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Zusammenfassung

Ziel:

Entwicklung neuer Datenauswertungsverfahren, die in-situ auf der Basis hochgenauer
Massenwerte Strukturinformationen liefern und Identifizierung ermdéglichen.

Methoden:

Composition-based Sequencing (CBS) und Mass-based Classification (MBC).
Innovativer Aspekt:

« Vor-Ort-Analyse mit mobilen Geréten

« Sichere Identifizierung von Substanzklassen und individuellen unbekannten Verbindungen
« Identifizierung und Charakterisierung unbekannter Verbindungen in Millisekunden

« Einbeziehung von Daten der Deuteriumaustausch-Kinetik in die Stukturanalyse
Verknupfung mit anderen Schwerpunkt-Projekten:

Bereich A (lonenquellen und Deuteriumaustausch), Projekt C1 (miniaturisiertes hochgenaues MS)

Ziele

Waéhrend die kompositionsbasierte Strukturaufklarung fir Peptide bereits erfolgreich etabliert ist,
existieren bislang fir andere Substanzklassen keine entsprechenden CBS-Algorithmen. Diese
sollen im Rahmen des Projektes fiir eine Reihe relevanter Substanzklassen wie Mykotoxine und
ihre Metaboliten entwickelt werden. Es ist dazu eine algorithmische Strategie aufzustellen, um
eine allgemeine Losung der kompositionsbasierten Strukturaufklarung fiir organische Molekile zu
finden. Eine grundlegende Substanzklasse, fir die die CBS-Methode weiterentwickelt werden soll
ist die der zyklischen Peptide, die im Zusammenhang mit Mykotoxinen von besonderer Bedeutung
sind. Zyklische Peptide lassen sich mit herkdmmlichen de-novo-Sequenzierungsverfahren nur
auferst unbefriedigend aufklaren, da ihnen strukturbedingt Molekiilanfang und —ende fehlen und
damit ein  Ansatzpunkt fir typische wahrscheinlichkeitsbasierte  Verfahren  der
Fragmentierungsweg-Analyse fehlt. Das CBS-Verfahren ist demgegenuber invariant beztiglich der
Annahme bestimmter Fragmentierungsmechanismen und —wege und beriicksichtigt stattdessen
lediglich die mdglichen Baustein-Zusammensetzungen beobachteter Fragmentionen. Der
Anwendungsbereich der Zyklopeptid-Mykotoxine ist somit ein zentrales Zielgebiet der CBS-
Entwicklungen dieses Projektes.

Neben der kompositionsbasierten Strukturaufklarung ist insbesondere bei Molekilen im unteren
Massenbereich auch ohne Fragmentionenanalyse eine aussagekréftige Substanzklassenanalyse
moglich. Die massenbasierte Klassifizierung (MBC) ermdglicht zum Beispiel die unmittelbare
Unterscheidung  von  phosphorylierten  und  nicht-phosphorylierten  Peptiden  ohne
Fragmentionenanalyse [Spengler 2008]. Die MBC-Methode wird im Rahmen des Projektes fir die
Substanzklassen der zyklischen Peptide, der verschiedenen weiteren Mykotoxine und der
Explosivstoffe entwickelt. Es werden im Rahmen des Projektes Softwaresysteme entwickelt, die
eine effiziente Umsetzung der komplexen Algorithmen beinhalten und eine anwendungsorientierte
Nutzung in-situ erméglichen.

Vorarbeiten

Fir den Fall der de-novo-Peptidsequenzierung (Bestimmung der Aminoséuresequenz von
unbekannten Peptiden) ist das CBS-Verfahren bereits etabliert und erfolgreich eingesetzt worden
[Spengler 2004, Thieu 2006, Rémpp 2007, Spengler 2007]. Anders als bei herkdmmlichen
Verfahren der de-novo-Sequenzierung sind beim CBS-Verfahren keine weiteren
Substanzkenntnisse oder Datenbanken erforderlich, so dass eine Analyse unmittelbar und
universell erfolgen kann. Die erforderlichen Massengenauigkeiten liegen im oberen ppb-Bereich
und kénnen von (stationéren) FT-ICR-Massenspektrometern oder von zu entwickelnden, mobilen
MR-TOF-Systemen erreicht werden.

Das MBC-Verfahren st bislang fur die Unterscheidung von unmodifizierten und
monophosphorylierten Peptiden beschrieben [Spengler 2008] und als Web-basiertes Online-
System verfuighar [www.peptidecomposer.com].

Test mass value: 1005.4433 u
(monoisotopic singly charged
protonated peptide)
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Einleitung

Die Auswertung hochgenauer Massenwerte von Molekil- und Fragmentionen
ermoglicht die schnelle und sichere Strukturaufklarung und Identifizierung
unbekannter Stoffe. Dabei kénnen neuartige Strategien eingesetzt werden, die auf
der Bestimmung der Zusammensetzung von Vorlauferionen und Fragmentionen
beruhen (zusammensetzungsbasierte Sequenzierung/Strukturaufklarung,
composition-based sequencing, CBS). Hochgenaue Massenbestimmungen erlauben
die Aufstellung Uberschaubarer Listen von mdglichen Elementar- bzw. Baustein-
Zusammensetzungen unterschiedlicher Substanzklassen, jeweils fur Vorlauferionen
und jedes individuelle Fragmention. Solche Bausteine gréf3erer Molekile sind z.B. die
nattirlichen Aminoséauren in Peptiden oder Proteinen oder die Nukleotide in
Nukleinsauren.

Methoden

Die bislang publizierte CBS-Methode beruht auf der er-
schopfenden Aufzéhlung von theoretisch moglichen
Aminosaurekombinationen und der Berechnung und
Auflistung der resultierenden maglichen Peptidmassen.
Die fiir groRere Peptide zunehmend langen Listen von
maoglichen Aminosaurekombinationen einer Zielmasse
werden durch Verknupfung mit entsprechenden Bau-
steinkombinations-Listen der erzeugten Produktionen
reduziert, bis eine eindeutige Zusammensetzung ge-
funden ist bzw. die Liste sich nicht weiter einschréanken
lasst.

Die verbleibende(n) Peptidzusammensetzung(en) wird
(werden) durchpermutiert und die zugehérigen theore-
tischen Fragmentmuster mit dem beobachteten Pro-
duktionenspektrum verglichen und bewertend gereiht.
Das MBC-Verfahren ist fur Peptide und deren Derivate
beschrieben [Spengler 2008]. Es beruht auf der Aus-
wertung lediglich der exakten Vorlauferionen-Massen
und vergleicht diese mit vollstéandigen Listen von mog-
lichen Vertretern bestimmter Substanzklassen (z.B.
unmodifizierte Peptide und phosphorylierte Peptide).
Beide Verfahren sind im Rahmen des Schwerpunkt-

HPOP = 70,31 mDa

Projektes auf zusatzliche Substanzklassen zu
erweitern.
Arbeitspakete

AP 1: Definition von Algorithmen fiir die kompositionsbasierte Strukturaufklarung
verschiedener Substanzklassen.

AP 2: Entwicklung von Softwaremodulen fir CBS und MBC.

AP 3: Kopplung der Datenauswertungsmodule an FT-ICR-, Mini-QIT- und MR-TOF-
Daten.

AP 4: Anwendung auf Substanzklassen der Mykotoxine, der bekanntesten
Explosivstoffe und der zyklischen Peptide.

IEntwicklung von Softwaremodulen
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Arbeitsplan 1. Jahr 2. Jahr 3. Jahr
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