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Elution von intakten Proteoformen von magnetischen Partikeln
kombiniert mit digitaler Mikrofluidik fiir die quantitative Top-down-
Nanoproteomik von einzelnen C. elegans-Nematoden

Jan Leipert, Philipp T. Kaulich, Max K. Steinbach, Britta Steer, Konrad Winkels,
Christine Blurton, Matthias Leippe, und Andreas Tholey*

Abstract: Wihrend die meisten Ansdtze zur Analyse
von geringen Probemengen durch Nanoproteomik auf
der bottom-up-Strategie basieren, sind top-down-Ansit-
ze zur Charakterisierung von Proteoformen nach wie
vor unterreprésentiert. An Proteomen von Sdugerzellen
haben wir eine einfache Probenvorbereitungsmethode
etabliert, welche auf Proteinaggregation an magneti-
schen Partikeln und anschlieBender Elution intakter
Proteoformen durch 40 %ige Ameisensdure basiert. Die
Implementierung der Methode auf einer Plattform fiir
digitale Mikrofluidik ermoglichte die sensitive Analyse
von einzelnen Individuen des Nematoden Caenorhabdi-
tis elegans. Die Anzahl identifizierter Proteoformen
konnte dabei im Vergleich zu herkommlicher Proben-
vorbereitung in einem Reaktionsgefd3 um 46 % erhoht
werden. Ferner erlaubte die markierungsfreie (label-
free) Quantifizierung von Proteomen einzelner Nemato-
den, welche unter verschiedenen Bedingungen kultiviert
wurden, Anderungen der Abundanz von Proteoformen
zu erkennen, welche in bottom-up-Experimenten nicht
festgestellt wurden. Die hier présentierte Methode wird
die Proteoform-zentrische Analytik in Proben mit limi-
tierter Verfiigbarkeit vereinfachen. D

Technologische Entwicklungen zur Miniaturisierung von
Plattformen fiir die Probenvorbereitung haben in der jiinge-
ren Vergangenheit Nanoproteomikanalysen mit sehr gerin-
gen Mengen an biologischem Material ermoglicht.l'! Obwohl
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hier beachtliche Fortschritte erzielt werden konnten, z.B.
bei der markierungsfreien (label-free) Proteomik weniger
oder sogar einzelner Zellen,”™ folgten diese Bestrebungen
zum Grofteil dem Prinzip der bottom-up-(BU) Proteomik.
Bei dieser werden Proteine zu Peptiden verdaut, welche
anschliefend mittels LC-MS analysiert werden. Aus diesen
Informationen werden mittels bioinformatischer Methoden
Riickschliisse auf die urspriinglichen Proteine gezogen. In
der fop-down-(TD) Proteomik werden die Proteine nicht
verdaut, sondern intakt analysiert. Obwohl technisch an-
spruchsvoller, bietet die TD-Proteomik mehrere Vorteile.
Im Gegensatz zur BU- Proteomik erlaubt die TD-Proteomik
die Identifizierung intakter Proteoformen.”! Dies liefert
direkte Informationen iiber posttranslationale Modifikatio-
nen, N- und/oder C-terminal verkiirzte Proteoformen und
splice-Varianten oder Isoformen.®! Allerdings ist die TD-
Analytik durch eine inhérent deutlich verringerte Empfind-
lichkeit charakterisiert.”) Typische TD-Ansitze erfordern
daher noch immer relativ groBe Probenmengen!'” und
spezialisierte Probenvorbereitungsschritte, und Berichte
iiber TD-Nanoproteomik sind derzeit noch selten. Beispiels-
weise ermoglichte eine auf der nanoPOTS-Methode basie-
rende TD-Probenvorbereitung die Identifizierung von bis zu
620 Proteoformen aus 770 HeLa-Zellen sowie die Quantifi-
zierung von Proteoformen aus Gewebeschnitten."?l Ein
noch neueres Beispiel ist die TD-Proteomik einzelner Zellen
durch CE-MS/MS, wobei die Zellen innerhalb der Kapillare
lysiert wurden.™!

Die Ein-Topf-Festphasen-unterstiitzte Probenvorberei-
tung (single-pot solid phase-enhanced sample preparation,
SP3)"l ist eine vielseitige Methode zur Durchfithrung der
kompletten Probenvorbereitung in nur einem einzigen Ge-
faB und wurde in den letzten Jahren fiir verschiedene
Probenarten und Anwendungen in der BU-Proteomik ein-
gesetzt.”! Das Prinzip von SP3 basiert auf der nicht-kova-
lenten Aggregation von Proteomen an magnetische Partikel
(beads). Durch Waschschritte mit organischen Losungsmit-
teln konnen Salze, Detergenzien und andere Kontaminanten
effizient entfernt werden, bevor die Proteine proteolytisch
verdaut und die entstehenden Peptide in den Uberstand
freigesetzt werden. Dadurch ist SP3 fiir die Analyse von
geringen Probenmengen mittels BU-Proteomik gut geeig-
net,'” insbesondere auch in Kombination mit der digitalen
Mikrofluidik (DMF).!"""¥! Intakte Proteine binden sehr stabil
an SP3-beads, weshalb fiir die effiziente Riickgewinnung der
Proteine Detergenzien (oder Gemische von Detergenzien)

© 2023 Die Autoren. Angewandte Chemie veréffentlicht von Wiley-VCH GmbH


http://orcid.org/0000-0002-8687-6817
https://doi.org/10.1002/anie.202301969
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1002%2Fange.202301969&domain=pdf&date_stamp=2023-05-31

GDCh
=

benotigt werden.['! Obwohl bereits Methoden fiir die Eluti-
on intakter Proteine von SP3-beads durch LC-MS-kompati-
ble Reagenzien entwickelt wurden,'>? existiert unseres
Wissens derzeit noch kein Protokoll fiir SP3-TD-Analysen
von Proben mit geringen Proteinmengen, insbesondere nicht
in Kombination mit DMF.

Zur Probenvorbereitung fiir die TD-Nanoproteomik
haben wir daher zunéchst die Elution intakter Proteine von
SP3-beads mit nano-LC-MS kompatiblen Reagenzien getes-
tet. Dafiir wurden Lysate von Jurkat T-Zellen mit SP3-beads
und organischen Losungsmitteln gemischt, um die Aggrega-
tion von Proteinen an den beads zu initiieren. AnschlieBend
wurden verschiedene LC-MS-kompatible Detergenzien
oder fliichtige Chemikalien (Table S1) dazugegeben, um die
intakten Proteine von den SP3-beads zu eluieren. Die
Vollstindigkeit der Elution wurde untersucht, indem die
nicht eluierten Proteine proteolytisch verdaut und anschlie-
Bend mittels LC-MS analysiert wurden. Als Negativkontrol-
le wurde Wasser (keine Elution), als Positivkontrolle das
anionische Detergens SDS (vollstindige Elution) verwendet
(Abbildung 1A und Figure S1A). Zuerst testeten wir das
nichtionische Detergens Dodecylmaltosid (DDM), welches
bereits in einer fritheren TD-LC-MS-Studie fiir die Analyse
von wenigen Zellen verwendet wurde.""! Allerdings konnte
hier keine Elution der Proteine beobachtet werden (Fig-
ure S1B). Auch das fluorierte Losungsmittel Hexafluoriso-
propanol,®! welches fiir die Extraktion intakter Proteine
verwendet wird, erwies sich als ineffizient (Figure S1C).
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Abbildung 1. Elution intakter, auf magnetischen Partikeln aggregierter
Proteine. Total-lonenchromatogramm (TIC) eines Verdaus von Protei-
nen aus Jurkat T-Zellen, die nach Elution mit A) deionisiertem Wasser
oder B) kalter FA (—20°C, 40%) auf den SP3-beads zurtickblieben.

C) Identifizierte Proteoformen aus Jurkat T-Zellen nach SP3-Elution
(40%ige FA) der Proteine und Analyse mittels LC-MS/MS oder LC-
FAIMS-MS/MS. Die jeweils injizierte Menge entspricht etwa 1000
Zellen; n=4. D) Durchschnittliche Anzahl identifizierter Proteingrup-
pen und E) Proteoformen aus Leerproben oder einzelnen C. elegans-
Nematoden, welche mit Harnstoff (Urea)- bzw. SDS-Puffer lysiert
wurden, gefolgt von SP3-Elution (40 %ige FA) in PCR-Reaktionsgefiafien
und LC-FAIMS-MS/MS-Analyse; n=3, Fehlerbalken: Standardabwei-
chung.
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Eine verbreitete Methode zur Solubilisierung von Protei-
nen ist die Verwendung von spaltbaren LC-MS-kompati-
blen Detergenzien, z.B. das durch Sédure spaltbare, anioni-
sche Detergens RapiGest (RG). In unserem Experiment
zeigte RG idhnliche Solubilisierungseigenschaften wie SDS
und eluierte die Proteine beinahe vollstindig von den SP3-
beads (Figure S1D). Allerdings fiihrte die anschlieBende
Ansduerung zu einer Co-Prézipitation von Proteinen und
den unléslichen RG-Spaltprodukten,” ein Effekt, den wir
zuvor auch bei low-input-BU-Proteomikstudien beobachtet
hatten."”

Dagley et al. demonstrierten die Elution intakter Protei-
ne von SP3-beads durch konzentrierte (80 %ige) Ameisen-
saure (formic acid, FA)."™ Um eine Formylierung der
Proteine zu vermeiden, wurde die Elution bei —20°C durch-
gefithrt. Obwohl unser BU-Ansatz die fritheren Ergebnisse
bestitigte (Figure S1E), fiihrt die zehnfache Verdiinnung
der FA-Eluate vor der LC-MS-Analyse zu hohen Volumina
(300 uL im urspriinglichen Protokoll), welche fiir die Pro-
teomik mit geringer Probenmenge ungeeignet sind. Wir
untersuchten daher eine auf 40 % reduzierte FA-Konzentra-
tion und erzielten eine Elutionseffizienz, die sowohl mit
80 %iger FA als auch der SDS-Kontrolle vergleichbar war
(Abbildung 1B).

Nachdem damit eine effektive Methode zur SP3-Elution
von intakten Proteinen etabliert worden war, war es das
néchste Ziel, diese Methode auf die TD-Analyse von Nano-
proteomik-Proben zu iibertragen. Um die Empfindlichkeit
zu erhohen, nutzten wir die lonenmobilititsspektrometrie
mit hochfrequenter asymmetrischer Feldform (high-field
asymmetric-waveform ion mobility spectrometry (FAIMS))
und interne stufenweise Anpassung der Kompensations-
spannung (compensation voltage, CV), welche wir urspriing-
lich fiir die konventionelle TD-Proteomik weiter verbessert
hatten. Ahnlich zu BU-Studien mit geringen Proteinmen-
gen (und Einzelzellen),” profitiert auch die TD-Nanopro-
teomik erheblich von der Front-End-lonenfraktionierung
mittels FAIMS, wie wir durch die Analyse von Proteinen
aus Jurkat T-Zellen (verdiinnter Pridparationen von jeweils
1000 Zell-Aquivalenten) zeigen konnten (Abbildung 1C und
Figure S2A). Durch den FEinsatz von FAIMS wurde die
Anzahl der identifizierten Proteoformen iiber den gesamten
Massenbereich erheblich gesteigert und umfasst dabei nahe-
zu alle Proteoformen, die auch ohne Gasphasenfraktionie-
rung nachgewiesen wurden (Figure S2B und C).

Die Analyse von Gewebeproben und von Proben kleiner
Organismen sind wichtige Ziele fiir die Nanoproteomik.?**!
Der Nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans) ist ein
bedeutender Modellorganismus, an welchem bahnbrechen-
de Entdeckungen in der Entwicklungs- und der Zellbiologie
gemacht wurden.” Konventionelle Proteomstudien an
C. elegans werden typischerweise mit mehreren Tausend
Wiirmern durchgefithrt, wodurch der biologische Zustand
einzelner Individuen maskiert wird. Beispielsweise wurde
gezeigt, dass einzelne Wiirmer unterschiedlich auf Umwelt-
reize reagieren koénnen.?” Durch die Charakterisierung von
einzelnen Individuen auf Proteoformebene (moglicherweise
auch in Kombination mit Morphologie, Verhalten und
Epigenetik), kann beispielsweise die Heterogenitidt inner-
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halb einer Population erforscht werden. Dazu sind robuste
Methoden fiir die Probenvorbereitung erforderlich. In vor-
hergehenden Arbeiten zeigten wir, dass die Cuticula der
Wiirmer nicht durch milde, MS-kompatible Detergenzien
aufgelost wird.” AuBerdem kann die Behandlung mit
sdurehaltigen Puffern in einem einzigen Reaktionsgefdl3
zum Zuriickbleiben von Zell- oder Gewebetriimmern fiih-
ren, welche bei nachfolgenden LC-MS-Analysen zu Proble-
men wie dem Verstopfen der Sédule fithren kann. Um die
Eignung der FA-basierten TD-SP3-Elution intakter Protei-
ne zu untersuchen, lysierten wir in PCR-Geféden einzelne
adulte Nematoden, welche aus einer unverinderlichen An-
zahl von 959 somatischen Zellen bestehen, mit Hilfe von
Lysecocktails, die Harnstoff/NP-40 oder SDS enthielten.
Die Lysate wurden mittels des SP3-Protokolls gereinigt und
die auf den SP3-beads aggregierten Proteoformen mit kalter
(—20°C) FA (40 %ig) eluiert. In der anschlieBenden TD-
LC-FAIMS-MS/MS-Analyse auf einem Orbitrap-Fusion-
Lumos-Tribrid-Massenspektrometer wurden 269439 (n=3,
SDS) und 461+62 (n=3, Harnstoff) Proteoformen (von
173 £8 bzw. 206+12 Proteingruppen) aus einzelnen Nema-
toden identifiziert (Figure S3). Bemerkenswerterweise wur-
de keine signifikante Formylierung der mit 40 %iger FA
eluierten Proteine beobachtet (Figure S4A und B).

Die Miniaturisierung der SP3-Prozedur ist durch das
manuelle Pipettieren limitiert, welches Volumina von etwa
3-10 uL erfordert, um eine reproduzierbare Handhabung
der beads und damit der analytischen Ergebnisse zu gewahr-
leisten.™ Die Verringerung der verwendeten Volumina gilt
jedoch allgemein als ein empfindlichkeitsbestimmender Fak-
tor in der Nanoproteomik.! Um die TD-SP3-Methode
weiter zu miniaturisieren, testeten wir die Methode auf einer
Plattform fiir die Manipulation kleiner Fliissigkeitsvolumina,
der DMF.® Diese “Lab-on-a-chip”-Technologie ermoglicht
eine digital kontrollierte Manipulation von Losungsmittel-
tropfchen auf einem Array aus hydrophob beschichteten
Elektroden (Abbildung 2 und Figure S5).
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Aluminiumstab
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(Deckelplatte)

bead-Pellet
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Abbildung 2. Digitale Mikrofluidikplattform fur die TD-SP3-Elution in-
takter Proteine. Gezeigt ist ein Chip mit Elektrodenmuster auf der
Bodenplatte, auf welches ein isolierendes Dielektrikum (gelb) und eine
hydrophobe Schicht (rot) aufgebracht wurde.?®*” Tropfen (z.B. Proben,
Lysepuffer, Ameisensiure) werden verschoben, indem eine Spannung
an eine angrenzende Elektrode angelegt wird, wihrend die Deckplatte
auf Erde liegt. Um SP3-beads zu pelletieren, wird eine magnetische
Linse benutzt. Wenn Ameisensidure tiber den Chip bewegt wird, wird
die Deckplatte passiv mit einem Aluminiumstab gekiihlt.
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Durch das gezielte Anlegen einer Spannung an ausge-
wihlte Chip-Elektroden konnen nano- bis mikrolitergrofie
Tropfchen durch die Elektrobenetzungskraft bzw. Aktor-
Kraft (electrowetting force) bewegt, aufgespalten oder zu-
sammengefiihrt werden.” ! In einer friiheren Studie haben
wir die Anwendung von magnetischen SP3-beads auf einem
kommerziell verfiigbaren DMF-System etabliert,”” wodurch
wir im Vergleich zu einer SP3-Prozedur in herkémmlichen
Reaktionsgefdfien eine hohere Sensitivitdt und eine verbes-
serte Quantifizierung bei low-input-BU-Proteomanalysen
erzielen konnten.''*%! Wihrend SP3-aggregierte Proteine
effektiv durch FA eluiert werden, erfordert DMF die
Gegenwart eines passivierenden Detergens, um die Mobili-
tiat proteinhaltiger Tropfen zu gewéihrleisten. Nichtionische
Maltosiddetergenzien mit langen Alkylketten sind bereits in
der low-input-Proteomik™ und auch in DMF-Anwendungen
verwendet worden,'®! da sie von stationdren Phasen auf C,s-
Basis fiir Umkehrphasen (reversed-phase, RP)-HPLC hinrei-
chend spét eluieren und daher mit BU-Analysen kompatibel
sind. Hier haben wir die Retention von acht verschiedenen
Detergenzien auf einer C,-RP-nano-LC-Sidule verglichen
(Figure S6, Table S2 und Hintergrundinformationen Discus-
sion). Nichtionisches DDM eluierte wihrend des Trenngra-
dienten und stort daher moglicherweise die Detektion von
Proteoformen. Im Gegensatz dazu eluierte PerGlu-bisdode-
cylmannitol (MNA-C12), ein neuartiges mannitolbasiertes
Amphiphil,? erst im Waschschritt mit einem hohen Anteil
an organischem Losungsmittel im Anschluss an den Trenn-
gradienten (Figure S6 und Abbildung 3A). Da dieses nicht-
ionische Detergens iiberdies eine ausreichende Tropfenmo-
bilitdt auf dem DMF-Chip gewdhrleistet, beruht unsere
Strategie fiir die miniaturisierte TD-Nanoproteomik letzt-
endlich auf einer Proteinextraktion durch DMF-SP3, an-
schlieBende Proteinelution mit 40 %iger FA und darauffol-
gender Verdiinnung mit einer wéssrigen MNA-C12-Losung.

Als Ausgangsproben wurden Tropfen mit einzelnen
adulten C. elegans-Exemplaren auf einen DMF-Chip gela-
den. Jeder Nematode wurde anschlieend durch Hinzuftigen
eines Tropfens Harnstoff/NP-40 Lysepuffer lysiert (kombi-
niertes Volumen: 2 puL). Im selben Schritt wurden extrahier-
te Proteine durch dem Puffer beigesetztes Dithiothreitol
reduziert und auf den magnetischen SP3-beads aggregiert.
SP3-Bindungs- und Waschschritte wurden mithilfe einer
unterhalb des Chipsubstrats installierten magnetischen Linse
wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (Abbildung 2)."5*! Fiir
die Elution der Proteoformen wurden die bead-Pellets in
Tropfen aus 40 %iger FA (—20°C) aufgenommen und fiir
15 min inkubiert. Vor der Inkubation des Chips bei —20°C
wurde der Chip passiv gekiihlt, wodurch eine Formylierung
wihrend der Elution mit FA effektiv verhindert wurde
(Figure S4C)."! Proteinhaltige Eluate wurden von den SP3-
beads getrennt, mit Tropfen aus MNA-C12 (0.01 Gew.—%)
verdiinnt, und vom Chip aspiriert.'”! Die Analyse einzelner
Wiirmer nach TD-DMF-SP3-Vorbereitung ermoglichte die
Identifikation von 673 +69 (n=3) Proteoformen von durch-
schnittlich 313 418 Proteingruppen (Abbildung 3B). Bemer-
kenswerterweise fithrte on-chip-SP3 im Vergleich zu den
Harnstoff-Préparationen in StandardgefiBen (461+62) zu
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Abbildung 3. Analyse einzelner C. elegans-Nematoden unter Verwen-
dung eines LC-MS-kompatiblen Detergens und DMF-SP3. A) Das
extrahierte lonenchromatogramm des nichtionischen Detergens MNA-
C12 in einer Proteinprobe zeigt eine spate Elution von einer C,-RP-
Siule. B) Anzahl der identifizierten Proteingruppen und Proteoformen
nach TD-DMF-SP3-Probenvorbereitung einzelner adulter Nematoden
in drei Replikaten. C) Massenverteilung der Proteoformen und Uberlap-
pung einzigartiger Proteoformen (Einschub) bei Analysen einzelner
adulter Nematoden nach Lyse mit Urea-Puffer auf dem DMF-Chip oder
im herkémmlichen ReaktionsgefdR. D) Durch Hitze hervorgerufene
Verinderungen im Proteom, basierend auf markierungsfreier Quantifi-
zierung von Proteoformen aus einzelnen Nematoden im L4-Larvensta-
dium nach On-Chip-Extraktion (FAIMS-CV —50 V). Blaue und rote
Rauten: Proteoformen mit signifikanten Abundanzunterschieden; offe-
ne Symbole: Proteoformen des 40 S-ribosomalen Proteins $28.

einer 46 %igen Zunahme der Identifizierungen von Proteo-
formen (Abbildung 3C).

Als Nichstes testeten wir die TD-Prozedur fiir die
markierungsfreie Quantifizierung (label-free quantification,
LFQ). Nematoden wurden aus zwei unterschiedlichen Popu-
lationen von L4-Larven entnommen, von denen eine unter
Hitzestress (33°C), die andere als Kontrolle bei 20°C
kultiviert wurde.”' Individuelle Wiirmer (n=4 fiir beide
Bedingungen) wurden auf dem Chip lysiert und die Proteine
nach dem TD-SP3-DMF-Protokoll extrahiert. Nach der LC-
FAIMS-MS/MS-Analyse wurden die Rohdaten in ihre ein-
zelnen CVs aufgetrennt und die Quantifizierung fiir jede
dieser CVs separat durchgefiihrt (Abbildung 3D, Figure S7
und Hintergrundinformationen Discussion).®” Insgesamt
zeigten 34 Proteoformen Abundanzunterschiede (log,-
Grenzwert bei +1) zwischen hitzebehandelten Wiirmern
und der Kontrollgruppe (Table S3). Faktoren, die die LFQ
von Proteoformen speziell in Nanoproteomik-Proben er-
schweren, sind die limitierte Anzahl identifizierter Proteo-
formen und die hohe Rate fehlender Quantifizierungswerte.
Aus dem letztgenannten Grund sowie aufgrund der strengen
Filterung, durch welche ~50 % der urspriinglichen Daten-
punkte entfernt wurden, (Table S4), konnten einige Proteo-
formen nicht quantifiziert werden. So wurden beispielsweise
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Proteoformen, die vier verschiedenen Hitzeschockproteinen
zugeordnet wurden, ausschlieflich in der Hitzestress-Grup-
pe gefunden (Table S5), was frithere BU-Proteomik-Daten
bestitigt.!

Die Mehrzahl der Proteoformen, deren Abundanz in der
Hitze-Gruppe reduziert war, waren ribosomale Proteine.
Fiinf (von insgesamt 18 identifizierten) Proteoformen, wel-
che dem 40S-ribosomalen Protein S28 zugeordnet wurden,
zeigten eine signifikante Anderung der Abundanz (Abbil-
dung 3D). Von diesen fiinf Proteoformen waren vier N- und
C-terminal verkiirzt und hoéher abundant in der Kontroll-
gruppe. Dagegen war die fiinfte Proteoform, die der N-
terminal acetylierten kanonischen Sequenz des 40S-ribos-
omalen Proteins S28 entspricht, in den hitzebehandelten
Wiirmern mehr abundant (Figure S8, Abbildung 3D). Auch
in einer vorherigen BU-Proteomik-Studie mit einzelnen
Wiirmern auf einer DMF-SP3-Plattform wurde dieses Prote-
in identifiziert.” Aufgrund der Peptid-basierten Analyse
und der Tatsache, dass von den identifizierten Peptiden nur
Riickschliisse auf ein einziges kodiertes Protein gezogen
werden konnte, wurde in diesem Fall die Information iiber
die verschiedenen Proteoformen nicht erhalten (Figure S9).
Dies verdeutlicht erneut den groflen Vorteil der TD-Proteo-
mik, die es ermoglicht verschiedene Proteoformen desselben
Proteins mit moglicherweise unterschiedlichen biologischen
Funktionen zu differenzieren und zu quantifizieren.

Wir haben hier ein einfach anzuwendendes Protokoll fiir
die low-input-TD-Proteomik entwickelt, welches SP3 mit
einem kostengiinstigen DMF-System zur Bewegung von
Fliissigkeiten kombiniert. Die Methode erwies sich als
hochsensitiv und quantifizierte Abundanzunterschiede von
Proteoformen einzelner Individuen eines Modellorganismus,
welcher aus weniger als 1000 Zellen aufgebaut ist. Der
Ansatz bietet Raum fiir weitere Optimierungen, wie z.B.
durch eine erhebliche Verringerung der verarbeiteten Volu-
mina mittels verkleinerter DMF-Elektroden,®” modifizierte
Lysebedingungen und verbesserte Trennung der Proteofor-
men. Insbesondere konnte durch die Entwicklung und
Verfiigbarkeit groBerer Elektrodenarrays eine automatisier-
te DMF-SP3-basierte TD-Nanoproteomik mit hohem
Durchsatz moglich werden.” Das entwickelte Protokoll
besitzt auch das Potential durch die TD-Proteomanalyse von
wenigen, oder sogar einzelnen Sdugerzellen, zelltypspezifi-
sche Unterschiede der Proteomzusammensetzung auf Pro-
teoformebene aufzukldren.
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