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Zusammenfassung Einleitung

Ziel: Charakterisierung und Validierung der zu entwickelnden Die Entwicklung neuer analytischer Verfahren, insbesondere fiir den Bereich In-situ/feldtauglicher Analyse,
feldtauglichen Verfahren, Unterstitzung der einzelnen Arbeits- erfol_gt zunachst unte_r dem As_pe_kt der direkten Identifizierung bekannte"r L!nd neuer chemlscher Ziel-

R . . . R . N verbindungen, d.h. einer qualitativen Fragestellung. Voraussetzung dafir ist bei der direkten Untersuchung
gruppen im Hinblick auf die physikochemischen Prozesse bei komplexer (biologischer) Proben eine hohe Nachweisempfindlichkeit und Selektivitit des Mobilisierungs-,

Probenmobilisierung, -transfer und inshesondere lonisierung, Transfer- und insbesondere des lonisierungsverfahren fiir die relevanten Analytverbindungen. Allerdings

Optimierung der Analyseverfahren im Hinblick auf qualitative und  mussen sich alle neu entwickelten Verfahren an wesentlichen analytischen Qualitétskriterien orientieren,

quantitative Aussagen. insbesondere dem Limit of Detection (LOD) und der Mdglichkeit, sichere quantitative Aussagen zu machen
(dynamischer Bereich und dem Limit of Quantification (LOQ).

Methoden: Durchfiihrung von Laboruntersuchungen mit State-of- Ziel
the-Art und hochleistungsmassenspektrometrischen Verfahren ele
mit dem Schwerpunkt MALDI-MS und MS/MS, wenn erforderlich in Die Arbeiten der Projektpartner sollen von Anfang an intensiv und kritisch begleitet und unterstiitzt

Kombination mit chromatographischer Probentrennung werden. Auf der Basis des verdffentlichten State-of-the-Art sollen fur die durch In-situ-Analyse
adressierten Problemstellungen Referenzuntersuchungen im Labor an Routine- und Hochleistungs-
Innovativer Aspekt: Entwicklung von laborbasierten MALDI-MS massenspektrometer durchgefiihrt werden, a) mit minimaler Probenaufarbeitung mittels MALDI-MS und

b) nach Extraktion und HPLC-Trennung mit MALDI- oder ESI-MS und MS/MS. Diese Arbeiten werden
auch Aussagen uber die physikochemischen Eigenschaften der In-situ-Verfahren erlauben und werden
dazu genutzt werden, Aussagen uber den analytischen Nutzen und die analytischen Leistungsdaten der
neuwentwickelten Verfahren zu gewinnen.

Analyseverfahren mit minimaler Probenaufbereitung

Verknupfung mit anderen Schwerpunkt-Projekten: allgemein
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2D-elektrophoret. Proteintrennungen
2D-PAGE

Native PAGE (Proteinkomplexe)
doubleSDS-PAGE (Membranproteine)

-> MS, MS/MS (PSD), MS" (CID,HCD) und Prazisionsmassenbestimmung

* ESI-MS-Systeme (LCQ, oTOF/ABI MAriner, ABI QTrap 2000)
- nanoHPLC, APCI
* GC-QMS

Probenvorbeitung / Verdauroboter

Nano-rpHPLC
-> Herstellung von Nano-Séaulen

- MALDI spotting Proteinquantifizierung

KapillarHPLC-Systeme Ettan DIGE

Routine-pHPLC iTRAQ
Vorarbeiten Arbeitspakete
Die Forschungsarbeiten im AK Karas erfolgen unter den folgenden Zielrichtungen : 1. Bewertung und Unterstiitzung der Einzelprojekte
« Proteomics : Verbesserung der Methodik fiir Membranproteine Durchfiihrung von Labormessungen fiir Fragestellungen verschiedener Einzelprojekte im
- neue Kombinationen von gelelektrophoretischen Verfahren mit MALDI-PMF Hinblick auf LOD und LOQ mit dem Schwerpunkt MALDI (< wg. Toleranz der Technik und
- Einsatz alternativer Enzyme zum Proteinverdau mdglicher Ankniipfung an In-situ-Methoden) an ausgewahlten Beispielen (zyklische
-> Detektion neuer Proteinkomponenten in mitochondrialen Membranproteinkomplexen Peptide, Mycotoxine, niedermolekulare Schadstoffe, proteotypische Peptide)

durch (4D-PAGE : BN1, BN2, dSDS / MALDI-TOF/TOF) (1,2) « Erste Schritte zu quantitativen Analysen, Nachweisgrenzen, Definition von Kalibrierstandards,
. . e . Herstellung von Referenzproben,

« MALDI : Vertiefung des Verstandnisses der physikalisch-chemischen Prozesse « Optimierung von feldtauglichen analytischen Ansétzen (z.B. Matrix, Lsgsm.)

- Entwicklung neuer MALDI Matrizes (3)

2. Charakterisierung der Starken und Schwachen der neuentwickelten In-situ Verfahren im
Hinblick auf die wichtigen analytischen Leistungsdaten, insbesondere Nachweisgrenzen
(LOD und LOQ), Reproduzierbarkeit und Robustheit

BSA digest - 1fmol on target
(950-1100)

3. Validierung der neuentwickelten analytischen Methoden und Protokolle im Vergleich zu
Labormethoden (konventionelle MS, HPLC/MS und MS/MS)
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< neue Einsatzfelder fir MALDI

> direkte Analyse bakterieller Kulturiiberstande / ) i ) 4. Erstellung einer Leistungsmatrix - Analytische Methode/Problembereich/Analytische
Suche nach neuen antibiotisch wirksamen Substanzen (Surfactine, zyklische Peptide) Leistungsparameter - zur Beurteilung des Nutzen und der Konkurrenzfahigkeit der
- Einsatz von MALDI fir Small Molecules neuentwickelten Verfahren
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4-Chloro-ce-cyanocinnamic acid is an advanced,

rationally designed MALDI matrix




