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lonisationsmethoden

@ |onisation in der Gasphase: El, CI
Verdampfung der Probe notwendig
geeignet fur GC/MS-Kopplung

@ |onisation aus flussiger Phase: ESI, APCI, APPI
Verdampfung des Losungsmittels erforderlich
lonisation unter Atmospharendruck (API)
geeignet fur LC/MS und CE/MS-Kopplung (Online)

@ |onisation aus fester Phase
MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)
Praparation der Probe zusammen mit spezieller Matrix
geeignet fur qualitative und halbquantitative
Untersuchung von Biomolekulen, bes. Proteinen und
Kohlenhydraten
I.d.R. nur Offline-Kopplung moglich



ESI: Probleme in komplexen Matrices

Signalunterdruckung (z.B. Tenside)

Nichtfluchtige Salze (Phosphat, Borat, Sulfat) verstopfen
Probeneinlal}, verschlechtern Empfindlichkeit (auch
durch Bildung neutraler Komplexe)

Wechselwirkung mit lonen gleicher Ladung (Common
lon Interferences), z.B. Adduktbildung, schlechtere
Evaporation

Polaritat oder Fluchtigkeit des Losungsmittels nicht
optimal

Evtl. ungunstiger pH

Probleme beheben oder umgehen durch
Probenvorbereitung, Chromatographie (LC/MS)



MALDI: Besonderheiten

Generell weniger anfallig als ESI

Praparation: Dried Droplet, Thin-Layer, Lsm.-frei
Ggf. Entsalzung notwendig

Polymere: ggf. SEC bei zu hoher Polydispersitat

Storungen im unteren Massenbereich (<500) durch
Peaks der MALDI-Matrix

PSD: Relativ ungenaue Isolation durch Timed lon
Selector (10-20 Da)

LC/MALDI-Kopplung uber Probenroboter vorteilhaft
Quantitative und semiquantitative Ansatze



Probenvorbereitung

@ Notwendigkeit: storende Salze, Matrixkomponenten (z.B.
Plasmaproteine), zu geringe Konzentration

@ API-Techniken besonders empfindlich (v.a. ESI), MALDI
robuster

@ Methoden:
Flussig-Flussig-Extraktion
Festphasenextraktion (SPE)
ZipTips, Nutips und Ahnliches (vereinfachte SPE)
lonenaustausch
Affinitatsmedien
Entfernung von Plasmaproteinen: Ultrafiltration, ACN-Fallung
Saulenschaltung, LC/LC
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Wie lost man Quantifizierungs-
probleme mittels LC/MS ?

Quantitative Aussagen nur durch Vergleich mit Standards moglich !

Quantifizierung anhand der Peakflachen in einem Chromatogramm
(FIA oder LC/MS), i.d.R. nicht anhand der Peakhohe im
Massenspektrum !

Optimal: Linearer Zusammenhang
Response: Peakflache = RF x Konzentration

RF = Response-Faktor

Responsefaktor muf fir Standard und Probe gleich sein !

In Praxis haufig nicht linear Gber gesamten Bereich —andere
adaquate Fkt. verwenden, z.B. Polynom 2. Grades



Wie lost man Quantifizierungs-
probleme mittels LC/MS ?
e & e

liegt vor 2

!

normal erwel se
Std. vorhanden

Standards -
vorhanden ? Ja

Normalisierung Interne oder Externe

Standardisierung
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Welche
Standardisierung ?

Genug Zeit
um Int.-Std.-Methode
zu entwickeln 2

Mufd mit MuR die Proben-

Matrixeffekten vorbereitung und

gerechnet werden ?2 Wiederfindung bertick-
' sichtigt werden 2

Externe I nterne
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3 Arten von
Internen Standards:

Chemische | sotopen-
markierter
Analyt

Standardzugabe

_ * Probenvorbereitung
« schnell und einfach * Probenvorbereitung beriicksichtigt

berticksichtigt . iokei
* geringe Probenanzahl J hoheQgialgkelt

« hohe Genauigkeit * hohe Mef¥rate
* komplexe Probe _ erforderlich
. Resoon * genug Zeit und Geld « genug Geld vorhanden
carer Response vorhanden « berticksichtigt auch
* Spurenidentifizierung « passender Standard Zufallsabweichungen
(Spiking) verfigbar (1) und Nichtlinearitét
* passender Standard
(stabiles I sotop)

verfugbar (1)



Beispiele

@ Analytik von Stratum-corneum-Ceramiden

@ Analytik von Cholesteroloxidationsprodukten in
Nahrungsmitteln

@ Analytik von Elastin
@ Peptide in Nahrungsproteinhydrolysaten



Analytik von Stratum-corneum-Ceramiden
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Analytik von Stratum-corneum-Ceramiden

Lipid
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Analytik von Stratum-corneum-Ceramiden
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The densitometric chromatogram of the standard
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cholesteryl oleate, 11: squalene. oleate, 11: squalene.



Analytik von Stratum-corneum-Ceramiden
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Analytik von Cholesteroloxidationsprodukten in
Nahrungsmitteln
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Analytik von Elastin

bovine elastin, pepsin digest, 1:10
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Analytik von Elastin

nanospray
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Verdau von bovinem Elastin mit Thermitase (oben: nach ZipTip C18)



Analytik von Peptiden in
Nahrungsproteinhydrolysaten

@ LC/MS: Kompromiss zwischen optimaler chromatographischer
Trennung und optimaler Elektrospray-lonisation

@ binarer Gradient 5-50% ACN in 60 min,
0,1% Ameisensaure, alternativ 0,01% TFA

Chromatogramm/Spektrum einer 3-Casein-Fraktion



Analytik von Peptiden in
Nahrungsproteinhydrolysaten

TANDEM-MS

Datenbank de-novo

Zuordnung ener Peptid- - Sequenzierung direkt aus
sequenz durch Vergleich von den Tandem-M S-Spektren
experimentell erhaltenen ) :

T andem-MS-Daten it besondere technische

Anforderungen andie MS
(hohe Massengenauigkeit
und Auflésung ...)

erechneten anhand einer
Protein- oder Peptid-
datenbank.



Analytik von Peptiden in
Nahrungsproteinhydrolysaten
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Sequenzierte Peptide des peptischen Verdaus 3-Caseins



Datenbanksuche

Sequenz-Datenbanken
(MSDB, SwissProt, NCBI)

Protease Taxonomie

MS-Daten Datenbanksuchprogramm Modifikationen
(Mascot Server)

Miss. Cleavages
Sequenzen etc.
(Peptide = Proteine)

MS und/oder MS/MS




Prozessierung

Probleme bei der Peakerkennung:

-Erkennung von Peaks geringer Intensitat
-Auswahl von Peaks die dem Grundrauschen entstammen [§
-Auswahl der/des falschen Peaks oder aller Peaks aus
einem Isotopen-Cluster

Stitched PSD[BP = 2468.7, 1140]

| w "UWMM\J J




Prozessierung

—> | Mascot Distiller

iterativ arbeitende Software, die bei der Detektion von
Signalpeaks die durchschnittliche Isotopenverteilung von
Peptiden zu Grunde legt und wahrend der Suche einmal als
Signal erkannte Peaks vom verbleibenden Spektrum subtrahiert

auch manuell nicht zu detektierende Peaks in der
GroRenordnung des Signalrauschens lassen sich noch sicher
erkennen

eignet sich auch sehr gut fur Peptide Mass Fingerprinting

— |Verbesserte ldentifizierungsquote




Zusammenfassung

. . i Detektion von 200 Proteinen:
@ Verschiedene lonisationsmethoden Schnittmenge und Exklusivbereiche

komplementar

@ ESI (MS/MS) vs. MALDI (PSD)
bei Strukturaufklarung

m ESI vs. APCI bei LC/MS
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M Bei komplexen Proben Probenvorbereitung
meist unerlaBlich, viele Méglichkeiten T Moimasse

@ Bei Quantifizierung interne Standardisierung
wichtig
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