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1 Zusammenfassung 

 

Die sichere Identifizierung von Proteinen aus komplexen Probenmischungen stellt ein 

Problem in der Proteomforschung dar. Ein kürzlich durchgeführter Ringversuch zur 

Proteinidentifizierung aus einer aliquotierten Zelllysatprobe ergab nur wenige Überein-

stimmungen zwischen den Ergebnissen aus den verschiedenen massenspektrometrischen 

Methoden der sechs teilnehmenden Firmen [Chamrad & Meyer 2005]. Nur 3 % aller 

identifizierten Proteine konnten von allen Teilnehmern gemeinsam gefunden werden, 

während 97 % der insgesamt identifizierten Proteine von mindestens einem Teilnehmer nicht 

gefunden wurden. Dies weist darauf hin, dass validierte, sichere Verfahren in der 

Massenspektrometrie (MS) noch fehlen. Ein wesentliches Problem scheint in den 

wahrscheinlichkeitsbasierten Zuordnungen der in Datenbanken verzeichneten Sequenzen zu 

den MS-Daten zu liegen. Die Wahl der Methode zur Interpretation der Fragmentionen-

(MS/MS-) Spektren für die Proteinidentifizierung aus hochkomplexen Peptidmischungen 

spielt dabei eine Schlüsselrolle hinsichtlich der Qualität dieser Ergebnisse. Es hat sich 

erwiesen, dass gerade wenn das Spaltenzym nicht bekannt ist, eine Datenbank-unterstützte 

Proteinidentifizierung meistens fehlschlägt oder fragwürdige, mehrdeutige Ergebnisse liefert.  

In dieser Arbeit wurde ausgehend von der klassischen, aufwändigen Analytik MHC-Klasse-I 

bindender Peptide eine neue Methode entwickelt, die zu validierten, vertrauenswürdigen 

Ergebnissen führt [Thieu et al. 2006]. Sie besteht aus einer minimierten Probenaufarbeitung 

einer renalen Humankarzinomzelllinie mittels unspezifischer Säureelution und Ultrafiltration 

und basiert auf einer verifizierbaren Analyse von hochpräzise gemessenen MS- und MS/MS-

Daten. Bei deren Auswertung wird neben der automatischen Datenbanksuche ein 

Datenbank-unabhängiges, auf Aminosäurezusammensetzungen basierendes de novo-

Sequenzierungsverfahren [Spengler 2004] angewendet. Dieses Verfahren dient zur 

Datenverifizierung der im ersten Schritt erhaltenen Ergebnisse auch ohne Angabe eines 

spezifischen Spaltenzyms und stützt sich auf die Kenntnis der akkuraten Massen nicht nur 

der Vorläuferionen, sondern auch der Fragmentionen. Das neu entwickelte Validierungs-

verfahren nutzt somit ein iteratives Zusammenspiel von schneller Datenbanksuche und 

zuverlässiger de novo-Sequenzierung auf Grundlage der höchstgenau gemessenen Massen. 

Durch diese neu entwickelte Methode wurden autoproteolytisch entstandene Peptide mit 

unbekannter Entstehungsgeschichte sowie ihre zugehörigen Ursprungsproteine eindeutig 

identifiziert, so dass auch solche Peptide eine nützliche Quelle für die Charakterisierung 

biologischer Proben darstellen können. Außerdem konnten durch die analoge Anwendung 

des neuen Validierungsverfahrens auf die mithilfe der spezifischen Immunaffinitäts-

chromatographie klassisch aufbereiteten Proben weitere MHC-Klasse-I bindende Peptide 

auch ohne zusätzliche Synthese der Referenzpeptide erfolgreich identifiziert werden.  
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2 Grundlagen  

 

2.1 Die Massenspektrometrie  

 
Die Massenspektrometrie (MS) ist eine der wichtigsten Methoden der modernen 

Analytischen Chemie. Ihre Leistungsfähigkeit beruht auf der höchst sensitiven Bestimmung 

der Massen von chemischen Elementen und Molekülen und hilft bei der Aufklärung der 

Zusammensetzung und Struktur von Verbindungen und Gemischen.  

Sie ist ein Analyseverfahren, das die Anwesenheit einer zu untersuchenden Substanz, des 

Analyten, nach vorhergehender Ionisierung in einem Massenspektrum wiedergibt. Dadurch 

lässt sich nach hinreichend genauer Bestimmung der Masse des Analyten aufgrund der 

bekannten Atommassen direkt auf die elementare Zusammensetzung, d.h. die Summen-

formel der Substanz, schließen. Wird die untersuchte Analysensubstanz unter geeigneten 

Bedingungen im Massenspektrometer fragmentiert, so können die Massenspektren auch 

Signale strukturspezifischer Fragmentionen beinhalten, mit deren Hilfe die Struktur der 

unbekannten Verbindung aufgeklärt werden kann. Ein weiterer Vorteil dieser Technik ist in 

der hohen Sensitivität begründet. Die Nachweisgrenzen der Probenmenge können dabei den 

Femtogramm-Bereich (fg = 10-15 g) unterschreiten.  

Die Funktionsweise eines Massenspektrometers kann wie folgt skizziert werden:  

Die zu untersuchende Probe wird in das Massenspektrometer eingebracht, verdampft und 

ionisiert. Die erzeugten Ionen müssen dabei im Hochvakuum (10-5 bis 10-10 mbar) gehalten 

werden, damit sie nicht vorher durch Stoß mit anderen Gasmolekülen unbeabsichtigt 

entweder wieder neutralisiert oder fragmentiert werden. Als bewegte geladene Teilchen 

lassen sich die Ionen in Analysatoren auf verschiedene Weise nach ihrem Masse-zu-

Ladungs-Verhältnis (m/z-Verhältnis) auftrennen und anschließend detektieren (Abb. 2-1). 

Nach der Detektion werden die Ionensignale digitalisiert und mithilfe eines Computers zur 

weiteren Auswertung gespeichert.  

 

Probe Ionenquelle Analysator Detektor

Ionisierung
der Probe

Selektion
der Ionen

Nachweis
der Ionen  

Abb. 2-1:  Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers 
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2.1.1  Ionisation 

 
Atome oder Moleküle können auf unterschiedliche Weise ionisiert werden. Diese Ionisation 

findet in der Regel in Ionenquellen statt, wobei sich die Auswahl der Ionisierungsmethode 

nach dem physikalischen Zustand der Probe sowie nach ihrer Flüchtigkeit und thermischen 

Stabilität richtet.  

 
Man unterscheidet „harte“ und „weiche“ Ionisationsmethoden. Bei der „harten“ Ionisation ist 

die zugeführte Energie so hoch, dass zusätzlich zur Ionisation in erheblichem Maße 

Fragmentierungsreaktionen ausgelöst werden, die von der chemischen Struktur des 

Moleküls abhängig sind. Diese Fragmentierungsreaktionen können z.B. bei der Elektronen-

stoßionisation (EI, engl.: electron impact) beobachtet werden, bei der der Energieübertrag für 

die Ionisation der untersuchten Moleküle durch Beschuss mit auf 70 eV beschleunigten 

Elektronen erfolgt. Die dabei auf das entstandene Molekülion übertragene, überschüssige 

Anregungsenergie erzeugt hier weitere Bindungsbrüche.  

Bei der „weichen“ Ionisation wie z.B. der Matrix-assistierten Laserdesorption/Ionisation 

(MALDI) oder der Elektrosprayionisation (ESI) werden die Substanzen nicht oder nur 

geringfügig fragmentiert und im Massenspektrum hauptsächlich als intakte Molekül- oder 

Quasimolekülionen (z.B. [M+H]+) erfasst. Zusätzliche Strukturinformationen können hier 

durch Tandemmassenspektrometrie z.B. nach einer gezielten Stoßaktivierung mittels CID 

(engl.: collision induced dissociation, synonym auch CAD collision activated decomposition) 

erhalten werden.  

Da die beiden „sanften“ Ionisationsmethoden MALDI und ESI in der vorliegenden Arbeit 

angewendet wurden, sollen sie nachfolgend näher erläutert werden.  

 
2.1.1.1 Matrix-assistierte Laserdesorption/Ionisation 

Für das Verfahren der Matrix-assistierten Laserdesorption/Ionisation (MALDI) wird die Probe 

in eine organische Matrix eingebettet und dann mit einem gepulsten, hochenergetischen 

Laserstrahl beschossen [Karas et al. 1985]. Dabei wird die Laserstrahlenergie in erster Linie 

über die das Laserlicht absorbierende Matrix in den Festkörper übertragen. Die Folge ist eine 

Festkörperdesintegration. Der weitere Mechanismus ist bis heute nicht vollständig geklärt, 

allerdings existieren zwei plausible Modellvorstellungen. Dabei werden entweder durch 

Säure-Basenreaktionen in Lösung präformierte Molekülionen freigesetzt [Karas et al. 2000] 

oder es werden Molekülionen durch Gasphasenreaktionen des Analyten mit den Matrixionen 

in der Gasphase dicht oberhalb des sich auflösenden Festkörpers gebildet [Bökelmann 

et al. 1995]. Auf diese Weise können große, intakte und polare, also schwer verdampfbare, 

Moleküle aus kondensierten Phasen nahezu ohne Fragmentierung in die Gasphase und den 

ionischen Zustand überführt werden [Karas et al. 1987/88/89a/89b].  
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So sind Polymere, Proteine, Kohlenhydrate und andere Biopolymere nachweisbar, die durch 

MALDI typischerweise ein- oder seltener mehrfach geladene Spezies ergeben. Eine wichtige 

Voraussetzung bei dieser Ionisationsmethode ist, dass die Matrix bei der eingestrahlten 

Laserwellenlänge eine hohe spektrale Absorption besitzt, damit die Moleküle bei geringer 

thermischer Belastung schnell in die Gasphase gebracht werden können. Dadurch kann die 

auf die Analyten übertragene Energie gering gehalten werden. Da die meisten zum Einsatz 

kommenden Laser Strahlung im ultravioletten Wellenlängenbereich emittieren, eignen sich 

als Matrix vor allem kleine organische, aromatische Säuren wie z.B. alpha-Cyano-4-

hydroxyzimtsäure (CHCA) [Beavis & Chait 1989] oder 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) 

[Strupat et al. 1991].  

Für die Probenpräparation wird die Analytprobe mit einem 1 000 bis 100 000-fachen molaren 

Überschuss von Matrix gemischt, um die Analytmoleküle dadurch räumlich voneinander zu 

trennen und ihre intermolekularen Wechselwirkungen zu minimieren. Beim Verdunsten des 

Lösungsmittels erfolgt eine Einbettung des Analyten in die Matrix.  

Die MALDI-Technik wurde ursprünglich für Flugzeitmassenspektrometer entwickelt, in denen 

die Ionenquelle direkt in das Massenspektrometer integriert ist. Der Probenteller, auf dem 

sich die präparierte Probe befindet, muss in diesen Geräten zunächst ins Hochvakuum 

eingeschleust werden.  

 
Bei den so genannten AP-MALDI-Quellen entfällt der technisch aufwändige Vorgang der 

Einschleusung, da sie bei Atmosphärendruck (AP, engl.: atmospheric pressure) arbeiten. 

Hier kann ein zügiger Austausch der Probenteller oder anderer AP-Ionenquellen am 

Massenspektrometer realisiert werden. Es werden mit AP-MALDI-Quellen jedoch geringere 

Signalintensitäten und damit auch geringere Nachweisempfindlichkeiten erreicht als mit 

Hochvakuumquellen. Dies kann auf den Ionenbildungsprozess und auf Stöße mit 

Luftmolekülen zurückgeführt werden. Die resultierenden Stöße können dabei zu 

Neutralisierungs- und Fragmentierungsreaktionen führen oder zu einer Streuung der Ionen 

beitragen.  

 

2.1.1.2 Elektrosprayionisation 

Bei der Elektrosprayionsation (ESI) wird eine Analytlösung unter Atmosphärendruck 

kontinuierlich in Richtung der Einlassöffnung des Massenspektrometers versprüht. Dabei 

wird ein starkes elektrisches Potential zwischen der Probenlösung in der Kapillare und der 

Gegenelektrode im Massenspektrometer angelegt, so dass kleine geladene Tröpfchen 

produziert werden, die letztlich zur Ausbildung der nachweisbaren Ionen führen. Durch diese 

fragmentierungsfreie Ionisierungstechnik konnten ebenfalls biologische Makromoleküle 

untersucht werden [Meng et al. 1988; Fenn et al. 1989/90]. John Bennett Fenn wurde für 

diese Entwicklung im Jahre 2002 mit dem Nobelpreis für Chemie bedacht.  
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Bei der ESI wird für die Bildung und den Nachweis positiv geladener Ionen die Kapillare mit 

der Flüssigkeit als Anode und das Massenspektrometer als Kathode geschaltet. Durch das 

angelegte elektrische Potentialfeld werden die an der Flüssigkeitsoberfläche angereicherten 

positiven Ionen gegen die Oberflächenspannung der Flüssigkeit in Richtung Kathode 

gezogen, wodurch sich der charakteristische Taylorkonus bildet (d0 in Abb. 3-3). Dieser 

Flüssigkeitsstrom zerfällt in einiger Entfernung von der Anode in einzelne Tröpfchen, die 

zunächst einen Durchmesser von wenigen Mikrometern besitzen und mehrere positive 

Ladungen enthalten. Durch kontinuierliches Verdampfen von Lösungsmittel kommt es im 

weiteren Verlauf zu einer Abnahme der Tröpfchengröße bei gleichzeitiger Zunahme der 

Ladungsdichte an der Tröpfchenoberfläche (d1 – d3 in Abb. 3-3). In Folge der zunehmenden 

Coulombkräfte zwischen den gleichen Ladungen kommt es schließlich zum spontanen 

Zerfall der Tröpfchen (Coulomb-Explosion).  

Der endgültige Übergang der Analytmoleküle in die Gasphase erfolgt nach der single ion in 

droplet Theorie von Kebarle [Ikonomou et al. 1991, Tang & Kebarle 1993] bzw. Röllgen 

[Schmelzeisen-Redeker et al. 1989] in Weiterentwicklung der Arbeiten von Dole [Dole et al. 

1968] durch Bildung kleinster Tröpfchen, die noch ein einziges geladenes Molekül enthalten, 

und anschließender Desolvatisierung der Analytmoleküle durch Kollision mit Stickstoff-

molekülen am Übergang zum Massenspektrometer (charged residue model).  

Das Ionenemissionsmodell nach Iribane und Thomson erklärt den Vorgang dagegen durch 

die direkte Emission von Ionen aus hochgeladenen Tröpfchen (ion evaporation model) 

[Iribarne & Thomson 1976; Thomson & Iribarne 1979].  

Im Gegensatz zu MALDI resultieren beim ESI-Prozess vorwiegend mehrfach geladene 

Ionen.  

 
Im Bereich der Peptid- und Proteinanalytik hat sich eine spezielle Ausführung der 

Elektrosprayionisation, die Nanospraytechnik (Nano-Elektrosprayionisation, Nano-ESI oder 

auch NSI), durchgesetzt [Arnott et al. 1993; Wilm & Mann 1994/96]. Bei der offline-Methode 

werden mit Edelmetall bedampfte, ausgezogene Glaskapillaren verwendet, die mit wenigen 

Mikrolitern Probelösung befüllt werden. Für online-Messungen werden häufig so genannte 

fused silica-Kapillaren (mit Polyimid beschichtete Quarzkapillaren) verwendet, die ebenfalls 

leitend beschichtet sein können. Alternativ kann die Hochspannung mithilfe einer 

Liquid Junction angelegt werden (T-Stück mit Drahtelektrode direkt im Fluss der zu 

versprühenden Analytlösung). Durch die sehr geringen Flussraten im Bereich von nl/min 

erweist sich diese Methode gegenüber der herkömmlichen Elektrosprayionisation 

(Flussraten von 5 – 50 µl/min bis zu 1 ml/min) als höchst sensitiv: der Ionenstrom korreliert 

im Elektrosprayprozess mit der Probenkonzentration und nicht mit dem versprühten 

Lösungsmittelvolumen pro Zeit [Valaskovic et al. 1995; Blackburn & Anderegg 1996]. 
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2.1.2 Massenanalysator 

 
Im Analysator werden die Ionen nach ihrem Verhältnis von Masse zu Ladung (m/z) getrennt. 

Dafür gibt es mehrere Methoden, die auf verschiedenen physikalischen Prinzipien beruhen. 

Die Ionen können z.B. in elektrostatischen oder magnetischen Feldern abgelenkt (Sektor-

feldgeräte) oder in elektrischen Wechselfeldern (Quadrupol, Ionenfalle, Zyklotronresonanz-

Analysator) nach ihrem m/z-Verhältnis selektiert und anschließend bestimmt werden. Des 

Weiteren werden in Flugzeitmassenspektrometern (TOF-MS-Gerät, engl.: time of flight) 

unterschiedliche Flugzeiten von Ionen im feldfreien Raum einer Driftstrecke gemessen, die 

zuvor mithilfe eines elektrischen Feldes in eine Richtung beschleunigt worden sind.  

 

2.1.2.1 Massenauflösung und Massengenauigkeit 

Wichtig für die Charakterisierung eines Analysators sind Massenauflösung und Massen-

genauigkeit.  

Das Massenauflösungsvermögen R (engl.: mass resolving power) wird definiert als der 

Quotient einer Masse m zum Massenunterschied ∆m:   R = 
m

m
∆

.  

Hierbei drückt ∆m den minimalen Massenunterschied aus, den zwei Ionen haben müssen, 

damit sie noch getrennt voneinander erkannt und unterschieden werden können. Ein 

größerer Zahlenwert für R bedeutet eine bessere Massenauflösung.  

Methodisch bedingt gibt es verschiedene Definitionen der Auflösung:  

� Bei der 10 %- bzw. 50 %-Tal-Methode wird ∆m als der Massenabstand zweier 

Ionensignale (Peaks) definiert, wenn das Tal zwischen den zwei überlagerten Peaks 

10 % bzw. 50 % der Peakhöhe des intensitätsschwächeren Peaks nicht 

überschreitet.  

� Bei der Halbwertsbreitenmethode ist ∆m die Breite eines Peaks bei halber Höhe 

(FWHM, engl.: full width at half maximum).  

Da man nicht immer zwei benachbarte Massenpeaks mit der definiert überlappenden 

Peakhöhe im Spektrum findet, wird heute häufig die zweite Definition verwendet.  
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Die Massengenauigkeit ist die beobachtete maximale Abweichung des gemessenen Wertes 

zum Referenzwert, d.h. zur theoretisch ermittelten Masse des Analytions. Dieser Referenz-

wert wird aus der Summenformel mithilfe der Atommassen berechnet. Die Abweichung kann 

in atomaren Masseneinheiten u angegeben werden, wobei auch die Tausendstelangabe 

mmu (engl.: milli mass units) benutzt wird. Zudem findet traditionell vor allem in der 

Biochemie eine weitere, nicht SI-konforme Einheit, das Dalton Verwendung (abgekürzt „Da“), 

welches synonym zur atomaren Masseneinheit ist.  

Neben dieser absoluten Bestimmung der Massengenauigkeit ist es bei sehr hoch-

auflösenden Massenspektrometern und hochmolekularen Verbindungen üblich, die erreichte 

Genauigkeit der gemessenen Massen relativ zur bestimmten Masse des Analytions 

anzuführen. Diese wird in ppm (engl.: parts per million) angegeben und gibt die 

Massenabweichung relativ zur Referenzmasse in millionstel Anteilen wieder.  

Unabhängig von den verwendeten Einheiten für die Massengenauigkeit gilt:  

je kleiner der Zahlenwert innerhalb der vergleichbaren Einheiten ist, desto höher ist die 

beobachtete Massengenauigkeit.  

 

2.1.2.2 Tandemmassenspektrometrie 

Durch Verwendung einer Reihenschaltung zweier Analysatoren, zwischen denen die Ionen 

durch Kollisionen mit Gasatomen gezielt fragmentiert werden, können strukturspezifische 

Fragmentionen gebildet und mithilfe dieser so genannten Tandemmassenspektrometer in 

einem Fragmentionenspektrum wiedergegeben werden. Die Analysenmethode heißt 

Tandemmassenspektrometrie MS/MS, wobei man die aufgenommenen Massenspektren 

analog dazu auch MS/MS-Spektren nennt.  

Bei Flugzeitmassenspektrometern wird auch der Begriff TOF/TOF-MS verwendet, um die 

Analysenmethode zu spezifizieren.  

Ionenfallen-Massenspektrometer brauchen diese Reihenschaltung nicht. In diesen Geräten 

ist eine mehrfache Wiederholung von Anregung und Massenselektion durchführbar (MSn), 

ohne dass prinzipiell ein weiteres Bauteil benötigt wird.  

Eine weitere Ausnahme ohne notwendige Reihenschaltung mehrerer Analysatoren bildet die 

Primärstrukturaufklärung mithilfe des Post-Source-Decay-Verfahrens. Es ist in Verbindung 

mit der MALDI-TOF-MS entwickelt worden und trägt auch den Namen MALDI-PSD 

[Kaufmann et al. 1993/94/96; Spengler et al. 1992a/92b; Spengler 1997]. Hierbei werden 

neben den intakten Molekülionen aus dem MALDI-Prozess auch die Fragmentionen 

gemessen, die aus den zuvor beschleunigten Ionen durch späteren Zerfall (z.B. durch 

Kollisionen mit Restgasmolekülen) in der feldfreien Driftstrecke entstanden sind.  
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2.1.2.3 Ionenfallen-Massenspektrometer:  Paul-Falle und Ionenzyklotronresonanz-Falle 

Die Ionenfalle dient zur Speicherung von elektrisch geladenen Teilchen, Ionen und 

Elektronen, die im Vakuum und ohne Kontakt zu einer Oberfläche festgehalten werden. Hier 

finden zwei verschiedene Ausführungen Anwendung, die in der MS weit verbreitet sind, die 

Paul-Falle und die Ionenzyklotronresonanz-Falle.  

In der MS wird von diesen beiden Systemen nur die Paul-Falle als „Ion Trap“ (daher IT-MS) 

verstanden und ist nach seinem Erfinder Wolfgang Paul [Paul & Steinwedel 1953; Paul & 

Raether 1955] benannt worden, der hierfür 1989 den Nobelpreis für Physik erhielt.  

Die Ionenzyklotronresonanz-Falle, kurz ICR-Falle, wird zur höchstauflösenden und sehr 

genauen Fouriertransformation-Ionenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie eingesetzt 

(engl.: fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry, FTICRMS, kurz: FTMS) 

[Comisarow & Marshall 1974a; Amster 1996; Marshall & Hendrickson 2002].  

 
Paul-Falle 

In einer Paul-Falle wird ein oszillierendes elektromagnetisches Feld verwendet, um die 

geladenen Teilchen festzuhalten.  

Die Paul-Falle besteht aus drei Elektroden, einer mittleren Ringelektrode und zwei Schalen- 

oder Endkappenelektroden, die meist hyperbolische Innenflächen besitzen (Abb. 3-3, II). An 

die Ringelektrode wird eine hochfrequente Wechselspannung angelegt, die im Inneren der 

Falle ein elektrisches Feld erzeugt, welches auf die Ionen eine zeitlich periodisch 

wechselnde Kraft ausübt und sie auf stabilen Bahnen kreisen lässt. Je weiter sich die Ionen 

vom Zentrum der Falle entfernen, desto größer wird diese speichernde Kraft. Die Stabilität 

der Bahnen hängt dabei vom m/z-Verhältnis der Ionen ab.  

Das Prinzip der Falle kann mit einem mechanischen Analogon nach Wolfgang Paul erklärt 

werden [Paul 1989; Rückner et al. 1995; Thompson et al. 2002]:  

In der Falle bilden die äquipotentialen Feldlinien die Form eines Sattels (Abb. 2-2). Würde 

nun entsprechend zu einem Ion eine schwere Kugel auf solch einer geformten Sattelfläche 

liegen, so würde sie bei der kleinsten Störung an einer Seite des Sattels herunterrollen. 

Rotiert die Fläche aber mit einer geeigneten Frequenz horizontal um die Mitte, kann die 

Kugel in einem quasi-parabolischen Becher stabilisiert werden. Je weiter die Kugel sich vom 

Zentrum wegbewegt, umso steiler ist die ansteigende Fläche und umso stärker die 

rücktreibende Kraft. Ähnlich verliefe der Versuch mit mehreren Kugeln, wobei sie ebenfalls 

geringe oszillierende Bewegungen um die Ursprungmitte vollführen würden.  
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Im elektrischen Fall lässt sich die Drehung des Sattelpotentials durch Anlegen einer 

Wechselspannung realisieren. Dabei rotiert die Sattelfläche dann nicht mehr, sondern klappt 

unentwegt um, so dass das Verhalten des elektrischen Potentials in der Falle bildhaft eher 

mit einem „flügelschlagenden Potentialsattel“ verglichen werden kann. 

 

 

Abb. 2-2:  Schemazeichnung zum „Potentialsattel“ in der Paul-Falle [Paul 1989] 

 
Die Wertebereiche von der an den Elektroden angelegten Gleich- und Wechselspannung, in 

denen Ionen stabile Bahnen beschreiben, können hier durch Lösung der Mathieuschen 

Differentialgleichungen bestimmt werden [Paul & Raether 1955; Paul 1989].  

Bei der Massenanalyse werden die Spannungen an den Elektroden so variiert, dass die 

Flugbahnen der Ionen instabil werden. Dadurch kann ein Teil der Ionen die Falle durch die 

Öffnung der hinteren Endkappe verlassen (Abb. 3-3, IId + IIIa) und anschließend detektiert 

werden. Der Ausstoß erfolgt aufgrund der Massenträgheit sukzessiv beginnend mit kleinem 

m/z und liefert nach Verarbeitung der Messsignale ein Massenspektrum für den erwünschten 

Massenbereich (erfolgreiche Kalibrierung mit Standardsubstanzen vorausgesetzt).  

Das elektrische Feld in der Ionenfalle besitzt die Form eines Quadrupol-Feldes, so dass sie 

bildlich gesehen ebenso durch in sich kreisförmig gebogene Quadrupolstäbe erzeugt werden 

könnte, deren Enden miteinander verbunden sind. Daher wird die Paul-Falle auch als 

Quadrupolionenfalle (QIT) bezeichnet.  

 



 Grundlagen 10 

 

Einige neuere Aufbauten folgen nicht mehr der konventionellen dreidimensionalen 

Geometrie, sondern gleichen eher einer lang gezogenen Paul-Falle bzw. einem in drei 

Segmente unterteilten Quadrupol-Filter (Abb. 2-3). Diese linearen oder 2D-Ionenfallen 

besitzen einige Vorteile gegenüber der konventionellen Paul-Falle, die zur Verdeutlichung 

der unterschiedlichen Geometrie auch 3D-Ionenfalle genannt wird.  

Zum einen ergibt sich durch eine einfachere Realisierung einer Vergrößerung des 2D-

Ionenfallenvolumens eine höhere Effizienz des Trappings, d.h. eine größere Anzahl von 

Ionen können eingefangen und gespeichert werden.  

Zum anderen lässt ein radialer Ausstoß der gespeicherten Ionen über zwei längsseitige 

Schlitze bei der linearen Ionenfalle die Benutzung von gleichzeitig zwei Detektoren und 

dadurch eine höhere Sensitivität der Detektion zu. Außerdem kann in diesem Fall auch eine 

einfache Hybridisierung mit einem weiteren Detektor wie beim Finnigan LTQ FT realisiert 

werden, da zusätzlich ein axialer Ausstoß der Ionen möglich ist (Abb. 3-4, AII).  

 

 

Abb. 2-3:  Schema einer linearen Ionenfalle im Finnigen LTQ.  

Rot gekennzeichnet sind die Endkappenelektroden, blau das Äquivalent der Ringelektrode  

(mit freundlicher Genehmigung der Thermo Scientific GmbH). 
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Ionenzyklotronresonanz-Falle 

Die Ionenzyklotronresonanz-Falle nutzt ein elektrostatisches Feld und ein statisches, starkes 

Magnetfeld zum Ioneneinschluss, wobei in der Regel nur Teilchen mit gleichem Ladungs-

vorzeichen zur selben Zeit gespeichert werden. Für die Massenanalyse wird hier dasselbe 

Bauteil benutzt, das auch zum Trapping verwendet wird, die ICR-Zelle (Abb. 2-4).  

Die ICR-Zelle besteht aus mehreren Elektroden, den Anregungs- und Detektionsplatten und 

zwei Endkappen [Amster 1996]. Ihre Anordnung kann im einfachen Falle einem Würfel 

gleichen, bei dem die Flächen an den Kanten voneinander elektrisch isoliert sind und die 

vordere Fläche als Einlass-Endkappe ein zentrisches Loch für den Ioneneintritt besitzt. Auch 

ein offener zylindrischer Aufbau aus einer längs in drei Segmente unterteilten Röhre ist 

möglich, wobei der mittlere Zylinder noch in Längsrichtung in vier Segmente unterteilt ist und 

die anderen beiden Röhrensegmente als Endkappen fungieren.  

Die beiden äußeren Endkappen liegen beim Trapping auf gleichem Potential und weisen das 

gleiche Ladungsvorzeichen wie die zu untersuchenden Teilchen auf. Das angelegte 

elektrische Feld verhindert, dass die Ionen beim Eintritt in die Falle sogleich gegen die 

gegenüberliegende Elektrode fliegen oder sich entlang der Röhre aus der Falle befreien. Sie 

liegen zentral in einer Potentialmulde, die ihre Bewegung in axialer Richtung einschränkt.  

Das homogene Magnetfeld verläuft parallel zur Einflugachse der Ionen und zwingt sie auf 

Kreisbahnen mit senkrecht auf den Magnetfeldlinien stehender Ebene (Lorentzkraft). Die 

radiale Bewegungsfreiheit der Ionen ist begrenzt, so dass sie in der ICR-Zelle gehalten 

werden können.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 2-4:  Schematischer Aufbau und Prinzip zur FTICR-Falle.  

links:  ICR-Zelle zur Speicherung und Detektion der Ionen  

rechts: resultierendes Spektrum aus der Detektion nach  

radiofrequenter (RF) Ionen-Anregung und mathematische 

Umwandlung durch Fouriertransformation  

in ein Massenspektrum  

(Abbildung modifiziert; aus [Schrader & Klein 2004]) 
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Die Bewegung der gespeicherten Ionen kann in drei Arten differenziert werden:  

die Zyklotronbewegung, die Magnetronbewegung und die axiale Teilchenbewegung.  

 
Die Zyklotronbewegung ist eine periodische Kreisbewegung um die Magnetfeldlinien. Ihre 

Frequenz fc ist bestimmt durch das Gleichgewicht von Lorentzkraft FL und Zentrifugalkraft Fz 

und hängt bei gegebener Masse m nur von der magnetischen Flussdichte B sowie der 

Ladung Q des gefangenen Teilchens ab. 

  
48476 LF

B  v Q ⋅⋅    =   

876 ZF

2

r
v m ⋅

  ⇒   B  Q ⋅    =   
r

v m ⋅
 = ⋅ m ω  = fπ⋅2m    (1) 

⇒        ωc   =   B
m
Q

⋅    bzw.    fc   =   
π

⋅
2
B

m
Q

         (2) 

   mit  v: Geschwindigkeit der Teilchenbewegung auf der Kreisbahn 

v = ω r  = 2 π f r  (ω: Winkelgeschwindigkeit; r: Bahnradius; f: Umlauffrequenz) 

Diese Frequenz lässt sich sehr genau messen, so dass auch m/z verschiedener Teilchen 

sehr präzise bestimmt werden kann, da das angelegte magnetische Feld konstant gehalten 

wird. Dabei hat die Geschwindigkeit der Teilchen (Gleichungen 2) und damit auch ihre 

kinetische Energie nur Einfluss auf den Radius r ihrer Kreisbahnen und nicht auf die 

gemessene Zyklotronfrequenz fc.  

Zur Vereinfachung wird die Ladung Q in der Massenspektrometrie durch die Ladungszahl z 

ersetzt:     Q  = n z F  = n z e NA  

(mit   n: Stoffmenge; F: Faraday-Konstante; e: Elementarladung; NA: Avogadro-Konstante) 

 
Die Magnetronbewegung ist eine Kreisbewegung der Ionen um die Fallenmitte, ein Resultat 

aufgrund der Wechselwirkungen durch das Magnetfeld und das elektrische Feld, das für den 

Einschluss in axialer Richtung notwendig ist. Die Magnetronfrequenz fm wird somit 

beeinflusst von dem angelegten Trapping-Potential U0, dem Abstand d der Endkappen 

zueinander, von der magnetischen Flussdichte B und von der Geometrie der Zelle, die durch 

den geo-metrischen Faktor α repräsentiert wird.  

  fm   =   
Bd

Uα
2

0

⋅π

⋅
    (3) 

Aus Gleichung (3) wird ersichtlich, dass fm unabhängig vom m/z eines Ions ist.  

Die Magnetronbewegung bringt daher keinen analytischen Nutzen mit sich und kann 

hingegen unerwünschte Effekte wie z.B. radiale Diffusion der Ionen, sowie Auflösungs- und 

Massengenauigkeitsverluste zur Folge haben.  
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Zusätzlich zur kombinierten Bewegung in der Radialebene gibt es eine axiale Teilchen-

bewegung zwischen den Endkappen aufgrund der Abstoßung zwischen diesen gleich-

geschalteten Elektroden. Diese axiale Bewegung wird jedoch ebenfalls nicht für die 

Massenanalyse der Ionen genutzt.  

 
In einer ICR-Falle können Ionen nicht nur gefangen, sondern auch detektiert und analysiert 

werden. Hierbei spielen die Anregungs- und Detektionsplatten eine entscheidende Rolle 

(Abb. 2-4). Im Unterschied dazu werden sie beim Trapping-Prozess prinzipiell nicht benötigt.  

Die Radien der Kreisbahnen, die die Ionen durch ihre anfänglichen Bewegungen in der 

Radialebene beschreiben, sind im Vergleich zur ICR-Zelle sehr klein. Für die Detektion 

müssen die Ionen zunächst in eine gemeinsame, größere Kreisbewegung überführt werden. 

Dies geschieht durch Anlegen eines radiofrequenten, elektrischen Feldes über die 

Anregungsplatten, so dass die gespeicherten Ionen kinetische Energie aufnehmen können, 

wenn die angelegte Frequenz mit der Zyklotronfrequenz der Ionen übereinstimmt. Bei 

kontinuierlicher, resonanter Einstrahlung würden sich die Ionen immer weiter in größeren 

Spiralen nach außen bewegen, bis sie gegen eine Elektrodenplatte stoßen und neutralisiert 

werden. Des Weiteren können nur die Ionen Energie absorbieren, die sich in Resonanz zur 

eingestrahlten Frequenz befinden, so dass Ionen anderer Masse im Fallenzentrum zurück-

bleiben. Daher wird für die Anregung der verschiedenen Ionen eine größere Bandbreite an 

Frequenzen (meist zwischen einigen kHz bis wenigen MHz) in nur einem kurzen Puls, dem 

so genannten Chirp, durchlaufen, so dass alle interessierenden Ionen auf detektierbare, 

größere Kreisbahnen gebracht werden [Comisarow & Marshall 1974b; Marshall et al. 1998].  

Die Bestimmung der Ionen erfolgt nach beendeter Pulsanregung durch Messung der 

induzierten Ströme bzw. Bildladungen, die die geladenen Teilchen durch periodisches 

Vorbeifliegen an den Detektionsplatten erzeugen („image current“ [Comisarov 1978]). Die 

Teilchen mit gleichem m/z bewegen sich aufgrund der gemeinsamen, resonanten Anregung 

als kollektives Ionenpaket. Dieses erzeugte, harmonische Signal gibt ein Frequenzspektrum 

wieder, welches hauptsächlich die (bei Gemischen unterschiedlichen) Zyklotronbewegungen 

der Ionen widerspiegelt bzw. genauer: die Differenz zwischen Zyklotron- und Magnetron-

frequenz.  

Für die Auswertung wird dieses aufgenommene Signal elektronisch verstärkt, mithilfe eines 

Transientenrekorders digitalisiert (Transientensignal) und durch ein mathematisches 

Verfahren, die Fouriertransformation (FT), in ein Massenspektrum umgewandelt. Die Fourier-

transformation trennt dabei das Spektrum der überlagerten Frequenzen in seine Einzel-

frequenzen auf. Die Frequenz entspricht dem m/z-Wert, die Amplitude der Ionenintensität. 

Hierbei ist anzumerken, dass sich das erreichbare Massenauflösungsvermögen R direkt 

proportional mit der Aufnahmedauer T des Transientensignals verbessert:  

  R   =   fc T / 2     (4) 
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Die untersuchten Ionen werden bei der FTICR-Technik zerstörungsfrei analysiert und 

detektiert. Sie bleiben auch noch nach dem Detektionsprozess chemisch unverändert in der 

ICR-Zelle, solange keine Kollisionen mit Restgasmolekülen stattfinden. Um große 

Lebensdauern von Ionen zu erhalten, erzeugt man in der ICR-Zelle ein Ultrahochvakuum 

von etwa 10-9- 10-10 mbar.  

Wie aus den Gleichungen in (2) und (4) ersichtlich, hängt das Massenauflösungvermögen R 

auch von der angelegten magnetischen Flussdichte B ab. Daher kommt ein supraleitender 

Magnet zum Einsatz, der Flussdichten von einigen Tesla erzeugt (sechs Tesla im Finnigan 

LTQ FT unseres Instituts).  

 

 

2.1.3 Detektor 

 
Bei der FTICRMS werden zur Detektion die Bildladungen genutzt, die durch die an den 

Detektionsplatten vorbeifliegenden Ionen induziert werden.  

Bei den anderen Massenspektrometern erfolgt der Nachweis der Analyten durch das 

Registrieren der zuvor im Analysator massengetrennten, selektierten Ionen z.B. auf einer 

Mikrokanalplatte (MCP, engl.: microchannel plate), einem Sekundärelektronenvervielfacher 

(SEV) oder anderen Signalempfangsverstärkern.  

Der SEV wird teilweise in Kombination mit einer zusätzlichen Konversionsdynode verwendet. 

Hierbei prallen die Ionen aufgrund einer angelegten hohen Beschleunigungsspannung 

(mehrere kV) auf eine Metalloberfläche, so dass durch die Kollisionen mit hoher kinetischer 

Energie eine kleine Anzahl an Elektronen produziert wird. Diese Sekundärelektronen werden 

durch ein elektrisches Feld auf die Dynoden des gegenüberliegenden SEV beschleunigt, wo 

fortlaufend weitere Elektronen herausgeschlagen werden, was schließlich zu einer 

Vervielfältigung der Elektronen und zu einer Signalverstärkung führt (Abb. 3-3, III).  

Die erhaltenen Signale werden anschließend digitalisiert und gespeichert, so dass die 

akquirierten MS-Daten auch zu einem späteren Zeitpunkt zur Verfügung stehen.  
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2.2 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

 
Bei sehr komplexen Proben kann vor der MS-Analyse auch eine Auftrennung des 

Gemisches nötig sein, um unerwünschte Effekte zu verhindern. Zum Beispiel kann es bei der 

gleichzeitigen Ionisierung mehrerer Substanzen zur Unterdrückung von Ionen kommen, da 

einige Peptide schlechter als andere (auch andere Moleküle, Atome) ionisiert werden und 

dann nicht im Massenspektrum auftreten. Für die Gemischauftrennung eignet sich 

besonders die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC, engl.: high performance 

liquid chromatography, oft auch nur mit „LC“ abgekürzt) [Shi et al. 2004].  

Hierbei handelt es sich um ein chromatographisches Trennverfahren, bei dem die zu 

untersuchende Probe zusammen mit einem Laufmittel, der mobilen Phase, durch eine 

Trennsäule, die die stationäre Phase enthält, unter hohem Druck gepumpt wird (Abb. 3-1). 

Üblicherweise ist dieser Säule eine Vorsäule vorgeschaltet, die die Aufgabe hat, 

Verunreinigungen abzuhalten, um damit die eigentliche Trennsäule zu schonen und ihre 

Trennleistung über einen längeren Zeitraum zu gewährleisten. Die Vorsäule ist aufgrund der 

viel kleineren Dimension wesentlich preisgünstiger und einfacher zu wechseln als die 

Trennsäule. Es können auch verschiedene Laufmittel kombiniert werden (Abb. 3-2), so dass 

eine Aufreinigung und Aufkonzentrierung der zuvor eingebrachten Probe in der Vorsäule 

(= Trapsäule) durch einen vorgeschalteten Waschschritt möglich ist.  

Maßgeblich für die Trennung von verschiedenen Substanzen aus einem Gemisch sind die 

Wechselwirkungen ihrer Bestandteile mit der stationären und der mobilen Phase. Das 

Trennprinzip ist die wiederholte Einstellung eines Gleichgewichtes zwischen diesen Phasen, 

welches sich aufgrund unterschiedlicher physikalisch-chemischer Effekte wie z.B. 

Adsorption, Verteilung, Ionenaustausch oder Affinität einstellen kann. Die Stärke dieser 

Wechselwirkungen bestimmt die Verweildauer oder Retentionszeit eines Stoffes bis zum 

Ende der Trennsäule, wo er dann mit einem geeigneten Detektor nachgewiesen werden 

kann.  

 
Zwei verschiedene HPLC-Systeme wurden während der Doktorarbeit eingesetzt, die sich 

hauptsächlich in ihren Dimensionen und damit auch in den Konzentrationsbereichen 

unterscheiden (Kapillar- bzw. Nano-LC).  
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2.3 Auswertung massenspektrometrischer Daten in der Proteomanalytik 

 
2.3.1 Die „Proteomanalytik“ 

 
Das Proteom wurde 1995 als die Gesamtheit aller Proteine eines Genoms definiert 

[Wasinger et al. 1995]. Heute wird häufig eine exaktere Definition verwendet, worunter man 

die Gesamtheit aller zu einem bestimmten Zeitpunkt an einem bestimmten Ort und unter 

bestimmten Umweltbedingungen vorhandenen Proteine verstehen kann (z.B. die eines biolo-

gischen Systems wie der Zelle). Im Vergleich zum Genom ist das Proteom dynamischer und 

aufgrund diverser, oft entwicklungsabhängiger Regulationsmechanismen auch wesentlich 

komplexer, z.B. aufgrund alternativen Spleißens, posttranslationaler Modifikationen (PTMs, 

engl.: posttranslational modifications) oder natürlicher Degradationen [Haynes et al. 1998]. 

Die Studie des Proteoms, seiner Zusammensetzung, Funktionen und Wechselwirkungen, 

wird unter dem Begriff „Proteomics“ zusammengefasst.  

 
 
2.3.2 Die massenspektrometrische Peptid- und Proteinanalytik  

 
Zu den Methoden, um massenspektrometrische Daten für die Proteinidentifikation zu nutzen, 

gehören der Peptidmassenfingerabdruck, der Peptidfragmentierungsfingerabdruck und die 

de novo-Sequenzierung.  

 
2.3.2.1 Der Peptidmassenfingerabdruck 

Ähnlich wie der Fingerabdruck in der Kriminologie, der durch Vergleich bestimmter visueller 

Merkmale eine sehr sichere Identifizierung einer Person erlaubt, kann ein Protein durch 

einen Peptidmassenfingerabdruck (PMF, engl.: peptide mass fingerprint) [Cottrell 1994; 

Wise et al. 1997; Henzel et al. 2003] identifiziert werden. Hierzu wird das Protein durch eine 

bekannte Protease spezifisch gespaltenen, so dass charakteristische Peptide entstehen. 

Diese werden in ihrer molekularen Masse bestimmt. Die Proteinidentifizierung erfolgt 

anschließend anhand des Vergleichs der gemessenen Peptidmassen mit den errechneten 

Massen, die durch einen simulierten Verdau von Proteinen einer Proteinsequenz-Datenbank 

in silico entstehen [Henzel et al. 1993; James et al. 1993; Mann et al. 1993; Pappin 

et al. 1993; Yates III et al. 1993]. Häufig wird das zu identifizierende Protein mit Trypsin 

umgesetzt, welches spezifisch auf der C-terminalen Seite von Arginin (R) und Lysin (K) 

schneidet.  

Ein wesentlicher Nachteil dieses Verfahrens ist, dass Proteine nur dann identifiziert werden 

können, wenn sie vorher isoliert worden sind oder es sich um ein einfaches Proteingemisch 

handelt bzw. alle anderen Komponenten im Gemisch bekannt sind.  
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Des Weiteren gelingt eine Identifizierung nur, wenn die Sequenzen der untersuchten 

Proteine in einer Sequenz-Datenbank (korrekt) eingetragen sind oder aus anderen Organis-

men homologe Proteine zum Vergleich herangezogen werden können [Pearson 1990; 

Doolittle 1990]. Homologe Proteine haben aufgrund ihrer stammesgeschichtlichen 

Verwandtschaft eine weitgehende Übereinstimmung ihrer Primär- (Aminosäuresequenz) 

sowie Tertiärstruktur und meist auch ähnliche Funktionen.  

 
 
2.3.2.2 Der Peptidfragmentierungsfingerabdruck 

In Analogie zur oben beschriebenen Analysenmethode spricht man vom Peptid-

fragmentierungsfingerabdruck (PFF, engl. peptide fragmentation fingerprint), wenn die 

Peptide zusätzlich in einem Massenspektrometer fragmentiert und die Massen der 

resultierenden Fragmente bestimmt werden (MS/MS). Erste Untersuchungen dieser Art 

wurden bereits 1986 durchgeführt, wo die aus dem Verdau resultierenden Peptide des 

Apolipoproteins B durch Stoßaktivierung bestimmt und dem bekannten Protein zugeordnet 

wurden [Hunt et al. 1986]. Meist wird dies, wie z.B. in Triplequadrupolinstrumenten oder Ion 

Traps, durch eine niederenergetische Stoßaktivierung (low energy CID, engl.: collision 

induced dissociation) erreicht. Hierbei betragen die Kollisionsenergien < 100 eV. Dagegen 

liegen sie bei hochenergetischen Stößen (high energy CID) bei mehr als 1000 eV 

[Yost et al. 1979; Cody et al. 1982; Papayannopoulos 1995].  

Die Stoßaktivierungen mithilfe low energy CID führen zu bevorzugten Fragmentierungen am 

Peptidrückgrat, vorwiegend an den Peptidbindungen des Peptids. Die beobachteten 

Massendifferenzen (Inkremente) zwischen diesen Fragmenten entsprechen somit den 

Aminosäuren (AA, engl.: amino acid). Sie können idealerweise direkt aus dem MS/MS-

Spektrum abgelesen und bildlich gesehen mit den Stufen einer „Sequenzleiter“ verglichen 

werden (siehe dazu Abb. 4-1). Genau wie das Peptidvorläuferion müssen die aus ihm 

entstandenen Fragmente noch mindestens eine Ladung tragen, um detektiert werden zu 

können. Verbleibt diese Ladung am C-terminalen Peptidfragment, spricht man von y-Ionen. 

Ist sie hingegen am Fragment mit intaktem N-Terminus lokalisiert, bezeichnet man sie als 

b-Ionen. Für die genaue Zuordnung ihrer Reihenfolge werden die Ionen noch von den 

jeweiligen Peptidenden her durchnummeriert und mit tiefer gestellten Indices gekennzeichnet 

[Roepstorff & Fohlman 1984]. Häufig findet man noch andere strukturspezifische Fragmente, 

die man z.B. durch formale Abspaltung von Wasser (-18 u), Ammoniak (-17 u) oder CO 

(-28 u) erklären kann. Fragmentionen mit CO-Abspaltungen, die sich aus b-Ionen ableiten 

lassen, werden als a-Ionen bezeichnet.  
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Es gibt noch eine ganze Reihe weiterer Fragmente, die durch Brüche an anderen Bindungen 

gebildet werden, aber bei low energy CID relativ selten oder gar nicht auftreten (z.B. c-, x-, z-

Ionen).  

Die so genannten Immoniumionen sind ebenfalls wichtige strukturspezifische Fragment-

ionen. Diese entstehen durch doppelte Brüche am Peptidrückgrat und zählen somit zu den 

internen Fragmenten. Sie bestehen aus nur einem Kettenglied und werden aus einer 

kombinierten Spaltung gebildet, die strukturell gesehen zu einem a-Ion bzw. y-Ion geführt 

hätte. Die Immoniumionen und einige davon abgeleitete Fragmente geben direkt Aufschluss 

über die Anwesenheit der jeweiligen Aminosäure in einem Peptid und können nur im unteren 

Massenbereich bis ca. m/z = 200 u detektiert werden [Johnson & Biemann 1989; Falick 

et al. 1993].  

Die Identifizierung der meisten anderen internen Fragmente ist kompliziert und ist bei 

unbekannten Peptiden oftmals erst im Nachhinein möglich, wenn die Sequenz bereits 

ermittelt worden ist (siehe auch Kap. 4.1.1, 4.1.2 und 4.2.1.2).  

Mithilfe von MS/MS-Spektren können vielfältige Informationen über die Peptidsequenz 

gewonnen werden, die im Unterschied zu einem einfachen PMF sichere Peptid- und damit 

auch zuverlässigere Proteinidentifizierungen liefern. Außerdem ist beim PMF keine 

Charakterisierung (z.B. von PTMs) möglich. Für die Bestimmung eines Peptids bzw. Proteins 

über die Fragmentionenspektren können mitunter auch schon sehr kleine Teilsequenzstücke 

eines fragmentierten Peptids ausreichen, wenn z.B. nur wenige Fragmentionensignale sicher 

zugeordnet werden können. Hierbei liefern die Suchanfragen mittels so genannter sequence 

tags oft erst dann gute Ergebnisse, wenn diese ermittelten Teilsequenzen aus mehr als zwei 

Aminosäuren bestehen und zusätzliche Angaben wie z.B. die beiden Fragmentionenmassen, 

die jenes identifizierte Teilstück eingrenzen, und die Spezifität des schneidenden Enzyms 

berücksichtigt werden [Mann & Wilm 1994].  

Die Suche nach einem Protein mittels PFF basiert wie beim PMF auf dem Vergleich mit einer 

Datenbank (DB). Eine nähere Beschreibung des allgemeinen Prinzips bei der DB-Suche 

erfolgt in Kapitel 2.3.3.  
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2.3.2.3 Die de novo-Sequenzierung 

In einigen Fällen ist eine de novo-Sequenzierung erforderlich, d.h. ein Abklären der 

Aminosäuresequenz allein aus dem MS/MS-Spektrum ohne weitere Vorinformationen. 

Grund dafür kann z.B. ein falscher oder fehlender DB-Eintrag sein, so dass die Zuordnung 

eines Fragmentionenspektrums zu einer bekannten Peptid-/Proteinsequenz nicht möglich ist. 

Auch bei Unklarheiten aufgrund mehrerer möglicher Zuordnungen zu verschiedenen 

Peptidsequenzen muss eine Verifizierung (= Überprüfung und Bestätigung) anhand der 

aufgenommenen MS/MS-Daten nach dem Prinzip dieser Primärstrukturanalyse durchgeführt 

werden. Dabei sind folgende Kalkulationen für die Massenberechnung zu berücksichtigen:  

     Vorläuferion:  [M+H]+ = 
n

1i=
∑  m(AAi) + H2O + H+   (1)  

   y-Ion:    yp
+  =  [M+H]+ − 

p

1i=
∑  m(AAi)     (2)  

   b-Ion:    bq
+  =  

q

1i=
∑  m(AAi) + H+      (3)  

   a-Ion:    aq
+  =  bq

+ − CO        (4)  

falls  p + q = n   ⇒  yp
+ + bq

+  =  [M+H]+ + H+     (5)  

    mit  [M+H]+:   Masse des einfach geladenen Vorläuferions  

         n:   Aminosäurenanzahl des Vorläuferions  

          i:   Laufindex für das jeweilige Aminosäure-Inkrement  

 m(AA):   Masse des jeweiligen Aminosäure-Inkrements (= Aminosäure – H2O) 

 y, b, a:   Masse des jeweiligen Fragmentions  

     p, q:   Positionsindices und Angaben der Aminosäurenanzahlen des betrachteten y- bzw. b-Ions  

      H2O, H+  bzw. CO:   Masse des Wassers, des Protons (1H-Wasserstoffions) bzw. des Kohlenstoffmonoxids  

Einen genaueren Einblick sowohl zu der herkömmlichen als auch zu einer neu entwickelten, 

kombinierten Vorgehensweise bei der de novo-Sequenzierung geben die nachfolgenden 

Kapiteln 4.2.1.1 und 4.2.1.2 bzw. 4.3.1.1 und 4.3.2.1.  
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2.3.3 Prinzip der DB-Suche mithilfe eines automatischen DB-Suchprogramms anhand 

von MS/MS-Daten  

 
Bei der Analyse mittels PMF bzw. PFF ist für die Identifizierung der Peptide und damit auch 

der Ursprungsproteine ein Vergleich der beobachteten Peptidmassen bzw. der aus den 

MS/MS-Spektren abgelesenen Sequenzen mit den Einträgen in Datenbanken erforderlich. 

Dieser Abgleich geschieht aufgrund der meist sehr großen Datenmenge mithilfe von 

Computerprogrammen. Bei komplexeren Protein- bzw. Peptidgemischen ist ein einfaches 

PMF nicht sinnvoll. Aufgrund der großen Zahl von Möglichkeiten sind keine eindeutigen 

Zuordnungen der Peptide zu einem bzw. mehreren Proteinen nur anhand der gemessenen 

Peptidmassen möglich.  

Für die Analyse mittels PFF kommt häufig noch eine vorherige Trennmethode wie die HPLC 

zum Einsatz (LC-MS/MS), die die Komplexität der Probe reduziert.  

Das Prinzip der DB-Suche anhand von MS/MS-Daten bzw. des PFF mithilfe eines 

automatischen DB-Suchprogramms kann wie folgt beschrieben [Eng et al. 1994] und anhand 

des Schemas in Abb. 2-5 veranschaulicht werden:  

Punkt (1): Zunächst werden die Daten eines Fragmentionenspektrums vorprozessiert 

(„Eliminierung“ des Untergrundrauschens und gleichzeitige Reduzierung der Anzahl an 

Ionensignalen durch Berücksichtigung nur der intensivsten Ionen).  

Punkt (2): Danach wird die Masse des Vorläuferions (= des untersuchten Peptids) festgestellt 

und mit den in Frage kommenden Molekulargewichten potentieller in silico-Proteinfragmente 

verglichen, die innerhalb eines angegebenen Massentoleranzfensters liegen. Zusätzlich 

werden für diese ermittelten, potentiellen Peptidsequenzen die theoretisch zu erwartenden 

MS/MS-Daten errechnet.  

Punkt (3): Anschließend werden die vorausberechneten Fragmentionen dieser Peptid-

kandidaten mit den gemessenen massenspektrometrischen Daten verglichen. Es werden 

Punkte (Score-Werte) für jede einzelne Peptidsequenz nach unterschiedlichen Kriterien wie 

z.B. die Anzahl übereinstimmender Fragmentionensignale und ihrem Korrelationsgrad 

zueinander vergeben (Scoring).  

Punkt (4): Die so gewerteten Peptidkandidaten werden zum Schluss sortiert und in eine 

Rangfolge gebracht (Ranking). Das in der Rangliste an oberster Stelle stehende Peptid 

spiegelt somit den besten Treffer mit höchster Wahrscheinlichkeit für eine richtige Zuordnung 

zu einem MS/MS-Spektrum wider.  

Punkt (5): Ein Protein kann anhand der identifizierten Peptide bestimmt werden, die ihm 

aufgrund der Sequenzübereinstimmung zugeordnet werden. Hierbei muss angemerkt 

werden, dass die verschiedenen, zu berücksichtigenden Kriterien bei der DB-Suche vom 

Anwender individuell mit bestimmten Schwellenwerten versehen werden können, so dass 
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eine Filterung der Ergebnistreffer durchgeführt wird, die die Rangfolge und somit die 

Ergebnisse für eine Identifizierung beeinflussen kann (siehe dazu auch Kap. 4.2.1.4 und 

4.2.2.2). 
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(Ergebnisse nach Rangordnung)

 

Abb. 2-5:  Schema zur Vorgehensweise einer DB-Suche mithilfe von DB-Suchprogrammen.  

zu (1): Das Fragmentionenspektrum eines Vorläuferions wird vorprozessiert.  

zu (2): Es werden die potentiellen in silico-Proteinfragmente zum Vorläuferion anhand der beobachteten  

           Peptidmasse ermittelt. (n: Gesamtanzahl der Aminosäuren für das jeweilige Peptid)  

zu (3): Ein Datenabgleich der gemessenen mit den simulierten MS/MS-Daten wird durchgeführt. Dabei werden 

           zu jedem Peptidkandidaten Bewertungspunkte vergeben (Scoring).  

zu (4): Die gewerteten Kandidaten werden sortiert und in eine Rangfolge gebracht (Ranking).  

zu (5): Die Proteinidentifikation erfolgt anhand der zugeordneten, identifizierten Peptide.  
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2.4 Was macht die Analyse kleiner Peptide interessant? 

 
MHC-Peptide spielen eine bedeutende Rolle für die Immunerkennung, die Histo-

kompatibilität (Gewebeverträglichkeit) bei Transplantationen und die immunologische 

Individualität [Ceppellini et al. 1969]. Sie leiten sich vom Haupthistokompatibilitätskomplex 

(MHC, engl.: major histocompatibility complex) ab, einer Gruppe von Genen, die beim 

Menschen auf Chromosom 6 zu finden sind. Ihre Genprodukte, die MHC-Moleküle auch 

MHC-Komplexe genannt, sind körpereigene Träger von Antigenen auf der Oberfläche 

nahezu jeder Zelle eines Organismus. Sie kennzeichnen die Zellen als zum Körper gehörig 

und regulieren so immunologische Vorgänge. Diese transplantationsrelevanten 

Gewebsantigene wurden erstmals auf humanen Leukozyten nachgewiesen [Dausset 1954], 

so dass für das Regulationssystem der Immunabwehr im Menschen auch die Bezeichnung 

HLA-System (engl.: human leucocyte antigen) verwendet wird.  

Im Folgenden wird von den verschiedenen MHC-Klassen nur auf die der Klasse I 

eingegangen, die von fast allen Körperzellen exprimiert wird. Zu ihr gehören die Isotypen 

HLA-A, HLA-B und HLA-C. Der schematische Aufbau eines MHC-Klasse I Moleküls ist in 

Abb. 2-6 beschrieben.  

 

Abb. 2-6:  Schematischer Aufbau eines MHC-I-Komplexes.  

Ein MHC-I-Komplex besteht aus einem antigenischen, nicht-

kovalent gebundenen Peptid (ca. 8 - 10 Aminosäuren), einer in 

der Cytoplasmamembran verankerten Glykoproteinuntereinheit, 

der heavy chain mit drei α-Domänen, und einer kleineren, 

nichtkovalent an der α1-Domäne gebundenen Untereinheit, dem 

β2-Mikroglobulin.  

Der MHC-I bindende Ligand, hier als eine Kugelkette dargestellt, 

besitzt bestimmte Ankeraminosäuren an den Positionen 2 und 9 

in der Peptidsequenz. Diese werden bevorzugt von der so 

genannten polymorphen Peptidbindungsgrube festgehalten 

(hochvariabler Bereich der gemeinsamen α1- und α2-Domäne).  

 

 

 

Die MHC-I bindenden Peptide sind Spaltprodukte der Proteine aus dem Zellinneren und 

werden in großer Vielfalt durch das im Cytosol befindliche Proteasom, einen zelleigenen 

Proteinabbaukomplex, gebildet. Ihre eigentliche Prozessierung erfolgt dabei zufällig und 

letztlich durch Aminopeptidasen, die sich ebenfalls im Cytoplasma befinden und die 

vorgeschnittenen Peptide N-terminal weiter verkürzen (trimmen).  

(mit freundlicher Genehmigung von  

 Herrn Dr. Thomas Flad, modifiziert) 
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Ihre weitere Degradation zu von der Zelle wieder verwendbaren Aminosäuren wird nur dann 

verhindert, wenn sie vorher ins Innere eines Zellkompartiments, genauer des Endoplas-

matischen Retikulums, gelangen und dort bei geeigneter Peptidlänge (aus meist acht bis 

zehn Aminosäuren) an „leere“ MHC-I Moleküle assemblieren können [Rammensee 2002].  

Aufgrund der Dekomposition an verschiedenen Stellen des Prozessierungsweges werden 

aus nur weniger als 0.1 % der abgebauten Peptide auch spezifische Antigene präsentiert 

[Yewdell et al. 2003]. Trotzdem kann ihre Anzahl auf einer einzigen humanen Zelle etwa 

10 000 verschiedene Peptid-MHC-Komplexe in 1 - 10 000 Kopien betragen [Stevanovic & 

Schild 1999]. Die präsentierten Antigene stellen sozusagen ein Abbild nahezu aller im 

Cytoplasma kontinuierlich synthetisierten Proteine dar.  

T-Killerzellen, d.h. CD8 positive T-Lymphozyten mit cytotoxischen Funktionen (CTL, engl. 

cytotoxic T lymphocytes), ignorieren in der Regel mit ihrem T-Zell-Rezeptor solche Zellen, 

die ein Peptid präsentieren, das einem körpereigenen Protein entstammt. Der Körper bleibt 

vor Angriffen des eigenen Immunsystems geschützt (Selbsttoleranz). Auf diese Weise kann 

das Immunsystem den Körper fortwährend auf das Vorliegen viraler Infektionen und 

entarteter oder fremder Zellen überwachen. Ist eine Zelle mit Viren infiziert oder von 

Mutationen z.B. aufgrund eines Tumors betroffen, werden somit neuartige Proteine 

exprimiert und von den T-Zellen identifiziert, da dem Immunsystem nun körperfremde 

Antigene als Teil des MHC-I-Komplexes angeboten werden. Anschließend eliminieren die so 

aktivierten CTL die betroffenen Zellen, so dass eine Verbreitung verhindert wird. Ein Tumor 

kann folglich auf diese Weise früh erkannt und bekämpft werden.  

Die Analyse von MHC-I bindenden Peptiden findet daher sehr großes Interesse bei der 

Aufklärung von Krebsmechanismen und in der Immuntherapie (möglicher Einsatz von 

Peptiden als Vakzine). Die Identifizierung der Antigene stellt allerdings aufgrund der bereits 

beschriebenen großen Vielfalt und der marginal zur Verfügung stehenden Probenmenge der 

Peptide eine große Herausforderung für den Analytiker dar [Hunt et al. 1992a; 

Cox et al. 1994].  

In der vorliegenden Arbeit wird aus diesem Grund für die Charakterisierung der Oberfläche 

von Krebszellen ein weiterer Präparationsansatz beschrieben, der die Probenaufarbeitung 

und anschließende massenspektrometrische Analyse stark vereinfacht. Die wesentlichen 

Unterschiede beruhen darauf, dass beim zweiten Ansatz eine unspezifische Aufarbeitung 

durchgeführt wird, die zu einer viel größeren Ausgangsprobenmenge für die Analytik und 

letztlich zu mehr identifizierbaren Peptiden führt. Anhand dieser Peptide wird dann auf die 

exprimierten Proteine dieser Krebszelllinie geschlossen (Kap. 3.3.2).  
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3 Material und Methoden 

 
3.1 Materialien 

 
Chemikalien, Laborkleingeräte und Verbrauchsmaterialien  

 
Name  

(Bestandteile) 

Summenformel  

(Kürzel / Hinweis) 

Spezifikation zur 

Anwendung/Reinheit 

Bezugsquelle / Hersteller 

Acetonitril CH3CN (MeCN) für die Spektroskopie,  
Uvasol 

VWR International GmbH,  
(Merck KGaA) Darmstadt, D 

Ameisensäure HCO2H (FA) für die MS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
(Fluka) Steinheim, D 

Calmix  

(aus Koffein, Tetrapeptid  
 MRFA, Ultramark 1621) 

(Lösung enthält  

Acetonitril, Essigsäure, 
Methanol, Wasser) 

zur Kalibrierung für  
Thermo Finnigan  
LCQ Deca XP und 
LTQ FT MS-Geräte 

Thermo Scientific GmbH, Bremen, D  

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
 Steinheim, D) 

alpha-Cyano-4-hydroxy-
zimtsäure 

HOC6H4CH=C(CN)CO2H  
(CHCA) 

rekristallisierte Matrix 
für MALDI-MS 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
Steinheim, D 

2,5-Dihydroxybenzoesäure (HO)2C6H3CO2H (DHB) Matrix für MALDI-MS Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
(Fluka) Steinheim, D 

Ethanol C2H5OH (EtOH) für die Spektroskopie,  
Uvasol 

VWR International GmbH,  
(Merck KGaA) Darmstadt, D 

Methanol CH3OH (MeOH) für die Spektroskopie,  
Uvasol 

VWR International GmbH,  
(Merck KGaA) Darmstadt, D 

Wasser H2O für Gradientenelution,  
HPLC 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
(Fluka) Steinheim, D 

Tab. 3-1:  Verwendete Chemikalien und Standard-Lösung zur Kalibrierung 

 
 

Name  Orderinformation Spezifikation  Bezugsquelle / Hersteller 

Mikropipettenspitzen Microloader zum Befüllen von  
Mikroinjektionskapillaren 

Eppendorf AG, Hamburg, D 

Mikrozentrifuge MiniSpin
®
 relative Zentrifugal-

beschleunigung bis  
12100 x g (13400 min-1) 

Eppendorf AG, Hamburg, D 

Online PicoTips
®,  

15 µm Tip-ID 
für NSI online Nanospraynadeln  

1 

und 

2 
Offline PicoTips

®,  
2 µm Tip-ID 

für NSI offline 

MS Wil GmbH, Wil, CH 

(New Objective, Inc.,  Woburn, USA) 

Nanospraynadeln 3 2 µm Tip-ID für NSI offline MasCom GmbH, Bremen, D 

Zentrifugal-Ultrafilter 1 Centrex
® UF-0.5 RC  

3 K MWCO 
3 kDa Trenngrenze Schleicher & Schuell GmbH,  

Dassel, D 

Zentrifugal-Ultrafilter 2 Nanosep
® 3 kD Omega 3 kDa Trenngrenze VWR International GmbH,  

(Merck KGaA) Darmstadt, D 

Tab. 3-2:  Verwendete Kleingeräte und Verbrauchsmaterialien 
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Nierenkarzinomzellen und monoklonale Antikörper  

Die Nierenkarzinomzellen der Linie RCC (engl.: renal cell carcinoma) A498 (HTB-44) und die 

monoklonalen Antikörper W6/32.HL [Barnstable et al. 1978] wurden von der American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA) bezogen.  

RCC BN30 ist eine Nierenkarzinomzelllinie aus dem Labor von Prof. Dr. Gerhard A. Müller 

(Universitätsklinikum Göttingen, D).  

 
Synthetische Peptide  

Das synthetisch hergestellte MHC-I bindende Referenzpeptid mit der Sequenz FLWGPRALV 

stammt aus dem Labor von Frau Prof. Dr. Claudia Müller und Herrn Dr. Thomas Flad 

(Abteilung für Transplantationsimmunologie und Immunhämatologie der Universität 

Tübingen, D) und wurde für den Vergleich der instrumentellen Parameter in Kapitel 4.1 

herangezogen.  

Für die Verifikation der identifizierten Peptide mittels MS/MS-Datenabgleich in Kapitel 4.2.1.3 

wurden folgende Referenzpeptide synthetisiert:  

Monoisotopische  

Masse des [M+H]
+
 

Peptidsequenz Bezugsquelle 
Verifizierung des  

identifizierten Peptids 

SVASTITGV +   834.4567 u 

VSASTITGV – 

GLATDVQTV +   903.4782 u 

VAATDVQTV 

 

PANATecs GmbH, Tübingen, D 

– 

GLLGTLVQL + 

LGLGTLVQL – 

  913.5717 u 

VALGTLVQL 

Arbeitsgruppe Prof. Dr. Jürgen Bernhagen,  

Institut für Biochemie,  

Abteilung für Biochemie und Molekulare Zellbiologie,  

Universitätsklinikum Aachen, D – 

SLLPAIVEL +   954.5870 u 

LSLPAIVEL – 

1009.6404 u RLLDVLAPL + 

1153.5888 u FLGENISNFL 

 

PANATecs GmbH, Tübingen, D 

+ 

Tab. 3-3:  Synthetische Referenzpeptide 

Für die massenspektrometrische Analyse mittels Nano-Elektrosprayionisation (NSI) wurde 

jedes untersuchte Peptid in einem 1:1-Gemisch von Methanol/Wasser (v/v) mit 0.1 % 

Ameisensäure gelöst und auf eine Endkonzentration von etwa 10-5 mol/l gebracht. 

Anschließend wurden für die Messung je 2 µl Peptidlösung in Nanospraynadeln gefüllt und 

bei einem Potential von 1-1.6 kV versprüht.  

Bei den %-Angaben für flüssige Lösungen handelt es sich in der vorliegenden Arbeit immer 

um Volumenprozent.  
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3.2 Instrumentierung 

 

3.2.1 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie-Geräte 

 
Die beiden HPLC-Geräte von der Firma Dionex GmbH (Idstein, D) wurden mit dem 

mitgelieferten Programm Chromeleon 6 (zuletzt in der Version 6.5) gesteuert.  

Beide HPLC-Systeme sind für sehr kleine Probenaufgabemengen ausgelegt. Bei der 

Summit-Anlage wurden kleine Injektionsvolumina von < 5 µl manuell mithilfe einer HPLC-

Mikroliterspritze (10 µl Hamilton Gastight® Syringe Type 1701RN, pst 3) injiziert. Bei der 

Ultimate-Anlage erfolgte die Probenaufgabe programmgesteuert mit einem Autosampler. Die 

sehr geringen, stabilen Flussraten (Summit: ~ 4 µl/min bzw. Ultimate: ~ 200 nl/min) werden 

durch Vorsäulensplittung und Einsatz von so genannten Calibratoren erreicht. Die Splittung 

vor der Säule erfolgt durch ein T-Stück, welches den Laufmittelfluss aufteilt. Die Calibratoren 

sind spiralförmig gewickelte feine Kapillaren von großer Länge, die aufgrund des 

verursachten definierten Rückdrucks für ein konstantes Splittverhältnis sorgen und somit die 

erwähnten Flussraten ermöglichen.  

 
Die Separation der Peptide erfolgte nach ihrer Hydrophobie durch einen wässrigen 

Ameisensäure/Acetonitril-Gradienten (Eluent A: 0.1 % FA (aq); Eluent B: 0.1 % FA in 

80 % MeCN (aq)):  

 
Minute % Eluent B 

0  –    2  5  

2  –  37  5  –  45  

37  –  41  45  –  95  

41  –  49  95  

49  –  50  95  –    5  

50  –  65  5  

Tab. 3-4:  Parameter für den Gradienten eines HPLC-Laufs 

 

Da sich die Programme für die verschiedenen Läufe an den beiden HPLC-Anlagen 

hauptsächlich in der Flussrate und aufgegebenen Probenmenge unterschieden, wird hier nur 

ein repräsentatives Beispiel zu den Bedingungen für einen Gradientenlauf angegeben. Die 

Auftrennung der meisten Peptide fand dabei im linearen Gradientenbereich von ca. 25 % bis 

45 % Eluent B (20-40 min, grau unterlegt) statt. Eine zusätzliche UV-Detektion erfolgte bei 

214 nm.  

Die weiteren Parameter für die einzelnen HPLC-Anlagen werden nachfolgend angegeben. 



 Material und Methoden 27 

 

Dionex Summit ™-Anlage (Kapillar-LC):  

Pumpe:     P 580A HPG (Hochdruckgradientenpumpe) 

Entgasereinheit:   Degasys™ DG-1210 (online) 

Flusssplitter:    Acurate™ IC-100-VAR (Vorsäulen-Flusssplitter)  

Probenaufgabe:   VICI Cheminert™-Ventil 

(manuelle Spritzeninjektion mit Probenschleife) 

Trennsäule:    PepMap™ 15 cm Länge x 300 µm ID, C18, 3 µm, 100 Å  

UV/Vis-Detektor:  UVD 340 U (Photodiodenarray-Detektor) 

Messzelle:    Mikro-Kapillarflusszelle (V = 0,14 µl; d = 8 mm) 

 
Die Summit-HPLC-Anlage besteht aus einem Gradientenpumpsystem (Abb. 3-1, I: eine 

Entgasereinheit, eine Mischkammer und zwei Pumpen mit jeweils eigener Laufmittel-

zuführung), was zwei verschiedene Laufmittel auf der Hochdruckseite mischen kann. Die 

Probenaufgabe erfolgt hinter dem Splittsystem (II) über ein manuelles Schaltventil (III). Die 

injizierte Probe wird durch die Chromatographiesäulen (IV) aufgetrennt und mittels 

Diodenarray-Detektor und Kopplung am Massenspektrometer vermessen (V).  

 

Abb. 3-1:  Schema zum Aufbau der Kapillar-LC-Anlage 

1
2

3
4

5

6

I II III IV V

Ia Ib

Ic Id If IIa
IIb IIIb

IIIa

IIIc

IVa IVb

IIc

DAD MS

Ie

 
Legende:  

I  Gradientenpumpsystem  III  Probenaufgabesystem 

Ia, Ib  Behälter mit Laufmittel A bzw. B IIIa   6-Port-Ventil (manuelle Bedienung) 

Ic   Entgaser IIIb   manuelle Injektion mittels HPLC-Spritze 

Id, Ie  Hochdruckgradientenpumpen IIIc   Probenschleife (hier : 5µl-Volumen) 

If   Mischkammer IV  Chromatographiesäulen 

II  Splittsystem IVa   Vorsäule 

IIa   Splitter IVb   analytische Trennsäule 

IIb   Calibrator V  Detektion mittels 

IIc   Abfallbehälter DAD: Diodenarray-Detektor mit Mikroflusszelle (UV/Vis-Absorption) 

 MS:   Massenspektrometer 
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LCPackings Ultimate Plus ™-Anlage (inerte Nano-LC):  

Probenaufgabe:   Famos™ Inert (automatisches Aufgabesystem) 

Ladekreislauf:   Switchos™ II Inert (computergesteuerte Umschaltventile, Pumpeinheit) 

Trapsäule:  PepMap™ 5 mm Länge x 300 µm ID, C18, 5 µm, 100 Å 

Trennkreislauf:   Ultimate Plus™ Inert (Pumpeinheit mit Vorsäulen-Flusssplitter,  

      Flusssensor, UV/Vis-Detektor) 

Trennsäule:  PepMap™ 15 cm Länge x 75 µm ID, C18, 3 µm, 100 Å 

Messzelle:  U-Z View™ (Nanoflusszelle: V = 3 nl; d = 10 mm) 

 
Die Ultimate Plus-HPLC-Anlage besteht aus drei Gerätebaugruppen (Abb. 3-2): Famos, 

Switchos und Ultimate. Der Famos-Autosampler verfügt über ein temperierbares Gestell, 

was mit Probengläschen bestückt wird. Die Probenaufgabe erfolgt programmgesteuert 

mithilfe Spritzenpumpe und Probenschleife. Anschließend spült das Switchos-eigene 

Pumpensystem die auf die Schleife geladene Probe in die Vorsäule (= Trapsäule). Dort kann 

die Probe aufkonzentriert und von Verunreinigungen wie Puffersalzen befreit werden. Das 

auf Niederdruckseite vorgemischte Laufmittel wird in der Ultimate-Einheit über die Trapsäule 

geschickt und trennt die so injizierte Probe auf der analytischen Trennsäule auf. Die 

Detektion erfolgt über UV/Vis-Absorption und/oder Massenspektrometrie. 

 
Abb. 3-2:  Schema zum Aufbau der Nano-LC-Anlage 

 

 

Legende: 

Ultimate (violett) 

I  Niederdruckgradientenpumpsystem  

Ia, Ib Behälter mit Laufmittel A bzw. B 

II  Splitter 

III  Calibrator 

IV  Flusssensor (überprüft den Nanofluss) 

V  analytische Trennsäule 

VI  UV/Vis-Detektor (mit Nanoflusszelle) 

VII  Abfallbehälter 

Famos (blau) Switchos (grün) 

I  Probenentnahme I   Pumpsystem zum Laden der Trapsäule 

Ia  Injektionsnadel (verfahrbar in y-Richtung) II   10-Port-Ventil (mit PC ansteuerbar) 

Ib  Gestell bestückt mit Probengläschen (verfahrbar in x-Richtung) III   Trapsäule 

II  6-Port-Ventil (mit PC ansteuerbar)  

III  Probenschleife (5µl-Volumen) He   Helium zur Laufmittelbegasung (grau) 

IV  Spritzenpumpe mit 4-Wege-Ventil  

V  Behälter mit Spüllösung MS   Massenspektrometer 

VI  Abfallbehälter  

I

Ia Ib

II

III

IV

V

VI

I

IIIII

Ia Ib

I

II

III

IV

V
VI

VII
y

x
MS

He
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3.2.2 Massenspektrometer 

 
Die beiden Massenspektrometer der Firma Thermo Scientific GmbH (San Jose, CA, USA 

bzw. Bremen, D) wurden mit den Programmen Xcalibur 1.4 SR1 und Tune Plus 1.4 

gesteuert. Für die Elektrosprayionisation (ESI) und die Nano-Elektrosprayionisation (NSI) 

wurden kommerzielle Ionisationsquellen derselben Firma benutzt. Vor jedem Messzyklus 

wurde eine routinemäßige Kalibrierung mit der Calmix-Standardlösung durchgeführt. Dabei 

wurden die Instrumentenparameter auf das Tetrapeptid MRFA mit m/z = 524.3 u automatisch 

abgestimmt. Außerdem fanden alle Messungen im positiven Modus mit Profilaufnahme statt, 

wobei für die MSn-Messungen eine Auswahl der Vorläuferionen im Massenfenster (isolation 

width) von 2 - 3 u vorgenommen wurde. Durch die Profilaufnahme werden mehr 

Datenpunkte als bei der Centroid-Aufnahme aufgezeichnet, so dass bei ersterem eine 

bessere Erkennung und Zuordnung von Isotopenpeaks erreicht wird. Aus demselben Grund 

wurden relativ große Massenfenster bei der Selektion der Vorläuferionen im MSn-Modus 

ausgewählt.  

Zu den weiteren manuell eingestellten Instrumentenparametern gehörten die Spannungen 

an der Spraynadel (ESI: 3.6 kV; NSI: 1 - 1.6 kV) und die Temperatur der Ionentransfer-

kapillare (220 - 275 °C).  

Die Programmeinstellungen für den datenabhängigen MS/MS-Modus (Data Dependent ™ 

bzw. „Dep MS/MS“) geben die nachfolgenden Tabellen wieder:  

 
Kapillar-LC-ESI-MS/MS am Finnigan LCQ Deca XP 

Datenerfassung 

(Scan Event) 

Details 

(1) MS, m/z-Bereich: 400 - 2000 u 

(2) Dep MS/MS, intensivstes Ion aus (1) 

Tab. 3-5:  Parameter für die datenabhängige MS/MS-Aufnahme 

     bei der Kapillar-LC-Kopplung am LCQ Deca XP-Gerät 

 
Nano-LC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS am Finnigan LTQ FT (1. Messreihen) * 

Datenerfassung 

(Scan Event) 

Details 

(1) IT-MS, MS, m/z-Bereich: 190 – 2000 u 

(2) FT-MS, MS, Auflösung: 100 000, m/z-Bereich: 300 – 2000 u 

(3) IT-MS, Dep MS/MS, intensivstes Ion aus (1) 

(4) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, intensivstes Ion aus (1) 

Tab. 3-6:  Parameter 1 für die datenabhängige MS/MS-Aufnahme 

     bei der Nano-LC-Kopplung am LTQ FT-Gerät 
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Nano-LC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS am Finnigan LTQ FT (2. Messreihen) * 

Datenerfassung 

(Scan Event) 

Details 

(1) FT-MS, MS, Auflösung: 100 000, m/z-Bereich: 300 – 2000 u 

(2) IT-MS, MS, m/z-Bereich: 300 – 2000 u 

(3) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, intensivstes Ion aus (1) 

(4) IT-MS, MS, m/z-Bereich: 300 – 2000 u 

(5) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, zweitintensivstes Ion aus (1) 

(6) IT-MS, MS, m/z-Bereich: 300 – 2000 u 

(7) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, drittintensivstes Ion aus (1) 

(8) IT-MS, MS, m/z-Bereich: 300 – 2000 u 

Tab. 3-7:  Parameter 2 für die datenabhängige MS/MS-Aufnahme 

     bei der Nano-LC-Kopplung am LTQ FT-Gerät 

 
Offline Nano-ESI-FTICR-MS/MS am Finnigan LTQ FT 

Datenerfassung 

(Scan Event) 

Details 

(1) IT-MS, MS, m/z-Bereich: 400 – 2000 u 

(2) FT-MS, MS, Auflösung: 100 000, m/z-Bereich: 400 – 2000 u 

(3) IT-MS, Dep MS/MS, intensivstes Ion aus (2) 

(4) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, intensivstes Ion aus (2) 

(5) IT-MS, Dep MS/MS, zweitintensivstes Ion aus (2) 

(6) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, zweitintensivstes Ion aus (2) 

(7) IT-MS, Dep MS/MS, drittintensivstes Ion aus (2) 

(8) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, drittintensivstes Ion aus (2) 

(9) IT-MS, Dep MS/MS, viertintensivstes Ion aus (2) 

(10) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, viertintensivstes Ion aus (2) 

(11) IT-MS, Dep MS/MS, fünftintensivstes Ion aus (2) 

(12) FT-MS, Dep MS/MS, Auflösung: 100 000, fünftintensivstes Ion aus (2) 

Tab. 3-8:  Parameter für die datenabhängige MS/MS-Aufnahme 

     bei der offline Nano-ESI-Messung am LTQ FT-Gerät 

* Aufgrund verschiedenster Ursachen sowohl auf gerätespezifischer (erstes ausgeliefertes Finnigan LTQ FT, Prototyp-

Stadium) als auch programmtechnischer Seite wurden die Einstellungen für die automatischen, datenabhängigen MS/MS-

Aufnahmen während der Nano-LC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS-Messungen der A498-Proben variiert. Die BN30-Proben 

wurden jedoch nur nach Parameter 2 (Tab. 3-7) vermessen.  

Weitere Einzelheiten zu den verschiedenen Instrumenten werden nachfolgend aufgeführt. 
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Thermo Finnigan LCQ Deca XP 

Das LCQ Deca XP 3D-Ionenfallen-Massenspektrometer besitzt ein differentiell gepumptes 

Vakuumsystem mit Druckgradienten von Atmosphärendruck bis ca. 2 ·10-5 mbar, welches die 

Analyt-Ionen beim Weg in die Paul-Falle durchqueren (Abb. 3-3). Die Ionen werden z.B. 

durch die orthogonal angebrachte, justierbare ESI-Quelle bei Atmosphärendruck erzeugt. 

Zur Veranschaulichung ist hier der ESI-Ionenbildungsprozess schematisch dargestellt. Durch 

eine beheizbare Transferkapillare gelangen die Ionen in das MS-Gerät. Zur besseren 

Lösemittelabtrennung befindet sich der restliche lineare Ionenweg in den Massenanalysator 

achsenverschoben zu dieser Eingangskapillare. Die Ionen werden bei ihrem Weg durch vier 

Linsen und zwei Multipolen geleitet und zu einem Ionenstrahl gebündelt, bis sie, in der Paul-

Falle angekommen, durch Stöße mit Heliumatomen und aufgrund des elektrischen Feldes 

abgebremst werden. Hier können sie gesammelt und analysiert werden. Zur Detektion 

werden die Ionen sukzessiv nach ihrem m/z-Wert über die hintere Endkappe entleert und 

mithilfe einer Konversionsdynode und einem Elektronenvervielfacher registriert. 
 
Abb. 3-3:  Schema zum Aufbau der 3D-Ionenfalle 

x

y

Ia

Ic

Ib

Id

Ie

If

Ig
Ih

Ij

Ik

Im

In

IIa

IIb

IIc IId

IIe

IIf

IIIa
IIIb

IIIc

IIId

IIIe

d1

d2

d3 d4

~1 bar

~1,5 mbar ~2 10 mbar
 .  -3

~2 10 mbar
 .  -5 ~2,3mbar

 

d0

 
Legende:  

I Ionenquelle (Probenzufuhr/Ionisation/Ionentransfer) II Massenanalysator (3D-Ionenfalle, Paul-Falle) 

IIa 

IIb 

IIc 

IId 

IIe 

IIf 

Einlass-Endkappe (hyperbolisch gewölbt) 

Quartz Spacer (Isolierringe) 

Ringelektrode (hyperbolisch geformt) 

Auslass-Endkappe (hyperbolisch gewölbt) 

Zuleitung für inertes Stoßgas (Helium-Zufuhr) 

Ausgangslinse hinter der Ionenfalle 

III Detektion 

Ia 

Ib 
 

Ic 

Id 
 
 

Ie 

If 

Ig 

Ih 
 

Ij 

Ik 

Im 

In 

Zuleitung der Probelösung  

Zuleitung von Vernebelungsgas um die Spraynadel  
(N2-Zufuhr für bessere Desolvatation der Analytmoleküle) 

metallische Spraynadel, justierbar in x,y-Richtung 

Elektrospray (mit vergrößerter Ansicht dargestellter „Positiv-Modus“:  
 d0: Taylorkonus; d1-d4: Desolvatation + Coloumb-Explosion;  
 Erläuterungen dazu in Kap. 2.1.1.2) 

Messingheizblock mit Thermoelement 

beheizbare Ionentransferkapillare 

Tube Lens (zur Fokussierung der Ionen nach Austritt aus Ie) 

Skimmer  
(reduziert den Einlassanteil an Neutralteilchen wie Lösemittelmoleküle) 

Quadrupol (vier quaderförmige Metallstäbe) 

Intermultipol-Linse (zur Fokussierung nach Ij) 

Octapol (acht runde Metallstäbe) 

Einlasslinse vor der Ionenfalle (zur Fokussierung nach Im) 

IIIa 

IIIb 
 

IIIc 
 
 

IIId 
 

IIIe 

Ionenstrom aus der Ionenfalle  

Konversionsdynode auf 15 kV (abh. v. Ionensorte entgegengesetzte 
Zug-Spannung: positive Ionen „-15 kV“ oder negative „+15 kV“) 

Sekundärpartikel (geladene und ungeladene Teilchen 
herausgeschlagen nach Auftreffen der Ionen aus der Ionenfalle auf 
die Dynode: Verstärkung des Signals) 

Elektronenmultiplier  
(weitere Signalverstärkung durch Elektronenkaskade) 

MS-Datenverarbeitung 
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Thermo Finnigan LTQ FT 

Das LTQ FT Hybridmassenspektrometer besteht aus zwei MS-Geräteeinheiten mit einem 

vorderen, unabhängigen LTQ- (Abb. 3-4, A: lineare Ionenfalle) und einem daran ange-

koppelten FT-Teil (Abb. 3-4, B: FTICR-MS-Gerät). Das differentiell gepumpte Vakuumsystem 

umfasst hierbei einen Druckgradienten von 13 Größenordnungen (bar bis 10-10 mbar).  

Der Aufbau der ESI-Ionenquelle und des Ionentransfersystems zur linearen Ionenfalle ist 

dem beim LCQ Deca XP-Gerät fast identisch. Das LTQ-Gerät besitzt jedoch eine zusätzliche 

Druckstufe und damit eine Linse und ein Multipol mehr. Außerdem hat die lineare Ionenfalle 

seitlich zwei Detektoreinheiten zur Ionenregistrierung.  

Die Ankopplung an den FT-Teil geschieht axial über eine Reihe von Linsen und Multipolen. 

Die Detektion erfolgt wie in Kapitel 2.1.2.3 beschrieben. Der verwendete supraleitende 

Magnet erzeugt eine Flussdichte von sechs Tesla. 

 

Abb. 3-4:  Schema zum Aufbau des Hybridmassenspektrometers 

AIa

AIb

AIc

AId

AIe AIf

AIg
AIh

AIj

AIk

AIm

AIn AIo

AIp

AIq

AIIa
AIIb

AIIc

AIId

AIII

x y
AIVa

AIVb

BIa

BIb

BIc

BId

BII

~1 bar > 4 mbar ~10 mbar
-3 

~10 mbar
-4 

~10 mbar
-5 

~10 mbar
-7 

bis ~10 mbar
  -10

BIII

BIII

 LTQ-
Daten

FTICR-
 Daten

z

 
Legende:  

A LTQ (linearer Ionenfallenmassenspektrometer) AIV Ionentransfer aus der Ionenfalle heraus 

AI Ionenquelle (ähnlich wie bei LCQ Deca XP) AIVa 

AIVb 

Ausgangslinse 

Octapol 

B FT-ICR (Fouriertransformation-Ionenzyklotronresonanz-
Massenspektrometer) 

BI Ionenoptik für Ionentransfer in die ICR-Zelle 

AIa - AIh 

AIj - AIq 

AIj,m 
 

AIk,n,o,q 
 
 

AIp 

Probenzufuhr und Ionenbildung 

Ionenoptik für Ionentransfer 

kurzes und längeres Quadrupol  
(je 4 quaderförmige Metallstäbe) 

Intermultipol-Linsen  
(Ionenlinsen zur Fokussierung des Ionenstrahls und  
 zur Abgrenzung der verschiedenen Druckstufen) 

Octapol  

BIa,c 

BIb,d 

Intermultipol-Linsen 

Octapole 

AII Massenanalysator (lineare Ionenfalle) BII Massenanalysator/-detektor (zylindrische ICR-Zelle) 

AIIa,c 

AIIb 
 
 

AIId 

Einlass- bzw. Auslass-Endkappen 

speziell geformtes Quadrupol  
(4 innen hyperbolisch Metallstäbe, 2 Stäbe mittig längs  
 offen für den Ionenauslass zur Detektion mittels AIII) 

Zuleitung für inertes Stoßgas (He-Zufuhr) 

AIII 2 Detektoreinheiten (Aufbau siehe LCQ Deca XP) 

BIII aktiv abgeschirmter, supraleitender Magnet:  

6 Tesla bei 4,2 K;  
Ringspule aus multiverdrillten NbTi-/Cu-Filamenten;  
Ummantelung gekühlt: innen mit He (fl) (Siedepunkt bei 4,2 K)  
bzw. außen mit N2 (fl) (Siedepunkt bei 77,4 K) 
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AP-MALDI-Quelle 

Neben ESI bzw. NSI wurde auch die kommerziell erhältliche AP-MALDI-Quelle Modell 

AP/MALDI 121 mit der Steuerungssoftware AP MALDI Target v.3.3 (MassTech, Inc., 

Columbia, MD, USA) benutzt. Zur Ionisierung wurde ein Stickstofflaser (Thermo Laser 

Science OEM 337-Si Nitrogen Laser) mit einer Emissionswellenlänge von λ = 337 nm und 

einer Pulslänge von 4 ns verwendet.  

 
 

MALDI-Präparation 

Die Proben für MALDI wurden mit α-CHCA nach Dünnschicht-Methode [Vorm et al. 1994] 

bzw. für das ALADIM II-Reflektor-TOF-MS mit DHB nach Dried Droplet-Methode [Karas 

& Hillenkamp 1988; Strupat et al. 1991] präpariert, wobei die Matrixlösung in Ethanol/Wasser 

(1:1, v/v) mit 0.1 % Ameisensäure hergestellt wurde.  

 
 

Weitere Massenspektrometer:  ALADIM II und Bruker Ultraflex TOF/TOF 

 
Das ALADIM II (Advanced Laser Desorption Ionisation Mass Analyser II) [Chaurand et al. 

1999] ist ein zweistufiges Reflektor-Flugzeitmassenspektrometer aus Eigenbau und arbeitet 

mit einer Beschleunigungsspannung von etwa 18.5 kV. Zur Verbesserung der Massen-

auflösung besitzt es zusätzlich eine Einheit zur verzögerten Ionenextraktion (DE, engl.: 

delayed extraction). Zur Ionisierung wird ein N2-Laser (VSL-337 NDS, Laser Science, Inc., 

Franklin, MA, USA) mit der Wellenlänge von λ = 337 nm und einer Pulslänge von 3 ns 

verwendet. Besonderes Merkmal dieses Massenspektrometers ist die koaxiale Laser- und 

Ionenoptik. Für die Steuerung, Datenaufnahme und -auswertung wurde das Programm 

Ulisses (Universal Laser Ionisation Spectrometry System’s Evaluation Software, Version 8.1, 

© Prof. Dr. Bernhard Spengler) benutzt, wobei die Daten mit einen digitalen Oszilloskop 

(LeCroy 9350 AM) aufgenommen wurden.  
Die Messungen am ALADIM II wurden mit freundlicher Unterstützung von Herrn Dr. Dieter Kirsch aus unserer Arbeitsgruppe 

durchgeführt und für die Abb. 4-2 verwendet.  

 

Das Ultraflex TOF/TOF ist ein Tandem-Flugzeitmassenspektrometer der Firma Bruker 

Daltonik GmbH (Bremen, D) ausgestattet mit einem Stickstofflaser (λ = 337 nm) und einer 

LIFT-MS/MS-Einheit. Die LIFT-Technik ermöglicht eine Nachbeschleunigung der selektierten 

Vorläuferionen in der Kollisionszelle, so dass auch high energy CID durchgeführt werden 

kann. Datenaufnahme und –auswertung erfolgte mit den Programmen FLEXControl 1.2 und 

XMASS/NT Version 5.1.5.  
Die Messungen am Ultraflex wurden mit freundlicher Unterstützung von Frau Dr. Monica Linder (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Klaus 

T. Preissner, Universitätsklinikum Gießen, D) durchgeführt und für die Abb. 4-4 verwendet.  
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3.3 Methoden 
 
Für die Analyse der HLA-Antigene auf den Nierenkarzinomzellen wurden zwei 

unterschiedliche Strategien verfolgt:  

(1.)  Ein klassischer Ansatz verwendet Immunaffinitätschromatographie zur spezifischen  

  MHC-Peptidgewinnung.  

(2.)  Eine stark vereinfachte, unspezifische Probenaufarbeitung basiert auf Säureelution und  

 Größenausschluss.  

Zur Entwicklung der neuen, vereinfachten Methode kam es, nachdem von den untersuchten, 

komplexen Proben auch hochgenaue Massen im unteren ppm-Bereich für Vorläufer- und 

Fragmentionen akquiriert werden konnten.  

 

3.3.1 Probenmaterial: MHC-Klasse I Peptide aus spezifischer Aufreinigung  

  (Immunaffinitätschromatographie) 
 
Für die Analyse der MHC-I bindenden Peptide wurden ca. 1010 Tumorzellen der kommerziell 

erhältlichen Nierenkrebszelllinie RCC A498 (engl.: renal carcinoma cell line) gesammelt und 

mittels Immunaffinitätschromatographie spezifisch aufgereinigt. Das resultierende Proben-

material wurde von Herrn Dr. Thomas Flad (Abteilung für Transplantationsimmunologie und 

Immunhämatologie der Universität Tübingen, D) für die weiteren MS-Analysen zur Verfügung 

gestellt. Die Isolierung der MHC-Klasse I Antigene mit anschließender Freisetzung der 

assoziierten Peptide erfolgte wie in der Literatur beschrieben [Flad et al. 1998; Flad 1998]. 

Die Kultivierung der Krebszellen fand ohne Stimulierung mit Interferon-gamma statt.  

Eine kurze Skizzierung der Vorgehensweise ist nachfolgend dargestellt:  

MS-Analyse

Auftrennung mittels Umkehrphasen-HPLC 

Abtrennung  MHC-Komplexen (pH 2, Ultrafiltration)der MHC-Peptide von den

Immunaffinitätschromatographie über spezifische monoklonale Antikörper

Zelllyse und Solubilisierung von   MHC-Molekülen mit Detergentien

Ernte von ca. 10  kultivierten Tumorzellen
10

automatische DB-Suche
mit SEQUEST

De novo-Sequenzierung

 
Abb. 3-5:  Fließschema zur Isolierung der MHC-I bindenden Peptide 
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Zunächst wurden die geernteten Tumorzellen mithilfe von Detergentien lysiert, um die auf 

der Oberfläche befindlichen, fest mit der Zellwand verankerten MHC-Moleküle in Lösung zu 

bringen und für die nachfolgende Untersuchung zugänglich zu machen. Durch die 

anschließende Verwendung von monoklonalen Antikörpern (mAk) wurden dann spezifisch 

HLA-Klasse I Antigene gebunden und durch mehrere Waschschritte von den anderen 

Bestandteilen isoliert. Hierbei war es besonders wichtig, auch kleinste Restmengen an 

Detergentien zu entfernen, die später in der MS-Analyse stören konnten. Die nachfolgende 

saure Elution der MHC-Peptidkomplexe von den mAk bei pH 2 löste auch gleichzeitig die 

Assoziation zwischen MHC-Proteinen und gebundenen Peptiden, die durch Ultrafiltration 

voneinander abgetrennt wurden. Das Filtrat mit den freien Peptiden wurde zum Schluss mit 

Umkehrphasen-HPLC fraktioniert und als eingefrorene Probe gelagert.  

Die eingefrorenen Fraktionen mit je 3 µl Inhalt wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Es 

wurden jeweils 5 µl 50 % Methanol in Wasser mit 0.1 % Ameisensäure (FA, engl.: formic 

acid) zugegeben und von diesen Ansätzen je 2 µl für die offline Nano-ESI-MS/MS 

verwendet.  

Die MS/MS-Aufnahmen wurden zunächst auf dem Finnigan LCQ Deca XP durchgeführt. 

Hierbei war eine manuelle Auswahl der Vorläuferionen nötig, da die aus der spezifischen 

Aufarbeitung resultierenden Proben noch immer sehr komplex waren (Gesamtpeptidgehalt: 

< 1 pmol pro HPLC-Fraktion mit 10 bis 100 Peptidspezies). Durch die manuelle Auswahl 

konnte eine optimale Geräteeinstellung für die Ionenausbeute und für hinreichend gute 

Fragmentionenspektren der zuvor im Übersichtspektrum beobachteten Signale erreicht 

werden.  

Des Weiteren wurden auch einige AP-MALDI-Messungen mit der kommerziell erhältlichen 

Ionenquelle von MassTech (AP/MALDI 121) durchgeführt.  

Die Auswertung der Spektren geschah hauptsächlich manuell mit de novo-Sequenzierung, 

da eine automatische Datenbanksuche mithilfe von TurboSEQUEST nicht erfolgreich war 

(siehe Kap. 4.2.1.4).  

Mit der späteren Verfügbarkeit des Finnigan LTQ FT an unserem Institut konnte nun auch 

eine teilweise Automatisierung des Ablaufs durch die schnellere MS-Datenaufnahme in der 

linearen Ionenfalle und der nahezu zeitgleichen Erfassung im hochgenauen FT-ICR-Teil des 

Hybridmassenspektrometers bewerkstelligt werden. Dabei wurden die Vorteile ausgenutzt, 

die maßgeblich durch die computergestützte datenabhängige MS/MS-Aufnahme (im 

Data Dependent ™-Modus, „Dep MS/MS“ Tab. 3-8) und anschließende Auswertung mit der 

neueren Version von BioWorks beigetragen wurden.  
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Die Identifizierung des Ursprungsproteins erfolgte mit Hilfe des frei zugänglichen Programms 

PeptideSearch, wodurch vorgeschlagene Peptidsequenzen bestätigt oder noch fehlende 

Teilsequenzstücke ermittelt werden konnten. Die enthaltene Peptidsequenzsuche 

(Kap. 3.3.3) hatte auf eine nicht redundante Proteindatenbank (Stand vom 28.5.2003) 

Zugriff. Für die Datenbanksuche mit PeptideSearch wurden folgende Standardeinstellungen 

verwendet:  

 Proteingröße:    0 – 300 kDa 

 Organismus:     Human 

 weitere Einstellung:  „Isoleucine equals Leucine“  bzw.  „Glutamine equals Lysine“  

(letzteres nicht bei FTICR-Daten, da K und Q hier unterscheidbar sind) 

 
Im Anschluss wurden die Peptidsequenzen noch mit dem Programm Syfpeithi (Kap. 3.3.3) 

auf passende Bindungsmotive der identifizierten MHC-Peptide für den ausgewählten HLA-

Typ untersucht (z.B. HLA-A*0201 und HLA-B*08 für RCC A498 [Flad et al. 1998; 

Rammensee et al. 1995; Sutton et al. 1993]). Mit dem Programm können T-Zell-Epitope 

vorhergesagt werden, die abhängig von einem berechneten Score-Wert (siehe unten) eine 

bestimmte Wahrscheinlichkeit für die Bindung an MHC-Komplexen besitzen sollen. Die 

Vorhersage basiert auf den in der Literatur beschriebenen Bindungsmotiven und 

berücksichtigt somit die Aminosäuren (AA, engl.: amino acid) eines möglichen MHC-Peptids, 

die an bestimmten Ankerpositionen zu finden sind (siehe Abb. 2-6). Eine häufig in der 

Literatur erwähnte Aminosäure an einer bestimmten Position stellt somit einen idealen Anker 

für eine Bindung dar.  

Bei der Berechnung des Scores bekommen die einzelnen AA eines betrachteten Peptids 

bestimmte Kennwerte zugeordnet. Dabei hängt die Größe dieser Kennwerte davon ab, ob es 

sich hierbei um ideale (= 10) oder weniger übliche Ankeraminosäuren (= 6 bis 8) an 

bestimmten Peptidpositionen handelt. Ebenso werden bei der Kalkulation Hilfsanker 

(= 4 bis 6) und bevorzugte Reste (= 1 bis 4) an anderen Positionen mit einbezogen. 

Aminosäuren, denen ein negativer Einfluss auf das Bindungsvermögen zugeschrieben wird, 

erhalten Werte zwischen -1 bis -3. Die Summe der einzelnen Kennwerte ergibt dann den 

angezeigten Score-Wert.  

Ab einem Syfpeithi-Score-Wert von 25* kann ein vorgeschlagenes Peptid als potentieller 

Ligand für den jeweiligen HLA-Typ betrachtet werden.  
 

* (persönliche Mitteilung von Prof. Dr. Stefan Stevanovic) 
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3.3.2 Probenmaterial: Peptide aus unspezifischer Aufreinigung (Säureelution) 

 
Die im vorangegangen Kapitel geschilderte Immunaffinitätsaufreinigung ist aufgrund der 

Verwendung von monoklonalen Antikörpern sehr aufwändig. Da hierbei zudem nur eine 

geringe Ausbeute erreicht wird, sollte ein Verfahren entwickelt werden, womit sich die 

gesuchten Liganden auf der Zelloberfläche einfacher und gleichzeitig in höherer Ausbeute 

erfassen lassen.  

 
Als Ausgangsmaterial diente hier die bereits erwähnte Zelllinie A498. Für einen zusätzlichen 

Vergleich wurde noch eine andere renale Krebszelllinie, die RCC BN30 von der Abteilung 

Nephrologie der Universität Göttingen, mit derselben Methode untersucht.  

Für die unspezifische Aufreinigung wurden die Krebszellen in einem Citrat-Phosphat-Puffer 

(0.131 M Citronensäure, 0.066 M Natriumphosphat) bei pH 3.0 inkubiert, um die assoziierten 

Peptide im sauren Medium direkt von den auf der Zelloberfläche befindlichen MHC-

Komplexen zu eluieren und in Lösung zu bringen [Storkus et al. 1993; Frassanito et al. 1995; 

Herr et al. 2000; Clark et al. 2001]. Danach erfolgte eine Abscheidung von den Zellen durch 

Zentrifugation. Der gelöste Überstand wurde weiter mit Umkehrphasen-HPLC fraktioniert 

(C8-Säule, UV-Detektion bei λ = 220 nm, Fraktionsintervall: 5 min).  

Diese Vorarbeiten wurden an der Universität Tübingen in Zusammenarbeit mit Dr. Thomas 

Flad durchgeführt, so dass die vorfraktionierten und eingefrorenen Proben für die weitere 

massenspektrometrische Untersuchung zur Verfügung standen.  

 
Jede erhaltene Fraktion wurde zunächst durch Ultrafiltration mit einer Ausschlussgröße 

(Cut Off) bei 3 kDa von den größeren Peptiden und Proteinen getrennt. Die verwendeten 

Zentrifugal-Ultrafilter wurden durch Waschen vorkonditioniert:  

1. je 400 µl 0.1 % FA in MeOH/H2O (50:50, v/v)  

2. je 400 µl 0.1 % FA (aq)  

 
Anschließend wurden nach Auftauen bei Raumtemperatur jeweils 100 µl der erhaltenen 

Fraktionen zur Ultrafiltration (12000 g, 30 min) verwendet und noch zweimal mit der gleichen 

Lösung wie aus dem erstem Vorkonditionierungsschritt nachgewaschen. Die resultierenden 

Filtrate mit den jeweiligen niedermolekularen Anteilen wurden dann vereinigt und wieder auf 

50 µl eingeengt. Später wurden davon jeweils 5 µl für jede Analyse mittels HPLC-ESI-MS/MS 

(„Dep MS/MS“ Tab. 3-5) eingesetzt und dreimal vermessen.  

In dieser ersten massenspektrometrischen Analyse mit Kapillar-LC-Kopplung (Summit-

Anlage) an das LCQ Deca XP erwiesen sich die Proben noch als zu komplex. Des Weiteren 

war hier keine Datenvalidierung möglich (Kap. 4.2.2.2).  
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Daher wurden weitere Untersuchungen am LTQ FT durchgeführt, um die hohe Massen-

genauigkeit für eine Validierung nutzen zu können („Dep MS/MS“ Tab. 3-6 und Tab. 3-7). Die 

chromatographische Trennung wurde hier mit 3 µl Probenmenge an der Nano-LC (Ultimate-

Anlage) durchgeführt (ebenfalls Dreifachmessung).  

 
Das nachfolgende Schema veranschaulicht den Ablauf der Methode: 

Krebszellen
Krebszelle 

mit Biomolekülen 
auf der Oberfläche

Säureelution
bei pH 3

abgelöste
Biomoleküle/Peptide

abgelöste
Biomoleküle/Peptide

Vorfraktionierung
mittels C8-HPLC

1 2 3 4                                ...

Abtrennung durch Zentrifugation

1 2 3 ...                       

1 2 3                      ...
1 2 3                       ...

1 2 3                      ...

Ultrafiltration
3 kDa Cut Off

Fraktionen
"< 3 kDa"

Nano-LC-
FTICR-MS

und -MS/MS

(weitere Aufarbeitung für MS-Analyse)

Chromatogramm
aus UV-Detektion

 

Abb. 3-6:  Fließschema zur unspezifischen Probenaufarbeitung.  

Durch Säureelution bei pH 3 werden Biomoleküle und Peptide von der Oberfläche der Krebszellen abgelöst 

und anschließend durch Zentrifugation von den Zellen abgetrennt. Danach erfolgt eine Vorfraktionierung in 

5-min-Schritten mithilfe der Umkehrphasen-HPLC. Nach Ultrafiltration bei 3 kDa werden die resultierenden 

niedermolekularen Fraktionen mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICRMS/MS vermessen und ausgewertet.  
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3.3.3 Datenbankrecherchen 

 
Für die erste Datenbankrecherche der Peptidsequenzen und zugehörigen Ursprungsproteine 

wurde hauptsächlich das Programm TurboSEQUEST genutzt. Es beinhaltet einen 

Suchalgorithmus zur Proteinidentifizierung in Proteingemischen über Fragmentionenspektren 

und ist Bestandteil des Programmpakets BioWorks der Firma Thermo Scientific GmbH 

(Bremen, D).  

Die automatische Datenbanksuche wurde mit den BioWorks-Softwareversionen 2.8 bis 3.2 

durchgeführt. Insbesondere wurden die BioWorks-Versionen 3.1 und 3.2 mit wenig 

stringenten Parametern (Tab. 3-9) für die Auswertungen der MS- und MS/MS-Daten benutzt.  

Die zuletzt verwendete BioWorks-Version 3.2 SR 1 beinhaltete gegenüber den Vorgänger-

versionen folgende für die Arbeit relevante Verbesserungen:  

- Berücksichtigung der hochpräzise gemessenen Massen bei der DB-Suche (jedoch 

nur für Vorläuferionen auch im ppm-Bereich; Fragmentionen bis 0.02 u) 

- Verknüpfung zusammengehöriger Datensätze aus unterschiedlichen Messungen für 

die Ermittlung und Darstellung gemeinsamer Ergebnistreffer (MultiConsensus-

Funktion), z.B. für verschiedene LC-MS-Läufe einer aliquotierten Probe oder 

unterschiedlicher Fraktionen gleichen Probenursprungs  

- zusätzliche Möglichkeit der Anzeige nur eines Ergebnistreffers bei mehreren 

identischen Peptidsequenzvorschlägen (Different Peptides)  

- zusätzlicher wahrscheinlichkeitsbasierter Algorithmus zur Bestimmung der Rate für 

falsch positiver Peptidtreffer („Peptide Probability“)  

 

Datenbank für TurboSEQUEST 

Für die automatische Datenbanksuche durch TurboSEQUEST wurde eine indizierte, nicht 

redundante Proteindatenbank verwendet. Dazu wurde die „nr.fasta“ Datenbank in der 

aktualisierten Fassung vom 18.06.2005 von der Homepage des National Center for 

Biotechnology Information NCBI geladen (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/db/FASTA/) und es 

wurden anschließend mithilfe des Programms Fasta Database Utilities von BioWorks nur 

Proteine mit Schlüsselwörtern wie „human“ oder „homo sapiens“ in einer neuen, schließlich 

verwendeten Datenbank zusammengefasst.  
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Die folgende Tabelle listet die Einstellungen für die vorgenommenen Datenbanksuchen auf.  
 

Parameter 1 (Version 3.1) Beschreibung 

� auf Peptidebene 

Vorläuferionenmasse, Massenfehlertoleranz 

(„Precursor Mass“,  

„Precursor Ion Tolerance) 

  

   500 – 3500 Da    und  

   +/- 0.01 u (FT-MS)    bzw.   +/- 0.5 u (IT-MS) 

Massenfehlertoleranz der Fragmentionen 

(“Fragment Ion Tolerance“) 

   +/- 0.5 u  

(Programm berücksichtigte keine besser/kleiner eingegebenen Werte) 

Kreuzkorrelation 

(„XC“) 

(gibt an, wie gut ein Spektrum zu einem kalkulierten, idealen Spektrum passt) 

   > 0.5  

Delta Cn 

(„∆Cn“) 

(dient als Maß für die Ähnlichkeit der Ergebnistreffer untereinander)  

   > 0.1  

Parameter 2 (Version 3.2) Beschreibung 

� auf Peptidebene 

Vorläuferionenmasse, Massenfehlertoleranz 

(„Precursor Mass“,  

„Precursor Mass Accuracy“) 

 

   600 – 3500 Da    und  

   +/- 3 ppm (FT-MS)      bzw.   +/- 0.5 u (für Vergleich mit LCQ Deca XP) 

Massenfehlertoleranz der Fragmentionen 

(“Fragment Ion Tolerance“) 

   +/- 0.02 u * (FT-MS)    bzw.   +/- 0.5 u (für Vergleich mit LCQ Deca XP) 

(* Suchalgorithmus unterstützte keine besseren Werte) 

verschiedene Peptide  

(„Different Peptides“) 

Es werden nur verschiedene Peptidtreffer angezeigt. Bei Duplikaten bzw. 

mehrfach vorgeschlagenen Treffern wird nur die Peptidsequenz mit der höchsten 

Wahrscheinlichkeit (zu einem Protein) berücksichtigt. 

Peptidwahrscheinlichkeit  

(„Peptide Probability“) 

„Wahrscheinlichkeitswert“ zur Abschätzung der Anzahl an falsch positiven 

Ergebnistreffern; wird nach statistischen Erwartungswerten berechnet, die sich auf 

alle Peptidvorschläge im gesamten zu analysierenden Datensatz beziehen. 

Vorgegebener Schwellenwert:  

   10
-3 = 1:1000 (= ein falsch positiver Treffer aus 1000 Vorschlägen) 

� auf Proteinebene (bei allen BioWorks-Versionen gleich) 

Molekulargewicht     1000 – 300 000 Da 

Tab. 3-9:  (Vor-)Filterparameter für die TurboSEQUEST-DB-Suche 

 
 

De novo-Sequenzierungsprogramm 

Für die Verifizierung der Peptidsequenzen anhand der hochpräzise gemessenen MS- und 

MS/MS-Daten wurde das Programm PeptideComposer in der Version 1.0 verwendet 

(www.peptidecomposer.com), welches von Prof. Dr. Bernhard Spengler für das 

kompositionsbasierte de novo-Sequenzierungsverfahren CBS (engl.: composition based 

sequencing) entwickelt wurde.  
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Weitere Datenbanken 

Für weitere Recherchen zur Identifizierung der Ursprungsproteine der ermittelten 

Peptidsequenzen wurden Proteindatenbanken (UniProt = Universal Protein Resource 

[Apweiler et al. 2004; Bairoch et al. 2005], SwissProt, TrEMBL = Translated EMBL [Bairoch & 

Apweiler 1996]) bzw. DNA-Datenbanken (EMBL = European Molecular Biology Laboratory 

[Hamm & Cameron 1986]) genutzt.  

Gesucht wurde unter anderem mit dem Peptide Search Service (Kap. 3.3.1), welches unter 

anderem unter  

http://www.mann.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/peptidesearchpage.html  

kostenlos verfügbar ist und EMBL-Daten vom European Bioinformatics Institute (EBI) enthält.  

Das Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) beherbergt die Server des ExPASy (Expert 

Protein Analysis System) [Gasteiger et al. 2003]), welche ebenfalls kostenlos Informationen 

für die Proteomforschung bereitstellen:  http://www.expasy.org 

Hier konnte z.B. die UniProt-Datenbank (zuletzt verwendet im April 2007) für die 

Ergebnisevaluierung der Resultate aus Kapitel 4.3.1.3 genutzt werden. 

 

Für die Vorhersage der Bindungswahrscheinlichkeit eines identifizierten Peptids an das 

Bindungsmotiv eines MHC-Komplexes eines bekannten HLA-Typs wurde das frei 

zugängliche Programm Syfpeithi (http://www.syfpeithi.de) [Rammensee et al. 1999] benutzt.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 

 

Die Charakterisierung von MHC-I bindenden Peptiden stellt aufgrund der geringen zur 

Verfügung stehenden Ausgangsmenge und der großen Anzahl möglicher Peptide, die in 

einer Probe auftreten können, eine besondere Herausforderung dar. Die Aufklärung der 

Primärstrukturen dieser Peptide ist häufig nur mithilfe der Massenspektrometrie und einer 

nachfolgenden de novo-Sequenzanalyse möglich.  

Daher wurden zu Beginn dieser Arbeit zunächst einige wichtige instrumentelle Parameter 

systematisch anhand eines Referenzpeptides untersucht, um optimale massenspektro-

metrische Bedingungen für die de novo-Sequenzierung zu finden.  

Außerdem wurden ein klassisches Verfahren auf Basis der Immunaffinitätschromatographie 

zur Ermittlung von MHC-I bindenden Peptiden aus Proben einer Nierenzellkarzinom-Zelllinie 

durchgeführt und die Vor- und Nachteile dieser Vorgehensweise diskutiert.  

Anhand dieser Ergebnisse konnten anschließend die Probenaufarbeitungsschritte und 

Datenanalyseverfahren für eine neue Methode modifiziert und angepasst werden, um eine 

schnelle und einfachere Durchführung mit validierten Ergebnissen zu erhalten.  

Zur Anwendung auf reale Fragestellungen wurde die neu entwickelte Methode dann für die 

Untersuchung von zwei Nierenzellkarzinom-Zelllinien und zum Schluss noch einmal an 

Proben aus der Immunaffinitätschromatographie eingesetzt.  
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4.1 Vergleich von Parametern für die MS/MS-Aufnahme 

 
Die massenspektrometrische Datenauswertung und Identifizierung der Peptide erfolgt 

aufgrund der genannten Vorteile (Kap. 2.3) über die Interpretation der Fragmentionen-

spektren. Daher wurden zunächst für die Aufnahme der MS/MS-Spektren wichtige 

instrumentelle Parameter untersucht, um optimale Bedingungen für die Analyse zu finden:  

� Vergleich von unterschiedlichen Ionisationstechniken und Ladungszuständen,  

� Unterschiede bei IT-MS² und TOF/TOF-MS,  

� MSn-Option und verschiedene Kollisionsenergien,  

� Massenauflösung und –Genauigkeit.  

Für die nachfolgenden Untersuchungen wurde ein Referenzpeptid verwendet, welches 

einem bekannten krebsspezifischen Protein, dem Melanom Antigen 3 (vom engl.: melanoma 

antigen-encoding gene 3, MAGE 3) [Ding et al. 1994; Gaugler et al. 1994; van der Bruggen 

et al. 1994], entstammt. Dieses Peptid wurde eingesetzt um die erhaltenen Spektren und 

Ergebnisse direkt miteinander vergleichen zu können.  

 

 
Abb. 4-1:  Fragmentierungsschema des MAGE 3-Peptids mit der Sequenz FLWGPRALV aus dem [M+H]+-Ion. 

Bei der angegebenen kalkulierten monoisotopischen Masse handelt es sich hier um die des [M+H]-Moleküls und berücksichtigt die 

Masse eines Elektrons (etwa 0.5 mmu). Die Kleinbuchstaben a, b, c, x, y, z kennzeichnen die jeweiligen Fragmentionentypen, die 

gestrichelte Linie die Bindungsbruchstelle im Peptid und die dazugehörige, berechnete Fragmentionenmasse. „n“ gibt die Anzahl 

der übrig gebliebenen Aminosäurereste des jeweiligen Fragmentes wieder, an dem auch die Ladung verbleibt (Schema modifiziert; 

aus dem Programm The PSD-MALDI Peptide Sequencer (PepSeq) Version 7.01 von Frank Lützenkirchen 1998).  
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4.1.1 Vergleich verschiedener Ionisationstechniken (MALDI, ESI, Ladungszustände) 

 
Die Ionisationstechniken MALDI und ESI gehören zu den so genannten „sanften“ 

Ionisierungsmethoden, weil sie Biomoleküle fragmentierungsarm in die Gasphase 

überführen und ionisieren. Beide Techniken finden heute eine breite und dominierende 

Anwendung in der Massenspektrometrie und Proteomforschung.  

Der genaue mechanistische Ablauf der Ionisationsprozesse für beide Techniken ist nicht 

vollständig geklärt. Anhand experimenteller Beobachtungen gibt es Hinweise, dass die 

Ionisierung bei MALDI und ESI auf grundlegend verschiedenen Prozessen beruht, wie z.B. 

Gasphasenreaktionen von Analytmolekülen mit Matrixionen oder Desolvatisierung von 

Analytmolekülionen. Daher scheint es nicht verwunderlich, dass aus derselben zu 

untersuchenden Probe (z.B. einer HPLC-Fraktion aus der spezifischen MHC-Peptid-

aufreinigung) bei Verwendung dieser beiden Ionisationstechniken unterschiedliche 

Massenspektren resultieren können. Folglich können sich die erhaltenen Datensätze 

unterscheiden und in der Information ergänzen, d.h. sie sind komplementär.  

Abb. 4-2 demonstriert die Vorteile bei Verwendung beider Ionisationstechniken. Das MALDI-

Massenspektrum links zeigt ein dominierendes Signal bei m/z 1077.5 u, während das ESI-

Spektrum von der gleichen Probe unten rechts stark verrauscht ist. Wird nun aufgrund der 

Kenntnisse aus der MALDI-MS-Aufnahme bei ESI gezielt die doppelt geladene Spezies 

[M+2H]2+ (m/z = 539 u) isoliert und fragmentiert, so wird im ESI-MS/MS-Modus ein 

auswertbares Fragmentionenspektrum dieses ausgewählten Vorläuferions erhalten, obwohl 

das Signal im Vorläuferionenspektrum nicht erkennbar ist.  
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Abb. 4-2:  MALDI- (links) bzw. ESI-Übersichtmassenspektrum (rechts unten) derselben Probe und erfolgreiche 

ESI-MS/MS-Aufnahme durch gezielte Auswahl des zweifach positiven Vorläuferions (rechts oben). Die MALDI-Messung 

wurde am ALADIM II durchgeführt, die ESI-Messung am Finnigan LCQ Deca XP. Das MALDI-Spektrum kann zur 

Vorauswahl eines interessanten Massenbereichs aus dem stark verrauschten ESI-Spektrum der gleichen HPLC-Fraktion 

herangezogen werden.  
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4.1.1.1 Einfach geladene Spezies in der Ionenfalle 

In einigen Fällen, abhängig von Struktur und Instrumentenparametern, ist es möglich, sowohl 

bei MALDI als auch bei ESI gleiche Vorläuferionen von derselben Substanz zu beobachten. 

In diesen Fällen handelt es sich meist um einfach geladene Ionen, da beim MALDI-Prozess 

fast ausschließlich [M+H]+-Ionen gebildet werden. In Ionenfallen-Massenspektrometern 

können in den MS/MS-Spektren der einfach geladenen Vorläuferionen, die aus dem MALDI- 

oder ESI-Ionenbildungsprozess (auch Nano-ESI bzw. NSI) stammen, keine Unterschiede in 

den Fragmentionenspektren festgestellt werden (Abb. 4-3). Die Ionen fragmentieren hier in 

gleicher Weise, weil mögliche unterschiedliche Anfangsenergien der Vorläuferionen bei der 

Fragmentierung in diesem Analysatortyp keine wesentliche Rolle spielen.  
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Abb. 4-3:  MS/MS-Aufnahmen des einfach geladenen Referenzpeptids FLWGPRALV gemessen am LCQ Deca XP  

(oben: AP-MALDI; unten: Nano-ESI). Rote Zahlen geben die beobachteten Fragmentionenmassen der b-Ionen, gelbe die 

der a-Ionen, blaue die der y-Ionen und grüne die der internen Fragmente wieder (teilweise inklusive Abspaltung oder 

Addition von Ammoniak bzw. Wasser). Zur Veranschaulichung der aus den MS/MS-Spektren ablesbaren Peptidsequenz 

sind die komplementären b- und y-Ionenserien eingezeichnet. 
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In beiden MS/MS-Spektren des Referenzpeptides kann die komplette Sequenzinformation 

abgelesen werden, wobei eine Massendifferenz von 28 u auf die Abspaltung von CO und 

somit auf eine a- und b-Fragmentionenserie schließen lässt. Gleichzeitig kann so von der 

y-Serie unterschieden werden, die die komplementäre Sequenzinformation enthält. 

Durch das Auftreten einer Vielzahl interner Fragmente, die aus bereits gebildeten 

Fragmenten durch weitere Bindungsbrüche entstehen, werden beide Fragmentionen-

spektren sehr komplex. MS/MS-Spektren von unbekannten Substanzen lassen sich aufgrund 

der vielen Fragmentionensignale oft schwer interpretieren.  

 

Vergleich von IT-MS² mit TOF/TOF-MS 

Vergleicht man nun die in Abb. 4-3 dargestellten mit der Ionenfalle aufgenommenen 

Fragmentionenspektren des Referenzpeptides mit dem MALDI-TOF/TOF-Spektrum in Abb. 

4-4, so erkennt man zwei wesentliche Unterschiede. In Abb. 4-4 treten im Gegensatz zu den 

Ionenfallenspektren im unteren Massenbereich Immoniumionen auf, die bei der normalen 

IT-MS/MS-Aufnahme aufgrund der Stabilitätsbedingungen in der Ionenfalle (Lösungen der 

Mathieuschen Gleichungen) nicht beobachtet werden können. Bei höhermolekularen 

Verbindungen fehlen deshalb auch niedermolekulare b- und y-Ionen im IT-MS/MS.  
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478.3       (B Y ) +1         GPRAL
480.3       (B Y ) +1         WGPR
551.3       (B Y ) +1         WGPRA
664.4       (B Y ) +1         WGPRAL
811.5       (C Y ) +1         LWGPRAL

8 6 5

8 6 5

6 7 4

7 7 5

7 8 6

8 8 4  
Abb. 4-4:  MALDI-LIFT-MS²-Spektrum vom einfach geladenen MAGE 3-Peptid.  

Zusätzlich zu den bereits erwähnten a- (gelb), b- (rot), y- (blau) und internen (grün) Fragmentionen 

treten bei Hochenergie-Kollisionen im Flugzeitmassenspektrometer einige weitere auf, wie z.B. 

z-Ionen (hellblau) und Immoniumionen (orange).  
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Zusätzlich zu den erwähnten Ionensignalen treten bei Hochenergie-Kollisionen wie hier bei 

der LIFT-Technik im Ultraflex TOF/TOF auch noch weitere Ionenserien (z.B. z-Ionen), 

Fragmentierungen von Seitenketten und viele weitere interne Fragmente auf. Diese können 

einerseits eine ermittelte Sequenz durch die hohe Informationsabdeckung bestätigen, 

andererseits eine de novo-Sequenzierung aufgrund der Fülle an Ionensignalen 

verkomplizieren.  

 

4.1.1.2 Zweifach geladene Spezies in der Ionenfalle 

Im Gegensatz zu Ionenfallenspektren einfach geladener Ionen sieht ein Fragmentionen-

spektrum eines zweifach geladenen ESI-Vorläuferions viel übersichtlicher aus (Abb. 4-5). Es 

kann anhand der bekannten Fragmente die komplette Sequenz abgelesen werden. Ein 

Nachteil stellt das gleichzeitige Auftreten von einfach und mehrfach geladenen Fragmenten 

im unteren Massenbereich dar, da es unter Umständen zu Signalüberlagerungen dieser 

Ladungszustände kommen kann. Zudem werden in der Regel wenige a-Ionen beobachtet, 

so dass eine Zuordnung des Fragmentionentyps aufgrund unzureichender Unterscheidung 

von b- oder y-Ionen problematischer als bei MS/MS-Spektren von einfach geladenen 

Vorläuferionen sein kann. Trotzdem lässt eine MS/MS-Analyse des [M+2H]2+ oftmals eine 

leichtere Interpretation des Spektrums zu, weil hier viel weniger interne Fragmente 

entstehen.  
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Abb. 4-5:  Fragmentionenspektrum des zweifach geladenen Referenzpeptids FLWGPRALV 

aufgenommen mit NSI am Finnigan LCQ Deca XP (blau: y-Ionen; rot: b-Ionen; grün: interne 

Fragmente; rosa: doppelt geladene Fragmentionen). Ein Fragmentionenspektrum aus einem 

zweifach geladenen Vorläuferion kann die komplette Sequenzinformation aus b- und y-Ionen 

enthalten und lässt sich aufgrund der geringeren Anzahl an internen Fragmenten einfacher 

interpretieren als ein MS/MS-Spektrum aus einem einfach geladenen Vorläuferion.  
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4.1.2 MSn-Option und Kollisionsenergie 

 
Nur in Ionenfallen-Massenspektrometern besteht die Möglichkeit, ohne zusätzliche 

Analysatoren Fragmentionenspektren höherer Dimensionen (MSn) von nur einem 

Ausgangsmolekül zu erzeugen. In Ionenfallen können gezielt und sukzessiv Fragmente der 

zuvor gebildeten Fragmente abhängig von der Ionenausbeute des jeweiligen Vorläuferions 

produziert und anschließend gemessen werden. Durch diese struktur-abhängigen 

Fragmentierungen werden noch genauere Aussagen über den Aufbau der untersuchten 

Substanzen erzielt. Richtige Anwendung der MSn-Option kann so zur Ermittlung und 

Zuordnung benachbarter Aminosäuren (AA, engl.: amino acid) oder anderer Strukturen 

führen.  

Im Beispiel des MAGE 3-Peptids mit der Sequenz FLWGPRALV kann durch MS³-Analyse 

ein Fragmentionenspektrum des einfach geladenen y7-Ions erzeugt werden (Abb. 4-6), 

welches dem MS/MS-Spektrum gleicht, das aus dem um zwei AA verkürzten Peptid mit 

Sequenz WGPRALV gebildet wurde.  
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Abb. 4-6:   Fragmentionenspektrum  vom  y7-Ion (MS³-Spektrum) des  Referenzpeptids  gemessen  

mit NSI am Finnigan LCQ Deca XP (blau: y-Ionen; rot: b-Ionen; gelb: a-Ion; grün: interne Fragment-

ionen). Mit der MS³-Option in Ionenfallen-Massenspektrometern können Strukturinformationen auch 

von Teilsequenzstücken eines Peptids näher untersucht werden, die vorher im MS/MS-Experiment 

gezielt ausgewählt und isoliert und für das MS³ zur Fragmentierung angeregt worden sind.  
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Ein weiterer Vergleich der Fragmentionenspektren, aufgenommen bei unterschiedlichen 

Kollisionsenergien, zeigt (Abb. 4-7), dass mit ansteigender Aktivierungsamplitude eine 

Zunahme kleinerer Fragmentionen auf Kosten der höhermolekularen, intensiveren 

Ionensignale erfolgt. Die verstärkte Bildung dieser Fragmente beruht auf der Tatsache, dass 

mit steigender Anregungsenergie mehr Kollisionen in der Zelle stattfinden können, die die 

weitere Fragmentierung der Fragmentionen fördern. Hierdurch wird jedoch die Komplexität 

der erhaltenen Spektren gesteigert. Die Interpretation der zusätzlich gebildeten internen 

Fragmente gestaltet sich bei unbekannten Verbindungen meist sehr schwierig, so dass 

dadurch der Informationsgehalt in der Regel nicht erhöht wird.  
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Abb. 4-7:  Fragmentionenspektren vom y7-Ion des MAGE 3-Peptids FLWGPRALV erzeugt mit unter-

schiedlichen Aktivierungsamplituden (Kollisionsenergien) am Finnigan LCQ Deca XP.  

Mit zunehmenden Kollisionsenergien werden verstärkt kleinere Fragmentionen auf Kosten der höher-

molekularen gebildet. Die beiden, überlagert dargestellten MS³-Spektren resultierten aus der Frag-

mentierung, die mit einer Aktivierungsamplitude von 60 % (hellblau) bzw. 100 % (orange) erzeugt wurden.  

 

Gute MSn-Aufnahmen werden erhalten, wenn die Kollisionsenergie so gewählt wird, dass ein 

Vorläuferion durch Anlegen einer geeigneten Aktivierungsamplitude im resultierenden 

Spektrum gerade noch zu sehen ist.  

Da diese Optimierung der Aktivierungsamplitude bei jeder Kalibrierung automatisch durch 

die mitgelieferte MS-Gerätesoftware erfolgt, ist eine manuelle Einstellung des Wertes in der 

Regel nicht nötig. 
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Vorteile des Finnigan LTQ FT 

Abb. 4-8 zeigt das Fragmentionenspektrum des zweifach positiv geladenen Referenzpeptids 

aufgenommen mit dem Finnigan LTQ FT. Durch die Verwendung der Linearen Ionenfalle mit 

der geräumigeren Fallenform wird eine größere Ionenkapazität und damit verbunden eine 

höhere Empfindlichkeit erreicht (Kap. 2.1.2.3). Dadurch kann die untere Massengrenze 

gegenüber dem Finnigan LCQ Deca XP zusätzlich ausgeweitet werden und es werden auch 

kleinere Fragmente wie a2- bzw. b2-Ionen detektiert (Abb. 4-8 oben).  
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Abb. 4-8:  Fragmentionenspektrum des doppelt geladenen Referenzpeptids gemessen mit NSI am 

Finnigan LTQ FT. Oben ist der gesamte Massenbereich aus dem MS/MS-Spektrum abgebildet, unten 

nur ein vergrößerter Teilausschnitt daraus. Zur Veranschaulichung der Unterschiede in der 

Massenauflösung zwischen LTQ- (hellblau) und FT-Teil (braun) des Hybridmassenspektrometers sind 

in der unteren Grafik die mit den verschiedenen Analysatortypen aufgenommenen Spektren mit dem 

gleichen Massenbereich überlagert worden.  
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4.1.3 Auflösung und Massengenauigkeit 

 
Ein weiterer wichtiger Parameter für die Auswertung von Massenspektren ist das 

Auflösungsvermögen eines Massenspektrometers, damit nahe beieinander liegende 

Ionensignale unterschieden und richtig zugeordnet werden können.  

Zur Verdeutlichung dieser Unterschiede ist der vergrößerte Teilausschnitt des gleichen 

Massenbereiches, gemessen einmal im LTQ- als auch im FT-(ICR-)-Analysator des 

Hybridmassenspektrometers, überlagert worden (Abb. 4-8 unten). Das Auflösungsvermögen 

bei m/z 450 u liegt hier bei der Ion Trap um R = 1000, bei der FTICR-Technik um R = 

450000, so dass im letzteren Analysatortyp sogar Ladungszustände von Ionen mit hohen 

m/z-Werten (hier nicht dargestellt) und in vielen Fällen auch überlagerte Ionensignale 

anhand der getrennten Isotope unterscheidbar sind.  

Die FTICR-Technik des Finnigan LTQ FT gestattet zudem eine präzise Zuordnung der 

Massen mit Genauigkeiten von unter 2 ppm, so dass mit der Bestimmung der exakten 

Massen nur sehr wenige Aminosäuren aufgeklärt werden müssen, um die ganze 

Zusammensetzung an Aminosäuren (engl.: amino acid composition, AAC) in kleineren 

Peptiden zu bestimmen [Spengler 2004].  

Als Beispiel werden Massengenauigkeiten für einige Fragmentionen aus Spektrum Abb. 4-8 

berechnet, um die Leistungsfähigkeit dieser Technik zu demonstrieren. Zusätzlich ist die 

Massenauflösung für das jeweilige Fragmention angegeben, die vom Programm Xcalibur 

aus dem Spektrum mittels Halbwertsbreitenmethode ermittelt wurde:  

m/z beobachtet m/z berechnet 
 

Fragmention 
für monoisotopische Masse 

∆(m/z) 

{ = (m/z) beob  

   - (m/z) ber } 

 

Massengenauigkeit 

{ ∆(m/z) / (m/z) ber }  

 

Massenauflösung  
(von Xcalibur berechnet) 

b3
+
 447.2394 u 447.2391 u + 0.3 mmu + 0.7 ppm 447239 

a8
2+

 457.2744 u 457.2740 u + 0.4 mmu + 0.9 ppm 381062 

b8
2+

 471.2721 u 471.2715 u + 0.6 mmu + 1.3 ppm 386289 

   Tab. 4-1:  Vergleich der Massengenauigkeit und –auflösung am Beispiel einiger Fragmentionen aus Abb. 4-8 

Bei der ESI kommt es zur bevorzugten Ausbildung mehrfach geladener Ionen, abhängig von 

der Anzahl protonierbarer Positionen in einer Verbindung. Da im Massenspektrometer nicht 

Massen, sondern Masse-zu-Ladungs-Verhältnisse m/z bestimmt werden können, muss für 

die Ermittlung der Masse noch die Ladungszahl z anhand des Ladungszustandes der 

untersuchten Substanz festgestellt werden. Diese Bestimmung wird durch die Auswertung 

von Isotopenmustern ermöglicht, welche durch chemisch gleiche Verbindungen verursacht 

werden, die sich aus verschiedenen Isotopen der Atome gleicher Ordnungszahl 

zusammensetzen. Bei Biomolekülen werden diese Isotopenmuster vorwiegend durch die 

Kohlenstoffisotope 12C und 13C bestimmt, wobei eine Massendifferenz zwischen den 

Isotopen von ∆m (13C -12C) = 1.00335 u auf eine Einfachladung deutet (Isotopenmassen 

wurden bezogen aus http://physics.nist.gov/PhysRefData/Compositions/index.html).  
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Mehrfach geladene Moleküle besitzen deshalb Isotopenmuster mit kleineren beobachteten 

Massendifferenzen ( )
( )

z
C-Cm

zm
1213

beob

∆
=∆ , so dass sich hieraus die Ladungszahl mit 

( )
( )beob

1213

zm
C-Cm

z
∆

∆
=  ermitteln lässt (Abb. 4-9).  

Eine weitere Möglichkeit zur Ermittlung des Ladungszustandes besteht in der Bestimmung 

der Massendifferenzen zwischen den Ionensignalen verschieden geladener, jedoch 

benachbarter Ionenspezies desselben Analyten.  

R: ( )

FWHM: 
( )

Auflösung 

Halbwertsbreite
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f w h m
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Abb. 4-9:  Ausgewählte Bereiche aus dem FT-Massenspektrum des Referenzpeptids gemessen mit NSI 

am Finnigan LTQ FT. Links ist das doppelt, rechts ist das einfach geladene Quasimolekülion ([M+2H]2+ bzw. 

[M+H]+) mit ihren typischen Isotopenmustern ausgewählt worden. Zur Verdeutlichung sind einige Kenn-

zahlen wie z.B. die erreichte Massenauflösung und die Massendifferenz zwischen den Isotopen angegeben, 

die aus dem Massenspektrum ablesbar sind.  

 

m/z beobachtet m/z berechnet 
 

Quasimolekülion 
für monoisotopische Masse 

∆(m/z) 

{ = (m/z) beob  
   - (m/z) ber } 

 

Massengenauigkeit 

{ ∆(m/z) / (m/z) ber } 

 

Massenauflösung  
(von Xcalibur berechnet) 

[M+2H]
2+

 529.8109 u 529.8110 u - 0.1 mmu - 0.2 ppm 363745 

[M+H]
+
 1058.6151 u 1058.6146 u + 0.5 mmu + 0.5 ppm 174747 

Tab. 4-2:  Vergleich der Massengenauigkeit und –auflösung am Beispiel der Quasimolekülionen  

     mit unterschiedlichen Ladungszuständen 

 
Die Benutzung höchstauflösender Massenspektrometer mit hoher Massengenauigkeit ist für 

die exakte und schnelle Bestimmung unbekannter Moleküle (de novo-Sequenzierung) 

unabdingbar.  

Eine nähere Betrachtung zu diesem Aspekt wird in den nachfolgenden Kapiteln anhand der 

dort erlangten Ergebnisse dargestellt.  
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4.1.4 Schlussfolgerung aus dem Parametervergleich 

 

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der instrumentellen Parameter zeigen, dass die 

erhaltenen MS- und MS/MS-Daten maßgeblich von der Ionisierungstechnik und dem 

verwendeten Analysatortyp und dessen Einstellungsmöglichkeiten abhängen.  

� Obwohl sich die resultierenden MS-Datensätze wie z.B. aus der Ionisation mit MALDI 

und ESI oftmals gut ergänzen, ist eine Ausnutzung aller einstellbaren Parameter 

aufgrund der meist zu geringen Probenmenge nicht realisierbar.  

� Für die Interpretation der beobachteten Fragmentionensignale spielen b- und y-

Ionenserien die entscheidende Rolle, so dass die Analyse der MS/MS-Spektren von 

zweifach geladenen Vorläuferionen deutlich einfacher ist. Hier ergeben sich aufgrund 

der geringeren zusätzlichen internen Fragmentierungen weniger komplizierte 

Spektren als bei einfach geladenen Vorläuferionen, wie sie bei MALDI fast 

ausschließlich gebildet werden. Daher wird in den nachfolgenden Durchführungen vor 

allem ESI als Ionisationstechnik benutzt.  

� Die MS/MS-Analyse mittels Flugzeitmassenspektrometrie hat den Vorteil, dass auch 

die Aminosäure-spezifischen Immoniumfragmente erfasst werden, die in vielen Fällen 

bei Ionenfallengeräten nicht beobachtet werden können. Durch hochenergetische 

Kollisionen in einer separaten Stoßzelle können weitere Sequenzinformationen wie 

zusätzliche interne Fragmentierungen oder Seitenkettenfragmentierungen erhalten 

werden, die zur Bestätigung einer bekannten oder bereits ermittelten Peptidsequenz 

beitragen können. Eine de novo-Sequenzierung wird hier jedoch durch die vielen 

Ionensignale verkompliziert.  

� Durch sukzessive MSn-Fragmentierung, wie es in Ionenfallengeräten auch ohne 

zusätzlichen Analysator möglich ist, können zuvor fehlende strukturrelevante 

Informationen ergänzt und benachbarte Aminosäuren bestimmt werden.  

� Die Aufnahme von MS/MS-Spektren bei verschiedenen Aktivierungsamplituden bringt 

keinen Interpretationsnutzen, da mit ansteigender Amplitude vor allem viele kleinere 

zusätzliche Fragmente gebildet werden, die nicht den bekannten Fragmentionen-

serien angehören und so nur die Komplexität der Spektren erhöhen. Daher reicht bei 

jeder LCQ- bzw. LTQ-Kalibrierung der automatisch ermittelte Wert für die 

Aktivierungsamplitude aus. 
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Als entscheidendes instrumentelles Kriterium hat sich die höchstauflösende MS bewährt: 

� Mit Hilfe eines sehr hohen Auflösungsvermögens können Ladungszustände auch von 

Ionen großer Masse bestimmt und gleichzeitig nahe beieinander liegende Signale, 

bei denen der Abstand nur wenige mmu beträgt, unterschieden werden.  

� Mit der Bestimmung der exakten Masse müssen nur wenige Aminosäuren (eins bis 

vier AA) bestimmt werden, um für eine z.B. nonamere Peptidsequenz die vollständige 

Zusammensetzung an Aminosäuren zu ermitteln.  

 

Da das hochauflösende Finnigan LTQ FT zu Beginn der hier beschriebenen Arbeiten 

noch nicht zur Verfügung stand, wurden die nachfolgenden, massenspektrometrischen 

Analysen zunächst an der 3D-Ionenfalle Finnigan LCQ Deca XP durchgeführt. 
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4.2 Klassische Analyseverfahren zur Bestimmung von Peptiden und Proteinen  

  auf der Oberfläche von Nierenkrebszellen 

 

Für die Bestimmung der MHC-I bindenden Peptide auf Nierenkrebszellen wurden zwei 

unterschiedliche Ansätze verfolgt:  

Zum einen sollte ein klassisches Verfahren mit hochspezifischer Probenaufarbeitung, zum 

anderen ein neuer, unspezifischer Ansatz mit einfacherem und schnellerem Ablauf 

untersucht werden.  

 
 
4.2.1 Klassische Methode mithilfe IT-MS/MS-Analyse und de novo-Sequenzierung  

(Probenmaterial: MHC-Klasse I Antigene aus spezifischer Aufreinigung) 

 
Zunächst wurden einige der durch Immunaffinitätschromatographie (IAC) aufgereinigten 

Proben offline mit Nano-Elektrosprayionisation (NSI) oder mit MALDI bei Atmosphärendruck 

(AP-MALDI) am Finnigan LCQ Deca XP vermessen. Die erhaltenen MS- und MS/MS-

Aufnahmen wurden anschließend mit Hilfe der de novo-Sequenzierung und dem auto-

matischen DB-Suchprogramm TurboSEQUEST ausgewertet. Bei den manuell ermittelten 

Peptidsequenzen erfolgte eine weitere Analyse in Datenbanken, die zur Überprüfung der 

bestimmten Sequenzen und/oder der Ermittlung von fehlenden Sequenzstücken dienen 

sollte. Außerdem konnte hierbei das jeweilige Ursprungsprotein identifiziert werden. Danach 

wurden die erarbeiteten Peptidvorschläge mit Hilfe des Programms Syfpeithi überprüft, ob 

sie mit der bei der Affinitätsaufarbeitung verwendeten, bekannten Motivstruktur 

übereinstimmten. Zur Absicherung der ermittelten Peptidsequenzen wurden Referenzpeptide 

synthetisiert und deren MS/MS-Spektren mit den Originalspektren verglichen.  

Im nachfolgenden Kapitel wird an Beispielen von MHC-I bindenden Peptiden die 

Vorgehensweise für die Primärstrukturanalyse mittels de novo-Sequenzierung beschrieben 

und auf die erhaltenen Ergebnisse eingegangen. 

 

4.2.1.1 De novo-Sequenzierung  

Prinzipiell wird bei einer de novo-Sequenzierung zuerst geprüft, ob es sich bei dem 

vorliegenden MS/MS-Spektrum um das eines Peptids handelt. Da die bereits erwähnten 

Immoniumionen aufgrund der Einschränkung im unteren Massenbereich bei Ionenfallen nicht 

beobachtet werden (Kap. 4.1.1.1, Vergleich mit TOF/TOF-MS), erfolgt die Überprüfung hier 

nur durch das Auffinden von Aminosäure-spezifischen Massendifferenzen (Inkrement-

massen).  
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Für die Primärstrukturanalyse wird davon ausgegangen, dass es sich bei den MHC-I 

bindenden Peptiden im Allgemeinen um eine lineare Peptidstruktur ohne posttranslationale 

Modifikationen handelt, so dass die Variationsmöglichkeiten bei der Interpretation dieser 

Peptidspektren wesentlich eingeschränkt werden. Bei dieser Strukturanalyse wird zunächst 

versucht, eine Sequenz im MS/MS-Spektrum beginnend von der beobachteten Masse des 

ausgewählten Vorläuferions, der Quasimolekülionmasse [M+H]+, zu finden. Dabei kann die 

Abfolge der Inkrementmassen direkt vom [M+H]+ aus abgesucht werden (y-Ionenserie) oder 

erst nach Abspaltung eines Wassermoleküls (b-Ionenserie).  

Ein generelles Problem bei der MS-Analyse von Peptidfragmenten ist, dass Leucin (L) und 

Isoleucin (I) aufgrund ihrer gleichen Summenformel bei niederenergetischer CID 

massenspektrometrisch nicht unterscheidbar sind.  

Eine Differenzierung dieser isobaren (massengleichen) Aminosäuren kann erst durch 

Hochenergiestöße und dadurch induzierte Seitenkettenfragmentierungen erreicht werden. 

Eine weitere Möglichkeit dieses Problem bei der Strukturaufklärung zu lösen, besteht in 

einem Vergleich mit den Proteinsequenzen aus Protein- oder DNA-Datenbanken.  

Das ausgewählte Beispiel in Abb. 4-10 zeigt Fragmentionenspektren aus der Fraktion 31, die 

in der LCQ Deca XP-Ionenfalle nach manueller Vorläuferionenauswahl der Masse mit 

m/z = 1009.6 u (Spektrum a, MS²) und des dort resultierenden Fragmentes mit m/z = 498.3 u 

(Spektrum b, MS³) erhalten worden sind.  

Im MS/MS-Spektrum (a) fällt zunächst auf, dass neben dem [M+H]+ bei m/z = 1009.6 u ein 

sehr intensives Ionensignal bei der Masse mit m/z = 992.5 u auftritt. Diese Massendifferenz 

von ∆m = 17 u lässt sich durch eine Abspaltung von Ammoniak erklären und weist somit auf 

ein Peptid mit mindestens einer zusätzlichen Aminogruppe an den Seitenketten hin. Diese 

Beobachtung wird durch die weiteren NH3-Abspaltungen im selben Spektrum bekräftigt und 

lässt den Schluss zu, dass das Peptid eine Aminosäure wie K, N, Q oder R enthält.  

Das nächste Fragmentionensignal bei m/z = 991.5 u muss durch Abspaltung eines 

Wassermoleküls entstanden sein und wird daher als erstes b-Ion identifiziert. Von dort 

ausgehend wird das nächste potentielle b-Ion bei m/z = 878.5 u beobachtet, welches im 

Abstand eines Isoleucins bzw. Leucins (113 u) vorliegt, so dass das benachbarte Signal 

bei m/z = 896.4 u als „b+18“-Fragment zugeordnet wird. Das darauf folgende b-Ion wird im 

Abstand eines Prolins mit 97 u bei m/z = 781.4 u gefunden und wird außerdem durch das 

Vorhandensein eines a-Ions im Abstand von 28 u bei m/z = 753.4 u bestätigt. Die 

benachbarten Signale dieses b-Ions bei m/z = 764.3 u und 799.3 u werden durch Abspaltung 

eines Ammoniakmoleküls bzw. Anlagerung eines Wassermoleküls erklärt.  

  



 Ergebnisse und Diskussion 57 

 

300 400 500 600 700 800 900 1000
m/z

0

100

R
e

la
ti

v
e
 A

b
u

n
d

a
n

z

498.3

781.4

896.4

764.3

1009.6
597.3481.2

710.5

753.4693.6
580.3 878.5

383.2
799.3682.3

991.5

963.6

b-Serie b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9

115 (D) 99 (V) 113 (I/L) 113 (I/L)71 (A) 97 (P)

[M+H]+

992.5

MS²-Spektrum von m/z = 1009.6 u

150 200 250 300 350 400
m/z

383.3

253.2 366.3

270.3
287.3

157.2

100

R
e

la
ti

v
e
 A

b
u

n
d

a
n

z

0

b1 b2 b3

(R) 113 (I/L) 113 (I/L)

400.3

MS³-Spektrum von m/z = 498.3 u

355.3

(a)

(b)

 

Abb. 4-10:  Fragmentionenspektrum aus Vorläuferion m/z = 1009.6 u (a) in Fraktion 31 und Ausschnitt aus dem 

MS³-Spektrum von m/z = 498.3 u (b); aufgenommen mit AP-MALDI an der 3D-Ionenfalle LCQ Deca XP.  

In die Massenspektren sind rot die b-Ionen und die aus den Inkrementmassen abgeleiteten, zugeordneten 

Aminosäuren eingezeichnet. Außerdem sind einige beobachtete a-Ionen (gelb) und die Massenabstände von 17 u 

(= Masse von NH3; hellorange) und 18 u (= Masse von Wasser; hellblau) eingetragen worden.  

 



 Ergebnisse und Diskussion 58 

 

Auch die weiteren Signale bei m/z = 710.5 u (zusätzliches a-Ion bei 682.3 u), 597.3 u, 

498.3 u und 383.2 u werden als potentielle b-Ionen mit ihren „b-17“-Fragmenten 

(m/z = 693.6 u, 580.3 u, 481.2 u und 366.2 u) zugeordnet, so dass ein Alanin (71 u), ein 

weiteres Isoleucin oder Leucin, ein Valin (99 u) und eine Asparaginsäure (115 u) der 

gesuchten Sequenz hinzugefügt werden.  

 
Da dem MS/MS-Spektrum nun keine weiteren Sequenzinformationen entnommen werden 

können, werden die fehlenden Informationen aus dem zusätzlich aufgenommenen 

MS3-Spektrum des hoch abundanten Fragmentionensignals bei m/z = 498.3 u entnommen 

(Abb. 4-10, b). Dabei wird dem bereits interpretierten b-Ion bei m/z = 383.3 u das zugehörige 

a-Ion bei m/z = 355.3 u zugeordnet. Mit den Signalen bei m/z = 270.3 u und 157.2 u werden 

die fehlenden b-Ionen ermittelt, so dass zwei weitere Isoleucine / Leucine und ein Arginin 

bestimmt werden, die die Peptidsequenz zu R(I/L)(I/L)DV(I/L)AP(I/L) komplettieren.  

Durch das N-terminale Arginin können schließlich die Ursache für die vielen Ammoniak-

abspaltungen, das bevorzugte Auftreten der b-Ionenserie und das Fehlen der y-Ionenserie 

erklärt werden, da das ladungsgebende Proton in diesem Fall am basischen Arginin-Rest 

angelagert wird.  

 
Eine anschließende Suche nach dem Ursprungsprotein mit Hilfe des Programms 

PeptideSearch über die Peptidsequenzsuche ergibt nur einen Ergebnistreffer, der die 

vorgeschlagene Peptidsequenz als Teilsequenz „RLLDVLAPL“ aus der kurzen Isoform der 

alpha1-Kette des Kollagenproteins Typ XVIII (UniProtKB-Datenbankeintrag: P39060-2; 

AA-Position: 14-22) identifiziert.  
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4.2.1.2 Schwierigkeiten bei der de novo-Sequenzierung  

Das im vorigen Abschnitt ausgewählte Beispiel war vergleichsweise einfach zu inter-

pretieren, obwohl nur niedrigaufgelöste Ionenfallenspektren zur Verfügung standen. Es 

werden jedoch in den meisten Fällen wesentlich kompliziertere Fragmentionenspektren 

erhalten, die die Interpretation erheblich erschweren. Am Beispiel des nächsten MS/MS-

Spektrums (Abb. 4-11) aus der Fraktion 30 wird gezeigt, worin einige dieser Schwierigkeiten 

bei der de novo-Sequenzierung aus niedrigaufgelösten Massenspektren liegen können:  

� Massenabstände von 17 u bzw. 18 u weisen auf eine zusätzliche Abspaltung oder 

Anlagerung von Ammoniak bzw. Wasser an einem beobachteten Fragment hin. 

Dieses kann zu möglichen Verwechslungen bei der Interpretation der resultierenden 

Inkrementmassen führen (Tab. 4-3).  

� Isobare oder massenähnliche Inkremente von AA oder AAC führen bei fehlenden 

Zwischenfragmenten zu mehrdeutigen Auslegungen (Tab. 4-4).  

� Überlagerungen von Fragmentionensignalen erschweren eine eindeutige Zuordnung 

der Fragmente. Im vorliegenden MS/MS-Spektrum kann z.B. das Ion bei 

m/z = 1006.4 u als Überlagerung aus dem Signal des zweiten Isotopenpeaks des 

„b9-NH3“-Ions und dem monoisotopischen Peak des y9-Ions interpretiert werden 

(berechnete Masse bei 1006.47 u bzw. 1006.52 u). Diese Annahme wird durch die 

ungewöhnlich hohe Intensität dieses betrachteten Isotopenpeaks und durch den 

MS/MS-Spektrenabgleich mit dem synthetischen Referenzpeptid bestätigt.  

� Es können deutlich erkennbare Ionensignale im MS/MS-Spektrum auftreten, die 

keinem bisher bekannten Fragment eines Sequenzvorschlags zuordenbar sind, weil 

sie aus unbekannten internen Fragmentierungsprozessen oder Umlagerungen 

stammen. (Aus Gründen der Übersichtlichkeit werden im vorliegenden Beispiel die 

bekannten internen Fragmente nicht eingezeichnet.) 

� Es können Überlagerungen von MS/MS-Spektren aufgrund ungenügender Massen-

selektivität bei der Auswahl der Vorläuferionen für die Aufnahme der Fragmentionen-

spektren auftreten. Dadurch können Vorläuferionen gleicher oder sehr ähnlicher 

Masse durch Kofragmentierungen zu Fehlinterpretationen im resultierenden 

Fragmentionenspektrum führen. Im vorliegenden Beispiel stammen die prominenten 

Signale bei m/z = 1091.2 u und 1151.2 u nicht vom untersuchten Peptid ab. Sie 

konnten aber bei der Aufnahme des MS/MS-Spektrums des Vorläuferions mit m/z = 

1151.3 u in mehreren benachbarten Fraktionen wiedergefunden werden. Die hier 

nicht gezeigten Daten dieser MS/MS-Spektren belegen, dass nur drei prominente 

Fragmentionen bei m/z = 1091.1 u, 1031.1 u und 845.3 u in den Spektren auftreten 

(beide letztgenannten Ionen mit relativen Intensitäten < 10 %).  
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Abb. 4-11:  NSI-MS/MS-Spektrum des Vorläuferions mit m/z = 1153.5 u aus Fraktion 30 (schwarz) überlagert 

mit dem des synthetischen Referenzpeptids FLGENISNFL (grün), aufgenommen am LCQ Deca XP.  

Die aus den Inkrementmassen abgeleiteten, zugeordneten Aminosäuren geben die komplette Peptidsequenz wieder 

(deutlich erkennbar: die Massen bei m/z = 1091.2 u und 1151.2 u stammen nicht vom ausgewählten Vorläuferion).  
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In den folgenden Tabellen sind beispielhaft einige berechnete Inkrementmassen angegeben, 

die bei der Interpretation der Fragmentionenspektren zu Verwechslungen führen können, 

wenn die Massenauflösung zu gering ist:  

AA Inkrement / u 

massenähnliches 

Inkrement / u 

dazugehörige AA inklusive  

Abspaltung (–) bzw. Anlagerung (+)  

97.02 D – H2O 

P 97.05 
97.02 N – NH3 

L 113.08 113.05 M – H2O 

N 114.04 114.03 M – NH3 

D 115.03 115.06 P + H2O 

E 129.04 129.06 F – H2O 

M 131.06 131.09 L + H2O 

F 147.07 147.05 E + H2O 

Tab. 4-3:  Mögliche Verwechslung von Inkrementmassen verschiedener AA,  

die formal aus einer zusätzlichen Abspaltung oder Anlagerung von Wasser  

        bzw. Ammoniak an einem beobachteten Peptidfragment stammen können.  

 

AAC 

Isobare AA bzw. AAC 

(gleiche Elementar-

zusammensetzung) 

Inkrement / u 

massenähnliche 

AA bzw. AAC Inkrement / u 

GG N 114.04 - - 

AG Q 128.06 K 128.09 

TG SA 158.07 - - 

LG VA 170.10 - - 

QG NA 185.08 GK 185.12 

EG DA 186.06 W  bzw. 

VS 

186.08  bzw. 

186.10 

LS TV 200.11 CP  bzw. 

AE 

200.06  bzw. 

200.08 

Tab. 4-4:  Beispiele für isobare AAC- Inkremente, die eine de novo-Sequenzierung  

     verkomplizieren, vor allem wenn Zwischenfragmente nicht erfasst werden.  

zu Tab. 4-3 und Tab. 4-4:  

-  Unterstrichen sind die tatsächlich beobachteten Inkremente in den vorliegenden Beispielen.  

-  Zur übersichtlicheren Darstellung wird hier nur L in den Tabellen angegeben und auf die  

   Schreibweise (I/L) verzichtet.  
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Diese häufigen Beobachtungen lassen sich mit den standardmäßig verwendeten Massen-

spektrometern wie z.B. einer Quadrupolionenfalle oft nicht eindeutig lösen. Das Problem liegt 

hier bei der niedrigen Auflösung und Massengenauigkeit des verwendeten 

Massenanalysators, so dass die experimentell beobachteten Massensignale in den 

vorliegenden Spektren mit Abweichungen von bis zu 0.3 u (abhängig von der Gesamtzahl 

der Ionen und den resultierenden Raumladungseffekten in der Ionenfalle) zur kalkulierten 

interpretierten Masse berücksichtigt werden müssen. Aus der Tab. 4-3 wird beim Vergleich 

der massenähnlichen Inkremente ersichtlich, dass solche Fehlinterpretationen wie z.B. bei 

den Aminosäuren Q und K erst bei einer Differenzierungsmöglichkeit von besser als einer 

Nachkommastelle vermieden werden. Diese Eigenschaft wird durch die Verwendung von 

höher auflösenden Massenspektrometern wie z.B. bei FTICR-MS erreicht.  

Des Weiteren kann aus vielen MS/MS-Spektren keine eindeutige Sequenzabfolge ermittelt 

werden, da teilweise wichtige Fragmentionensignale vor allem im unteren Massenbereich 

fehlen. Für die Interpretation der Fragmentionenspektren ergeben sich daraus Schwierig-

keiten durch das Fehlen der Immoniumionen und für den Bereich des N-terminalen 

Peptidendes, wenn kein komplementäres y-Ion zugeordnet werden kann. In den meisten 

Fällen sind aufgrund der zu geringen Signalintensitäten keine zusätzlichen MS³-Aufnahmen 

möglich, so dass einer vorgeschlagenen Sequenz nur Kompositionen aus zwei oder mehr 

AA mit unbestimmter Reihenfolge zuordenbar sind. Zusätzlich unterscheiden sich in vielen 

Fällen die in Frage kommenden Kompositionen nicht in ihrer elementaren Zusammen-

setzung (Tab. 4-4).  

Die ermittelten Sequenzen können daher nur durch Abgleich mit Datenbankeinträgen und 

mit synthetischen Referenzpeptiden eindeutig bestätigt werden. Außerdem bietet sich durch 

diese Vorgehensweise die Möglichkeit, zuvor nicht interpretierte Fragmentionensignale dem 

vorgeschlagenen Peptid sicher zuzuordnen.  

 
 
4.2.1.3 Resultate der Primärstrukturaufklärung von MHC-I bindenden Peptiden nach IAC-

Aufreinigung und anschließender IT-MS/MS-Analyse 

Wie die massenspektrometrische Analyse des eluierten Peptidpools von RCC A498-Zellen 

nach Immunaffinitätschromatographie zeigte, war es mit dem analytischen System und der 

de novo-Sequenzierung möglich, die Sequenz einiger MHC-I spezifischer Liganden eindeutig 

zu identifizieren und über eine Recherche in Proteindatenbanken auch auf die 

entsprechenden Ursprungsproteine zurückzuführen.  
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Da es Unterschiede in der Eindeutigkeit der Identifizierung der Peptide gab, wurden sie noch 

in zwei Identifizierungsgruppen (ID) unterteilt:  

Gruppe A:  eindeutige Identifizierung nach Strukturvorschlag und Datenbankabgleich  

(Übereinstimmung auch mit MS/MS-Spektrum des synthetisierten Referenzpeptids) 

Gruppe B:  keine eindeutige Identifizierung nur anhand des Strukturvorschlages und DB-Suche; 

eindeutig erst nach Ausschluss möglicher Variationen in den Anfangssequenzen 

durch Vergleich mit synthetisierten Referenzpeptiden (siehe Beispiel in Abb. 4-12) 

Die identifizierten Liganden sind in Tab. 4-5 aufgeführt, wobei zum Vergleich auch das 

bereits untersuchte Proteinfragment MAGE 3 (AA 271-279) (Kap. 4.1) als typisches Beispiel 

für ein MHC-I bindendes Peptid angegeben wird.  

ID# [M+H]+ Peptidsequenz HPLC-
Fraktion 

Syfpeithi-Score *1 Ursprungsprotein (AA-Position) UniProtKB 
accession 

- Beispiel für typisches MHC-I bindendes Peptid      (für HLA-A*0201: max. 36) 

- 1058.6 FLWGPRALV 1,2 - HLA-A*0201: 27 MAGE-3 antigen, MAGE3 (271-279) P43357 

- Ergebnisse aus Analyse mit IT-MS/MS von RCC A498-Proben 

A1 1009.6 RLLDVLAPL 2† 31 HLA-A*0201: 29 Isoform Collagen alpha-1(XVIII) chain [Precursor], 

COL18A1 (14-22) 

P39060-2 

A2 1153.6 FLGENISNFL 3 30 HLA-A*0201: 24 Apolipoprotein-L1 [Precursor], APOL1 (257-266) O14791 

B1   834.5 SVASTITGV 4 15 HLA-A*0201: 23 Adipophilin, ADRP, ADFP (129-137) Q99541 

B2   903.5 GLATDVQTV 2† 14 HLA-A*0201: 29 Proteasome subunit beta type 3, PSMB3 (55-63) P49720 

B3   913.6 GLLGTLVQL 5 32 HLA-A*0201: 31 Catenin beta-1, CTNNB1 (400-408) P35222 

B4   954.6 SLLPAIVEL 6 32 HLA-A*0201: 34 Serine/threonine-protein phosphatase 2A  

65 kDa regulatory subunit A alpha isoform, PPP2R1A 

(403-411) 

P30153 

Tab. 4-5:   Beispiel für ein typisches MHC-I bindendes Peptid und Ergebnisse aus der de novo-Sequenzierung anhand der 

LCQ Deca XP-Daten von RCC A498. 

- unterstrichen:  MS/MS-Spektreninterpretation und Strukturbestätigung durch Abgleich der MS/MS-Spektren  

     der jeweiligen, synthetisch hergestellten Referenzpeptide 

 - Zahl, fett:   hohe MHC-Liganden-Wahrscheinlichkeit mit ermittelten Score-Werten >25 *2  

 *1 (für HLA-B*08 aufgrund der hier ermittelten durchweg sehr kleinen Score-Werte <20 nicht angegeben) 

*2 (persönliche Mitteilung von Prof. Dr. Stefan Stevanovic) 

- Referenzen zu den identifizierten MHC-I bindenden Peptiden laut Syfpeithi-Homepage (letzter Stand vom 24.05.2006):  

1 [Zhou et al. 2005]  

2 [Krüger et al. 2005]  

3 [Flad et al. 1998]  

4 [Weinschenk et al. 2002]  

5 [Barnea et al. 2002]  

6 [Hunt et al. 1992b]  

† zwar zitiert, aber nicht im Artikel enthalten 
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Die Bestimmung der Peptide aus der Identifizierungsgruppe B erwies sich als schwieriger, da 

Fragmentionensignale fehlten, die die genaue Ermittlung der ersten beiden AA in der 

Sequenz bestätigen würden (Kap. 4.2.1.2). Obwohl die vorgeschlagenen Sequenzen in 

Datenbanken zu finden waren, wurden zur Überprüfung Referenzpeptide hergestellt, um die 

genaue Sequenz der beiden ersten AA dieser MHC-Peptide bestimmen zu können und 

mögliche Fehler in DB-Einträgen (z.B. durch unbekannte Prozessierungsschritte bzw. 

Mutationen verursachte Isoformen) auszuschließen. Abb. 4-12 zeigt die MS/MS-Spektren 

von m/z = 954.6 u aus Fraktion 32 im Vergleich zu den Referenzpeptiden mit invertierter 

Anfangssequenz. Dieses Beispiel demonstriert, dass ein einfacher Abgleich der Fragment-

ionenmuster schon ausreichend für eine Sequenzbestätigung sein kann.  

(c) MS/MS-Spektrum vom 
Referenzpeptid LPAIVEL  => falschLS
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Abb. 4-12:  NSI-Ionenfallen-Fragmentionenspektrum des Vorläuferions mit m/z = 954.6 u (a) aus 

Fraktion 32 und die NSI-IT-MS/MS-Spektren der Referenzpeptide (b) bzw. (c) zur Bestätigung der 

Sequenz. In den beiden unteren Spektren werden die aus der Sequenz abgeleiteten, zugeordneten 

Fragmentionen angegeben. Im MS/MS-Spektrum (c) werden Ionensignale beobachtet, die nicht im 

untersuchten Fragmentionenspektrum aus Fraktion 32 auftauchen. Hier sind zusätzlich die aus den 

Inkrementmassen abgeleiteten, zugeordneten Aminosäuren eingezeichnet worden.  
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Die Analyse der spezifisch aufgereinigten RCC A498-Proben war eine große Heraus-

forderung, da die erhaltene Probenmenge aus der IAC sehr gering war. Diese Tatsache 

spiegelte sich bei einem Großteil der aufgenommenen Massenspektren in den schlechten 

Signal-Rausch-Verhältnissen wider. In diesen Fällen zeigten die MS/MS-Spektren eine zu 

geringe Anzahl von Fragmentionensignalen, so dass keine erfolgreiche Interpretation dieser 

Spektren vorgenommen werden konnte.  

Des Weiteren fiel bei der Auswertung der Massenspektren auf, dass bei der Elektrospray-

ionisation fast ausschließlich einfach geladene Ionenspezies erhalten wurden, was 

wahrscheinlich auf die kurze Kettenlänge und die Aminosäurezusammensetzung dieser 

untersuchten Peptidklasse zurückzuführen ist. Diese kleinen, intrazellulär gebildeten 

Proteinfragmente besitzen in der Regel keine zusätzlichen basischen Gruppen in den 

Seitenketten, so dass sich keine zusätzlichen Protonen für die Ausbildung eines höheren 

Ladungszustandes daran anlagern können. Daher wurden hauptsächlich von einfach 

geladenen Vorläuferionen MS/MS-Spektren aufgenommen, die oft viele interne Fragmente 

aufweisen und dadurch ihre Interpretation erschweren (siehe Kap. 4.1.1.1).  

Trotz dieser Schwierigkeiten konnten letztlich sechs Peptidsequenzen mithilfe der 

aufgenommenen IT-MS/MS-Daten und de novo-Sequenzierung bestimmt, mit synthetisch 

hergestellten Referenzpeptiden verglichen und eindeutig verifiziert werden. Alle 

identifizierten Peptide konnten in der Literatur (siehe Fußnote zu Tab. 4-5) als MHC-I 

bindende Peptide gefunden und bestätigt werden, wobei mehrere davon bereits von uns 

identifiziert worden waren [Mildred-Scheel-Abschlussbericht 2003], bevor sie in der Literatur 

von anderen Gruppen erwähnt wurden.  

Eine weitere Bestätigung dieser Ergebnisse konnte mit dem Programm Syfpeithi 

durchgeführt werden, welches abhängig vom berechneten Score-Wert eine bestimmte 

Bindungswahrscheinlichkeit für einen ausgewählten HLA-Typ voraussagt. Für das 

Referenzbeispiel FLWGPRALV beträgt der Syfpeithi-Score-Wert 27 und stimmt somit gut mit 

der Aussage überein, dass ab einem Wert von etwa 25 ein vorgeschlagenes Peptid als 

Ligand für das HLA-A*0201 in Frage kommt. Die erhaltenen Werte sind jedoch nur als 

Hilfsmittel zu sehen, da auch kleinere Score-Werte nicht zum Ausschluss für ein echtes 

MHC-Peptid führen müssen. Diese Beobachtung kann auch bei den untersuchten sechs 

Peptidsequenzen gemacht werden, da ein Drittel der identifizierten Liganden den genannten 

Mindest-Score-Wert nicht erreichen.  
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Das vorliegende Ergebnis stellt aufgrund der sehr spezifischen Aufarbeitung einen direkten 

Nachweis von auf HLA-A*0201 präsentierten Peptidliganden auf RCC A498-Zellen dar. 

Daher ist jeder der identifizierten Liganden potentiell von Interesse für eine Immuntherapie 

oder kann als möglicher Kandidat für einen Tumormarker des Nierenkarzinoms gesehen 

werden (siehe Kap. 2.4). Die identifizierten MHC-I bindenden Peptide können in Gruppen 

von Ursprungsproteinen zugeordnet werden, die entweder eine breite oder sehr spezifische 

zelluläre Expression zeigen oder bereits als tumorspezifisch gelten.  

So wurde unter anderem für die identifizierten HLA-A*0201 restringierten Peptide 

RLLDVLAPL und GLATDVQTV gezeigt, dass sie aus der kurzen Isoform der alpha1-Kette 

des Kollagens Typ XVIII [Saarela et al. 1998] (AA 14-22) bzw. aus der Proteasom-

Untereinheit des Betatyps 3 [Nothwang et al. 1994; Kristensen et al. 1995] (AA 55-63) 

präsentiert werden. Beide Proteine sind im menschlichen Organismus verbreitet, wobei 

Kollagene zu den extrazellulären Matrixstrukturproteinen [Kjaer 2004] zählen und 

Proteasome zelluläre, multikatalytische Proteinasekomplexe sind [Adams 2003].  

Die anderen aufgeklärten Peptidsequenzen stammen von den folgenden Proteinen ab, die 

bereits als tumorspezifisch gelten oder normalerweise nicht oder nur in geringer Menge in 

Nierenzellen vorkommen.  

SVASTITGV aus Adipophilin (ADRP, ADFP; AA 129-137) 

Adipophilin, auch bekannt als ADRP bzw. ADFP (engl.: adipose differentiation-related 

protein), wurde zunächst nur spezifisch in Fettzellen vermutet. Es konnte später aber auch 

auf der Oberfläche von Lipidtropfen in einigen anderen Zelltypen [Heid et al. 1996; 

Heid et al. 1998] wie auch in Nierenzellen oder auch in menschlichen Tumorzelllinien 

gefunden werden [Rae et al. 2000]. Adipophilin wird in normalem, gesundem Gewebe nur 

wenig exprimiert. Jedoch wird es in einigen malignen RCC Proben, wie hier bestätigt, 

überexprimiert [Rae et al. 2000; Weinschenk et al. 2002]. Daher sind sowohl dieses Protein 

als auch das gefundene MHC-I bindende Peptidstück SVASTITGV interessante Kandidaten 

für Krebsvakzine [Schmidt et al. 2004; Wierecky et al. 2006].  

 
FLGENISNFL aus Apolipoprotein L (ApoL; AA 257-266) 

Apolipoproteine spielen eine wichtige Rolle beim Lipidmetabolismus und werden 

insbesondere in der Leber und im Dünndarm produziert, wo auch die Lipoproteine 

synthetisiert werden. Daneben konnte ApoL noch im Gehirn, in der Lunge, 

Bauchspeicheldrüse, Prostata, Milz, Plazenta und im vaskulären Endothelium nachgewiesen 

werden. Die Funktion von ApoL konnte jedoch noch nicht geklärt werden [Duchateau 

et al. 1997; Duchateau et al. 2000], scheint aber in koronaren Arterienerkrankungen eine 

Rolle zu spielen [Albert et al. 2005]. Vier Proteine können zu dieser neuen Familiengruppe 

gezählt werden, wobei es keine Homologie mit bisher bekannten Apolipoproteinen gibt 

[Duchateau et al. 2001].  
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GLLGTLVQL aus Beta-Catenin (CTNNB; AA 400-408) 

Catenine (aus dem lat. catena: Kette) sind eine Gruppe von Proteinen, die zuerst als 

Verbindungsproteine zwischen Zelladhäsionsmolekülen und dem Zellcytoskelett bei 

bestimmten Zell-Zellverbindungen, den Adherens junctions beschrieben wurden. Beim 

klassischen Cadherin-Catenin-Komplex verbinden Beta-Catenin und Alpha-Catenin ein 

Cadherin-Molekül mit dem Aktincytoskelett [Takeichi 1991; Tsukita et al. 1992]. Neben der 

Beteiligung an der Zelladhäsion konnte später gezeigt werden, dass Beta-Catenin auch an 

Signaltransduktionswegen beteiligt ist, durch den die Zellen auf äußere Signale reagieren 

und ihre Proliferation regulieren können [Hülsken et al. 1994; Hinck et al. 1994]. Diese 

multifunktionale Eigenschaft ist vermutlich auch die Ursache von erhöhten Beta-Catenin-

Konzentrationen in bestimmten Tumoren wie z.B. bei hepatozellulären, kolorektalen oder 

Prostata-Karzinomen [Bläker et al. 1999; Cheshire et al. 2002; Chen et al. 2002; Shibata 

et al. 2003].  

 
SLLPAIVEL aus Serin/Threonin-spezifischer Proteinphosphatase 2A (PP2A; AA 403-411) 

Proteinphosphatasen sind Enzyme, die die von Kinasen auf ein Protein übertragenen 

Phosphatreste (hier an den Aminosäureresten Serin und Threonin) entfernen. Die 

dynamische Regulation dieser Phosphorylierung und Dephosphorylierung ist eine wichtige 

Komponente bei der Signaltransduktion z.B. im Metabolismus oder bei der 

Muskelkontraktilität. Die betroffenen Enzyme oder Transkriptionsfaktoren werden hierbei in 

ihrer Aktivität moduliert [Cohen 1989; Hemmings et al. 1990; Hunter 1995]. Untersuchungen 

an verschiedenen Tumor- und Normalzellen gaben Hinweise darauf, dass das PP2A die 

Zellbeweglichkeit einschränken und so die Invasion der Tumorzellen beeinflussen kann 

[Young et al. 2001a; Young et al. 2002].  
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4.2.1.4 Automatische Datenbank-Suche (spezifisch aufgereinigte A498-Proben) 

Im vorangegangenen Abschnitt wurde verdeutlicht, dass eine Primärstrukturanalyse von 

MHC-I bindenden Peptiden mittels de novo-Sequenzierung viel Zeit und Erfahrung erfordert.  

Aus diesem Grund wurden dieselben massenspektrometrischen Daten auch für eine 

automatische Datenbanksuche mittels TurboSEQUEST verwendet, was zunächst eine hohe 

Geschwindigkeit bei der Identifizierung von Peptiden und Proteinen auch aus hoch 

komplexen Proben verspricht. Da für die hier untersuchten MS-Daten weder das spaltende 

Enzym noch die Größe des Ursprungsproteins bekannt ist und bei der automatischen DB-

Suche nur die übliche Fehlertoleranz bei Ionenfallengeräten von 0.5 u angegeben werden 

kann, wurden vom DB-Suchprogramm eine Vielzahl an Peptidsequenzen für ein gegebenes 

MS/MS-Spektrum vorgeschlagen.  

Die Identifizierung der Peptide erwies sich danach als sehr schwierig, da die Vorschläge 

maßgeblich von den gewählten Filterparametern abhängen. Trotz systematischer Variation 

verschiedenster Parameter war es kaum möglich, eines der bereits zuvor mit de novo-

Sequenzierung identifizierten und später verifizierten Peptide zuverlässig in den Bestenlisten 

wiederzufinden. Es resultierten stark fehlerbehaftete Aufstellungen von Ergebnistreffern, die 

höchstens als Kandidatenlisten mit fragwürdiger Aussage betrachtet werden können (Daten 

nicht gezeigt).  

Ein Grund für das erfolglose Abschneiden der automatischen DB-Suche liegt in den bereits 

erwähnten schlechten Signal-Rausch-Verhältnissen und den fehlenden Fragmentionen-

signalen in den Massenspektren (Kap. 4.2.1.3).  

Des Weiteren ist die Proteinsequenzabdeckung als häufig angewendetes Filterkriterium nicht 

sinnvoll. Es handelt sich bei den gesuchten MHC-I bindenden Antigenen meist nicht um 

mehrere Peptide aus nur einem bzw. wenigen Ursprungsproteinen. Im Gegenteil wird eine 

große Zahl an verschiedenen MHC-I bindenden Peptiden aus der Gesamtheit der gebildeten 

Proteine einer Zelle durch das Proteasom produziert und als MHC-I-Komplexe auf der 

Zelloberfläche präsentiert (Kap. 2.4). Folglich können nur die repräsentativen bzw. in 

ausreichend großer Stückzahl vorkommenden MHC-I bindenden Peptide mit der Methode 

erfasst werden.  

Weitere Ergebnisse zu den durchgeführten automatischen DB-Suchen und Lösungen für die 

angesprochenen Schwierigkeiten werden in den nachfolgenden Kapiteln 4.2.2.2 und 4.3 

aufgezeigt und besprochen.  
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4.2.2 Vereinfachte Probenaufarbeitung von Peptiden aus unspezifischer Aufreinigung 

mittels Säureelution und Größenausschluss 

 
Die im vorangegangen Kapitel (3.3.2) geschilderte Aufreinigung mittels IAC ist sehr 

aufwändig. Zum einen müssen die benötigten Antikörper erst in ausreichender Menge (mg-

Bereich) hergestellt oder kommerziell bezogen werden, zum anderen ist die mehrstufige 

Aufreinigung arbeitsintensiv und die resultierende Ausbeute gering.  

Daher wurde versucht, den aufwändigen Schritt mit der Immunaffinitätschromatographie zu 

umgehen und die MHC-Peptide nur durch einfache saure Elution von der Zelloberfläche zu 

erhalten [Storkus et al. 1993; Clark et al. 2001]. Ziel dieser Probenaufreinigungsmethode war 

es,  

� auf die Verwendung monoklonaler Antikörper zu verzichten,  

� dadurch die arbeitsintensiven Aufarbeitungsschritte und damit zusammenhängenden 

Verluste zu reduzieren,  

� eine viel größere Probenmenge für die anschließende Analyse zu erhalten und somit 

auch die Anzahl der zu erwartenden Peptide zu erhöhen  

� und durch zusätzlich identifizierte Ursprungsproteine eine weitere Charakterisierung 

der Krebszellen zu ermöglichen.  

 
 
4.2.2.1 Weitere Vorteile der vereinfachten Probenaufarbeitung  

 
Mehr Probenausgangsmaterial macht Mehrfachanalyse mit online-Kopplung möglich  

Durch die Vereinfachung der Probenaufarbeitung wird eine größere Analysenmenge für die 

nachfolgenden Untersuchungen erreicht. So konnte ein deutlich erkennbarer Rückstand 

nach Lösemittelentzug in den Mikroreaktionsgefäßen der HPLC-vorfraktionierten Proben 

beobachtet werden, der bei den mit IAC-aufgereinigten Proben nicht festzustellen war. 

Aufgrund der sehr geringen Ausgangsmenge bei den letztgenannten Proben wurden diese 

zum damaligen Zeitpunkt nur offline mittels NSI oder MALDI in das Massenspektrometer 

gebracht und analysiert. Für eine direkte online-Kopplung von HPLC mit ESI-MS war zu 

wenig Material vorhanden, welches nach nur einem LC/MS-Lauf aufgebraucht gewesen 

wäre. Durch die größere Analytmenge bestand nun die Möglichkeit der Kopplung einer 

Kapillar-HPLC mit der ESI-MS und schneller, automatischer MS-Datengenerierung. Der 

wesentliche Vorteil liegt darin, dass bei dieser Hochdurchsatzmethode auch die zunächst im 

ersten HPLC-Lauf nicht erfassten Peptide durch weitere Injektionen der zuvor aliquotierten 

Menge (Mehrfachanalyse) aufgedeckt oder bereits registrierte Kandidaten bestätigt werden 

können. Hierzu wurden die untersuchten Fraktionen jeweils dreimal mittels Kapillar-

HPLC/ESI-IT-MS/MS vermessen.  
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Reduzierung der Komplexität  

MHC-I bindende Peptide besitzen aufgrund ihrer (zumeist) nonameren Aminosäuresequenz 

ein Molekulargewicht zwischen rund 800 u und 1200 u. Daher ist es sinnvoll, Peptide und 

Proteine mit einem höheren Molekulargewicht vor der eigentlichen Analyse aus den 

Fraktionen zu entfernen. Dazu wurden Ultrafilter mit einer Ausschlussgröße von 3 kDa 

verwendet. Wegen des nun fehlenden hochmolekularen Anteils in der Probe können 

außerdem weniger Moleküle koeluieren und es werden dadurch Effekte wie 

Signalunterdrückung bzw. auch Überlagerung von Signalen verschiedener, simultan 

erfasster Ionen, vor allem jener mit höheren Ladungszuständen, minimiert.  

So wird eine Reduzierung der Fülle und Komplexität der generierten Daten erreicht und mehr 

Zeit und Aufmerksamkeit für die Datenakquisition der interessierenden Peptide gewonnen.  

 
 
4.2.2.2 Automatische DB-Suche (unspezifisch aufgereinigte A498-Proben) 

Aus der Datenbank-Suche mit TurboSEQUEST (Parameter 1 in Tab. 3-9) resultierte eine 

hohe Anzahl an Ergebnistreffern (> 500 Kandidaten bei redundanten* Einträgen), die aus 

den aufgenommenen Fragmentionenspektren für jede Messreihe (etwa 250 einzelne bzw. 

150 - 200 gemittelte, aufsummierte MS/MS-Spektren) ermittelt worden sind.  

Diese großen Ergebnislisten stellen auch hier bei genauerer Betrachtung einen fragwürdigen 

Inhalt dar. Anhand manueller Überprüfung einiger Peptidkandidaten mithilfe der de novo-

Sequenzierung konnten nur wenige vorgeschlagene Peptidsequenzen und somit zugehörige 

Proteine bestätigt werden. Etwa zwei Drittel der jeweils 20 bestgelisteten Kandidaten einiger 

Messreihen stimmten nicht mit den zugeordneten MS/MS-Spektren überein oder konnten 

nicht eindeutig bestätigt werden. Diese Beobachtungen deuten daher auf eine generell hohe 

Rate an falsch positiven Ergebnistreffern bei solchen automatischen, wahrscheinlichkeits-

basierten Datenanalysen hin, die zudem wesentlich von den eingestellten, benutzer-

definierten Parametern abhängen und damit die Interpretationsvariabilität stark beeinflussen 

(s.u. und Kap. 5).  

Selbst relativ stark verrauschte Massenspektren führen wie schon bei den spezifisch 

aufgereinigten Proben beobachtet (Kap. 4.2.1.4) zu Ergebnistreffern, die die Zuordnung der 

vorgeschlagenen Peptidsequenzen bereits bei einfacher Sichtung in Frage stellt.  

 
* Redundante Einträge entstehen hier z.B. durch MS/MS-Spektren des gleichen Vorläuferions, die nicht gemeinsam gemittelt 

und damit als verschiedene Fragmentionenspektren gewertet worden sind. 
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Im Anhang 6.1 sind die Top 20-Kandidatenlisten für die drei Messreihen der Fraktion 5 

aufgeführt. Nicht bestätigte Kandidaten werden durchgestrichen dargestellt. Da die 

bestätigten Proteine erst durch die verbesserte Datenauswertemethode in Kapitel 4.3 

verifiziert wurden und dort besprochen werden, wird hier auf eine nähere Betrachtung der 

identifizierten Peptide und deren Ursprungsproteine verzichtet.  

 
Kritische Punkte bei der Erstellung der Ergebnistrefferlisten sind die eingestellten 

Suchparameter, die von den bekannten Eckdaten des Experiments abhängen und z.B. die 

typischen Eigenschaften des verwendeten Massenanalysators (Massengenauigkeit bzw. 

Massenfehlertoleranz bei der DB-Suche), des schneidenden Enzyms (Spaltungsstelle, 

erwartete Peptidgröße) oder des Ursprungsproteins (Molekulargewicht) berücksichtigen.  

Zusätzlich können für weitere Eingrenzungen der erhaltenen Kandidatenlisten spezielle 

Filterparameter (z.B. Delta Cn) benutzt werden, die aber in der Regel zu voneinander 

abweichende Bestenlisten führen. Ursache hierfür ist, dass jede gewählte Einstellung, d.h. 

ein vom Anwender definierter Schwellenwert zu einem Parameter, zu einem jeweils neu 

kalkulierten Score-Wert für jeden innerhalb der Filtergrenzen möglichen Kandidaten führt. 

Somit entsteht abhängig vom gewählten Sortierungskriterium eine neue Rangfolge (Ranking) 

für die Vorschläge, wobei ein hoher Score-Wert eine hohe Wahrscheinlichkeit für die 

Übereinstimmung und somit angenommene Richtigkeit eines vorgeschlagenen Treffers 

bedeutet. Die Kalkulationen für den Score-Wert berücksichtigen jedoch nur Vergleichswerte 

wie z.B. der Übereinstimmungsgrad (Kreuzkorrelation) der bekannten Fragmentionensignale 

theoretisch zu erwartender b- oder y-Ionen des jeweiligen Peptidvorschlages zu den 

beobachteten Massensignalen. Die Trennleistung zwischen richtigen und falschen Treffern 

ist dabei abhängig von dem jeweiligen Datensatz und nicht absolut begründet.  

 
Erst durch verschiedene zeitintensive, empirische und benutzerspezifische Einstellungen im 

Suchprogramm können die falschen Kandidaten, so genannte falsch positive Treffer, 

minimiert werden [Elias et al. 2005]. Durch zu stringente Parameter werden jedoch auch 

zunehmend richtige Ergebnisse herausgefiltert, die zu falsch negativen Ergebnissen führen.  

Daher ist bei komplexen Proben ohne vorherige aufwändige experimentelle Optimierung 

eine manuelle zeitintensive Überprüfung der vorgeschlagenen, automatisch erstellten 

Ergebnisse nötig, um scheinbar richtige Kandidaten zu bestätigen oder falsche zu entlarven.  

 
Wie im vorangegangenen Kapitel ausgeführt, ist eine wirkliche Kontrollmöglichkeit zur 

Verifizierung dieser Ergebnisse aus den aufgenommenen MS-Daten jedoch nicht ohne 

aufwändige Synthetisierung der sequenzidentischen Referenzpeptide möglich. Bei den 

herkömmlich benutzten Standardverfahren zur Identifizierung von Peptiden und Proteinen in 

komplexen Proben werden noch vorwiegend niedriger auflösende Massenspektrometer 

verwendet, die keine hohe Massengenauigkeit bieten.  
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Ihr Einsatz scheint aufgrund der hier gewonnenen Erkenntnisse nur für wenige analytische 

Fragestellungen ausreichend vertrauenswürdig zu sein. Vor allem wenn z.B. viele 

wesentliche, wie oben beschriebene Einschränkungskriterien aus dem Experiment bekannt 

sind und somit die zu erwartende Kandidatenliste von vornherein stark vereinfacht ist, zeigt 

eine solche DB-Suche Erfolg bei der Bestimmung der Peptidsequenzen. Zudem müssen die 

eingesetzten Suchalgorithmen oftmals erst für solche Untersuchungen empirisch optimiert 

werden. Die automatisch durchgeführten DB-Suchen werden jedoch, wie in der Literatur 

häufig zu finden, unkritisch und mit (meist vom Programm vordefinierten) Standardein-

stellungen eingesetzt. Ihre Ergebnisse werden von den meisten Anwendern nicht hinterfragt, 

sondern als wahr angenommen, wenn sie von einer vermeintlich leistungsfähigen 

kommerziellen Software geliefert werden. Ein Umdenken dieser Praxis ist unerlässlich für 

überprüfbare, validierte Ergebnisse und wird erst jetzt durch die kürzlich vorgestellten 

Leitfäden für die mithilfe der Massenspektrometrie erzielten Proteinidentifizierungen 

[Taylor & Goodlet 2005; Wilkins et al. 2006] verdeutlicht (siehe Ausblick in Kap. 5). 

 
 
4.2.3 Schlussfolgerung für die Peptididentifizierung mittels IT-MS/MS-Analyse  

 
Mithilfe der klassischen Methode konnten aus den untersuchten RCC A498-Proben sechs 

MHC-I bindende Peptide mittels de novo-Sequenzierung ihrer Fragmentionenspektren 

identifiziert werden, die durch Abgleich mit den synthetisch hergestellten, sequenz-

identischen Referenzpeptiden verifiziert wurden. Vier dieser Peptide stammen dabei von 

Ursprungsproteinen ab, die entweder schon als tumorspezifisch gelten oder von denen 

bekannt ist, dass sie nicht oder nur wenig in gesunden Nierenzellen exprimiert werden.  

Aufgrund der sehr spezifischen Aufreinigung der Ausgangsproben mithilfe der Immun-

affinitätschromatographie konnte sichergestellt werden, dass bei der anschließenden MS-

Analyse fast ausschließlich MHC-I bindende Peptide in den HPLC-Fraktionen erfasst und 

untersucht wurden.  

Bei ihrer Analyse fiel auf, dass auch bei der ESI-Massenspektrometrie dieser 

Substanzklasse vorwiegend einfach geladene Molekülionen erhalten werden. Diese 

Beobachtung kann auf die strukturelle Beschaffenheit der untersuchten Substanzen 

zurückgeführt werden, da MHC-I bindende Peptide typischerweise aus nur neun 

Aminosäuren bestehen und aus diesem Grund eine geringe Wahrscheinlichkeit für die 

Bildung mehrfach geladener Ionen besitzen.  
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Die meisten MS/MS-Spektren waren sehr komplex und führten nur teilweise und unter 

großem Zeitaufwand (1-2 Wochen pro Peptidanalyse) zu den entsprechenden Peptid-

sequenzen. Eine ebenfalls durchgeführte automatische Datenbanksuche blieb hier erfolglos, 

da sich nur große Ergebnistrefferlisten mit fragwürdigem, nicht verifizierbarem Inhalt 

ergaben. Die Auswertung der Spektren wurde vor allem auch durch die schlechten Signal-

Rausch-Verhältnisse aufgrund der erhaltenen sehr geringen Peptidmenge (Kap. 4.2.1.3) und 

durch die mehrdeutigen Interpretationsmöglichkeiten der beobachteten Ionensignale in den 

Fragmentionenspektren (Kap. 4.2.1.2) erschwert.  

Die Erkenntnisse aus der klassischen Methode für die Identifizierung von MHC-I bindenden 

Peptiden werden abschließend in Tab. 4-6 zusammengefasst.  

Vorteile Nachteile 

� Sehr spezifische Aufarbeitung liefert fast 

ausschließlich MHC-I bindende Peptide 

� Sehr aufwändige Probenaufarbeitung liefert wenig 

Probenmaterial (z.B. kaum Mehrfachanalyse 

möglich) 

� Verwendung einfacher Ionenfallen-

Massenspektrometer 

� Lange Auswertezeiten aufgrund sehr komplexer 

Proben und Massenspektren:  

große Erfahrung bei der de novo-Sequenzierung 

der MS/MS-Spektren erforderlich 

 � Hohe falsch positive Ergebnistrefferrate bei 

automatischer DB-Suche 

 � Keine Verifizierungsmöglichkeit anhand 

bestehender MS- und MS/MS-Daten 

Tab. 4-6:  Vor- und Nachteile der klassischen Methode mit Immunaffinitätschromatographie (IAC) 

 
Durch die neue Probenaufarbeitung der renalen Humankarzinomzelllinie mittels Säureelution 

und Ultrafiltration konnten die aufwändigen Schritte bei gleichzeitig erhöhter Ausbeute 

minimiert und die untersuchten Proben für eine automatisierte Mehrfachanalyse durch 

HPLC/ESI-MS zugänglich gemacht werden (Kap. 4.2.2.1). Für die Auswertung muss 

allerdings beachtet werden, dass aufgrund der fehlenden Spezifität nicht nur MHC bindende 

Peptide, sondern alle Biomoleküle erfasst werden können, die von der Zelloberfläche durch 

den verwendeten Säurepuffer eluiert werden. Durch den zusätzlichen Größenausschluss bei 

3 kDa konnte aber der zu untersuchende Massenbereich auf die niedermolekularen 

Fraktionen eingeschränkt werden, so dass die Komplexität der Probe erheblich reduziert und 

mehr Zeit für die Datenaufnahme der interessierenden Peptide gewonnen wurde. Bei der 

anschließenden Analyse der unspezifisch aufgereinigten Proben wurde aufgrund der 

resultierenden großen MS- und MS/MS-Datenmenge eine automatische Datenbanksuche 

durchgeführt. Die meisten der daraus erhaltenen Ergebnisse konnten jedoch bei genauerer 

Überprüfung der Fragmentionenspektren zu den zugeordneten Peptidsequenzen nicht 

bestätigt werden. Ihre Anzahl in den Top 20-Kandidatenlisten lag bei etwa zwei Drittel falsch 

positiver Treffer (Kap. 4.2.2.2).  
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Beide Ansätze zu den Untersuchungen der RCC A498-Proben lieferten keine zufrieden-

stellenden Resultate für die durchgeführten automatischen DB-Suchen mit TurboSEQUEST. 

In den meisten Fällen wurden durch das verwendete DB-Suchprogramm mehrere 

Peptidsequenzen für ein und dasselbe MS/MS-Spektrum vorgeschlagen, so dass eine stark 

fehlerbehaftete Aufstellung von Ergebnistreffern resultierte. Als Hauptgründe dafür können 

Fehlzuordnungen, verursacht durch die gerätebedingten, relativ großzügig gewählten 

Massenfehlertoleranzen von 0.5 u bei der DB-Suche, und die relativ stark verrauschten 

Massenspektren genannt werden.  

Die anschließende Bestimmung der Rangfolge der vorgeschlagenen Kandidaten in den 

Ergebnislisten mussten durch verschiedene einzelne benutzer- und experimentspezifische 

Parameter definiert werden, die jedoch keine Validierung der Ergebnisse anhand der Daten 

zuließ.  

 
Die wesentliche Schwachstelle der herkömmlichen Auswertemethode liegt folglich im Fehlen 

einer wirklichen Kontrollmöglichkeit zur Verifizierung der vorgeschlagenen Ergebnisse aus 

den massenspektrometrischen Daten.  

Wie bereits in Kapitel 4.1.3 dargestellt wurde, besitzen hochauflösende Massenspektrometer 

wie das FTICR-MS-Gerät eine hervorragende Massengenauigkeit und Massenauflösung. 

Vor allem die hohe Massengenauigkeit stellt ein wichtiges Kriterium für die Verifizierung der 

erhaltenen Ergebnisse dar, weil die Anzahl der möglichen Elementarzusammensetzungen 

für eine ermittelte Masse sehr stark eingeschränkt werden kann. Da durch eine automatische 

DB-Suche auch große Datensätze schnell bearbeitet werden können, soll im nachfolgenden 

Kapitel auf die Verknüpfung von hoher Massengenauigkeit und computergestützter 

Datenbankanalyse eingegangen werden, die letztlich zu der neu entwickelten Methode mit 

verifizierbaren Ergebnissen geführt hat.  
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4.3 Neue validierte Methoden für die massenspektrometrische Proteomanalytik  

mithilfe hochpräzise gemessener MS- und MS/MS-Daten 

 
Die Resultate, die sich aus dem Vergleich der instrumentellen Parameter und aus den sehr 

zeitintensiven manuellen Spektreninterpretationen ergaben, lassen den Schluss zu, dass bei 

Nutzung hoher Massenauflösung und -Genauigkeit eine deutliche Verbesserung der 

Spektrenauswertung mit eindeutigen Identifizierungen erreicht werden kann.  

Daher wurden die unspezifisch aufgereinigten RCC A498-Proben nochmals mithilfe des 

Hybridmassenspektrometers Finnigan LTQ FT untersucht und die erhaltenen hochpräzisen 

MS- und MS/MS-Daten für die anschließende Auswertung benutzt. Die Strukturaufklärung 

der Peptide wurde dabei durch ein neu entwickeltes de novo-Sequenzierungsverfahren 

unterstützt, welches auf kombinatorischen Kalkulationen der hochgenau gemessenen 

Massen von Vorläufer- bzw. Fragmentionen und ihren daraus errechenbaren möglichen 

Zusammensetzungen aus berücksichtigten Aminosäuren basiert [Spengler 2004].  

Zur Absicherung der Ergebnisse aus der neuen Methode wurde eine weitere RCC-Zelllinie 

(BN30) auf gleiche Weise unspezifisch mittels Säureelution und Größenausschluss 

aufgearbeitet und mithilfe der Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICRMS/MS und der neuen Daten-

validierungstechnik analysiert.  

Am Ende des Kapitels werden die Ergebnisse zusammengefasst und diskutiert. 
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4.3.1 Validierte Ergebnisse aus den unspezifisch aufgereinigten RCC-Proben  

mithilfe von verifizierbaren FTICR-MS- und FTICR-MS/MS-Daten  

 
Die Ergebnisse aus den vorangegangenen Experimenten zeigen, dass das klassische 

Standardverfahren zur Identifizierung von Peptiden bzw. Proteinen viel Zeit und Erfahrung 

erfordert. Auch die erhaltenen Resultate aus der automatischen DB-Suche erweisen sich 

nach genauerer Überprüfung als sehr fragwürdig und fehlerbehaftet, da keine wirkliche 

Ergebnisvalidierung anhand der Daten möglich ist. Die Interpretation der erhaltenen 

Massenspektren der komplexen Proben bleibt schwierig, da hierbei das 3D-Ionenfallen-

Massenspektrometer Finnigan LCQ Deca XP verwendet wurde, welches eine Massen-

genauigkeit von lediglich etwa 0.3 u besitzt.  

Auf der anderen Seite stellen hochpräzise gemessene Peptidmassen ein wesentliches 

Kriterium für eine Vereinfachung der Strukturaufklärung dar, weil allein dadurch die Anzahl 

der in Frage kommenden Kandidaten erheblich eingeschränkt werden kann. Nach Ein-

führung des neuen Finnigan LTQ FT an unserem Institut wurden die unspezifisch aufge-

reinigten RCC-Proben daher erneut analysiert, so dass nun erstmals auch akkurat gemes-

sene Massen (Genauigkeiten im ppm-Bereich) für die Auswertung zur Verfügung standen.  

Im folgenden Abschnitt wird genauer auf die neue Validierungsmethode eingegangen, die für 

die Auswertung der vermessenen RCC-Proben angewendet wurde [Thieu et al. 2006].  

 

4.3.1.1 Vorgehensweise bei der Datenverifizierung und Ergebnisvalidierung 

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte neue Methode basiert auf der Aufnahme von 

hochpräzise gemessenen MS- und MS/MS-Daten, die für eine Verifizierbarkeit der 

Ergebnisse erforderlich ist und mit FTICR-Massenspektrometern erreicht werden kann. 

Anschließend werden mit diesen Daten Kandidatenlisten automatisch mithilfe des DB-

Suchprogramms TurboSEQUEST erstellt (Parameter 1 in Tab. 3-9).  

Im Anschluss werden die vorgeschlagenen Peptidsequenzen dann anhand der akkurat 

gemessenen MS- und MS/MS-Daten verifiziert (Beispiel in Abb. 4-13), da in der Regel für 

Massenfehlertoleranzen im unteren ppm-Bereich nur noch sehr wenige Kombinationen von 

möglichen Aminosäuren existieren [Zubarev et al. 1996; Lehmann et al. 2000; Schlosser & 

Lehmann 2002]. Grundlage für diesen Verifizierungsansatz war ein neu entwickeltes 

de novo-Sequenzierungsverfahren, das als „kompositionsbasierte Sequenzierung, CBS“ 

(engl.: composition based sequencing) [Spengler 2004] eingeführt wurde und im Programm 

PeptideComposer Anwendung findet.  

Dieses neue Sequenzierungsverfahren basiert auf kombinatorischen Berechnungen, die die 

hochgenau gemessenen Massen von Peptidvorläuferion und seinen Fragmentionen 

berücksichtigen und daraus die möglichen individuellen Zusammensetzungen aus in die 

Kalkulationen einbezogenen Aminosäuren berechnen.  
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Für die Auswertung dieser Massenspektren eignet sich somit die CBS-Methode 

hervorragend, um eine schnelle, verlässliche und unabhängige Validierung der Ergebnisse 

auch ohne Vorkenntnisse über Peptidursprung oder Fragmentierungsregeln durchführen zu 

können.  

 
 

Prinzip der MS-Datengenerierung mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS mit 

Verifizierung der ermittelten Peptidsequenz durch CBS 

Das nachfolgende Beispiel (Abb. 4-13) veranschaulicht den Ablauf der Datengenerierung 

mittels Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS.  

Ein aliquotierter Teil der erhaltenen niedermolekularen Fraktion aus der C8-HPLC-Fraktion 5 

der säureeluierten RCC A498-Probe (unspezifische Aufreinigung mittels Säureelution und 

Größenausschluss bei 3 kDa, Kap. 3.3.2) wurde mithilfe der UltimatePlus-HPLC-Anlage 

nochmals weiter aufgetrennt und über online-Kopplung mit Nano-Elektrosprayionisation am 

LTQ FT vermessen (Abb. 4-13, A). Dabei wurden im datenabhängigen MS/MS-Modus 

(Parameter in Tab. 3-6 bzw. Tab. 3-7) sowohl MS-Übersichtspektren als auch Fragment-

ionenspektren im FT-Teil aufgenommen (Abb. 4-13, B und C).  
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Abb. 4-13:  Prinzip der MS-Datengenerierung anhand eines Beispiels aus Fraktion 5-3 ([M+2H]2+ = 439.7341 u)  

 der säureeluierten A498-Probe  

    A) Chromatogramme aus der Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICRMS/MS-Messung 

    B) ausgewähltes FTICR-MS-Übersichtspektrum mit vergrößertem Teilausschnitt 

    C) resultierendes Fragmentionenspektrum des zuvor ausgewählten Vorläuferions  

        (zur Veranschaulichung: mit Beschriftung der zugeordneten Fragmentionen) 
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Bei der anschließenden wie oben beschriebenen DB-Suche mit TurboSEQUEST wurden für 

die Masse 878.46 u ([M+H]+) zwei isobare Kandidaten vorgeschlagen:  

Peptidsequenz Kreuzkorrelation Delta Cn 

DENFILK 1.92    0.07 * 

QDDFLLK 1.78 0.16 

  

* ursprünglich aufgrund des Filters („∆Cn > 0.1“)  

   nicht enthalten, jedoch nachträglich durch CBS  

   als falsch negativer Treffer erkannt (s.u.) 

Tab. 4-7:  Vorschläge aus der DB-Suche für 878.46 u  

Aus Tab. 4-7 wird ersichtlich, dass sich die angegebenen, vom Suchprogramm berechneten 

Werte der beiden Kandidaten sowohl für die Kreuzkorrelations- als auch Delta Cn-Werte 

kaum unterscheiden. Der Delta Cn-Wert ist eine von SEQUEST berechnete Kennziffer, die 

sich auf die Differenz der ermittelten, auf 1 normalisierten Kreuzkorrelations-Werte zwischen 

dem besten und zweitbesten Ergebnistreffer bezieht. Der Delta Cn-Wert soll als Maß zur 

Bestimmung der Ähnlichkeiten zwischen den Ergebnistreffern dienen.  

Außerdem waren auch die Werte für die anderen ermittelten, hier nicht gezeigten 

Filterparameter für beide vorgeschlagenen Peptide identisch.  

Der zweite Peptidsequenzvorschlag wäre nun aufgrund der Filtereinstellung im DB-

Suchprogramm der einzige und beste Ergebnistreffer. Durch die Überprüfung mit CBS 

konnte diese Aussage jedoch revidiert und die vorgeschlagene Peptidsequenz „QDDFLLK“ 

als falsch positives Ergebnis erkannt werden. Zum besseren Verständnis wird die CBS-

Methode nachfolgend anhand des gezeigten Beispiels erläutert.  

 

Vorgehensweise bei der kompositionsbasierten de novo-Sequenzierung CBS  

Zuerst werden für das Vorläuferion innerhalb der angegebenen Massengenauigkeit alle 

möglichen Kombinationen an Aminosäurezusammensetzungen (AACs) für das experimentell 

ermittelte Molekulargewicht berechnet (Tab. 4-8). Danach werden diese Berechnungen für 

die Fragmentionen unter Berücksichtigung der bekannten Fragmentionentypen wiederholt. 

Hierbei wird beginnend mit dem kleinsten zu den nächstgrößeren Fragmentionen 

fortgefahren, so dass die Anzahl der AACs schrittweise reduziert wird.  

2 
Hinweis: hier nur Nominalmassen angegeben 

!Berechnungen mit 5 Nachkommastellen

2 
[LLK]

373 (y )
+

2 
[GGDE], [NDE]
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+

4   
[LK]

260 (y )
+

8 
[DE]

217 (a )/ 245 ( )
+

b
+

274439 [M+2H]
2+

Anzahl möglicher AACs des
Vorläuferions (bei +/- 2.5 ppm)(zugeordnete Spezies) 

m/z beobachtet

[GGDEFKLL],
   [NDEFKLL]  

Tab. 4-8:  CBS-Methode veranschaulicht am Beispiel zu Abb. 4-13 (Teil 1) 
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Anschließend wird die Peptidsequenz durch Vergleich von beobachteten und theoretischen 

Fragmentionenmassen bestimmt, die aus Sequenzpermutationen der übrig gebliebenen 

AACs resultieren:  

Score Peptidsequenz Anzahl der zuordenbaren Ionen 

1.6153 DENFLLK 33 

1.3837 DEFNLLK 31 

1.3365 DEGGFLLK 31 

…   

Tab. 4-9:  CBS-Methode veranschaulicht am Beispiel zu Abb. 4-13 (Teil 2) 

Als Resultat dieser Bestimmung können alle zugeordneten Fragmentionenmassen mit den 

berechneten Abweichungen zu den theoretischen Werten angezeigt werden, die hier zur 

Veranschaulichung im MS/MS-Spektrum den Ionensignalen zugewiesen worden sind (Abb. 

4-13, C). So konnte im Beispiel das untersuchte Peptid letztlich als Teilsequenz von 

Cyclophilin A (DENFILK; AA 84-90) identifiziert werden, welches sich rückblickend auf das 

automatisch erhaltene Resultat (Tab. 4-7) als falsch negatives Ergebnis des Turbo-

SEQUEST-Algorithmus herausgestellt hatte.  

 

Modifizierte Vorgehensweise auf der Basis der kompositionsbasierten de novo-

Sequenzierung:  der „akkurate Peptid-Fragmentionenmassen-Fingerabdruck“ 

Da in den aufgenommenen FTICR-MS/MS-Spektren oftmals keine Fragmentionensignale im 

unteren m/z-Bereich beobachtet werden konnten (siehe dazu Kap. 4.3.1.3), wurde die 

Prozedur zur CBS-Methode bei diesen Spektren modifiziert. Es wurde stattdessen wie bei 

der herkömmlichen de novo-Sequenzierung verfahren (Kap. 4.2.1.1 und 4.2.1.2), bei der mit 

der Vorläuferionenmasse begonnen wird. Sukzessiv wurden dann Inkrementmassen 

identifiziert und diese den in Frage kommenden Fragmentionensignalen zugeordnet, wenn 

sie innerhalb der angegebenen Massenfehlertoleranz im unteren ppm-Bereich in den 

MS/MS-Spektren beobachtet wurden. Wie bei der ursprünglichen CBS-Methode konnten 

dann die Peptidsequenzen durch anschließende Permutation der hierbei ermittelten 

Aminosäuren bzw. Teilsequenzstücke bestimmt werden. In Analogie zum PFF nutzt dieses 

Analyseverfahren einen „akkuraten Peptidfragmentierungsfingerabdruck“ oder genauer einen 

„akkuraten Peptid-Fragmentionenmassen-Fingerabdruck“ (= APFF).  

Auf diese Weise konnten für die bei der DB-Suche falsch zugeordneten oder nicht 

zuordenbaren MS/MS-Spektren die richtigen Peptidsequenzen aufgeklärt werden, wobei das 

zugehörige Ursprungsprotein zum Teil erst in einer weiteren Suche in Datenbanken 

identifiziert werden konnte (Kap. 3.3.3).  
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Zusammenfassung des vollständigen Ablaufs für die neue Methode  

Die neu entwickelte Methode kann in drei grundlegende Abschnitte unterteilt werden (Abb. 

4-14):  

(1) Probenaufarbeitung (siehe Kap. 3.3.2):  

a) Krebszellen wurden mit Citratpuffer behandelt, um Peptide von der Oberfläche der Zelle 

abzulösen (Säureelution bei pH 3).  

b) Mittels C8-HPLC und UV-Detektion wurden die säureeluierten Proben vorfraktioniert  

c) und durch Zentrifugalfilter mit Größenausschluss bei 3 kDa ultrafiltriert.  

(2) Datengenerierung:  

a) Der niedermolekulare Anteil jeder einzelnen HPLC-Fraktion wurde mittels Nano-HPLC/ 

Nano-ESI-FTICR-MS/MS untersucht (Kap. 3.2.2, Parameter in Tab. 3-6 bzw. Tab. 3-7).  

b) Mithilfe des automatischen DB-Suchprogramms TurboSEQUEST wurden Peptid-/ Protein-

Kandidatenlisten erstellt (Kap. 3.3.3, Parameter 1 in Tab. 3-9).  

(3) Datenverifizierung und Ergebnisvalidierung:  

a) Auf der Basis exakter Vorläufer- und Fragmentionenmassen wurden die Kandidaten 

beginnend beim kleinsten Vorläuferion mittels CBS Datenbank-unabhängig überprüft.  

b) Die bestätigten Peptide und zugehörigen Proteine wurden mit der DB-Kandidatenliste 

abgeglichen.  

c) Falsch positive Peptid- sowie Proteinidentifizierungen wurden eliminiert,  

so dass durch diesen iterativen Verifizierungszyklus validierte Ergebnisse resultierten, 

deren biologische Relevanz für die untersuchten Krebszelllinien weiter evaluiert werden 

musste. 

 

Krebszellen

Probenaufarbeitung
(Molekulargewicht  < 3 kDa)

Nano-HPLC/Nano-ESI-
FTICR-MS/MS-Messungen

Datenbank-Suche

identifizierte 
Proteine

Evaluierung

Score-basierte
Kandidatenliste

CBS 
Filterung

verifizierte
Peptide

Eliminierung von
falsch positiven

Ergebnissen

 

Abb. 4-14:  Ablaufschema zur neuen Methode mit Datenvalidierung 
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4.3.1.2 Erste Resultate aus unspezifisch aufgereinigten RCC A498-Proben  

mithilfe der neuen Methode 

Mit der oben beschriebenen neuen Methode [Thieu et al. 2006] konnten mehrere Peptide 

und zugehörige Ursprungsproteine höchst zuverlässig für die Nierenkarzinomzellen der 

A498-Linie identifiziert werden (Kap. 4.3.1.3)*1. Aufgrund der hohen Anzahl der generierten 

Fragmentionenspektren (800 - 1000 einzelne bzw. ca. 250 - 300 gemittelte MS/MS-

Spektren) und der daraus resultierenden Ergebnistreffer für jede Messreihe (> 1000 

Kandidaten bei redundanten*2 Einträgen) konnte nur ein Teil der Daten überprüft werden, so 

dass sich die validierten Ergebnisse zunächst nur auf wenige untersuchte Fraktionen 

bezogen (hauptsächlich aus C8-Fraktion 5, Beispiellisten in Anhang 6.2). Die Verifizierung 

anhand der hochgenau gemessenen MS- und MS/MS-Daten mittels CBS-Methode wurde 

zudem durch Eingabe in PeptideComposer nach dem im Beispiel beschriebenen (Abb. 4-13, 

Tab. 4-8) oder modifizierten Prinzip durchgeführt.  

 
*1 Angesichts der größtenteils übereinstimmenden Ergebnisse mit der später angewendeten, modifizierten Validierungsmethode 

wurde hier zunächst auf die Auflistung und Diskussion der identifizierten Peptide bzw. Ursprungsproteine verzichtet.  

*2 Redundante Einträge entstehen hier z.B. durch MS/MS-Spektren des gleichen Vorläuferions, die nicht gemeinsam gemittelt 

und damit als verschiedene Fragmentionenspektren gewertet worden sind.  

 
 

Verbesserte Vorauswahl der Ergebnistreffer bei der DB-Suche  

Durch eine weitere Aktualisierung des verwendeten Programms in BioWorks Version 3.2 

konnten nun bei der DB-Suche Massenfehlertoleranzen für Vorläuferionen von nicht mehr 

minimal 0.01 u, sondern jetzt auch im unteren ppm-Bereich berücksichtigt werden, so dass 

hierdurch eine signifikante Verbesserung in der Vorauswahl der Kandidaten getroffen 

werden konnte.  

Aufgrund dieser und weiterer Verbesserungen im DB-Suchprogramm wurde die 

Vorgehensweise der neuen Validierungsmethode nachfolgend abgewandelt, um den 

beschriebenen Verifizierungszyklus zu beschleunigen. Die veränderte Vorgehensweise wird 

im späteren Abschnitt näher erläutert.  

Zunächst soll im Folgenden noch einmal anhand einiger Beispiele genauer gezeigt werden, 

welche Bedeutung die Massengenauigkeit für die Ergebnisauswahl einer einfachen 

Datenbanksuche hat.  

Dazu wurden drei monoisotopische Peptidmassen ausgewählt, die in den Nano-HPLC/Nano-

ESI-FTICRMS-Messungen der RCC-Proben auftraten, und mit verschiedenen Massenfehler-

toleranzen im unteren ppm-Bereich für die DB-Suche in die Suchmaske von MS-Tag Simple 

(http://prospector.ucsf.edu/prospector/4.0.8/html/mstagfd.htm) eingegeben.  
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Als Datenbank wurde SwissProt in der Version vom 17.10.2006 mit der Spezies „Homo 

Sapiens“ ausgewählt. Dabei wurden nur Proteine mit einem Molekulargewicht von 1 - 20 kDa 

zugelassen, ohne zusätzliche Angabe von weiter einschränkenden Parametern wie 

Spaltenzym oder Modifikation. Die Begrenzung des Molekulargewichts auf 20 kDa wurde 

gewählt, um die maximal mögliche Zahl der Ergebniseinträge (200 Einträge) nicht wesentlich 

zu überschreiten (siehe Tab. 4-10). In den untersuchten Proben sind jedoch auch Spalt-

peptide von wesentlich größeren Ursprungsproteinen zu erwarten, so dass in realen Such-

vorgängen mit einer erheblich größeren Anzahl an Ergebnistreffern gerechnet werden muss. 

Normalerweise wurden bei einer DB-Suche auch Proteine mit Molekulargewichten von bis zu 

300 kDa berücksichtigt.  

Anzahl der Ergebnistreffer in der DB-Suche  

bei einer Massenfehlertoleranz von 

beobachtete monoisotopische 

Masse mit Ladungszustand 

(bzw. umgerechnet auf [M+H]
+
) 

 

aus RCC-Probe 

+/- 0.01 u +/- 10 ppm +/- 5 ppm +/- 2 ppm 

                      808.3827 +1 BN30 > 200 (70 %)* > 200 (80 %)* 124 75 

513.7819 +2 (1026.5565 +1) A498 > 200 (55 %)* 194   64 49 

657.3380 +2 (1313.6687 +1) A498 + BN30 > 200 (50 %)* > 200 (70 %)* 142 66 

Tab. 4-10:  Vergleich der DB-Trefferanzahl bei Angabe unterschiedlicher Massenfehlertoleranzen bzw. MS-Genauigkeiten 

* (in Klammern: Fortschritt der DB-Suche, bei dem sie aufgrund der zu hohen Trefferanzahl >200 abgebrochen  

    wurde;  d.h. je kleiner die Prozentangabe, desto größer ist die mögliche Anzahl der Ergebnistreffer) 

 
Die Ergebnisse in Tab. 4-10 machen deutlich, dass die Vorschläge für eine Peptidmasse 

stark von den angegebenen Massenfehlertoleranzen bei der DB-Suche abhängen und die 

Auswahl der möglichen Kandidaten aufgrund einer höheren MS-Genauigkeit wesentlich 

reduziert wird. Im gezeigten Beispiel verringert sich die Anzahl der Ergebnistreffer auf etwa 

ein Drittel oder weniger bei Verbesserung der angegebenen MS-Genauigkeit von +/- 10 ppm 

auf +/- 2 ppm.  

 
 

Modifizierte Vorgehensweise aufgrund der Verbesserungen bei der DB-Suche  

Angesichts der vorangegangenen Erkenntnisse und der noch immer sehr großen 

Datenmenge aus den Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICRMS/MS-Messungen erschien es sinnvoll, 

zunächst auf die zeitintensive Überprüfung aller Kandidaten beginnend vom kleinsten 

Vorläuferion zu verzichten. Dank der neuen einstellbaren Filterparameter war nun eine stark 

verbesserte Vorauswahl der Kandidaten gegeben („Peptide Mass Accuracy +/- 3 ppm“, 

„Peptide Probability 10-3“; Parameter 2 in Tab. 3-9), so dass die Auswertung unmittelbar mit 

den besten Kandidaten aus der automatischen DB-Suche begonnen wurde.  
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Die DB-Suche wurde hier bis auf die zwei erwähnten Filterparameter wenig stringent 

gehalten, damit durch die Vorauswahl in der Ergebnistrefferliste möglichst keine potentiell 

richtigen Kandidaten herausgefiltert werden sollten. Außerdem wurden bei der Auflistung 

zusätzlich alle vorgeschlagenen Peptidsequenzen eines Proteins ungeachtet ihrer 

„schlechteren“ Werte bis „0.5“ im „Peptide Probability“-Wert angezeigt, wenn bereits ein zum 

Protein zugeordnetes Peptid den Schwellenwert von „10-3“ erreicht hatte, so dass auch diese 

„falsch negativen“ Peptidvorschläge berücksichtigt wurden.  

 
Zusätzlich konnte jetzt bei der DB-Suche auch eine so genannte MultiConsensus-Funktion 

angewendet werden, welches die Peptid- und Proteinkandidatenlisten aus mehreren 

Probenläufen verknüpft und so eine kombinierte Ergebnisliste aus den DB-Suchergebnissen 

der einzelnen Läufe ermöglichte. Dadurch stieg der Wert für die Vertrauenswürdigkeit einiger 

Ergebnisse (kleinere „Peptide Probability“) aufgrund einer erhöhten Proteinsequenz-

abdeckung zusammengehörender Proteinfragmente und ließ so eine weitere Eingrenzung 

der zugeordneten Peptidvorschläge zu den Fragmentionenspektren zu.  

 
Zur eigentlichen Absicherung wurden die erhaltenen Ergebnisse dann wie zuvor auch 

anhand der hochpräzise gemessenen MS- und MS/MS-Daten mithilfe einer, allerdings 

vereinfachten, CBS-Methode verifiziert. Im einfachsten Falle reichte die Eingabe einer 

Massenliste in das Programm PeptideComposer. Die Verifizierung einer vorgeschlagenen 

Peptidsequenz erfolgte in derselben Weise durch Übereinstimmung der beobachteten mit 

den kalkulierten Massen von Vorläufer- und Fragmentionen im unteren ppm-Bereich.  

Bei falschen oder fehlenden Peptidkandidaten musste die vollständige CBS-Methode 

angewendet werden.  

 

In Anhang 6.3 und 6.4 sind die aus der oben beschriebenen DB-Suche resultierenden, noch 

nicht überprüften Kandidatenlisten aus den Analysen der unspezifisch aufgereinigten RCC 

A498-Proben bzw. der Vergleichsproben aus BN30 dargestellt. Aus diesen Ergebnislisten 

konnten folgende validierte Ergebnisse abgeleitet werden (Tab. 4-11). 
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4.3.1.3 Ergebnisse aus der unspezifischen Aufreinigung von RCC A498 und BN30  

Tab. 4-11:  Ergebnisse aus der neuen Methode mithilfe CBS und DB-Suche (aus beiden RCC-Linien A498 + BN30) 

Peptidsequenz: schwarz: nur in A498; orange: nur in BN30; grün: in beiden Zelllinien; blau: nur in A498 durch CBS ohne SEQUEST-Vorschlag ermittelt  

unterstrichen: bereits zuvor mit dem ursprünglichen, zeitintensiveren Verfahren ermittelte Ergebnisse (Kap. 4.3.1.2).  

# 
Ursprungprotein 

UniProtKB accession 
AA-Position Peptidsequenz 

 [M+H]+ 

(beobachtet) 

Beobachtete 
Massenabweichung 
(Ladungszustand) 

13-17 MPILG 530.3002 - 0.8 ppm  (+1) 
1 

Aldo-keto reductase family 1 
member B1 (AKR1B1) 

Q5U031 9-17 NGAKMPILG 900.4962 - 1.0 ppm  (+1) 

309-314 DYPFDA 727.2921 - 1.7 ppm  (+1) 
2 

Aldo-keto reductase family 1  
member B10 (AKR1B10) 

O60218 75-83 IVSKLWPTF 1090.6314 + 1.7 ppm  (+2) 

3 

Aldo-keto reductase family 1 
member C2 (AKR1C2) 

P52895 

236-241 LEDPVL 685.3760 - 0.9 ppm  (+1) 

169-174 MILPVG 629.3685 - 1.0  ppm (+1) 

143-150 VILPVPAF 855.5316 - 2.6  ppm (+1) 

284-291 IKDYPVVS 920.5075 - 1.3  ppm (+2) 

25-32 FTSKGLFR 955.5347 - 1.3  ppm (+2) 

143-151 VILPVPAFN 969.5769 + 0.1  ppm (+1) 

142-150 EVILPVPAF 984.5757 - 0.8  ppm (+1) 

7-13 IHAREIFD 1000.5197 - 1.4  ppm (+2) 

169-178 MILPVGAANF 1032.5551 - 0.4  ppm (+1) 

14-24 SRGNPTVEVDL 1186.6054 - 0.7 ppm (+2) 

4 
Alpha-enolase, Enolase 1 (ENO1) 

P06733 

33-45 AAVPSGASTGIYE 1222.5933 - 1.4 ppm (+2) 

96-104 VAPEEHPVL 990.5240 - 1.5 ppm (+2) 
5 

beta-Actin (ACTB) 

P60709 95-104 RVAPEEHPVL 1146.6251 - 1.3 ppm (+2) 

6 

Biliverdin reductase B (BLVRB),  
Flavin reductase 

P30043 

2-10 AVKKIAIFG 946.6068 - 1.7 ppm  (+1) 

142-149 FVQMMTAK 955.4756 + 1.7 ppm (+2) 
7 

Calmodulin (CaM) 

P62158 
125-139 MIREADIDGDGQVNY 1695.7673 + 1.8 ppm (+2) 

2-7 VNPTVF 676.3656 - 1.3 ppm (+1) 

2-8 VNPTVFF 823.4343 - 0.7 ppm (+1) 

11-18 AVDGEPLG 757.3718 - 1.1 ppm (+1) 

53-59 FHRIIPG 839.4876 - 1.2 ppm (+2) 

10-18 IAVDGEPLG 870.4556 - 1.3 ppm (+1) 

85-91 DENFILK 878.4610 - 1.0 ppm (+2) 

8 
Cyclophilin A, Peptidyl-prolyl cis-

trans isomerase A (PPIA) 

P62937 

10-19 IAVDGEPLGR 1026.5565 - 1.3 ppm (+2) 

Tab. 4-11 (Abschnitt 1/4) 
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102-112 NAGPNTNGSQF 1106.4849 - 1.2 ppm (+1) 

89-99 ILKHTGPGILS 1135.6819 - 1.3 ppm (+2) 

9-19 DIAVDGEPLGR 1141.5833 - 1.3 ppm (+2) 

131-140 KVKEGMNIVE 1146.6178 - 0.8 ppm (+2) 

38-49 ALSTGEKGFGYK 1257.6458 - 1.2 ppm (+2) 

8 

(Fortsetzung) 

Cyclophilin A, Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase A (PPIA) 

P62937 

100-112 MANAGPNTNGSQF 1308.5622 - 1.2 ppm (+2) 

9 
Cystatin-B (CSTB), Stefin-B 

P04080 
54-60 FIKVHVG 799.4815 - 1.3 ppm  (+2) 

10 
Diazepam-binding inhibitor (DBI),  
Acyl-CoA-binding protein (ACBP)  

P07108 
39-49 DINTERPGMLD 1260.5876 - 1.0 ppm  (+2) 

11 
Dynactin-1 (DCTN1), 150 kDa 
dynein-associated polypeptide 

Q14203 
654-659 AGLVYS 609.3237 - 0.9 ppm  (+1) 

12 
Dynein light chain 2A, cytoplasmic 

Q9NP97 
89-96 IVIQNPTE 913.4992 + 0.3 ppm (+1) 

427-432 DYPPLG 661.3186 - 0.9 ppm  (+1) 
13 

Elongation factor 1-alpha 1 
(EEF1A1) 

P68104 252-265 DVYKIGGIGTVPVG 1374.7644 + 1.2 ppm  (+2) 

77-81 VILFH 628.3811 - 1.0 ppm  (+1) 

300-307 FSYGRALQ 941.4829 - 1.1 ppm  (+2) 

216-224 ALSDHHIYL 1068.5458 - 1.3 ppm  (+2) 

272-284 SGGQSEEEASINL 1320.5903 - 0.8 ppm  (+2) 

189-200 PEILPDGDHDLK 1348.6730 - 1.0 ppm  (+2) 

323-334 AAQEEYVKRALA 1348.7200 - 1.5 ppm  (+2) 

14 

Fructose-bisphosphate  
aldolase A (ALDOA) 

P04075 

33-45 ADESTGSIAKRLQ 1375.7160 - 1.1 ppm  (+2) 

90-96 ITFDQAN 808.3827 - 1.1 ppm (+1) 
15 

Galectin-1 (LGALS1) 

P09382 121-130 MAADGDFKIK 1095.5489 - 1.3 ppm (+2) 

320-327 YSNRVVDL 965.5038 - 1.3 ppm (+2) 

23-32 FNSGKVDIVA 1049.5615 - 1.0 ppm (+2) 

2-12 GKVKVGVNGFG 1061.6085 - 1.6 ppm (+2) 

21-31 RAAFNSGKVDI 1177.6307 - 1.4 ppm (+2) 

205-218 NIIPASTGAAKAVG 1269.7147 - 1.1 ppm (+2) 

16 

Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) 

P04406 

316-326 NEFGYSNRVVD 1299.5949 - 1.1 ppm (+2) 

17 
Heat-shock protein beta-1 (HspB1), 
Heat shock 27 kDa protein (HSP27) 

P04792 
35-41 LPRLPEE 853.4768 - 1.1 ppm  (+2) 

18 
Histone H2A type 1-C / type 1-D 

Q93077 / P20671 
45-51 AGAPVYL 690.3817 - 0.5 ppm  (+1) 

Tab. 4-11 (Abschnitt 2/4) 
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19 
Histone H2A type 2-A / type 2-C 

Q6FI13 / Q16777 
46-52 AGAPVYM 708.3380 - 0.7 ppm  (+1) 

40-47 VYVYKVLK 1011.6223 - 1.4 ppm (+2) 
20 

Histone H2B type 1-D / type 2-F 

P58876 / Q5QNW6 
110-126 HAVSEGTKAVTKYTSSK 1793.9445 - 3.0 ppm (+3) 

21 
Histone H3.1 

P68431 
63-71 IRKLPFQRL 1170.7485 - 1.3 ppm (+3) 

22 

L-lactate dehydrogenase A chain 
 (LDHA) 

P00338 

326-332 IQKELQF 905.5081 - 1.1 ppm  (+2) 

41-47 HVVPDQL 807.4353 - 0.8 ppm (+1) 

5-12 IVNTNVPR 912.5254 - 0.8 ppm (+2) 

89-96 RISPDRVY 1005.5458 - 1.8 ppm (+2) 

23 

Macrophage migration inhibitory 
factor (MIF) 

Q6FHV0 

4-21 FIVNTNVPRASVPDGFLS 1933.0155 - 1.2 ppm (+2) 

121-129 ADEGISFRG 951.4521 - 1.0 ppm  (+2) 

132-140 IIDDKGILR 1042.6242 - 1.3 ppm  (+2) 24 

Peroxiredoxin-1 (PRDX1), Natural 
killer cell-enhancing factor A 

(NKEF-A) 

Q06830 
17-27 ATAVMPDGQFK 1164.5699 - 1.6 ppm  (+2) 

25 

Phosphoglycerate kinase 1 
(PGK1), Cell migration-inducing 

gene 10 protein 

P00558 

403-413 LEGKVLPGVDA 1097.6190 - 1.0 ppm  (+2) 

2-10 PGHLQEGFG 941.4491 
+ 1.6 ppm (+2) 

26 

Plasminogen activator inhibitor 
(PAI)1 RNA-binding protein 

(SERBP1) 

Q8NC51 21-29 FDDESDPFE 1100.4082 
+ 2.5 ppm (+1) 

27 
Profilin-1 (PFN1) 

P07737 
87-108 RTKSTGGAPTFNVTVTKTDKTL 2323.2656 + 1.7 ppm (+3) 

84-93 ESAAVKEILK 1087.6341 - 1.6 ppm (+2) 
28 

Protein DJ-1, (PARK7) 
Oncogene DJ1 

Q99497 173-189 NGKEVAAQVKAPLVLKD 1780.0340 + 0.7 ppm (+3) 

2-13 PGVTVKDVNQQE 1313.6687 + 0.7 ppm (+2) 

2-14 PGVTVKDVNQQEF 1460.7401 + 1.4 ppm (+2) 29 
Ribosomal protein S19 (RPS19) 

P39019 

2-17 PGVTVKDVNQQEFVRA 1786.9486 + 2.2 ppm (+3) 

30 
60S ribosomal protein L29 (RPL29) 

P47914 
34-41 GVDPKFLR 931.5347 - 1.4 ppm  (+2) 

31 

S100 calcium-binding protein A3 
(S100A3) 

P33764 

70-74 VDFVE 608.2921 - 0.8 ppm  (+1) 

83-90 IYNEALKG 907.4873 - 1.1 ppm (+2) 

13-20 VAIFHKYS 964.5240 - 1.1 ppm (+2) 32 

S100 calcium-binding protein A6 
(S100A6), Calcyclin 

P06703 
57-70 MEDLDRNKDQEVNF 1752.7852 - 0.3 ppm (+3) 

Tab. 4-11 (Abschnitt 3/4) 
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33 

S100 calcium-binding protein A10 
(S100A10) 

P60903 

2-12 PSQMEHAMETM 1291.5099 - 1.3 ppm (+2) 

84-89 IGGLAM 561.3058 - 1.2 ppm (+1) 

18-22 IAVFQ 577.3337 - 1.3 ppm (+1) 

40-45 LSFMNT 712.3328 - 0.8 ppm (+1) 

29-39 GYNYTLSKTEF 1322.6279 + 1.2 ppm (+2) 

34 

S100 calcium-binding protein A11 
(S100A11), Calgizzarin 

P31949 

94-105 SFLKAVPSQKRT 1361.7911 + 0.9 ppm (+3) 

35 

Splicing factor  
proline/glutamine-rich (SFPQ) 

Q86VG2 

391-400 FSQFGPIERA 1151.5860 - 1.4 ppm  (+2) 

194-199 MPRQIL 757.4378 - 1.5 ppm  (+1) 

137-145 VARDDGLFS 979.4832 - 1.1 ppm  (+2) 36 

Transgelin-2 (TAGLN2),  
SM22-alpha homolog 

P37802 
176-191 LQMGTNRGASQAGMTG 1579.7294 - 1.3 ppm  (+2) 

37 

Ubiquitin carboxyl-terminal  
hydrolase isozyme L1 (UCHL1) 

P09936 

165-174 FNNVDGHLYE 1207.5365 - 1.1 ppm  (+2) 

145-154 DANTKPNLNL 1099.5728 - 1.2 ppm  (+2) 
38 

UDP-glucose 6-dehydrogenase 
(UGDH) 

O60701 323-335 FNTVTDKKIAILG 1419.8222 + 1.1 ppm  (+2) 

74-81 VPGVRLLQ 881.5581 + 1.6 ppm (+2) 
39 

Vimentin (VIM) 

P08670 446-466 TVETRDGQVINETSQHHDDLE 2423.1083 + 0.5 ppm (+3) 

Tab. 4-11 (Abschnitt 4/4) 

Insgesamt konnten 39 Proteine durch ihre zugehörigen Peptidsequenzen (97 Peptide) 

höchst zuverlässig identifiziert werden, wovon 27 Proteine (42 Peptide) bereits zuvor mit 

dem zeitintensiveren Verfahren aufgeklärt wurden (Kap. 4.3.1.2, schlechtere Kandidaten-

Vorauswahl in der Vorgängerversion des automatischen DB-Suchprogramms).  

Dabei wurden die identifizierten Sequenzen bzw. Ursprungproteine zusätzlich in einer 

weiteren DB-Recherche auf Richtigkeit überprüft (s.u., Seite 89). Angesichts der großen 

Datenmenge (siehe Anhang 6.3 und 6.4) wurden nur jene Ergebnistreffer überprüft, welchen 

Proteinen zugeordnet waren, die nach dem Bewertungskriterium „Peptide Probability“ bereits 

eine sehr geringe Wahrscheinlichkeit für einen falsch positiven Treffer besaßen. 

Peptidkandidaten, die noch nicht mithilfe der CBS-Methode überprüft wurden, aber bereits zu 

mit CBS verifizierten Peptiden zugeordneten Proteinen gehören, können ebenfalls zu den 

vertrauenswürdigen Peptididentifizierungen gerechnet werden.  

Diese potentiell richtigen Peptidsequenzen sind in den Kandidatenlisten (s. Anhang), aber 

nicht in der hier gezeigten Tabelle enthalten.  
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Mit der neuen Methode wurden 18 Proteine in beiden Zelllinien gemeinsam identifiziert, die 

restlichen 21 Proteine nur in den A498-Proben.  

Für die identifizierten Peptide bzw. beobachteten Vorläuferionenmassen konnten dabei 

Abweichungen zu den berechneten monoisotopischen Peptidmassen von typischerweise 

deutlich unter 2 ppm ermittelt werden, was sich mit der technischen Spezifikation für das 

verwendete Hybridmassenspektrometer LTQ FT bei externer Kalibrierung deckt. Neben den 

akkurat gemessenen Fragmentionensignalen konnten dadurch oft eindeutige Zuordnungen 

mithilfe der neuen Verifizierungsmethode getroffen und viele Fehlinterpretationen sowohl von 

falsch positiven als auch falsch negativen Ergebnissen vermieden werden. Insbesondere mit 

dem zunächst verwendeten DB-Suchprogramm in der BioWorks-Version 3.1 konnten noch 

viele der ermittelten Ergebnistreffer bei der nachträglichen Überprüfung nicht bestätigt 

werden. Mit der BioWorks-Version 3.2 dagegen konnte eine erheblich bessere Vorauswahl 

der Kandidaten bei der DB-Suche getroffen werden (Kap. 3.3.3), was vor allem auf die 

verbesserte Berücksichtigung sehr kleiner Massenfehlertoleranzen im ppm-Bereich, die 

Verknüpfung der verschiedenen Messreihen und die Einführung des neuen Bewertungs-

kriteriums „Peptide Probability“ zurückzuführen ist.  

Viele falsch positive Ergebnisse aus den DB-Suchen wurden Isoformen zugeschrieben oder 

waren dem tatsächlichen, identifizierten Ursprungsprotein sehr ähnlich und zumindest in 

Teilsequenzen identisch.  

Andere Fehlinterpretationen des DB-Suchprogramms konnten oft auch auf die noch recht 

verrauschten FTICR-MS/MS-Spektren zurückgeführt werden, die teilweise zu wenige reale 

Fragmentionensignale enthielten. Das DB-Suchprogramm benutzt für die Zuordnungen der 

MS/MS-Daten auch Rauschsignale oder so genannte höhere (> 1) Harmonische. Diese 

höheren Harmonischen spiegeln sich in nach der Fouriertransformation sichtbar werdenden 

zusätzlichen Massensignalen wider. Sie können von sehr intensiven Ionensignalen (bzw. von 

deren harmonischen Oberschwingungen als Vielfaches der Frequenzen) abgeleitet werden 

und tauchen häufig im Massenspektrum bei halbem m/z-Wert (= 2. Harmonische) in mehr als 

zehnfach geringerer Intensität auf. Hier würde eine bessere Rohdatenverarbeitung, die 

solche Signale automatisch z.B. an den Signalmustern oder wiederkehrenden Rausch-

signalen erkennt und eliminiert, generell für die Datenauswertung von Vorteil sein.  

Die Spektreninterpretation mittels der ursprünglich vorgestellten CBS-Methode 

[Spengler 2004] stellte sich für die beschriebene Anwendung in vielen Fällen als sehr 

zeitintensiv und nicht immer eindeutig heraus.  

Zum einen fehlten Fragmentionensignale im unteren m/z-Bereich, was auf den langen 

Transferweg zwischen der linearen Ionenfalle und der FTICR-Messzelle zurückgeführt 

werden kann.  
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Zum anderen fehlten teilweise strukturell wichtige Fragmentierungen im übrigen m/z-Bereich, 

die für die eindeutige Erkennung der Reihenfolge der Aminosäuren unverzichtbar waren. 

Ursache für das Fehlen dieser Fragmentionensignale können spezielle Fragmentierungen an 

bevorzugten Bruchstellen, präferierte Ionenbildungsmechanismen oder die Unterdrückung 

anderer Fragmentionen sein. Ein solches Verhalten kann z.B. bei Anhäufung basischer 

Aminosäuren an bestimmten Sequenzstellen oder an so genannten Hypercleavagesites (oft 

nach Prolin) beobachtet werden.  

Daher erwies sich der Weg, Kandidaten zunächst mittels schneller Vorauswahl durch ein 

automatisches DB-Suchprogramm anhand der hochgenau gemessenen Massen zu 

generieren und danach die besten Vorschläge mittels vereinfachter CBS-Methode zu 

verifizieren, als zeitsparende Vorgehensweise mit validierten Ergebnissen.  

Einige Kandidaten, bei denen nur eine einzige sicher aufgeklärte Peptidsequenz einem 

Protein zugeordnet werden kann, werden normalerweise bei herkömmlichen DB-Suchen als 

unsichere Ergebnistreffer nicht einbezogen. Diese Einzel-Peptid-Proteinidentifikationen 

können hier jedoch berücksichtigt werden, da durch die angewendete Verifizierungsmethode 

nahezu keine falsch positiven Ergebnisse resultieren. Das Auftreten dieser generierten und 

später bestätigt zugeordneten Ionensignale kann daher nicht als „Zufallsprodukt“ gewertet 

werden.  

Zudem wurden nur relativ kleine nicht-redundante Proteindatenbanken der Spezies „Homo 

Sapiens“ für die DB-Suche genutzt und auch nur Peptidsequenzen in die Ergebnisliste 

aufgenommen, die ausschließlich einem einzigen Protein zugeordnet werden konnten. 

Außerdem wurde jeder DB-Treffer (verifiziertes Peptid) nochmals mithilfe des 

PeptideSearch-Services und auf der ExPASy-Seite überprüft, so dass eine höhere 

Vertrauenswürdigkeit der in den Datenbanken verzeichneten Proteinsequenzen aufgrund der 

mehrfachen Bestätigung resultierte.  
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Diskussion zu den identifizierten Peptiden bzw. zugehörigen Ursprungsproteinen 

Die identifizierten Peptide stellen durchweg proteolytische Fragmente dar, die von 

Degradationsprozessen exprimierter Proteine abgeleitet werden können.  

Die Proteine lassen sich dabei nach ihren Funktionen einteilen, so dass sie als Motor- und 

Strukturproteine (z.B. Aktin, Dynein, Profilin, Vimentin) oder Proteine zur Signaltransduktion 

(z.B. Calmodulin, Cylophilin, Galectin, S100 Proteine) bzw. für den Stoffwechsel und 

Zellzyklus zuständig (z.B. Aldolase, Enolase, GAPDH, Histone, Ribosomalproteine) 

klassifiziert werden können. Einige Proteine können mehrere Aufgaben übernehmen, so 

dass sie bei verschiedenen Prozessen beteiligt sind. Zudem gibt es solche, deren Funktion 

noch unbekannt ist.  

Obwohl die meisten der identifizierten Proteine von bekannten, ubiquitär vorkommenden so 

genannten „housekeeping genes“ abstammen, stellte sich bei vielen identifizierten Proteinen 

wie z.B. Aldolase A, alpha-Enolase, beta-Aktin, Biliverdin-Reduktase B, Calmodulin, 

Cyclophilin A, GAPDH, HSP27, LDHA, Peroxiredoxin und Vimentin in kürzlich durch-

geführten Proteomanalysen heraus, dass sie in Nierenkrebszellen gegenüber Primär-

zelllinien hochreguliert sind [Craven et al. 2006] oder auch in Nierenzellen erhöhte Werte 

aufweisen, die gegen oxidativen oder osmotischen Stress resistent sind [Dihazi et al. 2005].  

Housekeeping-Proteine sind für den „Haushalt“ einer jeden Zelle notwendig. Sie sind für 

Grundfunktionen des Betriebs und Erhalts der Zelle zuständig und kommen somit auch in 

gesunden Zellen vor.  

Für Vimentin nimmt man an, dass es Unterschiede in der Expression der Subtypen bei 

verschiedenen Nierenkrebsarten gibt [Cheburkin et al. 2002; Kellner et al. 2002; Skinnider 

et al. 2005]. Des Weiteren konnten Galectin-1, PGK1, S100 Proteine und UCHL1 bereits als 

Antigene bei Nierenzellkarzinomen identifiziert werden. Diese Proteine und damit auch die in 

der vorliegenden Arbeit identifizierten Spaltpeptide sind somit potentielle Kandidaten als 

Biomarker zur Tumorentdeckung oder für neue immuntherapeutische Ansätze [Young 

et al. 2001b; Amatschek et al. 2004; Dihazi et al. 2005; Domoto et al. 2007; Seliger 

et al. 2007]. Auch Transgelin (SM22-alpha) und das Protein Dj-1 können Marker für diese Art 

von Tumoren sein [Klade et al. 2001; Kim et al. 2005; Clements et al. 2006].  

Zudem wurden viele der in der vorliegenden Arbeit identifizierten Proteine wie z.B. die Aldo-

Keto-Reduktasen, alpha-Enolase, Cyclophilin A, Cystatin B, Galectin-1, HSP27, MIF, Peroxi-

redoxin, PGK1, Protein Dj-1, Ribosomalproteine, S100 Proteine und Vimentin bereits in 

anderen Expressionsanalysen wie bei Pankreas-, Darm- und Lungenkrebs als hochreguliert 

nachgewiesen [Kondoh et al. 1992; Campa et al. 2003; Amatschek et al. 2004; Shen 

et al. 2004; Fukumoto et al. 2005; Hwang et al. 2006; Li et al. 2006; Liu et al. 2006; 

Werle et al. 2006].  
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4.3.1.4 Schlussbetrachtung für die neue Analysenmethode  

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Methode verknüpft die beiden neuen 

Ansätze der vereinfachten Probenaufarbeitung und der neuen Datenvalidierungstechnik und 

liefert so validierte Ergebnisse auch aus komplexen Proben (Peptidgemische unbekannter 

Entstehungsgeschichte). 

Hierbei wurden die im ersten Schritt aus einer automatischen DB-Suche ermittelten 

Peptidkandidaten größtenteils anhand ihrer hochpräzise gemessenen Massen für Vorläufer- 

und Fragmentionen entweder bestätigt, als falsch positives Ergebnis aufgedeckt oder erst 

aufgeklärt. Aufgrund der Kontrollmöglichkeit im iterativen Verifizierungszyklus mit einem 

DB-unabhängigen, kompositionsbasierten de novo-Sequenzierungsverfahren wurden Peptid-

sequenzen höchst zuverlässig anhand der hochgenauen Massenanalyse bestimmt und 

DB-verzeichneten Proteinen mit großer Sicherheit zugeordnet.  

Mit der neuen Methode konnten gegenüber der klassischen Vorgehensweise mit spezifischer 

IAC-Aufreinigung nun viel schneller eine größere Menge an Peptiden aus den betrachteten 

Nierenzellkarzinomproben untersucht und sicher aufgeklärt werden.  

Bei der Ergebnisevaluierung war auffällig, dass fast alle Ursprungsproteine intrazellulär 

lokalisiert sind, obwohl eine durch das Präparationsverfahren bedingte Lyse der Zellen nicht 

zu erwarten war. Kulturzellen weisen darüber hinaus nur wenige extrazelluläre Proteine auf. 

Es lässt sich daraus schließen, dass die identifizierten Peptide entweder a) aus natürlichen 

Degradationsprozessen in der Zelle mit anschließender Präsentation der Proteinfragmente/ 

Peptide auf der Zelloberfläche (MHC-Präsentationsmechanismus) oder b) aus einer 

Zerstörung der Zellmembran aufgrund der Probenaufarbeitung resultierten.  

Ungeachtet des tatsächlichen Präsentationsweges geben die nachgewiesenen Peptide 

aufgrund ihrer Proteinabstammung ein Abbild der Krebszelle wieder und charakterisieren 

diese, ohne zwingend auf deren Oberfläche aktiv präsentiert gewesen zu sein.  

 
Aus den Befunden dieser Evaluierung stellte sich ferner heraus, dass das vereinfachtete 

Probenaufbereitungsverfahren (Säureelution statt HLA-Immunaffinitätschromatographie) für 

die Analyse von MHC-I bindenden Peptiden nicht hinreichend spezifisch zu sein scheint. Die 

meisten identifizierten Peptide entsprachen nicht dem Bindungsmotiv für MHC-I Komplexe. 

Bislang konnte nur das Peptid mit der Sequenz „RVAPEEHPVL“, welches vom beta-Aktin 

abgeleitet werden kann und einen nur geringen Syfpeithi-Score-Wert von 19 für HLA-A*0201 

besitzt, als bereits identifiziertes MHC-I bindendes Peptid [Krüger et al. 2005] in beiden 

untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden.  

 
Aus diesem Grund wurden die restlichen, mit der IAC spezifisch aufgereinigten A498-Proben 

einer erneuten Analyse analog der beschriebenen Vorgehensweise unterworfen (Kap. 4.3.2).  
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Vergleich der Ergebnisse aus den DB-Analysen anhand der LCQ Deca XP- bzw. 

LTQ FT-Daten für die unspezifisch aufgereinigten RCC A498-Proben  

Mithilfe der neuen Methode und der neuen Filtermöglichkeiten bei der DB-Suche können die 

zuvor wenig aussagekräftigen, langen Ergebnislisten mit vielen falsch positiven Kandidaten 

vor allem aufgrund der hochpräzise gemessenen Massen auf verifizierte Identifizierungen 

reduziert werden. Zur Verdeutlichung wird ein Vergleich der Analysenmethoden beschrieben, 

bei dem die unspezifisch aufgereinigten A498-Proben zum einen an der 3D-Ionenfalle 

LCQ Deca XP und zum anderen am Hybridmassenspektrometer LTQ FT vermessen und 

einer DB-Suche mit Standardparametern in TurboSEQUEST (Parameter 2 in Tab. 3-9) 

unterworfen wurden.  

Es wurden einerseits Teilproben (die hier am besten untersuchte C8-Fraktion 5) nach 

Größenausschluss (Cut Off < 3 kDa) und andererseits zum Vergleich alle erhaltenen 

C8-Fraktionen nach erneuter Kapillar-LC- bzw. Nano-LC-Separation untersucht (Standard-

methode ohne Größenausschluss mit LCQ Deca XP bzw. nur niedermolekulare Fraktionen 

wie bei neuer Methode mit LTQ FT).  

Im Ergebnis wurde aufgrund des relativ stringenten Bewertungskriteriums „Peptide 

Probability 1:1000“ eine bereits deutlich eingeschränkte Vorauswahl der Kandidaten erreicht 

(siehe Anhang 6.5). Auf diesen stringenten (Vor-)Filter sind allerdings, wie bereits zuvor 

erwähnt, falsch negative Treffer zurückzuführen, welche hier jedoch nicht Objekt der 

Betrachtung sind. Die resultierenden Ergebnislisten aus der DB-Suche wurden zur besseren 

Bearbeitung und Darstellung aus dem BioWorks-Programm exportiert und im Tabellen-

kalkulationsprogramm Excel (Version 2002 aus Microsoft Office XP) zunächst nach den 

Proteinkennungsnummern (gi-Nummern aus NCBI-Datenbank, Eintrag fett hervorgehoben) 

und Peptidmassen sortiert, dann durchnummeriert und anschließend nach bereits 

bekannten, verifizierten Peptid-/Proteinergebnissen ausgewertet (falsch positive Kandidaten 

durchgestrichen).  

Die so erhaltenen Ergebnisse wurden schließlich auf Peptid- (Abb. 4-15) bzw. Proteinebene 

(Abb. 4-16) verglichen.  

Hierbei ist festzustellen, dass - wie zu erwarten - erheblich bessere Kandidatenlisten mit 

wenigen falsch positiv identifizierten Ergebnissen bei der Untersuchung der Proben mit dem 

hochauflösenden und hochgenau messenden FTICR-Teil des LTQ FT-Gerätes erzeugt 

werden. Fehlzuordnungen sind auf verrauschte FT-MS/MS-Spektren und auf teilweise 

identische Sequenzabschnitte in ähnlichen Ursprungsproteinen zurückzuführen.  

Die relativen Werte für falsch positive Zuordnungen sind beim Vergleich sowohl auf Peptid- 

als auch auf Proteinebene nahezu identisch. Ähnliches gilt auch für die Gegenüberstellung 

von Teil- bzw. Gesamtprobe.  
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Das deutlich schlechtere Abschneiden der am LCQ Deca XP gemessenen Gesamtprobe von 

Protein- zu Peptid-Identifizierungen ist auf die vielen falschen Einzel-Peptid-Proteinidentifi-

zierungen zurückzuführen, was die Nichtberücksichtigung dieser Treffer bei herkömmlichen 

DB-Suchen aufgrund der hohen Fehlerwahrscheinlichkeit und fehlenden Kontrollmöglichkeit 

begründet.  

 
Abb. 4-15:  Vergleich der Ergebnisse aus den unterschiedlichen Analysenmethoden auf Peptidebene 

 

 

Abb. 4-16:  Vergleich der Ergebnisse aus den unterschiedlichen Analysenmethoden auf Proteinebene 
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Folgerungen aus den Ergebnissen  

Die aus dem Vergleich und aus den anderen durchgeführten Experimenten erlangten 

Erkenntnisse bestätigen die zuvor aufgestellte Hypothese (Kap. 4.2.2.2), dass eine her-

kömmliche massenspektrometrische Analyse von komplexeren Proben ohne nähere Vor-

kenntnisse nicht allein durch ein automatisches, wahrscheinlichkeitsbasiertes DB-Such-

programm in vertrauenswürdiger Weise bewerkstelligt werden kann.  

Erst durch die mit der APFF-Methode realisierte Möglichkeit einer Kontrolle der Ergebnisse 

bzw. einer echten Identifizierung der Peptide anhand der generierten Informationen 

(Zuordnung akkurat gemessener Massensignale) sind solche Untersuchungen mit validierten 

Ergebnissen durchführbar.  

 
Angesichts der erhaltenen Ergebnisse ist der niedermolekulare Peptidmassenbereich bis 

ca. 3000 Da ideal geeignet für die Kombination von Flüssigkeitschromatographie (Separation 

der Peptide), FTICR-MS/MS-Analyse (hochgenaue MS-Datengenerierung) und CBS-

Methode mit vorheriger DB-Suche (schnelle, verifizierbare Auswertung). Für die Durch-

führung der beschriebenen Analyse und Charakterisierung von Krebszellen scheint 

allerdings eine noch einfachere Probenaufarbeitung hinreichend zu sein, die nur aus ein-

dimensionaler, konventioneller Nano-HPLC-Separation nach Säureelution und Größen-

ausschluss durch Ultrafiltration besteht.  

 
Des Weiteren ergibt sich aus dem Verfahren die Möglichkeit, die höhermolekularen 

Fraktionen, die hier zunächst nicht ausgewertet wurden, einer zusätzlichen Analyse für 

eingehendere Untersuchungen entweder direkt ohne weitere Probenaufarbeitung oder nach 

enzymatischer Spaltung zu unterwerfen.  

 
Die beobachtete, höhere Empfindlichkeit der Messungen in der linearen Ionenfalle gegen-

über der nachgeschalteten ICR-Zelle des Finnigan LTQ FT-Hybridmassenspektrometers 

(fehlende Fragmentionen aufgrund des langen Ionentransferweges) lassen den Schluss zu, 

dass eine vereinfachte und eindeutigere Spektreninterpretation resultieren kann, wenn 

MS/MS-Daten aus beiden Geräteteilen des LTQ FT zur Peptidsequenzbestimmung heran-

gezogen werden.  

Daher wird diese Vorgehensweise bei den folgenden Untersuchungen der restlichen IAC-

aufgereinigten A498-Proben berücksichtigt.  
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4.3.2 Anwendung der neuen Datenvalidierungsmethode auf die spezifisch 

aufgereinigten A498-Proben  

 
Aufgrund der Erkenntnisse und Resultate aus der neu entwickelten Methode wurden die 

restlichen spezifisch aufgereinigten A498-Proben aus dem klassischen Ansatz mit IAC einer 

weiteren hochgenauen MS- und MS/MS-Analyse unterzogen und nach dem neuen 

Verfahren ausgewertet.  

 

4.3.2.1 Vorgehensweise  
 
Die Vorgehensweise war in großen Teilen analog der neuen Methode, wobei die bereits 

fraktionierten Proben ohne weitere Auftrennung über offline-Nanoelektrospray vermessen 

worden sind. Hierbei wurden mithilfe des Hybridmassenspektrometers LTQ FT MS- und 

MS/MS-Daten sowohl in der linearen Ionenfalle als auch im FTICR-Teil von den 

untersuchten Peptiden aufgenommen. Eine zusammenfassende Darstellung der genauen 

Vorgehensweise wird nachfolgend gegeben:  

(1) Aufnahme von IT- und FTICR-MS- und MS/MS-Daten im Data Dependent™-Modus 

(Parameter in Tab. 3-8) 

(2) Erstellung der Kandidatenliste (siehe Anhang 6.6) anhand der FTICR-MS- und MS/MS-Daten 

mithilfe TurboSEQUEST (wie Parameter 2 in Tab. 3-9, jedoch Vorläuferionenmasse:  

600 – 1400 Da und ohne Schwellenwertangabe bei „Peptide Probability“)  

(3) Verifizierung der Vorschläge oder Bestimmung der Peptidsequenz mithilfe der CBS-Methode 

bzw. durch zusätzliche de novo-Sequenzierung anhand der IT-MS²-Daten 

(4) Überprüfung der Peptidsequenzen auf ihre MHC-I-Bindungswahrscheinlichkeit  

mithilfe von Syfpeithi  

 

4.3.2.2 Ergebnisse aus der Primärstrukturaufklärung der spezifisch aufgereinigten  

A498-Proben mithilfe von IT- und FTICR-MS und –MS/MS  

 
Da es Unterschiede in der Eindeutigkeit der Identifizierung der Peptide gab, wurden sie in 

drei ID-Kategorien unterteilt:  

Gruppe A:  eindeutige Peptidsequenzbestimmung durch Verifizierung mithilfe von CBS 

(„hochwertige“ FTICR-MS2-Spektren mit genügend Fragmentionensignalen)  

Gruppe B:  eindeutige Peptidsequenzbestimmung durch fast vollständige Verifizierung 

des Sequenzvorschlags (konsistent mit FTICR- und IT-MS2-Daten)  

Gruppe C:  nur Verifizierung von Teilsequenzen der aus der DB-Suche vorgeschlagenen 

Peptide („schlechte“ FTICR-MS2-Spektren mit ungenügend zuordenbaren 

Fragmentionensignalen; gute Übereinstimmung mit restlichen IT-MS²- Daten)  
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Tab. 4-12:  Ergebnisse aus den restlichen IAC-aufgereinigten A498-Proben mithilfe der neuen Vorgehensweise  

ID# 
Peptidsequenz 

SEQUEST-Vorschlag 
ja: + / nein: – 

HPLC-
Fraktion 

[M+H]+ 
(beobachtet) 

Massen-
abweichung 

(Ladungszustand) 

Syfpeithi-Score 
Ursprungsprotein 

(AA-Position) 

UniProtKB 
accession 

A1 (AL)L(GGL)VNV 8 + 26 855.5297 - 0.19 ppm (+1) HLA-A*0201: 34 Progestin and adipoQ receptor 
family member 4, PAQR4 
(213-221) 

Q8N4S7 

A2 (LL)I(PG)LATA 8 + 26 868.5504 + 0.16 ppm (+1) HLA-A*0201: 30 NADH dehydrogenase [ubi-
quinone] 1 alpha subcomplex 
subunit 1, NDUFA1 (16-24) 

O15239 

A3 VMA(GD)IYSV + 18 954.4603 + 0.16 ppm (+1) HLA-A*0201: 30 Adipophilin, ADFP (348-356) Q99541 

A4 (YV)DPVITSI 1,2,3 – 22 1006.5456 + 0.10 ppm (+1) HLA-A*0201: 22 Met proto-oncogene tyrosine 
kinase, c-MET (654-662) P08581 

A5 DAKIRIFDL 3†,9  + 29 1090.6261 + 0.57 ppm (+2) HLA-B*08: 33 60S ribosomal protein L10, 
RPL10, QM protein (28-36) P27635 

B1 (SL)A(GG)IIGV 1,3,10 – 21/22 786.4721 + 0.17 ppm (+1) HLA-A*0201: 33 Heterogeneous nuclear ribo-
nucleoprotein K, HNRPK 
(154-162) 

P61978 

B2 (AL)VVQVAEA + 16 899.5202 + 0.59 ppm (+1) HLA-A*0201: 24 Hexosaminidase B, HEXB 
(34-42) P07686 

B3 (SL)(YG)GTITI 1 – 22 924.5043 + 0.63 ppm (+1) HLA-A*0201: 29 E3 Ubiquitin-protein ligase 
BRE1A, RNF20 (312-320) Q5VTR2 

B4 (LL)IENVASL 4,11 – 24 971.5782 + 1.05 ppm (+1) HLA-A*0201: 34 Glutathione peroxidase 1, GPX1 
(38-46) P07203 

B5 (SL)FP(GKL)EV 5,12 – 26 989.5668 + 0.16 ppm (+2) HLA-A*0201: 30 Protein flightless-1 homolog, 
FLII (1010-1018) Q13045 

B6 (VL)MGLPLAQA + 26 1012.5864 + 0.43 ppm (+1) HLA-A*0201: 24 Ly-6/neurotoxin-like protein 1 
[Precursor], LYNX1 (11-20) Q9BZG9 

B7 (FV)FP(GE)LLL 8 + 38 1034.5928 + 0.66 ppm (+1) HLA-A*0201: 19 Neutral amino acid transporter, 
SLC1A5 (89-97) 

Q71UA6,  
Q15758 

B8 (AL)SDHHIYL 1,12 – 22 1068.5474 + 0.14 ppm (+2) HLA-A*0201: 23 Fructose-bisphosphate aldolase 
A, ALDOA (216-224) P04075 

C1 (QLL)AEVEA – 18 872.4722 - 0.18 ppm (+1) HLA-A*0201: 9  
HLA-B*08: 6 

Heterodisulfide reductase 
subunit A, hdrA (556-563) Q9APS0 

C2 (YL)(GQ)VTTI – 18 894.4939 + 0.89 ppm (+1) HLA-A*0201: 0  
HLA-B*08: 12 

Ubiquitin-like 1-activating 
enzyme E1B, UBLE1B, UBA2, 
SAE2 (144-151) 

Q9UBT2 

C3 GLYSGVTTV 10 + 16 896.4731 + 0.80 ppm (+1) HLA-A*0201: 30 Ribonucleoside-diphosphate 
reductase large subunit, RRM1 
(46-54) 

P23921 

C4 (LLD)V(PT)AAV 6,13 + 20 898.5250 + 0.69 ppm (+1) HLA-A*0201: 28 Interferon, gamma-inducible 
protein 30, IFI30 (16-24) 

Q8WU77,  
Q8NEI4 

C5 (AL)LDKLYAL 7† + 29 1019.6138 + 0.26 ppm (+2) HLA-A*0201: 32 
HLA -B*08: 27 

U3 small nucleolar ribonucleo-
protein protein IMP3 (78-86) Q9NV31 

C6 (VI)L(HL)T(VL)L + 29 1020.6821 + 0.49 ppm (+2) HLA-A*0201: 26 AT-hook-containing transcription 
factor 1, ELYS (885-893) Q8WYP5 

C7 (ILD)VTVVYL + 29 1034.6151 + 1.77 ppm (+1) HLA-A*0201: 28 G2/mitotic-specific cyclin-F, 
CCNF (635-643) P41002 

C8 (YL)T(AE)ILEL + 29 1064.5882 + 0.77 ppm (+2) HLA-A*0201: 28 z.B. Histone H2A type 2-B, 
HIST2H2AB (58-66),  
Core histone macro-H2A.1,  
MACROH2A1, H2AFY (55-63) 

Q8IUE6,  
O75367 

- unterstrichen:     Aminosäure eindeutig anhand des hochpräzise gemessenen Fragmentions zugeordnet 

- Klammer um Aminosäure:  nicht eindeutige Reihenfolge der Aminosäuren aufgrund fehlender Fragmentionensignale 

- Peptidsequenz, fett:    noch nicht als MHC-I bindendes Peptid in der Literatur beschrieben (s.u.) 

- Zahl, fett:      hohe MHC-Liganden-Wahrscheinlichkeit mit ermittelten Score-Werten >25 



 Ergebnisse und Diskussion 97 

 

Legende zu Tab. 4-12:  

- Referenzen zu den identifizierten MHC-I bindenden Peptiden  

  laut Syfpeithi-Homepage (letzter Stand vom 24.05.2006): 

- weitere Literaturstellen zu den identifizierten  

  MHC-I bindenden Peptiden:  

1) [Weinschenk et al. 2002]  8) [Milner et al. 2006]  

2) [Schag et al. 2004]  9) [Kubo et al. 1994; Flad et al. 2006] 

3) [Krüger et al. 2005]  10) [Kageyama et al. 2004]  

4) [Diehl et al. 1996]  11) [Luckey et al. 2001] 

5) [Barnea et al. 2002]  12) [Lev et al. 2002] 

6) [Hunt et al. 1992b]  13) [Wei & Cresswell 1992] 

7) [Lemmel et al. 2004]    

† zwar zitiert, aber nicht im Artikel enthalten   

 
 
Bei der Auswertung der Fragmentionenspektren wurden auch hier oft schlechte Signal-

Rausch-Verhältnisse beobachtet, die keine erfolgreichen Interpretationen zuließen. Lediglich 

13 Peptide von den 47 bei der DB-Suche vorgeschlagenen Kandidaten konnten anhand ihrer 

zugeordneten Fragmentionenspektren bestätigt werden. Dabei erreichte nur ein Kandidat 

eine „Peptide Probability“ von „1:1000“ („9.5 ·10-4“ für DAKIRIFDL, siehe Anhang 6.6), so 

dass dieses Filterkriterium ähnlich wie die Proteinsequenzabdeckung offensichtlich für diese 

spezielle Art von Proben nur bedingt oder gar nicht geeignet ist. Die übrigen richtigen 

Vorschläge wären durch diesen standardmäßig gesetzten Wert normalerweise als falsch 

negative Ergebnistreffer herausgefiltert worden.  

Durch die hochgenaue Massenanalyse und die zusätzliche Interpretationshilfe dank der 

gleichzeitig aufgenommenen IT-MS/MS-Spektren konnten letztlich insgesamt 21 weitere 

potentielle MHC-I bindende Peptide aus den restlichen spezifisch aufgereinigten A498-

Proben identifiziert werden. 13 dieser Peptide wurden mit großer Sicherheit durch die CBS-

Methode verifiziert (ID-Gruppe A und B), wovon zehn bereits in der Literatur als MHC-I 

bindende Peptide zugeordnet wurden. Drei weitere aus der ID-Gruppe C wurden ebenfalls 

schon in diesem Zusammenhang beschrieben. Acht der potentiellen MHC-I bindenden 

Peptidkandidaten konnten somit noch nicht in der Literatur gefunden werden, wobei sechs 

eine hohe MHC-Liganden-Wahrscheinlichkeit mit einem Seifpeithi-Score-Wert von 24 bis 30 

besitzen.  

 

Wie bereits in Kapitel 4.2.1.3 erwähnt, stellt das vorliegende Ergebnis aufgrund der IAC-

Aufreinigung einen direkten Nachweis von präsentierten MHC-I bindenden Peptidliganden 

auf RCC-Zellen dar, so dass jeder der identifizierten Liganden potentiell von Interesse ist.  
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So konnte unter anderem ein weiteres Peptid aus Adipophilin (VMAGDIYSV, AA 348-356) 

mit sehr hoher Sicherheit (ID-Gruppe A) identifiziert werden, welches noch nicht als MHC-I 

bindendes Peptid zugeordnet worden ist.  

Auch ALVVQVAEA (AA 34-42) aus der Hexosaminidase B und VLMGLPLAQA (AA 11-20) 

aus dem Protein LYNX1 (synonym auch secreted Ly6/Upar-related protein 2, SLURP2) 

wurden bislang noch nicht als MHC-I bindende Peptide in der Literatur beschrieben.  

Hexosaminidase B ist involviert in der Hydrolyse einiger Hexose enthaltender Moleküle. Bei 

Defiziten oder Defekten dieses Enzyms entstehen aufgrund unzureichender Umsetzungen 

bestimmter Sphingolipide Akkumulationen dieser in den Lysosomen, welches bei der 

Sandhoff-Krankheit beobachtet wird [Sandhoff 1969; Sandhoff et al. 1989; Neufeld 1989].  

Das Protein LYNX1 besitzt sequentielle Ähnlichkeiten mit einem Neurotoxin und der Ly-6-

Genfamilie und gehört zu einer Gruppe von lymphocytischen Antigenen, die durch einen 

Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Anker auf der Zelloberfläche anhaften [Gumley 

et al. 1995]. Zudem wird dem Protein eine modulierende Funktion beim nikotinischen 

Acetylcholinrezeptor zugeschrieben [Miwa et al. 2006]. LYNX1 konnte in Säugern vor allem 

im Nervensystem, aber auch in weitaus geringeren Mengen in Niere und Herz bestimmt 

werden [Miwa et al. 1999; Dorus et al. 2004].  

Andere identifizierte Peptide stammten auch hier wieder von ubiquitär exprimierten 

Housekeeping-Proteinen ab, wie z.B. LLIPGLATA (AA 16-24) aus der alpha-Subkomplex-

Untereinheit der NADH Dehydrogenase 1 (NDUFA1), LLIENVASL (AA 38-46) aus der 

Glutathion-Peroxidase 1 (GPX1), ALSDHHIYL (AA 216-224) aus der Aldolase A oder 

ILDVTVVYL (AA 635-643) aus dem Cyklin F.  

Die NADH Dehydrogenase ist ein wichtiger Baustein in der mitochondrialen Atmungskette 

und katalysiert in einer gekoppelten Reaktion die Oxidation von NADH mit der Reduktion von 

Ubichinon und dem Transport von Protonen über eine biologische Membran [Brandt 2006].  

Glutathion-Peroxidase ist eines der wichtigsten antioxidativen Enzyme für die Entgiftung von 

reaktiven Sauerstoffspezies und daher mitverantwortlich für den Schutz vor Schädigungen 

durch oxidativen Stress [Mills 1957; Arthur 2000; Zhang et al. 2005].  

Aldolase A ist bei der Glykolyse beteiligt [Gamblin et al. 1991] und wurde bereits als 

Biomarker beim Nierenzellkarzinom diskutiert [Zhu et al. 1991; Takashi et al. 1992].  

Cyklin F wird eine wichtige regulierende Funktion beim Zellzyklus in Verbindung mit Cyklin B 

zugeschrieben [Kong et al. 2000]. Es wird vor allem in der G2-Phase exprimiert und dann bei 

der eigentlichen Mitose abrupt zerstört [Bai et al. 1994].  
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Außerdem konnten weitere von bereits tumorassoziierten Proteinen abstammende Peptide 

nachgewiesen werden, wie z.B. YVDPVITSI (AA 654-662) aus dem Protoonkogen c-MET 

oder DAKIRIFDL (AA 28-36) aus dem 60S ribosomalen Protein L10 (synonym auch als 

laminin receptor homolog oder Tumorsuppressor QM bezeichnet).  

Für das Protoonkogen c-MET wird mit dessen Ligand HGF (von engl.: hepatocyte growth 

factor) ein Signalweg erörtert, welcher bei der Entwicklung des Nierenzellkarzinoms involviert 

sein soll [Horie et al. 1999; Buentig et al. 2002; Linehan et al. 2004].  

Das 60S ribosomale Protein L10 stellt einen potentiellen Regulator für Signaltransduktions-

wege dar, an denen Proteine beteiligt sind, die eine SH3-Domäne aufweisen [Oh et al. 2002; 

Park & Jeong 2006].  

Ferner konnten einige Peptide von Proteinen abgeleitet werden, die einen Beitrag zur 

transkriptionellen Regulation verschiedener Prozesse leisten, wie z.B. SLAGGIIGV (AA 154-

162) aus dem heterogenen nukleären Ribonukleoprotein K (hnRPK), GLYSGVTTV (AA 46-

54) aus der Ribonukleotid-Reduktase M1 (RRM1), ALLDKLYAL (AA 78-86) aus dem uridin-

reichen kleinen nukleären U3-Ribonukleoprotein (IMP3), VILHLTVLL (AA 885-893) aus dem 

„AT hook“-DNA-Bindungsmotiv-enthaltenen Transkriptionsfaktor 1 (AHCTF1, synonym auch 

ELYS) oder YLTAEILEL aus dem Histon H2A.  

Das hnRPK ist an der Regulation von Transkription und Translation beteiligt [Bomsztyk 

et al. 2004] und es wird ihm eine Rolle während des Zellzyklus nachgesagt [Mann 

et al. 1988; Dejgaard et al. 1994]. Neuere Untersuchungen zeigen, dass hnRPK als Kofaktor 

von p53 eine mögliche Schlüsselrolle in der Koordination transkriptioneller Antwort auf DNA-

Schäden spielen könnte [Moumen et al. 2005] und in Darmkrebs hochreguliert ist [Carpenter 

et al. 2006].  

RRM1 wird als prognostischer Marker bei nicht-kleinzelligem Bronchialkrebs [Bepler 

et al. 2004] und bei Resistenzen gegen das Cytostatikum Gemcitabin in Lungen- und 

Pankreaskrebs diskutiert [Davidson et al. 2004; Bepler et al. 2005; Nakahira et al. 2007].  

Auch das Protein IMP3 wird bereits als potentieller Biomarker für metastasierende 

Nierenzellkarzinome betrachtet [Jiang et al. 2006].  

Der Transkriptionsfaktor AHCTF1 (ELYS) konnte im Mausmodell vor allem mit der 

Blutbildung in Zusammenhang gebracht werden [Kimura et al. 2002]. Am Modell 

Krallenfrosch Xenopus laevis wurde dem Protein eine wichtige Rolle sowohl bei der 

Zellteilung als auch beim korrekten Zusammenbau der Kernporen-Komplexe zugeschrieben 

[Rasala et al. 2006].  

Das Histon H2A ist eines der fünf Haupt-Proteinkomponenten des Chromatins in eukaryo-

tischen Zellen und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Genregulation [Widom 1998]. 



 Ergebnisse und Diskussion 100 

 

4.3.2.3 Schlussfolgerung für die Identifizierung der MHC-I bindenden Peptide aus den 

spezifisch aufgereinigten A498-Proben 

 
27 potentielle MHC-Peptide der Klasse I wurden aus den untersuchten, mittels Immun-

affinitätschromatographie spezifisch aufgearbeiteten Proben der RCC A498-Linie bestimmt 

und ihren Ursprungsproteinen zugeordnet. 19 dieser Peptide konnten bereits in der Literatur 

als MHC-I bindende Liganden nachgewiesen werden.  

Hierbei wurden sechs der identifizierten Peptide durch massenspektrometrischen Vergleich 

mit ihrem synthetischen Pendant verifiziert, wobei alle als MHC-I bindende Peptide bekannt 

waren (Tab. 4-5).  

Weitere 21 Peptide wurden mithilfe der neuen Validierungsmethode zuverlässig anhand ihrer 

sehr vertrauenswürdigen, massenspektrometrischen Daten aufgeklärt, so dass hier keine 

Vergleichspeptide für eine weitere Verifizierung hergestellt wurden. Außerdem wurden 13 

dieser ermittelten Peptidsequenzen schon als MHC-I bindende Liganden in der Literatur 

beschrieben (Tab. 4-12).  

Acht potentielle MHC-Peptide der Klasse I konnten noch nicht in der Literatur gefunden 

werden. Dabei wurde für sechs dieser Peptide ein hoher Syfpeithi-Score-Wert ermittelt, so 

dass diese eine große Wahrscheinlichkeit für einen MHC-Liganden besitzen.  

 
Die Ergebnisse zeigen, dass die klassische, spezifische Aufreinigung mittels Immunaffinitäts-

chromatographie das bewährte Verfahren für eine zuverlässige Gewinnung von MHC-I 

bindenden Peptiden ist. Unter diesem Gesichtspunkt stellt sie sich klar als die Methode der 

Wahl heraus. Die Untersuchung unspezifischer Säureelutionen von Zellen kann darüber 

hinaus ebenso wertvolle Informationen über den intrazellulären Zustand liefern, da offenbar 

auch hierbei krankheitsspezifische Proteinveränderungen erkannt werden. Eine direkte 

Kopplung dieser analytischen Informationen mit zu erwartenden Reaktionen des Immun-

systems ist allerdings wohl nur über das spezifische MHC-System zu erwarten.  
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5 Ausblick 

 Validierungsansätze in der massenspektrometrischen Proteomanalytik  

 
Die beeindruckenden Leistungssteigerungen in der Computertechnologie, die miniaturi-

sierten automatischen Systeme z.B. für die HPLC, die modernen Ionisationstechniken für 

große Biomoleküle in der MS und die mannigfachen Einsatzmöglichkeiten neuer Massen-

spektrometer ermöglichten den Übergang von Einzel- zu Hochdurchsatzexperimenten in der 

Analytik. Dabei mangelt es bisher jedoch vor allem an der Überprüfbarkeit der Ergebnisse 

aus diesen leistungsfähigen Methoden.  

Im Bereich der Proteomforschung werden bei den standardmäßig angewendeten Computer-

programmen zur Datenauswertung so genannte „probability scoring“-Algorithmen und auch 

Datenbanken mit gezielt falschen Einträgen benutzt, die zur Bestimmung der Richtigkeit ihrer 

Ergebnisse bzw. ihrer Falsch-Positiv-Raten (Irrtumswahrscheinlichkeiten) führen sollen. 

Letztere Bestimmungsmethode erfolgt durch Vergleich der DB-Suchergebnisse mit den 

Resultaten, die in einer zusätzlichen DB-Recherche mit identischen Suchparametern und so 

genannten „nonsense“- oder „decoy“-Datenbanken (DB mit invertierten oder zufällig 

erstellten Sequenzeinträgen) erhalten werden [Keller et al. 2002; Peng et al. 2003; Rejtar 

et al. 2004; Elias et al. 2005; Higdon et al. 2005; Qian et al. 2005; Shadford et al. 2005]. 

Durch nachträgliche Optimierung der Suchparameter sind bestimmte Obergrenzen für die 

Irrtumswahrscheinlichkeiten der jeweiligen DB-Analysen einstellbar (oft mit Falsch-Positiv-

Raten von ≤ 5 %). Diese Recherchen sind sehr zeitintensiv, wenn sie zu statistisch 

abgesicherten Aussagen führen sollen. Die Bestimmung der Falsch-Positiv-Rate stellt einen 

notwendigen Schritt in Richtung validierter Ergebnisse dar, so dass sie nun auch in Leitfäden 

für die mittels Massenspektrometrie erzielten Proteinidentifizierungen zu finden sind [Taylor 

& Goodlet 2005; Wilkins et al. 2006].  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung herkömmlicher 

Methoden zur Identifizierung von Peptiden und Proteinen aus komplexen Probenmischungen 

stark fehlerbehaftete Ergebnislisten (mit vielen falsch positiven und auch falsch negativen 

Ergebnissen) erhalten werden. Gerade wenn mit standardmäßig eingesetzten, niedrig 

auflösenden Massenspektrometern und automatischen Datenbanksuchprogrammen 

gearbeitet wird, ist eine weitere Verifizierung der erhaltenen Ergebnisse unverzichtbar, um 

vertrauenswürdige Aussagen zu erzielen. Aus diesem Grund wurden neue Ansätze zur 

Verbesserung der massenspektrometrischen Proteomanalyse untersucht und auf der Basis 

der besten Methoden eine neue Analysenmethode entwickelt, die zu validierten Ergebnissen 

führt [Thieu et al. 2006].  
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Zu diesem Zweck wurden zunächst instrumentelle Parameter überprüft, die zu einer 

optimalen Interpretation der resultierenden Massenspektren führten. Das Interesse lag dabei 

vor allem im Bereich MHC-Klasse-I bindender Peptide aus renalen Humankarzinomzelllinien, 

da diese besonders schwierig mit herkömmlichen Methoden analysierbar sind.  

Wie die Untersuchungen dieser Arbeit dann weiter zeigten, ist der Ansatz, hochaufgelöste 

und hochakkurate MS- und MS/MS-Spektren für die Datenauswertung zu verwenden, sehr 

vielversprechend, da so bereits an der Datenquelle eine hohe Ergebnisrichtigkeit begründet 

wird.  

Ähnliche Zielsetzungen finden sich auch in der neueren Literatur. Zum Beispiel werden in der 

Gruppe von Zubarev et al. hochpräzise gemessene FTICR-CID- und ECD-Datensätze (engl. 

electron capture dissociation) miteinander verknüpft [Nielsen et al. 2005; Savitski et al. 2005; 

Savitski et al. 2006]. Bei der ECD-Technik werden Elektronen z.B. mithilfe einer Hohlkathode 

in die ICR-Zelle emittiert, die sich sodann an die in der ICR-Falle gespeicherten 

Molekülkationen anlagern können. Hierbei entstehen reduzierte Radikale [M+nH](n-1)+•, die im 

nächsten Schritt fragmentieren. Bei Peptiden werden mit dieser Technik bevorzugt 

Fragmente erhalten, die durch Bindungsbrüche am Peptidrückgrat zwischen den N-C-

Bindungen (alpha-ständig zu den Peptidbindungen) entstehen [Zubarev et al. 1998]. Die 

resultierenden Fragmentionen werden folglich als c- bzw. z-Ionen bezeichnet [Roepstorff & 

Fohlman 1984]. Aus ihnen können, wie bei der CID aus den b- und y-Ionen, komplementäre 

Sequenzinformationen zum Vorläuferpeptidion bezogen werden. Die massenspektrome-

trische Bestimmung von ECD-Fragmenten, zusätzlich zu CID-Fragmenten des gleichen 

Vorläuferions, kann daher als weitere Informationsquelle dienen. Die Verknüpfung dieser 

Techniken stellt damit eine zusätzliche, sichere Grundlage zur Validierung der 

Peptidkandidaten aus einer DB-Suche oder de novo-Sequenzierung dar. ECD-Fragmente 

werden jedoch nur beobachtet, wenn das ursprüngliche Kation, an das das Elektron 

anlagert, mindestens zweifach geladen war. Einfach geladene Peptide allerdings, wie sie bei 

den MHC-Klasse-I bindenden Peptiden vorwiegend vorkommen, können mit der ECD-

Fragmentierungstechnik nicht erfasst werden.  

Im Gegensatz dazu ist die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte, neue 

Analysenmethode nicht auf mehrfach geladene Peptidvorläuferionen beschränkt. So konnten 

auch einfach geladene MHC-Klasse-I bindende Peptide durch Anwendung des neuen 

Validierungsverfahrens erfolgreich identifiziert werden, selbst wenn auf eine zusätzliche 

Synthese und MS/MS-Analyse der Referenzpeptide verzichtet wurde. 
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Außerdem konnte mithilfe der neuen Analysenmethode gezeigt werden, dass sogar 

autoproteolytisch entstandene Peptide mit unbekannter enzymatischer Entstehungs-

geschichte eine nützliche Quelle für die Charakterisierung biologischer Proben darstellen. 

Die neue Methode umfasst dabei eine minimierte Probenaufarbeitung der untersuchten 

Krebszelllinien mittels unspezifischer Säureelution und Ultrafiltration und basiert auf einer 

verifizierbaren Auswertung von MS- und MS/MS-Daten aus einer Nano-HPLC/Nano-ESI-

FTICRMS/MS-Analyse. Es hat sich herausgestellt, dass die Kombination aus vereinfachter 

Probenaufarbeitung und hochpräsizer Massenanalyse die sichere Peptid-/Protein-

identifizierung erheblich beschleunigt. Vor allem der Informationsgehalt der FTICR-MS- und 

MS/MS-Daten erwies sich als ideales Verifizierungskriterium, da sich bei ihrer Auswertung 

mögliche Aminosäurezusammensetzungen und deren Kombinationen einschränken und 

Primärstrukturen höchst zuverlässig erarbeiten und validieren lassen. Die de novo-

Sequenzierung als DB-unabhängige Methode erlaubt eine Validierung der Ergebnisse, die in 

Standardverfahren der Proteomanalysen in der Regel nicht durchgeführt wird. Dazu nutzt 

das hier entwickelte Validierungsverfahren ein iteratives Zusammenspiel von schneller DB-

Suche und zuverlässiger, kompositionsbasierter de novo-Sequenzierung auf Grundlage der 

höchstgenau gemessenen Massen (CBS-Methode [Spengler 2004]). Zudem liefert die CBS-

Methode nahezu keine falsch positiven Ergebnisse, so dass nun auch Einzel-Peptid-

Proteinidentifikationen mit nur einem einzelnen verifizierten Ergebnistreffer bei hoher DB-

Sicherheit als Informationsquelle zugelassen werden können.  

Die vorgestellte Methode erlaubt, anders als herkömmliche Verfahren, auch direkte, 

validierte Peptid- und Proteinidentifizierungen aus unspezifisch erzeugten, komplexen 

Peptidmischungen. Auf diese Weise werden natürliche Flüssigkeiten unterschiedlichster Art 

auch bei einer sehr stark vereinfachten Probenpräparation für die Proteomforschung 

zugänglich und können so bei der Aufklärung verschiedenster bioanalytischer Frage-

stellungen helfen.  
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6 Anhang 

 

6.1 Top 20-Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung Fraktion 5 

 
Probe:     C8-Fraktion 5 (Säureelution und Cut Off < 3 kDa)  

 Aufnahmemodus:  Kapillar-HPLC/ESI-IT-MS/MS 

       Summit + LCQ Deca Xp („Dep MS/MS” aus Tab. 3-4) 

 Filterparameter:   „+/- 0.5 u”; „XC > 0.5”; „Delta Cn > 0.1” (Parameter 1 in Tab. 3-9) 

 

6.1.1 TurboSEQUEST-Ergebnisse aus Lauf 1 von „Frk5-3“ 

 
Reference     Score Accession  Peptides (Hits)

Scan(s) Sequence MH+ Charge XC Delta Cn Sp RSp Ions

#1 uracil DNA glycosylase [Homo sapiens] ...     26.19 35053.0  3 (2 0 1 0 0)
452 - 456 M.GKVKVGVNGFG.R 1061.61 2 3.21 0.25 1225.6 2 16/20
568 G.KVIPELNGKLTG.M 1268.76 2 2.66 0.19 571.4 18 14/22
570 G.YSNRVVDL.M 965.51 2 2.24 0.05 669.0 110 11/14

#2 Aldolase A (E.C.4.1.2.13) ...     20.15 229674.0  2 (2 0 0 0 0)
405 - 411 Q.SIGTENTEENRRFYR.Q 1871.90 3 3.03 0.20 595.5 105 24/56
537 E.PEILPDGDHDLK.R 1348.67 3 2.92 0.13 1092.3 49 24/44

#3 unnamed protein product [Homo sapiens] ... 20.15 37848.0 2 (2 0 0 0 0)
436 - 440 A.SSPGGVYATRSSAVRLR.S 1763.95 3 2.79 0.11 508.6 5 27/64
446 - 448 G.SALRPSTSRSLYA.S 1408.75 3 3.02 0.22 756.4 1 24/48

#4 17 kda cyclophilin A {internal fragment} [human, first trimester decidual...     18.16 1041969.0  2 (1 1 0 0 0)
555 D.IAVDGEPLGR.X 1026.56 2 2.74 0.13 1206.4 9 15/18
630 - 636 F.DIAVDGEPLGR.X 1141.59 2 3.25 0.10 721.8 91 13/20

#5 serine/threonine protein kinase Kp78 splice variant CTAK75a [Homo sapiens... 16.23 5714636.0 2 (1 0 1 0 0)
388 R.YSDHAGPAIPSVVAY.P 1546.75 3 2.22 0.04 768.4 107 21/56
594 G.NASNPNKADIPERKK.S 1681.90 2 0.82 0.13 165.1 6 8/28

#6 chromosome 15 open reading frame 2 [Homo sapiens] ... 16.17 9506431.0 2 (1 0 1 0 0)
374 G.ELPPPAKLPCL.S 1177.67 2 0.94 0.04 122.7 15 6/20
444 S.HPLNTGSISHSTLGATDG.Q 1764.85 3 1.98 0.17 612.7 1 29/68

#7 similar to 60 kDa heat shock protein, mitochondrial precursor (Hsp60) ... 16.13 37542903.0 2 (1 0 1 0 0)
525 - 527 I.GTEIIKRTLKIPA.M 1439.90 2 2.64 0.18 426.8 40 13/24
553 D.MAIATGGAVFGEEG.L 1309.61 2 2.03 0.03 838.9 100 14/26

#8 NCR1_HUMAN Nuclear receptor co-repressor 1 (N-CoR1) (N-CoR)... 14.25 12643638.0 2 (0 1 1 0 0)
678 H.SPFDPHHRGSTAGEVYW.S 1942.88 3 1.51 0.12 817.8 68 22/64
796 V.QCLYTSSAFPSGK.P 1388.65 2 0.60 0.21 126.3 28 6/24

#9 FAT tumor suppressor 2 precursor; multiple epidermal growth factor-lik... 14.23 13787217.0 2 (1 0 0 1 0)
517 W.GQQELLIITVAVAFI.I 1614.95 3 2.20 0.09 707.1 170 20/56
521 Y.WAAVKENLQDRKALVILGAQGNH.L 2531.38 3 1.31 0.14 390.3 59 19/88

#10 TRA1 is the homolog of the human protein TRRAP which we have isolated a... 14.21 6321891.0 2 (1 0 0 1 0)
401 R.KRFMTILDNS.L 1224.64 2 0.82 0.03 198.1 94 7/18
478 Y.EKSCLIYGEELALSHS.F 1778.86 3 1.57 0.14 960.2 70 23/60  

#11 SYT3 protein [Homo sapiens] ... 14.17 21410307.0 2 (0 1 1 0 0)
576 I.VTFCGIVLLGVSLF.V 1467.83 3 1.73 0.15 961.3 1 24/52
674 G.GPHHHAHAAHHPPFAELLEPGSLGG.S 2573.26 2 0.58 0.08 25.9 29 4/48

#12 FLJ00059 protein [Homo sapiens] ... 14.10 10440446.0 2 (1 0 0 1 0)
676 D.LTLSPSVRQG.A 1057.60 2 1.28 0.07 502.3 146 10/18
731 M.MFLISPGAAGGSLLLMGLLAAL.L 2116.19 3 1.92 0.12 496.5 187 19/84

#13 insulin receptor substrate 4 [Homo sapiens] ... 12.37 4504733.0 2 (1 0 0 0 1)
570 W.PLPPLPLSATGSNAI.E 1447.82 3 2.02 0.06 645.1 36 24/56
792 N.WGSGNGRGSGGGQGSN.G 1434.61 3 1.25 0.29 422.2 189 17/60

#14 similar to RIKEN cDNA 1110020A23 [Homo sapiens] ... 12.30 37543294.0 2 (0 1 0 1 0)
492 N.FDQDSLTLDSGLLM.T 1554.74 3 1.56 0.26 1093.1 66 23/52
792 Q.LHPVADSSPAGAKW.T 1435.73 3 1.34 0.23 498.3 54 18/52

#15 A36429 integrin beta-4 chain precursor - human ... 12.20 2119645.0 3 (0 0 1 1 1)
394 - 397 I.TIESQDGGP.F 903.41 2 1.19 0.10 428.1 163 10/16
551 G.QTCNCSTGSLSDIQPCL.R 1769.75 3 1.70 0.21 790.8 99 23/64
591 I.LMDFSNSMS.D 1031.42 2 1.49 0.14 640.0 68 11/16

#16 QQBE22 membrane antigen gp220 - human herpesvirus 4 (strain B95-8)... 12.15 73977.0 2 (1 0 0 0 1)
610 A.VVRAQGLDVTLPLSLPT.S 1779.04 3 3.06 0.16 1764.4 29 31/64
614 A.VVRAQGLDVTLPLSLPT.S 1779.04 3 2.82 0.04 1124.2 31 28/64

#17 transferrin-receptor2 [Homo sapiens] ... 12.14 3135312.0 2 (0 1 0 1 0)
497 - 501 G.GDFGSVGSTE.W 955.40 2 1.87 0.18 777.7 8 14/18
553 L.QGRLPAVAQAVAQ.L 1308.74 2 1.94 0.09 925.2 40 14/24

#18 ATP binding cassette gene, sub-family A (ABC1), member 13; ATP binding... 12.06 31657092.0 2 (1 0 0 0 1)
486 M.LTGLHPPTS.G 922.50 2 1.05 0.26 567.4 56 10/16
796 V.KMNLEDMRSLAVAFNNET.Q 2083.00 3 1.13 0.02 161.6 94 11/68

#19 dJ337O18.4 (novel protein) [Homo sapiens] ... 10.23 13929449.0 2 (0 1 0 0 1)
434 Q.WGSQLLARQ.L 1058.57 2 1.04 0.03 401.2 24 10/16
486 P.LGDGTSGEDAGDPPP.D 1384.59 3 1.75 0.15 946.6 91 22/56

#20 macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor...     10.19 4505185.0  1 (1 0 0 0 0)
529 - 535 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 3.88 0.31 700.3 1 18/26  
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6.1.2 TurboSEQUEST-Ergebnisse aus Lauf 2 von „Frk5-3“ 

 
Reference     Score Accession  Peptides (Hits)

Scan(s) Sequence MH+ Charge XC Delta Cn Sp RSp Ions

#1 macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor...     30.19 4505185.0  3 (3 0 0 0 0)
521 - 523 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 3.80 0.27 633.9 6 17/26
525 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 3.84 0.21 775.2 1 19/26
527 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 3.12 0.23 535.0 16 15/26

#2 mutant beta-actin (beta'-actin) [Homo sapiens] ...     30.12 28336.0  3 (3 0 0 0 0)
393 - 395 L.RVAPEEHPVL.L 1146.63 2 2.23 0.23 490.3 7 12/18
397 L.RVAPEEHPVL.L 1146.63 2 2.35 0.19 400.6 92 10/18
404 L.RVAPEEHPVL.L 1146.63 2 1.43 0.07 339.8 185 9/18

#3 17 kda cyclophilin A {internal fragment} [human, first trimester decidual...     28.19 1041969.0  3 (2 1 0 0 0)
619 - 625 F.DIAVDGEPLGR.X 1141.59 2 3.54 0.13 1180.6 3 16/20
627 F.DIAVDGEPLGR.X 1141.59 2 3.47 0.12 804.3 143 13/20
769 F.DIAVDGEPLG.R 985.48 1 2.44 0.13 543.6 23 11/18

#4 uracil DNA glycosylase [Homo sapiens] ...     28.16 35053.0  3 (2 1 0 0 0)
431 M.GKVKVGVNGFG.R 1061.61 2 2.95 0.36 872.8 6 12/20
435 - 437 M.GKVKVGVNGFG.R 1061.61 2 3.29 0.16 1175.7 5 14/20
560 G.YSNRVVDL.M 965.51 2 2.19 0.06 619.0 65 11/14

#5 unnamed protein product [Homo sapiens] ... 26.17 37848.0 3 (2 0 1 0 0)
421 A.SSPGGVYATRSSAVRLR.S 1763.95 3 1.76 0.18 505.5 82 24/64
423 G.SALRPSTSRSLYA.S 1408.75 3 3.42 0.32 1002.1 1 26/48
425 A.SSPGGVYATRSSAVRLR.S 1763.95 3 2.03 0.15 734.1 1 29/64

#6 dual specificity phosphatase 2; Dual-specificity phosphatase 2; serine/... 20.18 4758206.0 3 (0 2 0 1 0)
531 M.VEISAWFQEAIG.F 1349.67 3 2.38 0.11 845.2 197 21/44
672 - 678 G.VISPNF.S 676.37 1 1.15 0.08 216.9 77 7/10
680 G.VISPNF.S 676.37 1 1.57 0.06 237.2 42 7/10

#7 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1; CTCL tumor antigen;... 20.13 4503471.0 2 (2 0 0 0 0)
599 T.FAPVNVTTEVK.S 1204.66 2 2.50 0.26 380.2 9 14/20
603 T.FAPVNVTTEVK.S 1204.66 2 2.52 0.20 342.3 48 14/20

#8 similar to aldo-keto reductase family 1, member B10; aldose reductase-...     20.10 37551249.0  2 (2 0 0 0 0)
777 E.DYPFDA.E 727.29 1 1.92 0.23 230.1 68 6/10
781 - 787 E.DYPFDA.E 727.29 1 1.76 0.11 227.3 62 7/10

#9 retinitis pigmentosa RP1 protein; oxygen-regulated protein 1 [Homo sapi... 20.08 5454016.0 2 (2 0 0 0 0)
358 E.ILKHIAITEEADDL.K 1580.85 3 1.61 0.06 403.2 240 16/52
413 A.ACSFSADV.S 799.33 2 1.48 0.12 370.5 90 9/14

#10 LAK-4p [Homo sapiens] ... 20.06 7209574.0 3 (1 1 0 0 1)
650 V.FSEF.M 529.23 1 1.11 0.05 242.0 10 5/6
652 V.FSEF.M 529.23 1 0.89 0.28 182.0 51 4/6
654 V.FSEF.M 529.23 1 1.10 0.01 200.7 39 4/6  

#11 Z288_HUMAN Zinc finger protein 288 (Dendritic-derived BTB/POZ zinc finger pro... 18.20 17380345.0 2 (1 1 0 0 0)
365 P.HQCSICWRSFSLKD.Y 1709.79 3 1.34 0.08 407.1 83 16/52
457 Q.PSVNTFIGQPL.P 1172.63 2 1.35 0.21 693.6 40 12/20

#12 desmoglein 2 preproprotein; HDGC, included [Homo sapiens]... 18.11 4503403.0 2 (1 1 0 0 0)
358 S.YVTGSTMPPT.T 1053.49 2 1.03 0.11 266.6 73 8/18
463 K.PATETSMNTASHS.L 1333.57 3 2.16 0.12 1224.9 2 26/48

#13 similar to zinc finger protein 207 [Homo sapiens] ... 18.09 37549438.0 2 (1 1 0 0 0)
393 - 395 P.PVMPAMPPGLH.H 1146.58 2 1.72 0.30 344.6 108 11/20
399 P.PVMPAMPPGLH.H 1146.58 2 1.27 0.02 306.9 200 10/20

#14 similar to KIAA1074 protein [Homo sapiens] ... 16.22 37545342.0 2 (0 2 0 0 0)
417 S.EIASECCE.L 883.32 2 1.16 0.05 303.4 55 10/14
451 R.EARLSQLQSENMLLPQQLDDA.Y 2399.19 2 0.57 0.16 33.5 42 4/40

#15 rasGTPase activating protein [Homo sapiens] ... 16.18 1871475.0 3 (1 0 0 1 1)
381 - 387 K.TIQTLGSWGSLS.K 1249.64 2 1.59 0.10 331.7 163 13/22
650 F.MCEF.F 529.18 1 1.02 0.10 162.3 69 4/6
654 F.MCEF.F 529.18 1 0.98 0.11 181.8 68 4/6

#16 hypothetical protein MGC4161 [Homo sapiens] ... 16.09 13236532.0 2 (1 0 1 0 0)
397 G.SLKEHQRIH.S 1147.63 2 1.87 0.21 439.2 55 11/16
558 N.RESPGQAGMNSIHSPGPASPVSHPD.G 2512.16 3 1.20 0.13 167.0 136 13/96

#17 Nance-Horan syndrome (congenital cataracts and dental anomalies); NHS ... 16.08 38093637.0 2 (1 0 1 0 0)
540 G.FSSKSFATSASAR.V 1346.67 2 1.57 0.15 464.9 199 13/24
640 A.RAVPAPSGLPPPPP.P 1352.77 3 1.36 0.14 564.3 86 19/52

#18 LIM domains containing 1 [Homo sapiens] ... 14.41 7657307.0 2 (0 1 1 0 0)
521 - 523 S.VLLDSPSSPRVRL.P 1438.84 2 2.79 0.31 526.6 12 15/24
527 S.VLLDSPSSPRVRL.P 1438.84 2 2.26 0.31 354.3 146 12/24

#19 myosin, heavy polypeptide 2, skeletal muscle, adult [Homo sapiens]... 14.31 8923940.0 2 (0 1 1 0 0)
777 Y.DYPFVS.Q 727.33 1 1.47 0.31 220.2 85 6/10
781 - 787 Y.DYPFVS.Q 727.33 1 1.34 0.31 220.8 75 7/10

#20 KIAA1419 protein [Homo sapiens] ... 14.13 20521910.0 2 (0 1 1 0 0)
358 W.VMDTYPWAA.S 1053.47 2 0.98 0.13 246.2 142 7/16
415 V.SSINSATSHSSVGSNIES.D 1763.80 3 1.65 0.12 480.8 19 22/68  
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6.1.3 TurboSEQUEST-Ergebnisse aus Lauf 3 von „Frk5-3“ 

 
Reference     Score Accession  Peptides (Hits)

Scan(s) Sequence MH+ Charge XC Delta Cn Sp RSp Ions

#1 similar to Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) [Homo sapiens]...     50.22 6679439.0  5 (5 0 0 0 0)
456 - 458 L.FADKVPKTAENFR.A 1522.80 3 4.50 0.37 2948.5 1 30/48
460 L.FADKVPKTAENFR.A 1522.80 3 4.21 0.34 2394.7 1 28/48
544 S.MANAGPNTNGSQF.F 1308.56 2 3.49 0.13 1049.1 40 15/24
548 S.MANAGPNTNGSQF.F 1308.56 2 2.33 0.13 699.4 37 15/24
582 G.EKFEDENF.I 1057.45 2 1.85 0.05 491.8 76 11/14

#2 CSMD3 protein isoform 2 [Homo sapiens] ... 32.07 34330133.0 4 (2 0 2 0 0)
363 Q.LNGHWSGSQPHCS.G 1409.60 2 0.72 0.11 132.3 83 6/24
630 C.GNPGTTANGK.V 916.45 2 1.40 0.00 695.9 94 12/18
715 S.NMELLLSGVYKSQEA.R 1681.85 2 0.57 0.13 121.9 51 6/28
756 T.VLQVLT.G 672.43 1 1.08 0.00 189.6 37 5/10

#3 macrophage migration inhibitory factor (glycosylation-inhibiting factor...     30.20 4505185.0  3 (3 0 0 0 0)
526 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 3.93 0.28 761.8 1 18/26
528 - 532 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 4.02 0.28 775.0 2 19/26
536 - 538 F.IVNTNVPRASVPDG.F 1438.77 2 2.88 0.19 471.2 23 14/26

#4 mutant beta-actin (beta'-actin) [Homo sapiens] ...     30.12 28336.0  3 (3 0 0 0 0)
401 - 403 L.RVAPEEHPVL.L 1146.63 2 2.38 0.28 399.8 24 11/18
405 - 411 L.RVAPEEHPVL.L 1146.63 2 2.11 0.18 577.0 3 13/18
415 L.RVAPEEHPVL.L 1146.63 2 1.43 0.03 404.8 228 10/18

#5 enolase 1; phosphopyruvate hydratase; MYC promoter-binding protein 1; n...     30.11 4503571.0  3 (3 0 0 0 0)
450 - 452 K.IHAREIFD.S 1000.52 2 2.14 0.00 489.6 113 10/14
486 L.FTSKGLFR.A 955.54 2 1.74 0.02 701.8 18 11/14
490 L.FTSKGLFR.A 955.54 2 1.68 0.20 562.7 47 11/14

#6 uracil DNA glycosylase [Homo sapiens] ...     28.24 35053.0  3 (2 1 0 0 0)
442 - 444 M.GKVKVGVNGFG.R 1061.61 2 3.16 0.21 1475.6 1 16/20
446 M.GKVKVGVNGFG.R 1061.61 2 2.99 0.20 1533.0 1 16/20
574 G.YSNRVVDL.M 965.51 2 1.98 0.19 671.3 98 11/14

#7 17 kda cyclophilin A {internal fragment} [human, first trimester decidual...     20.18 1041969.0  2 (2 0 0 0 0)
632 - 634 F.DIAVDGEPLGR.X 1141.59 2 3.64 0.19 774.4 109 13/20
636 - 642 F.DIAVDGEPLGR.X 1141.59 2 3.54 0.22 764.9 90 13/20

#8 EDARADD protein [Homo sapiens] ...     20.15 28422655.0  2 (2 0 0 0 0)
450 - 452 K.IHARELFD.S 1000.52 2 2.14 0.14 489.6 113 10/14
515 F.RAAVPSGASTGIYE.V 1378.70 2 3.02 0.23 777.6 4 15/26

#9 KBF1_HUMAN Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit (DNA-binding factor KBF1) (... 20.12 21542418.0 2 (2 0 0 0 0)
570 - 572 K.DMVVGFANL.G 965.48 2 2.44 0.15 518.8 213 11/16
574 K.DMVVGFANL.G 965.48 2 2.17 0.09 846.8 8 13/16

#10 similar to Protein CDC27Hs (Cell division cycle protein 27 homolog) (H... 18.16 29735853.0 2 (1 1 0 0 0)
554 Y.EGRAVVCLQ.M 974.51 2 3.13 0.14 736.2 38 14/16
564 Y.EGRAVVCLQ.M 974.51 2 2.55 0.05 859.3 37 14/16  

#11 LIM domains containing 1 [Homo sapiens] ... 16.42 7657307.0 2 (0 2 0 0 0)
526 S.VLLDSPSSPRVRL.P 1438.84 2 2.81 0.38 542.2 20 15/24
528 - 532 S.VLLDSPSSPRVRL.P 1438.84 2 2.90 0.37 555.6 9 16/24

#12 similar to 60S ribosomal protein L32 [Homo sapiens] ... 16.33 37552604.0 2 (0 2 0 0 0)
442 - 444 D.GQVQVKCNW.W 1061.52 2 2.50 0.25 1001.0 9 13/16
446 D.GQVQVKCNW.W 1061.52 2 2.39 0.22 985.4 38 13/16

#13 Ca2+-channel protein alpha1 subunit D CG4894-PA [Drosophila melanogast... 16.16 19584591.0 2 (1 0 1 0 0)
468 M.DFERGASGEGGFSPNGNGGPGSGD.V 2224.91 3 2.29 0.08 756.2 9 25/92
644 P.ETMNGTTIGPSGAGGQKGGAA.A 1861.87 3 1.74 0.18 473.9 43 24/80

#14 alpha3 type IV collagen [Homo sapiens] ... 16.14 13559798.0 2 (1 0 1 0 0)
393 I.SLPGSPGPPGTPGEPG.M 1403.68 3 1.48 0.11 292.1 47 24/60
524 G.PPGEAGPRGELSVSTP.V 1550.78 3 2.70 0.15 1338.6 4 28/60

#15 similar to submaxillary apomucin [Homo sapiens] ... 16.09 37542945.0 3 (1 0 0 1 1)
507 - 509 S.AGLTGTIGSPAAVRGTTW.P 1715.91 3 1.74 0.14 428.0 194 25/68
522 T.TGLSTEVTGTTGPSAGATGT.T 1765.85 3 1.76 0.18 526.8 81 26/76
534 T.GPSADGSGTTG.P 906.38 2 1.26 0.01 498.7 133 11/20

#16 Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) [Homo sapiens]... 14.39 13937981.0 2 (0 1 1 0 0)
544 S.MANAGPITNGSQF.F 1307.61 2 3.02 0.29 1049.1 40 15/24
548 S.MANAGPITNGSQF.F 1307.61 2 1.76 0.25 699.4 37 15/24

#17 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin... 14.21 16741295.0 3 (0 0 1 2 0)
664 L.IAVFK.T 577.37 1 1.27 0.93 261.2 25 5/8
668 L.IAVFK.T 577.37 1 1.63 0.08 338.4 26 6/8
670 - 674 L.IAVFK.T 577.37 1 1.45 0.13 316.6 27 6/8

#18 C Chain C, Structure Of The Human Nuclear Cap-Binding-Complex (Cbc)... 14.21 24987336.0 3 (0 0 1 2 0)
664 I.LAVFQ.Q 577.34 1 1.27 0.15 261.2 25 5/8
668 I.LAVFQ.Q 577.34 1 1.63 0.08 338.4 26 6/8
670 - 674 I.LAVFQ.Q 577.34 1 1.45 0.13 316.6 27 6/8

#19 Rho GTPase activating protein 8 isoform 2; BCH domain-containing Cdc42... 14.21 31317218.0 3 (0 0 1 2 0)
664 V.IAVFQ.R 577.34 1 1.27 0.15 261.2 25 5/8
668 V.IAVFQ.R 577.34 1 1.63 0.08 338.4 26 6/8
670 - 674 V.IAVFQ.R 577.34 1 1.45 0.14 316.6 27 6/8

#20 kinesin family member 5A; spastic paraplegia 10 (autosomal dominant) [H... 14.18 4826808.0 2 (0 1 1 0 0)
556 I.KNTASVNLE.L 975.51 2 2.37 0.14 812.2 4 14/16
564 I.KNTASVNLE.L 975.51 2 2.43 0.08 1061.2 4 15/16  
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6.2 Beispiele von Peptidkandidaten aus der unspezifischen Aufreinigung der A498 

 

Probe:     C8-Fraktion 5 (Säureelution und Cut Off < 3 kDa)  

Aufnahmemodus: UltimatePlus + LTQ FT („Dep MS/MS” aus Tab. 3-7) 

 Filterparameter:   „+/- 0.01 u”; „XC > 0.5”; „Delta Cn > 0.1” (Parameter 1 in Tab. 3-9) 

 

Hier wurden zur Veranschaulichung der Vorgehensweise für die neue Validierungsmethode 

in Kapitel 4.3.1 nur einige Peptidkandidaten ausgewählt und auf eine Auflistung der sehr 

großen fehlerbehafteten Kandidatenlisten verzichtet:  

 
Time(s) Reference Peptide MH+ z XC DeltaCn Sp RSp Ions

33.66 hypothetical protein LOC22878 [Homo sapiens] VIPSNF 676.37 1 0.85 0.14 134.5 41 5/10
33.66 hypothetical protein FLJ20257 [Homo sapiens] VLPSNF 676.37 1 0.85 0.13 134.5 41 5/10
33.46 novel protein [Homo sapiens] KGPEVF 676.37 1 0.82 0.19 190.0 2 6/10
33.76 A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cy ... VNPTVF 676.37 1 0.82 0.15 105.9 29 4/10
33.56 Neuromedin B receptor [Homo sapiens] SVPNIF 676.37 1 0.82 0.14 100.2 89 5/10
33.56 nuclear orphan receptor ROR-beta [Homo sapiens] SVPNLF 676.37 1 0.82 0.12 100.2 89 5/10
33.46 KIAA1862 protein [Homo sapiens] VSPQVF 676.37 1 0.65 0.23 59.4 77 4/10
33.46 protocadherin beta 11 precursor variant [Homo sapiens] SPVGAVF 676.37 1 0.66 0.20 130.7 8 5/12

... ...  
26.11 similar to ubiquitin-conjugating enzyme E2M NNRQLL 757.43 1 1.19 0.13 146.4 3 5/10
26.29 cardiomyopathy associated 5 [Homo sapiens] NNQRLI 757.43 2 1.12 0.18 119.3 79 5/10
26.11 Transgelin 2 [Homo sapiens] MPRQIL 757.44 1 1.10 0.18 142.3 4 5/10
26.07 unnamed protein product [Homo sapiens] KDLTAPL 757.45 2 1.01 0.11 128.5 26 6/12
25.96 KIAA1669 protein [Homo sapiens] AVGAGGRGL 757.43 2 0.74 0.11 132.4 17 7/16
25.96 ATP-binding cassette, sub-family C, member 11 PMAGRIL 757.44 2 0.69 0.18 95.7 73 5/12

... ...  
21.32 ADP-ribosylation factor protein 4 [Homo sapiens] RPLWKHYF 1146.62 2 1.09 0.33 183.9 2 8/14
18.99 immunoglobulin lambda chain variable region [Homo sapiens] PRLLIYGNSN 1146.63 2 0.89 0.12 51.4 31 4/18
21.22 A Chain A, The Yeast Actin Val 159 Asn Mutant Complex ... RVAPEEHPVL 1146.63 2 0.84 0.10 141.6 1 6/18
18.99 KIAA1645 protein [Homo sapiens] RPLLLAGYED 1146.62 2 0.78 0.14 51.4 31 4/18
19.18 S31927 drop9 protein - human (fragment) EGRRSSVKVE 1146.62 2 0.58 0.10 79.4 31 5/18

... ...  

 

Validierte Ergebnisse für die drei Beispiele nach Verifizierung mit CBS-Methode: 

m/z  

(beobachtet)
 

[M+H]
+
  

(berechnet)
 

Massen-

abweichung 
Peptidsequenz 

Ursprungsprotein 

(AA-Position) 

UniProtKB 

accession 

676.3656 +1 676.3665 - 1.3  ppm VNPTVF 
Cyclophilin A, Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase A, PPIA (2-7) 

P62937 

757.4378 +1 757.4395 - 1.5 ppm MPRQIL Transgelin 2, TAGLN2 (194-199) P37802 

573.8162 +2 1146.6266 - 1.3  ppm RVAPEEHPVL beta-Actin, ACTB  (95-104) P60709 
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6.3 Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

(Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS nach „Dep MS/MS” aus Tab. 3-7) 

 
Anhang 6.3 (Abschnitt 1/11) 

Die farbigen Kreise markieren einen Ergebnistreffer mit „Peptide Probability“-Werten von größer (grün) bzw. kleiner (gelb) „10-3“. 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 2/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 3/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 4/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 5/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 6/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 7/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 8/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 9/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 10/11) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung 

 

Anhang 6.3 (Abschnitt 11/11) 
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6.4 Kandidatenliste aus unspezifischer BN30-Probenaufarbeitung 

(Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS nach „Dep MS/MS” aus Tab. 3-7) 

 

Anhang 6.4 (Abschnitt 1/4) 

Die farbigen Kreise markieren einen Ergebnistreffer mit „Peptide Probability“-Werten von größer (grün) bzw. kleiner (gelb) „10-3“. 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus unspezifischer BN30-Probenaufarbeitung 
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6.5 Kandidatenlisten aus unspezifischer A498-Probenaufarbeitung  

(zu Abb. 4-15 + Abb. 4-16) 

 

6.5.1 Ergebnisse aus C8-Fraktion 5 (mit Cut Off < 3 kDa)  

(aus Kapillar-HPLC/ESI-IT-MS/MS) 
 
 Aufnahmemodus: Summit + LCQ Deca Xp („Dep MS/MS” aus Tab. 3-5) 

 Filterparameter:   „+/- 0.5 u”; „Peptide Probability 1:1000” (Parameter 2 in Tab. 3-9) 
# Scan(s) Reference ... MH+ z Peptide P (pep)

1 Frk5-3_03, 428 - 436 gi|13276520|emb|CAC34232.1| T-cell receptor beta chain VJ region [Homo sapiens ... 1765.74 3 L.CASSLEGGYEQYFGPGT.R 0.0000
2 Frk5-3_03, 401 - 415 gi|14250401|gb|AAH08633.1| actin, beta [Homo sapiens] [MASS=41005] [MASS=41005]... 1146.63 2 L.RVAPEEHPVL.L 0.0002
3 Frk5-3_03, 1228 gi|14719303|gb|AAK73124.1| SNX19 [Homo sapiens] ... 3328.82 2 I.LPLISRLSDPDWIHLVLVGIFSKARDPAPC.P 0.0003
4 Frk5-3_01, 664 - 672 gi|30585297|gb|AAP36921.1| Homo sapiens casein kinase 1, gamma 2 [synthetic co... 1729.95 3 A.GKPLPTPIGTVHTDLPS.Q 0.0006
5 Frk5-3_01, 555 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclos... 1026.56 2 D.IAVDGEPLGR.V 0.0006
6 Frk5-3_03, 632 - 646 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclos ... 1141.58 2 F.DIAVDGEPLGR.V 0.0003
7 Frk5-3_03, 456 - 460 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1522.80 3 L.FADKVPKTAENFR.A 0.0000
8 Frk5-3_02, 1222 gi|38201800|gb|AAR13893.1| MLL5 [Homo sapiens] [MASS=22523] [MASS=22523] [MASS... 2244.97 3 T.SSRTSTFSFECSSNCTTVSLT.S 0.0007
9 Frk5-3_03, 608 - 612 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=31... 1204.66 2 T.FAPVNVTTEVK.S 0.0000

10 Frk5-3_03, 834 gi|40789015|dbj|BAA76841.2| KIAA0997 protein [Homo sapiens] [MASS=73951] [MASS... 2966.25 2 P.QDLTMNGLGNTEEKMDLEENPDEQSE.I 0.0005  
11 Frk5-3_02, 619 - 644 gi|41107482|ref|XP_060887.3| PREDICTED: similar to peptidyl-Pro cis trans isom ... 1140.64 2 F.DIAVDGKPLGR.V 0.0001
12 Frk5-3_03, 600 gi|41147641|ref|XP_374227.1| PREDICTED: hypothetical protein XP_374227 [Homo s... 2192.24 3 E.KGKKCLSLYPDSLRLRVLC.T 0.0010
13 Frk5-3_03, 1204 gi|41472151|gb|AAF66137.2| unknown [Homo sapiens] [MASS=65001] [MASS=65001] [M... 2771.43 2 L.KIDLANRETSIFSYREDPIVYEI.H 0.0008
14 Frk5-3_01, 594 gi|45501270|gb|AAH67355.1| Unknown (protein for MGC:78651) [Homo sapiens] [MAS... 1680.83 2 P.AKERLEETSTDTSTL.H 0.0003
15 Frk5-3_02, 584 - 594 gi|47076908|dbj|BAD18395.1| unnamed protein product [Homo sapiens] [MASS=49332... 2409.29 3 E.GDFSLAYIITIHKELAMFVQL.L 0.0003
16 Frk5-3_01, 403 - 411 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexe... 1871.90 3 Q.SIGTENTEENRRFYR.Q 0.0001
17 Frk5-3_01, 525 - 535 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS... 1438.76 2 F.IVNTNVPRASVPDG.F 0.0007
18 Frk5-3_01, 394 - 397 gi|49902529|gb|AAH75043.1| Neuronal amiloride-sensitive cation channel 1, isof ... 903.42 2 S.SERVSYY.F 0.0003
19 Frk5-3_02, 905 gi|51466868|ref|XP_376756.2| PREDICTED: similar to RGLA3077 [Homo sapiens] [MA... 1722.76 3 K.WSLVDSYTHPSSNET.E 0.0002
20 Frk5-3_03, 1244 gi|51475830|ref|XP_499065.1| PREDICTED: hypothetical protein XP_499065 [Homo s... 1730.59 3 G.CCAPSPASPADRCCCSGC.- 0.0008  
21 Frk5-3_03, 515 gi|55669907|pdb|1TE6|B Chain B, Crystal Structure Of Human Neuron Specific Enol... 1378.70 2 F.RAAVPSGASTGIYE.A 0.0001
22 Frk5-3_01, 497 - 501 gi|62896593|dbj|BAD96237.1| enolase 1 variant [Homo sapiens] [MASS=47141] [MASS... 955.54 2 L.FTSKGLFR.A 0.0000
23 Frk5-3_01, 452 - 456 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1061.61 2 M.GKVKVGVNGFG.R 0.0008
24 Frk5-3_03, 865 gi|7512969|pir||T00048 hypothetical protein KIAA0399 - human (fragment) [MASS= ... 2151.10 3 P.HRLPPVSASWSEATCVAVQL.P 0.0006
25 Frk5-3_01, 383 gi|9944845|gb|AAG03000.1| vitronectin receptor alpha polypeptide [Homo sapiens ... 1793.93 3 T.KADRVLLGGPGSFYWQ.G 0.0002  

 
 
6.5.2 Ergebnisse aus C8-Fraktion 5 (mit Cut Off < 3 kDa)  

(aus Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS) 
 
 Aufnahmemodus: UltimatePlus + LTQ FT („Dep MS/MS” aus Tab. 3-7) 

 Filterparameter:   „+/- 3 ppm“; „Peptide Probability 1:1000“ (Parameter 2 in Tab. 3-9) 
# Scan(s) Reference ... MH+ z Peptide P (pep)

1 A498B_5, 1292 gi|12803567|gb|AAH02616.1| Transgelin 2 [Homo sapiens] [MASS=22406] [MASS=22406... 1001.5561 2 L.MNLGGLAVAR.D 0.0001
2 A498B_5, 1338 gi|12803567|gb|AAH02616.1| Transgelin 2 [Homo sapiens] [MASS=22406] [MASS=22406... 1288.6314 2 L.MNLGGLAVARDDG.L 0.0000
3 A498B_5, 1143 gi|16924231|gb|AAH17386.1| ribosomal protein S19 [Homo sapiens] [MASS=17282] [M... 1786.9446 3 V.PGVTVKDVNQQEFVRA.L 0.0000
4 Frk5-3_003, 662 - 667 gi|20664042|pdb|1K8U|A Chain A, Crystal Structure Of Calcium-Free (Or Apo) Huma... 964.5251 2 L.VAIFHKYS.G 0.0007
5 Frk5-3_003, 714 - 717 gi|229995|pdb|1HLA|M Chain M, Human Class I Histocompatibility Antigen A2 (HLA-... 1332.7634 2 -.IQRTPKIQVYS.R 0.0002
6 A498B_5, 1978 gi|2896146|gb|AAD09608.1| transcriptional coactivator ALY [Homo sapiens] [MASS=... 1406.7274 2 D.SGFGGGAGVETGGKLL.V 0.0010
7 A498B_5, 1251 - 1253 gi|29881667|gb|AAH51192.1| Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidi ... 1151.5844 2 A.FSQFGPIERA.V 0.0003
8 Frk5-3_003, 642 - 658 gi|30584379|gb|AAP36438.1| Homo sapiens cystatin B (stefin B) [synthetic constr ... 799.4825 2 Y.FIKVHVG.D 0.0006
9 A498B_5, 1883 - 1887 gi|30584379|gb|AAP36438.1| Homo sapiens cystatin B (stefin B) [synthetic constr ... 1470.7587 2 K.AVSFKSQVVAGTNY.F 0.0002

10 A498B_5, 1346 - 1374 gi|3098514|gb|AAC15671.1| aldose reductase-related protein [Homo sapiens] [MASS... 1280.5430 2 Q.SSHLEDYPFDA.E 0.0000   
11 Frk5-3_003, 687 - 694 gi|33358054|pdb|1PDW|H Chain H, Crystal Structure Of Human Dj-1, P 1 21 1 Spac ... 1087.6358 2 S.ESAAVKEILK.E 0.0000
12 Frk5-3_003, 883 - 898 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp... 1026.5578 2 D.IAVDGEPLGR.V 0.0001
13 Frk5-3_003, 1021 - 1043 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1141.5848 2 F.DIAVDGEPLGR.V 0.0002
14 A498B_5, 1988 - 1996 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1327.6852 2 F.DIAVDGEPLGRVS.F 0.0000
15 A498B_5, 1300 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1411.7104 2 G.EKFEDENFILK.H 0.0000
16 A498B_5, 1175 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1586.8326 2 T.AKTEWLDGKHVVFG.K 0.0000
17 A498B_5, 1117 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1793.9545 3 L.FADKVPKTAENFRALS.T 0.0001
18 A498B_5, 1271 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1923.8977 2 K.HTGPGILSMANAGPNTNGSQ.F 0.0006
19 Frk5-3_003, 915 - 918 gi|4185720|gb|AAD09172.1| ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 [Homo sapiens... 1207.5378 2 L.FNNVDGHLYE.L 0.0000
20 Frk5-3_003, 971 - 982 gi|48145549|emb|CAG32997.1| PGK1 [Homo sapiens] [MASS=44602] [MASS=44602] [MASS... 1097.6201 2 L.LEGKVLPGVDA.L 0.0001  
21 A498B_5, 1406 gi|48145549|emb|CAG32997.1| PGK1 [Homo sapiens] [MASS=44602] [MASS=44602] [MASS... 1297.7362 2 L.LEGKVLPGVDALS.N 0.0001
22 Frk5-3_003, 850 - 858 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed... 941.4839 2 T.FSYGRALQ.A 0.0000
23 Frk5-3_003, 766 - 774 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed ... 1348.7219 2 K.AAQEEYVKRALA.N 0.0004
24 Frk5-3_003, 661 - 674 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed ... 1375.7176 2 A.ADESTGSIAKRLQ.S 0.0002
25 A498B_5, 1498 - 1548 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1556.6434 2 Y.YDMNAANVGWNNST.F 0.0000
26 A498B_5, 1290 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1813.9807 2 L.TQQLAQATGKPPQYIAV.H 0.0003
27 Frk5-3_003, 795 - 805 gi|49456297|emb|CAG46469.1| PRDX4 [Homo sapiens] [MASS=30590] [MASS=30590] [MAS... 1042.6255 2 F.IIDDKGILR.Q 0.0006
28 Frk5-3_003, 862 - 871 gi|55959887|emb|CAI13096.1| peroxiredoxin 1 [Homo sapiens] [MASS=18976] [MASS=1... 1164.5718 2 K.ATAVMPDGQFK.D 0.0001
29 A498B_5, 1651 - 1657 gi|62087910|dbj|BAD92402.1| ribosomal protein S10 variant [Homo sapiens] [MASS=... 1606.8808 2 Q.MLMPKKNRIAIYE.L 0.0001
30 Frk5-3_003, 678 - 693 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1061.6102 2 M.GKVKVGVNGFG.R 0.0001  
31 A498B_5, 1362 - 1386 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1303.7005 2 A.FRVPTANVSVVD.L 0.0001
32 A498B_5, 612 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 2266.2302 3 T.TVHAITATQKTVDGPSGKLWR.D 0.0003
33 Frk5-3_003, 995 - 1007 gi|67511480|emb|CAJ00736.1| diazepam binding inhibitor, splice form 1c [Homo sa... 1260.5889 2 G.DINTERPGMLD.F 0.0005
34 A498B_5, 1245 - 1247 gi|7431380|pir||JE0353 uridine diphosphoglucose dehydrogenase (EC 1.-.-.-) - hu ... 1419.8206 2 L.FNTVTDKKIAILG.F 0.0002  
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6.5.3 Ergebnisse aus allen C8-fraktionen 4 - 8 (mit Cut Off < 3 kDa) 

(aus Kapillar-HPLC/ESI-IT-MS/MS) 
 
 Aufnahmemodus: Summit + LCQ Deca Xp („Dep MS/MS” aus Tab. 3-5) 

 Filterparameter:   „+/- 0.5 u”; „Peptide Probability 1:1000” (Parameter 2 in Tab. 3-9) 
# Scan(s) Reference ... MH+ z Peptide P (pep)

1 Frk8_01, 898 gi|10437000|dbj|BAB14953.1| unnamed protein product [Homo sapiens] [MASS=52230... 1883.88 3 M.TSPNPLCSLLTFSDFNAG.A 0.0002
2 Frk8_01, 685 gi|12053087|emb|CAB66721.1| hypothetical protein [Homo sapiens] [MASS=83771] [... 2965.64 3 T.RNDLDTLLSMEIKLRLLDLENIQIP.D 0.0002
3 Frk7_02, 92 gi|12655466|emb|CAC27585.1| keratin associated protein 9.2 [Homo sapiens] ... 2828.20 3 Q.PTCCRTTCCRTTCWKPTTVTTCSSTS.C 0.0000
4 Frk6_03, 248 gi|12698039|dbj|BAB21838.1| KIAA1747 protein [Homo sapiens] [MASS=89887] [MASS... 2627.26 3 W.NRIQSLLYCGESTFPGTFLEQSH.S 0.0007
5 Frk5_01, 312 gi|13431284|sp|Q9UPM8|A4E1_HUMAN Adapter-related protein complex 4 epsilon 1 s... 1757.91 2 A.VTKLTSQAHSSNTVER.L 0.0016
6 Frk7_01, 716 - 720 gi|13431344|sp|Q12864|CAD17_HUMAN Cadherin-17 precursor (Liver-intestine-cadher... 2262.17 3 Q.VVATEVGGSSLSSVSEFHLILM.D 0.0011
7 Frk7_02, 903 gi|14211895|ref|NP_115967.1| myopalladin [Homo sapiens] ... 1844.05 2 S.VLPSLPAIPPTNAMGLPR.S 0.0016
8 Frk8_03, 850 gi|14250367|gb|AAH08615.1| Similar to transketolase (Wernicke-Korsakoff syndrom... 1611.92 3 G.IDRDAIAQAVRGLIT.K 0.0001
9 Frk5_03, 263 gi|14250401|gb|AAH08633.1| actin, beta [Homo sapiens] [MASS=41005] [MASS=41005]... 1146.63 2 L.RVAPEEHPVL.L 0.0000

10 Frk5_02, 401 gi|14575679|gb|AAK68690.1| hemicentin [Homo sapiens] [MASS=613683] [MASS=61368... 2184.09 3 T.WMKDGRPLPQTDQVQTLGGG.E 0.0103  
11 Frk8_03, 826 - 838 gi|15293763|gb|AAK95074.1| olfactory receptor [Homo sapiens] [MASS=23620] [MAS... 2415.29 3 P.IPKFIVNNLTHNNSISILGCAF.Q 0.0005
12 Frk7_02, 784 - 796 gi|15383934|gb|AAK96045.1| testicular soluble adenylyl cyclase [Homo sapiens] ... 1441.80 2 C.PFVNIPCAAARAVI.K 0.0006
13 Frk5_01, 619 gi|15620889|dbj|BAB67808.1| KIAA1915 protein [Homo sapiens] [MASS=83477] [MASS... 892.50 2 F.SRGGAKFIG.M 0.0008
14 Frk6_01, 591 gi|1568557|emb|CAB02545.1| histone H2B [Homo sapiens] [MASS=13936] [MASS=13936]... 2200.20 3 L.LPGELAKHAVSEGTKAVTKYT.S 0.0000
15 Frk6_02, 582 - 588 gi|1568557|emb|CAB02545.1| histone H2B [Homo sapiens] [MASS=13936] [MASS=13936]... 2287.23 3 L.LPGELAKHAVSEGTKAVTKYTS.S 0.0000
16 Frk5_02, 112 gi|16553210|dbj|BAB71507.1| unnamed protein product [Homo sapiens] [MASS=35405... 1441.81 2 T.GLKKACSGTPARPR.T 0.0005
17 Frk7_01, 658 - 664 gi|17986249|ref|NP_536342.1| septin 4 isoform 4 [Homo sapiens] ... 1145.47 2 D.FSGNASCHPPE.A 0.0001
18 Frk7_01, 353 gi|18916902|dbj|BAB85572.1| KIAA1986 protein [Homo sapiens] [MASS=34836] [MASS... 1762.90 3 S.PPASPSLPPAGAIDTRDT.G 0.0009
19 Frk6_02, 278 gi|19743836|ref|NP_005637.2| TAR RNA binding protein 1 [Homo sapiens] [MASS=18... 1924.11 3 I.HVIKPVLPKLNNLFEY.A 0.0015
20 Frk8_01, 892 - 896 gi|20521690|dbj|BAA74927.2| KIAA0904 protein [Homo sapiens] [MASS=168711] [MASS... 3429.70 3 F.IPSAALDLLDHMLTLDPSKRCTAEQTLQSDF.L 0.0000  
21 Frk7_02, 220 gi|20521722|dbj|BAA76848.2| KIAA1004 protein [Homo sapiens] [MASS=132921] [MAS... 2036.03 3 K.QGYTFVIPSGWIHAVYTP.T 0.0006
22 Frk7_02, 704 gi|20521918|dbj|BAA92676.2| KIAA1438 protein [Homo sapiens] [MASS=113991] [MAS... 1685.90 2 N.HIDPCAVAPGPPSVVVK.Q 0.0022
23 Frk8_03, 902 gi|2135535|pir||S62328 kinesin-like DNA binding protein KID - human [MASS=7243 ... 1907.09 2 G.AGRCRLSKIGATRRPPPA.R 0.0001
24 Frk6_02, 454 - 460 gi|21751299|dbj|BAC03938.1| unnamed protein product [Homo sapiens] [MASS=37751... 2070.12 3 R.KGAAASAWLTATAVVTVLGDPA.C 0.0001
25 Frk5_01, 271 - 304 gi|21754308|dbj|BAC04488.1| unnamed protein product [Homo sapiens] ... 1934.00 3 G.KYTFRAKGTESEASVFI.A 0.0003
26 Frk5_02, 350 gi|229995|pdb|1HLA|M Chain M, Human Class I Histocompatibility Antigen A2 (HLA... 1332.76 2 -.IQRTPKIQVYS.R 0.0004
27 Frk7_01, 947 gi|2499910|sp|Q16819|MEP1A_HUMAN Meprin A alpha-subunit precursor (Endopeptida... 2994.40 3 Q.EPDVRNRMSSSMVFTTSKSHTSPAIND.T 0.0000
28 Frk5_03, 173 gi|26051258|ref|NP_733749.1| RAS guanyl releasing protein 4 isoform 1 [Homo sa ... 3464.73 3 H.LLTLSLDLFYTEDEIYELSYAREPRCPKS.L 0.0007
29 Frk5_03, 358 gi|2661039|gb|AAB88178.1| alpha enolase [Homo sapiens] [MASS=36308] [MASS=3630... 1660.92 3 L.AVCKAGAVEKGVPLYR.H 0.0006
30 Frk7_02, 706 - 708 gi|2661039|gb|AAB88178.1| alpha enolase [Homo sapiens] [MASS=36308] [MASS=3630 ... 1846.88 2 G.KDATNVGDEGGFAPNILE.N 0.0007  
31 Frk7_03, 815 gi|2661039|gb|AAB88178.1| alpha enolase [Homo sapiens] [MASS=36308] [MASS=3630 ... 1888.89 2 K.SPDDPSRYISPDQLADL.Y 0.0001
32 Frk8_03, 980 - 998 gi|2661039|gb|AAB88178.1| alpha enolase [Homo sapiens] [MASS=36308] [MASS=36308... 855.53 1 E.VILPVPAF.N 0.0005
33 Frk8_03, 607 gi|27436959|ref|NP_055935.2| ALMS1 [Homo sapiens] [MASS=460988] [MASS=460988] ... 2605.34 3 G.DQKTGIPSAPSSFYSHREKPIIF.S 0.0060
34 Frk8_02, 907 gi|2801703|gb|AAB97429.1| olfactory receptor-like protein [Homo sapiens] [MASS ... 2819.54 3 V.PQMLVNLWGPKKTISFLGCSVQLFI.F 0.0008
35 Frk8_03, 571 gi|28269693|ref|NP_071449.1| xylosyltransferase I [Homo sapiens] ... 2090.21 2 S.KLETLETWVMPKKVFKI.A 0.0001
36 Frk8_01, 807 gi|2828197|sp|P31271|HXA13_HUMAN Homeobox protein Hox-A13 (Hox-1J) ... 2656.17 2 C.SPCSAAAQSSSGPAALPYGYFGSGYYP.C 0.0007
37 Frk7_01, 638 gi|29342110|gb|AAO11863.2| immunoglobulin kappa light chain variable region [H ... 2565.26 3 S.GVPDRFSGSGSGTNFTLTISSLHVE.D 0.0002
38 Frk6_01, 339 gi|29731821|ref|XP_293034.1| PREDICTED: similar to RIKEN cDNA 2010316F05 [Homo... 2273.19 3 G.LSPEDFLTFVKMTGHDPIIL.N 0.0002
39 Frk7_03, 851 - 863 gi|2988422|gb|AAC39776.1| agrin precursor [Homo sapiens] [MASS=212882] [MASS=2... 992.55 1 K.MALEVVFLA.R 0.0050
40 Frk8_01, 793 gi|30583591|gb|AAP36040.1| myeloid differentiation primary response gene (88) ... 1441.76 2 R.QLETQADPTGRLL.D 0.0007  
41 Frk6_01, 555 gi|30584379|gb|AAP36438.1| Homo sapiens cystatin B (stefin B) [synthetic constr ... 1470.76 2 K.AVSFKSQVVAGTNY.F 0.0000
42 Frk8_03, 830 - 840 gi|31645|emb|CAA25833.1| glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [Homo sapiens... 3217.79 3 R.DGRGALQNIIPASTGAAKAVGKVIPELDGKLTG.M0.0000
43 Frk7_03, 749 - 755 gi|33317140|gb|AAQ04655.1| Unknown [Homo sapiens] [MASS=60747] [MASS=60747] [M... 1960.06 2 S.KPFNSPANLARHRLTHT.G 0.0006
44 Frk7_03, 635 gi|33319660|gb|AAQ05733.1| Ig heavy chain variable region, VH3 family [Homo sa ... 1950.88 3 L.VWVSHINSDGSGTGYADSV.K 0.0002
45 Frk8_01, 1007 gi|34148756|gb|AAQ62844.1| zinc finger protein 434 [Homo sapiens] [MASS=78728] ... 2719.23 2 E.SEPTSRRQCRNSPGESEEKTPSQE.K 0.0017
46 Frk7_02, 641 gi|34787415|ref|NP_659419.2| hypothetical protein LOC196441 [Homo sapiens] [MA... 1377.73 2 L.TRRISTSDILSE.K 0.0001
47 Frk7_02, 812 gi|35182|emb|CAA34498.1| p24k-1 (AA 1-91) [Homo sapiens] [MASS=10001] [MASS=100... 2082.06 2 T.LPPGVDPTQVSSSLSPEGTLT.V 0.0000
48 Frk5_02, 567 - 586 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclos... 1141.58 2 F.DIAVDGEPLGR.V 0.0000
49 Frk4_03, 485 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclos ... 1146.62 2 G.KVKEGMNIVE.A 0.0004
50 Frk6_02, 548 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclos ... 1687.88 3 C.TAKTEWLDGKHVVFG.K 0.0002  
51 Frk5_03, 462 - 468 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1308.56 2 S.MANAGPNTNGSQF.F 0.0009
52 Frk6_02, 620 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1327.69 2 F.DIAVDGEPLGRVS.F 0.0001
53 Frk5_01, 422 - 428 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1522.80 3 L.FADKVPKTAENFR.A 0.0000
54 Frk6_03, 530 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1586.83 3 T.AKTEWLDGKHVVFG.K 0.0000
55 Frk6_02, 328 gi|37181542|gb|AAQ88582.1| VNFT9373 [Homo sapiens] [MASS=34167] [MASS=34167] [... 2055.04 3 S.EFVLLGFQGGPGMQAMLFL.I 0.0005
56 Frk5_03, 25 gi|37183108|gb|AAQ89354.1| NET-6 [Homo sapiens] ... 1701.06 3 F.LFLIALVGLIGAVKHH.Q 0.0004
57 Frk8_01, 556 gi|38649260|gb|AAH63302.1| Niemann-Pick disease, type C1 [Homo sapiens] [MASS=... 2404.24 3 K.PQPPPPPAPWTILGLDAMYVIM.W 0.0008
58 Frk4_03, 685 gi|3927988|emb|CAA10252.1| immunoglobulin light chain variable region [Homo sa ... 1871.02 3 S.WYQQLPHTAPKLLIY.E 0.0006
59 Frk5_01, 593 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=31... 1204.66 2 T.FAPVNVTTEVK.S 0.0002
60 Frk7_01, 736 - 740 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1374.76 2 Q.DVYKIGGIGTVPVG.R 0.0000  
61 Frk8_03, 785 - 793 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1862.05 2 Q.VIILNHPGQISAGYAPVL.D 0.0000
62 Frk6_02, 624 gi|40788272|dbj|BAA32318.2| KIAA0473 protein [Homo sapiens] [MASS=102813] [MAS... 2487.21 3 D.LLGLEGSAMSNSFSPPAAPPTNSEL.L 0.0006
63 Frk6_03, 142 gi|40788954|dbj|BAA04877.2| KIAA0028 [Homo sapiens] [MASS=102132] [MASS=102132... 2093.05 2 Q.RYWGTPIPIVHCPVCGPTP.V 0.0001
64 Frk8_03, 775 gi|40795899|gb|AAR91620.1| repetin [Homo sapiens] ... 1748.76 3 S.SHYSQPDKQGQSSHY.G 0.0024
65 Frk6_03, 654 gi|41149390|ref|XP_373453.1| PREDICTED: hypothetical protein XP_373453 [Homo s... 2305.12 3 D.FAERQAQGLDAYGPPGAPELAF.P 0.0007
66 Frk7_01, 734 gi|42542977|pdb|1GZW|A Chain A, X-Ray Crystal Structure Of Human Galectin-1 [MA... 1891.92 2 G.TEQREAVFPFQPGSVAE.V 0.0001
67 Frk8_01, 958 gi|45439359|ref|NP_009049.2| triple functional domain (PTPRF interacting) [Hom ... 3227.59 2 I.NQILENQRNFLNALTSPIEYQRNHSGGGG.G 0.0005
68 Frk8_01, 783 gi|45827744|ref|NP_079350.3| Fraser syndrome 1 isoform 1 [Homo sapiens] [MASS=... 1461.64 2 K.VLLFGECQYESCA.P 0.0000
69 Frk5_02, 268 - 278 gi|47115317|emb|CAG28618.1| VIM [Homo sapiens] [MASS=53579] [MASS=53579] [MASS... 1763.95 3 A.SSPGGVYATRSSAVRLR.S 0.0000
70 Frk4_03, 437 - 441 gi|47115317|emb|CAG28618.1| VIM [Homo sapiens] [MASS=53579] [MASS=53579] [MASS=... 2180.98 3 K.TVETRDGQVINETSQHHDD.L 0.0002  
71 Frk7_02, 720 - 724 gi|4808811|gb|AAD29949.1| myosin heavy chain IIb [Homo sapiens] ... 2839.56 3 E.KVAIYKLTGAVMHYGNMKFKQKQR.E 0.0004
72 Frk7_03, 661 gi|48429232|sp|P53708|ITA8_HUMAN Integrin alpha-8 precursor ... 1065.47 2 W.SPACQAFNLD.V 0.0007
73 Frk4_03, 545 - 557 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexe... 1375.72 2 A.ADESTGSIAKRLQ.S 0.0000
74 Frk6_03, 570 - 572 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexe ... 2370.25 3 G.IKVDKGVVPLAGTNGETTTQGLDG.L 0.0000
75 Frk8_03, 803 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexe ... 2729.38 3 A.SICQQNGIVPIVEPEILPDGDHDLK.R 0.0000
76 Frk6_01, 702 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1368.56 2 Y.YDMNAANVGWNN.S 0.0001
77 Frk5_01, 508 - 514 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1438.76 2 F.IVNTNVPRASVPDG.F 0.0002
78 Frk6_02, 622 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1585.83 2 M.FIVNTNVPRASVPDG.F 0.0006
79 Frk7_01, 688 - 700 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1785.95 2 F.IVNTNVPRASVPDGFLS.E 0.0000
80 Frk7_02, 694 - 696 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1914.99 2 F.IVNTNVPRASVPDGFLSE.L 0.0001  
81 Frk8_03, 814 - 818 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1933.02 2 M.FIVNTNVPRASVPDGFLS.E 0.0001
82 Frk8_02, 879 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 2028.08 2 F.IVNTNVPRASVPDGFLSEL.T 0.0001
83 Frk7_03, 577 - 585 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 2489.31 2 L.TQQLAQATGKPPQYIAVHVVPDQ.L 0.0000
84 Frk7_03, 811 - 821 gi|5006420|gb|AAD37491.1| ribonucleotide reductase M1 subunit [Homo sapiens] [ ... 3125.67 3 T.MKVIQGLYSGVTTVELDTLAAETAATLTTK.H 0.0008
85 Frk5_02, 770 gi|50897468|gb|AAT85802.1| coagulation factor XIII, B polypeptide [Homo sapien ... 2890.54 3 L.TPKCTKLKCSSLRLIENGYFHPVKQ.T 0.0001
86 Frk7_03, 667 gi|51464630|ref|XP_498028.1| PREDICTED: similar to ankyrin repeat domain 20A [ ... 1832.12 3 S.RAALRGSLGLRGRRPPV.S 0.0005
87 Frk5_02, 588 gi|51466792|ref|XP_499095.1| PREDICTED: hypothetical protein XP_499095 [Homo s... 1862.86 3 P.ASLMVTETHCFTHSWL.S 0.0016
88 Frk8_03, 916 - 918 gi|51467864|ref|XP_291663.3| PREDICTED: similar to bA304I5.1 (novel lipase) [H ... 2071.94 3 F.QQQQTAASLNINHDENNF.K 0.0020
89 Frk5_02, 782 gi|51468047|ref|XP_495808.1| PREDICTED: similar to KIAA0592 protein [Homo sapi ... 2068.99 3 V.KMTVNEGKVQSTADIFGDE.E 0.0007
90 Frk8_02, 877 gi|51468769|ref|XP_497290.1| PREDICTED: similar to RIKEN cDNA 0610012A05 [Homo... 2705.47 3 A.GNLARTRLSRTDPRPPAHPSGRRH.G 0.0014  
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91 Frk7_03, 667 gi|51475872|ref|XP_377928.2| PREDICTED: similar to Calgizzarin (S100C protein) ... 1221.54 2 L.IGGLAMACHDSF.L 0.0006
92 Frk5_01, 170 gi|51477164|ref|XP_498366.1| PREDICTED: similar to XAGE-5 protein [Homo sapien... 2422.26 3 Q.ELLAVHDTDLPLKVTADMDRGI.S 0.0011
93 Frk8_03, 773 gi|51492677|ref|XP_379231.2| PREDICTED: hypothetical protein XP_379231 [Homo s... 1556.84 2 R.LSILWGASASGPREL.G 0.0010
94 Frk8_02, 34 gi|51555794|dbj|BAD38652.1| putative protein product of HMFN0672 [Homo sapiens... 2394.04 3 S.GESICTSCIVQVSSGCCVQYEAK.I 0.0005
95 Frk6_02, 240 - 244 gi|52545681|emb|CAD38530.2| hypothetical protein [Homo sapiens] [MASS=58190] [... 2576.22 3 N.RWVAPRNRGAGFNQNNGAGSENFG.L 0.0006
96 Frk7_03, 707 gi|54780704|gb|AAV40520.1| immunoglobulin mu heavy chain [Homo sapiens] [MASS=... 2260.18 3 F.SLKLSSVTAVDTAVYYCARRG.G 0.0002
97 Frk8_03, 882 - 886 gi|5542166|pdb|1CF0|B Chain B, Human Platelet Profilin Complexed With An L-Pro ... 2039.15 2 W.AAVPGKTFVNITPAEVGVLVG.K 0.0000
98 Frk8_03, 86 gi|55663064|emb|CAH72851.1| novel protein (LOC126669) [Homo sapiens] ... 2816.55 3 E.RAKPGGGGGKLRKNSEAGGAGPGPGKGRKN.S0.0012
99 Frk5_02, 423 gi|55669907|pdb|1TE6|B Chain B, Crystal Structure Of Human Neuron Specific Enol... 1378.70 2 F.RAAVPSGASTGIYE.A 0.0002

100 Frk8_01, 1018 gi|55958428|emb|CAI16876.1| spleen tyrosine kinase [Homo sapiens] ... 1890.00 3 L.SIPEGKKFDTLWQLVE.H 0.0013  
101 Frk8_03, 118 gi|55958755|emb|CAI12694.1| OTTHUMP00000022621 [Homo sapiens] [MASS=119901] [M... 1324.71 2 S.LSAHGGLAWRLGS.M 0.0015
102 Frk8_03, 559 gi|56204777|emb|CAI22406.1| latrophilin 2 [Homo sapiens] [MASS=151137] [MASS=1... 2284.13 3 E.QKAGAWCKDPLQAADKIYFM.P 0.0003
103 Frk7_02, 903 gi|56417831|emb|CAI19617.1| Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr) oncog ... 2764.51 3 S.LSIRDWDQTRGDHVKHYKIRKL.D 0.0007
104 Frk6_03, 274 gi|57471597|emb|CAI42326.1| tubulin, epsilon 1 [Homo sapiens] [MASS=22453] [MA... 1046.58 2 R.KVVGDGGSISK.G 0.0001
105 Frk6_03, 210 gi|5822391|pdb|1RFN|A Chain A, Human Coagulation Factor Ixa In Complex With P-... 3499.58 3 L.VDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHEGGRDSC.Q 0.0004
106 Frk7_02, 784 - 796 gi|60594312|pdb|1YEQ|D Chain D, T-To-T(High) Quaternary Transitions In Human H... 2164.13 3 V.NVDEVGGEALGRLLVVYPYT.Q 0.0000
107 Frk5_02, 254 gi|6093672|sp|O15534|PER1_HUMAN Period circadian protein 1 (Circadian pacemake... 2444.21 2 S.EAEAGAARGGAEPGDQVIKYVLQD.P 0.0027
108 Frk6_02, 228 gi|62088406|dbj|BAD92650.1| DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 variant [Hom ... 3259.71 3 E.IKLPKLRTLDVFSGCGGLSEGFHQAGISDTL.W 0.0004
109 Frk7_02, 911 gi|62088974|dbj|BAD92934.1| v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene hom ... 3161.64 2 T.KYFYKQNGRIRPIVAENPEYLSEFSL.K 0.0002
110 Frk4_02, 479 - 487 gi|62089236|dbj|BAD93062.1| cyclin D3 variant [Homo sapiens] [MASS=31501] [MAS... 1375.72 2 P.SMIATGSIGAAVQGL.G 0.0000  
111 Frk5_02, 150 gi|62656242|ref|XP_343914.2| PREDICTED: similar to novel protein (possible ort ... 2008.93 3 R.LEEGYENAMKDYYKKQ.V 0.0003
112 Frk6_01, 565 gi|62822378|gb|AAY14927.1| unknown [Homo sapiens] ... 2737.47 3 F.PFKTLAMVTSFLTNICISYLAKYL.F 0.0000
113 Frk5_02, 385 - 387 gi|62896593|dbj|BAD96237.1| enolase 1 variant [Homo sapiens] [MASS=47141] [MAS... 955.54 2 L.FTSKGLFR.A 0.0009
114 Frk5_03, 386 gi|63025220|ref|NP_001017981.1| LOC200312 [Homo sapiens] [MASS=41101] [MASS=411... 1934.13 3 G.AGRGGARAVRVDVRLPRQ.D 0.0010
115 Frk8_03, 102 gi|6563246|gb|AAF17217.1| matrin 3 [Homo sapiens] [MASS=95197] [MASS=95197] [M... 2180.86 3 L.DYDHGSRSQESGYYDRMD.Y 0.0016
116 Frk5_02, 176 gi|66954659|ref|NP_612369.2| hypothetical protein LOC90668 [Homo sapiens] [MAS... 2316.06 3 G.TRQENGMATRLDEGLEDFFS.R 0.0017
117 Frk4_01, 497 - 503 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1061.61 2 M.GKVKVGVNGFG.R 0.0002
118 Frk5_02, 490 - 500 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1268.76 2 G.KVIPELNGKLTG.M 0.0003
119 Frk6_03, 636 - 638 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1303.70 2 A.FRVPTANVSVVD.L 0.0000
120 Frk7_03, 707 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1505.78 2 G.MAFRVPTANVSVVD.L 0.0000  
121 Frk7_03, 759 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1517.83 2 A.FRVPTANVSVVDLT.C 0.0001
122 Frk7_03, 643 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1849.91 2 H.SSTFDAGAGIALNDHFVK.L 0.0005
123 Frk7_03, 625 - 645 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 2753.24 3 S.SDFNSDTHSSTFDAGAGIALNDHFVK.L 0.0000
124 Frk6_03, 902 gi|7513070|pir||T00354 hypothetical protein KIAA0692 - human (fragment) ... 1133.59 2 P.LSPAKAEDFR.K 0.0004
125 Frk6_01, 581 - 585 gi|7959275|dbj|BAA96031.1| KIAA1507 protein [Homo sapiens] [MASS=98503] [MASS=... 2289.27 3 S.LLGLETYQVQKLSLQDSLQI.S 0.0009
126 Frk6_01, 149 gi|8118021|gb|AAF72866.1| C9orf10a [Homo sapiens] ... 1675.84 3 K.PVAPQVPSPGGAPGQGPY.P 0.0000
127 Frk7_01, 1053 gi|8132534|gb|AAF73293.1| inner nuclear membrane protein [Homo sapiens] [MASS=... 3134.74 3 R.HRPRRTHSKPLPPLTAKSAGGRLETSVQG.G 0.0002
128 Frk8_01, 482 gi|825629|emb|CAA36902.1| acid sphingomyelinase (317 AA) [Homo sapiens] [MASS=... 1751.88 2 V.GNHESIPVNSFPPPFI.E 0.0003
129 Frk7_02, 641 gi|8926475|gb|AAF81846.1| T cell receptor beta chain [Homo sapiens] [MASS=4739 ... 2065.88 3 G.DSALYFCASSVAHYSTDTQ.Y 0.0000
130 Frk7_03, 581 gi|961446|dbj|BAA09927.1| KIAA0157 gene product is novel. [Homo sapiens] [MASS... 3286.69 3 Y.AKVIKEHGTDFFDKDGVMKDIRAIYQVY.N 0.0004  

 
 
6.5.4 Ergebnisse aus den Einzelfraktionen 4 - 8 (mit Cut Off < 3 kDa) 

(aus Nano-HPLC/Nano-ESI-FTICR-MS/MS) 
 
 Aufnahmemodus: UltimatePlus + LTQ FT („Dep MS/MS” aus Tab. 3-7) 

 Filterparameter:   „+/- 3 ppm“; „Peptide Probability 1:1000“ (Parameter 2 in Tab. 3-9) 
# Scan(s) Reference ... MH+ z Peptide P (pep)

1 A498B_4, 1562 gi|12803339|gb|AAH02488.1| PAI-1 mRNA-binding protein, isoform 2 [Homo sapiens]... 1100.4055 1 L.FDDESDPFE.V 0.0000
2 A498B_5, 1292 gi|12803567|gb|AAH02616.1| Transgelin 2 [Homo sapiens] [MASS=22406] [MASS=22406... 1001.5561 2 L.MNLGGLAVAR.D 0.0001
3 A498B_5, 1338 gi|12803567|gb|AAH02616.1| Transgelin 2 [Homo sapiens] [MASS=22406] [MASS=22406... 1288.6314 2 L.MNLGGLAVARDDG.L 0.0000
4 Frk7-3_003, 1183 - 1187 gi|12803567|gb|AAH02616.1| Transgelin 2 [Homo sapiens] [MASS=22406] [MASS=22406... 1390.7325 2 N.LGGLAVARDDGLFS.G 0.0007
5 Frk4-3_003, 746 - 752 gi|12803567|gb|AAH02616.1| Transgelin 2 [Homo sapiens] [MASS=22406] [MASS=22406... 1579.7315 2 G.LQMGTNRGASQAGMTG.Y 0.0000
6 A498B_4, 1252 gi|14250065|gb|AAH08437.1| Calmodulin 2 [Homo sapiens] ... 1695.7643 2 Q.MIREADIDGDGQVNY.E 0.0000
7 Frk8-3_003, 1131 - 1147 gi|14250367|gb|AAH08615.1| Similar to transketolase (Wernicke-Korsakoff syndrom... 1611.9177 2 G.IDRDAIAQAVRGLIT.K 0.0007
8 A498B_4, 524 gi|14250401|gb|AAH08633.1| actin, beta [Homo sapiens] [MASS=41005] [MASS=41005]... 1146.6266 2 L.RVAPEEHPVL.L 0.0005
9 A498B_6, 1298 gi|14250401|gb|AAH08633.1| actin, beta [Homo sapiens] [MASS=41005] [MASS=41005] ... 1665.8595 2 F.YNELRVAPEEHPVL.L 0.0002

10 Frk4-3_003, 661 - 672 gi|16924231|gb|AAH17386.1| ribosomal protein S19 [Homo sapiens] [MASS=17282] [M... 1313.6696 2 V.PGVTVKDVNQQE.F 0.0000  
11 A498B_4, 1156 gi|16924231|gb|AAH17386.1| ribosomal protein S19 [Homo sapiens] [MASS=17282] [M ... 1460.7380 2 V.PGVTVKDVNQQEF.V 0.0000
12 A498B_4, 1066 gi|16924231|gb|AAH17386.1| ribosomal protein S19 [Homo sapiens] [MASS=17282] [M ... 1715.9075 3 V.PGVTVKDVNQQEFVR.A 0.0000
13 A498B_5, 1143 gi|16924231|gb|AAH17386.1| ribosomal protein S19 [Homo sapiens] [MASS=17282] [M ... 1786.9446 3 V.PGVTVKDVNQQEFVRA.L 0.0000
14 Frk5-3_003, 662 - 667 gi|20664042|pdb|1K8U|A Chain A, Crystal Structure Of Calcium-Free (Or Apo) Huma... 964.5251 2 L.VAIFHKYS.G 0.0007
15 Frk6-3_003, 709 - 713 gi|2183299|gb|AAC51652.1| aldehyde dehydrogenase 1 [Homo sapiens] [MASS=54834] ... 1279.7256 2 A.FTGSTEVGKLIK.E 0.0002

16 Frk5-3_003, 714 - 717 gi|229995|pdb|1HLA|M Chain M, Human Class I Histocompatibility Antigen A2 (HLA-... 1332.7634 2 -.IQRTPKIQVYS.R 0.0002
17 A498B_4, 1132 gi|27436418|gb|AAO13380.1| aldo-ketoreductase [Homo sapiens] [MASS=35988] [MASS... 1372.7868 2 F.VELSTKAKMPIVG.L 0.0000
18 A498B_5, 1978 gi|2896146|gb|AAD09608.1| transcriptional coactivator ALY [Homo sapiens] [MASS=... 1406.7274 2 D.SGFGGGAGVETGGKLL.V 0.0010
19 Frk4-3_003, 1006 - 1012 gi|29570775|ref|NP_808852.1| cytoplasmic dynein light chain 2A isoform b [Homo ... 913.4989 1 L.IVIQNPTE.- 0.0005
20 A498B_4, 1846 gi|2981776|pdb|1AZ2|  Citrate Bound, C298aW219Y MUTANT HUMAN ALDOSE REDUCTASE... 1000.5673 2 L.VDEGLVKAIG.I 0.0001  
21 A498B_4, 1206 - 1230 gi|2981776|pdb|1AZ2|  Citrate Bound, C298aW219Y MUTANT HUMAN ALDOSE REDUCTASE... 1127.6241 2 L.LNNGAKMPILG.L 0.0003
22 Frk7-3_003, 1143 - 1155 gi|2982081|pdb|1AZV|B Chain B, Familial Als Mutant G37r Cuznsod (Human) ... 1244.6634 2 L.KGDGPVQGIINF.E 0.0010

23 Frk7-3_003, 1231 - 1235 gi|2982081|pdb|1AZV|B Chain B, Familial Als Mutant G37r Cuznsod (Human) ... 1456.8158 2 C.VLKGDGPVQGIINF.E 0.0000

24 A498B_5, 1251 - 1253 gi|29881667|gb|AAH51192.1| Splicing factor proline/glutamine rich (polypyrimidi ... 1151.5844 2 A.FSQFGPIERA.V 0.0003
25 Frk5-3_003, 642 - 658 gi|30584379|gb|AAP36438.1| Homo sapiens cystatin B (stefin B) [synthetic constr ... 799.4825 2 Y.FIKVHVG.D 0.0006
26 A498B_5, 1883 - 1887 gi|30584379|gb|AAP36438.1| Homo sapiens cystatin B (stefin B) [synthetic constr ... 1470.7587 2 K.AVSFKSQVVAGTNY.F 0.0002
27 Frk6-3_003, 737 gi|30584467|gb|AAP36486.1| Homo sapiens S100 calcium binding protein A6 (calcyc... 1752.7857 2 L.MEDLDRNKDQEVNF.Q 0.0001
28 Frk4-3_003, 722 gi|30584939|gb|AAP36737.1| Homo sapiens S100 calcium binding protein A11 (calgi ... 1554.7223 2 V.FQKYAGKDGYNYT.L 0.0001
29 Frk6-3_003, 681 gi|30584939|gb|AAP36737.1| Homo sapiens S100 calcium binding protein A11 (calgi ... 1754.8384 2 V.FQKYAGKDGYNYTLS.K 0.0000
30 Frk6-3_003, 825 - 829 gi|30584939|gb|AAP36737.1| Homo sapiens S100 calcium binding protein A11 (calgi ... 1837.9119 2 L.IAVFQKYAGKDGYNYT.L 0.0000  
31 A498B_6, 1216 gi|30584939|gb|AAP36737.1| Homo sapiens S100 calcium binding protein A11 (calgi ... 2260.0921 3 V.FQKYAGKDGYNYTLSKTEF.L 0.0001
32 A498B_5, 1346 - 1374 gi|3098514|gb|AAC15671.1| aldose reductase-related protein [Homo sapiens] [MASS... 1280.5430 2 Q.SSHLEDYPFDA.E 0.0000
33 A498B_4, 1634 gi|32891807|gb|AAP88933.1| biliverdin reductase B (flavin reductase (NADPH)) [H ... 946.6084 1 M.AVKKIAIFG.A 0.0005
34 Frk8-3_003, 1523 - 1530 gi|32959908|emb|CAE11897.1| small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 [Homo sapiens... 1129.6140 1 Y.FILPDSLPLD.T 0.0001

35 Frk8-3_003, 1506 - 1513 gi|32959908|emb|CAE11897.1| small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 [Homo sapiens ... 1230.6616 1 Y.FILPDSLPLDT.L 0.0000

36 A498B_4, 1254 gi|33286422|ref|NP_872271.1| pyruvate kinase 3 isoform 2 [Homo sapiens] ... 1390.6631 2 L.EASDGIMVARGDLG.I 0.0001

37 Frk5-3_003, 687 - 694 gi|33358054|pdb|1PDW|H Chain H, Crystal Structure Of Human Dj-1, P 1 21 1 Spac ... 1087.6358 2 S.ESAAVKEILK.E 0.0000
38 A498B_6, 1250 - 1252 gi|33358054|pdb|1PDW|H Chain H, Crystal Structure Of Human Dj-1, P 1 21 1 Space ... 1964.1539 3 E.ALNGKEVAAQVKAPLVLKD.L 0.0003
39 Frk5-3_003, 883 - 898 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp... 1026.5578 2 D.IAVDGEPLGR.V 0.0001
40 Frk5-3_003, 1021 - 1043 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1141.5848 2 F.DIAVDGEPLGR.V 0.0002  
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41 A498B_4, 1756 - 1776 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1212.6583 2 D.IAVDGEPLGRVS.F 0.0007
42 Frk4-3_003, 689 - 696 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1257.6474 2 R.ALSTGEKGFGYK.G 0.0006
43 A498B_6, 1913 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1282.7518 2 N.FILKHTGPGILS.M 0.0005
44 Frk7-3_003, 1094 - 1101 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1288.6532 2 F.FDIAVDGEPLGR.V 0.0000
45 Frk4-3_003, 924 - 932 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1308.5637 2 S.MANAGPNTNGSQF.F 0.0001
46 A498B_5, 1988 - 1996 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1327.6852 2 F.DIAVDGEPLGRVS.F 0.0000
47 A498B_7, 2050 - 2060 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1359.7267 2 D.IAVDGEPLGRVSF.E 0.0000
48 A498B_6, 1429 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1387.7005 2 K.TEWLDGKHVVFG.K 0.0008
49 A498B_6, 1984 - 1999 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1411.7104 2 G.EKFEDENFILK.H 0.0003
50 A498B_7, 1755 - 1771 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1474.7536 2 F.DIAVDGEPLGRVSF.E 0.0000  
51 A498B_4, 637 - 678 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1522.8013 3 L.FADKVPKTAENFR.A 0.0009
52 A498B_5, 1175 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1586.8326 2 T.AKTEWLDGKHVVFG.K 0.0000
53 A498B_7, 1745 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1603.7962 2 F.DIAVDGEPLGRVSFE.L 0.0000
54 A498B_8, 2288 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1621.8220 2 F.FDIAVDGEPLGRVSF.E 0.0010
55 A498B_6, 1729 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1633.8400 2 G.KVKEGMNIVEAMER.F 0.0000
56 A498B_6, 1240 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1687.8802 2 C.TAKTEWLDGKHVVFG.K 0.0000
57 A498B_5, 1117 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1793.9545 3 L.FADKVPKTAENFRALS.T 0.0001
58 A498B_5, 1271 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 1923.8977 2 K.HTGPGILSMANAGPNTNGSQ.F 0.0006
59 A498B_7, 1608 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 2070.9662 2 K.HTGPGILSMANAGPNTNGSQF.F 0.0000
60 A498B_8, 1611 - 1660 gi|3659980|pdb|1BCK|A Chain A, Human Cyclophilin A Complexed With 2-Thr Cyclosp ... 2572.2977 3 N.FILKHTGPGILSMANAGPNTNGSQF.F 0.0000  
61 Frk8-3_003, 1291 - 1297 gi|39645331|gb|AAH63513.1| KRT8 protein [Homo sapiens] [MASS=55908] [MASS=5590... 1269.7413 2 A.VTVNQSLLSPLV.L 0.0006

62 A498B_6, 2067 gi|39645331|gb|AAH63513.1| KRT8 protein [Homo sapiens] [MASS=55908] [MASS=55908... 2030.9349 2 G.SSNFRGGLGGGYGGASGMGGITA.V 0.0000

63 A498B_6, 1501 - 1529 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1035.5258 2 S.DYPPLGRFA.V 0.0006
64 Frk4-3_003, 445 - 468 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1148.6310 2 Y.IKKIGYNPDT.V 0.0002
65 A498B_4, 1162 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1190.6892 2 Q.VIILNHPGQIS.A 0.0010
66 A498B_6, 1597 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1374.7627 2 Q.DVYKIGGIGTVPVG.R 0.0000
67 Frk6-3_003, 804 - 809 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1727.8850 2 -.EVSTYIKKIGYNPDT.V 0.0000
68 Frk8-3_003, 1026 - 1047 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1862.0534 2 Q.VIILNHPGQISAGYAPVL.D 0.0000
69 Frk8-3_003, 997 - 1014 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 1977.0804 2 Q.VIILNHPGQISAGYAPVLD.C 0.0000
70 A498B_8, 1711 gi|39795379|gb|AAH63511.1| EEF1A1 protein [Homo sapiens] [MASS=31060] [MASS=310... 2841.5907 3 Q.DVYKIGGIGTVPVGRVETGVLKPGMVVT.F 0.0004  
71 Frk5-3_003, 915 - 918 gi|4185720|gb|AAD09172.1| ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 [Homo sapiens... 1207.5378 2 L.FNNVDGHLYE.L 0.0000
72 Frk7-3_003, 885 - 899 gi|42542977|pdb|1GZW|A Chain A, X-Ray Crystal Structure Of Human Galectin-1 [MA... 873.4941 2 K.FPNRLNL.E 0.0002
73 A498B_6, 1278 gi|45439318|ref|NP_982282.1| peptidylprolyl isomerase E isoform 3 [Homo sapien ... 1282.7518 2 N.FILKHTGPGLLS.M 0.0009
74 Frk6-3_003, 879 - 900 gi|47115317|emb|CAG28618.1| VIM [Homo sapiens] [MASS=53579] [MASS=53579] [MASS=... 1055.6208 2 R.SSVPGVRLLQ.D 0.0000
75 A498B_4, 803 - 805 gi|47115317|emb|CAG28618.1| VIM [Homo sapiens] [MASS=53579] [MASS=53579] [MASS=... 2423.1069 3 K.TVETRDGQVINETSQHHDDLE.- 0.0000
76 Frk5-3_003, 971 - 982 gi|48145549|emb|CAG32997.1| PGK1 [Homo sapiens] [MASS=44602] [MASS=44602] [MASS... 1097.6201 2 L.LEGKVLPGVDA.L 0.0001
77 A498B_5, 1406 gi|48145549|emb|CAG32997.1| PGK1 [Homo sapiens] [MASS=44602] [MASS=44602] [MASS... 1297.7362 2 L.LEGKVLPGVDALS.N 0.0001
78 Frk7-3_003, 828 - 832 gi|48145549|emb|CAG32997.1| PGK1 [Homo sapiens] [MASS=44602] [MASS=44602] [MASS... 1402.7875 2 G.VNLPQKAGGFLMK.K 0.0000
79 A498B_8, 2091 gi|48145549|emb|CAG32997.1| PGK1 [Homo sapiens] [MASS=44602] [MASS=44602] [MASS... 1524.8632 2 L.LEGKVLPGVDALSNI.- 0.0003
80 A498B_8, 2009 - 2035 gi|49168580|emb|CAG38785.1| MDH2 [Homo sapiens] [MASS=35559] [MASS=35559] [MASS... 1637.9585 2 N.AKVAVLGASGGIGQPLSL.L 0.0002  
81 Frk5-3_003, 850 - 858 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed... 941.4839 2 T.FSYGRALQ.A 0.0000
82 Frk4-3_003, 522 - 529 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed ... 1189.6535 2 D.ESTGSIAKRLQ.S 0.0002
83 Frk5-3_003, 766 - 774 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed ... 1348.7219 2 K.AAQEEYVKRALA.N 0.0004
84 Frk4-3_003, 700 - 708 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed ... 1375.7176 2 A.ADESTGSIAKRLQ.S 0.0000
85 A498B_7, 1665 gi|4930291|pdb|4ALD|  Human Muscle Fructose 1,6-Bisphosphate Aldolase Complexed ... 1553.7628 2 K.IGEHTPSALAIMENA.N 0.0003
86 Frk4-3_003, 950 - 954 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1147.5127 1 M.NAANVGWNNST.F 0.0003
87 A498B_5, 1498 - 1548 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1556.6434 2 Y.YDMNAANVGWNNST.F 0.0000
88 A498B_7, 1785 - 1809 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1774.7490 2 Y.YDMNAANVGWNNSTFA.- 0.0000
89 A498B_7, 1604 - 1620 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1785.9494 2 F.IVNTNVPRASVPDGFLS.E 0.0001
90 A498B_5, 1290 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1813.9807 2 L.TQQLAQATGKPPQYIAV.H 0.0003  
91 Frk7-3_003, 1103 - 1110 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1914.9920 2 F.IVNTNVPRASVPDGFLSE.L 0.0000
92 Frk8-3_003, 1071 - 1095 gi|49456263|emb|CAG46452.1| MIF [Homo sapiens] [MASS=12519] [MASS=12519] [MASS=... 1933.0178 2 M.FIVNTNVPRASVPDGFLS.E 0.0000
93 Frk5-3_003, 795 - 805 gi|49456297|emb|CAG46469.1| PRDX4 [Homo sapiens] [MASS=30590] [MASS=30590] [MAS... 1042.6255 2 F.IIDDKGILR.Q 0.0006
94 Frk8-3_003, 975 gi|49456445|emb|CAG46543.1| PSME2 [Homo sapiens] [MASS=27432] [MASS=27432] [MAS... 1453.8566 2 L.YRFLPQKIIYL.N 0.0007

95 A498B_4, 1726 gi|49457320|emb|CAG46959.1| S100A10 [Homo sapiens] [MASS=11187] [MASS=11187] [M... 1291.5116 2 M.PSQMEHAMETM.M 0.0001
96 Frk7-3_003, 1186 - 1202 gi|51460711|ref|XP_497846.1| PREDICTED: similar to Phosphatidylethanolamine-bin... 1285.6787 2 M.PVDLSKWSGPLS.L 0.0000
97 Frk8-3_003, 1253 - 1261 gi|51460711|ref|XP_497846.1| PREDICTED: similar to Phosphatidylethanolamine-bin ... 1398.7627 2 M.PVDLSKWSGPLSL.R 0.0000
98 Frk8-3_003, 850 - 859 gi|51467768|ref|XP_016093.3| PREDICTED: similar to Eukaryotic translation initi ... 1621.8288 2 L.SAMTEEAAVAIKAMAK.- 0.0000
99 A498B_7, 1965 - 1971 gi|51475872|ref|XP_377928.2| PREDICTED: similar to Calgizzarin (S100C protein) ... 1221.5391 2 L.IGGLAMACHDSF.L 0.0000

100 Frk8-3_003, 1187 - 1193 gi|5542166|pdb|1CF0|B Chain B, Human Platelet Profilin Complexed With An L-Pro ... 1968.1164 2 A.AVPGKTFVNITPAEVGVLVG.K 0.0007  
101 A498B_8, 1897 - 1899 gi|5542166|pdb|1CF0|B Chain B, Human Platelet Profilin Complexed With An L-Pro1 ... 1267.7256 2 F.VNITPAEVGVLVG.K 0.0007
102 A498B_6, 1907 gi|5542166|pdb|1CF0|B Chain B, Human Platelet Profilin Complexed With An L-Pro1 ... 1707.9211 2 F.YVNGLTLGGQKCSVIR.D 0.0000
103 A498B_4, 903 gi|5542166|pdb|1CF0|B Chain B, Human Platelet Profilin Complexed With An L-Pro1 ... 2323.2616 3 L.RTKSTGGAPTFNVTVTKTDKTL.V 0.0000
104 A498B_6, 1433 gi|55959290|emb|CAI16494.1| annexin A1 [Homo sapiens] [MASS=22755] [MASS=22755]... 1347.6791 2 L.LKTPAQFDADEL.R 0.0006

105 Frk4-3_003, 870 - 877 gi|55959887|emb|CAI13096.1| peroxiredoxin 1 [Homo sapiens] [MASS=18976] [MASS=1... 951.4530 2 K.ADEGISFRG.L 0.0001
106 Frk5-3_003, 862 - 871 gi|55959887|emb|CAI13096.1| peroxiredoxin 1 [Homo sapiens] [MASS=18976] [MASS=1... 1164.5718 2 K.ATAVMPDGQFK.D 0.0001
107 Frk8-3_003, 1174 - 1185 gi|55959887|emb|CAI13096.1| peroxiredoxin 1 [Homo sapiens] [MASS=18976] [MASS=1... 1211.6055 2 K.ADEGISFRGLF.I 0.0000
108 A498B_4, 1420 - 1426 gi|565169|gb|AAB31203.1| early-pregnancy factor, EPF=chaperonin 10 homolog [hum... 1094.5364 2 R.DGDILGKYVD.- 0.0006
109 A498B_6, 1383 - 1391 gi|565169|gb|AAB31203.1| early-pregnancy factor, EPF=chaperonin 10 homolog [hum ... 1397.7060 2 L.FRDGDILGKYVD.- 0.0000
110 A498B_4, 1676 - 1678 gi|56967119|pdb|1XJL|B Chain B, Structure Of Human Annexin A2 In The Presence O... 1833.9018 2 Y.YYIQQDTKGDYQKAL.L 0.0000  
111 A498B_5, 1651 - 1657 gi|62087910|dbj|BAD92402.1| ribosomal protein S10 variant [Homo sapiens] [MASS=... 1606.8808 2 Q.MLMPKKNRIAIYE.L 0.0001
112 A498B_6, 2087 gi|66360366|pdb|1WYI|B Chain B, Human Triosephosphate Isomerase Of New Crystal ... 1621.8254 2 K.VTNGAFTGEISPGMIK.D 0.0009
113 Frk4-3_003, 712 - 720 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1061.6102 2 M.GKVKVGVNGFG.R 0.0000
114 Frk7-3_003, 1414 - 1423 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1130.4789 2 L.ISWYDNEFG.Y 0.0001
115 A498B_6, 1431 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1169.5949 2 E.FGYSNRVVDL.M 0.0002
116 A498B_5, 1362 - 1386 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1303.7005 2 A.FRVPTANVSVVD.L 0.0001
117 A498B_4, 1612 - 1614 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1347.7379 2 T.RAAFNSGKVDIVA.I 0.0000
118 A498B_7, 1636 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1505.7781 2 G.MAFRVPTANVSVVD.L 0.0000
119 A498B_6, 1607 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1527.7074 2 Y.DNEFGYSNRVVDL.M 0.0009
120 A498B_8, 1824 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 1876.8501 2 S.WYDNEFGYSNRVVDL.M 0.0001  
121 A498B_5, 612 gi|67464046|pdb|1ZNQ|Q Chain Q, Crsytal Structure Of Human Liver Gapdh ... 2266.2302 3 T.TVHAITATQKTVDGPSGKLWR.D 0.0003
122 Frk5-3_003, 995 - 1007 gi|67511480|emb|CAJ00736.1| diazepam binding inhibitor, splice form 1c [Homo sa ... 1260.5889 2 G.DINTERPGMLD.F 0.0005
123 Frk8-3_003, 823 gi|70686|pir||HSHUA5 histone H2A.5 - human [MASS=14059] [MASS=14059] [MASS=140... 1597.8908 2 Q.LAIRNDEELNKLLG.R 0.0004
124 Frk7-3_003, 873 gi|70686|pir||HSHUA5 histone H2A.5 - human [MASS=14059] [MASS=14059] [MASS=1405... 1413.7696 2 A.IRNDEELNKLLG.R 0.0006
125 A498B_6, 1463 - 1487 gi|7264004|emb|CAB81656.1| histone 1, H2aj [Homo sapiens] ... 1508.8795 2 G.KVTIAQGGVLPNIQA.V 0.0003
126 A498B_7, 2020 gi|7264004|emb|CAB81656.1| histone 1, H2aj [Homo sapiens] ... 1678.9850 2 L.LGKVTIAQGGVLPNIQA.V 0.0003
127 A498B_5, 1245 - 1247 gi|7431380|pir||JE0353 uridine diphosphoglucose dehydrogenase (EC 1.-.-.-) - hu ... 1419.8206 2 L.FNTVTDKKIAILG.F 0.0002
128 A498B_6, 1405 gi|825728|emb|CAA68439.1| ubiquitin precursor [Homo sapiens] [MASS=10418] [MASS... 1139.6783 2 G.IIEPSLRQLA.Q 0.0006  

 
Treffer, in kursiv dargestellt:   bislang nicht verifiziert bzw. noch nicht als eindeutig falsch zugeordnet 
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6.6 Kandidatenliste aus spezifischer IAC-Probenaufarbeitung der A498  

 

Daten erhalten aus offline NSI-Messungen am LTQ FT der Fraktionen 2-26 

nach „Dep MS/MS” aus Tab. 3-8: 

 

Anhang 6.6 (Abschnitt 1/3) 

 
Die farbigen Kreise markieren einen Ergebnistreffer mit „Peptide Probability“-Werten von größer (grün) bzw. kleiner (gelb) „10-3“ (= „1:1000“); 

ein weißer Kreis bedeutet ein „Peptide Probability“-Wert von „1“ (= „1:1“). 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus spezifischer IAC-Probenaufarbeitung  

von Fraktionen 28-42 („Dep MS/MS” aus Tab. 3-8):  

 

Anhang 6.6 (Abschnitt 2/3) 
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Fortsetzung der Kandidatenliste aus spezifischer IAC-Probenaufarbeitung  

von Fraktionen 28-42 („Dep MS/MS” aus Tab. 3-8):  

 

Anhang 6.6 (Abschnitt 3/3) 
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