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Wéhrend die Anwendungen von MALDI und ESI in der Proteinanalytik,
aber auch der Analytik von ,kleinen Molekilen®, wie z.B. Arzneistoffen
und -metaboliten, kontinuierlich wachsen, wird die Physik und Chemie
der lonenerzeugung auch heute noch nur von wenigen Arbeitsgruppen
untersucht. Der Arbeitskreis war hier fur den Bereich MALDI durch den
Einsatz ,chemischer Sondenverbindungen®, wie Indikatorfarbstoffen und
extrem starker S&uren, sehr erfolgreich und hat die Modellvorstellun-
gen durch die Formulierung des ,Lucky-Survivor-“ bzw. Clusterionisati-
onsmodell voran getrieben [1,2]. Das Ziel dieser Arbeiten ist es, durch
eine Verbesserung des Grundlagenversténdnisses Fortschritte fiir den
praktischen Einsatz der lonisierungstechniken zu erreichen, z.B. durch
gesteigerte Nachweisempfindlichkeit, optimierte Préparationsprotokolle,
neue MALDI-Matrizes, aber auch systematische Limitierungen zu er-
kennen und zu beschreiben. Problemanalyte, wie extrem hydrophobe
Peptide/Membranproteine, stellen auch heute noch analytische Heraus-
forderungen dar, die nach deutlichen Verbesserungen der Messmethodik
verlangen. Hier gelang es im Bereich neuer MALDI-Matrizes 2008 einen
deutlichen Schritt nach vorn zu tun und die Stagnation in diesem Be-
reich zu tiberwinden. Durch die Synthese und den Test einer Vielzahl von
modifizierten a-Cyanozimtsauren wurde die Protonenaffinitét der Matrix-
verbindung als wesentlicher Faktor fur die MALDI-lonenbildung definiert
und durch die Kopplung zwischen molekulardynamischen Berechnungen
und Experiment wurde 4-Chlor-a-Cyanozimtséure als neue iberlegene
MALDI-Matrix eingeftihrt [3].

Auch im Bereich Proteinanalytik/Proteomics finden die Arbeiten der
Arbeitsgruppe — neben vielfaltigem Einsatz etablierter Techniken in
Service- und Kooperationsprojekten — mit einem ausgeprégten metho-
dischen Aspekt statt. Es ist das Ziel, die in konventionellen Proteomics-
Ansétzen chronisch unterreprasentierten Membranproteine durch me-
thodische Neuentwicklungen besser zu erfassen. Ein erster Teilerfolg
gelang hier durch die Entwicklung einer zweidimensionalen SDS-PAGE
Technik [4]. Die aktuellen Arbeiten konzentrieren sich auf intakte Memb-
ranproteinkomplexe und die Fortentwicklung der Arbeitsmethodik zu ih-
rer Identifizierung und Charakterisierung durch den direkten Einsatz von
MALDI-MS, den Einsatz von rpHPLC-MS/MS-Techniken, den Einsatz al-
ternativer Verdauprotokolle und Verdauenzyme, den Einsatz chemischer
Derivatisierungs- und Crosslinking-Techniken und neuer Bioinformatik-
Werkzeuge. Der erfolgreiche Einsatz weniger spezifischer Enzyme wur-
de sowohl fiir MALDI als auch ESI eindeutig gezeigt [5]. Dazu wird auch
die Kopplung zwischen rp-NanoHPLC und MALDI-MS/MS als weiterer
Schritt zur Verbreiterung des Proteomics-Instrumentariums routinemalig
eingesetzt.

In einem weiteren Projekt, das im Grenzgebiet ,Kleine-Molekiile/Wirk-
stoffe” und Biochemie eingeordnet ist, werden neue Antibiotika aus bakte-
riellen Quellen gesucht und diese mittels In-Vitro ribosomaler Proteinbio-
synthese und Proteomics auf ihren Funktionsmechanismus untersucht. In
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Whereas the application of MALDI and ESI for protein analysis and as
well for the analysis of ,small molecules®, such as pharmaceutical and
their metabolites, are growing continuously, only a few research groups
investigate on the physics and chemistry of ion generation. For the area of
MALDI the Karas group has successfully applied chemical probes, e.g. in-
dicator dyes and extremely strong acid, and revitalized the model discus-
sions by presenting the ,,Lucky-Survivor- and the cluster-ionization model
[1,2]. It is the general goal to improve the practical use of the techniques
by an improved understanding of the underlying fundamentals, such as
improvements in sensitivity, sample-preparation protocols, new MALDI
matrices, or alternative ESI solvent systems, but also to reveal and de-
scribe systematic limitations. Problem analytes, such as extremely hydro-
phobic peptides/imembrane proteins, still form analytical challenges today
demanding substantial progress in measuring methods. In this field a big
step forward was accomplished in 2008 to overcome the stagnation. By
the chemical synthesis and test of numerous modified a-cyanocinnamic
acids matrix the proton affinity was revealed to be the relevant property
for analyte ionization. By coupling molecular dynamic calculations and
experiment 4-chloro-a-cyanocinnamic acid was introduced as a new su-
perior matrix compound [3].

Also in the field of proteomics the research of the group — in parallel to
numerous practical applications both in service and coopertation projects
—works with a strong methodic orientation. It has been and is the goal to
better cover membrane proteins which are notoriously underrepresented
in conventionel proteomics approaches. A first success was achieved by
the development of a two-dimensional SDS-PAGE technique [4] and its
combination to MALDI peptide mass fingerprinting for protein identifica-
tion. The actual work focuses on intact membrane-protein complexes and
the advancement of the working tools for their identification and charac-
terization by direct use of MALDI-MS, the combination of nano-rpHPLC
and MS/MS, the introduction of alternative digestion protocols, the use of
chemical crosslinking and derivatization steps as well as new bioinforma-
tic tools. The successful use of less specific enzymes and their superiority
for membrane protein identification was recently exemplified [5]. For this
purpose the coupling of rp-nanoHPLC to MALDI-MS/MS s routinely ap-
plied as proteomic tool.

In a further project located at the boundary between ,small molecules/
drugs” and biochemistry new antibiotic agents are searched from biolo-
gical sources, and the method of action is investigated by applying an
in-vitro protein biosynthesis system and general proteomic approaches.
MALDI is also successfully applied for the analysis and quantitation of
small molecule metabolites or drugs, directly from biological fluids, such
as brain dialysates, with no or only minor sample workup.
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einer weiteren Projektstudie wird MALDI eingesetzt zur direkten Analyse
und Quantifizierung von Stoffwechselmetaboliten bzw. Arzneistoffen, wo-
bei dies hé&ufig ohne aufwandige Probenaufarbeitung mdglich ist.
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