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Das sehr kleine Loslichkeitsprodukt von Lanthanphosphat (3.7 x 10* kmol?/m®) und die hohe Affinitat
von La*" zu Kohlenhydraten wurden auf die Analyse von Phospho- und Glycoproteine ibertragen.
Durch die entwickelte, hoch selektive und leicht reproduzierbare Methode ist es méglich, innerhalb
von zehn Minuten gleichzeitig phosphorylierte und glycosilierte Proteine durch La** zu féllen, isolieren
und eine massenspektrometrische oder gelelektrophoretische Analyse durchzufuhren. Die Methode
wurde mit verschiedenen biologischen Proben (z.B. HeLa Zelllysat, Frischmilch und menschlicher
Liquor cerebrospinalis) evaluiert und unsere Ergebnisse (im Liquor konnten mit einer einzigen
Analyse gleichzeitig 16, in der Literatur als potentielle Biomarker fiir Alzheimer bekannte, Proteine
identifiziert werden) qualifizieren diese Methode als ein neues Werkzeug in die immer wichtiger
werdende ,top down“ Proteinanalytik. Die gebundenen Proteine kénnen alternativ auch direkt auf dem
gewonnen Pellet mittels Mikrowelle tryptisch verdaut werden und den tblichen ,bottom up* Analysen
unterzogen werden. Die nach dem Verdau auf dem Pellet noch gebundene Phosphopeptide kénnen
ebenfalls wiedergewonnen werden und die Phosphorylierungsstellen analysiert werden. Neben der
einfachen und zeitsparenden Probenvorbereitung, hat diese Methode den Vorteil, dass keine
stationdre Phase verwendet wird. Dadurch werden unspezifische Bindungen vermieden und eine
hohe Selektivitat gewahrleistet. Diese wird dadurch erhoht, dass die hohe Stabilitat des Lanthan —
Phosphoprotein Komplexes sehr intensive, denaturierende Waschschritte erlaubt und somit Protein —
Protein Interaktionen mit nicht phosphorylierte Proteinen unterbunden werden kénnen.

Die Proteine werden wie folgt isoliert: zur Probe wird eine La®*- Lésung und um das Volumen des
Niederschlags zu erhéhen eine HPO,* - Lésung zugegeben. Der gebildete Niederschlag wird
abzentrifugiert und das erhaltene Pellet denaturierend gewaschen. Es folgen dann noch drei
Waschschritte mit deionisiertem Wasser. Das Volumen der Waschlésungen sollte 6x das Volumen
der Ausgangsprobe haben. Um die intakten Proteine wiederzugewinnen wird das Pellet mit H;PO,
aufgeldst. Weiter konnen die gebundenen Proteine wie bereits erwdhnt verdaut werden und die
folglich noch auf dem Pellet gebundenen Phosphopeptide ebenfalls durch auflosen des Pellets
wiedergewonnen und analysiert werden.
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i it il il MALDI-Tof Spektren beweisen die hohe Selektivitat der Methode
durch den Vergleich einer Proteinmischung bevor (a), nach der
. Fallung (b) und nach dem Auflosen des Pellets (c). Die Mischung
Schematischer Uberblick der entwickelten Methode fiir die enthalt Lysozym, Myglobin, BSA (je 1 ug/ul) and a-Casein (0.1
simultane Analys? von G.chopr.oteine und Pho;phpproteine. pg/ul). a-Casein wurde nach der Isolierung mit derselben Intensitét
Die Method.e ermoghcht.dle Isolierung derIProteme In weniger detektiert. Dasselbe Experiment wurde mit Frischmilch wiederholt.
glsﬂzehn Minuten und _d'e Analyse des Mikrowellen - Verdaus MALDI-Tof Spektren der Milch bevor (d) und nach der Fallung (e).
in Gberschaubare 50 Minuten. Das Spektrum des Uberstandes (e) zeigt erneut die hohe

Selektivitét der Methode, da kein Casein detektiert werden konnte.

Die wiedergewonnen ag-Casein [M+H]* (1) und [M+2H]? (4); B-
Casein [M+H]* (2) and [M+2H]* (5); ae-Casein [M+H]* (3) and
[M+2H]** (6) konnten ohne Interferenzen von anderen Proteinen
gemessen werden, was die erhoéhte Intensitat erklart (f).



