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Zusammenfassung:

Matrix-freie MALDI Massenspektrometrie

Die Erfindung bezieht sich auf Partikel und Monolithen, welche ionisierte Analyten in einer

Grofienordnung von 0,5-100 pm fiir die massenspektroskopische Analyse durch
Photondesorption zur Verfiigung stellen kénnen, wobei genannte Partikel oder Monolithen
mit einer chemischen Verbindung modifiziert sind, welche Photonen mit einer Wellenlinge
von mindestens 300 nm absorbieren kann. Die genannten Partikel und Monolithen
ermoglichen den Gebrauch von MALDI-MS fiir Molekiile mit einem Molekulargewicht
kleiner als 700 p ohne Storsignale oder mit einer limitierten Anzahl an Hintergrundsignalen
bei hohem Probendurchsatz (“high throughput screening”).
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Matrix-freie MALDI Massenspektrometrie

GEGENSTAND DER ERFINDUNG

Die gegenstindige Erfindung bezieht sich auf Partikel und Monolithen, welche durch

Photonen-Desorption ionisierte Analyten fiir die massenspektroskopische Analyse zur
Verfiigung stellen.

'HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Der Einsatz von Maldi-MS fiir die Analyse von kleinen Molekiilen wie zum Beispiel
pharmakologisch aktiven Inhaltsstoffen — und auch Metaboliten — ist nur bedingt méglich, da
diese Molekiile in einen Massenbereich fallen, der mit dieser Analysentechnik
normalerweise nicht erfasst werden kann. Dies ist bedingt durch die eingesetzte Matrix,
welche notwendig ist, um eine Analyse der intakten Molekiile (normalerweise Peptide,
Proteine) iberhaupt erst zu erméglichen. MindestgroBe der Analyten sollte deshalb zwischen
500 und 700 p betragen, im Idealfall groBer als 1000 p.

Standardsysteme fiir das Screening von kleinen Molekiilen sind zur Zeit die
Gaschromatographie und die Fliissigkeitschromatographie gekoppelt mit der
Massenspektrometrie (GC-MS, LC-MS). Ein wesentlicher Nachteil dieser Systeme ist der z.
T. hohe Zeitaufwand fiir die Probenvorbereitung und die einzelne massenspektroskopische
Analyse von 20 Min. und mehr. Dadurch ist der maximal tégliche Probendurchsatz limitiert.
MALDI-MS ist dem gegeniiber ein System, mittels welchem ein hoher automatisierter
Probendurchsatz erreicht werden kann.

In der Literatur findet man Beispiele zu Systemen, welche eine direkte Analyse von kleinen
Molekiilen durch MALDI-MS zulassen. In diesen Fillen wird ein Probenteller (target)
verwendet, welches so weit modifiziert ist, dass es Laserenergie im Bereich 337 nm
absorbieren kann. Dies ist der Fall fiir pordse Siliconschichten (Zhang et al. Rap. Commun.
Mass Spect. 2001 15 217-223; Shen et al. Anal. Chem. 2001 73 612-619; Jing Wei et al.
Nature 1999 399 243-246; Kraj et al. Acta Biochimica Polonica 2003 50 (3) 783-787), kann
aber auch durch Einsatz von Polymeren (Peterson et al. Rap. Commun. Mass Spect. 2004 18
1504-1512; Frechet et al. U.S. 20050023456 A1) oder von speziell modifizierten
Oberflachen wie z.B. Silica mit Triphenylmethylgruppen oder Silica modifiziert mit
Matrixsystemen wie Dihydroxybenzoeséure (DHB) und o. ~Hydroxyzimtsiure (HCCA)
(Zhang et al. Rap. Commun. Mass Spect. 2001 15 217-223) erzielt werden.
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Weiters ist auch der Einsatz von immobilisierten Nanotubes (Shi-fang Ren et al. JASMS
2005 16 (3) 333-339) und von Graphit dokumentiert (Hie-Joon Kim et al. Anal. Chem. 2000
72 5673-5678), und die Kombination der Probe mit anorganischen Partikeln wie z.B. Mn,
Mo, Si, Sn, TiO;, W, WOs3, Zn, ZnO beschrieben (Kinumi et al. J. Mass Spectr. 2000 35
417-422). Fonash et al. beschreiben in ihrer Patentschrift den Einsatz von amorphen Silicon-
und pordsen SiO; Schichten (,,Layers“) fiir die matrixfreie MALDI-MS (Fonash et al. WO
02/093170 A1, US20020144456). Hutchens beschreibt den Einsatz von Azodianilin fiir die
Kopplung von Biomolekiilen im Sinne der ,,photolabilen Kopplung* (Ching et al. J. Org.
Chem. 1996 61 3582-3583; Hutchens et al. US6124137), differenziert in seiner Patentschrift
aber deutlich zwischen matrixfrei und photolabiler Kopplung: Fiir matrixfreie MALDI-MS
wurden immobilisierte Matrices wie HCCA oder DHB benutzt, wihrend fiir photo-labile
Anlagerung Azodianilin beschrieben ist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb die Schaffung eines Systems, welches
den Einsatz von MALDI-Massenspektrometrie fiir Analyten mit einem Molekulargewicht
kleiner als 700 p bei hohem Probendurchsatz (,,high throughput screening®) ermdglicht (die
kleinste bisher gemessene Masse ist Natrium mit m/z = 23, Abb. 15), so zum Beispiel
pharmakologisch aktive Inhaltsstoffe, als auch Arzneistoffmetaboliten und sekundére
Pflanzenmetaboliten. Zudem soll das System auch fiir Verbindungen in der Grée von
mehreren 1000 p geeignet sein. Da die meisten der beschriebenen und publizierten Systeme
dominante Hintergrundsignale aufweisen, ist ein weiterer Punkt die Etablierung eines
Systems, welches keine Storsignale oder nur eine limitierte Anzahl an Hintergrundsignalen
aufweist.

KURZFASSUNG DER ERFINDUNG

Die oben angefiihrten Aufgaben werden gemif der Erfindung geldst durch Gebrauch von’
Partikeln und Monolithen der eingangs beschriebenen Art, wobei diese Partikel oder
Monolithen mit einer chemischen Verbindung modifiziert sind, welche Photonen im
Wellenléngenbereich von mindestens 300 nm absorbieren kénnen, unter der Bedingung, dass
der Analyt nicht chemisch an die genannten organischen Verbindungen gebunden ist. Der
Analyt ist an den Partikeln oder Monolithen adsorbiert.

GemaB einer bevorzugten Anwendungsform sind die genannten Partikel oder Monolithen
poros.
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GemiB einer weiterer Anwendungsform haben die Partikel eine Gréfe im Bereich 0,5 — 100
pm, bevorzugt im Bereich 10 — 80 um, insbesondere im Bereich 35 — 70 pm.

Eine weitere bevorzugte Anwendungsform ist dadurch charakterisiert, dass die Partikel
Poren im Bereich 60-4.000 A, bevorzugt 800-3.000 A, insbesondere 900-1.100 A aufweisen.

GemadB einer Anwendungsform der Erfindung bestehen die genannten Partikel und
Monolithen aus Silica. ‘

GemaiB einer weiteren Anwendungsform bestehen die genannten Partikel aus Zellulose,
Zucker, Kohlenhydraten, Agarose, Dextran, und Derivaten derselben, weiters aus
organischen Polymeren, Styrol, Divinylbenzol, (Meth)acrylaten und Derivaten derselben,
sowie TiO,, ZrO,, In;0; und Diamant.

Geeigneterweise ist die genannte chemische Verbindung mit der Fahigkeit, Photonen mit
einer Wellenldnge von mindestens 300 nm zu absorbieren, Azodianilin und/oder ein Stilben
oder Derivate derselben.

GemaB eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung wird eine Vorrichtung, welche
ionisierte Analyten fiir die massenspektroskopische Analyse verfiigbar macht und einen
Tréger (target) beinhaltet, welcher die Partikel oder den Monolithen wie oben angefiihrt
tragt, bereitgestellt.

Weiters stellt die gegenstdndige Erfindung ein Verfahren zur Verfiigung, um ionisierte
Analyten fiir die massenspektroskopische Analyse verfiigbar zu machen, beinhaltend die
Bereitstellung eines Gerites wie oben beschrieber;, die Verbindung einer Menge an Analyten
mit den genannten Partikeln oder Monolithen, und die Bestrahlung der genannten Partikel
oder Monolithen, um genannte Analyten zu desorbieren und ionisieren.

Die gegenstiandige Erfindung wird nun weiter im Detail durch Abbildungen mit folgenden
Beispielen beschrieben.

KURZE BESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN

Abb. 1 zeigt die Reaktion zwischen Azodianilin und einem Triethoxysilanderivat. Die
Modifikation von einer oder von beiden freien Aminofunktionen hingt vom molaren
Verhiéltnis der Edukte ab.
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Abb. 2 zeigt die Immobilisierung des Azodianilin-Derivats am Silica-Partikel. In
Abhingigkeit des molaren Verhiltnisses der Edukte wie in Abb. 1 gezeigt, kann eine oder
beide Seiten der Verbindung an die Silicaoberfléche binden.

Abb. 3 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum des produzierten Azodianilin-Silicas.

Abb. 4 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Ribose unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die
Konzentration am Target betrdgt 1 pg.

Abb. S zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Glucose unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die |

Konzentration am Target betrdgt 1 pg.

Abb. 6 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Maltose unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die
Konzentration am Target betragt 1 pg.

Abb. 7 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Maltotriose unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die
Konzentration am Target betrigt 1 pg.

Abb. 8 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Maltotetraose unter Verwendung
von Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die
Konzentration am Target betrdgt 1 pg.

Abb. 9 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Glucoseoligomeren von G4 bis
G10 unter Verwendung von Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von
700 Laserschiissen; die Konzentration am Target betrédgt 1 pg.

Abb. 10 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Glycin unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die
Konzentration am Target betragt 1 pg.
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Abb. 11 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Threonin unter Verwendunvg von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die

Konzentration am Target betrigt 1 pg.

Abb. 12 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Glutamin unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die
Konzentration am Target betragt 1 pg.

Abb. 13 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum des Metaboliten 1,2 diheptadecanoyl-
sn-glycero-3-(phospho-rac-(1-glycerol)) unter Verwendung von Azodianilin-Silica. Das
Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen; die Konzentration am Target
betrdgt 10 ppm.

Abb. 14 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Taxus Standards und
Pflanzenextrakten unter Verwendung von Azodianilin-Silica. (A = Deacetylbaccatin I1I
(Standard), b = Baccatin III (Standard), C = Cephalomannin (Standard), D = Paclitaxel
(“alter” Standard), E = Paclitaxel (“neuer” Standard), F, G = aufgereinigter Taxus Extrakt, H
= Taxus Rohextrakt).

Abb. 15 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von partiell hydrolysiertem
Weizenstroh unter Verwendung von Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe
von 500 Laserschiissen.

Abb. 16 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von Weizenstroh nach einer
Aquasolv® Behandlung und nach enzymatischem Verdau unter Verwendung von
Azodianilin-Silica. Das Spektrum entspricht der Summe von 500 Laserschiissen.

Abb. 17 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum eines Cimicifuga racemosa
Rohextrakts (hergestellt mit 50 % Ethanol, getrocknet und erneut geldst in Wasser).

Abb. 18 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum von eines BSA Verdaus unter
Verwendung von Azodianilin-Silica.

Abb. 19 zeigt das matrix-freie MALDI-MS Spektrum einer am modifizierten Azodianilin-
Silica angereicherten Glucose-6-Phosphat Probe (Modifikationstyp: Iminodiessigséure Fe*™").
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BEISPIELE

Silica Partikel mit 35-70 pm und 1000 A wurden als Basismaterial ausgewihlt. Dieses
Basismaterial wird mit dem Azodianilin-System modifiziert, wodurch es ein
Absorptionsmaximum im Wellenbereich A > 300 nm aufweist.

1. Reinigung und Aktivierung des Silicagels

| g Silicagel (unregelmiBiges Silica: 35-72 pm, 1000A, Grace Vydac, Columbia, MD, USA;
reguldres Silica: 5 pm, 604, 1204, 3004, 1000A von Grom Analytik, Rottenburg-
Hailfingen, Deutschland) wurde aktiviert und gereinigt, indem es je zwei mal mit 5 mL 20%
HNO; (65% Reinheit, Sigma, St. Louis, MO, USA), 0,5 M NaCl (analytische Qualitit,
Sigma), H,O, Aceton (analytische Qualitit, Sigma) and Diethyléther (analytische Qualitiit,
Merck, Darmstadt, Deutschland) gewaschen wurde. Danach wurde das Material in ein
Becherglas gegeben, dieses in einen Exsikkator gestellt und das ganze bei Unterdruck und
bei 150 °C fiir 4 Stunden getrocknet.

2. Reaktion von 4,4-Azodianilin mit y-Isocyanatopropyl-triethoxysilan

0,98 g 4,4'-Azodianilin (95% Reinheit, Acros Organics, Geel, Belgien) wurden mit 2,35 g vy-
Isocyanatopropyl-triethoxysilan (analytische Qualitit, Sigma) und 12 ml trockenem
Tetrahydrofuran (analytische Qualitit, Sigma) in einem Rundkolben vereint. Die Mischung
wurde unter Riickfluss fiir 24 Stunden bei 75 °C unter Riihren (Magnetriihrer) und bei
Raumlicht gekocht. Ein nadeldhnlicher gelber Niederschlag wurde erhalten, abzentrifugiert,
drei mal mit je 10 mL Hexan gewaschen und bei Unterdruck im Exsikkator getrocknet.

Abbildung 1 zeigt die einfach-derivatisierte (eine Aminosiurenfunktion) Form. Neben dieser
Form ist in Abhéngigkeit vom molaren Verhéltnis der Edukte auch die di-derivatisierte
(beide Aminofunktionen) Form méglich (Abb. 1). Um die Verfiigbarkeit von freien
Aminofunktionen fiir die Aufkonzentrierung von Metaboliten und Zuckern auf der
Oberfldche des Materials zu gewihrleisten, wurde die Synthese des Azodianilin-Silicas
modifiziert: Alle Schritte wurden durchgefiihrt wie bereits beschrieben mit Ausnahme von
Schritt 2, wo das verwendete y-Isocyanatopropyl-triethoxysilan auf 1,17 g reduziert wurde.

3. Synthese des Endprodukts

0,5 g Produkt aus Schritt 2 wurden in einen Rundkolben gegeben, mit 10 mL trockenem
Tetrahydrofuran gelést und mit 0,5 g Silicagel aus Schritt 1 vermengt. 200 pl n-Propylamin
(extra rein, Acros Organics) wurden als Katalysator beigegeben. Die Mischung wurde bei
75°C unter Riickfluss fiir 16 Stunden mit Rithren (Magnetriihrer) gekocht, zentrifugiert und
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zuerst einmal mit Tetrahydrofuran gewaschen, um nicht reagiertes Material zu entfernen,
und zweimal mit 10 mL Methanol gereinigt (analytische Qualitit, Sigma). SchlieBlich wurde
das Material in ein Becherglas iiberfithrt, in einen Exsikkator gestellt und bei Unterdruck
getrocknet. Abbildung 2 zeigt die einfach gekoppelte Modifikation. Abhingig von Schritt 2
ist die doppelt gekoppelte Modifikation méglich.

MALDI-TOF-MS Analyse:

Probenpriparation am “Target”

Die Probenpréparation von Azodianilin-Silica-Partikeln am “target” wurde durch
Herstellung einer Suspension mit Methanol (analytische Qualitit, Sigma) durchgefiihrt. 10
mg modifiziertes Silicagel wurden in 1 mL Methanol suspendiert und fiir 3 Minuten ins
Ultraschallbad gegeben. Fiir die MALDI-TOF Analyse wurde 1 pl der Suspension auf das
rostfreie Stahltarget gegeben und bei Raumtemperatur getrocknet, wodurch sich ein diinner
Film von modifiziertem Silica Material gebildet hat. Auf diese Schicht wurde 1 pL
Probeldsung aufgegeben und unter Stickstoff getrocknet.

Herstellung der Probenldsungen: Zucker, deren Abbauprodukte und Aminosiuren wurden in
reinem Wasser gelost (0,5 mg/ml). Deoxycholinsiure und 1,2-Diheptadecanoyl-sn-Glycero-
3-[Phospho-rac-(1-Glycerol)] (Natriumsalz) wurden in Methanol gelost.

Geriit

Alle Experimente wurden auf einem MALDI Massenspektrometer (Ultraflex MALDI
TOF/TOF, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) unter Verwendung von rostfreien
Stahltargets (MTP 384 target ground steel TF, Bruker Daltonics) durchgefiihrt. Desorption
wurde durch Verwenden eines Stickstofflasers (337 nm) erreicht. Die Laserenergie wurde
eingestellt wie benétigt. Die an die Ionenquelle 1 und 2 angelegte Spannung betrug 20,0
bzw. 18,6 kV. Die Detektionsspannung betrug 1601 V. Flex Control V 2.0 wurde fiir die
Analyse, Flex Analysis V 2.0 fiir die Datenauswertung verwendet.

Ergebnisse

Die direkte Analyse des synthetisierten Materials zeigt im MALDI-MS nur Rauschen. Dies
ist ein sehr wichtiges Ergebnis, da dadurch bewiesen werden kann, dass keine Stérsignale
bedingt durch das Material selbst erzeugt werden. Die Leistungsfihigkeit betreffend _
matrixfreier Analyse wurde schlieBlich durch eine Analyse von Ribose getestet, einem
Kohlenhydrat, welche unter normalen Bedingungen nicht detektiert werden kann. Abb. 4
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zeigt das entsprechende Massenspektrum von Ribose unter Verwendung von 1 pL Probe (es
befindet sich schlieflich 1 pg reine Substanz am Target). Die beiden detektierten Signale
entsprechen dem Natrium- und dem Kaliumaddukt der reinen Verbindung. Weiters wurden
Glucose (Abb. 5), Saccharose, Maltose (G2, Abb. 6), Maltotriose (G3, Abb. 7), Maltotetrose
(G4, Abb. 8 and 9), and Glucoseoligomere bis zu G10 untersucht (Abb. 9). Neben der
optimalen Leistung des etablierten Systems im niedrigen Massenbereich, muss auch das
exzellente Signal zu Rauschen Verhiltnis von héheren Zuckern angefiihrt werden. Weiters
wurde beobachtet, dass beim Arbeiten mit dem Azodianilinsystem hohere Signalintensititen
erreicht werden konnten (z.B.: Glucose lieferte auf Azodianilin-Silica eine relative
Signalintensitdt von 15000, wihrend der Analyt auf kovalent gebundenem DHB nur einen
Wert von 5000 zeigte).

Die Analyse von Aminosduren zeigte, dass die Einzelstandards sowohl fiir die protonierte
Form als auch fiir Natrium und Kaliumaddukte detektiert werden. Glycin, Threonin und
Glutamin sollen als Beispiel dienen (Abb. 10-12).

Die Analyse von typischen Metaboliten, die in diagnostischen Tests Anwendung finden,
wird fiir Phenylalanin, Deoxycholinsdure und dem Phospholipid 1,2 Diheptadecanoyl-sn-
glycero-3-(phospho-rac-(1-glycerol)) gezeigt (Abb. 13). Alle drei Typen von Metaboliten
konnten ohne Probleme bei einer Konzentration von 50 bis 10 ppm detektiert werden.
Nachweisgrenzen wurden in diesem Zusammenhang nicht ermittelt.

Die Analyse der Standards 10-Deacetylbaccatin und Baccatin III mittels matrixfreier
MALDI-MS lieferte Natrium- und Kaliumaddukte wie auch bei der Analyse von
Zuckerverbindungen beobachtet. Im Falle des Paclitaxels und des Cephalomannins
(Standards) konnten dagegen nur Fragmente detektiert werden. Abb. 14D zeigt das MALDI-
TOF-MS Spektrum eines Paclitaxelstandards (7 Tage alt, gelagert bei 8°C). Das dominante
Signal bei m/z 308 entspricht der Seitenkette des Paclitaxels (Natriumaddukt), das Signal bei
m/z 550 dem deacetylierten Ringsystem (Kaliumaddukt). Interessanterweise lieferte frisch
hergestellter Paclitaxelstandard sowohl das Natrium- als auch das Kaliumaddukt-Signal der
intakten Verbindung (Abb. 14E). Dieselbe Instabilitit und Tendenz konnte iiber ein HPLC-
Ionenfallen-MS System bestétigt werden.

Um die Effizienz des entwickelten Systems zu belegen, wurden Taxus baccata Wasser-
Methanol-Extrakte durch matrixfreie MALDI-MS untersucht. Im Vordergrund stand dabei
nicht nur die Analyse von Paclitaxel (Taxol) sondern auch Vorstufen desselben, z.B. 10-
Deacetylbaccatin, Cephalomannin und Baccatin III. Diese Vorstufen kénnen aus den Nadeln
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der Pflanze isoliert werden und durch in vitro Derivatisierung in das pharmazeutisch
bendtigte Paclitaxel iiberfithrt werden. Die Analyse eines frisch hergestellten Rohextrakts
zeigte fiir 10-Deacetylbaccatin III eindeutig ein Natriumsignal. Neben einigen anderen
Signalen konnten die Vorstufen des Paclitaxels und Fragmente davon identifiziert werden
(Abb. 14 F,G,H). |

Ein weiteres Beispiel ist die Analyse von hydrothermal behandeltem Weizenstroh (Abb. 15).
Weizenstroh wurde in einem speziellen Verfahren genannt Aquasolv® aufgeschlossen und
solubilisiert.

In diesem speziellen Verfahren wird das Pflanzenmaterial primér mit Wasserdampf (p = 17
bar) und spéter mit heifem Wasser behandelt. Die aufgeschlossene Fraktionen wurden
schlieBlich enzymatisch verdaut.

Analysen von partiell hydrolysierten Proben (mit Schwefelsiure, Beispiel A) und von
Proben aus der kombinierten Aquasolv® - Enzymverdau Behandlung (Beispiel B) mittels
matrixfreiem MALDI-MS sind in Abb. 15 und 16 dargestellt. Die Analyse der Probe A zeigt
Signale fiir eine Hexose, ein Di- sowie Tri-, Tetra- und Pentasaccharide (Abb. 15). Probe B
lieferte Signale fiir Xylose, Glucose, Sorbitol, Cellobiose und reduzierte Cellobiose (Abb.
16). Alle Signale wurden als Natrium- und Kaliumaddukte detektiert. Xylose, Glucose und
Cellobiose sind Monomer- bzw. Dimereinheiten, die durch vollstindige Hydrolyse von
Weizenstroh entstehen. Sorbitol und reduzierte Cellobiose werden durch die Behandlung der
Probe bei hohen Temperaturen und bei hohem Druck gebildet (wihrend Aquasolv®). Wie
erwartet konnten keine hoheren Zucker detektiert werden.

Cimicifuga racemosa Extrakte sind sehr komplex, aber reich an Kohlenhydraten und an
speziellen Formen von Triterpenen, den so genannten Saponinen. Nach Extraktion von
Cimicifuga racemosa mit unterschiedlichen Lsungsmitteln wic Wasser, Aceton, Ethanol
oder Diethyldther, konnten bei der Analyse mit matrixfreier MALDI-MS dominante Signale
fir Kohlenhydrate in der Wasserfraktion und dominante Signale fiir Triterpene in der
Acetonfraktion gefunden werden. Die Wasserfraktion zeigte auch relativ kleine Signale fiir
die Triterpene, die wegen ihrer schlechten Wasserldslichkeit in nur niedrigen
Konzentrationen vorhanden waren (Abb. 17).

Generell konnte wihrend der Messungen festgestellt werden, dass fast jeder Typ an
ionisierbaren Verbindungen analysiert und detektiert werden kann. Nur Proteine und Peptide
lieferten wiahrend der ersten Versuche keine Ergebnisse. Nach Optimierung des Systems,
d.h. nach Optimierung der Beschleunigungs- und Detektionsspannung, konnten Peptide
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eines BSA Verdaus ohne Zugabe von Matrix detektiert werden. Biomolekiile wie Proteine
konnten nicht analysiert werden (Abb. 18).

Eine weitere Modifikation des hergestellten Materials wurde durchgefiihrt, um die selektive
Anreicherung der Zielkomponenten und die folgende matrixfreie MALDI-MS Analyse zu
kombinieren. Dies wurde durch Zufuhr einer Iminodiessigsduregruppe iiber eine freie
Aminofunktion des Azodianilins durch Reaktion mit n-BuLi und Natriumchloroacetat
erreicht. Aus der Literatur ist bekannt, dass an Iminodiessigsiure immobilisiertes Fe** hohe
Affinitdt gegeniiber Phosphatgruppen und dementsprechend gegeniiber phosphorylierten
Systemen aufweist. Aus diesem Grund wurde eine Glucose-6-Phosphat-Standardlésung mit
dem Affinitdtsmaterial vereint. Nach intensivem Waschen wurde das Material fiir die
matrixfreie MALDI-MS Analyse verwendet. Das erhaltenen Massenspektrum ist in Abb. 19
dargestellt. Sowohl Natrium- als auch Kaliumadduktsignale sind zu erkennen. Ein weiteres
Beispiel ist die selektive Anreicherung von Kohlenhydraten. Dies kann erreicht werden

durch Immobilisierung von Borsiure und Borsdurederivaten.

Die Kombination von Diinnschichtchromatographie (DC) mit MALDI-MS ist wegen der
Probleme mit Desorption und lonisation der Analyten fast unmdoglich, In der Literatur findet
man mehrere Beispiele fiir die Kopplung von DC mit MALDI-MS. In diesen Beispielen wird
die Matrix direkt der mobilen Phase der DC vor der Entwicklung zugegeben oder sie wird
nach der Entwicklung des Separationssystems auf die DC-Platte gespriiht. Trotzdem gibt es
wie bereits erwihnt einige Probleme wihrend des gesamten Trenn- und Detektionsprozesses.
Gibt man die hergestellten Azodianilin-Silicapartikel auf eine Glasplatte (durch Bespriihen
oder als Suspension), kann man darauf komplexe Mischungen mittels DC trennen. Die
direkte Analyse mittels matrixfreier MALDI-MS kann danach ohne negative
Beeintrichtigungen durchgefiihrt werden. Ein zentrales und wichtiges Ergebnis im
Zusammenhang mit DC-MALDI-MS ist der Punkt, dass diinne Schichten Signale mit
hoherer Signalintensitit liefern als dicke Schichten. Deshalb wird eine Optimierung des
Systems durchgefiihrt, indem unmodifizierte Silicapartikel auf einer Glasplatte kovalent
gebunden werden. An diese Monolayer wird schlieBlich das Azodianilin gekoppelt, wodurch
das Arbeiten mit matrixfreier MALDI-MS ermdoglicht wird.

Zur Untersuchung der Nachweisgrenze des hergestellten Materials wurden dem System
verschiedene Xylosekonzentrationen zugefithrt und mit matrixfreie MALDI-MS analysiert.
Die Nachweisgrenze wurde bei 70 fmol erreicht.
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Anspriiche:
1. Partikel und Monolithen, die ionisierte Analyten fiir die massenspektroskopische

Analyse durch Photondesorption zur Verfiigung stellen, wobei die genannten Partikel oder
Monolithen mit einer organischen Verbindung modifiziert sind, welche Photonen mit einer
Wellenldnge von mindestens 300 nm absorbieren kann, mit der Malflgabe, dass der genannte
Analyt nicht chemisch an die genannte organische Verbindung gebunden ist.

2. Partikel und Monolithen gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
genannten Partikel und Monolithen porés sind.

o]

3. Partikel gem4B Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Grofe
zwischen 0,5 und 100 um aufweisen.

4, Partikel gemdlB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine GréBe zwischen
10 und 80 um aufweisen.

5. Partikel gem4B Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine GroBe zwischen
35 und 70 um aufweisen

6. Partikel gemiB einem der Anspriiche 15, dadurch gekennzeichnet, dass sie Poren
aufweisen mit einer PorengréBe von 60 - 4000 A.

7. Partikel gemdB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Poren eine Porengrofe
von 800-3000 A aufweisen.

8. Partikel gemifB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Poren eine Porengréfie
von 900-1100 A aufweisen.

NAGL ————
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9. Partikel und Monolithen gemil einem der Anspriiche 1-8 bzw. 1-2, dadurch

gekennzeichnet, dass die genannten Partikel und Monolithen aus Silica sind.

10. Partikel und Monolithen gemiB einem der Anspriiche 1-8 bzw. 1-2 und 9 dadurch
gekennzeichnet, dass die genannten Partikel und Monolithen aus Zellulose, Zucker,
Kohlenhydraten, Agarose, Dextran, deren Derivaten, aus organischen Polymeren, Styrol,
Divinylbenzol, (Meth)acrylat, deren Derivaten oder aus TiO,, ZrO,, In,O3 oder Diamant
bestehen.

1. Partikel und Monolithen gem#B einem der Anspriiche 1-10 bzw. 1,2,9und 10
dadurch gekennzeichnet, dass die genannte chemische Verbindung, welche Photonen mit
einer Wellenldnge von mindestens 300 nm absorbieren kann, Azodianilin und/oder Stilben
oder ein Derivat davon ist.

12. Vorrichtung zur Bereitstellung von ionisierten Analyten fiir die
massenspektroskopische Analyse durch Photondesorption, umfassend eine Probenplatte
(target), welche Partikel oder Monolithen gemél den Anspriichen 1-11 und den Anspriichen
1,2,9, 10 und 11 tragt.

13. Verfahren zur Bereitstellung von ionisierten Analyten fiir die
massenspektroskopische Analyse, umfassend:
Bereitstellen eines Gerites gemifl Anspruch 12,

Kontaktieren von Analyt mit den genannten Partikeln oder Monolithen gemaif einem
der Anspriiche 1-11 und den Anspriichen 1,2, 9, 10 und 11, und

Bestrahlen der genannten Partikel oder der genannten Monolithen, um den genannten
Analyten zu desorbieren und ionisieren.
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