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1. Zusammenfassung

Die Adsorption von Molekilen an Oberflachen ist eine unterschatzte Fehlerquelle in der
Analytik. Sie kann zu Probenverlusten und falschen quantitativen Ergebnissen fuhren. Dieses
Problem betrifft jeden Analyten. In den verschiedenen Omics-Disziplinen ist dieses Problem
besonders relevant, da im Gegensatz zur Analytik einzelner oder weniger Analyten der Einsatz
interner Standards nicht mdglich ist. Das Ausmalfd der Adsorption wird mafRgeblich durch die
Kombination aus verwendeter Oberflache (feste Phase) und der Zusammensetzung des
Losungsmittels (flissige Phase), in dem der Analyt geldst ist, sowie durch die chemischen

Eigenschaften des Analyten bestimmt.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Validierung standardisierter Assays, mit denen sich
Adsorptionsprozesse von Molekilen abhangig von der flissigen und der festen Phase
reproduzierbar charakterisieren und quantifizieren lassen. Typische feste Phasen, mit denen
geldste Analyten wahrend der Probenvorbereitung in Kontakt kommen, sind Probengefalie,
Mikrotiterplatten oder Pipettenspitzen. Zur Charakterisierung der Wechselwirkungen wurden
fur den Assay tausende tryptische Peptide eines Referenzgemisches als Sonden gewahlt, die
eine grole Vielfalt unterschiedlicher physikochemischer Eigenschaften bieten. Diese wurden
vor und nach Kontakt mit festen Oberflachen direkt mittels differentieller Bottom-up-Proteomik
unter Nutzung der FlUssigkeitschromatographie-gekoppelten Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) quantifiziert. Eine Adsorption liegt vor, wenn nach der Inkubation eine signifikante
Abnahme der Menge eines Peptids in der flissigen Phase gemessen wurde. Durch den Blick
auf die chemischen Eigenschaften wie Lange, Hydrophobizitat und Ladung der adsorbierten
Peptide konnten Rickschlisse auf die Art und Starke der Wechselwirkung gezogen werden.
Der entwickelte Assay wurde als ,Adsorption-Properties-of-Surfaces-Assay“ (APS-Assay)

bezeichnet.

Der APS-Assay wurde getestet, indem die Adsorptionseigenschaften der Oberflachen von
kommerziell erhaltlichen Probengefalen aus Polypropylen (PP) und Glas (G) unter
Verwendung des gleichen Ldsungsmittels (0,1 % Ameisensdure in Wasser) untersucht
wurden. PP-Gefale wiesen eine signifikante Adsorption zahlreicher hydrophober Peptide
aufgrund hydrophober Wechselwirkungen auf, wahrend einige modifizierte PP-Oberflachen
keine Adsorption zeigten. Bei GlasgefaRen konnte eine starke Adsorption einer gro3en Zahl
von Peptiden festgestellt werden, die unter anderem durch elektrostatische Wechselwirkungen
bedingt war. Die Folgen dieser Adsorption lief3en sich anhand veranderter Proteinabundanzen
in der differentiellen quantitativen Proteomanalytik nachweisen, was zu Fehlinterpretationen
biologischer Prozesse flhrte. Die Analyse der chemischen Eigenschaften der adsorbierten

Peptide ergab, dass auch die Sekundarstruktur die Adsorption der Peptide an Oberflachen
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beeinflusst. Konformationsabhangige Effekte wurden experimentell mittels
Zirkulardichroismus-Spektroskopie bestatigt und bei der Etablierung des APS-Assays
berlcksichtigt. Zur Automatisierung der Auswertung wurde ein Python-basiertes Skript
entwickelt, das eine effiziente und umfassende Bewertung der Adsorptionsprozesse
ermdglicht. Auf Grundlage der APS-Assay-Ergebnisse wurde ein vereinfachter, Multiple
Reaction Monitoring-basierter ,Fast-Assay“ entwickelt. Die gezielte Auswahl von wenigen
Peptiden aus dem Referenzgemisch mit eindeutigen chemischen Eigenschaften ermdglicht
eine schnelle Quantifizierung der Adsorption bedingt durch Wechselwirkungen an Oberflachen

in Abhangigkeit von den verwendeten Losungsmitteln.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass Adsorption ein selektiver, physikochemisch determinierter
Prozess ist, der bei der experimentellen Planung bertcksichtigt werden sollte. Der APS-Assay
und der darauf aufbauende Fast-Assay stellen Verfahren dar, mit denen sich Kombinationen
von Lésungsmittel und Oberflachen ermitteln lassen, die den Verlust von Analyten durch

Adsorption minimieren.
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2. Abstract

The adsorption of molecules on surfaces is an underestimated source of error in analytics. It
can lead to sample losses and incorrect quantitative results. This problem affects every
analyte. It is particularly relevant in the various omics disciplines, as unlike in the analysis of
individual or fewer analytes, the use of internal standards is not possible. The extent of
adsorption is largely determined by the combination of the surface used (solid phase) and the
composition of the solvent (liquid phase) in which the analyte is dissolved, as well as by the

chemical properties of the analyte.

The aim of this work was to develop and validate standardized assays that can be used to
reproducibly characterize and quantify adsorption processes of molecules depending on the
liquid and solid phases. Typical solid phases with which dissolved analytes come into contact
during sample preparation are sample vessels, microtiter plates, or pipette tips. To
characterize the interactions, thousands of tryptic peptides from a reference mixture were
selected as probes for the assay, offering a wide variety of different physicochemical
properties. These were quantified directly before and after contact with solid surfaces using
differential bottom-up proteomics coupled with liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). Adsorption occurs when a significant decrease in the amount of a
peptide in the liquid phase is measured after incubation. By looking at the chemical properties
such as length, hydrophobicity, and charge of the adsorbed peptides, conclusions could be
drawn about the type and strength of the interaction. The assay developed was named the

“Adsorption Properties of Surfaces Assay” (APS-Assay).

The APS-Assay was tested by examining the adsorption properties of the surfaces of
commercially available sample vessels made of polypropylene (PP) and glass (G) using the
same solvent (0.1% formic acid in water). PP vessels showed significant adsorption of
numerous hydrophobic peptides due to hydrophobic interactions, while some modified PP
surfaces showed no adsorption. In glass vessels, strong adsorption of a large number of
peptides was observed, which was in part caused by electrostatic interactions. The
consequences of this adsorption could be demonstrated by altered protein abundances in
differential quantitative proteomics, which led to misinterpretations of biological processes.
Analysis of the chemical properties of the adsorbed peptides revealed that the secondary
structure also influences the adsorption of peptides to surfaces. Conformation-dependent
effects were confirmed experimentally using circular dichroism spectroscopy and taken into
account when establishing the APS-Assay. A Python-based script was developed to automate
the evaluation, enabling efficient and comprehensive assessment of the adsorption processes.
Based on the APS-Assay results, a simplified, multiple reaction monitoring-based “Fast-Assay”

was developed. The targeted selection of a few peptides from the reference mixture with
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unique chemical properties enables rapid quantification of adsorption due to interactions at

surfaces depending on the solvents used.

The results illustrate that adsorption is a selective, physicochemically determined process that
should be taken into account in experimental planning. The APS-Assay and the Fast-Assay
based on it are methods for determining combinations of solvents and surfaces that minimize

the loss of analytes through adsorption.
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3. Einleitung

3.1. Relevanz von Adsorptionsprozessen in der analytischen Chemie

Die qualitative und quantitative Analyse von Molekiilen stellt eine zentrale Aufgabe der
analytischen Chemie dar und bildet die Grundlage fiir verlassliche wissenschaftliche Aussagen
sowohl in Forschung als auch Industrie. Eine prazise Detektion ist dabei entscheidend, um

Messdaten korrekt zu interpretieren.

Zur Analyse werden unterschiedliche Methoden eingesetzt, abhangig von Art, Konzentration
und Komplexitdt der Probe. Klassische spektroskopische Verfahren wie UV/Vis- und
Infrarotspektroskopie oder die Massenspektrometrie (MS) ermdglichen eine schnelle und
einfache Bestimmung einzelner Molekile (Coll-Satue et al., 2024), wahrend die Kombination
mit chromatographische Techniken wie der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
oder der Gaschromatographie (GC) die Trennung und anschlieRende quantitative Analyse
komplexerer Probenmischungen erlauben (Law et al., 2022). Moderne LC- oder GC-MS-
basierte Ansatze bieten, durch Hochauflésung und/oder Tandem-Massenspektrometrie,
zusatzlich eine hohe Selektivitat und Sensitivitat, die selbst Nachweis und Quantifizierung von
Molekulen in sehr niedrigen Konzentrationen ermdglicht. (Aebersold & Mann, 2003; Murphy et
al., 2021).

Diese Analysen erfordern in der Regel, dass die Analyten zur Quantifizierung in 16slicher Form
vorliegen. Sind die Analyten nicht bereits in Flissigkeiten wie Korperflissigkeiten gelost,
mussen sie aus ihrer ursprunglichen Matrix in ein Probenlésungsmittel Gberfiihrt werden.
Gewebe wird in der Regel homogenisiert, um die Analyten freizusetzen. Anschliel’end kénnen
zusatzliche Schritte zur Probenvorbereitung erforderlich sein, wie beispielsweise die
Entfernung stérender Molekiile oder die Anreicherung von Analyten. Auf ihrem Weg von ihrer
urspringlichen Quelle zum Analysegerat durchlaufen die Analyten verschiedene Gefalde und

Kapillaren, die oft aus unterschiedlichen Materialien bestehen.

Insbesondere in den Omics-Bereichen (insbesondere Proteomik, Metabolomik, Lipidomik), der
Pharmakologie und der klinischen Diagnostik hangt die Validitat experimenteller Ergebnisse
entscheidend von der Genauigkeit der quantitativen Analyse ab (Dowell et al., 2021). Dabei
kdnnen bereits kleinste Verluste von Analyten die Messergebnisse erheblich verfalschen. Ein
wesentlicher, oft unterschatzter Einflussfaktor ist die Adsorption der Analyten. Molekdle, die
an Oberflachen haften, stehen in Lésung nicht mehr zur Verfligung, was systematische Fehler
verursachen und die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit von Experimenten
beeintrachtigen kann (van Midwoud et al., 2007). Wenn nur ein einziger oder wenige bekannte
Analyten quantifiziert werden, kann ihr Verlust wahrend der Probenvorbereitung durch die

Anwendung interner Standards ausgeglichen werden. In Omics-Studien werden jedoch in der
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Regel tausende Analyten quantifiziert. Fur diese Studien ist die Integration interner Standards
fur jeden einzelnen Analyten zu zeitaufwandig und zu teuer. Darlber hinaus sind in vielen
Omics-Studien die Identitdten der Analyten vor der Analyse nicht bekannt, sodass interne

Standards nicht anwendbar sind.

Daher ist es notwendig, die Grundlagen der Adsorption, deren Einfluss auf analytische
Prozesse und mogliche Strategien zur Minimierung solcher Verluste zu verstehen. Im
Folgenden werden die Mechanismen der Adsorption, ihre Relevanz fir die Bottom-up-

Proteomik sowie Methoden zu ihrer Charakterisierung erlautert.

3.2. Grundlagen der Adsorption an Oberflachen

3.21. Definition und relevante Modelle

Adsorption bezeichnet die Anlagerung von Molekilen (Adsorbat) aus einer Flussigkeit oder
Gasphase an eine Festphase (Adsorbens) innerhalb der Grenzflache (Abbildung 1). Man
unterscheidet  zwischen  Physisorption, die auf schwachen, nicht-kovalenten
Wechselwirkungen wie Van-der-Waals-Kraften basiert, und Chemisorption, die durch starke,
kovalente Bindungen charakterisiert ist. Wahrend bei der Physisorption auch Mehrschichten
moglich sind, beschrankt sich Chemisorption meist auf eine Monolage (Adamson & Gast,
1997).

"
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@ :
® !
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Adsorption.

Die Adsorption an feste Phasen stellt einen dynamischen Gleichgewichtsprozess dar, bei dem
Adsorption und Desorption nach einer bestimmten Zeit ein thermodynamisches Aquilibrium
erreichen. Die Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichts variiert in Abhangigkeit von den

Eigenschaften der adsorbierten Molekile, der Beschaffenheit des Adsorbens, der
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Anfangskonzentration sowie weiteren Parametern, die die flissige Phase beeinflussen (Gupta
et al., 2021).

Zur Beschreibung von Adsorptionsprozessen wurden verschiedene Adsorptionsmodelle
vorgeschlagen. Die bekanntesten sind die Langmuir- (Langmuir, 1918), Freundlich-
(Freundlich, 1907) und Brunauer—-Emmett—Teller-(BET)-Isothermen (Brunauer et al., 1938).
Jedes dieser Modelle basiert auf unterschiedlichen theoretischen Annahmen und ist nur unter
bestimmten Bedingungen anwendbar (Latour, 2015). Das Langmuir-Isotherm geht von einer
homogenen Oberflache aus, auf der jede Adsorptionsstelle nur ein Molekul aufnehmen kann.
Es berlcksichtigt die Sattigung der Oberflache und beschreibt das Gleichgewicht zwischen
Adsorption und Desorption bei gleichbleibender Temperatur. Das Modell eignet sich
besonders flir Monolagen auf kristallinen, homogenen Oberflaichen. Im Gegensatz zum
Langmuir-Modell kann das BET-Modell auch multilagige Adsorption abbilden (Latour, 2015).
Das BET-Modell wird primar zur Beschreibung der Gasadsorption an Feststoffen verwendet
und ist fur Adsorptionsprozesse aus Flussigkeiten nur eingeschrankt anwendbar (Ebadi et al.,
2009). Das Freundlich-Modell ist ein empirisches Modell, das die Adsorption auf heterogenen
Oberflachen beschreibt. Es berucksichtigt, dass Bindungsenergien auf der Oberflache
variieren. Das Freundlich-Modell nimmt keine Oberflachensattigung an, weshalb es bei sehr

hohen Analytenkonzentrationen physikalisch nicht begrindet ist.

Aktuelle Entwicklungen zur Modellierung und Vorhersage der Adsorption an Oberflachen

werden im weiteren Verlauf der Einleitung (Kapitel 3.4.3) vorgestellt.

3.2.2. Einflussfaktoren auf die Adsorption von Analyten an Oberflachen

Zu den wichtigsten Faktoren, die die Adsorption von Molekulen an Oberflachen an der Flussig-
Fest-Grenzflache beeinflussen, gehéren die Art des LOsungsmittels und seine
Zusammensetzung, die chemischen Eigenschaften des Analyten und die Beschaffenheit und

chemische Zusammensetzung der Oberflache (Adamson & Gast, 1997).

Abhangig von den chemischen Eigenschaften der Molekile kdnnen diese unterschiedliche
Wechselwirkungen mit den auf Oberflachen exponierten chemischen Gruppen eingehen. Van-
der-Waals-Wechselwirkungen entstehen durch temporare Dipole in allen Molekilen und
wirken insbesondere bei unpolaren Molekilen und Oberflachen. Elektrostatische
Wechselwirkungen (Coulomb-Interaktionen) treten zwischen permanent geladenen Gruppen
oder polaren Regionen von Molekilen und der Oberflache auf. Sie kénnen sowohl anziehend
als auch abstoRend wirken, abhangig von der Ladungsverteilung und den
Lésungsmittelbedingungen.  Wasserstoffbriickenbindungen  entstehen, wenn  ein

Wasserstoffatom, das kovalent an ein elektronegatives Atom (z. B. Sauerstoff oder Stickstoff)
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gebunden ist, mit einem weiteren elektronegativen Atom auf der Oberflache interagiert.
Hydrophobe Effekte beschreiben die Tendenz unpolarer Molekile, Kontakt mit polaren
Lésungsmitteln zu minimieren, indem sie sich an unpolare Oberflachen anlagern (Adamson &
Gast, 1997; Norde, 1986).

Die Ausbildung der genannten Wechselwirkungen ist stark abhangig von der Umgebung:
Polaritdt des Losungsmittels, lonenstarke, pH-Wert, Temperatur und Puffersysteme
modulieren die Anlagerung der Molekile an Oberflachen erheblich. Zusatzlich kann die
Zugabe von Detergenzien die Adsorption weiter beeinflussen, beispielsweise durch den
Einsatz von Tensiden wie Tween 20 oder n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM) (Duncan et al., 1995;
Hughes et al., 2019).

Auch die Oberflachenstruktur der Festphase hat einen Einfluss auf die Adsorption. So weisen
die meisten Oberflachen, die besonders in der analytischen Chemie genutzt werden um
Proben zu lagern, keine ideale, glatte Oberflache auf, sondern sind amorph und uneben
(Cohen Stuart et al., 1985; Adamson & Gast, 1997). Darlber hinaus kann die Oberflache der
Festphase in Abhangigkeit von der umgebenden Flissigkeit unterschiedliche Eigenschaften
aufweisen. So kann beispielsweise Glas abhangig vom Zeta-Potential sowohl polare,
geladene Gruppen als auch ungeladene Bereiche besitzen (Gu & Li, 2000; Behrens & Grier,
2001).

3.3. Beispiele ungewollter Adsorption aus Analytik, Pharmazie und Medizin

Die Relevanz zur Untersuchung von Adsorption von Molekilen an Oberflachen lasst sich
anhand mehrerer Beispiele aus der medizinischen, pharmazeutischen und analytischen

Chemie zeigen.

So zeigten Schliter und Zidek (Schliter & Zidek, 1993) im Rahmen der
GroRenausschlusschromatographie, dass die Ldsungsmittelzusammensetzung einen
erheblichen Einfluss auf das Elutionsverhalten haben kann. In der Studie wurde die saure
Verbindung Vanillinmandelsaure, ein kleines Molekil (Molekulargewicht: 182,17 g/mol), auf
einer Sephacryl S-100-Saule (Trennbereich 1-100 kDa) mit reinem Wasser als Eluent
untersucht. Ohne Zusatze zeigte die Substanz ein Elutionsverhalten, das dem eines Proteins
mit einer GréRe von > 50 kDa entsprach, und eluierte nahe dem Totvolumen der Saule. Bei
Zugabe von 200 mM NaCl eluierte das Molekul erwartungsgemaf nahe dem Gesamtvolumen
der Saule (Vt). Dieser Effekt wurde auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der
Vanillinmandelsaure und den Carboxylgruppen der Dextran-Ketten der Sephacryl-Matrix
zuruckgefuhrt. Die Interaktion verursachte eine AbstoRung, die verhinderte, dass das kleine

Molekul in die Poren der chromatographischen Matrix gelangte. Die Zugabe von NaCl
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unterdriickte diese elektrostatischen Effekte und verdeutlicht damit, wie stark die

Zusammensetzung des Losungsmittels die Adsorption beeinflussen kann.

Im Bereich der pharmazeutischen Industrie kann die Adsorption von Molekilen Risiken fir
Patienten bergen. So wurde beispielsweise untersucht, wie Chemotherapeutika in
Plastikbeuteln, die zur Verabreichung verwendet werden, interagieren. Wechselwirkungen mit
Polyethylen (Low Density Polyethylen, LDPE) (Beitz et al., 1999) sowie Polyvinylchlorid (PVC)
(lum & Bundgaard, 1982) wurden festgestellt. Ahnliche Effekte wurden auch fiir andere
Gefaldtypen zur Lagerung von Medikamenten beschrieben (Mizutani & Mizutani, 1978). Solche
Adsorptionsprozesse kénnen zu einer Verringerung der verabreichten Wirkstoffdosis fuhren

und damit die Wirksamkeit der Medikamente beeintrachtigen.

Darlber hinaus stellt auch die Adsorption von Proteinen an Oberflachen ein Problem dar, und
wurde in zahlreichen Studien beschrieben (Vogler, 2012; Cordeiro et al., 2019; Kim, 2020)

meist im Kontext der Proteinadsorption an Biomaterialien wie Implantaten.

Kleine Verluste von Proteinmengen kdnnen jedoch die Analyseergebnisse in empfindlichen
analytischen Verfahren wie der Massenspektrometrie-basierten Proteomanalytik erheblich
verfalschen. Diesbezlglich wurden von Maes et al. Empfehlungen zur Probenhandhabung
veroffentlicht (Maes et al., 2014). In den letzten Jahren ist die Wahrnehmung der Bedeutung
von Adsorption in der Proteomanalytik weiter gestiegen, insbesondere durch Fortschritte in
der analytischen Miniaturisierung bis hin zur Einzelzellanalytik (Sun & Kumar, 2022) und somit
hinsichtlich der Vermeidung von Probenverlusten. Jedoch sind die genauen Auswirkungen der
Nichtbeachtung nicht ausreichend erforscht. Da die Proteinmengen hierbei oftmals im
niedrigen Nano- bis Pikomol-Bereich liegen, kann Adsorption an Gefal3- und
Gerateoberflachen gravierende quantitative Verzerrungen verursachen. Aus diesem Grund
wird im folgenden Abschnitt die Bedeutung der Adsorption speziell im Kontext der Bottom-up-

Proteomik betrachtet.

3.4. Adsorption in der Bottom-up-Proteomik
3.4A1. Analytischer Workflow der LC-MS-basierten Bottom-up-Proteomik

Die Massenspektrometrie-basierte Bottom-up-Proteomik stellt einen der zentralen Ansatze in
der modernen Proteinforschung dar und findet Anwendung sowohl bei der Identifizierung
einzelner Proteine aus SDS-PAGE-Gelen (Sperling, 2001) oder Lésungen als auch in der
umfassenden Proteomanalyse komplexer Proben. Zu diesen gehdren unter anderem Gewebe,
Zelllysate oder Korperflissigkeiten (z. B. Blut, Urin) (Crutchfield et al., 2016). Ziel von
Proteomanalysen ist es, eine mdglichst vollstdndige und prazise Zusammensetzung des

Proteoms zu erfassen. Das Proteom wird definiert als die Gesamtheit aller Proteine, die in
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einer Zelle, einem Gewebe oder einem Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt unter
spezifischen Bedingungen exprimiert werden. Es umfasst nicht nur die vorhandenen
Proteinmengen, sondern auch Isoformen und posttranslationale Modifikationen (Aebersold &
Mann, 2003; Duong & Lee, 2023).

Das Grundprinzip der Bottom-up-Proteomik beruht auf einem enzymatischen Verdau der
Proteine, der zu kleineren Peptiden fuhrt. Diese Fragmente sind analytisch deutlich leichter
zuganglich als intakte Proteine. Der Workflow umfasst typischerweise die Extraktion von
Proteinen aus biologischen Proben, deren Denaturierung und Reduktion und Modifikation von
Cysteinresten, den enzymatischen Verdau (haufig mit Trypsin), die Aufreinigung der Peptide,
ihre  chromatographische Trennung und die anschlieBende Detektion mittels
Massenspektrometrie (LC-MS/MS). Die chromatographische Separation erfolgt meist tber
Flussigchromatographie, wodurch die Komplexitat der Probe vor der Messung reduziert und
die Peptide anhand ihrer physikochemischen Eigenschaften getrennt werden. In der Bottom-
up-Proteomik erfolgt die Trennung der Peptide standardmaRig mittels hydrophober
Wechselwirkungen Uber Umkehrphasenchromatographie (auch: Reversed-Phase-
Chromatographie (RP)) bestehend aus mit Octadecyl-Gruppen (C18) modifiziertem
Saulenmaterial (Jiang et al., 2024) (siehe Kapitel 3.4.2.).

Die lonisierung der Peptide erfolgt Gblicherweise tGber Elektrospray-lonisation (ESI), wobei die
lonen anschliefend im Massenspekirometer detektiert werden. Zunachst werden im
sogenannten MS1-Scan die Vorlauferionen mit ihren Masse-zu-Ladungs-Verhaltnissen (m/z)
bestimmt. AnschlieBend kdnnen ausgewahlte Vorlauferionen isoliert und Uber
unterschiedliche Fragmentierungsmethoden, wie Kollisionsdissoziation (z.B. Collision-Induced
Dissociation (CID) oder Higher-energy Collisional Dissociation (HCD)) oder
Elektronentransferdissoziation (ETD), fragmentiert werden. Die Analyse der entstehenden
MS/MS-Spektren (MS2) erlaubt die Identifikation der Aminosauresequenz der Peptide anhand
der charakteristischen b- und y-lonen Serien (bzw. c- und z- lonen bei ETD oder seltener a-
und x-lonen) (Roepstorff & Fohlman, 1984). In Abbildung 2 sind die Annotationen der

maoglichen Schnittstellen am Peptidriickgrat dargestellt.
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Abbildung 2: Entstehung von Fragmentionen nach Fragmentierung mittels CID, HCD oder ETD.

Eine weitere Fragmentklasse bilden die internen Fragmente sowie die Immoniumionen (Falick
et al, 1993). Interne Fragmente entstehen durch Doppelspaltungen innerhalb der
Peptidrickgrats und enthalten keine terminalen Enden. Immoniumionen bestehen hingegen
aus einem stark verkurzten Fragment, das nur die Seitenkette einer Aminosaure und ein
Teilstuck des Ruckgrats enthalt. Ihre Masse liegt 27 Da unter der Masse des entsprechenden

Aminosaurerests und sie entstehen meist bei hochenergetischer CID.

Fir Messungen im Bereich der Bottom-up-Proteomik kommen hochauflésende
Massenspektrometer, gegebenenfalls gekoppelt mit einer zusatzlichen Trennung Uber die
lonenmobilitat, wie Orbitrap-, timsToF- oder FT-ICR-Instrumente zum Einsatz. Moderne
Plattformen ermdglichen so die ldentifizierung von mehreren tausend Proteinen in einer

einzigen Messung (Jiang et al., 2024). Der klassische Workflow ist in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Workflow der Massenspektrometrie-basierten Bottom-up-Proteomik. Erstellt mit
BioRender.com.

3.4.2. Charakteristika tryptischer Peptide

Peptide sind Polymere bestehend aus einer Abfolge der 20 natirlich vorkommenden
Aminosauren, die sich aufgrund ihrer Seitenketten unterscheiden. Die Seitengruppen lassen
sich generell in verschiedene Gruppen klassifizieren, basierend auf ihrer Polaritat.
Grundsatzlich lassen sich Aminosauren in vier Hauptgruppen einteilen: (1) hydrophobe
Aminosauren mit unpolaren Seitenketten, (2) polare, aber ungeladene Aminosauren, (3)
positiv geladene (basische) Aminosauren und (4) negativ geladene (saure) Aminosauren.
Hydrophobe Aminosauren zeichnen sich durch unpolare Seitenketten aus, die meist aus
aliphatischen oder aromatischen Kohlenwasserstoffresten bestehen. Dazu zahlen
beispielsweise Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin und Phenylalanin. Polare, aber
ungeladene Aminosauren besitzen Seitenketten mit funktionellen Gruppen wie
Hydroxylgruppen (z.B. Serin, Threonin, Tyrosin), Amidgruppen (Asparagin, Glutamin) oder
Thiolgruppen (Cystein). Positiv geladene Aminosauren tragen bei physiologischem pH eine
positive Ladung an ihrer Seitenkette. Hierzu zahlen Lysin, Arginin und Histidin. Negativ
geladene Aminosauren (Asparaginsaure und Glutaminsaure) tragen eine Carboxylgruppe in
ihrer Seitenkette, die unter physiologischen Bedingungen deprotoniert ist und somit eine
negative Ladung aufweist. (Berg et al., 2015). Eine Ubersicht der Aminoséauren ist in Abbildung
4 dargestellt.
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Abbildung 4: Klassifizierung der Aminoséuren basierend auf der Polaritdt und Ladung ihrer Seitenkette.

Peptide bestehen also basierend auf ihrer Aminosauresequenz aus unterschiedlichen
Anzahlen funktioneller Gruppen, die Einfluss auf die physikochemischen Eigenschaften des
Peptids haben. So kann zum Beispiel die Gesamthydrophobizitat oder Ladung des Peptids mit
Hilfe von Skalen berechnet werden, die basierend auf experimentellen Ergebnissen

veroffentlicht wurden.

Zu den bekanntesten Skalen zur Berechnung des Hydrophobiztat eines Peptids zahlen der
GRAVY-Wert (Grand Average of Hydropathy) von Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982),
oder die Skalen von Eisenberg (Eisenberg et al., 1984), Rose (Rose et al., 1985) oder
Engelman (Engelman et al., 1986). Zur Berechnung der Gesamthydrophobizitat werden die
Hydropathie-Werte jeder Aminosaure aufsummiert und anschlieRend durch die Anzahl der
Aminosauren dividiert. Die Einordnung der Aminosauren nach ihrer Hydrophobizitat kann

dabei von einer reinen Betrachtung chemischer Gruppen abweichen.

Zur Bestimmung der Ladung eines Peptids werden die pKs-Werte der Aminosauren
herangezogen (z.B. nach Bijellgvist et al. (Bjellgvist et al., 1993)). Mithilfe der Henderson-
Hasselbalch-Gleichung lasst sich daraus die Netto-Ladung des Peptids bei einem gegebenen

pH-Wert berechnen.
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Peptide, die durch enzymatischen Verdau mit Trypsin entstehen, werden auch tryptische
Peptide genannt. Im Bereich der Bottom-up-Proteomik ist das Trypsin nach wie vor der ,Gold-
Standard’ zur Erzeugung von Peptiden (Switzar et al., 2013). Das Enzym schneidet Proteine
hinter den Aminosauren Arginin und Lysin und erzeugt dabei Peptide mit einer
durchschnittlichen Lange von 14 Aminosauren (in silico-Verdau der Homo sapiens-Datenbank)
mit mindestens zwei definierten positiven Ladungen, an der Aminogruppe des N-Terminus und
den Aminogruppen der basischen Aminosauren Arginin und Lysin (Burkhart et al., 2012) bei
saurem pH. Zuséatzliche positive Ladungen kdnnen durch Histidin in der Aminosauresequenz
erzeugt werden. Im Gegensatz zu Proteinen sind Peptide leicht I6slich und es werden keine
zusatzlichen Detergenzien gebraucht, um sie in Losung zu bringen, die in der Regel nicht
kompatibel mit der Massenspektrometrie sind (Chait, 2006; Jin et al., 2022).

Durch ihre unterschiedlichen Aminosaurensequenzen und Langen variieren tryptische Peptide
generell stark in ihren physikochemischen Eigenschaften, insbesondere in ihrer
Hydrophobizitat, weshalb die Trennung der Peptide vor der Messung im Massenspektrometer
meist Uber RP-Chromatographie erfolgt. Die tryptischen Peptide, geldst in einem polaren
Lésungsmittel (z. B. 0,1 % FA), werden an die stationdre Phase mit hydrophoben C18-
Gruppen gebunden und anschlieRend Uber einen linearen Anstieg (Gradienten) organischen
Lésungsmittels (z. B. Acetonitril (ACN)) eluiert. Die Peptide adsorbieren und eluieren abhangig
von ihren physikochemischen Eigenschaften und der Zusammensetzung des Loésungsmittels
im Gradienten. Tryptische Peptide aus komplexen Proben bilden also einen Pool an
Aminosaurensequenzen unterschiedlichster physikochemischer Charakteristika, die sich sehr
gut Uber geeignete chromatographische Verfahren trennen und durch MS-Kopplung

analysieren lassen (Boysen & Hearn, 2011).

Zusatzlich kénnen die Peptide verschiedene Modifikationen aufweisen, die sowohl endogene
posttranslationale Modifikationen wie beispielsweise Phosphorylierungen, als auch analytisch
bedingte  Modifikationen umfassen. Letztere entstehen haufig wahrend der
Probenaufbereitung, etwa die Carbamidomethylierung von Cystein-Resten, die durch
Reduktion und Alkylierung aufgebrochener Disulfidbriicken mit lodacetamid induziert wird
(Jiang et al.,, 2024). Weitere mdgliche Modifikationen sind unter anderem Oxidationen,
Acetylierungen, Pyro-Glutamat-Bildungen (Svozil & Baerenfaller, 2017) oder Formylierungen
(Zheng & Doucette, 2016), zum Beispiel nach Inkubation in Ameisensaure-haltigen

Lésungsmitteln.

3.4.3. Datenanalyse und Quantifizierung

Nach der LC-MS/MS-Messung werden die erfassten Spektren mit einer in silico-verdauten

Datenbank des Proteoms des analysierten Organismus mittels spezieller Suchalgorithmen
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abgeglichen, wobei auch mdgliche Modifikationen bertcksichtigt werden missen.
AnschlieRend erfolgt gegebenenfalls die Quantifizierung der identifizierten Peptide und
Proteine (Jiang et al., 2024).

Die Quantifizierung ermdglicht es, signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen
Phanotypen biologischer Proben zu identifizieren, daraus biologische Prozesse abzuleiten,
potenzielle Biomarker zu entdecken und die Auswirkungen unterschiedlicher aul3erer
Einflisse auf das Proteom zu untersuchen. Besonders in der Krebsforschung, aber auch in
der Infektions- und Grundlagenforschung bietet die Proteomanalytik die Mdglichkeit, erste
Hinweise fur eine vertiefte Analyse zu gewinnen (Godbole et al., 2024; Christ et al., 2025;
Pereira-Veiga et al., 2025).

Grundsatzlich gibt es in der Proteomanalytik die Mdglichkeit sowohl ungezielte (untargeted)
oder gezielte (targeted) Analysen durchzufiihren (Jiang et al., 2024). Bei der untargeted-
Methode hat sich heutzutage vor allem die Label-freie Quantifizierung (LFQ) etabliert. Der
Grund hierfur liegt in der Flexibilitat und Skalierbarkeit dieser Methode: LFQ erfordert keine
chemischen Labels, ermdglicht die Analyse beliebig vieler Proben und ist besonders gut fur
hochkomplexe Proben mit tausenden Proteinen/Peptiden geeignet. Dennoch kommen auch
klassische Label-Methoden wie Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture
(SILAC), Tandem Mass Tags (TMT) oder Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation
(iTRAQ) zum Einsatz, insbesondere wenn eine hohe quantitative Prazision und
Vergleichbarkeit zwischen einer begrenzten Zahl von Proben erforderlich ist. Die
Datenanalyse erfolgt durch Integration von Peakflachen (Area Under Curve, AUC) und
anschlielender Berechnung der relativen Unterschiede in der Abundanz der einzelnen
Peptide bzw. Proteine Uber die Proben. Bei Anwendung einer Data-Dependent Acquisition-
Methode (DDA) werden die Intensitaten der Vorlauferionen (MS1-Level) zur Quantifizierung
verwendet. AnschlielRend kdnnen die Abundanzen der Proteine relativ zueinander verglichen
werden, um potenzielle Biomarker zu identifizieren, in der Regel Uber statistische Tests (Eisen
et al.,, 1998). Aullerdem kommen, aufgrund der Vielzahl an signifikanten Molekulen, oft
sogenannte Enrichment-Analysen zum Einsatz, wie zum Bespiel die Gene-Set-Enrichment-
Analyse (GSEA), bei der Proteine nach ihrer Abundanzveranderung (log.-Fold-Change)
sortiert und mit vordefinierten Genset-Datenbanken abgeglichen werden, um einen Uberblick

Uber die betroffenen biologischen Prozesse zu erhalten (Subramanian et al., 2005).

Targeted-MS-Methoden wie Multiple Reaction Monitoring (MRM) (Stahl-Zeng et al., 2007)
oder Parallel Reaction Monitoring (PRM) (Pan et al., 2009) kdnnen zum Einsatz kommen, um
einzelne Peptide mit hoher Selektivitat, Sensitivitat und Reproduzierbarkeit nachzuweisen. Die
Messung kann sowohl mit hochaufloésenden Massenspektrometern als auch mit weniger

hochauflésenden, dafir besonders empfindlichen Geraten wie Tandem-Quadrupol-
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Massenspektrometern durchgefiihrt werden. Typische Modi sind hierbei, wie oben bereits
erwahnt, PRM fur hochauflésende Gerate und MRM fir Tandem-Quadrupol-MS (Jiang et al.,
2024). Beim MRM werden vordefinierte Vorlauferionen (Precursor) gezielt selektiert und
fragmentiert. Die Quantifizierung erfolgt anschlie3end Uber die Intensitaten der entstehenden
Fragmentionen, wobei fir eine robuste Quantifizierung in der Regel das intensivste und
reproduzierbarste Fragmention genutzt wird (Quantifier) wahrend weitere Ubergange als
Qualifier dienen (Abbildung 5) (Bogusz et al., 2004).

Intensity
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Abbildung 5: Quantifizierung mittels Tandem-Quadrupol. Erstellt mit BioRender.com.

Die absolute Quantifizierung erfolgt meist durch Zugabe isotopenmarkierter Referenzpeptide,
die strukturell identisch zu den Zielpeptiden sind. Durch den Vergleich der Signalintensitaten
von markierten und nicht markierten Peptiden kébnnen anhand einer Kalibriergeraden exakte
Konzentrationen bestimmt werden. Diese Strategie wird zum Beispiel eingesetzt, wenn gezielt

bereits bekannte Biomarkerproteine quantifiziert werden sollen (Silva et al., 2006).
3.44. Ursachen von Peptid-Adsorption

Aufgrund der niedrigen Konzentration vieler Peptide und der hohen Komplexitat der Proben
ist der Bottom-up-Workflow besonders anfallig fur Verluste durch Adsorption. Schon wahrend
der frihen Schritte der Probenvorbereitung — Pipettieren, Verdiinnen, Lagern der Peptide —
kdénnen diese irreversibel an Gefalwanden haften. Diese kumulativen Verluste wirken sich
direkt auf die quantitative Aussagekraft der Analysen aus. Die genutzten GefalRe bei der
Probenvorbereitung bestehen dabei hauptsachlich aus Polypropylen oder Borosilikatglas, da
diese glnstig und kompatibel mit den meisten Losungsmitteln sind. Die genauen chemischen
Zusammensetzungen werden jedoch meist nicht durch die Hersteller angegeben. Allerdings
ist bekannt, dass beide Materialien potenziell mit Proteinen und Peptiden wechselwirken
kénnen, was zu unerwinschten Adsorptionseffekten fihrt (Norde, 1986). Zur Minimierung
solcher Effekte stehen spezielle Alternativen zur Verfiigung, etwa ,Protein-Low-Bind“-Gefalte
verschiedener Hersteller, deren Oberflachen gezielt so behandelt wurden, dass die Bindung

von Biomoleklilen reduziert werden soll. Darlber hinaus konnen auch Glasoberflachen
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chemisch verandert werden, beispielsweise durch Silanisierung oder Erhitzen, um
elektrostatische Wechselwirkungen zu verringern (Laskowski & Kitchener, 1969; Wedler et al.,
2022).

Neben der GefalRwahl haben auch die eingesetzten Lésungsmittel einen Einfluss auf die
Adsorption von Analyten. In der Proteomik werden oft schwache Sauren wie Ameisensaure
(FA) oder Trifluoressigsaure (TFA) sowie organische Losungsmittel wie Acetonitril eingesetzt
(Hughes et al., 2019). Wahrend saure Losungsmittel zur Protonierung basischer Aminosauren
und des N-Terminus in Peptiden fiihren und elektrostatische Wechselwirkungen begtinstigen
kdénnen, ist Acetonitril bekannt dafiir Wechselwirkungen zwischen Peptiden und hydrophoben
Phasen (siehe Umkehrphasenchromatographie) zu unterbrechen (Karger & Giese, 1978). Ein
weiterer kritischer Faktor ist die Probenhandhabung: Jeder zuséatzliche Ubertrag in ein neues

Gefald erhéht das Risiko von Verlusten durch Adsorption.

In der klassischen Bottom-up-Proteomik lassen sich interne Standards zwar flr einzelne oder
wenige bekannte Peptide einsetzen, doch bei Tausenden Peptiden in komplexen Proben ist
dies praktisch unmdglich fur alle Analyten anwendbar. Diese Problematik wird bei der
Einzelzellproteomik noch kritischer: Dort sind die verfigbaren Proteinmengen sehr niedrig (ca.
100-500 pg Gesamtprotein pro Zelle) (Y. Wang et al., 2024). Selbst minimale Verluste durch
Adsorption an GefaRoberflachen kdnnen hier dazu flhren, dass bestimmte Peptide gar nicht
nachgewiesen werden. Die Kombination aus niedriger Konzentration, hoher Peptidvielfalt und
Miniaturisierung der Probenhandhabung macht Adsorptionsverluste zu einem zentralen

Limitierungsfaktor fir Sensitivitat und Reproduzierbarkeit in der Einzelzellproteomik.

3.5. Methoden =zur Charakterisierung von Oberflachen und deren
Adsorptionsverhalten

Im Folgenden werden etablierte Methoden zur Charakterisierung von Oberflachen, zur

Modellierung und Vorhersage von Adsorptionsvorgangen sowie zur analytischen Erfassung

von Adsorption beschrieben.

3.5.1. Charakterisierung von Oberflachen

Zur Charakterisierung von Oberflaichen werden in der Regel mehrere analytische Techniken
kombiniert, da einzelne Methoden selten alle relevanten Informationen liefern. Die Oberflachen
von Materialien kdnnen sich sowohl durch ihre elementare chemische Zusammensetzung als
auch ihre Oberflachentopografie und -morphologie unterscheiden. Analytische Methoden, die
zur physikalischen sowie chemischen Charakterisierung von Oberflachen genutzt werden
lassen sich grob in solche unterteilen, die die aullersten atomaren Schichten untersuchen, und

solche, die tiefer in die Oberflache eindringen (Carraher, 2000).
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Zu den etablierten Methoden zahlen die Auger-Elektronenspektroskopie (AES) und die
Roéntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS), die die elementare Zusammensetzung der
obersten atomaren Schichten bestimmt werden kann. Die Rastersondenmikroskopie (SPM)
erlaubt die topografische Profilierung von Oberflachen mit nanometergenauer Auflésung. Die
Sekundarionen-Massenspektrometrie (SIMS) analysiert durch lonenbeschuss freigesetzte
atomare und molekulare lonen und detektiert Spurenbestandteile bis in den ppm-Bereich. Die
Analyse amorpher Bereiche ist ein weiterer wichtiger Aspekt der Materialcharakterisierung.
Hierfir werden verschiedene Techniken eingesetzt, darunter Rayleigh-Streuung, Brillouin-
Streuung, Raman-Streuung, Doppelbrechung (Birefringence), depolarisierte Lichtstreuung,
Kleinwinkel-Réntgenstreuung, NMR-Relaxation, Neutronenstreuung, Elektronenbeugung und

Elektronenmikroskopie (Carraher, 2000).

Eine weitere Methode zur Charakterisierung von Oberflachen stellt die Kontaktwinkelmessung
dar, mithilfe derer man die Hydrophilie oder Hydrophobie einer Oberflache bestimmen kann,
was unter anderem bei modifizierten Glasoberflachen eingesetzt wurde (Laskowski &
Kitchener, 1969).

Die Charakterisierung der Oberflache kann zwar eine Ubersicht der theoretisch mdglichen
Wechselwirkungen mit Analyten ermdglichen, jedoch bieten die Methoden keine Mdglichkeit

zur direkten Analyse der Adsorption von Molekilen aus Lésungsmitteln an Oberflachen.

3.5.2. Modellierung und Vorhersage von Adsorption

Klassische Modelle, wie sie zum Beispiel von LeVan und Vermeulen (LeVan & Vermeulen,
1981) formuliert wurden, beschreiben Adsorptionsisothermen und Kinetiken vor allem fir Gase
und kleine Molekiile, basierend auf den Modellen von Freundlich und Langmuir (Freundlich,
1907; Langmuir, 1918). Neuere Arbeiten erweitern die Modellierung der Adsorption an
Oberflachen auch auf Proteine und Peptide, deren Adsorptionsverhalten jedoch durch
komplexe Faltungszustdnde und dynamische Konformationsdnderungen beeinflusst wird
(Manzi et al., 2019; Rabe et al., 2011; Swenson & Stadie, 2019).

Ein verwandter Ansatz findet sich in der Chromatographie, wo die Retentionszeit als Maf fur
die Starke der Wechselwirkungen zwischen Analyten und der stationdren Phase dient. Diese
kann mithilfe von Machine-Learning- oder Deep-Learning-Algorithmen auf Basis molekularer
Eigenschaften und Oberflachenparameter vorhergesagt werden. Allerdings werden zur
Erstellung solcher Modelle Trainingsdatensets bendétigt. Das heil’t, es bendtigt einen
Datensatz an Molekilen, die an der zu untersuchenden Oberflache adsorbiert haben

(Bouwmeester et al., 2021). Auch eine Modellierung der Oberflache mittels maschinellem
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Lernen (Corrente & Neimark, 2025) ist in der Regel nicht mdglich, da die exakte chemische

Zusammensetzung vieler verwendeter Materialien unbekannt ist.

Zudem kann haufig nicht von einer idealen Oberflache ausgegangen werden (Wyrzykowska
et al., 2025). Insbesondere bei sogenannten ,Protein-Low-Bind“-Gefallen oder speziell
modifizierten Kunststoffen unterliegen die Oberflachenzusammensetzungen einem
Patentschutz und werden von den Herstellern nicht offengelegt. Damit fehlt eine zentrale
Voraussetzung fur eine fundierte Modellierung: die Kenntnis der realen
Oberflacheneigenschaften. In der Praxis ist die Vorhersage von Adsorption also durch
fehlende Trainingsdaten oder durch die Intransparenz der Materialienzusammensetzung stark

limitiert.

3.5.3. Fluoreszenz-basierte Analyse von Adsorption

Die quantitative Bestimmung der Adsorption ist entscheidend, um Verluste wahrend der
Probenvorbereitung zu erfassen und experimentelle Ergebnisse korrekt zu interpretieren. Bei
der Fluoreszenz-basierten Messung werden Einzelproteine, wie z. B. Brynda et al. am Beispiel
des bovinen Serumalbumin (BSA) zeigte, mit einem fluoreszierenden Label wie zum Beispiel
Alexa-Fluoren oder Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gelabelt. Sie eluierten die Proteine
anschliefend und mafien die Fluoreszenz-Signale in der Losung (Brynda et al., 1978),
wahrend auch eine indirekte Messung Uber das Fluoreszenzsignal des nicht-adsorbierten
Proteins mdglich ist (Weil3 et al., 2024). Es konnte jedoch festgestellt werden, dass
fluoreszierende Labels durch ihre chemische Struktur die Adsorption des Molekils
beeinflussen und somit die Analyse verzerren kénnen (Winzen et al., 2016). Diese Form der
Analyse lasst nur geringe bis keine Rlckschliisse auf die Mechanismen der Wechselwirkung

ZU.

Eine weitere Methode zur Identifikation adsorbierender Peptide ist das Phagen-Display. Juds
etal. (Juds et al., 2020) nutzten hierfir eine M13-Phagenbibliothek, um mittels Phagen-Display
und anschlieRendem Next-Generation-Sequencing Peptide zu identifizieren, die auch nach
wiederholtem Waschen an modifiziertem Polypropylen (PP) haften. Die ausgewahlten
Sequenzen wurden anschlieBend synthetisiert, mit einem fluoreszierenden Marker
(Carboxyfluorescein) versehen und ihre Adsorption Uber einen fluoreszenzbasierten Assay
bestimmt. Wie bereits erwahnt, kann das Anfigen eines fluoreszierenden Tags das
physikochemische Verhalten des Peptids verandern, weshalb dieser Ansatz die tatsachliche
quantitative Adsorption nur eingeschrankt abbildet. Zudem erlaubten die hohen Kosten der
Synthese und Fluoreszenzmarkierung nur die quantitative Untersuchung einer kleinen

Auswahl ausgewahlter Peptide, sodass die Mehrheit der identifizierten Sequenzen nicht direkt
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getestet werden kann. Trotzdem lassen sich mittels dieser Methode die Wechselwirkungen

der Peptide und des Materials auf Basis der Aminosaurensequenz qualitativ untersuchen.

3.54. LC-MS-basierte Methoden zur Analyse von Adsorption

Eine Methode mit deutlich hdherer Sensitivitat und Selektivitat zur Messung von Analyten-
Konzentrationen stellt die Nutzung der FlUssigkeitschromatographie-gekoppelten
Massenspektrometrie (LC-MS) dar (siehe Kapitel 3.4.1.).

Murphy et al. adressierten in ihrer Studie das Problem der unspezifischen Adsorption von
Peptiden und Proteinen an Kunststoffoberflachen und zeigten, dass diese zu nichtlinearen
Kalibrationskurven flihren kann. Sie untersuchten dabei ein einzelnes synthetisches Peptid
(Vn96) sowie die Modellproteine Apomyoglobin und Carboanhydrase. Durch den Einsatz von
,Protein-Low-Bind“-Gefalken und die Zugabe von Adsorptionsblockern (z. B. Carboanhydrase
oder Ubiquitin) konnten lineare Konzentrationsreihen uber mehrere GréRenordnungen erzielt
werden, mit Nachweisgrenzen im Femtomol-Bereich (Murphy et al., 2021). Die Studie zeigt,
dass Adsorptionseffekte bei LC-MS-Messungen erheblich sein kdnnen, adressiert jedoch nur
wenige Modellanalyten und bleibt damit auf einen engen Anwendungsbereich beschrankt.
Dasselbe gilt fir Warwood et al. die einen tryptisch verdauten Standard-Mix aus sechs
Proteinen nutzten und die Peptide mittels Multiple Reaction Monitoring (MRM) quantifizierten
(Warwood et al., 2013).

Kraut et al. zeigten hingegen, dass auch die Label-freie Quantifizierung zur Messung der
Adsorption genutzt werden kann, mit Fokus auf die Lagerung von Peptiden. Sie nutzten einen
Mix von 12 Proteinen, den sie Uber einen in-Gel-Verdau (Verdau der Proteine mit Trypsin in
SDS-Page-Gelbande) durchfiihrten, die Peptide Uber Replikate aufteilten und ihre Abundanz
nach Gefriertrocknung und Lagerung Uiber 28 Tage bei —20 °C analysierten (Kraut et al., 2009).
Dabei konnte zwar unterschiedlich starke Adsorption festgestellt werden, die Herstellung des
Peptidpools aus den 12 Proteinen flihrt jedoch zum Risiko von Schwankungen und
unterschiedlichen Ergebnissen bei Wiederholung des Assays und gleichzeitig bleibt der Pool

an Peptiden unterschiedlicher chemischer Eigenschaften klein.
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4. Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die Adsorption von Molekiilen an Oberflichen wahrend der Probenvorbereitung stellt ein
zentrales Problem in der Analytik dar. Bleibt sie unbeachtet, kann dies zu Probenverlusten und

falschen Messergebnissen fiihren.

Die alleinige physikalische und chemische Charakterisierung von GefaRoberflachen reicht
nicht aus, um den Grad und die Ursachen der Adsorption von gelésten Molekulen erfassen zu
kénnen. Adsorptionsprozesse entstehen durch Wechselwirkungen verschiedener Art und sind
abhangig vom verwendeten Loésungsmittel und seiner Zusammensetzung (z.B. pH-Wert,
Polaritat, zugesetzte Detergenzien) sowie den chemischen und physikalischen Eigenschaften
der Oberflache. Algorithmen zur Modellierung von Wechselwirkungen zwischen Molekuilen
und Oberflachen erfordern umfangreiche Trainingsdatensatze sowie prazise Kenntnisse und
Modellierbarkeit der Oberflachencharakteristika, die in der Regel nicht verfliigbar oder
umsetzbar sind. Zur experimentellen Analyse von Adsorptionsprozessen wurden bereits
Assays mit kleineren Peptidpools oder einzelnen Standardproteinen entwickelt, um zum
Bespiel die Adsorption von Peptiden oder Proteinen an Oberflachen zu untersuchen. Die
bisher genutzten Ansatze stol3en jedoch schnell an ihre Grenzen, da sie nur einen begrenzten
Ausschnitt méglicher Wechselwirkungen abbilden, anféllig fur Reproduzierbarkeitsprobleme

sind oder keine Quantifizierung ermdglichen.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Entwicklung von Assays zur systematischen Charakterisierung
und Quantifizierung von Wechselwirkungen, die abhangig von den Charakteristika der
Oberflachen und der Zusammensetzung des Losungsmittels entstehen. Ein solcher Assay
muss die folgenden drei zentralen Komponenten umfassen: (1) ein Referenzgemisch mit
Molekulen bekannter physikochemischer Eigenschaften als molekulare Sonden zur Detektion
von Wechselwirkungen, (2) Oberflachenmaterialien mit variabler chemischer und
physikalischer Beschaffenheit als feste Phase und (3) unterschiedliche Lésungsmittelsysteme

mit definierter Zusammensetzung als flliissige Phase.

Zu diesem Zweck wird zunachst ein komplexes Referenzgemisch aus mehreren tausend
tryptischen Peptiden mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften eingesetzt. Die
Peptide dienen als molekulare Sonden, deren Abundanzveranderungen mithilfe der
Flussigkeitschromatographie-basierten Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)-basierten
differentiellen quantitativen Analytik erfasst werden. Auf diese Weise kdnnen Art und Starke
der Wechselwirkungen bestimmt werden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse soll durch die
gezielte Auswahl reprasentativer Peptide ein weiterer, vereinfachter Assay entwickelt werden,
der eine schnelle und reproduzierbare Untersuchung von Wechselwirkungen mit

unterschiedlichen Oberflachen unter variierenden Losungsmittelbedingungen ermdglicht.
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Eine Anwendung dieser Assays besteht in der systematischen Testung der Wechselwirkungen
von Reaktionsgefallen und Mikrotiterplatten in Abhangigkeit von den verwendeten
Losungsmitteln und deren Zusammensetzung. In dieser Arbeit sollen deshalb am Beispiel von
typischerweise in der Bottom-up-Proteomik genutzter Gefale und Lésungsmittel Parameter
gefunden werden, die den Verlust von Molekilen durch Adsorption an die jeweiligen

Oberflachen minimieren.
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5. Material und Methoden

5.1.
5.1.1.

Material

Getestete GefidRe

Tabelle 1: Gefd3e aus Polypropylen oder modifiziertem Polypropylen mit 1,5 mL Fassungsvermégen.

Bezeichnung Materialtyp | Kiirzel Hersteller Katalognummer
Safe-Lock Tubes Polypropylen | PP Eppendorf SE 0030120086
(PP) Hersteller | (Hamburg,
A Deutschland)
Pierce™ PP Thermo Fisher | 69715
Microcentrifuge Tubes Hersteller | Scientific
B (Carlsbad, USA)
SafeSeal- PP Sarstedt AG & | 72.706
Reaktionsréhrchen Hersteller | Co. KG
C (NUGmbrecht,
Deutschland)
Protein LoBind® Modifiziertes | m-PP Eppendorf SE 0030108116
Tubes Polypropylen | Hersteller | (Hamburg,
(m-PP) A Deutschland)
Low Protein Binding m-PP Thermo Fisher | 90410
Microcentrifuge Tubes Hersteller | Scientific
B (Carlsbad, USA)
SafeSeal- m-PP Sarstedt AG & | 72.706.600
Reaktionsréhrchen, Hersteller | Co. KG
Low Protein-Binding C (NUmbrecht,
Deutschland)
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Tabelle 2: Autosampler-geeignete Gefdl3e

Bezeichnung Materialtyp | Kiirzel Hersteller Katalognummer
1 mL LCGC Certified | Glas (G) G Waters 186000385C
Clear Glass, Total Hersteller | (Milford, USA)
Recovery D
1 mL TruView pH Modifiziertes | m-G 186005669CV
Control LCMS Glas (m-G) Hersteller
Certified Clear Glass, D
Total Recovery
Eppendorf twin.tec® Polypropylen | PP-Platte | Eppendorf SE 0030128648
PCR Plate 96 (PP) Hersteller | (Hamburg,
A Deutschland)
Eppendorf twin.tec® Modifiziertes | m-PP- 0030129512
PCR Plate 96 Polypropylen | Platte
LoBind® (m-PP) Hersteller
A
Gewindeflasche, N9, | Glas (G) G Macherey-Nagel | REF 702284 +
mit konischem Einsatz Hersteller | (Duren, REF 702813
E Deutschland)
Gewindeflasche, N9, | Polypropylen | PP REF 702172
Innenkonus, PP braun | (PP) Hersteller
E

39




5.1.2.

Peptide und Chemikalien

Tabelle 3: HelLa Protein-Abbau-Standard

Artikel Hersteller Katalognummer
Pierce™ HelLa Protein- Thermo Fisher Scientific 88328
Abbau-Standard (Carlsbad, USA)
Tabelle 4: Synthetische Peptide
Name Label Sequenz Masse Hersteller
(g/mol)
Hydrophob - 2260,45
Hydrophob- N-terminal SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK | 2762,99 Life Tei
ife Tein
FITC FITC-Ahx
(Somerset,
Hydrophil - 144244
USA)
Hydrophil- N-terminal DGETPDPEDPSRK 1944,97
FITC FITC-Ahx

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Chemikalien.

Chemikalie Hersteller Katalognummer

Ameisensaure (LC-MS- Fisher Chemical A117-50

Qualitat) (Schwerte, Deutschland)

Wasser (fur LC-MS) Th. Greyer (Renningen, 455.1000
Deutschland)

Acetonitril (fir LC-MS) Th. Greyer 2697.1000
(Renningen, Deutschland)

n-Dodecyl-R-D-maltosid Merck D4641-1G

(Darmstadt, Deutschland)

Wasser, LiChrosolv® (fir LC-

Merck

1.16333.2500

MS) (Darmstadt, Deutschland)

Acetonitril Riedel-de Haen Honeywell 1.15333.2500
(far LC-MS) (Seelze, Deutschland)

CHROMASOLV®

Dulbecco’s Phosphat- Thermo Fisher Scientific (Gibco), 14190144
gepufferte Salzlésung (Darmstadt, Deutschland)

2,2,2-Trifluorethanol Merck T63002

(ReagentPlus)

(Darmstadt, Deutschland)

40




5.1.3.

Tabelle 6: Verwendete Geriéte

Gerate und Chromatographiesaulen

Geratebezeichnung Hersteller Katalognummer

Vanquish™ neo UHPLC Thermo Fisher Scientific VN-S10-A-01

System (Bremen, Deutschland)

Dionex UltiMate 3000 Thermo Fisher Scientific k. A.

RSLCnano System (Bremen, Deutschland)

Orbitrap Exploris 480 Thermo Fisher Scientific BRE725539
(Bremen, Deutschland)

Orbitrap QExactive Thermo Fisher Scientific IQLAAEGAAPFALGMAZR
(Bremen, Deutschland)

1290 Infinity Il UHPLC Agilent k. A.
(Santa Clara, USA)

Ultivo Triple Quadrupole Agilent G6465BA

LC/MS (LC/TQ) (Santa Clara, USA)

ChiraScan Circular Dichroism | Applied Photophysics, k. A.

Spektrophotometer (Leatherhead, UK)

TC 125 Temperaturcontroller | Quantum Northwest (Liberty | k. A.

Lake, USA)

Tabelle 7: Verwendete Vorséulen und analytische Séulen fiir die LC-MS-Analyse.

Saulenbezeichnung Dimensionen Hersteller Katalognummer
nanoEase M/Z Peptide | 130 A, 1,7 um, Waters 186008795
BEH C18 Saule 75 um x 250 mm | (Milford, USA)
Acclaim™ PepMap™ 100 A, 5 um, Thermo Fisher Scientific | 164750
100 C18 Trap-Saule 100 ym x 20 mm | (Darmstadt,

Deutschland)
PepMap™ Neo C18 100 A, 5 um, Thermo Fisher Scientific | 174500
Trap-Kassette 300 ym x 5 mm | (Darmstadt,

Deutschland)
InfinityLab Poroshell 120 | 120 A, 1,9 um, Agilent 699675-902
EC-C18 HPLC-Saule 2,1 mm x 50 mm | (Santa Clara, USA)
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5.1.4. Software

Tabelle 8: Verwendete Software

Software Version Hersteller/Quelle
DeepMind / EMBL-EBI
AlphaFold 3 Aufruf am 08.10.2025
https://alphafoldserver.com/
ELTE Eo6tvés Lorand
BestSel Aufruf am 08.10.2025 University, Budapest, Hungary

https://bestsel.elte.hu/index.php

BioRender.com

Aufruf am 13.10.2025

BioRender

https://www.biorender.com

OpenAl
ChatGPT GPT-40

https://chatgpt.com/
ChemDraw 22.0.0 Revvity Signals

SPC-Facility / EMBL-Hamburg
ChiraKit Aufruf am 08.10.2025

https://spc.embl-hamburg.de/

GraphPad Software

GraphPad Prism 8.0.2 _
(Dotmatics)
MassHunter Quantitative
_ 10 Agilent
Analysis for QQQ
MassHunter Workstation
o 1.2 Agilent
Optimizer
Microsoft Excel/Word 16.101 Microsoft Corporation
Max-Planck-Institut fur
Perseus 1.5.8.5. Biochemie / MaxQuant
https://maxquant.net/perseus/
Proteome Discoverer 2.4 24.1.15 Thermo Fisher Scientific
Proteome Discoverer 3.1 3.1.0.638 Thermo Fisher Scientific
Python 03.10.09 Python Software Foundation
R Studio 2023.12.1+402 Posit PBC
Spyder 05.04.01 Spyder Project / Anaconda
UCSF ChimeraX 1.9 University of California
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5.2. Probenvorbereitung, Messung und Analyse zur Entwicklung des APS-
Assays

5.21. Bestimmung der benetzten Oberflache

Die Charakterisierung der Innengeometrie der 1,5-mL-Gefaltvarianten aus PP und m-PP von
Hersteller A, B und C erfolgte durch Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland). Fir jede
Gefalvariante wurden zwei Reaktionsgefalle mittels Computertomographie (CT) analysiert.

Der Fokus der Untersuchung lag dabei auf der Erfassung der Innenstruktur der Gefalie.

Die CT-Messungen lieferten Punktwolken, die anschlieBend einer idealisierten
Flachenrickfihrung unterzogen wurden. Auf Basis dieser rekonstruierten Modelle wurde in
der Software Creo Elements die theoretisch benetzte Oberflache bestimmt. Hierzu wurde ein
Volumenkérper mit einem definierten Volumen von 100 L an das jeweilige Modell angepasst,
um die Kontaktflache zwischen Flussigkeit und GefaRinnenwand zu berechnen. Aus den
beiden CT-Messungen pro Gefalityp wurde jeweils der Mittelwert der theoretisch benetzten
Oberflache gebildet.

5.2.2. Probenvorbereitung

Der lyophilisierte Pierce™ HeLa Protein-Abbau-Standard (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
USA) wurde in 0,1 % Ameisensaure (FA) in Wasser auf eine Konzentration von 0,25 pg/uL
geldst und als Aliquots bei —20 °C gelagert. Die 1,5-mL-PP-Gefalte und die entsprechenden
m-PP-GefalRe der drei Herstellern A, B und C wurden verwendet (Angaben in Tabelle 1), um
den APS-Assay zu etablieren. Weiterhin wurden 1-mL-Glasflaschchen und entsprechende
Glasflaschchen mit niedriger Retention m-G von Hersteller D (Angaben in Tabelle 1)
verwendet. Direkt vor der Messung wurde der Hela-Protein-Abbau-Standard auf eine
Endkonzentration von 5 ng/uL (Gesamtvolumen 100 uL) mit 0,1 % FA in jedem Gefal
verdunnt. Fir die Polypropylen-Gefafde wurden 10 pL sofort in Glasflaschchen (G, Hersteller
D) flir den Autosampler Uberfihrt. Ohne Verzégerung wurden 25ng (5 uL) der Hela-
Peptidldsung aus dem Autosampler-Gefald in das LC-MS-System injiziert (Kontrolle, 0 h). Um
die Peptidadsorptionseffekte der Oberflachen der Gefalle zu messen, wurden 100 yL HelLa-
Peptide in den jeweiligen GefalRen 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 24-
stiindiger Inkubation wurden 10 pL der Proben in Autosampler-Glasflaschchen Uberfihrt, 5 uL
wurden sofort in das LC-MS-System injiziert (24 h). Fur Glas wurden 5 pL direkt aus den
100 uL HelLa-Peptiden in Glasflaschchen, die im Autosampler bei 4 °C inkubiert wurden,
injiziert (n=5).

5.2.3. LC-MS/MS-Analyse

Die LC-MS-Analyse wurde auf einem Nano-UHPLC-System (Dionex Ultimate 3000, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgefiihrt, das mit einem Quadrupol-Orbitrap-Hybrid-
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Massenspektrometer (Q Exactive, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gekoppelt war.
Die chromatographische Trennung der Peptide erfolgte mit einem Zwei-Puffer-System (Puffer
A: 0,1 % FA in Wasser; Puffer B: 0,1 % FA in ACN). Nach dem Laden der Peptide auf eine
Vorsaule (Trap, 0,1 mm x 20 mm, 100 A PorengréRe, 5 ym PartikelgroRe, C18, Acclaim
PepMap 100, Thermo Fisher Scientific) erfolgte die analytische Trennung Uber eine 25-cm-
C18-Reversed-Phase-Saule (75 um x 250 mm, 130 A PorengroRe, 1,7 um PartikelgroRe,
Peptide BEH C18, nanoEase, Waters). Die Peptide wurden tber einen 60-min(tigen linearen
Gradienten getrennt, bei dem die Konzentration von Puffer B von 2 % auf 30 % anstieg.
AnschlieRend erfolgte ein Anstieg auf 90 % Uber 5 Minuten, gefolgt von einer Aquilibrierung

zu 2 % Puffer B fir 10 Minuten. Die Gesamtlaufzeit betrug 80 Minuten.

Eluierte Peptide wurden mittels Nano-Elektrospray-lonisation (nano-ESI) ionisiert (1,8 kV) und
im Data-Dependent Acquisition-Modus (DDA) analysiert. MS1-Spektren wurden mit einer
Auflésung von 70.000 im Bereich von m/z 400-1200 aufgenommen. lonen wurden bis zu

einem AGC-Target von 1 x 10° oder einer maximalen Injektionszeit von 240 ms akkumuliert.

Pro MS1-Scan wurden die 15 intensivsten lonen selektiert, sofern ihre Signalintensitat
mindestens 5 x 10° betrug und die Ladung zwischen +2 und +5 lag. Diese wurden mit einem
Isolationsfenster von m/z 2 isoliert und bei einer normalisierten Kollisionsenergie (NCE) von
25 % fragmentiert. MS2-Spektren wurden mit einer Auflésung von 17.500 (AGC-Target
1 x 10°%, maximale Injektionszeit 50 ms) im Bereich ab m/z 100 aufgezeichnet. Bereits
fragmentierte Vorlauferionen-lonen wurden dynamisch fiir 20 s von einer erneuten Selektion

ausgeschlossen.

5.24. Datenbanksuche

Die Spektren aus den LC-MS/MS-Messungen wurden mit der Proteome Discoverer-Software
(Version 2.4.1.15, Thermo Fisher Scientific, Milford, USA) gegen eine humane SwissProt-
Datenbank durchsucht, die im April 2021 mit 20.365 Eintrdgen heruntergeladen wurde. Als
feste Modifikation wurde die Carbamidomethylierung von Cystein-Resten berlcksichtigt.
Dynamische Modifikationen umfassten die Bildung von Pyroglutamat am N-terminalen
Glutamin, Acetylierungen, den Verlust von Methionin, Oxidationen von Methionin und

Formylierungen an Serin-, Lysin- und Threonin-Resten.

Fir die Suche wurde eine maximale Zahl von zwei fehlenden tryptischen Schnittstellen
zugelassen und nur Peptide mit einer Lange zwischen 6 und 144 Aminosauren wurden
berlcksichtigt. Zur Sicherstellung einer hohen Identifikationssicherheit wurde ein strenger Cut-
off (FDR < 0,01) angewendet. Die Quantifizierung erfolgte mithilfe des in Proteome Discoverer

implementierten Minora-Algorithmus.

44



5.2.5. Statistische Analyse und Visualisierungen

Die Peptidabundanzen wurden in das statistische Analyseprogramm Perseus (Version
1.5.8.5., Max-Planck-Institut flir Biochemie, MaxQuant, Minchen, Deutschland) geladen und
log2-transformiert. Da Rohabundanzwerte von Peptiden und Proteinen typischerweise stark
rechtsschief verteilt sind und einzelne hoch-abundante Spezies die statistische Analyse
unverhaltnismafig stark beeinflussen kdnnen, wurden die Daten vor den statistischen Tests
log-transformiert. Durch diese Transformation werden die Verteilungen symmetrischer und
nahern sich einer Normalverteilung an, was die Varianzschatzung stabilisiert und die

Voraussetzungen fur die Anwendung des Welch’s t-Tests besser erfullt (Callister et al., 2006).

Zur ldentifikation signifikanter Veranderungen wurde ein Welch’s t-Test zwischen den Gruppen
0 h und 24 h fiir Peptide aus PolypropylengefaRen des Herstellers A durchgefihrt. Peptide mit
einem p-Wert < 0,05 wurden in einer Heatmap mit hierarchischem Clustering auf Basis der
Pearson-Korrelation in Perseus visualisiert, wobei modifizierte Peptide farblich hervorgehoben
wurden. Die finale Darstellung erfolgte in R (R Core Team, 2022). Oxidierte, formylierte und
Pyroglutamat-modifizierte Peptide sowie deren unmodifizierte Gegenstliicke wurden manuell
aus den Datensatzen entfernt, da diese Modifikationen auf die Inkubation in 0,1 % FA in
Wasser zuruckzufihren sind. Da modifizierte Peptide nach der Inkubation in erhdhter

Abundanz vorlagen, hatten sie die quantitativen Ergebnisse verfalschen kdnnen.

Fir weiterfuhrende Analysen wurden nur Peptide verwendet, die in allen Replikaten von allen
acht getesteten GefalRtypen quantifiziert wurden, um Adsorptionseffekte zwischen
verschiedenen Polypropylen-Gefaflen und Glas-Gefalien zu vergleichen (basierend auf 3.531
Peptiden).

Eine lineare Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde durchgefiihrt, um Ahnlichkeiten und
Unterschiede zwischen den Proben zu visualisieren. Zudem wurden Pearson-
Korrelationskoeffizienten und Variationskoeffizienten (Coefficient of Variation, CV) zwischen
Proben innerhalb und zwischen verschiedenen Gefaflen und Zeitpunkten berechnet. Die
Visualisierungen in Boxplots wurden mit GraphPad Prism (Version 8.0.2, San Diego,
Kalifornien, USA) erstellt. Boxplots zeigen den Median (Linie), das 25.-75. Perzentil (Box)

sowie die minimalen und maximalen Werte (Whiskers, min—-max) der Messungen.

Es wurde ein PP-Replikat bei Hersteller C und m-PP-Replikat bei Hersteller A von der weiteren
Analyse ausgeschlossen, da mittels PCA eine starke Abweichung zu den anderen Replikaten
festgestellt wurde, die auf eine zu langsame Injektion und zu langes verbleiben im Glas-Gefaly

zurlckzufuhren ist.
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Um signifikant adsorbierte Peptide zu identifizieren, wurde ein Welch's t-Test durchgefihrt, bei
dem die Peptidabundanzen der Kontrollprobe (0 h) und der 24 Stunden (24 h) inkubierten
Probe fur alle Oberflachen verglichen wurden. Peptide mit einem p-Wert < 0,05 und einem
logo-Fold-Change = -1 wurden als statistisch signifikant unterschiedlich abundant betrachtet.
und als adsorbiert klassifiziert. Die t-Test-Ergebnisse wurden in einem Volcano-Plot
visualisiert, wobei der —logo(p-Wert) gegen den log.-Fold-Change geplottet wurde. Volcano-
Plots sowie UpSet-Diagramme zur Analyse der Uberschneidungen adsorbierter Peptide
zwischen verschiedenen Gefalstypen wurden in der R-Softwareumgebung (Version 4.3.3)
unter Nutzung der RStudio IDE (Version 2023.12.1+402, RStudio PBC) erzeugt. Fur die
Erstellung der UpSet-Diagramme kam das Package UpSetR (Lex et al., 2014) zum Einsatz.
Zusatzlich wurde die Anzahl an Peptiden bestimmt, die in allen Replikaten der O h-Probe, aber

in keiner 24 h-Probe quantifiziert wurden.

5.2.6. Analyse der physikochemischen Eigenschaften adsorbierter Peptide

Fir die Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften der adsorbierten Peptide
wurde ein Python-Skript basierend auf dem Package ,peptides® entwickelt, um die
Eigenschaften der Peptide hinsichtlich ihrer Lange und Hydrophobizitdt zu berechnen.
Ladungszustande unter +2 wurden in der Analyse vernachlassigt, da diese nicht zur
Fragmentierung in der LC-MS-Messung zugelassen wurden. Die Ladung wurde basierend auf
dem Vorkommen der Aminosauren R, K und H berechnet, die bei pH 2,7 protoniert vorliegen
sowie dem bei diesem pH-Wert ebenfalls protonierten N-Terminus. Die Ergebnisse wurden
anschlieend genutzt, um Abbildungen in GraphPad Prism (Version 8.0.2, San Diego,
Kalifornien, USA) zu erstellen. Um signifikante Unterschiede zwischen den Peptid-
Eigenschaften der adsorbierten und der nicht bindenden Peptide zu erkennen, wurde ein
Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt.

Zur Analyse der Aminosaureverteilung in adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden wurde
ein eigenes Skript in der R-Softwareumgebung (Version 4.3.3) unter Nutzung der RStudio IDE
(Version 2023.12.1+402, RStudio PBC) entwickelt. Fur Peptide mit einer Lange von 15
Aminosauren berechnete das Skript den Anteil jeder einzelnen Aminosaure am Gesamtpeptid
sowie die Differenz der relativen Haufigkeiten zwischen adsorbierten und nicht-adsorbierten

Peptiden.

5.3. Automatisiertes Python Skript (APS-Assay-Skript)

Zur automatisierten Analyse der quantitativen Peptidabundanzen nach der Datenbanksuche
wurde ein APS-Assay-Skript in Python unter Verwendung der Spyder-IDE entwickelt. Als
Eingabedatei dient eine Excel-Tabelle mit den Spalten ,Peptides”, ,Modifications® sowie den

Abundanzspalten, die entsprechend den experimentellen Gruppen, beispielsweise ,0 h",
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benannt sind. Das Skript umfasst samtliche zuvor manuell durchgefihrten
Verarbeitungsschritte, darunter die log.-Transformation der Abundanzwerte, die Entfernung
modifizierter Peptide sowie der jeweils korrespondierenden nicht-modifizierten Version, die
Reduktion auf Werte, die in allen Proben vorkommen, sowie die Durchfiihrung statistischer
Tests zwischen den definierten Gruppen. Fir die statistische Auswertung stehen unter
anderem ein Welch’s t-Test mit voreingestellten Cut-offs (logz-Fold-Change < -1), die freie
Wahl einer p-Wert-Schwelle sowie multiples Testen mit FDR-Korrektur nach Benjamini—
Hochberg zur Verfigung. Die Nettoladung der Peptide wurde bei pH 2,7 berechnet, basierend
auf der pK-Skala nach Bjellqvist (Bjellgvist et al., 1993) und unter Verwendung der Henderson-
Hasselbach-Gleichung fir die Ladung einzelner Aminosaurereste, kann jedoch beliebig
angepasst werden. Die Berechnungen erfolgten mit dem Python-Paket ,peptides® (Version
0.5.0, https://peptides.readthedocs.io/en/stable/). Zusatzlich werden automatisiert der
GRAVY-Wert sowie die Medianwerte beider Gruppen berechnet, wobei signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Mann-Whitney-U-Test geprift werden. Die
Ergebnisse werden in vier Diagrammen visualisiert, die einen Volcano-Plot mit den signifikant
adsorbierten Peptiden (nach p-Wert oder FDR-korrigiertem t-Test), die Verteilung der
Peptidlangen, die Hydrophobizitdt sowie die Ladungsverteilung (gerundet) darstellen und
damit eine unmittelbare Beurteilung der Adsorptionsvorgange ermdglichen. Das APS-Assay-
Skript mit zusatzlichen Erlauterungen zu den implementierten Funktionen und Berechnungen

istim Anhang unter Kapitel 10.2. zu finden.

5.4. Testung von 96-Well-Platten von Hersteller A

Der HelLa-Peptidstandard wurde, wie zuvor beschrieben, auf eine Konzentration von 5 ng/pL
in 0,1 % FA in Wasser gelést und anschlieBend in einem 1,5-mL-Gefal} aus m-PP von

Hersteller A gelagert.

Zur Testung von Autosampler-geeigneten 96-Well-Platten von Hersteller A (PP und m-PP)
wurden kurz vor der Messung 100 pL der HelLa-Peptidldsung in einen Hohlraum der 4 Ecken
der Platte transferiert und die Messung direkt gestartet. Nach 24 Stunden wurde die Messung

nach Inkubation bei 4 °C im Autosampler fur 24 Stunden aus der Platte wieder gestartet (n=4).

Die chromatographische Trennung der tryptischen Peptide wurde mit einem Zwei-Puffer-
System auf einem UHPLC-System (Vanquish™ neo UHPLC-System, Thermo Fisher)
durchgefuhrt (Puffer A: 0,1 % FA in H,O, Puffer B: 0,1 % FA in 80 % ACN und 20 % H,O) bei
einer Flussrate von 0,3 uL/min. Nach dem Laden der Peptide auf eine Vorsaule (Acclaim™
PepMap™ 100 C18 Trap-Saule, 100 A, 5 um, 100 um x 20 mm) erfolgte die analytische
Trennung Uber eine 25-cm-C18-Reversed-Phase-Séaule (75 um x 250 mm, 130 A Porengrélie,
1,7 um PartikelgréRe, Peptide BEH C18, nanoEase, Waters). Die Peptide wurden mit einer
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35-minutigen Methode getrennt, wobei die Puffer-B Konzentration linear Gber 22 Minuten von
2,5 % auf 37,5 % Puffer B erhdht wurde und dann innerhalb von 3 Minuten auf 55 % Puffer B
anstieg. MS/MS-Messungen wurden an einem Quadrupol-Orbitrap-Hybrid-
Massenspektrometer (Exploris 480, Thermo Fisher Scientific) durchgefuhrt. Die eluierenden
Peptide wurden mittels Nano-Elektrospray-lonisation (nano-ESI) mit einer Spannung von
1.700 V ionisiert und im Data-Dependent Acquisition (DDA)-Modus analysiert. Fur jeden MS1-
Scan wurden lonen fur 25 ms akkumuliert, mit einem AGC-Ziel von 300 %. Der Scanbereich
lag bei m/z 350-1200, mit einer Auflésung von 120.000 bei m/z 200. Innerhalb von
Isolationsfenstern von m/z 2 wurden bei einer normalisierten Kollisionsenergie von 30 % unter
Verwendung der Higher-Energy Collisional Dissociation (HCD) die Top-15 Vorlauferionen mit
Ladungszustanden zwischen +2 und +6 und einer minimalen Intensitdt von 8 x 103
fragmentiert. Eine dynamische Exklusion fur bereits fragmentierte Peptide von 30s wurde
gesetzt. MS/MS-Spektren wurden mit einer Auflésung von 15.000 und ab einem Startwert von
m/z 120 aufgenommen, mit einem normalisierten AGC-Ziel von 50 % und eine maximalen

Injektionszeit von 100 ms.

Die Spektren aus den LC-MS/MS-Messungen wurden mit der Proteome Discoverer-Software
(Version 3.1.0.638, Thermo Fisher Scientific, Milford, USA) gegen eine Homo sapiens-
Datenbank (SwissProt) durchsucht, die im November 2023 mit 20.354 Eintragen
heruntergeladen wurde. Als feste Modifikation wurde die Carbamidomethylierung von Cystein-
Resten berlcksichtigt. Dynamische Modifikationen umfassten die Bildung von Pyroglutamat
am N-terminalen Glutamin, Acetylierungen, den Verlust von Methionin, Oxidationen von
Methionin und Formylierungen an Serin-, Lysin- und Threonin-Resten. Fir die Suche wurde
eine maximale Zahl von zwei fehlenden tryptischen Schnittstellen zugelassen und nur Peptide
mit einer Lange zwischen 6 und 144 Aminosauren wurden berticksichtigt. Zur Sicherstellung
einer hohen ldentifikationssicherheit wurde ein strenger Cut-Off (FDR < 0,01) angewendet.
Die Quantifizierung erfolgte mithilfe des in Proteome Discoverer implementierten Minora-

Algorithmus.

Die Analyse und Visualisierung erfolgten mit dem APS-Assay-Skript. Die
Hauptkomponentenanalyse (PCA) wurde in Perseus durchgefiihrt und die Diagramme wurden
mit GraphPad Prism (Version 8.0.2, San Diego, USA) erstellt.

5.5. Testung von 1,5-mL-Gefaen von Hersteller A aus m-PP-Platte

Der HelLa-Peptidstandard wurde, wie zuvor beschrieben, auf eine Konzentration von 5 ng/pL
in 0,1 % FA in Wasser gelést und anschlieBend in einem 1,5-mL-Gefal} aus m-PP von

Hersteller A gelagert.
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Zur Testung von 1,5-mL-Gefalen von Hersteller A (PP und m-PP) wurden 120 yL Hela-
Peptide (5 ng/uL) in 1,5-mL-Gefalke aus PP und m-PP von Hersteller A pipettiert und 20 pL
direkt in eine 96-Well-Platte von Hersteller A transferiert und bei -20 °C gelagert (0O h
Kontrolle). Die verbliebenen 100 pL wurden fir 24 h bei RT inkubiert und anschlieend in die
96-Well-Platte Gbertragen und bis zur Messung bei —20 °C gelagert.

Vor der Messung wurden die Proben aufgetaut bei RT und in den Autosampler eines UHPLC-
Systems (Vanquish™ neo UHPLC-System, Thermo Fisher) gestellt. Die Messung erfolgte, wie
in Kapitel 5.4. beschrieben auf einem Quadrupol-Orbitrap-Hybrid-Massenspektrometer
(Exploris 480, Thermo Fisher Scientific) mit leicht veranderten Einstellungen. Die Peptide
wurden mit einer 80-minutigen Methode getrennt, wobei die Puffer-B Konzentration linear tber
70 Minuten von 2,5 % auf 37,5 % Puffer B erhdht wurde. Anschliel3end erfolgte ein Anstieg
auf 99 % uber 10 Minuten, gefolgt von einer Re-Equilibrierung der Saule. Die eluierenden
Peptide wurden mittels Nano-Elektrospray-lonisation (nano-ESI) mit einer Spannung von
1.800 V ionisiert und im Data-Dependent Acquisition (DDA)-Modus analysiert (Top-20
Vorlauferionen). Der Scanbereich lag bei m/z 350-1400, mit einer Auflésung von 60.000 bei
m/z 200.

Die Spektren aus den LC-MS/MS-Messungen wurden mit der Proteome Discoverer-Software
(Version 3.1.0.638, Thermo Fisher Scientific, Milford, USA) gegen eine Homo sapiens-
Datenbank (SwissProt) durchsucht, die im November 2023 mit 20.354 Eintragen

heruntergeladen wurde und wie in 5.4. beschrieben, analysiert.

5.6. Proteinquantifizierung und Analyse

Zur Analyse der Auswirkung auf die quantitative Bottom-up-Proteomanalytik wurden die
Ergebnisse der 1,5-mL-Gefalle von Hersteller A nach Optimierung genutzt. Die Abundanzen
der in allen Proben quantifizierten Peptide wurden zunachst nach ihrem Ursprungsprotein
zusammengefasst. Dabei wurden nur Proteine berlcksichtigt, fir die mindestens zwei
eindeutige (unique) Peptide vorlagen. Die Summierung der Peptidabundanzen erfolgte mithilfe
der Konsolidierungsfunktion in Microsoft Excel und die resultierenden Proteinabundanzen
wurden logo-transformiert. Fir jedes Setup wurde ein Welch’s t-Test zwischen der
Kontrollprobe (0 h) und den 24 h inkubierten Proben durchgefiihrt. Proteine mit einem p-
Wert < 0,05 und einem log.-Fold-Change < -0,58, wurden als signifikant unterschiedlich
abundant definiert. Die Testergebnisse wurden in Form eines Volcano-Plots visualisiert, wobei
der —logio(p-Wert) gegen den logo-Fold-Change aufgetragen wurde. Die Visualisierung

erfolgte mit einem Inhouse-Skript in der R-Software-Umgebung.
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Zur funktionellen Charakterisierung wurde eine Gen-Set-Enrichment-Analyse (GSEA) mit dem
clusterProfiler-Package (Xu et al., 2024) in R durchgefihrt. Dabei wurde die Funktion
gseKEGG, basierend auf der KEGG-Datenbank (Kanehisa & Goto, 2000) verwendet
(organism = hsa, keyType = uniprot, exponent = 1, minGSSize = 10, maxGSSize = 500, eps
=1 x 107'°, pvalueCutoff = 0,1, pAdjustMethod = BH, by = fgsea) HeatMaps wurden in R (R

Core Team, 2022) visualisiert.

5.7. LC-Tandem-Quadrupol-MS-Messungen von synthetischen Peptiden

5.7.1. Herstellung der Peptidstammlésungen

Synthetische Peptide mit den Sequenzen SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK (hydrophob) und
DGETPDPEDPSRK (hydrophil) (LifeTein, LLC, Hillsborough, New Jersey, USA) wurden auf
2500 pM in Wasser (LC-MS Qualitat) in einem 1,5-mL-Gefal® aus m-PP von Hersteller A
verdunnt und als Aliquots von 20 pL (Stammlésung) bei —20 °C gelagert.

Die Peptid-Stammldésungen der Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)-markierten Peptide wurde
durch Lésen des Peptid-Lyophilisats in Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlésung (DPBS)
auf eine Konzentration von 250 uM hergestellt. Die Peptidlésungen wurden anschlie3end in
Aliquots von jeweils 20 uyL in 1,5-mL-m-PP-Gefale von Hersteller A abgefullt und
lichtgeschutzt bei —20 °C gelagert. Die Vorbereitung wurde bei der Eppendorf SE
durchgeflhrt.

5.7.2. Vorbereitung der Proben zur Adsorptionsbestimmung

Vor der Messung wurden die Aliquots in den zu untersuchenden Puffern — 0,1 %
Ameisensaure in Wasser, 50 % Acetonitril/WWasser (v/v) oder reinem Wasser — auf eine
Arbeitskonzentration von 250 nM verdinnt. Sechs Replikate der Bedingungen ,keine
Inkubation“ (0 h) und ,inkubiert® (24 h) wurden vorbereitet, indem jeweils 150 yL der
Probenlosung in 1,5-mL-GefalRe aus PP und m-PP von Hersteller A pipettiert wurden. 50 pL
der Probe wurden direkt in eine 96-Well-m-PP-Platte von Hersteller A Gberfihrt und bei -80 °C
eingefroren. Nach Inkubation fiir 24 Stunden bei Raumtemperatur wurden weitere 50 pL in die

96-Well-m-PP-Platte tbertragen. Bis zur Messung wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

5.7.3. Probenvorbereitung zum Vergleich mit FITC-markierten Peptiden

Proben mit FITC-markierten Peptiden wurden von der Eppendorf SE hergestellt. Die
Stammldésungen wurden in 0,1 % FA oder DPBS (pH 7,2) auf eine Endkonzentration von

250 nM eingestellt und in 1,5-mL-Gefal3en von Hersteller A in Triplikaten angesetzt.
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Die nicht markierten Peptide wurden unter denselben Bedingungen in 0,1 % FA oder DPBS
auf 250 nM verdinnt und ebenfalls in 1,5-mL-GefalRen von Hersteller A in Triplikaten

vorbereitet.

174 pL der jeweiligen Losungen (Konzentration: 250 nM) wurden in 1,5-mL-Gefaf3en aus PP
und m-PP von Hersteller A pipettiert und sofort bei —80°C eingefroren oder 24 h bei RT
inkubiert und anschlieend bei -80 °C eingefroren. Kurz vor der Messung wurden die Proben

in eine 96-Well-Mikrotiterplatte aus m-PP von Hersteller A Uberflihrt.

5.7.4. Probenvorbereitung fiir synthetische Peptid-Kinetik

Die hydrophobe Peptid-Stammlésung wurde auf eine Konzentration von 250 nM in Wasser,
0,1 % FA oder 0,02 % n-Dodecyl-p-D-maltosid (DDM) in m-PP-GefalRen von Hersteller A
verdunnt und 174 pyL wurden in Autosampler-GefalRe aus PP und G von Hersteller E pipettiert.
Die Injektion von 2 L Uber Flow-Injection-Analyse (FIA) in das TQ-MS-System wurde direkt
nach dem Probenlbertrag und alle 30 Minuten Uber 11,5 Stunden durchgefuhrt (24

Injektionen).

5.7.5. MRM-Messungen zur Quantifizierung

Die Messung der synthetischen Peptide erfolgte auf einem Ultivo Tandem-Quadrupol (TQ)-
MS (Agilent), das an eine 1290 Infinity Il UHPLC (Agilent) gekoppelt war. Es wurde ein Zwei-
Puffer-System verwendet, bestehend aus 0,1 % FA in Wasser (Puffer A) und 0,1 % FA in ACN
(Puffer B).

Alle Messungen, auler der Vergleich der unmarkierten zu FITC-markierten Peptide, wurden
mittels Flow-Injection-Analyse (FIA) ohne chromatographische Trennung durchgefihrt bei
50 % Puffer B und einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 mL/min. Die Platte wurde in die
Autosampler-Einheit eingesetzt und pro Probe wurden 2 uL Volumen vom Autosampler

injiziert.

Da zum Vergleich mit den FITC-markierten Peptiden DPBS als Lésungsmittel verwendet
wurde, wurde eine chromatographische on-line-Aufreinigung gewahit, um die Probe zu
entsalzen. Dazu wurde eine 5 cm-lange C18-Saule (InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 HPLC-
Séaule, 120 A, 1,9 um, 2,1 x 50 mm, Agilent) verwendet. Die Methode umfasste 8 Minuten mit
einer Flussrate von 0,5 mL/min, wobei mit 10 % Buffer B gestartet wurde und in 4,5 min linear
auf 60 % B erhoht wurde mit anschlieBender Aquilibrierungsphase. Fir die MRM-Messungen

wurden die in Tabelle 9 aufgefuhrten Parameter eingestellt.
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Tabelle 9: Instrumentenparameter fiir die MRM-Messungen auf dem Agilent Ultivo TQ.

Parameter Wert
Kapillarspannung 4000 V
Nozzle-Spannung 1500 V
Gas-Temperatur 300 °C
Gasfluss 8,0 L/min
Nebulizer-Druck 35 psi
Sheath-Gas-Temperatur 300 °C
Sheath-Gas-Fluss 11,0 L/min

Die MRM-Ubergéange der Peptide wurden in der Agilent MassHunter Workstation mit dem
Mass Hunter Optimizer (Agilent) bestimmt. Zunachst wurden die Vorlauferionen anhand ihrer
m/z-Werte die MRM-

Methodenerstellung ausgewahlt. Anschlief3end erfolgte eine Fragmentierung im Produkt-lon-

erwarteten identifiziert und der intensivste Vorlaufer fir
Scan, um die charakteristischen Fragmentionen zu detektieren. Das Fragmention mit der
héchsten und stabil reproduzierbaren Signalintensitat wurde als Quantifier ausgewahlt und zur
quantitativen Bestimmung verwendet, wahrend zwei weitere markante Fragmente als Qualifier
dienten, um die Identitat der Peptide zu bestatigen und Interferenzen auszuschlieen. Die
Kollisionsenergien fir jeden Ubergang wurden mithilfe der automatischen CE-Optimierung in
MassHunter ermittelt, um die Signalintensitat zu maximieren. Die Quadrupol-Auflésung war
auf ,Unit* (FWHM = 0,7 Da) eingestellt. Die Dwell-Time betrug 100 ms und wurde fur alle
Uiberwachten Ubergange konstant gehalten. Die MRM-Ubergange fiir die analysierten Peptide
sowie die dazugehérigen Kollisionsenergien sind in Tabelle 10 zusammengefasst:

Tabelle 10: Fragmentor-Spannung, MRM-Ubergénge der Vorliuferionen (Quantifier und Qualifier) und
Kollisionsenergien (CE).

Peptid Frag- Quantifier Qualifier 1 Qualifier 2 CE (V)
mentor (V) | (m/z) (m/z) (m/z)

Hydrophob | 140 754,2 — 86,2 754,2 — 173 754,2 — 71,9 | 45,45, 45
Hydrophil 114 481,6 — 69,9 481,6 — 101,9 | 481,6 — 83,9 | 60, 28, 60
Hydrophob- | 142 921,6 - 390,1 | 9216 - 86,5 |921,6—-69,8 |60, 60,60
FITC

Hydrophil- | 160 649 — 390 649 — 74 649 — 69,8 48, 32, 60
FITC

Fir die quantitative Analyse der synthetischen Peptide SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK und
DGETPDPEDPSRK wurden jeweils stabile, niedrigmolekulare Fragmentionen ausgewahlt.

Diese Fragmente zeigten unter den bestimmten Kollisionsbedingungen hohere Intensitaten
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als die klassischen b- und y-lonen, was auf sequenzabhangige Fragmentierungspraferenzen
zurlckzufuhren ist (Falick et al., 1993). Beim ersten Peptid wurden die Fragmente mit m/z 86,2
(Leu/lle-Immonium-lon), 173,0 (Gly—Asp) und 71,9 (Val-lmmonium-lon), beim zweiten Peptid
die Fragmente mit m/z 69,9 (Pro-Immonium-lon), 83,9 (Lys-Immonium-lon) und 101,9 (Glu-
Immonium-lon) gemessen. Fur die FITC-markierten Peptide wurde jeweils das FITC-
Immonium-lon als Quantifier verwendet. Die Qualifier lagen bei m/z 86,5 (Leu/lle-lImmonium-
lon) und 69,8 (Ala-Immonium-lon). Beim Hydrophil-FITC-Peptid lagen die Qualifier bei m/z 74

(Val-Immonium-lon) und 69,8 (Ala-Immonium-lon).

Die Peak-Erkennung, Integration und quantitative Analyse wurde mit der Software MassHunter
Quantitative Analysis for QQQ (Version 10.0, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
durchgefuhrt. Die Peak-Integration erfolgte anhand des Agile2-Integrators.

Zur Uberpriifung der Linearitat wurde eine Kalibriergerade mit Standardlésungen im Bereich
von 10 bis 1000 ng/uL Uber drei Replikate erstellt. Die grafische Darstellung der MRM-
Experimente sowie die Durchfihrung der linearen Regression mit Berechnung des
Korrelationskoeffizienten (R?) erfolgten mit GraphPad Prism (Version 8.0.2, GraphPad
Software, San Diego, USA). Auch die Auswertung der Inkubationsexperimente erfolgte in
GraphPad Prism mittels Welch's t-Tests.

5.8. Bestimmung der Peptidsekundarstruktuur
5.8.1. Strukturvorhersage mit AlphaFold 3

Zur Analyse der Sekundarstruktur wurde AlphaFold 3 verwendet (Abramson et al., 2024). Die
Hydrophobizitat wurde anschlieRend in UCSF ChimeraX (Meng et al., 2023) visualisiert. Dabei
wurden zwei Methoden zur Markierung nach Hydrophobizitat genutzt: Zum einen nach der
Hydropathie-Skala von Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982) und zum anderen unter
Verwendung des molekularen Lipophilizitats-Potentials (molecular lipophilicity potential,
MLP), das auf dem Programm pyMLP basiert (Broto et al., 1984; Laguerre et al., 1997), wobei
anstelle der urspriinglichen atomaren Lipophilizitatswerte die Werte aus der Arbeit von Ghose

et al. verwendet wurden (Ghose et al., 1998).

5.8.2. Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Zur Sekundarstrukturanalyse mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie (CD) wurde das
hydrophobe Peptid in einer Konzentration von 50 uM in Wasser oder 50 % ACN, 0,1 % FA in
Wasser geldst. Zusatzlich wurde das Peptid in Wasser mit 40 % Trifluoroethanol (TFE) gelost
und vor der Messung fiir 15 Minuten inkubiert. Die Peptidproben wurden anschlielend in einer
Quarz-Kuvette (400 yL, 1 mm Strahlungsweg, Hellma, Millheim, Deutschland) wie zuvor

beschrieben (Draper-Barr et al., 2025) bei 180-260 nm mit einem ChiraScan Circular
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Dichroism Spektrophotometer (Applied Photophysics, Leatherhead, UK) gemessen, das mit
einem Quantum Northwest TC 125 Temperaturcontroller (Liberty Lake, Washington, USA) auf
21 °C eingestellt war. Fur jedes Spektrum wurden drei Replikate aufgenommen, jeweils mit

einer Schrittweite von 1 nm und einer Reaktionszeit von 1 s.

Die effektiven Peptidkonzentrationen wurden Uber die pufferkorrigierte UV-Absorption bei
214 nm unter Verwendung des Uber das BestSel-Tool berechneten Extinktionskoeffizienten
von € = 29392 M~ cm™ (Kuipers & Gruppen, 2007) nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz
bestimmt (Kardos et al., 2025), wobei | die Pfadlange und A die pufferkorrigierte Absorption

war.
_ -1
€=

Alle CD-Messdaten wurden pufferkorrigiert und in den Mean Residue Ellipticity (MRE, [O])
umgerechnet, um Unterschiede der Anzahl von Peptidbindungen und Konzentration

auszugleichen:

)

1= 1070

Wobei © die mittels CD gemessene Elliptizitat ist, ¢, die molare Konzentration pro Aminosaure
und | der Strahlungsweg sind. Anschlielend wurde daraus Ae berechnet (Micsonai et al.,
2021):

Ae = [0]/3298.2

Die Sekundarstrukturanteile der Peptide wurde mittels BestSel (Kardos et al., 2025) oder tber
das ChiraKit-Tool (Burastero et al., 2025) des SPC-Online-Portals (https://spc.embl-
hamburg.de/app/chirakit) Gber die Algorithmen Selcon (2 bzw. 3) (Sreerama et al., 2000) oder
Peptide Helicity (Zavrtanik et al., 2024) berechnet.

Zur Bestimmung der thermischen Stabilitdt wurden Schmelzkurven von 5-95°C bei
Temperaturerhdhung von 1 °C/min gemessen, wobei die CD-Signale in 5 °C-Schritten
gemessen wurden. Die Schmelztemperatur der Peptide Gber das ChiraKit-Tool (Burastero et
al., 2025) des SPC-Online-Portals (https://spc.embl-hamburg.de/app/chirakit) bestimmt.

5.8.3. Bestimmung des Aggregationspotentials

Zur Identifikation potenziell aggregationsanfalliger Bereiche innerhalb der Peptidsequenz
wurde die Online-Software AGGRESCAN (http://bioinf.uab.es/aggrescan/) verwendet

(Conchillo-Solé et al., 2007). Die Peptidsequenz wurde als Input eingegeben und die
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Standardparameter des Tools genutzt, einschlielich des Schwellenwertes HAST fir die
Aggregationsneigung.  Hotspots wurden als Bereiche mit mindestens flnf
aufeinanderfolgenden Aminosauren mit Aggregationswerten (a4v) Uber dem Schwellenwert
definiert, wobei Prolinpositionen als Unterbrechungen ausgeschlossen wurden. Die
Ergebnisse wurden als Hot-Spot-Bereich (HSA) Uber die gesamte Peptidlange geplottet und

mit Referenzpeptiden verglichen.

5.9. Einsatz Kl-gestiitzter Tools

Zur sprachlichen Uberarbeitung einzelner Textpassagen sowie zur Unterstiitzung bei der
Fehlersuche wahrend der Entwicklung des Python-basierten APS-Assay-Skripts wurde das
Kl-gestitzte Sprachmodell ChatGPT (GPT-40, OpenAl, 2025) eingesetzt. Die inhaltliche
Gestaltung, Interpretation der Ergebnisse sowie alle wissenschaftlichen Entscheidungen
wurden eigenstandig von der Autorin getroffen. Die Nutzung erfolgte im Einklang mit den

Grundsatzen Guter Wissenschaftlicher Praxis.

5.10. Datenbereitstellung

Die massenspektrometrischen Proteomdaten der APS-Assay-Entwicklung (PP- und m-PP-
Gefalte von Hersteller A, B, C sowie G- und m-G-Gefale von Hersteller D) sind Uber das
ProteomeXchange-Konsortium (Perez-Riverol et al., 2022) (PRIDE-Partner-Repository) mit
der Datensatzkennung PXD044268 abgelegt.

Die massenspektrometrischen Proteomdaten der APS-Assay-Optimierung (PP und m-PP, PP-
und m-PP-Platten von Hersteller A), alle APS-Assay-Ergebnisse und das APS-Assay-Skript
sind Uber das Forschungsdatenrepositorium (FDR) der Universitat Hamburg zuganglich (DOI:
10.25592/uhhfdm.18057)
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6. Ergebnisse
6.1. Entwicklung des APS-Assays

Im Folgenden soll die Entwicklung des Assays zur Bestimmung der ,Adsorption-Properties-of-
Surfaces” (deutsch: ,Adsorptionseigenschaften von Oberflachen®) beschrieben werden, kurz
APS. Im Rahmen der Entwicklung des APS-Assays wurde eines der am haufigsten in
molekularbiologischen Laboren genutzten GefalRe ausgewahlt, Probengefale mit
Schnappverschluss. Die GefalRe werden aus Polypropylen (PP) gefertigt und finden
Anwendung bei der Lagerung von Proben sowie der nachfolgenden Verarbeitung zu
analytischen Messzwecken. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden Gefale der
StandardgroRe mit einem Fiullvolumen von 1,5mL von drei verschiedenen Herstellern
(Hersteller A, B und C) ausgewahlt, um die Adsorptionseigenschaften der Gefalitypen
Polypropylen (PP) und ,modifiziertes“ Polypropylen (m-PP) mit zugeschriebenen ,Protein-
Low-Binding“-Eigenschaften zu evaluieren. Zusatzlich wurden Glasvials fur Autosampler von
Flussigkeitschromatographieanlagen aus Glas und ,modifiziertem” Glas (G und m-G von
Hersteller D) mit ,Low-Retention“-Eigenschaften bericksichtigt, die insbesondere in der
massenspektrometrischen Analytik zum Einsatz kommen. Als Lésungsmittel diente 0,1 %

Ameisensaure (FA) in Wasser mit einem pH-Wert von 2,7.

Teile der im Folgenden vorgestellten Ergebnisse zur Entwicklung des APS-Assays wurden
bereits publiziert (Siebels et al., 2024).

6.1.1. Uberpriifung der benetzten Fliche

Die Adsorption von Molekulen hangt malgeblich von der Grofke der Oberflache, die zur
potenziellen Interaktion mit den Analyten zur Verfigung steht, ab. Daher wurde die benetzte
Innenoberflache von 1,5-mL-PP-GefalRen der drei verschiedenen Hersteller bei einem
Fillvolumen von 100 L (100 mm?®) mithilfe von Computertomographie vermessen. Die
gemittelten Werte der Doppelbestimmung sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Benetzte Oberfldche von PP- und m-PP-GefédBlen bei identischem Probenvolumen. Die benetzte

Flache wurde mittels CT-Messung in Duplikaten bestimmt und in mm? Flédche bei Fiillung mit 100 uL Volumen
berechnet.

GefiR Volumen Benetzte Flache
[mm?3] [mm?]

PP Hersteller A 99,986 97,523

m-PP Hersteller A 100,000 98,318

PP Hersteller B 100,023 100,780

m-PP Hersteller B 100,010 99,860

PP Hersteller C 99,995 97,918

m-PP Hersteller C 100,025 97,900
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Bei einem eingesetzten Volumen von 100 mm? mit einer Standardabweichung von 0,016 mm?,
betrug die gemessene benetzte Flache im Durchschnitt (iber alle GefaRe 98,72 mm? bei einer
Standardabweichung von 1,30 mm?. Aufgrund dieser geringen Abweichungen der benetzten
Flache ist ein direkter Vergleich der Gefalte bei einer Flullmenge von 100 uyL mdéglich und

wurde bei der weiteren Auswertung nicht einbezogen.

Fir die Glasgefale wurde eine solche Messung nicht durchgefiihrt, da beide Gefalle vom
selben Hersteller (D) stammen, die Grundform des Gefalies sich grundlegend von denen der
1,5-mL-Gefalke unterscheiden und im Folgenden die Adsorption an PP und G nicht direkt

miteinander verglichen wurden.

6.1.2. Analytenwahl

Far die Entwicklung und Validierung des APS-Assays wurde ein kommerziell erhaltliches,
tryptisches Peptid-Referenzgemisch aus Hela-Zellen als Analytenmischung eingesetzt.
Dieses Standardgemisch findet in der massenspektrometrischen Proteomanalytik Anwendung
und dient der Qualitatsprifung. Das Peptidgemisch enthalt eine Vielzahl von Peptiden, die sich
in Bezug auf physikochemische Eigenschaften wie Peptidlange, Ladungsverteilung,
Hydrophobizitdt und Aminosdaurezusammensetzung unterscheiden und somit als Sonden zur

Ermittlung der Wechselwirkungen dienen.

Durch den Einsatz dieses Standards konnte eine Erfassung einer grof’en Bandbreite
moglicher Peptid-Oberflachen-Wechselwirkungen sichergestellt werden. Dies ist von
entscheidender Relevanz, um die Differenzierungsfahigkeit des APS-Assays in Bezug auf

unterschiedliche Gefalloberflachen zuverlassig evaluieren zu kénnen.

6.1.3. Entwicklung des Versuchsaufbau

Zur Durchfihrung des APS-Assays wurde eine Hela-Peptid-Stocklésung mit einer
Konzentration von 0,25 ug/uL verwendet. Um eine mdgliche Verfalschung der Ergebnisse
durch frihzeitige Adsorption der Peptide an GefaBwande wahrend der Handhabung zu
minimieren, erfolgte die Verdinnung dieser Stammldsung erst unmittelbar vor Beginn des

Tests — und zwar direkt im zu testenden Gefal.

Die finale APS-Testlésung bestand aus Peptiden in einer Konzentration von 5 ng/uL in 0,1 %
FA in Wasser. Die gewahlte Peptidkonzentration reprasentiert einen maoglichst niedrigen,
jedoch mittels LC-MS/MS analytisch noch detektierbaren Wert, mit dem Ziel, kompetitive
Verdrangungseffekte zwischen den Peptiden sowie sekundare Adsorptionseffekte, die

Bindung von Peptiden an bereits adsorbierte Peptide, zu minimieren.
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Da die verwendeten 1,5-mL-Gefalle nicht direkt mit dem Autosampler kompatibel sind, wurde
unmittelbar nach Herstellung der Verdinnung eine aliquote Menge von 10 uyL aus dem
jeweiligen Testgefal in ein Glasgefal fir den Autosampler tberfiihrt. Die LC-MS/MS-Messung
erfolgte daraufhin ohne Verzégerung. Die Zeitspanne zwischen Verdinnung und Injektion

betrug dabei maximal eine Minute und wurde fir alle Proben konstant eingehalten.

Im Anschluss an die erste Injektion verblieb die restliche Lésung fiur 24 Stunden bei
Raumtemperatur (RT) im jeweiligen Testgefa® =zur Inkubation. Der gewahlte
Inkubationszeitraums dient der Annaherung an das thermodynamische Aquilibrium und stellt
gleichzeitig eine in der Bottom-up-Proteomik Ubliche Kontaktzeit bei der Probenvorbereitung

dar.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden erneut 10 uL in ein frisches Glasgefal® Gberfihrt und
mittels LC-MS/MS analysiert. Abbildung 6 veranschaulicht diesen Ablauf schematisch fur drei

verschiedene Hersteller (A, B, C).

1. Herstellung der APS-Assay-Ldsung bei Test-Start N
Tryptische Peptide Verdlinnung in Testgefak Tryptische Peptide
(HelLa) —> (HeLa)
Stock-Lésung APS-L6sung
(0,25 pg/uL in 0,1 % FA) ' (5 ng/uL in 0,1 % FA)
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Polypropylen Modifiziertes Polypropylen
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des APS-Assays fiir GefdBe von Hersteller A, B und C. Direkt nach
Herstellung der APS-Testlésung (5 ng/uL Peptide in 0,1 % FA in Wasser) im zu untersuchenden Gefal3 wurden
10 uL entnommen, in ein Autosampler-geeignetes Gefal3 (Glas, Hersteller D) (berfiihrt und unmittelbar per LC—
MS/MS injiziert (0 h). AnschlieBend verblieb die restliche L6sung 24 h im Gefél3 zur Inkubation. Danach erfolgte
erneut eine Injektion von 10 uL (24 h), um die Peptidadsorption quantitativ zu erfassen.

58



Im Gegensatz zu den getesteten Polypropylen-Gefalien sind die Glasgefalie direkt mit dem
Autosampler kompatibel. Der Versuchsaufbau unterschied sich daher insofern, als dass die
Verdinnung der HelLa-Peptidldsung direkt im jeweiligen Glasgefald erfolgte sowie ein
Transferschritt entfiel. Die nachfolgende Inkubation wurde bei einer Temperatur von 4 °C im
Autosampler durchgefiihrt. Diese Temperatur entspricht den typischen Einsatzbedingungen
der Proteomanalytik, bei denen Proben Uber mehrere Stunden bis zur Injektion im
Autosampler verbleiben. Der vereinfachte Versuchsablauf fir Autosampler-geeignete Gefalle

ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

/ 1. Herstellung der APS-Assay-Lésung bei Test-Start N\
Tryptische Peptide Verdiinnung in Testgefak Tryptische Peptide
(HeLa) —» (HeLa)
Stock-Lésung APS-Lésung
(0,25 ug/uL in 0,1 % FA) ' (5 ng/uL in 0,1 % FA)
f 2. Inkubation bei 4°C Y
Glas
(G)
— 24 — (- =
Inkubation
] >
(" ™
3. Sofortige (bei 0h) LC-MS/MS-Messung von 5 WL tryptischer Peptide

\ P

Abbildung 7: Schematische Darstellung des APS-Assays fiir GefdBBe von Hersteller D. Direkt nach Herstellung
der APS-Testlésung (5 ng/uL Peptide in 0,1 % FA in Wasser) im zu untersuchenden Gefal8 wurden 5 uL per LC—
MS/MS injiziert (O h). AnschlieBend verblieb die restliche Lésung 24 h im Gefédl3 zur Inkubation bei 4°C im
Autosampler, bevor die erneute Messung (24 h) stattfand.

6.1.4. Datenkuration

Zunachst wurde eine Analyse von Peptidmodifikationen durchgefihrt, die infolge der
Inkubation in 0,1 % FA in Wasser sowie durch weitere chemische Prozesse entstehen kénnen

und im Rahmen massenspektrometrischer Analysen haufig auftreten.

In einer typischen Datenbanksuche gegen eine in silico-generierte Peptidsequenzdatenbank
werden nur solche Peptide identifiziert, deren Masse und Fragmentierungsmuster exakt mit
den theoretischen Werten bereinstimmen. Peptide, die chemisch modifiziert sind und daher
eine veranderte Masse aufweisen, werden ohne explizite Bertcksichtigung dieser
Modifikationen in der Datenbanksuche nicht erkannt. Dies kann falschlicherweise den

Eindruck erwecken, dass diese Peptide adsorbiert worden seien. Um solche
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Fehlinterpretationen zu vermeiden, missen relevante Modifikationen, wie Oxidation,

Formylierung oder Pyroglutamatbildung manuell als Suchparameter erganzt werden.

Ziel war daher, den Anteil an Peptiden zu bestimmen, die vor bzw. nach 24-stindiger
Inkubation in einem PP-Gefall (Hersteller A) entsprechende Modifikationen aufweisen.
Abbildung 8 zeigt eine hierarchische Clusteranalyse (basierend auf der Pearson-Korrelation)
der Peptidabundanzen vor (0 h) und nach (24 h) Inkubation. In die Analyse wurden

ausschlieB3lich Peptide mit signifikant veranderten Abundanzen (p-Wert < 0,05) einbezogen.

Cluster
2 Cluster

24h

1 Anteil Peptide mit variabler
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Abbildung 8: Modifikationen von Peptiden infolge der Inkubation in 0,1 % Ameisenséure. Dargestellt ist eine
Heatmap-Visualisierung auf Basis von zeilenweise Mittelwert-normalisierten Peptidabundanzen. Die hierarchische
Clusteranalyse basierte auf der Pearson-Korrelation und zeigt die Peptidabundanzen vor (0 h) und nach (24 h)
Inkubation. In die Analyse wurden ausschlie8lich Peptide mit signifikant verdnderten Abundanzen (p-Wert < 0,05)
einbezogen. Das Cluster der hbher abundanten Peptide wurde auf das Vorkommen von variablen Modifikationen
untersucht und ist als Tortendiagramm dargestellt.

Wie auf der rechten Seite der Abbildung ersichtlich, zeigte ein Teil der Peptide nach der
Inkubation eine erhdhte Intensitdt. Von diesen konnten 55 % als oxidiert, 22 % als
pyroglutaminyliert und 1 % als formyliert identifiziert werden. Bei weiteren 22 % der signifikant
angestiegenen Peptide lie® sich keine der betrachteten Modifikationen nachweisen. Um

Fehlinterpretationen aufgrund modifizierter Peptide in den folgenden Analysen zu vermeiden,
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wurden deshalb alle oxidierten, formylierten und pyro-glutamylierten Peptide aus der Analyse

entfernt, sowie auch ihr nicht-modifiziertes Peptid-Pendant.

Die Rohdaten wurden vor der Analyse log,-transformiert, um die Verteilung der
Peptidabundanzen zu symmetrisieren und naherungsweise Normalverteilungen zu erreichen.
Dies verbessert die Voraussetzungen fir nachfolgende statistische Auswertungen. In der
Proteomik ist es darUber hinaus ublich, die aus der Datenbanksuche resultierenden
Rohabundanzen der Proteine pro Probe zu normalisieren, um technische Schwankungen,
etwa durch Probenvorbereitung oder Injektionsunterschiede auszugleichen (Callister et al.,
2006). Gangige Verfahren sind die Spalten-Median-Normalisierung, die Gesamtintensitats-
Normalisierung oder die Bezugnahme auf ein internes Referenzprotein. Diese Methoden
setzen voraus, dass die Gesamtprotein- bzw. Gesamtpeptidmenge zwischen den Proben
vergleichbar ist (O’Rourke et al., 2019; Valikangas et al., 2018).

Die vorliegende Analyse zeigt jedoch eine starke, systematische Abundanzreduktion von
Peptiden nach Inkubation, wodurch die Abundanzen einzelner Peptide in bestimmten Proben
deutlich reduziert sind. Eine Normalisierung, insbesondere mittels Spalten-Median, wurde in
diesem Fall die relativen Abundanzen zwischen den Proben verfalschen. In Abbildung 9 ist

dies exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der durch Normalisierung hervorgerufenen Datenverzerrung. Links
ist die Abundanzverédnderung einzelner Peptide (als Punkte dargestellt) gezeigt, wo der Median sich verschiebt,
wenn rot adsorbiert wird. Rechts ist die Reduktion der Peptidabundanz nach Median-Normalisierung dargestellt,
die zur Folge hat, dass nicht adsorbierte Peptide (z.B. Punkte blau und griin in der inkubierten Probe) héher
abundant sind.

In Abbildung 9 ist zu sehen, wie die Abundanzen der Peptide orange und rot in Probe 2 sinken.
Dadurch verschiebt sich der Median von rot (Median1) auf turkis (Median2). Eine

Normalisierung auf diesen neuen Median wirde die Werte aller Peptide in dieser Probe
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kiinstlich erhdhen, was zu einer systematischen Uberschatzung der Abundanzen und einer
Unterschatzung des tatsachlichen Adsorptionseffekts fuhren wirde. Um eine solche
Verzerrung zu vermeiden, wurde in der vorliegenden Analyse auf eine Normalisierung

verzichtet.

Fir alle folgenden Analysen wurde der um Modifikationen bereinigte Datensatz auf solche
Peptide reduziert, die in allen Proben (0 h bzw. 24 h und Gefaldtypen der Hersteller A-D)
quantifiziert wurden. Dies flhrte zu einem Datensatz von insgesamt 3.531 Peptiden, sodass
die Vergleiche der GefalRe auf demselben Pool an Peptiden durchgefihrt werden konnten.
Eine vollstandige Liste aller Peptide mit quantitativen Werten ist im 6ffentlichen Repositorium
verfugbar (Tabelle S1, X).

Zunachst wurde die Reproduzierbarkeit der technischen Replikate jedes Gefalies eingehend
untersucht, um die Konsistenz und Zuverlassigkeit der Messungen zu beurteilen. Dazu wurden
die Variationskoeffizienten (CV) berechnet, wobei der hochste durchschnittliche CV bei 3,23 %
liegt. Dieser niedrige Wert weist auf eine hohe Reproduzierbarkeit der Peptidquantifizierung
hin und unterstreicht, dass die Messungen auch bei wiederholten Experimenten Gberaus stabil
und verlasslich sind (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Varianzkoeffizient der Replikatmessungen vor und nach Inkubation. Dargestellt sind die
Variationskoeffizienten (CV) der Peptidabundanzen von insgesamt 3.531 Peptiden vor und nach der Inkubation,
Jjeweils fiir beide Gefa3typen der Hersteller A, B, C und D. Boxplots zeigen den Median (Linie), das 25.—75. Perzentil
(Box) sowie die minimalen und maximalen Werte (Whiskers, min-max) der Messungen.

Um die Genauigkeit und Prazision der durchgeflihrten Messungen weiter zu belegen, wurde
zusatzlich der Pearson-Korrelationskoeffizient zwischen den Replikaten jedes Gefaldtyps
bestimmt (Abbildung 11). Die Analyse zeigt, dass fur die PP-GefalRe eine hohe Pearson-
Korrelation von Uber 96 % zwischen den Replikaten vorliegt, was auf eine konsistente und

zuverlassige Wiederholbarkeit der Ergebnisse hinweist. Fur die Glasgefalle wurde sogar eine
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noch héhere Korrelation von tber 98 % in den Kontrollproben (0 h) beobachtet, was die

Robustheit der Messungen im Rahmen des entwickelten Assays weiter untermauert.

Nach einer 24-stiindigen Inkubation mit dem HelLa-Peptidstandard zeigten die Glasgefale
jedoch deutlich groRere Schwankungen in den Peptidabundanzen sowie niedrigere Pearson-

Korrelationskoeffizienten zwischen den Replikaten.

Auch bei den PP-GefalRen lie3 sich nach 24 h eine Reduktion der Korrelationswerte im
Vergleich zu den 0 h-Proben beobachten. Dies traf auf die GefalRe der Hersteller A, B und C
zu. Fir die modifizierten PP-Gefalle (m-PP) von Hersteller A und C konnte hingegen keine
signifikante Reduktion festgestellt werden. Bei den Herstellern B und D zeigte sich dagegen
sowohl bei den modifizierten PP-GefalRen (m-PP) als auch bei den modifizierten Glasgefalien

(m-G) ein Ruckgang der Pearson-Korrelation nach 24 h.
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Abbildung 11: Boxplot-Darstellung der Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen verschiedenen
Geféditypen und Proben der jeweiligen Hersteller. Boxplots zeigen den Median (Linie), das 25.—75. Perzentil
(Box) sowie die minimalen und maximalen Werte (Whiskers, min-max) der Messungen. Basierend auf 3.531
Peptiden.

Im Anschluss an die vorangehenden Untersuchungen wurde eine Hauptkomponentenanalyse

(PCA) durchgefiihrt, um potenzielle Unterschiede in den Wechselwirkungen zwischen den
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Oberflachen der verschiedenen Gefaltypen unterschiedlicher Hersteller (A, B, C, D) und
Typen (PP, m-PP, G, m-G) zu identifizieren. Die PCA kann signifikante Differenzierungen und
Clusterbildungen zeigen, die sich entlang der Hauptkomponenten 1 (PC 1) und 2 (PC 2)
manifestieren und auf deutliche Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit sowie den
daraus resultierenden Wechselwirkungen mit den Peptiden hinweisen kdnnen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Peptidabundanzen vor und nach Inkubation.Dargestellt
ist die Verteilung der Inkubationszeitpunkte (Oh, 24h) und Gefdl3e je Hersteller (A, B, C, D) basierend auf der
Gesamtvariation der Peptiddaten. Die ersten beiden Hauptkomponenten (PC1 und PC2) erkldren den gréf3ten

Anteil der Varianz im Datensatz. Basierend auf 3.531 Peptiden.FUr Hersteller A lasst sich eine

Clusterbildung der modifizierten PP-GefalRe vor und nach 24-stindiger Inkubation

beobachten. Die Kontrollen der

nicht-modifizierten PP-Gefalle zeigen entlang der
Hauptkomponente 1, die 60,8 % der Varianz der Daten erklart, eine deutliche Ahnlichkeit zu
der Kontrolle und den inkubierten m-PP-GefaRen, wahrend die 24 Stunden inkubierten PP-
Gefalde deutlich entfernt clustern. Ein ahnliches Muster Iasst sich fir Hersteller C beobachten.
Die 24-stindige Inkubation in m-PP-Gefal3en zeigt keine signifikante Veranderung. Fir den

Hersteller B zeigt sich hingegen eine signifikante Veranderung zwischen der Kontrollprobe

64



(0 h) und der 24 Stunden inkubierten Probe (24 h) bei PP und m-PP nach Hauptkomponente
1 (42,2 %).

Zudem zeigen die Ergebnisse eine signifikante Trennung der Gefal3gruppen entlang der
Hauptkomponente 1 (89,1 %) nach der Inkubation der Peptide tber 24 Stunden in Glas (G)

und modifizierten Glasgefalen (m-G).

6.1.5. Quantifizierung adsorbierter Peptide

Die vorangegangenen Qualitatskontrollen, insbesondere die PCA (Abbildung 11), zeigten
bereits eine klare Unterscheidung der PP-GefalRe und modifizierter PP-Gefalle. Jedoch lasst
sie keine quantitative Beurteilung zu. Die quantitative Proteomanalytik ermoglicht Uber die
Label-freie Quantifizierung von Peptiden einen relativen, quantitativen Vergleich zwischen
definierten Gruppen, hier Peptidabundanz nach 0 h und 24 h, fir jedes gemessenes Peptid.
Dazu wurden die quantitativen Werte aller Peptide Uber einen Welch’s t-Test vor und nach

Inkubation verglichen, um signifikante Veranderungen zu identifizieren.

Peptide, die sowohl einen p-Wert < 0,05, als auch einen log.-Fold-Change von mindestens —1
aufwiesen (entspricht einer mindestens halbierten Abundanz), wurden als signifikant verandert
bzw. adsorbiert eingestuft. Die Ergebnisse der t-Tests sind in Form von Volcano-Plots in
Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Volcano-Plot-Darstellung signifikanter Peptidverdnderungen nach Inkubation in PP- und m-
PP-GefédBen. Relativer quantitativer Vergleich der Peptidabundanzen zwischen definierten Gruppen, hier vor (0 h)
und nach (24 h) Inkubation fiir PP-Hersteller A, B und C. Zur Identifikation signifikanter Verdnderungen wurde fiir
jedes Peptid ein Welch’s t-Test durchgefiihrt. Peptide mit einem p-Wert < 0,05 und einem log;-Fold-Change < —1
wurden als signifikant verdndert bzw. adsorbiert klassifiziert. Die Ergebnisse sind als Volcano-Plots dargestellt,
wobei die Peptide entsprechend ihres log,-Fold-Changes und der statistischen Signifikanz visualisiert sind. In blau:

signifikant adsobierte Peptide, in schwarz: p-Wert-signifikante Peptide, in grau: nicht signifikante Peptide. Basierend
auf 3.531 Peptiden.

Es konnte bei allen drei Herstellern von PP-Gefalen festgestellt werden, dass nicht-
modifizierte Polypropylen-Gefalde (PP) signifikante Mengen an Peptiden adsorbieren, sofern
sie in einer Losung gelagert werden, die 0,1 % FA in Wasser enthalt. Die héchste Anzahl
adsorbierter Peptide wurde nach einer 24-stiindigen Inkubation in GefalRen des Herstellers C
festgestellt, mit insgesamt 116 adsorbierten Peptiden. Im Vergleich dazu wurden in den
GefalRen des Herstellers A 112 Peptide und in den Gefalten des Herstellers B 88 Peptide
adsorbiert. Im Gegensatz dazu zeigen m-PP-Gefalle der Hersteller A und C keine signifikante

Peptidadsorption. Die m-PP-Gefalie des Herstellers B adsorbierten demgegeniber signifikant
42 Peptide.

Das von den Herstellern modifizierte Material der Polypropylen-Gefalie (m-PP) tragt signifikant
dazu bei, die Adsorption von Peptiden zu verringern. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die Selektion des Gefaltyps und -materials von entscheidender Relevanz fur die Integritat der
Proben in analytischen Verfahren ist. So weisen normale PP-GefalRe erhebliche
Peptidadsorptionseffekte auf, wahrend die Verwendung von m-PP-Geféalen eine signifikante
Reduktion dieser Adsorptionseffekte ermdglicht.

66



Dieselbe Analyse wurde ebenfalls fir die Glas-Gefalle durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Volcano-plot-Darstellung signifikanter Peptidverdnderungen nach Inkubation in G- und m-
G-GefédBen. Dargestellt ist der relative quantitative Vergleich der Peptidabundanzen zwischen definierten Gruppen,
hier vor (0 h) und nach (24 h) Inkubation fiir Glas-Gefél3e der Hersteller A, B und C. Zur Identifikation signifikanter
Verédnderungen wurde fiir jedes Peptid ein Welch'’s t-Test durchgefiihrt. Peptide mit einem p-Wert < 0,05 und einem
log»-Fold-Change < —1 wurden als signifikant verdndert bzw. adsorbiert klassifiziert. Die Ergebnisse sind als
Volcano-Plots dargestellt, wobei die Peptide entsprechend ihres log.-Fold-Changes und der statistischen
Signifikanz visualisiert sind. In blau: signifikant adsobierte Peptide, in schwarz: p-Wert signifikante Peptide, in grau:
nicht signifikante Peptide. Basierend auf 3.531 Peptiden.

Hinsichtlich der Peptidadsorption zeigten Glas-GefalRe (G) und modifizierte Glas-Gefalle (m-
G) signifikant starkere Effekte als das Polypropylen. Insgesamt wurden in den G-Gefalken 812
Peptide adsorbiert, wahrend in den m-G-GefalRen 655 Peptide adsorbiert wurden. In den G-

Gefalioberflachen wurden somit mehr als 18 % der untersuchten Peptide adsorbiert.

6.1.6. Vergleich adsorbierter Peptide

Nachdem eine erhebliche Adsorption an den PP-GefalRen aller drei Hersteller sowie bei den
m-PP-GefalRen von Hersteller B nachgewiesen werden konnte, sollte nun ein direkter
Vergleich der adsorbierten Peptide zeigen, ob diese Uberschneidungen zwischen den
getesteten Oberflachen aufweisen. Die Ergebnisse sind als UpSet-Diagramm in Abbildung 15

dargestellt.
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Abbildung 15: Analyse der Uberschneidung adsorbierter Peptide zwischen verschiedenen PP-GefiRtypen.
Zur Identifikation von Peptiden mit Oberflichenadsorption wurden zunéchst fiir jedes Peptid die signifikanten
Verdnderungen in der Abundanz vor (0h) und nach (24 h) Inkubation bestimmt (p<0,05 und log.-Fold-
Change < -1). AnschlieBend wurde ein direkter Vergleich der adsorbierten Peptide zwischen PP-Gefé3en der
Hersteller A, B und C sowie den m-PP-Gefé8en von Hersteller B durchgefiihrt. Die Uberschneidungen und
exklusiven Peptide wurden mithilfe eines UpSet-Diagramms visualisiert. Verbundene Punkte markieren die
verglichenen Datensétze, die UberlappungsgroRe ist in Form von Balkendiagrammen visualisiert.

54 der insgesamt 112 an PP-GefalRen von Hersteller A adsorbierten Peptide wurden lediglich
in diesem Gefall adsorbiert. Bei PP-Gefalten von Hersteller B wurden 11 der 88 Peptide nur
an dieses Material adsorbiert. Bei PP-GefalRen von Hersteller C sind es 26 von 116.
Demensprechend gibt es fiur einen Grofdteil der adsorbierten Peptide eine grofle
Uberschneidung zwischen den drei verschiedenen PP-GefaRen. Alle an m-PP-GefaRen von
Hersteller B adsorbierten Peptide wurden auch an andere Gefaltoberflachen adsorbiert. Allein
24 Peptide wurden bei allen 4 adsorbierenden Oberflachen als signifikant niedriger in der

Lésung nach Inkubation identifiziert.

Fir die Glasoberflachen wurde dieser Vergleich zwischen den an G- und m-G-Gefalen
adsorbierten Peptiden durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind als Venn-Diagramm in Abbildung 16
dargestellt.
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Abbildung 16: Analyse der Uberschneidung adsorbierter Peptide an Glas-(G) und modifizierten Glas-(m-G)
GefédBen von Hersteller D. Zur Identifikation adsorbierter Peptide wurden fiir jedes Peptid die signifikanten
Verdnderungen der Abundanz vor (0 h) und nach (24 h) Inkubation bestimmt (p < 0,05 und log.-Fold-Change < -1).
Die iiberschneidenden und exklusiven Peptide zwischen den beiden Gefél3typen wurden in einem Venn-Diagramm
dargestellt.

Von den insgesamt 812 an G und 655 an m-G adsorbierten Peptiden wurden 593 in beiden
Gefalien adsorbiert. G-Gefalle adsorbierten allein 219 Peptide und damit 157 Peptide mehr
als das m-G-GefaR.

6.1.7. Nicht-detektierbare Peptide nach Inkubation

Ein Anteil der Peptide wurde bei der Inkubation in einigen Gefalltypen so stark adsorbiert,
dass ihre Konzentration anschlieend unterhalb der Signalgrenze fir eine MS2-Selektion bzw.
unter der Identifikationsschwelle in der Datenbanksuche lag. In der Datenbanksuche werden
solche Peptide daher nicht mehr mit einem Abundanzwert versehen, selbst wenn sie eventuell
noch identifiziert werden konnten. Aufgrund der zuvor beschriebenen Kriterien zur

Datenaufbereitung wurden diese Peptide aus der statistischen Analyse ausgeschlossen.

Zur Abschatzung des Ausmalles dieses Effekts wurde ermittelt, wie viele Peptide in allen
Replikaten der 0 h-Kontrolle detektiert, jedoch in keinem Replikat der 24 h-Inkubation
quantifiziert wurden.

Tabelle 12: Anzahl der Peptide, die nach der Inkubation in keinem Replikat mehr quantifiziert wurden.

PP PP PP G

Hersteller A | Hersteller B | Hersteller C | Hersteller D

Gefall

Anzahl Peptide

} 63 114 412 104

(unmodifiziertes Gefal)
Anzahl Peptide

(modifiziertes Gefal)

1 113 0 101
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Wie erwartet, zeigte sich in den unmodifizierten GefalRen ein teils erheblicher Verlust an
Peptiden. In den modifizierten Varianten war dieser Effekt deutlich reduziert, was die

Wirksamkeit der Oberflachenmodifikation gegen die Adsorption unterstreicht.

Bemerkenswert ist jedoch, dass im modifizierten Gefalt m-PP von Hersteller A ein einzelnes
Peptid (ENQCVIISGESGAGK) nach 24 h-Inkubation nicht mehr detektiert werden konnte,
obwohl es in der 0 h-Kontrolle mit vergleichsweise hoher Intensitat (6,9-7,7 x 10°) vorlag.
Dieses Verhalten ist insofern auffallig, als alle anderen Peptide in diesem Gefaldtyp nicht

signifikant adsorbiert wurden.

6.1.8. Untersuchung der Eigenschaften adsorbierter Peptide

Aufgrund der signifikanten Uberschneidungen adsorbierter Peptide auf PP- und G-
Gefalioberflachen verschiedener Hersteller wurde eine detaillierte Charakterisierung der
Peptid-Oberflachen-Interaktionen unter den Losungsmittelbedingungen von 0,1 % FA in
Wasser durchgefuhrt. Daflr wurden die Gefalie aus PP von Hersteller A, B und C sowie G
von Hersteller D ausgewahlt und die Aminosduresequenz, Peptidlange, Ladung und

Hydrophobizitat adsorbierter Peptide untersucht.

Zunachst sollte die Aminosaurezusammensetzung adsorbierter und nicht-adsorbierter Peptide
verglichen werden. Zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit wurden ausschlieRlich Peptide mit
einer Lange von 15 Aminosauren in die Analyse der Aminosaurekomposition einbezogen, da
diese Peptidklasse am haufigsten vorkam und somit die groRte Stichprobe bot. Die Anteile der
Aminosauren, klassifiziert nach hydrophob, neutral, basisch und sauer, wurden jeweils als
prozentualer Anteil an der Peptidlange berechnet. Die Unterschiede in der
Aminosaurezusammensetzung sind in Abbildung 17 fur PP-Gefal3e der Hersteller A, B und C

sowie fur Glasgefalie von Hersteller D dargestelit.
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Abbildung 17: Analyse der Aminosdurezusammensetzung adsorbierter und nicht-adsorbierter Peptide. Zur
Sicherstellung der Vergleichbarkeit wurden ausschlielich Peptide mit einer Ldnge von 15 Aminoséuren
beriicksichtigt. Die Anteile hydrophober (basierend auf GRAVY-Skala), neutraler, basischer und saurer
Aminoséuren wurden als prozentualer Anteil an der Peptidldnge berechnet. Die Ergebnisse werden fiir PP-Gefdl3e
der Hersteller A, B und C sowie fiir Glasgefél3e (G) von Hersteller D dargestellt.
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Dabei zeigte sich, dass hydrophobe Aminosauren, insbesondere Alanin, Valin, Leucin,
Isoleucin und Phenylalanin in adsorbierten Peptiden im Vergleich zu nicht-adsorbierten
signifikant Uberreprasentiert waren. Die Klassifizierung als hydrophobe Aminosaure erfolgte
basierend auf positiven GRAVY-Werten ermittelt nach dem Hydropathie-Index von Kyte und
Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982). Fur die ebenfalls laut Skala hydrophoben Aminosauren
Cystein und Methionin konnte hingegen kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit
zwischen adsorbierten und nicht adsorbierten Peptiden festgestellt werden. Dies Iasst sich
durch zwei Faktoren erklaren: Zum einen wurden Cysteinreste im Rahmen der
Probenvorbereitung mittels |doacetamid carbamidomethyliert, was die ursprungliche
Hydrophobizitat der Seitenkette verandert und damit die Aussagekraft des GRAVY-Werts
(Cystein: 2,5) einschrankt. Auch die Anzahl Methionin-haltiger Peptide ist durch die Entfernung
von Peptiden mit oxidiertem Methionin, sowie ihrer nicht-oxidierten Pendants reduziert, was
die statistische Aussagekraft entsprechend minderte. Zwar weisen sowohl Cystein als auch
Methionin (GRAVY: 1,9) hohe hydrophobe Werte auf, jedoch spiegelte sich dies nicht im

Adsorptionsverhalten wider.

Neutrale Aminosauren wie Prolin, Serin, Threonin, Tryptophan, Asparagin, Glutamin, Tyrosin
und Glycin traten in adsorbierten Peptiden auf PP-Gefal3en hingegen seltener auf als in nicht-
adsorbierten Peptiden. Ahnliche Tendenzen wurden auch fiir adsorbierte Peptide auf
GlasgefaRen beobachtet. Zusatzlich waren dort basische Aminosauren (Histidin, Lysin,
Arginin) signifikant Uberreprasentiert, wahrend saure Aminosauren (Glutamat, Aspartat)

unterreprasentiert waren.

Ein weiterer Faktor, der auf seinen Einfluss auf die Adsorption untersucht wurde, ist die
Peptidlange. Dazu wurde die Anzahl der Aminosauren pro Peptid fur die adsorbierten und
nicht-adsorbierten Peptide und das Vorkommen (in %) fur jede Gruppe berechnet. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Analyse des Einflusses der Peptidldnge auf die Adsorption. Flir adsorbierte und nicht-
adsorbierte Peptide wurde die Anzahl der Aminoséuren pro Peptid ermittelt und das Vorkommen jeder Peptidldnge
als prozentualer Anteil innerhalb der jeweiligen Gruppe berechnet. Die Ergebnisse geben Aufschluss dartiber, wie
die Peptidldnge die Adsorptionsneigung beeinflusst fiir PP von Hersteller A, B und C sowie G von Hersteller D.

Die nicht an PP-Gefalle gebundenen Peptide wiesen eine mittlere Lange von 11,2
(Hersteller A), 11,4 (Hersteller B) und 12,1 (Hersteller C) Aminosauren auf, wahrend die an
PP-GefalRen adsorbierten Peptide bei allen PP-Herstellern eine deutlich héhere mittlere Lange
(>40 %) hatten (A: 17, B:16, C:16). Peptide, die an G adsorbiert wurden, waren ebenfalls
langer, mit einem Mittelwert von 14 Aminosauren, die an G adsorbiert wurden, im Vergleich zu

11 Aminosauren langen Peptiden, die nicht an G adsorbiert wurden.

Durch die Inkubation der Peptide in 0,1 % FA mit einem pH-Wert von 2,7 sind alle basischen
Aminosduren sowie der N-Terminus der Peptide protoniert. Das bedeutet, dass jedes
tryptische Peptid mit Lysin/Arginin am C-Terminus mindestens zwei positive Ladungen
aufweist. Durch das Vorkommen von sogenannten ,missed cleavages® oder Histidin in der
Sequenz sind auch hoéhere Ladungszustande moglich. Fir die adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptide wurde der Ladungszustand in der sauren Losung berechnet und anteilig

dargestellt und verglichen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich der Peptidladung zwischen adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden. Die
potenziellen Ladungen der Peptide wurden unter den Bedingungen der Inkubation in 0,1 % FA (pH 2,7) berechnet
(nach pKs-Werten von Bjellqvist (Bjellqvist et al., 1993)), wobei basische Aminoséduren und der N-Terminus
protoniert sind. Peptide mit Lysin oder Arginin am C-Terminus tragen mindestens zwei positive Ladungen;
zusétzliche Ladungen kénnen durch ,missed cleavages” oder Histidin auftreten. Die Darstellung zeigt den Anteil
der Peptide mit unterschiedlichen Ladungen in den beiden Gruppen fiir PP von Hersteller A, B und C sowie G von
Hersteller D. Die Ladungen sind gerundet sind gerundet auf ganze Zahlen dargestellt.

Bei Peptiden, die an G-GefalRoberflachen adsorbiert wurden, wurde eine signifikant hdhere
Menge an +3 geladenen (gerundet) Peptiden (+34,4 %) im Vergleich zu nicht an G
gebundenen Peptiden beobachtet. Dies kann auf die hdhere Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von positiv geladenen Histidinresten in langeren tryptischen Peptiden zurtickgefuhrt
werden. Bei Peptiden, die an PP gebunden wurden, liel? sich dieser Effekt nicht nachweisen.
Hier gibt es zwar auch einen leicht héheren Anteil 3-fach positiv geladener Peptide, jedoch
sind die adsorbierten Peptide, wie in Abbildung 17 zuvor gezeigt, langer und haben eine

hohere Wahrscheinlichkeit Histidin zu enthalten.

Die Berechnung der Hydrophobizitat beruht auf den einzelnen Aminosauren der Peptide und
kann unter anderem mit Hilfe der GRAVY-Werte bestimmt werden. Jede Aminosaure hat auf
einer Skala von -4,5 (hydrophil) bis +4,5 (hydrophob) einen bestimmten Hydropathie-Wert.

Basierend auf diesen Werten wurde fir alle nicht-adsorbierten und die adsorbierten Peptide

73



der GRAVY-Wert bestimmt und die Signifikanz des Unterschieds uber einen Mann-Whitney-
U-Test bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Vergleich der Hydrophobizitdt (GRAVY-Wert) zwischen adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden. Die GRAVY-Werte wurden nach der Methode von Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982)berechnet,
um den durchschnittlichen hydrophoben Charakter der Peptide zu bestimmen. Die Darstellung als Violinplotszeigt
den Anteil der Peptide mit unterschiedlichen GRAVY-Werten in den beiden Gruppen fiir PP-Gefél3e der Hersteller
A, B und C sowie GlasgefélRe von Hersteller D, um den Einfluss der Hydrophobizitét auf die Adsorptionsneigung
zu verdeutlichen. Signifikante Unterschiede wurden mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt, wobei signifikante
Unterschiede wie folgt gekennzeichnet sind: *: p-Wert < 0,05, **: p-Wert < 0,01, ***: p-Wert < 0,001, ****: p-
Wert < 0,0001, n. s.: p-Wert > 0,05. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) der Mittelwerte.

Beim Vergleich der Peptidhydrophobizitat zwischen adsorbierten und nicht adsorbierten
Peptiden wurde ein signifikant hdherer mittlerer GRAVY-Wert (p-Wert < 0,05) fur adsorbierte
Peptide bei allen drei PP-Gefalken sowie der Glasoberflache beobachtet. Dabei war der
Unterschied im GRAVY-Wert zwischen nicht-adsorbierten und adsorbierten Peptiden fir PP
von Hersteller B und C (Mediandifferenz B: 0,3580, Mediandifferenz C: 0,4072) und G von

Hersteller D am groRten (Mediandifferenz: 0,3168) und niedriger fur Hersteller A
(Mediandifferenz A: 0,1688).

Die Kombination der Auswertung der Adsorptionsstarke sowie der zugrundeliegenden

Ursachen ermdglicht eine umfassende Beurteilung der Wechselwirkung zwischen Analyten
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und Oberflache im Lésungsmittel und bildet die Grundlage fir den sogenannten APS-Assay

(Adsorption-Properties-of-Surfaces-Assay).

Die APS-Ergebnisse der PP-GefalRe von Hersteller A, B und C sind fiir die adsorbierten
Peptide in den Tabellen A1, Tabelle A2 und Tabelle A3 aufgelistet. Alle weiteren APS-Assay-
Ergebnisse fir die GefalRe der Hersteller A, B, C und D sind im 6ffentlichen Repositorium
verfugbar (Tabelle S2, DOI: 10.25592/uhhfdm.18057).
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6.2. Optimierung des APS-Assays
6.2.1. Das APS-Assay-Skript — Automatisierte Datenauswertepipeline

Zur vereinfachten Datenauswertung wurde ein automatisiertes, Python-basiertes Skript
entwickelt, das die zuvor manuell durchgefiihrte Datenaufbereitung und -analyse
automatisiert. Als Eingabe dient eine Tabelle, welche die Peptidsequenzen, die Modifikationen

sowie die Peptidabundanzen der beiden Gruppen (z. B. 0 h und 24 h) enthalt.

Anders als bei der manuellen Auswertung ist keine manuelle Datenvorbereitung und Filterung
notwendig. Alle mehrfach vorkommenden Peptide sowie Peptide mit variablen Modifikationen
werden entfernt und alle Zwischenschritte als Tabellen ausgegeben. Zusatzlich zum Welch’s
t-Test wird mit der Benjamini-Hochberg-Methode die False Discovery Rate (FDR) bestimmt
und ein g-Wert ausgegeben. Mit den voreingestellten Schwellenwerten werden Peptide, die
einen g-Wert < 0,1 und eine logz-Fold-Change < -1 haben, als adsorbiert klassifiziert. Die
Peptide erhalten in der Ergebnistbersicht die Bezeichnung adsorbed (adsorbiert), wahrend
alle anderen den Status not adsorbed (nicht adsorbiert) erhalten. Auerdem wird eine Tabelle
der Peptide generiert, die nur in den Kontrollen quantifiziert wurden, aber nicht in den

inkubierten Proben.

Fir jedes Peptid wird der GRAVY-Wert, die Peptidlange sowie der Ladungszustand berechnet.
Die Berechnung der Ladung erfolgt abhangig vom vorgegebenen pH-Wert, wobei die pKs-
Werte der Aminosaurereste nach Bjellqvist-Skala (Bjellgvist et al., 1993) herangezogen
werden. Die ermittelte Ladung wird anschlieBend auf ganze Ladungszustédnde gerundet
dargestellt. Die APS-Assay-Ergebnisse werden als Excel-Tabelle als auch als Diagramme
ausgegeben, die die Ladung, Lange und GRAVY-Werte adsorbierter und nicht adsorbierter

Peptide visualisieren.

Durch den Einsatz des Skripts reduzierte sich die Dauer der Auswertung von mehreren
Stunden bei manueller Durchfihrung auf wenige Minuten. Fr die Polypropylen-Gefal3e des
Herstellers A ist in Abbildung 21 ein exemplarisches Ergebnis nach Ausfihrung des Python-
Skripts dargestellt, wobei die FDR-Korrektur zur Vergleichbarkeit mit den zuvor gezeigten

Ergebnissen ausgeschaltet wurde (FDR < 1).
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Abbildung 21: Beispielhafte APS-Assay-Ergebnisse fiir PP-Gefd8e von Hersteller A. Oben links: Volcano-Plot
basierend auf den Ergebnissen des Welch’s t-Tests. Signifikant adsorbierte Peptide sind dunkelblau (p-Wert < 0,05
und logz-Fold-Change < -1). Oben rechts: Violin-Plots der GRAVY-Werte von adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden mit Mann-Whitney-U p-Wert. Unten links: Anteil vorhandener Peptidldngen bei adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptiden in Prozent. Unten rechts: Anteil der jeweiligen Peptidladungen bei adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptiden in Prozent. Basierend auf 3.531 Peptiden und je 5 Replikaten. Erstellt mit dem APS-Assay-
Skript.

Das APS-Skript ermdglicht somit einen automatisierten und beschleunigten Auswerteprozess,
der eine Beurteilung Uber die Starke der Adsorption an die Oberflache in einem definierten

Lésungsmittel und der Ursachen fur die Adsorption zulasst.

sowie im
(DOI:

10.2.
Hamburg

Der vollstdndige Code ist im  Anhang dokumentiert

Forschungsdatenrepositorium der Universitat hinterlegt

10.25592/uhhfdm.18057).

6.2.2. Testung von Autosampler-geeigneten GefaRen

Im Rahmen der Entwicklung des APS-Assays konnte gezeigt werden, dass die Lagerung der
Peptide in 0,1 % FA in G-GefalRen zu einer starken Adsorption flihrte. Der Einsatz alternativer

Gefale, beispielsweise m-G-Gefalde, fuhrte zu keiner signifikanten Reduktion der Adsorption.
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Daher wurden spezielle Mikrotiterplatten aus modifiziertem Polypropylen (m-PP-Platte,
Hersteller A) hinsichtlich ihrer Adsorptionseigenschaften mit dem APS-Assays untersucht und
mit herkdbmmlichen PP-Platten verglichen.

Die Messung erfolgte auf einem Massenspektrometer mit deutlich hoherer
Messgeschwindigkeit und Sensitivitat, zur Erreichung einer héheren Anzahl von Peptiden,
sowie Messung niedriger abundanter Peptide nach Inkubation. Dadurch erhéhte sich die

Anzahl der zur Auswertung herangezogenen Peptide deutlich (7.903 Peptide).

Abbildung 22 zeigt die Hauptkomponentenanalyse (PCA) der APS-Ergebnisse. Wahrend die
m-PP-Platten nur minimale Unterschiede zwischen der 0 h- und 24 h-Inkubation aufweisen,
zeigen die PP-Platten eine deutliche Trennung entlang der ersten Hauptkomponente (PC1),
die 81 % der Gesamtvarianz erklart.
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Abbildung 22: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der APS-Ergebnisse zum Vergleich von modifizierten
Polypropylen-Platten (m-PP, Hersteller A) mit herkémmlichen PP-Platten. Entlang der ersten
Hauptkomponente (PC1, 81 % Varianzaufkldrung) zeigt sich eine deutliche Trennung zwischen den m-PP-Platten
und den nach 24 h Inkubation in klassischen PP-Platten. Basierend auf 7.903 Peptiden und je 4 Replikaten.

Nach Anwendung des APS-Assay-Skripts (Anhang Abbildung A1 und A2) konnten signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Platten (PP und m-PP) festgestellt werden. PP-Platten
adsorbierten 1.071 Peptide wahrend m-PP Platten nur 6 Peptide (p-Werte (FDR-korrigiert)
< 0,1 und log»-Fold-Change < —1) adsorbierten. Die Adsorption ist, wie zuvor schon bei 1,5-
mL-Gefalten m-PP gezeigt, durch hydrophobe Wechselwirkungen verursacht, da der GRAVY-

Wert im Median einen Unterschied von +0,35 fiir adsorbierte Peptide aufwies.

Interessanterweise waren einige Peptide bei beiden Platten nach Inkubation héher abundant.

Bei m-PP-Platten waren diese Peptide jedoch nicht FDR-signifikant (q-Wert < 0,1). Bei der PP-
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Platte hingegen waren insgesamt 38 Peptide signifikant héher abundant nach der Inkubation.
Die Peptide sind durchschnittlich nur 10 Aminosauren lang, sehr hydrophil mit einem mittleren
GRAVY-Wert von -0,83 und dreifach positiv geladen.

Die Peptidabundanzen fir den APS-Assay (Tabelle S3), die APS-Ergebnisse von PP (Tabelle
S4) und die Ergebnisse fir m-PP (Tabelle S5) sind Gber das Forschungsdatenrepositorium
der Universitdt Hamburg verfugbar (DOI: 10.25592/uhhfdm.18057).

6.2.3. Anwendung des optimierten APS-Assays

Durch die Testung der m-PP-Platten, die fur den direkten Einsatz im Autosampler geeignet
sind und nahezu keine Adsorption aufweisen, wurde der Ablauf der APS-Assays verandert
und vereinfacht. Statt der nacheinander erfolgenden Inkubation und Messung, die die Testung
auf eine geringe Anzahl von Replikaten und Oberflachen begrenzt, ist nun nach erfolgter
Inkubation in den GefalRen eine Lagerung in der m-PP-Platte bis zur Messung mdglich. Aus

dieser werden dann automatisiert die Proben im Autosampler injiziert.

Auf Basis dieses Aufbaus wurden die 1,5-mL-GefalRe aus m-PP und PP von Hersteller A
erneut mittels APS-Assay nach Inkubation in 0,1 % FA in Wasser getestet, wobei auch nur
noch eine 0 h-Kontrolle fir beide Gefalltypen gemessen wurde. Die Ergebnisse der Messung

sind in der Hauptkomponentenanalyse in Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Hauptkomponentenanalyse (PCA) der APS-Ergebnisse zum Vergleich von 1,5 mL m-PP- und
PP-GefédBen von Hersteller A. Die Proben wurden direkt in den Gefdl3en inkubiert und anschlieBend in m-PP-
Platten (berfiihrt, aus denen die automatische Injektion im Autosampler erfolgte. Entlang der ersten
Hauptkomponente (PC1) zeigt sich eine deutliche Trennung zwischen m-PP- und klassischen PP-Geféf3en. Die
Analyse basiert auf 18.138 Peptiden und je 5 Replikaten.

Basierend auf Hauptkomponente 1, die 57,3 % der Varianz erklart, kbnnen 2 grofe Cluster

beobachtet werden. Das eine Cluster wird durch die 0 h-Kontrollen zusammen mit den
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Replikaten der flr 24 Stunden inkubierten Proben im 1,5-mL-m-PP-Gefal gebildet. Das zweite
Cluster, das sich eindeutig abgrenzt, besteht aus den technischen Replikaten der 1,5-mL-PP-
Gefalte. Entlang der Hauptkomponente 2 lasst sich eine leichte, aber nicht fir alle Proben

eindeutige Verschiebung der Peptidabundanzen nach Zeitpunkt der Injektion beobachten.

Im Anschluss an die Datenbanksuche, erfolgte die Auswertung mit dem APS-Assay-Skript.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 und 25 dargestellt.
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Abbildung 24: APS-Assay-Ergebnisse der 1,5-mL-PP-Gefédle von Hersteller A nach Messung aus m-PP-
Platte. Oben links: Volcano-Plot basierend auf den Ergebnissen des Welch’s t-Tests. Signifikant adsorbierte
Peptide sind hellblau (p-Wert < 0,05 und log.-Fold-Change < -1) oder dunkelblau (zusétzlich FDR-signifikant, g-
Wert < 0,1). Oben rechts: Violin-Plots der GRAVY-Werte von adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden mit
Mann-Whitney-U p-Wert. Unten links: Anteil vorhandener Peptidldngen bei adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden in Prozent. Unten rechts: Anteil der jeweiligen Peptidladungen bei adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden in Prozent. Basierend auf 18.138 Peptiden und je 5 Replikaten. Erstellt mit dem APS-Assay-Skript.

Insgesamt wurden Abundanzen von 18.138 Peptiden in allen Replikaten gemessen, statt
3.531 bei der Entwicklung des APS-Assays. In der Abbildung 24 ist nach der Inkubation eine
starke Adsorption der Peptide an PP-GefalRe von Hersteller A zu sehen. Es wurden 1.793
Peptide adsorbiert (1.823 p-Wert-signifikant). Im Vergleich zu den wahrend der Entwicklung
des APS-Assays gezeigten Ergebnissen fur die GefalRe aus PP von Hersteller A ist dies eine
deutlich grof3ere Anzahl adsorbierter Peptide (112). Wahrend der mediane GRAVY-Wert nicht-
adsorbierter Peptide -0,37 betrug, lag er bei adsorbierten Peptiden bei 0,08 (p-Wert < 0,0001).
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Dies deutet auf hydrophobe Wechselwirkungen hin. Zusatzlich wiesen adsorbierte Peptide
eine deutlich sichtbare Verschiebung der Peptidlange auf. Statt bei 9 Aminosauren lag die am
haufigsten in der adsorbierten Kohorte vorkommende Lange bei 14 Aminosauren. Bezuglich

der Ladung der Peptide konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Auch fir die m-PP-Gefalte wurde das APS-Assay-Skript genutzt (Abbildung 25), um die

Adsorption zu quantifizieren und die adsorbierten Peptide zu charakterisieren.
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Abbildung 25: APS-Assay-Ergebnisse der 1,5-mL-m-PP-Gefdl3e von Hersteller A nach Messung aus m-PP-
Platte. Oben links: Volcano-Plot basierend auf den Ergebnissen des Welch’s t-Tests. Signifikant adsorbierte
Peptide sind hellblau (p-Wert < 0,05 und logs-Fold-Change < -1) oder dunkelblau (zusétzlich FDR-signifikant, g-
Wert < 0,1). Oben rechts: Violin-Plots der GRAVY-Werte von adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden mit
Mann-Whitney-U p-Wert. Unten links: Anteil vorhandener Peptidldngen bei adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden in Prozent. Unten rechts: Anteil der jeweiligen Peptidladungen bei adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden in Prozent. Basierend auf 18.138 Peptiden und je 5 Replikaten. Erstellt mit dem APS-Assay-Skript.

Nach Inkubation in den m-PP-GefalRen konnten mit dem APS-Assay keine signifikant
veranderten Peptide identifiziert werden (0 mit FDR< 0,1 bzw. 2 mit p-Wert < 0,05 und logz-
Fold-Change < -1).

Die Peptidabundanzen fir den APS-Assay (Tabelle S6), die APS-Ergebnisse von PP (Tabelle
S7) und die Ergebnisse fir m-PP (Tabelle S8) sind im Forschungsdatenrepositorium der
Universitat Hamburg verfigbar (DOI: 10.25592/uhhfdm.18057).
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6.3. Auswirkung der Peptidadsorption auf Proteomik-Projekte

Bottom-up-basierte Proteomik-Projekte zielen darauf ab, relative Unterschiede in der
Proteinabundanz zwischen verschiedenen experimentellen Bedingungen zu analysieren.
Unvorhergesehene oder methodisch bedingte Veranderungen der Proben stellen daher ein
erhebliches Risiko fur die Aussagekraft der anschlieRenden Datenanalyse dar. Auf Basis der
zuvor in Kapitel 6.2.3. gezeigten Ergebnisse von PP-GefalRen des Herstellers A, die eine
starke Adsorption des HelLa-Peptidstandards nach 24-stiindiger Inkubation in 0,1 % FA in
Wasser aufgrund hydrophober Wechselwirkungen zeigten, wurde ein moglicher Einfluss auf
Proteinabundanzen innerhalb eines typischen Proteomik-Experiments simuliert und die

Auswirkungen auf das Analyseergebnis dargestellt.

6.3.1. Einfluss der Peptid-Adsorption auf die Proteinabundanzen

Zur Simulation einer klassischen Bottom-up-Proteomanalyse wurden die Peptidabundanzen
zunachst auf eindeutige (unique), unmodifizierte und in allen Proben vorkommende Peptide
reduziert. Anschliefend wurden Proteinabundanzen nur fur jene Proteine berechnet, fir die
mindestens zwei einzigartige Peptide (=2 unique Peptide pro Protein) vorlagen. Die
resultierende Proteindatenmatrix umfasste 2.592 Proteine. Sie bildete die Grundlage fir eine
relative Quantifizierung der Proteine und Demonstration der Auswirkungen von Adsorption auf

eine Proteomanalyse.

In Abbildung 26 sind die signifikant veranderten Proteine in einem Volcano-Plot dargestellt. Als
Schwellenwert wurde eine mindestens 1,5-fach verminderte Abundanz sowie eine FDR < 0,1
festgelegt. Die Ergebnisse der signifikant veranderten Proteine sind zusatzlich in Tabelle A4
dargestellt, alle weiteren Proteine sind im Forschungsdatenrepositorium der Universitat
Hamburg verfiigbar (Tabelle S9, DOI: 10.25592/uhhfdm.18057).
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Abbildung 26: Volcano-Plot der differentiell quantifizierten Proteine nach Inkubation in PP-Gefdlen von
Hersteller A. a) nicht-normalisierte Daten, b) Spalten-Median-normalisierte Daten. Signifikante Verdnderungen
sind definiert als p-Wert < 0,05, q-Wert (FDR) < 0,1, log.-Fold-Change < —0,58. Basierend auf 2.592 Proteinen.

Wie in Abbildung 25 a sichtbar, flhrte die 24-stliindige Inkubation der Peptide zu einer
Veranderung der Proteinabundanzen. Auch nach Normalisierung der Proteinabundanzen auf
den Spaltenmedian (Abbildung 25 b) blieb die adsorptionsbedingte Verschiebung der
Abundanzen bestehen. In Abbildung 27 sind die vier am starksten veranderten Proteine und

ihre Abundanz innerhalb der Replikate der 0 h Kontrolle sowie den 24 Stunden inkubierten PP-

und m-PP-GefalRen dargestellt.
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Abbildung 27: Top 4 adsorbierte Proteine und ihre Peptide. Heatmap-Darstellung der Peptidabundanzen (iber
alle Replikate und Bedingungen (0 h, 24 h: PP, m-PP). Signifikant adsorbierte Peptide sind mit schwarzen Késten
markiert.

Das am starksten von Adsorption betroffene Protein war TRMT112 (Multifunctional
methyltransferase subunit TRM112-like protein), das Uber drei Peptide quantifiziert wurde.
Besonders das Peptid VEWSAFLEAADNLR zeigte eine starke Adsorption an die Oberflache
des PP-Gefalies und flihrte somit zu einer signifikanten Reduktion der Gesamtabundanz des
Proteins. Auch bei den Proteinen ARF1 (ADP-ribosylation factor 1) und SLC38A2 (Sodium-
coupled neutral amino acid transporter 2) war jeweils ein einzelnes Peptid
(NISFTVWDVGGQDK bzw. SHYADVDPENQNFLLESNLGK) fir die beobachtete
Abundanzveranderung verantwortlich. Fir das Protein C1QB (Complement C1q
subcomponent subunit B) konnten hingegen zwei stark betroffene Peptide identifiziert werden,
die gemeinsam eine deutliche Abnahme der Proteinabundanz nach 24-stundiger Inkubation

verursachten.

Fir die oben genannten Proteine zeigte sich, dass die Adsorption einzelner Peptide zu
signifikanten Veranderungen in der Proteinabundanz fuhrte. Dies trifft besonders zu, wenn nur
wenige Peptide pro Protein zur Quantifizierung herangezogen werden kénnen. Zum Vergleich,
die Adsorption von Peptid SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK aus dem Protein HSPAS, fiihrte
nicht zu einer Veranderung der Proteinabundanz (Abbildung A3), da 13 weitere Peptid aus
dem Protein nicht adsorbiert waren.
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6.3.2. Einfluss der Adsorption auf Gene-Set-Enrichment-Analysen.

Eine besonders haufig genutzte Methode zur Analyse von Proteomdaten ist die Gene-Set-
Enrichment-Analyse (GSEA) (Subramanian et al., 2005). Dabei werden Proteine entsprechend
ihrer log.-Fold-Change-Werte geordnet und anschlieBend auf Uberlappungen mit kuratierten
Gensets aus offentlichen Datenbanken untersucht. Ziel ist die Identifikation biologischer
Prozesse, molekularer Funktionen oder zellularer Komponenten bzw. biologischer Signalwege
(Pathways), die systematisch durch die beobachteten Veranderungen beeinflusst werden.
Diese Methode ermdglicht es, komplexe Proteom-Datensatze biologisch zu interpretieren,
indem sie Zusammenhange zwischen differentiell exprimierten Proteinen und bekannten
Signalwegen oder Zellfunktionen visualisiert. GSEA stellt somit ein zentrales Werkzeug dar,

um aus umfangreichen Proteomdaten biologisch relevante Schlussfolgerungen zu ziehen.

Als Genset-Datenbank wurde die KEGG-Datenbank (Kanehisa & Goto, 2000) genutzt. In
Abbildung 28 ist eine GSEA dargestellt, die auf den durch Adsorption an PP-Oberflachen

veranderten Proteinabundanzen (log>-Fold-Changes aus dem Welch'’s t-Test) basiert.
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Abbildung 28: Bubble-Plot der KEGG-basierten GSEA nach 24-stiindiger Inkubation in PP-GefdB8en. Auf der
x-Achse ist die ProteinRatio dargestellt, d. h. der Anteil der Proteine aus der untersuchten Liste, die in einem
bestimmten KEGG-Signalweg vorkommen, relativ zur Gesamtzahl der Proteine in diesem Signalweg. Die Gréi3e
der Kreise entspricht der absoluten Anzahl der Proteine aus der Liste, die dem jeweiligen Signalweg zugeordnet
sind (Count). Die Farbe der Kreise reprasentiert den adjustierten p-Wert (Benjamini-Hochberg-Korrektur), wobei
dunklere Farben eine héhere statistische Signifikanz anzeigen.

Die KEGG-basierte GSEA zeigte eine signifikante Suppression flir mehrere Gensets in den 24
Stunden inkubierten PP-Gefalien. Das Genset mit der grof3ten Anreicherung (Enrichment) an
Proteinen (ProteinRatio), war Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection. Die Proteine,

die sich hinter diesem Term verbergen sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Tabelle 13: Genset Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection aus der KEGG-basierten GSEA-
Analyse. Fiir jedes Protein sind p-Wert, g-Wert (adjustierter p-Wert) und log.-Fold-Change nach 24 h Inkubation in
PP-Gefél3en angegeben.

Genname p-Wert q-Wert log2-Fold-Change
GNB1 0,0287 0,6618 -0,5498
GNB2 0,02936 0,6618 -0,5716
HLA-C 0,01074 0,3944 -0,8834
ATG3 0,0377 0,7186 -0,5407

Das Enrichment des Gensets beruht auf vier Proteinen, die im vorliegenden Datensatz einen
p-Wert kleiner 0,05 zeigten, sowie eine log.-Fold-Change < —0,54, also eine Reduktion um
mindestens das 1,3-fache. Die Gene GNB1 (Guanine nucleotide-binding protein beta-1
subunit) und GNB2 (Guanine nucleotide-binding protein beta-2 subunit) codieren fir die [3-
Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen (Oldham & Hamm, 2008). Die Peptide, die fir
Adsorption verantwortlich sind, haben die Sequenz ACADATLSQITNNIDPVGR (GNB1) und
ACGDSTLTQITAGLDPVGR (GBN2). Die Peptide haben beide eine Lange von 19
Aminosauren, wobei 13 Aminosauren identisch sind. Weitere sind konservativ ausgetauscht
(z.B. Leu « lle, Ser « Thr). Diese starke Konservierung legt nahe, dass strukturelle und
physikochemische Eigenschaften der Peptide eine gemeinsame Ursache fiir die beobachtete

Adsorption darstellen.

Zusatzlich wurden in der GSEA mehrere Gensets aus dem Bereich der neurodegenerativen
Erkrankungen signifikant angereichert. Dazu z&hlten unter anderem Prion disease, Parkinson
disease, Alzheimer disease und Huntington disease. Trotz dieser inhaltlichen Nahe handelt es
sich bei den in den jeweiligen Gensets angereicherten Proteinen nicht um die typischen
pathogenen, neuronalen, Aggregationsproteine wie z. B. B-Amyloid (Baker et al., 1994), a-
Synuclein (Braak et al., 2003) oder Huntingtin (Graveland et al., 1985), die in HeLa-Zellen nicht
oder in niedrigen Mengen vorzufinden sind. Stattdessen wurden gehéren diese Proteine zu
den Gensets, die indirekt mit neurodegenerativen Signalwegen assoziiert sind. In Tabelle 14
sind exemplarisch die im untersuchten Datensatz enthaltenen Proteine aus dem Gene-Set

Prion disease aufgelistet.
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Tabelle 14: Genset ,,Prion Disease‘ aus der KEGG-basierten GSEA-Analyse. Fiir jedes Protein sind p-Wert,
g-Wert (adjustierter p-Wert) und log,-Fold-Change der Abundanz nach 24 h Inkubation in PP-Gefél3en angegeben.

Genname p-Wert q-Wert logz-Fold-Change
COX7A2 0,0042 0,3052 -0,7376
CSNK2A1 0,0108 0,3944 -0,5999
TUBB 0,0298 0,6651 -0,5363
SLC25A5 0,0013 0,1312 -0,8050
SLC25A6 0,0003 0,0622 -1,0724
NDUFA2 0,0005 0,0746 -1,2341
NDUFAS8 0,0457 0,7661 -0,4558
NDUFB5 0,0046 0,3056 -0,9573
NDUFS3 0,0351 0,6989 -0,4159
NDUFS4 0,0369 0,7145 -0,3481
ATP5F1B 0,0223 0,5826 -0,4781
NDUFB11 0,0048 0,3056 -1,356
PSMA2 0,0001 0,0217 -1,7352
PSMB2 0,0369 0,7145 -0,4818
TUBA4A 0,0009 0,1139 -1,2022

Das am starksten in seiner Gesamtabundanz veranderte Protein ist PSMA2 (Proteasome
subunit alpha type-2) mit einer log,-Fold-Change von -1,7. PSMA2 ist Bestandteil des 20S-
Proteasomkomplexes, der eine zentrale Rolle bei der proteolytischen Degradation von
ubiquitinierten Proteinen spielt (Tamura et al., 1991). Fur PSMA2 wurden zwei Peptide
identifiziert, die im APS-Assay eine starke Adsorption zeigten: GYSFSLTTFSPSGK und
LVQIEYALAAVAGGAPSVGIK. Besonders das zweite Peptid mit einer Lange von 21
Aminosauren weist einen hohen GRAVY-Wert von +1,07 auf, was auf eine ausgepragte
Hydrophobizitat hinweist. Auch das Protein PSMB2 (Proteasome subunit beta type-2) weist
eine niedrigere Abundanz nach Inkubation auf, wobei das verantwortliche Peptid
FILNLPTFSVR einen hohen GRAVY-Wert von +0,98 hat.

Zusatzlich ist auch in diesem Genset wieder eine Haufung von Proteinen mit
Sequenzahnlichkeiten zu sehen. So sind beispielsweise von den membranassoziierten,
mitochondrialen Proteinen SLC25A5 und SCL25A6 (Yang et al., 2010) jeweils ein
hydrophobes Peptid adsorbiert worden (DFLAGGIAAAISK, GRAVY: 1,1 und
DFLAGGVAAAISK, GRAVY: 1,03), die sich in ihrer Sequenz nur an Position 7 unterscheiden
(Val < lle).

Die Proteine NDUFA2, NDUFA8, NDUFB5, NDUFS3, NDUFS4 und NDUFB11 gehdren alle
zur mitochondrialen Atmungskette, genauer gesagt zum Komplex | (NADH:Ubichinon-
Oxidoreduktase) der mitochondrialen Elektronentransportkette (Smeitink et al., 2001). Anders
als bei SLC25A5/6 liegen die Grinde fir die Adsorption der Peptide aber nicht ihrer
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Sequenzhomologie. Der Komplex 1 besteht aus insgesamt 45 Untereinheiten, die sich in dem
L-formigen Komplex auf einen Matrixarm und einen Membran-eingebetteten Arm verteilen
(Dang et al., 2020). Das Protein mit der hdéchsten logz-Fold-Change war NDUFB11. Das
verantwortliche Peptid hat die Sequenz RPPEPTTPWQEDPEPEDENLYEK ist also sehr lang
und hat einen GRAVY-Wert von -2,3. Auch das Peptid, dass fiir die Signifikanz des Proteins
NDUFA2 verantwortlich ist, YAFGQETNVPLNNFSADQVTR ist sehr hydrophil (GRAVY:
-0,62). Interessanterweise sind jedoch beide Peptide deutlich langer als der Durchschnitt mit
23 und 21 Aminosauren, was auf einen Einfluss durch eine Sekundarstruktur hinweist, auf die

im Verlauf der Arbeit weiter eingegangen wird.
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6.4. Entwicklung des Tandem-Quadrupol-MS-basierten Fast-Assays

Der APS-Assay ermdglicht eine umfassende, LC-MS/MS-basierte Analyse der
Wechselwirkungen zahlreicher Analyten mit Oberflachen. Obwohl diese Methode fur eine
detaillierte Charakterisierung auflerst empfehlenswert ist, gibt es Anwendungsszenarien, in
denen gezielt eine bestimmte Wechselwirkung untersucht werden soll — beispielsweise im
Hinblick auf die Effekte verschiedener Lésungsmittel. Solche Studien erfordern oft eine
Vielzahl an Messungen, insbesondere bei kinetischen Fragestellungen, was aufgrund der
chromatographischen Trennungen in der bisherigen Methode mit einem erheblichen

Zeitaufwand (= 1 Stunde pro Probe) verbunden ist.

Um eine schnellere Testung hydrophober Wechselwirkungen zu ermdglichen, wurde daher
der Fast-Assay auf Basis eines Tandem-Quadrupol-Massenspektrometers mit einer MRM-

Methode entwickelt.

6.4.1. Auswahl geeigneter Peptide

Die Peptide, die flr diesen Assay genutzt werden sollten, wurden basierend auf dem
bestehenden Pool an analysierten Peptiden aus der Entwicklung des APS-Assays ausgewahlt.
Dabei wurde zunachst gepruft, welches Peptid die starkste Adsorption zu allen drei PP-

Materialien zeigte.

Das Peptid SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK zeigte die starkste Adsorption an alle drei PP-
Gefale bei einem GRAVY-Wert von 0,23 und wurde deshalb zu weiterer Entwicklung eines
schnellen Assays als hydrophobes Peptid genutzt. Als Kontrolle wurde zusatzlich ein Peptid
gewahlt, das nicht adsorbiert wurde und einen besonders niedrigen GRAVY-Wert aufweist
(DGETPDPEDPSRK, GRAVY: -2,5) und als hydrophiles Gegenstuick genutzt.

6.4.2. Entwicklung einer Tandem-Quadrupol-basierten MS-Methode

Zur Uberpriifung der synthetisierten Peptide wurden zundchst LC-MS-Messungen
durchgefuhrt, um die korrekten monoisotopischen Massen zu bestatigen (Abbildung A4). Das
Peptid SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK wurde Uberwiegend im dreifach positiv geladenen
Zustand detektiert (m/z 754,2, z = 3), entsprechend einer Masse von 2259,6 Da
(monoisotopische Masse: 2259,1 Da). Auch das hydrophile Peptid DGETPDPEDPSRK lag
Uberwiegend im dreifach protonierten Zustand vor, mit einem m/z von 481,6 (z = 3). Dies

entspricht einer Masse von 1441,8 Da (monoisotopische Masse: 1441,6 Da). Die hohen

89



Massenabweichungen zwischen der berechneten und gemessenen Masse der Peptide

ergeben sich durch die niedrige Massenauflésung und -genauigkeit des TQ-MS.

AnschlieRend wurden geeignete Fragmentierungsenergien sowie passende Quantifier- und
Qualifier-lonen identifiziert (siehe Kapitel 5.7.5.), die fur die gezielte Detektion und relative
Quantifizierung der Peptide in Adsorptionsversuchen eingesetzt wurden. In Abbildung 29 ist
exemplarisch das Chromatogramm mit den drei Ubergangen zur Quantifizierung des

hydrophoben Peptids dargestellt.
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Abbildung 29: Chromatogramm der TQ-MS-basierten MRM-Messung des hydrophoben Peptids. Dargestellt
ist das Chromatogramm des hydrophoben Peptids (SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK) mit dem Quantifier
(hellblau), und den beiden Qualifiern (dunkelblau, rot) nach Messung bei einer Konzentration von 1000 nM. Fiir den
Quantifier ist die AUC markiert.

Uber die Integration der Flache unter der Kurve (AUC) vom jeweiligen Quantifier, wurden die
Peptidabundanzen in den folgenden Messungen bestimmt. Zur Validierung der Methode
wurde eine Kalibriergerade uber einen Konzentrationsbereich von 10 bis 1000 nM angefertigt
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Kalibriergeraden des hydrophoben und hydrophilen Peptids auf dem Tandem-Quadrupol-
MS. Fiir jede Peptidkonzentration (10, 50, 100, 250, 500 und 1000 nM) wurden drei Messungen durchgefiihrt und
die Mittelwerte gebildet. Die Signalintensitdten der Quantifier-lonen zeigen eine hohe Linearitdt, mit
BestimmtheitsmalBen (R? >0,99 fiir beide Peptide (hydrophob: SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK, hydrophil:
DGETPDPEDPSRK).

Fir jede Konzentration wurden drei Messungen durchgefuhrt, aus denen die Mittelwerte
gebildet wurden. Die berechneten Bestimmtheitsmale (R?) lagen fiir beide Peptide Gber 0,99,
was auf eine hohe Linearitat der Methode und eine zuverlassige Quantifizierbarkeit der

Peptide Uber den Konzentrationsbereich hinweist.

Die Zeitersparnis durch die Testung eines Peptids statt der Durchfiihrung eine Bottom-up-
Proteomik-Messung, hangt auch von dem verwendeten HPLC-Gradienten ab, jedoch ist eine
Reduktion um bis zu 95% der Zeit moglich, bei einer Messzeit von 2,5 Minuten pro Probe im

Fast-Assay.

6.4.3. Kinetik zur Bestimmung des Adsorptionsverhaltens liber die Zeit

Zur Untersuchung der Adsorptionskinetik wurden beide Peptide Uber einen Zeitraum von
11,5 h in Gefalden aus Polypropylen (PP) sowie Glas, jeweils von Hersteller E, inkubiert. Dabei
kamen zwei unterschiedliche Losungsmittel zum Einsatz: 0,1 % Ameisensaure (FA) in Waser,
entsprechend den Bedingungen des APS-Assays, und zum anderen in 0,02 % Dodecyl-3-D-
maltosid (DDM) in Wasser, einem milden nichtionischen Detergens, das zuvor zur Reduktion
unspezifischer Oberflachenwechselwirkungen eingesetzt wurde (Tsai et al., 2021). Die

Ergebnisse sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Kinetik der Peptidadsorption an Autosampler-Gefd8e aus Polypropylen (PP) und Glas (G)
von Hersteller E. Dargestellt sind die zeitabhé&ngigen Messungen der Peptidabundanzen lber 11,5h in zwei
unterschiedlichen Lésungsmitteln (0,1 % FA und 0,02 % DDM in Wasser) in GeféBen aus PP und Glas. Die
Abbildung zeigt den Vergleich der Adsorptionsprofile des hydrophoben (SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK) und
hydrophilen (DGETPDPEDPSRK) Peptids.

Das hydrophobe Peptid (SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK) zeigte in PP eine sehr schnelle
Adsorption. Bereits nach 1,5 Stunden war die detektierte Peptidmenge auf etwa 50 % des
Ausgangswerts abgesunken. In Glas verlief die Adsorption hingegen deutlich langsamer und
anndhernd linear dber den gesamten Zeitraum. Das hydrophile Kontrollpeptid
(DGETPDPEDPSRK) zeigte in PP keinerlei erkennbare Adsorption. In Glas lief3 sich zu Beginn
ein leichter Signalabfall feststellen, der sich jedoch schnell stabilisierte, sodass die Abundanz
Uber die restliche Zeit konstant blieb. In beiden Fallen konnte unter Verwendung von 0,02 %
DDM, unabhangig vom Material (PP oder Glas), keine Adsorption festgestellt werden. Die

Peptidabundanzen blieben Uber die gesamte Dauer der Inkubation stabil.

6.4.4. Fast-Assay zur schnellen Messung hydrophober Wechselwirkungen

Aufgrund der schnellen und deutlichen Adsorption des hydrophoben Peptids an PP-

Oberflachen wurde im nachsten Schritt eine verlangerte Inkubationszeit von 24 Stunden
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gewahlt, um die Eignung des entwickelten Fast-Assays fur den Nachweis von Adsorption zu

evaluieren.

Hierzu wurden sowohl das hydrophobe als auch das hydrophile Peptid in 0,1 % FA flr
24 Stunden in PP-GefalRen des Herstellers A inkubiert. AnschlieRend wurde die relative
Peptidabundanz vor und nach Inkubation Gber die AUC quantifiziert. Die Ergebnisse dieser

Messung sind in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: Relative Quantifizierung der Peptidabundanzen nach Inkubation in 0,1 % Ameisenséure in
Wasser (pH 2,7) in PP- und m-PP-GefédBen des Herstellers A. Flachen unter der Kurve (Area Under the Curve,
AUC) des MRM-Signals fiir die hydrophoben und hydrophilen Peptide SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK bzw.
DGETPDPEDPSRK vor und nach 24 Stunden Inkubation in den jeweiligen Gefatypen (PP/m-PP). Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen Oh und 24 h wurde mittels Welch’s t-Test bestimmt: * = p<0,05, ** =
p<0,01, *** =p<0,001, **** =p<0,0001, ns = p>0,05. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) der
Mittelwerte aus unabhéngigen Messungen (n =6).

Das hydrophobe Peptid zeigt — wie bereits im APS-Assay nachgewiesen — eine starke
Adsorption an das PP-Material. Nach 24 Stunden ist es nahezu vollstandig aus der Lésung
verschwunden (p < 0,0001). Im Gegensatz dazu bleibt das hydrophile Peptid Uber den
gesamten Zeitraum stabil in L6sung und weist keine signifikante Reduktion der Signalintensitat

auf.

Fir das modifizierte PP (m-PP) konnte — unabhangig vom Peptidtyp — keine Adsorption
festgestellt werden. Sowohl das hydrophile als auch das hydrophobe Peptid zeigten nach 24
Stunden keine signifikante Veranderung der AUC-Werte, was auf eine deutlich verringerte

Oberflachenbindung am modifizierten Material hinweist.

Zur Uberpriifung, ob ein dhnliches Adsorptionsverhalten auch bei neutralem pH-Wert auftritt,
wurde der Inkubationsversuch in Wasser wiederholt. Die entsprechenden Ergebnisse sind in
Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Relative Quantifizierung der Peptidabundanzen nach Inkubation in Wasser (pH 7) in PP- und
m-PP-GefdBen des Herstellers A. Fldchen unter der Kurve (Area Under the Curve, AUC) des MRM-Signals fiir
die hydrophoben und hydrophilen Peptide SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK bzw. DGETPDPEDPSRK vor und
nach 24 Stunden Inkubation in den jeweiligen Gefél3typen (PP/m-PP). Die statistische Signifikanz der Unterschiede
zwischen 0 h und 24 h wurde mittels Welch’s t-Test bestimmt: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001, **** =
p <0,0001, ns = p>0,05. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) der Mittelwerte aus unabhéngigen
Messungen (n =6).

Nach der Inkubation in Wasser (pH 7) zeigen sich vergleichbare Abundanzen wie bei der
Inkubation in 0,1 % FA. Das hydrophobe Peptid adsorbiert selektiv an PP-Gefaloberflachen,
wahrend beim hydrophilen Peptid keine Adsorption beobachtet werden konnte. Auch in

diesem Fall zeigte das modifizierte PP (m-PP) keinerlei Adsorption.

Zum Abschluss wurde der Einfluss eines organischen L&sungsmittels auf das
Adsorptionsverhalten untersucht. Hierzu wurden beide Peptide in einem 50:50-Gemisch (v/v)
aus Acetonitril und Wasser geldst (50 % ACN) und wie zuvor vor und nach der Inkubation die
Peptidabundanzen bestimmt (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Relative Quantifizierung der Peptidabundanzen nach Inkubation in 50% Acetonitril in Wasser
in PP- und m-PP-GefédBen des Herstellers A. Fldchen unter der Kurve (Area Under the Curve, AUC) des MRM-
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Signals fiir die hydrophoben und hydrophilen Peptide SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK bzw. DGETPDPEDPSRK
vor und nach 24 Stunden Inkubation in den jeweiligen Gefé3typen (PP/m-PP). Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen Oh und 24 h wurde mittels Welch’s t-Test bestimmt: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** =
p<0,001, **** = p<0,0001, ns = p>0,05. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) der Mittelwerte aus
unabhéngigen Messungen (n =6).

Nach der Inkubation in 50 % ACN in Wasser konnte — anders als in Wasser oder 0,1 % FA —
keine Adsorption des hydrophoben Peptids an die Gefalloberflachen beobachtet werden.
Auch beim hydrophilen Peptid zeigte sich keine Veranderung der Abundanz. Im m-PP-Gefal}
wurde beim hydrophoben Peptid eine leichte Erhdhung der gemessenen Konzentration

festgestellt.
6.4.5. Auswirkung des Labels Fluorescein-Isothiocyanat auf Adsoptionsassays

Wie in Kapitel 3.5.3. beschrieben, werden zur Messung von Adsorption von Peptiden oder
Proteinen unter anderem Floreszenz-basierte Assays genutzt, anstelle von
Massenspektrometrie-basierter Detektion. Dabei werden die zu untersuchenden Molekulle mit
Fluoreszenz-Labels wie zum Beispiel mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiert, um eine

photometrische Messung durchzufihren.

Zur Untersuchung, ob gelabelte Peptide dieselben Adsorptionseigenschaften wie nicht-
gelabelte Peptide aufweisen, wurde das hydrophobe Peptid mit einem FITC-Label im Fast-
Assay getestet. Dazu wurden das gelabelte und das nicht-gelabelte hydrophobe Peptid sofort
bzw. nach 24-stindiger Inkubation in 0,1 % FA in Wasser sowie Dulbecco’s Phosphat-
gepufferte Salzlésung (DPBS-Puffer) bei pH 7,2 gemessen. Da das FITC-Label empfindlich
gegenuber niedrigen pH-Werten ist, wurden neben 0,1 % FA in Wasser auch die Adsorption

bei Losung in DPBS-Pufferkonditionen getestet.

Aufgrund der hohen Salzkonzentration im DPBS-Puffer war eine direkte Infusion am
Massenspektrometer nicht maoglich, weshalb stattdessen eine Messung mit vorheriger
Beladung auf eine C18-Reversed-Phase-Saule erfolgte. Die entsalzten FITC-gelabelten
hydrophoben Peptide sowie die nicht-gelabelten hydrophoben Peptide wurden zum Vergleich
im MRM-Modus gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: Relative Quantifizierung der Peptidabundanzen des hydrophoben Peptids
SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK mit und ohne FITC-Label nach Inkubation in 0,1 % Ameisenséure (pH 2,7)
und DPBS (pH 7,2) in PP-GefédBen des Herstellers A. Die Fldchen unter der Kurve (Area Under the Curve, AUC)
des MRM-Signals zeigen die Peptidabundanz vor und nach 24 Stunden Inkubation. Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen O0h und 24 h wurde mittels Welch’s t-Test bestimmt (n=3): *=p<0,05 **=p<0,01,
***=p<0,001, ***=p<0,0001, ns=p>0,05. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (SD) der Mittelwerte
aus unabhéngigen Messungen (n =3).

Wahrend das nicht-gelabelte Peptid dieselben Adsorptionseigenschaften wie bei der
vorherigen Messung Uber eine direkte Infusion zeigte und auch dieselbe Adsorption bei pH 7,2
in DPBS aufwies, konnte fir das gelabelte Peptid keine Adsorption an das PP-Material
nachgewiesen werden. Nach Inkubation konnte hingegen sogar eine héhere Abundanz des

gelabelten Peptids nach Inkubation festgestellt werden.
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6.5. Einfluss der Peptidsekundarstruktur auf das Adsorptionsverhalten

Im bisherigen Verlauf dieser Arbeit wurden hydrophobe Wechselwirkungen als ein
wesentlicher Faktor fir die Adsorption an PP-Oberflachen identifiziert. Allerdings zeigt sich,
dass die alleinige Betrachtung des hydrophoben Charakters der Peptide nicht alle
beobachteten Adsorptionsmuster vollstandig erklaren kann. Daher stellt sich die Frage, welche

weiteren Faktoren die Adsorption beeinflussen kénnten.

Die zugrunde liegende Hypothese ist, dass Peptide, die definierte Sekundarstrukturen wie a-
Helices oder B-Faltblatter ausbilden, amphiphile Konformationen annehmen kénnen. Diese
ermdglichen eine einseitige Exposition hydrophober Seitenketten, wodurch die Adsorption an

hydrophobe PP-Oberflachen Uberproportional begunstigt wird.

Im Folgenden werden deshalb neben der Verteilung hydrophober Aminosauren auch
strukturelle Eigenschaften der Peptide, insbesondere potenzielle Sekundarstrukturen, naher

untersucht.

6.5.1. Verteilung hydrophober Aminosauren

Zunachst wurden jene Peptide naher untersucht, die im Rahmen der Entwicklung des APS-
Assays als adsorbiert klassifiziert wurden und bei allen drei getesteten PP-Gefalien eine

Adsorption zeigten. In Tabelle 10 sind die zehn am starksten adsorbierten Peptide aufgefiihrt.

Tabelle 15: Top 10 der adsorbierten Peptide an PP von Hersteller A, B und C.

PP PP PP
Hersteller A Hersteller B Hersteller C
Adsorbiert Adsorbiert Adsorbiert
Peptid nach 24 h | GRAVY Peptid nach 24 h | GRAVY Peptid nach 24 h | GRAVY
[%] [%] [%]

SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK 89,5 0,23 SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK 94,9 0,23 SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK 97,2 0,23
IAPSFAVESIEDALK 87,8 1,16 IITITGTQDQIQNAQYLLQNSVK 91,6 0,57 IITITGTQDQIQNAQYLLAONSVK 97,0 0,57
EILVGDVGQTVDDPYATFVK 87,5 0,18 IYVDDGLISLQVK 88,0 0,43 LFIGGLSFETTDESLR 93,1 0,03
FDQLFDDESDPFEVLK 86,6 0,12 GLAPDLPEDLYHLIK 86,1 0,13 ASGPGLNTTGVPASLPVEFTIDAK 91,7 0,46
EFNEDGALAVLQQFK 83,8 -0,49 LFIGGLSFETTDESLR 85,5 0,03 SLVASLAEPDFVVTDFAK 91,5 0,03
DAAIYLVTSLASK 81,7 0,83 SLDLFNCEVTNLNDYR 84,2 0,29 IYVDDGLISLQVK 90,5 0,43
VLDNYLTSPLPEEVDETSAEDEGVSQR 78,5 -0,08 TIAECLADELINAAK 83,9 0,34 LQLETEIEALK 88,5 0,04
IITITGTQDQIQNAQYLLAONSVK 77,3 0,57 SLVASLAEPDFVVTDFAK 82,9 0,03 LAPITSDPTEATAVGAVEASFK 87,6 0,43
NAGNCLSPAVIVGLLK 76,6 0,21 DISEASVFDAYVLPK 81,8 0,10 IDFYFDENPYFENK 87,3 0,05
SLVASLAEPDFVVTDFAK 75,2 0,03 FLDGNELTLADCNLLPK 79,3 -0,02 DAAIYLVTSLASK 87,2 0,83

Auffallig ist, dass drei Peptide bei allen drei Herstellern zu den Top 10 der am starksten

adsorbierten Sequenzen zahlen. Besonders hervorgehoben werden soll das Peptid

97




SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK, das bei allen drei PP-Herstellern das am starksten
adsorbierte Peptid war und bis zu 97,2 % Verlust bei PP-Gefalien von Hersteller C aufwies.
Interessanterweise handelt es sich hierbei nicht um das Peptid mit dem hdéchsten GRAVY-
Wert — dieser liegt mit 0,23 lediglich im mittleren Bereich. Deutlich héhere GRAVY-Werte
zeigen z. B. ITITGTQDQIQNAQYLLQNSVK (GRAVY =0,57), das zudem mit 23 Aminosauren
exakt die gleiche Lange wie SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK aufweist. Dies verdeutlicht,

dass ein héherer GRAVY-Wert allein nicht zwangslaufig zu starkerer Adsorption fuhrt.

Im Folgenden wurde die Verteilung hydrophober Reste innerhalb dieser Peptidsequenzen
anhand des Hydropathie-Indexes von Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982) weiter
betrachtet. Dieser gibt jeder Aminosaure einen spezifischen Hydropathiewert, aus denen sich
auch der GRAVY-Wert eines Peptids zusammensetzt. In Abbildung 36 ist die Verteilung der

Hydropathiewerte fir die drei am starksten adsorbierten Peptide visualisiert.

Adsorbiertes Peptid 1 (GRAVY: 0,23): Ami Hvd i
mino- ydropathie|

20,020,020 020a0,0,020020a0 2020202020200 2 (NI CLINNT

Adsorbiertes Peptid 2 (GRAVY: 0,57)

020,0,0,0,0,0,0202020,0, 02020202000 202020a0

Adsorbiertes Peptid 3 (GRAVY: 0,03):

- OVOEO-OO-EEPOEO-VVOOEBE®

Nicht adsorbiertes Peptid 1 (GRAVY: 1,05):

Da0a0,020a0a0a0, 00 00,0,0,02020,0

Nicht adsorbiertes Peptid 2 (GRAVY: 0,96)

0202020020202 02020,0,0,0,0

Nicht adsorbiertes Peptid 3 (GRAVY: 0,85):

Da0a0,0,0a0,02020,0,0,0,0,0,0
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Abbildung 36: Verteilung der Hydropathie-Werte (iber die adsorbierten Peptide. a) Top 1, 2 und 3 der am
stérksten adsorbierten Peptide mit Einfarbung nach Hydropathie-Index. b) Peptide, die einen hohen GRAVY-Wert
aufweisen, aber in keinem der Gefél3e adsorbiert wurden. Die Farben der Aminoséuren zeigen den Hydropathiewert
der einzelnen Aminosduren nach Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982) von hydrophil (-4,5) bis hydrophob
(4,5) an.

Bereits durch die rein visuelle Betrachtung lasst sich ein wiederkehrendes Muster erkennen:
eine alternierende Anordnung hydrophiler und hydrophober Aminosauren entlang der
Sequenz. AulRerdem gibt es einzelne Ausnahmen von der Regel, dass besonders hydrophobe
Peptide auch automatisch stark an PP adsorbieren. So sind z.B. die Peptide
MAAAAAAAAAAAGAAGGR, LVVPASQCGSLIGK und VLLDAPCSGTGVISK trotz ihres sehr
hohen GRAVY-Wertes nicht an die Oberflachen der Gefal3e adsorbiert worden. Die beiden
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nicht-adsorbierten Peptide 2 und 3 weisen dabei eine hohe Sequenzhomologie und Verteilung

hydrophober Aminosauren auf.

Um zu untersuchen, ob bestimmte strukturelle Eigenschaften die Adsorption beeinflussen,
wurden die Chou-Fasman-Propensitaten (Tabelle A5) genutzt, die angeben, mit welcher
Wahrscheinlichkeit eine Aminosaure in einer a-Helix, einem B-Faltblatt oder einer Schleife
vorkommt (Chou & Fasman, 1974).

Wie aus Tabelle A5 ersichtlich wird, weisen Glycin (Pq = 0,53) und Prolin (Ps = 0,59) eine sehr
geringe Helix-Propensitat auf und gelten als klassische Helixbrecher (B,). Auch im Kontext der
B-Faltblatt-Strukturen ist Prolin (Pg = 0,62) als Brecher eingestuft (Bg).

Obwohl Glycin und Prolin in der Literatur als klassische Brecher sekundarer Strukturelemente
gelten, zeigen auch mehrere der stark adsorbierten Peptide in der untersuchten Stichprobe
das Vorkommen dieser Aminosauren. So enthalt beispielsweise das stark adsorbierte Peptid
SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK sowohl ein Glycin als auch ein Prolin. Die nicht adsorbierten
Peptide LVWPASQCGSLIGK und VLLDAPCSGTGVISK enthalten noch ein Glycin mehr, bei
gleichzeitig deutlich kirzerer Sequenz. Zusatzlich enthalten beide mittig in der Sequenz ein
Cystein, das carbamidomethyliert und somit mit hydrophiler Amidgruppe vorliegt (-S—CH,—
CONH,).

Da die Analyse rein basierend auf der Aminosaurensequenz zwar erste Schlisse auf mdgliche
Sekundarstruktur-bedingte Adsorptionspotentiale zulasst, aber keine direkte Erklarung liefern
kann, warum das Peptid SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK nun trotz vergleichsweisen
niedrigen GRAVY-Wertes so stark adsorbierte, wurden im Folgenden strukturbasierte

Analysen mittels AlphaFold 3 und Zirkulardichroismus-Spektroskopie durchgefiihrt.

6.5.2. Sekundarstrukturvorhersage mittels AlphaFold 3

Im Folgenden wurde eine Strukturanalyse des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK
mittels AlphaFold 3 durchgefihrt.

Abbildung 37 zeigt das Heat Shock Cognate 71 kDa Protein (HSPAS8), dessen tryptisches
Peptid SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK ist. Die Darstellung basiert auf der AlphaFold-
Strukturvorhersage, die mit einem hohen Vertrauenswert (pLDDT > 90) eine zuverlassige
Modellqualitat bestatigt. Das Peptid in der Sequenz ist rot markiert. Innerhalb des Proteins

nimmt die Peptidsequenz eine ausgepragte a-Helix ein.
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Peptid: SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK
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Abbildung 37: AlphaFold 3-basierte Proteinstruktur des Heat Shock Cognate 71 kDa Proteins. Sequenz in
rot: SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK, erstellt basierend auf der AlphaFold 3 Structure Database in ChimeraX. Die
Hydrophobizitét der Aminosédurereste wurden ausgehend vom Hydropathie-Index (Kyte & Doolittle, 1982) oder dem
MLP-Wert (Lipophilie) in ChimeraX farblich visualisiert.

Neben der Strukturvorhersage des Peptids innerhalb des Proteins, wurde die Struktur des
Peptids auch isoliert modelliert, wo sie ebenfalls eine a-Helix zeigte. Zur Uberpriifung der
Amphipathie wurde die Hydrophobizitat der Aminosaurereste in ChimeraX nach Hydropathie-
Index eingefarbt. Die hydrophoben Seitenketten zeigen eine Verteilung, die fir eine
amphipathische a-Helix typisch ist. Erganzend wurden die molekularen Lipophiliepotenziale
(MLP) der Peptide farblich visualisiert, die ebenfalls auf eine amphipathische Struktur

hinweisen.
6.5.3. Sekundarstrukturbestimmung mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Zur experimentellen Validierung der durch AlphaFold 3 vorhergesagten Sekundarstruktur des
Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK wurden Messungen mittels Zirkulardichroismus
(CD)-Spektroskopie durchgefiihrt. Im Gegensatz zur computergestuitzten Strukturvorhersage
unter Standardbedingungen erlaubt die CD-Spektroskopie eine experimentelle Bestimmung

der Sekundarstruktur in Lésung und unter den tatsachlichen Pufferbedingungen.

Die Messungen wurden in den drei zuvor verwendeten Losungsmitteln durchgefiihrt: reinem
Wasser, 0,1 % FA und 50 % ACN in Wasser. Zusatzlich wurde das Peptid 15 Minuten lang in
40 % Trifluoroethanol (TFE) in Wasser inkubiert. TFE ist ein haufig verwendetes Struktur-
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induzierendes Ldsungsmittel, das die Ausbildung von a-Helices begiinstigen und helikale

Konformationen stabilisieren kann, ohne eine definierte Struktur vollstandig zu erzwingen.

Abbildung 38 zeigt die normalisierten CD-Spektren des Peptids in den vier Losungsmitteln.

H,0

0,1% FA
— 50 % ACN
— 40 % TFE

-10 —71 r I r 111171
180 190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange (nm)

Abbildung 38: CD-Spektren des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK in verschiedenen
Loésungsmitteln. Lésungsmittel: Wasser (H20), 0,1 % Ameisenséure (FA) in Wasser, 50 % Acetonitril in Wasser
(ACN) und 40 % Trifluorethanol (TFE) in Wasser. Dargestellt ist der Extinktionskoeffizient (Aeg) (ber den
Wellenléngenbereich von 180-250 nm. Die mit BestSel berechneten Ae-Werte (M™cm™) sind unter
Berticksichtigung der mittleren Residuum-Masse normalisiert und erlauben daher eine Interpretation auf Ebene der
Peptidreste.

Es lassen sich I6sungsmittelabhdngige Unterschiede in der Sekundarstruktur erkennen. In
40 % TFE zeigt das Peptid ein Spektrum mit deutlich ausgepragten Minima bei 208 nm und
222 nm sowie einem Maximum bei etwa 190 nm. Dieses Spektrenprofil ist typisch fir eine o-
helikale Sekundarstruktur und weist auf eine signifikante Ausbildung dieser Struktur in TFE
hin.

In ACN lasst sich im Vergleich zu TFE eine Abschwachung der helikalen Signale beobachten.
Das Minimum bei 222 nm ist deutlich weniger ausgepragt, wahrend sich das Spektrum in
Richtung eines B-Faltblatt-ahnlichen Profils verschiebt. Besonders auffallig ist dabei das
breitere Minimum im Bereich 215-218 nm, was auf die Ausbildung von B-Strukturen hindeutet.
Gleichzeitig fehlt ein klares Maximum bei 190 nm, was auf eine geringere helikale Ordnung

hindeutet.

Auch in reinem Wasser zeigt das Peptid ein weniger stark strukturiertes Spektrum. Zwar sind
noch geringe Anteile helikaler Signaturen vorhanden, jedoch ist das Minimum bei 222 nm
kaum ausgepragt, wahrend sich das Hauptminimum ebenfalls in Richtung ~215 nm
verschiebt. Dies spricht fir eine bevorzugte Ausbildung von [-Faltblatt-Strukturen oder

ungeordneten Bereichen (Random Coil) in wassriger Losung.
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Ein ahnliches Bild zeigt sich in 0,1 % FA. Hier zeigt das Spektrum ebenfalls ein breites
Minimum um 215 nm, das auf B-Strukturelemente hinweist. Die Signale fiir a-helikale
Strukturen sind unter diesen Bedingungen nur schwach ausgepragt, was auf eine geringe

Stabilisierung solcher Strukturen in saurem Milieu hindeutet.

Zur quantitativen Auswertung der CD-Spektren wurde das Tool BestSel eingesetzt (Kardos et
al., 2025), das charakteristische CD-Signaturen Sekundarstrukturen zuordnen kann. Die
Analyse wurde fir alle vier getesteten Losungsmittel durchgeflihrt, um den Einfluss der
chemischen Umgebung auf die Struktur des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK
systematisch zu erfassen. In Abbildung 39 sind sowohl die experimentellen Spektren mit der
durch BestSel generierten Kurvenanpassung (Fit) dargestellt als auch die resultierenden

Strukturanteile in Form von Tortendiagrammen visualisiert.
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Abbildung 39: Bestimmung der Sekundérstrukturanteile des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK in
verschiedenen Lésungsmitteln. Dargestellt sind die CD-Spektren (Ac in Abhdngigkeit von der Wellenldnge (180-
250 nm)) in Wasser (H20), 0,1 % Ameisenséure (FA), 50 % Acetonitril (ACN) und 40 % Trifluorethanol (TFE) in
Wasser mit den durch BestSel (Micsonai et al., 2021) ermittelten Sekundérstruktur-Fits und den daraus abgeleiteten
Strukturanteilen (Helix (a-Helix), Antiprallel (B-Faltblatt), Turn) als Tortendiagramme.
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Die Daten zeigen eine deutliche I6sungsmittelabhangige Konformation. In Wasser liegt der a-
Helix-Anteil bei lediglich 6,79 %, wahrend 48,85 % der Struktur als antiparallele B-Faltblatter
klassifiziert wurden. Die Dominanz der B-Faltblatt-Konformationen bleibt auch in 0,1 % FA
erhalten, wo der 3-Faltblatt-Anteil sogar auf 58,96 % ansteigt, wahrend der helikale Anteil auf
4,8 % absinkt.

Ein deutlicher struktureller Unterschied zeigt sich in 50 % ACN. Hier nimmt der a-Helix-Anteil
signifikant zu und erreicht 29,8 %, wahrend antiparallele B-Faltblatter und ungeordnete Anteile

etwa gleich verteilt sind.

Die starkste Ausbildung helikaler Strukturen zeigt sich erwartungsgemaf in 40 % TFE. Hier
liegt der Anteil der a-Helix bei 57,5 %, wahrend B-Faltblattstrukturen nur noch mit 4,9 %
vertreten sind. Der verbleibende Anteil verteilt sich auf Turns (15,4 %) und ungeordnete
Regionen (22,2 %). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Eigenschaft von TFE, intra- und
intramolekulare Wasserstoffbriicken zu stabilisieren und somit helikale Konformationen

energetisch zu beguinstigen (Maroun et al., 2001).

Die Ergebnisse aus der BestSel-Analyse wurden zusatzlich mittels weiterer Algorithmen
Uberpruft, dazu gehdren Selcon (Version 2 bzw. 3) und Peptide Helicity, wobei letzterer speziell
fir zu Alpha-Helices neigenden Peptiden optimiert ist. Die Ergebnisse sind in Tabelle 17
dargestellt.

Tabelle 16: Sekundérstrukturvorhersage des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK in unterschiedlichen
Loésungsmitteln. Die Analyse erfolgte mit den Algorithmen BestSel, Selcon (Version 2 bzw. 3) und Peptide Helicity.

Fiir jedes Lésungsmittel sind die berechneten Anteile an a-Helix, B-Faltblatt, Turns und sonstigen Strukturen (%)
angegeben.

Lo Eigen- Algorithmus Sekundarstruktur (%)
mittel schaften | 2ur Struktur- Heli -Fal
vorhersage a-Helix B-Faltblatt Turn Andere
Selcon2 9,5 51,9 8 30,6
H.0 polar BestSel 6,8 48,9 19,1 25,3
Peptide Helicity 24 - - -
Selcon2 8 62,1 6,1 23,5
0,
0”1 |_/|° gA polar, sauer BestSel 4.8 59,0 1.1 25,1
2
Peptide Helicity 24 - - -
Selcon3 39,4 28,2 6,8 25,4
50 % ACN polar, BestSel 29,8 32,4 48 33,0
in H.O aprotisch
Peptide Helicity 43 - - -
Selcon2 67,7 -0,2 6,3 26,9
40 % TFE polar,
. struktur- BestSel 57,5 4.9 15,4 22,2
in H,O . .
induzierend ) .
Peptide Helicity 65 - - -
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In Wasser zeigen sowohl BestSel als auch Selcon2 eine klare Dominanz der 3-Faltblattstruktur
(~49-52 %), mit einem nur geringen Anteil an a-Helix (<10 %), wobei unter sauren
Bedingungen (0,1 % FA in Wasser) der B-Anteil weiter ansteigt (~59-62 %), wahrend die
Helixanteile gering bleiben. Das Peptide Helicity Tool hingegen gibt mit 24 % einen deutlich

hoheren Helixanteil an.

In Acetonitril zeigt sich ein deutlicher Anstieg des a-Helix-Anteils, mit Werten von 30 %
(BestSel), 39 % (Selcon3) bis zu 43 % (Peptide Helicity). Parallel dazu nimmt der 3-Anteil ab.
Alle drei Methoden zeigen hier eine signifikante Verschiebung hin zu helikaleren

Konformationen.

TFE zeigt erwartungsgemal den hdéchsten a-Helix-Gehalt, mit bis zu 68 % (Selcon2), und
minimalem B-Anteil. Alle Algorithmen stimmen in der Haupttendenz berein: TFE fordert eine
ausgepragte helikale Struktur, was mit der bekannten Wirkung des Ld&sungsmittels
Ubereinstimmt und auf eine alpha-helikale Tendenz des Peptids hindeutet, wie sie bereits von

AlphaFold 3 gezeigt wurde.

Zur Untersuchung der thermischen Stabilitat der B-Faltblattstrukturen wurde eine
temperaturabhangige CD-Spektroskopie-Messung im Bereich von 5 bis 95 °C durchgefihrt
(Abbildung 40). Die Analyse erfolgte an der Wellenlange 183 nm, da hier die groRten
spektralen Anderungen beobachtet wurden und die Modellanpassung besonders stabil war.
Die Auswertung der Schmelzkurve mit einem Zwei-Zustands-Modell ergab eine
Schmelztemperatur (T:») von 65,5 °C mit einer geringen relativen Unsicherheit von 0,6 %. Die
Enthalpie der Entfaltung wurde mit AH = 16,17 kcal mol™ bestimmt. Die zugehdérige
Schmelzkurve ist in Abbildung A5 dargestellt und belegt die sehr stabile B-Faltblatt

Sekundarstruktur in Wasser.
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Abbildung 40: Temperaturabhidngige CD-Messung des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK zur
Untersuchung der Stabilitédt von B-Faltblattstrukturen. Die Messung erfolgte (iber einen Temperaturbereich von
5-95°C in 5°-Schritten. Ae in Abhdngigkeit von der Wellenldnge (180-250 nm). Normalisiert nach mittlerer
Residuum-Masse.

Zusammengefasst bildet das Peptid in allen drei bereits zuvor genutzten Ldsungsmitteln
Sekundarstrukturen aus, mit groRtenteils starker Neigung zur Bildung von beta-Faltblattern
und teilweise alpha-Helices und zeigt somit eine Loésungsmittel-abhangige Konformation, die

von der mittels AlphaFold 3 vorgesagten Sekundarstruktur abweicht.

6.5.4. Uberpriifung einer Peptidaggregation

Durch CD-Spektroskopie wurde eine ausgepragte p-Faltblattstruktur des Peptids sowohl in
reinem Wasser als auch in wassriger Lésung mit 0,1 % FA nachgewiesen. Solche
Sekundarstrukturen sind haufig mit aggregationsférdernden Eigenschaften assoziiert und
kénnten der Grund fiir die starke Adsorption des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK

sein.

Um potenzielle aggregationsanfallige Bereiche innerhalb der Sequenz naher zu
charakterisieren, wurde AGGRESCAN (Conchillo-Solé et al., 2007) eingesetzt. Dabei
identifizierte  der  Algorithmus zwei  ausgepragte  Aggregations-Hotspots, also
Sequenzabschnitte mit einer signifikant erhéhten Aggregationsneigung. Ein Hotspot wird dabei
definiert als eine Gruppe von mindestens finf aufeinanderfolgenden Aminosduren mit
Aggregationsneigungswerten (a4v) oberhalb eines festgelegten Schwellenwerts (HST), ohne
Beteiligung von Prolin, das als Aggregationsbrecher gilt (Conchillo-Solé et al., 2007). Zur
Visualisierung wurde die sogenannten Hot-Spot-Bereiche (HSA) Uber die Peptidsequenz

hinweg geplottet. Diese Kennzahl beschreibt die aggregationsrelevanten Anteile relativ zur
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Lange des Peptids. In Abbildung 41 sind die HSA-Profile sowohl des untersuchten Peptids als
auch im Vergleich zum Amyloid-B(1-40)-Peptid (Maltseva et al., 2005) dargestellt. Letzteres
dient als Referenz fur ein Peptid mit hoher Aggregationsneigung.

a) Hydrophobes Peptid b) Amyloid-(1-40)
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Abbildung 41: Aggregations-Hotspot-Analyse des Peptids SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK. Gezeigt sind die
Hotspot-Bereiche (HSA) entlang der Peptidsequenz (a) im Vergleich zum stark aggregierenden Amyloid-3(1—40)
als Referenz (b), berechnet mittels AGGRESCAN (Conchillo-Solé et al., 2007).

Der direkte Vergleich beider Profile zeigt, dass auch das untersuchte Peptid ausgepragte
aggregationsgefahrdete Regionen besitzt, wenngleich die Gesamtneigung geringer ausfallt als
bei ApB(1-40). Die identifizierten Hotspots konnten demnach flir die beobachtete
Strukturstabilisierung und mdgliche Aggregation des Peptids
SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK und somit dessen starke Adsorption unabhangig vom

vergleichsweisen niedrigen GARVY-Score verantwortlich sein.

6.5.5. Anpassung des APS-Assay-Skripts

Da die Sekundarstruktur der Peptide nach unseren Ergebnissen einen Einfluss auf die
Adsorption an Oberflachen zeigte, wurde das APS-Assay-Skript erweitert um die Option, eine
maximale Peptidlange einzustellen (variabel einstellbar). Signifikante Zunahme von
Peptidsekundarstrukturen werden erst ab einer Peptidldnge > 15 Aminosauren beobachtet
(Field et al., 2019; Zimm & Bragg, 1959) und auch in der Retentionszeitvorhersage von
Peptiden in der Umkehrphasenchromatographie treten Vorhersage-Probleme erst zwischen
15 bis 20 Aminosauren auf, wie zuvor beschrieben (Al Musaimi et al., 2023; Mant et al., 1988).
Beispielhaft wurde in Abbildung 42 das APS-Assay-Skrip mit einer Peptidlangenbegrenzung
von 15 Aminosauren ausgefuhrt.
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Abbildung 42: APS-Assay von PP von Hersteller A basierend auf Peptiden mit maximaler Peptidldnge von
15 Aminoséuren. Oben links: Volcano-Plot basierend auf den Ergebnissen des Welch’s t-Tests. Signifikant
adsorbierte Peptide sind hellblau (p-Wert < 0,05 und logz>-Fold-Change < -1) oder dunkelblau (zusétzlich FDR-
signifikant, g-Wert < 0,1). Oben rechts: Violin-Plots der GRAVY-Werte von adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden mit Mann-Whitney-U p-Wert. Unten links: Anteil vorhandener Peptidldéngen bei adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptiden in Prozent. Unten rechts: Anteil der jeweiligen Peptidladungen bei adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptiden in Prozent. Basierend auf 15.639 Peptiden und 5 Replikaten. Erstellt mit dem APS-Assay-
Skript.

Bei Anwendung auf bereits zuvor analysierte Datensets der m-PP-GefalRe von Hersteller A
fuhrte Filterung des Peptidpools auf Peptide mit einer Maximallange von 15 Aminosauren zu
einer Reduktion des Datensatzes auf 15.639 Peptide (von 18.938). Nach wie vor lasst sich
jedoch fur eine groRe Anzahl von Peptiden (1.133) eine signifikante Adsorption feststellen
(vorher 1.793). Bezuglich der Hydrophobizitat adsorbierter Peptide Iasst sich eine deutliche
Erhéhung des medianen GRAVY-Wertes feststellen von einem Delta von 0,45 beim
kompletten Datensatz auf 0,53 nach Reduktion. Gleichzeitig, ist trotzdem noch ein Effekt der
Peptidlange auf die Adsorption zu sehen, da adsorbierte Peptide immer noch deutlich langer
sind sowie eine Abnahme von 3-fach positiv geladenen Peptiden im Vergleich zu nicht
adsorbierten. Die APS-Assay Ergebnisse sind Uber Forschungsdatenrepositorium der
Universitat Hamburg verfiigbar (Tabelle S10, DOI: 10.25592/uhhfdm.18057).
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7. Diskussion

In dieser Arbeit wurden zwei Assays entwickelt: der ,Adsorption-Properties-of-Surfaces-
Assay“ (APS-Assay) und der ,Fast-Assay“. Mit diesen lassen sich Adsorptionsprozesse von
Molekulen in Abhangigkeit von den Parametern des L&sungsmittels und der Oberflache
systematisch, reproduzierbar und ohne Vorwissen uber die chemische Zusammensetzung
oder die physikalischen Eigenschaften der Oberflache untersuchen. Ziel der Entwicklung der
Assays war, standardisierte Verfahren bereitzustellen, um Quellen fir Probenverluste und
Variabilitdt in der Analytik zu identifizieren und Strategien zur Vermeidung der Adsorption zu

entwickeln.

Der APS-Assay nutzt einen komplexen Pool tryptischer Peptide mit unterschiedlichen
chemischen Eigenschaften als Sonden, um Wechselwirkungen zwischen Molekilen und
Oberflachen  quantitativ.  mittels  Flussigkeitschromatographie-gekoppelter ~ Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) zu analysieren. Dabei werden der Einfluss von

Lésungsmittel- und Oberflachenbeschaffenheit auf die Adsorption untersucht.

Zunachst wurden die Rahmenbedingungen und Parameter fir die Etablierung der Assays
ermittelt. Dabei stellte die Peptidkonzentration von 5 ng/pL die geringstmdgliche Konzentration
dar, um eine robuste Quantifizierung zu ermdglichen und Verdrangungseffekte (Vroman,
1962) sowie das Risiko der Oberflachensattigung gering zu halten. Die Inkubationszeit von 24
Stunden wurde unter Berlicksichtigung eines realistischen experimentellen Anwendungsfalls
und der Einstellung eines Aquilibriums gewéhlt. Reproduzierbarkeitspriifungen ergaben hohe
Pearson-Korrelationen und niedrige Variationskoeffizienten, was die Robustheit und Prazision

des APS-Assays nach einer 24-stiindigen Inkubation bestatigt.

Bei der Inkubation von Peptiden in Lésungsmitteln sollte das Auftreten variabler Modifikationen
berlcksichtigt werden. Abhangig vom verwendeten Lésungsmittel sollten diese gepruft und
beim Abgleich der aufgenommen Spektren gegen die in silico-Datenbank integriert werden.
Erfolgt dies nicht, werden Peptide durch die Anderung ihrer Masse, bedingt durch die
Modifikation, nach der Inkubation nicht mehr durch die Suchalgorithmen bei der
Datenbanksuche detektiert. In der Folge reduziert sich ihre Abundanz, wie auch die der
adsorbierten Peptide. Im Fall der Inkubation in 0,1 % Ameisensaure (FA) in Wasser wurden
die Oxidierung, die Bildung von Pyroglutamat (Svozil & Baerenfaller, 2017) und
Formylierungen (Zheng & Doucette, 2016) berlcksichtigt. Die Analyse der Peptidabundanzen
zeigte, dass einige Peptide nach Inkubation in héherer Abundanz vorlagen. Die Halfte dieser
Peptide war wahrend der Inkubation oxidiert, wahrend weitere Pyroglutamat-modifiziert (22 %)
oder formyliert (1 %) waren. Das Auftreten variabler Modifikationen sollte daher bei der

Durchfiihrung des APS-Assays stets berlcksichtigt werden, um Fehlinterpretationen zu
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vermeiden. Einige Peptide zeigten nach der Inkubation eine leicht erh6hte Abundanz, obwonhl
sie keine Modifikationen aufwiesen. Es handelt sich hierbei wahrscheinlich um technische
Effekte, die durch eine verbesserte lonisierung nach der Adsorption koeluierender Peptide mit
hoher lonisations- und Desorptionswahrscheinlichkeit verursacht werden. Dies ist ein
typisches Beispiel fur reduzierte lonenunterdriickung (Annesley, 2003). Diese Peptide waren
jedoch von untergeordneter Bedeutung flir den APS-Assay und hatten keinen weiteren

Einfluss auf die Ergebnisse.

Im Rahmen des APS-Assays wurde bewusst auf eine Datennormalisierung verzichtet. Die
standardmafig verwendeten Normalisierungsverfahren im Bereich der Bottom-up-Proteomik
zum Ausgleich von Injektionsschwankungen bzw. Schwankungen aus dem proteolytischen
Verdau (Callister et al., 2006) wurden somit nicht durchgefuihrt, da diese zu Datenverzerrungen
fuhrten. Die Schwankungen des Injektionsvolumens des Autosamplers liegen bei der
verwendeten HPLC unter 0,25 % relativer Standardabweichung (RSD) bei 5 pL Volumen, was
einer maximalen Schwankung von 0,0125 pL entspricht und somit vernachlassigbar ist
(Thermo Fisher Scientific, 2013). Durch die Verwendung des Referenzgemisches sind keine

Schwankungen durch die Probenvorbereitung zu erwarten.

Am Beispiel von GefalRen und Lésungsmitteln, die in der Bottom-up-Proteomik verwendet
werden, zeigten die  APS-Assay-Ergebnisse signifikante Unterschiede im
Adsorptionsverhalten zwischen den Gefalien verschiedener Hersteller. Insbesondere die 1,5-
mL-Gefalie aus Polypropylen (PP) aller Hersteller (A, B, C) zeigten eine deutliche Adsorption
von Peptiden in Kombination mit 0,1 % FA in Wasser. Bei Hersteller C waren insgesamt 412
Peptide so stark an das PP adsorbiert, dass sie nach der Inkubation in keinem Replikat mehr
quantifiziert werden konnten. lhre Abundanz lag unterhalb der Signalgrenze fir eine MS2-
Selektion bzw. unter der Identifikationsschwelle in der Datenbanksuche. Die
Uberlappungsanalyse zeigte, dass viele der adsorbierten Peptide zwischen den GefaRen der
drei Hersteller identisch waren, was auf eine &ahnliche Oberflachenchemie hindeutet.
Unterschiede im Adsorptionsmuster sind dennoch erwartbar, da zusatzlich zur chemischen
Zusammensetzung auch die Topografie bzw. Oberflachenrauheit der GefalRe das

Adsorptionsverhalten beeinflusst (Carraher, 2000).

Die Analyse auf Basis der Aminosdurensequenz ergab, dass an PP-Gefale adsorbierte
Peptide nach Inkubation in 0,1 % FA in Wasser mit einem pH-Wert von 2,7, tendenziell langer
und hydrophober (héherer GRAVY-Wert) sind als nicht-adsorbierte und einen groRen Anteil
an hydrophoben Aminosauren wie Isoleucin, Leucin, Alanin und Phenylalanin enthalten, die
bevorzugt hydrophobe Wechselwirkungen mit Oberflachen eingehen kénnen. Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass PP-Gefale eine hydrophobe Oberflache aufweisen (Vamos et al.,

2024), wie sie fur unpolares, unbehandeltes Polypropylen mit der Wiederholungseinheit
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(CsHg)n charakteristisch ist. Unbehandeltes PP zeigt einen Wasser-Kontaktwinkel von etwa 96
+ 1° (Brown & Bhushan, 2016). Dieser Wert liegt Uber der 90°-Marke, weshalb das Material
als hydrophob gilt (Jhaveri & Murthy, 2016). Langere Peptide weisen mehr potenzielle
Kontaktstellen auf, wodurch sie haufiger multipunktbasierte Wechselwirkungen mit der

Oberflache eingehen kénnen, was die Adsorptionsstabilitat erhoht.

Im Gegensatz zu den PP-Oberflachen konnte bei den modifizierten PP-Oberflachen (m-PP)
von Hersteller A und C keine signifikante Adsorption festgestellt werden. Bei den m-PP-
Gefalen von Hersteller B hingegen wurde eine Adsorption detektiert. Die adsorbierten Peptide
bei diesem GefaR zeigten zudem grofke Uberlappungen mit Peptiden, die an PP verschiedener
Hersteller gebunden hatten und auf eine weiterhin ahnliche Oberflachenbeschaffenheit wie die
der PP-Gefale hinweist.

Interessanterweise wurde ein Peptid in den m-PP-Gefalten des Herstellers A ausschliel3lich
in der 0-h-Kontrolle detektiert und war nach der Inkubation nicht mehr nachweisbar, ein
Ergebnis, das nicht mit den Ergebnissen der quantitativen Analyse Ubereinstimmt. Diese
Beobachtung verdeutlicht eine grundlegende Herausforderung der Bottom-up-Proteomik: Das
Fehlen eines Peptidsignals bedeutet nicht zwangslaufig das tatsachliche Fehlen des Peptids,
sondern kann unterschiedliche Ursachen haben. Im Data-Dependent Acquisition (DDA)-
Modus sind fehlende Werte eine bekannte Limitation und lassen sich typischerweise in zwei
Kategorien einteilen: Missing at Random (MAR) und Not Missing at Random (NMAR) (Lazar
et al., 2016; Liu & Dongre, 2021). MAR-Werte entstehen dadurch, dass im DDA-Modus nur
die jeweils intensivsten Vorlauferionen (Top-N) fir die Fragmentierung ausgewahlt werden.
Weniger abundant vorhandene Peptide bleiben dabei mdglicherweise unfragmentiert und
somit unidentifiziert, obwohl sie prinzipiell vorhanden sind. NMAR-Werte hingegen betreffen
Peptide, deren Signal tatsachlich unterhalb der Detektionsgrenze liegt und die daher
methodenbedingt nicht erfasst werden kénnen. Die Imputation von fehlenden Werten in
Proteomdatensatzen, insbesondere wenn unterschiedliche Fehlwerttypen vorliegen, wird in
der aktuellen Literatur kritisch diskutiert (Harris et al., 2023; Mou et al., 2025). Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Studie bewusst auf eine Imputation verzichtet und der

Datensatz reduziert.

Fir Autosampler-geeignete Gefalle aus Glas (G) konnte eine noch deutlich starkere
Adsorption fir anteilig mehr als 18 % aller quantifizierten Peptide festgestellt werden.
Gleichzeitig lag der Anteil der Peptide, die in den 24 Stunden inkubierten Proben gar nicht
mehr identifiziert wurden bei 104 Peptiden und damit nicht signifikant héher als bei den PP-
Gefalten. Die Adsorption betraf also mehr Peptide, war aber weniger stark ausgepragt fur

spezielle Peptide.
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Die Griinde fir die starke Adsorption an Glas, im Fall der G-Gefal3e aus Borosilikatglas, liegen
in den physikochemischen Charakteristika der Oberfliche in Kombination mit den
Eigenschaften des verwendeten Losungsmittels. Laut Hersteller besteht das Borosilikatglas
hauptsachlich aus Silizium und Sauerstoff und kann Spuren von Bor und Natrium enthalten
(Produktbeschreibung Hersteller D). Auf der Oberflaiche befinden sich bei Kontakt mit
Wassermolekuilen Silanolgruppen (£Si—-OH) (Zhuravlev, 2000). Neben den hydrophilen
Silanolen (=Si—OH) kénnen nach thermischer Behandlung auch wieder hydrophobe Siloxane
(ESi—O-Si=) entstehen (Zhuravlev, 1987; Y. Yu et al., 2018; Schrader et al., 2018). Abhangig
vom pH-Wert des wassrigen Losungsmittels findet eine Dissoziation der Silanolgruppen statt
(ESi—OH = =Si—0~ + H*) (Onizhuk et al., 2018). Somit kann pH-Wert-abhangig die Oberflache
von Glas unterschiedlich geladen vorliegen. Dieser Punkt ist abhangig vom Zeta-Potenzial des
Glases bei Kontakt mit wassrigen Losungen. Ein Zeta-Potenzial von 0 (Ladungsnullpunkt)
wurde in mehreren Publikationen beschrieben und untersucht. Dabei wurden Werte von pH 2
bis pH 4 genannt, die von der Oberflachenbeschaffenheit des Glases abhangen (Gu & Li,
2000; Patwardhan et al., 2012; Amadu & Miadonye, 2017). Da 0,1 % Ameisensaure einen pH-
Wert von 2,7 hat und somit Uber dem Ladungsnullpunkt liegt, kann das Glas anteilig noch Si-
O auf seiner Oberflache enthalten. Mittels des APS-Assays wurde eine verstarkte Adsorption
von 3-fach positiv geladenen Peptiden beobachtet, die neben dem protonierten N-Terminus
und einer basischen Aminosaure am C-Terminus (Arginin/Lysin) zusatzlich Histidin enthielten.
Die starker positiv geladenen Peptide gehen elektrostatische Wechselwirkungen mit dem
geladenen Glas ein und werden adsorbiert. Passenderweise lagen die sauren Aminosauren
zu geringeren Anteilen in adsorbierten Peptiden vor und kénnen trotz pKs-Werten von 3,9
(Aspartat) und 4,3 (Glutamat) (Bjellgvist et al., 1993) bei pH 2,7 noch zu geringen Anteilen
negativ geladen sein und werden von den negativen Si-O° abgestoen. Neben den
elektrostatischen Wechselwirkungen kann es beim Glas zusatzlich zu Wasserstoffbriicken und
anderen Wechselwirkungen, beispielweise durch Van-der-Waals-Krafte kommen (Roth et al.,

1996; Patwardhan et al., 2012), die die Adsorption weiter verstarken.

Mit dem APS-Assay wurde auch die Adsorption hydrophober Peptide, mit héheren GRAVY-
Werten als bei nicht adsorbierten Peptiden, an Glas nachgewiesen. Dieser Effekt wurde
bereits zuvor von Puddu und Perry beschrieben (Puddu & Perry, 2012), wo ebenfalls ein
hydrophobes Peptid mit der Sequenz (AFILPTG) an die Glasoberflache adsorbierte. Die
hydrophoben Wechselwirkungen kdénnen jedoch nicht auf Wechselwirkungen mit
Siloxangruppen zurlickgefuihrt werden, da diese nach Wasserbenetzung nicht auf der
Oberflache des Borosilikatglases vorhanden sind (Schrader et al., 2018; Zhuravlev, 2000). Die
Autoren wiesen auch eine signifikant starkere Adsorption des Peptids bei hdoheren
Konzentrationen nach und schlugen eine Formation von multiplen Schichten basierend auf

Van-der-Waals-Kraften vor. Da aber besonders hydrophobe Peptide adsorbierten, kénnen
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auch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Peptiden vermutet werden, so wie es auch
schon Motta et al. bei den Formationen von Polypeptid-Multischichten beschrieben haben
(Motta et al., 2024). Eine zusatzliche Erklarung bietet die Ausbildung von B-Faltblatt-Strukturen
und Aggregaten, die hydrophobe Peptid-Peptid-Wechselwirkungen verstarken konnen
(Bellesia & Shea, 2009).

Beim Hersteller der modifizierten Glasgefalte (m-G) wird gezielt eine Verringerung freier lonen
auf der Oberflache beworben (,Low Retention®). Mithilfe des APS-Assays konnte eine leichte
Reduktion der Adsorption an die Glasoberflache nachgewiesen werden, mit immer noch 655
signifikant adsorbierten Peptiden. Gleichzeitig zeigte sich jedoch, dass die adsorbierten
Peptide weitgehend mit denen Ubereinstimmten, die auch an den unmodifizierten GlasgefalRen
(G) adsorbiert wurden, und somit die gleichen Wechselwirkungen zeigten. Der APS-Assay
bietet also die Mdglichkeit, eine Testung der Oberflaiche unabhangig von den
Herstellerangaben durchzuflihren, um die Nutzbarkeit des Gefalies fur die geplante Analyse
zu bewerten. Die Nutzung von GlasgefalRen sollte auf Basis der APS-Assay-Ergebnisse

vermieden werden, besonders in Kombination mit 0,1 % FA in Wasser.

Als Alternative zu den Glasgefalten wurden Autosampler-kompatible, modifizierte 96-Well-
Mikrotiterplatten (m-PP-Platten) getestet, die eine deutlich verringerte Adsorption aufwiesen
und sich somit signifikant besser zur vorribergehenden Probenlagerung bis zur Injektion
eignen. Bei den unmoadifizierten PP-Platten konnten nach der Inkubation Peptide mit héherer
Abundanz und sehr hydrophilen Eigenschaften detektiert werden. Wie eingangs beschrieben,
kdnnte dies auf eine verbesserte lonisation hydrophiler Peptide zurlickzufiihren sein, die durch
die Adsorption hydrophober Peptide begtnstigt wird. Dies wurde bei den zuvor untersuchten
1,5-mL-PP-GefalRen nicht beobachtet und deutet auf eine andere chemische

Zusammensetzung des Materials hin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit dem APS-Assay gezeigt werden konnte, dass
die Verwendung von Gefallen aus Polypropylen (PP) zu einem erheblichen Verlust von
Analyten durch Adsorption aufgrund hydrophober Wechselwirkungen fihren kann. Auch
Glasgefale sollten vermieden werden, obwohl sie derzeit noch haufig als Standardgefal in
der Proteomanalytik verwendet werden. Sie fihrten in Kombination mit 0,1 % FA in Wasser zu
signifikanter Adsorption. Problematisch ist dabei, dass das verwendete GefalRmaterial fur den
Autosampler in vielen Studien nicht im Material- und Methodenteil angegeben wird, obwohl es
einen entscheidenden Einfluss auf die Messergebnisse haben kann. Fur modifiziertes
Polypropylen (m-PP) konnte bei zwei getesteten Gefalien keine Adsorption festgestellt
werden. Diese Gefalde sind daher unter den in dieser Studie verwendeten Bedingungen (0,1 %
FA in Wasser) gut fur die Analyse geeignet. Es ist davon auszugehen, dass die PP-

Oberflachen chemisch behandelt oder physikalisch verandert wurden, um eine hydrophilere
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Oberflache zu erzielen (Uehara et al., 2016; Weikart et al., 2017; Zhou et al., 2024). Genaue
Angaben werden von den Herstellern nicht gemacht und sind patenrechtlich geschutzt. Der
APS-Assay ermdglicht dennoch eine zuverlassige Beurteilung der Eignung von
Probengefalen. Da die m-PP-Platten des Herstellers A keine Adsorption zeigten, konnte der
Ablauf des APS-Assays weiter optimiert werden. Die Injektion erfolgte nun nicht mehr aus
Glasgefalen, sondern aus der m-PP-Platte. Zudem wurde die Messung der PP-Gefale des
Herstellers A, mit Injektion aus den m-PP-Platten, auf einem leistungsfahigeren LC-MS/MS-
System wiederholt. Die Ergebnisse waren identisch, basierten jedoch auf einem gréRReren Pool

quantifizierter Peptide.

AnschlieRend wurde untersucht, ob die Adsorption von Peptiden an Polypropylen-(PP)-
Oberflachen einen direkten Einfluss auf die Quantifizierung von Proteinabundanzen in Bottom-
up-Proteomik-Studien haben kann. Dazu wurden die Abundanzen der Peptide summiert, die
eindeutig einem Protein zugeordnet werden konnten (unique peptides), vorausgesetzt, dass

mindestens zwei solcher Peptide pro Protein vorlagen.

Bereits nach der 24-stiindigen Lagerung der Proben traten signifikante Unterschiede in den
Proteinabundanzen auf, die ausschlieBlich auf den Verlust adsorbierter Peptide
zurtckzufihren waren. Trotz Anwendung von Normalisierung (hier: Median-Normalisierung)
konnten diese Effekte nicht kompensiert werden, da nicht alle Peptide gleichermalfien von der
Adsorption betroffen waren. Bei vielen Proteinen flihrte die Adsorption einzelner Peptide zu
einer signifikanten Abnahme der Proteinabundanz, wobei bereits ein einzelnes Peptid
ausreichend war, um diesen Effekt zu verursachen. Die Identifikation betroffener Proteine wie
TRMT112, ARF1, SLC38A2 oder C1QB zeigte exemplarisch, wie empfindlich Bottom-up-
Analysen auf die Adsorption reagieren kdnnen. All diese Proteine wiesen nach der Inkubation
stark verringerte Abundanzen auf, wodurch sie falschlicherweise als potenzielle Biomarker
erscheinen konnten. Dies kann zu Fehlinterpretationen von Daten, fehlerhaften Annahmen

oder Problemen bei der Validierung von Hypothesen fuhren.

Die Durchfiihrung der Gene-Set-Enrichment-Analyse (GSEA) verdeutlichte, dass falsche
Proteinabundanzen nicht nur einen Einfluss auf Einzelproteine haben, sondern ganze
biologische Interpretationen verandern konnen. Die Anreicherung des KEGG-Gensets Kaposi
sarcoma-associated herpesvirus infection, einem humanen Krebs-auslésendem Virus (Mesri
et al., 2010), beruht auf vier Proteinen. Die verantwortlichen Peptide von GNB1 und GNB2,
sind sehr hydrophob und wiesen zuséatzlich eine hohe Sequenzhomologie auf. Dasselbe galt
fur die Proteine SLC25A5 und SLC25A6. Die Anreicherung neurodegenerativer Signalwege
von Prion-, Alzheimer- oder Parkinson-Erkrankungen in der GSAE zeigt, wie irrefihrend die

adsorptionsbedingten Veranderungen sein konnen.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Adsorption von Peptiden an Kunststoffoberflachen
gravierende Auswirkungen auf die Daten einer Bottom-up-Proteomanalyse haben kénnen. Sie
reichen von veranderten Proteinabundanzen Uber fehlerhafte statistische Signifikanzen bis hin
zu biologisch falschen Schlussfolgerungen. Diese Befunde unterstreichen die Notwendigkeit,
bereits bei der Probenvorbereitung und Lagerung auf potenzielle Fehlerquellen wie Adsorption
zu achten, insbesondere in quantitativen Studien. Darlber hinaus sollte stets eine
Randomisierung der Proben erfolgen, um zumindest teilweise die statistische Signifikanz
adsorptionsbedingter Abundanzveranderungen abzumildern. Dies betrifft neben den hier
getesteten Peptiden auch andere Molekiilklassen, die in Probengefalen gelagert werden, wie

zum Beispiel Proteine.

Zur weiteren Optimierung des APS-Assays wurde ein automatisiertes Python-Skript
entwickelt. Fur die Auswertung wird lediglich die Tabelle mit den Peptidabundanzen aus der
Proteomics-Datenbanksuche bendtigt. Das Skript reduziert den Analyseaufwand von
mehreren Stunden auf wenige Minuten und ermoglicht eine prazise Analyse der
Adsorptionsprozesse. Zusatzlich bietet es die Moglichkeit, anhand des L&sungsmittel-pH-
Wertes die Peptidladungen zu berechnen, was die Bewertung der Interaktionen zwischen
Peptiden und Oberflachen in verschiedenen Lésungsmitteln verbessert. Gleichzeitig minimiert
das Skript Fehler, die bei manueller Durchfiihrung auftreten kénnten, und unterstitzt die

Anwendung strenger statistischer Cut-Offs.

Mit der Entwicklung des Tandem-Quadrupol-basierten ,Fast-Assays” wurde erfolgreich ein
zeiteffizientes Verfahren etabliert, das die Untersuchung der Adsorption an Oberflachen
deutlich beschleunigt. Im Vergleich zum urspringlichen APS-Assay, der auf
chromatographischer Trennung und Messung eines grof3en Analytenpools mittels LC-MS/MS
basiert und entsprechend zeitintensiv ist, ermdglicht der Multiple Reaction Monitoring (MRM)-
basierte Ansatz eine Analyse innerhalb von nur 2,5 Minuten pro Messung. Diese erhebliche
Zeitersparnis (bis zu 95 %) eréffnet neue Anwendungsmdglichkeiten — insbesondere flr
systematische Kinetikstudien oder Screening-Experimente unter variierenden Bedingungen

bzw. mit einer Vielzahl zu testenden Oberflachen.

Fir den Assay wurden zwei Peptide mit kontrdrem Adsorptionsverhalten ausgewahlt: das stark
adsorbierende, hydrophobe Peptid SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK, das bei allen drei
getesteten PP-GefalRen die starkste Adsorption zeigte (GRAVY-Wert: 0,23), sowie das
hydrophile Peptid DGETPDPEDPSRK (GRAVY-Wert: -2,51), das als Kontrollpeptid diente und
im APS-Assay nicht an PP oder Glas adsorbierte. Die Kinetikexperimente zeigten, dass das
hydrophobe Peptid in PolypropylengefaRen und Ldsung in 0,1 % FA in Wasser bereits
innerhalb der ersten 1,5 Stunden etwa 50 % seiner Ausgangskonzentration verlor. Dies weist

auf eine schnelle und effektive Bindung an die unpolare PP-Oberflache hin. In Glasgefafien
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verlief die Adsorption desselben Peptids deutlich langsamer und weitgehend linear, was die
Affinitdt des Peptids zu hydrophoben Oberflachen unterstreicht. Gleichzeitig deutet das
Verhalten in Glasgefalen darauf hin, dass bei einem pH-Wert von 27
Wasserstoffbrickenbindungen und Van-der-Waals-Krafte zur Adsorption beitragen, diese
jedoch zu einer wesentlich langsameren Adsorption als die hydrophoben Wechselwirkungen
mit PP fluhrten. Das hydrophile Kontrollpeptid blieb in PP-GefalRen uber die gesamte
Inkubationsdauer stabil in Lésung, was seine Eignung als Negativkontrolle bestatigt. In
Glasgefallen wurde hingegen eine minimale, aber messbare Adsorption beobachtet. Die
Ergebnisse der Kinetikstudien stimmen mit den Resultaten aus dem APS-Assay Uberein und

validieren die Eignung des entwickelten Fast-Assays flur weiterfihrende Testreihen.

Nach Zugabe von n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM) konnte keine Adsorption mehr beobachtet
werden. Das Tensid, das einen hydrophilen Kopf und einen hydrophoben Schwanz besitzt,
sattigt die hydrophoben Bereiche des Gefalles und hinterlasst eine iberwiegend hydrophile
Oberflache, wie von Zhang et al. beschrieben wurde (Zhang et al., 1997). Dadurch kann eine
hydrophobe Oberflache effektiv abgeschirmt werden. Die Anwendung von DDM zur effektiven
Reduktion von Proteinverlust wurde durch Huang et al. anhand von Polydimethylsiloxan
(PDMS), einem sehr hydrophoben Material, das normalerweise eine starke Adsorption des
Proteins BSA (Bovines Serum-Albumin) aufweist, gezeigt. Nach Vorinkubation mit DDM-
haltigem Puffer konnte eine deutliche Reduktion der Adsorption beobachtet werden (Huang et
al., 2005). Dies wurde auch von Tsai et al. anhand des Einsatzes im Bereich der Einzelzell-
Proteomik gezeigt (Tsai et al., 2021), wo die Anzahl identifizierter Protein deutlich gesteigert

werden konnte.

AnschlieRend wurden die Einflisse von pH-Wert und Losungsmittelzusammensetzung auf das
Adsorptionsverhalten des hydrophoben Peptids systematisch nach 24-stindiger Inkubation
untersucht. In sowohl saurem Milieu (0,1 % Ameisensaure in Wasser, pH 2,7) als auch bei
neutralem pH-Wert (Wasser, pH7) zeigte das Peptid ein vergleichbar starkes
Adsorptionsverhalten. Dies deutet darauf hin, dass der zugrunde liegende
Adsorptionsmechanismus des hydrophoben Peptids innerhalb dieses pH-Bereichs

weitgehend pH-unabhangig ist.

Im Gegensatz dazu konnte in einer Losung aus 50 % Acetonitril in Wasser keine Adsorption
detektiert werden. Dieses Ergebnis belegt die starke Losungsmittelabhangigkeit der
Adsorptionsprozesse. Es existieren Studien, in denen trotz Inkubation von Peptiden in 50 %
Acetonitril und 0,1 % Ameisensaure in Wasser eine starke Adsorption an Gefalten beobachtet
wurde (Verbeke et al., 2020), dabei handelte es sich jedoch um Glasgefale und nicht solche
aus Polypropylen, weshalb hier vermutlich elektrostatische Wechselwirkungen zu Adsorption

fuhrten. Die Unterbrechung hydrophober Wechselwirkungen durch die Zugabe organischer
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Ldsungsmittel ist ein bekanntes Prinzip und wird unter anderem gezielt in der Umkehrphasen-
Chromatographie eingesetzt (Karger & Giese, 1978). Dabei werden organische Losungsmittel
verwendet, um die hydrophoben Wechselwirkungen der Peptide mit der festen Phase gezielt
zu unterbrechen. Den positiven Effekt dieser Strategie konnten auch Warwood et al. bei der
Quantifizierung von Peptiden beobachten (Warwood et al., 2013). In ihrer Studie verwendeten
sie Gefalle aus Polypropylen und fihrten MRM-Messungen durch. Die Zugabe von Acetonitril
in Konzentrationen von 2,5% bzw. 5% fihrte zu einer verbesserten Linearitat der
Kalibrierkurven und somit zu einer zuverlassigeren Quantifizierung der Peptide. Im Fast-Assay
zeigte sich in einigen Fallen sogar eine leicht erhéhte Peptidabundanz nach der Inkubation.
Dies konnte jedoch auf eine verbesserte Loslichkeit des Peptids in der organisch-wassrigen

Lésung zurlickzuflhren sein.

Besonders hervorzuheben ist, dass modifiziertes PP (m-PP) unabhangig von Peptidtyp, pH-
Wert oder Losungsmittel keine Adsorption zeigte. Dieses bietet somit eine potenziell

universelle Lésung zur Vermeidung von Adsorptionsverlusten in analytischen Anwendungen.

Interessante Ergebnisse lieferte auch die Messung der Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)-
markierten Peptide im Vergleich zu nicht-markierten. Trotz identischer Peptidsequenz zeigte
das gelabelte Peptid keine Adsorption mehr, weder in 0,1 % FA in Wasser noch in DPBS. Die
Ergebnisse zeigen deutlich, dass Fluoreszenzlabel die nativen Wechselwirkungen von
Peptiden mit Oberflachen erheblich verandern kdnnen. Méglicherweise schirmt das hydrophile
fluoreszierende Label hydrophobe Abschnitte ab oder verandert die raumliche Konformation
der Peptide derart, dass die Adsorptionsfahigkeit reduziert wird. Daraus folgt, dass Ergebnisse
aus fluoreszenzbasierten Adsorptionsassays nicht ohne Weiteres auf native, ungelabelte

Peptide Ubertragbar sind und der Einsatz der nativen Analyten zu bevorzugen ist.

Die bisherigen Analysen zeigten, dass eine hohe Hydrophobizitat (GRAVY-Wert) ein zentraler
Pradiktor flir das Adsorptionsverhalten von Peptiden an unpolaren PP-Oberflachen ist.
Dennoch konnte nicht jedes Adsorptionsverhalten allein durch den GRAVY-Wert erklart
werden. Einzelne Peptide mit sehr hoher Hydrophobizitat (GRAVY-Wert > 1) zeigten keine
Adsorption, wahrend andere mit moderatem GRAVY-Wert (0,23) oder sogar hydrophilen
Eigenschaften (GRAVY-Wert < —2) besonders stark adsorbierten. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass neben der Sequenzzusammensetzung auch strukturelle Eigenschaften der
Peptide eine Rolle spielen. Besonders die Ausbildung von Sekundarstrukturen, wie
amphiphilen a-Helices oder p-Faltblatter, konnte die Adsorption férdern (Engin & Sayar, 2012;
L. Wang et al., 2003). Solche Strukturen exponieren hydrophobe und hydrophile Seitenketten

so, dass ganze hydrophile oder hydrophobe Bereiche entstehen.
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Ein besonderer Fokus galt dem Peptid SINPDEAVAY GAAVQAAILSGDK, das im APS-Assay
und Fast-Assay starke Adsorption an PP-Oberflachen zeigte, obwohl der GRAVY-Wert mit
0,23 im niedrigen hydrophoben Bereich lag. Sowohl die AlphaFold 3-Strukturvorhersage als
auch eine Zirkulardichrosimus-Spektroskopie-Messung (CD-Messung) belegten, dass dieses
Peptid in strukturinduzierenden Losungsmitteln wie Trifluorethanol (TFE) (Maroun et al., 2001)
eine ausgepragte amphipathische a-Helix ausbildet. Diese Struktur ermdglicht eine gezielte
Exposition hydrophober Seitenketten auf einer Seite der Helix, was die Wechselwirkung mit
der unpolaren Oberflache begunstigen kann und damit die Adsorption trotz moderatem
GRAVY-Wert erklart.

Die CD-Messungen in vier verschiedenen Ldsungsmitteln zeigten jedoch eine
I6sungsmittelabhangige Konformationsdynamik. Wahrend in Wasser und 0,1 % Ameisensaure
vor allem B-Faltblatt-Strukturen dominierten (bis zu 59 %), zeigte sich in 50 % Acetonitril ein
gemischtes Bild mit ca. 30—40 % Helix-Anteil. In 40 % TFE hingegen lag der a-Helix-Anteil bei
uber 57 %, bei gleichzeitig minimalem B-Faltblatt-Anteil. Diese Ergebnisse wurden durch
verschiedene Sekundarstrukturalgorithmen (BestSel, Selcon, Peptide Helicity) konsistent
bestatigt. Peptide Helicity ist jedoch in erster Linie auf die Vorhersage von a-Helix-Strukturen
ausgelegt, weshalb der Algorithmus leicht abweichende Ergebnisse lieferte, da in diesem Fall
uberwiegend B-Faltblatt-Strukturen vorlagen. Ergénzend zeigte die temperaturabhangige CD-

Messung, dass die B-Faltblattstruktur in Wasser eine hohe thermische Stabilitat aufweist.

Die starke Konformationsabhangigkeit in Losung verdeutlicht, dass das Adsorptionsverhalten
nicht nur von der linearen Sequenz, sondern auch malfigeblich von der Sekundarstruktur
abhangt, die ein Peptid unter spezifischen Ld&sungsmittelbedingungen einnimmt. Der
Strukturvorhersagealgorithmus wie AlphaFold 3 gibt dabei nur die dominante Konformation
unter physiologischen Bedingungen wieder. Dies liegt daran, dass das Modell statische
Strukturen vorhersagt, wie sie in der Protein Data Bank (PDB) reprasentiert sind — nicht jedoch
die gesamte konformationelle Dynamik in Lésung oder in wechselwirkenden Systemen, wie
die Entwickler von AlphaFold 3 selbst feststellen (Abramson et al., 2024). Auch ein weiterer
Algorithmus, PepFold 3, speziell zur Vorhersage von Peptidstrukturen entwickelt, unterstitzt

nur die Vorhersage bei neutralem pH (Lamiable et al., 2016).

Far das hier untersuchte Peptid bedeutet dies, dass wichtige strukturelle Zustande — wie z. B.
die Ausbildung von B-Faltblatt-Strukturen in wassrigen Lésungen — nicht zuverlassig von den
Algorithmen erfasst werden kdnnen, weil die duf3eren Bedingungen nicht explizit bertcksichtigt

werden konnen.

Neben der Identifikation einer B-Faltblatt-Struktur mittels CD-Spektroskopie wurden flir das
Peptid SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK mithilfe von AGGRESCAN zwei ausgepragte
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Aggregations-Hotspots vorhergesagt. Diese deuten auf eine erhohte Tendenz zur
Selbstassoziation bzw. Aggregation hin. Im Vergleich zum Referenzpeptid Amyloid-3(1-40)
wies das untersuchte Peptid zwar geringere absolute Aggregationswerte auf, zeigte jedoch ein

ahnliches Muster aggregationsanfalliger Sequenzabschnitte.

Die Neigung zur Aggregation ist eine typische Eigenschaft B-Faltblatt-reicher Sequenzen und
konnte sich zweifach positiv auf die Adsorption auswirken: Einerseits kann es durch
Selbstassoziation zu lokal erhéhten Konzentrationen an der Oberflache kommen, andererseits
kann durch geordnete Aggregation die effektive Adsorptionsflache vergroRert werden (Bellesia
& Shea, 2009). In der Literatur finden sich weitere Hinweise auf den Zusammenhang zwischen
Sekundarstruktur, Aggregation und Adsorption. So konnten Maltseva et al. (Maltseva et al.,
2005) zeigen, dass Amyloid-B(1-40) auf Phospholipid-Monolayern bevorzugt in B-Faltblatt-
Konformation adsorbiert, wobei die Adsorption selbst die Ausbildung dieser Struktur
begtinstigte. Binazadeh et al. (Binazadeh et al., 2013) untersuchten die Adsorption von poly-
L-Lysin (PLL) auf Goldoberflachen und stellten fest, dass B-Faltblatter zu hoheren
Endadsorptionsmengen fuhrten, obwohl a-Helices initial schneller an die Oberflache binden.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Sekundarstruktur eine entscheidende Rolle bei der
Peptidadsorption an Oberflachen spielt. Erganzend zeigten No et al., dass eine Erhéhung der
Hydrophobizitat durch gezieltes Einbringen hydrophober Aminosauren in Peptidsequenzen
einen starkeren Einfluss auf die Adsorption von ungeordneten Strukturen als bei a-Helix-
Strukturen hatte (No et al., 2022). Ein direkter Vergleich verschiedener Sekundarstrukturen
wurde in dieser Studie allerdings nicht durchgefiihrt, sodass die Ergebnisse vor allem die Rolle

der Sequenzzusammensetzung und Oberflachenaffinitat unterstreichen.

AbschlieRend wurde der APS-Assay angepasst und eine Option zur Einstellung einer
maximalen Peptidlange eingefiigt, sodass lange Peptide mit groferer Neigung zur Bildung von
Sekundarstrukturen bei der Analyse ausgeschlossen werden. Signifikante Zunahmen von
Peptidsekundarstrukturen werden erst ab einer Peptidlange > 15 Aminosauren beobachtet
(Field et al., 2019; Zimm & Bragg, 1959). Auch in der Retentionszeitvorhersage von Peptiden
in der Umkehrphasenchromatographie treten Vorhersage-Probleme erst zwischen 15 bis 20
Aminosauren auf, wie zuvor beschrieben (Al Musaimi et al., 2023; Mant et al., 1988). Die
Unterschiede der durchschnittichen GRAVY-Werte zwischen adsorbierten und nicht
adsorbierten Gruppen stiegen nach der Filterung nochmals deutlich an —was die urspriingliche
These der Hydrophobizitat als treibende Kraft bei der Adsorption an PP untermauert. Die fur
den Fast-Assay ausgewahlten Peptide sollten ebenfalls nicht Ianger als 15 Aminosauren sein,
um die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von verschiedenen Sekundarstrukturen mit

unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften zu verringern. Die Begrenzung der
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Lange hat auch Vorteile fiir deren Synthese, da die Ausbildung von Sekundarstrukturen die

Herstellung erschweren kann (Paradis-Bas et al., 2016).

Die entwickelten Assays, der APS-Assay und der Fast-Assay, bieten standardisierte Methoden
zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung von Wechselwirkungen, die in
Abhangigkeit von den gewahlten Parametern — der Zusammensetzung des L&sungsmittels
und der Oberflache des Probenvorbereitungsmaterials — auf die Analyten einwirken kdnnen.
Die Ergebnisse des APS-Assays kdnnen genutzt werden, um Bedingungen zu identifizieren,
die Verluste von Analyten durch Adsorption an Oberflachen wahrend der Probenvorbereitung
minimieren. Dies gilt auch fur Proteine. Aufgrund der Erkenntnisse Uber die Qualitat der
Wechselwirkung kann die Wahrscheinlichkeit der Adsorption von Proteinen vorhergesagt
werden. Wird eine signifikante Adsorption der als Sonden genutzten Peptide nachgewiesen,
ist die Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass Proteine noch starker adsorbiert werden. Der APS-
Assay ist dadurch limitiert, dass die tryptischen Peptide in dem gewahiten
Losungsmittelsystem teilweise 16slich sein mussen und dass dieses LOsungsmittelsystem

gleichzeitig eine direkte LC-MS-Analyse der geldsten Peptide ermoglicht.

Die Ergebnisse des APS-Assays liefern einen breiten Pool an Peptiden, aus dem gezielt
Peptide flr den Einsatz im Fast-Assay ausgewahlt und synthetisiert werden kénnen. Der Fast-
Assay ist eine effiziente Lésung zur Analyse von Wechselwirkungen auf Basis weniger
definierter Peptide mit bekannten Konzentrationen. Er eignet sich besonders fur
Anwendungen, die schnelle Vergleichsmessungen, die Bewertung von Materialmodifikationen
oder die Testung von Lésungsmitteln erfordern. Die bei der Zugabe von Detergenzien und
organischen Losungsmitteln beobachteten Adsorptionséanderungen liefern wertvolle Hinweise

zur Optimierung der Probenhandhabung, um Probenverluste zu minimieren.
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8. Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass der entwickelte APS-Assay und der darauf aufbauende Fast-
Assay geeignete Verfahren zur Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen Molekilen
und Oberflachen in Abhangigkeit der Losungsmittel darstellen. Mit ihrer Hilfe lassen sich
optimale Kombinationen aus Lésungsmittel und Probenvorbereitungsmaterial identifizieren,

um Adsorptionsprozesse und damit verbundene Probenverluste zu minimieren.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bilden eine fundierte Grundlage fur die
zukunftige Untersuchung und Weiterentwicklung von Probenvorbereitungsmaterialien fur die
analytische Chemie. Dadurch kédnnen Herstellungsprozesse gezielt optimiert und Materialien
identifiziert werden, die fir die jeweilige Anwendung keine oder minimale Adsorption
aufweisen. Besonders im Hinblick auf die zunehmende Miniaturisierung analytischer Systeme,
wie sie beispielsweise in der Einzelzell-Proteomik erforderlich ist, gewinnt die Kontrolle von
Adsorptionsprozessen weiter an Bedeutung. In zukiinftigen Arbeiten soll der APS-Assay zur
Untersuchung von Materialien eingesetzt werden, die bisher kaum oder gar nicht im Hinblick
auf ihre Adsorptionseigenschaften charakterisiert wurden. Dazu gehdren insbesondere
Mikrofluidik-Materialien, die bei der Miniaturisierung analytischer Systeme eine zentrale Rolle

spielen.

Der vorliegende Datensatz erdffnet die Moglichkeit, pradiktive Modelle zu entwickeln, die das
Adsorptionsverhalten von Peptiden in verschiedenen Losungsmitteln auf Basis ihrer Sequenz
vorhersagen kénnen. Durch den Einsatz maschineller Lernverfahren kann ein algorithmisches
Modell entstehen, das in der Lage ist, auch fur bislang unbekannte Peptide verlassliche

Prognosen zur Adsorptionsneigung zu liefern.

Der APS-Assay liefert bereits sehr zuverlassige Ergebnisse basierend auf einer grof3en Anzahl
von Peptiden. Durch den Einsatz moderner Data-Independent Acquisition-Strategien auf
schnellen Massenspektrometern, die mit Scan-Raten von bis zu 200 Hz sehr schmale
Isolationsfenster bei vollstandiger m/z-Abdeckung ermdéglichen (Guzman et al., 2024), lieRen
sich zukunftig eine noch gréRere Datenvollstandigkeit und umfangreichere Datensatze fur die
Analyse gewinnen. In Kombination mit Kl-gestutzter Auswertungssoftware wie CHIMERYS
(Frejno et al., 2025), Spectronaut DirectDIA (Bekker-Jensen et al., 2020), MSFragger-DIA (F.
Yu et al., 2023) oder DIA-NN (Demichev et al.,, 2020) konnten bereits deutliche
Verbesserungen in der Zahl erfassbarer Peptide und der Quantifizierungsgenauigkeit erzielt
werden (Frohlich et al., 2024). Dadurch erdffnet sich die Moglichkeit, die Leistungsfahigkeit

des APS-Assays noch weiter zu steigern.
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Zukunftig soll die Praktikabilitdt des APS-Assays zur Vorhersage von Wechselwirkungen
anderer Molekiile, wie beispielsweise Nukleotide, experimentell Gberprift werden. Fir Lipide
ist der APS-Assay aufgrund seiner Limitierungen eher ungeeignet, da sich die Peptide in den
hierfur erforderlichen Losungsmitteln zum grof3en Teil nicht I6sen lassen. Um die Adsorption
wahrend der Probenvorbereitung im Bereich der Lipidomik zu untersuchen, kdnnte stattdessen
ein komplexes Lipidreferenzgemisch eingesetzt und ein Assay in ahnlicher Weise wie der in

dieser Arbeit vorgestellte APS-Assay durchgefuhrt werden.
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10. Anhang

10.1. Auflistung der verwendeten Gefahrenstoffe nach GHS

Chemikalie H-Satz P-Satz Piktogramme
P210, P280, @
P303+P361+P353,
Ameisenséure szﬁé:'fggég'foz’ P304+P340,
: P305+P351+P338,
P310
H225. P210, P280,
Acetonitril H302+H312+H332, P305+P351+P338, @
H319 P403+P235
P201, P210, P280, @
Trifluorethano] | 1226, H301+H331, P301+P310,
H318, H360F, H373 P304+P340,
P305+P351+P338 éo
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10.2. APS-Assay: Python-basiertes Skript

Block 1: Meta-Informationen und Versionen

APS-Assay-Skript

Beschreibung:
Dieses Skript dient der automatisierten Auswertung im APS-Assays.

Autorin: Bente Katharina Siebels
Institut: Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, 2025
Version: 2.0

Getestet mit:
Python 3.10.9
pandas 1.5.3
numpy 1.23.5
matplotlib 3.7.0
seaborn 0.12.2
scipy 1.10.0
statsmodels 0.13.5
peptides 0.5.0

Block 2: Import bendétigter Bibliotheken
In diesem Block werden alle benétigten Python-Bibliotheken importiert. Sie dienen der
Datenverarbeitung, Statistikberechnung, Visualisierung sowie Dateioperationen.

import pandas as pd

import numpy as np

import matplotlib
matplotlib.use(‘agg')

import matplotlib.pyplot as plt
import seaborn as sns

from scipy import stats
import os

import sys

from statsmodels.stats.multitest import multipletests
from peptides import Peptide

Block 3: Benutzereinstellungen

Dieser Block definiert alle Parameter, die der Benutzer anpassen kann, wie zum Beispiel p-
Wert-Schwellen, Préfixe der Vergleichsgruppen, den pH-Wert fiir die Ladungsberechnung und
einen optionalen Lé&ngenfilter fiir Peptide. Durch diese Trennung von Parametern und

Analysecode ist das Skript flexibel und einfach anpassbar.
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pvalue_cutoff = 0.05 # p-Wert-Schwelle

fdr_cutoff = 0.1 # Schwelle fur Multiples Testen (FDR, ajusted p-value)
fold_change_cutoff = -1 # log2 Fold-Change Schwelle

group_1_prefix ="1" # Prefix fir Gruppe 1 (z.B. Oh)

group_2_ prefix ="2" # Prefix fur Gruppe 2 (z.B. 24h)

pH=27 # pH fir Ladungsberechnung

# Optional: Peptid-Langenfilter
apply_length_filter = True # True — Peptide > max_length werden entfernt
max_length = 15

Block 4: Einlesen der Daten
In diesem Block werden die Peptid-Daten aus einer Excel-Datei eingelesen. AnschlieBend
werden die Werte bereinigt, indem ungtiltige Werte oder Nullen in NaN umgewandelt werden.

Dies stellt sicher, dass die Daten fiir die weiteren Analysen konsistent und korrekt sind.

file_path = "/path-to-file"

directory = os.path.dirname(file_path)

base_name = os.path.basename(file_path)
base_name, extension = os.path.splitext(base_name)

try:
data = pd.read_excel(file_path)
except IOError as err:
sys.stderr.write(f'{errj\n’)
sys.exit(1)

def sanitize_value(val):
try:
val = float(val)
return np.nan if val == 0 else val
except:
return np.nan

abundance_columns = [col for col in data.columns if col not in ["Peptides”, "Modifications"]]
data[abundance_columns] = data[abundance_columns].applymap(sanitize_value)

Block 5: Praprozessierung und Filtern auf relevante Peptide flir den APS-Assay

Dieser Block bereitet die Daten fiir die Analyse vor. Zunéchst werden die Abundanzwerte
logarithmiert (logz-Transformation), danach werden Duplikate entfernt, unerwiinschte
Modifikationen gefiltert und optional ein Léngenfilter auf Peptide angewendet. Dadurch wird
sichergestellt, dass nur valide und relevante Daten in die statistische Analyse eingehen.
Zusétzlich kénnen Peptide, die in Gruppe 2 (,24h*) nicht mehr detektiert werden, angezeigt

werden. Alle Zwischenergebnisse werden automatisiert als Excel-Tabellen abgespeichert.
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# 1. Log2-Transformation
data[abundance_columns] = data[abundance_columns].applymap(lambda x: np.log2(x + 1e-

9))

# 2. Entferne Peptide, die mehrfach vorkommen (aufgrund von Modifikationen)
data["Peptides"] = data["Peptides"].astype(str).str.strip().str.upper()

duplicates = data["Peptides"].duplicated(keep=False)

data = data[~duplicates]

print(f"Unique peptides: {data.shape[0]}")

save_intermediate(data, "after_unique_peptide_filter")

# 3. Entferne modifizierte Peptide (hier: oxidation, pyro-glu, formyl)
mods_to_remove = ["oxidation", "pyro-glu”, "formy!"]

pattern = "|".join(mods_to_remove)

mask _mods = data["Modifications"].str.contains(pattern, case=False, na=False)
mods_removed = mask_mods.sum()

data = data[~mask_mods]

print(f"Removed {mods_removed} peptides with unwanted modifications")

save_intermediate(data, "after_modification_removal")

# 4. Optional: Entferne Peptide mit Lange groRer als max_length
if apply_length_filter:

before len = data.shape[0]

data = data[data["Peptides"].str.len() <= max_length]

after_len = data.shape][0]

print(f"Length filter applied: removed {before_len - after_len} peptides with length >
{max_length}")

save_intermediate(data, f"after_length_filter_max{max_length}")

# 5. Filtern und Reduktion auf Peptide nach Vorkommen in 100% der Replikate Gruppe 1, 0 %
in Gruppe 2.

group_0Oh_cols = [col for col in data.columns if col.startswith(group_1_prefix)]

group_24h_cols = [col for col in data.columns if col.startswith(group_2_prefix)]

valid_Oh = data[group_0Oh_cols].notna().all(axis=1)

absent_in_24h = data[group_24h_cols].isna().all(axis=1)

present_Oh_absent_24h = valid_0Oh & absent_in_24h

print(f"Peptides present in all Oh samples: {valid_0Oh.sum()}")
print(f"Peptides absent in all 24h samples: {absent_in_24h.sum()}")
print(f"Peptides present in all Oh AND absent in all 24h: {present_0Oh_absent_24h.sum()}")

special_peptides = data.loc[present_0Oh_absent_24h].copy()
save_intermediate(special_peptides,
f'after_Oh_24h_filter_{group_2_prefix}_vs_{group_1_prefix}")

# 6. Filtern und Reduktion auf Peptide, die in 100% der Replikate von Gruppe 1 und Gruppe 2
sind.

before valid_filter _count = data.shape[0]

valid_100_mask = data[abundance_columns].notnull().all(axis=1)

data = data[valid_100_mask]

print(f"Peptides with 100% valid values: {data.shape[0]} (removed {before valid_filter count -
data.shape[0]})")

save_intermediate(data, "after_100percent_valid_filter")

139




Block 6: Funktionen zur Berechnung von Peptid-Eigenschaften

Hier werden Funktionen definiert, um zusétzliche Peptidmerkmale zu berechnen. Dazu
gehdéren der GRAVY-Wert, der die Hydrophobie oder Hydrophilie eines Peptids angibt (hier
nach Kyte und Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982)), sowie der Ladungszustand, der die
Nettoladung bei gegebenem pH-Wert berechnet nach Bjellqvist (Bjellgvist et al., 1993).

def calculate_gravy _number(peptide):
aa_gravy = {'A":1.8,'C"2.5,'D"-3.5,'E":-3.5,'F":2.8,'G":-0.4,
'H"-3.2,'1"4.5,'K"-3.9,'L":3.8,'M":1.9,'N"-3.5,
'P"-1.6,'Q":-3.5,'/R":-4.5,'S"-0.8,'T":-0.7,'V":4.2,'W"-0.9,'Y":-1.3}
return sum(aa_gravy.get(aa,0) for aa in peptide)/len(peptide)

def calculate_charge(peptide, ph=pH):
pep = Peptide(peptide)
return pep.charge(pH=ph, pKscale="Bjellqvist")

Block 7: Statistische Analyse

In diesem Block werden statistische Tests durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen zwei
Peptid-Gruppen zu identifizieren. Dazu gehéren t-Tests, die Berechnung der log2-Fold-
Change und die Korrektur fiir multiples Testen mittels False-Discovery-Rate (FDR) nach
Benjamini Hochberg. Peptide werden anschlie3end als ,adsorbiert” oder ,nicht adsorbiert”

klassifiziert.
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group_1_columns = [col for col in data.columns if col.startswith(group_1_prefix)]
group_2_columns = [col for col in data.columns if col.startswith(group_2_prefix)]
peptides = data["Peptides"]

p_values, log2_diffs =[], []

for peptide in peptides:
group_1_values = data.loc[data["Peptides"]==peptide, group_1_columns].values.flatten()
group_2 values = data.loc[data["Peptides"]==peptide, group_2_ columns].values.flatten()
t stat, p_value = stats.ttest_ind(group_1_values, group_2_ values, equal_var=False)
log2_diff = np.mean(group_2_values) - np.mean(group_1_values)
p_values.append(p_value)
log2_diffs.append(log2_diff)

rejected, pvals_corrected, , = multipletests(p_values, alpha=fdr_cutoff, method="fdr_bh")

results = pd.DataFrame({
"Peptide": peptides,
"p-value": p_values,
"FDR-adjusted p-value": pvals_corrected,
"log2 difference": log2_diffs
D

results["Adsorbed"] = np.where(
(results["p-value"] < pvalue_cutoff) & (results["log2 difference"] <= fold_change_cutoff),
"Adsorbed", "Not Adsorbed"

)

results["FDR-Adsorbed"] = np.where(
(results["p-value"] < pvalue_cutoff) &
(results["FDR-adjusted p-value"] < fdr_cutoff) &
(results["log?2 difference"] <= fold_change_cutoff),
"FDR-Adsorbed","Not FDR-Adsorbed"

Block 8: Berechnung der Peptideigenschaften

In diesem Abschnitt des Skripts werden zusétzliche Merkmale fiir jedes Peptid berechnet, um
die Analyse Uber die reine Klassifikation als adsorbiert oder nicht adsorbiert hinaus zu
erweitern. Zunéchst wird die Lénge jedes Peptids in Aminoséuren ermittelt. AnschlieRend wird
flr jedes Peptid der GRAVY-Wert (Grand Average of Hydropathy) berechnet, der
Informationen (iber die hydrophoben oder hydrophilen Eigenschaften des Peptids liefert.
Zusétzlich wird der Nettoladungszustand bei dem angegebenen pH-Wert bestimmt und in der
Spalte Charge State festgehalten. Durch diese Berechnungen werden die Peptide nicht nur
statistisch bewertet, sondern auch durch relevante physikochemische Eigenschaften
charakterisiert,  die  fiir  weiterfiihrende  Analysen oder Interpretationen  der

Adsorptionsverhalten herangezogen werden kénnen.
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results["Length"] = results["Peptide"].str.len()
results["GRAVY"] = results["Peptide"].apply(calculate_gravy number)
results["Charge State"] = results["Peptide"].apply(calculate_charge)

Block 9: Speichern der Ergebnisse als Tabelle

fdr_label = fAdsorbed (FDR < {fdr_cutoff})'

output_suffix = f"{group_2_prefix}_vs_{group_1_prefix}"

output_file_excel = os.path.join(directory, base_name + f*_APS-FDR_{output_suffix}" + extension)
results.rename(columns={"FDR-Adsorbed": fdr_label}, inplace=False).to_excel(output_file_excel,
index=False)

print(f"Results saved to: {output_file_excel}")

Block 10: Visualisierung der Ergebnisse des APS-Assays

In diesem Abschnitt des Skripts werden die Ergebnisse der Peptid-Analyse graphisch
dargestellt, um Muster in der Adsorption und Zusammenhdnge mit physikochemischen
Eigenschaften zu erkennen. Zunédchst werden die Peptide anhand ihrer Klassifikation
ausgewadhlt, sowohl fiir die einfache Signifikanzpriifung als auch fiir die FDR-korrigierte
Klassifikation und die Plot-Flédche, bestehend aus 4 Abbildungen (Sub-Plos) vorbereitet.

adsorbed_idx = results.index[results["Adsorbed"]=="Adsorbed"]

not_adsorbed_idx = results.index[results["Adsorbed"]=="Not Adsorbed"]
fdr_adsorbed_idx = results.index|[results["FDR-Adsorbed"]=="FDR-Adsorbed"]
not_fdr_adsorbed_idx = results.index[results["FDR-Adsorbed"]=="Not FDR-Adsorbed"]

plt.figure(figsize=(12,10))
plt.suptitle(f"APS-Assay Results\n{group_2_prefix} vs {group_1_prefix}", fontsize=16)

Volcano-Plot: Der erste Sub-Plot zeigt einen Volcano-Plot, der die log»>-Fold-Change der
Peptid-Abundanzen zwischen den Gruppen gegen den negativen Logarithmus der p-Werte
darstellt. Peptide, die als adsorbiert klassifiziert wurden, werden farblich hervorgehoben, um

Signifikanz und Stérke der Verdnderung auf einen Blick sichtbar zu machen.

plt.subplot(2,2,1)

plt.scatter(results['log2 difference'], -np.log10(results['p-value']), color='gray', alpha=0.4)

plt.scatter(results.loc[results["Adsorbed"]=="Adsorbed",'log2 difference'],
-np.log10(results.loc[results["Adsorbed"|=="Adsorbed",'p-value')),
color='lightblue', alpha=0.7, label=f'Adsorbed ({len(adsorbed_idx)})")

plt.scatter(results.loc[results["FDR-Adsorbed"]=="FDR-Adsorbed",'log2 difference,
-np.log10(results.loc[results["FDR-Adsorbed"]=="FDR-Adsorbed",'p-value'),
color='darkblue', alpha=0.9, label= label=f'Adsorbed (FDR < {fdr_cutoff})

({len(fdr_adsorbed_idx)})")

plt.axhline(-np.log10(0.05), color='black’, linestyle='--', linewidth=1)

plt.axvline(-1, color="black’, linestyle="--', linewidth=1)

plt.axvline(1, color="black’, linestyle='--", linewidth=1)

plt.title("Volcano Plot")

plt.xlabel('log2 difference")

plt.ylabel(-log10(p-value)")
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GRAVY-Violin-Plot: Im zweiten Sub-Plot werden die hydrophoben Eigenschaften der
Peptide, dargestellt durch den GRAVY-Wert, visualisiert. Die Verteilung der GRAVY-Werte
wird getrennt fiir ,nicht adsorbierte” und ,adsorbierte” Peptide angezeigt. Zusétzlich werden
die Mediane eingeblendet und ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt, um statistische

Unterschiede zu prtifen.

plt.subplot(2, 2, 2)
sns.violinplot(
data=[results.loc[not_fdr_adsorbed_idx, 'GRAVY',
results.loc[fdr_adsorbed_idx, 'GRAVY]],
palette=['gray','darkblue']
)

plt.title("GRAVY Numbers")

plt.ylabel("GRAVY")

plt.xticks([0, 1], ['Not Adsorbed', fAdsorbed (FDR < {fdr_cutoff})'])
plt.ylim(-4, 4)

median_not_adsorbed = np.median(results.loc[not_fdr_adsorbed_idx, 'GRAVY'])
plt.text(0, -4.6, f"Median: {median_not_adsorbed:.2f}", ha='center’, va="top', color="black’)

if len(fdr_adsorbed_idx) > 0:
median_adsorbed = np.median(results.loc[fdr_adsorbed_idx, 'GRAVY"])
plt.text(1, -4.6, f"Median: {median_adsorbed:.2f}", ha='center’, va="top', color="black’)

from scipy.stats import mannwhitneyu
gravy_not_adsorbed = results.loc[not_fdr_adsorbed_idx, 'GRAVY']
gravy_adsorbed = results.loc[fdr_adsorbed_idx, 'GRAVY']

u_stat, p_val = mannwhitneyu(gravy_not_adsorbed, gravy_adsorbed, alternative="two-sided',
use_continuity=True)
plt.text(0.5, 3.8, f'Mann-Whitney p = {p_val:.3e}", ha='center’, va="top', color="black’)

else:
plt.text(1, -4.6, "Median: n.a.", ha="center', va="top', color="black")
plt.text(0.5, 3.8, "Mann-Whitney p = n.a.", ha='center’, va="top', color="black')

Peptid-Langen-Plot: Der dritte Sub-Plot zeigt die Haufigkeitsverteilung der Peptidléngen fiir
adsorbierte und nicht adsorbierte Peptide. Die Werte werden prozentual normalisiert, sodass

der relative Anteil der Peptide jeder L&nge sichtbar wird.

lengths = sorted(results["Length"].unique())

ads_len = results.loc[fdr_adsorbed_idx,'Length'].value_counts().reindex(lengths, fill_value=0)
not_ads_len = results.loc[not_fdr_adsorbed_idx,'Length’].value_counts().reindex(lengths,
fill_value=0)

plt.subplot(2,2,3)

plt.bar(np.arange(len(lengths)), ads_len/ads_len.sum()*100, color="darkblue’, label=f Adsorbed
(FDR < {fdr_cutoff})’

plt.bar(np.arange(len(lengths))+0.3, not_ads_len/not_ads_len.sum()*100, color='gray', alpha=0.7,
label="Not Adsorbed')

plt.title("Peptide Length Occurrence™)

plt.xlabel("Peptide Length™)

plt.ylabel("Percentage of Peptides")

plt.xticks(np.arange(len(lengths)), lengths, fontsize=8)

plt.legend()
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Ladungszustands-Plot: Im vierten Sub-Plot wird die Verteilung der Peptid-Ladungszustéande
angezeigt. Adsorbierte und nicht adsorbierte Peptide werden farblich unterschieden, ebenfalls

prozentual normiert.

# Runde Ladungszustande fiir vereinfachte Interpretation
results["Rounded Charge"] = results["Charge State"].round().astype(int)

charge_states = sorted(results["Rounded Charge"].dropna().unique())
ads_charge = results.loc[fdr_adsorbed_idx,'Rounded
Charge'l.value_counts().reindex(charge_states, fill_value=0)
not_ads_charge = results.loc[not_fdr_adsorbed_idx,'Rounded
Charge'l.value_counts().reindex(charge_states, fill_value=0)

plt.subplot(2,2,4)

bar_width = 0.4

X = np.array(charge_states)

plt.bar(x+bar_width/2, ads_charge/ads_charge.sum()*100, width=bar_width, color="darkblue’,
label=f'Adsorbed (FDR < {fdr_cutoff})")

plt.bar(x-bar_width/2, not_ads_charge/not_ads_charge.sum()*100, width=bar_width, color='gray’,
alpha=0.7, label='"Not Adsorbed')

plt.title("Peptide Charge State Occurrence")

plt.xlabel("Charge State [H+]")

plt.ylabel("Percentage of Peptides")

plt.xticks(charge_states)

plt.legend([fAdsorbed (FDR < {fdr_cutoff})', 'Not Adsorbed")

AbschlieBend wird das Layout optimiert, sodass alle Plots sauber angeordnet sind, und die

gesamte Abbildung wird als PDF-Datei gespeichert.

plt.tight_layout()
plt.subplots_adjust(top=0.9)

output_file_pdf = os.path.join(directory, base_name + f'_APS-FDR_{output_suffix}.pdf")
plt.savefig(output_file_pdf, format="pdf’)
print(f"Plot saved as {output_file_pdf}")
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10.3. Erganzende Abbildungen
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Abbildung A1: APS-Assay-Ergebnisse der 96-Well-m-PP-Platte von Hersteller A. Basierend auf 7.903
Peptiden (n=4). Oben links: Volcano-Plot basierend auf den Ergebnissen des Welch’s t-Tests. Signifikant
adsorbierte Peptide sind hellblau (p-Wert < 0,05 und logz>-Fold-Change < -1) oder dunkelblau (zusétzlich FDR-
signifikant, g-Wert < 0,1). Oben rechts: Violin-Plots der GRAVY-Werte von adsorbierten und nicht-adsorbierten
Peptiden mit Mann-Whitney-U p-Wert. Unten links: Anteil vorhandener Peptidldngen bei adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptiden in Prozent. Unten rechts: Anteil der jeweiligen Peptidladungen bei adsorbierten und nicht-
adsorbierten Peptiden in Prozent.
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Abbildung A2: APS-Assay-Ergebnisse der 96-Well-PP-Platte von Hersteller A. Basierend auf 7.903 Peptiden
(n=4). Oben links: Volcano-Plot basierend auf den Ergebnissen des Welch’s t-Tests. Signifikant adsorbierte Peptide
sind hellblau (p-Wert < 0,05 und log,-Fold-Change < -1) oder dunkelblau (zuséatzlich FDR-signifikant, g-Wert < 0,1).
Oben rechts: Violin-Plots der GRAVY-Werte von adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden mit Mann-Whitney-
U p-Wert. Unten links: Anteil vorhandener Peptidléngen bei adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden in
Prozent. Unten rechts: Anteil der jeweiligen Peptidladungen bei adsorbierten und nicht-adsorbierten Peptiden in
Prozent.
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Abbildung A3: Abundanzverteilung der quantifizierten Peptide des Proteins HSPAS8 (Protein Heat shock
cognate 71 kDa protein). Das Protein ist nicht signifikant in seiner Abundanz verdndert (p-Wert: 0.33986, log.-
Fold-Change: -0.232818), da es neben den zwei stark adsorbierten Peptiden (schwarzer Kasten) viele nicht-
adsorbierte Peptide gibt.
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Abbildung A4: MS1-Spektren der ausgewéhlten Peptide nach Messung auf dem Tandem-Quadrupol-MS. a)
Hydrophobes Peptid SINPDEAVYYGAAVQAAILSGDK, (iberwiegend dreifach protoniert (m/z=754,2, z=23),
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Masse 2259,58 Da. b) Hydrophiles Peptid DGETPDPEDPSRK, (iberwiegend dreifach protoniert (m/z=481,6,
z=23), Masse 1441,78 Da.
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Abbildung A5: Schmelzkurve des hydrophoben Peptids in Wasser von 5-95 °C. Gemessen (iber

Zirkulardichrosimus-Spektrtoskopie mit Bestimmung bei 183 nm. Die Auswertung und Ermittlung der T, erfolgte in
ChiraKit.
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10.4. Erganzende Tabellen

Tabelle A1: APS-Assay-Ergebnisse der adsorbierten Peptide an PP-GefédBle von Hersteller A.

Peptidsequenz

MAAGVEAAAEVAATEIK
MAETLEFNDVYQEVK
MAEVQVLVLDGR
MDDDIAALVVDNGSGMCK
MSGEDEQQEQTIAEDLVVTK
AFLADPSAFVAAAPVAAATTAAPAAAAAPAK
APNTPDILEIEFK
ASASGSGAQVGGPISSGSSASSVTVTR
ASGPGLNTTGVPASLPVEFTIDAK
DAAIYLVTSLASK
DASDDLDDLNFFNQK
DIINEEEVQFLK

DILPCLDGYLK
DLTDGHFENILADNSVNDQTK
DNHLLGTFDLTGIPPAPR
DPVQEAWAEDVDLR
DSVVAGFQWATK
DTVATQLSEAVDATR
EAHQLFLEPEVLDPESVELK
EFNEDGALAVLQQFK
EGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESAAVK
EILVGDVGQTVDDPYATFVK
ELAPYDENWFYTR
FGYVDFESAEDLEK
FLDGNELTLADCNLLPK
FNEEHIPDSPFVVPVASPSGDAR
GADFLVTEVENGGSLGSK
GDVAEGDLIEHFSQFGTVEK
GFGFVDFNSEEDAK
GLAPDLPEDLYHLIK
GLVEPVDVVDNADGTQTVNYVPSR
GVVPLAGTNGETTTQGLDGLSER
IALGIPLPEIK

IAPSFAVESIEDALK
ICDQISDAVLDAHLQQDPDAK
IEWLESHQDADIEDFK
IHVSDQELQSANASVDDSR
IPVDTYNNILTVLK
ISSIQSIVPALEIANAHR
ITPENLPQILLQLK
IYVDDGLISLQVK
LAAAVSNFGYDLYR
LASVPAGGAVAVSAAPGSAAPAAGSAPAAAEEK
LFIGGLSFETTDESLR
LLPQLTYLDGYDRDDK
LVINGNPITIFQER
LYTLVTYVPVTTFK
NAGNCLSPAVIVGLLK
NILEESLCELVAK
NNQFQALLQYADPVSAQHAK
NVGLDIEAEVPAVK
QTIDNSQGAYQEAFDISK
SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK
SLDLFNCEVTNLNDYR
SLNLSTEFISSTK
SLVASLAEPDFVVTDFAK
SQVFSTAADGQTQVEIK
SSGEIVYCGQVFEK
TGLIDYNQLALTAR
TIAECLADELINAAK
TITLEVEPSDTIENVK
TLAQLNPESSLFIIASK
TVAGQDAVIVLLGTR
TVLGTPEVLLGALPGAGGTQR

p-Wert

0,0008
0,0011
0,0000
0,0384
0,0006
0,0001
0,0436
0,0001
0,0005
0,0002
0,0101
0,0016
0,0054
0,0031
0,0140
0,0052
0,0001
0,0225
0,0006
0,0004
0,0001
0,0001
0,0167
0,0001
0,0010
0,0025
0,0052
0,0006
0,0001
0,0023
0,0004
0,0282
0,0109
0,0002
0,0109
0,0003
0,0045
0,0023
0,0028
0,0036
0,0002
0,0079
0,0006
0,0001
0,0218
0,0070
0,0003
0,0007
0,0054
0,0022
0,0000
0,0120
0,0000
0,0005
0,0020
0,0007
0,0001
0,0012
0,0012
0,0026
0,0012
0,0031
0,0031
0,0017
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loge-
Fold-
Change

-1,1146
-1,1370
-1,3547
-1,3569
-1,2139
-2,0524
-1,0212
-1,0276
-1,6338
-2,4465
-1,2440
-1,56254
-1,5056
-2,8842
-1,2840
-3,0416
-2,5991
-1,0473
-1,9164
-2,6260
-1,0147
-3,0017
-1,0762
-1,6372
-1,5437
-1,1100
-1,1286
-1,4473
-1,1062
-1,1084
-1,3069
-1,0028
-1,0135
-3,0337
-1,0884
-1,3887
-1,8157
-1,0094
-1,0509
-1,0158
-1,0696
-1,2163
-1,56705
-1,1358
-1,0595
-1,2179
-1,1687
-2,0932
-1,6781
-1,2228
-1,0400
-2,0745
-3,2527
-1,6193
-1,6103
-2,0123
-1,2932
-1,3614
-1,0295
-1,0750
-1,0608
-1,0942
-1,1065
-1,2703

Status

adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert

GRAVY-
Wert

0,7000
-0,5467
0,7083

0,2000

-0,8800
1,0452

-0,3385
0,1519

0,1917

0,8231

-1,1800
-0,4250
0,3818

-0,9667
-0,2611
-0,8714
0,0917

-0,2533
-0,3700
-0,2867
0,0385

0,1600

-1,2231
-0,6071
0,1176

-0,3522
-0,0667
-0,3350
-0,6143
-0,0667
-0,2375
-0,3304
1,0818
0,5067
-0,4191
-0,9938
-0,7947
0,4500
0,511

0,1714
0,6231

0,3357
0,5909
0,1688
-1,0000
0,2214
0,8643
1,0188
0,4385
-0,6750
0,3286
-0,9444
0,2304
-0,4625
-0,0462
0,7167
-0,3235
0,0071

0,1000
0,5133
-0,2938
0,4529
0,9733
0,4000

Lange
(Anzahl
Amino-
sduren)

17
15
12
18
20
31
13
27
24
13
15
12
11
21
18
14
12
15
20
15
26
20
13
14
17
23
18
20
14
15
24
23
11
15
21
16
19
14
18
14
13
14
33
16
16
14
14
16
13
20
14
18
23
16
13
18
17
14
14
15
16
17
15
21

Ladung
()

NN NNNNRNDNNNNNNNONNDNNONNNNNONWOWOWWOWNDNNNONONOWONNDNDNDNNONNDNOWWOWNNNDNDNNNDNDNDNDDNDDNDNDDND



TVYFAEEVQCEGNSFHK 0,0003 | -1,3943 | adsorbiert | -0,5588 17 3
VEEQEPELTSTPNFVVEVIK 0,0002 | -1,6560 | adsorbiert | -0,2950 20 2
VHSPSGALEECYVTEIDQDK 0,0014 | -1,8928 | adsorbiert | -0,6350 20 3
VLAGETLSVNDPPDVLDR 0,0000 | -1,6318 | adsorbiert | -0,0722 18 2
VLDNYLTSPLPEEVDETSAEDEGVSQR 0,0001 -2,2194 | adsorbiert | -0,8296 27 2
VPADTEVVCAPPTAYIDFAR 0,0008 | -1,3522 | adsorbiert | 0,3550 20 2
VSGLLVLDYSK 0,0107 | -1,1165 | adsorbiert | 0,8273 11 2
VVVQVLAEEPEAVLK 0,0001 -1,1060 @ adsorbiert | 0,8467 15 2
YTPSGQAGAAASESLFVSNHAY 0,0000 | -1,5189 | adsorbiert | -0,1273 22 2
YTVQDESHSEWVSCVR 0,0181 -1,2875 | adsorbiert | -0,7438 16 3
AAVATFLQSVQVPEFTPK 0,0003 | -1,9625 | adsorbiert | 0,4222 18 2
AEDNADTLALVFEAPNQEK 0,0004 | -1,1528 | adsorbiert | -0,6526 19 2
DADVQNFVSFISK 0,0016 | -1,1549 | adsorbiert | 0,0615 13 2
DAGYGGISLAVEGPSK 0,0038 | -1,4085 | adsorbiert | -0,0563 16 2
DIISIAEDEDLR 0,0001 -1,7413 | adsorbiert | -0,3083 12 2
DISEASVFDAYVLPK 0,0003 | -1,8093 | adsorbiert | 0,2800 15 2
DLYEDELVPLFEK 0,0062 | -1,1118 | adsorbiert | -0,4539 13 2
DYLHLPPEIVPATLR 0,0177 | -1,0701 | adsorbiert | 0,0267 15 3
EGPYSISVLYGDEEVPR 0,0066 | -1,0206 | adsorbiert | -0,5882 17 2
ELLNPVVEFVSHPSTTCR 0,0089 | -1,2110 | adsorbiert = 0,0611 18 3
EVSFQSTGESEWK 0,0004 | -1,2750 | adsorbiert | -1,1769 13 2
FDQLFDDESDPFEVLK 0,0001 -2,8957 | adsorbiert | -0,6625 16 2
FGFPEGSVELYAEK 0,0001 -1,2096 @ adsorbiert | -0,2500 14 2
FTPGTFTNQIQAAFR 0,0007 | -1,3090 | adsorbiert | -0,1733 15 2
FYALSASFEPFSNK 0,0008 | -1,0075 | adsorbiert | -0,0286 14 2
IDFYFDENPYFENK 0,0008 | -1,3287 | adsorbiert | -1,1571 14 2
IIDVVYNASNNELVR 0,0002 | -1,4119 | adsorbiert | 0,2067 15 2
IITITGTQDQIQNAQYLLQNSVK 0,0000 | -2,1406 | adsorbiert | -0,2130 23 2
ISLGLPVGAVINCADNTGAK 0,0008 | -1,3628 | adsorbiert | 0,7100 20 2
IYGLGSLALYEK 0,0006 | -1,1247 | adsorbiert | 0,5083 12 2
LAPITSDPTEATAVGAVEASFK 0,0001 -1,9585 | adsorbiert | 0,3091 22 2
LDLDLTADSQPPVFK 0,0004 | -1,0275 | adsorbiert | -0,1600 15 2
LFVGNLPADITEDEFK 0,0005 | -2,0097 | adsorbiert | -0,0250 16 2
LGGLTQAPGNPVLAVQINQDK 0,0013 | -1,6099 | adsorbiert | -0,1000 21 2
LLTSFLPAQLLR 0,0058 | -1,1928 | adsorbiert | 1,0417 12 2
LQLETEIEALK 0,0048 | -1,7201 | adsorbiert | -0,0818 11 2
LVGQGASAVLLDLPNSGGEAQAK 0,0003 | -1,7851 | adsorbiert | 0,2000 23 2
LVSPGSANETSSILVESVTR 0,0108 | -2,1614 | adsorbiert | 0,2050 20 2
LYGPSSVSFADDFVR 0,0013 | -1,1388 | adsorbiert | 0,1600 15 2
NEEDAAELVALAQAVNAR 0,0007 | -1,9613 | adsorbiert | -0,1222 18 2
QSGEAFVELGSEDDVK 0,0009 | -1,3671 | adsorbiert | -0,6563 16 2
SAGQGEVLVYVEDPAGHQEEAK 0,0003 | -1,1763 | adsorbiert | -0,6682 22 3
SVDVILDDDLVDK 0,0003 | -1,0142 | adsorbiert | 0,1923 13 2
TSRPENAI'YNNNEDFQVGQAK 0,0019 | -1,4260 | adsorbiert | -1,1409 22 3
TYQELLVNQNPIAQPLASR 0,0242 | -1,3953 | adsorbiert | -0,4105 19 2
VDVAVNCAGIAVASK 0,0009 | -1,0814 | adsorbiert | 1,2600 15 2
VTYCPTEPGNYIINIK 0,0152 | -1,5031 | adsorbiert | -0,1125 16 2
YLYTLVITDK 0,0070 | -1,1540 | adsorbiert | 0,4900 10 2

Tabelle A2: APS-Assay-Ergebnisse der adsorbierten Peptide an PP-GefédBle von Hersteller B.

logz- Liange
Peptidsequenz p-Wert Fold- Status GstVY' (Srzanl S duge
Change i bl *)
sduren)
MAAGVEAAAEVAATEIK 0,0157 -1,3241 adsorbiert 0,7000 17 2
MAEVQVLVLDGR 0,0141 -1,0411 adsorbiert 0,7083 12 2
MSGEDEQQEQTIAEDLVVTK 0,0003 -1,5497 | adsorbiert | -0,8800 20 2
AAGVNVEPFWPGLFAK 0,0428 -1,3307 | adsorbiert 0,4625 16 2
AALSALESFLK 0,0207 -1,0587 | adsorbiert 0,9636 11 2
APVPTGEVYFADSFDR 0,0008 -1,7932 | adsorbiert | -0,2375 16 2
ASGPGLNTTGVPASLPVEFTIDAK 0,0319 -2,2110 | adsorbiert 0,1917 24 2
DAAIYLVTSLASK 0,0029 -1,6840 @ adsorbiert 0,8231 13 2
DSVVAGFQWATK 0,0017 -1,1450 @ adsorbiert 0,0917 12 2
EFNEDGALAVLQQFK 0,0227 -2,2276 | adsorbiert | -0,2867 15 2
EGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESAAVK 0,0459 -1,4020 @ adsorbiert 0,0385 26 2
EILVGDVGQTVDDPYATFVK 0,0169 -1,3273 | adsorbiert 0,1600 20 2
EQGYDVIAYLANIGQK 0,0169 -2,1416 | adsorbiert | -0,2625 16 2
FASYLTFSPSEVK 0,0001 -1,0900 @ adsorbiert 0,1538 13 2
FGYVDFESAEDLEK 0,0014 -1,9110 adsorbiert  -0,6071 14 2
FLDGNELTLADCNLLPK 0,0028 -2,2756 | adsorbiert 0,1176 17 2
GAGTNEDALIEILTTR 0,0278 -1,8556 @ adsorbiert | -0,0750 16 2
GDVAEGDLIEHFSQFGTVEK 0,0162 -1,4002 = adsorbiert | -0,3350 20 3
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GIVDQSQQAYQEAFEISK
GLAPDLPEDLYHLIK
GQYISPFHDIPIYADK
GVDEATIIDILTK
IAPSFAVESIEDALK
IEWLESHQDADIEDFK
IGPILDNSTLQSEVKPILEK
IYVDDGLISLQVK
LAATNALLNSLEFTK
LAGANPAVITCDELLLGHEK
LASDLLEWIR

LDNLVAILDINR
LFIGGLSFETTDESLR
LGGSAVISLEGKPL
LICCDILDVLDK
LISWYDNEFGYSNR
LLPQLTYLDGYDRDDK
LYTLVTYVPVTTFK
NAGNCLSPAVIVGLLK
NILEESLCELVAK
NVGLDIEAEVPAVK
SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK
SLDLFNCEVTNLNDYR
SLVASLAEPDFVVTDFAK
TGLIDYNQLALTAR
TIAECLADELINAAK
TVLGTPEVLLGALPGAGGTQR
VDINAPDVDVQGPDWHLK
VLDNYLTSPLPEEVDETSAEDEGVSQR
VTEGLVDVILYHQPDDK
YAALYQPLFDK
YTPSGQAGAAASESLFVSNHAY
AAVATFLQSVQVPEFTPK
AAVEEGIVLGGGCALLR
AITIAGIPQSIIECVK
ALHSVLQAVPLNELR
ALPFWNEEIVPQIK
AQTEGINISEEALNHLGEIGTK
ATENDIANFFSPLNPIR
DALSDLALHFLNK
DICNDVLSLLEK
DISEASVFDAYVLPK
DYLHLPPEIVPATLR
EGRPSGEAFVELESEDEVK
EYFSWEGAFQHVGK
FDQLFDDESDPFEVLK
FGFPEGSVELYAEK
GITGVDLFGTTDAVVK
GQCDLELINVCNENSLFK
GSYGDLGGPITTQVTIPK
GTIEILSDVQLIK
IDFYFDENPYFENK
IGGVQQDTILAEGLHFR
IITITGTQDQIQNAQYLLQNSVK
ILLWDTR
ISGETIFVTAPHEATAGIIGVNR
LAPITSDPTEATAVGAVEASFK
LDLDLTADSQPPVFK
LLIHQSLAGGIIGVK
LLTSFLPAQLLR
LQLETEIEALK
LVLEVAQHLGESTVR
STGEAFVQFASQEIAEK
TFCQLILDPIFK
TFSVWYVPEVTGTHK
TGDFQLHTNVNDGTEFGGSIYQK
VALTGLTVAEYFR
VGWEQLLTTIAR
VQVALEELQDLK
ATENDIYNFFSPLNPVR

0,0173
0,0060
0,0089
0,0172
0,0382
0,0212
0,0125
0,0463
0,0147
0,0140
0,0392
0,0048
0,0028
0,0020
0,0244
0,0084
0,0112
0,0259
0,0383
0,0175
0,0051
0,0050
0,0120
0,0140
0,0017
0,0119
0,0486
0,0115
0,0102
0,0178
0,0001
0,0038
0,0226
0,0039
0,0292
0,0279
0,0294
0,0403
0,0306
0,0189
0,0135
0,0060
0,0399
0,0014
0,0028
0,0089
0,0007
0,0026
0,0275
0,0020
0,0111
0,0216
0,0099
0,0048
0,0073
0,0153
0,0212
0,0411
0,0017
0,0229
0,0010
0,0008
0,0032
0,0134
0,0121
0,0027
0,0069
0,0293
0,0003
0,0175
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-1,1352
-2,8453
-1,0461
-1,6504
-1,8389
-1,1580
-1,9637
-3,0568
-1,3706
-1,1465
-1,3470
-2,2206
-2,7871
-1,1539
-1,6682
-1,0848
-1,0026
-1,4259
-1,2848
-1,5490
-1,5033
-4,2899
-2,6618
-2,5460
-1,2122
-2,6325
-1,1529
-1,4224
-2,2078
-1,3204
-1,0131
-1,8552
-1,8709
-1,8449
-2,5771
-1,6071
-1,5625
-1,1421
-1,5015
-1,6226
-3,5150
-2,4606
-1,2698
-1,3403
-2,0490
-2,0626
-1,6952
-1,2155
-1,3420
-1,0457
-2,9033
-1,8672
-1,6133
-3,5792
-1,3982
-1,3228
-1,9758
-1,3551
-2,1354
-1,6039
-2,2562
-1,3037
-1,4390
-1,9941
-1,1295
-2,0644
-1,2704
-2,3278
-1,0495
-1,9533

adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert

-0,6722
-0,0667
-0,4063
0,5462
0,5067
-0,9938
-0,1050
0,6231

0,4533
0,3800
0,4500
0,6583
0,1688
0,7214
1,2667
-0,9214
-1,0000
0,8643
1,0188
0,4385
0,3286
0,2304
-0,4625
0,7167
0,1000
0,5133
0,4000
-0,5500
-0,8296
-0,2294
-0,1000
-0,1273
0,4222
1,1235
1,1500
0,4400
-0,0286
-0,4682
-0,2765
0,2462
0,3250
0,2800
0,0267
-1,0579
-0,7000
-0,6625
-0,2500
0,7063
-0,0944
0,0842
0,6923
-1,1571
0,1059
-0,2130
0,3571

0,4652
0,3091

-0,1600
1,2200
1,0417
-0,0818
0,3800
-0,2588
0,9583
-0,1533
-0,8391
0,8692
0,3250
0,0167
-0,4765

18
15
16
13

16
20
13
15
20
10
12
16
14
12
14
16
14
16
13
14

16
18
14
15
21
18
27
17
11
22
18
17
16
15
14
22

13
12
15
15
19
14
16
14
16
18
19
13
14
17
23

23
22
15
15
12
11
15
17
12
15
23

12
12
17
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Tabelle A3: APS-Assay-Ergebnisse der adsorbierten Peptide an PP-GefédBle von Hersteller C.

Peptidsequenz

MAAGVEAAAEVAATEIK
MADKPDMGEIASFDK
MAEVQVLVLDGR
MDDDIAALVVDNGSGMCK
MSDKPDMAEIEK
MSGEDEQQEQTIAEDLVVTK
AAGVNVEPFWPGLFAK
ADVIQATGDAICIFR

AFLADPSAFVAAAPVAAATTAAPAAAAAPAK

AllIFVPVPQLK
APVPTGEVYFADSFDR
ASGPGLNTTGVPASLPVEFTIDAK
CQLEINFNTLQTK
DAAIYLVTSLASK
DFLAGGIAAAISK
DNHLLGTFDLTGIPPAPR
EAHQLFLEPEVLDPESVELK
EFNEDGALAVLQQFK
EGPYDVVVLPGGNLGAQNLSESAAVK
EILVGDVGQTVDDPYATFVK
EQGYDVIAYLANIGQK
FGYVDFESAEDLEK
FLDGNELTLADCNLLPK
FTITPPTAQVVGVLK
GAGTNEDALIEILTTR
GDVAEGDLIEHFSQFGTVEK
GIRPAINVGLSVSR
GIVDQSQQAYQEAFEISK
GLAPDLPEDLYHLIK
GLVEPVDVVDNADGTQTVNYVPSR
GVDEATIIDILTK
GVTIASGGVLPNIHPELLAK
IAPSFAVESIEDALK
IGPILDNSTLQSEVKPILEK
ITPENLPQILLQLK
IYVDDGLISLQVK
LAATNALLNSLEFTK
LAGANPAVITCDELLLGHEK
LDILDQER

LDNLVAILDINR
LFIGGLSFETTDESLR
LGGSAVISLEGKPL
LICCDILDVLDK

LSSDVLTLLIK
LTTLPSDFCGLTHLVK
LVEALCAEHQINLIK
LVSIGAEEIVDGNAK
NAGNCLSPAVIVGLLK
NILEESLCELVAK
NVGLDIEAEVPAVK
SINPDEAVAYGAAVQAAILSGDK
SLDLFNCEVTNLNDYR
SLVASLAEPDFVVTDFAK
SQVFSTAADGQTQVEIK
TGGLEIDSDFGGFR
TGLIDYNQLALTAR
TIAECLADELINAAK
TLAQLNPESSLFIIASK
TVAGQDAVIVLLGTR
TVLGTPEVLLGALPGAGGTQR
VDINAPDVDVQGPDWHLK
VEEQEPELTSTPNFVVEVIK
VLAQNSGFDLQETLVK
VLDNYLTSPLPEEVDETSAEDEGVSQR
VTEGLVDVILYHQPDDK
VVVQVLAEEPEAVLK
YTPSGQAGAAASESLFVSNHAY

p-Wert

0,0020
0,0247
0,0019
0,0352
0,0353
0,0020
0,0040
0,0321
0,0179
0,0175
0,0006
0,0006
0,0149
0,0000
0,0015
0,0254
0,0097
0,0013
0,0050
0,0107
0,0085
0,0008
0,0101
0,0244
0,0009
0,0144
0,0013
0,0131
0,0001
0,0097
0,0010
0,0035
0,0013
0,0072
0,0002
0,0001
0,0022
0,0020
0,0414
0,0002
0,0030
0,0002
0,0066
0,0080
0,0107
0,0001
0,0002
0,0046
0,0004
0,0001
0,0005
0,0005
0,0026
0,0062
0,0037
0,0005
0,0003
0,0003
0,0024
0,0031
0,0075
0,0177
0,0032
0,0070
0,0007
0,0023
0,0005
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loge-
Fold-
Change

-1,7715
-1,0691
-1,9444
-1,1753
-1,2489
-1,3569
-1,7087
-1,0174
-1,4324
-1,4314
2,1707
-3,5955
-1,0386
-2,9654
-1,2568
-1,4379
-1,1906
-1,9785
-2,5604
-1,7827
-1,4630
-2,0325
-1,4367
-1,0787
-1,7563
-1,1018
-1,5256
-1,3504
2,9196
-1,2341
-2,0962
-1,7891
-1,9102
-2,2316
-3,0359
-3,3928
-1,8137
-1,0617
-1,3085
-3,0906
-3,8578
-1,8992
-1,1877
-1,0367
-1,0838
-1,5563
-1,2941
-1,3813
-2,1361
-2,5417
-5,1612
-2,8321
-3,5492
-1,2982
-1,1952
-1,4926
-2,6290
22,2737
-1,5824
-1,6014
-1,6715
-1,4021
-1,3863
-2,6620
-1,6213
-1,5534
-1,9024

Status

adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert
adsorbiert

GRAVY
-Wert

0,7000
-0,6600
0,7083
0,2000
-1,1750
-0,8800
0,4625
0,8200
1,0452
1,6417
-0,2375
0,1917
-0,4154
0,8231

1,0615
-0,2611
-0,3700
-0,2867
0,0385
0,1600
-0,2625
-0,6071
0,1176
0,8267
-0,0750
-0,3350
0,4643
-0,6722
-0,0667
-0,2375
0,5462
0,6200
0,5067
-0,1050
0,1714
0,6231

0,4533
0,3800
-0,8000
0,6583
0,1688
0,7214
1,2667
1,2909
0,5750
0,6400
0,3533
1,0188
0,4385
0,3286
0,2304
-0,4625
0,7167
-0,3235
-0,3000
0,1000
0,5133
0,4529
0,9733
0,4000
-0,5500
-0,2950
0,0688
-0,8296
-0,2294
0,8467
-0,1273

Liange
(Anzahl
Amino-
sduren)

17
15
12
18
12
20
16
15
31
12
16
24
13
13
13
18
20
15
26
20
16
14
17
15
16
20
14
18
15
24
13
20
15
20
14
13
15
20
8
12
16
14
12
11
16
15
15
16
13
14
23
16
18
17
14
14
15
17
15
21
18
20
16
27
17
15
22

Ladung
*)
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AALQEELQLCK 0,0026 -1,0485 | adsorbiert = -0,0364 11 2
AAVATFLQSVQVPEFTPK 0,0017 -2,6240 @ adsorbiert = 0,4222 18 2
AAVEEGIVLGGGCALLR 0,0001 -2,6805 | adsorbiert = 1,1235 17 2
AITIAGIPQSIIECVK 0,0001 -3,6336 = adsorbiert | 1,1500 16 2
ALHSVLQAVPLNELR 0,0102 -1,1585 | adsorbiert = 0,4400 15 3
ALPFWNEEIVPQIK 0,0026 -1,6429 | adsorbiert = -0,0286 14 2
ALTLGALTLPLAR 0,0075 -1,1745 | adsorbiert = 1,2692 13 2
AQTEGINISEEALNHLGEIGTK 0,0172 -1,0241 | adsorbiert = -0,4682 22 3
ATENDIANFFSPLNPIR 0,0048 -1,4840 | adsorbiert = -0,2765 17 2
DICNDVLSLLEK 0,0001 -2,7929 | adsorbiert | 0,3250 12 2
DIISIAEDEDLR 0,0076 -1,0149 | adsorbiert = -0,3083 12 2
DISEASVFDAYVLPK 0,0014 -2,6849 | adsorbiert = 0,2800 15 2
DSLIFLVDASK 0,0042 -1,2363 | adsorbiert | 0,7636 11 2
DYLHLPPEIVPATLR 0,0063 -1,4066 = adsorbiert = 0,0267 15 3
EGRPSGEAFVELESEDEVK 0,0004 -1,6968 | adsorbiert = -1,0579 19 3
EYFSWEGAFQHVGK 0,0257 -1,0062 | adsorbiert = -0,7000 14 3
FDQLFDDESDPFEVLK 0,0025 -2,1311 | adsorbiert = -0,6625 16 2
FGFPEGSVELYAEK 0,0003 -2,4838 | adsorbiert = -0,2500 14 2
FTPGTFTNQIQAAFR 0,0045 -1,6091 | adsorbiert = -0,1733 15 2
FYALSASFEPFSNK 0,0232 -1,1708 | adsorbiert = -0,0286 14 2
GITGVDLFGTTDAVVK 0,0024 -1,3383 | adsorbiert | 0,7063 16 2
GQCDLELINVCNENSLFK 0,0043 -1,8515 | adsorbiert = -0,0944 18 2
GTIEILSDVQLIK 0,0000 -5,0512 | adsorbiert = 0,6923 13 2
HSSLAGCAQIINYR 0,0158 -1,0295 | adsorbiert = -0,0692 13 3
IDFYFDENPYFENK 0,0067 -2,9823 | adsorbiert = -1,1571 14 2
IGGVQQDTILAEGLHFR 0,0007 -2,0232 | adsorbiert | 0,1059 17 3
IITITGTQDQIQNAQYLLQNSVK 0,0001 -5,0377 | adsorbiert = -0,2130 23 2
ILGADTSVDLEETGR 0,0002 -1,1881 | adsorbiert = -0,2267 15 2
ISGETIFVTAPHEATAGIIGVNR 0,0233 -2,1612 | adsorbiert = 0,4652 23 3
ISLGLPVGAVINCADNTGAK 0,0253 -1,0827 | adsorbiert | 0,7100 20 2
LAPITSDPTEATAVGAVEASFK 0,0010 -3,0151 | adsorbiert | 0,3091 22 2
LDLDLTADSQPPVFK 0,0002 -2,8087 | adsorbiert = -0,1600 15 2
LFVGNLPADITEDEFK 0,0257 -1,0577 | adsorbiert = -0,0250 16 2
LLIHQSLAGGIIGVK 0,0000 -2,3394 | adsorbiert | 1,2200 15 3
LLTSFLPAQLLR 0,0004 -2,0806 = adsorbiert = 1,0417 12 2
LNCEDIDECR 0,0452 -1,1905 | adsorbiert = -0,8700 10 2
LPDIFEAQIAGLR 0,0059 -1,2085 | adsorbiert = 0,4615 13 2
LQLETEIEALK 0,0001 -3,1260 | adsorbiert = -0,0818 1" 2
LSVEADINGLR 0,0013 -1,7734 | adsorbiert | 0,1727 1" 2
LVLEVAQHLGESTVR 0,0000 -1,8963 | adsorbiert | 0,3800 15 3
STGEAFVQFASQEIAEK 0,0309 -1,0016 | adsorbiert = -0,2588 17 2
SVDVILDDDLVDK 0,0039 -1,1548 | adsorbiert = 0,1923 13 2
TFCQLILDPIFK 0,0010 -2,1712 | adsorbiert | 0,9583 12 2
TFFSFPAVVAPFK 0,0051 -1,4838 | adsorbiert | 1,1231 13 2
TGDFQLHTNVNDGTEFGGSIYQK 0,0012 -2,4799 | adsorbiert = -0,8391 23 3
VALTGLTVAEYFR 0,0036 -1,7050 @ adsorbiert = 0,8692 13 2
VFIGNLNTLVVK 0,0026 -1,2107 | adsorbiert = 1,2917 12 2
VGWEQLLTTIAR 0,0021 -1,6369 | adsorbiert = 0,3250 12 2
ATENDIYNFFSPLNPVR 0,0048 -1,8120 | adsorbiert = -0,4765 17 2

Tabelle A4: Liste der signifikanten Proteine nach Inkubation in PP-GefdBBen von Hersteller A. (p-Wert < 0,05
und logz-Fold-Change < -0,58)

Accession-Nummer Genname p-Wert q-Wert (FDR) logz2-Fold-Change
(UniProt)
P37108 SRP14 0,0057 0,3104 -0,7982
Q15181 PPA1 0,0168 0,5114 -0,6848
A1LOTO ILVBL 0,0001 0,0217 -1,4431
P05141 SLC25A5 0,0013 0,1312 -0,8050
095155 UBE4B 0,0082 0,3439 -0,7163
Q8TEX9 IPO4 0,0082 0,3439 -0,6102
Q15836 VAMP3 0,0089 0,3594 -0,7728
Q8N766 EMCA1 0,0027 0,2323 -0,8165
Q9UHY7 ENOPH1 0,0004 0,0708 -1,2269
Q13523 PRP4K 0,0059 0,3104 -0,8136
P10768 ESD 0,0446 0,7661 -0,6115
Q07021 C1QBP 0,0000 0,0056 -1,8665
P04406 GAPDH 0,0126 0,4361 -0,7055
Q96CS3 FAF2 0,0041 0,3052 -0,6384
Q9Y265 RUVBLA1 0,0061 0,3104 -0,6201
043678 NDUFA2 0,0005 0,0746 -1,2341
Q3ZCQ8 TIMM50 0,0302 0,6692 -0,5854
P10321 HLA-C 0,0107 0,3944 -0,8834
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014828
P41743
P68366
AGBNDG6
QONRS50
P49773
P55209
P40429
Q969X6
Q9OUBKS8
Q96K17
Q7L2H7
P12236
P32969
P56134
Q92769
Q15287
Q9Y295
P52907
Q9Y394
P56545
QOH3K6
QONX14
015381
P36955
PODMNO
Q8WU90
P06280
P68400
QOUNF1
P62829
P04150
Q13151
P35244
P82933
P48507
Q06033
Q99729
P53999
Q9Y3B3
Q9H488
QopP287
000148
P09234
P32320
Q15582
043674
P14406
P05062
Q92990
Q13057
075352
Q9UI30
Qo6M27
P25787
014880
P36969
P46736
014656
Q9Y639
P84077
043929
P04844
014579
QoHOU4
Q8NBQ5
P61020
P63173
P13798
Q9BQ69
Q96QD8
Q14141
P82663

SCAMP3
PRKC
TUBA4A
PGP
EIF2B3
HINT1
NAP1L1
RPL13A
UTP4
MTRR
BTF3L4
EIF3M
SLC25A6
RPL9
ATP5MF
HDAC2
RNPS1
DRG1
CAPZA1
DHRS7
CTBP2
BOLA2
NDUFB11
NVL
SERPINF1
SULT1A4
ZC3H15
GLA
CSNK2A1
MAGED2
RPL23
NR3C1
HNRNPAOQ
RPA3
MRPS9
GCLM
ITIH3
HNRNPAB
SUB1
TMED7
POFUT1
BCCIP
DDX39A
SNRPC
CDA
TGFBI
NDUFB5
COX7A2
ALDOB
GLMN
COASY
MPDU1
TRMT112
PRRC1
PSMA2
MGST3
GPX4
BRCC3
TOR1A
NPTN
ARF1
ORC4
RPN2
COPE
RAB1B
HSD17B11
RAB5B
RPL38
APEH
MACROD1
SLC38A2
SEPTING
MRPS25

0,0014
0,0065
0,0009
0,0173
0,0052
0,0003
0,0034
0,0197
0,0101
0,0268
0,0007
0,0005
0,0003
0,0061
0,0002
0,0200
0,0223
0,0154
0,0021
0,0001
0,0164
0,0011
0,0048
0,0105
0,0055
0,0001
0,0007
0,0050
0,0108
0,0291
0,0197
0,0047
0,0037
0,0278
0,0067
0,0010
0,0012
0,0500
0,0449
0,0004
0,0131
0,0033
0,0129
0,0385
0,0079
0,0305
0,0046
0,0042
0,0368
0,0004
0,0023
0,0143
0,0000
0,0101
0,0001
0,0090
0,0114
0,0067
0,0002
0,0192
0,0000
0,0000
0,0039
0,0144
0,0120
0,0058
0,0063
0,0405
0,0191
0,0016
0,0000
0,0048
0,0093
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0,1421
0,3104
0,1139
0,5163
0,3104
0,0603
0,2769
0,5504
0,3850
0,6491
0,0956
0,0746
0,0622
0,3104
0,0519
0,5523
0,5826
0,4862
0,1950
0,0217
0,5104
0,1286
0,3056
0,3944
0,3104
0,0217
0,0922
0,3062
0,3944
0,6618
0,5504
0,3056
0,2927
0,6571
0,3104
0,1157
0,1286
0,7661
0,7661
0,0708
0,4424
0,2749
0,4409
0,7186
0,3417
0,6692
0,3056
0,3052
0,7145
0,0708
0,2075
0,4617
0,0012
0,3850
0,0217
0,3594
0,4045
0,3104
0,0519
0,5460
0,0052
0,0196
0,2959
0,4617
0,4213
0,3104
0,3104
0,7235
0,5460
0,1565
0,0113
0,3056
0,3668

-1,0146
-0,6914
-1,2022
-0,6592
-0,8491
-1,1791
-0,8073
-0,6184
-1,1486
-0,6288
-1,3253
-1,0434
-1,0724
-0,7278
-2,3608
-0,7411
-0,7769
-0,7276
-1,0828
-1,2623
-0,7326
-0,9329
-1,4356
-0,7534
-0,8618
-1,3328
-1,0261
-0,8231
-0,5999
-0,7243
-0,6566
-0,9416
-1,0684
-0,5893
-1,0110
-1,0256
-0,7603
-0,6632
-0,6315
-1,1984
-0,6152
-0,6432
-0,6253
-0,6384
-0,7010
-0,6269
-0,9573
-0,7376
-0,6045
-0,5952
-0,7904
-0,8128
-2,6269
-0,9785
-1,7352
-0,8022
-0,7247
-0,7029
-1,3079
-0,6684
-1,7652
-1,8680
-0,7246
-0,5969
-1,1520
-0,9510
-0,6762
-0,7786
-0,6073
-0,9313
-1,8242
-0,8029
-0,7437



Tabelle A5: Chou und Fasman Neigungen (Propensities). Zuordnung von Aminoséuren als Bildner und Brecher
fiir helikale und B-Faltblatt-Regionen in Proteinen basierend auf P,- und Pg-Werten (Chou and Fasman, 1974).
Zuordnungen: Ho, starker a-Bildner; ha a-Bildner; 1., schwacher a-Bildner; ia, indifferenter a-Bildner; ba, Brecher; B,
starker Brecher. Hg starker 5-Bildner; hg £ -Bildner; i, indifferenter 3 -Bildner; bg, Brecher; Bg, starker Brecher.

Aminosaure Pq Zuorz-nung Aminosaure Pg B-Zuordnung
Glu 1,53 Met 1,67
Ala 1,45 Val 1,65 Hg
Leu 1,34 e lle 1,6
His 1,24 Cys 1,3
Met 1,2 Tyr 1,29
Gln 1,17 Phe 1,28
Trp 1,14 ha Gin 1,23 hg
Val 1,14 Leu 1,22
Phe 1,12 Thr 1,2
Lys 1,07 Trp 1,19
lle 1 la Ala 0,97
Asp 0,98 Arg 0,9 .
Thr 0,82 _ Gly 0,81 g
Ser 0,79 e Asp 0,8
Arg 0,79 Lys 0,74
Cys 0,77 Ser 0,72
ba - bg
Asn 0,73 His 0,71
Tyr 0,61 Asn 0,65
Pro 0,59 Pro 0,62
B« Bg
Gly 0,53 Glu 0,26
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