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Zusammenfassung:

Massenspektrometrisches Target umfassend ein Substrat, wobei das
Substrat zumindest teilweise mit einer kohlenstoffhaltigen
Schicht, welche chemisch-physikalisch modifiziert ist, tberzogen
ist. Die kohlenstoffhaltige Schicht kann Bindefunktionalit&ten
in Form von mindestens einem Linker aufweisen, an dem mindestens
ein Analyt gebunden werden kann.
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In der Massenspektrometrie werden seit drei Jahrzehnten La-
ser mit dem Ziel eingesetzt durch eine geeignete Primdranregung
eine direkte Desorption intakter Molekiilionen aus kondensierten
Phasen zu erreichen. Bei den anfanglichen Versuchen wurden
Proben in diinner Schicht auf eine elektrisch leitfdhige Proben-
halterung aufgebracht und anschlieBend mit einem gepulsten Laser
bestrahlt. Diese Methode war zundchst nur fir kleine Molekiile
geeignet. Durch eine Weiterentwicklung, die zur Einbettung der
zu untersuchenden Proben in eine Matrix bestehend aus kleinen
organischen Molekiilen fiihrte, konnten schlieBflich grofere Biomo-
lekiile (> 1 kDa), allen voran Peptide und Proteine, erfolgreich
und ohne die Erzeugung einer nicht auswertbaren Anzahl von Frag-
menten analysiert werden. Diese Methode ist als Matrix-unter-
stiitzte Laserdesorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-
MS) und in einer weiteren Entwicklung als oberfldchenaktivierte
Laser-Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (SELDI-MS;
surface enhanced laser desorption ionisation mass spectrometry)
bekannt. Eine detaillierte Beschreibung der Grundlagen beider
Technologien findet sich beispielsweise in ,Massenspektrometrie
in der Biochemie“ (W.D.Lehmann, Spektrum Akademischer Verlag,
1996, ISBN 3-86025-094-9), in “Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization: A New Approach to Mass Spectrometry of
Large Biomolecules" (Biological Mass Spectrometry, Burlingame
and McCloskey, editors, Elsevier Science Publishers, Amsterdam,
pp. 49-60, 1990) und in der EP 0 700 521 BI.

Bei MALDI/SELDI-MS wird auf ein sogenanntes ,Target™ (d.h.
eine festphasige Oberfliche) eine zu analysierende Substanz und
eine sogenannte ,Matrix“, in der die Analysensubstanz einge-
bettet ist, aufgebracht und im Anschluss mit einem Laserstrahl
aktiviert. Die Laserenergie ist in ihrer Wellenldnge und In-
tensit4t passend zur Matrix ausgelegt, sodass diese verdampft
wird und dabei die idealerweise unbeschadigten biologischen Sub-
stanzen von der Oberflidche des Targets herunterreift. Im Zuge
dieser Aktivierung kommt es zur Ionisierung der biologischen
Probe, die dadurch iber elektrische Felder beschleunigt werden
kann und beispielsweise abhingig von der Flugzeit der Molekile,
die wiederum proportional der Wurzel der Masse des Molekills ist,
analysiert werden kann.

An das Target werden verschiedene Anforderungen gestellt:
einerseits muss es elektrisch leitf&hig sein, um eine gleich-




miBige Verteilung des elektrischen Feldes zu ermdglichen,
andererseits diurfen die Oberfldcheneigenschaften des Targets
nicht zur Ver#&nderung oder Zerstdrung der Probe fihren, was vor
allem bei Biomolekiilen, wie beispielsweise bei DNA, Proteinen
oder Peptiden, sehr wichtig ist. '

Im Zuge der Entwicklung solcher Targets wurden verschiedene
Ausfihrungsformen vorgeschlagen. Beispielsweise werden in der
US 5,859,431 A Targets zur Verwendung bei MALDI-TOF-Analysen of-
fenbart. Die darin beschriebenen Targets weisen sowohl glatte
als auch makroskopisch sichtbare rauhe Fl&ichen auf. Durch die
dadurch entstehenden Grenzflichen zwischen rauhen und glatten
Bereichen wird einerseits die Probenfliissigkeit auf einen defi-
nierten Bereich beschr&nkt und andererseits wird eine bessere
Sichtbarkeit der getrockneten Probe gewdhrt. GemdR dieser Anmel-
dung besteht das Target aus einem geeigneten leitf&higen Materi-
al, vorzugsweise aus rostfreiem Stahl.

In der CA 2 371 738 Al werden Targets offenbart, deren Sub-
strat mit einem hydrophoben Material (beispielsweise einem Poly-
mer) beschichtet ist, um die Probentropfen in den vorgesehenen
hydrophilen Ausnehmungen festzusetzen. Das Substrat bzw. das
Polymer muss entweder elektrisch leitfihig sein oder elektrisch
leitfihig gemacht werden, um die Oberfldchenladung des Targets
zu reduzieren und die Aufldsung der massenspektrometrischen
Analyse zu verbessern.

In der US 2003/218130 Al werden auf einem Substrat Monomere
kovalent gebunden, an denen in einem weiteren Schritt ein Poly-
saccharid-basiertes Hydrogel gebunden wird. Durch eine anschlie-
Bende Funktionalisierung des Hydrogels mit funktionellen Grup-
pen, die auch in der Chromatographie Anwendung finden, k&nnen
Substanzen selektiv gebunden und analysiert werden. Daher werden
solche Targets laut dieser US-Schrift vorzugsweise in der SELDI-
MS angewendet. Die Nachteile dieser Technologie liegen in der
geringen Sensitivit&t, in der mangelnden Reproduzierbarkeit und
in der fehlenden Wiederverwendbarkeit der Targets bzw. Biochips.

Die DE 196 18 032 Al offenbart einen Probentrédger fir den
Einsatz in einer MALDI-MS-Vorrichtung. Um die Stabilit&at des
Probentridgers beziiglich Versand und Lagerung zu verbessern, be-
steht die Oberfliche des Probentridgers aus einer Matrixsubstanz,
die mindestens zwei Komponenten umfasst, wobei eine erste Kompo-
nente zur Ionisierung der Analytmolekiile und eine weitere Kompo-
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nente zur dichten UmschlieBung der ersten Komponente dient, um
dadurch eine Lackschicht, die einen ausreichenden Schutz vor
Lagerung und Transport bietet, zu erzeugen. Um Aufladungen der
auf dem Substrat befindlichen Lackschicht zu unterbinden, weist
der hierfiir verwendete Lack einen elektrischen Leiter in disper-
ser Form auf, welcher Kohlenstoff sein kann.

In der DE 100 43 042 Al wird ein Probentrdger, der fir MAL-
DI-Messanalysen herangezogen werden kann, offenbart, der mittels
Lack abgegrenzte hydrophile und hydrophobe Bereiche aufweist.
Ein derartiger Probentrdger ist mit einer lyophoben Schicht be-
schichtet, welche ringférmige Affinititsbereiche an der Oberfla-
che verteilt aufweist, die wiederum so genannte hydrophile An-
kerbereiche umgeben, an denen ein Probentropfen nach dem Auftra-
gen auf den Trédger an den Probentr&dger gebunden werden kann. Die
Affinitatsbereiche weisen in einer bevorzugten Ausfihrungsform
Kohlenwasserstoffe von einer Linge von 4-18 Kohlenstoffatomen
auf, wobei diese Alkanketten beispielsweise liber Schwefelbriicken
direkt an die Metalloberfliche gebunden sein koénnen. Diese Affi-
nitatsbereiche dienen dazu unselektiv Peptide, Proteine oder
Oligonukleotide hydrophob an den Probentrédger zu binden.

Die DE 102 30 328 Al betrifft einen MALDI-Probentr&dger, der
an dessen Oberfldche eine Kunststoffauflage aufweist, an der
sich gezielt chemisch funktionalisierte Gruppen befinden. Der-
artige Gruppen sind Affinitatssorbentien, C18 oder Ionen-
tauscher.

Die US 4 992 661 A offenbart ein Verfahren zur Neutralisie-
rung einer spannungsgeladenen Oberfldche eines Probentréagers,
welcher in einem ,scanning ion microprobe mass analyzer" ver-
wendet wird. Aufgrund der Tatsache, dass ein derartiges Massen-
spektrometer einen Probentridger mit einer elektrisch leitf&dhigen
Oberfliche (,beschossenen Oberfliche"“) voraussetzt, wird dieser
mit einem diinnen Film beschichtet, sofern der Probentréger
selbst elektrisch isolierend ist. Der elektrisch leitende Film
kann aus Aluminium, Kohlenstoff, Gold oder Indium bestehen.

Die US 5 958 345 A offenbart einen Probenhalter filir eine
fliissige Probe, welcher verschiedene hydrophobe und hydrophile
Bereiche zum Aufnehmen der Probe aufweist. Diese Bereiche kdnnen
mit organischen/anorganischen Polymeren und karbonisierten Fil-
men, bestehend aus einem Material wie Rayon, beschichtet sein.

In der US 6 624 409 B wird ein Substrat fir MALDI-MS offen-
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bart, welches eine Beschichtung von Nitrid-Verbindungen, insbe-
sondere von Titanium-, Zirkonium- und Hafniumnitrid aufweist.
Eine derartige Beschichtung weist beztiglich Probenoberfl&échen-
Inertheit Vorteile auf und erlaubt dennoch, dass die an der
Oberfliche auftretende elektrische Spannung abgeleitet werden
kann.

Die EP 297 548 Bl beschreibt einen Probenhalter fiir Glimm-
Entladungsmassenspektrometrie (,glow discharge mass sprectrome-
try“). Dieser Probenhalter kann eine i-Kohlenstoff- oder kris-
talline Diamantenbeschichtung aufweisen.

Die EP 1 274 116 A2 offenbart einen Probenhalter zur Analyse
von Proben durch ein MALDI-MS bei dem ein Widerstand an der
Oberfliche von weniger als 2000 Q auftritt. Die elektrische
Leitfahigkeit des Probenhalters wird dadurch erreicht, dass me-
tallische Probenhalter verwendet werden oder nicht leitende Ma-
terialien (z.B. Kunststoff), die mittels Kohlenstoffpartikeln,
Kohlenstofffasern, metallbeschichteten Glaskiigelchen, Metall-
partikeln und Kombinationen davon leitf&hig gemacht werden
kénnen.

In der US 2002/187312 Al ist ein ,mehrschichtiges“ MALDI-
Target beschrieben, welches aus einem Substrat mit einer Ober-
flachenbeschichtung besteht. Jede Schicht dieses Targets (inklu-
sive des Substrats) erfiillt eine oder mehrere Aufgaben. Zum
einen dienen diese Schichten zur Absorption von Licht (Absorp-
tionsschicht) und zum anderen zur Aufnahme des Analyten (Immobi-
lisierungsschicht). Sowohl die Absorptions- als auch die Immobi-
lisierungsschicht kénnen unter anderem Rufipartikeln aufweisen.

Die DE 197 54 978 Al offenbart einen Probentrdger fiir die
massenspektrometrische Analyse von Biomolekiilen durch das MALDI-
Verfahren. Um die Oberfl&che des Probentrédgers, der gegebe-
nenfalls eine elektrisch nicht-leitende Beschichtung aufweist,
elektrisch leitend zu machen, kann Graphit eingelagert werden.

In der WO 03/046945 Al wird ein Verfahren beschrieben, bei
dem Graphit-Partikeln, welche in einer Flissigkeit (z.B. Wasser
oder Methanol) suspendiert sind, auf ein Substrat eines MALDI-
Targets aufgebracht werden. Die Graphit-Partikeln auf der
Target-Oberfliche ermdglichen die Bildung von einheitlichen Ma-
trix~Kristallen auf besagter Oberfldche.

Es ist Aufgabe dieser Erfindung Targets fiir die Verwendung
in der Massenspektrometrie zu Verfigung zu stellen, die robust,
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einfach herstellbar und anwendbar und hochgradig biokompatibel
sind und deren Oberfliche sich einfach und gut funktionalisieren
lasst.

Demgem#B betrifft die vorliegende Erfindung ein massenspek-
trometrisches Target fir ein Laser Desorptions/Ionisations-
Massenspektrometer umfassend ein Substrat, welches zumindest
teilweise mit einer kohlenstoffhaltigen Schicht, umfassend ein
Material ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Diamant, amor-
phem Kohlenstoff, DLC (diamond-like-carbon), Graphit, Nanotubes,
Nanowires, Fullerenen und Mischungen davon, iiberzogen ist, und
die kohlenstoffhaltige Schicht chemisch-physikalisch modifiziert
ist. Im Gegensatz zu den im Stand der Technik bekannten massen-
spekrometrischen Targets liegen die Vorteile der erfindungsgema-
Ben Targets in der hohen Reproduzierbarkeit, in der hohen Bio-
kompatibilit&t, in der hodheren Sensitivit&dt und in der Regene-
rierbarkeit, die eine mehrmalige Wiederverwendbarkeit
ermdglicht. Des Weiteren ermdglichen kohlenstoffhaltige Schich-
ten, welche chemisch-physikalisch modifiziert sind und somit
Vielzahl m&glicher chemischer Modifikationen erméglichen, kdnnen
beispielsweise dazu dienen ein oder mehrere Analyten spezifisch
an der kohlenstoffhaltigen Schicht eines Targets zu binden. Das
Substrat kann erfindungsgemidB zur Ganze oder nur teilweise mit
einer kohlenstoffhaltigen Schicht {iberzogen sein. Dadurch ist es
méglich, Bereiche der kohlenstoffhaltigen Schicht mit verschie-
denen Oberflidcheneigenschaften herzustellen, um eine Vielzahl
von chemischen Reaktionen auf nur einem einzigen Target zu
erméglichen.

GemdB der vorliegenden Erfindung besteht ein ,Target"“ aus
einem Substrat und einer kohlenstoffhaltigen Schicht. Auf dem
Target wird die zu analysierende Probe aufgebracht. Das Target
dient als Ziel der ionisierenden Strahlen in einem Massenspek-
trometer, insbesondere in einem Laser Desorptions/Ionisations-
Massenspektrometer. Das Target kann selbst gdnzlich jenes Mate-
rial umfassen, aus dem die kohlenstoffhaltige Schicht besteht.

Das ,Substrat™ dient als Tridgermaterial fir die kohlenstoff-
haltige Schicht. Das Substrat kann aus jedem beliebigen Material
bestehen, das sich als Triger fiir kohlenstoffhaltige Schichten
eignet. Dabei k&nnen alle in der Massenspektrometrie verwendeten
und im Stand der Technik bekannten Substrate verwendet werden.
Weiters betreffen erfindungsgemidB Substrate sowohl elektrisch




leitfshige als auch elektrisch nicht leitfihige Substrate, die
gegebenenfalls durch eine Nachbehandlung, wie z.B. Dotierung,
leitf4ahig gemacht werden kdnnen. Bei der Verwendung von elek-
trisch nicht leitenden Substraten muss die zumindest die kohlen-
stoffhaltige Schicht Strom leiten.

Erfindungsgemif kénnen zur Herstellung von massenspektrome-
trischen Targets jegliche Art von Schichten umfassend ein Mate-
rial ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Diamant, amorphem
Kohlenstoff, DLC (diamond-like-carbon), Graphit, Nanotubes, Na-
nowires, Fullerenen und Mischungen davon verwendet werden. Auch
Schichten, die Kohlenstoff in sp?- und/oder sp’-Hybridisierung
enthalten, kénnen eingesetzt werden.

Vorzugsweise umfasst die kohlenstoffhaltige Schicht des
Targets nanokristalline, polykristalline, ultrananokristalline
(Carlisle J.A. and Auciello O., Ultrananocrystalline diamond-
Properties and Applications in Biomedical Devices, The Electro-
chemical Society Interface, 12 (1), 28-31 (2003)) und monokris-
talline Diamanten. Die Verwendung von Diamantoberfl&chen hat
sich aufgrund der hohen Biokompatibilit&t zur Durchfiihrung der
vorliegenden Erfindung besonders gut geeignet. Das Substrat
selbst kann Diamanten umfassen bzw. aus einem einzigen Diamanten
(,high-pressure high-temperature material™, HPHT) bestehen.

Der Begriff ,Biokompatibilit#t™ bezieht sich erfindungsgemdB
auf das Target und bedingt, dass das Target sowohl in reiner als
auch in chemisch bzw. physikalisch modifizierter Form die Proben
weder negativ beeinflusst noch zerstort.

In der Literatur ist bekannt, dass reiner Diamant biokompa-
tible Eigenschaften aufweist. Dies wird beispielhaft im Artikel
,DNA-Modified Nanocrystalline Diamond Thin-Films as stable, bio-
logically active substrates“ (Nature Materials, November 24,
2002) beschrieben. Durch entsprechende Vorbehandlung der Dia-
mantschicht kénnen Eigenschaften erreicht werden, die die Bio-
kompatibilitdt gegeniiber einzelnen Substanzen drastisch und vor
allem dauerhaft erhoht.

Eine allgemeine M&glichkeit zur Herstellung von Diamant-
schichten wird beispielsweise in der CA 2,061,302 offenbart. Ge-
miB diesem Dokument wird eine Diamantschicht auf einem Graphit-
Substrat und einer sich darauf befindlichen Metallschicht aufge-
bracht, da das direkte Beschichten von Graphit in dem dortigen
Fall keine einwandfreie Qualitdt der Diamantschicht ermdglicht.
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Des Weiteren kdénnen kohlenstoffhaltige Schichten, insbeson-
dere Diamantschichten, mittels Galvanisierung auf ein Substrat
aufgebracht werden.

Weitere Herstellungsverfahren lassen sich in drei wesentli-
che Kategorien einteilen: ,Hot-Filament-Verfahren“, ,Plasmaver-
fahren“ und ,Hybrid-Verfahren“. Weiters existieren noch Alterna-
tivtechnologien, die jedoch in der Anwendung derzeit wenig
etabliert sind. Einen Uberblick iber verschiedene Technologien
findet man in ,Diamond Films Handbook“ (edited by Jes Asmussen
and D.K. Reinhard, Marcel Dekker, 2002, ISBN 0-8247-9577-6) und
in ,Synthetic Diamond - Emerging CVD Science and Technology™
(edited by K.E. Spear and J.P. Dismukes, The Electrochemical So-
ciety Series, John Wiley & Sons, 1994, ISBN 0-471-53589-3).

Das Hot-Filament-Verfahren beruht auf der thermischen Anre-
gung von kohlenstoffhaltigen Gasen im Niederdruck-Bereich. Dabei
scheiden sich verschiedene Formen von kohlenstoffhaltigen
Schichten auf einem Substrat ab. Durch die thermische Anregung
eines zweiten Gases - meist Wasserstoff, der in atomaren Wasser-
stoff aufgespalten wird - werden anschliefend die Komponenten
weggedtzt, bei denen der Kohlenstoff in sp'- oder sp?-Hy-
bridisierung vorliegt. Bei geeigneter Parameterwahl ist somit
die Aufbringung von kohlenstoffhaltigen Schichten mit sehr hohem
kristallinen sp’-Hybrid-Anteil mdglich. Eine Ausfihrungsform
dieser Technologie ist in ,Diamond and Related Materials“ (P. K.
Bachmann et al., 1991) und in der JP 2 092 895 beschrieben.

Bei dem Plasma-Verfahren findet die Anregung der Gase durch
eine Plasmaanregung in verschiedensten Ausfilhrungsformen statt.
Die Technologie beruht wieder auf dem oben beschriebenen Prinzip
der Ablagerung verschiedenster Kohlenstoffmodifikationen, die
ihrerseits wieder durch den angeregten atomaren Wasserstoff oder
andere Hilfsgase, wie zum Beispiel Argon, gedtzt werden, sodass
in der Nettobilanz ein hoher Anteil an sp’-hybridisierten kris-
tallinen Diamanten entsteht. Beispiele dieser Technologie finden
sich in der JP 1 157 498 und in der EP 0 376 694.

Die Hybrid-Verfahren verwenden eine Kombination der beiden
oben beschriebenen Technologien, d.h. die thermische Anregung
durch Filamente wird durch verschiedenartige Plasmaanregungen
unterstiitzt. Eine Ausfiihrungsform ist in der US 4,504,519 be-
schrieben.

Bei den Alternativtechnologien ist das arc-jet-Verfahren zu
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erwdhnen, bei dem sich durch die Ziindung eines Lichtbogens in
einem 8rtlich eng begrenzten Bereich Diamantschichten -
allerdings mit meist hohem sp?-Anteil - in meist hoher Rate ab-
scheiden lassen. Ein Beispiel fiir die Technologie findet sich in
der EP 0 607 987.

Ein weiteres bevorzugtes Herstellungsverfahren ist in der
AT 399 726 B beschrieben. Hierbei handelt es sich um ein abge-
wandeltes Hot-Filament-Verfahren, bei dem die Gasanregung mit
sehr hoher Effizienz betrieben werden kann. Mit diesem Verfahren
kénnen nicht nur DLC-Schichten hergestellt werden, sondern auch
nanokristalline Diamantschichten, die sich in der hier be-
schriebenen Target-Beschichtung als besonders vorteilhaft
erwiesen haben.

Der Kristallitanteil in der Diamantschicht kann erfindungs-
gemidB variieren. Vorzugsweise hat die Diamantschicht einen Kris-
tallitanteil von mindestens 10%, von mindestens 20%, von mindes-
tens 30%, von mindestens 40%, von mindestens 50%, von mindestens
60%, von mindestens 70%, von mindestens 80%, von mindestens 90%,
von mindestens 95%, von mindestens 99%, insbesondere von mindes-
tens 99,5%. Bereits bei einem Kristallitanteil von 10% konnten
die erfindungsgemidfen Eigenschaften nachgewiesen werden. Daher
eignen sich zur Herstellung der Targets nicht nur Diamantschich-
ten mit einem hohen, sondern auch mit einem geringen Kristalli-
tanteil. Somit k&nnen auch diamant-&hnliche Kohlenstoffschichten
(DLC, diamond like carbon) zur Beschichtung von Substraten
verwendet werden.

Erfindungsgemdl ist es giinstig, wenn die Diamantschicht eine
KristallitgrdBe von weniger als 500 nm, vorzugsweise von weniger
als 300 nm, insbesondere von weniger als 100 nm, aufweist. Diese
Kristallitgréfen sind besonders vorteilhaft bei der Herstellung
von massenspektrometrischen Targets. Auch andere Kristallitgrd-
Ben sind erfindungsgemdB verwendbar.

In einer bevorzugten Ausfiilhrungsform weist die Diamant-
schicht eine Kristallitgréfe von 0,1 nm bis 500 nm, vorzugsweise
von 5 bis 100 nm, insbesondere von 8 bis 30 nm, auf.

GemiB der vorliegenden Erfindung weist die Diamantschicht
vorteilhafter Weise eine Schichtdicke von 0,1 nm bis 50 um, be-
vorzugt 100 nm bis 40 um, insbesondere von 1 bis 20 pm, auf. Er-
findungsgemdf kann die Diamantschicht unterschiedlich dick, ge-
schlossen oder nicht geschlossen ausgefilhrt sein, um dennoch
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optimale Ergebnisse bei der Analyse zu erzielen. Daher sind auch
geringe Schichtdicken, bei denen die Schicht noch nicht ge-
schlossen ist, durchaus méglich, um die Kosten zu reduzieren.

Um eine gleichm#éBige Verteilung des elektrischen Feldes zu
erreichen ist es erforderlich, dass das Target insgesamt
elektrisch leitfdhig ist. Dies kann erfindungsgemd&B durch ein
elektrisch leitfdhiges Substrat und/oder durch eine elektrisch
leitfahige kohlenstoffhaltige Schicht verwirklicht werden. Diese
Leitfahigkeit wird vorzugsweise durch die Verwendung eines
elektrisch leitfihigen Substrats erreicht. Kbhlenstoffhaltige
Schichten weisen in Abhingigkeit ihrer Zusammensetzung eine re-
lativ geringe elektrische Leitf&higkeit auf. Daher ist es im Zu-
sammenhang mit der vorliegende Erfindung vorteilhaft, wenn zu-
mindest das Substrat elektrischen Strom leiten kann. Eine Aus-
fiihrungsform, in der die kohlenstoffhaltige Schicht durch Do-
tierung leitfahig gemacht wird (bulk sowie Oberfl&dche) und das
Substrat nicht leitf&hig ist, ist ebenso mdglich.

GemdB einer bevorzugten Ausfilhrungsform ist die kohlenstoff-
haltige Schicht aufgrund von Dotierung leitfdhig. Dabei wird das
Volumsmaterial oder die Oberfliche der kohlenstoffhaltigen
Schicht mit den im Stand der Technik bekannten Elementen, wie
beispielsweise Bor und Brom, und Methoden dotiert. Beispiele fur
solche dotierten Diamantschichten finden sich in ,Thin Film Dia-
mond" (edited by A. Lettington and J.W. Steeds, III. Royal So-
ciety (GB), 1994, ISBN 0412496305).

GemdB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist die
kohlenstoffhaltige Schicht auf dem Target aufgrund von adsor-
bierten Substanzen leitfdhig. Durch die Adsorption von Wasser-
stoff wird beispielsweise die Oberflidche von Diamant leitfadhig.
(Oliver A Williams and Richard B Jackman, Surface conductivity
on hydrogen terminated diamond, Semicond. Sci. Technol. 18, 34-
40, (2003)).

Vorzugsweise umfasst das Substrat Graphit, Metall, Metal-
loxiden, mineralischen Oxiden, Halbleiter, Polymer, Kunststoff,
Keramik, Glas, Quarzglas, Kieselgel, Stahl, Komposit-Materiali-
en, Nanotubes, Nanowires Fullerenen und Mischungen davon. Die
vorliegende Erfindung schlieBt nicht nur elektrisch leitfdhige
Substrate ein, sondern auch solche Substrate, die durch eine Be-
handlung, wie z.B. durch Dotierung, leitfdhig gemacht werden
kénnen.
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Vorzugsweise weist die kohlenstoffhaltige Schicht sowohl hy-
drophile als auch hydrophobe Bereiche auf. Dabei kann das Target
beispielsweise so gestaltet sein, dass die hydrophilen Bereiche,
auf denen die Probenl&sung aufgetragen wird, von hydrophoben Be-
reichen begrenzt sind. Dadurch ist es méglich die Probenl&sung
gezielt auf das Target aufzutragen, ohne dass die Probe an der
Targetoberfliche zerrinnt. Eine &hnliche Ausfihrungsform - wenn-
gleich fir einen vdllig anderen Zweck - ist in der
CA 2 371 738 Al beschrieben, in der die Oberfldche des Targets
verschiedene Oberflichenspannungen aufweist. Die Herstellung von
hydrophoben bzw. hydrophilen Bereichen auf der Diamantoberfléche
erfolgt gemdaB den im Stand der Technik offenbarten Methoden
(US 2002/045270 Al).

Aufgrund der chemisch-physikalischen Modifikation kann die
Oberfliche derart verdndert werden, dass daran beispielsweise
weitere Substanzen spezifisch oder selektiv binden konnen.

GemiR einer bevorzugten Ausfilhrungsform weist die chemisch-
physikalisch modifizierte kohlenstoffhaltige Schicht mindestens
eine Bindefunktionalit#dt ausgew#hlt aus der Gruppe, bestehend
aus polaren, apolaren, ionischen, affinen, spezifischen, metall-
komplexierenden Gruppen und Mischungen davon, auf. Hierbei
kénnen beispielsweise alle in der Chromatographie verwendeten
und zur Bindung beitragenden funktionellen Gruppen verwendet
werden.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird mit ,Bindefunktio-
nalitit™ eine funktionelle Gruppe, die Molekiile (Analyten)
entweder kovalent oder nicht kovalent binden kann, bezeichnet.

Erfindungsgemdf z&hlen zu ,affinen™ Gruppen all jene
funktionellen Gruppen, die gegenilber anderen chemischen Ver-
bindungen und Gruppen eine Affinitdt aufweisen (z.B. gegeniber
phosphorylierten Verbindungen).

».Spezifische“ funktionelle Gruppen umfassen alle chemischen
Verbindungen, die andere chemische Verbindungen und Gruppen spe-
zifisch zu binden vermégen. Beispielhaft erwdhnt seien in diesem
Zusammenhang Antikérper-Antigen-, Enzym-Substrat-, Enzym-Inhibi-
tor~ und Protein-Ligand-Verbindungen.

Vorzugsweise ist die kohlenstoffhaltige Schicht kovalent mit
Wasserstoff (-H) (Toshiki Tsubota, Osamu Hirabayashi, Shintaro
Ida, Shoji Nagaoka, Masanori Nagata and Yasumichi Matsumoto, Re-
activity of the hydrogen atoms on diamond surface with various
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radical initiators in mild condition, Diamond and Related mate-
rials, 11 (7) 1360-1365 (2002)), Halogenen (-Cl, -Br, -I, -F),
Hydroxylfunktion (-OH), Carbonylfunktion (=0), aromatischen
Ringsystemen, Schwefel und Schwefelderivaten, Grignardver-
bindungen (-MgBr), Aminen (-NH:), Epoxiden, Metallen (z.B. -Li)
oder Kohlenstoffketten modifiziert. Die chemisch-physikalisch
modifizierte kohlenstoffhaltige Schicht verfiigt gegebenenfalls
tiber Bindefunktionalité&ten.

GemdB einer bevorzugten Ausfilhrungsform weist die koh-
lenstoffhaltige Schicht mindestens eine Bindefunktionalit&t aus-
gewdhlt aus der Gruppe, bestehend ‘aus Kohlenstoff-Bindungen,
Epoxiden, Halogenen, Aminogruppen, Hydroxygruppen, Sauregruppen,
Siurechloride, Cyanidgruppen, Aldehydgruppen, Sulfatgruppen,
Sulfonatgruppen, Phosphatgruppen, Metall-komplexierende Gruppen,
Thioethern, Biotin, Thiolen und Mischungen davon, auf. Durch das
direkte Aufbringen von funktionellen Gruppen auf die koh-
lenstoffhaltige Schicht am Target ist es mdglich Analyten, wie
z.B. Peptide, Proteine, Nukleins&uren und sonstige chemische
Substanzen, kovalent oder nicht-kovalent an das Target zu
binden.

GemiB einer weiteren bevorzugten Ausfiilhrungsform ist die
kohlenstoffhaltige Schicht chemisch mit einem oder mehreren Lin-
kern modifiziert. Der Linker wird dabei mit an sich im Stand der
Technik bekannten Methoden (Fox and Whitesell, Organische Che-
mie, 1995, pages 255, 297-298, 335-338, 367-368, 406-408, 444-
446, 493-496, 525-526, 550-551, 586-587, 879-884) an die che-
misch-physikalisch modifizierte kohlenstoffhaltige Schicht ge-
bunden (beispielsweise wird eine Verbindung, enthaltend eine
Kohlenstoff-Doppelbindung, durch photochemische Reaktionen an
die Diamantschicht gebunden (Todd Strother, Tanya Knickerbocker,
John N. Russel, Jr. James E. Butler, Lloyd M. Smith, Robert J.
Hamers, Photochemical Functionalisation of Diamond Films, Lang-
muir 18 (4): 968-971 (2002))). Diese Linker umfassen selbst
funktionelle Gruppen, die direkt mit einer zu analysierenden
Probe in Kontakt gebracht werden, oder sie umfassen chemisch
funktionelle Gruppen an denen weitere chemische Verbindungen mit
funktionellen Gruppen gebunden werden, die erneut mit einer zu
analysierenden Probe in Kontakt gebracht werden.

GemidB der vorliegenden Erfindung versteht man unter einem
»Linker"“ eine chemische Verbindung mit einer funktionellen
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Gruppe, die entweder direkt an die kohlenstoffhaltige Schicht
und/oder chemisch-physikalisch modifizierten kohlenstoffhaltige
Schicht oder an die funktionelle Gruppe eines weiteren Linkers
bindet.

Erfindungsgemif versteht man unter einer ,funktionellen
Gruppe" jenen Teil eines Molekills, der fiir die Bindung eines
weiteren Molekils verantwortlich ist. Diese funktionellen
Gruppen umfassen alle z.B. in der Affinit&dts-, Reversed-Phase,
Normal-Phase oder Ionentausch-Chromatographie angewandten Binde-
funktionalitidten, um zum Beispiel Analyten wie Antikérper,
Proteine, DNA, Rezeptoren und dergleichen spezifisch zu binden.

GemdB einer bevorzugten Ausfihrungsform weist der Linker
selbst mindestens eine Bindefunktionalit&t auf. Dadurch kann ein
in dieser Weise funktionalisiertes Target ohne die chemische
Bindung von weiteren Substanzen, die eine Bindefunktionalité&t
aufweisen, verwendet werden.

Die erfindungsgemidfen chemischen Modifikationen erlauben das
Target zu funktionalisieren, so dass dieses Target schlieflich
Substanzen selektiv binden kann, vergleichbar mit Affinité&ts-,
Reversed-Phase-, Normal-Phase- oder Ionentausch-Sdulen in der
Chromatographie. Beim Funktionalisieren iber einen Linker oder
direkt an der kohlenstoffhaltigen Schicht von massenspektrome-
trischen Targets werden erfindungsgemdB dieselben funktionellen
Gruppen eingefihrt wie bei den entsprechenden chromato-
graphischen Methoden. Das in der Weise modifizierte Target kann
dabei eine einzige oder mehrere solcher funktionellen Gruppen
aufweisen, womit es méglich ist, die Selektivit&t des Targets zu
steigern oder aber auch mehrere Substanzen an das Target zu
binden. Diese funktionalisierten Targets gemdB der vorliegenden
Erfindung eignen sich besonders gut zur Verwendung in der Laser
Desorptions/Ionisations—- Massenspektrometrie.

Vorzugsweise umfasst der Linker eine Epoxidgruppe und ist
ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Glycidyl Methacrylat,
3,4-Epoxybutyl Acrylat, 2-Methyl-2-Propenyl- Oxirancarbonsdure-
Ester, 3-(2-Methyloxiranyl)-2-Propensdure-Methyl-Ester, Dihydro-
4~ (2~-Propenyloxy) -2 (3H) -Furanon, 2-Methyl-2-Propensédure-Oxira-
nylmethyl-Ester, Tetrahydro-3-Furanyl-2-Propensdure-Ester, Oxi-
ranylmethyl-2-Butensidure-Ester, 1-Methylethenyl-Oxiranessigsdu-
re-Ester, Oxiranylmethyl-3-Butensdure-Ester, {(3-Methyloxiranyl)-
Methyl-2-Propensdure-Ester, 3-Oxiranyl-2-Propensdure-Ethyl-Es-
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ter, 2-Methyl-2-Propenyl-Oxirancarbonsdure-Ester, 2-Oxiranyle-
thyl-2-Propensidure-Ester, 3-(3-Butenyl)-Oxirancarbonsdure, 2,3-
Epoxy-Buttersdure-Allyl-Ester, 2,3-Epoxypropyl-Crotonsdure-Es-
ter, Tetrahydro-2-Furanyl-2-Propensdure-Ester, (2-Methyloxira-
nyl)-Methyl-2-Propensdure-Ester, 2-Methyl-2-Propensdure-3-Oxeta-
nyl-Ester und Mischungen davon. Diese Molekiile kénnen beispiels-
weise durch die vorhandenen Kohlenstoff-Doppelbindungen unter
Einwirkung ultravioletter Strahlung an die Diamantschicht ge-
bunden werden (Todd Strother, Tanya Knickerbocker, John N. Rus-
sel, Jr. James E. Butler, Lloyd M. Smith, Robert J. Hamers, Pho-
tochemical Functionalisation of Diamond Films, Langmuir 18 (4):
968-971 (2002)). Die freie Epoxidgruppe kann schlieflich mit
einem Molekil, das eine funktionelle Gruppe umfasst, weiterrea-
gieren.

GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist der epoxid-
haltige Linker mit einer Substanz, ausgewdhlt aus der Gruppe be-
stehend aus Iminodiessigsdure, Nitrilotriessigsdure, N-Carboxy-
B-Alanin, Asparaginsdure, 2-Amino-2-Methyl-Propandi-Sdure, 2-Fu-
ranessigsdure, 5-Ethyl-3-Hydroxy-4-Methyl-2 (5H)-Furanon, Te-
trahydro-4-Methylen-3-Furanessigsdure, Asparagin-S&ure, 2-Buten-
di-Saure, Methylen-Propandi-Sdure und Mischungen davon, modifi-
ziert. Diese Molekiile binden bzw. komplexieren Metallionen und
kénnen daher, &hnlich wie in der Chromatographie, zur Analyse
von Biomelekilen, verwendet werden.

GemdB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform weist der
Linker eine Aminogruppe auf und ist vorteilhafterweise ausge-
wdhlt aus der Gruppe bestehend aus 10-Undecen-l-amine, 1l-Amino-
5- Hexen, N-2-Propenyl-2,2,2-Trifluor Acetamid und Mischungen
davon. Diese Molekiile kdénnen beispielsweise liber eine Koh-
lenstoff-Doppelbindung direkt an die kohlenstoffhaltigen Schicht
gebunden werden und werden vorzugsweise durch ihre positive
Nettoladung als Anionentauscher eingesetzt.

Vorzugsweise weist der Linker eine Carbonsduregruppe auf und
ist ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus 2-Butendisédure,
Ethylendicarbonsdure und Mischungen davon. Da die erwdhnten Sdu-
ren eine negative Nettoladung aufweisen, werden Targets mit sol-
chen funktionellen Gruppen vorzugsweise als Kationentauscher
verwendet.

GemdB einer bevorzugten Ausfithrungsform enthdlt der Linker
ein Halogen und ist vorzugsweise ausgewdhlt aus der Gruppe be-
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stehend aus Propenylchlorid, Butenylchlorid, 1-Brom-Propen, 1-
Chlor-Propen, 2-Brom-Propen, 2-Chlor-Propen, 4- Chlor-1-Buten,
4~-Chlor-2-Buten, 3-Chlor-1-Buten, 2- Methyl-1-Chlor-1-Propen, 1-
Chlor-2-Buten, 1-Chlor-1-Buten, 2-Chlor-3-Methyl-2-Buten, 3-
Chlor-2-Methyl-2-Buten, 4-Chlor-2-Penten, 2-Chlor-2-Penten, 1-
Chlor-l1-Penten, 1-Chlor-3-Methyl-1-Buten, 1-Chlor-2-Methyl-1-Bu-
ten, 3-Chlor-2-Penten, 5-Chlor-2-Penten, 1,5-Dichlor-2-Penten,
4,4-Dichlor-2-Methyl-1-Buten, 2-Chlor-5-Methyl-3-Hexen, 3-Chlor-
4-Methyl-1-Hexen, 2-Chlor-2-Methyl-3-Hexen und Mischungen davon.

Gemah einer bevorzugten Ausfiihrungsform besteht das Substrat
aus Graphit, das mit einer kohlenstoffhaltigen Schicht iberzogen
ist. Der Einsatz von Graphit als Substrat hat sich als besonders
geeignet fiir den Einsatz in der Massenspektrometrie erwiesen.

GemdfR einer besonderen Variante des erfindungsgeméfen
Targets besteht das gesamte Target aus der kohlenstoffhaltigen
Schicht, so dass Substrat und kohlenstoffhaltige Schicht in
einem vereint sind (als kohlenstoffhaltiger Materialkdrper, z.B.
als Diamant-Kristall (high-pressure high-temperature Material;
HPHT) oder als Graphitblock).

GemdB einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das Target aus-
tauschbar auf einer Halterung (,Substrathalter“) aufgebracht.
Durch diese erfindungsgemdfe Ausfihrungsform ist es moéglich,
Targets flexibel auszutauschen, was zu einer Erleichterung bei
der Handhabung von Targets fithrt. Vor allem in Anbetracht der
Tatsache, dass es nun méglich ist, verschieden funktionalisierte
Targets beliebig zu kombinieren. Auch bei der Herstellung
funktionalisierter Targets ergeben sich zahlreiche Vorteile, da
aus grofflachig funktionalisierten Targets kleine handliche und
flexibel anwendbare Targets gefertigt werden konnen. Dies ist
natuirlich auch verkaufstechnisch vorteilhaft.

Vorzugsweise wird die Targethalterung mit den verschieden
funktionalisierten Targets direkt in das Massenspektrometer ein-
gesetzt. Dadurch kann eine Probe mittels Anwendung verschiedener
chromatographischer Techniken durchgescreent werden.

Vorzugsweise wird das erfindungsgemdfe Target in der Matrix-
unterstiitzten Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie
(MALDI-MS) oder in der oberfldchenaktivierten Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (SELDI-MS) einge-
setzt. Die Verwendung eines solchen Targets weist erhebliche
Vorteile gegeniiber dem Stand der Technik auf, vor allem beziig-
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lich der besseren Analysenergebnisse, der flexibleren Handhabung
und der mit einer Vielzahl an m8glichen chemischen Reaktionen
(Fox and Whitesell, Organische Chemie, 1995, Seiten 255, 297-
298, 335-338, 367-368, 406-408, 444-446, 493-496, 525-526, 550-
551, 586-587, 879-884) verbundenen gestaltbaren Funktio-
nalisierung der Targetoberfldche, der Biokompatibilit&t, Robust-
heit, Herstellbarkeit und Haltbarkeit.

ErfindungsgemdB wird nach einem weiteren Aspekt ein Verfah-
ren zur Analyse einer Probe mittels oberfldchenaktivierter Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (SELDI-MS), um-
fassend:

- Aufbringen einer Probe auf ein erfindungsgemdRes Target,

-~ optionelles Entfernen der nicht am Target gebundenen Stof-

fe,

- Hinzufiigen einer Matrix, Einbettung der Probe in die Ma-

trix mittels Verdampfung eines Lésungsmittels und

- Analyse der Probe mittels Massenspektrometrie
zur Verfiigung gestellt.

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfah-
ren zur Analyse einer Probe mittels Matrix-unterstiitzter Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS), um-
fassend

- Aufbringen einer Probe auf ein erfindungsgemdfies Target,

- Hinzufiigen einer Matrix, Einbettung der Probe in die Ma-

trix mittels Verdampfung eines L&sungsmittels und

- Analyse der Probe mittels Massenspektrometrie.

GemdB einem anderen Aspekt betrifft die vorliegende Er-
findung kohlenstoffhaltige Partikel umfassend oder bestehend aus
einer erfindungsgemidfen kohlenstoffhaltigen Schicht, sowie die
Verwendung dieser Partikel zum Binden von mindestens einem
Analyten einer Probe und zur anschlieBenden Analyse der be-
ladenen Partikel mittels matrixunterstiitzter Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie verwendet.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein
kohlenstoffhaltiges Pulver umfassend oder bestehend aus der er-
findungsgemdf genilitzten kohlenstoffhaltigen Schichtmaterial, so-
wie die Verwendung dieses Pulvers zum Binden eines oder mehrerer
Analyten einer Probe und zur anschliefenden Analyse des be-
ladenen Pulvers mittels matrixunterstitzter Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie vor. Sowohl die koh-




- 16 - o0 L XJ oe o0 o0 L]

lenstoffhaltigen Partikel als auch das kohlenstoffhaltige Pulver
eignet sich besonders gut zur Verwendung in der Massenspektrome-
trie. Beide Formen k&nnen beispielsweise als chromatographisches
Material verwendet werden, wobei die beladenen Partikel bzw. das
beladene Pulver nach Aufbringen auf einem Tr&dger in einem
Massenspektrometer untersucht werden konnen.

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung auch eine pastése
Masse umfassend oder bestehend aus dem erfindungsgemdB genutzten
kohlenstoffhaltigen Schichtmaterial sowie die Verwendung dieser
Paste zum Binden eines oder mehrerer Analyten einer Probe und
zur ‘anschliefenden Analyse der beladenen Masse mittels matrixun-
terstiitzter Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie.

Die Erfindung wird weiters durch folgende Figuren und Bei-
spiele erldutert, ohne jedoch auf diese beschradnkt zu sein.

Fig. 1 zeigt die Draufsicht A und den Querschnitt B eines
Targets, bestehend aus einem Substrat 1 und einer Diamant-
schicht 2.

Fig. 2 zeigt beispielhaft eine Targethalterung 3, auf der
austauschbare funktionalisierte Targets 4 aufgebracht sind.

'Fig. 3 zeigt eine Illuminationskammer mit der ein Target 5
unter Zufuhr 6 von inertem Gas mittels UV-Strahlung (UV-Lampe 7)
mit einem Linker (durch den Zulauf 8) funktionalisiert werden
kann.

Fig. 4 zeigt die Herstellung eines funktionalisierten
Targets mit Glycidyl Methacrylat als Linker und Iminodiessigs&du-
re als funktionelle Gruppe. Die Bindung des Linkers (z.B. Glyci-
dyl-Methacrylat) an eine mit Wasserstoff gesattigten Diamant-
schicht A wird durch UV-Strahlung katalysiert B. Die freie
Epoxidgruppe des Linkers reagiert schlieflich mit Iminodiessig-
sdure weiter und bildet somit eine metallkomplexierende Oberfla-
che aus C. Das funktionalisierte Target wird schlieBlich mit Me-
tallionen beladen D.

Fig. 5 zeigt beispielhaft weitere funktionelle Gruppen, die
Uber die Epoxidgruppe des Linkers an das Target gebunden werden
kénnen.

Fig. 6 zeigt eine massenspektrometrische Analyse von
menschlichem Serum in einem Massenbereich von 2-10 kDa, wobei
folgende Bedingungen angewendet wurden: Sinapins&dure 1:1 in 50 %
Acetonitril und 50 % 0.1 & TFA in deionisiertem Wasser; ge-
messen im positiven linearen Modus.
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Fig. 7 zeigt ein MS-Spektrum von Blutserum mit einem er-
findungsmifigen Targets vor (Fig. 7A) und nach (Fig. 7B) der
Regeneration bzw. Behandlung mit EDTA, wobei folgende Be-
dingungen angewendet wurden: Sinapins&ure 1:1 in 50 % Acetoni-
tril und 50 % 0.1 % TFA in deionisiertem Wasser; gemessen im
positiven linearen Modus; Massenbereich von 2 - 10 kDa.

Fig. 8 zeigt die verschiedenen Bindem&glichkeiten eines
Analyten an ein erfindungsméfiges Target, bestehend aus einem
Substrat 1 und einer kohlenstoffhaltigen Schicht 2. Der Analyt
kann dabei direkt iiber ein chemisch modifiziertes Target (wobei
Y beispielsweise H, Cl, Br, I, F, OH, O, S, NH,, MgBr, Li, Benzen
umfasst; Fig. 8A), Uber einen Linker L (z.B. Glycidyl-Metha-
crylat), der auch eine Bindefunktionalit&4t aufweist (Fig. 8B),
ilber eine Verbindung F (Fig. 8C), die an einem Linker L gebunden
ist und eine Bindefunktionalit&dt aufweist, lber mehrere Ver-
bindungen F und nF (Fig. 8D) oder iber ein Metallion M (Fig. 8E)
an das Target gebunden werden. Die Bindefunktionalit&dt erlaubt
eine kovalente und/oder nicht-kovalente Bindung des Analyten an
das Target.

Beispiele:

Beispiel 1: Herstellung der Diamantschicht
Ein entsprechendes Graphitsubstrat wird in Isopropanol fir 15
Minuten im Ultraschall gereinigt und danach mit trockenem Stick-
stoff abgeblasen. Das Teil wird mittels einer Aufnahme in eine
Suspension aus Diamantpulver (Kérnung 250 Mikrometer) und Iso-
propanol getaucht und fir 60 Minuten mit Ultraschall belegt. Da-
nach wird das Teil mit Isopropanol gewaschen und mit trockenem
Stickstoff getrocknet.

Das getrocknete Teil wird auf einen Substrathalter der Dia-
mantbeschichtungsanlage montiert und fiir 20 Stunden mit Diamant
beschichtet. Bei einer Wachstumsrate von 0,2 pm pro Stunde er-
gibt sich daraus eine resultierende Schichtdicke von etwa 4 pm.

Beispiel 2: Derivatisierung der Diamantoberfl&dche fiir Me-
tall-Affinitdatschromatographie

Der diamantbeschichtete Graphit wird in eine Illuminations-
kammer (Fig. 3) gegeben, die mit Stickstoff durchstrémt wird.
Die Abdeckung (Deckel) der Illuminationskammer besteht aus
Quarzglas. Auf die Diamantoberfldche wird die Linkersubstanz
z.B. Glycidyl-Methacrylat aufgegeben und der diamantbeschichtete
Graphit fir 5 bis 15 Stunden mit UV-Licht illuminiert. Danach
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wird der diamantbeschichtete Graphit mit deionisiertem Wasser
gewaschen. Anschliefend wird der diamantbeschichtete Graphit fir
5 bis 15 Stunden mit einer Iminodiessigs&ureldsung bei optimalem
pH-Wert behandelt. Nach Waschen des diamantbeschichteten
Graphits mit deionisiertem Wasser, wird dieser mit Metallionen
z.B. Kupfer, Eisen, Nickel, Gallium beladen. Darauf folgt ein
weiterer Waschschritt mit deionisiertem Wasser (Fig. 4).

Beispiel 3: Probenprdparation am Target

40 pl menschliches Serum, 30 pl of 8 M Harnstoff, 1 % CHAPS
((3-[(3-Cholamidopropyl)Dimethylammonio]-1-Propan-Sulfonat) in
PBS (Phosphatpuffer salzhaltig) wird gemischt, mit PBS Puffer
auf 1:5 verdiinnt und fir 10 Minuten bei ca. 4 °C geschiittelt.
Das mit Iminodiessigsiure immobilisierte Diamanttarget wird mit
Kupferionen beladen, aktiviert und mit PBS-Puffer equilibriert.
Nach dem Equilibrationsschritt werden 40 pl Serum auf das Target
gebracht. Nach der Inkubationszeit (2 Stunden bei 30 °C) werden
die ungebundenen Proteine mehrmals mit PBS Puffer weggewaschen
(vorzugsweise 3x). Nach dem Waschschritt mit PBS wird noch 1x
mit destilliertem Wasser nachgewaschen.

Beispiel 4: MALDI-TOF - Analyse (Fig. 6)

Nach dem Lufttrocknen der Probe am Target wird Matrix (vorzugs-
weise Sinapinsdure in 50 % Acetonitril und 50 % 0.1 % TFA in
Wasser) zugegeben. Die Probe wird dann mittels MALDI-TOF-MS
analysiert (Ultraflex MALDI-TOF-TOF, Bruker Daltonik, Bremen).

Beispiel 5: Entfernung der Probe und Regeneration des
Targets (Fig. 7)

Das Target wird zunidchst mit deionisiertem Wasser und an-
schliefend mehrmals mit einer 100 mM EDTA L&sung gewaschen. Vor
dem Trocknen (im Trockenschrank bei 30 °C) wird das Target er-
neut mit deionisiertem Wasser gereinigt.
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Patentanspriche:

1. Massenspektrometrisches Target fir ein Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometer umfassend ein Sub-
strat, dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat zumindest teil-
weise mit einer kohlenstoffhaltigen Schicht, umfassend ein Mate-
rial ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Diamant, amorphem
Kohlenstoff, DLC (diamond-like-carbon), Graphit, Nanotubes, Na-
nowires, Fullerenen und Mischungen davon, iuberzogen ist, und die
kohlenstoffhaltige Schicht chemisch-physikalisch modifiziert
ist.

2. Target nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die koh-
lenstoffhaltige Schicht nanokristalline, polykristalline,
ultrananokristalline oder monokristalline Diamanten umfasst.

3. Target nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die kohlenstoffhaltige Schicht einen Diamantkristallitanteil von
mindestens 10%, von mindestens 20%, von mindestens 30%, von
mindestens 40%, von mindestens 50%, von mindestens 60%, von
mindestens 70%, von mindestens 80%, von mindestens 90%, von
mindestens 95%, von mindestens 99%, insbesondere von mindestens
99, 5%, aufweist.

4. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeich-
net, dass die Diamanten der kohlenstoffhaltigen Schicht eine
KristallitgrdBe von 0,1 bis 500 nm, vorzugsweise von 5 bis 100
nm, insbesondere von 8 bis 30 nm, aufweist.

5. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeich-
net, dass die kohlenstoffhaltige Schicht eine Schichtdicke von
0,1 nm bis 50 um, bevorzugt 100 nm bis 40 pm, insbesondere von 1
bis 20 pm, aufweist.

6. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeich-
net, dass die kohlenstoffhaltige Schicht und/oder das Substrat
elektrisch leitfahig ist.

7. Target nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeich-
net, dass die kohlenstoffhaltige Schicht aufgrund von Dotierung
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leitfdhig ist.

8. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeich-
net, dass die kohlenstoffhaltige Schicht aufgrund von adsor-
bierten Substanzen leitfdhig ist.

9. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeich-
net, dass das Substrat ein Material ausgew&hlt aus der Gruppe,
bestehend aus Graphit, Metall, Metalloxiden, mineralischen
Oxiden, Halbleiter, Polymer, Kunststoff, Keramik, Glas, Quarz-
glas, Kieselgel, Stahl, Komposit-Materialien, Nanotubes, Nanowi-
res, Fullerene und Mischungen davon, umfasst.

10. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die kohlenstoffhaltige Schicht hydrophile und hy-
drophobe Bereiche aufweist.

11. Target nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die
chemisch-physikalisch modifizierte kohlenstoffhaltige Schicht
mindestens eine Bindefunktionalit&dt ausgewd&hlt aus der Gruppe,
bestehend aus polaren, apolaren, ionischen, affinen, spezi-
fischen, metallkomplexierenden Gruppen und Mischungen davon,
aufweist.

12. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die kohlenstoffhaltige Schicht durch chemische
Modifikation Wasserstoffatome, Halogene, Hydroxylgruppen,
Carbonylgruppen, aromatische Ringsysteme, Schwefel, Schwefelde-
rivate, Grignardverbindungen, Aminogruppen, Epoxide, Metalle
oder Kohlenstoffketten aufweist.

13. Target nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die kohlenstoffhaltige Schicht mindestens eine
Bindefunktionalitit ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus
Kohlenstoff-Doppelbindungen, Epoxiden, Halogenen, Aminogruppen,
Hydroxygruppen, S&duregruppen, Sdurechloride, Cyanidgruppen,
Aldehydgruppen, Sulfatgruppen, Sulfonatgruppen, Phosphatgruppen,
Metall-komplexierende Gruppen, Thioethern, Biotin, Thiolen und
Mischungen davon, aufweist.
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14. Target nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die kohlenstoffhaltige Schicht mit mindestens
einem Linker chemisch modifiziert ist.

15. Target nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der
Linker mindestens eine Bindefunktionalit&t umfasst.

16. Target nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die
Bindefunktionalitdt ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus
Kohlenstoff-Bindungen, Epoxiden, Halogenen, Aminogruppen, Hydro-
Xygruppen, Sduregruppen, Sdurechloride, Cyanidgruppen, Aldehyd-
gruppen, Sulfatgruppen, Sulfonatgruppen, Phosphatgruppen, Me-
tall-komplexierende Gruppen, Thioethern, Biotin, Thiolen und Mi-
schungen davon, ist.

17. Target nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Linker eine Epoxidgruppe umfasst und vorzugs-
weise ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus Glycidyl Metha-
crylat, 3,4-Epoxybutyl Acrylat, 2-Methyl-2-Propenyl- Oxirancarb-
onsidure-Ester, 3-(2-Methyloxiranyl)-2-Propensdure-Methyl-Ester,
Dihydro-4- (2-Propenyloxy) -2 (3H) -Furanon, 2-Methyl-2-Propensdure-
Oxiranylmethyl-Ester, Tetrahydro-3-Furanyl-2-Propensdure-Ester,
Oxiranylmethyl-2-Butensiure-Ester, 1-Methylethenyl-Oxiranessig-
sdure-Ester, Oxiranylmethyl-3-Butensdure-Ester, (3-Methyloxira-
nyl) -Methyl-2-Propensiure-Ester, 3-Oxiranyl-2-Propensdure-Ethyl-
Ester, 2-Methyl-2-Propenyl-Oxirancarbonsdure-Ester, 2-Oxiranyle-
thyl-2-Propensidure-Ester, 3-(3-Butenyl)-Oxirancarbonsadure, 2,3-
Epoxy-Buttersdure-Allyl-Ester, 2,3-Epoxypropyl-Crotonsdure-Es-
ter, Tetrahydro-2-Furanyl-2-Propensdure-Ester, (2-Methyloxira?
nyl)-Methyl-2-Propensdure-Ester, 2-Methyl-2-Propensdure-3-Oxeta-
nyl-Ester und Mischungen davon, ist.

18. Target nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Linker eine chemische Gruppe ausgewdhlt aus
der Gruppe, bestehend aus Iminodiessigs&dure, Nitrilotriessigsédu-
re, N-Carboxy- B-Alanin, Asparaginsdure, 2-Amino-2-Methyl-Pro-
pandi-S4ure, 2-Furanessigsdure, 5-Ethyl-3-Hydroxy-4-Methyl-2
(5H) -Furanon, Tetrahydro-4-Methylen-3-Furanessigsdure, Aspara-
gin-Sdure, 2-Butendi-Sidure, Methylen-Propandi-S&ure und Mi-
schungen davon, umfasst.
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19. Target nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Linker eine Aminogruppe enth&dlt und vorzugs-
weise ausgewdhlt aus der Gruppe, bestehend aus 10-Undecen-1-
amine, l-Amino-5-Hexen, N-2-Propenyl-2,2,2-Trifluor Acetamid und
Mischungen davon, ist.

20. Target nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Linker eine Carbons&uregruppe enthdlt und
vorzugsweise ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus 2-Butendi-
sdure, Ethylendicarbonsdure und Mischungen davon, ist.

21. Target nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Linker ein Halogen enthdlt und vorzugsweise
ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Propenylchlorid, Bute-
nylchlorid, 1-Brom-Propen, l-Chlor-Propen, 2-Brom-Propen, 2-
Chlor-Propen, 4- Chlor-1-Buten, 4-Chlor-2-Buten, 3-Chlor-1-Bu-
ten, 2- Methyl-1-Chlor-1-Propen, 1-Chlor-2-Buten, 1-Chlor-1-Bu-
ten, 2-Chlor-3-Methyl-2-Buten, 3-Chlor-2-Methyl-2-Buten, 4-
Chlor-2-Penten, 2-Chlor-2-Penten, 1-Chlor-l1-Penten, 1-Chlor-3-
Methyl-1-Buten, 1-Chlor-2-Methyl-1-Buten, 3-Chlor-2-Penten, 5-
Chlor-2-Penten 1,5-Dichlor-2-Penten, 4,4-Dichlor-2-Methyl-1-Bu-
ten, 2-Chlor-5-Methyl-3-Hexen, 3-Chlor-4-Methyl-1-Hexen, 2-
Chlor-2-Methyl-3-Hexen und Mischungen davon, ist.

22. Target nach einem der Anspriche 1 bis 21, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Substrat aus Graphit besteht und mit einer
kohlenstoffhaltigen Schicht iberzogen ist.

23. Target nach einem der Anspriche 1 bis 22, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Target austauschbar auf einer Targethalterung
aufgebracht ist.

24. Target nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die
Targethalterung direkt in das Massenspektrometer einsetzbar ist.

25. Verwendung eines Targets nach einem der Anspriiche 1 bis 24
zur Matrix-unterstiitzten Laser Desorptions/Ionisations-Massen-
spektrometrischen oder oberflachenaktivierten Laser

Desorptions/Ionisations- Massenspektrometrischen Untersuchung
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von zumindest einer Probe.

26. Verfahren zur Analyse einer Probe mittels oberfldchen-
aktivierter Laser Desorptions/Ionisations- Massenspektrometrie
umfassend
- Aufbringen einer Probe auf ein Target nach einem der An-
spriiche 1 bis 24,
- optionelles Entfernen der nicht am Target gebundenen Stof-
fe,
- Hinzuflgen einer Matrix, Einbettung der Probe in die Ma-
trix mittels Verdampfung eines L&sungsmittels und
- Analyse der Probe mittels Massenspektrometrie.

27. Verfahren zur Analyse einer Probe mittels matrixunterstiitz-
ter Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie umfassend
- Aufbringen einer Probe auf ein Target nach einem der An-
spriche 1 bis 24,
- optionelles Entfernen der nicht am Target gebundenen Stof-
fe,
- Hinzufligen einer Matrix, Einbettung der Probe in die Ma-
trix mittels Verdampfung eines L&sungsmittels und
- Analyse der Probe mittels Massenspektrometrie.

28. Kohlenstoffhaltige Partikel, umfassend eine kohlenstoff-
haltige Schicht wie in einem der Anspriiche 1 bis 22 definiert.

29. Verwendung von kohlenstoffhaltigen Partikeln nach An-
spruch 28 zum Binden von mindestens einem Analyten einer Probe
und zur anschlieflenden Analyse der beladenen Partikel mittels
matrixunterstitzter Laser Desorptions/Ionisations-Massenspek-
trometrie.

30. Kohlenstoffhaltiges Pulver, umfassend eine kohlenstoff-
haltiges Schichtmaterial wie in einem der Anspriiche 1 bis 22 de-
finiert.

31. Verwendung eines kohlenstoffhaltigen Pulvers nach An-
spruch 30 zum Binden eines oder mehrerer Analyten einer Probe
und zur anschliefenden Analyse des beladenen Pulvers mittels ma-

trixunterstitzter Laser Desorptions/Ionisations-Massenspektrome-
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trie.

32. Pastdse Masse, umfassend eine kohlenstoffhaltiges Material
wie in einem der Anspriiche 1 bis 22 definiert.

33. Verwendung einer pastdsen Masse nach Anspruch 32 zum Binden
eines oder mehrerer Analyten einer Probe und zur anschlieflenden
Analyse der beladenen Masse mittels matrixunterstiitzter Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie.
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Fig. 2
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Fig. 3
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