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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Reaktionszelle fur
Reaktionen zwischen verschiedenartigen lonensor-
ten und ein zugehdriges Massenspektrometer zur
Analyse der ionischen Produkte.

[0002] Die Erfindung besteht in einem durch Hoch-
frequenz betriebenen durchgéngigen lonenleitsys-
tem mit einem seitlichen Eingang, insbesondere ge-
eignet fur Reaktionen zwischen positiven und nega-
tiven lonensorten, wobei eine lonensorte durch den
seitlichen Eingang zugefiihrt wird. Besonders glins-
tig ist ein durchgéngiges lonenleitsystem aus einer
Schar von koaxialen Lochblenden mit einem leichten
axialen Potentialgefélle. Die Reaktionen kénnen un-
ter anderem flr eine Fragmentierung von mehrfach
geladenen Protein- oder Peptidionen durch Elektro-
nentbertragung oder fir die Beseitigung Uberschis-
siger Ladungen vielfach geladener Biopolymerionen
verwendet werden.

Stand der Technik

[0003] Aus der lonenzyklotronresonanz- oder Fou-
rier-Transform-Massenspektrometrie (ICR-MS oder
FTMS) sind in jungster Zeit neue Verfahren zur Frag-
mentierung von Biopolymermolekilen, hauptsachlich
von Peptiden und Proteinen, bekannt geworden. Sie
bestehen darin, mehrfach geladene lonen mit Elek-
tronen reagieren zu lassen, wobei es zum Bruch der
kettenformigen Molekile kommt. Wird von mehrfach
durch Protonierung positiv geladenen lonen ausge-
gangen, so flhrt die dabei frei werdende Energie der
Protonenneutralisierung zu einem Bruch der Ketten-
molekile genau an der Stelle, an der das Proton lo-
kalisiert war. Das Verfahren wird Elektronen-Einfang-
Dissoziierung genannt, abgekirzt ECD (electron cap-
ture dissociation). Waren die Molekile doppelt gela-
den, so bleibt eines der beiden entstehenden Frag-
mente als lon zurtick. Die Fragmentierung insbeson-
dere von Proteinen und Peptiden folgt dabei sehr ein-
fachen Regeln (fur Fachleute: es gibt vorwiegend c-
Briiche, die zu relativ hohen lonensignalen flihren,
und nur wenige a- und z-Briiche zwischen den Ami-
nosauren eines Peptids), so dass aus dem Fragmen-
tionenspektrum relativ einfach auf die Aminoséaure-
sequenz geschlossen werden kann. Die Interpretati-
on dieser ECD-Fragmentspektren ist bedeutend ein-
facher als die Interpretation von stoRerzeugten Frag-
mentspektren (CID = collision induced dissociation).

[0004] Fur eine Fragmentierung durch Elektronen-
einfang muss die kinetische Energie der Elektronen
gering sein, da sonst kein Einfang stattfinden kann.
In der Praxis bietet man Elektronen mit einer Ener-
gie von nur wenigen Elektronenvolt an. Dieses Vor-
gehen ist in den sehr starken Magnetfeldern der Fou-
rier-Transform-Massenspektrometer sehr einfach, da
die Elektronen von einer flachigen Gliihkathode aus

mit nur sehr geringer Beschleunigung einfach langs
der magnetischen Feldlinien driften, bis sie die Wolke
der lonen erreichen. Eine zweite Art des Elektronen-
einfangs gelingt mit Elektronen einer kinetischen En-
ergie von etwa 10 bis 30 Elektronenvolt, diese wird
als ,hot electron capture dissociation” bezeichnet, ab-
gekirzt ,hot ECD”. Sie flhrt zu sehr &hnlicher Frag-
mentierung.

[0005] Es ist auch moglich, dreifach oder mehrfach
positiv geladene lonen in dieser Weise zu fragmen-
tieren, doch zeigt die Methode ihren Glanz beson-
ders an den zweifach geladenen lonen. Wird ei-
ne Elektrosprih-lonisierung auf Peptide angewandt,
so sind die zweifach geladenen lonen in der Regel
auch die haufigsten lonen. Elektrospriih-lonisierung
ist eine Methode der lonisierung, die fiir Biomoleku-
le zum Zwecke der massenspektrometrischen Un-
tersuchung in Fourier-Transform-Massenspektrome-
tern (FTMS) besonders haufig verwendet wird.

[0006] Nach neuesten Erkenntnissen findet eine zur
ECD ahnliche Fragmentierung statt, wenn mehrfach
positiv geladene lonen von Biopolymeren mit nega-
tiv geladenen lonen geringer Elektronenaffinitat re-
agieren, z. B. mit negativen lonen von Fluoranthen.
Insbesondere sind negative Radikalkationen guinstig.
Die Fragmentierung durch Elektronentransfer gleicht
weitgehend der Fragmentierung durch Elektronen-
einfang. Die Elektronen-Transfer-Dissoziation wird
mit ETD abgekdrzt.

[0007] Reaktionen zwischen vielfach positiv gelade-
nen lonen und negativ geladenen lonen kénnen bei
vielfach positiv geladenen lonen auch zur weitge-
henden Ladungsentfernung verwendet werden. Da-
zu werden negative lonen mit hoher Elektronenaf-
finitdt eingesetzt, die keine Fragmentionen erzeu-
gen. Es ist damit méglich, vielfach geladene Protein-
lonengemische mit breiter Ladungsverteilung durch
~charge stripping” in ein Gemisch zu Uberfihren, das
praktisch nur noch aus einfach geladenen lonen be-
steht. Dieses Gemisch aus einfach geladenen lo-
nen lasst sich in einfachen Massenspektrometern oh-
ne den Zwang zu einer komplizierten Ladungsentfal-
tung (,charge deconvolution”) des erhaltenen Mas-
senspektrums sehr einfach analysieren.

[0008] Als Multipol-Stabsysteme ausgefiihrte lonen-
leitsysteme werden normalerweise mit einer zwei-
phasigen Hochfrequenzspannung betrieben, wobei
die zwei Phasen reihum abwechselnd an die Pol-
stébe gelegt werden. Die Hochfrequenzspannung an
den Stében des Stabsystems ist in der Regel nicht
sehr hoch, sie betragt bei handelslblichen lonen-
leitsystemen nur einige Hundert Volt bei einer Fre-
quenz von einigen Megahertz. Im Inneren wird ein
multipolares Feld aufgespannt, das mit der Hochfre-
quenzspannung schwingt und die lonen oberhalb ei-
ner Schwellenmasse zur zentralen Achse treibt, wo-

2112



DE 10 2004 028 419 B4 2011.06.22

durch die lonen so genannte sekulare Oszillationen
in diesem Feld ausfiihren. Die riicktreibenden Krafte
in der lonenfalle werden manchmal durch ein so ge-
nanntes Pseudopotential beschrieben, das lber ei-
ne zeitliche Mitteleng der Krafte des realen Potentials
bestimmt wird. In der zentralen Achse befindet sich
ein Sattelpunkt des oszillierenden realen Potentials,
dieses féllt, je nach Phase der Hochfrequenzspan-
nung, vom Sattelpunkt zu Stabelektroden der einen
Phase hin ab und steigt zu den anderen Stabelektro-
den hin an. Der Sattelpunkt selbst befindet sich nor-
malerweise auf einem Gleichspannungspotential.

[0009] Diese lonenleitsysteme koénnen fir den
Transport der lonen, aber insbesondere auch als
StoRzellen zur Fragmentierung der lonen oder als
Klhlungszellen zur Dadmpfung der Oszillationen der
lonen eingesetzt werden. In der Regel sind sie mit
Stol3- oder Bremsgas beschickt; die lonen sammeln
sich dann nach Verlust eines Teils ihrer kinetischen
Energie unter der Wirkung des Pseudopotentials in
der Achse des lonenleitsystems.

[0010] Es sind auch lonenleitsysteme bekannt ge-
worden, die langs der Achse einen schwachen
Gleichspannungsabfall besitzen und so die lonen zu
einem Ende des lonenleitsystems vorantreiben; dar-
unter insbesondere lonenleitsysteme, die nicht als
Multipol-Stabsystem aufgebaut sind. lonenleitsyste-
me kénnen auch aus Drahtpaaren bestehen, die in
Form einer Doppelhelix oder Vierfachhelix gewendelt
sind, wobei die Drahtpaare mit Hochfrequenzspan-
nungen belegt sind. Gleichspannungsabfalle an den
Drahtpaaren filhren zu einem Gleichspannungsab-
fall in der Achse des Systems und damit zu einem
Vortrieb der lonen. Es kénnen lonenleitsysteme auch
aus einer Vielzahl koaxial angeordneter Lochblenden
bestehen, abwechselnd an die beiden Phasen einer
Hochfrequenzspannung angeschlossen. Auch hier
lasst sich ein Gleichspannungsabfall 1&ngs der Ach-
se erzeugen, wie schon in der Offenlegungsschrift
DE 195 23 859 A1 und dem aquivalenten US-Pa-
tent 5,572,035 A beschrieben wurde.

[0011] Eine gangige Art der lonisierung grof3er Bio-
molekile ist das Elektrospriihen (ESI = electro spray
ionization), das die Biomolekile aus Lésungen her-
aus bei Atmospharendruck aulierhalb des Massen-
spektrometers ionisiert. Diese lonen werden dann
Uber Einlasssysteme bekannter Art in das Vakuum
des Massenspektrometers eingebracht. Diese loni-
sierung erzeugt praktisch keine Fragmentionen, son-
dern im wesentlichen nur lonen der unfragmentierten
Molekile, die durch Anlagerung eines oder mehre-
rer Protonen an das Molekdl entstehen. Da die Mas-
se dieser lonen wegen der angelagerten Protonen
nicht mehr der Masse der Molekiile entspricht, wer-
den sie haufig als ,Quasi-Molekilionen” bezeichnet.
Es treten bei Elektrospriihen gehauft durch mehrfa-
che Protonierung mehrfach geladene lonen der Mole-

kile auf, abhangig von der GréRe der lonen. Bei Pep-
tiden im Bereich von 800 bis 3000 Dalton herrschen
die zweifach protonierten lonen vor; bei grof3eren Mo-
lekdlen Uberwiegen lonen mit drei und mehr Proto-
nen. Durch das Fehlen fast jeder Fragmentierung
wahrend des lonisierungsprozesses beschrankt sich
die Information aus dem Massenspektrum auf das
Molekulargewicht; es fehlen Informationen tber inter-
ne Molekdlstrukturen, die zur weiteren Identifizierung
der vorliegenden Substanz benutzt werden kénnen.
Diese Informationen kénnen erst tber die Aufnahme
von Fragmentionenspektren (Tochterionenspektren)
erhalten werden.

[0012] Fur die Analyse der lonen, insbesondere flr
die Analyse der ionischen Reaktionsprodukte aus po-
sitiven und negativen lonen, eignen sich durchaus
verschiedenartige Massenanalysatoren. Als heraus-
ragend haben sich allerdings Flugzeitmassenanaly-
satoren mit orthogonalem loneneinschuss erwiesen.

[0013] Flugzeitmassenspektirometer mit orthogona-
lem loneneinschuss (abgekirzt OTOF) zeichnen sich
durch eine hohe Préazision der Massenbestimmung
und durch einen hohen Nutzgrad der angebotenen
lonen aus. Sie arbeiten mit einem kontinuierlichen lo-
nenstrahl und nehmen in der Regel 10 000 bis 20 000
Spektren pro Sekunde auf, die in Echtzeit zu Sum-
menspektren addiert werden kénnen. Addiert man
nur 1000 Spektren Uber eine zwanzigstel Sekunde,
so kann das Massenspektrometer mit 20 Summen-
spektren pro Sekunde auch schnellsten chromato-
graphischen oder elektrophoretischen Separations-
vorgangen folgen, wie sie flr Chip-basierte Separa-
toren zu erwarten sind. Addiert man l&nger, so erhéht
man die Messdynamik. Diese Art von Massenspek-
trometer bietet bei maRigen Herstellungskosten eine
aulderordentlich hohe Flexibilitat in der Anwendung,
die von keinem anderen Massenspektrometer bisher
erreicht wird.

[0014] Werden diese Flugzeitmassenspektrometer
als Tandem-Massenspektrometer fir die Aufnahme
von Tochterionenspektren eingerichtet, so wird bis-
her die Fragmentierung selektierter Elternionen zu
Tochterionen durch StéRe in gasbefillten StoRzel-
len vorgenommen. Die Auswahl der Elternionen ge-
schieht gewodhnlich durch vorgeschaltete Quadrupol-
Massenfilter; als Stol3zellen zum Fragmentieren die-
nen Hochfrequenz-lonenleitsysteme. Die durch St6-
Re erhaltenen Fragmentionen werden dann in den
Flugzeitmassenanalysator eingeschossen und als
Tochterionenspektrum gemessen.

[0015] Die Druckschrift GB 2 392 005 A offenbart ein
Massenspektrometer mit einer Hochfrequenz-lonen-
fuhrung, die eine Mehrzahl an Plattenelektroden mit
einer oberen und einer unteren Plattenelektrode auf-
weist, welche in der Ebene des lonenflusses ange-
ordnet sind. In den Plattenelektroden sind ein oder
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mehrere Kanale zur lonenfiihrung vorhanden, die ge-
krimmt sein kénnen.

[0016] Die Druckschrift EP 1 339 088 A2 beschreibt
ein Massenspektrometersystem mit einer Analytio-
nenquelle, einer weiteren lonenquelle zur Erzeugung
von lonen einer Polaritat, die umgekehrt zu derjeni-
gen der Analytionen ist, einem Ablenker zum Ablen-
ken und gemeinsamen Einfihren der lonen in ein
lonenfallen-Massenspektrometer, das eine Ringelek-
trode und ein Paar Endkappenelektroden aufweist,
und einem lonendetektor, wobei die verschiedenen
lonensorten in dem lonenfallen-Massenspektrometer
vermischt werden.

[0017] Die Druckschrift WO 00/63949 A1 betrifft
ein Verfahren zur Uberfilhrung von lonen aus einer
Hochdruckregion in eine Niedrigdruckregion. lonen
werden bei hohem Druck gebildet und dann von ei-
nem voneinander beabstandeten Paar von Zylinder-
elektroden, in denen niedriger Druck herrscht und an
die eine asymmetrische Hochfrequenzspannung und
eine Kompensationsgleichspannung derart angelegt
werden, dass eine ausgewahlte lonensorte einer sta-
bilen Trajektorie folgt, in eine Niedrigdruckregion ge-
fUhrt.

[0018] Die Druckschrift GB 2 362 259 A offenbart ei-
ne Massenanalysevorrichtung mit einer Vielzahl von
Kammern, die lonenquellen und ein Massenspektro-
meter aufweisen. Die Kammern mit den lonenquel-
len sind mit der Kammer des Massenspektrometers
durch eine Zwischenkammer gekoppelt, die einen
elektrostatischen Ablenker in Form zweier paralleler
Elektroden oder eines Quadrupols enthélt. Der Ab-
lenker leitet selektiv lonen jeweils einer lonenquelle
in die Kammer mit dem Massenspektrometer ein.

[0019] Die Druckschrift US 2003/0052269 A1 be-
schreibt eine Transferkapillare und Schnittstelle, mit
denen Proben eines multiplen Fluidstroms einem Ein-
zelmassenanalysator zugefiihrt werden. Die Trans-
ferkapillare hat zwei oder mehr Kanéle und liegt zwi-
schen einer Kammer, in der lonen erzeugt werden,
und einer Kammer, die mit dem Massenanalysator in
Fluidkommunikation steht. Die Schnittstelle beinhal-
tet lonisierer fur die Fluidstréme, die ionisierte Pro-
ben zu den Kanélen der Transferkapillare flihren.
Die Transferkapillare enthalt einen Multiplex-Selek-
tor, der die lonen durch ausgewahlte Kanale strémen
lasst und sequentiell die Auswahl der Kanale, durch
die die lonen strémen sollen, verandert.

Aufgabe der Erfindung

[0020] Es ist die Aufgabe der Erfindung, Reaktions-
zellen bereitzustellen, mit denen die Reaktionspro-
dukte aus Reaktionen von Analytionen und Reak-
tantionen erzeugt, als auch Massenspektrometer be-
reitzustellen, mit denen die Reaktionsprodukte analy-

siert werden kénnen. Insbesondere sollen Fragmen-
tionen aus Elektronenibertragungsreaktionen und
Gemische einfach geladener lonen nach Ladungs-
verminderung gemessen werden kdnnen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0021] Die Erfindung stellt eine Reaktionszelle fir
Reaktionen zwischen Analytionen und Reaktan-
tionen bereit, wobei die Reaktionszelle aus ei-
nem durchgéngigen Hochfrequenz-lonenleitsystem
fur den Durchgang einer lonensorte mit einem seitli-
chen Eingangssystem fiir die Zufuhr der anderen lo-
nensorte besteht, wobei das seitliche Eingangssys-
tem bevorzugt ebenfalls als Hochfrequenz-lonenleit-
system ausgebildet ist.

[0022] Fir diese Reaktionszelle kdnnen sowohl
das durchgangige Hochfrequenz-lonenleitsystem
wie auch das seitliche Eingangssystem als Multipol-
Stabsysteme ausgebildet sein, wie es beispielsweise
in Abb. 1 fir ein durchgéngiges Oktopol-Stabsystem
mit seitlich einmiindendem Hexapol-Stabsystem ge-
zeigt ist. In Abb. 3 ist ein Quadrupol-Stabsystem ge-
zeigt, in das ein zweites Quadrupol-Stabsystem unter
45° einmuindet.

[0023] Besonders glinstig ist das in Abb. 2 gezeig-
te System, in dem das durchgangige lineare Hochfre-
quenz-lonenleitsystem aus koaxialen Lochblenden
(21) besteht und das seitliche Eingangssystem (22)
als Hexapol-Stabsystem ausgebildet ist. Das Hexa-
pol-Stabsystem des seitlichen Eingangs greift kon-
taktierend in Einschnitte der Lochblenden hinein und
verwendet deren HF-Potentiale. Da sich in einem sol-
chen System aus einzelnen Lochblenden sehr leicht
ein schwaches Potentialgefalle 1angs der Achse ein-
richten lasst, stromen die in Richtung 23 eingebrach-
ten positiven lonen den negativen lonen, die Uber
das Hexapol-Stabsystem eingebracht werden, entge-
gen. Dabei kdnnen die koaxialen Lochblenden alle
den gleichen Innendurchmesser besitzen, wie es in
lonenleitsystemen oder StoRzellen der Fall ist; die
koaxialen Lochblenden kénnen aber auch einen ko-
nischen oder trompetenférmigen Verlauf der Innen-
durchmesser aufweisen, wie es bei lonentrichtern
(,ion funnel”) der Fall ist. Solche lonentrichter werden
bekanntlich haufig im Eingangsbereich eines Mas-
senspektrometers verwendet, um das mit extern er-
zeugten lonen in das Vakuumsystem des Massen-
spektrometers einstrdomende Umgebungsgas weitge-
hend zu entfernen.

[0024] Es kann sich bei dem durchgangigen lonen-
leitsystem aber auch um eine mit Hochfrequenz-
spannung beaufschlagte Doppelhelix handeln, in die
ein Quadrupol- oder Hexapol-Stabsystem einmin-
det, wie in Abb. 4 dargestellt. Auch firr die Doppelhe-
lix, wie schon fiir die Ringsysteme, lasst sich langs
der Achse des jeweiligen Systems ein Gleichspan-
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nungsabfall herstellen, wie schon in US 5 572 035 A
beschrieben. Mit diesem Gleichspannungsabfall stro-
men auch hier positive und negative lonen einander
entgegen.

[0025] Fur die Reaktionen in lonenleitsystemen mit
schwachem Potentialgradienten in der Achse wirkt
ein Bremsgas besonders giinstig, da es sowohl die
positiven wie negativen lonen in der Achse des
durchgangigen lonenleitsystems sammelt und fir
ein langsames Strémen der lonen in Gegenrichtung
sorgt. Es wird die Reaktionswahrscheinlichkeit er-
héht, weil glinstige Bedingungen fiir Reaktionen zwi-
schen positiven und negativen lonen gegeben sind.

[0026] Die Erfindung umfasst aber auch ein Mas-
senspektrometer flir die Aufnahme von Reaktions-
produkten aus Reaktionen von unterschiedlich ge-
ladenen Analytionen und Reaktantionen, wobei das
Massenspektrometer mindestens folgende Teile ent-
halten muss: (a) eine lonenquelle zur Erzeugung
der Analytionen, (b) eine lonenquelle zur Erzeugung
der Reaktantionen, (c) eine erfindungsgemafie Re-
aktionszelle mit Seiteneingang fur die Reaktantionen
und (c) einen Flugzeitmassenanalysator mit orthogo-
nalem loneneinschuss zur Aufnahme der Massen-
spektren der Reaktionsprodukte. Ein solches Mas-
senspektrometer ist schematisch in Abb. 5 gezeigt.

[0027] Die Reaktantionen werden gunstig in einer
Zelle fir chemische lonisierung (9) hergestellt. Diese
Zellen arbeiten gewdhnlich bei einem Druck von etwa
1-5 x 10? Pascal. Ein solcher Druck herrscht norma-
lerweise im Eingangsbereich des Massenspektrome-
ters nach der Einlasskapillare (6) fir extern erzeugte
lonen, so dass hier, wie in Abb. 5 sichtbar, ein giins-
tiger Ort fur eine solche lonenquelle (9) ist. Mit che-
mischer lonisierung kdnnen sowohl positive wie auch
negative lonen gebildet werden. Negative Reaktan-
tionen kénnen aus einer Substanz, die durch eine
Kapillare (10) zugefihrt wird, mit Hilfe von Elektro-
nen aus einer Glihkathode Uber eine Reihe von Zwi-
schenschritten erzeugt werden.

[0028] Ein alternative Art fiir die Erzeugung nega-
tiver lonen ist eine lonisierung uber Elektronenein-
fang. Besonders einfach kann der Elektroneneinfang
in einer geeigneten Zelle durch einen Schwarm von
Elektronen erzeugt werden, die ihrerseits durch einen
Alpha-Strahler in einem Sto3gas wie beispielsweise
Stickstoff generiert werden. Eine solche lonenquelle
mit Alpha-Strahler (32) ist in Abb. 6 dargestellt.

[0029] Die Zufiihrung der Reaktantionen in die Re-
aktionszelle sollte an- und abschaltbar sein, bei-
spielsweise durch ein Blendensystem (34), um Spek-
tren mit und ohne Reaktionen aufnehmen zu kénnen.

[0030] Die Erzeugung der Analytionen, meist positi-
ve lonen, wird am besten durch eine Elektrosprih-

lonenquelle vorgenommen. Die Analytsubstanz zur
Erzeugung der Analytionen wird dabei fir gewdhn-
lich der Spruhflissigkeit in der Sprihkapillare (1) zu-
gesetzt; es kdnnen die Analytsubstanzen aber auch
dem Sprihnebel (2) durch Laserablation aus festen
Proben einer Probentragerplatte (3) zugefihrt wer-
den.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

[0031] Abb. 1 zeigt eine Reaktionszelle nach die-
ser Erfindung, die als Oktopol-Stabsystem mit einem
seitlich einmiindenden Hexapol-Stabsystem ausge-
bildet ist.

[0032] Abb. 2 stellt ein lonenleitsystem aus paral-
lelen Ringblenden (21) mit gleich bleibenden Innen-
durchmessern als Reaktionszelle dar, mit einem seit-
lich einmindendem Hexapol-Stabsystem (22), das
hier nur stirnseitig sichtbar ist. Das Hexapol-Stabsys-
tem (22) ist so mit einigen Ringblenden (21) des lo-
nenleitsystems verbunden, dass die Hochfrequenz-
spannung flir das Ringblendensystem auch das He-
xapol-Stabsystem speist. Das Ringblendensystem
kann auferdem einen Gleichspannungsabfall langs
der Achse besitzen.

[0033] Abb. 3 zeigt in Aufsicht ein zuflihrendes Qua-
drupol-Stabsystem, das in ein durchgangiges Qua-
drupol-Stabsystem unter einem Winkel seitlich ein-
mundet.

[0034] In Abb. 4 miindet ein Hexapol-Stabsystem in
ein lonenleitsystem, das aus einer Doppelhelix aus
Drahtpaaren besteht. Das Hexapol-Stabsystem ist
nur stirnseitig sichtbar. Auch hier wird das Hexapol-
Stabsystem durch die zweiphasige Hochfrequenz-
spannung an der Doppelhelix betrieben.

[0035] Abb. 5 zeigt schematisch ein Massenspek-
trometer nach dieser Erfindung, wobei die im Sprih-
kegel (2) erzeugten lonen zusammen mit Umge-
bungsgas durch die Kapillare (6) in einen lonentrich-
ter (7) aus koaxialen Ringblenden eingefihrt wer-
den. Dem trompetenférmigen lonentrichter (7) wer-
den Uber ein Hexapol-Stabsystem (8) Reaktantio-
nen aus einer lonenquelle (9) fiir chemische lonisie-
rung zugefihrt; der trompetenférmige lonentrichter
(7) dient hier auch als Reaktionszelle. Der trompe-
tenférmige lonentrichter (7) kann einen schwachen
Gleichspannungsabfall 1&ngs seiner Achse besitzen
(hier nicht gezeigt), der die positiven lonen zum en-
gen Ende driften lasst, gleichzeitig driften die negati-
ven lonen zum weiten Ende hin.

[0036] Abb. 6 zeigt schematisch die Erzeugung ne-
gativer Reaktantionen in einer lonenquelle (9) und ih-
re Einflhrung in den trompetenférmigen lonentrichter
(7) durch ein Hexapol-Stabsystem (8) im Detail. Die
negativen Reaktantionen werden durch den Einfang
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von Elektronen (33) erzeugt, die als starker Schwarm
durch einen Alpha-Strahler (32) generiert werden.

Glnstige Ausfuhrungsformen

[0037] Fur die Reaktionszelle gibt es mehrere glns-
tige Ausfuhrungsformen. Besonders guinstig sind sol-
che Reaktionszellen, in denen die negativen und
positiven lonen, durch ein Bremsgas in der Achse
versammelt, einander in einem engen Kanal entge-
genstromen. Das kann durch ein schwaches axia-
les Gleichspannungsgefélle in einem mit Bremsgas
gefilllten lonenleitsystem erreicht werden. Zu den
lonenleitsystemen, in denen sich leicht ein axiales
Gleichspannungsgefalle einrichten lasst, gehéren lo-
nenleitsysteme aus doppelhelixférmig gewendelten
Drahtpaaren, und besonders lonenleitsysteme aus
einer Schar von koaxial angeordneten Lochblenden,
an denen abwechselnd die beiden Phasen der Hoch-
frequenzspannung anliegen. Bei den doppelhelixfor-
mig gewendelten Drahtpaaren lasst sich leicht ein
Spannungsabfall 1&dngs der Drahte erreichen, insbe-
sondere, wenn Widerstandsmaterial fur die Dréhte
verwendet wird. Bei den koaxial angeordneten Loch-
blenden Iasst sich eine Beschaltung mit Widerstén-
den und Kondensatoren so organisieren, dass neben
der Hochfrequenzbeschaltung auch ein Gleichspan-
nungsgefalle entsteht.

[0038] Ein glnstiger Betrieb besteht darin, positive
lonen der Analytsubstanz durch das lonenleitsystem
zu leiten und die negativen lonen der Reaktantsub-
stanz ihnen entgegenstrémen zu lassen (oder um-
gekehrt, was hier nicht weiter diskutiert wird). Da-
zu mussen die negativen lonen in die Reaktionszelle
eingeleitet werden, ohne die Durchleitung der positi-
ven lonen zu stdren.

[0039] Erfindungsgemaf wird die Zuleitung einer lo-
nensorte von der Seite her vorgenommen, und zwar
bevorzugt durch ionenleitende Hochfrequenz-Stab-
systeme, die seitlich in das lonenleitsystem einmin-
den, dort in Kontakt mit den Elektroden des lonenleit-
systems stehen und auch von dort mit Hochfrequenz-
spannung versorgt werden. Dazu mussen die Elek-
troden des durchgéngigen lonenleitsystems in einem
kleinen Gebiet durchbrochen werden. Wird ein Qua-
drupol-Stabsystem angeschlossen, so ist eine Unter-
brechung nur einer Elektrode des durchgehenden lo-
nenleitsystems notwendig, zusatzlich werden zwei T-
férmige Verbindungen zu den Nachbarelektroden ge-
braucht. Fir den Anschluss eines Hexapol-Stabsys-
tems missen zwei Elektroden unterbrochen werden,
und es sind wieder zwei T-Verbindungen zu benach-
barten Elektroden notwendig. Fir ein Oktopol-Stab-
system werden drei Unterbrechungen und zwei T-
Verbindungen gebraucht. Dabei ist es unerheblich,
ob es sich bei den Elektroden des durchgangigen
lonenleitsystems um ein Stabsystem, eine Doppel-

oder Vierfachhelix oder um ein Ringblendensystem
handelt.

[0040] Die seitliche Einmindng in das durchgéngi-
ge lonenleitsystem muss fiir lonen-Reaktionen mit lo-
nen geflttert werden, und zwar mit lonen der entge-
gengesetzten Polaritédt zu den im durchgéangigen lo-
nenleitsystem enthaltenen lonen. Diese seitlich ein-
geflhrten lonen werden vorzugsweise in gesonder-
ten lonenquellen hergestellt. Das kann beispielswei-
se in lonenquellen flir chemische lonisierung gesche-
hen, wobei diese sowohl positive als auch negative
lonen herstellen kdnnen. lonenquellen fir chemische
lonisierung arbeiten am besten bei Drucken von eini-
gen 10? Pascal. Da ein solcher Druck in der ersten
Pumpstufe des Vakuumsystems nach dem Kapillar-
einlass zu finden ist, kdnnen diese lonenquellen hier
besonders gut installiert werden.

[0041] Die lonenquellen fir chemische lonisierung
sind dem Fachmann bekannt und brauchen hier nicht
besonders beschrieben zu werden. Neben der che-
mischen lonisierung kénnen aber auch negative lo-
nen durch Elektroneneinfang gebildet werden.

[0042] Abb. 6 zeigt eine solche lonenquelle (9) flr
die Herstellung negativer Reaktantionen durch Elek-
troneneinfang im Detail. Die Reaktantsubstanzen fir
die Herstellung negativer Reaktantionen werden Uber
eine Kapillare (10) zugefihrt. Diese Substanzen wer-
den hier durch einen Schwarm (33) von Elektronen
durch Elektroneneinfang ionisiert. Der Schwarm von
Elektronen entsteht aus dem Stof3gas in der lonen-
quelle durch den Beschuss mit Alphateilchen aus ei-
ner radioaktiven Folie (32). Das Stof3gas wird zusam-
men mit der Substanz durch die Kapillare (10) einge-
lassen. Die gebildeten lonen und die tberschissigen
Elektronen werden durch das Linsensystem (34) ab-
gesaugt und in das Hexapol-Stabsystem (8) einge-
bracht, wobei die Elektronen sofort aus dem Hexapol-
Stabsystem entweichen. Die negativen lonen wer-
den eingefangen und weitergeleitet. Uberschiissiges
StolRgas, das Uber die Kapillare (10) mit der Reak-
tantsubstanz zusammen eingefihrt wird, blast die ne-
gativen Reaktantionen gasdynamisch durch das He-
xapol-Stabsystem (8) in den lonentrichter (7), wo sie
den positiven Analytionen diffus entgegendriften und
mit ihnen reagieren kénnen.

[0043] Die Reaktionen von positiven lonen mit ne-
gativen lonen kénnen sehr verschiedenen Klassen
angehdren. Es sind dabei (a) chemische Reaktionen
zwischen den lonen mdglich, (b) Ladungsminderun-
gen bei vielfach protonierten lonen und (c) Fragmen-
tierungen mehrfach positiv geladener lonen durch
Elektronentransfer (,Elektronen-Transfer-Dissoziati-
on” ETD). Alle diese Reaktionen kdnnen in einer er-
findungsgemaRen Reaktionszelle ausgefihrt und ih-
re Produkte kdénnen in einem erfindungsgemafRen
Massenspektrometer analysiert werden.
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[0044] Eine gunstige Ausfuhrungsform eines erfin-
dungsgemalen Massenspektrometers ist in Abb. 5
schematisch wiedergegeben und zeigt eine Elektro-
sprih-lonenquelle mit Spriihkapillare (1) und Sprih-
wolke (2), ferner eine Einlasskapillare (6), die die
Analytionen aus der Spriihwolke zusammen mit Um-
gebungsgas in das Vakuumsystem des Massenspek-
trometers Uberfihrt, einen lonentrichter (7) zur Ab-
trennung des Uberschiissigen Umgebungsgases und
eine lonenquelle (9) fir negative Reaktantionen, die
Uber das Hexapol-Stabsystem (8) dem lonentrich-
ter (7) zugefiihrt werden kdénnen. Der lonentrichter
(7) dient als Reaktionszelle firr die Reaktionen der
positiven Analytionen aus der Spruhwolke (2) mit
den negativen Reaktantionen aus der lonenquelle
(9). Er sollte durch entsprechende Beschaltung einen
schwachen Potentialgradienten langs der Achse auf-
weisen. Die Produktionen werden durch das Linsen-
system (16) in ein weiteres lonenleitsystem (11) ein-
geflhrt. Das lonenleitsystem (11) fihrt die Produktio-
nen der Reaktion durch ein weiteres Linsensystem
(17) zum Flugzeitmassenanalysator mit Pulser (12),
Reflektor (13) und Detektor (14). Die Funktion des
Flugzeitmassenanalysators ist jedem Fachmann be-
kannt und braucht hier nicht n&her beschrieben zu
werden.

[0045] Die Elektrosprih-lonenquelle (1, 2) istin kom-
merziellen Massenspektrometern weit verbreitet und
braucht hier ebenfalls nicht naher erldutert zu wer-
den. Die Elektrosprih-lonenquelle enthalt aber hier
des Weiteren eine Einrichtung, mit der feste Proben,
in der Analytmolekdle in einer verpuffbaren Matrix auf
einer Probentragerplatte (3) prapariert sind, durch ei-
nen Laserstrahl (5) aus einem Pulslaser (4) in ver-
dampfter Form in die Spriihwolke (2) hineintranspor-
tiert und dort ionisiert werden kénnen. Damit kdn-
nen aus laserdesorbierten Proben mehrfach ionisier-
te Analytionen erzeugt werden, wie sie besonders
fur eine Fragmentierung der lonen durch Elektronen-
transfer bendétigt werden. Bekanntlich liefert die ge-
wohnlich fur feste Proben verwendete matrixunter-
stitzte Laserdesorption (MALDI) nur einfach gelade-
ne lonen, die fir manche Zwecke, beispielsweise flir
Elektronen-Transfer-Dissoziationen ETD, nicht ver-
wendet werden kénnen.

[0046] Die Analytionen werden nach Einlass durch
die Einlasskapillare (6) ins Vakuumsystem durch ei-
nen lonentrichter (7) (,ion funnel”) von dem mitgefihr-
ten Umgebungsgas (meist sauberem Stickstoff) be-
freit. Gleichzeitig finden hier die Reaktionen mit nega-
tiven Reaktantionen statt. Die Pumpen (15) bilden ei-
ne differentielle Druckstufenkaskade; die hier gezeig-
ten drei Stufen sind nur eine schematische Andeu-
tung, fir kommerzielle Massenspektrometer dieser
Art werden vier bis funf Stufen eingesetzt. Die Pro-
duktionen aus der Reaktionszelle (7) werden durch
Lochblendensysteme (16, 17) und das lonenleitsys-
tem (11) dem Flugzeitmassenanalysator mit Pulser

(12), Reflektor (13) und Detektor (14) zugefihrt. Die
Lochblendensysteme (16, 17) dienen der Weiterlei-
tung der lonen zwischen den verschiedenen Ab-
schnitten des Massenspektrometers.

[0047] In anderen Ausfihrungsformen kann das
Massenspektrometer die Reaktionszelle auch an an-
derer Stelle enthalten, beispielsweise erst hinter ei-
nem Quadrupolmassenfilter, das Primarionen einer
gewinschten Sorte ausfiltert und der Reaktionszel-
le zuflhrt. Massenfilter sind dadurch charakterisiert,
dass sie nur lonen einer Masse (genauer: eines Ver-
haltnisses von Masse zu Ladung) oder nur einen klei-
nen Bereich von Massen durchlassen.

[0048] Alle lonenleitsysteme sind flir gewdhnlich mit
Dampfungsgas gefiillt, wobei das Dampfungsgas be-
wirkt, dass sich sowohl die positiven wie die negati-
ven lonen durch die Wirkung des Pseudopotentials
in Achsennahe des Systems sammeln. Die Samm-
lung ist umso besser, je schlanker das System ist. Ein
gunstiger Druckbereich daflr liegt zwischen 1075 und
1072 Pascal.

[0049] Eine besondere Anwendung des erfindungs-
gemalen Massenspektrometers liegt in der Mdglich-
keit zur einfachen Strukturuntersuchung von Biopoly-
merionen durch ETD-Fragmentierung. Das Massen-
spektrometer wird zu diesem Zweck mit einem gut
substanzseparierenden Trennsystem, beispielswei-
se einem Nano-HPLC, verbunden. Die zeitlich ge-
trennt zugefuhrten Substanzen werden in der Elektro-
sprih-lonenquelle vorwiegend mehrfach geladen io-
nisiert. Sie reagieren mit geeigneten negativen lonen
geringer Protonenaffinitat unter vorwiegender Frag-
mentierung in Fragmentionen des c-Typs, die ein
leicht zu entschlisselndes Fragmentionenspektrum
ergeben. Durch periodische Einschaltung und Ab-
schaltung der Zuflhrung negativer lonen mit Hilfe
der Extraktionslinse (34) kénnen abwechselnd Spek-
tren mit und ohne Fragmentierung erhalten werden.
Durch den Vergleich der Spektren kdnnen die zu den
Fragmentionen gehérenden Peaks des Fragmentio-
nenspektrums ermittelt werden.

[0050] Das Massenspektrometer kann dabei eine
weitere Einrichtung fiir Fragmentierungen enthalten.
So ist in Abb. 6 neben einer Prallplatte (31) zum
Unterbrechen des Jets aus der Kapillare auch ei-
ne Ringelektrode (30) enthalten, die bei entspre-
chend angelegter Spannung eine Stolifragmentie-
rung (CD ,collision induced dissociation”) der ein-
gefiuihrten Analytionen erlaubt. Der Vergleich stof3-
fragmentierter lonen mit Fragmentionen durch Elek-
tronentransfer gibt besondere Aufschliisse Uber die
Struktur der lonen; besonders giinstig ist ein Betrieb,
in dem sich Normalspektren, CID-Spektren und ETD-
Spektren einander in kurzem, zeitlichen Rhythmus
ablésen. Besondere Programme kénnen die charak-
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teristischen Fragmentionen aus diesen Gemischen
von Spektren herauslesen.

[0051] Weitere Einsatzgebiete fiir die erfindungs-
gemalien Massenspektrometer liegen in der Unter-
suchung von Substanzgemischen mit hohen Mole-
kulargewichten, die normalerweise in der Elektro-
sprih-lonenquelle jeweils mit breiter Ladungsvertei-
lung vielfach geladen werden und daher ein kaum
zu entschlisselndes Peakgemisch im Spektrum lie-
fern. Durch Beseitigung der Uberschissigen Ladun-
gen kann ein Gemisch erzeugt werden, das praktisch
nur noch aus einfach geladenen lonen besteht und
daher einfach zu interpretieren ist. Gerade ein Flug-
zeitmassenanalysator eignet sich fur die Aufnahme
von Spektren mit lonen hoher Massen; die Massen-
grenze ist dabei nur durch den verwendeten Detektor
begrenzt.

[0052] Selbstverstandlich lassen sich statt des Flug-
zeitmassenanalysators auch andere Arten von Mas-
senanalysatoren fur die Aufnahme der Produktio-
nenspektren verwenden. Zum heutigen Zeitpunkt er-
scheint jedoch der Flugzeitmassenanalysator im Sin-
ne eines Preis-Leistungs-Verhaltnisses am glinstigs-
ten fur die Erzielung einer hohen Massengenauigkeit,
einer hohen Messdynamik, eines hohen Massenbe-
reichs und einer schnellen und flexibel anpassbaren
Messzeit.

[0053] Dem Fachmann wird es in Kenntnis dieser Er-
findung ermdglicht, auch andersartige Massenspek-
trometer mit einer Fragmentierung der lonen durch
Elektronentransferreaktionen zu konstruieren, wobei
die Reaktionen mit den negativen lonen nicht, wie
bisher einzig bekannt, im Massenanalysator selbst
stattfinden missen.

Patentanspriiche

1. Reaktionszelle fir Reaktionen von positiven mit
negativen lonen, bestehend aus einem durchgéngi-
gen Hochfrequenz-lonenleitsystem fur eine erste lo-
nensorte und einem seitlichen Eingangssystem fiir ei-
ne zweite lonensorte mit entgegengesetzter Polaritat,
wobei das durchgéngige Hochfrequenz-lonenleitsys-
tem aus koaxialen Lochblenden besteht und das seit-
liche Eingangssystem als Multipol-Stabsystem aus-
gebildet ist.

2. Reaktionszelle nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine oder mehrere benachbarter
Lochblenden eingeschnitten sind und das Multipol-
Stabsystem des seitlichen Eingangssystems mit den
eingeschnittenen und weiteren benachbarten Loch-
blenden des Lochblendensystems in Kontakt steht
und mit der Hochfrequenzspannung des Lochblen-
densystems betrieben wird.

3. Reaktionszelle nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die koaxialen Lochblenden alle
gleiche Innendurchmesser besitzen.

4. Reaktionszelle nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die koaxialen Lochblenden ei-
nen konischen oder trompetenférmigen Verlauf der
Innendurchmesser aufweisen.

5. Reaktionszelle nach einem der Anspriiche 1 bis
4, dadurch gekennzeichnet, dass ein Spannungsge-
nerator und eine Beschaltung das Lochblendensys-
tem nicht nur mit den beiden Phasen einer Hoch-
frequenzspannung versorgen, sondern auch einen
schwachen Gleichspannungsabfall in der Achse des
Lochblendensystems erzeugen.

6. Reaktionszelle fir Reaktionen von positiven mit
negativen lonen, bestehend aus einem durchgéngi-
gen Hochfrequenz-lonenleitsystem fiir eine erste lo-
nensorte und einem seitlichen Eingangssystem fir ei-
ne zweite lonensorte mit entgegengesetzter Polari-
tat, wobei das durchgangige Hochfrequenz-lonenleit-
system aus doppelhelixférmig gewendelten Drahten
besteht und das seitliche Eingangssystem als Multi-
pol-Stabsystem ausgebildet ist und das Multipol-St-
absystem des seitlichen Eingangssystems an Unter-
brechungen der gewendelten Drahte und an benach-
barten Drahten endet und mit der Hochfrequenzspan-
nung des Doppelhelixsystems betrieben wird.

7. Reaktionszelle nach einem der Anspriiche 1
bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass sie mit einem
Bremsgas befillt ist.

8. Massenspektrometer fiir die Aufnahme von Re-
aktionsprodukten aus Reaktionen von Analytionen
aus Analysensubstanzen mit Reaktantionen aus Re-
aktionssubstanzen, mindestens bestehend aus
(a) einer lonenquelle zur Erzeugung von Analytionen,
(b) einer lonenquelle zur Erzeugung von Reaktantio-
nen,

(c) einer Reaktionszelle nach einem der Anspriiche
1 bis 7, und

(d) einem Flugzeitmassenanalysator mit orthogona-
lem loneneinschuss zur Analyse der Reaktionspro-
dukte.

9. Massenspektrometer nach Anspruch 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die Reaktantionen in einer lo-
nenquelle fir chemische lonisierung hergestellt wer-
den.

10. Massenspektrometer nach Anspruch 8, da-
durch gekennzeichnet, dass die lonenquelle zur Er-
zeugung der Analytionen eine Elektrosprih-lonen-
quelle ist.

11. Massenspektrometer nach Anspruch 10, da-
durch gekennzeichnet, dass die Elektrosprah-lonen-
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quelle zur Erzeugung der Analytionen mit einer Ein-
richtung zur lonisierung laserdesorbierter Analysen-
substanzmolekile versehen ist.

12. Massenspektrometer nach Anspruch 8, da-
durch gekennzeichnet, dass im Massenspektrome-
ter auch eine Einrichtung zur Stol3fragmentierung der
Analytionen enthalten ist.

13. Verfahren zur Durchfihrung von Reaktionen
zwischen positiven und negativen lonen, dadurch ge-
kennzeichnet, dass
(a) Analytionen in einer ersten lonenquelle erzeugt
werden und in ein durchgangiges Hochfrequenz-lo-
nenleitsystem eingefuhrt werden,

(b) Reaktantionen in einer zweiten lonenquelle er-
zeugt werden und mittels eines Hochfrequenz-lo-
nenleitsystems seitlich in das durchgéngige Hochfre-
quenz-lonenleitsystem eingefiuhrt werden, wobei die
Reaktantionen gegenuber den Analytionen eine ent-
gegengesetzte Polaritat aufweisen, und

(c) die ionischen Reaktionsprodukte aus den Reak-
tionen zwischen den Analytionen und den Reaktan-
tionen in einem Massenanalysator analysiert werden,
der dem durchgangigen Hochfrequenz-lonenleitsys-
tem nachfolgt.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Analytionen und die Reaktantio-
nen mittels eines Pseudopotentials des durchgéngi-
gen Hochfrequenz-lonenleitsystems und mittels ei-
ner Gasbefillung in Achsendhe des durchgéngigen
Hochfrequenz-lonenleitsystems gesammelt werden.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 oder
14, dadurch gekennzeichnet, dass die Analytionen
mittels eines axialen Gleichspannungsabfalls entlang
des durchgangigen Hochfrequenz-lonenleitsystems
durch das durchgangige Hochfrequenz-lonenleitsys-
tem geleitet werden und dass die Reaktantionen den
Analytionen in dem durchgéngigen Hochfrequenz-lo-
nenleitsystem entgegenstrémen.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15,
dadurch gekennzeichnet, dass die Analytionen mehr-
fach positiv geladen sind und dass die Analytionen in
den Reaktionen mit den Reaktantionen durch Elek-
tronentransfer fragmentiert werden.

17. Verfahren nach einem der Ansprliche 13 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass die Analytionen
vielfach protoniert sind und dass ihre Ladung in den
Reaktionen mit den Reaktantionen ohne Fragmentie-
rung verringert wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17,
dadurch gekennzeichnet, dass die Analytionen mehr-
fach geladene Peptid- oder Proteinionen sind, die
durch Elektronenibertragung fragmentiert werden.

19. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Analytionen durch Elektrospriihen
und die Reaktantionen durch chemische lonisierung
erzeugt werden.

20. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass aus den Analytionen mittels eines
Massenfilters Primarionen ausgefiltert werden und
nur die Primarionen in das durchgéngige Hochfre-
quenz-lonenleitsystem eingefihrt werden.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

Abbildung 1

Abbildung 2
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Abbildung 3 -

Abbildung 4
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Abbildung 5

Abbildung 6
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