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Experimentelle Methoden, die eine ortsaufgeloste chemische
Analyse tierischer Zellen ermoglichen, sind fiir zahlreiche
Bereiche der biomedizinischen Forschung von grofiem In-
teresse. Die dreidimensionale Mikrostrukturanalyse mit
Flugzeit-Sekundérionenmassenspektrometrie (Time-of-
Flight Secondary Ion Mass Spectrometry, ToF-SIMS) ist eine
vergleichsweise junge Technik, mit deren Hilfe sich nun die
molekulare Zusammensetzung biologischer Proben aufde-
cken lasst. In der Sekundidrionenmassenspektrometrie wird
die Probenoberfldche mit Primédrionen beschossen, die beim
Auftreffen auf die Probe eine Stokaskade auslosen. Ein Teil
der Kollisionsenergie wird zur Oberflache zuriickgeleitet und
verursacht die Desorption von elektrisch neutralen und ge-
ladenen chemischen Spezies, die im zweiten Fall als Sekun-
dédrionen bezeichnet werden. Diese kénnen nachfolgend in
Bezug auf ihr Masse/Ladungs-Verhiltnis massenspektrome-
trisch analysiert werden.[!

Heutzutage sind die meisten SIMS-Instrumente, die fiir
die Detektion organischer Substanzen verwendet werden, mit
einem Flugzeitdetektor ausgestattet.”! Die ToF-SIMS er-
moglicht die parallele Detektion samtlicher Elemente und
kleiner organischer Molekiile mit einer Empfindlichkeit im
ppm/Femtomol-Bereich.®! Durch Abrastern der Proben-
oberfldche mit dem Priméirionenstrahl lésst sich eine zweidi-
mensionale Abbildung der chemischen Oberflichenzusam-
mensetzung generieren. Des Weiteren kann durch anhalten-
den Beschuss einer konstanten Probenposition ein Sputter-
Abtrag von Material herbeigefiihrt werden. Uber eine mas-
senspektrometrische Analyse des erodierten Materials ldsst
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sich somit auf die vertikale Probenzusammensetzung riick-
schlieBen.!! Die laterale Verteilung organischer Oberfli-
chenbestandteile kann mit den heute verfiigbaren Geriten
mit einer Auflosung zwischen 150 und 400 nm abgebildet
werden,[** wihrend in Untersuchungen an Polymerfilmen
bereits eine vertikale Auflosung von 30 nm erzielt werden
konnte.”!

Bislang wurde die Analyse biologischer Proben — wie
Zellen oder Gewebe — durch die geringen Signalintensitidten
und die mit der Sputter-Erosion einhergehende partielle
Zerstorung organischer Molekiile unterhalb der Oberfldache
limitiert. Die niedrigen Signalintensitdten und der Verlust der
molekularen Information bei der Tiefenprofilierung konnten
mittlerweile durch den FEinsatz polyatomarer Primérionen
wie etwa Au;* oder Bi;* iiberwunden werden.®*! Eine weitere
Verbesserung der Tiefenprofilierung brachte der Einsatz von
Buckminster-Fullerenen als Sputter-Tonenspezies mit sich.”
So konnte nachgewiesen werden, dass der Einschlag eines
Cy "-lons weniger Zerstérung der organischen Struktur ver-
ursacht, als dies etwa bei den traditionellen Sputter-Ionen O,"
oder Cs* der Fall ist."" Bei Sputter-Erosion mit Cy,* bleiben
zumindest einige organische Molekiile vollstindig intakt
nachweisbar.['!}

Ziel der hier vorgestellten Studie war es somit, den mo-
lekularen Aufbau einer tierischen Zelle in drei Dimensionen
massenspektrometrisch zu rekonstruieren. Dabei wurde die
Probenoberfliche zunéchst einer SIMS-Analyse unterzogen,
bevor durch Sputter-Erosion eine diinne Probenschicht ab-
getragen und somit eine tiefere Probenschicht freigelegt und
einer erneuten SIMS-Analyse zugénglich gemacht wurde. Die
Wiederholung alternierender SIMS- und Sputter-Zyklen lie-
fert schlieBlich eine vollstindige massenspektrometrische
Analyse der Probe (ToF-SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse). In
einem Zweistrahlexperiment wurden Bi;*-Primérionen zur
abbildenden Analyse der chemischen Oberflichenzusam-
mensetzung sowie Cg*-lonen fiir den zwischenzeitlichen
Sputter-Abtrag verwendet.!'?

Im Rahmen dieser Studie wurden sechs konfluente Zell-
schichten der Epithelzelllinie NRK (normal rat kidney) zu-
ndchst unter herkommlichen Zellkulturbedingungen auf
Deckglédschen kultiviert und dann nach chemischer Fixierung
einer ToF-SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse unterzogen. Die
chemische Fixierung dient der Strukturerhaltung der Probe
im Hochvakuum des Massenspektrometers und erfolgt rou-
tinemiBig bei allen Vakuumtechniken.'"! Die Untersuchung
aller sechs Proben ergab reproduzierbare Resultate, sodass an
dieser Stelle nur die Ergebnisse eines Experimentes exem-
plarisch vorgestellt werden.
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Zum besseren Verstdndnis wird in Abbildung 1 zunéichst
ein spezifischer Aspekt der ToF-SIMS-3D-Mikrostruktur-
analyse illustriert, der bei lichtmikroskopischen Verfahren
nicht zu beriicksichtigen ist. Zu Beginn einer Analyse liegt
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Abbildung 1. Adhirente tierische Zellen auf einem Trigersubstrat zu
Beginn (a) und im Verlauf (b) einer ToF-SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse
unter der Annahme materialunabhingiger Sputter-Raten. Die dick ge-
zeichnete Linie markiert die oberste chemische Monoschicht der
Probe, die einer SIMS-Analyse zuganglich ist.

eine kontinuierliche Zellschicht auf dem Substrat vor. Die
oberste Molekiilschicht (dicke Linie in Abbildung 1a), die fiir
die SIMS-Analyse zugénglich ist, besteht aus chemischen
Substanzen der Zelloberflache. Im weiteren Verlauf des Ex-
perimentes wird durch die wiederholten Sputter-Zyklen die
Zelloberflache sukzessive erodiert. Da die Zellkorper jedoch
nicht gleichméfBig hoch sind, wird die SIMS-Analyse das
Glassubstrat im Bereich der Zellperipherie eher erreichen als
in zentralen Bereichen der Zelle (Abbildung 1b), was eine
Verzerrung der z-Achse mit sich bringt. Wie weiter unten
beschrieben, kann diese Verzerrung der z-Achse durch eine
nachgeschaltete ~ Koordinatentransformation  korrigiert
werden.

Abbildung 2a—c zeigt massenaufgeloste Bilder von der
Oberfliche der konfluenten NRK-Zell-Monoschicht, bevor
der erste Sputter-Zyklus durchgefiihrt wurde. Dies entspricht
der Situation in Abbildung 1a. Abbildung2a zeigt die late-
rale Verteilung des Natriumsignals, das représentativ fiir das
Glassubstrat ist (das vermeintlich spezifischere Siliciumsignal
wird in der verwendeten Nominalmassenauflosung von or-
ganischen Fragment-lonen {iiberlagert und ist darum als
Marker ungeeignet). Abbildung 2b zeigt die laterale Vertei-
lung von Aminoséuren, die sich aus der Summation der Sig-
nale mehrerer charakteristischer Fragment-lonen, die dieser
Substanzklasse zugeordnet werden konnten, ergibt. Analog
dazu ist in Abbildung 2¢ die laterale Verteilung der Phos-
pholipide zu sehen, die auf dem Summensignal einiger cha-
rakteristischer Fragment-Ionen der Phospholipide basiert.
Die zugrunde liegende Signalzuordnung wurde durch Refe-
renzspektren von reinen Aminosduren, Peptiden, Proteinen
und Phospholipiden in hoher Massenauflosung verifiziert.
Die individuellen Masse/Ladungs-Verhiltnisse, die zu den
Summensignalen fiir Aminosduren oder Phospholipide bei-
tragen, sind der Legende zu Abbildung 2 zu entnehmen.

Vor Durchfithrung des ersten Sputter-Abtrags zeigt die
SIMS-Analyse der obersten Monoschicht der Probe kein
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Abbildung 2. Massenaufgeldstes Sekundirionenbild der Probenoberfli-
che vor Einsatz des ersten Sputter-Abtrags (a—c) und nach dem 45sten
Sputter-Zyklus (d—f). Die Intensititen der Pixel sind in Graustufen co-
diert (weifs: hochste Intensitit). Die Graustufenskala eines jeden
Bildes wurde auf das intensivste Pixel normiert. Der Balken in (a) ent-
spricht 20 um. g)—i) xz-Schnitte durch den dreidimensionalen Daten-
stapel entlang der in (d)—(f) gezeigten, weiflen Linie. Korrektur der z-
Achse durch eine im Text beschriebene Koordinatentransformation lie-
fert aus (g)—(i) die Teilabbildungen (j)—(I). Die massenaufgelésten
Bilder basieren auf den nachfolgend aufgelisteten Sekundérionen: (a),
(d), (g), (j): Na*. (b), (), (h), (k): Fragment-lonen der Aminosiuren
(integriertes Signal der Massen 30 u, 44 u, 70 u, 101 u, 110 u, 136 u).
(), (F), (i), (I): Fragment-lonen der Phospholipide (integriertes Signal
der Massen 58 u, 166 u, 184 u, 760 u).

Signal des Substrates (Abbildung 2 a). Dies unterstreicht, dass
die Oberfldche vollstandig mit bioorganischem Material be-
deckt ist. Die Intensitédt der Phospholipidsignale ist hoch, aber
lateral homogen, sodass Zellgrenzen nicht zu identifizieren
sind (Abbildung 2¢). Das aufsummierte Fragment-Ionen-
Bild der Aminosduren (Abbildung 2b) zeigt geringere Sig-
nalintensititen, als sie bei den Phospholipiden zu beobachten
sind. Dariiber hinaus sind jedoch auch hier keine strukturel-
len Merkmale zu erkennen, was fiir die hier gewihlte Groe
des Beobachtungsfeldes fiir eine zelluldre Plasmamembran zu
erwarten war.

In massenaufgelosten Bildern der Probe nach 45 Sputter-
Zyklen (Abbildung2d-f, Situation wie in Abbildung 1b
skizziert) kann das substratspezifische Na*-Signal in hoher
Intensitédt in den diinneren Randbereichen der Zellen aus-
gemacht werden (Abbildung 2d). Offensichtlich wurde an
diesen peripheren Stellen das organische Material bereits
vollstidndig abgetragen. In den zentralen Bereichen der Zell-
korper liefert die ToF-SIMS-Analyse nun markerfreie, mo-
lekulare Informationen aus dem Zellinneren. Phospholipid-
spezifische Signale (Abbildung 2 f) treten in hochster Inten-
sitdt in ringformiger Verteilung um ein zentrales Komparti-
ment auf, in dessen Inneren jedoch kaum Phospholipide, sehr
wohl aber Aminosduren in hohen Intensititen nachweisbar
sind (Abbildung 2¢). Im Hinblick auf die intrazelluldre Lo-
kalisation, die chemische Zusammensetzung und die Aus-
maBe entspricht dieses Kompartiment dem Zellkern.'"¥ Die
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intensiven Aminosiuresignale lassen sich moglicherweise auf
die hohe Packungsdichte der Histonproteine zuriickfiihren,
die der Aufwicklung und Kompaktierung der DNS dienen. In
Ubereinstimmung hierzu konnten Arlinghaus et al. an tieri-
schen Gewebeschnitten nach Kryofixierung mit der Laser-
Sekundirneutralteilchen-Massenspektrometrie (ToF-SNMS)
zentrale Zellbereiche ausmachen, in denen stickstoffhaltige
Fragmente in hoher Intensitdt nachweisbar waren, wiahrend
in peripheren Bereichen der Zellen vorwiegend Phospolipide
detektiert wurden.™ Auch anderen Autoren gelang in zwei-
dimensionalen, dynamischen SIMS-Oberfldchenabbildungen
die Identifizierung des Zellkerns anhand von stickstoffhalti-
gen Kohlenwasserstoff-Fragmenten.'”) Die laterale Vertei-
lung der Phospholipidsignale (Abbildung 2 f) impliziert, dass
die nachgewiesenen Molekiile sowohl aus den inneren Or-
ganellmembranen als auch aus der die Zelle umschlieenden
Plasmamembran stammen.

Die ToF-SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse in der hier
durchgefiihrten Form liefert eine enorme Informationsfiille.
In den beschriebenen Experimenten wurde die untersuchte
Probe in einem Raster von 256 x 256 Pixeln in 97 verschie-
denen z-Ebenen untersucht, was sich insgesamt auf mehr als
sechs Millionen Volumenpixel (Voxel) summiert. Der kom-
plette Datensatz eines einzelnen Experimentes umfasst voll-
stindige Massenspektren (mit nominaler Massenauflosung)
jedes dieser individuellen Volumenelemente. Auf Basis dieses
Datenpools, generiert aus den aufeinander folgenden Abbil-
dungs- und Sputter-Zyklen, lésst sich auch die axiale Vertei-
lung einer chemischen Spezies (senkrecht zur Probenober-
fliche) rekonstruieren. Abbildung 2 g-i zeigt die axiale Ver-
teilung (xz-Schnitt) der bereits oben diskutierten Fragment-
Ionen-Familien in einer Ebene, die senkrecht zur Proben-
oberfliche in Hohe der weilen Linie der Abbildung 2d-f
verlduft. Wegen der Besonderheiten der ToF-SIMS-3D-Mi-
krostrukturanalyse, wie sie bereits anhand von Abbildung 1
erldutert wurden, ergibt sich in diesen Darstellungen keine
direkt interpretierbare z-Achse, wie man sie von anderen
mikroskopischen Techniken gewohnt ist. Stattdessen steigt
mit jeder Zeile des Bildes vom oberen zum unteren Bildrand
die Zahl der durchgefiihrten Sputter-Zyklen an.

Wie nachfolgend erklirt, wurden die Teilabbildungen 2 g—i
aus diesem Grunde mathematisch so transformiert, dass
daraus die Teilabbildungen 2j-1 entstanden, die néherungs-
weise liber eine direkt interpretierbare z-Achse verfiigen. Bei
dieser Transformation wird die scharfe Kante zwischen
niedriger und hoher Intensitit des Substratsignals (Abbil-
dung 2 g) als Marker fiir das Erreichen der Substratoberfld-
che verwendet und als — in dieser Darstellung gekriimmte —
Grundlinie der z-Skala definiert (z =0). Wenn die z-Positio-
nen aller anderen Pixel dann relativ zu dieser Grundlinie
angegeben werden, entstehen als Ergebnis dieser Transfor-
mation realistische Seitenansichten der Probe auf einem fla-
chen Substrat (Abbildung 2j-1). Es handelt sich hierbei um
eine reine Koordinatentransformation — mogliche Korrektu-
ren fiir inhomogene, materialspezifische Sputter-Ausbeuten
wurden nicht durchgefiihrt, sodass die z-Achse noch eine
geringe Verzerrung aufweisen kann.

Nach der Koordinatentransformation sind die dem Sub-
strat zuzuordnenden Signale (Abbildung 2j) wie erwartet auf
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den unteren Teil des xz-Schnittes begrenzt. Signale, die auf
Phospholipid-Fragment-Ionen zuriickzufiihren sind, ergeben
eine ringférmige Verteilung (Abbildung 21), die den Zell-
korper umschreibt, gerade so, wie es fiir Bestandteile der
Plasmamembran zu erwarten ist. Das intrazellulire Kom-
partiment mit hohen Intensititen der Aminosédure-spezifi-
schen SIMS-Signale (Abbildung 2k) entspricht dem Zellkern.
Die lateralen Dimensionen des Zellkorpers wie auch des
Zellkerns in den SIMS-Abbildungen entsprechen denen, die
wir durch lichtmikroskopische Studien bestimmen konnten
(Durchmesser des Zellkorpers ca. 20 um, Durchmesser des
Kerns 10-12 um). In diesem Zusammenhang ist zu betonen,
dass die molekularen Informationen im Rahmen einer ToF-
SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse ohne jegliche Markierung
bestimmter Molekiilklassen zuginglich sind, wie es bei-
spielsweise in der Fluoreszenzmikroskopie notwendig wére.

Abbildung 3 zeigt eine Korrelationsanalyse der in Abbil-
dung 2 d-f vorgestellten Daten. Abbildung 3 a—c zeigt die in-
dividuelle laterale Verteilung des Sustratmarkers sowie der

Abbildung 3. Rot-Griin-Blau-Uberlagerungsdarstellung der Daten aus
Abbildung 2 d-f fiir die Korrelationsanalyse. Die Summenintensitit der
Aminosiure-Fragment-lonen (b) erscheint in Rot, die der Phospholipi-
de (c) in Griin und die des Substrates (a) in Blau. Der Balken in (d)
entspricht 20 um. a)—d) Horizontale xy-Schnitte und e)—f) vertikale xz-
Schnitte durch die Probe (vor und nach Koordinatentransformation).
Details siehe Text.

Aminosdure- und Phospholipid-Fragment-Ionen in der
Probe. In Abbildung 3d findet sich die liberlagerte Darstel-
lung aller drei Signalintensitdten. Im Falle einer Colokalisa-
tion von Sekundérionen aus den unterschiedlichen Gruppen —
Substrat, Aminoduren oder Phospholipide — erscheint das
Pixel in der entsprechenden Mischfarbe. Darstellungen dieser
Art ermoglichen somit Colokalisationsstudien fiir verschie-
dene chemische Spezies, wie man sie beispielsweise aus der
Fluoreszenzmikroskopie kennt, jedoch ohne eine Limitierung
durch die Verfiigbarkeit von Fluorophoren mit ausreichend
getrennten Absorptions- und Emissionscharakteristika. Ab-
bildung 3e,f zeigt analoge RGB-Uberlagerungen fiir die un-
tersuchten xz-Schnitte, einmal anhand der Rohdaten (Ab-
bildung 3¢) und einmal nach Transformation der z-Koordi-
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naten (Abbildung 3 f). Diese Mehrfarbenbilder geben die
bekannte molekulare Architektur tierischer Zellen korrekt
wieder und konnen nun in analoger Weise eingesetzt werden,
um die Verteilung unbekannter oder exogener Molekiile in
der Zelle zu studieren, solange sie einer SIMS-Analyse im
hier gezeigten Sinne zugénglich sind.

In Abbildung 4 findet sich ein typisches SIMS-Spektrum
der durch 45 Sputter-Zyklen freigelegten inneren Oberfldache
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Abbildung 4. Exemplarisches Sekundirionenspektrum (positive Polari-
tit), wie es mit hoher Massenauflésung im Sputter-Krater nach 45
Sputter-Zyklen aufgezeichnet wurde. Gly: Gylcin, Ala: Alanin, PC: ver-
schiedene Phosphatidylcholin-Fragmente, Pro: Prolin, Val: Valin, Leu:
Leucin, lle: Isoleucin, Met: Methionin, His: Histidin, DPPC: Di-
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der Zellprobe in hoher Massenauflosung. Das Spektrum
spiegelt somit die in Abbildung 2d-e gezeigte Situation
wider. Im Bereich hoher Massen lassen sich die dominanten
Signale den Phospholipiden und Cholesterin zuordnen. Be-
merkenswerterweise konnen POPC und Cholesterin als in-
takte Molekiilionen nachgewiesen werden, wihrend die
Aminoséduren hauptsichlich anhand der fiir sie charakteris-
tischen Fragment-lonen identifiziert werden. Die Zuordnung
der Peaks zu den entsprechenden Sekundirionen wurde
mithilfe von Referenzspektren der Reinsubstanzen verifi-
ziert. Das vorgestellte Massenspektrum belegt, dass die wie-
derholten Cg,*-Sputter-Zyklen nicht die komplette moleku-
lare Information auf der Probenoberfliche zerstoren.

Durch alternierenden Einsatz der abbildenden ToF-
SIMS-Analyse und eines schichtweisen Sputter-Abtrags der
untersuchten Probe lisst sich die chemische Architektur tie-
rischer Zellen dreidimensional rekonstruieren. Dabei werden
mithilfe des wiederholten Abtrags diinner Probenschichten
immer tiefer liegende Teile der Probe einer ToF-SIMS-
Oberflachenanalyse zugénglich gemacht. Molekiile konnen
bis zu einem m/z-Verhéltnis von etwa 800 intakt nachgewie-
sen werden. Groflere Molekiile wie Proteine sind jedoch mit
einer SIMS-Analyse nicht zu erfassen. Im Unterschied dazu
ermoglicht es MALDI-MS, die Verteilung intakter Proteine
in Gewebeschnitten offenzulegen.!'” ™! Folglich ist MALDI-
MS der ToF-SIMS im Hinblick auf die maximal nachweisbare
MolekiilgroBe deutlich voraus. Fiir abbildende Massenspek-
trometrie und dreidimensionale Rekonstruktionen jedoch
erweist sich die ToF-SIMS als leistungsstirker.

Die laterale Auflosung in unseren Experimenten betrédgt
etwa 350 nm und ermoglicht somit die chemische Analyse
weit hinunter bis in subzelluldre Dimensionen und ist sogar
noch weiter optimierbar. So berichtete Kollmer iiber eine
laterale Auflosung von 150 nm, wenn organische Farbstoffe
durch abbildende ToF-SIMS nachgewiesen werden.”! Die
axiale Auflosung in unseren Experimenten betridgt néhe-
rungsweise 100 nm. Dieser Wert basiert auf der aus mikro-
skopischen Studien bekannten Hohe von NRK-Zellen (6 pm)
und der Zahl von Sputter-Zyklen, die zur vollstdndigen Ero-
sion der Probe notwendig waren (60). Die beste bisher er-
reichte Axialauflosung wurde mit 30 nm bei der Tiefenpro-
filierung organischer Materialien erreicht.”! Mit abbildender
MALDI-MS ist hingegen nur eine Lateralauflosung von
50 pm zuginglich, die aus dem Durchmesser des zur De-
sorption und Ionisierung eingesetzten Laserstrahls resultiert.
Das axiale Auflosungsvermogen bei den MALDI-MS-Studi-
en an Gewebeschnitten wird durch die Dicke der Schnitte
bestimmt und betrigt ebenfalls nur 50 pm.?"!

Die vorliegende Studie war darauf ausgerichtet, die
dreidimensionale Verteilung der endogenen Bausteine tieri-
scher Zellen zu untersuchen, um durch Vergleich mit der gut
bekannten molekularen Architektur tierischer Zellen die
Anwendbarkeit der ToF-SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse zur
Untersuchung von Zellen und Geweben zu validieren. Hier-
auf aufbauend sollte es in der Zukunft moglich sein, auch die
intrazelluldren Depots von Pharmaka oder Xenobiotika auf-
zuspliren oder das Schicksal endogener Molekiile nach einer
Pulsmarkierung zu verfolgen, vorausgesetzt die betrachteten
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Molekiile sind in den vorliegenden Konzentrationen tiber
ToF-SIMS nachzuweisen.

Experimentelles

Die Epithel-dhnlichen NRK-Zellen (normal rat kidney, Klon 52E)
wurden in Dulbecco’s Minimum Essential Medium (Biochrom) kul-
tiviert, dem 10% fotales Kélberserum (PAA Linz GmbH), 2 mm L-
Glutamin, 100 ygmL™" Penicillin und 100 ugmL~"' Streptomycin
(Seromed) zugesetzt wurden. Die Zellen wurden in mit Wasserdampf
gesittigten Zellkulturbrutschranken in einer 5-proz. CO,-Atmo-
sphédre kultiviert. Zur Durchfiihrung der ToF-SIMS-Experimente
wurden die Zellen auf No.-1-Deckgldsern angezogen, die zuvor eine
Minute lang einem Argonplasma zur Reinigung und Sterilisierung
ausgesetzt worden waren.

Vor der SIMS-Analyse wurde das Kulturmedium abgesaugt, die
Zellschicht zweimal mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlosung
(PBS*"; enthélt 1 mm Ca** und 0.5 mm Mg*") gewaschen und an-
schlieBend mit 2.5% (v/v in PBS'") Glutardialdehyd 20 min bei
Raumtemperatur fixiert. Die Aldehydlosung wurde anschlieend
durch Wasser ersetzt und die Probe dreimal mit Wasser gewaschen.
AbschlieBend wurde das Wasser vollstidndig abgesaugt und die Probe
bei 37°C mindestens eine Stunde lang getrocknet.

Die ToF-SIMS-3D-Mikrostrukturanalyse wurde mit dem Gerét
TOFE.SIMS 5 (ION-TOF GmbH) durchgefiihrt, das mit einer Bismut-
Primirionen-Quelle sowie einer Cy"-Sputter-Ionenquelle ausgeriis-
tet ist. Im Sputter-Modus wurde eine Fliche von 300 x 300 um” durch
Beschuss mit Cq"-Ionen (10keV) erodiert. Der Strom auf dem
Target betrug dabei 0.6-2.5 nA. Nach einem zweisekiindigen Sputter-
Zyklus wurde die Oberflidche des Sputter-Kraters mit sieben Scans im
abbildenden SIMS-Modus analysiert. Die Oberflichenanalyse mit
Bi;*-Clusterionen (25 keV) war auf eine Fliche von 90 x 90 um? be-
schrinkt. Jeder Scan ergab Bilder mit einer Auflosung von 256 x
256 Pixeln. Der Target-Strom im Abbildungsmodus betrug 0.1 pA.
Der Primérionenstrahl wurde auf 300 nm fokussiert und ermoglichte
den Nachweis von Sekundirionen im Massenbereich von 1-800 u.
Massenaufgeloste Bilder wurden mit nomineller Massenauflosung
aufgezeichnet, wohingegen das in Abbildung 4 dargestellte Spektrum
mit einer hohen Massenauflosung von mi/Ampyy > 5000 aufge-
zeichnet wurde. Die hochaufgelosten Massenspektren wurden zur
eindeutigen Peakzuordnung eingesetzt. Die Datenanalyse wurde mit
der Software TOFSIMS 4.1 (ION-TOF GmbH) durchgefiihrt.
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