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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Untersuchung von Zellkulturen, biologischen Geweben beziehungsweise ganz
allgemein biologischen Probensystemen hinsichtlich ihrer lokalen elementaren und
molekularen Zusammensetzung ist in vielen Bereichen der biologischen und
biomedizinischen Grundlagenforschung von stetig steigendem Interesse. Auch in der
Pharmakologie und Toxikologie, wo es Ziel ist die Verteilung und Wirkungsweise von
Medikamenten oder Schadstoffen besser verstehen zu kdnnen, besteht nach wie vor
hoher Bedarf an leistungsfahigen Analysemethoden. Durch die Vorzige der Flugzeit-
Sekundarionen-Massenspektrometrie  (ToF-SIMS), wie zum Beispiel die hohe
Empfindlichkeit und die geringen Nachweisgrenzen, ist diese prinzipiell ein geeignetes
Verfahren, mit dem sich bei diesen Probensystemen viele neue Erkenntnisse erzielen
lieken. Auch die hohe Lateral- und Tiefenauflésung sowie die prinzipielle Méglichkeit
des gleichzeitigen Nachweises von Elementen und Molekulen sind Eigenschaften, die
fir einen Einsatz bei diesen Probensystemen sprechen. Allerdings wird die ToF-SIMS
hier nur relativ eingeschrankt genutzt, da aufgrund des hohen Wasseranteils in diesen
Probensystemen und der Notwendigkeit die Proben fir eine ToF-SIMS-Analyse in ein
Vakuumsystem einzubringen, in vivo Analysen ausgeschlossen sind. Geeignete
Methoden zur Probenpréparation, die die chemische sowie strukturelle Integritat der
Probe konservieren und gleichzeitig die Probe vakuumtauglich préparieren, sind bisher
nur unzureichend entwickelt. Die fur andere Analyseverfahren haufig verwendete
Methode der chemischen Fixierung wére zwar prinzipiell auch fiir eine ToF-SIMS-
Analyse moglich, schrankt aber den Informationsgehalt der Analyse enorm ein, da je
nach Fixierungsmittel immer nur bestimmte Arten von Molekdlen, zum Beispiel nur das
Membrangerust, im eigentlichen Zustand fixiert wirden und dartiber hinaus
Informationen uber die lokale Verteilung anderer Elemente oder Molekile verloren
gingen.

Ein Verfahren, dass das Potenzial besitzt beim Préparationsvorgang sowohl die
chemische als auch die strukturelle Integritat eines biologischen Probensystems zu
bewahren und gleichzeitig den gesamten chemischen Informationsgehalt unbeeinflusst
zu lassen, ist das Verfahren der Kryofixierung. Hierbei wird die nicht weiter
vorbehandelte —am besten noch vitale — Probe rasch auf Temperaturen unter -130 °C
abgekihlt und damit eingefroren. Zwar liefert dieses Praparationsverfahren aus Sicht
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der analytischen Fragestellungen die am besten geeigneten Proben, doch bereitet der
Wassergehalt der tief gefrorenen Proben im Vakuumsystem handelstiblicher ToF-
SIMS-Apparaturen, die meist nur eine Analyse trockener Proben bei Raumtemperatur
erlauben, erhebliche Probleme.

Um die mit dem Wasser verbundenen Probleme umgehen zu kénnen, wird vielfach den
kryofixierten Proben mit Hilfe der Gefriertrocknung oder der Tripelpunkttrocknung das
Wasser schonend entzogen, so dass die Proben schlieBlich auf Raumtemperatur
gebracht und dann analysiert werden konnen [1,2]. Dieses Verfahren schrénkt aber
wieder die Bandbreite zu analysierender Proben ein, da eine Entfernung von 60% bis
90% des Probenmaterials immer ein immenser Eingriff in die Probenzusammensetzung
ist und es dariiber hinaus auch zu Schrumpfungsartefakten wie Abldsen von
Oberflachen, Bildung von Rissen und &hnlichem fuhren kann. Auch fur Probensysteme,
die durch Wasser gestutzt werden und ohne dieses zusammenfallen wirden, ist eine
Gefriertrocknung nicht geeignet. Darlber hinaus ist nach einer Gefriertrocknung fir
viele im Wasser geltste Stoffe eine Bestimmung ihrer urspriinglichen Konzentration
nicht mehr sinnvoll moglich, da diese beim Sublimieren des Wassers auf dem
verbleibenden Material beliebig aufkonzentriert werden.

Diese Einschrankungen konnen nur dadurch umgangen werden, wenn auf die
Gefriertrocknung komplett verzichtet wird. Allerdings ist es dann zwingend notwendig
die Proben fir alle Prozessschritte von der Praparation bis zur Analyse auf
Temperaturen gekihlt zu halten, die eine Gefriertrocknung ausschlief3en. Erschwerend
kommt noch hinzu, dass sich die analytischen Fragestellungen vielfach auch auf
Bereiche im Inneren kryofixierter Proben beziehen, so dass diese der ToF-SIMS-
Analyse nachtréglich noch uber geeignete Bruch- beziehungsweise Schnitttechniken
zugénglich gemacht werden mdissen. Eine nachtrégliche Integration der mit diesen
Voraussetzungen verbundenen instrumentellen Verdnderungen lasst sich an
bestehenden ToF-SIMS-Analysegeréaten kaum realisieren.

Unter der Randbedingung, dass die vielfaltigen Einsatzmdglichkeiten bei der ToF-
SIMS-Analyse ungekihlter Probensysteme nicht allzu sehr eingeschrankt werden, war
es das Ziel dieser Arbeit, die Entwicklung und den Aufbau einer neuen
Analyseapparatur  vorzunehmen, die speziell darauf ausgelegt ist, massen-
spektrometrische Analysen an kryofixierten, nicht gefriergetrockneten biologischen
Probensystemen zu ermdglichen. Auch eine nachtragliche Integration von
Lasersystemen an die Apparatur zur Nachionisierung zerstaubter Neutralteilchen fur die
Sekundérneutralteilchenmassenspektrometrie (Laser-SNMS) sollte mdglich bleiben.
Die vorgenommenen Malnahmen umfassten umfangreichen Verdnderungen im
Vergleich zu anderen Apparaturen im Aufbau des Vakuumsystems und die Integration
einer kihlbaren, mit einer Temperaturregelung versehenen Probenhalteraufnahme in der
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Analysekammer. Ein Kernstiick des neuen Analyseinstrumentes war die direkte
Ankopplung einer Hochvakuum-Kryobruch- beziehungsweise -Kryoschnitteinrichtung.
Damit konnen unter Vakuumbedingungen die an den gefrorenen biologischen Proben
interessierenden Probenstellen freigelegt und analysiert werden, ohne dass die Probe
zwischenzeitlich der Umgebungsluft ausgesetzt beziehungsweise gefriergetrocknet
werden muss.

Nach einer Beschreibung der fir die Konstruktion der neuen Kombinationsapparatur zu
berticksichtigen Grundlagen werden die erfolgreiche Realisierung, die groRe
Einsatzvariabilitdt und die sich daraus ergebenden analytischen Mdoglichkeiten anhand
von ToF-SIMS-Analysen an wassrigen Hefepilzkulturen, pflanzlichem Gewebe sowie
einer 3D-Analyse an einem Organismus des Zooplanktons dargestellt.
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2 Theoretische Grundlagen

Eine ideale Methode fur die Analyse der chemischen Zusammensetzung eines
biologischen Probensystems wadre diejenige, die umfassende Informationen
ortsaufgeldst, sowohl qualitativ als auch quantitativ, Uber die elementare und
molekulare Zusammensetzung der Probe liefert. Am besten wére es dabei, wenn die
jeweiligen Proben nicht aufwendig préapariert und chemisch oder physikalisch
beeinflusst werden missten. Eine solche umfassende Analysemethode existiert
allerdings nicht. Daher sind die in diesem Bereich angewendeten Verfahren ebenso
vielféltig wie die Anzahl der Fragestellungen. So gibt es Verfahren, die die Struktur der
Proben wiedergeben, wie zum Beispiel die Rasterelektronenmikroskopie. Andere
Verfahren, wie zum Beispiel EDX!, XPS? oder MALDI® koénnen die chemische
Zusammensetzung, zum Teil lateral aufgel6st, in einem gewissen Volumen
wiedergeben, wobei die einzelnen Techniken teils nur die elementare
Zusammensetzung teils nur die molekulare Zusammensetzung analysieren kdnnen.
Andere Techniken, wie zum Beispiel die Fluoreszensmikroskopie, bendtigen in den
meisten Féllen einen chemischen Eingriff in das Probensystem, um den Farbstoff an die
jeweils interessierenden Bestandteile zu binden. Ausnahme bilden hier nur wenige
Proben, bei denen die interessierenden Bestandteile ohnehin Fluoreszenseigenschaften
besitzen.

Auch die Sekundarionenmassenspektrometrie (SIMS) kann die Eigenschaften einer
optimalen Analysemethode nicht volistandig erfillen. Trotzdem erdffnen die
Eigenschaften der SIMS bei einer Analyse solcher Proben die Mdglichkeit gleichzeitig
umfassendere Erkenntnisse gewinnen zu kénnen. So bringt die hohe Empfindlichkeit
und Dynamik der SIMS Vorteile gegenlber anderen Verfahren, da viele Bestandteile
oder Wirkstoffe haufig nur in &uBerst geringen Konzentrationen in solchen Proben
vorliegen. Auch die in der SIMS prinzipiell gegebene Mdglichkeit des gleichzeitigen
Nachweises von Elementen und Molekilen kann Vorteile bei der Analyse biologischer
Proben mit sich bringen. Auch die Moglichkeit, eine Analyse ortsaufgeldst mit hoher
Lateralauflosung durchzufiihren, ist mit der SIMS gegeben. Hierbei bedarf es
prinzipbedingt keinerlei Marker, Matrizen, Beschichtungen oder &hnliche die Probe

! Energy Dispersive X-ray Spectroscopy
2 X-ray Photoelectron Spectroscopy
¥ Matrix Assisted Laser Desorption / lonisation
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beeinflussende Praparationsschritte. Trotz dieser Moglichkeiten ist die Anwendung der
SIMS bei der Analyse von biologischen Probensystemen nach wie vor nicht weit
verbreitet. Dies liegt insbesondere daran, dass die Préparationstechniken und -protokolle
fur Proben dieser Art relativ aufwendig und in vielen Féllen auch nur unzureichend
entwickelt sind.

Ziel dieser Arbeit war es, biologische Proben einer SIMS-Analyse zuganglich zu
machen. Daher soll nach einem Uberblick (iber die Prinzipien der SIMS, eine
Vorstellung einiger theoretischer Grundlagen zur Préparation biologischer Proben fir
die massenspektrometrische Analyse und die sich daraus ergebenden Heraus-
forderungen erfolgen.

2.1 Grundlagen der Sekundarteilchenmassenspektrometrie

2.1.1 Erzeugung von Sekundarteilchen

Die massenspektrometrische Analyse einer Probenoberflache mit dem Verfahren der
Sekundérionenmassenspektrometrie (SIMS) beruht auf drei grundlegenden Prozess-
schritten:

e die ionenbeschussinduzierte Zerstaubung der Oberflache
e die Bildung von Sekundarteilchen
e die Massenanalyse

Zur Zerstaubung der Festkorperoberflache der zu analysierenden Probe werden
Primarionen auf diese beschleunigt. Hier stolRen sie mit Atomen an der Oberflache, was
wiederum eine Kaskade weiterer Sto3e mit ihren Nachbarteilchen auslést. Eine so durch
den Beschuss in der Region des Auftreffortes ausgeldste StolRkaskade kann Elementen
und Molekilen an der Oberfliche auch einen Impuls in Richtung der
Oberflachennormalen Ubertragen [3,4]. Reicht die auf die Oberflachenteilchen
Ubertragene Energie aus, ihre jeweilige Bindungsenergie zu tberwinden, kénnen sie
sich von der Oberflache lI6sen. Da dieser Abldseprozess abhangig von der StoRrichtung
und der Ubertragenden Energie auf die letzten beteiligten StoRpartnern ist, ergeben sich
flr die zerstdubten Elemente und Molekile Verteilungen hinsichtlich ihrer Emissions-
energien und -winkel. Bei festem Emissionswinkel wird die Energieverteilung
zerstaubter Atome durch eine Verteilung nach Thompson mit N als der Anzahl der
Teilchen, E als der Energie der Teilchen und Eg als Bindungsenergie des zerstdubten
Teilchens beschrieben [5]:

d—Noc 2E, —E 3
dE (E+E,)
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Das Maximum dieser Verteilung liegt bei der halben Bindungsenergie Eg und betragt
fir Elemente 1,2 eV bis 8 eV [6].

Fur zerstaubte Molekiile wird die Energieverteilung exakter von einer Maxwell-

Boltzmann Verteilung mit Ey als ein Parameter der Verteilung mit der Dimension einer
Energie wiedergegeben [7]:

dN  [4E &
- = e °m
dE | #E}

Die Verteilung hat ihr Maximum bei zirka 1-2 eV und damit bei einer geringeren
Energie als bei atomaren Teilchen und ist wesentlich schmaler.

Far die rdumliche Verteilung gilt, dass die durch senkrechten Primérionenbeschuss
entstenende Sekundarteilchenwolke einer Kosinusverteilung folgt, wobei ¢ den
Emissionswinkel zur Oberflachennormalen und Q2 den Raumwinkel darstellt [8]:

aN oc lcos( )
dQ =« 4

Bei schragem Einfallswinkel der Primérionen kann sich der Schwerpunkt der
Verteilung abhéngig vom Einfallswinkel verschieben und ein Anisotropiefaktor muss
eingefihrt werden [9].

Da die Massenspektrometrie zerstdubter Sekundérteilchen auf Elementarprozessen
beruht, bei denen nur Teilchen aus den obersten Monolagen der Festkorperoberflache
geldst werden [10], ist dieses Verfahren extrem oberflachensensitiv. Informationen Gber
tiefer liegende Schichten lassen sich nur durch zusatzliche Prozessschritte erhalten, die
diese Schichten frei legen und damit eine neue Probenoberflache erzeugen.

Durch den Primérionenbeschuss werden neben neutralen Sekundérteilchen auch
geladene Atome und Molekdle, die Sekundérionen, aus der Probenoberflache emittiert.
Auf deren Massenanalyse beruht das Verfahren der SIMS.

Eine einheitliche Theorie, die fur alle Arten von Festkdrperoberflachen die Zerstdubung
und die lonisation emittierter Probenbestandteile und damit genaue Vorhersagen tber
die resultierende Teilchenflusszusammensetzung moglich macht, existiert bisher nicht.
Dies soll an einigen Beispielen verdeutlicht werden.
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Mit dem Classical Dynamics-Modell [11], bei dem die Struktur des Festkorpers durch
einen endlichen Mikrokristalliten genédhert wird und die Hamiltonschen Bewegungs-
gleichungen fiir alle Targetatome geldst werden, lassen sich Zerstdubungsausbeuten, das
heilt die im Mittel pro Primdrion emittierte Zahl der Sekundéarteilchen sowie ihre
Energie- und Winkelverteilungen berechnen. Die so erhaltenen Werte stimmen
insbesondere fir Halbleiterkristalle gut mit den experimentellen Daten Uberein. Fur
viele andere Oberflachen konnen sie aber nicht die Realitdt widerspiegeln und eine
Aussage Uber den Ladungszustand der emittierten Teilchen ist mit diesem Modell gar
nicht moglich.

Das Bond Breaking-Modell [12,13] ist ein Beispiel fir eine Modell zur intrinsischen
lonisierung. In diesem wird davon ausgegangen, dass in einem polar aufgebauten
Festkorper der Form K*A™ die Energie, die aufgebracht werden muss, um ein neutrales
Atom zu emittieren, groRer als diejenige ist, die zur Bildung freier lonen in der
Gasphase erforderlich ist. Das Modell ist in der Lage die lonenemission aus ionischen
Kristallen qualitativ zu erklaren, versagt aber bei quantitativer Betrachtung.

Das Surface Excitation-Modell [14] hingegen, in welchem von einem thermo-
dynamischen Gleichgewicht fiir das Elektronensystem des Festkorpers im Bereich der
Emission ausgegangen wird, kann die starke Abhdangigkeit der lonisations-
wahrscheinlichkeit von der chemischen Umgebung, den so genannten Matrixeffekt,
erklaren.

Weitere Modelle liefern zum Beispiel semi-empirische (Benninghoven) [15],
thermodynamische (Cooks) [16] und quantenmechanische (Kim und Tsong) [17]
Ansétze zur Beschreibung der Ausbildung von Molekilionen. An dieser Stelle muss
allerdings fur Details und fiir einen Uberblick tiber weitere Modelle auf Spezialliteratur
verwiesen werden [18].

Wie schon mit diesen wenigen Beispielen angedeutet gibt es eine Vielzahl von
Zerstaubungs- und lonisierungsmodellen, die jeweilige Teilaspekte befriedigend
beschreiben andere Effekte hingegen nicht.

Um alternativ die zerstdubten Neutralteilchen hinsichtlich ihrer Masse analysieren zu
konnen, missen diese zundchst nachionisiert werden. Neben Methoden wie der
ElektronenstoRionisierung [19] oder Plasmaionisierung [20] hat sich insbesondere die
Nachionisierung mittels Photonen [21] etabliert. Hier wird mittels Laserstrahlung die
primarionenbeschussinduzierte  Neutralteilchenwolke (ber der Probenoberflache
nachionisiert. Dieses Analyseverfahren wird Laser-Sekundarneutralteilchenmassen-
spektrometrie (Laser-SNMS) genannt.
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2.1.2 Massenanalyse zerstaubter Sekundarteilchen

Fiar die anschlieBende Massenanalyse intrinsisch oder extrinsisch ionisierter
Sekundarteilchen existieren verschiedenste apparative Realisierungen, wie zum Beispiel
die weit verbreitete Gruppe der Quadrupolanalysatoren [22] und der magnetischen
Sektorfeldanalysatoren [23]. Durch geeignete Wahl des elektrischen respektive des
magnetischen Feldes existiert bei ihnen jeweils fur nur ein, beziehungsweise einige
wenige Verhéltnisse von Masse-zu-Ladung, eine stabile Bahn durch den Analysator.
Mithilfe eines kontinuierlichen Durchfahrens der Spektrometereinstellungen ist mit
diesen Gerdatetypen zwar prinzipiell ein komplettes Massenspektrum registrierbar, der
groRte Teil des Sekundérionenflusses geht damit fir die Analyse verloren, so dass die
Empfindlichkeit dadurch bei gegebener Stoffmenge eingeschrénkt ist.

Fur einen besonders empfindlichen Massennachweis ist es notwendig, moglichst viele
der desorbierten Sekundarionen zu erfassen. Diese Mdglichkeit bietet das Verfahren der
Flugzeitanalyse (Time-of-Flight- oder ToF-Analyse), bei dem im Prinzip in einer
Messung ein im Massenbereich unbeschranktes Spektrum erzeugt werden kann. Hierfir
werden die geladenen Sekundérteilchen in einem so genannten Extraktionsfeld auf eine
einheitliche Energie beschleunigt bevor sie eine feldfreie Driftstrecke durchfliegen und
flugzeitabhéngig detektiert werden. Da alle Teilchen (ber die fest vorgegebene
Beschleunigungsspannung Ug,, die gleiche kinetische Energie Ui, pro Ladung
besitzen, durchfliegen sie den Analysator auf gleichen Flugbahnen und es besteht mit

2
in

1
qUExtr = Ek' ZEmV
und
T
Y

mit der Kkinetischen Energie Egi,, der Masse m und der Geschwindigkeit der
Sekundarteilchen v sowie T als Flugzeit und L als effektive Flugstrecke der Teilchen im
Analysator, ein direkter Zusammenhang zwischen Flugzeit und dem Verhaltnis von
Masse zu Ladung q gemaf

T=L 1. m bzw. TOC\/E'
2UExtrq q
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Aus den flr die jeweiligen Teilchen ermittelten Flugzeiten lasst sich somit ein
Massenspektrum errechnen und grafisch darstellen.

Eine wichtige GrolRe zur eindeutigen Identifizierung der Sekundarteilchenspezies ist die
Massenauflosung R, definiert als

R=— bzw. R =L.
Am 2At

Die Unbestimmtheit der Flugzeit At ergibt sich hierbei aus einer Faltung von apparativ
bedingten Streuungen wie der Entstehungsdauer der Sekundérteilchen, der Ansprechzeit
des Detektors oder der Kanalbreite der Registrierung sowie den systematisch bedingten
Streuungen, wie zum Beispiel den Flugzeitunterschieden im Analysator aufgrund der
Energieverteilung der ionisierten Sekundarteilchen.

Neben den durch den Aufbau vorgegebenen Bedingungen ist es unerlasslich, moglichst
kurze Primarionenpulse zu generieren, da diese direkt mit der Entstehungsdauer der
Sekundarionen korreliert sind.

Neben diesen apparativ beziehungsweise systematisch bedingten Effekten, konnen
zusatzliche massenauflosungsbegrenzende Einflisse, zum Beispiel durch die Topo-
graphie der Probe verursacht werden. Auf sehr rauen Oberflachen oder entlang von
Kanten kann es zu Flugstrecken- und somit Flugzeitunterschieden kommen. Dartber
hinaus kann an solchen Stellen nicht unbedingt ein homogenes Extraktionsfeld an-
genommen werden. Auch bei elektrisch isolierenden Proben kann es aufgrund eines
gegebenenfalls nicht konstanten Probenoberflachenpotenzials und des dadurch nicht
mehr konstanten effektiven Extraktionspotenzials zu einer Reduzierung der Massen-
auflésung kommen.

Da es fur die ToF-SIMS notwendig ist, Primérionen auf eine Probenoberflache zu
beschleunigen und anschlieBend Sekundérionen in einem Massenanalysator die
Driftstrecke durchfliegen zu lassen, ist es unerldsslich, dass diese Teilchen die
jeweiligen Wegstrecken unbeeinflusst durch Stée mit weiteren Gasteilchen
zurlicklegen koénnen. Darlber hinaus muss aufgrund der hohen Oberflachen-
empfindlichkeit gewéhrleistet bleiben, dass es nicht wéhrend der Oberflachenanalyse zu
unspezifischen Veranderungen der Probenoberflache durch Adsorptionen kommt. Beide
Bedingungen lassen sich nur realisieren, wenn eine ToF-SIMS-Analyse unter
Vakuumbedingungen durchgefuhrt wird. Dies schrankt die Variabilitdit in den
mdglichen Probensystemen ein.
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2.1.3 Quantitative Beschreibung des Sekundarionenflusses

Fur das Spektrum, welches mit einem solchen Flugzeitmassenspektrometer ermittelt
wird, gilt fur die Anzahl der detektierten Teilchen einer jeden lonenspezies 1(x)*

1(X)* = 1,c(X)S(X)R*(X)T (X)D(x)

Hierbei bezeichnet Ip die Anzahl der Primarionen, die auf die analysierte Flache treffen,
c(x) die Anzahl der Teilchen beziehungsweise Konzentration der Spezies an der
Oberflache, S(x) die Zerstaubungsausbeute und R*(xX) die lonisierungs-
wahrscheinlichkeit, die diese Spezies in der chemischen und topographischen
Umgebung besitzt, sowie T(x) die Transmissions- und D(x) die Detektions-
wahrscheinlichkeit von Analysator und Detektor fur die lonenspezies [24]. Die
Gleichung wird als SIMS-Grundgleichung bezeichnet und umfasst sowohl Geréte- wie
auch Probenparameter.

Da das Herausldsen von Oberflachenteilchen aus dem Festkorper mittels lonenbeschuss
eine nicht zerstorungsfreie Methode darstellt, veréndert sich die Probenoberflache durch
diesen Prozess. So werden mit steigenden Primarionendosisdichten zunehmend weitere
Monolagen abgetragen und dabei ausgedehnte Molekiile zerstort. wobei das
Abbauverhalten von Molekiilen an der Oberflache extrem abhdngig von Proben- und
Primérionenparametern ist. Fur die Analyse von molekularen Oberflachen bedeutet
dies, dass die chemische Zusammensetzung an der Oberflache bereits mit dem ersten
auftreffenden Primdrion veréndert wird. Aus diesem Grund wird zwischen der so
genannten dynamischen und der statischen oder molekularen SIMS unterschieden. Wird
weniger als ein Prozent der Oberflache einer Probe wéahrend der Analyse durch die
Primarionen abgetragen, spricht man von statischer SIMS, da unter diesen Bedingungen
davon ausgegangen werden kann, dass jedes einzelne Primarion einen unbeschadigten
Oberflachenbereich trifft. Die dafiir verwendeten Primérionendosisdichten liegen dann
unter dem so genannten statischen Limit. Ist der Probenabtrag um Groélenordnungen
uber den beschriebenen Grenzen, spricht man von dynamischer SIMS [25].

2.1.4 Betriebsmodi einer SIMS-Analyse

Eine ToF-SIMS- beziehungsweise Laser-SNMS-Analyse lasst sich in den folgenden
drei verschiedenen Betriebsmodi durchfiihren:

e Registrierung eines integralen Oberflachenspektrums
e Registrierung eines Profils der Tiefenverteilung (Tiefenprofilanalyse)
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e Registrierung der atomaren und molekularen Lateralverteilung auf der
Oberflache (Lateralverteilungsanalyse)

2.1.4.1 Registrierung eines integralen Oberflachenspektrums

Fir den hochempfindlichen Nachweis von Bestandteilen auf der Oberflache mit
hochster erreichbarer Massenauflésung wird der Betriebsmodus der Registrierung eines
integralen Oberflachenspektrums verwendet. Hier wird das aufintegrierte Spektrum der
chemischen Zusammensetzung auf einem definierten Teil der Oberflache der Probe
ermittelt und anschlielend grafisch dargestellt. In diesem Modus sind die hdchsten
Massenauflosungen zu erreichen, da hier die Primdrionenpulsldange mittels eines
elektrodynamischen Bunchers verkirzt werden kann, ohne den Primarionenstrom zu
verkleinern. Die bei der Verwendung eines elektrodynamischen Bunchers auftretende
chromatische Abberation und die sich daraus ergebende VergroRerung des
Fokusdurchmessers des Primarionenstrahls ist bei der Registrierung eines integralen
Oberflachenspektrums nicht von Bedeutung, weil die laterale Information nicht mit
ausgewertet wird.

Da jeder Zyklus der Messung zu dem integralen Spektrum beitragt, sind solche
Analysen zum einen mit relativ kurzen Messzeiten zu realisieren, zum anderen kénnen
die Primérionendosisdichten in der Regel unter dem statischen Limit gehalten werden,
was insbesondere bei der Analyse von molekularen Oberflachen von Bedeutung ist.

2.1.4.2 Tiefenprofilanalyse

Von einer Tiefenprofilanalyse spricht man, wenn die zu analysierende Probe wahrend
der Analyse Monolage fur Monolage abgetragen wird und die den ausgewahlten
Elementen oder Molekilen zugeordnete Signalintensitat, in Abhangigkeit von der
abgetragenen Menge der Probe und damit in Abhangigkeit von der Tiefe aufgetragen
wird. Dabei ist es in der SIMS (blich auch das Erodieren der Probe durch einen
lonenstrahl zu realisieren. Zwar erreicht man auf diese Weise Tiefenauflésungen im
Nanometerbereich [26], doch bringt diese Methode aufgrund der hohen Primarionen-
dosisdichten, die fur ein effektives Abtragen der Probe nétig sind, haufig erhebliche
Einschrankungen bei der Analyse von Molekilen mit sich, da das statische Limit gezielt
uberschritten wird. Auch Ansétze polyatomaren Primérionenbeschuss zu nutzen,
kdnnen dieses Problem haufig nicht 16sen. Ein Abtragen durch andere Methoden, wie
zum Beispiel durch ein wiederholtes Schneiden oder Brechen der Proben kann das
Problem der Molekulzerstérung umgehen, ist aber nicht etabliert.
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2.1.4.3 Lateralverteilungsanalyse

Bei einer Lateralverteilungsanalyse wird der fokussierte Primdrionenstrahl Punkt flr
Punkt Uber die Probenoberflache gerastert und die den ausgewahlten Elementen oder
Molekiilen zugeordneten Signalintensitdten malstabsgetreu, den abgetasteten Punkten
entsprechend, in einem farbkodierten Bild aufgetragen. Die untere Grenze der Lateral-
auflésung einer solchen Analyse ist somit durch die Rasterpunktdichte und den
minimalen Fokusdurchmesser des Primarionenstrahls gegeben. Allerdings kénnen auch
hier Probeneigenschaften auflosungsbegrenzend sein. Bei sehr rauen Proben ist zum
einen der Fokusdurchmesser des Primé&rionenstrahls aufgrund mangelnder Tiefenscharfe
nicht konstant, zum anderen kann es zu Abschattungseffekten kommen. Darlber hinaus
kann die Sekundarionenausbeute einer interessierenden Spezies bei einer vorgegebenen
Analysezeit beziehungsweise Primérionendosisdichte derart gering sein, dass Signale
uber groRere Flachen integriert werden mussen, um ein ausreichend grof3es Signal zu
Rausch-Verhéltnis zu erhalten.

Da eine optimale Fokussierung des Primérionenstrahls den Einsatz eines
elektrodynamischen Bunchers ausschliel3t, konnen die Primdrionenpulslangen nicht so
kurz wie in den anderen Betriebsmodi gewahlt werden, wodurch bei Lateralverteilungs-
analysen haufig die Massenauflésung beschrénkt ist.

Neben der Moglichkeit, den Primérionenstrahl Gber die Probenoberflache zu rastern, ist
es auch mdoglich, die Probe unter dem lonenstrahl zu verfahren. Dieses mechanische
Verschieben der Probe ist in der Regel ungenauer als das Rastern mittels lonenstrahl.
Auf diese Weise lassen sich allerdings deutlich gréRere Flachen abfahren, weswegen
man bei diesem Betriebsmodus auch von einer Makrorasteranalyse spricht.

Kombiniert man Tiefenprofil- und Lateralverteilungsanalyse, so sind auch dreidimen-
sionale Verteilungsanalysen moglich. Da in der tblichen Darstellung jeweils zwei-
dimensionale Lateralverteilungsbilder in ausgewéhlten Probentiefen gezeigt werden, ist
diese Methode nicht explizit als vierte eigenstandige Methode aufgezahlt.

2.1.5 Statistische Verfahren zur Auswertung von SIMS-Analysen

Die groRe Datenmenge und der hohe Informationsgehalt einer SIMS-Analyse kénnen
eine direkte Auswertung erschweren. VVon einem einzelnen Molekil kann eine Reihe
von Fragmenten in dem Spektrum erscheinen, die sich nicht immer eindeutig einem
bestimmten Muttermolekil zuordnen lassen.
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Die Analyse der in diesen Datenmengen enthaltenen Informationen kann durch die
Verwendung statistischer Auswerteverfahren erheblich verbessert werden. So ist bei der
Auswertung von Spektren die Hauptkomponentenanalyse erfolgreich angewendet
worden [27]. Diese zwar per se nicht datenreduzierende Methode fasst die Haupt-
informationen von mehreren Spektren aber tblicherweise in wenigen und damit oftmals
leichter interpretierbaren Hauptkomponenten zusammen.

Bei der Auswertung von Lateralverteilungsbildern hat sich die aus der
Hauptkomponentenanalyse abgeleitete Analyse der ,,Maximum Autocorrelation
Factors® (MAF) bewahrt [28]. Hier wird nicht nur jeweils ein Massenintervall in einem
farbkodierten Bild ausgewertet beziehungsweise dargestellt, sondern Unterschiede in
mehreren ausgewahlten Intervallen oder sogar Unterschiede in jedem Massenintervall
des kompletten Spektrums. So ist es mit der MAF moglich, Bereiche der Proben-
oberflache, deren Spektren —und nicht nur einzelne Massenintervalle — sich gleichen
beziehungsweise &hneln, in einem farbkodiertem Bild auch gleich darzustellen.
Bereiche, deren Spektren die grofite Abweichung von diesen zeigen, werden mit
maximalem Farbkontrast dargestellt. Sind auf diese Weise erst einmal Strukturen
identifiziert, die sich &hneln beziehungsweise deutlich unterscheiden, ist es wieder
maoglich gezielt aus diesen Bereichen Integralspektren zu erstellen. Anhand derer kann
schlieBlich analysiert werden worin der Unterschied im Massenspektrum besteht.

Fur eine ausflhrliche Beschreibung von statistischen Methoden zur Spektrenanalyse
insbesondere auch der MAF, die sich als besonders geeignet fur die Auswertung von
Lateralverteilungsanalysen in der SIMS gezeigt hat [29], sowie die mathematischen
Hintergrinde der jeweiligen Methoden, sei an dieser Stelle auf Spezialliteratur
verwiesen [30].
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2.2 Analyse von wasserhaltigen biologischen Proben

Aufgrund der im vorherigen Abschnitt dargestellten besonderen Mdoglichkeiten und
Vorteile einer SIMS-Analyse, war es Ziel dieser Arbeit, eine Apparatur dahingehend zu
entwickeln und aufzubauen, dass eine SIMS-Analyse an biologischen Probensystemen
ermoglicht wird. Zusétzlich musste ein auf diese Apparatur angepasstes Protokoll zur
Préparation dieser Systeme aufgestellt werden. Hierzu sollen einige spezifische
Probleme im Zusammenhang mit der Analyse dieser Probensysteme im Folgenden kurz
dargestellt werden.
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Abbildung 1:  Schematische Darstellung des Aufbaus einer tierischen Zelle mit Angaben zu den
Volumenanteilen der jeweiligen Organellen beziehungsweise Bestandteile [31]
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Abbildung 2:  Darstellung der chemischen Zusammensetzung einer tierischen Zelle [32]

Anhand der schematischen Darstellung einer einzelnen Zelle in Abbildung 1 und den
dazugehorigen Volumenanteilen der einzelnen Zellkomponenten in Abbildung 2 ist zu
erkennen, dass das Cytoplasma, welches im Wesentlichen aus Wasser besteht, ein
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Hauptbestandteil der Zelle ist. Darliber hinaus kdnnen auch die anderen Bestandteile der
Zelle zuséatzlich Wasser enthalten, so dass zirka 70 % einer Zelle aus Wasser besteht.

Fast alle Prozesse in einer Zelle sind auf die Anwesenheit von flissigem Wasser
angewiesen. Da die Proben fiir eine ToF-SIMS Analyse in ein Vakuumsystem gebracht
werden missen, in dem Wasser bei Raumtemperatur sofort verdampfen
beziehungsweise sublimieren wirde, ist es zwingend notwendig, das Wasser zu
entfernen oder in eine vakuumkompatible Form zu tberfihren. Somit ist eine ,,in vivo*
Analyse ausgeschlossen. Um mit der SIMS aber trotzdem Informationen Uber die
lebende Zelle zu erhalten, ist es notwendig, die Proben zum einen vakuumtauglich zu
praparieren zum anderen aber auch den vitalen Zustand auf eine Art zu fixieren, so dass
die chemische und strukturelle Integritat der lebenden Zelle mdglichst wenig verandert
wird. Darlber hinaus muss die Probe nach der Fixierung derart bearbeitbar
beziehungsweise préparierbar sein, dass die interessierenden Schichten der Probe in flr
die SIMS-Analyse adaquater Weise freigelegt werden konnen. Um die Komplexitat
dieses Ziels darzustellen, sollen in den folgenden Kapiteln einige Grundlagen uber
Wasser, Eis und Fixierungsverfahren von Zellkulturen oder Geweben, wie sie
ausfiihrlich zum Beispiel bei Echlin [33] dargestellt sind, skizziert werden.

2.2.1 Zustandsformen von Wasser

Wasser, ein vermeintlich simples Molekul, zeigt in Hinsicht vieler Eigenschaften
Besonderheiten auf. Wéhrend Hydrate wvon anderen Elementen, welche im
Periodensystem nahe am Sauerstoff stehen, zum Beispiel HF, H,S, NH3 oder CHy, bei
Atmosphérendruck und Raumtemperatur alle gasférmig sind, ist Wasser fliissig. Im
Gegensatz zu den meisten anderen Substanzen hat es seine hdchste Dichte im flussigen
Zustand. Diese offensichtlichen Anomalien des fllissigen Zustandes des Wassers hatten
und haben entscheidenden Einfluss auf die biologische Entwicklungsgeschichte auf
unserem Planeten. Zwar ist vieles des ungewdhnlichen Verhaltens des Wassers durch
die Wasserstoffbriickenbindungen und durch die ausgeprégte Eigenschaft ein polares
Molekil zu sein zu erkldren, umfassend sind aber nach wie vor nicht alle Effekte
erklart.

2.2.1.1 Unterkuhltes Wasser

Als eine besondere Form des flussigen Wassers und gewissermalien als metastabile
Zwischenform zwischen flissigem Wasser und Eis, existiert das so genannte
unterkiihlte Wasser oder auch superkaltes Wasser. Dies ist flissiges Wasser, welches
unter den Gefrierpunkt gekuhlt wurde, ohne dass Keimbildung oder sogar
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Kristallisation auftritt. Flissiges unterkilhltes Wasser kann bei Atmosphérendruck bis
hinunter zu -40 °C vorliegen, bei héherem Druck sogar bei noch tieferen Temperaturen.

2212 Eis

Die feste Form des Wassers wird Eis genannt. Es sind neun stabile
Kristallisationsformen von Eis bekannt, von denen die meisten aber nur bei hohem
Druck existieren und auf der Erde nicht natiirlich vorkommen. Diese sind damit fur die
Kryopréparationstechnik nicht relevant. Bei Normaldruck und darunter existieren drei
verschiedene Formen festen Wassers, ndmlich hexagonales Eis, kubisches Eis und
amorphes Eis.

Hexagonales Eis

Bis auf wenige Ausnahmen bei atmosphérischen Eiskristallen ist hexagonales Eis die
einzige Form, die natirlich auf der Erde vorkommt. Es entsteht, wenn Wasser im
thermodynamischen Gleichgewicht abkuhlt oder wenn Eis der beiden anderen
Kristallformen (ber jeweils kritische Temperaturen hinaus erwarmt wird. Liegt
hexagonales Eis vor, kann es allein mittels Temperaturanderung nicht mehr in eine
andere Eiskristallform tberflihrt werden. Somit stellt hexagonales Eis die energetisch
gunstigste Form dar, um Wassermolekiile anzuordnen. Am deutlichsten wird die
hexagonale Struktur von naturlichem Eis an Schneeflocken, bei der die hexagonale
Symmetrie deutlich zu erkennen ist.

Kubisches Eis

Kubisches Eis ist eine metastabile Kristallisationsform von Wasser, die in einem
Temperaturintervall zwischen -150°C und -80 °C existiert. Es entstent wenn
Wasserdampf auf sauberen Oberflachen bei Temperaturen unter -130 °C ausfriert oder
wenn amorphes Eis oder auch Kristallisationsformen, die nur unter hohem Druck
existieren, erwarmt wird.

Amorphes Eis

Neben den kristallinen Formen kann Wasser auch in nichtkristalliner Form vorkommen.
Eine Form solchen Eises, amorphes Eis genannt, entsteht wenn Wasserdampf auf
sauberen Oberflachen bei einer Temperatur von unter -150 °C auskondensiert. Eine
weitere Form entsteht, wenn sehr kleine VVolumina extrem schnell abgekuhlt werden.
Bei dieser Entstehung spricht man von glasernem Eis, da hier die Probe beim Einfrieren
im flussigen, unterkihlten Zustand bleibt, bevor die Glastbergangstemperatur erreicht
ist. Analog zu den Molekilen in Glé&sern liegt das Wasser unterhalb dieser
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Glasuibergangstemperatur als eine hochgradig viskose unterkiihlte Flussigkeit vor. Die
Unterscheidung von amorphem und glédsernem Eis bezieht sich nur auf seine
Entstehung, in der Struktur unterscheiden sich diese beiden Formen nicht. Sobald
amorphes Eis Uber die Glasiibergangstemperatur erwarmt wird, kommt es zu einer
Ausbildung von Kristallen. Fir reines Wasser liegt diese Temperatur bei etwa -138 °C,
kann aber aufgrund von geltsten Substanzen deutlich variieren und somit fir reale
Proben nur schwer abgeschéatzt werden [34].

2.2.1.3 Wasser in biologischen Proben

In biologischen Proben ist Wasser in drei verschiedenen Arten eingebaut. Als erste
Gruppe ist reines Wasser zu nennen. Hier liegen nur Interaktionen zwischen einzelnen
Wassermolekilen vor. Bindungen zwischen den einzelnen Molekilen bilden sich und
brechen wieder im Picosekundenbereich, die Wassermolekile sind somit sehr
beweglich. Als zweite Gruppe kann Wasser angesehen werden, welches an Oberflachen
von geldsten Substanzen oder von eingebrachten Festkdrpern zur Interaktion kommt.
Dieses interagiert auf der einen Seite zwar mit andersartigen Molekilen, kann aber
schnell den Platz mit Molekllen aus der ersten Gruppe tauschen, sofern grofRere
Mengen reinen Wassers die entsprechende Oberflache umgeben. Im Vergleich zur
erstgenannten Gruppe konnen sich viele Eigenschaften des Wassers der Gruppe zwei
deutlich andern. So ist zum Beispiel die mittlere Beweglichkeit von Wassermolekilen
auf Pflanzenzellwdnden im Vergleich zu reinem Wasser um das zwanzigfache
heruntergesetzt, allerdings noch um GroRenordnungen hoher als die Beweglichkeit im
Festkorper oder im Eis. Eine dritte Gruppe stellen Wassermolekiile dar, die ein
Bestandteil in Festkdrpern der Zelle sind. Diese sind relativ unbeweglich, kénnen daher
kaum ausgetauscht werden und interagieren zum Teil mit keinem anderen
Wassermolekul, liegen aber noch als H,O-Molekil vor. Fir die Préparation
biologischer Probensysteme bedeutet dies, dass Proben mit nominell gleichem Wasser-
gehalt ein vollig unterschiedliches Verhalten beziiglich einzelner Probenpraparations-
beziehungsweise Behandlungsschritte zeigen kénnen.

2.2.2 Prozesse beim Einfrieren

2.2.2.1 Einfrieren von reinem Wasser und Ldsungen

Friert man Wasser langsam im thermodynamischen Gleichgewicht ein, kommt es nach
einer hochstens geringfiigigen Unterkiihlung der Flissigkeit zu einer Anreicherung von
Clustern aus Wassermolekdlen, die dann als Kristallisationskeime dienen und um die
herum die Eiskristalle wachsen. Dabei ist die Bildung groRer Kristalle energetisch
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gunstiger, so dass sich mehrere kleine Kristalle zu groRen vereinigen. Da um den
Gefrierpunkt des Wassers herum Eis und flissiges Wasser im Gleichgewicht
vorkommen konnen, ist in der fliissigen Phase eine hohe Beweglichkeit der Molekile
gewaéhrleistet, was die Bildung groRerer Kristalle ermdéglicht. Dies bedeutet im
Umkehrschluss, dass je schneller eine Probe eingefroren werden kann, und somit die
fliissige Phase nur kurzzeitig vorliegt, desto kleiner sind die resultierenden Eiskristalle.
Die Beweglichkeit der Molekdle in der festen Phase sind derart eingeschrénkt ist, dass
es nicht mehr zur Bildung grofer Kristalle kommen kann.

Friert man wassrige Losungen ein, so bilden sich tblicherweise zunéchst Eiskristalle
aus reinem Wasser. Die gel6sten Substanzen werden in der flussigen Phase
aufkonzentriert und somit durch das Einfrieren in teilweise erheblichem MaRe lateral
verschoben. Dies geschieht so lange bis schliel3lich die eutektische Temperatur erreicht
ist, bei der auch die in dem Wasser geldsten Substanzen neben den Wasserkristallen
ausfrieren.

Diese Kiristallisations-, Umverteilungs- und Aufkonzentrationseffekte lassen sich
verhindern wenn es gelange, Wasser glésern beziehungsweise amorph einzufrieren.
Hierbei erstarren die Molekile des Wassers und der geldsten Substanzen an der Stelle
an der sie sich gerade befinden und eine Umverteilung findet nicht statt. Schon aus
diesen Tatsachen zeigt sich, dass nur ein extrem schnelles Einfrieren von wasserhaltigen
Proben gewaéhrleistet, dass die Verteilung der Molekile in der gefrorenen Probe
derjenigen in der flussigen Probe entspricht, sei es, weil es gelungen ist amorphes Eis
herzustellen oder weil die Umverteilungs- und Aufkonzentrationseffekte nur in geringer
raumlicher Ausdehnung stattfanden.

2.2.2.2 Einfrieren von biologischen Proben

Beim Einfrieren biologischer Proben sollte es das Ziel sein moglichst groRRe Bereiche
amorph beziehungsweise glasern einzufrieren, da nur dann alle Bestandteile an ihrem
jeweiligen Ort erstarren und keine ungewollte Umstrukturierung innerhalb der Probe
stattfindet. Hierflr misste maximale Unterkiihlung erreicht werden. Die Bedingungen
dafur sind aber nur schwer zu realisieren. Neben einer Reihe von Bedingungen sollte
insbesondere die Probengrofie moglichst klein, der Wassergehalt der Probe mdglichst
gering, intrazelluldar sollten keine Kristallisationskeime vorhanden und Keimbildung
unterdriuckende Substanzen sollten gegenwartig sein. In nattrlicher Umgebung sind
diese Bedingungen fast ausschliel3lich in Zellen von Organismen zu finden, die an eine
extrem kalte Umwelt angepasst sind. In allen anderen Systemen ist das Ausmal, in
welchem unterkihltes Wasser realisiert werden kann, kaum abzuschatzen, so dass das
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Eis kryopraparierter biologischer Proben (blicherweise zum grofiten Teil aus
hexagonalem Eis besteht.

Auch das Auftreten von kubischem Eis hat eine gewisse Relevanz bei kryopraparierten
Proben. Ist die Existenz dieser Form des Eises doch ein Hinweis darauf, dass es zwar
gegliickt ist die Probe amorph einzufrieren, doch dann die Kiihlung nicht ausreichte und
es zur Umkristallisation oder aber zu einer deutlichen Wasseradsorption an der
Oberflache der gekihlten Probe kam. Beides sind in der Regel unerwiinschte Effekte, so
dass das Auftreten von kubischem Eis meist ein Warnhinweis ist (sofern man ein
Analyseverfahren besitzt, das kristallformsensitiv ist).

Beim Einfrieren biologischer Proben kommen neben den beschriebenen
Kristallisations- und Aufkonzentrationseffekten noch weitere, die Probenzusammen-
setzung verandernde Effekte hinzu. Bei diesen Proben handelt es sich nicht um eine
reine Flussigkeit, in der Substanzen geldst sind. Vielmehr liegt hier eine Mischung,
bestehend aus Festkorpern, die die Struktur von Zellen vorgeben, und Lésungen vor.
Kristallisieren nun die fliissigen Bestandteile in einer solchen Probe aus, kdnnen die
wachsenden Kristalle die festen Strukturen der Zellen beziehungsweise des Gewebes
beeinflussen und sogar schlimmstenfalls zerstéren. Darlber hinaus sind die
Konzentrationen von gelosten Substanzen in einzelnen Regionen der Probe, zum
Beispiel in extra- und intrazelluléren Bereichen, stark unterschiedlich. Dies kann dazu
fuhren, dass auBerhalb der Zellen bereits ein Einfrieren einsetzt, was den Zellen
aufgrund unterschiedlichen Dampfdrucks und des osmotischen Druckes das in diesen
Bereichen noch flussige Wasser entzieht.

Auch bei diesen Effekten gilt, dass sie quasi nicht auftreten, falls es gelingt die Proben
amorph einzufrieren oder dass die Schéden, die sie hervorrufen umso geringer sind,
desto schneller die Probe eingefroren wird.

2.2.3 Methoden zur Gewahrleistung optimaler Fixierungsergebnisse

Bei der Kryopréparation von biologischen Proben, mit dem Ziel auch kleinere Bereiche
einer Probe, also zum Beispiel nur einzelne Zellen, im vitalen Zustand zu fixieren, ist
wie im Kapitel zuvor skizziert, Eiskristallisation beziehungsweise deren Auswirkung zu
vermeiden oder auf ein Mindestmal? zu begrenzen. Ein Weg dieses Ziel zu erreichen ist
die chemische Vorbehandlung der Probe. Hierzu werden in der Literatur zwei
unterschiedliche Anséatze diskutiert. Zum einen kann die Probe chemisch gestérkt
werden und zum anderen kénnen so genannte Cryoprotectants, also Frostschutzmittel,
hinzugefiigt werden.
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Chemische Fixiermittel sind in der Lage gewisse Makromolekiile, also zum Beispiel das
Membrangerust, zu stabilisieren und zu starken. Beim anschlielenden Gefrierprozess
verhindern sie damit nicht die Bildung von Eiskristallen sondern stérken die Strukturen
derart, dass wachsende Kristalle nicht in der Lage sind diese zu zerstoren [35].

Im Gegensatz zur chemischen Starkung ist bei der Vorbehandlung der Probe mit
Frostschutzmitteln hingegen das Ziel, die Kristallisation zu minimieren. Durch Zugabe
von Stoffen wie Glycerin, Zuckern, Methanol, Ethanol und anderen wird zum einen der
Gefrierpunkt von Wasser heruntergesetzt, Keimbildungs- und Kristallisationsverhalten
werden verandert und bei manchen Frostschutzmitteln (zum Beispiel Glycerin) die
Beweglichkeit der Molekile in der Flissigkeit so weit eingeschrénkt, dass, sollte
Kristallisation nicht verhindert werden kdnnen, die entstehenden Kristalle klein bleiben.

Massenspektrometrische Analysen sollen nun aber gerade Aufschlisse tber die
chemische Zusammensetzung der Zellproben liefern, damit ist die Verwendung von
chemischen Verfahren ein derartiger Eingriff in die chemische Zusammensetzung der
Zellbestandteile, dass diese Verfahren fir die chemische Analyse nur bei ganz
eingeschrankten Fragestellungen verwendbar ist. Selbst bei Untersuchungen der Struk-
tur ist umstritten, ob auf diese Weise wirklich der vitale Zustand frei von Préparations-
artefakten konserviert wird [36].

Bei der Zugabe von Frostschutzmitteln oder anderen chemischen Substanzen wird sogar
noch in den Stoffwechsel der lebenden Zellen eingegriffen und die Probenzusammen-
setzung somit verandert. Manche der Frostschutzmittel sind sogar giftig fiir die meisten
Zellen, so dass es fraglich ist, ob der vitale Zustand der Probe prapariert werden kann.
Daher ist diese Methode auch nur sehr eingeschrankt, zum Beispiel fir die Analyse von
sehr groRen Proben, die sonst nicht sinnvoll eingefroren werden konnen, einsetzbar.
Weil nicht auszuschlieRen ist, dass die verwendeten chemischen Substanzen oder
Verfahren, die fur die jeweilige Fragestellung relevanten Bedingungen stark verandern,
ist bei der Praparation von Proben fir die Massenspektrometrie im Allgemeinen eine
chemische Vorbehandlung eher nachteilig. Die chemische und strukturelle Integritat der
Probe muss also alleine durch den Einfrierprozess gewéhrleistet werden.

Um maglichst die volle chemische Information und die strukturelle Integritat der Probe
zu erhalten, muss die Probe, verzichtet man auf chemische Vorbehandlung, maglichst
schnell eingefroren werden. Ziel der Préparation ist es, die Probe, vor der Kristallisation
der wasserhaltigen Bestandteile, so weit zu unterkiihlen und so viskos zu machen, dass
die Molekdle und Elemente an ihrem Ort erstarren, und so die Probe zu vitrifizieren. Da
hierfir eine hohe thermische Leitfahigkeit notwendig ist, wird dies in der Realitét,
insbesondere bei ausgedehnteren Proben, geradezu unmdglich. Hier sind die Kihlraten
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im Inneren der Probe durch die thermische Leitfahigkeit des Probenmaterials
beschrénkt.

Aber auch wenn es nicht gelingt die Proben vollstandig amorph einzufrieren, so kénnen
bei schnellem Kihlen, durch die deutliche Unterkthlung der Flussigkeit und durch die
gestiegene Viskositat, die entstehenden EiskristallgroRen begrenzt werden. Sind die
daraus entstehenden rdumlichen Konzentrationsverschiebungen und Strukturschaden in
der Probe unter der lateralen Auflosungsgrenze der Massenspektrometrie, kdnnen sie
nicht detektiert werden und beeinflussen eine Analyse nur wenig. Um eine moglichst
schnelles Abkiihlen zu gewahrleisten, haben sich mehrere Kihlverfahren etabliert, von
denen die wichtigsten im Folgenden kurz skizziert werden sollen®,

2.2.3.1 Eintauch- und Jetgefrieren

Bei diesen Gefriertechniken wird das Kihlmittel, Kryogen genannt, mit mdoglichst
hoher Geschwindigkeit an der zu kiihlenden Probe vorbeitransportiert. Wird die Probe
in das Kryogen hinein- und hindurchbewegt spricht man vom Eintauchgefrieren
(Plunge-Freezing), wird hingegen das Kryogen an der Probe vorbeitransportiert, wird
dies meist als Jetgefrieren bezeichnet, da ublicherweise das Kryogen durch eine kleine
Diise mit hohem Druck auf die Probe geschossen wird. Ein optimales Kryogen fur diese
beiden Techniken sollte

e einen niedrigen Schmelzpunkt und einen hohen Siedepunkt besitzen, um auch
bei der Zieltemperatur noch fllissig und wenig viskos zu sein und um Gasfilme
um die zu kihlenden Proben herum, hervorgerufen durch verdampfendes
Kryogen, zu vermeiden.

e eine hohe thermische Leitfahigkeit besitzen und insbesondere eine hohe
Warmekapazitat, womit eine Verwendung von Gasen ausgeschlossen ist.

e sicher, preiswert und leicht zu bekommen sein und daruber hinaus die Proben
nicht angreifen

Tabelle 1 zeigt die wichtigsten Daten von gangigen Substanzen, die zur Probenkiihlung
verwendet werden. Wie an den in der Tabelle dargestellten Daten zu erkennen ist, gibt
es keine Substanz, die alle Bedingungen erfillt. Flissiges Helium und flussiger
Stickstoff haben zu niedrige Siedepunkte, so dass es beim Einfrieren einer Probe zu

* Kommentierend soll an dieser Stelle erwahnt werden, dass in der Literatur zum Teil von Kihltechniken
(cooling techniques) und zum Teil von Gefriertechniken (freezing techniques) gesprochen wird. Diese
beschreiben aber ublicherweise beide dasselbe. Da aber im allgemeinen Sprachgebrauch mit Einfrieren
das Einfrieren im thermodynamischen Gleichgewicht also das Kristallisieren von Wasser gemeint ist,
vermeiden einige Autoren diesen Begriff, weil es gerade Ziel ist keine oder zumindest nur kleine Kristalle
durch den Gefrierprozess zu generieren.
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einer isolierenden Gasschicht um die Probe kommt, was auch als ,Leidenfrost
Phanomen* bekannt ist. Hauptsachlich wird die Probe hier also von gasformigen
Kryogen gekihlt. Die thermische Leitfahigkeit der jeweiligen Gasphasen ist allerdings
deutlich geringer als die der fliissigen Substanzen.

Kryogen | Schmelz- | Siede- | Thermische | Spezifische Relative
punkt punkt | Leitfahigkeit Warme- Kihleffektivitat
kapazitat

norm auf Propan

in °C in°C inJ/(m s K) in J/(g-K) (nach Sitte [37])

fl. Helium -270 -269 0,02 0,02 0,01
fl. Stickstoff -210 -196 0,13 0,13 0,1
Freon 22 -160 -41 0,14 0,14 0,7
Isopentan -160 -28 0,18 0,18 0,8
Propan -189 -42 0,22 1,92 1,0
Ethan -183 -89 0,24 2,27 1,3
Tabelle 1: Kenndaten einiger gangiger Kryogene [38]

Bei Freon und Isopentan sind die Wéarmekapazitdaten zu gering. Das vorbeistromende
Kryogen kann nicht ausreichend thermische Energie aufnehmen, hinzu kommt beim
Freon die 6kologische Bedenklichkeit, da dieses die Ozonschicht schédigt.

In der Praxis haben sich Ethan und Propan etabliert. Abgesehen von der erheblichen
Brand- und Explosionsgefahr und der Tatsache, dass es sich um organische
Losungsmittel handelt und somit diese die Probenzusammensetzung beeinflussen
kdnnen, haben sie die besten Eigenschaften fiir ein Kryogen. Mittlere Abkihlraten von
10-13x10% Ks™ beim Eintauchgefrieren und von 25-35 x10% Ks™ [33] beim Jetgefrieren
kdnnen mit diesen Materialen realisiert werden. Dies bedeutet, dass je nach thermischer
Leitfahigkeit und GroRe der einzufrierenden Probe einige Mikrometer an der
Oberflache glasern eingefroren werden und weite Bereiche der Probe mikrokristallin, in
dem Sinne, dass die entstehenden Kristalle in ihrer Grofle unter der lateralen
Auflésungsgrenze der verwendeten Analysemethode liegen.

2.2.3.2 Metallspiegelgefrieren

Physikalisch beruht dieses WVerfahren auf den gleichen Prinzipien wie das
Eintauchgefrieren, mit dem Unterschied, dass das Kryogen hier ein Festkorper ist. Zwar
haben Metalle eine vergleichbare Warmekapazitdt aber eine deutlich hdohere
Warmeleitfahigkeit. So ist zum Beispiel die Warmeleitfahigkeit von Kupfer etwa
10000-mal groRer als die des Propans. Dieser Unterschied kann auch nicht durch die
Konvektion des flussigen Kryogens ausgeglichen werden.
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Bei dem so genannten Metallspiegelgefrieren [39,40] wird die Probe mit hoher
Geschwindigkeit auf eine tiefkalte Oberflache beschleunigt. Treffen beide aufeinander
wird die thermische Energie der Probe auf die Metalloberflache Ubertragen. Um
maximalen Kontakt an der Oberflache zu gewahrleisten und beste Warmeleitfahigkeit
sicher zu stellen, verwendet man Ublicherweise polierte Oberflachen aus reinem Kupfer,
Silber, Aluminium oder auch Saphir (auch wenn man es dann nicht mehr Metallspiegel
nennt), wobei die groRten Kiihlraten, groRenordnungsmaRig bis zu 80—100x103 Ks™, bei
dieser Methode mit Kupfer erreicht werden kénnen.

Diese Methode kann somit zwar hohere Kdihlraten als bei der Verwendung von
fliissigen Kryogenen erreichen, bringt aber fir die Form der Proben Einschrénkungen
mit sich. Nur relativ plane Proben konnen optimalen thermischen Kontakt
gewadhrleisten. Problematisch ist auch die Anwendung bei ausgedehnten Proben, da das
Kryogen nur von einer Seite auf die Probenoberflache wirken kann. Da fir optimale
Ergebnisse mit dieser Methode die Probe moglichst deformationsarm mit hoher
Geschwindigkeit ohne zurtickzufedern auf den Metallspiegel auftreffen muss, ist diese
Methode apparativ aufwendiger als das Eintauchgefrieren [41].

2.2.3.3 Hochdruckgefrieren

Wasser hat die Eigenschaft sich beim Einfrieren auszudehnen. Hoher Druck kann also
ein Einfrieren und Kristallisieren verhindern, so hat Wasser bei zirka 2100 bar mit
-22 °C seinen niedrigsten Gefrierpunkt. Diese Eigenschaft wird beim Hochdruck-
gefrieren ausgenutzt [42]. Kuhlt man eine Probe bei diesem Druck schnell ab, so kann
man diese deutlich weiter unterkihlen und die Chance auf glasartiges Einfrieren der
Probe wird erhoht. Die Einfriergeschwindigkeit bei der es nicht zur Kristallisation
kommt, ist erheblich geringer als bei Normaldruck.

Eine Hochdruckgefrierapparatur ist prinzipiell wie ein Jet-Freezer aufgebaut, der bei
hohem Druck arbeiten kann, wobei der hohe Druck hier quasi als physikalisches
Frostschutzmittel dient. Als Kryogen wird tblicherweise fllssiger Stickstoff verwendet.

Auf diese Art werden Kiihlraten von einigen 10° Ks™ [43] erreicht. Diese Methode stellt
ublicherweise grofdvolumigsten amorph eingefrorenen Proben zur Verfugung, ist aber
apparativ enorm aufwendig und in der Anschaffung sehr teuer. Zusatzlich kann bei der
Fixierung sehr schneller dynamischer Prozesse in biologischen Proben oder auch bei der
Fixierung von Diffusionsprozessen, aufgrund der im Vergleich zu den anderen
dargestellten Methoden relativ geringen Kuhlraten, sogar schlechter geeignet sein als
diese.
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2.2.4 Limitierung bei der ProbengrolRe

Unabhangig davon welche Einfriertechnik genutzt wird, ist die Form der Proben bei der
Kryopraparation ein ganz entscheidender Punkt. So gelten die angegebenen
erreichbaren Kuhlraten nur fir sehr kleine Proben (einige ul) und bei optimalem
Kontakt zum Kuhlmedium. Bei gréReren Proben sind die Kihlraten im Inneren nicht
mehr durch Art und Weise des Kihlmediums limitiert sondern durch die
Warmeleitfahigkeit der Probe selbst. Grundsétzlich sollte bei der Kryopraparation von
biologischen Proben folgendes eingehalten werden:

e Die Probengrofe ist auf ein Minimum zu reduzieren. Dies kann allerdings
anderen Randbedingungen bei der Praparation von Proben widersprechen. So ist
es zum Beispiel bei der Praparation von Gewebe hdufig von Vorteil, nicht zu
kleine Stilicke zu prdparieren um mechanischen Stress von den spéater zu
analysierenden Zellen moglichst fern zu halten, da der Zellchemismus durch
diesen Stress bereits stark verandert werden kann.

e Probenaufnahme, Probenklemmen, gegebenenfalls notwendige Substrate sind
als Teile der Probe zu betrachten, die ebenfalls zu kiihlen sind oder einer
effektiven Kuhlung aufgrund sehr hoher Warmekapazitaten entgegenwirken.
Auch diese sind somit so klein wie moglich zu halten und aus Material zu
fertigen, das eine hohe thermische Leitfahigkeit besitzt.

e Das Verhaltnis von Oberflache der Probe, an der das Kryogen Kontakt hat, zum
VVolumen der Probe sollte so gro8 wie moglich sein, um maximale Kihlwirkung
zu erzielen.

2.2.5 Praparation gerfrorener Proben fur die SIMS-Analyse

Da die ToF-SIMS eine oberflachensensitive Analysemethode ist, reicht es haufig nicht
aus, die Probe nur zu fixieren und vakuumtauglich zu préparieren, sondern die, fur die
Analyse interessierende Schicht der Probe, muss noch zuganglich gemacht werden. Des
Weiteren kann es flr die ToF-SIMS Analyse sinnvoll sein eine mdglichst glatte
Probenoberflache zu generieren, was zum Beispiel bei eingefrorenen Tropfen von
Zellsuspension in N&dhrmedium beziehungsweise in einem Puffermedium nicht per se
realisierbar ist. Ist die Probe also bereits fixiert, die interessierende Schicht der Probe
aber noch nicht an der Oberflache, so kann die Probe entweder mechanisch bearbeitet
werden, hierzu zéhlen die Methoden des Brechens oder des Schneidens, oder aber im
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Rahmen der SIMS durch Zerstduben der nicht interessierenden Schichten freigelegt
werden.

Beim Abtragen mittels lonenstrahl werden allerdings sehr grof3e lonendosisdichten
benotigt, was die molekulare Struktur der Probe zerstoren kann, so dass Informationen
uber diese Molekile nicht mehr zugéanglich sind. Bei sehr heterogenen Proben kénnen
unterschiedliche Zerstaubungsausbeuten unterschiedlicher Substrukturen der Probe
zusétzlich zu sehr unebenen Oberflachen fuhren. Dariber hinaus ist in vielen Féllen
derart viel Material — Tiefen von mehreren 10 um sind nicht unublich — abzutragen bis
die interessierende Probenschicht freigelegt ist, dass dies mittels lonenstrahl im Rahmen
ublicher Analysezeiten gar nicht zu erreichen ist. Diese Nachteile bestehen bei den
mechanischen Bruch- und Schnittverfahren nicht.

2.2.5.1 Bruch- und Schnitttechniken

Beim Bruchverfahren existieren je nach Probentyp unterschiedliche Methoden. Bei
Zellkulturen auf Substraten oder auch relativ ebenen Proben, die auf Substraten oder
Tréagern fixiert werden konnten, kénnen die Proben vor dem Einfrieren mit einer Art
Deckelplatte versehen werden [44]. Diese friert auf den Proben mit fest. Wird diese
Platte im gefrorenen Zustand wieder abgerissen, werden Teile der Probe mitgerissen
und im Inneren liegende Schichten freigelegt. Aufgrund des Einklemmens der
eigentlichen Probe zwischen zwei Haltern spricht man auch von einer
»Sandwichmethode* [45].

Bei ausgedehnteren Proben oder Proben, die nicht auf einem Substrat aufgebracht sind,
kann die Probe auch ohne Deckeln entweder durch Aufhebeln oder durch Ansetzen
eines Keils gebrochen werden. In beiden Fallen verlaufen die Bruchkanten dabei
weitestgehend zuféllig, sind aber hdufig durch moglicherweise vorhandene groRere
Eiskristalle oder durch die Membranen in den Zellen vorgegeben [46]. Letzteres
gewadhrleistet, dass ein groRer Anteil der Zellen auch gedffnet werden kann. Das
Freilegen einer Schicht in einer definierten Tiefe ist auf diese Weise aber nur schwer zu
erreichen und haufig ist die Variabilitit bei den verschiedenen Probenformen
eingeschrankt.

Wesentlich definiertere  Oberflachen, bei einer groReren Variabilitdit in den
Probenformen, kann mit dem Verfahren des Schneidens erreicht werden. Hierbei wird
die Probe mittels eines geflihrten Messers durchtrennt. Das Wort ,,schneiden® ist in
diesem Zusammenhang allerdings nicht eindeutig festgelegt. Wird in dieser Arbeit von

® Ein Abtragen mit anderen Methoden, zum Beispiel durch Laserablation, ist selbstverstédndlich auch
mdglich, soll im Rahmen dieser Arbeit aber nicht ndher beschrieben werden
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Schneiden gesprochen, so ist damit der Prozess der Auftrennung der Probe mittels eines
auf einer Ebene gefuhrten Messers beziehungsweise einer Klinge gemeint. Bei dieser
Methode konnen auf mikroskopischer Ebene aber je nach Anwendung, Klinge oder
Probenmaterial mehrere unterschiedliche Effekte auftreten. Bestenfalls entstehen auf
diese Art wirklich mikroskopisch glatte Oberflachen. Auf groReren Flachen gelingt dies
aber in aller Regel nicht [47]. Hier gibt es zwischen Kkleineren Bereichen, die optimal
geschnitten werden, auch Bereichen aus denen Probenteile heraus gebrochen werden.
Fur diese Bereiche bedeutet dies aber, dass ahnliche Bedingungen wie beim oben
beschriebenen Kryobruch vorliegen. Die Bruchkante kann entlang einer durch die Probe
vorgegebenen Sollbruchstelle verlaufen. Haufig sind dies die Membranen oder aber
auch groReren Eiskristalle. Damit ist es moglich, dass auch Material aus minimal tiefer
liegenden Schichten mit aus der Probe herausgel6st wird. Gegebenenfalls ist also der
grolte Teil der geschnittenen Oberflache im engeren Sinne durch Kryobriiche
entstanden. Dennoch ist auf diese Weise, im Gegensatz zum rein statistischen Brechen,
eine deutlich definiertere Schnitt- beziehungsweise Bruchtiefe und Ebene zu erreichen.
Aufgrund der dargestellten Eigenschaften wird diese Methode auch als ,,praferenzielles
Brechen oder ,,Cryo-Planing* [47] bezeichnet.

Einige Autoren verwenden den Begriff des Schneidens nur, wenn die resultierende
Flache mikroskopisch glatt ist. Bei kryopraparierten Proben, die nicht weiter chemisch
behandelt wurden, also zum Beispiel in Harz eingebettet sind, gelingt dies aber nur sehr
schwer. Die verwendeten Klingen, ublicherweise aus Glas oder Diamant, missen
extrem scharf [48] und die Proben sehr homogen eingefroren sein. Auch eine relativ
hohe Probentemperatur wahrend des Schnittprozesses (zirka -30 °C) kann eine glatte
Schnittoberflache begunstigen [49], da die Probe etwas flexibler wird und somit nicht so
schnell bricht und es darlber hinaus zu einem lokalen Antauen an der Klingenspitze
kommen kann, was die Proben an der Schnittflache zusétzlich beweglicher macht und
gegebenenfalls entstehende Rauhigkeiten kompensiert. Dieser Temperaturbereich steht
aber im Kklaren Gegensatz dazu, die Proben mdglichst amorph einzufrieren und
eingefroren zu lassen.

2.2.5.2 Vakuumtaugliche Praparation

Nachdem die biologischen Proben fixiert und die fur die Analyse relevanten Schichten
freigelegt sind, ist noch die Vakuumtauglichkeit herzustellen. Um dieses zu erreichen,
haben sich im Wesentlichen drei Techniken etabliert. Zum einen kann durch eine
chemische Behandlung (freeze-substitution) in der kalten Probe das Wasser aus-
getauscht werden, was prinzipiell auf &hnliche Prozesse, wie bei der chemischen
Fixierung, aufbaut. Hier kdnnen aber je nach eingesetztem Substitutionsmaterial wieder
nur ganz spezielle Eigenschaften der Probe erhalten bleiben. Informationen Uber
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lonenverteilungen oder im Wasser geldste Substanzen gehen verloren. Deshalb wird es
in der Probenpraparation fir die SIMS eher selten eingesetzt.

Die zweite Methode ist die Gefriertrocknung. Hier wird der Probe das Wasser langsam
durch  Sublimation entzogen. Diese wahrscheinlich verbreitetste Form der
Probenpraparation biologischer Proben fir die SIMS stellt Proben zur Verfugung, die
mit Ausnahme des Wassers sehr weit reichend die chemische und strukturelle Integritét
von Zellen und Gewebe erhélt. Allerdings entstehen durch die Entfernung des Wassers
zum Teil erhebliche Schrumpfungsartefakte, was zu Strukturschaden fuhren kann und
durch Wasser gestutzte Proben vollig zerstort. Im Wasser geloste Substanzen werden
auf den verbleibenden Oberflachen aufkonzentriert, wodurch eine sinnvolle
Konzentrationsbestimmung dieser Substanzen unmdglich gemacht wird.

Die Methode, die die Probe im Anschluss an die vorangegangenen Praparationsschritte
am wenigsten veréndert und damit das Potenzial besitzt, das realistischste Abbild der
lebenden Zelle zu liefern, besteht in einem Verzicht auf weitere Behandlung der
gefrorenen Proben. Allerdings muss in diesem Falle eine durchgéngige Kihlkette
wéhrend aller zu einer SIMS-Analyse gehdrenden Verfahrensschritte gewahrleistet sein,
was einen deutlich gesteigerten apparativen Aufwand bedingt.

Die verschiedenen Praparationsschritte sind in der Abbildung 3 noch einmal
schematisch dargestellt. Ziel dieser Arbeit war es den gelb hinterlegten Weg der
Kryopréparation und Kryoanalyse zu gehen. Dafur wurde eine auf diese Anforderungen
optimierte SIMS-Apparatur komplett neu aufgebaut und die notwendigen Praparations-
und Analyseprotokolle erstellt.
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Abbildung 3:  Schematische Darstellung mdglicher Préaparationsschritte flir die Préparation
biologischer Proben fiir die massenspektrometrische Analyse. Gelb hinterlegt ist der
Weg, der mit der in dieser Arbeit beschriebenen Apparatur ermdglicht werden soll.

2.2.6 Adsorption und Desorption bei wasserhaltigen Oberflachen im
Vakuum

In den vorherigen Kapiteln wurden die Mdglichkeiten und Schwierigkeiten aufgezeigt
wasserhaltige biologische Proben mit Hilfe von Kryopraparationstechniken derart zu
fixieren, dass die chemische und strukturelle Integritat der Probe weitestgehend erhalten
bleibt. Es bleibt aber noch zu diskutieren welche Eigenschaften eine auf die
beschriebene Art und Weise fixierte und préaparierte Probe in einem Vakuumsystem
besitzt, die eine massenspektrometrische Oberflachenanalyse zusatzlich beeinflussen.
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Da die statische SIMS extrem oberflachensensitiv ist, sind hier besonders
Verénderungen in der chemischen Zusammensetzung der Oberflache von Interesse.
Diese konnen einerseits durch die Desorption von Probenmaterial und andererseits
durch Adsorption von Material aus der umgebenen Restgasphase geschehen. Als
wichtigstes und in diesem Zusammenhang kritischstes Probenmaterial ist an dieser
Stelle das Wasser zu betrachten.

Das Sublimations- beziehungsweise das Verdampfungsverhalten von Wasser im
Vakuum in Abhéngigkeit von der Probentemperatur wird beschrieben durch die
Sublimations- beziehungsweise Dampfdruckkurve.
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Abbildung 4:  Dampfdruck- beziehungsweise Sublimationskurve von Wasser

In Abbildung 4 ist die Dampfdruckkurve von reinem Wasser beziehungsweise von
hexagonalem Eis dargestellt, wobei die Werte im Bereich niedrigster Driicke
extrapoliert wurden [50]. Der Kurve ist zu entnehmen, dass bei einem Druck von unter
10°® mbar, wie sie in der Vakuumkammer vorliegen, eine Probentemperatur von unter
-125 °C gewabhrleistet bleiben muss, um intensivere Gefriertrocknung zu unterbinden.
Bei deutlich héheren Temperaturen sublimiert reines Wasser; eine fllssige Phase
existiert bei diesen Druckbereichen nicht.

Es bleiben zwei Dinge zu beachten. Zum einen, dass solche Dampfdruckkurven immer
Gleichgewichtszustdnde zwischen der festen und der gasférmigen Phase in
abgeschlossenen Systemen beschreiben, was in einer ToF-SIMS Vakuum Apparatur
ganz gezielt nicht vorliegt. Um eine Desorption von H,O zu minimieren, missten also
noch deutlich geringere Temperaturen gewahlt werden. Zum anderen gilt diese Kurve
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nur fir reines Wasser. Bei realen biologischen Proben insbesondere bei Zellkulturen
und Geweben ist allerdings eine Vielzahl von Stoffen im Wasser geldst, die im
Allgemeinen zu einer deutlichen aber im Ausmal3 nicht vorhersagbaren Dampfdrucker-
niedrigung fihren. Darlber hinaus sind Teile des Wassers an feste Strukturen gebunden.
Eine genaue Vorhersage tber das Sublimationsverhalten von H,O aus biologischen
Proben in Vakuumsystemen ist somit unmoglich. Trotzdem sollte zur Vermeidung einer
Veranderung der Probenoberflache durch Desorption von Wasser die Probentemperatur
immer so kalt wie moglich gewahlt werden.

Als zweiter die Probenoberflache beeinflussender Prozess ist die Adsorption von nicht
probeneigenem Material auf der Probenoberflache zu betrachten. Trifft ein Teilchen auf
eine Oberflache so besteht eine gewisse Wahrscheinlichkeit, dass dieses an die
Oberflache gebunden wird. Grundséatzlich kann man zwischen zwei unterschiedlichen
Arten der Adsorption unterscheiden

e Bei der Physisorption wird ein auf die Oberflache treffendes Teilchen an eines
oder mehrere Teilchen der Unterlage schwach gebunden, zum Beispiel durch
Van-der-Waals Wechselwirkungen. Die Oberflache wird also nur bedeckt, nicht
aber die grundsatzliche chemische Zusammensetzung der urspriinglichen
Probenoberflache verandert.

e Bei der Chemisorption kommt es zu einer chemischen Bindung zwischen dem
auftreffenden Teilchen und einem oder mehreren Oberflachenteilchen. Es
entstehen dadurch neue chemische Verbindungen, deren Bindungen deutlich
stérker als bei der Physisorption sind.

Die Zahl der auf eine Oberflache auftreffenden Teilchen Raqs ist nach der kinetischen
Gastheorie abhéngig vom Druck und der Masse des auftreffenden Teilchens gegeben
durch [51]:

p
Ras T =
‘ ~2m-mkT

Mit:  p : Druck lber der Oberflache
m : Masse des Gasteilchens
k : Boltzmannkonstante
T : Temperatur des Gases

Damit ist im Vakuumsystem die Anzahl der auf eine Probenoberflache auftreffenden
Teilchen ausschliellich von dem tber der Probe vorliegenden Druck bestimmt, da fur
die Temperatur der auftreffenden Teilchen im Allgemeinen Raumtemperatur
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angenommen werden kann. Genauso wie sich der Gesamtdruck additiv aus den
Partialdriicken aller vorhandenen Gasmolekiile zusammensetzt, ergibt sich auch die
Anzahl der auftreffenden Teilchen einer Spezies direkt proportional zu ihrem
Partialdruck.

Ob das auftreffende Gasmolekul die Oberflache wieder verlésst, hadngt dann von
mehreren Bedingungen ab. Die Desorptionswahrscheinlichkeit Wges eines Teilchens aus
einer Flacheneinheit pro Sekunde l&sst sich abschatzen mit [52]:

Wdes - VO ‘€ o
Mit:  w : Schwingungsfrequenz des Teilchens im Bindungspotenzial
Ep : Bindungsenergie an der Oberflache
k : Boltzmannkonstante

: Temperatur auf der Oberflache
Daraus ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:

e Die Oberflachentemperatur beeinflusst ganz entscheidend die Haftungswahr-
scheinlichkeit.

e Die Haftwahrscheinlichkeit ist stark von der Bindungsenergie abhéngig, variiert
material- und wechselwirkungsabhéngig; auf heterogenen Fl&chen ist somit auch
eine Ortsabhédngigkeit gegeben.

e Die auftreffenden Teilchen besitzen kinetische Energie. Zusatzlich wird bei der
Adsorption Warme frei. Deshalb wird es nur dann zur Adsorption kommen,
wenn die Energie hinreichend schnell abgefiihrt werden kann. Andernfalls
desorbieren die Teilchen sofort wieder.

Generell gilt somit, dass es zur Minimierung der Adsorption einerseits notwendig ist,
den Partialdruck, insbesondere solcher Gase, die, wenn sie erst einmal auf die
Oberflache gelangt sind, eine hohe Bindungsenergie mit dieser haben, im Vakuum-
system zu minimieren. Andererseits sollte die Probentemperatur zur Minimierung der
Adsorption méglichst hoch gewahlt werden.

So ist bei der Praparation und Analyse von tiefkalten, wasserhaltigen Proben, erneut
besonderes Augemerk auf das Wasser zu lenken. Wie gezeigt, ist es zum einen fir die
Analyse von wasserhaltigen Proben zur Vermeidung umfangreicher Gefriertrocknung
zwingend notwendig die Probentemperatur so niedrig zu wéhlen, dass der Dampfdruck
des Eises geringer ist als der umgebende Druck in der Vakuumkammer. Andererseits
fihrt dies dazu, dass Wassermolekile aus dem Restgas der Vakuumkammern auf der
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Probenoberflache nicht nur adsorbieren sondern sogar auskondensieren konnen, da die
Wahrscheinlichkeit, dass diese Moleklle die Oberflaiche wieder verlassen bei
abnehmenden Temperaturen immer weiter abnimmt.

Bei einer sich gegebenenfalls aus dem Wasseranteil im Restgas bildenden
Adsorbatschicht auf der Probenoberflache, handelt es sich weitestgehend um reines
Wasser, welches, sollte die Temperatur niedrig genug sein, sogar kubisch oder amorph
ausgefroren sein kann. Bei dem aus dem probeneigenen Wasser gebildeten Eis liegt
dagegen die Situation vor, dass in diesem viele Stoffe gelost sind und dass dieses
zusétzlich von festen Strukturen umgeben ist. Es ist daher nicht unwahrscheinlich, dass
das probeneigene Wasser beziehungsweise Eis ein anderes Sublimationsverhalten zeigt
als das auf der Probenoberflache adsorbierte, also nach der Praparation aufgebrachte
Wasser. Es ist also méglich, dass eine Probentemperatur oder einen Temperaturbereich
existiert, in dem adsorbiertes Wasser bereits einen hoheren Dampfdruck als den
Umgebungsdruck in der Vakuumkammer aufweist, also intensiv sublimiert, das
probeneigene Wasser hingegen nicht.

Unabhé&ngig davon muss als ein weiterer, eine Analyse beeinflussender Effekt, beachtet
werden, dass bei den meisten Proben, das probeneigene Wasser nicht homogen verteilt
auf der Oberflache vorliegt. Dies bedeutet, dass selbst wenn es mdglich ist, ein
dynamisches Gleichgewicht zwischen Desorption und Adsorption herzustellen, dies
immer die origindre Zusammensetzung der Probenoberflache verandert, da das MaR der
Desorption von der lokalen Oberflachenkonzentration abhangt, das Mal} der Adsorption
hingegen, von gegebenenfalls unterschiedlichen Haftkoeffizienten mal abgesehen,
nicht.
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3 Entwicklung und Realisierung der Analyseapparatur

3.1 Entwicklungsziel

Wie die Zusammenfassung der theoretischen Grundlagen darlegt, sind die Verfahren
der Kryofixierung, ohne chemische Vorbehandlung der Proben jene, die es er-
mdoglichen, eine Probe nahe am vitalen Zustand zu fixieren und vakuumkompatibel zu
machen. Ziel dieser Arbeit war es, eine Apparatur und eine dazu gehérige Prozedur zur
Préparation kryofixierter biologischer Proben zu entwickeln, die es ermdglichen, diese
Proben mittels der SIMS und zukiinftig mittels Laser-SNMS zu analysieren. Andere
Préparationsmethoden, wie zum Beispiel die Gefriertrocknung, sollten dabei aber nicht
apparativ ausgeschlossen werden.

Bei den Kryofixierungsverfahren und der anschlieBenden Schnitt- und Bruch-
praparation, welche fiir die Elektronenmikroskopie entwickelt und verbessert worden
sind, kann auf die etablierten Verfahren zuriickgegriffen werden. Diese sind nicht
prinzipiell fur die SIMS beschrankend und haben schon mehrfach, insbesondere in
Kombination mit anschliefender Gefriertrocknung, zu erfolgreichen Analyseer-
gebnissen gefiihrt [53]. Um aber fur eine SIMS-Analyse den Praparationsschritt der
Gefriertrocknung Uberflissig zu machen, ist beim Verzicht auf chemische Hilfsmittel
eine durchgangige Kihlung der Probe zu gewdhrleisten. Gangige ToF-SIMS
Apparaturen sind dafur zunéchst nicht geeignet.

Zwar lasst sich noch relativ leicht eine Probenkihlung in einer solchen Apparatur
realisieren. Es hat sich aber gezeigt, dass die schlichte Integration eines kiihlbaren und
in der Temperatur kontrollierbaren Probenhalters in eine ToF-SIMS Apparatur nur sehr
eingeschrankt zu erfolgreichen Ergebnissen gefuhrt hat, da wahrend des Einschleus-
prozesses haufig derart viel Material auf der Probenoberflache adsorbiert, dass eine
sinnvolle Interpretation der Analyseergebnisse nicht mehr mdéglich ist. Dieses Problem
kann minimiert, gegebenenfalls sogar ausgeschlossen werden, wenn die Freilegung der
zu analysierenden Oberflache erst im Vakuum stattfindet und die Probe das
Vakuumsystem bis zur endgultigen Analyse nicht mehr verldsst. Zwar kann damit eine
Adsorption aus dem Restgas des Vakuumsystems nicht verhindert werden, diese sollte
aber aufgrund der herrschenden Druckverhéltnisse um GréRenordnungen weniger
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ausgepragt sein, als wenn die Probenoberflache noch auRerhalb des Vakuumsystems
generiert wird.

Genau dieser Ansatz ist in dieser Arbeit verfolgt und verwirklicht worden. Hierfur
mussten bei der Konstruktion folgende Bedingungen berucksichtigt werden:

a. Der Schleusvorgang der gekihlten Probe sollte in moglichst trockener
Atmosphéare und so schnell wie moglich stattfinden, um moglichst wenig Wasser
in das Restgas der Vakuumkammer einzubringen.

Kryoschnitt- oder Kryobruchpréparation sollten im Vakuum maglich sein.
Die Kuhlung, beziehungsweise ganz allgemein die Temperaturkontrolle der
Probe, sollte zu jedem Zeitpunkt gewahrleistet sein.

d. In der Vakuumkammer sollte insbesondere der Partialdruck von Wasser gering
gehalten werden.

e. Alle Transportwege, inshesondere zwischen Schnitt- und Analyseposition,
sollten kurz gehalten werden, um zum einen kurze Transferzeiten zu
ermoglichen und zum anderen, die aktive Kihlung und die Temperaturkontrolle
nicht zu lange zu unterbrechen.

f. Um Adsorbate abdampfen oder gegebenenfalls die Probe komplett gefrier-
trocknen zu konnen, sollte die Probentemperatur sowohl in der Schnittposition,
als auch in der Analyseposition wahlbar beziehungsweise einstellbar sein.

g. Die Probenkihlung darf nicht zu Vibrationen fuhren, die eine hochaufgeldste
Lateralverteilungsanalyse unmdglich machen wiirden.

h. Die Makrorasterfunktion sollte weiterhin zur Verfligung stehen, damit auch
grolRere Flachen analysierbar bleiben.

I.  Viele géngige Probenformen von Zellkulturen und biologischen Gewebe sollten
analysierbar sein

Zusatzlich war noch zu beachten:

j. Die Funktionalitat der SIMS-Apparatur sollte bei nicht zu kihlenden Proben
nicht durch die zusétzlichen Einbauten eingeschrankt werden.

k. Eine spatere Integration von Lasern fir die Nachionisierung zerstiubter
Neutralteilchen sollte moglich bleiben.

In den folgenden Abschnitten soll nun Bezug nehmend auf diese Aufzéhlung der
realisierte Apparaturaufbau beschrieben werden.
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3.2 Realisierung

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgebaute Apparatur, welche insbesondere auf die
Analyse nicht dehydrierter biologischer Proben optimiert wurde, basiert auf einer in
Details modifizierten Apparatur, wie sie bereits mehrfach in der Uni-Miinster gebaut
wurden [54,55], sowie einer direkt daran angebrachten Kryoschnittpraparationskammer.
Im Folgenden sollen zunéchst die einzelnen Komponenten der Apparatur vorgestellt
und beschrieben werden und anschlieBend auf die Besonderheiten der aufgebauten
Apparatur sowie Modifikationen im Vergleich zu anderen ToF-SIMS Instrumenten
eingegangen werden.

3.2.1 ToF-SIMS-Instrument

Bedingung fir das Vakuumsystem der Apparatur war, dass es einerseits einen moglichst
groBen Probendurchsatz ermdoglicht und andererseits den Betrieb einer mit
unterschiedlichen Gasarten betriebenen ElektronenstoR-lonenquelle erlaubt. Daruber
hinaus sollten Optionen, wie ein gezieltes Einlassen von Gasen, zum Beispiel von
Sauerstoff zur Erhohung der lonisierungswahrscheinlichkeit positiver Sekundérionen,
erhalten bleiben. Um genau dieses zu erreichen wurde auf ein gasforderndes
zweistufiges Turbomolekularpumpensystem zurlickgegriffen. Fir die zusétzlich not-
wendige Vorvakuumpumpe wurde eine Olfreie Membranvorpumpe gewéhlt. Diese
evakuiert in regelmaRigen Abstdnden ein Puffervolumen, so dass sie wahrend einer
Analyse ausgeschaltet bleiben kann. Auf diese Weise lassen sich Vibrationen
vermeiden, welche die laterale Auflésung begrenzen. Eine an dieses Puffervolumen an-
geschlossene Turbomolekulardragpumpe generiert dann das Vorvakuum flr die
magnetgelagerte und schwingungsgedampfte Turbomolekularpumpe, die direkt an der
Analysekammer angeschlossen ist.

Um das Ultrahochvakuum nicht bei jedem Probenwechsel brechen zu mussen, ist an die
Analysekammer ein Probenschleusensystem inklusive Probenparkposition angeschlos-
sen, welches es ermoglicht, Proben schnell in das Vakuumsystem ein- beziehungsweise
auszuschleusen sowie Proben im Vakuum zu lagern. Die dafur bendtigten Vakuum-
kammern werden jeweils von Turbomolekularpumpen evakuiert, welche an das Vor-
vakuumsystem der Apparatur angeschlossen sind.

Mit diesem Vakuumsystem ist es modglich den Druck in der Apparatur bis auf
1x10® mbar zu minimieren und selbst bei haufigem Probenwechsel unter 1x10°® mbar
bis 3x10® mbar zu halten.
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Zur Primérionenerzeugung ist die Apparatur mit drei verschiedenen lonenquellen-
systemen ausgestattet. Es sind zwei Flissigmetall-lonenquellen installiert, mit denen
hauptséchlich integrale Massenspektren sowie die Lateralverteilungsanalysen mit hoher
Ortsauflosung durchgefiihrt werden koénnen. Zum einen handelt es sich um eine
dreilinsige Bismuth-Flissigmetallionenquelle® (LMIG)’, bei der neben Bi* verschiedene
Bismuthcluster (Bi," bis Bi;") sowie mehrfach geladene Cluster als Primérion
ausgewahlt werden konnen. Die Bismuthquelle wurde gewéhlt, da diese insbesondere
bei der Analyse molekularen Oberflachen maximale Sekund&rionenausbeuten
gewaéhrleistet [56,57]. Bei der weiteren Flussigmetallionenquelle handelt es sich um
eine zweilinsige Gallium-Flussigmetallionenquelle [58], die im Wesentlichen als
Vergleichsquelle fir grundlegende Untersuchungen zum Einfluss der Priméarionen-
spezies auf die Sekund&rionenausbeute dient. Als drittes Primarionensystem ist eine
Elektronensto3-lonenquelle installiert, welche ebenfalls zur Aufnahme integraler
Massenspektren eingesetzt wird. Diese bietet die Mdoglichkeit, durch die Wahl
verschiedener Beschussteilchen deren jeweiligen spezifischen Vorteile zu nutzen. So
kann zum Beispiel ein Edelgas gewéhlt werden, um die Oberflachenchemie der Probe
moglichst wenig zu beeinflussen. Aber auch eine gezielte Beeinflussung der Ober-
flache, zum Beispiel durch Sauerstoff, um die Sekundarionenausbeute zu erhéhen, kann
ausgewahlt werden. Molekularer Beschuss, zum Beispiel mit SFs’, ist mit diesem
Quellentyp ebenfalls moglich. Zusatzlich kann diese Quelle auch als Sputterquelle fir
die Tiefenprofilanalyse eingesetzt werden.

Eine Ubersicht einiger der Kenn- beziehungsweise Leistungsdaten ist in Tabelle 2
dargestellt.

LMIG (Bi) LMIG (Ga) Elektronenstol3
PI-Spezies Bi*, Bi,", Bis", Bis", | Ga" Ne®, Ar, Kr",
Bis", Bis™", Bis'", Xe'*, 0;", SF3",
Bir ™ SFs'
Beschleunigungs- | 10-25 kV 10-25 kv 1-10 kV
spannung
Min. Fokus- <100 nm <100 nm 30-50 um
durchmesser (Collimated Mode) | (Collimated Mode)
<5 um <1 pm
(High Current (Burst Alignment
Mode) Mode)
Min. Pulslange 800-1200 ps < 800 ps 900-1000 ps
(bunched)
Einfallswinkel 45° 45° 45°
Tabelle 2: Ausgewdhlte Kenn- und Leistungsdaten der verwendeten Primarionenquellen

® Fa. lon-Tof GmbH, Miinster
" Liquid Metal lon Gun
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Beim eigentlichen Flugzeitmassenspektrometer handelt es sich um ein System
bestehend aus einer Extraktionsoptik, einer feldfreien Driftstrecke, einem Reflektron
nach Bergmann [59,60] und einem Detektorsystem [61]. Die Extraktionsoptik extrahiert
und beschleunigt, die durch den Zerstdubungsprozess generierten Sekundéarionen in das
Massenspektrometer und fokussiert diesen Sekundarionenstrahl auf den Detektor. Das
Reflektron nach Bergmann wirkt energiefokussierend in hoheren Ordnungen, so dass
die Massenauflosung gegentber einstufigen Reflektorsystemen noch einmal verbessert
wird. Der Reflektortyp wurde ausgewahlt, um insbesondere die breitere Energie-
verteilung der extrahierten Sekundarteilchen bei der Laser-SNMS besser als zum Bei-
spiel mit einem linearen Reflektron kompensieren zu kdnnen [62] (vgl. Bedingung k).

Die Apparatur ist mit einem computergesteuerten Manipulator® zur Positionierung der
interessierenden Probenstelle unter dem Massenspektrometer ausgestattet, welcher ein
Verfahren der Probenhalteraufnahme in den drei Raumrichtungen, sowie ein Kippen
(Tilt) und Rotieren ermoglicht. Daruber hinaus gestattet der Manipulator ein
Wiederanfahren gespeicherter Positionen mit einer Genauigkeit von wenigen
Mikrometern.  Die  Steuerungssoftware des  Manipulators ist mit  der
Datenakquisitionssoftware gekoppelt, so dass Makrorasteranalysen, bei denen im
Gegensatz zur sonst uUblichen Rasterung des Priméarionenstrahls Uber die
Probenoberflache, die Probe unter dem Priméarionenstrahl und der Extraktionsoptik des
Massenspektrometers  bewegt wird, ermoéglicht werden. Hierbei st die
Positionsgenauigkeit zwar geringer als in dem Modus, in dem der lonenstrahl tber die
Probenoberflache gerastert wird, aber auf diese Weise lassen sich Flachen bis tber
8%8 cm? analysieren.

Um einen moglichst groBen Probendurchsatz bei nicht gekihlten Proben zu
gewabhrleisten (vgl. Bedingung j), kann ein Probenhalter mit einer GroRe von 8x10 cm?
mit den zu untersuchenden Proben bestiickt und in die Analysekammer eingebracht
werden. Bei diesem Probenhaltersystem stehen einem alle Freiheitsgrade des
Manipulators also insbesondere auch die Rotation zur Verfugung. Damit bringt die
spater beschriebene Kuhloption fir den nicht gekihlten Betrieb der SIMS-Apparatur
keinerlei Einschrankungen mit sich und die volle Kompatibilitdt in Bezug auf die
Probenhalteraufnahme zu anderen SIMS-Apparaturen konnte bewahrt bleiben.

Zur Schwingungsdampfung ist der Anlagentisch durch zwei Dampfersysteme von
Bodenvibrationen entkoppelt und alle Vakuumpumpen sind mit schwingungs-
dampfenden Zwischenstiicken an den jeweiligen Vakuumkammern installiert.

® Fa. Raith GmbH, Dortmund
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Des Weiteren ist die Apparatur mit einer Reihe von weiteren Komponenten ausgestattet,
die im Folgenden nur kurz aufgezahlt aber nicht detailliert beschrieben werden sollen:

e Eine Niederenergie-Elektronenquelle zur Ladungskompensation bei der Analyse
elektrisch isolierender Proben.

e Ein Kamerasystem, bestehend aus Mikroskopobjektiv und Ubersichts-
zoomobjektiv, mit der die Probe visuell kontrolliert und die interessierende
Probenstelle unter dem Massenspektrometer ausgerichtet werden kann.

e Ein Sekundarelektronendetektor zur Aufnahme von ioneninduzierten Sekundér-
elektronenbildern. Anhand derer kdnnen, durch die materialabhdngige Sekun-
darelektronenausbeute, auch Uber eine Massenanalyse der Sekundé&rionen
hinausgehende, Information Uber die Probenoberflaiche oder Uber die in-
teressierenden Bereiche erschlossen werden. Darlber hinaus konnen die
Betriebsparameter der lonenquellen, insbesondere deren Fokusdurchmesser,
hiermit optimiert werden.

Der gesamte Aufbau der Anlage ist darauf ausgelegt Laser-SNMS Analysen zu
ermoglichen. Neben der Wahl des Spektrometers nach Bergmann betrifft dies die
Einplanung von Raum fur die hierfiir notwendige Einkopplung der Laserstrahlen und
die Konfiguration des Detektors und des Registrierungssystems (vgl. Bedingung k). In
der Zwischenzeit sind bereits zwei Lasersysteme installiert, die auf die nichtresonante
Zweiphotonennachionisierung  beziehungsweise die Einphotonennachionisierung
optimiert sind. Auf diese Analyseoption soll aber im Rahmen dieser Arbeit nicht
eingegangen werden.

Wurde bisher die ToF-SIMS-Apparatur beschrieben, wie sie flr nicht zu kihlende
Proben eingesetzt werden kann, sind fir die Kryopraparation und Kryoanalyse einige
Komponenten modifiziert beziehungsweise zusétzliche Komponenten in der Anlage
integriert, die im Folgenden beschrieben werden sollen.

3.2.2 Spezielle Modifikationen fur die Analyse kryopraparierter
Probensysteme

3.2.2.1 Die Kryoschnitt- und Kryobruchapparatur

Um Proben nicht nur gekihlt untersuchen sondern sie auch im Vakuum schneiden zu
kdnnen, um somit eine Oberfldche zu schaffen, die nicht an Atmosphéarendruck gelangt
ist, mussten folgende Aspekte bedacht werden:
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VI.

VII.

Ein leicht zu bedienender Schneidemechanismus musste in das Vakuumsystem
integriert werden und die einzelnen Schritte der Schnittpraparation sollten
optisch kontrolliert werden kénnen.

Da es sich fur die ToF-SIMS-Analyse bewdhrt hatte, die nach einem Schnitt
freigelegte Oberflache der Probe, also die so genannten ,,Block Faces* [63], zu
analysieren [64], sollte das von der urspringlichen Probenoberflache abge-
trennte Material derart abtransportiert werden, dass es weder auf die Proben-
oberflache zurlickgelangen kann, noch dass es durch nicht ausreichende Kiihl-
ung gefriertrocknet und somit den Partialdruck von Wasser deutlich erhoht.

Die Temperatur der Probe sollte in jeder Position und in jedem Schritt der
Praparation und Analyse kontrollierbar und regulierbar sein.

Um unspezifische Adsorption von Wasser auf der Probenoberflache wahrend
des Schnittprozesses auf ein Minimum zu begrenzen, sollten in unmittelbarer
Nahe zur Schnittposition Kaltschilde integriert werden.

Um auch Tiefenprofil oder 3D-Analysen zu ermdglichen, bei denen der
Materialabtrag durch Schneiden realisiert wird, sollten mdoglichst kurze Wege
beziehungsweise  kurze Transferzeiten zwischen  Schnittposition und
Analyseposition gewahrt bleiben.

Das Vakuum in der Hauptkammer sollte durch die Praparationsschritte sowie
durch gegebenenfalls nachtraglich durchgefiihrte Temperaturbehandlungen bis
hin zur kompletten Gefriertrocknung der Proben nicht beeintréchtigt werden.

Ein Schleusensystem sollte integriert werden, welches erlaubt, Proben in
moglichst trockener Atmosphare und moglichst schnell in das Vakuumsystem zu
transferieren.

Um diese Rahmenbedingungen zu realisieren, wurde direkt an die Analysekammer der
Apparatur eine weitere Vakuumkammer angebracht, in der die komplette Schnitt-
praparation® stattfinden kann (vgl. Bedingung I und b). Dadurch kann diese Praparation
keinen Einfluss auf das Ultrahochvakuum in der Analysekammer nehmen (vgl.
Bedingung VI), es bleiben aber trotzdem kurze Transferzeiten zwischen Préparations-
position und Analyseposition méglich (vgl. Bedingung V). Zur Veranschaulichung der
Position der Schnittkammer an dem Gerét ist in Abbildung 5 eine Ubersichtszeichnung
der Schnittapparatur und in Abbildung 6 eine Fotografie im endgultigen Einbauzustand
dargestellt.

® Fa. Bal-Tec AG, Liechtenstein
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Abbildung 5:  Schematische Darstellung der Schnittapparatur sowie deren Position an der
Analysekammer
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Abbildung 6:  Foto der Schnittapparatur im eingebauten Zustand. Markiert sind die gleichen
Komponenten der Apparatur wie in Abbildung 5, sofern sie sichtbar sind.

In den Abbildungen ist die direkt an die Analysekammer angeschlossene Schnitt-
apparatur mit den dazu gehdrenden Komponenten, die in den jeweiligen Bildern
markiert sind, zu erkennen. In Abbildung 6 ist die an die Andockstelle eingehakte
kombinierte Schleusen und Transportbox zu erkennen, mit der ein schnelles und
unkompliziertes Einschleusen in das separate Vakuumsystem der Schnittapparatur
realisiert wird (vgl. Bedingung VII). Um Adsorption vor und wahrend des Einschleus-
prozesses aus der Umgebungsluft auf ein Minimum zu begrenzen, ist die Schleusenbox
derart konzipiert, dass die Proben, welche in flissigem Stickstoff auf dem Probenhalter
montiert werden, unter trockener Stickstoffatmosphare direkt aus fllissigem Stickstoff in
die Schleusen- und Transportbox gebracht und von dort in weniger als 20s in das
Vakuumsystem der Schnittapparatur transferiert werden kénnen. In Abbildung 7 ist die
Schleusen- und Transportbox in der Position in dem Probeniuibergabewerkzeug gezeigt,
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in der diese unter trockener Stickstoffatmosphére mit dem Probenhalter beladen werden
kann.

Abbildung 7:  Schleusen- und Transportbox in Probeniibergabewerkzeug. Im linken Bild von der
Seite, im rechten von oben abgebildet.

Die blaue Styrodurwanne kann so hoch mit fliissigem Stickstoff beftllt werden, dass der
komplette Probenhalter vollstandig von flussigem Stickstoff bedeckt ist. Verdampfender
Stickstoff steigt permanent nach oben, so dass sich die komplette Wanne und die
Schleusen- und Transportbox mit trockener Stickstoffatmosphare fillen. Durch dieses
Verfahren kann die Adsorption von Wasser auf den Oberflachen des Probenhalters
bereits wahrend des Schleusprozesses auf ein Minimum begrenzt werden. Obwonhl die
Proben tblicherweise noch einmal im Vakuum geschnitten werden, so dass die spater
zu analysierende Oberflache nie der Umgebungsluft ausgesetzt gewesen sein wird, ist
dies wichtig, um eine Erhohung des Anteils von Wasser im Restgas der Schnitt-
apparatur zu begrenzen. In der eingehangten Position kann die Schleusenstange der
Schleusen- und Transportbox in den Probenhalter gefahren werden und dieser
schliellich direkt aus dem Stickstoffbad in die Box hineingezogen werden.

In der Schnittapparatur wird der Probenhalter samt der Probe kopftiber in eine in einer
Richtung manipulierbare Probenhalteraufnahme gebracht, deren Temperatur mit einer
Genauigkeit von 1 °C zwischen -150 °C und -20 °C regel- und kontrollierbar ist. Wie in
Abbildung 8 zu erkennen befindet sich unterhalb der Probe das Messer, welches mittels
eines auRerhalb der Vakuumkammer angebrachten Hebels vor und zuriick bewegt
werden kann. Nach einer zundchst groben Hohenanpassung zwischen Messer und
Probenoberflache kann die Probenhalterung mit einem fein zu steuernden Schrittmotor
die Probe zum Messer hinbewegen. Dieses geschieht in wahlbaren Schritten von 5 pm,
10 um, 20 pm beziehungsweise 40 um. Nach einem Schnitt zieht der Probenhalter
automatisch die Probe zirka 200 um wieder vom Messer weg, um eine Beschédigung
der Probenoberflache oder erneutes Verteilen von abgetragenem Probenmaterial auf der
Oberflache durch das Zurlckfahren des Messers auszuschlieBen. Durch die
Kopfuberanordnung wird vermieden, dass Teile auf der neu préapararierten
Probenoberflache verbleiben und eine Analyse behindern. Abgeschnittene Teile der
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Proben fallen auf ein Kalteschild, damit diese nicht durch ein Aufwarmen und eine
daraus resultierende Gefriertrocknung, das Vakuum beeintrachtigen (vgl. Bedingung I1).
Fur das Messer stehen mehrere Ausfuhrungen zur Verfugung. Es koénnen sowohl
Hartmetallmesser als auch diamantbeschichtete Messer in die Apparatur eingebaut und
benutzt werden. In der ersten hier gezeigten Ausbaustufe ist ein Hartmetallmesser
eingebaut, mit dem alle Proben in den spater dargestellten Beispielen geschnitten
wurden.

1 Probenhalter
aufnahmeschienen

2 Hartmetallmesser

Abbildung 8:  Foto der Probenhalteraufnahme in der Schnittposition, aufgenommen aus Richtung der
Andockstelle fiir die Schleusen- und Transportbox. Die Bewegungsrichtung des
Messeres ist durch den weiRen Pfeil angedeutet.

Der gesamte Schnittprozess kann tber ein optisches Mikroskop von auferhalb der
Vakuumkammer beobachtet und kontrolliert werden. Der komplette Bereich unterhalb
der Probe ist mit einem Kuhlschild versehen, der zum einen den ohnehin vorhandenen
Anteil von Wasser im Restgas minimieren soll, zum anderen aber den beim Schneiden
oder Brechen von wasserhaltigen Proben auftretenden so genannten Outburst [65] von
gasformigen Wasser ins Restgas maoglichst schnell binden soll, damit dieser nicht
unspezifisch auf der Probenoberflache readsorbieren kann.

Schliellich ist an der Schnittkammer noch eine Transferstange installiert, mit der die
Probe durch ein Ventil zwischen Hauptkammer und Schnittkammer in die
Analysekammer transferiert werden kann.

3.2.2.2 Probenhalter

Der Basiskorper des Probenhalters fur die Kryoschnittpraparation und die SIMS-
Analyse gekihlter Proben basiert auf einem Entwurf der Firma BalTec, dessen
eigentliche Probenaufnahme spezifisch auf das jeweilige zu analysierende biologische
Probensystem angepasst wurde. Die im wesentlichen aus Kupfer bestehenden
Basiskorper mit einer Grundflaiche wvon 18x18 mm2, konnen mittels eines
Exzentermechanismus, der durch die Schleusenstange bedient wird, durch Federkraft
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fest auf die jeweiligen Probenhalteraufnahmen in der Kryopréaparationskammer und in
der Analysekammer aufgeklemmt werden, um maximalen thermischen Kontakt zu
gewabhrleisten. Der Probenhalter ist mit seiner Grundflache von 18x18 mm?2 so grof3
gestaltet, dass er die maximale ProbengréRe nicht zu sehr einschrénkt. Trotzdem kénnen
bei einer Probenhalterhthe von 5-10 mm Zeiten ohne aktive Kiihlung, zum Beispiel
beim Schleusen in das Vakuum hinein oder zwischen den Kammern, aufgrund
geniigend Masse Uberbriickt werden, ohne dass dies einen nennenswerten Einfluss auf
die Probentemperatur hat (vgl. Bedingung c bzw. Il1). Gleichzeitig ist der Probenhalter
aber nicht zu groB, so dass die Kuhlleistung der Probenhalteraufnahmen ausreicht,
diesen auch definiert auf einer Temperatur zu halten oder zu bringen. Daruber hinaus
konnte die Schleusen- und Transportbox derart klein dimensioniert werden, dass sie in
unter 20 s evakuiert werden kann (vgl. Bedingung a bzw. VI11I).

In Abbildung 9 sind vier verschiedene Ausfiihrungen dieses Probenhalters dargestellt.
Zu erkennen ist der Grundblock aus Kupfer aus dem seitlich zwei Klemmen
herausragen. Diese Klemmen werden mittels Federkraft nach oben gedriickt. In die
Probenhalteraufnahme eingefiihrt und entspannt, driicken sie den Probenhalter fest nach
unten. Entspannt werden die beiden Klemmen durch drehen der in den Probenhalter
hineingefahrenen Schleusenstange, deren Endstiick auf diese Probenhalter und diesen
Klemmmechanismus ausgelegt ist.

Die Probenaufnahmen auf den Probenhaltern, die die eigentlichen Proben halten und
den thermischen Kontakt zu diesen ermoglichen, sind jeweils individuell auf die
einzelnen Proben hin konzipiert und realisiert worden.

So kann fiir die Analyse von urspringlich flissigen Proben, beziehungsweise von
Proben in Suspensionen, eine spezielle Klemme auf dem Probenhalter montiert werden.
Diese Klemme ermdglicht Probenteller, auf denen die Proben aufgetropft und kryo-
fixiert wurden, leicht bei Kihlung durch fliissigen Stickstoff auf den Probenhalter zu
klemmen und wieder zu l6sen. Dabei wurde die Klemme derart auf die Probenteller
angepasst, dass die sie an keiner Stelle tber den oberen Rand des Probentellers
hinausragt, damit ein Schneiden in der Vakuumkammer mdglich bleibt. Eine solche
Probenaufnahme ist in Abbildung 9A dargestellt.

Fur die Analyse von Zellkulturen, die auf Substraten kultiviert wurden,
beziehungsweise von Gewebeteilen, die auf Substrate aufgebracht wurden, kénnen die
Substrate entweder direkt auf den Probenhalter geschraubt werden, wenn das Substrat,
wie zum Beispiel Titan, ein Schrauben zul&sst. Ein solches Beispiel ist in Abbildung 9B
dargestellt. Wird sproderes Substratmaterial verwendet, zum Beispiel Silizium, kann in
einem solchen Fall auf ein Klemmen zuruickgegriffen werden. Hier kann aber die
Bedingung, dass die zu schneidende und zu analysierende Probenoberfléache der hochste
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Punkt auf dem Probenhalter sein muss, Einschrankungen mit sich bringen. Proben auf
flexiblen Substraten, zum Beispiel Filter aus Teflon, k6nnen wiederum bereits beim
Einfrieren in einen Rahmen gespannt werden, der zum einen spéter leicht auf dem
Probenhalter montiert werden kann und zum anderen die zu schneidenden Fl&chen der
Probe gegenliber dem Rahmen exponiert. Das Beispiel fur eine Halterung fir diese
Proben ist in Abbildung 9C dargestellt.

Abbildung 9:  Verschiedene an unterschiedliche Probensysteme angepasste Probenhalteraufbauten

Fur Proben, die als Block eingefroren wurden, wurde eine Probenaufnahme nach Art
einer kleinen Schraubzwinge konstruiert, in die die Proben, entweder direkt oder in
einer Hulse fixiert, eingespannt werden koénnen. Bei sehr sproden Proben kdnnen die
Backen der Zwinge noch mit einigen Schichten Indium versehen werden, welches auch
bei tiefkalten Temperaturen relativ weich bleibt und somit die Gefahr des Brechens der
Probe minimiert. In Abbildung 9D ist ein solcher Halter dargestellt.

Alle Halteraufbauten beziehungsweise Klemmmechanismen kénnen auf dem Grund-
probenhalter angebracht werden. Fir viele weitere Spezialanwendungen wurden
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Probenhalteraufbauten realisiert, die hier nicht im Einzelnen dargelegt werden. Auf die
Art wie die Proben auf den Probenhaltern fixiert wurden, um die in dieser Arbeit
gezeigten Beispielmessungen durchzufuhren, wird in den jeweiligen Kapiteln noch kurz
eingegangen.

Neben der Installation dieses Schnittinstruments direkt an die Analysekammer der
Apparatur, sind auch Modifikationen an dem ToF-SIMS-Instrument gegenuber
Standardapparaturen durchgefiihrt worden, die im Folgenden beschrieben werden
sollen.

3.2.2.3 Kihlbare Probenhalteraufnahme

Gegeniiber dem Standardbetrieb bei nicht zu kuhlenden Proben musste fur den
Manipulator in der Analysekammer bei Verwendung der modifizierten Probenhalter-
systeme fiir zu kiihlende Proben, die Probenhalteraufnahme ebenfalls speziell angepasst
werden.

Mit einem Aufbau, bei dem die Probenhalteraufnahme mittels fest installierten
Zuleitungen direkt wvon flissigem Stickstoff durchspult wurde, konnten zwar
Temperaturen von deutlich unter -175 °C realisiert werden, allerdings waren aufgrund
der Stickstoffzuleitungen die Verfahrmoglichkeiten des Manipulators — stark
eingeschrankt, wodurch ein Anfahren der interessierenden Probenstelle und damit auch
die Variabilitat bezliglich GroRe oder HOhe der Proben und der Probenhalter enorm
eingeschrankt waren. Auch die Makrorasterfunktion hatte bei einem solchen Aufbau
nicht zur Verfigung gestanden und auch bei nicht zu kiihlenden Proben ware es zu
Einschrankungen im Messbetrieb gekommen. Darlber hinaus konnte nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass durch den verdampfenden Stickstoff Probenvibrationen
hervorgerufen werden, die die laterale Auflésung einer Analyse verschlechtert hatte.

Daher wurde ein anderer Aufbau entwickelt, bei dem die zusatzliche kuhlbare
Probenhalteraufnahme auf dem Manipulator mit einem auf- und wieder abschiebbaren
Kihlblock verbunden wird. Dieser ist mit flexiblen Kupferlitzen versehen, die an einer
mit flissigem Stickstoff gekihlten Oberfléche fixiert sind. Der Kiihlblock druckt sich
mittels Federkraft fest auf den zu kihlenden Teil der Probenhalteraufnahme auf und
gewadhrleistet so einen maximalen Warmekontakt. Durch die flexiblen Litzen bleibt eine
Translation im Rahmen der ProbenhaltergroBe unter dem Massenspektrometer
uneingeschrankt moglich, was eine Makrorasteranalyse auch gekihlter Proben erlaubt
(vgl. Bedingung h). Eine vollstdndige Rotation der Probe hingegen ist mit diesem
System nicht mehr realisierbar. Dariiber hinaus konnte eine Dampfung, der durch
verdampfenden Stickstoff entstehenden Vibrationen, so gewdhrleistet werden (vgl.
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Bedingung g). Die Verwendung des Uber die Kupferlitzen gekiihlten Blocks stellt einen
Kompromiss zwischen hohen Kihlleistungen, mdglichst umfangreicher Verfahr-
maoglichkeit des Manipulators und der Vermeidung der Ubertragung von Vibrationen
auf den Probenhalter dar.

Um eine definierte Temperatur halten zu kdnnen oder um Temperaturrampen zu fahren,
ist ein Gegenheizen mittels in die Probenhalteraufnahme integrierter Heizdrahte
kontrolliert mdglich (vgl. Bedingung ¢ und f). Die minimale Temperatur auf der
Probenhalteraufnahme, die erreicht wird betrdgt -135°C die maximale mogliche
Temperatur liegt bei zirka +250 °C. In diesem Intervall kann in 1 °C Schritten die
Temperatur gewahlt werden. Auf diese Probenhalteraufnahme kann der Probenhalter
mittels Federkraft geklemmt werden, um optimalen Wéarmekontakt zu gewahrleisten. In
Abbildung 10 ist diese kihlbare Probenhalteraufnahme mit aufgeklemmten Kihlblock
(2) als Einzelteil, also ohne den Manipulator, dargestellt.

1. Kupferlitzen
2. Kiuhlblock

3. Kontakt-
Ubergabe

4. Klemm-
schienen

5. Thermo-
element

Abbildung 10:  Kuhlbare Probenhalteraufnahme als Einzelteil mit aufgestecktem Kihlblock

Zu erkennen sind in der Mitte des Bildes die Klemmschienen (4) auf die
beziehungsweise unter die die Probenhalter geklemmt werden kénnen. Auf der linken
Seite ist der Kuhlblock (2) mit den Kupferlitzen (1) zu erkennen. Auf diesem ist noch
ein aus elektrisch und thermisch isolierendem Marcor gefertigter Block angebracht,
tber den die elektrischen Kontakte (3) zum Heizen und zur Temperaturmessung
Ubergeben werden. Unter der Schraube (5), die auf der vorderen Probenhalterschiene zu
erkennen ist, befindet sich ein Thermoelement. Mit diesen Komponenten kann die
Temperatur auf der Probenhalteraufnahme kontrolliert und geregelt werden, bevor ein
Probenhalter aufgeschoben ist. Dies ist notwendig, da die Probenhalter selbst nicht aktiv
gekihlt werden und deren Temperatur von den Probenhalteraufnahmen in der
Schnittposition beziehungsweise auf dem Manipulator vorgegeben wird.
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Fur eine Kryoanalyse ist die Kontrolle der Probentemperatur unerlasslich. Nur so kann
sichergestellt werden, dass es nicht ungewollt zu einer weit reichenden Gerfrier-
trocknung kommt. Die direkte Probenoberflache ist fir die Temperaturmessung
prinzipiell der beste und représentativste Ort. Allerdings ist eine Temperaturmessung an
diesem Ort bei den zu untersuchenden Proben nicht mdglich. Zum einen musste ein
Thermoelement direkt bei der Probenfixierung mit eingefroren werden, zum anderen
darf, soll die Probe noch geschnitten werden, der Schnittprozess nicht behindert werden.

Da es weniger das Entwicklungsziel war mit den zu analysierenden Proben schnelle
Temperaturrampen zu fahren, sondern gleichmaRige quasistatische Bedingungen flr die
Analyse zu gewdhrleisten, ist eine Temperaturmessung direkt an der Probenoberflache
nicht zwingend notwendig, sofern die Messung an einem anderen Ort, wie zum Beispiel
der Probenhalteraufnahme ausreichend reprasentative Messergebnisse liefert.

Obwohl alle Komponenten derart konstruiert wurden, den thermischen Widerstand zu
minimieren, beziehungsweise den thermischen Kontakt zwischen Aufnahme und Halter
trotz der vielféltigen Manipulationsmoéglichkeiten grofitmoglich zu halten, bleibt noch
zu verifizieren, ob die gemessene Temperatur auf der Probenhalteraufnahme auch der
Temperatur der Probe entspricht.

Zur Durchfuhrung dieses Experimentes wurde ein Thermoelement in einem Tropfen
Wasser eingefroren und auf dem Probenhalter angebracht, in die Anlage eingeschleust
und in der Analyseposition auf die auf -130 °C geregelte Probenhalteraufnahme fixiert.
Der erste Vergleich der gemessenen Temperaturen zeigte bei beiden Thermoelementen
im Rahmen der Messgenauigkeit tbereinstimmende Werte. Um die Reaktion auf
Temperaturdanderungen zu Uberprifen wurde in drei Schritten Uber die elektronische
Temperaturregelung die Temperatur zundchst auf -120 °C, danach auf -110 °C und
schliellich auf -80 °C erhoht. Es wurden gleichzeitig die Temperatur der Proben-
halteraufname™ sowie die Temperatur in dem Wasser- beziehungsweise Eistropfen
gemessen.

In Abbildung 11 sind die gemessenen zeitlichen Temperaturverldufe auf der
Probenhalteraufnahme und in dem Eistropfen direkt nach Einstellen der jeweiligen
Zieltemperatur' dargestellt.

10 Ist-Wert“ der Temperaturregelung
11 Soll-Wert* der Temperaturregelung
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Abbildung 11:  Zeitliche Verlaufe der Temperatur auf der Probenhalteraufnahme und in einem Eis-

tropfen auf dem Probenhalter, nach Einstellen der Zieltemperatur von -120 °C, -110 °C
beziehungsweise -80 °C

Die Temperaturverldufe zeigen zum einen, dass im Rahmen der Messgenauigkeit der
Instrumente die Probentemperatur, ist diese erst einmal ins thermische Gleichgewicht
gelangt, gleich der Temperatur der Probenhalteraufnahme ist. Des Weiteren ist zu
erkennen, dass zum einen die Zieltemperatur auf der Probenhalteraufnahme bei den
gewéhlten Temperaturspriingen immer in unter 10 min erreicht wird und dass die
Regelparameter derart eingestellt sind, dass ein deutliches Uberschwingen vermieden
wird. Zum anderen ist die Temperaturdifferenz zwischen den beiden Messpositionen
nach spatestens 3 min ausgeglichen. Aufgrund der Zunahme der effektiven Kihlleistung
bei hoheren Temperaturen werden die Zeiten fur das Einregeln der Temperatur kleiner
als bei niedrigeren Temperaturen.
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Das Ergebnis dieses Experimentes zeigt, dass die Werte der Temperaturmessung fur
den Betrieb konstanter geregelter Temperatur oder fiir langsame Temperaturrampen
(AT/At <1 °C/min) ausreichend ubereinstimmen, so dass die auf der Probenhalter-
aufnahme gemessene Temperatur gleich der Probenoberflachentemperatur gesetzt
werden darf. Bei schnellen Temperaturrampen ist allerdings eine Temperaturmessung
direkt an der Probenoberflaiche oder zumindest in unmittelbarer N&he zu dieser
zwingend notwendig.

Mit diesen Erganzungen beziehungsweise Modifikationen an der ToF-SIMS-Apparatur
sind prinzipiell die Voraussetzungen fiir eine Kryoschnittpraparation im Vakuum sowie
eine Kryo-SIMS-Analyse geschaffen. Da aber bei tiefkalten Proben Adsorption auf der
Probenoberflache, insbesondere von Wasser, im Gegensatz zu Raumtemperatur ein
deutlich gesteigertes Problem darstellen kann, sind noch weitere Modifikationen an dem
Vakuumsystem vorgenommen worden, die im Folgenden kurz dargelegt werden sollen.

3.2.2.4 Modifikationen am Vakuumsystem

Aufgrund der geplanten h&ufigen Probenwechsel, des Betriebes von Gasquellen und der
Maoglichkeit eines gezielten Gaseinlasses ist fur das Vakuumsystem eine Kombination
von gasfordernden Turbomolekularpumpen gewahlt worden. Da diese Pumpen aber fiir
leichte Gase, also auch Wasser, vergleichsweise geringe Saugleistungen aufweisen, sind
zusétzlich in der Analysekammer noch grofl3flachig, mit flissigem Stickstoff gekunhlte
Kaltschilde angebracht, die insbesondere den Partialdruck von Wasser zusatzlich stark
reduzieren. Bei der Platzierung dieser Schilde musste ein Kompromiss eingegangen
werden. Der geeignetste Ort fur die Kaltschilde wére der Halbraum (iber der Probe. Hier
installierte Kaltschilde wiirden dazu fuhren, dass alle Flugbahnen von Restgasteilchen,
die auf der Probenoberfliche enden konnen, von tiefkalten Flachen ausgingen. Der
Restgasdruck direkt Uber der Probenoberflache konnte somit besonders effektiv
minimiert werden. Dies war allerdings nicht zu realisieren, da eine Vielzahl von
Komponenten, wie Massenanalysator, lonenquellen, Ladungskompensationselektronen-
quelle und Probenbeobachtungssysteme von oben auf die Probenoberflache gerichtet
sind, deren Oberflachen nicht geklhlt werden kdnnen. Somit mussten die Kaltschilde
unterhalb der Probe angebracht werden. Des Weiteren ist zusétzlich noch eine
Titansublimationspumpe installiert, die ihrerseits ebenfalls mit durch flissigen
Stickstoff gekihlten Absorberflachen ausgestattet ist. Die Stickstoffreservoire beider
Systeme werden in einstellbaren Intervallen regelméRig mit flissigem Stickstoff
aufgefullt. Nach einer Befullung wird in der Titansublimationspumpe neues Titan auf
die daflr vorgesehenen Oberflachen sublimiert, um somit stets maximale Pumpleistung
zu gewéhrleisten.
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Obwohl diese beiden nicht gasférdernden Pumpen weder an den optimalen Stellen im
Vakuumsystem angebracht werden konnten, noch der Druckbereich, in dem spéater
gearbeitet werden soll beziehungsweise kann (vgl. Dampfdruckkurve des Wassers), fur
ihren Einsatz besonders geeignet ist, sind sie in der Lage, den Druck, insbesondere den
Partialdruck von Wasser, auch direkt tiber der Probenoberflache zu senken. Dies zeigte
eine Restgasanalyse exakt (ber der Probenoberflache, bei der die zeitliche Entwicklung
der Zusammensetzung des Restgases wéhrend der Befullung der, die Kaltschilde
versorgenden, Stickstoffreservoire bestimmt wurde. Hierfir wurden die Restgasteilchen
mit Hilfe der fur die Laser-SNMS vorgesehenen Laserstrahlung ionisiert und an-
schlieBend mit dem ToF-Massenspektrometer ein Spektrum aufgenommen.

Die Uberpriifung mittels eines Restgasanalysators, der an einem seitlichen Flansch der
Apparatur angebracht ist, war hierflir nicht geeignet, da dieser zu weit entfernt von der
Probenoberflache ist. In Abbildung 12 sind die zeitlichen Verldufe der
Signalintensitaten von C*, CH® und C," als unterschiedliche Fragmente kohlen-
wasserstoffhaltiger Restgasbestandteile und die Signalverlaufe von OH" und H,O" als
Signale, die den Wassergehalt des Restgases tber der Probenoberflache repréasentieren,
dargestellt. Alle Signale sind auf Ihren Anfangswert normiert und die Signalverlaufe
sind aufgrund der starken Streuung bei kurzen Analysezeiten geglattet. Mit dem Beginn
der Messung wurde die Befiullung der Stickstoffreservoire gestartet. Der Absolutdruck
in der Analysekammer lag am Beginn der Messung bei 1x10® mbar.

1,2 1
| | I 1T IV

Normierte Intensitat
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Abbildung 12:  Zeitlicher Intensitatsverlauf ausgewahlter unmittelbarer Gber der Probenoberflache
nachionisierter Restgasteilchen nach Beginn der Befiillung der Kaltschildreservoire mit
fliissigem Stickstoff

Am Anfang der Messung, in Bereich I, bleiben die Signalverhaltnisse der dargestellten
lonen abgesehen von Schwankungen weitestgehend gleich. Dieses deckt sich mit dem
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Zeitraum, bis zu dem alle Zuleitungen des fliissigen Stickstoffs zu den Kaltschild-
reservoiren abgekihlt sind, und es erst danach zu einer effektiven Kihlung der
Kaltschilde kommt. Das Einsetzen der Kuhlwirkung ist im Bereich Il zu sehen. Die
Signale aller dargestellten lonen nehmen deutlich ab, insbesondere fallt der rasche
Abfall der Wasser représentierenden Signale auf zirka 30% ihres jeweiligen
Anfangswertes auf. Mit Beginn des Bereiches Il nimmt die Steilheit des Abfalls der
Signalintensitaten wieder ab, was mit dem Erreichen der Endtemperatur der Kuhlschilde
zu erklaren ist. Mit dem Beginn des Bereiches IV nimmt die Steigung des
Signalintensitatenabfalls noch einmal zu. Dies ist auf die zu diesem Zeitpunkt frisch
sublimierte aktive Titanoberflache in der Titansublimationspumpe zuriickzuftihren. Der
Absolutdruck ist am Ende der Messung auf etwa 3x10°° mbar gefallen.

Es zeigt sich somit, dass gegenuber einem Vakuumsystem, welches ausschlieflich mit
fordernden Turbomolekularpumpen evakuiert wird, durch den Einbau von Kihlschilden
und einer Titansublimationspumpe sowohl der Gesamtdruck, als auch insbesondere der
Partialdruck von Wasser deutlich gesenkt werden kann, auch wenn diese Pumpen nicht
an den optimalen Einbauorten installiert werden konnten.
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4 Prozedur zur Minimierung von Wasseradsorption

4.1 Entwicklung einer Prozedur an einem Testsystem

Die durchgangige Kryopraparation und -analyse sowie das Schneiden beziehungsweise
Brechen mit der Vakuum-Schnittapparatur eroffnet weitere Moglichkeiten des Einsatzes
einer ToF-SIMS Analyse fur biologische Proben. Zwar ist eines der Hauptprobleme der
gewohnlichen Kryoanalyse, namlich Adsorption auf der zu analysierenden Oberflache
wéhrend des Einschleusens der kalten Probe in das Vakuumsystem, bei der aufgebauten
Anlage bereits umgangen. Allerdings kann es auch bei dieser Praparationsprozedur zu
Artefakten kommen, die eine quantitative aber auch eine qualitative SIMS-Analyse
beeinflussen gegebenenfalls sogar unmdglich machen kdnnen.

So kann der Schnittprozess prinzipiell zu einer Umverteilung von oberflachennahen
Atomen und Molekiilen fuhren, wobei Material mechanisch verschoben oder durch das
Messer verteilt wird. Dartiber hinaus ist zu klaren, inwieweit die endgultig freigelegte
Probenoberflache frei von unerwiinschten Bedeckungen ist, da gerade kalte Oberflachen
Material aus dem Restgas im Vakuumsystem auf ihre Oberflache adsorbieren kdénnen.
Ein besonderes Problem stellt dabei der aus der Literatur bekannte ,,Outburst® [65] beim
Brechen oder Schneiden wasserhaltiger Proben dar, bei welchem gasférmiges Wasser
freigesetzt wird und lokal dessen Partialdruck erheblich ansteigen lasst. Eine potenzielle
Rickadsorption auf die zu analysierende Probenoberflache fande vollig unspezifisch
statt und wirde somit, obwohl es sich um probeneigenes Wasser handelt, die
Interpretation der Analyse erschweren, im Extremfall sogar unmdéglich machen.

Es muss also geklart werden, inwieweit die Schnittpraparation im Vakuum eine
Oberflache freilegt, die der realen Probenzusammensetzung entspricht oder ob es zu
Préparationsartefakten kommt.

Um beide moglichen Effekte sinnvoll zu untersuchen, wurde ein Probensystem gewahlt,
dass sowohl aus wasserhaltigen als auch aus nicht wasserhaltigen Bereichen aufgebaut
ist. Dieses Zwei-Phasensystem Dbesteht aus einem PVC-Schlauch, der mit einer
wassrigen Kaliumchloridldsung (KCI) gefillt wurde. Die Probe besteht somit in der
Mitte aus einem wasserhaltigen Teil, der Kaliumchloridlésung, sowie am Rand aus
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einem nicht wasserhaltigen Bereich, dem Schlauchmaterial [66]. Eine solche Probe
wurde nun genauso wie die biologischen Proben in mit fliissigem Stickstoff gekihltem
Propan schockgefroren, in flissigem Stickstoff gelagert und unter Stickstoffatmosphare
in das Vakuumsystem transferiert. Hier wurde die Probe bei der minimalen mdglichen
Temperatur von zirka -150 °C mehrfach geschnitten bis eine glatte Oberflache Uber die
komplette Probe realisiert war. AnschlieBend wurde die Probe in die Analysekammer
transferiert und hier bei -130 °C eine Lateralverteilungsanalyse der Sekund&rionen
durchgefiinrt. Bei artefaktefreier ~Praparation sollten beide Bereiche der
Probenoberflache in den Verteilungsbildern der Elemente und Molekule zu
unterscheiden sein.

K* =
oMM | Max.
Abbildung 13:  Ausgewdhlte Verteilungsbilder positiver Sekundérionen, nach einer Schnittpréparation

eines mit wéssriger KCI-Losung gefillten PVC-Schlauches, aufgenommen bei einer
Probentemperatur von -130 °C

In Abbildung 13 ist das Ergebnis einer SIMS-Analyse an dieser Probe dargestellt. Der
weilRe Pfeil markiert die Schnittrichtung, in der das Messer bei der Schnittpréparation
gefiihrt wurde. Aufgetragen sind die lateralen Verteilungen einiger lonen auf einer
Flidche von 300 pm x 300 um. Das CgH3O3" Signal auf Masse 149 u ist ein Fragment
eines im PVC-Schlauch enthaltenem Weichmachers und repréasentiert damit den
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Bereich des Schlauches. Die Signale von K und KH,O" représentieren hingegen den
Bereich der Kaliumchloridlgsung.

Eine Trennlinie zwischen beiden Phasen ist in diesen Bildern klar zu erkennen, so dass
ein deutliches mechanisches Verschieben von Probenbestandteilen um mehrere
Mikrometer ausgeschlossen werden kann. Aufféllig ist bei dieser Messung hingegen das
Verteilungshild des HzO". Es ist tiber der kompletten analysierten Fldche nachweisbar
und zeigt eine weitestgehend homogene Verteilung. Da es im Bereich des
Schlauchmaterials aufgrund dessen chemischen Zusammensetzung nicht zu erwarten
ist, muss es also wahrend oder nach der Schnittpraparation auf die Probenoberflache
aufgebracht worden sein. Da K* und KH,O" auf dem Bereich des Schlauches nicht
nachgewiesen werden, muss das Wasser aus der Gasphase adsorbieren und kann nicht
aus einem ,Verschmieren® von wahrend des Schneidens verflissigtem Wasser
stammen.

Hierfr sind zwei Mechanismen moglich. Wie dargelegt kann der Ursprung des
Wassers in dem ohnehin in den Vakuumkammern vorhandenen Wasseranteil im
Restgas oder aber in dem kurzzeitigen starken Anstieg des Wasserrestgaspartialdruckes
wahrend des Schnittprozesses - dem Outburst - liegen.

Ein erster Hinweis ist bereits dadurch gegeben, dass auf Proben, die kein Wasser
enthalten, aber unter gleichen Bedingungen behandelt wurden, also kalt eingeschleust,
kalt geschnitten und kalt analysiert wurden, immer Wasser auf der Probenoberflache
nachgewiesen werden kann. Die Intensitdt der Wasser reprasentierenden Signale auf
solchen Proben liegt allerdings nicht in der GroéRenordnung, wie dies nach einem
Schnitt wasserhaltiger Proben h&ufig beobachtet wird [67]. Mal3gebliche Ursache einer
so deutlichen Bedeckung der Oberflache, wie in Abbildung 14, scheint also in dem
Outburst, der bei nicht-wasserhaltigen Proben nicht vorkommen kann, zu liegen.

Um zu unterscheiden, ob bei wasserhaltigen Proben das auf der Probenoberflache
adsorbierte Wasser aus der Probe selbst oder aus dem Restgas stammt, wurden auf
genau die gleiche Art zwei unterschiedliche Schlauchproben prépariert. In der ersten
Probe wurde Wasser verwendet, das nicht dem natirlichen Isotopenverhaltnis
entsprechend zu 99% aus H,'°0 sondern zu 97% aus H,™O besteht. Die andere Probe
wurde mit Wasser préapariert dessen Wasseranteil zu 99% aus 2H,O beziehungsweise
D,0, also dem so genannten schweren Wasser, besteht.

Es kann angenommen werden, dass durch das blof3e Einschleusen dieser Proben die
allgemeine Restgaszusammensetzung in der Analysekammer sich nicht andert und
somit der Wasseranteil im Restgas in der naturlichen Isotopieverteilung vorliegt und
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dadurch der Anteil von D,O beziehungsweise H,®0 unter einem Prozent des
Gesamtanteils liegt.

Anders sieht dies beim Schnittprozess aus. Kommt es hier zu einem intensiven
Outburst, steigt der Partialdruck in unmittelbarer N&he zu der Probenoberflache der
jeweils in den Proben verwendeten Wasserarten stark an. In wie weit und wie schnell
dieser von den Kaltschilden in der Schnittkammer absorbiert werden kann ist kaum

abzuschatzen.
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Abbildung 14:  Ausschnitt aus einem SIMS-Spektrum positiver Sekundarionen, aufgenommen auf dem
Schlauchbereich einer Probe, die mit einer Lésung aus H,**0 und KCI gefiillt war.
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Abbildung 15:  Ausschnitt aus einem SIMS-Spektrum positiver Sekundérionen, aufgenommen auf dem
Schlauchbereich einer Probe, die mit einer Lsung aus D,0 und KCI gefillt war.



56 Prozedur zur Minimierung von Wasseradsorption

In Abbildung 14 und in Abbildung 15 sind jeweils Ausschnitte von Spektren einer
SIMS-Analyse auf dem Schlauchmaterial der jeweiligen Proben, nach einer zuvor
erfolgten Schnittpraparation, dargestellt. Die Probentemperatur betrug -130 °C.

In beiden Abbildungen ist jeweils der Massenbereich von 19 u bis 22 u dargestellt und
die Molekiile angegeben, denen die Hauptintensitaten zugeordnet werden konnten. Es
ist deutlich zu erkennen, dass es auf der Schlauchoberflache zu einer Adsorption von
Wasser kommt, die sich aus zwei Anteilen zusammensetzt. Der groBRte Anteil der
Wasseradsorbatschicht besteht in beiden gezeigten Beispielen aus Wassermolekiilen,
die aus dem jeweiligen isotopenmarkierten Wasser aufgebaut sind, welches aus dem
Outburst stammen muss. Dem gegeniiber kann das Signal auf der Masse 19 u, also im
wesentlichen *H3'®0* aufgrund der beobachteten Intensitatsverhaltnisse nicht aus der
Probe stammen, da das Verhaltnis von H3zO zu den jeweiligen Signalen der schwereren
Isotope weit Uber dem Verhéltnis der in den isotopenmarkierten Testsystemen
verwendeten Substanzen liegt. Es kommt also zusétzlich auch zu einer Bedeckung der
Oberflache durch Wasser aus dem Restgas der Vakuumkammern, welches irgendwann
in dem Zeitraum zwischen Schnitt und Analyse auf der Probenoberflache adsorbierte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es sowohl durch die
Schnittpraparation als auch aus dem ursprunglichen Restgas zu einer Adsorption von
Wasser auf der Probenoberflache kommt, wobei das AusmaR insbesondere des Anteils
aus dem Outbursts nur schwer vorhersagbar ist, tblicherweise allerdings den deutlich
grolReren Anteil der Bedeckung ausmacht.

Ganz gleich woher das unspezifisch adsorbierte Wasser stammt, fir eine SIMS-Analyse
der urspriinglichen Probenoberflache muss es entfernt werden. Wie im Grundlagenteil
dargelegt, unterscheidet sich bei biologischen Proben das darin enthaltende Wasser
erheblich von dem Wasser der Adsorbatschicht. Wahrend letzteres als reines Wasser
vorliegt, liegen in dem probeneigenen Wasser eine Vielzahl von geldsten Substanzen
vor, gegebenenfalls sogar Festkorper die das Wasser umgeben.

Um ein Temperaturintervall zu finden, in dem die Wasseradsorbatschicht auf der
Probenoberflache bereits intensiv sublimiert, das probeneigene Wasser hingegen noch
nicht, wurde zundchst an dem Testsystem, des mit H,O gefullten PVC-Schlauches,
wahrend einer SIMS-Analyse der frisch geschnittenen Probenoberflache die
Probentemperatur stetig von -130 °C auf -105 °C erhoht. Die Geschwindigkeit der
Temperaturerhéhung wurde derart langsam gewahlt, dass sichergestellt ist, dass die
gemessene Temperatur auch der Temperatur auf der Probe entspricht (vgl. Kapitel
3.2.2.3). Wahrend des Temperaturanstiegs wurden alle 2 Minuten die Signalintensitéten
von Wasser, reprasentiert von HzO" und HsO,", und dem Weichmacher aus dem
Schlauchmaterial, reprasentiert durch CgHzOs", aufgenommen. Dabei wurde die SIMS-
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Analyse im Lateralverteilungsanalysemodus auf einer Flache durchgefiihrt, die sowohl
Teile der Wasserphase abdeckte als auch Teile des Schlauches. Auf diese Weise ist
sichergestellt, dass gleiche Analyse- und Temperaturbedingungen in den verschiedenen
Bereichen vorlagen.

Der zeitliche, beziehungsweise temperaturabhdngige Verlauf der Signalintensitaten,
aufgenommen auf dem Bereich des Schlauches, ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Verlauf der Signalintensitaten ausgewahlter Sekundarionen wahrend einer Proben-
temperaturerhéhung von -130 °C auf -105 °C, ermittelt auf dem Schlauchbereich des
Testsystems

Analog wie in der in Abbildung 13 dargestellten Lateralverteilungsanalyse ist auch hier
zu Beginn der Messung bei einer Probentemperatur von -130 °C Wasser auf dem
Schlauchmaterial nachweisbar. Die Signalintensitaten von HzO" und HsO," sind sogar
groRer als die des Weichmacherfragmentes CgHsO3". Es kam also zu einer starken
Adsorption von Wasser, die anscheinend die Oberflache dicht belegt.

Ab einer Temperatur von zirka -125 °C beginnt die Intensitdt des Weichmacher-
fragmentsignals zu steigen. In dem Temperaturbereich von -118 °C bis -113 °C nimmt
die Steigerung noch einmal zu. Bei etwa -112 °C hat die Signalintensitat ihr Maximum
erreicht, das um fast zwei GroRenordnungen tber dem Ausgangswert liegt, und danach
weitestgehend konstant bleibt. In dem gleichen Intervall, in dem die Intensitat des
Weichmacherfragmentesignals stark ansteigt, fallen die Signalintensitaten der Wasser
reprasentierenden Massenintervalle von dem bis dahin weitgehend konstanten Anfangs-
niveau auf das Rauschniveau — also faktisch Null — ab. Dies zeigt, dass erst in diesem
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Temperaturbereich die originale Zusammensetzung des Schlauchmaterials der SIMS-
Analyse zugénglich ist und nicht mehr von adsorbiertem Wasser verdeckt wird.

Stellt eine Erhohung der Probentemperatur fur den Schlauchbereich kein Problem dar,
da dieser kein probeneigenes Wasser enthélt und somit eine Sublimation probeneigenes
Wassers, die die Stochiometrie der urspringlichen Probenoberflache &ndert, hier nicht
stattfinden kann, ist anhand der SIMS-Analyse auf der Wasserphase dieses
Probensystems noch zu Kkldren, inwieweit probeneigenes Wasser unter diesen
Bedingungen sublimiert.

In Abbildung 17 ist der zeitliche Verlauf der Signalintensitaten von K*, KH,O", Hz0"
und HsO," von der selben Messung wie in Abbildung 16, hier aber aufgenommen im
Bereich der KCI-L6sung der Probe, dargestellt.
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Abbildung 17:  Verlauf der Signalintensitaten ausgewahlter Sekundarionen wahrend einer Proben-
temperaturerhéhung von -130 °C auf -105 °C, ermittelt auf dem waéssrigen Teil des
Testsystems

Zu Beginn der Messung sind die Wasser reprasentierenden Signale deutlich groRer als
die Kalium enthaltenenden Signale. Kalium und KH,O" sind kaum zu detektieren,
obwohl sie deutlich intensiver sein sollten als die Wasser reprasentierenden Signale.
Dies deckt sich mit den Beobachtungen, die auf dem Schlauchbereich dieser Probe
gemacht wurden. Die Bedeckung der Probenoberflache mit Wasser aus der Gasphase
scheint also Uber die komplette Probenoberfléche stattgefunden zu haben. Auch hier ist
bei den eindeutig aus der originaren Probe stammenden Signalintensitaten von K* und
KH,O" ein starker Anstieg erst im Bereich von -118 °C bis -112 °C zu erkennen. Die
Signalintensitaten der Wasser reprasentierenden Massenintervalle zeigen aber im
Gegensatz zu der Messung auf dem Bereich des Schlauches zunédchst keine deutliche
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Abnahme in diesem Temperaturbereich. Erst bei héheren Temperaturen von etwa
-110°C und mehr fallen die Signalintensitdten rasch ab, um schlieflich im
Rauschniveau zu verschwinden.

Der deutliche Anstieg der Probensignale deutet auch hier auf die Entfernung einer
Adsorbatschicht von Wasser hin, welche aber in dem angegebenen Temperaturintervall
entfernt werden kann. Dabei zeigt sich, dass es zu keiner signifikanten Absenkung der
Intensitdten der Wassersignale kommt, was darauf hindeutet, dass in diesem
Temperaturintervall nur schwach gebundenes adsorbiertes Wasser sublimiert, das
probeneigene hingegen noch nicht.

Allerdings ist anhand der Signalintensitaten der Wasser reprasentierenden Molekiile in
den Spektren nicht klar zu unterscheiden, ob diese noch die Adsorbatschicht der
Probenoberflache widerspiegeln oder bereits die eigentliche Probe.

Um dieses deutlicher unterscheiden zu kdnnen, ist auf die gleiche Weise wie zuvor eine
Probe prépariert, deren Isotopenverhéltnis im Wasseranteil nicht dem nattrlichem
entsprechend zu 99% aus H,"°O besteht, sondern zu 97% aus H,'®0'. Damit ist
zumindest der Anteil der Bedeckung der Oberflache, welche aus der Adsorption aus
dem ohnehin vorhandenen Restgas der Vakuumkammer herrihrt eindeutig vom
probeneigenen Wasser zu unterscheiden. Der Anteil der Bedeckung aus dem
Partialdruckanstieg durch den Outburst, hervorgerufen durch das Schneiden der Probe,
ist nach wie vor nicht klar von dem probeneigenen Wasser zu unterscheiden, da dieser
Anteil in der Gasphase wiederum direkt aus der Probe stammt und damit dasselbe
Isotopenverhéltnis besitzt.

In Abbildung 18 ist das Ergebnis einer Analyse auf der wassrigen Phase eines solchen
Probensystems dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass zu Beginn der Messung die
dargestellten Intensitaten des, das probeneigene Wasser reprasentierende Hs'®0*, in der
gleichen GréRenordnung liegen, wie die Signalintensitat des Hs'°0* und des Hs*°O,".
Aufgrund des spezifischen Isotopenverhaltnisses des probeneigenen Wassers kann dies
nur damit erklart werden, dass es auch zu Adsorption aus dem Restgas der
Vakuumkammern kam.

Die Signalintensititen von Hs'®0* und Hs'®0," nehmen schon bei leichter Erhéhung der
Probentemperatur ab. Die Signalintensitdten der beiden die Probenoberflache
reprasentierenden Teilchen K* und KH,O" steigen ab dem Moment, ab dem die
Probentemperatur steigt. Auffallig ist, dass die Signalintensitét des Hs'0* weitgehend
konstant bleibt, mit Erhthen der Temperatur sogar minimal zunimmt und sich somit
ahnlich zum Kalium verhalt. Erst ab einer Temperatur von tber -110 °C féllt das Signal

12 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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von H3'®0* deutlich ab. Dies entspricht dem Verhalten wie in der zuvor dargestellten
Messung und weist auf eine intensive Sublimierung auch des probeneigenen Wassers
hin.
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Abbildung 18: Verlauf der Signalintensitaten ausgewahlter Sekundarionen wahrend einer Proben-

temperaturerhéhung von -130 °C auf -100 °C, ermittelt auf dem wassrigen Bereichs des
Testsystems mit H,'20

Ab einer Temperatur von etwa -115 °C bleibt das Intensitatsverhaltnis von Hz*°0* und
Hs'®0* konstant und entspricht der Isotopieverteilung des zur Préparation der Probe
verwendeten Wassers. Damit liegt nur noch probeneigenes Wasser auf der
Probenoberflache vor. Das aus dem Restgas adsorbierte H,'°O ist vollstandig entfernt
worden.

Mit diesen beiden Experimenten konnte somit gezeigt werden, dass es zwar durch oder
nach der Schnittpréparation zu einer Bedeckung der frisch erzeugten Oberflache durch
Wasser kommen kann, dieses Wasser aber durch moderates Aufwérmen der Probe auf
ein Temperaturintervall von -115 °C bis -110 °C wieder entfernt werden kann, ohne
intensive Sublimation von probeneigenem Wasser zu initiieren. Sowohl das Wasser auf
dem Schlauchmaterial in dem ersten Beispiel als auch das iiberschiissige H,*°O in dem
zweiten Beispiel waren bei diesen Temperaturen vollstandig entfernt. Die
Signalintensitaten von dem probeneigenen Wasser fielen erst bei Temperaturen von
uber -110 °C signifikant ab.

Wie am Anfang dieses Kapitels erwahnt, variiert das Ausmald der Bedeckung stark.
Eine derartige Bedeckung der Probe durch adsorbiertes Wasser wie in den Beispielen
dargestellt wird nicht immer festgestellt und generell ist es schwierig tUber das Ausmaf
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der Bedeckung Vorhersagen zu machen. Allerdings gilt, auch wenn keine erhebliche
Bedeckung vorlag, dass eine erhebliche Sublimation von probeneigenem Wasser bei
-115 °C bis -110 °C noch nicht eintritt. Zu beachten ist an dieser Stelle allerdings, dass
diese Temperaturen dem Ziel widersprechen konnen, die Probe mdglichst amorph
einzufrieren und auch eingefroren zu lassen.

Da, wie gezeigt, der groRere Anteil der Adsorbatschicht aus dem ,,Outburst* stammt,
kann prinzipiell die Probentemperatur nach Entfernen dieser Schicht wieder abgesenkt
werden, um weitere Veranderungen der Probe auch im Inneren zu reduzieren. Dabei ist
aber zu beachten, dass die beobachtete Adsorption aus dem Restgas der Apparatur auf
die Oberflache bei langen Analysezeiten, wie zum Beispiel der Aufnahme einer
Lateralverteilungsanalyse, das Analyseergebnis beeinflussen kdnnte.

Daher musste die Wiederbedeckung der Probenoberfliche bei wieder abgesenkter
Probentemperatur eingehender untersucht werden. Hierfiir wurde eine SIMS-Analyse
auf der Wasserphase des mit H,™®O praparierten Testsystems durchgefiihrt. Die
Probentemperatur wurde in einem Zeitintervall von funf Stunden wahrend der Messung
kontinuierlich von -105 °C bis -125 °C verringert. Die Starttemperatur von -105 °C
wurde so hoch gewahlt, dass mit den zuvor beschriebenen Kenntnissen sicher gestellt
ist, dass eine adsorbatfreie Oberflache von 97-prozentigem H,*°O vorliegt.
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Abbildung 19: Verlauf der Signalintensitaten ausgewahlter Sekundéarionen wahrend einer Absenkung
der Probentemperatur von -105 °C auf -125 °C, ermittelt auf dem waéssrigen Bereich
des Testsystems mit H,'®O(die Intensitdt des Kaliums ist um den Faktor 1000
herunterskaliert)
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In Abbildung 19 ist beispielhaft der an der Wasserphase des Testsystems ermittelte
zeitliche Signalverlauf von Hs™0", H,"®0", H3*®0" sowie von K* dargestellt. Dabei ist
die Intensitat des K™ um den Faktor 1000 herunterskaliert.

In dem Diagramm ist zu erkennen, das die Intensitaten der Wasser reprasentierenden
Signale und die Intensitatsverhdltnisse bis zu einer Temperatur von zirka -115 °C
konstant bleiben. Ab einem Temperaturintervall von -115 °C bis -120 °C steigt die
Intensitit des HsO" stark an wiahrend die Intensititen der anderen beiden dargestellten
Signale minimal abnehmen.

Dies heilt, dass es ab diesem Temperaturbereich erneut zu einer Bedeckung der
Oberflache durch Wasser aus dem Restgas kommen kann. Kiihlt man die Probe wieder
unter den Temperaturbereich, in dem die Adsorbate von der Oberflache sublimierten,
kann Wasser aus dem Restgas zuriickkondensieren.

Beim Verlauf der Intensitat des K*-Signals ist zu erkennen, dass es am Anfang noch
leicht zunimmt, was auf eine nach wie vor stattfindende Gefriertrocknung und der sich
daraus ergebene Aufkonzentration des Kaliums zurlickzufiihren ist. Ab einer
Temperatur von etwa -110 °C bleibt die Intensitat aber konstant, eine Gefriertrocknung
scheint nicht mehr stattzufinden. Auch das durch die weitere Abklhlung aufgebrachte
Wasser senkt die Intensitat des Kaliumsignals nicht merklich. Das Mal3 der Bedeckung
ist also deutlich geringer als die Bedeckung, die durch den ,,Outburst* hervorgerufen
wird. In dem dargestellten Beispiel nehmen die Intensitaten der **0 enthaltenen Signale
nur minimal und die des Kaliumsignals gar nicht ab. Es kommt also nicht zu einer
flachendeckenden Adsorbatschicht, die eine sinnvolle Interpretation einer SIMS-
Analyse erschwert. Auch an dieser Stelle ist das gezeigte Verhalten nur anhand eines
Beispiels dargestellt, insbesondere abh&ngig von dem herrschenden Wasserpartialdruck
in der Analysekammer kann die Adsorption auch geringer aber auch deutlich starker
ausfallen.

Unabhéngig von der lokalen Restgaszusammensetzung tber der Probenoberflache stellt
somit eine Probentemperatur, die auch wahrend der Analyse in dem Intervall von
-115 °C bis -110 °C gehalten wird, einen guten Kompromiss zwischen Entfernen
etwaiger Adsorbatschichten, Vermeidung weiterer Adsorption und der VVermeidung von
intensiver Gefriertrocknung dar. ES muss aber einschrankend noch einmal darauf
hingewiesen werden, dass dies bei Proben, bei denen es gelungen ist sie komplett
amorph einzufrieren, zu ungewinschter Kristallisation fiihren kann.
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4.2 Ubertragung der Prozedur auf biologische Proben

Es konnte auf die dargestellte Weise eine Prozedur gefunden werden, die gewahrleistet,
dass die analysierte Probenoberflache weitgehend frei von ungewollten Adsorbat-
schichten ist und wéhrend der Analyse auch bleibt, ohne die Probe intensiv zu
gefriertrocknen. Die Ubertragbarkeit auf biologische Probensysteme dieser an einem
kinstlichen System entwickelten Prozedur muss noch Gberprift werden. Ein kritisches
Beispiel hierfur ist eine Zellkultur in Suspension, da bei diesem Probensystem nicht nur
das Wasser aus den Zellen sondern auch das die Zellen umgebende Wasser zu dem
Outburst beitragen kann. Darlber hinaus ist an diesem System Vorteilhaft, dass hier ein
optimales Fixierungsergebnis unterstellt werden kann, da ein Probensystem gewéhlt
wurde, bei dem es maglich ist, dies bis zu der Kryofixierung in einem Puffermedium
und damit vital zu belassen. Auch die kompakten AusmaRe begunstigen einen
optimalen Gefrierprozess, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die chemische
und strukturelle Integritéat der Zellen gewahrt blieb.

. . Nachweisbares
Basismolekl . . .
Fragmentsignal | Nominalmasse in u
. CsHsN* 58
Cholinkopfgruppe
Praripp CsHisPNO," 184
Glycin CH4N* 30
Arginin CH3N," 43
Alanin C,HgN™ 44
Serin C,HgNO* 60
Prolin C4HsN* 68
Asparagin C3H4NO" 70
Prolin C4HgN” 70
Serin C3H302+ 71
Valin C4H10NJr 72
Threonin C3HgNO" 74
Histidin C4H6N2+ 82
Glutamin C4HsNO* 84
Lysin C5H10N+ 84
Leucin CsHioN* 86
Phenylalanin CgHoN* 120
Tryptophan CoHgN* 130
Tyrosin CgHNO" 136

Tabelle 3: Ubersicht tiber typische Molekiilfragmente aus biologischen Proben
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Als Bestitigung fiir die Ubertragbarkeit miissen in dem Analyseergebnis des
Experiments sich die einzelnen Zellen klar vom umgebenen Puffermedium
unterscheiden und die Ergebnisse, die bereits durch SIMS-Analysen an Zellkulturen
gewonnen wurden, die auf andere Art prapariert wurden, sollten sich bestatigen. Somit
sollte im Inneren der Zellen fiir das Konzentrationsverhéltnis von Kalium zu Natrium
eine Wert von etwa 10 nachzuweisen sein, was dem physiologischem Verhéltnis
entspricht [68]. Des Weiteren sollten eine Reihe von charakteristischen Fragmenten von
Molekdilen zu detektieren sein [64], von denen einige in Tabelle 3 aufgezahlt sind.

Die Signale CsHgN® und CsH;sPNO4*, die unter anderem als charakteristische
Fragmente des Phosphocholin gelten [69] und unter anderem aus Lipiden der Zelle
stammen, konnen Hinweise auf duBere und innere Strukturen der Zellen geben. Die
weiteren Signale sind unter anderen charakteristisch fur Aminosauren [70,71,72] und
konnen aus zelleigenen Proteinen stammen.

Fur das Experiment wurde eine Zellkultur von menschlichen Leberkrebszellen
(HEPG2) gewahlt, da diese in Zusammensetzung und GroRe (@ zirka 10 um bis 20 pm)
gut bekannt sind. Dartiber hinaus sind sie relativ leicht erhdltlich und leicht zu
kultivieren. Die Zellen wurden zundchst auf einem Substrat kultiviert, anschlie}end von
diesem abgel6st, in Pufferldsung gebracht und schlieflich durch zentrifugieren auf-
konzentriert. Diese in dem Puffermedium aufkonzentrierten Zellen wurden auf teller-
artige Goldpléattchen aufpipettiert und dann in flussigem Propan schockgefroren. Dieses
Verfahren hat den Vorteil, dass die Zellen bis unmittelbar vor der Fixierung in einer
Umgebung sind, die es ermdglicht, dass die Zellen bis zu dem Zeitpunkt der Kryo-
fixierung vital bleiben.

Die Probe wurde nach der Lagerung in einem Bad aus flissigem Stickstoff auf den fur
die Probenteller angepassten Probenhalter (vgl. Abbildung 9A, Seite 44) fixiert, in die
Schnittkammer transferiert und dort geschnitten. Welche und wie viele Zellen durch den
Schnittprozess geoffnet werden, ist bei dieser Art der Préparation rein zuféllig. Durch
ausreichende Aufkonzentration ist allerdings sichergestellt, dass sich in jeder
Schnittebene gentigend Zellen befinden, die durch den Schnittprozess getffnet werden
kdnnen.

Anschlielend wurde die Temperatur der Probe, gemadl den an dem Testsystem
gewonnenen Kenntnissen auf -110 °C erhoht und wéhrend des ganzen Zeitraums der
Analyse auf dieser Temperatur gehalten.

Die SIMS-Analyse wurde mit Ga’-Primarionen auf einer Flache von 80x80 pm2
durchgefiihrt. In Abbildung 20 sind die ermittelten Lateralverteilungsbilder von HzO",
Na*, K*, KH,O", CsHgN™ sowie CsHisPNO,4" dargestellt.
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Abbildung 20:  Sekundérionenverteilungsbilder ausgewdahlter Elemente und Molekile, ermittelt auf
einer kryofixierten und kryogeschnittenen Zellkultur in Suspension; die analysierte
Flache betragt 80x80 um? und die Probentemperatur wahrend der Analyse -110 °C.

In allen Bildern sind grof3flachig nahezu homogene Strukturen zu erkennen, welche
durch rundliche Bereiche mit inverser Singnalintensitdt und einem Durchmesser von
etwa 10 um bis 20 um, was genau dem Durchmesser der Zellen entspricht, unter-
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brochen wird. Die Verteilungsbilder des H3O" und des Na" zeigen im Wesentlichen
deutliche Intensitaten in den grol¥flachigen, homogenen Bereichen und représentieren
das Puffermedium. Die Verteilungsbilder von K* und des KH,O" sowie die
Verteilungsbilder der beiden Molekiile CsHgN™ und CsHisPNO," zeigen deutliche
Intensitaten in den anderen Bereichen und représentieren den Bereich der Zellen.

Abbildung 21:  Sekundérionenverteilungsbilder ausgewahlter organischen Molekilfragmenten zuge-
ordneter Massenintervalle; die analysierte Flache betrdgt 80x80 puma.

Die erwarteten Ergebnisse wurden also bestatigt, was zeigt, dass die Oberflache nicht
durch Adsorbatschichten verdeckt ist. Trotzdem enthélt die Probe noch deutliche
Anteile von Wasser, was an den Verteilungsbildern vom Hs;O" und KH,O" deutlich
wird. Eine intensive Gefriertrocknung setzte also noch nicht ein und die an dem
Testsystem entwickelte Prozedur zur Temperaturbehandlung fihrt auch hier zu dem
angestrebten Ziel.

Da keine deutliche Adsorbatschicht die Probenoberfliche bedeckt, sollte das in-
trazellulare Verhaltnis von Kalium zu Natrium bestimmbar sein. Das ermittelte
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Verhéltnis der Signalintensitaten dieser beiden lonen, welches innerhalb der Bereiche
der Zellen bestimmt wurde, betragt etwa acht. Korrigiert mit den relativen Empfindlich-
keitsfaktoren [64] ergibt das ein Konzentrationsverhaltnis von (ber neun, was sehr gut
mit den Werten (bereinstimmt, die aus physiologischer Sicht fur Zellen, die im
lebenden Zustand fixiert wurden, zu erwarten ist [64].

In Abbildung 21 sind die Verteilungsbilder der in Tabelle 3 aufgelisteten
Molekuilfragmente dargestellt. Einschrankend muss erwéhnt werden, dass die Analysen
mit hoch fokussiertem Primérionenstrahl und damit herabgesetzter Massenaufldsung
durchgefiihrt wurden, es also zu Masseninterferenzen auf den einzelnen Nominalmassen
kommen kann, was zu einer relativ schlechten Dynamik fihren kann, wie dies zum
Beispiel in den Bilder der Masse 43 u oder 71 u zu erkennen ist.

Es konnten somit sowohl Konzentrationsverhéltnisse bestimmt werden, als auch
charakteristische Molekiile beziehungsweise Molekilfragmente in den Zellen nach-
gewiesen werden. Dadurch wird deutlich, dass das eingesetzte Préparations- und Ana-
lyseprotokoll und die nach der Schnittpréparation durchgefiihrte Temperaturerhéhung
prinzipiell die Analyse von biologischen Proben im Vakuum ermoglicht und die
Standardarbeitsanweisung auch bei biologischen Probensystemen anwendbar ist.
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5 Einsatzmdéglichkeiten der Kryoanalyseapparatur

In den folgenden Unterkapiteln soll nun anhand von drei Beispielen aufgezeigt werden,
in welcher Weise eine SIMS-Analyse an kryofixierten, nicht gefriergetrockneten
biologischen Proben eingesetzt werden kann. Dabei war es das Ziel dieser Arbeit flr die
jeweiligen Probensysteme und die in den Unterkapiteln angedeuteten Fragestellungen
ein Praparations- und Analyseverfahren zur Verfugung zu stellen und zu etablieren.
AbschlieBende Ergebnisse von Reihenanalysen der zum Teil erst beginnenden
Forschungsprojekte kdnnen im Rahmen dieser Arbeit noch nicht présentiert werden.

5.1 Analysen an Biofilmen

Als erstes Beispiel sollen hier erste Experimente zur Analyse von Hefepilzkulturen des
Typs Candida Albicans vorgestellt werden.

Candida Albicans ist ein Pilz der Candidagruppe, die zu den Hefepilzen gehort. Bei
etwa 75% aller Menschen kann er meistens in, beziehungsweise auf Schleimhduten
nachgewiesen werden. Der Pilz ist zwar Erreger einiger Erkrankungen beim Menschen,
allerdings erkranken die allermeisten Menschen nicht. Anders kann es sich bei
Menschen mit Implantaten, zum Beispiel kinstlichen Gelenken aber auch implantiertem
Zahnersatz, oder bei Menschen mit geschwéachtem Immunsystem darstellen. Hier stellt
die Pilzerkrankung ein immer weiter wachsendes Problem dar.

Candida albicans ist ein polymorpher Pilz, das heil3t er bildet unterschiedliche
Wachstumsformen aus. Die einzelnen Pilzzellen sind rundlich oval und haben einen
Durchmesser von 4-10 um. Allerdings wachst die Pilzkultur tblicherweise als Biofilm
und in diesem Film konnen sich auch andere Pilzformen bilden. Eine Mikroskop-
aufnahme eines solchen Biofilms ist Abbildung 22 dargestellt. Im rechten Teil der
Abbildung 22 erkennt man die dicht gepackten rundlichen Hefezellen. In der Mitte und
im linken Teil der Abbildung sind aber auch weitere Wachstumsformen des Hefepilzes,
wie zum Beispiel die Pseudohyphen zu erkennen. Die Neigung zur Bildung eines
Biofilms und die unterschiedliche Ausbildung von Zelltypen in einem solchen macht
die Behandlung eines Befalls einer Oberflache mit diesem Erreger schwierig, da die
Stofftransportprozesse innerhalb des Biofilms im Vergleich zu einzelnen Zellen stark
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unterschiedlich sein kénnen. Zudem konnen die Stoffwechselprozesse der jeweiligen
Zellausbildungstypen variieren. Die Untersuchung der Wechselwirkung von geeigneten
Medikamenten zur Befreiung von dem Befall muss diese Eigenschaften
bertcksichtigen.

yeast-like cells

pseudohypha \
\ blastspore

.

chlamydospore ¢

()

50 ym

Abbildung 22:  Mikroskopbild einer Kultur von Candida Albicans [73]

Altere Untersuchungen an Zellkulturen, die nicht als Biofilm kultiviert wurden, fiihrten
zu falschen Behandlungsprotokollen. Diese flihrten zwar in der Anwendung zur
Abtbtung der oberen Schichten des Biofilms, ein komplettes Abtdten gelang aber nicht,
so dass nach Absetzen des Antiseptikums die Krankheit wieder ausbrechen konnte und
sich sogar Resistenzen ausbildeten.

Fur eine den realen Bedingungen besser entsprechende Untersuchung mussten neue
Methoden entwickelt werden. Ziel war es, die Kultur als Biofilm zu ziichten, gleich-
zeitig aber fir die massenspektrometrische Analyse Querschnitte zur Verfiigung zu
stellen, in denen es mdoglich ist, sowohl die zellulare Struktur darzustellen sowie die
Konzentration des Antiseptikums in Abhangigkeit von der Tiefe im Biofilm zu
bestimmen. Dabei kénnen nur Querschnitte diese Information liefern, da der Biofilm
keine definierte Oberflache hat und an unterschiedlichen Stellen auf dem Substrat
unterschiedlich hoch und unterschiedlich dicht waéchst. Des Weiteren sollten
Informationen zur Verfligung stehen, die Aufschluss Uber den Zustand der Zellen und
deren Stoffwechselaktivitat mit sich bringen.

Mit diesen Forderungen sind Praparationsmethoden, die die Probe statistisch brechen
und somit keine verlasslich Tiefeninformation tber die analysierte Stelle im Biofilm
liefern ausgeschlossen. Eine Gefriertrocknung kann ebenfalls nicht durchgefihrt
werden, da diese zum einen das Antiseptikum auf den verbleibenden Oberflachen
aufkonzentrieren wirde und zum anderen die durch das Wasser gestutzte Pilzkultur
zerstOren konnte.
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Diese Probleme umgehen und die geforderten Bedingungen erfiillen kann man hingegen
mit einer SIMS-Analyse an einer gefrorenen, nicht-dehydrierten, kryofixierten und
mittels Kryoschnitt préparierten Probe. Genau fiir diesen Praparations- und Analyse-
ansatz wurde die im Rahmen dieser Arbeit préasentierte Apparatur konstruiert und
aufgebaut.

Als Antiseptikum, welches die Pilzkultur abtoten kann und auch in der klinischen Praxis
verwendet wird, wurde Chlorhexidin (CH) gewahlt. Die Wirkung dieses Stoffes beruht
insbesondere auf der Zerstérung von Zellmembranen. In Abbildung 23 ist die Struktur
und Summenformel des Chlorhexidins angegeben.

HM \ _{(NH
HN %N N NH
N H H Ny C22H30Cl2N0
HN H H NH
Cl Cl

Abbildung 23:  Struktur- und Summenformel des Chlorhexidins [74]

Zur Voruntersuchung, bei der die fiir das Chlorhexidin charakteristischen SIMS-Signale
ermittelt werden sollten, wurde ein Tropfen von zirka 2 pl einprozentiger Chlor-
hexidinlosung auf einen Probenteller pipettiert. Alle weiteren Préparationsschritte
wurden danach genauso durchgefuhrt, wie spater bei den Zellkulturen. Die Proben
wurden also in flissigem Propan eingefroren, in Stickstoff gelagert und schlieflich in
der Schnittkammer geschnitten. Danach wurde die Probentemperatur nach der
Standardarbeitsanweisung auf -110 °C erhoht und die Probe analysiert. In Abbildung 24
ist beispielhaft ein Spektrum positiver Sekundarionen im Massenbereich 50 u bis 510 u
dargestellt. Dabei sind die Intensitaten ab Masse 190 u mit dem Faktor zwei, ab Masse
300 u mit dem Faktor 20 und ab Masse 400 u mit dem Faktor 50 multipliziert.

Das komplette Molekul plus eines Wasserstoffatoms ist im Bereich der Nominalmasse
von 505 u mit der typischen insbesondere aus der Isotopie der beiden Chlor-Atome
stammenden Isotopieverteilung nachweisbar. Darlber hinaus sind weitere
charakteristische Fragmente zu erkennen. Besonders soll an dieser Stelle auf die
Fragmente im Bereich der Masse 195 u hingewiesen werden, da ihre Signalintensitaten
zum einen relativ intensiv sind und zum anderen in organischen Materialien nur geringe
Masseninterferenzen mit anderen Probenbestandteilen bestehen. Ein weiteres deutlich
erkennbares Fragment liegt auf der Nominalmasse von 85 u.



Einsatzmdglichkeiten der Kryoanalyseapparatur 71

85U 195u o ‘50‘5'u'—
x105
£ 20
£
:§
'Z’ 15
)
[ y
= ﬁxz ?xzo ¢x50 A
1.0
0.5

100 150 200 250 300 350 400 450 500
Masse in u

Abbildung 24: Auszug aus dem Spektrum positiver Sekundérionen, ermittelt auf einer Chlor-
hexidinprobe

Fur die Kultivierung der Zellen im Biofilm wurde ein ,,Tubular Biofilm Flowcell“-
System [75] verwendet, bei dem die Kultur auf der Innenseite eines Schlauches wuchs
und standig von Nahrmedium umspult wurde, welches mittels einer Pumpe durch den
Schlauch und ein im Vergleich zum Schlauchvolumen groRes Reservoir gepumpt
wurde. Dies hat den Vorteil, dass stdndig frisches Nahrmedium tber die Kultur floss
und somit das Laborexperiment naher an die Realitdt im Korper angepasst ist, als im
Vergleich zu ruhenden Systemen, zum Beispiel einer Préparation in Petrischalen.
Dariiber hinaus kann aufgrund des groRen Reservoirs davon ausgegangen werden, dass
die Konzentration des Nahrmediums konstant blieb. Damit keine Teile der Kultur in das
N&hrmediumreservoir stromen konnten, war in das System noch eine Strdmungsbremse
(Filter) eingebaut.

Die Schlauchstiicke, in deren inneren Oberflachen die Zellen kultiviert wurden, wurden
nach der Kultivierung in zirka 5 mm lange Stiicke geschnitten, diese dann fiir eine
definierte Zeit in Chlorhexidin getaucht und direkt danach in, mit flussigem Stickstoff
gekdiihltem, fliissigem Propan durch schnelles Eintauchen eingefroren und anschlieRend
in flissigem Stickstoff gelagert.

Die Dimensionen der Proben waren so gewahlt, dass sie sich in einem speziell auf diese
Proben hin entwickelten Probenhalter, der eine modifizierte Version des in Abbildung
9D auf Seite 44 dargestellten ist, fest einklemmen lielen, so dass die mechanische
Stabilitat, insbesondere wéhrend des Schnittprozesses, gewéhrleistet war. Dartber
hinaus war sichergestellt, dass maximaler Warmekontakt zwischen Probenhalter und
Probe bestand. Somit konnten die Proben in der Schnittkammer geschnitten und
schliellich analysiert werden. Fir die Praparation einer zur massenspektrometrischen
Analyse geeigneten Oberflache sind die resultierenden Schnittebenen nicht wirklich



72 Einsatzmdglichkeiten der Kryoanalyseapparatur

relevant, da sich auf dem ganzen Bereich des Substrates, also in diesem Fall des
Schlauches, Zellmaterial befinden sollte. Die Schnittprozedur kann so haufig wiederholt
werden Dbis eine zufrieden stellende, mdglichst auf der kompletten Flache glatte
Probenoberflache erreicht ist.

Die Abbildung 25 zeigt Bilder, die in der Analyseposition mit den Probenbeobachtungs-
kameras von einer solchen Probe aufgenommen wurden.

!

Abbildung 25: Probenbeobachtungskamerabild (links) und Probenmikroskopbild (rechts) des im
Schlauch kultivierten Biofilms

Im linken Bild ist das mit dem Makroobjektiv aufgenommene Probentbersichtsbild
dargestellt und im rechten das Bild der Mikroskopkamera. Es sind in beiden Bildern
jeweils deutlich die Bereiche des Schlauches und die Bereiche des Wassers mit der
Chlorhexidinldsung zu erkennen. Der auf der Innenseite des Schlauches kultivierte
Biofilm zeigt allerdings in den optischen Bildern keinen Kontrast und ist somit nicht zu
erkennen.

An einer solchen Probe wurde mit Ga’-Priméarionen auf einer Flache von 400x400 pm?
eine SIMS-Analyse der elementaren beziehungsweise molekularen Lateralverteilung
durchgefiihrt.

In Abbildung 26 ist das Ergebnis dieser Analyse an einem Biofilm, der fur 30 s in einer
einprozentigen Chlorhexidinlosung behandelt wurde dargestelit.
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Abbildung 26: Bilder einer Lateralverteilungsanalyse ausgewéhlter positiver Sekundérionen, ermittelt
an einem Biofilm, der in einem Schlauch kultiviert wurde. In den Bildern ist jeweils
links oben der Bereich des Schlauchmaterials, rechts unterhalb davon der Biofilm und
rechts unten das Lumen des Schlauches zu erkennen. Im zweiten Bild des Chlor-
hexidins sind die Linien, anhand derer ein Intensitatsprofil ermittelt wurde, in Rot, die
Schlauchaoberflache in Blau angedeutet; die analysierte Fl&che betragt 400x400 pum3.

Dargestellt sind die Verteilungsbilder des K* und CsHgN", welche in Anlehnung an die
Bilder der Zellkultur in Suspension insbesondere charakteristisch fur Zellen sind und
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somit den Bereich des Biofilms représentieren. Das Verteilungsbild des CgH303" auf der
Masse 149 u, welches ein charakteristisches Fragment aus dem Weichmacher des
Schlauchmaterials darstellt, reprasentiert somit den Schlauchbereich. Dartiber hinaus ist
das Verteilungsbild des Chlorhexidins dargestellt, das aus der Addition der Bilder aus
den Massenintervallen 195u, 505u und 507 u erstellt wurde. Ergénzend ist ein
Uberlagerungsbild dargestellt, welches aus den Bildern vom CgHzO3" (rot), vom K*
(griin) und dem Bild des Chlorhexidins (blau) generiert wurde. Zur Veranschaulichung
ist noch einmal das Bild des Chlorhexidins abgebildet, in dem hier die Linien
angedeutet sind an denen spéter die Profilanalyse durchgefihrt wurde.

In der linken oberen Ecke ist in dem Bild des CgH3O3" der Schlauch zu erkennen. Auf
diesem ist der in relativ dichter Konsistenz gewachsene Biofilm in den Bildern vom K*
und CsHgN™ deutlich zu erkennen. Invers zu der Abnahme der Intensitaten des K™ und
des CsHgN™ hin zur Schlauchmitte nimmt in der Abbildung 26 die Intensitat der
Chlorhexidin reprasentierenden Signale zu. Besonders anschaulich ist dies im
Uberlagerungsbild zu erkennen. Anhand dieser Bilder wird deutlich, dass das
Chlorhexidin innerhalb der Expositionszeit nicht in hoher Konzentration in den Biofilm
eindringen konnte. Ein Intensitatsanstieg von der Oberflache der Innenseite des
Schlauches hin zur Mitte des Lumens des Schlauches (also im Bild von links oben nach
rechts unten) ist zu erkennen.
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Abbildung 27: Intensitatsverlauf der Chlorhexidinsignale in Abhéngigkeit von der Entfernung zur
Oberfl&che der Schlauchinnenseite

Verdeutlicht wird dies in Abbildung 27, wo der Intensitatsverlauf der Signale des
Chlorhexidins in Abhangigkeit von der Entfernung zur Oberflache der Schlauch-
innenseite dargestellt ist. Hierflr wurde Uber drei verschiedene jeweils auf der
Schlauchinnenseite beginnende Intensitatsprofile gemittelt. Die Linien, auf denen das
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Intensitatsprofil ermittelt wurde, sind in Abbildung 26 im zweiten Verteilungsbild des
Chlorhexidins in rot, die Schlauchoberflache in hellblau eingezeichnet.

Anhand eines solchen Ergebnisses l&sst sich das Eindringverhalten des Chlorhexidins in
den Biofilm untersuchen. Daher sind weitere Analysen geplant, um Ruckschlisse ber
das Konvektions- und Diffusionsverhalten des Chlorhexidins im Biofilm und die
Stoffwechselprozesse hierin zu erhalten.

Neben der Information uber die Verteilung des Chlorhexidins im Biofilm ist auch die
Kenntnis Uber den Zustand einzelner Zellen hierin von hoher Bedeutung. Um die
chemischen Zusammensetzung einzelner Zellen in dem Biofilm zu ermitteln, missen
allerdings SIMS-Analysen mit hoherer lateraler Auflosung bei Verkleinerung der
analysierten Flache durchgefiihrt werden, weil aufgrund der Lateralauflosung in
Abbildung 26 einzelne Zellen nicht deutlich auszumachen sind und nur der Biofilm als
ganzer zu sehen ist.

Chlorhexidin

oM | Max.

Abbildung 28: Bilder einer Lateralverteilungsanalyse ausgewéhlter positiver Sekundérionen, ermittelt
an einem Biofilm, der in einem Schlauch kultiviert wurde. In den Bildern ist jeweils
rechts oben der Bereich des Schlauchmaterials, links unterhalb davon der Biofilm und
links unten das Lumen des Schlauches zu erkennen; die analysierte Flache betragt
190%190 pum2,
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Als Beispiel hierfur sind in Abbildung 28 die Lateralverteilungsbilder einer mit Ga'-
Primérionen durchgefiihrten SIMS-Analyse an einer anderen aber auf gleiche Weise
praparierten Probe dargestellt. Die analysierte Flache betrdgt 190x190 um?.

Dargestellt ist das lonenverteilungsbild des K*, welches im Wesentlichen die Bereiche
des Biofilms wiedergibt, und die lonenverteilungsbilder der Molekiilfragmente CsHgN™
und CsHisPNO,", welche in der SIMS als typisches Fragmente aus Zellmembranen
bekannt sind und somit ebenfalls Bereiche des Biofilms reprasentieren. Des Weiteren ist
das Verteilungsbild vom Chlorhexidin dargestellt, fur welches die Signalintensitaten der
beiden Hauptpeaks des Gesamtmolekiils (505 u und 507 u) sowie die Intensitdt des
Fragments auf der Masse 195 u aufaddiert wurden.

Bei Betrachtung der Verteilungsbilder der die Zellstrukturen reprasentierenden Signale
K*, CsHgN" und CsH31sPNO," ist ein unterschiedliches Verhalten feststellbar. Sind in
allen Bildern in unmittelbarer Nahe zur Oberflache der Schlauchinnenseite noch
deutlich zellulare Strukturen in Form rundlicher und ovaler Flachen erhohter
Signalintensitat zu erkennen, andert sich dies mit zunehmendem Abstand von der
Schlauchoberflache. Wahrend im Kaliumverteilungsbild zum Schlauchlumen hin noch
deutlich auf Zellen hindeutende Strukturen zu erkennen sind, sind diese in den anderen
beiden Verteilungsbildern zum Teil schon schwécher ausgepragt und bei einigen Zellen
schon gar nicht mehr zu erkennen. Die Intensitat des Chlorhexidins ist zwar relativ
schwach und auch noch von Untergrundsignalen sowie Rauschen berlagert, aber eine
Strukturierung der Verteilung ist zu erkennen. Neben zwei Bereichen mit deutlich
erhohter Intensitdt in den ausgewahlten Molekilen, ist auch ein Abnehmen der
Signalintensitat vom der Mitte des Schlauchlumens zur Oberflache der Schlauch-
innenseite hin zu erkennen.

Abbildung 29:  Uberlagerungsbild erstellt aus drei MAF-Bildern
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Um in diesem komplexen System Gemeinsamkeiten beziehungsweise Unterschiede
besser erkennen zu kdnnen, bietet sich die Auswertung mit statistischen Methoden, bei
Lateralverteilungsanalysen insbesondere MAF, an (vgl. Kap.2.1.5, Seite 12). Von
besonderem Interesse ist hier das Uberlagerungsbild erstellt aus drei MAF-Bildern,
gezeigt in Abbildung 29. Zu erkennen sind neben den dunkelgriin dargestellten
Bereichen, die im Wesentlichen die Nahrlésung, aber auch die Schlauchbereiche
représentieren, auch noch blaue Bereiche, in denen das Chlorhexidin erhohte
Signalintensitat zeigt. Auffallend sind insbesondere die Bereiche mit rot sowie hellgrin
gefarbten Flachen, welche beide, was man im Vergleich zu den Verteilungsbildern in
Abbildung 28 erkennen kann, Zellen darstellen. Offensichtlich handelt es sich aber um
Bereiche mit signifikant unterschiedlichen Intensitatsverhaltnissen. Eine genauere
Analyse der genau in diesen Bereichen rekonstruierten Massenspektren zeigt deutliche
Unterschiede in einigen Massenintervallen.

Beispielhaft sind in der Abbildung 30 Ausschnitte derjenigen Spektren dargestellt, die
im Bereich dieser Zellen rekonstruiert wurden. Dabei ist in den jeweiligen
Massenintervallen in Grin das Spektrum dargestellt, welches aus den Bereichen
stammt, die in dem MAF-Bild hellgriin erscheinen. Analog dazu ist in Rot das Spek-
trum dargestellt, welches aus den Bereichen, die in dem MAF-Bild rot erscheinen,
stammt.
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Abbildung 30: Ausziige aus den Spektren, die in verschiedenen Regionen der Biofilmkultur ermittelt
wurden. Analog zu der Farbwahl im MAF-Bild sind die Spektren von den Flachen, die
im MAF-Bild rot dargestellt sind, in Rot dargestellt, die Spektren, die auf den griinen
Punkten im MAF-Bild ermittelt wurden, sind in Griin dargestellt.

Es ist zu erkennen, dass in den grin dargestellten Auszligen aus dem Spektrum die
Signalintensitaten auf den Massenintervallen um 19 u, 23 u, 37 u, 85u 195 u und 197 u
im Vergleich zu den rot dargestellten erhoht sind. Umgekehrt sind die Signalintensitaten
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auf den Massenintervallen 39 u, 58 u, 84 u, 86 u und 184 u in dem rot dargestellten
Spektrum im Vergleich zum griinen erhoht.

Fur die Interpretation der Ergebnisse bedeutet dies, dass in den im MAF-Bild hellgriin
dargestellten Zellbereichen ein im Vergleich zu den rot dargestellten Bereichen von
Zellen ein deutlich hoherer Anteil von Wasser représentierenden Signalen zu
detektieren ist, hier beispielhaft dargestellt an den Massen 19 u und 37 u fiir HsO" und
HsO,". Auch die Intensitat von Natrium auf Masse 23 u ist leicht erh6ht gegeniiber dem
anderen Spektrum. Aufféllig ist auch die erkennbare Steigerung der Intensitat in den
Massenintervallen 85 u, 195 u und 197 u, welche Hauptfragmente des Chlorhexidins
darstellen. Zwar kommt es an diesen Stellen im Spektrum bei der hier erzielten
Massenauflosung zu Masseninterferenzen mit unspezifischen Fragmenten von anderen
Molekdilen, doch zeigen die Unterschiede in den beiden Spektrum eine eindeutige
Tendenz. Fir eine quantitative Auswertung sind die Intensitaten allerdings zu gering.

In den anderen Massenintervallen hingegen kann man einen relativen Anstieg der
Signale in dem rot dargestellten Spektrum erkennen. So ist die Intensitdt von Kalium
auf Masse 39 u in diesem Spektrum deutlich gegeniiber dem in Grin dargestellten
Spektrum erhoht. In den Massenintervallen, die auch aus Membransignalen stammen
koénnen, wie zum Beispiel das CsHgN"™ auf der Masse 58 u, das CsHisPNO," auf der
Masse 184 u sowie die Signale CsHipN™ auf der Masse 86 u und die uberlagerten
Signale von C4HgNO™ und CsHyoN™ auf der Masse 84 u ist diese Tendenz ebenfalls
deutlich zu erkennen.

Alleine die Auswertung dieser Signalintensitaten zeigt, dass es bei den Zellen, die in
dem MAF-Bild hellgriin erscheinen gegentber den Zellen, die in dem MAF-Bild rot
erscheinen, zu einer deutlichen Verringerung des Kalium zu Natrium Verhéltnisses
gekommen ist. Auch der Anteil von Wasser ist deutlich erhoht. Offensichtlich kam es
schon zu einer Stérung des Stoffwechsels der hellgriin dargestellten Zellen. Bedenkt
man, dass eine Wirkung des Chlorhexidins darauf beruht, dass dieses membran-
zerstOrend ist, deutet die Abnahme der Membran représentierenden Signale auf eine
bereits eingesetzte Wirkung des Chlorhexidins hin. Auch die Zunahme der Signal-
intensitaten bei Masse 85 u, 195 u und 197 u, die alle aus dem Chlorhexidin stammen
kdnnen, sowie die Tatsache, dass die Anzahl, beziehungsweise Dichte der ungestorteren
Zellen zur Schlauchoberflédche hin zunimmt, legen diese Interpretation nahe.

Damit lasst sich feststellen, dass die in dem MAF-Bild rot dargestellten Bereiche vor
der Kryofixierung lebende, in ihrem Stoffwechsel weitgehend ungestorte Zellen
reprasentieren. Die hellgrin dargestellten Bereiche représentieren hingegen Zellen,
deren normaler Stoffwechsel schon stark gestort, gegebenenfalls sogar komplett zum
Erliegen gekommen ist und deren Membrangeriiste schon angegriffen wurden.
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Dieses Beispiel zeigt das Potenzial der Kryo-ToF-SIMS-Analyse, bei der es moglich ist,
mit nur einer Lateralverteilungsanalyse den Querschnitt tber einen Biofilm abzubilden,
zu klaren inwieweit die Bereiche des Biofilms vital und intakt sind und eine
Bestimmung der Konzentration des Antiseptikums in verschiedenen Bereichen des
Biofilms und sogar innerhalb der einzelnen Zellen zu ermdglichen.

5.2 Analysen an biologischem Gewebe

Zeigt das erste Beispiel, dass die aufgebaute Apparatur in Verbindung mit dem
entwickelten Préparationsprotokoll und Standardarbeitsanweisung erfolgreich zur
Analyse einer Zellkultur eingesetzt werden kann, soll auch anhand einer Analyse an
einem Pflanzenblatt ein Beispiel flr die Einsatzmoglichkeiten bei biologischem Gewebe
gezeigt werden.

Bei dem hier untersuchten Proben handelt es sich um Blatter der Pflanze Alyssum
Lesbiacum. Diese Pflanzenart konnte eine besondere Bedeutung fur die Sanierung mit
Schwermetallen belasteter Boden spielen, da sie in der Lage ist, Schwermetalle, in
diesem Fall Nickel, in aulRergewohnlich hoher Konzentration zu akkumulieren. Einen
Nickelanteil von bis zu drei Prozent der Trockenmasse der Pflanze kann diese Art
einlagern, ohne Schaden zu nehmen [76].

iy i
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Abbildung 31:  Nickelhyperakkumulator Alyssum Leshbiacum. Links ist ein Foto einer in Hydrokultur
gezogenen Pflanze dargestellt, rechts ein Rasterelektronenbild der Oberfldche eines
Blattes einer solchen Pflanze [77]

Ein Foto einer solchen Pflanze sowie ein Rasterelektronenmikroskopbild der Oberflache
eines Blattes einer solchen Pflanze ist in Abbildung 31 dargestellt.
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Der Prozess der Akkumulation solch hoher Schwermetallkonzentration in den Zellen
dieser Pflanze ist zurzeit noch nicht genau verstanden. Dies ware jedoch eine Voraus-
setzung, um durch gezielte Zuchtung oder gentechnische Modifikation diese Schwer-
metalleinlagerungsprozesse noch zu beschleunigen und so die Effizienz von
Bodesanierungen steigern zu koénnen. Ziel ist es somit nicht nur das Nickel in der
Pflanze zu detektieren und die Bereiche zu lokalisieren, in denen das Nickel in der
Pflanze angereichert wird, sondern es gilt zusétzlich auch diejenigen Substanzen zu
identifizieren, die mit dem Prozess der Nickelakkumulation im Zusammenhang stehen.

Hierflr ist nur ein Analyseverfahren geeignet, das sowohl Elemente als auch Molekdle
ortsaufgelost nachweisen kann. Dabei sollten in einem Querschnitt die unter-
schiedlichen Regionen des Blattes, bestenfalls sogar unterschiedliche Zelltypen
identifizierbar sein. Wie an den zuvor gezeigten Beispielen demonstriert wurde, bieten
sich die aufgebaute Apparatur und das Analyseprotokoll fiir diese Anforderungen an.
Allerdings sind im Vergleich hierzu bei der Methodik der Praparation einige
Modifikationen vorzunehmen.

Allein zum Fixieren des vitalen Zustandes des Zellgewebes und zur Herstellung der
Vakuumkompatibilitdt ware es ausreichend die Bléatter ohne eine spezielle Einfassung
einzufrieren. Dies hatte aber den erheblichen Nachteil, dass die durch die Kryofixierung
sprode gewordene Blattprobe bei der verhdltnismaRig festen Fixierung auf dem
Probenhalter zur Kompensation der beim Schneiden aufgebrachten Scherkréfte, zerstort
werden konnte. Selbst bei erfolgreicher Probenmontage besteht zusétzlich noch die
Gefahr, dass die beim Schneiden entstehenden Scherkrafte zu einem willkirlichen
Brechen des Blattes fiihren, die die Erzeugung einer glatten Schnittflache, wie sie durch
die Verwendung eines gefiihrten Messers erzeugt werden soll, verhindert wird. Beide
Bedingungen zusammen konnten mit so diinnen Proben, wie dem Blatt, nicht ohne eine
Einbettung beziehungsweise Fassung realisiert werden. Ein Einbetten oder Fassen in
Harzen sollte jedoch bei einer massenspektrometrischen Analyse gezielt vermieden
werden, um die chemische Zusammensetzung so wenig wie moglich zu verandern.

Wie an den bisherigen Beispielen demonstriert wurde, kann jedoch eine im
Wesentlichen aus Wasser bestehende Probe problemlos préapariert und analysiert
werden. Waren bei den gezeigten Beispielen die Zellen ohnehin von einem Puffer-
medium beziehungsweise von der Nahrlésung umgeben, kann hier Wasser, da es
normalerweise Pflanzenblatter nicht angreift oder deren Chemie veréndert, bei der
Préparation gezielt als Fassungsmedium hinzugegeben werden.

Fur erste Untersuchung zur Nickelakkumulation wurden Pflanzensamen von Alyssum
Lesbiacum auf der griechischen Insel Lesbos gesammelt. Nach der Keimung wurde eine
Halfte der Pflanzen auf einer eins zu eins Mischung von Perlit und Nickel enthaltendem
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Mutterboden kultiviert, wéhrend die andere Hélfte zur Kontrolle auf nickelfreien Perlit
und Mutterbodenmischungen aufgezogen wurde. Direkt nach der Ernte von jeweils
zirka 3-5mm langen Stucken der Blatter der Pflanze, wurden diese in einen
Spezialprobenhalter gegeben. Dieser speziell fur diese Anwendung gewahlte Halter
besteht aus einem Kupferrohrchen dessen Innendurchmesser von zirka 2 mm etwa dem
doppelten des Blattdurchmessers entsprach und sich nach oben leicht trichterférmig
Offnete. Das Blatt wurde lose derart in das Rohr gestellt, dass Teile tber den Rand des
Rohrchens (berstanden. In dieses Rohrchen wurde Wasser gegeben, bis auch der
uberstehende Teil der Pflanze durch den entstehenden Tropfen bedeckt war, und
schlielich alles zusammen in fliissigem Propan eingefroren. Der Wassertropfen diente
dazu das Blatt in dem Rohrchen fest zu fassen und zu stlitzen, ohne es dabei einspannen
oder quetschen zu mussen. Das Kupferrohrchen erfullte den Zweck die gesamte Probe,
also das in dem Eis gefasste Blatt, schlie3lich auf dem Probenhalter fest zu montieren.
In Abbildung 9D auf Seite 44 ist der Probenhalteraufbau dargestellt, der fir diese
Analyse verwendet wurde.

Nach einer Zwischenlagerung in flissigem Stickstoff wurden Proben, der nickelfreien
Kontrollblatter und der nickelhaltigen Blatter in die Anlage transferiert. Hier wurden sie
in der Schnittkammer geschnitten, die Probentemperatur auf -110 °C gebracht und die
Proben schlie3lich analysiert.

Ergebnisse einer SIMS-Lateralverteilungsanalyse an einer nickelfreien Kontrollprobe
sind in Abbildung 32 dargestellt. Die gewahlte Primarionenspezies war Biz" und die
analysierte Flache betragt 150x150 pum?.

Die Abbildung zeigt die aus der SIMS-Analyse stammenden Lateralverteilungsbilder
ausgewdahlter Elemente und Molekiile. Dargestellt sind die Verteilungen von Ca*, Mg,
K,OH", C,Hs", CHO", Hs0,". Zu Ubersichtszwecken ist noch ein Uberlagerungsbild,
erstellt aus den Verteilungsbildern des Ca™ (rot), des K,OH" (griin) und des CHO"
(blau) sowie das Totalionenbild gezeigt.
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Uberlagerung
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Abbildung 32: Bilder einer Lateralverteilungsanalyse ausgewahlter positiver Sekundérionen eines
Blattquerschnitts der nickelfreien Probe; die analysierte Flache betragt 150x150 umz2.
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Es zeigt sich, dass das beschriebene Praparations- und Analyseprotokoll einschliel3lich
der Erhdhung der Probentemperatur auch fur Gewebe, in diesem Fall fur Pflanzen,
einsetzbar ist. Auch hier ist die durch den Schnitt freigelegte Probenoberflache nicht
unspezifisch von Adsorbatschichten bedeckt. Wasser ist aber nach wie vor in der
Pflanze sowie als das umgebende Fassungsmedium nachweisbar, wie anhand eines
Vergleichs des Verteilungsbildes des Wassers (hier HsO,") mit denen der anderen lonen
zu erkennen ist. Man kann im linken Bildteil deutlich den Bereich des Wassers, welches
der Fassung diente, erkennen. Im rechten Bildteil der Lateralverteilungsbilder ist der
Querschnitt des Pflanzenblattes auszumachen.

Im Bereich der Pflanze sind verschiedene Zelltypen zu erkennen. VVon auen nach innen
erkennt man zunéchst, insbesondere anhand des Verteilungsbildes des Kalziums, eine
vom restlichen Pflanzenteil etwas abstehende Zellschicht. Hierbei handelt es sich um
Trichomzellen, die, wie in dem Rasterelektronenmikroskopbild in Abbildung 31 auf
Seite 80 bereits zu erkennen, von der Pflanzenoberflache beziehungsweise dem dicht
gepackten Bereich des Pflanzengewebes leicht abstehen und nur an wenigen Stellen mit
dem Rest der Pflanze verbunden sind. Aus der Literatur ist bekannt, dass Trichome und
die auleren Zellwande dieser Pflanze Kalziumverbindungen anreichern kénnen [78],
was sich mit den hier prasentierten Analyseergebnissen deckt.

Als néchste Zellschicht erkennt man an der Oberfliche des dicht gepackten
Zellbereiches Epidermiszellen. Diese erscheinen im Vergleich etwas rundlicher als die
etwas weiter im Inneren liegenden leicht oval beziehungsweise langlicher geformten
Mesophylzellen. Die Epidermiszellen unterscheiden sich jedoch nicht nur in der Form
und den Abmessungen von den Mesophylzellen. So ist in den Verteilungsbildern von
Kalium enthaltenden Sekundarionen, hier anhand des Beispiels K,OH", und Magnesium
zu erkennen, dass diese Elemente in diesen Zellen intensiver zu detektieren sind.

Aber nicht nur das Zellinnere sondern auch die jeweiligen Zellen begrenzende
Strukturen sind deutlich anhand einiger molekularer Signale zu erkennen. So zeigen das
Verteilungsbild von CHO™ wie auch andere nicht dargestellte Verteilungsbilder von
Molekulfragmenten der Art C4H,O," deutlich die Umrisse einzelner Zellen. Als ein
bedeutender Ursprung dieser Fragmente ist die Zellulose (C¢H100s), zu nennen, welche
insbesondere in den Zellwédnden von Pflanzenzellen vorkommt. Dies erklért die in den
Verteilungsbildern sichtbaren scharfen Umrandungen um die Zellen.

In den Verteilungsbildern weniger spezifischer Fragmente der Form CyH,", hier
dargestellt anhand des Beispiels des C,Hs", sind ebenfalls die Umrisse einzelner Zellen
zu erkennen. Allerdings sind diese deutlich weniger scharf umrissen, da Sekund&rionen
dieses Typs weniger charakteristisch fir spezifische Molekile sind. Somit kénnen sie
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neben den Zellwanden auch aus anderen Bereichen des Gewebes stammen. Zu erkennen
sind Unterschiede zum Beispiel an der dufReren Schicht der dicht gepackten Zellen des
Blattes. Wahrend diese in dem Verteilungshild des C,Hs™ eine relativ glatte
Blattoberflache ergibt, ist sie in dem Bild des CHO™ durch die Rundungen der einzelnen
Zellen geprégt.

Im Verteilungsbild des Magnesiums ist zu erkennen, dass dies insbesondere in den
auleren Bereichen des Blattes nachzuweisen ist. Ein Ursprung des Magnesiums kann
dabei Chlorophyll sein, welches ebenfalls eher in den &ufReren Bereichen der Pflanze
vorkommt.

Im Vergleich dazu zeigt Abbildung 33 anhand ausgewahlter Sekundérionenverteilungs-
bildern das Ergebnis einer Analyse, die an einem Blatt, einer auf nickelhaltigem Boden
kultivierten Pflanze, durchgefiihrt wurde. Die analysierte Flache betrédgt 125x125 pum?
und die Primarionenspezies war Bis".

Wie bereits bei der nickelfreien Probe sind auch hier die Bereiche der Zelle und die
Bereiche des Wassers, welches die Pflanze umgibt, sichtbar. Unterschiedliche Zelltypen
sind ebenfalls in diesen Bildern zu erkennen. AuRen steht eine Trichomzelle ab, am
Rand des Blattes befinden sich die rundlicheren Epidermiszellen und im Inneren des
Blattes die langlich-ovalen Mesophylzellen. Auffallig ist hier, dass im Gegensatz zu der
Vergleichsprobe, bei der der analysierte Querschnitt durch die Randbereiche mehrerer
Trichomzellen verlief, hier ein Querschnitt durch eine einzelne Trichomzelle gelungen
ist. Wieder ist zu erkennen, dass in diesem Zelltyp Kalzium angereichert wird.

Magnesium ist mehr in den &ulleren Bereichen der Pflanze auszumachen und kalium-
haltige VVerbindungen sind eher in der Epidermisschicht zu detektieren. Die Ergebnisse
stimmen beziiglich dieser Elemente und Molekilfragmente mit der Vergleichsprobe
uberein.
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Uberlagerung

Abbildung 33: Bilder einer Lateralverteilungsanalyse ausgewahlter positiver Sekundérionen eines
Blattquerschnitts der nickelhaltigen Probe; die analysierte Flache betragt 125x125 pma2,
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Abbildung 34: Bilder einer Lateralverteilungsanalyse positiver Nickel enthaltender oder mit der
Nickelakkumulation korrelierter Sekundérionen eines Blattquerschnitts; die analysierte
Flache betrégt 125x125 um2,

Zusétzlich zu den bisher prasentierten Verteilungsbildern sind in Abbildung 34 noch die
Lateralverteilungsbilder von *Ni*, *®NiH,O" sowie solche von Signalen aus den
Massenintervallen um 131,9 u und 171,9 u dargestellt. Im Gegensatz zur nickelfreien
Kontrollprobe ist in dieser Probe Nickel eindeutig nachzuweisen, was an den
Verteilungshildern von *®Ni* und *®NiH,O" zu erkennen ist. Es zeigt, dass die
Akkumulation dieses Metalls im Wesentlichen in der Epidermiszellschicht stattfindet.

Auch andere, bisher noch nicht identifizierte Verbindungen oder Fragmente zeigen in
der Epidermisschicht gesteigerte Intensitaten, hier beispielhaft dargestellt anhand der
Verteilungsbilder von 131,9 u und 171,9 u. Diese haben eine Verteilung, die der des
Nickels ahnelt. In weitergehenden Reihenuntersuchungen kénnen somit Korrelationen
zwischen der Nickelanreicherung und der Konzentration von weiteren Bestandteilen,
insbesondere von Biomolekdlen, untersucht werden.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass zur weitergehenden Untersuchung dieses
Probensystems die dargestellte Praparations- und Analysetechnik verwendet werden
kann. In den Bildern sind deutlich verschiedene Zellbereiche und Zelltypen zu
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erkennen. Zellwande und Zellinneres sind klar voneinander zu trennen, Zellspezifische
Anreicherungen von Elementen und Molekdilen sind nachweisbar und Unterschiede auf
molekularer Ebene in der Nickelanreicherung sind detektierbar.

5.3 3D-Analysen an einem Organismus des Zooplanktons

In den vorherigen Beispielen ist erfolgreich gezeigt worden, dass die Zusammensetzung
von Oberflachen biologischer Proben mittels des beschriebenen Praparations- und
Analyseverfahrens bestimmbar ist. Allerdings tritt bei biologischen Objekten auch
haufig die Fragestellung nach der elementaren und molekularen Verteilung im Innern
einer ausgedehnteren Probe auf. Konzentrationsgradienten in der Zusammensetzung
einer Probe erfordern eine dreidimensionale Analyse. Da die Methode der SIMS in der
direkten Analyse auf die obersten atomaren beziehungsweise molekularen Monolagen
der Probe beschrénkt ist, ist es zwingend notwendig die Probe Schicht fur Schicht
abzutragen und dann in der jeweiligen Schicht Lateralverteilungsbilder aufzunehmen.
Ziel sollte dabei sein, zum einen eine moglichst hohe Tiefenauflosung zu gewéhrleisten
und zum anderen den maximalen Informationsgehalt der Probe zu bewahren.

Das fur die Tiefenprofilierung in der SIMS gangige Verfahren des Offenlegens der
interessierenden Schichten durch Zerstdubung mittels lonenbeschuss bietet zwar,
abhangig von Primarionenparametern und Probenbeschaffenheit, eine hohe Tiefen-
auflésung, zerstort aber zum grof3en Teil molekulare Informationen der Probe. Auch die
Anwendung von Clusterionenquellen, wie zum Beispiel Cgo-lonenquellen, welche bei
der Zerstdubung eine deutlich geringere Tendenz zur Zerstérung der molekularen
Information zeigen, 16st dieses Problem im Allgemeinen nicht. Dartiber hinaus kénnen
unterschiedliche Zerstdubungsausbeuten von verschiedenen Bereichen der Probe, dazu
fihren, dass eine sehr raue Oberflache entsteht und eine echte Tiefenkalibrierung gar
nicht mehr maéglich ist.

Einen Ausweg bietet eine schichtweise Abtragung der zu analysierenden Probe mittels
Schneidens. Auch bei einem wiederholten Schneiden oder Brechen von Proben hat dies
keinen negativen Einfluss auf die molekulare Information in der SIMS-Analyse. Eine
3D-Analyse, die darauf beruht, in mehreren Schichten eine Lateralverteilungsanalyse
mittels SIMS durchzufiihren, wobei die jeweiligen Schichten durch Schneiden oder
Brechen erzeugt wurden, behélt also maximale molekulare Information bezogen auf die
SIMS-Analyse. Zusatzlich spielen Effekte wie unterschiedliche Zerstaubungsausbeuten,
die dazu fuhren konnen, dass die Probenoberflache sehr ungleichméflig abgetragen
wird, hier keine Rolle. Allerdings liegt die Tiefenauflésungsgrenze fir ein solches
Verfahren in der GroRenordnung der einzelnen Schnitte, also in der aufgebauten
Schnittapparatur bei minimal 5 um. Dies ist zur 3D-Analyse einzelner Zellen im
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Allgemeinen viel zu groB, kann aber zur Auffindung von Strukturen, zum Beispiel in
Geweben oder aufl3ergewohnlich grof3en Zellen, bereits ausreichend sein.

Als ein Beispiel dafir, dass solche Analysen mit der aufgebauten Apparatur ermdglicht
werden, soll im Folgenden eine 3D-SIMS-Analyse an einer Foraminifere des Typs
Ammonia Tepida vorgestellt werden.

Foraminiferen sind einzellige, planktonische, tierische Lebewesen, die weitestgehend
unverandert seit mehreren Millionen Jahren in fast allen Meeren auf unserem Planeten
leben und die Eigenschaft besitzen, eine Kalzitschale um sich zu bilden. Die
Kalzitschalen abgestorbener Foraminiferen findet man in vielen Sedimentschichten
wieder. Es konnte gezeigt werden, dass sich die chemischen und zum Teil auch
isotopischen Zusammensetzungen der Schalen bei der Bildung durch die Foraminifere
beispielsweise in Abhangigkeit von Wassertemperatur, pH-Wert, Nahrungsmittel-
konzentration oder &hnlichem unterscheiden [79]. Diese Umweltparameter werden ganz
entscheidend durch das jeweilige Klima beeinflusst. Gelédnge es also diese Unterschiede
in der chemischen Zusammensetzung der Kalzitschale anhand von heute lebenden
Foraminiferen oder durch in Laboratorien unter definierten Umgebungsbedingungen
kultivierte Foraminiferen in Bezug auf die jeweiligen interessierenden Parameter zu
qualifizieren und zu quantifizieren, bestinde die Mdoglichkeit diese Daten auf
Kalzitschalen zu (bertragen, die aus Bohrkernen aus Sedimentschichten gewonnen
wurden. Somit konnten Aussagen Uber die Zusammensetzung der Ozeane oder das
Klima Uber Zeitrdume von mehreren zehntausend Jahren in die Vergangenheit hinein
getatigt werden. Eine hierdurch moglich werdende bessere Kenntnis der
Klimaentwicklung der verschiedenen erdgeschichtlichen Epochen, ist insbesondere
unter Bertcksichtigung der aktuellen Debatten tber das Klima von hohem Interesse
[80].

Die flr eine 3D-Analyse gewéhlte Foraminiferenart, Ammonia Tepida, bildet eine
schneckenhaus- beziehungsweise nautilusartige Kalzitschale, die sich aus mehreren
Teilschalen zusammensetzt, und einen Durchmesser von 200 um bis 500 um hat.
Beispielhaft ist in Abbildung 35 ein Rasterelektronenmikroskopbild der Kalzitschale
einer solchen Zelle dargestellt. Die typische Struktur ist in dem Bild deutlich zu
erkennen.
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Abbildung 35: Rasterelektronenbild der Kalzitschale einer Foraminifere des Typs Ammonia Tepida
[81]

In der Vorbereitung fur die 3D-Analysen wurden einige Exemplare der Foraminiferen
des Typs Ammonia Tepida im Wattenmeer an der deutschen Nordseekiiste gesammelt.
Diese wurden in Meerwasser, also ihrer normalen Umgebung, transportiert und
gelagert. Zum Fixieren der Proben wurde ein Tropfen (zirka 1 pl bis 2 pl) des Salz-
wassers auf einen tellerartigen Probenhalter pipettiert. In diesen Tropfen wurde eine
einzelne Foraminifere mittels eines Pinsels gegeben. Die kurze Zwischenzeit, die die
Zelle der Luft ausgesetzt ist, schadet der Foraminifere nicht. Schlielich wurde der
Probenteller mit dem die Foraminifere enthaltenden Tropfen in mit flissigem Stickstoff
gekuhltem Propan eingefroren und anschlieBend in flissigem Stickstoff gelagert.

Vor der eigentlichen Analyse wurde die Probe in der Schnittkammer derart geschnitten,
dass erste Teile der Foraminifere freigelegt wurden. Auf dieser Oberflache wurde nun
die erste Lateralverteilungsanalyse unter Verwendung von Bis*-Priméarionen auf einer
Analyseflache von 400x400 um? durchgefiihrt. AnschlieRend wurde die Probe wieder in
die Schnittkammer transferiert und eine weitere Schicht mit einer Dicke von zirka
15 um mittels Schnitt entfernt. An dieser neuen Oberflache erfolgte dann die zweite
Analyse. Dieser VVorgang des alternierenden Schneidens und Analysierens ist prinzipiell
beliebig oft bis zum kompletten Aufbrauchen der Probe wiederholbar.

An der hier vorgestellten Foraminifere sind 18 Einzelmessungen der Lateralverteilung
der Sekunddarionen an 18 separaten Schnittebenen durchgefiihrt worden. Der Abstand
zwischen den Ebenen betrug zirka 15 um bis 25 um. Abbildung 36 bis Abbildung 38
zeigen das Ergebnis dieser Analyse. Dargestellt sind die auf den 18 Ebenen ermittelten
Verteilungsbilder von Ca® (m=40u) und von K" (m=39u), als Beispiel fiir
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Elementverteilungen, sowie von CsHgN* (m=58 u) und CsH;sPNO;" (m=184 u), als
Beispiele fur die Verteilung organischer VVerbindungen.

Die Abbildungen zeigen, dass aus den Bereichen der Kalzitschale im Wesentlichen
kalziumhaltige Verbindungen detektiert wurden. Aus den Bereichen innerhalb der
Kalzitschalen sind andere Elemente und Molekiile zu detektieren. Als Beispiele daftr
sind K* und die beiden organischen Molekiilfragmente CsHgN®™ und CsHisPNO4
dargestellt.

Die erste Aufnahme zeigt, dass zundchst nur zwei getffnete Kammern der Kalzitschale
zu erkennen sind. Mit zunehmender Tiefe werden weitere Kammern gedffnet.
Besonders gut ist die Entwicklung ab der dritten Einzelanalyse sichtbar. Hier ist im
unteren Teil der Bilder das Erscheinen einer weiteren Kalzitteilschale zu erkennen.
Diese Teilschale ist zundchst nicht sichtbar, wdachst dann aber mit zunehmender
Analysetiefe gleichmalig an.

Eine Besonderheit stellt die ab der zweiten Analyse sichtbare oberste Kalzitteilschale
dar. Diese ist im Kalziumbild deutlich zu erkennen, wahrend sie in den Bildern, welche
den organischen Teil der Zelle représentieren nicht sichtbar ist. Dies deutet darauf hin,
dass sich die Foraminifere aus diesem Bereich bereits vor dem Fixieren zurtickgezogen
hatte.

Auch die dreidimensionale Struktur der innersten Kalzitteilschale ist ab Schnittebene 11
deutlich zu erkennen. Zunéchst ist die Kalzitschale noch komplett geschlossen. Dies ist
daran zu erkennen, dass Kalzium in diesem Bereich flachig detektiert wird, ohne dass
die organischen Fragmente hier zu detektieren sind. In den né&chsten Bildern wurde die
Kalzitteilschale dann ge6ffnet bis sogar mehrere Teilschalen sichtbar werden. Jeweils
aus dem Inneren der Schalen sind die organischen Fragmente detektierbar.

Es ist deutlich zu erkennen, dass auch noch im letzten Schnittbild die Molekilfragmente
im organischen Bereich zu detektieren sind. Dies ist ein entscheidender Vorteil
gegenuber der Methode des Materialabtrags durch Zerstauben, bei dem Ublicherweise
die molekulare Information aus der Probe zerstért wird.

An dieser Stelle muss aber einschrdnkend erwahnt werden, dass mit einem
Materialabtrag von 15-25 pum pro Schnitt und einer minimalen Tiefenauflésung von
5-10 um diese Art der Freilegung tieferer Schichten um GroéfRenordnungen von den
unteren Grenzen des Abtrages durch lonenbeschuss entfernt ist.

Des Weiteren ist das erneute Anfahren der gleichen Probenstelle nach einem Schnitt
nicht exakt, so dass von Bild zu Bild ein lateraler Versatz entstehen kann. Bei Proben,
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die im optischen Bild der Probenbeobachtungskameras nicht derart charakteristisch wie
die dargestellte sind, oder bei Analysen auf deutlich kleineren Flachen kann somit ein
direktes Anfahren der gleichen Probenstelle erschwert werden. Hierfur ist zukinftig
eine Methode zu entwickeln, die ein préaziseres Wiederanfahren der gleichen
Probenstelle ermdglicht. Dies konnte zum Beispiel mittels eines eindeutig auffindbaren
Markers auf der Probe oder dem Probenhalter realisiert werden, von dem aus die zu
analysierende Stelle auf der Probenoberflache relativ angefahren werden kann.

Trotz dieser Einschrankung konnte hier erfolgreich gezeigt werden, dass Verteilungs-
analysen auch molekularer Bestandteile im VVolumen von gréReren organischen Proben
durch die aufgebaute Apparatur méglich sind.
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CsH1sPNO,"

Abbildung 36: Sekundarionenverteilungsbilder einer 3D-Analyse von einer Fora-

minifere. Dargestellt sind die Schnittebenen von 1 bis 7; die ana-
lysierte Fl&che betragt 400x400 pum2.
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CsH15PNO4Jr

10.

11.

12.

13.

14.

Abbildung 37:  Sekundarionenverteilungsbilder einer 3D-Analyse von einer Fora-
minifere. Dargestellt sind die Schnittebenen von 8 bis 14; die ana-
lysierte Fl&che betragt 400x400 pum2,
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CsH15PNO4Jr

Abbildung 38:  Sekunddrionenverteilungsbilder einer 3D-Analyse von einer Fora-
minifere. Dargestellt sind die Schnittebenen von 15 bis 18; die ana-
lysierte Fl&che betragt 400x400 pum2:
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Wahrend die ToF-SIMS in vielen Bereichen etabliert und erfolgreich eingesetzt wird,
wurde sie bisher in den Bereichen der Zell- und Gewebeanalysen nur relativ selten
genutzt. Dies liegt letzten Endes daran, dass es fur eine ToF-SIMS-Analyse unerlasslich
ist, die zu analysierenden Proben in ein Vakuumsystem einzubringen. Hier fiihrt der
hohe Wasseranteil biologischer Proben zu erheblichen Problemen, solange keine
Praparationsmethode genutzt wird, die eine ausreichende Vakuumtauglichkeit herstellt.
Dabei darf jedoch die strukturelle und chemische Integritat der vormals lebenden Zellen
nicht zerstort werden.

Mit dem Verfahren der Kryofixierung kann prinzipiell durch das schnelle Einfrieren
eine Fixierung des lebenden Zustands erreicht werden. Doch fiur eine ToF-SIMS-
Analyse ist zusatzlich, sollen keine weiteren Préparationsschritte zur Herstellung der
Vakuumtauglichkeit erfolgen, eine durchgangige Kihlkette zu gewéhrleisten, um die
Probe selbst unter Hochvakuumbedingungen im gefrorenen Zustand zu halten. Als
weitere Randbedingung fur eine erfolgreiche ToF-SIMS-Analyse mussen aufgrund der
Oberflachenempfindlichkeit der SIMS noch die in der Probe interessierenden Analyse-
stellen zugénglich gemacht werden. Hier stehen zwar mit den Methoden des Kryo-
schnitts beziehungsweise Kryobruchs prinzipiell etablierte Verfahren zur Verfligung,
doch verursacht die Adsorption von Wasser auf den freigelegten kalten Proben-
oberflachen, insbesondere wéhrend des Transfers in das Vakuumsystem hinein,
erhebliche Probleme, sofern die Wasseradsorption auf den zu analysierenden Proben-
oberflachen nicht dadurch minimiert wird, dass die endgultige Analyseoberflache im
Vakuum generiert wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher eine Analyseapparatur aufzubauen, die es
ermoglicht, an kryofixierten Proben eine abschliefende Kryoschnitt- beziehungsweise
Kryobruchpraparation unter Vakuumbedingungen vorzunehmen und direkt im An-
schluss daran eine ToF-SIMS-Analyse durchfiihren zu kdnnen. Dabei waren bei der
Konstruktion als zusatzliche Forderungen zu berlcksichtigen, dass die vielféltigen
Einsatzmdglichkeiten bei ToF-SIMS-Analysen ungekihlter Probensysteme nicht zu
sehr eingeschrankt und die nachtrégliche Integration von Lasersystemen fiir die Laser-
SNMS nicht unmdglich gemacht werden durften.
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Hierfur wurden bei der neu aufgebauten Apparatur, im Vergleich zu bestehenden, eine
Reihe von Komponenten modifiziert beziehungsweise neu integriert. Dies betraf zum
Beispiel das Vakuumpumpensystem der ToF-SIMS-Analysekammer, bei dem
zusétzlich zu den gasfordernden Turbomolekularpumpen eine Reihe von Kaltschilden
sowie eine Titan-Sublimationspumpe integriert wurden. Diese sollen fir eine effek-
tivere Entfernung insbesondere von Wasser aus dem Restgas des Vakuumsystems
sorgen. Als wesentlichste Anderung gegeniiber anderen ToF-SIMS-Instrumenten wurde
eine kihl- und temperaturregelbare Probenhalteraufnahme auf den Probenmanipulator
angepasst. Diese ermdglicht, ohne dabei die Mdoglichkeiten bei nicht zu kihlenden
Proben einzuschrénken, das Aufbringen eines, an die Spezifikationen einer Analyse
kryofixierter und -préparierter biologischer Probensysteme angepassten Probenhalters.

Das Kernstlick der apparativen Anpassungen besteht in der Integration einer
Hochvakuum-Kryoschnitt- beziehungsweise Kryobruchvorrichtung direkt an die
Analysekammer der ToF-SIMS-Apparatur. Diese ermdglicht bei gekihlten Proben
diejenige Ebene freizulegen, die fur die Analyse von Interesse ist, ohne dass diese frisch
praparierte Oberflache das Vakuumsystem bis zum Ende der Analyse noch einmal
verlassen muss. Damit sollten die bisher auftretenden Probleme mit der Adsorption von
Wasser auf den Proben, welches insbesondere wahrend des Einschleusprozesses
aufgebracht wurde, ausgeschlossen oder zumindest minimiert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die hier skizzierten Anderungen beziehungsweise
Erganzungen, die an sie gestellten Spezifikationen erfullten. Die Probentemperatur kann
bei ausreichend tiefen Temperaturen gehalten und kontrolliert werden. Der
Restgasdruck oberhalb der Probe in der Analyseposition, insbesondere der Anteil von
Wasser, lasst sich effektiv reduzieren. Die gekiihlten Proben sind unkompliziert in das
Vakuumsystem einzuschleusen und ein Transfer zwischen der Schnittposition und der
Analyseposition ist schnell durchzufuhren.

Allerdings zeigte sich bei ersten ToF-SIMS-Analysen an kalt geschnittenen eishaltigen
Testproben, dass es trotz der unter Vakuumbedingungen vorgenommen Schnitt-
praparation zur Adsorption von Wasser auf die Probenoberflaiche kommen kann, die
teils zu derart ausgeprégten Adsorbatschichten fiihrten, dass eine SIMS-Analyse an der
eigentlichen Probe unmdglich gemacht wurde. Zur genaueren Klarung der Ursachen fur
diese Adsorptionen wurden Experimente mit einem Kkinstlich hergestellten
Zweikomponentensystem durchgefiihrt. Dieses bestand aus einem mit einer KCI-
Losung gefiillten PVC-Schlauch. Dabei war der Wasseranteil dieser Losung mit
verschiedenen Isotopen angereichert. Die Experimente zeigten, dass die Hauptursache
fir die Adsorbatschichten in dem durch die Schnittpraparation kurzfristig ausgeltsten
erheblichen Anstieg des Partialdruckes von Wasser direkt (ber der Probenoberflache,
dem so genannten Outburst, zu finden ist. Eine zusatzliche Adsorption aus dem im
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Restgas des Vakuumsystems vorhandenen Wasser findet ebenfalls statt, liegt aber auf
einem deutlich niedrigeren Niveau.

Durch weitere Experimente gelang es ein empirisches Préparationsprotokoll und
-verfahren zu entwickeln, mit dem mittels einer Erhéhung der Probentemperatur in der
Analyseposition diese Adsorbatschicht von der Probenoberflache entfernt werden kann,
ohne dass es dabei zu einer intensiven Gefriertrocknung an der urspriinglichen
Probenoberflache kommt. Es zeigte sich, dass im Bereich von -115 °C bis -110 °C fir
die Probentemperatur ein kleines Intervall zur Verfligung steht, in dem die
Adsorbatschicht, welche aufgrund ihrer Entstehung nur aus reinem Wasser besteht und
nur schwach an die Oberfliche gebunden ist, bereits intensiv sublimiert, das
probeneigene Wasser, in welchem Ublicherweise eine Vielzahl von Substanzen gelost
ist, hingegen noch nicht. In diesem Temperaturintervall kdnnen somit in angemessenen
Zeitrdumen, die bei der Schnittpréparation und anschlieBendem Probentransfer in die
Analysekammer entstehenden Wasseradsorbatschichten entfernt werden.

Auch wenn eine erneute Absenkung der Probentemperatur nach dem Entfernen
etwaiger Adsorbatschichten wieder moéglich ist, um unerwinschte Verénderungen der
Probe zu vermeiden, ist dies insbesondre bei langeren Analysezeiten nur bedingt zu
empfehlen. Auch aus dem Restgas des Ultrahochvakuumsystems kann es zu einer
Adsorption von Wasser auf die Probenoberflache kommen. Zwar ist diese in der Regel
deutlich geringer als die Adsorption durch den Outburst, da aber in dem oben an-
gegeben Temperaturintervall keine intensive Gefriertrocknung beobachtet wurde, kann
eine Beibehaltung der leicht erhohten Temperatur trotz alledem eher Vor- als Nachteile
bringen.

Generell bleibt aber festzuhalten, dass es sich hierbei grundsatzlich nur um einen
Kompromiss handeln kann, der sinnvolle SIMS-Analysen ermdglicht. Ein statischer
Oberflachenzustand ist auf diese Weise nicht zu realisieren, was aber ein generelles
Problem flr extrem oberflachenempfindliche Verfahren darstellt.

Anhand ausgewéhlter Beispiele konnte schlieRlich das Potenzial der neuen Apparatur
und der Standardarbeitsanweisung aufgezeigt werden. Eine Analyse einer Zellkultur aus
Einzelzellen in Suspension ist erfolgreich durchgefuhrt worden, wobei die Préparation
der Probe, steht erst einmal das Instrumentarium zur Verfligung, leicht durchzufiihren
war. Auch deutlich komplexere Probensysteme konnten analysiert werden.

Im Beispiel zur Untersuchung der Reaktion einer Biofilmkultur des Hefepilzes Candida
Albicans auf die Anwendung eines Antiseptikums wurde ein Verfahren gefordert, mit
dem es moglich ist, das Eindringverhalten dieses Antiseptikums in einen Biofilm zu
analysieren. Darlber hinaus sollte auch die Reaktion der einzelnen im Biofilm
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enthaltenen Zellen analysierbar bleiben, um zu beurteilen inwieweit das Antiseptikum
bereits verstoffwechselt wurde und ob es bereits zelltdtende Wirkung zeigte.

Mit den dargestellten SIMS-Analysen, die alle mit der in dieser Arbeit beschriebenen
Apparatur und der Standardarbeitsanweisung durchgefiihrt wurden, konnten die
beschriebenen Analyseziele erstmalig erreicht werden. So war sowohl der Aufbau des
Biofilms als auch das Antiseptikum detektierbar. Damit steht ein Verfahren zur
Verfligung, mit dem sich das Eindringverhalten des Chlorhexidins in den Biofilm
untersuchen lasst. Darlber hinaus konnten anhand von Massenspektren, die aus
Bereichen rekonstruiert wurden, welche mit Hilfe der MAF ausgewahlt wurden, sogar
Veranderungen einzelner Zellen, die durch die Behandlung mit dem Antiseptikum
hervorgerufen wurden, aufgezeigt werden.

Mit dem zweiten Beispiel, der Gewebeuntersuchung an einem Pflanzenblatt, ist
langfristig das Ziel verknlpft die Akkumulation und laterale Verteilung von Nickel
innerhalb von pflanzlichem Gewebe zu analysieren. Dabei liegt besonderes Augenmerk
auf der ldentifizierung der an der Nickelakkumulation beteiligten Zelltypen, wozu
sowohl eine Unterscheidung verschiedener Zelltypen wie auch von intra- und
extrazellularen Bereichen notwendig ist. Zusatzlich ist die Analyse der an der
Hyperakkumulation beteiligten Biomolekdle von groRem Interesse.

Mit den durchgefiihrten SIMS-Analysen konnte erfolgreich gezeigt werden, dass mit
der neuen Apparatur diese Forderungen erfullt werden kdnnen. In dem Gewebe konnten
verschiedene Zellbereiche beziehungsweise Zelltypen identifiziert werden und Unter-
schiede in der elementaren beziehungsweise molekularen Verteilung waren bis in sub-
zellulare Regionen hinein bestimmbar. Es konnten Zellen beziehungsweise Zelltypen
detektiert werden, in denen sich das Nickel anreichert. Dariliber hinaus konnten
Unterschiede in den Verteilungen von Molekilen, die an der Nickelakkumulation
beteiligt sind, aufgezeigt werden.

Das letzte Beispiel demonstriert welches Potenzial die Apparatur bietet, wenn das
Analyseziel erfordert, nicht nur die laterale Verteilung der Elemente und Molekiile,
sondern auch die dreidimensionale Verteilung in einer ausgedehnteren Probe zu
analysieren. Dies gilt insbesondere dann, wenn das Augenmerk auf dem Erhalt der
molekularen Information auch in den tieferen Schichten liegt. Dieses kann durch den in
der SIMS Ublichen Abtrag durch lonenbeschuss in der Regel nicht erreicht werden.

Anhand einer 3D-Analyse an einer Foraminifere konnte erfolgreich gezeigt werden,
dass die wiederholte Freilegung neuer zu analysierender Oberflachen an einer einzelnen
Probe, aufgrund der direkten Installation der Schnittapparatur an die Analysekammer
und der sich daraus ergebenen kurzen Transferwege und Transferzeiten, erfolgreich
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durchgefiihrt werden kann. Prinzipbedingt hatte diese Art der Freilegung keinen
Einfluss auf die molekulare Information einer SIMS-Analyse dieser Oberflachen. Eine
Optimierung der Reproduzierbarkeit der einzelnen Schnittdicken und der Position der
Probe unter dem Analyseprimérionenstrahl ist aber fur die Anwendung bei Proben mit
kleineren Abmessungen noch durchzufihren.

Neben den in dieser Arbeit dargestellten Beispielen konnten mit der Apparatur und dem
Protokoll auch Proben erfolgreich analysiert werden, bei der eine Probenkihlung von
vorne herein zwar nicht notwendig ist, die Fassung in einem Wassertropfen aber eine
einfachere Handhabung ermdoglicht. Auf diese Weise konnten zum Beispiel
Querschnitte von Haaren oder pharmazeutischen Tabletten, bei denen ein festes fur die
Querschnittpraparation geeignetes Aufbringen auf den Probenhalter ohne eine Fassung
schwierig ist [82], mit dem hier vorgestellten Instrumentarium analysiert werden.

Anhand dieser Beispiele zeigt sich die grolle Bandbreite moglicher Anwendungen der
im Rahmen dieser Arbeit aufgebauten Kombination aus einer fir die Analyse gekihlter
Proben optimierten SIMS-Aparatur und einem integriertem Hochvakuum-Schnitt-
instrument. Mit der mittlerweile vollzogenen, in dieser Arbeit aber nicht prasentierten
Integration von zwei Lasersystemen fur die nichtresonante Multiphotonenionisierung
und fur die Einphotonenionisierung, wurden die Analysemdglichkeiten noch einmal
deutlich erweitert. Damit steht ein einzigartiges, leistungsstarkes Analyseinstrument zur
Verfiigung, dessen Einsatzspektrum auch uber Fragestellungen an biologische
Probensysteme weit hinausgeht und dessen zukiinftiger Einsatz die Hoffnung nahrt,
bisher nicht bearbeitbare Fragestellungen beantworten zu kénnen.
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