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Abstract: Wir beschreiben eine neue, empfindliche Screening-
Methode zur Detektion von Proteinphosphorylierung in
komplexen Proteinproben. Der proteolytische Verdau einer
Probe wird zuerst mithilfe von nano-Fl�ssigchromatographie
(nano-LC) aufgetrennt, das Eluat wird unmittelbar danach
hochfrequent in Mikrotrçpfchen kompartimentiert und
schließlich auf eine Mikroarray-MALDI-Platte abgelegt. Nach
Aufbringen eines �lfilms werden pL-Trçpfchen einer Phos-
phataselçsung zu jeder zweiten Fraktion auf der Mikroarray-
Platte hinzugef�gt. Dies induziert in den Fraktionen eine
Verschiebung der Massen der phosphorylierten Peptide um n �
�80 Da und f�hrt somit zu einem Zickzackprofil des chro-
matographischen Peaks. Zur Identifizierung wird nun die
MALDI-MS-Spur der gesamten Trennung von einem Matlab-
Skript auf diese induzierten chromatographischen Peakmuster
hin untersucht, wodurch auch Phosphopeptide von sehr ge-
ringer Intensit�t erkannt werden. Die hier vorgestellte Scree-
ning-Methode verwendet keine Peaklisten und es bedarf auch
keiner umfangreichen MS/MS-Experimente.

Die Untersuchung post-translationaler Modifikationen von
Proteinen (PTMs), insbesondere deren Natur und Dynamik,
ist essenziell, um die Funktion und Wirkungsweise von Pro-
teinen in zellul�ren Prozessen zu verstehen.[1] Zu den h�u-
figsten post-translationalen Modifikationen z�hlt die Phos-
phorylierung bestimmter Aminos�uren an definierten Stellen
im Protein.[2, 3] Man vermutet, dass bis zu ein Drittel aller

Proteine in eukaryotischen Zellen mindestens einmal w�h-
rend ihres Lebenszyklus phosphoryliert vorliegt[4] und dass
die Kodierung von Kinasen und Phosphatasen etwa 2% des
menschlichen Genoms ausmacht.[5] Trotz dieser Relevanz
geben heutige Routineanalysenmethoden oft nur ein sehr
unvollst�ndiges Bild der Phosphorylierung wieder.

Die am h�ufigsten genutzten Methoden f�r die Analyse
von Proteinphosphorylierung setzen auf herkçmmliche Vor-
schriften zur Proteomanalyse, die im Wesentlichen auf Fl�s-
sigchromatographie (LC) in Verbindung mit ESI-MS/MS
basieren.[6] Diese, wie auch �hnliche Methoden, haben aller-
dings auch bestimmte Nachteile. In MS/MS-Experimenten
wird typischerweise eine hohe Zahl von Peptiden – meist
solche mit schwacher Intensit�t – nicht f�r die Fragmentie-
rung selektiert oder nur unzureichend fragmentiert und somit
in der Datenauswertung nicht oder falsch bewertet. Dies
spielt besonders bei der Analyse von Phosphopeptiden eine
Rolle, von denen bekannt ist, dass sie geringe Intensit�t[7] und
oftmals auch niedrigere Ionisierungseffizienzen aufweisen.[8,9]

Systematisch falsch-positive Bewertungen in MS/MS-Expe-
rimenten kçnnen auch durch eine Kombination aus Proben-
aufarbeitung und inakkurater Selektion massenspektrome-
trischer Signale verursacht werden.[10] Auch unzureichende
Massenauflçsung oder fehlende Pr�zision der Massenspek-
trometer sind Limitierungen, was durch das Beispiel der
Differenzierung zwischen Phosphatierung und Sulfatierung
verdeutlicht wird, die mit den herkçmmlichen Methoden nur
sehr schwer erreicht werden kann.[11] Nicht zuletzt liefern
(verschiedene) automatisierte Interpretationsalgorithmen
mehr oder weniger unterschiedliche Ergebnisse, auch ab-
h�ngig davon, welche Parameter verwendet oder ber�ck-
sichtigt wurden.[12]

Alternative Methoden zur Analyse von Proteinphos-
phorylierungen, die nicht auf Fragmentierung beruhen,
setzen meist auf eine Kombination von Massenspektrometrie
mit enzymatischer Dephosphorylierung.[4] Dabei wird die
Probe einmal mit vorhergehender enzymatischer Dephos-
phorylierung und einmal ohne diese analysiert. Die Abtren-
nung von n Phosphatgruppen wird dann durch eine Redu-
zierung der Masse um n � 80 Da erkennbar.[6e,g,13] Problema-
tisch an dieser Methode ist allerdings, dass die Abtrennung
der Phosphatgruppe(n) auch zu einer Ver�nderung der Re-
tention bei der Fl�ssigchromatographie f�hrt, sodass bei der
Datenauswertung Peaklisten aus großen Retentionsberei-
chen verglichen werden m�ssen. Dies verlangsamt und er-
schwert eine Korrelation der zu vergleichenden LC-MS-Ex-
perimente erheblich.[14]

Die Kombination mit Phosphataseverdau kann auch in
Verbindung mit MALDI-MS verwendet werden. Hier erfolgt
der enzymatische Verdau auf dem MALDI-Substrat selbst
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noch vor der Zugabe der MALDI-Matrix.[6a, 7c] Auch eine
vorangestellte Trennung kann integriert werden, jedoch
werden mit g�ngigen LC-MALDI-Spottern nur vergleichs-
weise große Fraktionen gesammelt, sodass eine vorgelagerte
LC-Trennung durch den Spotting-Prozess wieder ver-
schlechtert wird. Das Sammeln von großen Eluatfraktionen
auf einem Spot verursacht außerdem eine zunehmende Un-
terdr�ckung von schwachen Peptidsignalen und verhindert
die mehrfache Nutzung ein und desselben chromatographi-
schen Peaks.

Hier beschreiben wir eine neuartige und robuste Scree-
ning-Methode, mit der auch Phosphopeptidsignale von ge-
ringer Intensit�t aus komplexen Proteinproben detektiert
werden kçnnen. Die Methode integriert eine weitere Analy-
sendimension (die Substratspezifit�t) in den Arbeitsablauf
eines nano-LC-MALDI-MS-Prozesses.

Eine wesentliche Komponente des Systems beruht auf der
Verwendung Tropfen-basierter Mikrofluidik, einer Technik,
bei der Wassertropfen in ein hydrophobes Tr�germaterial
(z. B. ein �l) injiziert und in diesem transportiert werden. Das
Potenzial dieser Technik wurde in vielf�ltiger Weise f�r bio-
chemische Synthesen[15] und bioanalytische Fragestellun-
gen[16] demonstriert. In unseren vorherigen Arbeiten haben
wir bereits ein System eingef�hrt, das es ermçglicht, mikro-
fluidisch generierte Tropfen durch MALDI-MS zu analysie-
ren.[17] Das hier vorgestellte System ermçglicht es nun,
Eluatfraktionen im Bereich von wenigen Nanolitern auf
einem speziellen MALDI-Substrat (einem Mikroarray mit
mehreren Tausend Mikrospots) zu deponieren und dort die
Phosphatgruppen der Peptide enzymatisch abzuspalten
(Abbildung 1). Dieser Schritt wird durch das Einbetten des

Mikroarrays in ein �lbad ermçglicht, wodurch die Ver-
dampfung des w�ssrigen Reaktionsvolumens verhindert wird
und die Fraktionen der Enzymlçsung �ber einen beliebigen
Zeitraum inkubiert werden kçnnen. Die Eluatfraktionierung
mit sehr hoher zeitlicher Auflçsung ermçglicht die simultane
Detektion von unbehandelten und behandelten Fraktionen
innerhalb eines einzelnen chromatographischen Peaks.
Unsere Methode umfasst außer Retentionszeit und Masse
also noch eine dritte analytische Dimension, n�mlich die der
enzymatischen Substratspezifit�t. Insgesamt ermçglicht diese
sehr robuste Methode die Identifizierung von starken wie
schwachen Phosphopeptidsignalen, ohne dass eine detail-
lierte Kenntnis �ber die Probe erforderlich ist. Auch ist wegen
der feinen Fraktionierung und des korrelierten Enzymver-
daus keine vorherige Aufkonzentrierung der Phosphopeptide
oder die Durchf�hrung von Fragmentierungsexperimenten
mehr nçtig.

Der experimentelle Arbeitsablauf beginnt mit dem pro-
teolytischen Verdau einer Proteinmischung (hier bestehend
aus a-Casein S1, a-Casein S2, b-Casein und Rinderserumal-
bumin (BSA)), die in ein nano-LC-System mit Umkehrphase
injiziert wird. Das Eluat der nano-LC-Trennung wird direkt
mithilfe eines einfachen mikrofluidischen Systems in Tropfen
fraktioniert und mit einer Rate von 1 Hz auf das Mikroarray
�bertragen.[17b] Die direkte Fraktionierung in Tropfen inner-
halb des hydrophoben Tr�germaterials bewahrt die chroma-
tographische Trennung und ermçglicht die schnelle Deposi-
tion von w�ssrigen Nanolitervolumina auf das Mikroarray
(Abbildung 1A1). Selbst schmale Peaks aus der Fl�ssig-
chromatographie werden so auf mehrere Fraktionen (d.h.
Spots) verteilt, sodass nebeneinanderliegende Fraktionen auf
dem Mikroarray ann�hernd die gleiche Zusammensetzung
haben.

Im Anschluss werden wenige Nanoliter einer Phospha-
taselçsung zu jedem zweiten Spot hinzugef�gt (Abbil-
dung 1A2 sowie Abbildung S1 der Hintergrundinformatio-
nen). W�hrend dieses Vorgangs sind sowohl das Mikroarray
als auch das Ende der Kapillare in ein fl�ssiges Bad aus
Perfluordecalin eingetaucht. Das �lbad bewahrt die Nanoli-
ter-Enzymtropfen vor schnellem Verdampfen und ermçglicht
dadurch die enzymatische Reaktion. Es kann im Anschluss
durch Dekantieren wieder entfernt werden, wobei noch be-
stehende Reste des fl�chtigen �ls r�ckstandslos verdunsten.
Abschließend wird jeder Spot nach der gleichen Methode mit
der MALDI-Matrix versetzt, und die gesamte chromatogra-
phische Trennung wird durch MALDI-MS analysiert.

Die Phosphatase induziert in den hochaufgelçsten, kon-
tinuierlichen Peaks von Phosphopeptiden ein charakteristi-
sches Zickzackmuster. Im gleichen Elutionszeitraum entsteht
auf den mit Phosphatase behandelten Spots noch ein weiterer
Peak, der ebenfalls ein solches Muster aufweist. Dieser Peak
stammt vom dephosphorylierten Peptid und hat somit eine
Massendifferenz von n ��80 Da. Diese charakteristischen
Chromatogramme werden in Abbildung 2 f�r das phos-
phorylierte Peptid KTVDME(p)STEVFTK (a-Casein S2)
gezeigt. Die Zahl der Phosphorylierungen l�sst sich aus der
beobachteten Verschiebung der Masse ablesen (hier: eine
einfache Phosphorylierung). Peptide ohne Phosphorylie-
rung(en) oder Peptide mit anderen Modifikationen (z.B. mit

Abbildung 1. A) Experimenteller Ablauf der Proteinphosphorylierungs-
analyse. 1. Das Eluat der nano-LC wird mithilfe tropfenbasierter Mikro-
fluidik in Pikoliter-Tropfen kompartimentiert. Diese Tropfen werden
dann mit hoher zeitlicher Auflçsung als LC-Fraktionen mit einem Volu-
men von je 5 nL auf einer Mikroarray-Platte gesammelt. 2. Die Platte
wird in ein sch�tzendes Bad aus perfluoriertem �l gelegt, und jeder
zweite Spot wird mit Pikolitertrçpfchen einer Phosphataselçsung ver-
setzt. 3. Nach Zugabe von MALDI-Matrix zu jedem Spot (nicht ge-
zeigt) wird das gesamte Mikroarray durch MALDI-MS ausgelesen.
B) Photo einer Mikroarray-Platte mit 2780 hydrophilen Spots (Durch-
messer eines Spots: 300 mm) in einem Probenhalter. C) Mikroaufnah-
me des linken Bereiches der Platte nach Fraktionierung des Eluates.
D) Fluoreszenzaufnahme, die den gleichen Ausschnitt wie (C) zeigt,
nach Zugabe der Enzymlçsung zu jedem zweiten Spot. Die Enzymlç-
sung enthielt Fluorescein zur Visualisierung.
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Sulfatierung) werden durch die enzymatische Reaktion nicht
beeinflusst (Abbildung 2 B, bei 1639.8 Da).

Das Vorhandensein eines Phosphopeptides oder das
Entstehen des entsprechenden Produktes durch den enzy-
matischen Verdau kann also direkt aus den Ionenchromato-
grammen abgelesen werden. Dies vereinfacht ganz entschei-
dend die Komplexit�t und damit auch die Dauer der Daten-
auswertung gegen�ber anderen Methoden, bei denen die
enzymatische Abtrennung der Phosphatgruppen vor der
chromatographischen Trennung erfolgt.[6c,e,g] Dadurch ist
unsere Methode unabh�ngig von massenspektrometrischen
Fragmentanalysen, und dar�ber hinaus beruht die Auswer-
tung ausschließlich auf der Beobachtung von charakteristi-
schen Verdaumustern und ist damit selektiver als die �bliche
Verwendung von umfangreichen Peaklisten.

F�r eine automatisierte Auswertung wurde ein Matlab-
Skript entwickelt, das die gesamten Daten, hier bestehend aus
1430 Massenspektren f�r eine 25-min�tige LC-Trennung,
systematisch nach charakteristischen Zickzackprofilen
durchsucht. Abbildung 3 (Reihe 1) zeigt die Details dreier
extrahierter Ionenchromatogramme (XICs), die von einem
phosphorylierten (A1), einem dephosphorylierten (B1) und
einem nicht-phosphorylierten Peptid (C1) erhalten wurden.
Zur Unterscheidung dieser drei Peptidklassen wird das Ver-
h�ltnis der Intensit�t jedes Spots (n) zu seinem n�chsten Spot

(n + 1) berechnet (Reihe 2). Nun werden die Intensit�tsver-
h�ltnisse in zwei Gruppen aufgeteilt (Reihen 3 und 4). Das
Verh�ltnis der Intensit�ten eines Spots ohne enzymatische
Behandlung zum n�chsten Spot mit enzymatischer Behand-
lung weist nur f�r die Phosphopeptide hohe Werte auf, da bei
einer enzymatischen Abspaltung beim folgenden Spot das
Signal fehlt (A3, A4). �hnlich verh�lt es sich bei den de-
phosphorylierten Peptiden, bei denen in den unbehandelten
Spots das Signal g�nzlich fehlt (B3, B4). F�r die nicht-phos-
phorylierten Peptide findet sich nach dieser Auswertung kein
Peak (C3, C4). Mithilfe eines Schwellenwertes kann nun ein
Signal als (mçglicher) Treffer oder als „Hintergrund“ einge-
stuft werden. Diese Auswertungsmethode ermçglicht es, auch
phosphorylierte oder dephosphorylierte Peptide mit geringen
Peakintensit�ten zu finden (Abbildung 3A).

Die Unterteilung in „Treffer“, „mçglicher Treffer“ oder
„negativ“ wurde auf Basis von zwei Kriterien getroffen:
1) dem Vorhandensein eines Zickzackprofils und 2) dem
Auftreten eines zweiten, ineinandergreifenden Zickzackpro-
fils, das zum ersten Profil eine Massendifferenz von n �
�80 Da aufweist. Peptide, die beide Kriterien erf�llen,
werden als „Treffer“ gewertet. Peptide, bei denen kein
zweites, ineinandergreifendes Zickzackprofil erkennbar ist,
werden als „mçglicher Treffer“ gewertet und einer weiteren
Analyse („count-up“- oder „count-down“-Methode) unter-

Abbildung 2. A) Extrahierte Ionenchromatogramme f�r m/z= 1594.7�0.5 (gr�n) und m/z = 1514.7�0.5 (blau), die ein charakteristisches, ver-
zahntes Zickzackmuster bilden und zur phosphorylierten bzw. dephosphorylierten Form des Peptids KTVDME(p)STEVFTK (a-Casein S2) gehçren.
Die gestrichelte Linie zeigt die hypothetische Form eines Peaks ohne Enzymzugabe. B) Massenspektren von sieben aufeinanderfolgenden Spots,
die jeweils ein Eluat von einer Sekunde repr�sentieren. Peaks mit einer Masse von 1594.7 und 1610.7 Da (+ 16 Da durch Methionin-Oxidation)
erscheinen nur in den Kontrollspots. Andere Peaks mit einer Masse von 1517.7 und 1530.7 Da (+ 16 Da durch Methionin-Oxidation) sind nur in
den enzymatisch behandelten Spots zu finden. Die Reduzierung der Masse um �80 Da zeigt, dass das vorliegende Peptid einfach phosphoryliert
ist. Peaks von nicht-phosphorylierten Peptiden weisen diese Reduzierung der Masse nicht auf (als Beispiel dienen hier die grau markierten Peaks
bei 1639.8 Da).
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zogen. Hierbei wird das identifizierte XIC mit den rechne-
risch n�chstfolgenden XICs von + /�n � 80 �berlagert (ein
Beispiel ist in Abbildung S6C der Hintergrundinformationen
gezeigt) und manuell untersucht. Dadurch wird unter Um-
st�nden auch das vormals kaum sichtbare korrelierende
Zickzackprofil erkennbar und kann als „Treffer“ identifiziert
werden.

Die hier beschriebene Screening-Methode wurde mit dem
tryptischen Verdau einer definierten Proteinmischung aus a-
Casein (S1 und S2) sowie b-Casein und BSA validiert. Die
Ergebnisse sind in den Tabellen 1 und S1 (Hintergrundinfor-
mationen) zusammengefasst. Fast 40 Treffer mit den �berla-
gerten Zickzackprofilen und �berg�ngen von n � 80 Da
wurden gefunden (ein �berlagertes XIC f�r jeden Treffer ist

in den Hintergrundinformatio-
nen gezeigt), wobei sich die
meisten Treffer allen bekannten
oder erwarteten Phosphorylie-
rungsstellen zuordnen ließen.
Dabei ergaben sich f�r eine
Stelle oftmals mehrere Treffer,
da verschiedene zus�tzliche
Modifikationen vorliegen
kçnnen. Einige Treffer, beson-
ders jene mit geringen Signal-
intensit�ten, ließen sich aller-
dings keinem der verwendeten
Modellproteine zuordnen (Ta-
belle 1). Außerdem gab es auch
eine große Zahl mçglicher
Treffer, bei denen das charak-
teristische Zickzackprofil nur in
den enzymatisch behandelten
Spots aufzufinden war. Weitere
Analysen w�ren hier erforder-
lich, um die verwendete Probe
auf etwaige „Hintergrundpro-
teine“ zu untersuchen, was
jedoch außerhalb des Fokus
dieser Arbeit war.

Wir haben eine neue Scree-
ning-Strategie entwickelt, mit
der Proteinphosphorylierungen

in komplexen Proben detektiert werden kçnnen. Durch die
Integration von Nanoliter-Phosphatasereaktionen in einen
typischen nano-LC-MALDI-MS-Arbeitsablauf wird die
Identifizierung von Phosphopeptiden basierend auf charak-
teristischen Zickzack-Peakprofilen ermçglicht, ohne auf MS/
MS-Experimente zur�ckgreifen zu m�ssen. Dabei wird außer
der Retentionszeit und der Masse noch eine weitere analyti-
sche Dimension genutzt, n�mlich die der enzymatischen
Substratspezifit�t. Die MS/MS-Analyse der Analyten ist f�r
eine Identifizierung nicht mehr zwingend erforderlich, kann
jedoch bei Bedarf weiterhin nach einer ersten Detektion an
vorselektierten Peaks durchgef�hrt werden. Hierf�r kçnnen
sowohl die phosphorylierte als auch die dephosphorylierte
Variante des Peptids verwendet werden, was die Sequenzie-

Abbildung 3. Automatisierte Klassifizierung von Peaks f�r phosphorylierte und dephosphorylierte Peptide,
exemplarisch f�r drei ausgew�hlte Massen (A–C). A1 zeigt das extrahierte Ionenchromatogramm (XIC)
eines phosphorylierten Peptids (von a-Casein S1), und B1 das von dem zugehçrigen dephosphorylierten
Peptid. C1 zeigt das XIC eines nicht-phosphorylierten Peptids (von a-Casein S2). F�r jedes XIC wurden
die Intensit�tsverh�ltnisse der Peaks von einem zum n�chsten Spot ermittelt (A2, B2, C2) und getrennt
f�r I(Kontrolle)/I(Verdau) [I(ctrl)/I(dig)] oder I(Verdau)/I(Kontrolle) aufgetragen (A3, B3, C3 bzw. A4, B4,
C4). Durch Einf�hrung eines Schwellenwertes lassen sich nicht-phosphorylierte Peptide erkennen (C3,
C4) und phosphorylierte Peptide (A3) von dephosphorylierten Peptiden (B4) unterscheiden.

Tabelle 1: Detektierte „Treffer“ (Anzahl der �berg�nge).[a]

Nr. a-Casein S1 (#P) a-Casein S2 (#P) b-Casein (#P) nicht Modellproteinen
zugeordnet (Teil 1) (#P)

nicht Modellproteinen
zugeordnet (Teil 2) (#P)

1 1660.7 ! 1580.8 (1) 1466.5 ! 1386.6 (1) 2061.7 ! 1981.8 (1) 3184.4 ! 3104.4 (1) 1933.9 ! 1853.9 (1)
2 1951.9 ! 1871.9 (1) 1594.6 ! 1514.6 (1) 2431.9 ! 2352.0 (1) 2794.4 ! 2714.4 (1) 1991.9 ! 1912.0 (1)
3 2079.9 ! 2000.0 (1) 1738.7 ! 1658.7 (1) 2556.0 ! 2476.1 (1) 2755.2 ! 2675.2 (1) 1989.8 ! 1909.8 (1)
4 2548.2 ! 2468.2 (1) 1418.5 ! 1338.5 (1) 2984.2 ! 2904.2 (1) 2445.0 ! 2365.1 (1) 1682.7 ! 1602.8 (1)
5 2720.9 ! 2321.0 (5) 1546.5 ! 1466.5 (1) 3122.2 ! 2802.3 (4) 2424.1 ! 2344.1 (1) 1550.5 ! 1390.5 (2)
6 1927.6 ! 1767.7 (2) 1539.5 ! 1379.5 (2) 2109.7 ! 2029.8 (1) 1482.5 ! 1402.5 (1)
7 1943.6 ! 1783.7 (2) 2716.1 ! 2556.2 (2) 2083.7 ! 2003.7 (1) 1453.6 ! 1373.6 (1)
8 1879.5 ! 1719.6 (2) 3008.1 ! 2688.2 (4) 2050.0 ! 1970.0 (1)
9 1832.8 ! 1752.8 (1) 2093.8 ! 2013.8 (1)
10 3132.0 ! 2812.2 (4)

[a] Spalten 2, 3 und 4 zeigen „Treffer“ f�r a-Casein S1, a-Casein S2 bzw. b-Casein. Spalten 5 und 6 zeigen nicht zugeordnete „Treffer“ (aufgespalten in
zwei Teile). Die Zahl der Phosphorylierungen (#P) pro �bergang ist in Klammern angegeben.
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rung und/oder Lokalisierung der Phosphorylierungsstelle er-
leichtert. Die Methode f�r die automatisierte Datenauswer-
tung beruht ausschließlich auf der Analyse von chromato-
graphischen Peakprofilen und vermeidet dabei umfangreiche
Peaklisten.

Die hier vorgestellte Plattform l�sst sich dar�ber hinaus
vorteilhaft in eine Vielzahl proteomischer Arbeitsabl�ufe
integrieren. Nicht zuletzt kçnnen Mikrofluidiksysteme, die
komplexere regulative Eingriffe ermçglichen – z.B. eine
Teilung oder eine Vorsortierung einzelner Tropfen –, noch
weitere Anwendungsgebiete erçffnen.

Eingegangen am 24. September 2014
Online verçffentlicht am 12. Dezember 2014
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