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Sensational New Capabilities of impact HD from Single LC-Accurate Mass MS Analysis

Definitive trace analysis from complex, high-background matrices
Quantitation by Source Stability and HD dynamic range

Applications
= Proteomics and Metabolomics = Forensics and Drug screening
= Food and Water Testing m Synthetic Chemistry Support

For more information please visit www.bruker.com
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.

Innovation with Integrity

High Definition 5 orders of magnitude dynamic range in one second from 50 GBit /sec sampling technology

Easy to use with intelligent self-optimizing MSMS routines for expert-caliber results first time

LC-MS/MS



Stadtplan
Ein Stadtplan mit OVPN-Netz befindet sich in der Tagungstasche.

WLAN

Wahrend der Tagung ist im Horsaalgebaude fir alle Teilnehmer ein Internetzugang
Uiber WLAN verfligbar.

Die Zugangsdaten finden Sie in Ihrer Tagungstasche.

Kaffeepausen und Rauchen

In den Kaffeepausen ist flr Getranke und Knabbereien gesorgt. Rauchen ist im Horsaalgebaude
verboten. Es gibt aber zwei Gberdachte AulRenbereiche vor den Eingangen.

Garderobe und Toiletten

Kleiderstdander und Toiletten finden Sie im Untergeschoss des Horsaal-Foyers. Eine Bewachung
der Garderobe ist nicht gegeben.

Mittagessen am Donnerstag

Wir bieten Mensa-Bons zum Erwerb am Tagungsbiro an. Dafiir erhalten Sie an den Buffet-
Ausgaben der Mensa einen Teller mit Speisen nach freier Auswahl sowie ein Getrank bei Vorlage
des Bons an der Kasse. Fiir studentische Gaste kostet das 6,50 Euro, fur Vollzahler 8,50 Euro. Zur
Mensa sind es etwa 200 m FuBweg. AulBerdem finden Sie weitere Imbissgelegenheiten in der

Nahe der Mensa auf dem Campus, z.B. den Uni-Shop, die Backerei Kohlmann, das Bistro Bellini
und das Cafe Botanik im UG der Mensa.
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Molekularanalytische
Systeme von JEOL

NMR- und Massenspektrometer —
zuverlassig, leistungsstark und prazise.

NMR-SPEKTROMETER MASSENSPEKTROMETER

JEOL bietet fiir jedes NMR-Labor die JEOL bietet ein breites Spektrum von
passenden Spektrometer, die sich Massenspektrometern; angefangen von
sowohl fiir Flissig- als auch fiir Fest- hochauflésenden GCxGC TOF Massen-
kdrperanwendungen eignen. Die Feld- spektrometern bis hin zu MALDI-

starken der supraleitenden Magneten TOF/TOF Imaging Systemen mit bis
reichen von 7.05 bis 21.6 Tesla und sind zu 18 m Flugweg.
durch ihre Zero-Boil-Off Technologie

unabhéngig und zukunftssicher. r"

Fiir jeden Einsatz die richtige Losung.
Weitere Infos finden Sie unter: www.jeol.de

Nehmen Sie Kontakt mit uns auf. a N

Wir beraten Sie gerne.

Solutions for Innovation

- JEOL (Germany) GmbH - Oskar-v.-Miller-Strafle 1A - D-85386 Eching
www.jeol.de Tel.: +49 (0)8165 77-346 - Fax: +49 (0)8165 77-512 - E-Mail: info@jeol.de




Mass spectrometry

transformed.

Announcing the latest ground-breaking innovations in mass spectrometry —the Thermo Scientific™
Orbitrap™ Fusion™ Tribrid™ MS and the Thermo Scientific™ TSQ Quantiva™ MS—built from the ground up
for uncompromising performance and usability. With unprecedented experimental power and unrivaled

sensitivity, you can now achieve more results, with more confidence, more quickly than ever before.

Transform your science.
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Programmiibersicht

Mittwoch, 25.9.2013

ab 19.00 Uhr

Mer kumme zamme

Ein lockeres Treffen, fiir alle am Vorabend Anreisenden.

Donnerstag, 26.9.2013

ab 8.00 Uhr

Registrierung im Tagungsbiiro

Foyer

8.45-9.00 Uhr

BegriiBung

Oliver Trapp, Geschaftsfiihrender Direktor des Org.-
Chem. Instituts der Universitat Heidelberg

Jurgen Gross, ortlicher Organisator
Wolfgang Schrader, Sprecher der Fachgruppe

HSW

9.00 —9.50 Uhr
HV1

Vibrational Activation and lon-Electron Reactions for
Detailed Characterization of Proteins and Ribonucleic
Acids

Kathrin Breuker, Monika Taucher, Barbara Ganisl, Moritz
Schennach

Linstitut fiir Organische Chemie und Center for Molecular
Biosciences Innsbruck (CMBI), Innrain 80/82 (CCB), 6020
Innsbruck, Austria

HSW

9.50-10.30 Uhr

Session 1

HSW

Vi

Structural Analysis of Guanylyl Cyclase-Activating
Protein-2 (GCAP-2) Homodimer by Stable Isotope-
Labeling, Chemical Cross-Linking, and Mass
Spectrometry

Jens Pettelkau’, Iris Thondorf?, Stephan Theisgen®, Hauke
Lilie?, Thomas Schréder?, Christian Arlt*, Christian H.
lhling', Andrea Sinz"

IDepartment of Pharmaceutical Chemistry &

Bioanalytics, Institute of Pharmacy, Martin-Luther
University Halle-Wittenberg, Wolfgang-Langenbeck-
Strafse 4, D-06120 Halle (Saale), Germany;

? Department of Technical Biochemistry, Institute of
Biochemistry and Biotechnology, Martin-Luther University
Halle-Wittenberg, Kurt-Mothes-StrafSe 3, D-06120 Halle
(Saale), Germany; * Institute of Medical Physics and
Biophysics, University of Leipzig, HértelstrafSse 16-18, D-
04107 Leipzig, Germany

HSW

V2

ERLIC-RPLC-ESI-MS/MS zur hocheffizienten
Phosphoproteomanalyse biologischer Systeme

Stefan Loroch?, Lisa Weilnboeck?, Christian Huber?, Albert
Sickmann?!

! Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften, Otto-
Hahn-Str. 6b, 44227 Dortmund

2 Fachbereich Molekulare Biologie, Universitdt Salzburg,
Hellbrunnerstr. 34, 5020 Salzburg

HSW

10.30-11.00 Uhr

Kaffeepause

Foyer




11.00 -12.20 Uhr

Session 2

HSW

V3

A Mobile and Ultra-High Resolving Time-of-Flight Mass
Spectrometer

Timo Dickel™?, Johannes Langz, Wolfgang R. PlaR™?, Hans
Geissel™?, Wayne Lipert?, Christoph Scheidenberger®?,
Mikhail Yavor®

'GSI Darmstadt, Planckstr. 1, 64291 Darmstadt, Germany;
21, Physikalisches Institut, Justus-Liebig-Universitdt
GiefSen, Heinrich-Buff-Ring 14, 35392 Giefsen, Germany;
3Institute for Analytical Instrumentation, Russian
Academy of Sciences, 190103 St. Petersburg, Russia

HSW

v4

Leveraging the Performance of Ultra-high resolution
Time-of-flight mass spectrometry interfaced to Gas
Chromatography — Complement to and Advantages over
FTMS

Jeffrey S. Patrick®, Joe Binkleyl, David Alonso?, Lloyd
Allen?, Viateslav Artaev?, Jonathan Byerl, Jurgen Wendt?

L1ECO Corporation, Saint Joseph, Ml USA
2 ECO GmbH, Ménchengladbach, Germany

HSW

V5

Suppression of magnetron and trapping motion in a new
operation mode of ICR cells - A SIMION Study

Basem Kanawati', Franco Moritz*, Karl Peter Wanczek?,
Philippe Schmitt-Kopplin™?

'Helmholtz Zentrum Miinchen, Research Unit Analytical
Biogeochemistry, Germany

2Universitdt Bremen, Institute of Inorganic and Physical
Chemistry, Germany

*Technische Universitidt Miinchen, Analytical Food
Chemistry, Germany

HSW

V6

Spin-lsomere in der Gasphase: Reaktivitat von
Ferracyclobutadienen

Marianne Engeser, Yvonne Lorenz

Kekulé-Institut fiir Organische Chemie und Biochemie der
Universitdt Bonn, Gerhard-Domagk-Str.1, 53121 Bonn

HSW

12.20-13.30 Uhr

Mittagspause

13.30-14.50 Uhr

Session 3

HSW

V7

Ein Orbitrap Prototyp zur Untersuchung von
Erdolkomponenten

Alessandro Vetere, Wolfgang Schrader

Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Kaiser-Wilhelm-
Platz 1, 45470 Miilheim an der Ruhr

HSW




V8

Laserdesorptions-lonisierung gekoppelt mit
hochauflésender Massenspektrometrie zur
Charakterisierung von Schiffsdiesel und
Verbrennungsaerosolen

Christopher P. Riger’, Theo Schwemer®, Martin Sklorz*?,
Ralf Zimmermann®?

Y Universitdt Rostock, Institut fiir Chemie, Abteilung fiir
Analytische und Technische Chemie, Dr.-Lorenz-Wegq 1,
18059 Rostock

2 Gemeinsames Massenspektrometrie Zentrum der
Universitdt Rostock und des Helmholtz Zentrums
Miinchen, www.jmsc.de

HSW

V9

Ultra-high resolution mass spectrometry: Studying the
selective derivatization reactions in crude oil with FT-ICR
MS and a research-type Orbitrap

Xuxiao X. Wang, Wolfgang Schrader

Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung, Kaiser-Wilhelm-
Platz 1, 45470 Miilheim an der Ruhr/D

HSW

14.50 Uhr

Kaffeepause libergehend in...

Foyer

14.50 - 16.30 Uhr

Postersession und Firmenstidnde

Foyer

16.30—-17.10 Uhr

Mitgliederversammlung der Fachgruppe FT-MS

HSW

17.10 - 18.00 Uhr
HV2

Ein Massenspektrometer am Anfang der Tumortherapie

Jurgen Debus

Radio-Onkologie und Strahlentherapie,
Universitdtsklinikum Heidelberg, Im Neuenheimer Feld
400, 69120 Heidelberg

HSW

19.30 —22.30 Uhr

Konferenz-Dinner mit Altstadtpanorama

Rossini

Freitag, 27.9.2013

ab 8.30 Uhr

Tagungsbiiro

Foyer

9.00 -9.50 Uhr
HV3

Chemical Imaging by FT-ICR MS: From Buckyballs to High
Performance Data Analysis

Donald F. Smith', Andras Kiss®, Franklin E. Leach?, Marco
Konijnenburg®, Ivo Klinkert®, Errol W. Robinson?, Ljiljana
Pasa-Toli¢’>, Ron M.A. Heeren®

YFOM Institute AMOLF, Science Park 104, 1098 XG
Amsterdam, The Netherlands

2 Environmental Molecular Sciences Laboratory, Pacific
Northwest National Laboratory, Richland, WA 99352

HSW

9.50 - 10.50 Uhr

Session 4

HSW

V10

Workflow fiir Rohdatenprozessierung und Software-
unterstiitzte Identifizierung von Lipiden mit
hochauflésender Massenspektrometrie nach
chromatographischer Trennung

Nicole Zehethofer, Buko Lindner, Dominik Schwudke

! Forschungszentrum Borstel, Parkallee 10, 23845 Borstel

HSW




Vil

MeCAT und ESI-MS: Neue Moglichkeiten zur
Proteinquantifizierung

Gunnar Schwarz®, René Becker!, David Benda®, Violette
Frochaux®, Sebastian Beck®, Hartmut Schliiter®, Michael
W. Linscheid®

! Humboldt-Universitdt zu Berlin, Brook-Taylor-Strafie 2,
12489 Berlin

2 Universitétsklinikum Hamburg-Eppendorf, Martinistrafie
52, 20246 Hamburg

HSW

V12

Formula assignment of NOM FTICRMS data from a
chemical point of view

Peter Herzsprung®, Norbert Hertkorn?, Wolf von
Tumpling®, Mourad Harir?, Kurt Friese’, Philippe Schmitt-
Kopplin?

'Helmholtz Centre for Environmental Research — UFZ,
Brueckstrasse 3a, 39114 Magdeburg *Helmholtz Zentrum
Miinchen, German Research Center for Environmental
Health, Research Unit AnalyticalBioGeoChemistry (BGC),
Ingolstddter Landstr. 1, 85764 Neuherberg

HSW

10.50-11.30 Uhr

Kaffeepause, dabei Poster und Firmenstinde

Foyer

11.30-12.50 Uhr

Session 5

HSW

V13

The new solarix XR and MALDI Imaging: A perfect
combination for drug and metabolite detection in tissue

Jens Fuchser', Matthias Witt*, Michael Becker', Séren-
Oliver Deiningerl, Eckhard Belau®, Shannon Cornett?

! Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany
2 Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA, USA

HSW

Vi4

High resolution MALDI imaging of tryptic peptides in
biological samples
Katharina M. Huber, Bernhard Spengler, Andreas Rémpp

Institute of Inorganic and Analytical Chemistry,
Schubertstr. 60, 35392 GiefSen

HSW

V15

MALDI-FT-ICR Imaging MS fiir die Wirkstoffanalyse und
Vorhersage des Therapieansprechens

Axel Walch®, Na Sun?, Katharina Huber®, Achim Buck?,
Michaela, Aichler!

! Abteilung Analytische Pathologie, Helmholtz Zentrum
Miinchen , Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit
und Umwelt (GmbH), Ingolstddter Landstrafie 1, 85764
Neuherberg

HSW

Viée

Radikalabspaltungen aus alkylierten Aminen?
Claus Gernert', Lina Boyerl, Jurgen Grotemeyer1

Y Christian Albrechts Universitdt zu Kiel, Max Eyth Strafie
1, 24118 Kiel

HSW

12.50 Uhr

Verabschiedung der Tagungsteilnehmer

HSW
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Peeds up to 200 specfra/second
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Uperior resolution UP to 100,000

LECO High Resolution TOFMS

(HRT) is the right answer

Qualify, Quantify and Identify without compromise

Delivering the Right Results

LECO European LSCA Centre | Tel: +49-2166687-104 | e-mail : sepsci@leco.de | www.leco-europe.com




Heliumverflissiger fur’'s Labor

Ist Ihnen Flissig-Helium auch zu teuer?

Dennoch entweicht |hr kostbares Helium-Gas?
Reden Sie mit uns, wir haben die nachhaltige Losung!

Jederzeit flissiges Helium mit dem ATL
(Advanced Technology Liquefier)

m Einfache Bedienung 0.“7

m Automatisierter Betrieb ‘Ql,, '},‘\
m Portables, einfach zu transportierendes Gerat '?' Q O‘
m Verflissigungsraten bis 22 Liter pro Tag L Riyeise

m Ausgezeichnete Energieeffizienz

\\

Recycling von Helium
® Modulare, fir lhr Experiment optimierte Helium-Aufbereitung

m Helium auffangen, speichern und reinigen

Besuchen Sie uns auf dem Treffen der ,Fachgruppe FT-MS und hochauflésende Massenspekirometrie”

am 26. und 27. September 2013 im Horsaalgeb&ude der Chemischen Institute der Universitét Heidelberg.

*
www.lot-qd.com/de I O
1| LOT-QD Gruppe Europa. Im Tiefen See 58. 64293 Darmstadt.

2 Telefon: 06151-8806-0. Fax: 06151-896667. E-Mail: info@lotqd.de [8]QuantumDesign
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HV1

Vibrational Activation and Ion-Electron Reactions for Detailed
Characterization of Proteins and Ribonucleic Acids

Kathrin Breuker, Monika Taucher, Barbara Ganisl, Moritz Schennach

! Institut fiir Organische Chemie und Center for Molecular Biosciences Innsbruck
(CMBI), Innrain 80/82 (CCB), 6020 Innsbruck, Austria

Results and Discussion

Gene expression is regulated on both ribonucleic acid (RNA) and protein levels, and can
involve different RNA and protein variants whose heterogeneity is often further
increased by posttranscriptional or posttranslational modifications that can be critical to
function. Moreover, recombinant proteins or synthetic RNA for pharmaceutical
applications are frequently modified for reasons of increased activity and stability
against hydrolysis. Detailed characterization of the different RNA or protein forms, as
well as any correlations that may exist between individual modifications, can be
accomplished by top-down mass spectrometry (MS), which utilizes techniques based on
vibrational ion activation (e.g., collisionally activated dissociation, CAD, and infrared
multiphoton dissociation, IRMPD), unimolecular radical ion chemistry (e.g., electron
capture dissociation, ECD, and electron detachment dissociation, EDD), or
combinations thereof. This contribution highlights recent developments from our
laboratory for efficient dissociation of RNA and protein ions using a Fourier transform
ion cyclotron resonance (FT-ICR) mass spectrometer,”® with special focus on
mechanistic insights,”* gas phase protein ion structure,™® and new approaches for the
identification, localization, and relative quantification of posttranscriptional,
posttranslational, or synthetic modifications.

Literature

[1] M. Taucher, K. Breuker, Angew. Chem. Int. Ed. 51, 11289-11292 (2012)

[2] M. Taucher, B. Ganisl, K. Breuker, Int. J. Mass Spectrom. 304, 91-97 (2011)

[3] B. Ganisl, K. Breuker, ChemistryOpen 1, 260-268 (2012)

[4] B. Ganisl, T. Valovka, M. Hartl, M. Taucher, K. Bister, K. Breuker, Chem. Eur. J.
17, 4460-4469 (2011)

[5] K. Breuker, S. Briischweiler, M. Tollinger, Angew. Chem. Int. Ed. 50, 873-877
(2011)

[6] O.S. Skinner, F.W. McLafferty, K. Breuker, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 23, 1011-
1014 (2012)
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HV2
Ein Massenspektrometer am Anfang der Tumortherapie

Jiirgen Debus

Radio-Onkologie und Strahlentherapie, Universitdtsklinikum Heidelberg,
Im Neuenheimer Feld 400, 69120 Heidelberg

Einleitung und Diskussion

Die Tumortherapie mittels ionisierender Bestrahlungstechniken kann eine hohe
Belastung des Organismus eines ohnehin schon infolge einer Krebserkrankung
geschwichten Menschen mit sich bringen.

Mit einer gezielten Bestrahlung des Tumorgewebes lassen sich Auswirkungen auf
gesunde Regionen vermeiden und das erkrankte Gewebe besonders effektiv behandeln.
Seit 2009 setzt man am Universititsklinikum Heidelberg dafiir eine Ionenstrahl-
Apparatur ein — also letztlich ein Massenspektrometer. Der hier verwendete
Teilchenbeschleuniger besteht aus drei Ionenquellen, einem Linearbeschleuniger und
einem 21 m durchmessenden Synchrotron. Damit werden mit '*C-Ionen Energien von
400 MeV/Nukleon erreicht. Dies entspricht einer Eindringtiefe des Strahls in Gewebe
von 32 cm.

In ersten Behandlungen wurden ausschlieflich Protonenstrahlen eingesetzt. Protonen
haben den Vorteil, dass sie den groBten Teil ihrer Energie nach einer definierten
Eindringtiefe iibertragen. Die biologische Wirkung wird im Wesentlichen {iber
Sekundirelektronen vermittelt. Bei Protonen ist die biologische Wirksamkeit des Strahl
vergleichbar zu konventioneller Rontgenstrahlung. Kohlenstoff-lonen haben dagegen
eine relative biologische Wirksamkeit von 3, das heif3t, dass derselbe biologische Effekt
mit nur einem Drittel der physikalischen Dosis erreicht wird.

Die Heidelberger lonentherapieanlage HIT hat neben 3 klinischen Arbeitsplédtzen einen
weiteren Forschungsplatz, der flir Experimente und technische Weiterentwicklungen
genutzt werden kann.

Die ersten klinischen Ergebnisse bei Patienten mit Schidelbasistumoren sind sehr
vielversprechend, weil sie die effektive und schonende Wirkungsweise am Patienten
belegen.

Die wesentliche Zielsetzung des klinischen Programmes besteht darin, zu verstehen,
welche Tumorarten am besten mit dieser neuen Technologie und mit welcher lonenart
behandelt werden.

Dieser Vortrag erldutert den Aufbau des Beschleuniger-Massenspektrometers, zeigt
dessen Finsatz in der Therapie von verschiedenen Tumorarten und umreilt die
derzeitigen Grenzen im Einsatz der neuen Technik.

Literatur

Combs, SE und Debus, J; Acta Onclogica (2013).
Debus, J et al; Strahlentherapie Onkologie (2000).
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HV3

Chemical Imaging by FT-ICR MS: From Buckyballs to High
Performance Data Analysis

Donald F. Smith', Andras Kissl, Franklin E. Leachz, Marco Konijnenburgl, Ivo
Klinkertl, Errol W. Robinsonz, Ljiljana Paéa-Tolic’z, Ron M.A. Heeren'

' FOM Institute AMOLF, Science Park 104, 1098 XG Amsterdam, The Netherlands
? Environmental Molecular Sciences Laboratory, Pacific Northwest National
Laboratory, Richland, WA 99352

Introduction

Mass spectrometry imaging enables the spatial localization of molecules from complex
surfaces. FT-ICR MS offers the highest mass resolving power and mass accuracy for
MS imaging experiments. Now, lipids and peptides can routinely be imaged at spatial
resolutions of 50-300 um with mass measurement accuracy of <l ppm root-mean-
square (rms) and mass resolving power (m/Amsgy,) from 50,000-100,000. Such high
performance ensures the highest chemical specificity in broadband MS imaging mode.
Here, we discuss methods and instrumentation for ultra-high performance FT-ICR MS
imaging by MALDI and SIMS FT-ICR MS. This includes mass calibration for sub-
ppm mass measurement accuracy, visualization of high mass resolution data, high-
speed data processing and new instrumentation for secondary ion FT-ICR MS imaging.

Results, Discussion and Experimental

High mass measurement accuracy (and precision) ensures that ion selected images
represent the analyte distribution on the tissue surface and are not affected by ion
number fluctuation due to tissue heterogeneity. lon number fluctuations, and thus mass
fluctuations, due to tissue heterogeneity can be corrected for by mass calibration
functions that correct for total ion abundance and relative ion abundance. In this way,
endogenous lipids can be imaged with rms error below 1 ppm. Ultimate mass resolving
power requires long time domain signals, which can result in a large amount of raw
data. This data must be processed and converted into a format amenable for
visualization and data analysis. An integrated strategy of high mass resolution “Mosaic
Datacubes” and feature based (i.e. peak picked) analysis provides mDa visualization
and data mining strategies simultaneously [1]. Large area, as well as high spatial
resolution MS imaging, can yield thousands of mass spectra and long processing times.
We have developed a cloud-based data analysis environment for high speed post-
processing of FT-ICR MS (imaging) data. Preliminary results provide nearly eight fold
decrease in analysis time.

MALDI is typically limited to ~50 um spatial resolution. This is due, in part, to the
focusing of the laser beam and the matrix deposition on the tissue. However, secondary
ion mass spectrometry (SIMS) is a matrix-free technique which uses a highly charged
primary ion beam which can easily be focused to 1 um or smaller primary ion spot
sizes. Further, polyatomic primary ion sources (such as Au/Bi clusters and Cep)
improve secondary ion yields and enable access to larger, intact ions such as
phospholipids. SIMS sources are typically coupled to time-of-flight MS, for high
sensitivity and high repetition rate imaging.
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However, they lack sufficient mass accuracy for confident ion identification and offer
only moderate mass resolving power. Here, we describe the development of a FT-ICR
mass spectrometer designed for high mass resolving power and high mass accuracy
SIMS using a Cgp primary ion gun [2]. Order of magnitude performance improvements
over previous reports has been achieved, which include mass resolving power in excess
of 3,000,000 and chemical imaging at 20 um lateral resolution [3].

New Aspect
High chemical specificity MALDI and SIMS FT-ICR MS imaging.

Literature

[1] D.F. Smith, A. Kharchenko, M. Konijnenburg, I. Klinkert, L. Pasa-Toli¢, R.M.A.
Heeren, J. Am. Soc. Mass Spectrom., 23 (11), 1865-1872 (2012).

[2] D.F. Smith, E.W. Robinson, A. Tolmachev, R.M.A. Heeren, L. Pasa-Toli¢, Anal.
Chem., 83 (24), 9552-9556 (2011).

[3] D.F. Smith, A. Kiss, F.E. Leach, E.W. Robinson, L. Pasa-Toli¢, R.M.A. Heeren,
Anal. Bioanal. Chem., DOI 10.1007/s00216-013-7048-1 (2013).
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V1

Structural Analysis of Guanylyl Cyclase-Activating Protein-2
(GCAP-2) Homodimer by Stable Isotope-Labeling, Chemical Cross-
Linking, and Mass Spectrometry

Jens Pettelkaul, Iris Thondorf® , Stephan Theisgen3, Hauke Liliez, Thomas Schrt')derz,
Christian Arlt', Christian H. Ihlingl, Andrea Sinz'

" Department of Pharmaceutical Chemistry & Bioanalytics, Institute of Pharmacy,
Martin-Luther University Halle-Wittenberg, Wolfgang-Langenbeck-Strafie 4, D-06120
Halle (Saale), Germany

? Department of Technical Biochemistry, Institute of Biochemistry and Biotechnology,
Martin-Luther University Halle-Wittenberg, Kurt-Mothes-Straf3e 3, D-06120 Halle
(Saale), Germany

I Institute of Medical Physics and Biophysics, University of Leipzig, Hirtelstrafie 16-

18, D-04107 Leipzig, Germany

Introduction

Guanylyl cyclase-activating proteins (GCAPs) are important regulatory proteins in
retinal cells. GCAPs are hydrophobic, N-terminally myristoylated proteins containing
four EF-hand motifs [1]. They regulate their target protein, the retinal guanylyl cyclase
(ROS-GC), in a calcium-dependent manner. Previously, a homodimeric state of GCAP-
2 had been proposed to activate ROS-GC [2]. Whether dimerization of GCAP-2 is
essential for ROS-GC activation is still a matter of debate as no structural data of the
GCAP-2 homodimer have been published so far. We performed cross-linking studies of
isotope-labeled GCAP-2 in combination with ESI-LTQ-Orbitrap mass spectrometry to
investigate the topology of the GCAP-2 homodimer.

Results and Discussion

By applying a 1:1 mixture of non-labeled and "’ N-labeled GCAP-2, we were able to
differentiate between intra- and intermolecular cross-linked peptides. The resulting
isotope patterns arising from the combination of different cross-linked peptide species
("’N-peptide 1 with "“N-peptide 2, "*N-peptide 1 with "’ N-peptide 2, ’N-peptide 1 with
"N-peptide 2, and "’ N-peptide 1 with "’N-peptide 2) enabled us to unambiguously
discriminate between cross-links within one GCAP-2 monomer (intramolecular) or
between two subunits (intermolecular). Cross-link candidates were accepted only if
signals of "’N/°N cross-linked species could be comprehensively assigned in the
fragment ion mass spectra. We were able to identify four distinct cross-linking sites
within the GCAP-2 homodimer in the Ca**-bound state and seven distinct sites within
the Ca®-free dimer. Based on the distance constraints disclosed by the chemical cross-
links we were able to derive a 3D-structural model for the GCAP-2 homodimer.

Experimental

Cross-linking experiments were conducted with the homobifunctional amine-reactive
cross-linker bis(sulfocuccinimidyl)glutarate (BS*’G). GCAP-2 was used as 1:1 mixture
of non-labeled and "’ N-labeled protein. Cross-linking mixtures were separated by one-
dimensional gel electrophoresis (SDS-PAGE). Gel bands of GCAP-2 homodimers were
excised and protein complexes were digested with trypsin and Glu-C. Peptide mixtures
were analyzed by nano-HPLC (Dionex)/nano-ESI-LTQ-Orbitrap-MS/MS (LTQ-
Orbitrap XL, Thermo Fisher Scientific). Cross-linked products were identified with
StavroX and verified by manual reassignment of MS/MS signals.
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Novel Aspect
Topology of GCAP-2 homodimer was determined.

Literature

[1] Olshevskaya, E. V., Hughes, R. E., Hurley, J. B., and Dizhoor, A. M. (1997)
Calcium binding, but not a calcium-myristoyl switch, controls the ability of
guanylyl cyclase-activating protein GCAP-2 to regulate photoreceptor guanylyl
cyclase, J. Biol. Chem.272, 14327-14333.

[2] Olshevskaya, E. V., Ermilov, A. N., and Dizhoor, A. M. (1999) Dimerization of

guanylyl cyclase-activating protein and a mechanism of photoreceptor guanylyl
cyclase activation, J. Biol. Chem.274, 25583-25587.



Treffen der Fachgruppe FT-MS und hochauflésende Massenspektrometrie 17

V2

ERLIC-RPLC-ESI-MS/MS zur hocheffizienten
Phosphoproteomanalyse biologischer Systeme

Stefan Lorochl, Lisa Weilnboeckz, Christian Huber?, Albert Sickmann!

! Leibniz-Institut fiir Analytische Wissenschaften, Otto-Hahn-Str. 6b, 44227 Dortmund
? Fachbereich Molekulare Biologie, Universitit Salzburg, Hellbrunnerstr. 34, 5020
Salzburg

Einleitung

Die Analyse der Proteinphosphorylierungen biologischer Systeme ist eine grof3e
Herausforderung der aktuellen LC-MS basierten Proteomforschung, da diese ubiquitére,
posttranslationale Proteinmodifikation in der Regel substochiometrisch erfolgt aber
essenziell fiir simtliche Zellfunktionen ist. Eine zweidimensionale Chromatographie via
ERLIC-RPLC-ESI-MS/MS kann zur effizienten Anreicherung und Analyse von
Phosphopeptiden mit geringen Mengen Startmaterial in einem bottom-up Ansatz
genutzt werden. ERLIC dient dabei der Anreicherung tryptischer Phosphopeptide tiber
Kombination von hydrophiler Interaktions- und Anionenaustauschchromatographie[1].

Ergebnisse und Diskussion

ERLIC-RPLC-ESI-MS/MS wurde erfolgreich und reproduzierbar zur Identifikation von
mehr als 50 Phosphopeptiden und Lokalisation von mehr als 50
Phosphorylierungsstellen pro pg verdautem Protein einer komplexen biologischen
Probe genutzt. Mit 100 pg Startmaterial wurden insgesamt 3800 Phosphopeptide
identifiziert (FDR > 1%) und 2997 Phosphorylierungsstellen lokalisiert (= 90%
Konfidenz). Durch Einsatz verschiedener SPE-Materialien zwischen erster und zweiter
Dimension konnte die Anzahl identifizierter Phosphopeptiden weiter erhoht werden.
Die Anreicherung war mit Anionenaustauschsiulen verschiedener Hersteller moglich.

Experimentelles

50-100 pg (entspricht ca. 5x10° Zellen) eines komplexen Peptidgemischs (nach
Trypsinverdau) wurden per ERLIC fraktioniert (1. Dimension), dafiir wurden
Anionenaustauschersdule (Thermo-BioBasicAX und PolyLC-PolyWAX) im HILIC-
Modus verwendet. Nach SPE mit Hypercarb, HILIC oder C18 erfolgte die Analyse per
RP-nanoHPLC-ESI-MS/MS (RSLCnano / LTQ Orbitrap Velos - Thermo). MACOT
und PhosphoRS (Proteome Discoverer 1.3 - Thermo) wurden zur Identifikation der
Phosphopeptide und Lokalisation der Phosphorylierungsstellen genutzt.

Neuer Aspekt

ERLIC-RPLC-ESI-MS/MS erméglicht eine umfassende Phosphoproteomanalyse mit
geringen Probenmengen, somit kann die Methode ideal in klinischen Studien mit
Patientenproben eingesetzt werden.

Literatur

[1] Alpert, A. J., Analytical Chemistry 2008, 80, 62-76.

[2] Taus, T., Kocher, T., Pichler, P., Paschke, C., Schmidt, A., Henrich, C., Mechtler,
K., Journal of Proteome Research 2011, 10, 5354-5362.



Treffen der Fachgruppe FT-MS und hochauflésende Massenspektrometrie 18

V3
A Mobile and Ultra-High Resolving Time-of-Flight Mass Spectrometer

Timo Dickel'? Johannes Lang®, Wolfgang R. PlaB', Hans Geissel'?, Wayne Lipert,
Christoph Scheidenberger', Mikhail Yavor®

'GSI Darmstadt, Planckstr. 1, 64291 Darmstadt, Germany
’II. Physikalisches Institut, Justus-Liebig-Universitit Giefen, Heinrich-Buff-Ring 14,

35392 Gieflen, Germany
I Institute for Analytical Instrumentation, Russian Academy of Sciences, 190103 St.
Petersburg, Russia

Introduction

In-situ mass spectrometry with real-time analysis of samples offers new insights and
applications. Sofar, existing mobile MS are restricted by their moderate resolving
power. Multiple-reflection time-of-flight mass spectrometer (MR-TOF-MS) allow for a
mass resolving power exceeding 10° and sub ppm accuracy in a compact size [1]. Thus
they allow resolving of isobars and accurate determination of the composition and
structure of large bio-molecules for in-situ measurements.

Results and Discussion

A mobile MR-TOF-MS with a volume of 0.8 m?, a mass resolving power larger than
100,000, repetition rates of up to 1 kHz and equipped with an atmospheric pressure inlet
has been developed [2]. As part of its commissioning the system has been successfully
operated with different ionization methods. The devices will allow in-situ high
performance measurements without the need of sample preparation. Envisaged
applications are in environmental sciences (e. g. to monitor the water and air quality on
hot spots) and in medicine (e. g. to distinguish between healthy and cancerous tissue
during surgery).

Experimental

The MR-TOF-MS consists of an atmospheric pressure interface for various atmospheric
ion sources, RFQ beam preparation system (mass filter, ion cooler, ion trap), time-of-
flight analyser and detector. Inside the compact analyser (~0.5m) the ions are reflected
many times, thereby achieving a flight path of up to 1km and an ultra-high mass
resolution in a compact system. The complete instrument with all electronics, pumps,
etc. is mounted into a single frame. A further reduction in size and weight of the device
is readily possible to fit specialized future applications.

New Aspect
The first mass spectrometer that combines highest resolving power and compact size for
in-situ measurements is presented.
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Introduction

The demands on analyses using mass spectrometry have grown with expectations of
resolution and mass accuracy creating the need for greater capabilities. Fourier
Transform Mass Spectrometry (FTMS) has led the way with resolutions far exceeding
100,000 and mass accuracies below 1 ppm. Confounding factors have created some
limitations to the routine implementation of this. One factor is the relatively small
fraction of analyses actually requiring these extremes of mass spectral capability.
Combined with the fact that isomers or any pair of compounds having the same
elemental composition cannot be directly differentiated using FTMS or require an
elaborate or convoluted set of experiments leveraging gas-phase chemistry or
supplements to the FTMS to achieve this end. Alternatively, interfacing of separation
techniques to FTMS can be done but has its own hurdles to overcome including a trade
off in capabilities with the fast acquisition rates needed for techniques like GCMS.
Advances in time-of-flight mass spectrometry have made inroads towards FTMS
capabilities with the folded flight path achieving R > 100,000 and < Ippm mass
accuracy with API interface and R > 50,000 and < 1 ppm using a traditional GC
interface. Combining one and two-dimensional GC to high performance TOFMS
creates unique capabilities approaching or exceeding the analytical information content
of FTMS. Examples include characterization of highly complex petroleum samples,
metabolomic and natural product characterization and analysis of environmental
samples containing a broad range of analyte types and concentrations. Specifically
beneficial is the leveraging of molecular ions and pseudomolecular ions for formula
definition and unknown identification, among other aspects.

Results and Discussion

The separation and resolving power is leveraged to provide robust and complemetary
characterization of crude oil and other petroleum samples. The mass accuracy (< 1ppm)
and resolving power (> 50,000) permit the characterization using techniques normally
achieved using an API interface and an FTMS system. Compression of the
chromatography allows for the extraction of key information (i.e. S, O and N species)
but allows for the differentiation of isomeric structures. For example, blocked or
hindered S-containing species and unhindered are clearly differentiated while the
complete S-contribution can be monitored and quantified. The ability to address other
analyses requring high resolving power and leveraging mass accuracy in petroleum is
also demonstrated. The resolution and mass accuracy allow for the ready identification
and quantitative evaluation of homologous series and tracking of undesirable petroleum
components in a manner similar to what is often done using FTMS with direct analysis.
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Analysis of metabolomic samples leverages the mass accuracy and resolving power to
identify or confirm the identification of metabolites. By leveraging the molecular ions
from chemical ionization in conjunction with the available mass accuracy and resolving
power, as well as the fragmentation available from the EI spectrum, confident
metabolite identification is achieved. The combination of molecular ions and accurate
mass fragment ions provides strong confirmatory data for unknown identification.
Numerous analytes in fermentation samples, biological samples, and plant extracts are
identified using this combination. Mass accuracies of better than 1 ppm were observed
for identification across the mass range for fragment and molecualr ions.

Environmental samples from sediment and animal tissue are examined to analzye trace
level known analytes and identify unknowns. Accurate mass and facilitated tools
including mass defect are leveraged in analyzing the samples for priority polutants.
Unknowns match to projected formulae to within 2 ppm or less and isotope abundance
is used for additional confirmation.

The speed of the time of flight and attributes of the folded flight path provide
capabilities which FTMS struggles with and provide a powerful complement to FTMS.
The demonstrated 1 ppm mass accuracy and < 50,000 resolution approaches FTMS and
accurate relative isotope abundance provides a necessary tool for these types of analyses
when interfaced to separation techniques.

Experimental

Analysis using gas chromatography is acheieved using a variety of columns including
two dimensional configurations. This is achieved using a Pegasus GC-HRT (LECO,
USA) interfaced to an Aglient GC. Acquisition rates between 10-20 spectra/second are
used in one dimensional analyses and in excess of 100 s/s in two-dimensional mode.
Ionization is accomplished using traditional electron impact as well as various forms of
chemical ionization. Samples were from various commercial sources. Metabolomic
samples are derivatized using trimethylsilylation, or anlayzed neat.

New Aspect
This work demonstrates unique capabilities in the application of resolving power and
mass accuracy interfaced to gas chromatography.
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Introduction

Z-ion ejection is a well-known problem in most of ICR cells. It is defined as increased
axial Z-vibrational amplitudes of all ions trapped in the cell during dipolar radial ion
excitation. lons, whose initial z positions largely deviate from the cell center, can
consequently be ejected out of the cell, causing ion loss and therefore reduced induced
image charge during signal detection. Infinity operation mode, which solves that
problem, couples the same RF field frequencies that are required for dipolar radial ion
excitation, on both trapping electrodes. Although this mode helps to reduce the axial
vibrational Z amplitudes, it produces a noticeable damaging magnetron motion,
especially when off-resonance frequency radial RF field components exist, as is the case
in classical frequency sweep “chirps” which are usually used for exciting ions belonging
to a broad mass range of interest.

Results and Discussion

We present in this study a solution, which effectively solves the problem of Z-ion
ejection without evolving a damaging magnetron motion. The solution is presented
within the scope of an “Enhanced Infinity” operation mode and can be applied to all
types of open cylindrical ICR cells. Applying of a specific fraction of the RF dipolar
excitation frequency sweep to both trapping ring electrodes (in phase) allows for
excellent Z-ion confinement and also prevents the evolution of the bad magnetron
motion.

Experimental
This is a pure and extensive SIMION investigation.

New Aspect
A new operation mode could be found to solve the problem of magnetron motion
evolution during RF ion excitation.
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Einleitung

Metallacyclobutadiene werden hiufig als Intermediate der Alkinmetathese formuliert,
wobei bisher erst wenige Vertreter dieser hochreaktiven Spezies isoliert worden sind. In
der Gruppe um Prof. Filippou an der Universitit Bonn ist in den letzten Jahren ein
Zugang zu einer neuen Klasse Ferracyclobutadiene [FeL3(C3R3)]" (u.a. L = CO, PMes;
R = NMe,) ausgearbeitet worden, iliber deren Verhalten in der hochverdiinnten
Gasphase eines FT-ICR Massenspektrometers hier berichtet werden soll.

Ergebnisse und Diskussion

Die kationischen Komplexe lassen sich per ESI unzersetzt in die Gasphase tiberfiihren.
Per CID oder IRMPD induzierte Fragmentierungskaskaden beginnen mit der
sukzessiven Abspaltung der drei monodentaten Liganden bis hinunter zum ,,nackten* 10
VE-Ferracyclobutadien. Die somit in der Gasphase zugédnglichen koordinativ
ungesittigten massenselektierten Ferracyclobutadiene zeigen eine sehr interessante
Reaktivitit gegeniiber kleinen Alkinen. Insbesondere fiir die 12 VE-Spezies werden
auch nach ausgedehnten Thermalisierungssequenzen komplexe Kinetiken beobachtet,
die wir auf die Pridsenz zweier Isomere zurlickfithren: Eine hochreaktive Spezies
(Triplett) fiihrt nach C-H-Aktivierung zu diversen Folgeprodukten, wihrend ein
gleichzeitig préisentes reaktionstrageres Isomer (Singulett) nur eine langsame
Koordination von Alkin zeigt. Mittels quantenchemischer Rechnungen konnte die
Existenz extrem kleiner Singulett-Triplett-Abstinde fiir die 12- und 14-VE-Spezies
bestétigt werden.

Experimentelles

Die Messungen wurden an einem Bruker Apex IV FT-ICR mit 7 T- Magnet und Apollo
ESI-Quelle durchgefiihrt, das mit zwei Puls- und zwei Leckventilen ausgestattet ist. Als
CID-StoBgas und fiir die Thermalisierung wurde Argon 5.0 verwendet, fiir IRMPD ein
CO,-Laser mit max. 25 W. Die Reaktionsgase Propin, 1-Butin und 2-Butin wurden {iber
ein Leckventil zugegeben (Druck im Bereich von EinzelstoBbedingungen, d.h. < 107
mbar) und alternativ zugepulst. Ein typisches Experiment (MS®) besteht aus der
Akkumulation der Ferracyclobutadiene im Hexapol des Gerits, Fragmentierung mittels
IRMPD, Massenselektion des gewlinschten koordinativ ungeséttigten Ferracyclo-
butadiens, Thermalisierung, Re-Isolation, variable Reaktionszeit in Anwesenheit des
Alkins, und schlieBlich Anregung und Detektion. Es wurden jeweils 16-500 Scans
akkumuliert. Reaktionsprodukte wurden per exakte Masse und nach weiterer
Massenselektion per Fragmentierung charakterisiert.

Neuer Aspekt
Spin-Isomere von neuen Ferracyclobutadienen kdnnen anhand ihrer unterschiedlichen
Reaktivitdt im FT-ICR charakterisiert werden.
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Einleitung

Der massenspektrometrischen Untersuchung von Erddlen werden durch die hohe
Komplexitdt der Proben operative, aber auch instrumentelle Grenzen gesetzt.
Insbesondere durch die Vielzahl verschiedener Stoffklassen ist die Gefahr, isobare
Komponenten nicht unterscheiden zu konnen relativ hoch. Diesem Problem kann auf
verschiedene Weisen begegnet werden. Zum einen kann durch eine selektive
Abtrennung bestimmter Komponenten die Komplexitidt der Probe reduziert werden,
zum anderen wird durch die Nutzung ultrahoch auflosender Massenspektrometrie die
Unterscheidung von Komponenten im mDa-Bereich ermoglicht.

Die Kombination selektiver Vortrennungen und hochaufgeldster massenspektro-
metrischer Messungen erlaubt einen detaillierten Einblick in die Zusammensetzung
komplexer Proben.

Ergebnisse und Diskussion

Durch Einfithrung der kompakten Hochfeld-Orbitrap Generation in 2010 wurde die
Auflosung, die durch diese Gerdte standardméBig erreicht werden kann auf etwa
240,000 (768 ms Transient, FWHM @ m/z 400) erhoht. Das uns zur Verfiigung
stehende Gerdt kann durch einen 3 s Transienten eine theoretische Auflésung von
960,000 erreichen und steht damit erstmalig in direkter Konkurrenz zu FT-ICR Geréten,
die bei einer Feldstirke von 7T Auflosungen von 1,000,000 erreichen. Dies geschieht
bei gleichzeitig auf etwa ein Viertel deutlich verminderter Messzeit. Unsere Ergebnisse
zeigen den Einfluss von Probenvereinfachungen auf das Analysenergebnis, sowie auch
den Nutzen moderner Orbitrap-Geréte zur Analyse von Erddlen.

Experimentelles

Aus einer Asphaltenfraktion wurden verschiedene Stoffgruppen selektiv abgetrennt:

e Thiophenische Komponenten durch Ligandenaustausch an Pd(I)-MPSG.'

e Stickstoffverbindungen durch Extraktion mit Hilfe von Lewissduren (Fe®", V.2
Alle zu vermessenden Proben wurden in Toluol in einer Endkonzentration von 250—
500 ppm geldst und direkt mit Hilfe von Atmospheric Pressure Photo Ionization (APPI)
bzw. Atmospheric Pressure Laser lonization (APLI) vermessen.

Neuer Aspekt
FT-Orbitrap-MS kann durch erhohte Auflésungen als gilinstige und schnelle Alternative
zur FT-ICR-MS fiir Untersuchungen komplexer Proben verwendet werden.
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Einleitung

Die gesundheitlichen und klimarelevanten Auswirkungen von Aerosolen sind seit
langem bekannt und verursachen jahrlich etwa 60.000 Todesopfer [1]. Der organische
Anteil von Schiffsemissionen, insbesondere des partikuldren Materials, ist bisher wenig
aufgeklart. Mittels hochauflosender Massenspektrometrie kénnen derartig komplexe
Probenmaterialien auf molekularer Ebene charakterisiert werden. Die direkte
Laserdesorptions-lonisierung ist dabei selektiv fiir hocharomatische Verbindungen [2].

Ergebnisse und Diskussion

Die direkte Laserdesorptions-Ionisierung ermdglicht in schweren Schiffsdiesel und
Verbrennungsaerosol die Identifizierung mehrerer Tausend verschiedener Spezies in
einem Massenbereich von 150 — 800 Da. Dabei sind ca. 80 % der Verbindungen im
Aerosol auch im Kraftstoff aufzufinden. Der Vergleich der Ergebnisse beider
Probenmaterialien zeigt die relative Anreicherung von hocharomatischen
Kohlenwasserstoffen, sauerstoff- und schwefelhaltigen Verbindungen, sowie
Unterschiede und Verschiebungen in den Alkylierungsmustern, zum Beispiel der
C16H10-Reihe.

Experimentelles

Das partikuldre Material wurde im Rahmen einer Messkampagne an einem
Schiffsdieselmotor an der Universitdt Rostock im November 2012 auf Quarzfaserfiltern
gesammelt und mittels Methanol/Dichlormethan (50:50) extrahiert. Von dem Extrakt
werden 5—10 uL auf einen Edelstahl-Trager aufgetragen und gemessen. Der
Schiffsdiesel wurde mit Dichlormethan auf 1000 ppm verdiinnt und analog der Extrakte
prépariert. Die Messungen wurden an einem solarix-System der Firma Bruker-Daltonic,
welches mit einem 7 Tesla Magneten ausgestattet ist, mit einem Nd:YAG-Laser
(355 nm), durchgefiihrt

Neuer Aspekt

Die Kopplung aus LDI und FT-ICR ermdglicht die Charakterisierung von hoch
komplexen Probenmaterialien, wie Kraftstoffen und Verbrennungsaerosolen, auf
molekularer Ebene.
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Introduction

Until now fossil-based materials including crude oil remain the major source of energy.
[1] Owing to the incredible complexity of crude oil mixtures, ultra-high-resolution mass
spectrometry such as FT-ICR MS [2] and a high-field Orbitrap analyzer that are capable
of reaching the necessary resolutions and accuracies are the method-of-choice for crude
oil analysis. Since MS data only reveal limited information about chemical constituents
of each component derivatization reactions are developed to combine analytical
methods with a selective chemical component.

Results and Discussion

We studied the derivatization of crude oil which allows ionizing non-polar components
such as sulfur-compounds that are otherwise not ionizable by electrospray. Different
derivatization reagents were tested and the procedures were investigated by both
electrospray (ESI) and Atmospheric pressure laser ionization (APLI). A labeled CDsl
reagent was chosen to differentiate between derivatized and not derivatized molecules.
The yield of ethylation in standards can reach a yield of >99%. The ethylation directly
with crude oil shows a high selectivity for S-compounds. Depending on the reaction
control different species can react with the reagent. These results show that it is possible
to selectively characterize the classes of compounds in crude oil by adding a chemical
method to the analysis scheme. The high-field Orbitrap MS and FT-ICR MS allow
following the details of these reactions.

Experimental

Bitumem was dissolved in dichloroethane (DCE) and was reacted with C,HsI in the
presence of AgBF,. Agl precipitated immediately and was removed by centrifugation
after 24 h. Mass spectra were recorded using high-field Orbitrap MS and a 7 T FT-ICR
MS (Thermo Fisher Scientific, Bremen) equipped with ESI and APLI. The solution of
100 pL. sample with 1 mL dichloromethane was injected by syringe with a flow rate 5
uL/min at a voltage 4.5 kV in positive ESI mode. External mass calibration was
performed using a tune mix solution.

New Aspects
Selective derivatization in crude oil is investigated by HRMS coupled with ESI and
APLI.
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Einleitung

Hochauflosende Massenspektrometrie (Am/z<3ppm, R>70000 @ m/z 400) ermoglicht
in Kombination mit Tandem Massenspektrometrie (MS/MS) oder in Kombination mit
chromatographischen Methoden (LC-MS) die Identifikation einzelner Lipidspezies in
komplexen Lipidextrakten biologischer Proben. Bei der Analyse von MS/MS Daten
erfolgt die Identifikation einzelner Lipidspezies anhand der genauen Masse und
spezifischer Fragmentionen. In Kombination mit der Chromatographie erfolgt die
Identifikation einzelner Lipidspezies anhand der Retentionszeit (Lipidklassen
spezifisch) und der genauen Masse. MS/MS Methoden bieten kurze Analysenzeiten
(15min/Probe) und sind ideal fiir die Anwendung bei Studien mit sehr hoher
Probenanzahl. LC-MS Methoden benétigen ldngere Analysenzeiten (methoden-
abhingig), werden aber vielfach angewendet, um Ionensuppressionseffekte zu
verhindern, die die Messung wenig abundanter Lipide mit der MS/MS Methode
erschweren. Wihrend flir die Datenauswertung von Rohdaten aus MS/MS
Experimenten eine Vielzahl von Softwarepaketen zur Verfiigung stehen, ist die
automatisierte Auswertung von LC-MS Daten noch wenig etabliert.

Ergebnisse und Diskussion

In der vorliegenden Arbeit prdsentieren wir einen Workflow fiir die automatisierte
Auswertung von Normalphasen-(NP)-LC-MS Analysen von Lipidextrakten. Da mittels
NP-LC-MS isobare Lipidspezies (z.B. PC und PE) getrennt werden kénnen ermoglicht
diese Methode die Identifikation von tiiber 200 Lipidspezies in Lipidextrakten
biologischer Proben ohne die Notwendigkeit der Fragmentierungsanalyse. Diese
Methode ist demzufolge auch fiir Lipidanalytik auf Gerdten geeignet deren
Fragmentierungseffizienz nicht ausreicht, um bei datenabhingiger Aufnahme geniigend
Fragmente fiir eine eineindeutige Identifikation einzelner Lipidspezies zu erzeugen.
Nachweisgrenzen von unter 1 pmol auf der Sdule (fiir die gdngigen Membranlipide) und
Standardabweichungen der Einzelmessungen von unter 3% ermdoglichen detaillierte
Lipidanalysen biologischer Proben bei einer akzeptablen Analysendauer von 120 min.

Experimentelles

Lipide aus biologischen Proben wurden mittels MTBE extrahiert[1]. Die erhaltenen
Lipidextrakte wurden mittels NP-LC separiert und online mittels FT-ICR MS analysiert
[2]. Prozessierung und Export der Rohdaten erfolgte automatisch mit Hilfe eines Visual
Basic Skriptes. Hierbei werden entsprechend der Retentionszeiten der Lipidklassen die
Massenspektren aufsummiert, die erhaltenen Spektren werden geglittet (Savitzki-
Golay), das Basisrauschen wird subtrahiert und signifikante Peaks (Signal-zu-Rausch-
Verhiltnis>5) und ihre Intensitdten werden im csv Format exportiert. Die erhaltenen
Dateien konnen direkt in die LipidXplorer[3] importiert und ausgewertet werden.

Neuer Aspekt
Die Anwendung von LipidXplorer fiir die Auswertung von NP-LC-MS Daten
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Einleitung

MeCAT wurde zur Quantifizierung von Proteinen und Peptiden mittels ICP-MS
entwickelt. Dabei werden Lanthanoidchelatkomplexe kovalent an Proteine oder Peptide
gebunden. Bei der Untersuchung des Fragmentierungsverhaltens mit Infrarot-
Multiphotonen-Dissoziation (IRMPD) konnten intensive Signale von charakteristischen
Fragmenten identifiziert werden, die ein Screening nach markierten Spezies
ermoglichen. In den hier vorgestellten Arbeiten zeigen wir dariiber hinaus am Beispiel
eines Proteasesubstratscreenings, dass eine relative Quantifizierung von Proteinen mit
MeCAT und ESI-MS moglich ist.

Ergebnisse und Diskussion

In dieser Studie nutzten wir, um das Potential von MeCAT zu demonstrieren, die
differentielle MeCAT-Markierung zur relativen Quantifizierung mittels ESI-MS und —
MS/MS.. Die Quantifizierung erfolgte dabei auf Grundlage der relativen Intensitéiten der
Peptid-Vorlduferionen bzw. der relativen Intensititen der charakteristischen Fragmente
nach IRMPD. Es konnten dabei relative Unterschiede iiber einen gro3en Bereich (bis zu
1:100) gut und zuverldssig gemessen werden. Die Ergebnisse wurden durch ICP-MS-
Referenzmessungen bestétigt. Eine erste Anwendung dieser Methode erfolgte durch ein
Proteasesubstratscreening und einem Vergleich der Ergebnisse mit SILAC-
Experimenten.

Experimentelles

Fir Validierungsexperimente wurden Modelproteine (BSA, beta-Lactoglobulin und
alpha-Lactalbumin) differentiell mit verschiedenen Lanthanoiden markiert und in
unterschiedlichen Verhiltnissen gemischt. Fiir das Substratscreening wurde ein
Zelllysat mit der Protease HtrA1l inkubiert und anschliefend zu einer Vergleichsprobe
differentiell mit MeCAT markiert. Die Trennung der Proteine erfolgte mittels
Gelelektrophorese. Nach  In-Gel-Proteolyse erfolgte die  Analyse mittels
nanoHPLC/ESI-MS/MS. Zur Identifizierung wurde stoBinduzierte Dissoziation (CID)
eingesetzt. Referenzmessungen fiir die Validierung der In-Gel-Proteolysen erfolgten
teilweise mit HPLC/ICP-MS. Die Gelbanden wurden zusétzlich mit Laserablation/ICP-
MS bzw. ICP-MS nach Mineralisierung der Gelbanden untersucht.

Neuer Aspekt
Die Kombination der MeCAT-Markierung mit ESI-MS stellt eine leistungsstarke
Alternative zur Quantifizierung von Proteinen und Peptiden dar.
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Introduction

Formula assignment is one of the key challenges in evaluation of dissolved organic
matter analyses using ultra high resolution mass spectrometry (FTICRMS). The number
of possible solutions for an elemental formula increases exponentially with increasing
molecular mass, especially when hetero atoms like N or S are considered. Until now no
definitive solution for finding the correct elemental formula is given. For that reason an
easy comprehensible and user-friendly method was developed to search for the most
reliable solution [1].

Results and Discussion

Based on a [DBE versus O] diagram a new assessment and decision strategy was
developed to differentiate equivocal elemental formula solutions (two or more) for one
mass peak, so called multiplets, into chemical reliable and less reliable formula species.
A considerable number of reliable components could be transferred from the equivocal
to the unequivocal formula data pool via [frequency (of multiplets) versus [DBE minus
O]] diagrams.

Experimental

The elemental formula calculations of dissolved organic matter (DOM) from several
mine pit lake pore waters and 3 river floodplain soil waters, analysed by FTICRMS,
were used. For simplification the number of heteroatoms was restricted to < 5 nitrogen
atoms and < 1 sulphur atom. The data sets of together 21 samples were merged. The
total data set was divided into singulets (unequivocal formulas) and multiplets
(equivocal formulas). The multiplets were itemised due to Am, chemical differences
(number of oxygen atoms and double bond equivalents, (DBE)) and the corresponding
frequencies.

New Aspect

A land map of specific components like CHO, CHON,, CHON,4, CHOS, CHON,S,
CHON,S, using a Am versus [DBE minus O] diagram helps to forecast how critical the
decision due to chemical differences may become in relation to the mass resolution of
the applied spectrometer.
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Introduction

The new solarix XR provides ultra-high resolution with fast speed as well as extremely
good mass accuracy. Very high resolution of roughly 300.000 with 1 Hz can be
achieved at magnetic field strength of only 7 Tesla using absorption mode processing
(AMP). Additionally, the new “ParaCell” results in better mass accuracy and dynamic
range compared to the conventional Infinity analyzer cell. Therefore, the solarix XR is
perfectly suited for imaging of small molecules by MALDI Imaging such as drugs or
lipids. There are typically many isobaric compounds present in tissue samples.
Therefore, ultra-high resolution is a prerequisite to detect drugs and drug metabolites.
Based on the accurate masses the molecular formula of these compounds can be
identified. Here, we present FTMS MALDI imaging results with very high resolving
power with spatial resolution of 10 pum using sublimation method beside other
examples.

Results and discussion

The spatial resolution achieved by sublimation was sufficient to resolve anatomical
features as small as 10 um in the investigated rat testis sections. Moreover, ion images
clearly show sub-structures inside the seminiferous tubules. Notably, specific ion
images show clear differentiation of the interstitial space from the smooth muscle layer
lining the basal lamina of the tubules. Both these structures are adjacent and small in
scale. Muscle layer has a thickness of less than 10 pm and the interstitial space ranges
from 0-40 um. As these structures were resolved it can be inferred, that an image
resolution of 10 um pixel size was achieved, with no oversampling conditions (i.e., the
matrix at a given pixel position was barely ablated). Mass spectra were acquired with
mass resolution of roughly 200000 k for lipids in the mass range m/z 700 - 900 Da.
Without such resolving power several phospholipid ion images would have been
ambiguous due this permitted overlap of isobaric ions.

Experiment

Frozen rat testis sections were cut at 10 um thickness using a cryo-microtome and
transferred onto indium-tin-oxide coated glass slides. Sections were then dried in
vacuum. Sublimation was performed in a custom built device using 2,5-
dihydroxybenzoid acid as matrix. The MALDI imaging datasets of lipids were obtained
by MALDI-FTMS. Mass spectra were acquired in the mass range of m/z 500-900. Laser
focus was set to 10 um and 5 pm step size.

New aspects
MALDI-FTMS provides MALDI imaging with high spatial and mass resolution.
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Einleitung

Mass spectrometry imaging is the method of scanning a sample of interest and
generating an image of the intensity distribution of a specific analyte signal. The direct
detection and identification of intact proteins in MALDI imaging remains a challenging
task due to limited sensitivity and mass range. Here we present new approaches for on-
tissue tryptic digestion of proteins. We focus on optimizing the spatial resolution and
reliability of peptide identification.

Ergebnisse und Diskussion

Tryptic peptides were identified by matching imaged m/z peaks to peptides which were
identified in complementary LC-MS/MS measurements of an adjacent tissue sections.
All MS measurements were based on accurate mass (< 3 ppm RMS). A coronal mouse
brain section was measured at 50 um pixel size. Peptide peaks were detected on tissue
with a mass resolution of R=80000 (@ m/z 700). Highly reliable information about
protein distribution was also obtained for clinical human tissue originating from brain
and gastric cancer biopsies. This data is used to investigate intratumor heterogeneity on
a molecular level. Additional measurements at 50 um pixel size include the analysis of a
whole body section of an infant mouse.

A coronal mouse brain section was imaged at a pixel size of 25 pum. The resulting ion
images of tryptic peptides showed excellent correlation with myelin and H&E staining.
Peptide peaks were detected on tissue with a mass resolution of R=40000 (@ m/z 700).
The sensitivity could be significantly improved compared to previous experiments and
about 150 tryptic peptides which show a clear spatial distribution were identified.

Experimentelles

A series of washing steps was applied to tissue sections for fixation and to remove salts
and lipids. Subsequently trypsin solution and matrix (dihydroxybenzoic acid) was
deposited on tissue with a home-built spraying device [1]. An atmospheric pressure
matrix assisted laser desorption (AP-MALDI) ion source [2] coupled to a Q Exactive
mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Bremen) was used for imaging
experiments.

Neuer Aspekt
Reliable identification for tryptic peptides in MS imaging with a pixel size of 25 pm.
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Einleitung

Die bildgebende Massenspektrometrie (,MALDI Imaging®) ist eine Methode der
mikrosko