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Porioser Film, umfassend Metalloxidpartikel, Probentriger unter Verwendung des

Films, Verfahren zur Herstellung eines Probentriigers, Verwendung des Probentriigers

sowie Verfahren zum selektiven Nachweis von phosphorylierten/sulfatierten Biopolyme-

ren, inshbesondere Peptiden/Proteinen

Die vorliegende Erfindung betrifft einen pordsen Film, umfassend Metalloxidpartikel, einen
Probentriger unter Verwendung des Films, ein Herstellungsverfahren fiir den Probentréger,
die Verwendung des Probentrigers sowie ein Verfahren zum Nachweis von phosphorylier-

ten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen.

Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen von Biopolymeren, insbesondere Proteinen
spielen eine wichtige Rolle in der Regulierung von Zellfunktionen. Sie beeinflussen u. a. das
Wachstum, den Metabolismus und die Genexpression. Das Erkennen des Phosphorylie-
rungsmusters von Metabolismus und Proteomanalyse kann dazu beitragen die komplexen
regulatorischen Netzwerke und Signaliibertragungssysteme in einer Zelle besser zu verstehen.
Die vollstindige Analyse des Phosphorylierungsmusters einer biologischen Probe ist eine
grofie Herausforderung in der Biochemie bzw. Bioanalytik, da die phosphorylierten Biopoly-
mere, insbesondere Proteine in sehr geringen Konzentration, neben einer Vielzahl von ande-
ren Biomolekiilen vorhanden sind. Die Massenspektrometrie ist eine der wichtigsten Analy-
semethoden fiir die Charakterisierung von Biopolymeren, insbesondere Proteinen und Pepti-
den. Sie ist ein Analyseverfahren, um Verbindungen zu identifizieren, ihre Reinheit zu kon-
trollieren, die qualitative und quantitative Zusammensetzung einer Probe sowie die Masse
einer Verbindung exakt zu bestimmen. Bei allen Formen der Massenspektrometrie ist die Bil-
dung von Ionen der zu untersuchenden Spezies erforderlich, die anschlieend aufgetrennt und
in einem Detektor nachgewiesen werden. Demzufolge besteht jeder Massenspektrometer aus
drei Bestandteilen, némlich einer Ionenquelle, einer Vorrichtung zur Ionentrennung sowie
einer Vorrichtung zum Ionennachweis. Abhéngig von der Art der Ionenerzeugung unterschei-
det man ElektronenstoB-Ionisations-Massenspektrometrie (EI), chemische Ionisations-
Massenspektrometrie (CI), Fast-Atom-Bombardement-Massenspektrometrie (FAB), Elektro-
spray-lonisations-Massenspektrometrie (ESD) und Matrix-assistierte Laser-
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie ~ (MALDI). Die  Matrix-Assisted-Laser-
Desorption-Ionisation (MALDI), gekoppelt mit einem Massenspektrometer ist die Methode
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zur Hochdurchsatz-Analyse von Biopolymer-, insbesondere Protein- und Peptid-Gemischen.
Dabei kann es aufgrund der niedrigen Konzentration von phosphorylierten/sulfatierten Biopo-
lymeren, insbesondere Proteinen/Peptiden zu einer vollstdndigen Signalunterdriickung in ei-
nem solchen Gemisch kommen, d. h. ein Nachweis dieser Verbindungen ist oftmals nicht
moglich. Dementsprechend gibt es einen Bedarf auf dem Gebiet fiir ein Verfahren, zum
Nachweis von phosphorylierten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen,
das fiir diese hochempfindlich und selektiv ist. Insbesondere existiert ein Bedarf fiir Vorrich-
tungen und Verfahren, die die Durchfilhrung der Matrix-assistierten Laser-Desorptions-
ITonisations-Massenspektrometrie (MALDI-Massenspektrometrie) erleichtern und fiir die vor-

genannten Substanzen selektiv und deutlich empfindlicher machen.

Demzufolge ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, den Nachweis von phosphorylier-
ten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen, auch in komplexen Gemi-
schen, zu erleichtern. Insbesondere ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Vorrich-
tung und ein Verfahren bereitzustellen, die bzw. das den Nachweis von phosphorylier-
ten/sulfatierten  Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen mittels MALDI-

Massenspektrometrie erleichtert und empfindlicher macht.

Diese Aufgaben werden gelost durch einen Probentréiger zur Anwendung bei der MALDI-
Massenspektrometrie, umfassend:
- ein Substrat,

- einen auf dem Substrat befindlichen, pordsen Film, umfassend Metalloxidpartikel.

Bevorzugt sind die Metalloxidpartikel ausgewéhlt aus der Gruppe, die Titandioxid, Zirkoni-
umdioxid, Nioboxid, Aluminiumtitanoxid, Wolfram-Zirkon-Oxid, Titaniumzirkoniumoxid,
Hafniumdioxid, Wolframoxid, Zinndioxid, Bleioxid, Bleidioxid, Germaniumdioxid und Gal-
liumoxid umfaBit (TiO,, ZrO,, NbO, ALTiOs, W,ZrOs, TiZrO4, HfO,;, WO3, SnO2, PbO,
PbO,, GeO,, und Ga,03).

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform sind die Metalloxidpartikel Partikel aus
Titandioxid, Zirkoniumdioxid und/oder Titanzirkoniumoxid, oder aus einer Mischung der

vogenannten Verbindungen.
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In einer Ausfithrungsform hat der Film eine mittlere Porengréfe < 50 nm, bevorzugt eine
mittlere Porengr6fe im Bereich von 1 nm — 25 nm, am bevorzugtesten eine mittlere Poren-

grofle im Bereich von 1 nm — 10 nm.

Es wird bevorzugt, dall der Film eine Dicke von 0,1 pm — 10 pm, besonders bevorzugt eine

Dicke im Bereich von 2 — 4 pum, am bevorzugtesten eine Dicke von ungefiihr 3 um hat.

In einer Ausfithrungsform besteht das Substrat aus Glas oder beschichtetem Glas. In einer
Ausfithrungsform ist das Glas leitféhiges Glas oder leitfihig beschichtetes Glas. In einer be-
vorzugten Ausfithrungsform besteht das Substrat aus mit Indium-Zinn-Oxid (ITO) beschich-
teten Glas.

In einer Ausfithrungsform besteht das Substrat aus Aluminium, Aluminium mit einer Alumi-

niumoxid-Schicht, insbesondere eloxiertem Aluminium (elektrolytisch oxidiert).

In einer Ausfiithrungsform umfaBt der auf dem Substrat befindliche, pordse Film weiterhin:

- eine MALDI-Matrix.

In einer Ausfiihrungsform umfafit die MALDI-Matrix eine Substanz, ausgewihlt aus der
Gruppe:  2,5-Dihydroxybenzoesdure, 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsture, o-Cyano-4-

hydroxyzimtséure, Ferulasdure, 2,4,6-Trihydroxyacetophenon.

Unter “MALDI-Matrix”, wie hierin verwendet, ist jede Substanz zu verstehen, die sich als
Matrix zur Durchfiihrung der MALDI-Massenspektrometrie eignet. Beispiele hierfiir sind

weiter unten genannt.

Unter “Biopolymeren”, wie hierin verwendet, sind insbesondere Proteine, Peptide, Nuklein-

sduren, Lipide und Lipopolysaccharide zu verstehen.

In einer Ausfithrungsform liegt der auf dem Substrat befindliche Film nur an bestimmten,
eigens dafiir vorgesehenen Bereichen vor und deckt diese ab, wihrend andere, dazwischen

liegende Bereiche von dem Film frei bleiben.
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Eine solche “Strukturierung” kann mit Hilfe von auf dem Gebiet bekannten Verfahren erzielt
werden, bspw. Siebdruckverfahren, Spin-Coating-, Dip-Coating-, Doctor-Blading-, Drop-
Casting-Techniken, jeweils mit oder ohne entsprechende Lochmaske/Lochmaskenfolie, die
das aufzubringende, fiir den Metalloxidfilm gewiinschte Muster aufweist.

In einer Ausfithrungsform umfaft der Probentrager weiterhin:

Eine oder mehrere auf dem Film aufgebrachte zu analysierende Proben, von denen angenom-
men wird, daB sie eine oder mehrere Substanzen von Interesse enthilt (enthalten), wobei be-
vorzugt ist, daf} die eine oder mehrere Probe(n) Substanzen enthélt (enthalten), die ausgewihit

sind aus der Gruppe, umfassend Nukleinsduren und Proteine.
Am bevorzugtesten sind die Proteine phosphoryliert und/oder sulfatiert.

Wie hierin verwendet, bezeichnet der Begriff "Substanz von Interesse" eine Substanz, deren

Nachweis angestrebt wird.

Insbesondere bezeichnet der Begriff “Substanz von Interesse” ein phosphoryliertes und/oder

sulfatiertes Biopolymer.

Es ist zu betonen, dafl die genaue Art und Natur des Substrats in dem erfindungsgemé#Ben
Probentréger nicht wesentlich ist, solange gewihrleistet ist, dal das Substrat zum Tragen des
erfindungsgeméBen Films geeignet ist. Folglich werden die Aufgaben der vorliegenden Erfin-
dung, unabhingig von einem Probentréger, auch geldst durch einen porésen Film, umfassend
Metalloxidpartikel, wobei der Film in bevorzugten Ausfithrungsformen die bereits oben er-
wihnten Merkmale aufweist. In einer Ausfiihrungsform liegt der erfindungsgemiife Film auf
einem Substrat, wie oben spezifiziert, vor.

Die Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden weiterhin geldst durch die Verwendung
eines erfindungsgeméfBen Films bzw. Probentrdgers zum Nachweis von phosphorylier-
ten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen aus Peptid/Proteingemischen,
wobei der Nachweis bevorzugt mittels Matrix-assistierter-Laser-Desorptions-Ionisations-
Massenspektrometrie (MALDI) erfolgt.
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Die Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden auch gelost durch ein Verfahren zum se-
lektiven Nachweis von phosphorylierten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Pepti-
den/Proteinen aus Peptid/Proteingemischen, umfassend die folgenden Schritte:

- Bereitstellen eines Probentriigers gemdl der vorliegenden Erfindung,

- Bereitstellen einer Probe, von der angenommen wird, daB sie phosphorylierte/sulfatierte
Biopolymere, insbesondere Peptide/Proteine, alleine oder in Kombination mit anderen
Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen, enthdlt und Aufbringen der Probe auf
den Probentriger,

- Durchfithren von MALDI-Massenspektrometrie.

Weiterhin werden die Aufgaben der vorliegenden Erfindung geldst durch ein Verfahren zur

Herstellung eines Probentrigers zur Anwendung bei der MALDI-Massenspektrometrie, wo-

bei der Probentriger ein Substrat und einen auf dem Substrat befindlichen pordsen Film, um-

fassend Metalloxidpartikel, umfafit, das Verfahren umfassend die folgenden Schritte:

- Herstellung eines Sols aus Metalloxid,

- Induzieren der Gelbildung, beispielsweise durch Einengung und/oder thermische Behand-
lung,

.- Auftragen des Gels auf ein Substrat,

- Trocknung und anschlieBendes Tempern bei 200 — 600°C, bevorzugt 300 — 450°C, am

bevorzugtesten bei ungefihr 400°C, fiir einen Zeitraum von 30 Minuten — 180 Minuten,

bevorzugt 30 Minuten — 60 Minuten, am bevorzugtesten fiir ungeféhr 45 Minuten.

Bevorzugt ist das Metalloxid ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend Titandioxid, Zirkonium-
dioxid, Nioboxid, Aluminiumtitanoxid, Wolfram-Zirkoniumoxid, Titaniumzirkoniumoxid,
Hafniumdioxid, Wolframoxid, Zinndioxid, Bleioxid, Bleidioxid, Germaniumdioxid und Gal-

liumoxid.

In einer Ausfithrungsform hat der Film eine mittlere Porengréfe von < 50 nm, bevorzugt im

Bereich von 1 nm — 25 nm, am bevorzugtesten im Bereich von 1 nm — 10 nm.

Die Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden ebenso geldst durch einen Probentriger,
herstellbar nach einem Verfahren gem#B der vorliegenden Erfindung, wobei bevorzugt ist,

daf} der Probentrager einen pordsen Film aus Metalloxidpartikeln aufweist, wobei der Film
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eine mittlere Porengréfe von < 50 nm, bevorzugt im Bereich von 1 — 25 nm, am bevorzugte-

sten im Bereich von 1 — 10 nm hat.

Die Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden auferdem geldst durch eine Verwendung
eines Probentrigers gemdB der vorliegenden Erfindung zum selektiven Nachweis von
phosphorylierten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen, wobei bevor-

zugt der Nachweis iiber MALDI-Massenspektrometrie erfolgt.

Die Aufgaben der vorliegenden Erfindung werden aufierdem geldst durch ein Verfahren zum
Vorbereiten einer Probe fiir die MALDI-Massenspektrometrie unter Verwendung eines erfin-

dungsgemifRen Probentrigers, wobei das Verfahren die Schritte umfaft:

- Bereitstellen eines erfindungsgeméflen Probentréigers,

- Aufbringen einer Probe auf den Metalloxidfilm des Probentrégers, wobei von der Probe an-
genommen wird, daB sie phosphorylierte/sulfatierte Biopolymere, insbesondere Proteine ent-
hélt,

- einen oder mehrere Waschschritte, um den Metalloxidfilm zu waschen,

- Aufbringen eines phosphathaltigen Mediums auf den Metalloxidfilm des Probentrégers,

- Aufbringen einer MALDI-Matrix auf den Metalloxidfilm des Probentrégers.

Je nach Bedarf kann nach den einzelnen Schritten getrocknet werden. Beispiele fiir phosphat-
haltige Medien sind phosphathaltige Pufferlosungen, z.B. Natriumphosphat, Kaliumphosphat,
Ammoniumphosphat bei einem geeigneten pH-Wert. Alternativ zu dem getrennten Aufbrin-
gen eines phosphathaltigen Mediums und dem Aufbringen einer MALDI-Matrix kann die
MALDI-Matrix auch selbst Phosphatgruppen aufweisen. Das Waschen in dem Wasch-
schritt/den Waschschritten kann durch Aufbringen von/Spiilen mit Wasser, verdiinnten Séu-

ren, Pufferlésungen etc. erfolgen.

Unter “MALDI-Matrix”, wie hierin verwendet, ist jede Substanz zu verstehen, die sich als
Matrix zur Durchfiihrung der MALDI-Massenspektrometrie eignet. Beispiele hierflir sind

weiter unten genannt.

Die zur Anmeldung kommende Erfindung betrifft einen Probentréger bzw. ein Verfahren fiir

den selektiven und empfindlichen Nachweis von phosphorylierten/sulfatierten Biopolymeren,
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insbesondere Peptiden/Proteinen in komplexen Peptid/Protein-Gemischen mit Hilfe der
MALDI-Massenspektrometrie. Die Erfindung ermdglicht tiberraschenderweise eine schnelle
Probenaufbereitung (ca. 30 min), kleinste Probenmengen (0,5 pl), hohe Selektivitét und hohe
Empfindlichkeit und ist fiir einen hohen Probendurchsatz geeignet. Die Erfindung beinhaltet
die Herstellung von Probentrdgern aus mesopordsen Metalloxidfilmen fiir den Nachweis von
phosphorylierten und/oder sulfatierten Biomolekiilen und gibt Protokolle fiir die Immobilisie-
rung, Aufreinigung und Freisetzung der Biomolekiile auf dem Probentréiger an. Ohne auf ei-
nen besonderen Mechanismus festgelegt sein zu wollen, gehen die Erfinder derzeit davon aus,
dal die Grundlage des Verfahrens die selektive Immobilisierung der phosphorylier-
ten/sulfatierten Biomolekiile aufgrund ihrer Affinitdt zu dem mesopordsen Film und der an-
schlieBenden Freisetzung und Untersuchung in einem MALDI-Massenspektrometer ist. Der
Film besteht aus nanopartikuliren Metalloxiden, insbesondere Titandioxid und Zirkondioxid,

die mit Hilfe eines Sol-Gel-Verfahrens hergestellt werden.

Wie hierin verwendet, bezieht sich der Begriff "Porengrofe” auf den zwischen den im Ver-
bund gelagerten Partikeln vorhandenen Interstitialraum und bezeichnet dessen durchschnittli-
che Dimensionierungen. Der Begriff "mesopords", wie hierin verwendet, bedeutet, da3 die
durchschnittliche Porengréfle im Bereich von < 50 nm, bevorzugt im Bereich von 1 — 25 nm,
am bevorzugtesten im Bereich von 1 — 10 nm liegt. Die Bezeichnung "nanopartikuldre Me-
talloxide" bezeichnet Metalloxide, die einen partikuldren Charakter haben, wobei die durch-
schnittliche Partikelgréfe im Bereich von 1 — 30 nm liegt.

MALDI-Probentréiger werden von den fithrenden Massenspektrometer-Herstellern (Applied
Biosystems, Waters/Micromass, BrukerDaltoniks) vertrieben. Diese Probentréager dienen zum
einen dem Transport der Probe in das Massenspektrometer und/oder zur Aufreinigung bzw.
Aufkonzentrieren der Probe. Eine selektive Immobilisierung von phosphorylierten/sulfatierten
Biomolekiilen wird mittels der kommerziell erhéltlichen Probentrdger nicht erreicht. Die Fir-
ma Cyphergen bietet Protein Arrays auf der Basis von Metalloxiden an. Die Porengrofe ist
hier aber > 100 nm und daher nicht mesopords. Es wird auch keine Selektivitdt beziiglich

phosphorylierten/sulfatierten Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen beschrieben.

Ebenfalls bekannt und auch kommerziell erhltlich (Sigma/Aldrich, Pierce) ist die Immobili-
zed Metall Affinity Chromatography (IMAC). Dabei wird das phosphorylierte Peptid selektiv

mit Hilfe von Eisenkationen oder Galliumkationen gebunden und anschlieBend wieder freige-
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setzt. Nachteilig ist hier, daB groBere Probenmengen benétigt werden und die Immobilisie-
rung "off-line", d. h. mit Hilfe einer separaten Séule/Kartusche erfolgt und anschlieend die
Probe auf einen MALDI-Probentriger aufgetragen wird. Dadurch kann ein Probenverlust er-

folgen und die Empfindlichkeit verringert werden.

Weiterhin sind von der Gruppe um Suzuki et al. ("2D-LC for Selective Extraction of
Phosphopeptides using Titania Precolumn"; Poster Abstract, 31°" ASMS Conference, January
8 - 12, 2003, Montreal, Canada) Studien bekannt, in denen die Verwendung von Titandioxid
als neues Packungsmaterial fiir die HPLC-Analyse zur selektiven Aufreinigung von phospho-
rylierten Verbindungen beschrieben wird. Weiterhin wird die Verwendung einer Vor-
Reinigung mittels Titandioxid-HPLC in einer eigens dafiir vorgesehenen Séule und der sich
anschlieBenden Analyse mittels Massenspektrometrie dieser voraufgereinigten Probe vorge-
schlagen. Der direkte Einsatz von Titandioxid-Filmen im Massenspektrometer wird nicht in

Erwigung gezogen.
Es wird nunmehr Bezug genommen auf die Zeichnungen, bei denen

Fig. 1 beispielhaft und schematisch einen Probentréiger aus ITO-Glas mit einem insulédr auf-
getragenen Metalloxidfilm zeigt, wobei der Durchmesser der einzelnen “Inseln” 1 — 3 mm

betréigt;

Fig. 2 den Einsatz des Probentrigers aus Fig. 1 in einen Metalltriger eines MALDI-
Massenspektrometers (Voyager DE) zeigt, wobei aus dem Metalltriiger eine Aussparung in

GroBe der Umrisse des Probentrégers ausgeschnitten ist.

Fig. 3 eine Photographie eines Halters fiir einen erfindungsgeméfen Probentriger zum Ein-
satz bei der MALDI-Time-of-flight-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) zeigt,

Fig. 4 eine Photographie eines weiteren Halters fiir einen erfindungsgemifen Probentréger
zum Einsatz bei der MALDI-Quadrupol-lonenfallen-Massenspektrometrie unter Atmosphé-
rendruck (AP/MALDI-QIT) zeigt,

Fig. 5 das Massenspektrum eines tryptischen Verdaus von Beta-Casein ohne Verwendung des

erfindungsgemifBen Probentrigers zeigt, und
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Fig. 6 das Massenspektrum eines tryptischen Verdaus von Beta-Casein unter Verwendung

eines erfindungsgeméfien Probentrégers zeigt.

Die Erfindung wird nunmehr anhand der speziellen Beispiele verdeutlicht, die zu Erldute-

rungszwecken, nicht zur Beschrinkung der Erfindung dargeboten werden.

Beispiel 1
Herstellung einer Ausfithrungsform eines mesopordsen Metalloxidfilms

25 ml Titantetrai;/%opropoxid werden mit 10 ml Isopropanol in einem Tropftrichter gemischt
und langsam unter Rithren in 200 ml Wasser getropft. Anschliefen werden 5 ml — 100 ml
konzentrierte Salpetersdure hinzugegeben (es kénnen jedoch auch organische Séuren, wie
Essigséure, Ameisensdure, etc. verwendet werden) und 6 Stunden unter Riickflul gekocht.
Das entstehende Isopropanol wird abgezogen. Das entstandene Sol wird dann 18 h bei 180
Grad Celsius in einem Autoklaven behandelt. Das resultierende Sol wird dann im Rotations-
verdampfer bei 40°C und 30 mbar auf 15% w/w Titanoxid eingeengt, mit 20 % Carbowax
versetzt und 24 Stunden geriihrt. Die viskose Losung wird auf einem Substrat, z. B. Indium
Zinn Oxid (ITO) beschichtetes Glas, ausgestrichen. Das Substrat wurde mit Hilfe einer Klebe-
folie, in der Locher von z. B. 2 mm Duchmesser gestanzt wurden, strukturiert. Eine Struktu-
rierung des Substrats kann mit jedem hierzu geeigneten Verfahren erfolgen. Solche Verfahren
sind dem Fachmann bekannt. Beispielhafte Verfahren, die verwendet werden konnen, und die
zu einem Probentriiger fithren, der Bereiche mit und Bereiche ohne Metalloxidfilm hat, sind:
Siebdruckverfahren, Spin-Coating-, Dip-Coating-, Doctor-Blading-, Drop-Casting-Techniken,
jeweils mit oder ohne entsprechende Lochmaske/Lochmaskenfolie, die das aufzubringende,
fiir den Metalloxidfilm gewiinschte Muster aufweist.

Nach Trocknung der Loésung wird die Folie abgezogen. Anschlieend wird der Glastréger bei
400°C 45 Minuten getempert. Es entstehen so mesoporése Metalloxidfilme von 2 mm
Durchmesser und 2 Mikrometer Dicke. Nach Abkiihlen wird das ITO Glas in Stlicke von 3 x
2 cm GréBe geschnitten.

Die Anreicherung der phosphorylierten/sulfatierten Proteine/Peptide bei Auftragung der Pro-
be erfolgt iiber einen erfindungsgemifen Metalloxidfilm. Anschlieend an die Aufbringung
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der Probe wird mit geeigneten (unterschiedlichen) Waschlgsungen, die aufgebracht und nach
einer geeigneten Zeit wieder abgenommen werden, gewaschen, wobei mit den Waschldsun-
gen zweierlei Ziele verfolgt werden, ohne daf3 die Erfinder an einen bestimmten Mechanismus
gebunden sein wollen: 1. Auswaschen der nicht-gebundenen nicht-phosphorylierten Protei-
ne/Peptide, 2. Lockerung der Bindung der phosphorylierten Proteine/Peptide durch Zugabe
eines phosphathaltigen Puffers, wobei die im Puffer befindlichen Phosphate die gebundenen
phosphorylierten Proteine/Peptide zumindest teilweise aus ihrer Bindung zu dem Metalloxid-
film 16sen und dadurch dem Desorptions-Ionsisations-Vorgang zuginglich machen. Es hat
sich némlich tiberraschenderweise gezeigt, dall das Aufbringen eines phosphathaltigen Puffers
auf den Metalloxidfilm die Empfindlichkeit bei der sich anschlieBenden Massenspektrometrie
deutlich erhoht. AnschlieBend wird eine MALDI-iibliche Matrix (bspw. 2,5-
Dihydroxybenzoeséure 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtséiure, Ferulaséure, 2,4,6-
Trihydroxyacetophenon, o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (HCCA)) aufgebracht. Alternativ zu
dem getrennten Aufbringen eines phosphathaltigen Puffers und einer MALDI-Matrix kann
auch eine phosphathaltige MALDI-Matrix aufgebracht werden, die sowohl als Matrix fungiert
als auch den zuvor erwihnten “Phosphat-Austausch” bewirkt. Das Einbringen des so herge-
stellten und probenversehenen Probentrégers in das Massenspektrometer erfolgt bspw. durch
einen modifizierten Metalltriger fiir das MALDI-TOF Voyager DE-Gerit der Firma Applied
Biosystems. In den Metalltrdger wurde eine Aussparung in GrofBe des ITO Glases gefrist. Das
Glas wird in die Aussparung gelegt und mit Metallzungen kontaktiert (siehe Fig. 1 und 2 fiir
eine schematische Darstellung und Figur 3 und 4 fiir Photographien von tatséchlich herge-
stellten Probetrégern). Dabei ist in Figur 1 ein ITO-beschichtetes Glas (1) dargestellt, auf dem
sich in “insulédrer” Anordnung ein Metalloxidfilm befindet, wobei die einzelnen Spots (Inseln)
(2) des Metalloxidfilms durchschnittlich einen Durchmesser von 1 —3 mm haben.

Figur 2 zeigt schematisch einen Halter (3) eines MALDI-Massenspektrometers (bspw. Voya-
ger DE von Applied Biosystems), in den eine Aussparung (4) in Grofle des ITO-beschichteten
Glases aus Figur 1 gefrist worden ist. Weiterhin zeigt Figur 2 eine Metallzunge (5) zum Kon-
taktieren des erfindungsgeméBen Probentrégers ( z.B. des ITO-beschichteten Glases aus Figur
1).

Figuren 3 und 4 zeigen einen in der Praxis hergestellten und tatséchlich verwendeten Halter
fiir einen erfindungsgemafBen Probentréiger, wobei Figur 3 einen in der Praxis fiir MALDI-
Time-of-flight-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) verwendeten Halter, Figur 4 einen fiir
MALDI-Quadrupol-lonenfallen-Massenspektrometrie bei Atmosphirendruck (AP/MALDI-
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QIT) verwendeten Halter zeigt. In beiden Figuren ist der insulédr aufgetragene Metalloxidfilm,

in Form von Kreisen, auf dem Glas zu sehen.

Beispiel 2

Um phosphorylierte Peptide mit Hilfe von MALDI-Massenspektrometrie nachzuweisen, kann

beispielsweise folgendes Verfahren verwendet werden:

Idee des Verfahrens ist, dal die zu untersuchende Probe, von der angenommen wird, daf sie
phosphorylierte Peptide/sulfatierte Peptide enthélt, auf einen erfindungsgeméfien MALDI-
Probentrager (mit Metalloxidfilm) aufgebracht wird, der die phosphorylierten Pepti-
de/Proteine selektiv anreichert, wihrend andere, nicht-phosphorylierte/sulfatierte Protei-
ne/Peptide durch geeignete Waschlosungen entfernt werden konnen. Resultat ist ein mit
phosphorylierten/sulfatierten Proteinen/Peptiden angereicherter Probentréger, der danach di-
rekt in der MALDI-Massenspektrometrie verwendet werden kann. Fiir die Waschschritte nach
Aufbringung der Probe kénnen unterschiedliche Puffer verwendet werden, je nach Art, Um-
fang und Herkunft der aufgetragenen Probe. Anschlieend wird eine MALDI-tibliche Matrix
aufgebracht, hierin als “MALDI-Matrix” bezeichnet.

Beispielsweise kann folgendes Protokoll fiir den erfolgreichen und hochselektiven Nachweis

von phosphorylierten Peptiden verwendet werden:

Protokoll fiir den Nachweis von phosphorylierten Peptiden

1 pl Probeldung auf einen gemiB Beispiel 1 hergestellten Film pipettieren

15 min warten

tiberstehende Losung mit Pipette abnehmen

3 x mit 2 pl Wasser waschen

3 x mit 2 pl 100 mM Essigsédure waschen

1 ul 100 mM Ammoniumdihydrogenphosphat auf den Film pipettieren

15 min warten

MALDI-Matrix auf den Film pipettieren (Bspw.: 2,5-Dihodydroxybenzoesdure, 3,5-
Dimethoxy-4-hydroxyzimtséure, Ferulasiure, 2,4,6-Trihydroxyacetophenon, o.-Cyano-4-

hydroxyzimtséure).
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Trocknen lassen und messen mittels MALDI-Massenspektrometer.

Alternativ kann statt der getrennten Applikation eines Phosphatpuffers und einer MALDI-
Matrix eine phosphathaltige/Phosphatgruppenenthaltende MALDI-Matrix auf den Film auf-

getragen werden.

Beispiel 3

Fig. 5 und Fig. 6 zeigt ein Massenspektrum eines tryptischen Verdaus von Beta-Casein, erhal-
ten ohne (Fig. 5) und mit (Fig. 4) Verwendung eines erfindungsgemiflen Probentrigers(trypt.
Verdau 15 pmol/pl, Matrix HCCA 10 mg/ml, 1 pl Probe). Die zu Phosphopeptiden (phospho-
rylierten Peptiden) geh6renden Peaks sind mit einem Sternchen gekennzeichnet. In Fig. 5 sind
die entsprechenden Peaks duflerst klein und werden deutlich {iberlagert von anderen Peaks
von nicht-phosphorylierten Peptiden. Im Gegensatz dazu zeigt Fig. 6 die drei groBten Peaks
als Peaks, die auf phosphorylierten Peptiden beruhen. Dies bedeutet, daB die Verwendung
eines erfindungsgemifien Probentréigers zu einem hochselektiven und empfindlichen Nach-

weis von phosphorylierten Peptiden fiihrt.

Da der Probentréger Bestandteil des MALDI-Spektrometers bzw. des dazugehérigen Verfah-
rens ist, entfallen aufwendige Vor-Aufreinigungsschritte in separaten Vorrichtungen, und es
findet gewissermafien eine "on-line"-Immobiliserung, Reinigung, Anreicherung und Freiset-
zung von phosphorylierten/sulfatierten Peptiden/Proteinen statt, was die erfindungsgemsifle
Vorrichtung bzw. das erfindungsgemifie Verfahren fiir die Hochdurchsatz-Analyse mittels

MALDI-Massenspektrometrie bestens geeignet macht.

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen sowie den Zeichnungen offenbarten
Merkmale der Erfindung kénnen sowohl einzeln als auch in beliebigen Kombinationen fiir die

Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfithrungsformen wesentlich sein.
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Anspriiche

. Probentréger zur Anwendung bei der MALDI-Massenspektrometrie, umfassend:
- ein Substrat,

- einen auf dem Substrat befindlichen, porésen Film, umfassend Metalloxidpartikel.

. Probentridger nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal die Metalloxidpartikel aus-
gewdhlt sind aus der Gruppe, die Titandioxid, Zirkoniumdioxid, Nioboxid, Aluminiumti-
tanoxid, Wolfram-Zirkon-Oxid, Titaniumzirkoniumoxid, Hafhiumdioxid, Wolframoxid,
Zinndioxid, Bleioxid, Bleidioxid, Germaniumdioxid und Galliumoxid umfat (TiO,,

ZI‘OQ, NbO, AlzTiO5, WzZI'Og, TiZI‘O4, HfOz, WO3, SnOz, PbO, PbOz, G602 und Gazo3).

. Probentriger nach einem der Anspriiche 1 - 2, dadurch gekennzeichnet, daf} der Film eine

mittlere Porengréfie < 50 nm hat.

. Probentriger nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dal der Film eine mittlere Po-

rengréfe im Bereich von 1 nm — 25 nm hat.

. Probentrdger nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl der Film eine mittlere Po-

rengrofle im Bereich von 1 nm — 10 nm hat.

. Probentriger nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf3 der

~ Film eine Dicke von 0,1 pum — 10 pm hat.

. Probentrager nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daf3 der Film eine Dicke im Be-

reich von 2 — 4 pm hat.

. Probentrdger nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daf der Film eine Dicke von
ungefiihr 3 pm hat.

. Probentréger nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daf das

Substrat aus Glas oder beschichtetem Glas besteht.
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Probentriiger nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Glas leitfdhiges Glas
oder leitfdhig beschichtetes Glas ist.

Probentréiger nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafl das Substrat aus mit
Indium-Zinn-Oxid (ITO) beschichtetem Glas besteht.

Probentriger nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal3
der auf der auf dem Substrat befindliche, pordse Film weiterhin umfafit:
- eine MALDI-Matrix.

Probentriger nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dal die MALDI-Matrix eine
Substanz umfafit, ausgewdhlt aus der Gruppe: 2,5-Dihydroxybenzoeséure, 3,5-
Dimethoxy-4-hydroxyzimtsdure, o-Cyano-4-hydroxyzimtséure, Ferulasdure, 2,4,6-

Trihydroxyacetophenon.

Probentriger nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl der
auf dem Substrat befindliche Film nur an bestimmten, eigens dafiir vorgesehenen Berei-
chen vorliegt und diese abdeckt, wihrend andere, dazwischen liegende Bereiche von dem
Film frei bleiben.

Probentréger nach einem der Anspriiche 1 ~ 14, weiterhin umfassend:
Eine oder mehrere auf dem Film aufgebrachte zu analysierende Proben, von denen ange-

nommen wird, daf} sie eine oder mehrere Substanzen von Interesse enthilt (enthalten).

Probentréger nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl die eine oder mehrere Pro-
be(n) Substanzen enthélt (enthalten), die ausgewdhlt sind aus der Gruppe, umfassend Nu-

kleinsduren und Proteine.

Probentréger nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dal die Proteine phosphoryliert

und/oder sulfatiert sind.

Verfahren zum selektiven Nachweis von phosphorylierten/sulfatierten Biopolymeren,
insbesondere Peptiden/Proteinen aus Peptid/Proteingemischen, umfassend die folgenden
Schritte:
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Bereitstellen eines Probentragers nach einem der Anspriiche 1 — 17,

Bereitstellen einer Probe, von der angenommen wird, dafl sie phosphorylier-
te/sulfatierte Biopolymere, insbesondere Peptide/Proteine, alleine oder in Kombinati-
on mit anderen Biopolymeren, insbesondere Peptiden/Proteinen, enthélt und Aufbrin-
gen der Probe auf den Probentréger,

Durchfiihren von MALDI-Massenspektrometrie, unter Verwendung des Probentré-

gers.

19. Verfahren zur Herstellung eines Probentrdgers zur Anwendung bei der MALDI-

20.

Massenspektrometrie, wobei der Probentréiger ein Substrat und einen auf dem Substrat be-

findlichen pordsen Film, umfassend Metalloxidpartikel, umfaflt, das Verfahren umfassend
die folgenden Schritte:

Herstellung eines Sols aus Metalloxid,

Induzieren der Gelbildung, beispielsweise durch Einengung und/oder thermische Be-
handlung,

Auftragen des Gels auf ein Substrat,

Trocknung und anschlieBendes Tempern bei 200 — 600°C, bevorzugt 300 — 450°C, am
bevorzugtesten bei ungefihr 400°C, fiir einen Zeitraum von 30 Minuten — 180 Minu-

ten, bevorzugt 30 Minuten — 60 Minuten, am bevorzugtesten fiir ungefdhr 45 Minuten.

Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafl das Metalloxid ausgewahlt ist

aus der Gruppe, umfassend Titandioxid, Zirkoniumdioxid, Nioboxid, Aluminiumtitan-

oxid, Wolfram-Zirkoniumoxid, Titaniumzirkoniumoxid, Hafniumdioxid, Wolframoxid,

Zinndioxid, Bleioxid, Bleidioxid, Germaniumdioxid und Galliumoxid umfalt (TiO,,
Zr0Oy, NbO, AL, TiOs, W2ZrOs, TiZrO4, HfO, WOs3, SnO,, PbO, PbO,, GeO, und Gay03).

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 — 20, dadurch gekennzeichnet, daf} der Film eine

mittlere Porengrofle von < 50 nm hat.

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, da3 der Film eine mittlere Poren-

grofe im Bereich von 1 nm — 25 nm hat.

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da8 der Film eine mittlere Poren-

groBe im Bereich von 1 nm — 10 nm hat.
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24. Probentréger, herstellbar nach einem Verfahren nach einem der Anspriiche 19 — 22.

25. Probentréger nach Anspruch 24, der einen pordsen Film aus Metalloxidpartikeln aufweist,
wobei der Film eine mittlere Porengréfle von < 50 nm, bevorzugt im Bereich von 1 — 25

nm, am bevorzugtesten im Bereich von 1 nm — 10 nm hat.

26. Verwendung eines Probentrigers nach einem der Anspriiche 1 — 17 oder nach einem der
Anspriiche 24 — 25 zum selektiven Nachweis von phosphorylierten/sulfatierten Biopoly-

meren, insbesondere Peptiden/Proteinen.

27. Verwendung nach Anspruch 26, wobei der Nachweis iiber MALDI-Massenspektrometrie
erfolgt.

28. Verfahren zum Vorbereiten einer Probe fiir die MALDI-Massenspektrometrie unter Ver-
wendung eines Probentrégers nach einem der Anspriiche 1 — 17 oder nach einem der An-
spriiche 24 — 25, wobei das Verfahren die Schritte umfaft:

- Bereitstellen eines Probentrégers und einem der Anspriiche 1 — 17 oder nach einem der
Anspriiche 24 — 25,

- Aufbringen, auf den Metalloxidfilm des Probentréigers, einer Probe, von der ange-
nommen wird, daf} sie phosphorylierte/sulfatierte Biopolymere, insbesondere Pepti-
de/Proteine enthilt,

- Waschen des Metalloxidfilms in einem oder mehreren Waschschritten.

- Aufbringen, auf den Metalloxidfilm des Probentrigers, eines phosphathaltigen Medi-
ums.

- Aufbringen einer MALDI-Matrix auf den Metalloxidfilm des Probentrégers.

29. Verwendung des Verfahrens nach Anspruch 28 zur Durchfiihrung der MALDI-

Massenspektrometrie.
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