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Biologisch aktive Peptide wie Peptidhormone und Zytokine
regulieren diverse organische Funktionen, z. B. im Hormon-,
Entziindungs- und Nervensystem, und spielen daher eine
zentrale Rolle fiir die menschliche Gesundheit und die Ent-
wicklung von Krankheiten.!! Endogene Peptide konnen aus
der proteolytischen Spaltung von Proteinen stammen und
sind Indikatoren fiir Proteaseaktivitét, -abbau und -degene-
ration. Die Gesamtkonzentration von Peptiden in biologi-
schen Proben spiegelt bestimmte biologische Ereignisse wi-
der und liefert niitzliche Informationen fiir die klinische
Diagnose.”! Deshalb kann die globale Analyse von Peptiden
in komplexen biologischen Mixturen (bezeichnet als Pepti-
domimetika) zu einem besseren Verstidndnis der biochemi-
schen Funktionen endogener Peptide sowie zur Entwicklung
von diagnostischen und prognostischen Biomarkern beitra-
gen.

Ein typisches Vorgehen bei der Peptidomanalyse von
komplexen Proben wie menschlichem Serum umfasst die
Schritte der Probensammlung, Extraktion, Trennung, De-
tektion und Data-Mining (Schema 1). Von diesen fiinf
Schliisselschritten wurde die selektive Extraktion von Pepti-
den als ein starkes Hindernis fiir die Weiterentwicklung der
Peptidomforschung identifiziert,>? vor allem wegen der
Komplexitit und dem hohen Dynamikumfang von Biomole-
kiilen in den zu extrahierenden Proben. Zum Beispiel ist die
Detektion von Peptiden geringer Konzentration in mensch-
lichem Serum sehr schwierig, da in groferen Mengen vor-
kommende Proteine, Salze und Fette die Messung {iiberla-
gern.’) Mit Blick auf dieses Problem entwickelten Zou und
Mitarbeiter kiirzlich eine hocheffiziente und selektive Me-
thode zur Extraktion von Peptiden aus menschlichem Serum
durch Verwendung von geordnetem mesoporésem Kohlen-
stoff (OMC)."! Die Porengrofe des OMC-Materials von
4.8 nm bewirkt, dass Molekiile iiber ungefdhr 10 kDa Mole-
kulargewicht nicht mehr in die Poren eintreten konnen, was
ausreicht, um die meisten der groBeren stérenden Serum-
proteine abzutrennen. Die Verwendung von OMCs erhoht
die Gesamteffizienz der Peptidextraktion enorm und erfasst
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Schema 1. Typische Schritte bei der Analyse des Peptidoms komplexer
Proben. Die Verwendung neuer mesoporéser Materialien verbessert
die Effizienz und Selektivitit der Peptidextraktion.

auch Peptide im niedrigen Gewichtsbereich (<2 kDa), die
traditionell schwierig zu extrahieren sind. In Kombination mit
zweidimensionaler Fliissigkeitschromatographie und Tan-
dem-Massenspektrometrie (2D-LC-MS/MS) gelang es den
Forschern, 3402 verschiedene endogene Peptide in 20 uL
Serum zu identifizieren.!

Mesoporose Materialien wie OMCs bringen alle wiin-
schenswerten Eigenschaften eines idealen Extraktionsmate-
rials mit sich, einschlieflich einer groen Oberfliche, einem
hohen Porenvolumen, chemischer Inertheit und einer guten
mechanischen Stabilitidt.’! In den letzten Jahren wurden
zahlreiche mesoporose Materialien mit wohldefinierter Po-
rengrof3enverteilung und kontrollierbarer Oberfldchenfunk-
tionalitit synthetisiert.”! Die enge GroBenverteilung der ge-
ordneten Mesoporen erleichtert die groenselektive Extrak-
tion von endogenen Peptiden und den groBenbedingten
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Ausschluss groBerer Proteine. Zum Beispiel haben die
hochgeordneten mesoporosen SiO,-Partikel in MCM-41 eine
PorengréBe von 2 nm und eine Molekulargewichtsgrenze von
12 kDa."”! Dieses mesoporose Material wurde genutzt, um
niedermolekulare Peptide aus menschlichem Plasma selektiv
anzureichern, was die Identifizierung von 988 verschiedenen
Peptiden ermoglichte.

Eine andere wichtige Eigenschaft der mesoporésen Ma-
terialien ist die vielseitige Einfithrung von Oberfldchenfunk-
tionalitdten, um eine Differenzierung unterschiedlicher Ar-
ten von Peptiden zu erméglichen. Mesoporoses MCM-41, das
mit einer starken Kationenaustauschgruppe modifiziert war,
konnte 1328 verschiedene Peptide extrahieren. MCM-41, das
mit einer starken Anionenaustauschgruppe modifiziert war,
extrahierte 204 Peptide, und das unmodifizierte MCM-41
extrahierte 849 Peptide.”’ Nur 28 (oder 1%) der 2381 endo-
genen Peptide wurden in allen drei Extrakten identifiziert.
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Oberfla-
chenfunktionalititen der mesopordsen Materialien eine
wichtige Rolle fiir die Selektivitidt der Extraktion spielen.
Andere Oberflichenmodifikationen von mesopordsen Ma-
terialien mit Amino-,*! Cu**-! und Cy-Gruppen!™” zeigten
ebenfalls selektive Anreicherungen von unterschiedlichen
Arten von Peptiden. Dariiber hinaus ermdoglichten diese
letztgenannten Materialien eine einfache magnetische Ab-
trennung, da die Mikrokiigelchen aus einem magnetischen
Kern und einer mesopordsen Schale bestanden.® ' Die mit
Cu’*-Ionen modifizierten mesopordsen SiO,-Mikrokiigel-
chen ermoglichten die effiziente Anreicherung von Peptiden
durch Chelatbildung mit den Carbonsdure- und Aminogrup-
pen der Peptide.”) Die mit Cy-Gruppen modifizierten ma-
gnetischen mesopordsen SiO,-Mikrokiigelchen binden kein
Salz, was eine wiinschenswerte Eigenschaft fiir die nachfol-
gende massenspektrometrische Analyse ist.'” Qin et al.l¥
machten sich in ihrer Studie die prizise Molekulargewichts-
grenze geordneter Mesoporen zusammen mit der starken
Hydrophobie des Kohlenstoffs zunutze. Ihre Rekordzahl an
identifizierten Peptiden aus menschlichem Serum ist somit
der Kombination aus groSenselektivem Effekt und starkem
Adsorptionsvermogen des OMC-Materials zu verdanken.!

Jiingste Forschungen zur Synthese, Modifizierung und
Anwendung mesopordser Materialien haben das grofie Po-
tenzial dieser Materialien aufgezeigt, durch Verbesserung
existierender Techniken der Peptidanreicherung (wie orga-
nische Prézipitation, Ultrafiltration, Festphasenextraktion
und magnetische Abtrennung) entscheidende Beitrige zur
Peptidomforschung zu leisten. Zu den vorteilhaften Eigen-
schaften mesoporgser Materialien gehoren 1) eine prizise
und kontrollierbare Molekulargewichtsgrenze zur Abtren-
nung von Peptiden von stérenden Proteinen, 2) ein starker
Retentionsfaktor zur Peptidanreicherung, 3) die Fiahigkeit

zum Salzausschluss zur Erleichterung einer nachgeschalteten
massenspektrometrischen Analyse und 4) die Moglichkeit,
kleinste Probenmengen in einfachen Protokollen einzuset-
zen. Diese Eigenschaften mesopordser Materialien konnen
auch fiir andere analytische Prozesse genutzt werden, wie
etwa am Beispiel enzymatischer Reaktoren fiir den Protein-
verdau,'"! der Anreicherung von Glycanen und dem Ein-
fang von posttranslatorisch modifizierten Peptiden/Protei-
nen> demonstriert wurde. Im Prinzip konnten unter-
schiedliche mesoporgse Materialien (z.B. Si-, C-, Ti-, Kern-
Schale-Partikel) mit unterschiedlichen PorengréBen synthe-
tisiert und auf spezifische Anwendungen zugeschnitten wer-
den. Die attraktiven Eigenschaften mesoporoser Materialien
und ihre erfolgreichen Anwendungen, die in der Peptidom-
analyse aufgezeigt wurden, lassen den Schluss zu, dass diese
Materialien auch in der Proteom- und Metabolomanalyse
sehr niitzlich sein konnten.
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