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Zusammenfassung

Ziel:
Demonstration der Fortschritte des Schwerpunktes anhand realer Anwendungsfalle

Methoden:
Zusammenfiihrung der Ergebnisse aus den Projektbereichen A bis D

Innovativer Aspekt:
Kombination der neu entwickelten in-situ Methoden mit komplementéren
Hochleistungs-Analysenmethoden

Verknupfung mit anderen Schwerpunkt-Projekten:
Al, A3, B1, C1, C2, D3, D1

Ziele

Besonders in der Anfangszeit ist bei diesen Anwendungen noch eine breite Unterstiitzung bzw.
Absicherung durch etablierte analytisch-chemische Methoden notwendig. Dadurch soll eine fundierte
Basis zur spateren Einordnung und Integration der in-situ-Ergebnisse geschaffen. werden

Es ist wichtig zu betonen, dass beide Ansitze komplementare Informationen liefern. Die off-line-
Methoden liefern detailierte Informationen Uber die Zusammensetzung der Probe mit hoher
Nachweisempfindlichkeit und ermoglichen die Identifizierung unbekannter Verbindungen, erfordern
aber einen wesentlich hoheren Zeitaufwand. Die in-situ-Methoden liefern andererseits Ergebnisse in
Echtzeit mit hoher Zeitauflésung, moglicherweise begrenzt auf eine limitierte Anzahl von Analyten. Die
Kombination dieser beiden Verfahren fihrt zu einer Informationsfiille, die mit herkdmmlichen
Methoden nicht erreichbar wére.

Durch die systematische Einbeziehung einer hohen Massengenauigkeit (Projekt C2) kann die Spezifitéat
der Messungen und damit die Zuverlassigkeit der Identifizierung wesentlich verbessert werden
(insbesondere unter Einbeziehung der CBS/MBC-basierten Software aus Projekt C3). Des weiteren
erlaubt die Kombination mit bildgebender Massenspektrometrie mit hoher raumlicher Auflésung eine
detailierte Untersuchung der Gewebeproben und unterstitz dadurch wesentlich die biologische

Interpretation der in-situ-Ergebnisse.

Vorarbeiten

Mit Hilfe bildgebeneder Massenspektrometrie kénnen Gewebeschnitte mit einer raumlichen Aufldsung von
10 pm charakterisiert werden. Die graue und weie Substanz des Ruckenmarks (Maus) kann anhand
verschiedener Lipidsignale unterschieden werden (links). Die genaue Sequenz von Peptiden kann mit Hilfe
der LC-FTICRMS auch fir nicht-sequenzierte Species identifiziert werden. Mit Hilfe weiterfiihrender
Fragmentierungsmethoden konnen auch isobare Aminoséuen wie Leucin und Isoleucin unterschieden
werden.
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Maéusertickenmark, 10 pm Auflésung: Electron capture dissociation (ECD)
Uberlagerung von m/z721 (weiRe zur Unterscheidung von Leucin und

Substanz) und m/z 772 (graue Substanz) Isoleucin in einem Froschpeptid
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Einleitung

Im Rahmen dieses Projektes werden die Ergebnisse der Projektbereiche A bis D
zusammengefiihrt, um die Fortschritte des Schwerpunktes anhand realer Anwendungsfalle zu
demonstrieren. Als Beispiel dienen dabei zum einen Mykotoxine in Nahrungsmitteln und zum
anderen Peptide und Proteine, die als Biomarker fiir Krebserkrankungen dienen kénnen [Chen
2008, Rompp 2007]. Mykotoxine sind hochtoxische Verbindungen, die ein bedeutendes
Risiko fiir den Verbraucher darstellen. Eine schnelle und zuverlassige Detektion z. B. bereits
wiéhrend der Ernte oder wahrend der Weiterverarbeitung ist deshalb von entscheidender
Bedeutung. Biomarker erméglichen die friihzeitige Diagnose von Erkrankungen und erlauben
eine angepasste und dadurch effizientere Therapie.

Methoden

Zur Erganzung der neuentwickelten in-situ-Messmethoden wird die Kopplung von
Fliissigchromatographie und Massenspektrometrie (LC-MS) verwendet. Die
chromatographische Auftrennung filhrt besionders bei komplexen biologischen Proben zu einer
wesentlich verbesserten Sensitivitdt und Sleektivitdt der Analyse. Zusatzlich kommen
Methoden der bildgebenden Massenspektrometrie zum Einsatz, die

In beiden féllen werden modernste Hochleistungs-Hybridmassenspektrometer, bestehend aus
einer linearen  lonenfalle und einem  Fourier-Transform-lonenzyklotronresonanz-
Massenspektrometer, verwendet [Rompp 2005]. Diese Kombination erlaubt eine hochgenaue
Bestimmung der Molekillmasse, bei gleichzeitiger hochempfindlicher Detektion der
Fragmentionen.

In situ - Methoden

MALDI Imaging LC-FTMS
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+ Hohe Massenauflosung
+ Hohe ramliche Auflésung (< 10 um) « Hohe Empfindlichkeit
+ Hohe Massenauflésung » Hohe Spezifitat

(potentielle) Anwendungsgebiete

« Froschpeptide

Identifizierung bioaktiver (z.B. antibiotischer) Peptide im Hautsekret verschiedener
Froscharten

* ANP/AM-2 -> Kummer, SFB 842

Charakterisierung der Fragmente des Peptides AM-2 in Herzmuskel und Lungengewebe (in
Kooperation mit dem SFB 842)

« Acetylcholin

Nachweis und Quantifizierung von Acetylcholin direkt von Gewebeschnitten (in
Kooperation mit dem SFB 842)

« Mycotoxine: Cyclopeptide

Identifizierung cyclischer Peptide mit toxischer Wirkung

« Anthocyane

Direkt aus Gewebe(schnitten) verschiedener Organe eines Rattenmodells

« Lipide fir REIMS/JeDI

Lipidverteilungen sind wichtige Marker bei in-situ-Messmethoden , eine detailierte
Untersuchung der raumlichen Verteilung in Gewebeproben (SMALDI) bildet die Grundlage
zur Absicherung und Bewertung der Ergebnisse

« Identifizierung unbekannter Verbindungen ???
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