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In der Proteinanalytik sind die Identifizierung unbekannter Proteine sowie deren Modifikationen von besonderem Interesse. Der Fokus liegt 
dabei unter anderem in der Aufklärung sogenannter posttranslationaler Modifikationen (PTM)[1]. Ein mögliches Werkzeug zur Identifizierung von 
gereinigten Proteinen und möglichen Modifikationen stellt ein offline nanoESI-MS-System (bspw. TriVersa Nanomate® Advion, USA) dar. Die 
davon ausgehenden Analysemöglichkeiten werden anhand des Beispielproteins Myoglobin gezeigt. Speziell die Analytik des intakten Proteins 
mittels ETD/PTR-Messung profitiert von der langen Messzeit des offline nanoESI-MS-Systems.  
Darüber hinaus bietet die Kopplung des MS an eine Nanomate-Quelle die Option, mittels Liquid Extraction Surface Analysis (LESATM) Analyten 
direkt von einer hochauflösenden Dünnschichtchromatographie-Platte (HPTLC) zu messen. So kann das Protein nach enzymatischem Verdau 
zunächst mittels HPTLC getrennt und die Peptide im Anschluss durch ein gekoppeltes HPTLC-nanoESI-MS analysiert werden[2], [3]. Durch die 
gezielte Ansteuerung einzelner Peptide verlängert sich deren Messzeit. Zudem ist die Generierung von MS/MS-Spektren möglich, die weitere 
Rückschlüsse auf eventuelle Modifikationen zulassen[1].  
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29(10): 1157-1171; [4] Pasilis et al., J. Mass Spectrom., 2008. 43(12): 1627-1635. 

Material und Methoden 
Probenvorbereitung 
• Intaktes Protein    10 pmol/µL Myoglobin in bidest.Wasser/Acetonitril (70/30) (v/v) 

lösen 
• Tryptischer Verdau 1,5 mg Myoglobin in Harnstoff-Lösung (6M) denaturieren, mit 

Iodacetamid alkylieren, mit Trypsin Lösung (Verhältnis Protein/Enzym; 1/100) versetzen 
und bei 37 °C 16 h inkubieren, Verdau durch Zugabe von Ameisensäure stoppen 
 

HPTLC Analyse der Myoglobinpeptide[2], [4] 
• stationäre Phase: Kieselgel (Merck KGaA), mobile Phase: 2-Butanol/Pyridin/Ammoniak 

(25%)/Wasser (39/34/10/26) (v/v/v/v), Detektion bei 366 nm nach Entwicklung & nach 
Derivatisierung mit Fluorescamin  

 
ETD/PTR Analyse 
• amaZon ETD (Bruker Daltonik GmbH), pos. Ionenmodus 
• Messdauer: 60 min, Spannung: 1,77 kV, Druck: 0,3 psi 
• eingesetztes Volumen: 5 µL o.g. Probenlösung  

(intaktes Protein) 
 

LESATM Messung 
• Extraktionsmittel: bidest.Wasser/Acetonitril (70/30) (v/v)  
• amaZon ETD (Bruker Daltonik GmbH), pos. Ionenmodus 
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Abbildung 2 Mittels ETD/PTR erhaltenes Fragmentspektrum. A gesamtes ETD/PTR Spektrum ausgehend von Myoglobin (intakt), 
isolierte Masse 771 m/z, Massenbereich 200-3000 m/z. B  Ergebnis der Sequenzbestimmung durch BioTools, Mascot Search 
Results: MOWSE Score 700; Chain A, Ferric Horse Heart Myoglobin. 

ETD/PTR-Analyse von Myoglobin 

Die Identität des untersuchten Proteins konnte mittels ETD/PTR-Messung bestätigt werden.  

Abbildung 1 Darstellung des TriVersa® 
Nanomate (Advion, Ithaka, NY, USA). 

Parallel zur angewandten top down Analytik wurde die Identifizierung des 
Modellproteins auch anhand der bottom up Strategie verfolgt. Die nachfolgenden 
Spektren resultieren aus tryptisch verdautem Myoglobin, die Trennung der Peptide 
erfolgte mittels HPTLC.  

LESATM tryptisch verdauter Myoglobin-Peptide 

Abbildung 3 Mittels LESATM erhaltenes MS/MS-Spektrum zum Peptid der Masse 1605 Da, Fragmentmasse 803 m/z 
(HPTLC), Messbereich 100-2000 m/z. A MS/MS-Spektrum ausgehend von 803 m/z. B  Ergebnis der Sequenzbestimmung 
durch BioTools, Peptidsequenz nach Uniprot VEADIAGHGDEVLIR. 

Mittels LESATM wurde eine Vielzahl an detektierten Spots (HPTLC) 
eluiert und massenspektrometrisch detektiert sowie fragmentiert. 
Beispielhaft ist dies an oben stehender Abbildung gezeigt 
(Peptidmasse 1605 Da, Precursorion 803 m/z). Mit Hilfe von BioTools 
konnte die Sequenz des Peptides ermittelt werden. Ausgehend von 
dieser Sequenz kann auf das zur Untersuchung eingesetzte Protein 
rückgeschlossen werden. Es stellt jedoch ausschließlich einen Hinweis 
dar. Um das Protein zu identifizieren, müssten weitere Peptide 
charakterisiert werden. Mittels LESATM kann eine lange Messzeit pro 
Peptid gewährleistet werden. Dies ist speziell bei der Identifizierung 
von PTM‘s von zentraler Bedeutung.  

Zusammenfassung 

Die Identifizierung des Modellproteins Myoglobin konnte in intakter Form mittels 
ETD/PTR-Messung realisiert werden: Es konnte Myoglobin aus Pferdeherz (Score: 700) 
nachgewiesen werden. Die Analyse der Myoglobinpeptide mittels LESATM Technologie 
konnte ebenfalls erfolgreich durchgeführt werden. Durch MS/MS-Messung einzelner 
Peptide wurde deren Sequenz bestimmt und eventuelle PTM‘s nachgewiesen.  

Abbildung 4  LESATM 
Extraktionstropfen 
(Advion, Ithaka, NY, 
USA). 
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V E A D I A G H G Q E V L I R Val Glu Ala Asp Ile Ala Gly His Gly Gln Glu Val Leu Ile Arg

Ion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 1 1 1 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

b V E A D I A G H G Q E V L I R 100.08 229.12 300.16 415.18 528.27 599.30 656.32 793.38 850.41 978.46 1107.51 1206.57 1319.66 1432.74 1588.84

b-17 V E A D I A G H G Q E V L I R - - - - - - - - - 961.44 1090.48 1189.55 1302.63 1415.72 1571.82

b-18 V E A D I A G H G Q E V L I R - 211.11 282.14 397.17 510.26 581.29 638.31 775.37 832.39 960.45 1089.50 1188.56 1301.65 1414.73 1570.83

y V E A D I A G H G Q E V L I R 175.12 288.20 401.29 500.36 629.40 757.46 814.48 951.54 1008.56 1079.60 1192.68 1307.71 1378.74 1507.79 1606.85

y-17 V E A D I A G H G Q E V L I R 158.09 271.18 384.26 483.33 612.37 740.43 797.45 934.51 991.53 1062.57 1175.65 1290.68 1361.72 1490.76 1589.83

y-18 V E A D I A G H G Q E V L I R - - - - 611.39 739.45 796.47 933.53 990.55 1061.59 1174.67 1289.70 1360.73 1489.78 1588.84
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Ergebnis 


