sind. Diese Anforderung an eine moglichst kristallfreie homogene MALDI-Probenmischung
kann durch I8sungsmittelfreie, aber auch durch Optimierung der losungsmittelbasierenden

Probenpréiparationsmethode erzielt werden.

Mit Hilfe der MALDI-Fragmentionenanalytik wurde der Einfluss von experimentellen Parametern auf
das Fragmentierungsverhalten der Polymere und die Anwendbarkeit zur direkten Bestimmung von
Copolymerzusammensetzungen  untersucht. Durch einen systematischen Vergleich von
unterschiedlichen Anregungsverfahren an geeigneten Makromolekiilen wurde deren Potential,
Gemeinsamkeiten und Unterschiede definiert. So konnte demonstriert werden, dass prinzipiell
Molekulargewichte bis 10.000 Da fiir die ,,Post-Source Decay“ (PSD)- und ,,Collision-Induced
Dissociation* (CID)-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik zugénglich sind, ein
Molekulargewichtsbereich, der bisher fiir Fragmentionenanalytik nicht zugénglich war (4.500 Da,
Autospec-TOF). Im Detail miissen jedoch weitere analytspezifische Verfahrensweisen entwickelt
werden. Bei der Fragmentionenanalytik von PMMA wurden molekulargewichtsabhingige
Fragmentierungsunterschiede gefunden, die eine gezielte Optimierungen der
Probenvorbereitung (z.B. Metallsalzzusatz) und andere instrumentelle Einstellungen (z.B. Wahl des
Selektionsbereiches des Elternions) erforderten. Fiir die Fragmentionenanalytik synthetischer
Polymere kann generalisiert werden, dass die Signalintensitit des Elternions ausschlaggebend fiir den
Erfolg der Analyse ist. Das kann durch Optimierung der Mischungsverhéltnisse und der Ionisierung
bzw. durch eine vorangeschaltete GPC-Fraktionierung erzielt werden.

Die traditionelle Copolymeranalyse erfordert eine Kombination analytischer Methoden und
liefert dabei gemittelte Eigenschaften unterschiedlicher Polymeranteile. Durch den gezielten Einsatz
der MALDI-Fragmentionenanalytik konnte erstmals direkt die Analyse einer statistischen
Copolymerzusammensetzung durchgefiihrt werden. Dabei handelte es sich um statistische Copeptide,
aufgebaut aus zwei unterschiedlichen Monomerbausteinen. Im Gegensatz zu natiirlichen Peptiden
handelt es sich um polydisperse, seitenkettengeschiitzte Peptide ohne definierte Sequenz. Bei diesen
PSD- und CID-MALDI-TOF-Fragmentuntersuchungen wurde deutlich, dass die zu untersuchenden
Systeme sehr genau verstanden werden miissen, um zuverldssige Aussagen bei der
Spektreninterpretation treffen zu konnen. Als ein Ergebnis konnten bei diesen Copeptiden Beitrége
massenspektrometrisch labiler Struktureinheiten, die zu komplexen Umlagerungsreaktionen fiihrten,
erkannt und bewertet werden. Diese komplexe Analyse statistischer Copolymere ist nur auf Basis
eines grundlegenden Verstdndnisses chemischer und massenspektrometrischer Prinzipien erfolgreich.
Nur durch detaillierte chemische Hintergrundinformation sind diese massenspektrometrischen
Ergebnisse sinnvoll interpretierbar.

Durch eine dhnliche Synergie von Synthese und Massenspektrometrie gelang im Folgenden die
direkte Analyse eines Triblockcopolymers mittels PSD-MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik, welches

durch ,.grafting onto” von zwei PS-Dendronen an ein starres Kerngeriist synthetisiert wurde. Diese
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Modellfragmentierungsuntersuchung eines einfachen Sternpolymers erlaubte die Charakterisierung
der Polymerverteilung der PS-Dendronen und damit die direkte Bestimmung der Dendronenlénge.
Weiterhin konnte bei einem Sternpolymer, welches durch ,grafting from™ aufgebaut wurde,
gezeigt werden, dass alle vier mdglichen Dendronen verkniipft waren. Damit konnte die
Dendronenlénge und der Substitutionsgrad genau bestimmt werden. Diese Information ist nicht aus

dem reinen Massenspektrum erhéltlich und auch mit anderen Methoden nicht unmittelbar zuganglich.

In den vorangegangenen Untersuchungen lag der Schwerpunkt darauf, ein tieferes Verstindnis fiir die
Methode zu entwickeln. Mit diesem grundlegenden Verstindnis wurden im Folgenden versucht,
bislang giiltige Barrieren zu iiberwinden. Bei diesen anwendungsorientierten Untersuchungen zur
Charakterisierung problematischer Analyten mittels MALDI-TOF-MS wurden zunichst die
individuellen Schwachstellen der Analyse festgestellt. Durch geeignete Probenpriparations- und
Messbedingungen (z.B. Evaluierung des Ankerprobentragers) wurde die Anwendbarkeit der MALDI-
TOF-MS fiir die direkte Analyse schwer charakterisierbarer, labiler bzw. unloslicher Analyten und
Substanzgemische ermdoglicht (z.B. Dendrimere, PAHs, umweltrelevantes Poly(vinylpyrrolidon)).
Dabei wurden auBBerdem die analytischen Moglichkeiten und Limitierungen zur Charakterisierung von
supramolekularen Komplexen anhand geeigneter Modellsysteme (z.B. Cyclodextrine) ermittelt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden am Beispiel der Strukturklasse der Dendrimere,
die mit konventionellen Methoden der Strukturaufklarung nur unzulidnglich charakterisiert werden
konnen, besonders deutlich. Eine zuverldssige massenspektrometrische Charakterisierung macht es
erforderlich, sicher zwischen chemischen Gemischbestandteilen und Fragmentierungsanteilen im
Massenspektrometer zu differenzieren. Obwohl MALDI-TOF-MS einen sehr schonenden
Desorptions/lonisationsprozess gewdhrleistet, konnen dennoch Fragmentierungen in Sonderféllen
auftreten, die im Extremfall eine Charakterisierung vollstindig verhindern. Im Vordergrund dieser
MALDI-TOF-MS-Untersuchungen stand damit die fragmentierungsfreie Anregung und Detektion des
intakten Molekiilions labiler Analyten. Aus unterschiedlichen Griinden zeigen diese Makromolekiile
eine erhdhte massenspektrometrische Labilitdt. Daher musste zunéchst ein grundlegendes Verstiandnis
dieser Schwachstellen der Makromolekiilanalytik entwickelt werden. Nur dadurch ist eine gezielte
Optimierung und ein moglichst schonender MALDI-Prozess gestaltbar.

Eine der Ursachen fiir die hohe Labilitdit kann in der resonanten Absorption der
Lasereinstrahlung begriindet sein oder aber auf die chemische Labilitdt des Analyten zuriickgefiihrt
werden (z.B. gute  Abgangsgruppe). Eine  Fragmentierung konnte  zunédchst durch
laserleistungsabhingige Untersuchungen festgestellt werden. Ein direkter Beweis einer
Fragmentierung konnte dann durch gezielt eingesetzte Messmodi des Massenspektrometers (z.B.
Linear- bzw. PSD-MALDI) gefiihrt werden. Die Fragmentstrukturzuordnung wurde mittels PSD-
MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik ~ erhalten. = Dabei  gelang es im  Falle von
Polyphenylendendrimeren mit tetraedrischen Kohlenstoffkern, zusétzlich einen atypischen
Fragmentierungsmechanismus aufzuzeigen. Bei diesem atypischen Fragmentierungspfad eines Ag-
Pseudo-Molekiilions  tritt eine  Ladungsiibertragung auf, die zur radikalkationischen

Tritylfragmentstruktur und zu elementarem Silber fiihrt.
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Der MALDI-Prozess kann generell schonender gestaltet werden, wenn die Desorptionsschwelle
der verwendeten Matrices herabgesetzt wird. Durch den gezielten Einsatz von Matrices mit sehr
geringer Desorptions/lonisationsschwelle konnte der MALDI-Prozess bei den unterschiedlichen
Systemen jedoch nicht ausschlieBlich optimiert werden. Durch die zusitzliche Verwendung der
16sungsmittelfreien MALDI-TOF-MS gelang es, aufgrund der amorphen Probenbeschaffenheit,
moglichst wenig Uberschussenergie fiir eine erfolgreiche Desorption der Matrix in den Analyten
einzubringen. Dies erlaubte, die Fragmentierung auf direktem Wege effektiv zu unterdriicken.

Eine bestimmte Art der Ionisierung (z.B. Protonen- oder Kationenanlagerung, Photoionisation)
kann nicht erzwungen werden, da diese durch die chemischen Strukturelemente iiberwiegend
festgelegt ist. Dendrimere sind dabei ein Sonderfall, da diese grundlegend unterschiedliche
Ionisationswege einschlagen konnen. Diese Systeme lassen sowohl die Bildung von Radikalkationen
als auch von Pseudo-Molekiilionen und damit prinzipiell eine Wahl der geeigneten lonisation zu. Ein
besseres Verstindnis dieser lonisationswege ermoglicht zusétzlich zu den theoretischen Aspekten eine
gezieltere Probenpriparation. Aus diesem Grund wurde der Ionisationsprozess ermittelt, bei dem das
Molekiil moglichst schonend in die Gasphase tiberfiihrt und stabil gehalten wird. Generell zeigte sich,
dass Pseudo-Molekiilionen stabiler sind als Radikalkationen. Im Falle der Dendrimere konnten die
experimentellen Bedingungen gezielt dahingehend verdndert werden, dass die lonisation durch
Radikalkationenbildung zugunsten einer Kationenanlagerung verschoben wurde. Uber das geeignete
Kation zur Bildung eines Pseudo-Molekiilions kann keine sichere Voraussage getroffen werden,
jedoch konnte gezeigt werden, dass durch gezielte Variation einiger Metallsalze bei der
Probenpriparation  das  effektivste =~ Kationisierungsmetallsalz ~ ermittelt  und  somit

Fragmentierungsanteile minimiert bzw. génzlich unterdriickt werden konnen.
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5 AUSBLICK

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass die MALDI-Methode in besonderen Féllen auch
fiir bisher nicht ausreichend charakterisierbare Makromolekiile eingesetzt werden kann und eine
wichtige Ergénzungsmethode in der Polymeranalytik darstellt. Die MALDI-Methode ist universell in
einem breiten Molekulargewichtsbereich einsetzbar. Dennoch ist diese Technik aufgrund des grof3en
Einflusses der Probenpriparation als sehr komplex einzustufen. Bedingt durch ein vertieftes
Versténdnis fiir grundlegende Prinzipien wurde eine hohe Erfolgsquote und Interpretationssicherheit
erreicht. Eine neue, l6sungsmittelfreie MALDI-Methode wurde entwickelt, die neben den
allgemeinen, anwendungsbezogenen Aspekten bereits in dieser Arbeit wesentliche Beitrdge zum
Verstidndnis des MALDI-Mechanismus liefern konnte. Weitere grundlagenorientierte Fragestellungen
sind nun besser zugénglich, da die losungsmittelfreie Probenpriparation durch den Ausschluss des fiir
die Analyt-Matrix-Kompatibilitit wichtigen Parameters ,Losungsmittel” weitaus grofere Spielrdume
eroffnet. Dariiber hinaus sind Matrixeigenschaften von groBter Bedeutung, jedoch weitgehend
ungeklart und im Wechselspiel mit den Analyten im Grunde noch unverstanden. Die Effektivitit der
Matrices im MALDI-Prozess beruht auf einer optimalen Wechselwirkung zwischen Analyt-Matrix
und spiegelt sich unter anderem in den Signalintensititen und den Signal-zu-Rausch-Verhéltnissen
wieder. So wird beispielsweise fliir den MALDI-Prozess vermutet, dass Analyten, die eine
radikalkationische lonisation eingehen, bevorzugt mittels Matrices analysiert werden konnen, die eine
erhohte Tendenz zum FElektronenaustausch aufweisen und damit unmittelbar den lonisationsprozess
begiinstigen. Dies konnte bislang experimentell nicht sicher nachgewiesen werden. Ungeklart ist des
weiteren, warum TCNQ eine der effektivsten Matrices fiir radikalkationenbildende Analytionen ist,
dessen fluoriertes Analogon jedoch im Gegensatz dazu deutlich schlechtere Matrixeigenschaften
besitzt. Eine Vermutung ist, dass die Stabilitdt mit einem besonders schonenden lonisationsschritt
zusammenhédngt und zusdtzlich mit der Gasphasenstabilitdt unterschiedlich ionisierter Analyten
korreliert. Ein besseres Verstindnis der Desorptions- und lonisationsprozesse wiirde dazu beitragen,
Massenspektren von Produktgemischen quantitativ besser einschitzen zu konnen. Der MALDI-
Mechanismus ist prinzipiell verstanden, jedoch miissen noch viele Feinheiten aufgeklédrt werden. Die
losungsmittelfreie MALDI-Probenpréaparationsmethode wird hierbei einen unmittelbaren Beitrag
liefern kénnen.

Optimierungen der Probenprédparation und Messbedingungen lassen einen Spielraum zur
Verbesserung der Fragmentionenausbeute zu. In der PAH-Fragmentionenanalytik konnten zwei
wesentliche gerétespezifische Limitierungen der MALDI-TOF-Fragmentionenanalyse erarbeitet
werden. Die geringe Trennschirfe der Primérionenselektion limitiert mit steigendem
Molekulargewicht der PAHs eine saubere Selektion des gewiinschten Elternions, so dass benachbarte
Molekiilionen zu einem gewissen Teil mitselektiert werden. Die Molekiilionen unterscheiden sich
mitunter nur um zwei bis vier Nominalmassen. Das beeintrachtigt oder verhindert eine eindeutige
Fragmentionenanalyse. Ein Sektorfeldgerdt hat eine wesentlich bessere Trennschérfe fiir die
Primérionenselektion und vermag bis zu isotopenreinen Substanzen zu selektieren. Um eine moglichst
prizise Selektion des gewiinschten PAH-Produktes zu gewéhrleisten, wire ein Wechsel zum

Sektorfeldanalysator vorteilhaft. Dadurch konnte sehr effektiv eine Interferenz durch Fragmentionen
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unterschiedlicher Molekiilionen verhindert und die Zuverléssigkeit der Fragmentionenanalyse deutlich
erhoht werden. Beim TOF-Analysator lassen sich die Energieeintrige zur Fragmentierung des zu
untersuchenden Analyten nur geringfligig variieren, so dass bei den relativ fragmentierungsarmen
PAH-Analyten nur eine vergleichsweise geringfiigige Fragmentierung verursacht werden konnte.
Beim Tandem-Sektorfeld-Massenspektrometer ist ein relativ groer Spielraum zur Optimierung der
Fragmentierungsenergie gegeben, da die stoBinduzierte Aktivierungsenergie effektiv steuerbar ist. Das
Tandem-Sektorfeld-Massenspektrometer ermoglicht zusétzlich eine bessere Auflosung der
Fragmentionen. Der Einsatz der bislang nur theoretischen MALDI-Sektorfeld-Massenspektrometrie
wirde damit eine deutliche Verbesserung in der Selektion des Molekiilions und der
Fragmentionenausbeute erbringen und damit unmittelbar die bislang methodenbegrenzte PAH-
Strukturanalyse vorantreiben. Eine entsprechende MALDI-Sektorfeld-Kombination ist jedoch eine
aufwendige technische Methodenentwicklung, die eine Anpassung der gepulsten MALDI-Methode an
den kontinuierlichen Messbetrieb des Sektorfeldanalysators erfordert. Dessen Detektion ist ebenfalls
auf einen kontinuierlichen Ionenstrom ausgelegt.

Die Aufreinigung loslichkeitslimitierter Proben gestaltet sich generell schwierig (z.B. PAH).
Eine chromatographische Aufreinigung entféllt daher vollstdndig. Sublimationsaufreinigungen sind
zum Teil wenig effektiv, im Molekulargewicht beschrinkt und auf zersetzungsfreie Substanzen
angewiesen. Die MALDI-MS ist bislang die einzige Methode die diese Substanzklasse
molekulargewichtsunabhéngig, intakt in die Gasphase iiberfithren kann. Theoretisch kdnnte damit die
MALDI-Methode modifiziert eingesetzt werden. Bei dieser quasi massenspektrometrischen
Aufreinigung  wiirden die  loslichkeitslimitierten =~ PAH-Produkte  effektiv  getrennt (z.B.
Sektorfeldanalysator) und molekulargewichtsgenau aufgereinigt. Geldnge im Folgenden durch
entsprechende gerétespezifische Modifikationen eine fragmentfreie Ablagerung (,,soft landing*) dieser
Graphitausschnitte konnten reine PAHs gezielt akkumuliert und anderen hochempfindlichen
Analytikmethoden zugénglich gemacht werden (z.B. eine Visualisierung mit ,,Scanning Tunneling
Microscopy*).
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Materialien

6.1.1 Reagenzien, Losungsmittel, Matrices, Kalibriersubstanzen

Die verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Losungsmittel und Kalibriersubstanzen waren generell
von p.A. Qualitéit oder von hochster kommerziell erhéltlicher Reinheit und wurden von den jeweils in
Tabelle 6-1 vermerkten Quellen bezogen und gegebenenfalls aufgereinigt (Kapitel 6.2, S.274).

Wasser wurde deionisiert oder in MilliQ Reinheit eingesetzt.

Tabelle 6-1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien, Matrices, Reagenzien und Losungsmittel.

D-Sorbitol

p-Tolylaldehyd

C60/C70 Fulleren

PS 2 kDa

PEG 2 kDa

1,8,9-Trihydroxyanthracen (Dithranol)
7,7,8,8-tetracyanoquinodimethan (TCNQ)
a-Cyano-4-hydroxyzimtsidure (HCCA)
3B-Indolylacrylséure (IAA)
2-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoeséure (HABA)
9-Nitroanthracene (NA)
2,5-Dihydroxybenzoesaure (2,5-DHB bzw. DHB)
Sinapinséure (SA)
all-trans-Retinoesdure (VitA)
2,4-Dihydroxybenzoesiure (2,4-DHB)
2,6-Dihydroxybenzoesiure (2,6-DHB)
Silbertrifluoroacetat
Lithiumtrifluoroacetat
Natriumtrifluoroacetat
Kaliumtrifluoroacetat
Céasiumtrifluoroacetat

CaCl,,

FeCl;,

CuCl,,

MgSO,

Cer(S0y),

Tetrahydrofuran (THF)
o-Dichlorobenzol

Dichloromethan

Acetonitril

Toluol

Methanol

Ethanol

Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Polymer Standards (Mainz, Germany)
Polymer Standards (Mainz, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Sigma (St. Louis, USA)

Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Fluka (Buchs, Switzerland)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Lancaster (Miilheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Fluka (Buchs, Switzerland)
Aldrich (Steinheim, Germany)
Fisher Chemicals (Loughborough, UK)
Riedel-DeHaen (Seelze, Germany)
Riedel-DeHaen (Seelze, Germany)
Riedel-DeHaen (Seelze, Germany)
Riedel-DeHaen (Seelze, Germany)
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6.1.2 Analyte und Synthesen

Die verwendeten, kduflich erhéltlichen Analyte wurden in kommerziell erhéltlicher Qualitét eingesetzt

und sind in Tabelle 6-2 hinsichtlich ihrer Bezugsquellen zusammengestellt. Im Folgenden sind dann

die verwendeten, akademisch ausgerichteten Substanzen mit den jeweiligen Bezugsquellen und

Synthesen aufgelistet.

Tabelle 6-2: Bezugsquellen der verwendeten Analyten.
Polystyrol (PS) 1
2 kDa 1a, 7 kDa 1b, 27 kDa 1¢, 44 kDa 1d, 96 kDa 1e
Polymethylmetacrylat (PMMA) 2

2 kDa 2a, 7 kDa 2b, 12 kDa 2¢, 28 kDa 2d, 52 kDa 2e,

100 kDa 2f

Rinderinsulin 3

Rinderserumalbumin 4

Polyetherimid (PEI) 30 kDa 5§
Pigmente wie C.I. Pigment Red 144 6

Polyvinylpyrrolidon (PVP) 7
2.5 kDa (pharmazeutische Reinheit) 7a and 10 kDa 7b
PVP 22.1 (D 7.37) 7c and 14.4 kDa (D 10.87) 7d

PVP K12 (2-3 kDa) 7e, K17 (7-11 kDa) 7f and K25 (28-

34 kDa) 7g
PVP K25 7h and K30 7i
Cytochrom C 12

6.1.2.1 Dendrimer 8

Polymer Standards (Mainz, Germany), zum Teil
zur Verfligung gestellt

Polymer Standards (Mainz, Germany)

Fluka (Buchs, Switzerland)

Fluka (Buchs, Switzerland)

Polysciences Europe (Eppelheim, Germany)
Clariant GmbH (Frankfurt, Germany) zur
Verfiigung gestellt

Polysciences Europe (Eppelheim, Germany)
Polymer Standards (Mainz, Germany)

BASF (Ludwigshafen, Germany) zur Verfiigung
gestellt

Aldrich (Steinheim, Germany)

Fluka (Buchs, Switzerland)

Ci32Hgo
1674.70

Abb. 6-1:

Synthese und Struktur von C;3,Hg 8.
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Die Synthese wurde von Hermn Dr. A. J. Berresheim im Rahmen seiner Doktorarbeit im AK Prof. K.
Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt. Abb. 6-1 veranschaulicht das
Syntheseschema zur Darstellung von C;3,Hg 8.

6.1.2.2 Polyzyklischer Aromatischer Kohlenwasserstoff C3,H3, 9

FeCl3
—
CH,Cl,
Ci32Hgg Ci32Hzq4
1674.70 1618.27

Abb. 6-2:  Synthese und Struktur von C3,H34 9.

Die Synthese wurde von Frau Dr. A. Veyland im Rahmen ihrer Postdoktorandenzeit im AK Prof. K.
Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt. Abb. 6-2 veranschaulicht das

Syntheseschema zur Darstellung von C;3,H34 9.

6.1.2.3 Bis(p-methyl benzylidene)sorbitol 10

H
0O.__OH
Y 0 __H O——H
H——0 H304®—<H——O
HO——H o) H>—©— CHs
H——OH * H——0
H——OH H——OH
H——OH CH; H——OH
H H
D-Sorbitol p-Tolylaldehyd Bis(p-methylbenzyliden)sorbitol, SOR
MW= 386 Da
10

Abb. 6-3:  Synthese zur Darstellung von Bis(p-methylbenzylidene)sorbitol (SOR) 10.
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In Abb. 6-3 wird die Synthese zur Darstellung des Bis(p-methyl benzylidene)sorbitol (SOR) 10,
ausgehend von D-Sorbitol und p-Tolylaldehyd veranschaulicht. Die Benzylidierung erfolgt nach
Werder®®. Das erhaltene Produkt wurde ohne weitere Aufreinigung verwendet.

6.1.2.4 Poly(9,9-diphenylfluorene) 11

Yamamoto Kopplung
in Toluol-DMF

-
>

R»]’

2,7-Dibromo-9,9-diphenylfluorene Poly(9,9-diphenyl-2,7-fluorene)
Wiederholungseinheit: 316 Da

11

11a: R1=Br; R2=Br

11b: R1=Br; R2=H or R1=H; R2=Br
11c: R1=H; R2=H

11d: Zyklische Struktur

Abb. 6-4: Synthese und Struktur von Polyfluoren 11 und dessen moglichen
Endgruppenfunktionalitéten.

Die Synthese wurde von Herrn Ph.D. A. C. Grimsdale im Rahmen seiner Postdoktorandenzeit im AK
Prof. K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung durchgefiihrt. Poly(9,9-diphenylfluorene) 11 wurde
durch Yamamoto Ni(0) Kupplung im Toluol-DMF synthetisiert (72 h)'’®. Der Polymerisationsschritt
und die Struktur des Analyten wird in Abb. 6-4 dargestellt. Das Rohprodukt 11 wurde mit Toluol fiir
fiinf Tage mit einem Soxhletapparat extrahiert. Der unlosliche Fraktion wurde getrocknet und der
16sliche Teil wurde zu einem Ol konzentriert.
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6.1.2.5 Ziichtung von Einkristallen aus 2,5-DHB mit und ohne Inkorporation von
Cytochrom C

Die Kristallisation wurde durchgefiihrt, um den Cytochrom C-Analyten in den Matrixkristall
einzubauen. Hierfiir wurde die literaturbeschriebene Methode verfolgt'**'*’. Die 2,5-DHB-Matrix
wurde in Wasser/Ethanol (9/1; v/v) aufgelost (50 g/l) und fiir 2 h in einem Wasserbad bei 36 ° C
gehalten, um eine vollstdndige Auflosung zu gewihrleisten. Der Cytochrom C-Analyt wurde ebenfalls
geldst (in destilliertem Wasser) und bei 36 © C im Wasserbad gehalten.

Die erhaltene Matrix-Losung wurde in zwei Teile getrennt: ein Teil wurde mit der erhaltenen
Cytochrom C-Analyt-Lésung im molaren Analyt/Matrix-Verhiltnis 10° mol L™ vereint und dann
mittels einer Fritte (0.2 um) filtriert. 5 mL Volumen des Analyt-Matrix-Gemisches wurden in
Priparategldschen abgefiillt und mit perforierten Plastikdeckeln verschlossen.

Der zweite Teil der Matrix-Losung wurde direkt filtriert (0.2 pum). 5 mL Volumen der Matrix-
Losung wurden in Préparategldschen abgefiillt und mit perforierten Plastikdeckeln verschlossen. Die
abgefiillten Losungen wurden dann fiir einige Wochen im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.

Die Cytochrom C-Analyt-Losung bildete rotliche Kristalle, die reine DHB-Matrix-Losung
ergab farblose Kristalle . Die erhaltenen Kristalle wurden aus der Mutterlauge entnommen und
vorsichtig mit geringen Mengen an eiskaltem destilliertem Wasser gewaschen, um mogliche
Riickstinde von nicht eingebautem Cytochrom C-Analyt, welcher an der Kristalloberflaiche absorbiert
sein konnte, zu entfernen. Dem Kristall wurde kurz die Gelegenheit gegeben zu trocknen und dann
mittels Doppelklebeband zur Haftung am Probentrdger gebracht. Der Probentriger wurde danach

zligig in das Massenspektrometer eingefiihrt.

6.1.2.6 Triblockcopolymer 14

Diisopropyl-
carbodiimide,

o DMAP,
o't p-TsOH

+ —_—
CH,Cl,

13 14

13a: My = 1.000 Da 14a: My = 3.500 Da

C112Ho604 13b: My = 1.500 Da 14b: My = 4.500 Da
1504.73 Da 13¢: My = 5.000 Da 14¢: My = 11.500 Da

Abb. 6-5:  Syntheseschema zur Darstellung des Triblockcopolymers 14.
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Das Triblockcopolymer 14 wurde von Frau Dr. S. Rosselli unter Anleitung von PD Dr. S. Héger im
AK Prof. G. Wegner, MPI fiir Polymerforschung, Mainz im Rahmen ihrer Doktorarbeit synthetisiert.
Die Abb. 6-5 veranschaulicht das Syntheseschema zur Darstellung des Triblockcopolymers. Das
Polystyrol wird iiber dessen Sdurefunktion mit den beiden alkoholischen Seitengruppen des steifen
zyklischen Kerngeriistes verestert.

6.1.2.7 Synthetische Peptide

o ZHN,
an v\/\j o
NN
m ol fo) + n HN\(O E— NH
\( o) n-CsH13NH2
o] DMF, RT
-CO,
OYNH

Homopolymere:
Homo-Glu 15a mit n=0

Homo-Lys 15b mit m=0

Blockcopolymer: statistische Copolymere mit folgender
Zusammensetzung der Reaktionspartner:

Lys-bl-Glu 17a Glu-st-Lys 16a: mit m:n 25:75

Glu-bl-Lys 17b Glu-st-Lys 16b: mit m:n 50:50

Glu-st-Lys 16¢: mit m:n 75:25

Abb. 6-6:  Syntheseschema zur Darstellung der Homo- und Copolymere 15, 16, 17.

Die Synthese wurde von Dr. H.-A. Klok im Rahmen seiner Habilitation im AK Prof. K. Miillen am
MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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6.1.2.8 Poly[9,9-di-(2-ethylhexyl)fluoren]-Tris(8-Hydroxychinolin)-Aluminium (Alq;-PF) 18

R =C8H17

Yamamoto
[Ni(COD),]
2,2'-Bipy

Rend-(PF)n-a-CH3

l BBI3

Et;Al
8-Hydroxy-
chinolin
h

Rend-(PF)n-q-Algy Rendg~(PF)s-g-H

Abb. 6-7:  Syntheseschema des Alq;-endfunktionalisierten PFs (Alq;-PF) 18.

Das endruppenmodifizierte Polyfluoren wurde von Herrn Dr. Christopher Schmitt (AK Prof. U.
Scherf, Universitit Potsdam/AK Prof- K. Miillen, MPI fiir Polymerforschung, Mainz) im Rahmen
seiner Doktorarbeit synthetisiert. Das Syntheseschema zur Darstellung von Poly[9,9-di-(2-
ethylhexyl)fluoren]-Tris(8-Hydroxychinolin)-Aluminium (Alq;-PF) ist in Abb. 6-7 dargestellt. Die
Polykondensation erfolgt durch eine Nickel-katalysierte Yamamoto-Kupplung von 2,7-Dibrom-9,9’-
diethylhexyl)fluoren und 8-Hydroxychinolin mit einem ,,Endcapper“-Anteil von 85/15. Das erhaltene
PF wird anschlielend mit BBr; in THF behandelt, so dass durch Spaltung der Etherschutzgruppe des
Endcappers die Hydroxygruppe zuriickgewonnen wird. SchlieBlich wird das Polymer mit einem
leichten Uberschuss an Triethylaluminium (Et;Al) versetzt und der gebildete Aluminiumkomplex

abschlieBend mit einem Uberschuss an 8-Hydroxychinolin umgesetzt.
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6.1.2.9 Supramolekularer N°-Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplex 19

0
NH, OJ\NH
Fmoc-Cl,
NH, Dioxane, Ring6ffnende
CuSO4x5H,0 N o NaHCO;3 HN o Polymerisationen
_— 0-Cu-0 — o-Cu- _— —>
- NH: NH
HNN=O [OH Ty i :
HO
NH, HN__O

Abb. 6-8:  Synthese des supramolekularen N*-Fmoc-L-Lys Kupfer Komplexes 19.

Die Synthese des N°-Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplexes 19 wurde von Herrn Juan Rodriguez Hernandes
(AK Prof. K. Miillen, MPI fiir Polymerforschung, Mainz) im Rahmen seiner Doktorarbeit
durchgefiihrt. Abb. 6-8 zeigt das Syntheseschema zur ring6ffnenden Polymersiation von N*-Fmoc-L-
Lys tiber die schwerlosliche Zwischenstufe des supramolekularen N°-Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplexe.
Zunichst wird die Aminosdure L-Lysine (Lys) mittels Kupfercuprat komplexiert, um dann die -
endstindige Aminogruppe mittels der Fmoc-Gruppe zu schiitzen®®. Der dabei erhaltene
schwerlosliche supramolekulare N°*-Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplex dient als Edukt-Baustein fiir die

ring6ffnende Polymerisation.
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O

6.1.2.10 Acetylierung von a-, p- und y- Cyclodextrinen 20
o ° o{ { >/

% HCX R o © o
4% %5%7;

oH °
OH 1o
o
o

OH

o
Gleicher Ansatz
nur auf 70 Grad C fir
30 min
[o}
P
o o
o
o, -0 o\
Tortdio 2
07/0 o
o0 o Q
[¢)
7/07/0 O)J\
[0} lo} o
o) 0,
7/ o o)l\

Abb. 6-9: Syntheseschema zur Acetylierung von f-CD 20b zum zyklischen und
linearen Heptamer.

Die Synthese von B-CD 20b wurde von Herrn Stefan Schiller (AK Prof. W. Knoll, MPI fir
Polymerforschung, Mainz) im Rahmen seiner Doktorarbeit durchgefiihrt. Das Syntheseschema ist in
Abb. 6-9 dargestellt. Die Reaktionsfiihrung verlduft analog fiir a-CD 20a und y-CD 20c.
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6.1.2.11 Supramolekulare y-Cyclodextrin-Gast-Komplexe 21

Abb. 6-10: Schematische Darstellung der Wirt-Gast-Systeme 21a (Strukturen
entsprechen jeweils nicht ihren Dimensionen): y-CD-Cgp-y-CD 21a.

Der supramolekulare Komplex y-CD-Cgo-y-CD 21a**° wurde durch Kugelmiihlenbehandlung (10 min,

90% Schiittelkraft) des 1/10 molaren Gemisches aus Cqp und y-CD erhalten.
21b wurde durch Kugelmiihlenbehandlung (10 min, 90% Schiittelkraft) des 1/10 molaren Gemisches
aus C4H; g und y-CD erhalten.

6.1.2.12 Naher Infrarot (NIR)-Farbstoff 22

NaOtBu, 1. Base

E%‘?; Toluol 80°C 2. Luftoxidation
+ > —_—

N_H
o
Br

Abb. 6-10: Syntheseschema zur Darstellung des NIR-Chromophores 22 durch
Cyclodehydrierung von N-(2,6-Diisopropylphenyl)-9-[N’-1-(aminoanthrachinonyl)]perylen-
3,4-di-carbonsiureimid.

YQX kat. [Pd], %/CNJ\S
0. N
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Die NIR-Farbstoffe wurden von Herrn Dr. Stefan Becker (AK Prof. K. Miillen, MPI fiir
Polymerforschung, Mainz) im Rahmen seiner Doktorarbeit synthetisiert. Die Abb. 6-11
veranschaulicht das Syntheseschema zur Darstellung des NIR-Absorbers. Durch eine
palladiumkatalysierte Aryl-N-Kupplung wird das 9-Brom-N-(2,6-diisopropylphenyl)perylen-3,4-3,4-
dicarbonsdureimid mit 1-Aminoanthrachinon in Gegenwart von Natrium-tert.-butanolat und des
Paladiumkatalysators in Toluol bei 80 °C umgesetzt. Das erhaltene Kupplungsprodukt wird mittels
einer Cyclodehydrierung durch Baseneinwirkung, bei der Kohlenstoff-Kohlenstoffbindungkniipfung
unter Ringschlussreaktion zwischen den beiden aromatischen Systmen erfolgt, zum erweiterten NIR-

Chromophor 22 umgesetzt.

6.1.2.13 Geschiitzte Boc-Gly-Perylendendrimere 23

)(O NH NH

O O
> [e) 0,
)? O O,
NH, >r01NH NH >\©/< NH
[¢]
Oy NH Oy NH OJ]—?\IYO
HNI HNI Oj<
oro o*o
X N
ChagHr34N 5O
CoHoaNO 248H7234N18V37
192146 10Vs 3975.72

2719.13

Abb. 6-11: Reaktionsgleichung der Boc-geschiitzten Perylendendrimere 23.

Die Synthese des PerG;(AminGlyBoc)s 23 wurde von Frau Dorthe Grebel-Kohler (AK Prof. K.
Miillen, MPI fiir Polymerforschung, Mainz) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt. Abb. 6-12

zeigt das Syntheseschema zur Darstellung des Boc-geschiitzten Perylendendrimers 23.
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6.1.2.14 Fullerodendron 24

oz

i) CF3CO2H, CH,Cly, r.t. (98%)

ii) X1, DCC, DMPA, BtOH,
CH,Cly, 0°C zur.t. (37 %)

Z=CgH17 oz oz

Abb. 6-12: Synthese des Fullerodendrons 24.

Fullerodendrons 24 wurde im AK Dr. J.-F. Nierengarten hergestellt. Abb. 6-13 zeigt das

Syntheseschema zur Darstellung des Fullerodendrons 24.
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O

% 0-Xylol g

NN + — N
'E

L

Abb. 6-13: Synthese des Azodendrimers 25.

6.1.2.15 Azodendrimer 25

Die Synthese des Azodendrimers 25 wurde von Frau Dorthe Grebel-Koehler (AK Prof. K. Miillen,
MPI fiir Polymerforschung, Mainz) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt. Abb. 6-14 zeigt das

Syntheseschema zur Darstellung des Azodendrimers 25.

6.1.2.16 TdG,;ABCp-Polyphenylendendrimer 26

sy

—_—

Abb. 6-14: Synthese des Polyphenylendendrimers TdG,ABCp 26.
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Die Synthese des TdG,ABCp 26 wurde von Frau Dr. Tanja Weil (AK Prof. K. Miillen, MPI fiir
Polymerforschung, Mainz) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt. Abb. 6-15 zeigt das
Syntheseschema zur Darstellung des TdG,ABCp 26. Die Synthese erfolgte nach literaturbekannten

Vorschriften®®>2¢-2¢7,

6.1.2.17 TdG,A,BCp-Polyphenylendendrimer 27

g
O L0
“.“"
0 C O X0
490900608 Q¢
.‘ 70
Qo AAY QOQ0
'aa“ OO0 5O
OO0 A DOOO
_ OO0~ OO O-O0-8-0
aXaxaxe ® OO
o0 OO0 “"Q
OO0 ® o0
QO 0.0‘
O QO
J Q)
X LU rg
""’
)

Abb. 6-15: Reaktionsschema des Polyphenylendendrimers TdG,A4BC 27.

Die Synthese des Polyphenylendendrimers TdG,A4BCp wurde von Frau Dr. Tanja Weil (AK Prof- K.
Miillen, MPI fiir Polymerforschung, Mainz) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt. Abb. 6-16
zeigt das zugrundeliegende Syntheseschema zur Darstellung von 27. Die Synthese erfolgte nach

literarurbekanntenVorschriften?%>-262¢7,
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6.1.2.18 Biotinpolyphenylendendrimer 28

EDC, DMAP,
DCM/DMF, 7 Tage

Abb. 6-16: Synthese des Biotindendrimer 28.

Die Synthese des Biotindendrimer 28 wurde von Frau Dr. Tanja Weil (AK Prof. K. Miillen, MPI fiir
Polymerforschung, Mainz) im Rahmen ihrer Doktorarbeit durchgefiihrt. Abb. 6-17 zeigt das

Syntheseschema zur Darstellung von 28.

6.1.2.19 Sternpolymere mit photolabilem Kern 29-31

R
‘ DME/RT, -CO,

T
Z
o
Q
z
&
==}
i
SR
T
R
I :2_7;
L © Lo ]
z
T
o
o
z
T
T oo 1
= =
-z
T

U

Abb. 6-17: Synthese der polymeren Farbstoffe 29-31.
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Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Herrn Dr. S. Becker und Herrn J. Rogriguez
Hernandez im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung,
Mainz, durchgefiihrt.

6.1.2.20 Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe (PAHs) 32-47

Die PAH-Analyten wurden in der gesamten Synthesegruppe ,,Graphit“ im AK Prof. K. Miillen am
MPI fiir Polymerforschung, Mainz, synthetisiert. Die Synthese Ci3;;Hs;4 wurde von Frau Dr. A.
Veyland im Rahmen ihrer Postdoktorandenzeit im AK Prof. K. Miillen am MPI fiir Polymerforschung,
Mainz, durchgefiihrt. Das Syntheseverfahren fiir die einzelnen PAHs verlduft analog C;3,Hss 9 und

soll hier nicht im einzelnen erneut aufgefiihrt werden.

R H
0 H\/ﬁ\
A OH
+
—_—
K Toluol

Abb. 6-18: Struktur (R=C,oH,;) des einfach HBC-substituierten PAHs 32-M und
des zweifach HBC-substituierten PAHs 32-N.

Die Synthese von 32 wurde von Frau N. Tchebotereva im Rahmen ihrer Promotion im AK Prof. K.

Miillen am MPI fiir Polymerforschung, Mainz, durchgefiihrt.
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6.1.2.21 Proteolytische Abbauexperimente

Die biologischen Abbaureaktionen wurden von Herrn Dr. Peter Eichhorn im Rahmen seiner
Promotion unter Anleitung von Herrn Dr. Th. P. Knepper im AK Prof. Dr. R.-D. Wilken, Universitit
Mainz/ESWE-Institut Wiesbaden, durchgefiihrt.

Das Prinzip der FBBR-Untersuchungen wird im Detail in einer vorhergehenden Arbeit™'

beschrieben.
Kurz, im ,,Laboratory-Scale Fixed-Bed Bioreactor (FBBR) wird FluBBrheinwasser in einem Kreislauf
iiber ein Ortlich-fixiertes Mikrobenbett gepumpt, welches auf der Oberfliche des pordsen Glases
gebildet wird. Die Losung im Sammelbehilter wird iiber eine Glasfritte mit Kohlensdure durchsetzt,

um aerobe Bedingungen im System zu garantieren.

6.1.2.21.1 Biologische Abbauexperimente von Polyvinylpyrrolidone (PVP) 7a

Flussrheinwasser wurde mit PVP 2,5 kDa bei einer Konzentration von 10 mg L™ iiber eine Zeitdauer
von 30 Tagen untersucht. 20 mL-Proben wurden nach allen zwei Tagen genommen; auller am ersten
Tag bei dem die Beprobung in kiirzeren Abstéinden erfolgte. Die Proben wurden sofort durch
Hinzufiigung von einem mL Formaldehyd konserviert. Fiir MALDI-TOF-Messungen wurden 10 mL
jeder Probe lyophilisiert, wieder mit einem mL des Wasser/Acetonitrils (95/5, v/v) aufgenommen und
0,45 um filtriert.

6.1.2.21.2 Adsorptionsexperimente von Polyvinylpyrrolidone (PVP) 7a

Anaerob verdauter und entwisserter Schlamm einer stadtischen Kldranlage wurde lyophilisiert und der
erhaltene Trockenschlamm im Modrser homogenisiert. Von diesem wurde 250 mg in fiinf mL Wasser
in ein 10 mL-Zentrifugengefd gegeben. Eine wissrige Losung von PVP mit einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 6.000 Da, erhalten durch GPC-Fraktionierung von PVP K17, wurde eine
abschlieBende Konzentration von 100 mg L™ eingestellt. Zwei Kontrollproben wurden gleichermafen
vorbereitet: eine ohne PVP-Zugabe, die andere ohne Schlamm. Nachher wurden die Gefaf3e horizontal
iiber eine Zeitdauer von einem Tag geriittelt. Einhundert pL-Proben vom Uberstand wurden nach
Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 3.000 min" genommen und zur MALDI-Probenvorbereitung

eingesetzt.
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6.2 Reinigung und analytische Trennmethoden

6.2.1 UmkKristallisation der Matrices

Matrices wurden mit folgenden Ausnahmen in kommerziell erhéltlicher Qualitit verwendet: Die DHB
Matrices der 2,4-, 2,5- und 2,6-Derivate werden durch Aktivkohle mit anschlieBender
Umkristallisation aufgereinigt. Die Aufreinigung wird wiederholt (2 bis 3 mal) bis weille Kristalle
erhalten werden. Der erhaltene Niederschlag wird vorsichtig mit kaltem Ethanol gewaschen und unter

Vakuum bis zur vollstindigen Trockenheit gebracht.

6.2.2 GPC-Fraktionierung

Die eingesetzten Gelpermeationschromatographie (GPC)-Anlagen der Polymeranalytik, AK Prof. G.
Wegner, MPI fiir Polymerforschung, Mainz, sind in Tabelle 6-3 zusammengestellt.

Tabelle 6-3: Gerétespezifische Daten der GPC-Anlagen.

Anlage /Lm: 1 :TriChlorBenzol 2 : Toluol 3 : THF
Temperatur:  135°C 20°C 20° C
Pumpe: Waters Alliance 2000 | Waters 590 Waters 510

Autosampler: Waters Alliance 2000 WISP 717 - Waters WISP 717 - Waters

Saulenofen: Waters Alliance 2000 | Waters Waters

Saulen: 2x Waters Linear PSS-SDV 300 x 8§ mm, PSS-SDV 300 x 8 mm,
HTG6E Partikelgrofle 10,, | Partikelgrofie 10,,
1x PSS-SDV 300 x 8 | Porengrofie 500A, Porengrofle 500A, 10°A,
mm, Partikelgrofe 10,,  10°A, 10°A 10°A

PorengroBe 10'A

Detektoren: RI Waters RI - ERC UV -Soma /RI - ERC
Eichkurven: PS PS, PDMS, Pbut PS, PC, PI, PMMA, PPP,
POS, Pm60Me,PtBMA

MeBbereich: | 1000 < M, < 7.000.000 | 1000 < M, < 1.500.000 | 1000 < M, < 1.500.000

Anlage / Lm: 4 : DMF 5 : Wasser 6 : Experimentalaufbau

Temperatur; 60°C 20°C 20°C
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Pumpe: Waters 510 Waters 590 Waters 590
Autosampler: | Manuelle Manuelle Manuelle Probenaufgabe:
Probenaufgabe: Probenaufgabe: Rheodyne
Rheodyne Rheodyne
Sdulenofen: | Waters - ERC
Saulen: PSS-SDV 300 x 8 mm, | Hema 300 x 8 mm, -

Partikelgrofle 10,, | Partikelgrofie 10,,
Porengrofie 500A, | Porengrofie 500A,
10°A, 10°A 10°A, 10°A

Detektoren: | UV -Soma/RI-ERC |UV-Soma/RI-ERC UV

Eichkurven: PS, PqVP, PVP,PEO | PEO, PqVP, PVP, |-
PSSNa, PMANa

MeBbereich: | 1000 < M, < 1.500.000 | 1000 <M, < 1.500.000 <M, <

Probenmenge: ca.10 mg, in 20 ml Schnappdeckelglas exakt eingewogen

Datenerfassung: PC, Interface und Software WINGPC- PSS
Auf Wunsch Daten in ASCII

6.2.2.1 Alq;s-Polyfluoren

Alle Alg;-Polyfluoren-Proben wurden mittels der GPC-Methode fraktioniert. Die Proben wurden in
THF gelost.

6.2.2.2 Poly(vinylpyrrolidon) (PVP)

Alle PVP-Proben mit einem Molekulargewicht iiber 5.000 Da wurden mittels der GPC-Methode
fraktioniert. Die Proben wurden in entionisiertem Wasser aufgelost. Die Extraktion wurde durch
0,1 molares NaNOs-Ldsung in 20 %-Acetonitril erreicht.

6.2.2.3 Poly(methylmethacrylat) (PMMA)

Gerit: Gilson von Abimed Analysentechnik GmbH (Langenfeld)
Sdulen: 3 Jordi-Gel DVB-Siulen (10x500 mm) mit 100, 1.000 und 10.000 A
Detektor: Gilson Refraktivindex-Detektor

Flussrate: 0,5 mL min™'

Alle PMMA-Proben mit einem Molekulargewicht iiber 6.000 Da wurden mittels der GPC-Methode
fraktioniert. Die Proben wurden in THF aufgelost.


http://www.mpip-mainz.mpg.de/intern/analytik/gpcascii.htm
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6.3 Massenspektrometrische Methoden

6.3.1 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

6.3.1.1 Massenspektrometer
Der Aufbau und das Messprinzip der MALDI-TOF-Massenspektrometer sind in Kapitel 2.1.2, S. 18

beschrieben. In Tabelle 6-4 sind die wichtigsten Bestandteile der angewendeten Geridte der Firma

Bruker Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland) zusammengefasst.

Tabelle 6-4: Wichtigste Gerdtedaten der verwendeten MALDI-TOF-Massenspektrometer.
Bruker Reflex I: N,-Laser, Pulsdauer 3 ns

MALDI-Ionenquelle: einstufige Beschleunigungszone, maximale

Beschleunigungsspannung +:-35 kV; elektrostatische Linse
Deflektionpulser

Linearer Analysator mit HIMAS®-Spezialdetektor
Zweistufiger, gitterloser lonenreflektor
Reflektordetektor: ,,dual microchannel plates® (MCP)
1 GHz Transientenrekorder

SUN-Workstation mit Bruker XTOF Software zur Datenauswertung

Bruker Reflex II: Unterschiede zum Reflex [-Massenspektrometer:

MALDI-Ionenquelle: zweistufige, mit ,delayed extraction ausgeriistete
Beschleunigungszone (,,delay*: 50, 150 oder 600 ns), maximale
Beschleunigungsspannung +28,5 kV (-25 kV)

Elektronisches ,,Gate” zur ,,In-Flight“-Selektion von lonen in einem sehr

engen Massenbereich (Auflésung rund m/Am 100)

Linear- und Reflektordetektor: MCP, ausgeriistet mit ,,detector gating*

6.3.1.2 Kalibrierung

6.3.1.2.1 MALDI-TOF-MS

In der Flugzeitmassenspektrometrie wird aus der Flugzeit des lons nach Umrechnung iiber eine
Kalibrierfunktion das  m/z-Verhéltnis bestimmt. In der Polymeranalytik wird eine
Mehrpunktkalibrierung mit einem Polymerstandard (z.B. Polystyrol, Poly(ethylenglycol) bevorzugt
angewendet. Eine Mehrpunktkalibrierung hat den Vorteil, eine groflere Anzahl von Messpunkten zu

liefern, die eine Zuordnung zwischen Flugzeit und m/z-Verhéltnis exakter macht.
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Dabei wird 0,5 mg eines Poly(ethylenglycol)standards mit einer Polymerverteilung zwischen
2000 und 6000 Da in einem mL THF gelost. 10 pl dieser Polymerlosung werden mit 10 pL einer 0,1
M Losung von 1,8,9-Trihydroxyanthracen (Dithranol) in THF vermengt. Zu dieser Analyt-Matrix-
Mischung wird ein pL einer Losung von Natriumtrifluoracetat in THF (3,5 mgmL™) als
Kationisierungsmetallsalz zugegeben. Ein pul dieser Mischung wird auf den Probentrager aufgetragen
und das Losungsmittel verdampft.

Das erhaltene Massenspektrum zeigt eine Serie von Signalen, die den Flugzeiten der Na-
Pseudo-Molekiilionen entsprechen. Diese Vielzahl an Signale kénnen jeweils ihren bekannten
m/z-Verhiltnissen zugeordnet werden.

6.3.1.2.2 MALDI-TOF-Fragmentionenanalytik

6.3.1.2.2.1 Aufnahme
Das Prinzip der CID-Methode wurde bereits im Kapitel 2.2.2, S. 26 erklart. An dieser Stelle sollen nur

die wesentlichen Schritte fiir die praktische Erzeugung eines CID-Massenspektrums zusammengefasst
werden. Nach Kalibrierung des Massenspektrometers (Kapitel 6.3.1.2.1, S.276) wird die zu
untersuchende Substanz vermessen. Dabei wurden folgende Parameter angewendet:

e Beschleunigungspannung (IS1): +28.5 kV

e Spannung der ersten Lochblende (IS2): +20,0 kV

e Delay: 50 ns (short)
e Reflektorspannung: 30,0 kV

Das Elternion wird anhand des elektronischen ,,Gates“ selektiert. Es werden dann
16 Einzelspektren (sogenannte Segmente) mit immer kleiner werdenden Reflektorspannungen
(Tabelle 6-5) aufgenommen. Fiir jedes Segment werden 200 Laserschiisse aufaddiert. Die
Laserleistung wird der Art gewéhlt, dass eine starke Fragmentierung mit moglichst hoher Auflésung
im Massenspektrum erhalten wird. Die erhaltenen Massen der Fragmentsignale miissen nun mit der
CID-Kalibrierung in die tatsdchliche Masse umgerechnet werden. Nach der Kalibrierung eines jeden
Segments werden nun die 16 Segmente zusammengefiigt und ergeben das CID-MALDI-TOF-

Fragmentmassenspektrum.

Tabelle 6-5: Verwendete Reflektorspannungen in den Segmenten.

Segment Reflektorspannung [kV] Segment Reflektorspannung [kV]
1 30,00 9 5,47
2 28,30 10 4,12
3 22,59 11 3,10
4 17,01 12 2,33
5 14,60 13 1,76
6 11,50 14 1,45
7 8,60 15 1,11
8 6,80 16 0,85
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Fir die FAST-Kalibrierung wird ganz analog der CID-Kalibrierung verfahren. Das PSD-
MALDI-TOF-Fragmentspektrum  wird jedoch im  Gegensatz zum CID-MALDI-TOF-
Fragmentspektrum aus 15 Segmenten aufgebaut. Die dabei verwendeten Reflektorspannungen sind in
Tabelle 6-6 zusammengestellt.

Tabelle 6-6: Verwendete Reflektorspannungen in den Segmenten.

Segment Reflektorspannung [kV] Segment Reflektorspannung [kV]
1 30,00 9 4,12
2 27,20 10 3,10
3 22,59 11 2,33
4 17,01 12 1,76
5 12,81 13 1,45
6 9,64 14 1,13
7 7,26 15 0,95
8 5,47 kV
6.3.1.2.2.2 CID-Kalibrierung

Fiir die CID-Kalibrierung werden zwei Peptide mit geringem Molekulargewicht verwendet, die viele
bekannte CID-Fragmentionen liefern. Mit dem ACTH-,,Clip“ (18-39) wird die CID-Kalibrierung
erzeugt und mit Angiotensin II iiberpriift. ACTH wird wie folgt priapariert:

0,24 mg ACTH wird in einem mL TA-Losung (Wasser/Acetonitril/Trifluoressigsdure im
Verhiltnis 70/30/0,1%) gelost. 20 pL dieser Losung werden anschlieBend mit 180 pL TA-Losung
verdiinnt und ergeben die ACTH-Ldsung. Als Matrix wurde eine geséttigte Losung von HCCA,
ebenfalls in gelost TA-Losung, verwendet. Matrix- und Analytlosung werden im Verhéltnis 1/1
vermengt. Ein puL der erhaltenen Analyt-Matrix-Losung werden auf den Probentrdger aufgetropft. Das
Losungsmittel wird verdampft, so dass die kristalline Analyt-Matrix-Probenmischung erhalten wird.

Die 16 Segmente eines Fragmentspektrums werden wie oben beschrieben und mit den gleichen
Parametern fiir ACTH aufgenommen. Die CID-Kalibrierung erfolgt nun durch eine Zuordnung der
auftretenden Fragmentionenmassen zu den tatséchlichen Molekulargewichten dieser ACTH-
Fragmente. Nachdem fiir jedes Segment mindestens drei signifikante Signale zugeordnet worden sind,
werden Korrekturfaktoren fiir jedes Teilspektrum berechnet. Eine Uberpriifung der CID-Kalibrierung
erfolgt dann durch die Aufnahme eines CID-Massenspektrums von Angiotensin II.

Hierzu wird 0,12 mg Angiotensin in einem mL TA-L&sung geldst. 20 uL dieser Losung werden
anschlieend mit 180 uL. TA-Losung verdiinnt und ergeben die Angiotensinlosung. 10 pl dieser
Losung werden mit 10 uL einer gesattigten HCCA-Losung (in TA) vermengt. Ein ulL dieser
Analyt-Matrix-Mischung wird auf den Probentriger aufgebracht. Nach dem Verdampfen des
Losungsmittels werden die Segmente des Fragmentionenmassenspektrums mit den selben
vorgegebenen Parametern aufgenommen. Diese werden dann mit Hilfe der zuvor erstellten CID-
Kalibrierung zusammengefiigt. AnschlieBend werden die gemessenen Molekulargewichte der

Angiotensinfragmente mit den bekannten Fragmentmassen verglichen. Liegen hierbei noch zu hohe
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Abweichungen vor, wird die Zuordnung der ACTH-Fragmente korrigiert. Die dadurch erhaltene neue
Kalibrierung wird erneut iiberpriift. Dieser Vorgang wird wiederholt bis eine ausreichend geringfiigige

Massenabweichung erhalten wird.

6.3.1.3 Allgemeine Probenpriiparation

6.3.1.3.1 Losungsmittelbasierende Probenpriparation

Bei der konventionellen MALDI-TOF-MS-Probenprédparation synthetischer Polymere oder
Makromolekiile wird die zu untersuchende Probe in einem organischen Losungsmittel (meist THF)
gelost und mit einem 1/500 molaren Uberschuss einer geeigneten, ebenfalls geldsten Matrix gemischt.
Als Matrix dienen niedermolekulare organische Verbindungen (Kapitel 2.1.1, S. 15), die im Bereich
der verwendeten Laserwellenldnge (337 nm) ausreichend absorbieren. Bei synthetischen Polymeren
wird zu dieser Analyt-Matrix-Mischung oft ein zehnmolarer Uberschuss eines geldsten
Metalltrifluoracetatsalzes zugesetzt, um die Ionisierung des Analyten zu begiinstigen. Die
Reproduzierbarkeit der Pseudo-Molekiilionenbildung wird dadurch erh6ht und unterdriickt die in der
Analyt-Matrix-Mischung vorkommenden zufidlligen Verunreinigungen durch Metallspuren. Diese
Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-Mischung wird auf den mobilen MALDI-Probentridger gegeben,
wobei das organische Losungsmittel schnell verdampft. Nach Auskristallisation des MALDI-
Gemisches wird der Probentriger in die unter Vakuum stehende Probenkammer des

Massenspektrometers tiberfiihrt.

6.3.1.3.2 Losungsmittelfreie Probenpraparation

Die Analyten und die Matrix wurden mit der Kugelmiithle MM2000 der Firma F. Kurt Retsch GmbH
& Co. KG (Haan, Deutschland) mechanisch zermahlen und homogenisiert. Fiir eine
Mindestgesamtmenge von 5 mg an Analyt-Matrix-Probenmischung musste Sorge getragen werden.
Mahlbecher wie rostfreier Stahl oder Wolframcarbid kamen zum Einsatz. Wegen Memoryeffekten
wurden Einwegschiittelbecher entwickelt (Abb. 6-19). Unabhédngig von der Beschaffenheit der
Mahlbecher wurde in der Regel eine ausreichende Homogenitit nach 10 min Mahldauer erhalten.

Zunichst wurde eine Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-Probenmischung mit einem molaren
Verhiltnis von 1/50/10 erzeugt. Aus dieser MALDI-Probenmischung wurde im Anschluss durch
Zugabe von weiterer Matrix eine Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-Probenmischung mit einem
molaren Verhiltnis von 1/500/10 hergestellt und weitere 10 min in der Kugelmiihle homogenisiert.
Die daraus resultierende MALDI-Probenmischung kann in analoger Weise weiter bis 1/300.000
(Analyt-Matrix) verdiinnt werden.

Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde sehr diinn mittels eines Spatels direkt auf den
Probentrdger aufgerieben und fiir eine ausreichende Haftung auf dem Probentriger gesorgt.

Uberschiissige Bestandteile wurden durch Luftzufuhr entfernt.
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Abb. 6-19: Kugelmithle MM2000 stationiert im Abzug: a) Gesamtbild und
b) VergroBerung eines Teilbereichs zur Visualisierung eines
Einwegschiittelbechers.

6.3.1.4 Probenpriparation im Speziellen

6.3.1.4.1 Untersuchungen zu der universellen Anwendbarkeit der losungsmittelfreien
Probenpréparation

Um die Untersuchungen mdglichst vergleichbar zu halten, wurden die gleichen experimentellen
Bedingungen fiir die unterschiedlichen Proben (z.B. molare Analyt/Matrix/Metallsalz-Verhéltnisse,
Laserleistung, Extraktionspannung, Detektionsspannung) angewendet.

Fiir den direkten Vergleich wurde das erhaltene 16sungsmittelfreie MALDI-Probengemisch in
zwei Teile getrennt: der eine wurde direkt auf den Probentriger aufgetragen, der andere Teil wurde in
einem geeigneten Losungsmittel gelost und aufgetragen. Unmittelbar nach dem Verdampfen des
Loésungsmittels wurde die Messung durchgefiihrt.

Beim Vergleich der unterschiedlichen losungsmittelfreien Auftragungsmethoden wurde das
erhaltene 16sungsmittelfreie MALDI-Probengemisch in zwei Teile gespalten: der eine wurde direkt
auf den Probentrdger aufgetragen, der andere Teil wurde ein diinnes Pellet analog eines KBr-Pellets
gepresst und mittels doppelseitigem Klebeband den Probetrige aufgetragen.

Die LD-Probenpréiparation wurde ebenfalls losungsmittelfrei bzw. 16sungsmittelbasierend
durchgefiihrt.
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6.3.1.4.2 Untersuchungen zu den Vorteilen der l6sungsmittelfreien Probenpriparation

Der Vergleich der 16sungsmittelfreien und 16sungsmittelbasierenden Probenpréparation wurde analog
6.3.1.4.1 durchgefiihrt. Der dendritische Dendrimervorldufer Ci3;;Hgo 8 (weis) und das PAH-Produkt
Ci3oHs4 9 (schwarz) wurden zundchst unabhingig voneinander charakterisiert, um deren Reinheit
festzustellen. Die beiden Substanzen wurden dann in einem molaren Verhiltnis Vorlaufer/Produkt von
10/90 gemischt und mittels Kugelmiihle homogenisiert. Das 16sungsmittelfreie MALDI-
Probengemisch wurde in einem Verhiltnis von 1/500 eingestellt (TCNQ als Matrix) und ergab ein
schwarzes Pudergemisch. Fiir einen direkten Vergleich mit der 16sungsmittelfreien Probenpréparation
wiirde dasMALDI-Gemisch in Dichlormethan gelost.

PS(2.000 Da)/Dithranol/Silbertrifluoracetat in molaren Analyt/Matrix/Metalltrifluoracetat-
Verhiltnis 1/50/10, 1/500/10, 1/5.000/10 hergestellt. Das jeweilige Gemisch wurde dann in THF bzw.
Dichlormethan aufgeldst. Von dieser MALDI-Probenlésung wurde ein ul. auf den Probentriger
aufgetragen und das Losungsmittel verdampft.

PS(2.000 Da)/IAA/Silbertrifluoracetat, PMMA(2.000 Da)/IAA/Lithiumtrifluoracetat sowie
PVP(2.500 Da)/Dithranol/Natriumtrifluoracetat wurden in molaren Verhéltnissen von 1/500 und
1/5.000 hergestellt. PVP (10.000 Da) wurde in einem molaren Analyte/Matrix-Verhiltnis von 1/50
(Matrices: IAA, DHB, HABA, Dithranol, HCCA, NA, SA, VitA, TCNQ) verwendet.

6.3.1.4.3 Polyfluoren 11

Das erhaltene Produktgemisch 11 wurde extrahiert (Toluol, 5 Tage, Soxhlet). Die unlosliche Fraktion
wurde getrocknet, der 18sliche Teil wurde zu einem Ol konzentriert. Bei der 16sungsmittelbasierenden
Probenpréparation (Toluol) und 16sungsmittelfreien Probenpréparation wurde jeweils die identische
Matrix (Dithranol, TCNQ) verwendet (Analyte/Matrix/Verhéltnis von 1/500). Die erhaltene
losungsmittelfreie MALDI-Probenmischung der unldslichen Fraktion wurde mittels eines Spatels
direkt auf den Probentriger aufgerieben. Lithium-, Natrium-, Kalium- und Silbertrifluoracetat wurden
l6sungsmittelfrei mit einem molaren Analyt/Metalltrifluoracetat-Verhiltnis von 1/50 angefertigt. Die
erhaltene  MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels direkt auf den Probentrager
aufgerieben. Bei den Laserdesorptionsmessungen wurden die PAH-Proben mittels eines Spatels direkt
auf den Probentrager aufgetragen.

Bei der losungsmittelbasierenden Probenpriparation (Toluol) der 16slichen Fraktion wurde ein
Analyt/Matrix-Verhéltnis von 1/500 eingestellt. Lithium-, Natrium-, Kalium- und Silbertrifluoracetat

wurden gegebenenfalls mit einem molaren Analyt/Metalltrifluoracetat-Verhiltnis von 1/10 angefertigt.

6.3.1.4.4 Kristall 12

Die geziichteten Kristalle wurden mit einem Doppelklebeband auf dem Probentrdger befestigt. Die
losungsmittelfreie Probenpréparation erfolgte einerseits durch die Kugelmiihlenbehandlung der
geziichtetetn Kristalle, andererseits durch die direkte Vermengung von Analyt und Matrix (DHB-
Isomere, Dithranol, Anthracen). Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels

direkt auf den Probentrager aufgerieben.
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6.3.1.4.5 PMMA 2: Fragmentionenanalytik

Dithranol- und Lithium-, Natrium-, Kalium- und Cisiumrifluoracetatlosungen wurden mit einer
Konzentration von 0,1 mol L™ bzw. 0,01 mol L™ in THF angefertigt. Fiir die MALDI-Messung von 2
wurde 0,4 mg des Analyten in 80 pul THF gelost.

Bei den GPC-Fraktionen (Kapitel 6.2.2.3, S.275) wurde zunidchst das L&sungsmittel
abgedampft und anschlieend mit 50 uL. THF aufgenommen. Die Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-
Losung wurde in einem Verhiltnis von 10/10/1 (v/v/v) hergestellt. Von dieser MALDI-Probenlésung

wurde ein uL. auf den Probentrager aufgetragen und das Losungsmittel verdampft.

6.3.1.4.6 Triblockcopolymer 14 und dessen Homopolymervorliufer PSCO,H 13:

Fragmentionenanalytik

Dithranol- und Lithium-, Natrium-, Kalium- und Silbertrifluoracetatlosungen wurden mit einer
Konzentration von 0,1 mol L™ bzw. 0,01 mol L™ in THF angefertigt. Fiir die MALDI-Messung von
PSCO2H 13 wurde 0,4 mg des Analyten in 100 uL THF gelost. Bei den Analytlosungen der
Triblockcopolymere 14 wurden jeweils 0,2-0,4 mg in 100 uL. THF geldst. Fiir die Analyten 13 und 14
wurde die Analyt/Matrix/Metalltrifluoracetat-Losung im Verhéltnis 10/10/1 (v/v/v) hergestellt.
Anschlieend wurde ein uL dieser MALDI-Probenmischung auf den Probentrager aufgetragen und

das Losungsmittel verdampft.

6.3.1.4.7 Synthetische Peptide 15, 16, 17: Fragmentionenanalytik
Die MALDI-Messungen wurden mittels I0sungsmittelhaltiger Probenpréparation (THF,

Dichlormethan) erzielt und mit losungsmittelfreier Probenpriparation ergénzt. Dithranol, [AA,
2,5-DHB und HCCA wurden als Matrices eingesetzt. Fiir alle Matrices wurde eine 0,1 mol L™'-Lésung
in THF angefertigt. 0,2-0,3 mg wurden in 100 bis 200 uLL THF geldst. 10 uLL der Matrixldsung wurden
mit 10 pL der Analytldsung versetzt. Lithium-, Natrium-, Kalium-, und Silbertrifluoracetatlosungen
wurden mit einer Konzentration von 0,1 mol L' bzw. 0,01 molL" in THF angefertigt. Die
Analyt/Matrix/Metalltrifluoracetat-Losung wurde in einem Verhéltnis von 10/10/1 (v/v/v) hergestellt.
Von dieser MALDI-Probenlosung wurde ein ul auf den Probentriger aufgetragen und das
Losungsmittel verdampft.

Bei der losungsmittelfreien Probenpriparation wurde Dithranol als Matrix eingesetzt. Die
molaren Analyt/Matrix-Verhéltnisse lagen bei 1/500. Lithium-, Natrium- und Kaliumtrifluoracetat
wurden 16sungsmittelfrei mit einem molaren Analyt/Metalltrifluoracetat-Verhéltnis von 1/10
angefertigt. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels direkt auf den

Probentrédger aufgerieben.

6.3.1.4.8 Messung von Alq;-Polyfluoren 18 mittels GPC-MALDI-TOF-MS off line
Dithranol- und Lithium-, Natrium-, Kalium- und Silbertrifluoracetatldsungen wurden mit einer
Konzentration von 0,1 mol L™ bzw. 0,01 mol L™ in THF angefertigt. Fiir die MALDI-Messung von
Alg3-Polyfluoren 18 wurde 0,4 mg des Analyten in 80 ul THF gelost.

Bei den GPC-Fraktionen von 18 (Kapitel 6.2.2.1, S. 275) wurde zunichst das Losungsmittel
abgedampft und anschlieBend mit 80 pL THF aufgenommen. Die Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-
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Losung wurde in einem Verhiltnis von 10/10/1 (v/v/v) hergestellt. Von dieser MALDI-Probenlésung

wurde ein pL. auf den Probentriager aufgetragen und das Losungsmittel verdamptft.

6.3.1.4.9 Messung von N*-Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplexe 19 mittels der ,,Ag-Labeling“-
Methode 19

Dithranol- und Lithium-, Natrium-, Kalium- und Silbertrifluoracetatlosungen wurden 16sungsmittelfrei
mit einem molaren Analyt/Matrix/Metalltrifluoracetat-Verhéltnis von 1/50/10 und 1/500/10
angefertigt. Fir die MALDI-Messung von Ne-Fmoc-L-Lys-Kupfer-Komplexe 19 wurde die
Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-Probenmischung mit einem Spatel auf den Probentriger

aufgetragen.

6.3.1.4.10 Wirt-Gast-Systeme acetylierter CDs mit ionischen Giisten 20

Dithranol und TCNQ wurden als Matrices eingesetzt. Fiir beide Matrices wurde eine 0,1 mol L™'-
Losung in THF angefertigt. 0,4-0,5 mg des CD 20 wurden in 250 pL THF gel6st. 10 pL der
Matrixlosung wurden mit 10 pL der Analytldsung versetzt. Lithium-, Kalium-, Césium- und
Silbertrifluoracetatlosungen wurden mit einer Konzentration von 0,1 mol L' bzw. 0,01 mol L' in THF
angefertigt. Die Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-Losung wurde in einem Verhiltnis von 10/10/1
(v/v/v) hergestellt. Von dieser MALDI-Probenlésung wurde ein pL. auf den Probentridger aufgetragen

und das Losungsmittel verdampft.

6.3.1.4.11 Supramolekulare Cyclodextrin-Gast-Komplexe 21

Die MALDI-Messungen wurden mittels l6sungsmittelfreier Probenpréparation erzielt. TCNQ und
Dithranol wurden als Matrices eingesetzt (1/50 bis 1/500 im molaren Analyt/Matrix-Verhéltnis).
Natriumtrifluoracetat wurde losungsmittelfrei mit einem molaren Analyt/Metalltrifluoracetat-
Verhiltnis von 1/10 angefertigt. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels
direkt auf den Probentriager aufgerieben. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines
Spatels direkt auf den Probentrdger aufgerieben. Bei den Laserdesorptionsmessungen wurden die

Proben mittels eines Spatels direkt auf den Probentréger aufgetragen.

6.3.1.4.12 Nahe Infrarot (NIR)-Farbstoffe 22

Die MALDI-Messungen wurden mittels losungsmittelfreier Probenpréparation erzielt. TCNQ und
Dithranol wurden als Matrices eingesetzt. Metalltrifluoracetate wurden nicht eingesetzt. Die molaren
Analyt/Matrix-Verhéltnisse lagen bei 1/500. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels
eines Spatels direkt auf den Probentriger aufgerieben. Fiir den direkten Vergleich mit der
l6sungsmittelfreien Probenpriparation wurde das 16sungsmittelfreie MALDI-Gemisch in THF
suspendiert und aufgetragen. Ein pl dieser Mischung wurde auf den Probentriger gebracht und das
Losungsmittel verdampft. Bei den Laserdesorptionsmessungen wurden die PAH-Proben mittels eines

Spatels direkt auf den Probentréger aufgetragen.

6.3.1.4.13 Dendrimeren 23-29

Die MALDI-Messungen wurden mittels losungsmittelhaltiger Probenpriparation erzielt und mit

16sungsmittelfreier Probenpriparation ergénzt. Dithranol und TCNQ wurden als Matrices eingesetzt.
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Fiir beide Matrices wurde eine 0,1 mol L'-Losung in THF angefertigt. 0,2-0,3 mg wurden in 100 pL
THF gelost. 10 pL der Matrixldsung wurden mit 10 pL der Analytlosung versetzt. Lithium-, Natrium-,
Kalium-, und Silbertrifluoracetatlosungen wurden mit einer Konzentration von 0,1 mol L' bzw.
0,01 mol L™ in THF angefertigt. Die Analyt-Matrix-Metalltrifluoracetat-Lésung wurde in einem
Verhiéltnis von 10/10/1 (v/v/v) hergestellt. Von dieser MALDI-Probenlésung wurde ein uL. auf den
Probentréger aufgetragen und das Losungsmittel verdampft.

Bei der Iosungsmittelfreien Probenpriparation wurden TCNQ und Dithranol als Matrices
eingesetzt. Die molaren Analyt/Matrix-Verhéltnisse lagen bei 1/500. Lithium-, Natrium-, Kalium- und
Silbertrifluoracetat wurden 16sungsmittelfrei mit einem molaren Analyt/Metalltrifluoracetat-Verhaltnis
von 1/50/10 bis 1/100 angefertigt. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels

direkt auf den Probentrager aufgerieben.

6.3.1.4.14 Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffen (PAHs) 32-47

Die MALDI-Messungen wurden mittels 16sungsmittelfreier Probenpréparation erzielt. TCNQ wurde
als Matrix eingesetzt. Metalltrifluoracetate wurden nicht eingesetzt. Die molaren Analyt/Matrix-
Verhiltnisse lagen bei 1/500. Fiir einige Untersuchungen wurden molare Verhiltnissse von 1/50 bis
1/300.000 verwendet. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels direkt auf
den Probentrdger aufgerieben. Bei den Laserdesorptionsmessungen wurden die PAH-Proben mittels

eines Spatels direkt auf den Probentrager aufgetragen.
6.3.1.4.15 Polyvinylpyrrolidon (PVP)

6.3.1.4.15.1 Konventionelle MALDI-TOF-MS-Probenvorbereitung.
Der herkommliche MALDI-Probentrager mit 26 ,,Spots* von Bruker (Bremen, Deutschland) wurden

angewendet. Die optimale Konzentration fiir die Adsorptionsstudien wurde evaluiert: 7,5 g L-1 [AA-
MALDI-Matrix (in Methanol) und 3 g L Natriumtrifluoroacetat (in Methanol). 10 pl die IAA-
Losung, 10 pl der wissrigen PVP-Probe und 1 pl der Metalltrifluoracetatsalzlosung wurden
zusammengefligt, gemischt und auf den MALDI-Probentrager (1 pl) aufgetragen. Die Messungen
wurden sofort nach Verdampfung des Losungsmittels durchgefiihrt. Die unterschiedlichen Lithium-,
Kalium-, Silbermetalltrifluoracetatlosungen wurden in den gleichen Konzentrationen wie das
Natriumtrifluoracetat vorbereitet, und die Probenvorbereitung wurde analog durchgefiihrt. Die
Signalintensitit von PVP hing stark von der angewandten Laserleistung ab und erhdhte sich schnell an
den hoheren Werten, wihrend Massenauflosung sich verringerte. Zum Versichern wurden die gleichen
experimentellen  Bedingungen fiir die unterschiedlichen Proben (z.B. Laserleistung,

Extraktionspannung, Detektionsspannung) die Analyten unverandert gehalten.

6.3.1.4.15.2 Probenvorbereitung mit dem Ankerprobentriger

Ein Anker-Targetchip-Device™ (Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland), kurz Ankerprobentriger,
bestehend aus einer hydrophoben Oberfliche und einigen hydrophilen Spots, auf die die Proben
aufgetragen werden. Fiir die MALDI-TOF-MS-Messung mit der Ankerprobentriager (600-Millimeter-
Durchmesser) wurde die Metalltrifluoracetatsalzmenge so gesenkt, dass 0,5 pl 10 pl die TAA-Losung

und 1pL der wissrigen Losung hinzugefiigt wurden.



EXPERIMENTELLER TEIL 285

6.3.1.4.15.3 Losungsmittelfreie Probenvorbereitung

Die MALDI-Messungen wurden mittels 10sungsmittelhaltiger Probenpréparation erzielt. Der
getrocknete Schlamm wurde hierflir eingesetzt. Die Matrices (IAA, Ditranol, TCNQ) wurden in einem
molaren Analyt/Matrix-Verhéltnis von 1/500 verwendet. Die Natriumtrifluoracetat wurde
losungsmittelfrei mit einem molaren Analyt/Metalltrifluoracetat-Verhéltnis von 1/10 angefertigt. Die
erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels eines Spatels direkt auf den Probentrager

aufgerieben.
6.3.1.4.16 Quantifizierungsexperimente

6.3.1.4.16.1 Polystyrole

Die MALDI-Messungen wurden mittels I0sungsmittelhaltiger Probenpriparation erzielt. Die
Polystyrole wurden in einem molaren Verhédltnis von 1/1 vermengt und mittels Kugelmiihle
homogenisiert. Diees Gemisch wurde mit Matrix (Dithranol) in einem molaren Analyt/Matrix-
Verhiltnis von 1/50 und 1/500 vermengt. In den einen Teil der Mischung wurde
Silbermetalltrifluoracetat gegeben, in den anderen Natriummetalltrifluoracetat. Beide Mischungen
wurden erneut mittels Kugelmiihle vermengt. Die erhaltene MALDI-Probenmischung wurde mittels

eines Spatels direkt auf den Probentrager aufgerieben.

6.3.1.4.16.2 PPV und PEG
Die MALDI-Messungen wurden mittels 16sungsmittelhaltiger Probenpriparation erzielt. PPV und

PEG wurden zunichst unabhingig voneinander charakterisiert, um deren lonisation festzustellen. Die
beiden Substanzen wurden dann in einem molaren Vorldufer/Produkt-Verhéltnis von 1/1 gemischt und
mittels Kugelmiihle homogenisiert. Das 16sungsmittelfreie MALDI-Probengemisch wurde in einem
Verhiltnis von 1/500 eingestellt (einerseits mit TCNQ als Matrix, andererseits mit Dithranol). Einen
Teil der jeweiligen MALDI-Mischung wurde dann jeweils mit Natriummetalltrifluoracetat. Beide
Mischungen wurden erneut mittels Kugelmiihle vermengt. Die erhaltene MALDI-Probenmischung

wurde mittels eines Spatels direkt auf den Probentriger aufgerieben.

6.3.2 Weitere massenspektrometrische Methoden

VG ZAB 2-SE-FPD, S. Tiirk, AK Prof. K. Miillen, MPI fiir Polymerforschung, Mainz.
IR-MALDI, Dr. S. M. Weidner, Bundesanstalt fiir Materialforschung (BAM), Berlin.
LIFT-MALDI, Dr. F.-J. Mayer-Posner, Bruker Daltonik, Bremen.
Electrospray-Q-TOF, Dr. J. Spickermann, Micromass, Deutschland.

6.4 Spektroskopische Methoden

Hochaufgelbste "H-und *C-NMR-Spektroskopie:
Bruker AMX 300 und Bruker Avance DRX 500, Dr. M. Wagner, AK Prof. K. Miillen, MPI fiir

Polymerforschung, Mainz.
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UV-Spektroskopie:
Perkin Elmer UV/VIS/NIR Spectrometer Lambda 900, L. Ghergel, AK Prof. K. Miillen, MPI fiir

Polymerforschung, Mainz.

Lichtmikroskopie:
Zeiss Stereomikroskop SR mit Photozusatz, Dr. G. Lieser, AK Prof. G. Wegner, MPI fiir

Polymerforschung, Mainz.
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7 ANHANG: STOCHASTIK ZUR STATISTISCHEN
COPOLYMERANALYSE

Fall 1: Ein statistisch polymerisiertes Peptid mit den Aminosduremonomerbausteinen Glutaminsédure
(A) und Lysin (B) in einem molaren Verhdltnis von 50/50 in der Zusammensetzung der

Reaktionspartner.

5
1
Die Wahrscheinlichkeit einer beliebigen Kette ist (Ej

Tabelle 7-1: Wahrscheinlichkeiten der statistischen Pentamerzusammensetzungen aufgebaut aus zwei
unterschiedlichen Monomerbausteinen im Verhéltnis Glutaminsdure (A) zu Lysin (B) 50/50.

Anzahl der Moglichkeiten Kette mit 5 Bausteinen, davon Wahrscheinlichkeit

A B

Wabhrscheinlichkeiten der Bildung einer beliebigen Kette:

1/1024

350+
3004
2501
200+

150-
100-
50
04

A5B0 A4B1 A3B2 A2B3 A1B4 A0BS5
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Fall 2: FEin statistisch polymerisiertes Peptid mit den Aminosduremonomerbausteinen Glutaminsédure
(A) und Lysin (B) in einem molaren Verhiltnis von 75/25 in der Zusammensetzung der

Reaktionspartner.

22 3\ 24
Wahrscheinlichkeit einer beliebigen Kette ist (Z) und (Zj

Tabelle 7-2: Wahrscheinlichkeiten der statistischen Pentamerzusammensetzungen aufgebaut aus zwei
unterschiedlichen Monomerbausteinen im Verhiltnis Glutaminsdure (A) zu Lysin (B) 75/25.

Anzahl der Moglichkeiten Kette mit 5 Bausteinen, davon Wabhrscheinlichkeit

A B

Wahrscheinlichkeiten der Bildung einer beliebigen Kette:

1/1024

500
400 =
300
2007

1001
0-

A5B0 A4B1 A3B2 A2B3 A1B4 AOB5
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Fall 3: Ein statistisch polymerisiertes Peptid mit den Aminosduremonomerbausteinen Glutaminsédure
(A) und Lysin (B) und in einem molaren Verhéltnis von 25/75 in der Zusammensetzung der
Reaktionspartner.

Losungsweg verlduft analog Fall 2.

Wahrscheinlichkeiten der Bildung einer beliebigen Kette:

1/1024
500
400
300
200
100

0-

A5B0 A4B1 A3B2 A2B3 A1B4 AO0BS

Damit ergibt sich der folgende Gesamtverlauf der Wahrscheinlichkeiten einer beliebigen Kette in
Abhéngigkeit unterschiedlicher Konzentrationen der Reaktionspartner:

1/1024
450

400-
350-
300-
250- [25:75
200- H 50:50
150+ [175:25
100+
50
0_.
A5B0 A4B1 A3B2 A2B3 A1B4 A0B5
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