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1 Abkürzungsverzeichnis 

Im Duden enthaltene Abkürzungen, Symbole chemischer Elemente, SI-Einheiten, 

chemische und mathematische Formeln sowie Gen- und Proteinbezeichnungen wurden 

nicht aufgeführt. 

Abkürzung Wort 

1D Eindimensional 

2D Zweidimensional 

A. bidest Reinstwasser 

A. dest Destilliertes Wasser 

ACN Acetonitril 

APS Ammoniumpersulfat 

ATP Adenosintriphosphat  

B. pumilus Bacillus pumilus  

B. subtilis Bacillus subtilis  

BSA Bovines Serumalbumin  

CDM Chemisch definiertes Medium 

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat 

CID Kollisioninduzierte Dissoziation 

Da/kDa Dalton/Kilodalton 

DDA Datenabhängige Messung  

DHB Dihydroxybenzoesäure 

DIA Datenunabhängige Messung 

DNA Desoxyribonukleinsäure  

dpi Punkte pro Zoll 

DTT Dithiothreitol 

E. coli Escherichia coli  

ESI Elektrosprayionisation 

et al. et alii (lat.: und weitere) 

ETD Elektronentransfer-Dissoziation  

FPR Falschpositivenrate 

HCD Hochenergie kollisionsinduzierte Dissoziation 

HPE Hochleistungs-Elektrophorese  

HPr Histidin-haltiges Protein 

IAA 2-Iodoacetamid 

ICAT  Isotopencodierte Affinitätsmarkierung  

IEF Isoelektrische Fokussierung 

IPG Immobilisierter pH-Gradient 

iTRAQ  Isobarische Tags für die relative und absolute Quantifizierung 

L. lactis Lactococcus lactis 

LB Luria-Bertani Medium 

LC Flüssigchromatographie 

LC-MS(/MS) Flüssigchromatographie-(Tandem) Massenspektrometrie 

Log Logarithmische Wachstumsphase 

M Molar 

m/z Masse/Ladungs-Verhältnis 

MALDI Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation  

MS Massenspektrometrie 
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Abkürzung Wort 

MS/MS Tandem Massenspektrometrie 

MSA Mehrstufige Aktivierung 

MW Molekulargewicht 

NF Nicht fluoreszierend  

OD, ODnm Optische Dichte, Optische Dichte bei angegebener Wellenlänge 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

pI Isoelektrischer Punkt 

PMF Peptidmassen Fingerabdruck 

Prof Professor 

PTM(s) Posttranslationale Modifikation(en) 

RNA Ribonukleinsäure 

rpm Umdrehungen pro Minute  

RPMI Medium Roswell Park Memorial Institute Medium 

RT Raumtemperatur 

S/R Signal zu Rausch Verhältnis 

S. aureus Staphylococcus aureus  

S. pneumoniae  Streptococcus neumoniae 

S. pyogenes Streptococcus pyogenes 

SCX Kationenaustauschchromatographie  

SDS Natriumdodecylsulfat 

SILAC Stabile Isotopenmarkierung von Aminosäuren in Zellkultur  

SRM Selected-Reaction-Monitoring 

StkP Serin-Threonin Kinase Protein 

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin 

TFA Trifluoressigsäure 

THY Todd-Hewitt Medium mit 2 % Hefeextrakt 

TOF Flugzeit  

TPP Trans-Proteom-Pipeline  

Trans Transiente Wachstumsphase 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

ÜN Über Nacht 

(v/v) Volumen pro Volumen 

(m/v) Masse pro Volumen 

WT Wildtyp 
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2 Zusammenfassung der Dissertation 

Untersuchungen zu posttranslationalen Proteinmodifikationen (PTMs) wie 

Phosphorylierungen oder auch Acetylierungen von Bakterien gewannen in den letzten 

Jahren mehr und mehr an Bedeutung, da Modifikationen an wichtigen regulatorischen 

Prozessen in Organismen beteiligt sind. So beeinflussen sie bspw. Mechanismen für die 

Virulenz und Kompetenz bei Krankheitserregern oder die Adaptation an Umwelteinflüsse 

wie Nährstoffmangel und oxidativen Stress. Letztere spielen vor allem bei industriell 

genutzten Bakterien eine wichtige Rolle. Das Wissen um die molekulare 

Zusammensetzung und Anpassung an verschiedene Umwelteinflüsse, die durch 

Proteine und Proteinmodifikationen gesteuert werden, kann dazu dienen die Prävention 

und Therapie schwerer Erkrankungen, wie die noch oft tödlich verlaufende 

Lungenentzündung, verursacht durch Streptococcus pneumoniae, zu erleichtern und 

neue Angriffspunkte für Therapeutika zu identifizieren. Auch die Produktion und 

Sekretion diverser gewünschter Enzyme wie beispielsweise Proteasen oder Lipasen 

wird unter anderem über Phosphorylierung oder Dephosphorylierung von Proteinen 

gesteuert. Diese Enzyme werden in der Industrie von Bakterien wie Bacillus pumilus 

produziert und anschließend beispielsweise in Waschmitteln eingesetzt. 

Um die Erkenntnisse über die Phosphorylierung von Proteinen weiter auszubauen, 

wurden im Rahmen dieser Doktorarbeit zahlreiche Methoden entwickelt und optimiert, 

welche die Identifizierung und Quantifizierung von bakteriellen Proteinen und speziell 

von phosphorylierten Proteinen nach massenspektrometrischer Vermessung 

verbessern. 

Ein Schwerpunkt war die Untersuchung des Phosphoproteoms von S. pneumoniae D39 

über gelfreie und gelbasierte Methoden. Der Fokus lag hierbei in der Verbesserung der 

Phosphoproteinidentifizierung mittels Spektrenbibliotheken. Aus diesem Grund wurde 

das Bakterium in verschiedenen Medien kultiviert und in unterschiedlichen 

Wachstumsphasen geerntet und die Peptidextrakte anschließend 

massenspektrometrisch analysiert. Aus den so gewonnenen Spektren wurde eine 

umfangreiche Spektrenbibliothek erstellt, mit deren Hilfe das Proteininventar sowie die 

phosphorylierten Proteine von S. pneumoniae D39 untersucht wurden.  

In den analysierten Proben konnten mit der Bibliothekssuche 129 phosphorylierte 

Proteine des Organismus nachgewiesen werden. Dies ist die bisher höchste Zahl an 

identifizierten Phosphoproteinen für S. pneumoniae. Zur Verifizierung der mit der 

Spektrenbibliothek identifizierten Phosphopeptide und zur Bestimmung der falschpositiv 

identifizierten Phosphopeptide wurden alle in der Bibliothek enthaltenen 
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Phosphopeptidspektren manuell überprüft und die Ergebnisse durch synthetische 

Phosphopeptide validiert. Alle als falschpositiv ermittelten 

Phosphopeptididentifizierungen wurden aus der Bibliothek entfernt. Insgesamt deckt die 

finale Spektrenbibliothek 67,5 % (1.292 Proteine) des theoretischen Proteoms von 

S. pneumoniae D39 mit mindestens zwei Peptiden und sogar 79,3 % (1.519 Proteine) 

mit mindestens einem identifizierten Peptid pro Protein ab. Die angestrebte 

Veröffentlichung der Spektrenbibliothek hat den Zweck die Forschung an S. pneumoniae 

arbeitsgruppenübergreifend zu unterstützen, um ein besseres Verständnis für dieses 

Pathogen zu erlangen. 

Da gezeigt werden konnte, dass die Nutzung der experimentell erstellten 

Spektrenbibliothek zur verbesserten Identifizierung von Proteinen führt, wurde diese 

Bibliothek ebenfalls in einem weiteren Experiment an S. pneumoniae D39 eingesetzt. 

Hierbei wurde der Einfluss des Fehlens der Serin-Threonin Kinase (StkP) auf das 

Gesamtproteom des Organismus quantitativ untersucht. Diese Kinase steuert die 

Aktivität vieler anderer Proteine durch deren Phosphorylierung, aber auch die 

Proteinmenge verschiedener Proteine wird durch die Abwesenheit der Kinase StkP 

angepasst. Durch die verbesserte Proteinidentifizierung mit Hilfe der Spektrenbibliothek 

und die anschließende Quantifizierung über Stabile Isotopenmarkierung von 

Aminosäuren in Zellkultur (SILAC, aus dem Englischen Stable isotope labeling by amino 

acids in cell culture) konnten 716 der 968 identifizierten Proteine quantifiziert werden. 

Unter den 25 StkP-abhängig regulierten Proteinen waren solche, die die Virulenz der 

Bakterien beeinflussen wie das generelle Stressprotein 24, der Kompetenzfaktor ComE 

und Proteine des Nukleotidstoffwechsels. Zusätzlich wurde der Einfluss der Kinase auf 

das Phosphoproteom untersucht. So konnte über den Vergleich von Spotintensitäten auf 

zweidimensionalen (2D) Gelen gezeigt werden, dass fünf Proteine in der ∆stkP Mutante 

eine verringerte Phosphosignalintensität im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Darunter 

befanden sich beispielsweise das Zellteilungsprotein DivIVA oder die 

Phosphoglucosaminmutase. Beide Proteine sind für die Zellteilung des Organismus von 

großer Bedeutung.  

Neben dem pathogenen Erreger S. pneumoniae wurde auch mit dem wirtschaftlich 

wichtigen Bakterium B. pumilus gearbeitet. Da bei Produktionsverfahren mit dem 

Organismus oxidativer Stress eine wichtige Rolle spielt und das Überleben und somit die 

Produktion und Wirtschaftlichkeit maßgeblich beeinflusst, wurde die Auswirkung des 

Stresses auf den Organismus quantitativ untersucht. Hierzu wurde B. pumilus 0.2 % 

H2O2 ausgesetzt und die Kombination von Proteinauftrennung mittels 2D Gelen und 

metabolischer Markierung der Proteine in B. pumilus erfolgreich angewendet. Die 

Kombination beider Techniken bringt dabei einen Vorteil bei der Quantifizierung von 
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Proteinisoformen, besonders bei posttranslationalen Modifikationen wie 

Proteinphosphorylierungen. Die erfolgreiche Quantifizierung mit dieser Methode konnte 

am Beispiel von 19 phosphorylierten Proteinen gezeigt werden. Bei zwölf dieser Proteine 

wurde zusätzlich die Phosphorylierungsstelle detektiert.  

Zusammengefasst bietet diese Arbeit eine große Anzahl an neuen und modifizierten 

Methoden, welche die Forschung in der Proteomik vielseitig unterstützen werden. Denn 

nur durch immer effektivere Nachweisstrategien können mehr Proteine identifiziert und 

quantifiziert werden, wodurch ein besseres Verständnis zellulärer Prozesse von 

Lebewesen wie Bakterien ermöglicht wird. Die hier eingesetzten Bakterien, der 

Krankheitserreger S. pneumoniae und das in der Industrie eingesetzte Bakterium 

B. pumilus, dienen als Beispiele, um die Funktionalität der eingesetzten Methoden 

aufzuzeigen. Die hier neu entwickelten und optimierten Analysestrategien können 

sowohl in der Erforschung von Krankheitserregern, als auch in der Industrie von Nutzen 

sein. 
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3 Summary of Dissertation 

Investigations of posttranslational protein modifications (PTMs) such as 

phosphorylations and acetylations in bacteria have gotten more and more relevant in 

recent years due to their participation in important regulatory processes in several 

organisms. Among others, they influence mechanisms of virulence and competence in 

pathogens or the adaptation to environmental conditions such as nutrient limitation and 

oxidative stress. The latter facts are of special importance in industrial relevant bacteria. 

Knowledge about the molecular composition and especially the adaption triggered by 

proteins and protein modifications, can serve to find strategies to facilitate prevention 

and therapy of severe illnesses such as pneumonia for example, which, caused by the 

pathogen Streptococcus pneumoniae, still leads to death in many cases. By 

understanding the regulatory processes caused by PTMs and, moreover their 

manipulation, not only new targets for therapeutics might be discovered, but also the 

production of desired industrial enzymes and their products for example those of Bacillus 

pumilus which can be used in washing agents could be enhanced.  

To obtain more knowledge on the impact of protein phosphorylations in bacterial 

pathogens, the phosphoproteome of S. pneumoniae D39 was comprehensively 

investigated in the framework of this dissertation. Hereby, the focus lay on improving 

phosphoprotein identification against spectral libraries. From protein extracts of this 

bacterium cultivated in different media and harvested from different growth stages, a 

comprehensive spectral library was built. With its help, an elaborate overview on the 

protein inventory and the phosphorylated proteins was obtained. In total, 67.5 % (1.292 

proteins) of the theoretically proteome of S. pneumoniae D39 is covered in this library 

with two identified peptides, and even 79.3 % (1,519 proteins) with one peptide per 

protein. In total, 129 phosphorylated proteins were identified with the spectral library. 

This is so far the highest published number of identified S. pneumoniae 

phosphoproteins. To verify the phosphopeptide detection via the spectral library and to 

determine false positively identified peptides, all included phosphopeptide spectra in the 

library were manually checked and synthesized phosphopeptides were employed to 

determine false positive peptides from our results. Putative false positives were excluded 

from the library. The finalized spectral library was published and serves now as a 

foundation for other researchers towards a better understanding on the molecular 

composition and adaptation of this pathogen. 

 Since it could be shown that this experimentally designed spectral library allows 

higher numbers of protein identifications compared to the classical database search, it 
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was used in another study on S. pneumoniae D39. Thereby, the impact of the missing 

serine threonine kinase StkP on the global proteome of this organism was elucidated. 

This enzyme triggers the activity of many other proteins by phosphorylation, but also 

adaptation of protein synthesis depending on the presence of StkP.  

Using Stable isotope labeling by amino acids in cell culture, 716 of 968 identified 

proteins were quantified. Among the 25 StkP dependently regulated proteins were also 

virulence modulating proteins such as the general stress protein 24, the competence 

factor ComE, and proteins of the nucleotide metabolism. All these proteins were altered 

in amounts in a ∆stkP mutant in comparison to the wild type. In addition, the influence of 

this kinase on the pathogen‘s phosphoproteome was monitored as well. By comparing 

spot intensities on two-dimensional (2D) gels, for five proteins, a lower phospho signal 

intensity level was measured in the ∆stkP mutant compared to the wild type. This 

comprised proteins like cell division protein DivIVA or the phosphoglucosamin mutase, 

both proteins important for correct cell division.  

Next to the pathogen S. pneumoniae also the economically used B. pumilus was 

under investigation during this thesis. Because B. pumilus likely faces oxidative stress 

during industrial batch cultivation, its adaptation capability to H2O2 was analysed. This 

organism was employed to successfully test the combination of 2D gels and metabolic 

labelling to quantitatively determine the outcome of oxidative stress on protein 

phosphorylations. The combination of both proteomics techniques provides quantification 

on all peptides of a protein instead on only the phosphorylated peptides in comparison to 

quantification of phosphorylated peptides enriched by gel free manners. With this 

method, 19 phosphorylated proteins were successfully quantified and for twelve of these 

proteins the phosphorylation site was uncovered as well. 

In sum, this thesis provides several new and adapted proteomics and 

phosphoproteomics methods, which might contribute to support several research 

interests. Only by using the newest and best analysis strategies, a comprehensive 

knowledge on the molecular background of living organisms like bacteria is feasible. The 

here employed bacteria, the pathogen S. pneumoniae and the industrial workhorse 

B. pumilus serve as examples to prove functionality of these methods. The herein newly 

developed or optimized technologies could be important to investigate causes of 

infectious diseases or fulfil economic functions in the producing industry. 
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4 Einleitung 

Bakterien kommen auf der Welt ubiquitär und vor allem in großer Anzahl vor. 

Beginnend bei der Besiedlung von Gewässern oder des Bodens kommen sie auch in 

extremen Habitaten wie Salzseen, heißen Quellen oder im arktischen Eises vor (Li et al., 

2014, Wang et al., 2015). Auch auf der Haut (Meisel et al., 2016), in der Nase oder im 

Darmtrakt des Menschen sind Bakterien zu finden (Wexler et al., 2016). Teilweise 

übernehmen sie lebenswichtige Funktionen, wie den Abbau von Nährstoffen oder die 

Bildung von Vitaminen, wie Vitamin K oder B12 im Dickdarm (Topping and Clifton, 2001, 

LeBlanc et al., 2011, Thakur et al., 2015). Neben vielen harmlosen Bakterien gibt es 

jedoch auch pathogene Mikroorganismen. Diese können eine Vielzahl von Krankheiten 

wie unter anderem Harnwegsinfektionen (bspw. Escherichia coli), Lungenentzündungen 

(bspw. Streptococcus pneumoniae), Endokarditis (bspw. Staphylococcus aureus) oder 

Tuberkulose (Mycobacterium tuberculosis) verursachen (Schaeffer and Nicolle, 2016, 

Ramgopal et al., 2016, Pazdernik et al., 2016, Ryndak et al., 2016). Aktuelle 

Forschungen zielen darauf ab, diese Krankheiten einzudämmen, sie zu heilen oder zu 

verhindern. Hierzu wird beispielsweise an neuen Antibiotika geforscht, welche gegen 

resistente Bakterien wirken, oder Impfstoffe gegen krankheitserregende Bakterien wie 

S. pneumoniae weiterentwickelt (Mühlen and Dersch, 2016, Plosker, 2015). 

Neben der medizinischen Forschung liegen weitere Forschungsschwerpunkte in der 

Veränderung und Optimierung der Nutzung verschiedener Bakterien zur Herstellung 

einer Vielzahl an Produkten. Beispiele hierfür sind die Herstellung von Käse 

(Lactobacillus lactis), die Sekretion von Enzymen für die Waschmittelindustrie (Bacillus 

pumilus), die Produktion von Streptokinase in der Medizin (Streptococcus pyogenes) 

oder auch die Nutzung von Bakterien in Beton als Kalksteinbildner (Bacillus 

pseudofirmus) (Konkit et al., 2015, Schallmey et al., 2004, McArthur et al., 2008, Preiss 

et al., 2015). Für beide Zielstellungen, die Eindämmung von Infektionskrankheiten sowie 

die Optimierung der industriellen Nutzung, ist es unabdingbar, die molekularen 

Mechanismen der Bakterien selbst sowie ihrer Interaktionen mit der Umwelt oder dem 

menschlichen Wirt zu verstehen. 
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4.1 Proteomanalysen 

4.1.1 Einführung in das Proteom 

Werden eukaryotische Zellen oder Bakterien molekularbiologisch untersucht, so sind 

es Genom-, Transkriptom-, Proteom- und Metabolomanalysen, welche einen 

umfassenden Überblick über den Aufbau und die Mechanismen in Organismen 

ermöglichen. Während das Genom einer Zelle statisch ist, verändert sich das Proteom 

(Gesamtheit aller Proteine einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt) in Abhängigkeit 

der Umweltbedingungen dynamisch (Wasinger et al., 1995). Durch die Analyse des 

Proteoms können Anpassungsstrategien eines Bakteriums auf wechselnde 

Umweltbedingungen beobachtet werden. So verändert sich durch Auftreten von Stress 

wie Temperatur, UV, Salz, oxidativen Stress oder Nährstoffmangel das Proteom so, 

dass die Bakterien besser mit den jeweiligen neuen Bedingungen zurechtkommen und 

diese überdauern können. Aufgrund der Anpassung des Proteoms ändert sich die 

Proteinabundanz durch Neusynthesen und Abbauprozesse in den Zellen dynamisch. Bei 

der Untersuchung zellulärer Mechanismen geht die Proteomforschung heutzutage weit 

über das bloße Katalogisieren von Proteinen hinaus und versucht vielschichtige 

Fragestellungen der molekularen Zusammensetzung von Zellen aufzuklären.  

Zur besseren Analyse kann das Proteom einer Zelle in verschiedene Untergruppen, 

sogenannte Subproteome, eingeteilt werden. Die Proteineigenschaften innerhalb der 

Subproteome variieren, wodurch unterschiedliche Methoden zur Analyse der 

Subproteome genutzt werden sollten. Zu den wichtigsten Subproteomen zählen das 

zytoplasmatische Proteom aus dem Inneren der Zelle, das Membranproteom bestehend 

aus transmembran- sowie membranassoziierten Proteinen, das oberflächenassoziierte 

Proteom mit lipidverankerten und zellwandverankerten Proteinen und das extrazelluläre 

Proteom aus sezernierten und durch Lyse freigesetzten Proteinen (Domon and 

Aebersold, 2006, Becher et al., 2009).  

Zur Analyse von Proteinen und Peptiden wurden verschiedene Techniken entwickelt. 

Vor der Entwicklung der Massenspektrometrie zur Proteinanalytik wurden 

Proteine/Peptide noch aufwändig mittels Edman-Abbau durch die Abspaltung der N-

terminalen Aminosäuren und deren anschließende Identifizierung sequenziert (Edman, 

1949). Die globale Proteomanalyse wurde möglich, als 1995 das erste zelluläre Genom 

sequenziert wurde und in den folgenden Jahren viele weitere folgten (Fleischmann et al., 

1995). Damit ergaben sich neue Wege, um die molekulare Forschung an Zellen und 

zellulären Prozessen voranzutreiben, aber es entstanden auch neue Herausforderungen 

an die Selektivität und Sensitivität von Proteinanalysen, die es zu bewältigen galt. 
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Heutzutage erfolgt die Analyse im Hochdurchsatz mittels Massenspektrometrie durch 

Identifizierung mit Datenbankabgleich nach vorher erfolgter Anreicherung und 

Auftrennung der Proteine.  

 

4.1.2 Anreicherung, Separation und Vorbereitung von 

Proteinextrakten für die Massenspektrometrie 

Ein wichtiger Punkt in der Proteomanalyse ist die Separation der Proteine vor der 

Identifizierung. Dies ist wichtig um die Komplexität von Proben zu verringern. Dadurch 

wird eine verbesserte Detektion einzelner Peptide und im Nachhinein eine verbesserte 

Identifizierung der entsprechenden Proteine gewährleistet. Neben der Auftrennung von 

Proteinen in eindimensionalen (1D) Gelen über ihr Molekulargewicht, konnten vor allem 

durch die Einführung der 2D Gele 1975 und den Einsatz von Gelstreifen mit 

immobilisierten pH Gradienten (IPG-Streifen) Proteine bis hin zu einzelnen 

Proteinisoformen getrennt werden (O'Farrell, 1975, Görg et al., 1988). Mit der 

Kombination der 2D Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2D PAGE) und der 

Massenspektrometrie können die Protein aus dem 2D Gel identifiziert werden (Görg et 

al., 2004). Heutzutage ist es mit den neuesten Techniken möglich über 800 Proteine 

eines Organismus auf einem 2D Gel zu identifizieren (Moche et al., 2013). Die 

Proteinanalyse über 2D Gele ist gut etabliert und wird oft für den Vergleich 

unterschiedlicher Zustände bei Organismen, wie beispielsweise Stresseinwirkung oder 

Nährstoffmangel, herangezogen (Fingermann and Hozbor, 2015). Hierdurch konnten 

viele Erkenntnisse über die Physiologie von Bakterien errungen werden. 

Das Prinzip der 2D Gele basiert auf der zweidimensionalen Trennung 

unterschiedlicher Proteine. Zuerst werden die Proteine auf einem Gelstreifen mit 

immobilisiertem pH Gradient in einem elektrischen Feld nach ihrem isoelektrischen 

Punkt voneinander getrennt. Anschließend erfolgt die Trennung in der zweiten 

Dimension nach dem Molekulargewicht der Proteine mittels des anionischen Detergenz 

Natriumdodecylsulfat (SDS), welches an die Proteine bindet, diese denaturiert und mit 

negativer Ladung absättigt. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wandern die 

geladenen Moleküle durch ein Polyacrylamidgel. Je kleiner die Proteine sind, desto 

schneller wandern sie durch die Matrix, da sie weniger durch die Quervernetzungen 

behindert werden. Am Ende entsteht für jedes Proteingemisch ein spezielles 

Spotmuster. Für die Visualisierung der verschiedenen Proteinspots wird das Gel 

anschließend mit Absorptions- oder Fluoreszenzfarbstoffen angefärbt. Vorteile in der 

Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen wie beispielsweise Flamingo, Krypton oder 

Lava Purple sind die erhöhte Sensitivität und der höhere dynamische Bereich (Gauci et 
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al., 2011). Somit können auf 2D Gelen Spots mit einer Proteinmenge bis knapp 

unterhalb von 1 ng Protein detektiert werden (Görg et al., 2004). Nach dem Scannen 

erfolgt die Auswertung der Gelbilder mittels spezifischer Computerprogramme wodurch 

auch der Vergleich des Proteoms verschiedener Zustände vorgenommen werden kann 

(Bernhardt et al., 2003). Ein Nachteil der 2D Gelelektrophorese ist das analytische 

Fenster des Gels. So werden zum einen nur Proteine mit einem Molekulargewicht 

zwischen etwa 10 bis 150 kDa erfasst. Dadurch sind manche vergleichsweise kleine 

Regulatorproteine der Analyse nicht zugänglich. Ebenfalls können nur Proteine mit 

einem pI im pH Bereich von 3-10 (je nach IPG Streifen) sowie nicht-hydrophobe Proteine 

(GRAVY-Index < 0,3) analysiert werden. Dies bedeutet, dass beispielsweise 

membranständige Proteine mit vielen hydrophoben Transmembrandomänen nicht 

erfasst werden.  

Durch die nahezu vollständige Visualisierung der Proteine der zentralen 

Stoffwechselwege im 2D Gel ist es möglich ein Überblick über das Geschehen in der 

Zelle zu bekommen. Auch können 2D Gele zur Untersuchung der Proteinsynthese und -

stabilität genutzt werden. Dies ist in Kombination mit radioaktiver Markierung möglich 

(Bernhardt et al., 1997, Gerth et al., 2008). 

Ein besonderer Vorteil der 2D Gelelektrophorese ist die Auftrennung und Detektion 

von Proteinisoformen. Diese können unabhängig voneinander analysiert werden, da sie 

sich in ihrem isoelektrischen Punkt (pI) oder Molekulargewicht voneinander 

unterscheiden und verschiedene Proteinspots auf dem 2D Gel ausbilden. 

Posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise Methylierungen, Oxidationen, 

Thiolierungen oder Phosphorylierungen, können die Verschiebung der Position von 

bestimmten Proteinspots auf dem 2D Gel bewirken. So verursacht beispielsweise die 

Phosphorylierung eines Proteins aufgrund der zusätzlichen negativen Ladung eine 

horizontale Verschiebung des Proteinspots in den niedrigeren pH Bereich. Selbst 

ungeladene PTM können solch einen Verschub bewirken, wenn sie an eine geladene 

Aminosäure gebunden werden und demzufolge die ursprüngliche Ladung maskieren 

(Bandow et al., 2003). Auch das Fehlen eines Teils des Proteins, beispielsweise durch 

partielle Proteolyse, bewirkt eine Verschiebung des Proteinspots. Diese erfolgt jedoch in 

vertikaler Richtung nach unten, da das Molekulargewicht verkleinert ist.  

Sollen diese Proteinspots im Gel genauer untersucht werden, können sie aus dem 

Gel ausgeschnitten, proteolytisch gespalten und anschließend massenspektrometrisch 

identifiziert werden. Diese Vorgehensweise wird auch als bottom-up Ansatz bezeichnet. 

Auch die Identifizierung posttranslationaler Modifikationen ist mittels 

Massenspektrometrie aus dem 2D Gel möglich, da die verschiedenen Proteinisoformen 

auf dem Gel voneinander getrennt vorliegen. Somit können unterschiedliche 
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Regulationsmechanismen sowie Funktion und Aufbau von Stoffwechselwegen aufgeklärt 

werden. 

Da die Proteinanalyse aus 2D Gelen einen hohen Arbeitsaufwand darstellt und 

wegen genannter Beschränkungen limitiert ist, wird heutzutage häufig ein weiterer 

Ansatz, die gelfreie Proteomanalyse angewendet. Hierbei werden die Proteingemische 

meist nach subzellulären Fraktionen oder ihrer Hydrophobizität aufgetrennt. Mit dem 

Einsatz neuester, schneller und hochsensitiver Massenspektrometer wird häufig keine 

Vorfraktionierung auf Proteinebene benötigt, wodurch zusätzliche zeitaufwändige 

Arbeitsschritte, die oft auch mit Probenverlust einhergehen, vermieden werden. Die 

Proteine werden für die Analyse mit einer oder mehreren spezifischen Proteasen wie 

beispielsweise Trypsin oder anderen Endoproteinasen wie LysC, AspN oder GluC in 

Peptide gespalten. Hierbei schneidet jede Protease spezifisch C- oder N-terminal nach 

einer oder mehreren definierten Aminosäuren, wodurch aus den Proteinen 

unterschiedlich viele und verschieden große Peptide generiert werden können. Trypsin 

ist die am häufigsten verwendete Protease und spaltet spezifisch C-terminal nach 

Arginin und Lysin (Olsen et al., 2004). Durch die Häufigkeit von Arginin und Lysin in 

Proteinen sowie die Basizität dieser beiden Aminosäuren und die daraus resultierenden 

positiv geladenen Peptide, eignet sich Trypsin sehr gut für die Proteinspaltung und die 

anschließende massenspektrometrische Analyse im positiv- Ionen Modus. Nach dem 

Verdau der Proteine werden die Peptide meist über Flüssigkeitschromatographie (LC) 

weiter separiert. Hierbei wechselwirken die Peptide unterschiedlich stark mit der 

stationären Phase der Säule und der mobilen Phase des Laufmittels und werden somit 

aufgetrennt.  

Die Vorteile der hier vorgestellten gelfreien Methode im Vergleich zu den 2D Gelen 

sind die höheren Identifizierungsraten, sowie die schnellere Bearbeitung von Proben. Ein 

wichtiger Nachteil ist die schlechtere Unterscheidbarkeit von Proteinisoformen. Nach der 

Separation der Proteine und Peptide über gelbasierte und gelfreie Methoden schließt 

sich die qualitative und quantitative massenspektrometrische Analyse dieser an. 

 

4.1.3 Massenspektrometrische Analyse 

Seit der Entwicklung der sanften Ionisationsmethoden wie der Elektrosprayionisierung 

(ESI) und der Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation (MALDI, aus dem 

Englischen Matrix assisted laser-desorptions ionisation) konnten Proteinidentifizierungen 

in der Massenspektrometrie im Hochdurchsatz durchgeführt werden. Nachdem die 

Proteine über 1D oder 2D Gele oder gelfreie Proteomiktechniken separiert wurden, 
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erfolgt deren proteolytische Spaltung, die Separation der entstandenen Peptide über LC 

und deren massenspektrometrische Analyse. Dazu werden die aufgetrennten Peptide 

zuerst ionisiert und anschließend, je nach Gerät und Methode isoliert, fragmentiert und 

die Masse zu Ladungsverhältnisse im Hochvakuum bestimmt. Von den positiv 

geladenen Ionen wird ein Übersichtsmassenspektrum aufgenommen und anschließend 

erfolgt die Isolation der Vorläuferionen für die Fragmentierung. Dabei kommen 

verschiedene Massenanalysatoren oder Massenfilter wie Flugzeit-MS (TOF, aus dem 

Englischen time of flight), Ionenfalle, Quadrupol, Orbitrap oder Kombinationen dieser 

Techniken zum Einsatz. Bei Hybrid- Massenspektrometern erfolgt die Aufnahme des 

Übersichtsscans und die Isolierung und Fragmentierung der Ionen gleichzeitig. Die 

Fragmente werden anschließend detektiert (MS/MS-Spektrum) (Macek et al., 2009).  

 Zur Untersuchung des Proteoms werden hauptsächlich zwei 

massenspektrometrische Verfahren verwendet. Die sogenannte Shotgun Proteomics 

und die zielgerichtete Analyse (Sandhu et al., 2008). Bei der klassischen Shotgun 

Proteomics, auch datenabhängige Analyse (DDA, aus dem Englischen data dependent 

acquisition) genannt, werden Peptide sowie deren Mengen analysiert ohne vorher die 

Probenzusammensetzung zu kennen. Dabei werden je nach Massenspektrometer und 

Methode nur die Vorläuferionen, welche in dem Übersichtsspektrum die jeweils höchsten 

Intensitäten aufweisen (meist 5-20), isoliert und fragmentiert. Die neuere Methode der 

datenunabhängigen Messung (DIA, aus dem Englischen data independent acquisition) 

von Spektren unterscheidet sich von der klassischen Shotgun Methode/DDA dadurch, 

dass alle Vorläuferionen auch fragmentiert werden. Dies führt dazu, dass mehr Peptide 

pro Protein identifiziert werden können und damit auch durch eine bessere 

Sequenzabdeckung des Proteins eine exaktere Quantifizierung erreicht werden kann 

(Vowinckel et al., 2013). 

Ein Beispiel für zielgerichtete Analysen ist die Selected Reaction Monitoring (SRM, 

aus dem Englischen selected reaction monitoring) Methode (Maiolica et al., 2012, Picotti 

and Aebersold, 2012). Hier werden nur wenige ausgewählte Peptide und deren 

Fragmente mit Hilfe von triple quadrupole Analysatoren vermessen und alle anderen 

Massen vernachlässigt, was zu einer deutlichen Steigerung von Sensitivität und 

dynamischem Bereich führt. Diese Methode wird oft zur absoluten Quantifizierung 

ausgewählter Peptide/Proteine angewendet (Ge et al., 2011, Surmann et al., 2014). 
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4.2 Datenanalyse in der Proteomik 

Neben dem experimentellen Aufbau und der Messung der Proben spielt vor allem die 

Auswertung der aufgenommenen Daten eine entscheidende Rolle. Mit Aufkommen der 

Massenspektrometrie in der Proteomik verlagerte sich die Identifizierung von Proteinen 

von der Sequenzierung hin zu der Analyse von aufgenommenen Spektren der 

fragmentierten Moleküle. Dabei werden, vor allem bei der Analyse von Proteomdaten, 

große Mengen an Daten (Spektren) produziert, welche anschließend ausgewertet 

werden müssen. Der Großteil der Auswertungen, die mit unterschiedlichen Programmen 

umgesetzt werden, erfolgt durch die Suche der aufgenommenen Spektrendaten gegen 

Proteindatenbanken. In den letzten Jahren gewannen jedoch auch Proteomanalysen mit 

Hilfe von Spektrenbibliotheken an Bedeutung.  

 

4.2.1 Auswertung von Proteomdaten mittels 

Datenbankenvergleich 

Dank der Genomsequenzierung stehen heutzutage für viele Organismen die 

entsprechenden Aminosäuresequenzen der möglichen Genprodukte (Proteine) zur 

Verfügung. Aus diesen Sequenzen werden die Proteinsequenzen aller vorhergesagter 

Proteine eines Organismus abgeleitet und in Datenbanken zusammengefasst. In den 

Anfängen der Proteomik wurden die experimentellen Daten aus der 

Massenspektrometrie mittels Peptidmassen-Fingerabdrucks (PMF) mit den theoretisch 

errechneten Massen aus den Datenbanken verglichen und so die Peptide und Proteine 

identifiziert (James et al., 1993, Yates et al., 1993, Pappin et al., 1993, Mann et al., 

1993). Heutzutage wird zur Identifizierung von Peptiden aus MS Spektren neben der 

Peptidmasse auch das Fragmentierungsmuster über MS/MS ermittelt. Proteine werden 

anhand der zuvor identifizierten Peptide erkannt. Dies ist möglich, da Peptide meist an 

definierten Bindungen auseinander brechen und dadurch vorhersagbare Fragmente 

(x,y,z; a,b,c) und damit Ionenserien (y1,2,3; b2,3,4) generieren, wie in Abbildung 1A und 

1B gezeigt wird. Durch den theoretischen Verdau der in der Datenbank vorhandenen 

Proteine können die dazugehörigen Peptidmassen berechnet und daraus mögliche 

Fragmente dieser Peptide vorhergesagt werden (Abbildung 1C,D) (Marcotte, 2007).  
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Abbildung 1: Auswertung von massenspektrometrisch aufgenommenen Spektren. (A) Peptide 
werden im Massenspektrometer in kleinere Fragmente unterschiedlicher Massen zerlegt. (B) Dabei 
werden die Peptide vorwiegend in b- und y-Ionen fragmentiert. (C) Vorhergesagtes Spektrum des 
Peptids NQWFFSK mit theoretischen Fragmenten. (D) Experimentelles MS/MS Spektrum des Peptids 
NQWFFSK. Die Abbildung wurde nach Marcotte „How do shotgun proteomics algorithms identify 
proteins?“ (Marcotte, 2007) adaptiert. 

  

Für die Analyse der massenspektrometrisch gewonnenen Daten stehen unterschiedliche 

Auswerteprogramme wie zum Beispiel MaxQuant, Mascot Server (Matrix Science, 

London, UK), Proteome Discoverer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US), 

X!Tandem (http://www.thegpm.org/tandem/) oder Sorcerer (Sage-N Research Inc., 

Milpitas, CA, US) zur Verfügung, welche sich verschiedener Algorithmen bedienen (Cox 

and Mann, 2008, Perkins et al., 1999, Rinas et al., 2016, Bjornson et al., 2008). Häufig 

verwendete Algorithmen sind Mascot (Perkins et al., 1999) oder Sequest/Comet (Yates 

et al., 1993, Eng et al., 2013). 

 

4.2.2 Auswertung von Proteomdaten mittels 

Spektrenbibliotheken 

Erfolgt die Auswertung der MS-Analysen mit Hilfe von Spektrenbibliotheken, werden 

die experimentell gewonnenen Spektren nicht mit theoretischen Spektren verglichen. 

Vielmehr werden zuvor ebenfalls experimentell detektierte und bereits als Peptide 

identifizierte Spektren, welche in einer Bibliothek zusammengefasst worden sind, für den 

N
ic

h
t-

fr
a
g
m

e
n
ti
e
rt

e
s

P
e
p
ti
d

Masse/Ladung (m/z)

Masse/Ladung (m/z)

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
z

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n
d
a
n
z

A B

C

D

N-terminus 

(Amino-

ende)

C-terminus 

(Carboxy-

ende)



Einleitung 

23 
 

Vergleich mit neuen Datensätzen herangezogen. Den Ursprung hat diese Methode in 

der Analyse kleiner Moleküle, wird heutzutage aber immer mehr in der Proteomik 

eingesetzt (Li et al., 2013, Griss, 2015). Die Methode beruht auf der Tatsache, dass das 

MS/MS-Fragmentmassenspektrum eines Peptides unter bestimmten Bedingungen, 

vergleichbar mit einem Fingerabdruck/PMF, immer reproduzierbar ist. Mit dieser 

Annahme können unbekannte Spektren, die unter gleichen Bedingungen (gleiche 

Geräteklasse des Massenspektrometers und Fragmentierungsmethode) aufgenommen 

wurden, durch Spektrenabgleich eindeutig identifiziert werden. Abbildung 2 zeigt den 

Vergleich (Spiegelspektrum) von einem bereits in einer Spektrenbibliothek 

aufgenommenen Spektrum (oben) gegen das experimentelle Spektrum (unten). Bei der 

Identifizierung werden nicht nur bekannte Peaks (b, y Ionenserie), sondern auch die 

Intensitäten dieser und unbekannter Peaks, welche beispielsweise im Referenzspektrum 

durch Modifikationen oder Peptidfragmente entstehen, berücksichtigt. Durch diesen 

genauen Abgleich von reellen Spektren können Peptide zuverlässiger identifiziert 

werden (Lam et al., 2007). 

 

 

Abbildung 2: Spiegelspektrum zum Vergleich eines Peptidspektrums aus einer Spektrenbibliothek 
(oben) mit einem experimentell aufgenommenen Spektrum (unten). Rote Peaks stehen für 
identifizierte Fragmente welche aus der Bibliothek im experimentellen Spektrum identifiziert werden 
konnten, schwarze Peaks konnten nicht zugeordnet werden und blaue Peaks konnten zugeordnet, 
aber nicht annotiert werden. Das Spektrum stammt von einem Peptid von S. pneumoniae D39, 
welches im Rahmen dieser Doktorarbeit aufgenommen wurde. 
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Neben der zuverlässigen Identifizierung ist hervorzuheben, dass diese Methode auf 

die Verwendung bereits identifizierter Spektren und damit bekannter Peptide begrenzt 

ist. Zudem erfordert es einen hohen Aufwand und einen ausreichend großen Grundstock 

an Daten, um eine solche Analyse durchzuführen. Mittlerweile existieren einige 

umfangreiche Spektrenbibliotheken, die frei im Internet verfügbar sind, zum Beispiel 

NIST (National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD, USA) oder 

PeptideAtlas (Institute for Systems Biology, Seattle, WA, USA). Neben den humanen 

Spektrenbibliotheken oder Bibliotheken von einigen Modellorganismen gibt es 

momentan nur wenige frei verfügbare Spektrenbibliotheken für die meisten Bakterien, 

S. pneumoniae eingeschlossen. 

 

4.3 Quantifizierung von Proteinmengen 

Für ein tieferes Verständnis der Regulationsprozesse in Bakterien ist die Identifikation 

von Proteinen und deren Modifikationen allein nicht ausreichend. Informationen über 

beispielsweise Zusammensetzungen von Proteinkomplexen und Einflüsse verschiedener 

Umweltbedingungen können erlangt werden, wenn die Proteome verschiedener 

Zustände eines Organismus in ihrer Zusammensetzung miteinander verglichen werden.  

Die Quantifizierung von Proteinmengen kann sowohl relativ als auch absolut 

durchgeführt werden. Bei der absoluten Quantifizierung kann die genaue Konzentration 

von Proteinen in der Zelle ermittelt werden, wodurch Rückschlüsse auf die Stöchiometrie 

von Proteinkomplexen oder das Zusammenspiel regulatorischer Netzwerke gezogen 

werden können. 

In der Proteomik stehen verschiedene Quantifizierungsmethoden zur Verfügung (Otto 

et al., 2014). Sie können in markierungsfreie und markierungsbasierte 

Quantifizierungsstrategien unterteilt werden. Bei den markierungsfreien Methoden 

werden Proteinmengen in Proben verschiedener Zustände miteinander verglichen, ohne 

die eigentlichen Proteine zu verändern. So können quantitative Aussagen über die 

Anzahl von detektierten Massenspektren oder Intensitätsunterschiede der 

Vorläuferionen eines Proteins zwischen zwei Bedingungen getroffen werden (Moulder et 

al., 2016, Chen et al., 2013). Bei SDS Gelen (1D; 2D) können nach der Färbung des 

Gels zum Beispiel die Spotintensitäten zweier Gele miteinander verglichen werden 

(Brauner et al., 2014). 

Bei den markierungsbasierten Methoden wird zwischen chemischer und 

metabolischer Markierung unterschieden. Die chemische Markierung von Proteinen oder 

Peptiden findet nach dem Zellaufschluss statt. Beispiele für die Markierung auf 
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Peptidebene sind der Einbau von 18O Isotopen während der proteolytischen Spaltung 

oder die Benutzung spezifischer Affinitätsmarker wie bei der Isotopencodierten 

Affinitätsmarkierung (ICAT, aus dem Englischen isotope coded affinity tags) oder mit 

isobarischen Tags für die relative und absolute Quantifizierung (iTRAQ aus dem 

Englischen Isobaric tags for relative and absolute quantitation) (Gevaert et al., 2008, 

Boersema et al., 2009, Mertins et al., 2012). 

Die metabolische Markierung der Proteine findet während der Kultivierung von Zellen 

wie beispielsweise Bakterien statt. Für die metabolische Markierung werden die Zellen in 

mindestens zwei verschiedenen Medien (markiertes und nicht-markiertes Medium) mit 

unterschiedlicher Zusammensetzung angezogen, um zwei verschiedene Bedingungen 

relativ miteinander vergleichen zu können. Das markierte (schwere) Medium besteht 

meist aus isotopen-markierten Salzen, isotopen-markiertem Zelllysat oder isotopen-

markierten Aminosäuren, welche ein verändertes Molekulargewicht im Vergleich zum 

nicht-markiertem (leichtem) Medium aufweisen. Die markierten Moleküle werden in die 

Proteine der Organismen während der Proteinsynthese eingebaut (Chahrour et al., 

2015). Zum Vergleich zweier Zustände können nun markierte und nicht-markierte 

Zellkulturen miteinander verglichen werden. Eine weitere Möglichkeit ist, die mit 

schweren Isotopen-markierte Probe als internen Standard zu verwenden. Der interne 

Standard kann aus einer einzelnen Referenzprobe gewonnen werden (dann können 

jedoch nur die in der Referenzprobe exprimierten Proteine quantifiziert werden) oder aus 

einem Gemisch aller Bedingungen bestehen, die in diesem Fall alle mit schweren 

Isotopen markiert sein müssen (Geiger et al., 2010). Danach werden die Zellkulturen 

(markierte und unmarkierte Probe) gemischt. Die Mischung kann hierbei auf 

Peptidebene, Proteinebene oder Zellkulturebene erfolgen (Chahrour et al., 2015). 

Markierte schwere und nicht-markierte leichte Peptide können bei beiden beschriebenen 

Markierungsvarianten im Massenspektrum aufgrund des Massenunterschiedes der 

schweren und leichten Peptide voneinander unterschieden und quantifiziert werden. Für 

Gesamtproteomanalysen von auxotrophen Bakterien eignet sich das Prinzip der SILAC 

Markierung (Ong and Mann, 2007, Soufi et al., 2010). Auxotrophie bedeutet, dass 

Organismen bestimmte Substanzen, die sie selbst nicht synthetisieren können, 

aufnehmen müssen.  

Bei der SILAC Methode wird meistens mit schweren Isotopen markiertes Arginin und 

Lysin verwendet, jedoch können auch andere Aminosäuren benutzt werden. Allerdings 

sind Arginin und Lysin bei der am häufigsten verwendeten Proteolyse mit Trypsin klar zu 

präferieren, da aufgrund der Enzymeigenschaften des Trypsins jedes Peptid nach der 

proteolytischen Spaltung Arginin oder Lysin enthält und damit im Prinzip quantifizierbar 

ist.  
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Neben der nachträglichen Mischung einer leichten und einer schweren Probe, ist es 

auch möglich, in einem sogenannten pulse-chase Versuch das Medium innerhalb einer 

Kultur zu wechseln. Damit können beispielsweise Syntheseraten von Proteinen 

innerhalb eines Experiments in Abhängigkeit von zwei Bedingungen bestimmt werden 

(Schmidt et al., 2010, Fierro-Monti et al., 2013). 

Für nicht-auxotrophe Bakterien können alternative markierungsbasierte Methoden 

herangezogen werden. Bei der im Folgenden 14N/15N genannten Methode, werden für 

eine Markierung alle Stickstoffatome, welche durch die Proteinsynthese eingebaut 

werden können, im Medium durch schwere, 15N markierte Atome ausgetauscht (Zhang 

et al., 2013). Auch bei dieser Methode werden, wie für die SILAC Methode beschrieben, 

Bakterienkulturen in Medium mit schweren Isotopen-markierten Nährstoffen angezogen 

und zu Kulturen gegeben, die unter verschiedenen Bedingungen in nicht-markiertem 

Medium gezüchtet wurden, um die Bedingungen miteinander vergleichen zu können. Die 

Markierung während des Kultivierungsversuchs und das Mischen ganzer Zellen stellen 

sicher, dass Unterschiede in der Probenvorbereitung denselben Einfluss auf Probe und 

internen Standard haben und dadurch die Genauigkeit der Quantifizierung erhöht wird. 

Ein Einfluss auf die Proteineigenschaften, wie pI oder andere physikochemische 

Eigenschaften durch die Markierung wurde bisher nicht beobachtet. Damit kann diese 

Markierung auch bei gelbasierten Analysen eingesetzt werden. So verändert sich zwar 

das Molekulargewicht durch den Einbau schwerer Isotope, jedoch in so geringem Maße, 

dass diese mit der Massenspektrometrie zwar detektierbar sind, allerdings kein 

Unterschied in der Proteinauftrennung auf 2D Gelen sichtbar wird (Hentschker et al, 

eingereicht).  

 

4.4 Posttranslationale Modifikationen  

4.4.1 Posttranslationale Modifikationen im Allgemeinen 

Während die Enzymaktivität zum einen über die Anpassung der Proteinmenge durch 

Neusynthese und Abbau von Proteinen reguliert werden kann, sind es vor allem PTMs 

welche wichtige Prozesse in den Zellen steuern (Pasquel et al., 2016, Standish et al., 

2014, Humphrey et al., 2015). Im Gegensatz zum Abbau und zur Neusynthese können 

posttranslationale Modifikationen unter deutlich geringerem Ressourceneinsatz der Zelle 

und unter deutlich erhöhter Geschwindigkeit Proteinaktivitäten beeinflussen (Humphrey 

et al., 2015). Beispiele für PTMs sind unter anderem Methylierungen, Glycosylierungen, 

Phosphorylierungen, Acetylierungen, Pupylierungen/Ubiquitinylierung, Succinylierungen 
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oder weitere wie in Abbildung 3 aufgezeigt (Lanouette et al., 2014, Zhu and Wu, 2015, 

Olsen and Mann, 2013, Singhal et al., 2015, Pearce et al., 2008). 

 

Abbildung 3: Beispiele für posttranslationale Modifikationen. Unter anderem können 
Phosphorylierungen, Disulfidbrückenbindungen, Glycosylierungen, Sulfatierungen, Acetylierungen, 
Lipidverankerungen, Methylierungen, Ubiquitinylierungen, Hydroxylierungen sowie 
Proteinfragmentierungen beobachtet werden. Die möglichen Modifikationen und häufig betroffene 
Aminosäuren sind schematisch dargestellt. Die Abbildung wurde nach Liu et al., 2011 adaptiert (Liu 
et al., 2011).  

  

Durch verschiedenste Modifikationen an Proteinen können diese ihre Konformation 

und/oder Ladung verändern und dadurch besser oder schlechter an andere Moleküle, 

wie zum Beispiel Substrate oder Strukturen in der Zelle, beispielsweise DNA, RNA oder 

andere Proteine, binden (Didier et al., 2010). Durch diese Mechanismen besteht ein 

direkter Einfluss auf die Genexpression in Zellen, wie beispielsweise Argüelles und 
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Mitarbeiter anhand der Phosphorylierung des eukaryotic elongation factor 2 (eEF-2) 

zeigen konnten (Argüelles et al., 2013).  

Acetylierungen (oft an Lysin), als ein weiteres Beispiel für PTMs, beeinflussen den 

Primärmetabolismus, die Zellstruktur oder die Transkriptionsregulation durch Histon-

Acetylierung/Deacetylierung (Hentchel and Escalante-Semerena, 2015). In Salmonella 

enterica und Escherichia coli wurde festgestellt, dass die Proteine im Zentralstoffwechsel 

je nach Kohlenstoffquelle unterschiedlich acetyliert waren (Wang et al., 2010, Lima et al., 

2011b). Auch ein Zusammenspiel von Proteinphosphorylierungen und –acterlyierungen 

ist möglich. So wird beispielsweise die Aktivität von PtpB in Mykobakterien durch die 

Phosphorylierung des Proteins verändert. Indem das phosphorylierte Protein zusätzlich 

acetyliert wird, kann die Proteinaktivität erneut modifiziert werden (Singhal et al., 2015). 

In Bakterien beeinflussen PTMs, besonders Proteinphosphorylierungen, unter 

anderem die Virulenz von Krankheitserregern sowie Sekretionsprozesse von 

Industriekeimen, weshalb deren Analyse in den bedeutenden Forschungsthemen zur 

Eindämmung von Infektionskrankheiten und der Optimierung der industriellen Nutzung 

von Bakterien eine besondere Rolle zuzuschreiben ist. 

 

4.4.2 Phosphorylierungen 

Sowohl in Eukaryoten als auch in Bakterien spielen besonders Phosphorylierungen 

eine wichtige Rolle bei zellulären Prozessen. Mittels Kinasen werden Phosphatreste von 

einem Nukleosidtriphosphat (meist Adenosintriphosphat, ATP) auf andere Substrate, bei 

Proteinphosphorylierungen an spezielle Aminosäuren des Proteins, übertragen. 

Phosphatasen hingegen katalysieren die Rückreaktion, indem sie die Phosphatgruppen 

von Proteinen entfernen. Durch diese Phosphorylierung oder Dephosphorylierung 

können Proteine aktiviert oder deaktiviert werden und somit ganze Stoffwechselwege 

reguliert werden (Standish et al., 2014). Auch die Proteinlokalisation oder 

Proteinkonformation kann durch Hinzufügen oder Entfernen von Phosphatgruppen 

variieren (Pawson and Scott, 2005). 

Je nachdem, an welcher Aminosäure sich die Phosphorylierung befindet, werden 

diese in vier verschiedene Gruppen eingeteilt. Die am besten untersuchte Gruppe ist die 

der Phosphatester (O-Phosphate). Hier werden die Aminosäuren Serin, Threonin und 

Tyrosin an der Hydroxylgruppe phosphoryliert. Bei der zweiten Gruppe, den 

Phosphoamidaten (N-Phosphate) wird die Aminogruppe der Aminosäuren Arginin, Lysin 

und Histidin phosphoryliert. Die dritte Gruppe beschreibt die Acylphosphorylierungen 

(Acylphosphat). Hier entsteht durch die Phosphorylierung der Carboxylgruppe von 

Glutamin- oder Asparaginsäure ein gemischtes Anhydrid. Die letzte Gruppe umfasst die 
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Phosphothioester (S-Phosphorylierungen), bei denen Cystein an der SH-Gruppe 

phosphoryliert wird. Zusammengefasst sind insgesamt neun verschiedene proteinogene 

Aminosäuren bekannt (ausgewählte Beispiele in Abbildung 3), die phosphoryliert werden 

können (Sickmann and Meyer, 2001).  

Aufgrund der Vielzahl an möglichen Phosphorylierungen und deren Bedeutung für die 

Regulationsprozesse in Organismen, wird intensiv am Phosphoproteom von Eukaryoten 

und Prokaryoten geforscht. Im Jahr 1906 entdeckten Levene und Mitarbeiter das erste 

Phosphoprotein aus dem Hühnerei. Im Jahr 1932 wurde die Aminosäure (Serin), an der 

die Phosphorylierung auftrat, identifiziert (Levene and Alsberg, 1906, Lipmann and 

Levene, 1932). Basierend auf dieser Entdeckung wurde im Jahr 1954 die erste 

enzymatische Phosphorylierung bei Eukaryonten nachgewiesen (Burnett and Kennedy, 

1954). Kurz darauf wurde die erste Proteinkinase, das Enzym Phosphorylase-Kinase, 

aus Muskelzellen von Kaninchen charakterisiert (Krebs et al., 1959). Die erste 

Identifizierung eines phosphorylierten Proteins in Bakterien fand im Jahr 1979 durch den 

Nachweis der Serinphosphorylierung an der Isocitrat-Dehydrogenase in E. coli statt 

(Garnak and Reeves, 1979). In den folgenden Jahren konnten viele Kinasen und 

Phosphatasen sowie deren Funktionen und viele weitere phosphorylierte Proteine 

nachgewiesen werden (Hunter, 1991, Cozzone, 1998).  

Neben Phosphorylierungen einzelner Proteine durch Kinasen wurden auch 

Signalkaskaden beruhend auf der Übertragung von Phosphatgruppen identifiziert. Ein 

Beispiel in Eukaryonten ist der MAP-Kinase (MAP-K) Weg (Cargnello and Roux, 2011). 

Hierbei werden Zellwachstum und programmierter Zelltod unter anderem durch 

mehrstufige Signaltransduktionswege über Kinasen gesteuert. Durch verschiedene 

Kinasen wird eine Phosphatgruppe bei veränderten Umwelteinflüssen wie 

Nährstoffmangel oder oxidativem Stress von Protein zu Protein übertragen, um 

schließlich die Transkription von Genen zu beeinflussen. Ein Beispiel für eine 

Phosphorylierungskaskade in Prokaryonten ist das Phosphotransferasesystem, ein 

aktives Stofftransportsystem in Mikroorganismen, welches durch Deutscher und 

Mitarbeiter erforscht wurde. Hierbei findet eine schrittweise 

Phosphatgruppenübertragung von Phosphoenolpyruvat, über das Histidin-haltige Protein 

(HPr) und über die Enzyme EI und EII auf Hexosen (meist Glukose) statt. HPr wird 

phosphoryliert, behält jedoch die Phosphorylierung bei Glukosemangel, wodurch die 

Expression von Proteinen zur Aufnahme alternativer C-Quellen angeschaltet wird 

(Deutscher and Saier, 1983, Siebold et al., 2001).  

Weitere Systeme, bei denen Phosphorylierungen in Bakterien eine große Rolle 

spielen, sind die Zweikomponentensysteme. Diese bestehen in Bakterien meistens aus 

einer in der Membran sitzenden (Transmembranmolekül) Sensorkinase und einem 
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Antwortregulator, welcher im Zytoplasma lokalisiert ist. Durch ein äußeres Signal wird 

die Sensorkinase durch Autophosphorylierung am Histidin phosphoryliert und überträgt 

anschließend das Phosphat auf das Regulatorprotein. Ein Beispiel für ein 

Zweikomponentensystem ist das PhoP/PhoR-System in B. subtilis, wobei PhoP als 

Sensorkinase und PhoR als Regulatorprotein fungiert. Bei diesem 

Zweikomponentensystem werden in B. subtilis bei Unterschreitung der zytosolischen 

Phosphatkonzentration über 30 Gene reprimiert oder aktiviert (Sun et al., 1996, Guo et 

al., 2010, Prágai et al., 2004). Ein weiteres Beispiel eines Zweikomponentensystems ist 

das CiaRH System in S. pneumoniae welches an der Autolyse, Wirtsbesiedlung und 

Kompetenzentwicklung beteiligt ist (Halfmann et al., 2011, Schnorpfeil et al., 2013). Es 

konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von CiaR zu einer veränderten 

Genexpression in dem Bakterium führt (Halfmann et al., 2011).  

Die hier beschriebenen Beispiele zeigen den Einfluss von Phosphorylierungen auf 

zelluläre Prozesse und die damit einhergehende Bedeutsamkeit der Analyse dieser.  

 

4.4.3 Herausforderungen bei der Analyse bakterieller 

Phosphoproteine 

Aufgrund der großen Bedeutung von Proteinphosphorylierungen für vielfältige 

Prozesse wurden in den letzten Jahren etliche Phosphoproteomstudien auch an 

Bakterien durchgeführt und dank immer besser werdender Techniken vermehrt globale 

Phosphoproteomstudien gelbasiert oder auch gelfrei durchgeführt. Hierbei konnten trotz 

der im Folgenden beschriebenen Schwierigkeiten bei der Analyse eine Vielzahl an 

phosphorylierten bakteriellen Proteinen identifiziert werden (Eymann et al., 2007, Macek 

et al., 2007, Macek et al., 2008, Soufi et al., 2008).  

Zum besseren Verständnis der Mechanismen in Bakterien ist es unverzichtbar, nicht 

nur die phosphorylierten Proteine, sondern auch die genauen Phosphorylierungsstellen 

zu identifizieren. Bereits die enorme chemische Vielfalt der Peptide und Proteine 

(Zusammensetzung aus verschiedenen proteinogenen Aminosäuren mit vielfältigen 

Eigenschaften) macht deren massenspektrometrische Analyse sehr anspruchsvoll. 

Zusätzlich dazu wird die Identifikation der Peptide und Proteine durch die 

posttranslationale Modifikation nochmals erheblich erschwert, da unterschiedliche 

Aminosäuren phosphoryliert oder auch mit einer anderen PTM modifiziert sein können 

und hierdurch eine Vielzahl an Fragmenten bei der Fragmentierung der Peptide 

entstehen können. Diese enorme Vielfalt an Fragmenten erschwert die Zuordnung zu 

den jeweiligen Peptiden bei der Auswertung der Spektrendaten. Darüber hinaus ist oft 

der Anteil phosphorylierter Peptide im Vergleich zu den unphosphorylierten Peptiden des 
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gleichen Proteins sehr viel geringer, wodurch oft nur das unphosphorylierte Peptid 

identifiziert wird. Zum anderen erschweren einige abundante, nicht phosphorylierte 

Proteine zusätzlich die Analyse der Proben, da sie die Signale niedrig abundanter 

Proteine überlagern  

Eine weitere große Hürde in der Phosphoproteomik ist die Analyse der 

phosphorylierten Proteine mit intakter Phosphorylierungsstelle. Es gibt zwar 

Phosphatverbindungen, wie die Phosphatester, welche überwiegend stabil sind, andere 

Phosphatverbindungen jedoch zerfallen während der meist sauren Analysebedingungen. 

So können beispielsweise Phosphoamidate mittels klassischer 2D Gele nicht identifiziert 

werden. Des Weiteren sind Phosphorylierungen sehr sensitiv in Bezug auf Temperatur- 

und pH-Wert-Schwankungen, wodurch eine rasche Probenaufarbeitung und Messung 

unabdingbar sind. 

Heutzutage gibt es verschiedene Methoden zur Analyse von phosphorylierten 

Proteinen. Eine Möglichkeit ist, die Proteine zuerst zu separieren, um anschließend die 

Phosphorylierungen sichtbar zu machen. Die Trennung kann, wie beschrieben, mit 2D 

Gelen erfolgen. Die phosphorylierten Proteine können anschließend beispielsweise über 

Antikörper detektiert werden, wobei gegen die phosphorylierte Aminosäure gerichtete 

Antikörper eingesetzt werden (Soung et al., 2009). Auch die Identifizierung der 

phosphorylierten Proteine mittels Radioaktivität durch den Einsatz von 32P markiertem γ-

ATP ist möglich. Bei dieser Methode wird die Zellkultur durch Einbau radioaktiver 

Phosphate markiert und die phosphorylierten Proteine können anschließend in einem 

Autoradiogramm detektiert werden (Eymann et al., 2007, Lévine et al., 2006). Eine 

weitere Detektionsmethode für phosphorylierte Proteine ist die Färbung mit dem 

phosphosensitiven Fluoreszenzfarbstoff Pro-Q Diamond (Pro-Q) in Kombination mit 

einer Gesamtproteinfärbung wie beispielsweise Flamingo (Martin et al., 2003a, Martin et 

al., 2003b). Im Folgenden wird diese Färbung Phosphofärbung genannt. Der Farbstoff 

Pro-Q färbt spezifisch die negativ geladenen Phosphatgruppen an phosphoryliertem 

Serin, Threonin und Tyrosin, aber auch unspezifisch die Carboxylgruppen aller Proteine. 

Da es bevorzugt an die negativen Ladungen der Phosphatgruppe bindet, färbt Pro-Q 

phosphorylierte Proteine deutlich intensiver als unphosphorylierte Proteine. Nachdem 

Proteine auf den Gelen mit dem phosphospezifischen Pro-Q und einem Gesamtfarbstoff 

gefärbt wurden, können durch Vergleich des Intensitätsverhältnisses der beiden 

Färbungen Phosphorylierungen an Proteinen identifiziert werden. Die Pro-Q Färbung 

erlaubt hierbei eine Detektion phosphorylierter Proteine bis zu einer Nachweisgrenze 

von 1-16 ng (Martin et al., 2003a). Der größte Vorteil dieses Farbstoffs ist die 

massenspektrometrische Kompatibilität und hohe Sensitivität. Hierdurch können die 

gefärbten Proteinspots nach der Proteinspaltung durch eine Protease vermessen und 
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die phosphorylierten Peptide detektiert und über diese die zugehörigen Proteine sowie 

deren Phosphorylierungsstellen identifiziert werden (Steinberg et al., 2003). 

Neben der Identifizierung phosphorylierter Proteine aus 2D Gelen wird heutzutage 

meist der gelfreie Ansatz zur Phosphoproteomanalyse angewendet. Hierbei werden 

genauso wie bei der gelfreien Gesamtproteomanalyse die Proteine proteolytisch 

gespalten und anschließend das Peptidgemisch separiert und vermessen. Um das 

Problem der geringen Abundanz phosphorylierter Proteine zu umgehen wird ein 

zusätzlicher Anreicherungsschritt eingefügt. Hierzu stehen verschiedene Techniken wie 

beispielsweise die Benutzung von Antikörpern zur spezifischen Bindung der 

phosphorylierten Peptide (Oda et al., 2001) zur Verfügung. Auch 

Derivatisierungsmethoden von Phosphatgruppen, wie die chemische Derivatisierung an 

Serin oder Threonin in Dehydroaminobuttersäure oder Dehydroalanin durch 

ß-Eliminierung sind ein gängiger Weg (Jaffe et al., 1998, Bodenmiller et al., 2007). Um 

die phosphorylierten Peptide aus dem Überschuss der unphosphorylierten Peptide zu 

trennen, kann auch eine Anreicherung der Peptide durch Bindung an Metallionen wie 

beispielsweise Ga3+, Fe3+, Ti4+ und Zr4+ durchgeführt werden (Steen et al., 2007, Feng et 

al., 2007).  

Für die Untersuchung phosphorylierter Peptide ist die Bindung an Titandioxid (TiO2) 

die wohl gebräuchlichste Anreicherungsmethode (Larsen et al., 2005, Pinkse et al., 

2004). TiO2 eignet sich hervorragend als Anreicherungsmaterial, da über die 

Wechselwirkung der Phosphatgruppen mit dem TiO2 phosphorylierte Peptide bevorzugt 

angereichert werden können (Pinkse et al., 2004). Aufgrund der Tatsache, dass 

Carboxylgruppen negativ geladen sind, werden auch Peptide mit den Aminosäuren 

Asparaginsäure oder Glutaminsäure sowie andere Peptide mit negativen Ladungen 

mittels TiO2 angereichert. Frühere Protokolle zur Phosphopeptidanreicherung waren 

sehr unspezifisch, da viele unphosphorylierte Peptide mit angereichert wurden. Dies 

änderte sich mit der Verwendung von Maskierungsreagenzien wie Oxalsäure, 

Phthalsäure, Milchsäure oder Dihydroxybenzoesäure (Pinkse et al., 2004, Larsen et al., 

2005). Derzeit gibt es zwei Theorien wie diese Säuren die Phosphatgruppen und die 

Carboxylgruppen sich untereinander beeinflussen. Zum einen könnten die 

Sauerstoffatome der Phosphatgruppe als zweizahniger Ligand stabil an die Titanionen 

binden, die Carboxylgruppen der Peptide und der Reagenzien jedoch nur mit einer Seite 

locker binden. Dazu konkurrieren die Peptide und die Reagenzien in einem 

Gleichgewicht um die Bindung an das TiO2, wodurch mit einem Überschuss der Säuren 

nicht-modifizierte Peptide daran gehindert werden sich dauerhaft an das TiO2 zu binden. 

Andererseits wird davon ausgegangen, dass Reagenzien, die Bindungsseiten für die 

Carboxylgruppen blockieren, phosphorylierte Proteine dennoch binden können (Larsen 
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et al., 2005). Abbildung 4 zeigt schematisch die Bindung phosphorylierter Proteine an 

TiO2. Neben den Reagenzien spielt vor allem der pH-Wert eine entscheidende Rolle bei 

der Phosphopeptidanreicherung. Je niedriger dieser ist, desto stärker wird die Affinität 

der Carboxylgruppe zu TiO2 durch Protonierung gesenkt. Zusätzlich besitzen 

phosphorylierte Peptide selbst bei einem niedrigen pH-Wert eine negative Ladung durch 

die Phosphatgruppe, da der pKs Wert der Phosphatgruppe niedriger als der der 

Carboxylgruppen ist. Aus diesem Grund können die Phosphopeptide bereits vor der TiO2 

Anreicherung durch die negativ geladene Phosphatgruppe mittels 

Kationenaustauschchromatographie im sauren Milieu vorfraktioniert werden. Für die 

Phosphopeptidanreicherung darf der pH-Wert aber auch nicht zu stark gesenkt werden 

(unter den pKs Wert der Phosphatgruppe), da dies die Bindung der Phosphatgruppen 

mit dem TiO2 destabilisiert. 

 

 

Abbildung 4: Schema zur Anreicherung von Phosphopeptiden mittels TiO2. An positiv geladenen Ti+ 
Ionen binden negativ geladene Phosphationen sowie Maskierungsreagenzien, welche verhindern, 
dass unphosphorylierte Peptide ebenfalls binden. 

 

Mittels TiO2 Anreicherung und 2D Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden bereits 

globale Phosphoproteomstudien verschiedener Organismen durchgeführt (Tabelle 1). 

Durch gelfreie Anreicherungsmethoden von phosphorylierten Peptiden wurden jeweils 

mehr phosphorylierte Proteine identifiziert, als in gelbasierten Versuchen ohne 

Anreicherung. Studien, welche beide Methoden kombinieren, gibt es bisher nur wenige. 

Die mittlerweile hohen Identifizierungsraten kommen vor allem durch immer bessere 

massenspektrometrische Techniken zustande. Durch ihre hohe Sensitivität und 

Schnelligkeit beim Messen können mit Massenspektrometern genaueste Analysen von 

Proteomen durchgeführt werden, dennoch stellt die Phosphopeptidanalyse eine große 
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Herausforderung dar. Die Gründe liegen hier wieder in der geringen Abundanz 

phosphorylierter Proteine und der damit einhergehenden Anzahl an höher abundant 

vorkommenden Proteinen, welche die Phosphoproteine überlagern. Auch die schlechten 

Fragmentierungseigenschaften von Phosphopeptiden erschweren die Identifizierung 

(Mann et al., 2002). So kommt es bei Peptiden, die eine Phosphorylierung aufweisen, 

meist zu einem Neutralverlust von Phosphorsäure bei der Fragmentierung. Hierdurch 

bleibt das Peptidgerüst oft intakt, sodass für die MS/MS-Spektren nur sehr wenige 

Fragmente für die Identifizierung zur Verfügung stehen. 

 

Tabelle 1: Beispiele ausgewählter Studien zum Phosphoproteom verschiedener Organismen. 

Organismus 
vorhergesagte 

Proteinzahl 

Anzahl 
phosphorylierter 

Proteine 

Anzahl an 
P-Stellen 

Technik Referenz 

Acinetobacter 
baumannii 

4.303 77 201 gelfrei 
(Soares et 
al., 2014) 

Bacillus subtilis 4.188 441 339 gelfrei 
(Lin et al., 

2015) 

Escherichia coli 4.288 79 82 gelfrei 
(Macek et 
al., 2008) 

Escherichia coli 4.316 392 1.088 gelfrei 
(Lin et al., 

2015) 

Helicobacter 
pylori 

1.590 67 126 gelfrei 
(Ge et al., 

2011) 

Listeria 
monocytogenes 

2.844 112 143 gelfrei 
(Misra et 
al., 2011) 

Mycobacterium 
tuberculosis 

4.036* 301 516 gelfrei 
(Prisic et 
al., 2010) 

Mycoplasma 
pneumoniae 

688 63 16 gelbasiert 
(Schmidl et 
al., 2010) 

Staphylococcus 
aureus 

2.618 108 76 gelfrei, gelbasiert 
(Bäsell et 
al., 2014) 

Streptococcus 
pneumoniae 

1.914 133 193 gelfrei, gelbasiert diese Arbeit 

Streptococcus 
pneumoniae 

1.914 84 163 gelfrei 
(Sun et al., 

2010) 

*vorhergesagte Proteine von Uniprot ergänzt, da nicht in angegebener Referenz aufgeführt 

 

Zur verbesserten Identifizierung von Proteinen wurden in den letzten Jahren 

vielfältige technische Neuerungen und Methoden entwickelt sowie verbesserte 

Massenspektrometer und Fragmentierungsverfahren eingeführt. Klassischerweise 

werden Peptide im Massenspektrometer mittels Kollisioninduzierter Dissoziation (CID, 

aus dem Englischen collision induced dissociation) fragmentiert, indem die Probenionen 

mit inerten Gasmolekülen (Helium) kollidieren. Mittlerweile wurden neuere 

Fragmentierungsverfahren wie der Hochenergie kollisionsinduzierte Dissoziation (HCD, 
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aus dem Englischen higher energy collision dissociation) oder der Elektronentransfer 

Dissoziation (ETD, aus dem Englischen Electron transfer dissociation) etabliert 

(Michalski et al., 2011, Jedrychowski et al., 2011). Ein Vorteil dieser 

Fragmentierungsmethoden besteht in den unterschiedlichen 

Fragmentierungsreaktionen. Bei HCD wird als Kollisionsgas Stickstoff verwendet, 

wodurch eine stärkere Fragmentierung zustande kommt und somit mehr Fragmente des 

Vorläuferions entstehen (Shao et al., 2014). Bei ETD entstehen bei der Fragmentierung 

c- und z-Ionen, wobei die Wahrscheinlichkeit größer ist, dass die Seitenketten der 

Aminosäuren intakt bleiben (Syka et al., 2004, Creese and Cooper, 2008). 

Mit Einführung des MS3 Ansatzes oder der mehrstufigen Aktivierung (MSA, aus dem 

Englischen multi stage activation) konnte das Problem der Abspaltung von 

Phosphorsäure bei weitgehend intaktem Peptidgerüst ebenfalls minimiert werden. Beim 

MS3 Ansatz wird das Neutralverlust-Vorläuferion nach wiederholtem Füllen der Ionenfalle 

nochmals fragmentiert, wenn ein Neutralverlust von Phosphorsäure (m/z -98) detektiert 

wurde (Wolschin et al., 2005). Bei der MSA Technik wird bei detektierten 

Neutralverlusten das entstandene Neutralverlust-Vorläuferion nochmals fragmentiert um 

die unvollständige Fragmentierung des Vorläuferion zu umgehen. Dies geschieht ohne 

die Ionenfalle nach Fragmentierung des Vorläuferions auszulesen (auch pseudo MS3 

genannt). Hierdurch entsteht ein Kombinationsspektrum mit erhöhter Anzahl an 

Fragmenten zur Identifizierung ohne Verzögerung durch Nachfüllen der Ionenfalle für die 

MS3 Akquirierung (Schroeder et al., 2004). Nicht nur die eingesetzten Methoden, 

sondern auch die Massenspektrometer haben sich über die Jahre weiterentwickelt, 

wodurch sich zum Beispiel die Auflösung und Massengenauigkeit, welche wichtig für 

Proteomanalysen beispielsweise bei der Unterscheidung von schweren und leichten 

Isotopen bei der Quantifizierung ist, verbessert. Auch die Geschwindigkeit und die 

Anzahl möglicher fragmentierbarer Vorläuferionen pro Zeiteinheit konnte zwischen 

älteren Orbitrap Geräten (Thermo Fisher Scientific) und neueren Geräten wie der 

Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific) oder der Orbitrap Fusion Tribrid (Thermo Fisher 

Scientific) stark gesteigert werden wodurch die Peptididentifizierung erhöht wird 

(Bonislawski, 2011). Zusätzlich dazu konnte auch die Selektivität der 

Massenspektrometer erhöht werden, indem Störsignale wie Neutralteilchen besser aus 

der Analyse herausgefiltert wurden und dadurch das Signal zu Rauschen Verhältnis 

(S/R) vergrößert wurde. Beispiele hierfür sind die Blockierung von Neutralteilchen bei 

Orbitrapgeräten oder die SelexION Technologie bei SCIEX Massenspektrometern der 

neuesten Generation (Michalski et al., 2012, Beach, 2017).  
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4.4.4 Herausforderungen bei der Datenauswertung von PTMs 

Auch die Datenanalyse von posttranslationalen Modifikationen stellt einen hohen 

Schwierigkeitsgrad durch die erhöhte Komplexität bei den Suchen dar. Aufgrund der 

geringen Vorkommen in den Proben liegen meist nicht nur sehr wenige Spektren 

phosphorylierter Peptide vor, sondern auch die Qualität solcher Spektren fällt oft deutlich 

geringer aus, als die abundanter Peptide (Solari et al., 2015). Da durch Modifikationen 

an Peptiden andere Fragmente als die üblichen b- und y-Ionenserien entstehen können 

(Neutralverluste, Aminosäuren mit und ohne Modifikationen), werden eindeutige 

Identifizierungen erschwert. Dies hat zur Folge, dass häufig Peptide mit geringeren 

Wahrscheinlichkeiten identifiziert werden. Eine Möglichkeit für die sichere Identifikation 

phosphorylierter Peptide ist die Verwendung zusätzlicher oder stringenterer 

Filterkriterien. Hierbei besteht jedoch die Gefahr, dass viele Spektren aufgrund stärkerer 

Filterkriterien fälschlicherweise nicht identifiziert werden.  

Eine weitere, wenn auch wesentlich zeitaufwendigere, Methode ist die manuelle 

Validierung durch Sichtung jedes einzelnen Spektrums, das einem Phosphopeptid 

zugeordnet wurde. Auch wenn in den letzten Jahren viele neue Algorithmen wie 

PhosphoRS, SLoMo oder MaxQuant für die Identifikation phosphorylierter Peptide 

etabliert wurden (Taus et al., 2011, Bailey et al., 2009, Macek et al., 2009), so ist die 

manuelle Auswertung dennoch wichtig für die Qualitätskontrolle der Identifizierungen. 

Neben der eindeutigen Identifizierung der Phosphopeptide ist vor allem die 

Quantifizierung selbiger von höchstem Interesse. Wie bei der oben beschriebenen 

Quantifizierung des Gesamtproteoms eignet sich die markierungsbasierte SILAC 

Methode auch für quantitative Phosphoproteomanalysen von auxotrophen Bakterien. 

Diese Methode kann auch nach gelfreier Anreicherung eingesetzt werden. Sie wurde 

bereits an B. subtilis zur Quantifizierung von phosphorylierten Proteinen eingesetzt (Ong 

and Mann, 2007, Soufi et al., 2010). Bei der gelfreien Quantifizierung des 

Phosphoproteoms werden meist nur die identifizierten phosphorylierten Peptide 

beispielsweise aus der Anreicherung von Phosphopeptiden quantifiziert (Olsen and 

Macek, 2009). Ein Nachteil bei der Quantifizierung ausschließlich phosphorylierter 

Peptide ist die hohe Standardabweichung aufgrund der geringen Anzahl an Spektren, 

die zum Vergleich zur Verfügung stehen. 

Auch mit der 2D Gel Technik können phosphorylierte Proteine über Spotintensitäten 

quantifiziert werden, nachdem die Proteine auf den Gelen mittels eines 

phosphospezifischen Farbstoffes (Pro-Q Diamond) und einer Mengenfärbung 

(Coomassie, Flamingo) gefärbt wurden. Allerdings ist diese Technik nicht ganz exakt, da 
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sie auf dem Übereinanderlegen zweier Gelbilder beruht und es daher geringe 

Abweichungen bei der Datenauswertung geben kann.  

Eine erhöhte statistische Sicherheit kann erreicht werden, wenn alle Peptide der 

mittels 2D Gel detektierten Phosphoproteine auch nach metabolischer Markierung 

quantifiziert werden können. Die wurde jedoch noch nicht in der Literatur beschrieben. 

Diese Quantifizierungsmethode wird in der vorliegenden Arbeit erstmals vorgestellt.  
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5 Zielstellung der Arbeit 

Posttranslationale Modifikationen beeinflussen Proteinaktivitäten und Signalwege 

innerhalb einer Zelle und haben somit vielfältige Auswirkungen auf den Stoffwechsel von 

Bakterien. Allerdings ist die Analyse von PTMs aufgrund geringer intrazellulärer 

Vorkommen und schneller Umsatzraten anspruchsvoll. Es wurde bereits gezeigt, dass 

Phosphorylierungen die Virulenz und Kompetenz des humanpathogenen Erregers 

S. pneumoniae beeinflussen. Um die Mechanismen und den Organismus besser 

verstehen zu können, war ein Hauptziel dieser Arbeit die Untersuchung des 

Phosphoproteoms von S. pneumoniae D39. Der Schwerpunkt lag dabei in der 

Entwicklung besserer Auswertestrategien und der damit einhergehenden verbesserten 

Identifizierung von Phosphoproteinen. Um dies zu bewerkstelligen, standen gelfreie und 

gelbasierte Methoden zur Verfügung. Die Auswertung der gelfreien und gelbasierten 

Experimente erfolgte zunächst durch klassische Proteinidentifizierung mit Hilfe von 

Proteindatenbanken. Zusätzlich sollten Spektrenbibliotheken des Organismus aufgebaut 

und diese für eine bessere Proteinidentifizierung sowie Phosphoproteinidentifizierung 

genutzt werden.  

Zur anschließenden Quantifizierung des kompletten Phosphoproteoms dieses 

Pathogens sollten verschiedene Quantifizierungsmethoden getestet und etabliert 

werden. Hierbei wurde zum einen angestrebt, das Phosphoproteom einer 

Kinasedeletionsmutante von S. pneumoniae D39 über die Spotintensitäten von 2D 

Gelen mit dem Wildtyp zu vergleichen. Zusätzlich sollten die Auswirkungen dieser 

Kinase auf das globale S. pneumoniae D39 Proteom mittels SILAC sowie der neu 

erstellten Spektrenbibliothek aufgezeigt werden.  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, durch Kombination von metabolischer 

Markierung und 2D Gelen eine weitere Quantifizierungsmethode zu etablieren. Diese 

sollte auf das industriell bedeutsame Bakterium B. pumilus angewendet werden. 
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6 Material und Methoden 

6.1 Material 

6.1.1 Chemikalien 

Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Chemikalien. Wenn nicht anders angegeben, wurde der 
höchste zur Verfügung stehende Reinheitsgrad benutzt. 

Chemikalien Reinheitsgrad Hersteller Firmensitz 

13C L-Arginin HCl > 98 % Silantes München 

13C L-Lysin HCl > 98 % Silantes München 

Aceton ≥ 99,8 % Roth Karlsruhe 

Acetonitril (ACN) ultrapure AppliChem Darmstadt 

Acrylamid 40 % - AppliChem Darmstadt 

Adenin - Sigma Aldrich Steinheim 

Ammoniumbicarbonat  Roth Karlsruhe 

Ammoniumhydrogencarbonat ≥ 98 % Roth Karlsruhe 

Ammoniumhydroxid > 99 % Fluka Buchs 

Ammoniumpersulfat (APS) ≥ 98 % Roth Karlsruhe 

Ammoniumsulfat > 99,5 %, p.a. Roth Karlsruhe 

BioExpress 10 x Konzentrat - 
Cambridge Isotope 

Laboratories 
Tewksbury, 
MA, USA 

Biotin - Roth Karlsruhe 

Bisacrylamid 2 % - AppliChem Darmstadt 

Bromphenolblau - Sigma Aldrich Steinheim 

Bovines Serumalbumin (BSA) - Roth Karlsruhe 

Butanol > 99 % Roth Karlsruhe 

CaCl2*2H2O ≥ 99 % Roth Karlsruhe 

Chaps (3-[(3-Cholamidopropyl) 
dimethylammonio]-1-propansulfonat) 

≥ 98 % Roth Karlsruhe 

Cholinchlorid ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Columbia Blutagarplatten - 
Oxoid Deutschland 

GmbH 
Wesel 

cOmplete Proteaseinhibitorcocktail - Roche Diagnostics Mannheim 

Coomassie Brilliant Blue G - Sigma Aldrich Steinheim 

Cystein ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

Destilliertes Wasser (A. dest.) - 
Aufbereitungsanlage 

Fa. Grünbeck 
Rangsdorf 

Dihydroxybenzoesäure ≥ 98 % Sigma Aldrich 
Steinheim 

 

1,4-Dithiotreitol (DTT) - GE Healthcare 
Chalfont St 
Giles, GB 

Essigsäure 100 % p.a. Roth Karlsruhe 
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Chemikalien Reinheitsgrad Hersteller Firmensitz 

Ethanol ≥ 99,8 % Roth Karlsruhe 

Ethanol, vergällt - Universität Greifswald 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

Fe(NO3)2*9H2O ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

FeSO4*7H2O ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Flamingo Farbstoff - Bio-Rad München 

Folsäure ≥ 97 % Sigma Aldrich Steinheim 

Glukose Monohydrat-D(+) - Merck Darmstadt 

Glycerol ≥ 98 % Roth Karlsruhe 

Glycerolphosphat - Sigma Aldrich Steinheim 

Glycin ≥ 99 % Roth Karlsruhe 

Guanin > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Harnstoff ≥ 99,5 % Merck Darmstadt 

Hefeextrakt - Roth Karlsruhe 

Hydroxy-L-Prolin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

IEF Öl Finavestan A 80B - Total Berlin 

IPG BlueStrip pH 4-7, 18 cm - 
SERVA 

Electrophoresis 
Heidelberg 

Isopropanol ≥ 99,9 % Roth Karlsruhe 

2-Iodacetamid (IAA) - Sigma Aldrich Steinheim 

K2HPO4 ≥ 99 % Merck Darmstadt 

KH2PO4 ≥ 99,5 % Merck Darmstadt 

L-Alanin ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

L-Arginin ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

L-Asparagin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Aspartat ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

LB Medium - 
Thermo Fisher 

Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

L-Cystin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Glutamat ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Glutamin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Histidin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Isoleucin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Leucin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Lysin-Monohydrat ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

L-Methionin ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

L-Phenyalanin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Prolin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Serin ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

L-Threonin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Tryptophan ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

L-Tyrosin ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 
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Chemikalien Reinheitsgrad Hersteller Firmensitz 

L-Valin ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

Lysyl Endopeptidase - Wako-chemicals Neuss 

Methanol ≥ 99.8 % Merck Darmstadt 

MgSO4*7H2O ≥ 99 % AppliChem Darmstadt 

MnSO4 ≥ 99 % Roth Karlsruhe 

Na2HPO4+2H2O ≥ 99,5 % Roth Karlsruhe 

NaC2H3O2*3H2O - AppliChem Darmstadt 

NaH2PO4*H2O ≥ 99 % Roth Karlsruhe 

NaHCO3 > 98 % AppliChem Darmstadt 

Natriumacetat Trihydrat ≥ 99 % Roth Karlsruhe 

Natriumfluorid > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Natriumhydroxid > 99 % Roth Karlsruhe 

Natriumpyrophosphatat > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Natriumvanadat > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Niacinamid ≥ 99,5 % Sigma Aldrich Steinheim 

Ninhydrin - Sigma Aldrich Steinheim 

N-Octyl-β-D-glucopyranosid - AppliChem Darmstadt 

Nukleasemix - GE Healthcare 
Chalfont St 
Giles, GB 

Ortho-Phosphorsäure 85 % reinst Roth Karlsruhe 

PageRuler - 
Thermo Fisher 

Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

para-Aminobenzoesäure ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Pantothenat-Calciumsalz - AppliChem Darmstadt 

Pharmalyte 3-10 - GE Healthcare 
Chalfont St 
Giles, GB 

Propylenglykol - Fagron Barsbüttel 

Pro-Q Diamond Farbstoff - Invitrogen Darmstadt 

Pyridoxal ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Pyridoxamindihydrochlorid - Sigma Aldrich Steinheim 

Reinstwasser ASTM1 (A. bidest.) - 
Hausdestille, Fa. 

Marienfeld 
Königshofen 

Riboflavin > 98 % Sigma Aldrich Steinheim 

Rinderserumalbumin - 
Thermo Fisher 

Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

Roti Nanoquant - Roth Karlsruhe 

RPMI Medium 
 

PAA Laboratories  Cölbe 

Salzsäure 37 % p.a. Roth Karlsruhe 

Säulenmaterial, C18(2) Luna 3n - Phenomenex Aschaffenburg 

Natriumdodecylsulfat ultrapure reinst Roth Karlsruhe 

Synthetische Peptide (SpikeTides™) - 
JPT Peptide 

Technologies GmbH 
Berlin 

Triethylamoniumbicarbonat (TEAB) - Fluka Buchs 
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Chemikalien Reinheitsgrad Hersteller Firmensitz 

Tetramethylethylendiamin  > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Thiaminhydrochlorid - AppliChem Darmstadt 

Thioharnstoff ≥ 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Titandioxid 10 µm - GL Science Inc. Tokyo, JPN 

Todd-Hewitt Broth - Roth Karlsruhe 

Trichloressigsäure ≥ 99 % Roth Karlsruhe 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan ≥ 99,5 % Roth Karlsruhe 

Trypsin - Promega 
Madison, Wi, 

USA 

Uracil > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Vitamin B12 > 99 % Sigma Aldrich Steinheim 

Wasserstoffperoxid 
3 % (w/w) 

in H2O 
Sigma Aldrich Steinheim 

β-Nicotinamid-Adenindinukleotid - Sigma Aldrich Steinheim 

 

6.1.2 Bakterienstämme und Antibiotika 

Tabelle 3: Übersicht über verwendete Bakterienstämme und Mutanten. 

Stamm Genotyp Herkunft Referenz 

S. pneumoniae D39 
D39Δcps::KanR (PN111) 

Unbekapselter Wildtyp 

AG Hammerschmid
t 

(Rennemeie
r et al., 
2007) 

S. pneumoniae D39 
∆stkP 

D39Δcps stkp::ErmR (PN373) 

Kinase Deletionsmutante 

AG Hammerschmid
t 

Diplomarbeit 

(Hohmann, 
2012) 

B. pumilus Jo2 -- AG Becher 

Diplomarbeit 

(Dewald, 
2014) 

 

 

Tabelle 4: Übersicht über eingesetzte Antibiotika in der Arbeit während der Kultivierung der 
Bakterien. 

Antibiotikum Endkonzentration Lösungsmittel Hersteller 

Erythromycin 5 μg/ml 70 % Ethanol 
Sigma Aldrich, 

Steinheim 

Kanamycin 50 μg/ml A. dest. Serva, Heidelberg 
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6.1.3 Nährmedien 

Die im Folgenden aufgelisteten Medien wurden für die Anzucht von S. pneumoniae 

und B. pumilus verwendet. Hierbei wurde S. pneumoniae in CDM, RPMI und THY 

Medium kultiviert und B. pumilus in LB und BioExpress Medium. 

 

Columbia Blutagarplatten 

Die für S. pneumoniae verwendeten Blutagarplatten zur über Nacht Anzucht setzten 

sich laut Hersteller aus 23 g Pepton, 5 g NaCl, 14 g Agar und 65 ml Hammelblut; pH 7,4 

zusammen. Die Platten wurden von der Firma Oxoid Deutschland GmbH bezogen und 

bis zur Benutzung bei 4° C im Kühlschrank gelagert. 

 

THY Medium 

Das Todd-Hewitt Medium mit 2 % Hefeextrakt (THY Medium) ist Todd-Hewitt Bouillion 

(THB) mit beigemengtem Hefeextrakt. Es setzt sich aus 36,4 g THB und 5 g Hefeextrakt, 

aufgefüllt auf 1 l mit A. dest. zusammen. Anschließend wurde die Lösung für 10 min bei 

115° C autoklaviert. 

 

CDM 

Das chemisch definierte Medium (CDM) setzt sich aus den einzelnen Nukleinbasen, 

Aminosäuren, Vitaminen, verschiedenen anorganischen Bestandteilen sowie Glukose 

zusammen. Alle Zusätze sind in den nachfolgenden vier Tabellen aufgeführt.  
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Tabelle 5: Anorganische Bestandteile von CDM. 

Substanz 
Konzentration der 

Stammlösung [mg/l] 
Endkonzentration 

[mmol/l] 

FeSO
4
*7H

2
O 5,04 0,02 

Fe(NO
3
)
2
*9H

2
O 1,06 0,003 

K
2
HPO

4
 200 1,15 

KH
2
PO

4
 500 3,67 

MgSO
4
*7H

2
O 700 2,84 

MnSO
4
 5,58 0,03 

CaCl
2
*2H

2
O 6,71 0,05 

NaC
2
H

3
O

2
*3H

2
O 2.720 19,99 

NaHCO
3
 2.500 23,59 

NaH
2
PO

4
*H

2
O 3.200 23,19 

Na
2
HPO

4
+2H

2
O 9.220 51,80 

 

Tabelle 6: Glukose, Nukleinbasen und Cholin in CDM. 

Substanz 
Konzentration der 

Stammlösung [mg/l] 
Endkonzentration 

[mmol/l] 

Adenin 20 0,15 

Cholinchlorid 20 0,14 

Glucose 10.000 55,51 

Guanin 20 0,13 

Uracil 20 0,18 

 

Tabelle 7: Vitamine in CDM. 

Substanz 
Konzentration der 

Stammlösung [mg/l] 
Endkonzentration 

[mmol/l] 

Biotin 0,2 0,0008 

Folsäure 0,8 0,0018 

Niacinamid 1 0,0081 

p-Aminobenzoesäure 0,2 0,0015 

Pantothenat-Calciumsalz 2 0,0042 

Pyridoxal 1 0,0059 

Pyridoxamindihydrochlorid 1 0,0041 

Riboflavin 1,6 0,0043 

Thiaminhydrochlorid 1 0,0030 

Vitamin B
12

 0,1 0,0001 

β-Nicotinamid-Adenindinukleotid 2,5 0,0038 
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Tabelle 8: Aminosäuren in CDM. 

Substanz 
Konz. der 

Stammlösung 
[mg/l] 

Endkonz. 
[mmol/l] 

Substanz 
Konz. der 

Stammlösung 
[mg/l] 

Endkonz. 
[mmol/l] 

L-Alanin 100 1,12 L-Lysin 100 0,61 

L-Arginin 100 0,57 L-Methionin 100 0,67 

L-Aspartat 100 0,75 L-Phenyalanin 100 0,61 

L-Asparagin 100 0,67 L-Prolin 100 0,87 

L-Cystin 50 0,21 
Hydroxy-L-

Prolin 
100 0,76 

L-Glutamat 100 0,68 L-Serin 100 0,95 

L-Glutamin 100 0,68 L-Threonin 200 1,68 

Glycin 100 1,33 L-Tryptophan 100 0,49 

L-Histidin 100 0,64 L-Tyrosin 100 0,55 

L-Isoleucin 100 0,76 L-Valin 100 0,85 

L-Leucin 100 0,76 Cystein 5 2 

 

RPMI Medium 

Für die Quantifizierung wurde das Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 

Medium) von PAA Laboratories ohne Arginin/Lysin verwendet. Zusätzlich wurde ein 

Pufferzusatz, welcher aus den in Tabelle 9 gelisteten Komponenten besteht, dem 

Medium zugesetzt (Schulz et al., 2014). 13C oder 12C Arginin und Lysin wurden dem 

Medium mit einer Konzentration von 100 mg/l mit dem Pufferzusatz beigemischt. 

 

Tabelle 9: Pufferzusatz für RPMI. 

Substanz 
Konzentration der 
Stammlösung [g/l] 

Endkonzentration [mmol/l] 

NaHCO3 24,700 27 

Na2HPO4 3,195 3,8 

NaH2PO4 · H2O 7,350 1,7 

Glukose 74 30,5 

Adenin  0,2 0,27 

Uracil  0,4 0,65 

Glycin 1,11 1,1 

Cholinchlorid 0,456 0,24 

 

LB-Medium 

5 % (m/v) Luria-Bertani Medium (LB Medium) wurden in A. dest. gelöst und nach der 

Einstellung eines pH-Wertes mit 10 mol/l NaOH auf 7,55 autoklaviert.  
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BioExpress-Medium 

1 x BioExpress-Medium wurde unter Verwendung von 10 x BioExpress-Konzentrat 

hergestellt. Nach Zugabe von 0,13 % (v/v) Glukose wurde mit sterilem A. dest. auf 1 l 

aufgefüllt. 

 

6.1.4 Puffer und Lösungen 

Harnstoff/Thioharnstoff Puffer 

Der verwendete Harnstoff/Thioharnstoff Puffer bestand aus 8 mol/l Harnstoff und 

2 mol/l Thioharnstoff, gelöst in A. bidest. 

 

PBS Puffer 

Die phosphatgepufferte Salzlösung (PBS, aus dem Englischen phosphate buffered 

saline) bestand aus den in Tabelle 10 aufgelisteten Zutaten und wurde nach dem 

Auffüllen mit A. dest. auf einen pH von 7,4 eingestellt und anschließend autoklaviert. 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung der PBS Stammlösung. 

Substanz Menge 

Natriumchlorid 160 g 

Kaliumchlorid 4 g 

Dinatriumhydrogenphosphat 28,8 g 

Kaliumhydrogenphosphat 4,8 g 

A. dest. auf 1 l auffüllen  

 

Zehnfach Chaps 

Für die Herstellung von 10 ml der 10x Chaps – Lösung, wurden die in Tabelle 11 

aufgelisteten Zutaten zusammengemischt, mit Harnstoff/Thioharnstoff Lösung auf 10 ml 

aufgefüllt und anschließend zu 500 µl in Eppendorf Reaktionsgefäße aliquotiert. Danach 

wurde die Lösung bei einer Temperatur von -20° C bis zur Benutzung gelagert. 

 

Tabelle 11: Zutaten der zehnfach Chaps Lösung. 

Substanz Menge 

Chaps 1,0 g 

DTT 0,3 g 

Pharmalyte 3-10 0,52 g 

Bromphenolblau 1 Spatelspitze 

Harnstoff/Thioharnstoff Lösung auf 10 ml auffüllen 
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Tris/HCl Puffer 

In der Arbeit wurden in Abhängigkeit des jeweiligen Versuchs verschiedene Tris/HCl 

Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten verwendet (Tabelle 12). Für alle benutzten 

Tris/HCl Puffer wurde Tris abgewogen und die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 

10 mol/l Salzsäure. Alle Lösungen wurden nach erfolgreicher pH Einstellung mit A. 

bidest. aufgefüllt. 

 

Tabelle 12: Auflistung der angewendeten pH-Werte und Konzentrationen von Tris-Puffer in 
Abhängigkeit des jeweiligen Experiments. (RT: Raumtemperatur) 

Versuch pH-Wert Konzentration 

Sammelgel 6,8 bei 20° C 0,5 mol/l 

Trenngel B. pumilus/S. pneumoniae  8,8/9,3 bei 12° C 1,5 mol/l 

Zellernte B. pumilus 7,5 bei RT 0,1 mol/l 

PMSF Phosphataseinhibitor Puffer 8,0 bei RT 1 mol/l 

Lysepuffer für S. pneumoniae  7,5 bei RT 50 mmol/l 

 

Puffer für eindimensionale (1D) Gelelektrophorese 

Für jeweils 200 ml Gelelektrophoresepuffer wurden für einen vierfach Trenngelpuffer 

0,8 g SDS in 200 ml Tris (1,5 mol/l pH 8,8) gelöst. Für den dazugehörigen vierfach 

Sammelgelpuffer wurden 0,8 g SDS in 0,5 mol/l pH 6,8 Tris-Puffer gelöst. Die 

Einstellung des pH-Wertes der Lösungen erfolgte mittels HCl.  

 

Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele für die Gelelektrophorese 

Die unterschiedlichen Zusammensetzungen der Trenn- und Sammelgele für 1D und 

2D Gele sind in den folgenden Tabellen aufgelistet. 

 

Tabelle 13: Zusammensetzung der Lösungen für das Trenngel und das Sammelgel von 1D Gelen. 

Substanz 
Trenngel (12 %)  

Volumen für zwei Gele 

Sammelgel (4 %), 

Volumen für zwei Gele 

A. bidest 3,4 ml 2,87 ml 

4x Trenngelpuffer 2,5 ml 1,25 ml 

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 4 ml 0,83 ml 

10 % APS 0,1 ml 0,5 ml 

TEMED 0,004 ml 0,005 ml 
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Gellösung für zehn 2D Gele. 

Substanz 
Trenngel (12,5 %), 

Volumen für zehn Gele 

Sammelgel (4 %), 

Volumen für zehn Gele 

A. dest. 359 ml 90 ml 

40 % Acrylamid 395 ml 13,5 ml 

2 % Bisacrylamid 221 ml 6,78 ml 

1,5 mol/l Tris/HCl pH 8,8/9,3 325 ml - 

0,5 mol/l Tris/HCl pH 6,8 - 37,5 ml 

10 % APS 3,25 ml 0,380 ml 

TEMED 0,65 ml 0,0625 ml 

  

SDS-Probenpuffer 

Zum Auftragen der Proben auf ein 1D Gel wurden diese mit SDS-Probenpuffer 

gemischt. Folgende Zutaten wurden für 10 ml zweifach Probenpuffer gemischt und mit 

A. dest. auf 10 ml aufgefüllt (Tabelle 15). 

 

Tabelle 15: Zusammensetzung des zweifach SDS-Probenpuffers. 

Substanz Volumen 

0,5 mol/l Tris/HCl, pH 6,8 2,5 ml 

Glycerin 2 ml 

Mercaptoethanol 1 ml 

10 % SDS 4 ml 

Bromphenolblau eine Spatelspitze 

 

Zehnfach Laufpuffer 

Für die 2D Gelelektrophorese wurde zehnfach Laufpuffer mit den in Tabelle 16 

aufgelisteten Zutaten hergestellt. Für die endgültige Verwendung wurde dieser mit A. 

dest. in einer Verdünnung von 1:10 hergestellt und in die Laufkammer gegeben.  

 

Tabelle 16: Zusammensetzung des zehnfach Laufpuffers. 

Substanz Menge 

Glycin 144 g 

Tris 30 g 

SDS 10 g 

A. dest. auf 1 l auffüllen 
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Äquilibrierungslösungen für die isoelektrische Fokussierung 

Tabelle 17: Zusammensetzung der Äquilibrierungslösungen. 

Substanz 
Zusammensetzung Variante 

A 
Zusammensetzung Variante 

B 

0,5 mol/l Tris/HCl pH 6,8 50 ml 50 ml 

Harnstoff (6 mol/L) 180 g 180 g 

Glycin 150 ml 150 ml 

SDS 20 g 20 g 

DTT 1,75 g - 

IAA - 22,5 g 

A. bidest. auf 500 ml auffüllen auf 500 ml auffüllen 

 

 Lysepuffer 

Für die gelfreien Versuche erfolgte die Zelllyse durch Lysepuffer. Nachfolgend 

(Tabelle 18) aufgelistete Zutaten wurden in 50 mmol/l Tris/HCl, pH 7,5 für 10 ml Puffer 

angesetzt. 

 

Tabelle 18: Zusammensetzung von Lysepuffer. 

Substanz Zusammensetzung 

Lysozym 50 mg 

Natriumfluorid 10 mmol/l (100 µl aus 1 mol/l Stammlösung) 

Glycerol-2-phosphat 5 mmol/l (50 µl aus 1 mol/l Stammlösung) 

Natriumvanadat 5 mmol/l (500 µl aus 0,1 mol/l Stammlösung) 

Natriumpyrophosphat 5 mmol/l (500 µl aus 0,1 mol/l Stammlösung) 

 

Puffer für die Proteinspaltung vor der Phosphopeptidanreicherung 

Drei Puffer kamen bei der Proteinspaltung vor der Phosphopeptidanreicherung zum 

Einsatz. Der Denaturierungspuffer bestand aus 6 mol/l Harnstoff/Thioharnstoff in 

10 mmol/l Tris, pH 8.0. Der Reduktionspuffer bestand aus 1 mol/l DTT in 50 mmol/l 

wässriger Ammoniumbicarbonatlösung und der Alkylierungspuffer setzte sich aus 

550 mmol/l IAA in wässriger 50 mmol/l Ammoniumbicarbonatlösung zusammen. 

 

Kationenaustauschchromatographie (SCX) Puffer 

Für die SCX Vorfraktionierung kamen Puffer A aus 5 mmol/l 

Kaliumdihydrogenphosphat in 30 % (v/v) ACN und Puffer B aus 5 mmol/l 

Kaliumdihydrogenphosphat in 30 % (v/v) ACN mit 350 mmol/l Kaliumchlorid zum 

Einsatz. Beide Puffer wurden auf pH 2,7 mit Trifluoressigsäure (TFA) eingestellt. 
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Puffer für die TiO2 Anreicherung 

Tabelle 19: Pufferzusammensetzung für die TiO2 Anreicherung. 

Lösung Zusammensetzung 

Aktivierungspuffer 30 mg/ml Dihydroxybenzoesäure (DHB) 80 % ACN in A. bidest. 

Waschlösung 1 30 % ACN und 3 % TFA in A. bidest. 

Waschlösung 2 80 % ACN und 0,1 % TFA in A. bidest. 

Elutionslösung 
40 % Ammoniumhydroxid (aquatisch 25 % NH3; EK NH3 = 10 %) in 

60 % ACN 

Lösung A 1 % TFA und 3 % ACN in A. bidest. 

 

Diese Lösungen wurden immer frisch angesetzt. 

Phosphataseinhibitorpuffer  

Der Phosphataseinhibitorpuffer wurde während des Aufschlusses von B. pumilus 

eingesetzt und setzte sich aus den in Tabelle 20 aufgelisteten Zutaten zusammen. Am 

Ende wurde auf das gewünschte Endvolumen mit A. bidest. aufgefüllt. 

 

Tabelle 20: Zusammensetzung des Phosphataseinhibitorpuffers. 

Substanz Konzentration 

Tris/HCl pH 8,0 10 mmol/l 

Natriumpyrophosphat 5 mmol/l 

Glycerolphosphat 5 mmol/l 

Natriumfluorid 10 mmol/l 

Natriumvanadat 5 mmol/l 

PMSF (2 % (v/v) in Ethanol gelöst) 86 mmol/l 

 

Ninhydrin-Reagenz  

Für die Proteinbestimmung der B. pumilus Proben wurde Ninhydrin-Reagenz benutzt. 

Nach Lösen des Ninhydrins in 4 mol/l Natriumacetatpuffer und Ethylenglycol im Dunkeln 

wurde die zinnhaltige Chloridlösung dazugegeben. Aufgelistet sind alle Zutaten für die 

Proteinbestimmung (Tabelle 21). 

Tabelle 21: Ninhydrin-Reagenz. 

Substanz Zusammensetzung 

Ninhydrin 109,5 mmol/l 

Ethylenglycol 73,17 % (v/v)  

4 mol/l Natriumacetatpuffer 24,39 % (v/v)  

Zinnhaltige Chloridlösung 2,44 % (v/v)  
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Fixierlösungen 

Für die verschiedenen Färbetechniken wurden zwei unterschiedliche Fixierlösungen 

verwendet (Tabelle 22). Für die Fixierung von einem 2D Gel nach der Gelelektrophorese 

mit anschließender Pro-Q Färbung kam die Fixierlösung 1 zum Einsatz. Für die 

Flamingo- oder Coomassie-Färbung wurde die Fixierlösung 2 angesetzt. 

  

Tabelle 22: Zusammensetzung der unterschiedlichen Fixierlösungen. 

Fixierlösung 1 Fixierlösung 2 

96 % Ethanol 500 ml 

 [50 % (v/v)] 

96 % Ethanol 400 ml 

 [40 % (v/v)] 

Essigsäure 120 ml 

 [12 % (v/v)] 

Essigsäure 100 ml  

[10 % (v/v)]  

A. dest. 380 ml 

 [38 % (v/v)] 

A. dest. 500 ml  

[50 % (v/v)] 

 

Natriumacetatlösung  

Die Natriumacetatlösung für die Pro-Q Färbung wurde durch die Zugabe von 

Essigsäure auf einen pH-Wert von rund 4,0 eingestellt und anschließend auf 1 l mit A. 

dest. aufgefüllt (Tabelle 23). 

 

Tabelle 23: Zusammensetzung der Natriumacetatlösung. 

Substanz Zusammensetzung 

Natriumacetat Trihydrat 136,088 g (1 mol/l)  

Essigsäure 220 ml [22 % (v/v)] 

 

Entfärbelösung  

Für die Entfärbung wurde die Natriumacetatlösung mit Propylenglykol versetzt und 

auf 1 l mit A. dest. aufgefüllt (Tabelle 24). 

 

Tabelle 24: Zusammensetzung der Entfärbelösung. 

Substanz Zusammensetzung 

Propylenglykol 200 ml [20 % (v/v)]  

Natriumacetatlösung 50 ml [5 % (v/v)] 

 

Coomassie Brilliant Blue Stammlösung  

Von dem Coomassie Brilliant Blue G250 wurden 5 g eingewogen und in 100 ml A. 

dest. gelöst und bis zur Benutzung bei Raumtemperatur gelagert.  
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Coomassie Brilliant Blue Färbelösung  

Für die Färbelösung wurden aufgelistete Zutaten verwendet und auf 1 l mit A. dest. 

aufgefüllt (Tabelle 25). 

 

Tabelle 25: Zusammensetzung der Coomassie Brilliant Blue Färbelösung. 

Substanz Zusammensetzung 

Ammoniumsulfat 100 g (756,8 mM)  

85 % ortho Phosphorsäure 12 ml [1,2 % (v/v)]  

Coomassie Brilliant Blue Stammlösung 20 ml [2 % (v/v)] 

 

Gelwaschlösung  

Für das Waschen der Gelstückchen vor der proteolytischen Spaltung wurde 0,2 mol/l 

Ammoniumbicarbonat Lösung mit 30 % (v/v) ACN und A. bidest. [70 % (v/v)] verwendet. 

  

Laufmittel für die Massenspektrometrie 

Tabelle 26: Zusammensetzung der Laufmittel für die chromatografische Trennung der 
Peptidgemische. 

Zusammensetzung Laufmittel A Zusammensetzung Laufmittel B 

Essigsäure 0,1 % (v/v) Essigsäure 0,1 % (v/v) 

A. bidest. 99,9 % (v/v) ACN 99,9 % (v/v)  
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6.1.5 Verbrauchs- und Bestandsmaterialien 

Tabelle 27: Übersicht über die eingesetzten Verbrauchsmaterialien. 

Materialien Hersteller Firmensitz 

Äqulibrierungsschale 
Eigenkonstruktion der 
E.-M.-A.-U. Greifswald 

Greifswald 

Beschichtetes Reaktionsgefäß Sorenson BioScience Salt Lake City, UT, USA 

Färbeschalen 
Eigenkonstruktion der 
E.-M.-A.-U. Greifswald 

Greifswald 

Glasperlen  Sartorius Göttingen 

Halb-Mikro-Küvette Sarstedt Nürnbrecht 

Handschuhe Roth Karlsruhe 

LC Säule, Kapillare ∅ 100µm Phenomenex Aschaffenburg 

Kolben 
VWR International; 

Jenaer Glas 
Leuven, BE/Leipzig 

Mikroeinsatz für MS-Vials  VWR Hannover 

Mikroschraubröhrchen Sarstedt Nürnbrecht 

Parafilm 
Pechiney Plastic 

Packaging 
Chicago, IL, USA 

Pinzetten Roth Karlsruhe 

Pipettenspitzen Sarstedt Nürnbrecht 

Reaktionsgefäß 15 ml/50 ml Sarstedt Nürnbrecht 

Reaktionsgefäße Eppendorf, Plastibrand Wertheim 

Rehydratisierungsschale 
Eigenkonstruktion der 
E.-M.-A.-U. Greifswald 

Greifswald 

Spatel Roth Karlsruhe 

Wischtücher Roth Karlsruhe 

 

  



Material und Methoden 

 

56 
 

6.1.6 Geräte 

Tabelle 28: Übersicht über die verwendeten Geräte. 

Gerät Typbezeichnung Hersteller Firmensitz 

Brutschrank Typ B 12 Heraeus Instruments Hanau 

Bunsenbrenner Gasprofi 1 WLD- Tec Göttingen 

CO2 Inkubator Heracell 150 Thermo Fisher Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

Eismaschine AF 100 Scotsman München 

Etagenschüttler HAT-Fors Infors AG Hamburg 

Feinwaage BP121S Sartorius Göttingen 

IEF Apparatur Protean i12 IEF Cell Bio-Rad 
Hercules, CA, 

USA 

Laufkammer 2D Gellaufkammer Oxford GlycoSystems Oxford, GB 

LC-Gerät Proxeon Easy-nLC II Thermo Fisher Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

Massenspektrometer 
4800 MALDI TOF/TOF 

Analyzer 
Applied Biosystems 

Foster city, CA, 
USA 

 LTQ Orbitrap Thermo Fisher Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

 LTQ Orbitrap Elite Thermo Fisher Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

 LTQ Orbitrap Velos Thermo Fisher Scientific 
Waltham, MA, 

USA 

Photometer Biophotometer plus Eppendorf Hamburg 

 
Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech Uppsala, SWE 

Pipetten 
10, 100, 200, 1000 ml 

Pipetten 
Abimed GmbH  Langenfeld 

Proteinaufreiningungs-
system 

Äkta-Explorer 900 GE Healthcare 
Chalfont St 
Giles, GB 

 
Resource S Säule GE Healthcare 

Chalfont St 
Giles, GB 

Ribolyzer Precellys 24 Bertin technologies 
Montigny Le 
Bretonneux, 

Frau 

Rührer IKAMAG 
Janke & Kunkel IKA 

Labortechnik 
Staufen 

 
RTC basic 

Janke & Kunkel IKA 
Labortechnik 

Staufen 

Scanner Molecular Imager FX Bio-Rad 
Hercules, CA, 

USA 

 
Typhoon 9400 GE Healthcare 

Chalfont St 
Giles, GB 

 
x-finity ultra Quato Graphics Braunschweig 

Schüttler IKA Vibrax VXR 
Janke & Kunkel IKA 

Labortechnik 
Staufen 

Sicherheitswerkbank Hera Save Heraeus Instruments Hanau 

Spotpicker 
Ettan Spothandling 

Workstation 
GE Healthcare 

Chalfont St 
Giles, GB 

Standzentrifuge Sorval RC-SB Du Pont Instruments 
Wilmington, 

DE, USA 

Thermomixer  5436  Eppendorf Hamburg 

    



Material und Methoden 

 

57 
 

Gerät Typbezeichnung Hersteller Firmensitz 

Tischzentrifuge Benchtop Centrifuge Beckman Coulter Brea, CA, USA 

 Biofuge pico Heraeus Instruments Hanau 

 Biofuge primo R Heraeus Instruments Hanau 

 Centrifuge 5402 Eppendorf Hamburg 

Vakuum Zentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf Hamburg 

Vortexer VF2 
Janke & Kunkel IKA 

Labortechnik 
Staufen 

 
Vortex Genie touch mixer Scientific Industries 

Bohemia, NY, 
USA 

Waage 510-23 Kern & Sohn Balingen 

 
MC1 Laboratory LC 2200 Sartorius Göttingen 

Wasserbad GFL 1083 GFL Burgwedel 

 

6.1.7 Software 

Tabelle 29: Übersicht über die verwendeten Programme. 

Software Hersteller Firmensitz 

Census 1.72 Sung Kyu, Robin, Park San Diego, CA, USA 

Decodon Delta 2D Version 
4.3/4.4 

Decodon GmbH Greifswald 

ImageQuant Version 5.2 Healthcare BioSciences AG Uppsala, Schweden 

Launch SilverFast Quato 
XFU 

LaserSoft Imaging AG Kiel 

Microsoft Office 2010/13 Microsoft Redmond, WA, USA 

MSConvertGUI/ProteoWizar
d 

Sourceforge San Francisco, CA, USA 

Proteome Discoverer 
v1.3.0.339 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA; USA 

Quantity One Version 4.6.5 BioRad Laboratories Inc. Hercules, CA, USA 

Scaffold 4 Version 4.4  Proteome Software Inc. Portland, OR, USA 

Sequest im Sorcerer Version 
4.04  

Sage-N Research Inc. Milpitas, CA, USA 

Skyline Version 1.4.0.4421 University of Washington Seattle, WA, USA 

Trans Proteomic Pipeline 
(TPP) 4.7 (incl. Comet) 

Institute for Systems Biology 
(ISB) 

Seattle, WA, USA 

Typhoon Scanner Control 
Version 4.0 

Healthcare BioSciences AG Uppsala, Schweden 

Xcalibur Version 2.1 Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA 
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6.2 Methoden 

6.2.1 Kultivierung, Ernte und Aufschluss 

Vorbereitung der Proteinextrakte von S. pneumoniae  

Für die Analyse von S. pneumoniae D39 (analog für Wildtyp und Mutanten) wurde der 

Organismus aus der Stammhaltung (Bakterienkultur in 20 % Glycerollösung) zur 

Langzeitlagerung im gefrorenen Zustand (-70° C) auf antibiotikahaltigen Columbia 

Blutagarplatten ausgestrichen und ca. 8 h bei 37° C und 5 % CO2 im Inkubator 

angezogen. Anschließend wurden die Kolonien auf eine neue Blutagarplatte übertragen 

und über Nacht inkubiert. Mittels eines sterilen Wattestäbchens wurden am nächsten 

Tag die Bakterien von der Blutagarplatte in eine Vorkultur der zu kultivierenden Medien 

überführt. Hierbei wurden so viele Bakterien passagiert, bis eine optische Dichte von 

0,05 bis 0,08 bei 600 nm (OD600nm) in 15 ml Vorkulturmedium in einem 50 ml Falcon 

erreicht war. Anschließend wurden die Vorkulturen bei 37° C im Wasserbad ohne 

Schütteln bis zu einer OD600nm von 0,5 herangezogen. Die Kultivierung der Hauptkulturen 

erfolgte in vorgewärmten 50 ml Reaktionsgefäßen. Dafür wurde frisches Medium mit der 

Vorkultur auf eine OD600nm von 0,07 angeimpft und die Kulturen im Wasserbad bei 37° C 

bis zur Ernte kultiviert. Für die TiO2 Anreicherungen sowie für die 2D Gele wurden die 

Streptokokken in CDM und THY Medium mit einer Vorkultur angezogen. Das 

Quantifizierungsexperiment mit der ΔstkP Kinasemutante erfolgte in RPMI Medium mit 

zwei aufeinander folgenden Vorkulturen, um eine vollständige Markierung der Bakterien 

zu erreichen. Geerntet wurde, für in CDM und THY Medium gewachsene Bakterien, in 

der exponentiellen Wachstumsphase bei einer OD600nm von 0,5 und in der transienten 

Wachstumsphase bei einer OD600nm von 1,2. Für die Quantifizierungs-Experimente in 

RPMI Medium erfolgte die Ernte der Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase bei 

einer OD600nm von 0,35. 

Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation der Probe für 10 min bei 4.750 x g und 4 °C 

und Abnehmen des Überstandes. Anschließend wurde das Zellpellet zweimal mit 5 ml 

PBS Puffer gewaschen und wieder abzentrifugiert. Für den Zellaufschluss wurde das 

Pellet in 1,5 ml PBS in einem 1,7 ml Eppendorf Reaktionsgefäß aufgenommen und nach 

3 min Zentrifugation bei 15.800 x g in verschiedenen Puffern, je nach Versuch (siehe 

6.2.4 und 6.2.5) aufgenommen.  

Für die Phosphopeptidanreicherung wurden so viele Bakterien geerntet, dass eine 

Proteinmenge von ca. 50 mg für die Analyse zur Verfügung stand. Das Zellpellet wurde 

hierbei in 1-2 ml Lysepuffer resuspendiert und für 15 min bei 37° C im Brutschrank 

inkubiert. Danach erfolgte der Aufschluss mechanisch mittels Ribolyzer und Glasperlen 
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(0,5 g und 0,5 mm Durchmesser) für 3 x 30 s bei 6.000 U/min, wobei die Probe zwischen 

jedem Zyklus auf Eis gekühlt wurde. Nachdem die Zelltrümmer bei 10.000 x g 

abzentrifugiert wurden, erfolgte die Proteinbestimmung (siehe unten). Für die 

gelbasierten Versuche wurde das Zellpellet in Harnstoff/Thioharnstoff Lösung 

aufgenommen und ebenfalls mittels Ribolyzer aufgeschlossen.  

 

Vorbereitung der Proteinextrakte von B. pumilus 

Die Kultivierung von B. pumilus wurde von Carolin Dewald im Rahmen ihrer 

Diplomarbeit am Institut für Mikrobiologie durchgeführt. Hierbei wurden mit je 10 ml 

Medium gefüllte 100 ml Kolben für die Übernachtkultur verwendet. Der erste Kolben 

wurde mit 10 µl aus einer bei -70 °C gelagerten Glycerinkultur angeimpft. Daraus wurde 

dann eine Verdünnungsreihe, in je 1:10 Verdünnungsschritten, über insgesamt vier 

Kolben angefertigt. Die Kultivierung der Übernachtkulturen erfolgte bei 37° C und 180 

U/min im Etagenschüttler. Am nächsten Tag wurde die Hauptkultur mit einer OD540nm 

von 0,4 aus der Vorkultur angeimpft. Die Kultivierung fand im Wasserbad bei 37° C und 

180 U/min statt und wurde für Kulturen in LB Medium und BioExpress Medium mit 

gleichen Einstellungen durchgeführt. Die Ernte erfolgte bei einer OD540nm von 1,0 bis 1,1 

für die exponentielle Wachstumsphase. Für das Stressexperiment erfolgte die Ernte 

30 min später, nachdem bei einer OD540nm von 1,0 die Zugabe von 0,2 % (v/v) 

Wasserstoffperoxid erfolgt war. Die Zellen wurden durch Zentrifugation für 8 min bei 

8.500 rpm (Benchtop Zentrifuge) und 4° C geerntet. Anschließend wurden die Zellpellets 

zweimal mit 100 mM Tris/HCl pH 7,5 gewaschen und bei -20° C gelagert. 

Der Zellaufschluss erfolgte mechanisch mittels Ribolyzer (Glasperlen: 0,5 g und 

0,5 mm Durchmesser) nach Resuspension der Zellpellets in 800-900 µl 

Phosphataseinhibitorpuffer. Hierfür wurden die Zellen fünfmal bei 6.500 U/min für 30 s 

mit je 5 min Pausen, in denen die Proben auf Eis gekühlt waren, aufgeschlossen. Dem 

Pelletieren der Zelltrümmer bei 20.000 x g und 4° C für 7 min, schloss sich ein weiterer 

Zentrifugationsschritt des Überstandes für 20 min bei gleichen Einstellungen an. Im 

Folgenden wurde der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und mit 

Nukleasemix versetzt. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die 

Proteinlösungen bis zur weiteren Verwendung bei -70° C gelagert. 
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6.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Für die S. pneumoniae Proben erfolgte die Bestimmung des Gesamtproteingehalts 

nach Bradford (Bradford, 1976). Durch die Bindung des Farbstoffs Coomassie 

Brilliant Blue G250 mit den Seitenketten der Proteine verschiebt sich das 

Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 450 nm auf 595 nm. Dies geschieht in 

Abhängigkeit von der Proteinmenge, wodurch eine quantitative Bestimmung möglich ist. 

Zur Ermittlung der Proteinkonzentrationen wurde bovines Serumalbumin (BSA) in 

verschiedenen Konzentrationen (zwischen 0-10 mg/ml) zusammen mit den Proben 

vermessen. Für die Messung der Proben wurden 5 µl unbekannte Proteinprobe und 

15 µL Harnstoff/Thioharnstoff Lösung vereint und mit 180 μl Wasser in einer Küvette 

gemischt. Anschließend wurden 800 μl verdünnte Roti- Nanoquant Lösung dazugegeben 

(1:5 mit A. bidest. verdünnt). Als Nullwert wurde A. bidest. verwendet und nach 5 min 

Inkubation der Lösungen in der Küvette der Quotient der Extinktion bei den 

Wellenlängen 590 nm und 450 nm gemessen. Die Proteinmengen der Proben konnten 

der Absorptions-Konzentrationskurve der BSA Standards entnommen werden. 

 

Proteinkonzentrationsbestimmung mit Ninhydrin 

Für die Quantifizierungsversuche sollten Proteinmengen äußerst genau bestimmt 

werden, um beim Mischen von Standard und Probe die gleichen Proteinmengen 

einsetzen zu können. Aus diesem Grund wurden für die 14N/15N 

Quantifizierungsexperimente mit B. pumilus die sensitivere Proteinbestimmungsmethode 

mit Ninhydrin nach Starcher angewendet (Starcher, 2001).  

Hierfür wurden die Proteinproben in 6 mol/l Salzsäure gekocht. Dies erfolgte für 24 h 

im Heizblock bei 100° C mit geschlossenen Gefäßdeckeln. Anschließend wurde eine 

1:200 Verdünnung der Probe hergestellt und diese in lichtundurchlässige 

Reaktionsgefäße überführt. In selbigen wurden 400 µl der Probenlösung und 600 µl 

Ninhydrin für 10 min bei 100° C inkubiert. Danach erfolgte die Abkühlung auf Eis und die 

Messung bei 575 nm gegen eine Vergleichsprobe mit 400 µl A. dest. anstelle der 

Probenlösung. Zum Vergleich wurde jeweils eine BSA Kalibrierreihe mit einem 

Konzentrationsbereich von 0,25 bis 10 mg/ml vermessen, anhand derer die 

Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt wurden. 
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6.2.3 Präparation von 1D Gelen  

Für die Auftrennung von Proteinen wurde ein 1D Gel verwendet (Laemmli, 1970). 

Hierbei wurden 12 %-ige Trenngele mit einem 4 %-igen Sammelgel mit Hilfe der 

miniProtean II-Apparatur nach der Rezeptur aus Tabelle 13 hergestellt. Die Zugabe von 

APS und TEMED erfolgte als letztes, um die Polymerisierung des Gels zu starten. 

Während des Polymerisierens wurde das Gel mit Butanol überschichtet. 

Die Proben (20 µg) wurden immer mit dem gleichen Volumen SDS-Probenpuffer 

(Tabelle 15) suspendiert und für 5 min bei 100° C im Heizblock gekocht. Nach kurzem 

anzentrifugieren der Proben wurden diese mit einem zusätzlichen Größenstandard 

(PageRuler von Thermo Fisher Scientific, ehemals Fermentas) auf das Gel aufgetragen. 

Die Gelelektrophorese fand für ca. 1 h in einem Einfach-Laufpuffer, bei einer konstanten 

Spannung von 160 V sowie Raumtemperatur, statt. Die Elektrophorese wurde gestoppt, 

sobald die Lauffront des Bromphenolblaus das untere Ende des Gels erreicht hatte. Die 

Proteine im Gel wurden anschließend je nach Färbung fixiert und gefärbt (siehe Färbung 

der Polyacrylamidgele). 

 

6.2.4 Präparation von 2D Gelen  

Isoelektrische Fokussierung (IEF)  

Für die erste Dimension der Proteintrennung bei 2D Gelen, der isoelektrischen 

Fokussierung (IEF), wurden Gelstreifen mit einem immobilisierten pH Gradienten 

genutzt. In diesen Streifen wandern die Proteine durch die angelegte Spannung zu dem 

pH-Wert, an dem die Nettoladung des Proteins gleich Null ist, dem sogenannten 

isoelektrischen Punkt (pI). Für die Experimente wurden SERVA IGP Bluestrips, 18 cm, 

pH Bereich 4-7 verwendet. Die Rehydratisierung der Streifen erfolgte für 22 h in 400 µl 

Rehydratisierungslösung. Dafür wurden die Streifen möglichst luftblasenfrei mit der 

Gelseite nach unten in den Rehydratisierungsschalen platziert. Die auf den Streifen 

aufgetragene Lösung setzte sich aus dem Proteinextrakt mit einer Proteinmenge von 

200 µg sowie 40 µl zehnfach Chaps zusammen. Am Ende wurde die Lösung auf 400 µl 

mit Harnstoff/Thioharnstoff Puffer aufgefüllt und zweimal bei 20° C und 15.100 x g für 15 

min zentrifugiert. Um die beladenen IEF Streifen vor Verdunstung und Lichteinflüssen zu 

schützen, wurde die Inkubationskammer mit Parafilm und Aluminiumfolie eingewickelt. 

Für die isoelektrische Fokussierung wurde die Protean i12 IEF Cell von Bio-Rad 

verwendet. In der Apparatur wurden die IEF Streifen mit der positiven Seite zur Kathode 

und der Gelseite nach oben ausgerichtet. Um den Kontakt mit den Elektroden zu 

gewährleisten, wurden mit A. bidest. angefeuchtete Elektrodenstreifen auf die Enden der 
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Streifen gelegt. Die Elektroden wurden angeschlossen und die Streifen mit Mineralöl 

überschichtet. Die in Tabelle 30 aufgelisteten Fokussierungseinstellungen wurden für die 

IEF verwendet. Im Anschluss an die Auftrennung der Proteine bei 20° C wurden die IEF 

Streifen vom Öl befreit und bei -20° C eingelagert.  

 

Tabelle 30: Parameter für die IEF: Mit dem oberen Programm wurden die IEF Streifen mit 
S. pneumoniae D39 Extrakt fokussiert und mit dem unteren Programm wurden die Proben von 
B. pumilus aufgetrennt.  

Phase 
[Stufen] 

Leistung [W] 
Stromstärke 

[μA] 
Spannung [V] 

elektrische 
Ladung [Vh] 

I 1 45 50 75 

II 1 45 150 150 

III 1 45 300 300 

IV 1 45 600 600 

V 1 45 1.000 1.000 

VI 1 45 1.500 1.500 

VII 1 45 3.500 57.500 

     

Phase 
[Stufen] 

Leistung [W] 
Stromstärke 

[μA] 
Spannung [V] 

elektrische 
Ladung [Vh] 

I 1 50 50 50 

II 1 45 150 150 

III 1 45 300 300 

IV 1 45 600 600 

V 1 45 1.000 1.000 

VI 1 45 1.500 1.500 

VII 1 45 3.500 57.500 

 

2D Polyacrylamid Gelelektrophorese  

Für die zweite Dimension wurden die aufgetrennten Proteine aus dem IEF Streifen 

über Elektrophorese auf das 2D Gel übertragen. Die weitere Auftrennung der Proteine 

erfolgte senkrecht im elektrischen Feld nach dem Molekulargewicht der Proteine. In 

Tabelle 14 ist die Zusammensetzung der Gellösungen (Trenn- und Sammelgel) für zehn 

Gele aufgelistet, wobei das APS und TEMED jeweils als letzte Komponenten zu den 

Lösungen dazugegeben wurden um die Gelpolymerisation zu starten. Zum 

Zusammenbau der 2D Gele wurde die Gellösung für das Trenngel luftblasenfrei über 

einen Trichter in eine vorbereitete Gelapparatur gegossen, in welcher abwechselnd 

Glasplatten mit Platzhaltern positioniert waren. Die Apparatur wurde bis 2 cm unter das 

Ende der Glasplatten befüllt und das Gel für eine saubere Trennlinie mit 1 ml Butanol 

überschichtet. Während die Gele etwa zwei Stunden auspolymerisierten, wurden die 

Laufkammern für den Lauf mit Laufpuffer aufgefüllt und auf 12° C gekühlt. Anschließend 

erfolgte die Herstellung des Sammelgels. Nachdem das gesamte Butanol gründlich mit 
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A. dest von den Gelen gewaschen wurde, konnte das Trenngel mit dem Sammelgel 

(5 ml) überschichtet werden. Anschließend wurde das Sammelgel mit A. dest. 

überschichtet. Während das Sammelgel 30 min lang auspolymerisierte, erfolgte die 

Präparation der IEF Streifen. Zunächst wurden die Streifen für 18 min in der 

reduzierenden Äquilibrierungslösung A geschüttelt, um anschließend für weitere 18 min 

in der Äquilibrierungslösung B geschüttelt zu werden. Hierbei war darauf zu achten, dass 

die Gelseite der IEF Streifen nach oben zeigte. Nachdem das Sammelgel 

auspolymerisiert war, wurden die auspolymerisierten Gele aus der Apparatur genommen 

und in die Laufkammern eingesetzt. Eventuelle vorhandene Gelreste außen an den 

Platten wurden entfernt. Die äquilibrierten IEF Streifen wurden anschließend auf festem 

Papier abgetupft und auf die Sammelgele zwischen die Glasplatten gelegt. Zum 

Einlaufen der Proteine in das Sammelgel wurde zunächst eine Leistung von 10 Watt pro 

Gel angelegt, um diese nach 10 min auf 2-3 Watt pro Gel für den Übernachtlauf 

herabzusetzen.  

 

Färbung der Polyacrylamidgele  

Die Visualisierung der aufgetrennten Proteine in 1D oder 2D Gelen erfolgte entweder 

über Fluoreszenzfärbungen oder Absorptionsfärbungen. Der Vorteil von 

Fluoreszenzfärbungen ist die erhöhte Sensitivität, während die Absorptionsfärbungen 

das Proteinmuster ohne weitere Hilfsmittel direkt sichtbar werden lassen. 

Für die Färbung phosphorylierter Proteine wurde Pro-Q Diamond verwendet (Agrawal 

and Thelen, 2009). Die Färbung der phosphorylierten Proteine fand bei Raumtemperatur 

in lichtundurchlässigen Färbeschalen und auf dem Schüttler statt. Dazu wurden die Gele 

zunächst zweimal für 30 min in 500 ml der Fixierlösung 1 fixiert. Darauf folgend wurden 

diese mindestens viermal für 15 min mit A. dest. gewaschen, um SDS sowie Reste der 

Fixierlösung zu entfernen. Anschließend erfolgte die eigentliche Färbung für 2,5 h mit 

150 ml Pro-Q Diamond und 300 ml A. dest.. Die Entfärbung der Gele erfolgte in 500 ml 

Entfärbelösung, welche alle 30 min gewechselt wurde. Im vierten Entfärbungsschritt 

wurde die Inkubationszeit auf 45 min ausgedehnt. Anschließend wurden die Gele erneut 

zweimal für je 10 min mit A. dest. gewaschen. Die Gele wurden mit dem molecular 

Imager FX mit UV Licht bei einer Anregungswellenlänge von 532 nm eingescannt. Die 

Emission wurde mit einem 555 nm Filter mit einer Laserintensität von 65 % gemessen. 

Nach der Phosphoproteinfärbung wurde für die Gesamtproteinfärbung Flamingo 

Fluorescent Gel Stain von Bio-Rad verwendet. Der Farbstoff eignet sich für die 

Visualisierung von Proteinspots bis 0,25 ng (Herstellerangaben). Für die Flamingo 

Färbung wurden die Gele zunächst, wie zuvor beschrieben, wieder fixiert, um den Pro-Q 
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Farbstoff aus dem Gel zu waschen. Die Fixierzeit betrug in diesem Schritt mindestens 

eine Stunde und wurde mit 500 ml Fixierlösung 2 durchgeführt. Anschließend wurde das 

Gel erneut je zweimal für 10 min gewaschen und danach mit 200 ml Flamingo Lösung 

(20 ml Farbstoff und 180 ml A. dest.) gefärbt. Hierbei konnte die Färbezeit von 3 h bis 

72 h variieren. Die gefärbten Proteine auf den Gelen wurden ohne weitere Waschschritte 

direkt gescannt. Hierfür wurde ein Typhoon Scanner 9400 mit dem Programm Typhoon 

Scanner Control Version 5.0 verwendet. Der Scanner wurde im Fluoreszenz Modus, mit 

dem grünen Laser sowie dem Emissionsfilter 560 LP Gen Purple verwendet. Das Gel 

wurde mit 200 Punkten pro Zoll (dpi, aus dem Englischen dots per inch) gescannt, wobei 

der maximale Intensitätswert zwischen 80.000 und 100.000 liegen sollte, damit keine 

abundanten Proteinspots im Sättigungsbereich liegen. Um dieses Ziel zu erreichen, 

wurde die Detektorspannung (üblicherweise um 450 V) variiert.  

Für Visualisierungen von Banden in 1D Gelen oder zum Ausschneiden der 

Proteinspots nach der Pro-Q und Flamingo Färbung, wurde der Farbstoff Coomassie 

Brilliant Blue G250 genutzt. Dieser bindet an die basischen und aromatischen 

Aminosäuren der Proteine, wodurch diese sichtbar gemacht werden. Auch hierfür 

mussten die Gele, wie bei der Flamingo Färbung beschrieben, fixiert werden. Die 

Färbung wurde je nach Gelgröße mit Volumina zwischen 50 und 250 ml (1D und 2D Gel) 

durchgeführt, indem die Coomassie Färbelösung 5:1 mit Ethanol gemischt wurde. Für 

die Entfärbung des Hintergrunds wurde das Gel anschließend in A. dest. gewaschen. 

Das Scannen der Gele erfolgte mittels des X-finity ultra Scanners und einer Auflösung 

von 200 dpi. Mit der Software Launch SilverFast Quato wurde der dunkelste Punkt mit 

dem Densitometer bestimmt und die Helligkeit dementsprechend angepasst. Zum 

Abschluss wurde dann ein Bild in 16 Bit Graustufen aufgenommen und das Gel bis zur 

weiteren Verwendung zwischen Klarsichtfolie eingeschweißt und bei 4° C aufbewahrt.  

 

Bildauswertung von 2D Gelen 

Die Auswertung der eingescannten 2D Gelbilder erfolgte mittels der Software Delta2D 

der Firma Decodon. Die Bilddateien wurden in das Programm geladen und richtig 

positioniert. Um zum Beispiel durch Staub entstandene Artefakte von den Bildern zu 

entfernen, wurde ein Partikelfilter der Stufe 2 angewendet. Anschließend wurden die 

Bilder des Pro-Q und Flamingo gefärbten Gels in der Zweikanalansicht nebeneinander 

gelegt und die Spots übereinander gezogen (warping) (Luhn et al., 2003). Dazu erhielten 

die beiden Gelbilder Falschfarben. Das Bild des Gels mit den mittels Flamingo gefärbten 

Proteinen bekam die Falschfarbe Grün, das Bild aus der Pro-Q Färbung bekam Rot. 

Durch diese Falschfarben entstand ein Zweikanalbild mit grünen, gelben und roten 
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Spots. Hierbei entsprachen die grünen Spots nicht phosphorylierten Proteinen, weil 

diese von der Färbung mit Flamingo stammten. Gelbe Spots stellten Proteine dar, die 

durch beide Farbstoffe ähnlich stark gefärbt wurden und die roten Proteinspots wurden 

überproportional nur durch Pro-Q angefärbt. Bei diesen Spots sollte es sich um putativ 

phosphorylierte Proteine handeln. Um eine verlässliche Aussage treffen zu können, 

welche Proteinspots phosphoryliert waren, wurde das Verhältnis der Intensitäten der 

Pro-Q gefärbten Proteinspots gegen die des entsprechend Flamingo gefärbten Bilds in 

Delta2D gebildet. Hierdurch konnten alle Proteinspots durch eine Gaußsche 

Normalverteilung dargestellt werden. Die stärker angefärbten phosphorylierten 

Proteinspots lagen jedoch außerhalb dieser Gaußkurve (putativ phosphorylierte 

Proteine) und konnten dadurch bestimmt werden (Eymann et al., 2007). 

 

In-Gel Verdau von Proteinen für die Massenspektrometrie 

Für die massenspektrometrische Analyse von Proteinen aus 1D und 2D Gelen 

wurden die 1D Gele in einzelne Banden geteilt oder aber interessante Spots spezifisch 

aus 2D Gelen ausgeschnitten. Während bei 1D Gelen die Spuren zu zehn Teilen mit 

einem Skalpell zerschnitten wurden, erfolgte das Heraustrennen interessanter 

Proteinspots aus dem 2D Gel mit gekürzten Pipettenspitzen (Eymann et al., 2007). 

Diese wurden anschließend in beschichtete Reaktionsgefäße überführt. Die 

geschnittenen Gelstückchen wurden je nach Menge zweimal mit 200-500 μl 

Gelwaschlösung für 15 min bei 900 rpm und 37° C gewaschen. War nach beiden 

Waschschritten noch eine Färbung der Gelstückchen erkennbar, erfolgte ein erneuter 

Waschschritt. Nach Abnahme des Überstandes der Gelstückchen wurden diese in einer 

Vakuumzentrifuge bei 30° C getrocknet. Für die proteolytische Spaltung der Proteine 

wurde Trypsinlösung (2 ng/µl) auf die Gelstückchen gegeben, wobei überschüssige 

Lösung nach ca. 15-minütiger Inkubation wieder abgenommen wurde. Die proteolytische 

Spaltung erfolgte über Nacht bei 37° C. Zum Eluieren der Peptide wurden die 

Reaktionsgefäße am nächsten Tag mit 50-150 µl A. bidest. befüllt und für 15 min im 

Ultraschallbad extrahiert. Die Peptidlösung wurde dann abgenommen, in MS-vials 

überführt, auf 10 µl eingeengt und massenspektrometrisch analysiert. 
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6.2.5 Probenvorbereitung für die Quantifizierung von Proteinen 

Quantifizierung von putativ phosphorylierten Proteinen von S. pneumoniae 

D39 mittels 2D Gelen 

Für die quantitative Analyse der phosphorylierten Proteine wurden 2D Gele aus 

Proteinextrakten des unbekapselten S. pneumoniae D39 Wildtyps und der ΔstkP 

Kinasemutante erstellt und mit dem Programm Delta2D ausgewertet. Nach dem 

Einladen der Bilder der gescannten Gele wurden diese von unspezifischen Bildpunkten 

(zum Beispiel Staub oder andere Partikel) bereinigt (Partikelfilter auf 1 oder 2) und die 

Falschfarbenbilder generiert. Zum Vergleich der Spotintensitäten wurden die Gelbilder 

anschließend durch sogenanntes warping übereinandergelegt. Danach erfolgten die 

Spotdetektion und der Vergleich der Pro-Q Intensitäten der Spots zwischen den beiden 

Stämmen.  

 

SILAC Quantifizierung von S. pneumoniae  

Für Experimente, die die Quantifizierung von Proteinen mittels SILAC Methode zum 

Ziel hatten, wurde S. pneumoniae D39 (Wildtyp und Mutanten) in RPMI Medium 

kultiviert. Dem Medium wurde nachträglich je 100 mg/l gelöstes und steril filtriertes 

Arginin und Lysin in das RPMI Puffermedium hinzugefügt. Die Aminosäuren enthielten 

entweder 12C oder das schwere Isotop 13C. Für den globalen Quantifizierungsstandard 

wurden alle Stämme mit zwei Vorkulturen in 13C Arginin und Lysin supplementiertem 

RPMI Medium angezogen. Nach dem Zellaufschluss wurden die Proteinmengen des 

unbekapselten Wildtyps und der Kinase in einem Verhältnis von 1:1 gemischt. Somit 

wurde ein schwerer, 13C isotopenmarkierter Standard mit größtmöglicher 

Proteinabdeckung erhalten. Zusätzlich wurden die Stämme als unmarkierte Kulturen in 

12C haltigem RPMI Medium, zu jeweils drei Bioreplikaten, kultiviert. Im Anschluss an den 

Zellaufschluss und die Proteinbestimmung wurde zu jedem Replikat dieselbe Menge an 

schwerem, 13C isotopenmarkierter Standard zugemischt und die Proteine über ein 1D 

Gel separiert.  

  

14N/15N Quantifizierung von B. pumilus 

Für die 14N/15N Quantifizierung von B. pumilus wurde eine Mischung aus 

metabolischer Markierung und 2D Gelen angewandt. Ebenso wie bei der SILAC 

Quantifizierung erfolgte die Markierung auf Zellebene. Für den Quantifizierungsstandard 

wurde 15N markiertes BioExpress Medium für die Kultivierung verwendet. Nach der 

Kultivierung der Kontrollprobe (OD540nm = 1,0-1,1) und der mit H2O2, wie oben 
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beschrieben, behandelten Probe (0,2 % (v/v) Wasserstoffperoxid, 30 min Inkubation) in 

jeweils 15N haltigem Medium wurden die Zellen aufgeschlossen und die Proteinmengen 

in einem Verhältnis von 1:1 miteinander gemischt. Parallel dazu wurde B. pumilus unter 

vergleichbaren Kultivierungsbedingungen in drei biologischen Replikaten in LB-Medium 

angezogen. Zur Quantifizierung wurden nach Zellaufschluss der 15N Standard und die 

Vergleichsprobe (14N) im Verhältnis 1:1 in Bezug auf die Proteinmenge gemischt und 

anschließend auf dem 2D Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Hierbei wurden immer drei 

technische Replikate beim Ausstechen der Spots zusammengeführt und anschließend 

wie oben beschrieben in einem In-Gel Verdau tryptisch gespalten und 

massenspektrometrisch vermessen.  

 

6.2.6 Phosphopeptidanreicherung 

Für die Analyse der phosphorylierten Proteine wurde neben der zuvor beschriebenen 

gelbasierten Methode mittels Phosphoproteinfärbung als weitere Methode die 

Phosphopeptidanreicherung in einem gelfreien Ansatz benutzt. Diese basiert auf der 

Anreicherung von phosphorylierten Peptiden mit TiO2 nach dem Protokoll von Olsen und 

Macek (Macek et al., 2009). Da für die Anreicherungsmethode große Mengen 

Proteinrohextrakt benötigt wurden (50 mg), erfolgte wie oben beschrieben, die 

Kultivierung von 500 ml Streptokokken aus 50 ml Reaktionsgefäßen. Für die 

Phosphopeptidanreicherung wurde S. pneumoniae D39 in THY Medium bis zur 

exponentiellen Wachstumsphase und in CDM bis zur exponentiellen und transienten 

Wachstumsphase kultiviert.  

 

Gelfreier Proteaseverdau 

Die gewonnenen Bakterienpellets wurden in 1-2 ml Lysepuffer resuspendiert und bei 

37° C für 15 min inkubiert. Danach folgte der Aufschluss mittels Ribolyzer für dreimal 

30 s bei 6.000 rpm. Zwischen den drei Zyklen wurden die Proben auf Eis gekühlt. 

Anschließend wurden die Zelltrümmer und Glasperlen für 10 min bei 5.000 x g und 4° C 

zentrifugiert und der Überstand mit 10 µl/ml Nukleasemix für 10 min bei 37° C versetzt. 

N-Octyl-beta-D-glucopyranosid wurde zu einer finalen Konzentration von 1 % (m/v) 

zugesetzt und das Lysat im Anschluss für 30 min bei 15.800 x g und 4° C zentrifugiert. 

Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurden die Proteine im 

Rohextrakt über Nacht bei -20° C und nach Zusatz des fünffachen Probenvolumens an 

Aceton gefällt. Am nächsten Tag wurden die präzipitierten Proteine für 30 min bei 

10.000 x g und 4° C zentrifugiert, anschließend zweimal mit Aceton gewaschen und in 
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ein 1,7 ml Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet wurde an der Luft getrocknet um 

Acetonrückstände vollständig zu entfernen. Im Folgenden wurden die präzipitierten 

Proteine, je nach Größe des Pellet, mit 100-200 µl Denaturierungspuffer versetzt. 

Anschließend wurden 2 µl Reduktionspuffer dazugegeben und die Lösung für 1 h im 

Dunkeln geschüttelt. Nach der Reduktion der Disulfidbrücken durch DTT, erfolgte die 

Alkylierung durch Zugabe des Alkylierungspuffers. Dieser sollte nun einen pH-Wert von 

8,0 besitzen, was mit Hilfe von pH Papier bestätigt wurde. Wenn nötig wurde dieser 

mittels 1 mol/l HCl oder 1 mol/l NaOH korrekt eingestellt. Der erste Teil des 

Proteaseverdaus wurde mit 1 µg Lysyl Endopeptidase (LysC) je 500 µg Probenprotein 

für 6-8 h bei Raumtemperatur durchgeführt. Die so vorverdaute Probe wurde im 

Verhältnis 1:5 Probe zu Wasser mit A. bidest. verdünnt und der pH-Wert erneut auf 8,0 

adjustiert. Die anschließende proteolytische Spaltung mit Trypsin erfolgte über Nacht 

und bei Raumtemperatur. Dafür wurden 0,2 μg Trypsin je 100 μg Protein verwendet.  

 

Kationenaustauschchromatographie  

Nach dem Proteaseverdau wurden die Peptide mittels Kationenaustausch-

chromatographie (SCX) über eine 1 ml Resource S Säule von GE Healthcare 

vorfraktioniert. Dafür wurde das Peptidgemisch auf 45 ml mit A. dest. verdünnt und 

mittels TFA auf einen pH-Wert von 2,7 eingestellt. Nach einem 20-minütigen 

Zentrifugationsschritt bei 8.000 x g und 22° C für die Entfernung eventueller Präzipitate 

wurden die Peptide mit dem Äkta-Explorer 900 von GE Healthcare getrennt. Hierfür 

wurde ein Fluss von 1 ml/min verwendet und jeweils 1,8 ml Säulen für jede Fraktion 

aufgefangen. Die Trennung der Peptide erfolgte mit einem binären Gradienten aus 

Puffer A und B (Tabelle 31), nach einer Ladezeit von 47,5 min. Durch zusätzliche 

Äquilibrierschritte der Säule betrug die Gesamtlaufzeit 52,5 min. Abbildung 5 zeigt die 

Chromatographie an einem Beispiel von S. pneumoniae D39 Extrakt in CDM. Anhand 

der UV-Detektion bei 214 nm konnte die Chromatographie nachvollzogen werden. Nach 

der Fraktionierung wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -80° C gelagert. 

 

Tabelle 31: Gradient der Kationenaustauschchromatographie. 

Zeit [min] Konzentration Puffer A Konzentration Puffer B 

0 100 % 0 % 

32 70 % 30 % 

37 70 % 30 % 

37,1 0 % 100 % 

47 0 % 100 % 

47,5 100 % 0 % 
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52,5 100 % 0 % 

 

 

Abbildung 5: Chromatogramm der Kationenaustauschchromatographie eines Peptidextraktes von 
S. pneumoniae D39. Die blaue Linie zeigt die Konduktivität und die grüne die Konzentration des 
Puffers B in Prozent über die Zeit. Die gesammelten Fraktionen sind rot eingezeichnet. Auf der x-
Achse ist das jeweilige Probenvolumen dargestellt. 

 

TiO2 Anreicherung von phosphorylierten Peptiden 

Für die Anreicherung der phosphorylierten Peptide wurden die zuvor über SCX 

vorfraktionierten Proben mittels TiO2 angereichert. Anhand der UV-Signale während der 

Chromatographie wurde der Phosphopeptidgehalt der verschiedenen Fraktionen 

beurteilt und so abgeschätzt, welche Fraktionen mit niedrigem Phosphopeptidgehalt 

zusammengeführt werden sollten (Beispiel für die Chromatographie in Abbildung 5). Vor 

dem Einsatz des TiO2 wurde dieses für 10 min mit 50 µl DHB inkubiert. Alle Inkubations- 

und Zentrifugationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur und im Dunkeln. Für jede 

Probe (1,8 ml Fraktion) wurden 5 mg inkubiertes TiO2 verwendet. Das TiO2 wurde 

zusammen mit der Peptidlösung für 30 min mit dem Überkopfschüttler inkubiert und 

danach für 2 min bei 8.000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde für weitere 

Anreicherungen verwendet, wobei mit dem Überstand die Anreicherung bis zu dreimal 

wiederholt werden konnte. Das TiO2 mit den gebundenen Phosphopeptiden wurde 

anschließend zweimal gewaschen. Dem zehnminütigen Waschschritt mit Waschlösung 

1, schloss sich ein 2-minütiger Zentrifugationsschritt des TiO2 mit den gebundenen 

Phosphopeptiden bei 8000 x g an. Der Überstand wurde verworfen und Waschlösung 2 

K
o
n
d
u
k
ti
v
it
ä
t

[m
A

U
]

Probenvolumen [ml]

A
n
te

il
H

o
c
h
s
a
lz

p
u
ff

e
r

B
 i
m

L
a
u
fm

it
te

l
[%

]

0 8020 40 60

0

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

30

60

90

Gesammelte Fraktionen



Material und Methoden 

 

70 
 

zu der Probe dazugegeben. Nach einer weiteren zehnminütigen Inkubation wurde 

wieder 2 min bei 8.000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde 

mit 50 µl Waschlösung 2 resuspendiert und auf mit C8-Material gefüllte Pipettenspitzen 

von Thermo Fisher Scientific gegeben. Diese Spitzen wurden in Reaktionsgefäße mit 

durchgestoßenen Deckeln hineingesteckt und mittels Zentrifugation für 5 min bei 1.300 x 

g wurden so die Rückstände der Waschlösung 2 entfernt. Zum Eluieren der 

phosphorylierten Peptide wurden 100 µl Elutionslösung auf die C8-Säule gegeben und 

für 3 min bei 1.300 x g zentrifugiert. Die Elution wurde dreimal wiederholt, die Eluate 

vereinigt und mittels Vakuumzentrifuge auf 5 µl eingeengt. Zum Ansäuern der Proben 

vor der massenspektrometrischen Messung wurden die fertigen Eluate mit 1 µl Lösung A 

versetzt und auf 10 µl mit A. bidest. aufgefüllt.  

 

6.2.7 Massenspektrometrie 

Die gereinigten und gelösten Peptide wurden bis zur massenspektrometrischen 

Analyse bei 4° C aufbewahrt. Die Peptidgemische wurden durch Flüssigchromatographie 

mit Hilfe eines binären Gradienten aus Laufmittel A und Laufmittel B separiert. Die 

Auftrennung erfolgte über eine selbstgepackte C18-Säule (Luna 3n, Phenomenex) mit 

einem Fluss von 300 nl/min. Die Peptide wurden anschließend über eine ESI-Quelle 

ionisiert, zur Fragmentierung wurde CID verwendet. Die Detektion erfolgte im 

datenabhängigen MS/MS Modus und der Übersichtsscan wurde je nach verwendetem 

Gerätetyp mit einer Auflösung von 30.000 (Orbitrap) oder 60.000 (Orbitrap Velos/Elite) 

durchgeführt. Für die Messung der 2D Gelproben wurde für ältere Proben eine Top 5 

(Orbitrap) Methode und später eine Top 20 (Orbitrap Velos/Elite) Methode benutzt. Für 

die Messungen der Proben der Quantifizierungsexperimente und der gelfreien 

Experimente wurde die Top 20 Methode benutzt. Für die Echtzeitkalibrierung wurde die 

sogenannte Lockmassen-Option, also eine gewählte Referenzmasse des 

Polydimethylcyclosiloxane-Ions von m/z 445,120025, eingestellt. Für die Messung der 

Phosphopeptide wurde die Option MSA mit -97,98, -48,99, -32,70 und -24,49 Th gewählt 

(Schroeder et al., 2004). 

Angewendete Gradienten für die unterschiedlichen Experimente sowie 

gerätespezifische Einstellungen sind nachfolgend aufgelistet (Tabelle 32).  
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Tabelle 32: LC Gradient in Abhängigkeit vom Projekt. 

B. pumilus 2D Gel Spotidentifikation für 14N/15N Quantifizierung 
Zeit [min] Konzentration Puffer A [%] Konzentration Puffer B [%] 

0 99 1  
1 90 10  

26 75 25  
36 25 75  
37 1 99  
41 1 99  
42 99 1  
45 99 1  

S. pneumoniae Spotidentifikation aus 2D Gel für Phosphoproteinidentifizierungen 
Zeit [min] Konzentration Puffer A [%] Konzentration Puffer B [%] 

0 99  1  
1 95  5  

33 75  25  
45 25  75  
46 1  99  
50 1  99  
51 99  1  
60 99  1  

Messungen der Proben der Phosphopeptidanreicherung von S. pneumoniae  
Zeit [min] Konzentration Puffer A [%] Konzentration Puffer B [%] 

0 99  1  
1 95  5  

67 75  25  
79 25  75  
80 1  99  
87 1  99  
88 99  1  
100 99  1  

Messung der 1D Gel Banden von S. pneumoniae (SILAC Versuch) 
Zeit [min] Konzentration Puffer A [%] Konzentration Puffer B [%] 

0 99  1  
3 95  5  

69 75  25  
79 25  75  
80 1  99  
84 1  99  
85 99  1  
100 99  1  
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Tabelle 33: Parameter zur MS Analyse in Abhängigkeit vom Gerät. 

Parameter der 
Geräte 

LTQ 
Orbitrap 

LTQ 
Orbitrap Velos 

LTQ 
Orbitrap Velos 

Pro 

LTQ 
Orbitrap Elite 

Full Scan 

Resolution 30.000 60.000 60.000 60.000 
Mass Range [m/z] 300-2.000 300-2.000 300-2.000 300-2.000 

MS/MS Scan 

Repeat Count 1 1 1 1 
Repeat Duration [s] 30 20 20 30 
Dynamic Exclusion 

List Size 
500 500 500 500 

Dynamic Exclusion 
Duration [s] 

30 10 10 30 

Minimum Signal 
Threshold [counts] 

1000 500 500 500 

Activation Type CID CID CID CID 
Collision Energy 

[eV] 
35 35 35 35 

Isolation Width 
[m/z] 

2 2 2 2 

Reject charge state 
1 

ja ja ja ja 

Wideband 
activation 

ja ja ja nein 

Tunefile 

FTMS Full Max Ion 
Time [ms] 

100 500 1.000 400 

ITMS MSn Max Ion 
Time [ms] 

200 200  200 200 

FTMS Full AGC 
Target 

1E6 1E6 1E6 1E6 

ITMSn AGC Target 1E4 5E3 5E3 1E4 
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6.2.8 Auswertung mittels Datenbanksuchen 

Für die Auswertung der erhaltenen Rohdaten aus den MS Messungen (Xcalibur Raw 

Files) wurden diese mit verschiedenen Suchprogrammen gegen Proteindatenbanken 

gesucht. Die Suchen erfolgten gegen die in Tabelle 34 aufgelisteten Datenbanken, 

welche die jeweils möglichen Proteine der Organismen sowie 42 Proteinsequenzen von 

als Laborkontaminanten bekannten Organismen (Tabelle 35) enthielten.  

 

Tabelle 34: Stämme und Gesamtproteinzahlen der verwendeten Datenbanken. Sie enthielten 
zusätzlich die Proteinsequenzen der in Tabelle 35 aufgeführten Laborkontaminanten. 

Organismus 
Anzahl 

Datenbankeinträge 
Quelle Version 

S. pneumoniae 
D39 

1.914 

NCBI 

(Lanie et al., 
2007) 

26.09.2011 

B. pumilus SAFR-
032 

3.675 
Uniprot (Gioia 
et al., 2007)  

08.10.2013 

 

Tabelle 35: Liste aller Kontaminanten in den Datenbanken. 

Protein Beschreibung Protein Beschreibung 

ALBU_BOVIN serum albumin KRA3_SHEEP keratin, high-sulfur matrix protein, IIIA3 

ENO1_YEAST enolase KRA33_SHEEP keratin, high sulfur matrix protein, IIIB3 

K1C10_HUMAN keratin, type I cytoskeletal 10 KRA34_SHEEP keratin, high sulfur matrix protein, IIIB4 

K1C15_SHEEP keratin, type I cytoskeletal 15 KRA3A_SHEEP keratin, high-sulfur matrix protein, IIIA3A 

K1C9_HUMAN keratin, type I cytoskeletal 9 KRA61_SHEEP keratin-associated protein 6-1 

K1H1_HUMAN keratin, type I cuticular Ha1 KRB2A_SHEEP keratin, high-sulfur matrix protein, B2A 

K1H2_HUMAN keratin, type I cuticular Ha2 KRB2B_SHEEP keratin, high-sulfur matrix protein, B2B 

K1H4_HUMAN keratin, type I cuticular Ha4 KRB2C_SHEEP keratin, high-sulfur matrix protein, B2C 

K1H5_HUMAN keratin, type I cuticular Ha5 KRB2D_SHEEP keratin, high-sulfur matrix protein, B2D 

K1H6_HUMAN keratin, type I cuticular Ha6 KRHB1_HUMAN keratin, type II cuticular Hb1 

K1H7_HUMAN keratin, type I cuticular Ha7 KRHB2_HUMAN keratin, type II cuticular Hb2 

K1H8_HUMAN keratin, type I cuticular Ha8 KRHB3_HUMAN keratin, type II cuticular Hb3 

K1HA_HUMAN keratin, type I cuticular Ha3-I KRHB4_HUMAN keratin, type II cuticular Hb4 

K1HB_HUMAN keratin, type I cuticular Ha3-II KRHB5_HUMAN keratin, type II cuticular Hb5 

K1M1_SHEEP 
keratin, type I microfibrillar 48 kDa, 

component 8C-1 
KRHB6_HUMAN keratin, type II cuticular Hb6 

K1M2_SHEEP 
keratin, type I microfibrillar, 47.6 

kDa 
KRUC_SHEEP keratin, ultra high-sulfur matrix protein 

K22E_HUMAN 
keratin, type II cytoskeletal 2 

epidermal 
PRTK_ENGAL proteinase K 

K2C1_HUMAN keratin, type II cytoskeletal 1 SSPA_STAAU glutamyl endopeptidase 

K2M1_SHEEP keratin, type II microfibrillar TRY1_BOVIN cationic trypsin 

K2M2_SHEEP 
keratin, type II microfibrillar, 

component 7C 
TRY2_BOVIN anionic trypsin 

K2M3_SHEEP 
keratin, type II microfibrillar, 

component 5 
TRYP_PIG trypsin 
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Sorcerer  

Für die Datenbanksuche mittels Sorcerer mit implementiertem Sequest-

Suchalgorithmus wurden die jeweiligen in Tabelle 34 aufgelisteten Datenbanken und die 

in Tabelle 35 aufgelisteten Kontaminanten benutzt. Zu allen Proteinen in den 

Datenbanken wurden zusätzlich umgekehrte (reverse) Einträge der 

Aminosäuresequenzen hinzugefügt. Für die Suchen wurden Massenabweichungen von 

10 ppm für die Vorläuferionen und 1 Da für die Fragmentionen erlaubt. Als Enzym wurde 

Trypsin mit maximal zwei ausgelassenen Schnittstellen gewählt. Insgesamt durften in 

einem Peptid bis zu drei Modifikationen vorkommen. Hierbei wurde nach Methionin 

Oxidationen (+15,99 Da), Carbamidomethylierungen am Cystein (+57,02 Da) und 

Phosphorylierung (+79,97 Da) an Serin, Threonin und Tyrosin gesucht.  

Zum Filtern der Daten wurden die Suchergebnisse mit Scaffold prozessiert. Folgende 

Kriterien wurden hierbei gewählt: Massenabweichungen von ≤ 5 ppm für die 

Vorläuferionen, XCorr vs. Ladungszustand von ≤ 2,2 für zweifach geladene Ionen, ≤ 3,3 

für dreifach geladene Ionen und ≤ 3,75 für vierfach und höher geladene Ionen und einer 

peptide probability von ≥ 0,9. Die peptide probability gibt an, wie wahrscheinlich eine 

Peptididentifizierung ist. Dies wird in dieser Arbeit fortlaufend mit dem deutschen Begriff 

Peptidwahrscheinlichkeit beschrieben. Zusätzlich durften die Peptide nicht weniger als 

sieben Aminosäuren enthalten. Am Ende wurden alle Spektren von phosphorylierten 

Peptiden, die die Filterkriterien erfüllten, manuell validiert (7.1.1). 

 

Proteome Discoverer  

Die gelfreien S. pneumoniae D39 Daten wurden zusätzlich mittels Proteome 

Discoverer ausgewertet. Da das Programm selbst umgekehrte Einträge beim Einladen 

der Datenbanken erzeugt, wurde nur die jeweilige Datenbank des Organismus mit den 

Kontaminanten verwendet. Für die Datenbanksuche wurde wie bei der Sorcerer Suche 

nach Methionin Oxidationen, Carbamidomethylierungen am Cystein und 

Phosphorylierung an Serin, Threonin und Tyrosin gesucht. Als Enzym wurde Trypsin mit 

maximal zwei ausgelassenen Schnittstellen eingestellt. Die Filterung der Daten erfolgte 

mit einer Falschpositivenrate (FPR) von ≤ 1 % nach den gleichen wie bei der Sorcerer 

Suche verwendeten XCorr Werten und Massenabweichungen und Peptidlängen. Auch 

hier wurden maximal drei Modifikationen pro Peptid zugelassen. Final wurden alle 

Spektren von phosphorylierten Proteinen, welche die Filterkriterien erfüllten, manuell 

validiert. 
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Comet 

Die Datenbanksuche der vermessenen B. pumilus Proteinspots erfolgte mittels Comet 

(Eng et al., 2013) über die Trans-Proteom-Pipeline (TPP) Oberfläche (Keller et al., 

2005). Dafür mussten die erhaltenen Rohdaten im.raw Format zunächst mittels des 

Programms MSConvert in.mzXML Dateien umgewandelt werden (Kessner et al., 2008). 

Damit die Suchen gestartet werden konnten, mussten die.mzXML Dateien und 

Parameterdateien für die Suche in dem gleichen Ordner hinterlegt und eine Datenbank 

mit umgekehrten Sequenzen (als REVERSE_ bezeichnet) verfügbar sein. Die 

wichtigsten Einstellungen für das Comet Parameterfile sind in Tabelle 36 aufgelistet. Da 

eine Quantifizierung der Daten angestrebt war, wurde einmal mit den standardmäßig 

genutzten Modifikationen gesucht (Oxidationen, Carbamidomethylierungen und 

Phosphorylierungen, s.o.). In einer zweiten Suche wurde zusätzlich mit statischer 15N 

Modifikation an allen Aminosäuren für den schweren Standard gesucht. Im Anschluss an 

die Datenbanksuche wurden die entstandenen pep.xml Dateien mit Xinteract über 

Analyze Peptides in der TPP zusammengefasst. Als Zusatzoptionen wurden run 

PeptideProphet, Use decoy hits to pin down the negative distribution und Decoy Protein 

names begin with: REVERSE_ genutzt. Zum Zusammenführen der 14N/15N Suchen 

wurden beide entstandenen interact.pep.xml Dateien über Combine Analysis mit dem 

iProphet Algorithmus zu einer interact.ipro.pep.xml Datei mittels TPP zusammengefasst. 

Diese interact.ipro.pep.xml Datei wurde mit den.mzXML Dateien und der Datenbank in 

dem Programm Skyline für die Quantifizierung der Proteinspots eingeladen. Für jeden 

Proteinspot wurde in Skyline eine Bibliothek aus den Daten mit einer 

Peptidwahrscheinlichkeit von 0,95 erstellt. Als Enzym wurde Trypsin mit maximal einer 

ausgelassenen Schnittstelle eingestellt und alle passenden Scans wurden zugelassen. 

Anschließend wurden die Peptide quantifiziert, wobei Peptide, welche nur als leichtes 

oder schweres Peptid gefunden wurden oder welche nicht klar zugeordnet oder 

quantifiziert werden konnten, da beispielsweise das S/R Verhältnis zu klein war, 

verworfen wurden. Aus allen quantifizierten Peptiden wurden die Durchschnittswerte für 

die Proteine von den drei biologischen Replikaten berechnet. Proteine mit einem 

absoluten Verhältnis von ≥ 2 wurden als reguliert angenommen. 
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Tabelle 36: Parameter für die Datenbanksuche in der Comet Software. 

Option in Software Einstellung 

peptide_mass_tolerance 10.00 

peptide_mass_units ppm 

mass_type_parent monoisotopic masses 

mass_type_fragment monoisotopic masses 

isotope_error on -1/0/1/2/3 (standard 13C error) 

search_enzyme Trypsin 

num_enzyme_termini fully digested 

allowed_missed_cleavage 2 

variable_mod01 15.9949 M 

variable_mod02 57.0214 C 

variable_mod03 79.966331 STY 

max_variable_mods_in_peptide 3 

ion trap ms/ms 1.0005 tolerance 

decoy_prefix REVERSE_ 

minimum_peaks 10 

add_K_lysine (13C) 6.020129 

add_R_arginine (13C) 6.020129 

 

Manuelle Spektrenverifikation 

Nachdem die phosphorylierten Peptide mit den verschiedenen Suchalgorithmen 

identifiziert wurden, wurden diese Identifizierungen nochmals manuell validiert. Hierzu 

wurden sechs Kriterien angewendet. Waren mindestens fünf der sechs Kriterien erfüllt, 

so wurden die zu den Phosphopeptiden zugeordneten Spektren als identifiziert bewertet. 

Da die Entwicklung der manuellen Verifikation einen Schwerpunkt der vorliegenden 

Arbeit darstellt, befinden sich ausführliche Erläuterungen hierzu im Ergebnisteil, Kapitel 

7.1.1. 

 

6.2.9 Auswertung mittels Spektrenbibliothekssuche 

Erstellen der Spektrenbibliotheken 

Für die Erstellung der Spektrenbibliotheken wurden alle gemessenen Rohdateien der 

gelfreien Experimente von S. pneumoniae D39 nach Umwandlung in.mzXML Dateien 

mittels Sorcerer und aktivierter TPP Export-Option prozessiert. Die Suche der Daten 

erfolgte hierbei mit den wie unter 6.2.8 beschrieben Einstellungen. Die erhaltenen 

pep.xml Dateien aus der Datenbanksuche mit dem Sorcerer wurden mit Analyze 

Peptides in Replikaten in der TPP zusammengefasst (siehe Tabelle 37 für Informationen 

zu der Phosphopeptidspektrenbibliothek). Um alle Spektren in die Bibliothek zu 

bekommen, wurde für das Zusammenstellen der Spektrenbibliothek der 
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Peptidwahrscheinlichkeitsfilter auf 0,000001 gesetzt. Zusätzlich wurde eine minimale 

Peptidlänge von sieben Aminosäuren angegeben. Der nächste Schritt bestand darin, die 

Spektren phosphorylierter Peptide aus der ungefilterten Gesamtbibliothek in eine 

eigenständige Bibliothek zu überführen. Hierfür wurde in der Kommandozeile folgender 

Befehl benutzt: -cfMods =~ Phospho. Die Bibliothek mit den Spektren der 

phosphorylierten Peptide wurde anschließend nach einer Peptidwahrscheinlichkeit von 

0,9 oder nach denselben XCorr Filterkriterien wie bei der Datenbanksuche, gefiltert. Die 

beiden gefilterten Phosphospektrenbibliotheken bestanden aus 2.198 (nach 

Peptidwahrscheinlichkeit) und aus 3.758 Spektren (nach XCorr). Zum manuellen 

Validieren der Spektren wurden aus den beiden gefilterten Bibliotheken 

Konsensusbibliotheken erstellt (union). Hierbei wurden alle Spektren des gleichen 

Peptids mit demselben Ladungszustand und den gleichen Modifikationen 

zusammengefasst. Während der Generierung der Konsensusspektren wurden ungleiche 

Replikatspektren verworfen und alle Peaks und Peakintensitäten der übrigen Spektren 

gemittelt. Peaks, die nur einmal in einem Spektrum erscheinen (Rauschen), wurden 

dabei aus der Analyse verworfen. Anschließend wurden die etwa 2.000 

Konsensusspektren manuell validiert. Wurden die Spektren als identifiziert bewertet, so 

wurden sie in der Konsensusbibliothek belassen. Insgesamt wurden 386 

Konsensusspektren phosphorylierter Proteine akzeptiert, die restlichen Spektren wurden 

aus der Bibliothek gelöscht. Am Ende wurden alle Phosphopeptide welche nicht manuell 

bestätigt wurden, über den Befehl FILTER for Name !~ PeptidX & Name !~ PeptidY aus 

den nicht-Consensus Bibliotheken entfernt. Zur Erstellung der kompletten Bibliothek 

wurden alle Spektren unphosphorylierter Peptide mit einer Peptidwahrscheinlichkeit von 

0,9 gefiltert. Anschließend wurden die Phosphopeptidspektren und die Spektren der 

unmodifizierten Peptide zusammengeführt. Als Option wurde Consensus (union) 

gewählt. Zuletzt wurden mit der Funktion Decoy_Generation Spektren für die 

umgekehrten (reversen) Peptide erstellt (mit Decoy_ markiert). Die erstellte 

Spektrenbibliothek mit den verifizierten Phosphopeptidspektren wird in der Arbeit 

fortlaufend als PTM-Bibliothek bezeichnet. 
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Tabelle 37: Informationen für alle interact.pep.xml Dateien welche für die 
Spektrenbibliotheksgenerierung benutzt wurden. #: Anzahl. 

interact.pep.xml Dateien 
# 

Rohdaten 

# MS2 

Spektren 

# ungefilterte 

PSMs 

# ungefilterte 

Phosphopeptid-

spektren 

cdm1_gf_final_sequesttppsuche

_ interact.pep.xml 
40 392.364 230.519 19.170 

cdm2_gf_final_sequesttppsuche

_ interact.pep.xml 
46 424.121 359.808 32.931 

cdm3_gf_final_sequesttppsuche

_ interact.pep.xml 
40 364.372 260.746 15.640 

cdm4_gf_final_sequesttppsuche

_ interact.pep.xml 
60 514.905 377.681 33.893 

cdm5_gf_final_sequesttppsuche

_ interact.pep.xml 
47 530.886 457.339 52.611 

thy_gf_final_sequesttppsuche_ 

interact.pep.xml 
56 467.246 363.086 34.655 

 

Zusätzlich zu den Bibliotheken aus den experimentellen Spektrendaten wurden zwei 

Bibliotheken aus den Spektren von synthetischen Phosphopeptiden zur Verifizierung der 

PTM-Bibliothek erstellt. Diese Bibliotheken wurden genauso aufgebaut, wie es für die 

PTM-Bibliothek beschrieben wurde. Bibliotheken, die experimentelle 

Phosphopeptidspektren und Spektren der synthetischen Peptide enthielten, wurden in 

der Arbeit als kombinierte Bibliotheken benannt. 

Zur Überprüfung der Anwendbarkeit von Peptidspektrenbibliotheken, die aus 

Spektren synthetischer Peptide aufgenommen wurden, wurde die Suche eines 

unbekannten Datensatzes gegen die PTM-Bibliothek mit den Spektren der synthetischen 

Peptide durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde aus der PTM-Bibliothek der Datensatz 

CDM5 extrahiert. Dies geschah über die Kommandozeile mit dem Befehl: RawSpectrum 

!~ <NAME>. Hierdurch wurden alle Spektren, zugehörig zum CDM5 Datensatz aus der 

Bibliothek entfernt und anschließend die Spektren der synthetischen Peptide eingefügt, 

die Konsensusspektren erstellt und die umgekehrten Peptidspektren hinzugefügt. Diese 

Bibliothek wurde CDM5 freie experimentelle PTM-Bibliothek genannt. 

Die zur Auswertung der Quantifizierung benutzte Spektrenbibliothek wurde aus den 

Daten der gelfreien Experimente, welche zusätzlich um die 2D Gel Messungen und 1D 

Gel Messungen erweitert wurde, aufgebaut. Die MS-Daten der gelbasierten Experimente 

und der Quantifizierungsexperimente wurden wie die gelfreien Daten mit dem Sorcerer 

gesucht und daraus eine Bibliothek erstellt (ohne Phosphorylierungsmodifikation). 

Zusätzlich, um die Quantifizierung durchzuführen, wurden die Daten der 

Quantifizierungsexperimente gegen die S. pneumoniae Proteindatenbank mit statischen 



Material und Methoden 

 

79 
 

13C Modifikationen am Arginin und Lysin gesucht und eine Bibliothek mit den 13C 

Modifikationen erstellt. Anschließend wurden alle Spektren (gelfreie und gelbasierte 

Daten, 12C und 13C Quantifizierungsdaten) in einer Bibliothek zusammengeführt 

(Consensus) und diese nach einer Peptidwahrscheinlichkeit von 0,95 gefiltert und die 

umgekehrten Peptidspektren erstellt. Anschließend wurde die so erstellte 

Spektrenbibliothek für die Suche der Quantifizierungsdaten verwendet. 

 

Suche der Daten gegen Spektrenbibliotheken 

Für die Spektrenbibliothekssuche von S. pneumoniae D39 Proben wurden 

die.mzXML Dateien über den SpectraST Algorithmus der TPP gesucht. Hierfür wurden 

die Proteindatenbank und die Spektrenbibliothek, gegen die gesucht werden sollte, in 

der TPP angegeben. Nach der Suche wurden die erhaltenen pep.xml Dateien mit 

Xinteract zu interact.pep.xml Dateien prozessiert. Als Zusatzoptionen wurde hierbei RUN 

PeptideProphet, Use decoy hits to pin down the negative distribution und Decoy Protein 

names begin with: DECOY_ angegeben. Für den zweiten Teil der kombinierten 

Spektrenbibliotheksanalyse (Datenbankteil) wurden die aus den.mzXML Dateien bei der 

klassischen Sorcerer Suche mit aktivierter TPP Option erhaltenen.pep.xml Dateien 

benutzt. Auch diese wurden mit Xinteract zu interact.pep.xml Dateien mit denselben 

Zusatzoptionen prozessiert.  

Danach wurden mit iProphet die interact.ipro.pep.xml Dateien erstellt. Hierbei wurden 

für die kombinierte Spektrenbibliothekssuche die Dateien der Spektrenbibliothekssuche 

und die der Sorcerer Datenbanksuche zusammengefasst. Alle Ergebnisse wurden nach 

einer Peptidwahrscheinlichkeit von 0,9 für die kombinierte Phosphopeptid-

Spektrenbibliothekssuche und nach 0,95 für das SILAC Quantifizierungsexperiment 

gefiltert. Außerdem wurde eine Mindestpeptidlänge von sieben Aminosäuren 

angegeben. Am Ende wurden die Ergebnisse nach Excel exportiert. Hier erfolgte eine 

zusätzliche Filterung nach der Abweichung der Vorläuferionen (≤ 5 ppm) und eine 

erneute Filterung nach XCorr und Peptidlänge für die kombinierte 

Spektrenbibliothekssuche. Für das SILAC Quantifizierungsexperiment wurden die 

exportierten Dateien wie in Kapitel 6.2.10 beschrieben mit Census weiter prozessiert. 

 

Voronoi-Treemap 

Voronoi-Treemaps [beschrieben im Übersichtsartikel von Bernhardt et al. (Bernhardt 

et al., 2013)] wurden mit Hilfe der Paver Software von der Decodon GmbH erstellt. Dazu 

wurden die Proteine aus der S. pneumoniae D39 Datenbank anhand ihrer Kegg Brite 
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und TIGRFAMs Klassifizierung (stand Juni 2016) 29 funktionellen Proteingruppen 

zugeordnet (Aoki and Kanehisa, 2005, Haft et al., 2001). Nicht zugeordnete Proteine 

wurden manuell über Uniprot und NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

gesucht und nachträglich in die Kategorisierung eingegliedert. Diese manuelle 

Zuordnung wurde in Zusammenarbeit mit Claudia Hirschfeld und Juliane Hoyer 

durchgeführt. Anschließend wurden unsichere Proteinzuordnungen in Kommunikation 

mit Mitarbeitern der AG Hammerschmidt, Genetik Abteilung Greifswald, überprüft. Um zu 

vermeiden, dass Proteine in der finalen Abbildung in mehreren Funktionsfeldern 

erscheinen, wurden nur die Primärfunktionen der Proteine berücksichtigt. Sekundäre 

Zuordnungen wurden manuell entfernt.  

 

Synthetische Peptide 

Für die Verifizierung der gelfreien Ergebnisse wurden synthetische Peptide 

(SpikeTides™) bestellt. Nur Peptide mit einem Arginin oder Lysin am C-terminalen Ende, 

Peptide bis zu einer Länge von 20 Aminosäuren sowie Peptide mit maximal zwei 

Modifikationen waren synthetisierbar.  

Die gelieferten Peptide wurden bis zur Verwendung in einer Mikrotiterplatte bei -20° C 

gelagert und kurz vor der massenspektrometrischen Vermessung nach 

Herstellerangaben vorbereitet. Die Peptide wurden in einem Puffer aus 80 % 0,1 mol/l 

Ammoniumbicarbonat und 20 % ACN gelöst und mit Lösung A auf 100 fmol/l verdünnt. 

Die synthetisierte Peptidmenge in den Mikrotiterplatten betrug 50 nmol. Anschließend 

wurden die Peptide vermessen, wobei auf optimale Intensitäten in der Messung geachtet 

wurde. Die phosphorylierten Peptide wurden aliquotiert und bei -80° C sowohl als 

Lösung, als auch ungelöst gelagert. Insgesamt wurden alle in Anhangstabelle 1 

aufgelisteten Peptide bestellt und für die Generierung der Spektrenbibliotheken mit den 

Spektren der synthetischen Peptide genutzt. 

 

6.2.10 Auswertung der Quantifizierung von S. pneumoniae D39 

Proteinen mit Census 

Für die Quantifizierung des Proteoms von S. pneumoniae D39 Wildtyp und der ∆stkP 

Mutante wurden zuerst die massenspektrometrisch gewonnenen Daten mit Hilfe der 

Spektrenbibliothek identifiziert. Anschließend wurden die Daten über Census quantifiziert 

(Park et al., 2008). Für die Quantifizierung wurden die Ergebnisse der Suche mit der 

Spektrenbibliothek in das Programm Census geladen. Dies wurde durch ein von Kristina 

Plate geschriebenes Skript ermöglicht, welches die interact.ipro.pep.xml Dateien in ein 
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für Census kompatibles.txt Format umschrieb. Weiterhin wurden für die Quantifizierung 

ms1 Dateien benötigt, welche mit dem RawExtractor (V. 1.9.9.2) aus den.raw Dateien 

erstellt wurden. Schließlich wurde eine Konfigurationsdatei mit den aufgelisteten Massen 

für die Markierung (13C am Arginin und Lysin) erstellt. 

Zum Prozessieren der Daten wurden diese in Census über die Option run labeled 

data eingeladen und anschließend die Quantifizierungsergebnisse über „export report“ 

exportiert. Folgende Einstellungen wurden hierbei verwendet: Determination factor 0.7; 

remove peptides with negative R; Discard reverse sequences; Unique peptides only; 

Area ratio lower/upper threshold 0.001/1000; composite score threshold 0.95 und 

minimum peptide number 2. Zusätzlich wurde in den Optionen eine maximale 

Spektrenverschiebung von fünf Spektren zugelassen. Mittels Census wurden die 

Verhältnisse der Proteinintensitäten in den einzelnen Experimenten (leicht, 12C) im 

Verhältnis zu den Proteinintensitäten im globalen Standard (schwer, 13C) berechnet. Die 

finale Auswertung der Ergebnisse erfolgte im Programm Excel. Dazu wurden die 12C/13C 

Verhältnisse zwischen ∆stkP Mutante und dem Wildtyp verglichen. Sogenannte On/Off 

Proteine, also Proteine, die nur in einer der beiden Bedingungen gefunden wurden, 

wurden nochmals in Census geprüft. Zusätzlich dazu wurde ein T-Test in Excel 

durchgeführt. Proteine, die je Bedingung in mindestens zwei von drei biologischen 

Replikaten quantifiziert werden konnten, wurden weiter betrachtet. Ein Protein galt als 

signifikant reguliert zwischen ∆stkP Mutante und dem Wildtyp, wenn der Betrag des 

Verhältnisses (12C∆stkP/13Cglobaler Standard)/(12CWT/13Cglobaler Standard) > 0.6 (log2 Wert) sowie 

gleichzeitig der p-Wert < 0.05 betrug. 
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7 Ergebnisse 

Die vorliegende Arbeit hatte vorrangig zum Ziel, das Phosphoproteom von 

Streptococcus pneumoniae D39 zu untersuchen. Hierfür wurden Methoden zur 

Identifizierung und Quantifizierung phosphorylierter Proteine verbessert und global an 

diesem Organismus angewendet. Um die Anzahl und die Sicherheit der Protein- und 

Phosphoproteinidentifizierungen zu steigern, wurde neben der Optimierung der 

Datenauswertung auch die generelle Versuchsdurchführung verbessert. So wurde die 

SILAC Markierung für S. pneumoniae etabliert sowie eine zusätzliche Qualitätskontrolle 

der Proteinauftrennung im zweidimensionalen (2D) Gel eingeführt. Außerdem wurde in 

einem hier nicht weiter beschriebenen Teilprojekt in Kooperation mit der Firma EDC 

(Electrophoresis Development Consulting, Tübingen, Deutschland) damit begonnen die 

Phosphoproteinfärbung auf horizontalen 2D Gelen, welche eine erhöhte Performance in 

der Proteinseparation besitzen, zu ermöglichen. Durch die Verwendung veränderter 

Puffer und Anpassungen am Färbeprotokoll war es bereits gelungen phosphorylierte 

Proteine zu detektieren. Jedoch bedarf es weiterer Optimierungsschritte, da bis jetzt 

noch nicht alle Phosphoproteine, die mit der klassischen Methode sichtbar waren, 

visualisiert werden konnten. Der Fokus dieser Arbeit liegt jedoch in der verbesserten 

Datenauswertung.  

So wurden zur Analyse von Massenspektren der Protein- und Phosphoproteinextrakte 

neben klassischen Datenbanksuchen, die sich theoretischer Spektreninformationen 

bedienen, Spektrenbibliotheken erstellt, validiert und zur Auswertung der Daten benutzt. 

Um weitere Informationen über die Proteomzusammensetzung des Organismus zu 

erhalten, wurde anschließend eine quantitative Auswertung durchgeführt. Hierbei 

wurden drei verschiedene Quantifizierungsmethoden eingesetzt, wovon zwei Methoden 

im Rahmen dieser Arbeit neu etabliert wurden und dabei auch die eigens erstellte 

Spektrenbibliothek zum Einsatz kam. Es wurden Proteine des unbekapselten Wildtyps 

von S. pneumoniae D39 und dessen isogener ΔstkP Deletionsmutante über 

Spotintensitäten auf 2D Gelen quantifiziert. Zusätzlich wurden die Proteinmengen beider 

Stämme nach metabolischer SILAC Markierung und unter Zuhilfenahme der 

Spektrenbibliothek über das 12C/13C Verhältnis miteinander verglichen. Die Kombination 

der metabolischen Markierung mittels 14N/15N sowie der anschließenden Quantifizierung 

der phosphorylierten Proteine aus 2D Gelen wurde ebenfalls erfolgreich etabliert und 

getestet. Als weiteres Modellbakterium wurde Bacillus pumilus für den Test der 14N/15N 

Quantifizierung nach Trennung der Proteine im 2D Gel herangezogen.  
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7.1 Identifizierung phosphorylierter Proteine  

Ein Ziel dieser Arbeit war es, das Phosphoproteom von S. pneumoniae D39 mittels 

verschiedener Methoden umfassend zu charakterisieren. Neben der Nutzung gelfreier 

und gelbasierter Methoden stand dabei hauptsächlich die Optimierung der Auswertung 

der massenspektrometrischen Daten im Vordergrund. Da unterschiedliche 

Auswerteprogramme bei der Analyse desselben Datensatzes oft auch zu 

unterschiedlichen Ergebnissen führen und dabei auch eine hohe Falschpositivenrate 

(FPR) ausweisen können, wurden verschiedene Auswertestrategien miteinander 

verglichen. Dafür kamen sowohl Suchen mit klassischen Sequenzdatenbanken, als auch 

eine eigens erstellte Spektrenbibliothek zum Einsatz. Zur Überprüfung der 

Phosphopeptididentifizierungen wurden die Ergebnisse nach den jeweiligen 

Datenbanksuchen manuell verifiziert. Dafür wurden zunächst geeignete Kriterien 

zusammengestellt und das Auswerteprotokoll an den S. pneumoniae D39 Extrakten 

eingesetzt und verifiziert. 

 

7.1.1 Kriterien für die manuelle Validierung der Identifizierung 

von Phosphorylierungsstellen 

In den letzten Jahren wurden die Algorithmen für die Identifizierung von Peptiden 

beziehungsweise Proteinen mit Hilfe der Suchen über Datenbanken und somit auch die 

Filterung nach „guten“ (wahren) und „schlechten“ (falschen) Identifizierungen 

phosphorylierter Peptide und Proteine innerhalb vorgefertigter Auswerteprogramme 

ständig weiterentwickelt. Zu strikte Filterkriterien verwerfen viele richtige Ergebnisse und 

bei der Anwendung von zu wenig stringenten Filterkriterien werden viele falschpositive 

Identifizierungen in das Ergebnis eingebracht. Um dies zu umgehen, wurde in der 

vorliegenden Arbeit ein Datensatz mit verschiedenen Suchmaschinen analysiert und alle 

Ergebnisse manuell überprüft. 
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Folgende Kriterien wurden für die manuelle Validierung der Phosphopeptidspektren in 

allen Analysen zusammengestellt (Abbildung 6): 

 

• Es sollen mindestens drei Fragmente einer Ionenserie mit einem m/z Verhältnis 

größer als das Fragment mit der Phosphorylierung gefunden werden. 

• Die Phosphorylierungsstelle muss durch das kleinstmögliche Fragment, das die 

Phosphorylierung trägt, über b- oder y-Ion nachgewiesen werden. 

• Mindestens ein Peptidfragment muss gleichzeitig mit und ohne Neutralverlust 

(Verlust der Phosphatgruppe) gefunden werden. 

• Es dürfen keine großen Peakanhäufungen vorliegen, in denen die Fragmente für 

die Identifizierung des Peptides überlagert werden. 

• Die Fragmente, welche zur Identifizierung der Ionenserie und der 

Phosphorylierungsstelle genutzt werden (vorherige Punkte), dürfen nicht unter 

der durch das Signal-Rausch Verhältnis definierten Intensitätsgrenze liegen. 

• Es dürfen maximal drei nicht-zugeordnete Peaks mit vergleichsweise hoher 

Intensität (Intensität im Bereich der für die Peptididentifizierung wichtigen b- und 

y-Ionen), vorhanden sein. 

 

Waren mindestens fünf dieser sechs Kriterien erfüllt, wurde das Spektrum als 

bestätigt angesehen. Spektren, die diese Kriterien nicht erfüllten, wurden verworfen. 

Dies verworfenen Spektren wurden nicht in die Ergebnisse aufgenommen und auch 

nicht zur Generierung der Spektrenbibliothek herangezogen.  
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Abbildung 6: Grafische Darstellung der sechs aufgelisteten Kriterien für die Verifizierung der 
Phosphopeptidspektren. (A) zeigt ein schlechtes Spektrum, welches verworfen werden sollte und (B) 
ein gutes Phosphopeptidspektrum. In Spektrum (B) wurden drei Fragmente mit einem m/z Verhältnis 
größer als das Fragment mit der Phosphorylierung identifiziert (b5-b7), die Aminosäure mit der 
Phosphatgruppe wurde gefunden (b4Ph), es gab Fragmente mit und ohne Phosphorylierung (-PO3) 
und die für die Identifizierung der Phosphorylierungsstelle charakteristischen m/z-Werte wurden mit 
einer Intensität gefunden, die über dem Schwellenwert für das Signal zu Rausch Verhältnis liegt. 
Spektrum (A) hingegen besitzt einen großen Bereich mit einer Häufung an Peaks (rot) und mehr als 
drei nicht zugeordnete Peaks (u). Identifizierte Peaks sind grün markiert. 
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7.1.2 Identifizierung phosphorylierter Proteine mit klassischen 

Datenbanksuchen 

Bei der Analyse des Phosphoproteoms von S. pneumoniae D39 wurden die 

erzeugten Phosphoproteomdaten zuerst mit klassischen Datenbanksuchen ausgewertet. 

Dazu kamen in dieser Arbeit die Programme Sorcerer und Proteome Discoverer, jeweils 

basierend auf dem Sequest Algorithmus, zum Einsatz.  

 

Identifizierung phosphorylierter Proteine aus 2D Gelen 

Für die Identifizierung phosphorylierter Proteine von S. pneumoniae D39 wurde zuerst 

die 2D gelbasierte Methode verwendet. Der Organismus wurde in chemisch definiertem 

Medium (CDM) kultiviert und in der exponentiellen und transienten Wachstumsphase 

geerntet. Nach der Erstellung der 2D Gele wurden die putativ phosphorylierten Proteine 

aus den Gelen ausgestochen, proteolytisch gespalten und massenspektrometrisch 

vermessen. Die Identifizierung der Phosphoproteine erfolgte durch klassische 

Datenbanksuche mit dem Sorcerer und Auswertung über Scaffold. Anschließend erfolgte 

die manuelle Validierung der Ergebnisse (siehe Kapitel 7.1.1). Insgesamt konnten 24 

putativ phosphorylierte Proteine identifiziert und 15 Phosphorylierungsstellen aus zwölf 

Proteinen zugeordnet werden (Tabelle 38). Ein klassisches 2D Gel mit allen 

identifizierten phosphorylierten Proteinen ist beispielhaft in Abbildung 7 dargestellt. Alle 

Spektren der Phosphopeptide sind in Anhangstabelle 2 zusammengestellt. 
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Tabelle 38: Über 2D Gele mittels Färbung putativ identifizierte phosphorylierte Proteine und, wenn 
bekannt, deren Phosphorylierungsstellen (P-Stelle). Nicht identifizierte P-Stellen wurden mit n.i. 
gekennzeichnet. 

Protein Gi Nummer 
Proteinname 

(kurz) 
Identifizierte P-

Stelle 

phosphopentomutase 116516348 DeoB Y79 

cell division protein DivIVA  116515933 DivIVA T201 

phosphopyruvate hydratase 116516768 Eno n.i. 

cell division protein FtsZ  116516283 FtsZ T356; T/S 389/391 

glyceraldehyde-3-
phosphatedehydrogenase 

116516442 Gap S/T 210/211 

ketol-acid reductoisomerase 116517155 IlvC n.i. 

lactate oxidase 116517149 LctO n.i. 

PTS system ,mannose-specific II AB 
components 

116515792 ManL T284 

ribonucleotide- diphosphate reductase 
subunit beta 

116517162 NrdF n.i. 

NADH oxidase  116516669 Nox n.i. 

proline dipeptidase PepQ 116516123 PepQ n.i. 

phosphoglucomutase/phosphomannomu
tase family protein 

116515604 Pgm S144 

phosphoglucomutase/phosphomannomu
tase family protein 

116516422 GlmM n.i. 

phosphoglycerate kinase 116516585 Pgk n.i. 

phospho carrier protein HPr 116516713 PtsH T20 

pyruvate kinase 116516870 Pyk 
 

DNA-directed RNA polymerase, alpha 
subunit  

116516293 RpoA T216 

30S ribosomal protein S1 116515525 RpsA T385 

hypothetical protein SPD_0091 116517133 SPD_0091 n.i. 

hypothetical protein SPD_0339 116515799 SPD_0339 T79 

protein jag (SpoIIIJ-associated protein ), 
putative  

116516984 SPD_1849 T89 

trigger factor 116516755 Tig n.i. 

elongation factor Tu 116515356 Tuf S43; S52; T225 

putative manganese-dependent 
inorganic pyrophosphatase 

116516825 Ppac n.i. 
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Abbildung 7: 2D Gel eines Gesamtproteinextraktes von S. pneumoniae D39, kultiviert in CDM und in 
der exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Die Proteine wurden im pH Bereich zwischen 4-7 
aufgetrennt. Das Gel wurde einer Gesamt- und einer Phosphofärbung unterzogen (putativ 
phosphorylierte Proteine sind in der Falschfärbung rot, unphosphorylierte Proteine grün dargestellt). 
Weiß beschriftete Proteinspots wurden ohne identifizierte Phosphorylierungsstelle detektiert und bei 
rot markierten Proteinspots wurde auch die Phosphorylierungsstelle identifiziert. 
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Identifizierung phosphorylierter Peptide nach TiO2 Anreicherung 

Zusätzlich zu der gelbasierten Analyse des Organismus wurde das Phosphoproteom 

von S. pneumoniae D39 auch gelfrei nach TiO2-Anreicherung untersucht. Hierfür wurde 

S. pneumoniae in CDM und THY Medium kultiviert, wobei im CDM die logarithmische 

und transiente Wachstumsphase untersucht wurden. Durch die Analyse der 

unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen sollte eine möglichst große Abdeckung des 

zu untersuchenden Phosphoproteoms erreicht werden. Die Experimente für die 

Anreicherung aus der exponentiellen Wachstumsphase in CDM wurden in vier 

unabhängigen Replikaten durchgeführt. Hierdurch sollte später die Reproduzierbarkeit 

der Ergebnisse untersucht werden. Nach massenspektrometrischer Messung wurden die 

Daten mittels Sorcerer und parallel dazu mittels Proteome Discoverer ausgewertet.  

Bei der Analyse mittels Sorcerer wurden über alle Proben insgesamt 171 

phosphorylierte Peptide von 108 zugehörigen Proteinen identifiziert. Nach manueller 

Validierung jedes einzelnen Spektrums konnten 119 phosphorylierte Peptide von 73 

Proteinen verifiziert werden. Als weitere Suchmaschine für die klassische 

Datenbanksuche wurde der Proteome Discoverer herangezogen. Damit wurden 292 

phosphorylierte Peptide von 163 Proteinen identifiziert, jedoch verringerte sich die Zahl 

durch die manuelle Validierung auf 159 identifizierte phosphorylierte Peptide von 98 

Proteinen.  

Beim Vergleich der Ergebnisse der Suchmaschinen fiel auf, dass 32 % der 

phosphorylierten Peptide mit beiden Programmen gefunden wurden, jedoch auch, dass 

25 % der Identifizierungen nur mittels Sorcerer und 43 % nur mit dem Proteome 

Discoverer gefunden wurden (Abbildung 8).  

  

Abbildung 8: Vergleich der Anzahl identifizierter Peptide mittels klassischer Datenbanksuche mit 
Sorcerer und Proteome Discoverer. 
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7.1.3 Etablierung von Spektrenbibliotheken zur Identifizierung 

von Proteinen in S. pneumoniae  

Zusätzlich zur bereits beschriebenen Datenauswertung mit klassischen Datenbanken 

wurde eine Spektrenbibliothek erstellt, verifiziert und für die Analyse eingesetzt. Dies 

diente dazu, die Identifizierungsraten von phosphorylierten Peptiden zu verbessern und 

in späteren Analysen des Phosphoproteoms von S. pneumoniae D39, ohne langwierige 

Validierung der Spektren phosphorylierter Peptide des Organismus, valide Ergebnisse 

erzielen zu können. Die so identifizierten phosphorylierten Peptide benötigen keine 

weitere manuelle Überprüfung, da dieser Schritt bereits bei der Erstellung der Bibliothek 

durchgeführt wurde und die über Spektrenbibliotheksabgleich erhaltenen Ergebnisse auf 

diesen aufbauen. Nicht in der Bibliothek vorhandene Spektren und die darüber 

identifizierbaren Peptide/Proteine können jedoch nicht gefunden werden. Um diesen 

Nachteil zu umgehen, wurde eine Kombination der Spektrenbibliothekssuche mit der 

klassischen Datenbanksuche über den Sorcerer und anschließender TPP Auswertung 

gewählt. Durch diesen Arbeitsablauf wurden die Ergebnisse beider Suchen 

zusammengefasst und bei der Erstellung der Endergebnisse die besten Identifizierungen 

durch das Programm (TPP) ausgewählt. Dies geschieht, indem das Programm die 

Identifizierungswahrscheinlichkeiten der zugeordneten Peptide zu den einzelnen 

Spektren aus den verschiedenen Suchen vergleicht und anschließend die Identifizierung 

mit der höchsten Peptidwahrscheinlichkeit als Ergebnis übernimmt. Hierdurch ist es auch 

möglich bisher noch nicht identifizierte Proteine zu analysieren, da durch die 

Kombination mit der Datenbanksuche auch neue, noch nicht in der Bibliothek 

vorhandene Spektren und ihre dazugehörigen Proteine beziehungsweise Peptide 

identifiziert werden können. Diese neu identifizierten Spektren der unbekannten 

Peptide/Proteine können nachträglich auch in die Bibliothek integriert werden, wodurch 

selbige mit jedem neuen Datensatz erweitert und verbessert wird. Sofern es sich um 

Phosphopeptidspektren handelt, sollten diese Identifizierungen allerdings zunächst 

wieder manuell validiert werden.  

  

Erstellen der Phosphopeptidspektrenbibliothek 

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und angewendete Vorgehensweise zur 

Erstellung und Validierung der Phosphopeptidspektrenbibliothek mit anschließender 

Spektrenbibliothekssuche ist in Abbildung 9 dargestellt. 
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Abbildung 9: Überblick über die Erstellung und Validierung der Phosphopeptidspektrenbibliothek 
mit anschließender Spektrenbibliothekssuche von S. pneumoniae D39. Alle Proben der gelfreien 
Phosphoproteomanalysen von S. pneumoniae D39 wurden mittels Massenspektrometrie vermessen 
(A). Anschließend wurden die Dateien mittels klassischer Datenbanksuche mit dem Sorcerer gesucht 
(B). Aus den so generierten pep.xml Dateien wurde die Spektrenbibliothek erstellt (C). Die 
Konsensusspektren aller phosphorylierten Peptide wurden anschließend manuell verifiziert und alle 
Spektren mit mangelnder Qualität verworfen (D). Danach erfolgte die Spektrenbibliothekssuche mit 
der TPP (E). Zur verbesserten Phosphoproteomanalyse wurden die klassische Datenbanksuche und 
die Spektrenbibliothekssuche kombiniert (F) und mit Hilfe synthetischer Peptide die falschpositiven 
Identifizierungen erkannt (G). 

  

Zur Erstellung der Phosphospektrenbibliothek wurden in der vorliegenden Arbeit die 

Daten aus den sechs TiO2 Anreicherungsexperimenten von S. pneumoniae D39 

verwendet und diese mittels klassischer Datenbanksuche mittels Sorcerer gesucht und 

anschließend im Programm TPP prozessiert. Für die Analyse von Phosphopeptiden und 

–proteinen lag der Fokus der Auswertung auf Spektren von phosphorylierten Peptiden. 

Dazu wurden die gewonnenen Daten in zwei Bibliotheken aufgeteilt, die jeweils Spektren 

phosphorylierter beziehungsweise unphosphorylierter Peptide enthielten. Die ungefilterte 

Bibliothek mit allen Phosphopeptiden enthielt 188.900 Spektren. In zwei unabhängigen 

Filterungsschritten wurde entsprechend der XCorr-Werte (nur Peptide erlaubt mit XCorr 

z +2 ≥ 2,2; z +3 ≥ 3,3; z +4;5;6 ≥ 3,75) und zum anderen nach Peptidwahrscheinlichkeit 
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(nur Peptide erlaubt mit Peptidwahrscheinlichkeit ≥ 0,9) gefiltert. Insgesamt wurden 

3.758 Spektren nach dem XCorr Filterschritt und 2.198 Spektren nach dem Filtern nach 

Peptidwahrscheinlichkeit gefunden.  

Von diesen beiden separaten Phosphopeptid-Spektrenbibliotheken wurden 

anschließend Konsensusbibliotheken für die Durchführung der manuellen Validierung 

erstellt. Dieser Schritt vereinigt Spektren von identischen Peptiden mit gleichem 

Ladungszustand und bildet daraus ein sogenanntes Durchschnittsspektrum des Peptids 

(= Konsensusspektrum). Somit wurden 546 Konsensusspektren aus den 3.758 nach 

XCorr gefilterten Phosphopeptidspektren und 860 Konsensusspektren aus den 2.198 

nach Peptidwahrscheinlichkeit gefilterten Spektren erhalten. Anschließend wurden alle 

Konsensusspektren manuell validiert. Entsprachen die Spektren nicht den manuellen 

Filterkriterien (siehe Kapitel 7.1.1), wurden die Peptide aus den Konsensusbibliotheken 

sowie alle den Konsensusspektren zugrunde liegenden Einzelspektren aus den 

ursprünglichen Bibliotheken entfernt. Schließlich konnten von den 546 XCorr-gefilterten 

Konsensusspektren 282 und von den 860 Peptidwahrscheinlichkeit-gefilterten 

Konsensusspektren 159 bestätigt werden, insgesamt 386 Konsensusspektren. 

Dies entsprach 161 Phosphopeptiden nach XCorr-Filterung und 132 

Phosphopeptiden nach dem Filtern auf Peptidwahrscheinlichkeit (insgesamt 243 

Phosphopeptide). Alle auf Konsensusebene nicht verifizierten Phosphopeptidspektren 

wurden aus den beiden ursprünglichen Phosphopeptid-Spektrenbibliotheken entfernt, 

welche der Filterung der Spektren nach XCorr beziehungsweise 

Peptidwahrscheinlichkeit dienten. Bei den beiden gefilterten Phosphopeptidbibliotheken 

(nicht auf Konsensusebene) ergab das eine Gesamtzahl an 4.026 Spektren (2.898 nach 

XCorr und 1.128 nach Peptidwahrscheinlichkeit), die anschließend für die Generierung 

der experimentellen PTM-Bibliothek benutzt wurden. Insgesamt wurden 1.930 der 5.956 

Phosphopeptidspektren (30 %) durch die manuelle Verifizierung aus den nach XCorr 

oder Peptidwahrscheinlichkeit gefilterten Phosphopeptidbibliotheken (nicht auf 

Konsensusebene) entfernt. Dieser Wert passt gut zu der Anzahl an verworfenen 

Phosphopeptidspektren bei der manuellen Verifizierung der Ergebnisse der klassischen 

Datenbanksuchen und zeigt, dass die Überprüfung der Spektren wichtig ist, um eine 

valide PTM-Bibliothek zu erstellen. 

Der Einfluss der zwei unterschiedlichen Filterstrategien, XCorr sowie 

Peptidwahrscheinlichkeit, auf das Ergebnis wird in Abbildung 10 deutlich. Nur 50 

phosphorylierte Peptide wurden mit beiden Filterkriterien identifiziert. Die Mehrheit der 

phosphorylierten Peptide (161) wurde ausschließlich durch Filtern nach dem XCorr-Wert 

gefunden. Weitere 82 phosphorylierte Peptide wurden nur nach dem Filtern nach 

Peptidwahrscheinlichkeit gefunden. Zusammenfassend wurde deutlich, dass durch die 
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Anwendung jeweils nur eines dieser beiden Filterkriterien zu viele Spektren guter 

Qualität (rund ein Drittel der phosphorylierten Peptide) bei der 

Spektrenbibliotheksgenerierung verloren gegangen wären und dass an diesem Schritt 

die manuelle Validierung aller Spektren unverzichtbar war. 

  

 

Abbildung 10: Vergleich der Anzahl identifizierter Peptide nach Anwendung der unterschiedlichen 
Filterkriterien, Peptidwahrscheinlichkeit ≥ 0,9 oder XCorr z +2 ≥ 2,2; z +3 ≥ 3,3; z ≥ +4;5;6 ≥ 3,75. 

 

Zusätzlich zu den Phosphopeptidspektren wurden die Spektren unphosphorylierter 

Peptide ebenfalls nach einer Peptidwahrscheinlichkeit von ≥ 0,9 gefiltert. Insgesamt 

waren daher in der gefilterten Gesamtbibliothek 445.174 Spektren unphosphorylierter 

Peptide enthalten. Dies entsprach 18.699 Konsensusspektren. Anschließend wurden die 

gefilterten Spektren der unphosphorylierten Peptide mit den manuell verifizierten 

Phosphopeptidspektren in einer Bibliothek zusammengefügt. Durch Vereinigung der 

Spektren der phosphorylierten und unphosphorylierten Peptide sollte eine ausreichend 

große Datengrundlage für die Spektrenbibliothekssuchen erhalten werden. Die 

zusätzlichen Spektren unphosphorylierter Peptide erhöhten zum einen die statistische 

Sicherheit bei der Analyse und ermöglichen zum anderen den besseren Vergleich 

zwischen unphosphoryliertem und phosphoryliertem Peptid.  

Die endgültige experimentelle Phosphospektrenbibliothek (experimentelle PTM-

Bibliothek) zur Analyse des S. pneumoniae D39 Phosphoproteoms bestand aus 19.085 

Konsensusspektren phosphorylierter sowie unphosphorylierter Peptide (Abbildung 11).  
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Abbildung 11: Aufbau und Anzahl detektierter und validierter Spektren in der S. pneumoniae D39 
Phosphospektrenbibliothek. 

 

Für die weitere Nutzung der Bibliothek in Folgeexperimenten wurden falschpositive 

sowie falschnegative Spektrenzuordnungen, welche mit Hilfe der synthetischen Peptide 

während der Analyse festgestellt wurden, noch entfernt und hinzugefügt. Diese 

verifizierte Bibliothek enthielt 19.172 Konsensusspektren von 11.713 Peptiden 

beziehungsweise 1.361 Proteinen.  

 

Erweiterung der Spektrenbibliothek für Quantifizierung und weiterführende 

Experimente 

Für den in Kapitel 0 aufgeführten Versuch zur qualitativen und quantitativen Analyse 

einer zu S. pneumoniae D39 isogenen ΔstkP Deletionsmutante, aber auch zur 

Verbesserung der Bibliothek wurden im Verlauf dieser Doktorarbeit weitere 

Spektrendaten der Bibliothek hinzugefügt. So wurden durch die vermessenen Proben 

aus dem Quantifizierungsexperiment der ΔstkP Deletionsmutante und dem Vergleich mit 

dem Wildtyp weitere 539.707 Spektren unphosphorylierter Peptide der Bibliothek 

hinzugefügt. Alle Daten für die Quantifizierungsbibliothek wurden nach einer 

Peptidwahrscheinlichkeit von 0,95 gefiltert.  

Am Ende bestand die Bibliothek aus 35.265 Konsensusspektren. Dies entsprach 

18.916 unterschiedlichen Peptiden von 1.519 Proteinen (79,3 %) welche mit einem oder 
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mehr Peptiden identifiziert wurden, beziehungsweise 1.292 Proteinen (67,5 %) welche 

mit zwei oder mehr Peptiden identifiziert wurden. Zur besseren Visualisierung wurde 

eine Voronoi-Treemap erstellt in der die hohe Abdeckung an in der Bibliothek 

vorhandenen Proteinen und ihr Vorkommen in den unterschiedlichen Stoffwechselwegen 

aufgezeigt werden (Abbildung 12). Als Grundlage für die Voronoi-Treemap diente die 

S. pneumoniae D39 Datenbank mit 1.914 Proteinen von NCBI (09/2011). Insgesamt 

konnten von den 1.914 möglichen Proteinen der Sequenzdatenbank 1.264 (66 %) einer 

Funktion zugeordnet werden. Die verbliebenen 650 Proteine wurden der Kategorie 

„unbekannte Funktion“ zugeordnet, da über sie keine Informationen verfügbar waren. In 

dieser Kategorie war die Abdeckung zwischen vorhergesagten und gefundenen 

Proteinen am geringsten (Abbildung 12). Anhangstabelle 3 enthält die Daten für den Bau 

der Treemap. 



Ergebnisse 

 

97 
 

 

Abbildung 12: Voronoi-Treemap aller in der Bibliothek vorhandenen Proteine von S. pneumoniae 
D39. Grüne Felder zeigen Proteine die mit Spektren von zwei oder mehr unterschiedlichen Peptiden 
in der Bibliothek hinterlegt sind. Orangefarbene Felder zeigen Proteine die mit Spektren von einem 
Peptid in der Bibliothek enthalten sind (Ein-Peptid Identifizierungen) und graue Felder Proteine, die 
in keiner der bisherigen Messungen detektiert werden konnten und damit nicht in die 
Spektrenbibliothek eingegliedert werden konnten.  

 

Protein in der Bibliothek mit mindestens zwei zugeordneten Peptiden      

Protein in der Bibliothek mit einem zugeordneten Peptid 

Protein nicht in der Bibliothek vorhanden
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7.1.4 Eignung der Spektrenbibliothek zur Verbesserung der 

Phosphopeptid- und Proteinidentifizierungen in 

S. pneumoniae  

Zur Verbesserung der Anzahl, Reproduzierbarkeit und Qualität der 

Phosphopeptididentifizierungen wurde die Phosphopeptidspektrenbibliothek zur Analyse 

der gelfrei gewonnen Proteomdaten von S. pneumoniae D39 eingesetzt. Zur 

Verifizierung unserer kombinierten Auswertemethode wurden die Daten zum einen 

gegen die klassische Proteindatenbank und gegen die eigenständige Spektrenbibliothek 

gesucht, zum anderen mit einer Kombination aus Spektrenbibliothekssuche und 

klassischer Datenbanksuche (siehe Abbildung 13).  

 

 

Abbildung 13: Unterschiedlich genutzte Auswertemethoden für die Analyse der TiO2 
Anreicherungsdaten. Zum Vergleich der Eignung unserer kombinierten Spektrenbibliotheksanalyse 
mit klassischer Datenbanksuche wurde diese Auswertestrategie mit der klassischen 
Datenbanksuche und der eigenständigen Spektrenbibliothekssuche verglichen. 
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Phosphoproteinidentifizierungen mittels Spektrenbibliothekssuche nach 

gelfreier TiO2 Anreicherung 

Die gelfrei gewonnenen Phosphoproteomdaten von S. pneumoniae D39 wurden zum 

Vergleich mit den klassischen Datenbanksuchen nochmals mit Hilfe der erstellten 

Spektrenbibliothek ausgewertet. Hierbei wurden zur Visualisierung der Ergebnisse die 

Daten gegen die eigenständige Spektrenbibliothek und gegen die kombinierte Analyse 

aus Spektrenbibliothek und Datenbanksuche (Sorcerer) gesucht. Bei der eigenständigen 

Spektrenbibliothekssuche konnte die Phosphopeptid- beziehungsweise 

Phosphoproteinidentifizierung über alle Replikate auf insgesamt 202 Phosphopeptide 

von 133 Phosphoproteinen im Vergleich zur klassischen Datenbanksuche (119 

Phosphopeptide von 73 Phosphoproteinen) erhöht werden (Anhangstabelle 4). Da alle 

Spektren bereits bei der Generierung der Bibliothek verifiziert wurden, mussten die 

Ergebnisse der Spektrenbibliothekssuche nicht erneut manuell verifiziert werden. Zur 

Überprüfung dieses Sachverhaltes wurden dennoch alle identifizierten phosphorylierten 

Peptide exemplarisch manuell überprüft. Dabei mussten bei der manuellen Validierung 

keine identifizierten Peptide von der eigenständigen Spektrenbibliothekssuche verworfen 

werden. 

Zusätzlich zu der eigenständigen Spektrenbibliothekssuche wurde die 

Spektrenbibliothek mit der klassischer Datenbanksuche (Sorcerer/Sequest) kombiniert 

und die gelfreien Proben erneut gesucht (kombinierte Spektrenbibliothekssuche). Diese 

Kombination beider Suchen sollte die Vorteile beider Analysestrategien, die erhöhte 

Sensitivität (durch die Spektrenbibliothek) und die Identifizierung von unbekannten 

Peptiden/Proteinen (durch die Datenbanksuche), verknüpfen. Insgesamt konnten hierbei 

203 Phoshopeptide von 134 unterschiedlichen Proteinen identifiziert werden. Da bei 

dieser Methode auch Ergebnisse aus dem klassischen Datenbank-Pfad einflossen, 

wurden bei der manuellen Validierung fünf Peptide aufgrund schlechter Spektren, 

identifiziert durch die Datenbanksuche, verworfen. Insgesamt gelangen mit Hilfe der 

Spektrenbibliothek mehr Identifizierungen von Phosphopeptiden über alle Proben im 

Vergleich zu den klassischen Datenbanksuchen. Da es sich bei dem untersuchten 

Datensatz um die Spektren handelte, die auch zum Bau der Bibliothek genutzt wurden, 

schnitt die eigenständige Spektrenbibliothekssuche am besten ab (Abbildung 14).  
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Abbildung 14: Vergleich der Zahlen der identifizierten phosphorylierten Peptide mit den 
unterschiedlichen Auswertemethoden. Weiße Säulen zeigen die Phosphopeptididentifizierungen mit 
der klassischen Datenbanksuche über den Sorcerer, hellgraue mittels Proteome Discoverer, graue 
mit der eigenständigen Spektrenbibliothekssuche und dunkelgraue, die mit der kombinierten 
Spektrenbibliothekssuche. Unter CDM log sind die Phosphopeptididentifizierungen der vier 
Replikate (CMD1-4) nach Kultivierung in CDM und Ernte in der der logarithmischen Wachstumsphase 
zusammengefasst. Alle Ergebnisse wurden manuell überprüft und Spektren die nicht den Kriterien 
der Validierung entsprachen, verworfen (log: logarithmische Wachstumsphase, trans: transiente 
Wachstumsphase). 

 

Die Anzahl an identifizierten phosphorylierten Peptiden erhöhte sich im Durchschnitt um 

20-50 % zu den Datenbanksuchen mit Benutzung der Spektrenbibliothek. Die 

Gesamtanzahl von 73 phosphorylierten Proteinen mit der klassischen Sorcerer 

Datenbanksuche gegenüber 133 Identifizierungen mit der Spektrenbibliothekssuche 

stellte hierbei fast eine Verdopplung dar. Auch im Vergleich zur Suche mittels Proteome 

Discoverer wurden mehr Identifizierungen pro Probe mit der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche erzielt. Beim Vergleich der Suchergebnisse des Sorcerers, 

des Proteomdiscoverers und der kombinierten Spektrenbibliothekssuche untereinander 

fiel auf, dass auf Phosphopeptidebene 30 % aller Phosphopeptide mit allen 

Suchalgorithmen identifiziert werden konnten. Der Großteil der Identifizierungen konnte 

aber nur mit einer Suchmaschine gefunden werden. Auf Proteinebene zeigte sich die 

gleiche Tendenz, hier konnten 36 % der Proteine in allen Suchen identifiziert werden 

(Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Vergleich Anzahl der identifizierten phosphorylierten Peptide und Proteine mit den 
verschiedenen Suchmaschinen. 

 

Erhöhte Sensitivität und Reproduzierbarkeit der Spektrenbibliothekssuche 

Um die Sensitivität zwischen den eingesetzten Suchmaschinen und –strategien 

einschätzen zu können, wurde die Anzahl der Phosphopeptid- und 

proteinidentifizierungen in den einzelnen Proben miteinander verglichen. Insgesamt 

konnten über alle Proben hinweg die meisten Identifizierungen mit der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche nach manueller Verifizierung aller Phosphopeptide erzielt 

werden.  

Neben der Anzahl an identifizierten Phosphopeptiden spielte die durchschnittliche 

Anzahl an zugeordneten Spektren pro Peptid eine Rolle für die Sensitivität. Je mehr 

Spektren einem Peptid bei gleichen Filterkriterien zugeordnet werden, desto sensitiver 

werden passende Spektren zu den Peptiden aus den Daten identifiziert. Mit 

durchschnittlich 31,4 zugeordneten Spektren pro Peptid wurden durch die kombinierte 

Spektrenbibliothekssuche mehr Spektren zugeordnet als bei der Sorcerer 

Datenbanksuche mit 20,2 Spektren pro Peptid. Ein weiterer Beweis für die erhöhte 

Sensitivität der Spektrenbibliothek lag auch in der durchschnittlichen Intensität der 

identifizierten Vorläuferionen (Anhangstabelle 5). Die Intensität war bei der Sorcerer 

Datenbanksuche im Vergleich zur Spektrenbibliothekssuche höher (763.000 zu 590.000) 

und deutete darauf hin, dass mittels Spektrenbibliothekssuche mehr niedrigabundante 

Peptide gefunden werden konnten. Abbildung 16 zeigt die Vorläuferionenintensitäten der 

identifizierten Phosphopeptide im Vergleich. Das Verhältnis der Intensitäten der 
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Vorläuferionen aller identifizierten Phosphopeptidspektren verhielt sich im Mittel 1:0,77 

zwischen der Sorcerer Datenbanksuche und der kombinierten Spektrenbibliothekssuche. 

Da die Spektren mit sehr hohen Intensitäten der Vorläuferionen die anderen Spektren 

überlagern, wurden zur Überprüfung des Ergebnisses die höchstintensiven 10 % der 

Spektren bei der Berechnung der Durchschnittsintensitäten ausgelassen. Auch hier 

stellte sich ein erhöhter durchschnittlicher Intensitätswert für die Datenbanksuche 

heraus. Das Verhältnis (Sorcerer Datenbanksuche zu kombinierter 

Spektrenbibliothekssuche) betrug 1:0,79 zwischen den Vorläuferionenintensitäten beider 

Analysen. 

 

Abbildung 16: Vergleich der Intensitäten der Vorläuferionen zwischen der Sorcerer Datenbanksuche 
und der kombinierten Spektrenbibliothekssuche in logarithmischer Darstellung. Mit Pfeilen markiert 
sind einmal alle Phosphopeptidspektren und einmal alle ohne die höchsten 10 % zur Berechnung der 
durchschnittlichen Vorläuferionenintensitäten.  

 

Zum Vergleich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse aller vier eingesetzten 

Suchmaschinen wurden die Phosphopeptididentifizierungen für die Proben CDM 1-4 

nach TiO2 Anreicherung dahingehend miteinander verglichen, wie viele Identifizierungen 

sich in den Replikaten wiederholen (Abbildung 17). Mittels Sorcerer und Proteome 

Discoverer wurden die meisten Phosphopeptide in nur einem von vier Replikaten 

gefunden und nur wenige Phosphopeptide in allen vier Replikaten gleichzeitig. Zwar 

wurden auch mit der kombinierten Spektrenbibliothekssuche die meisten 

Phosphopeptide in nur einem Replikat gefunden, aber wie in Abbildung 17 zu sehen ist, 

wurden die meisten Phosphopeptide in allen vier Replikaten im Vergleich zu den 

anderen Suchmaschinen gefunden. Damit weist die kombinierte 

Spektrenbibliothekssuche die höchste Reproduzierbarkeit zwischen den verglichenen 

Auswertestrategien auf. 
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Abbildung 17: Vergleich der Reproduzierbarkeit der Analysen von den vier Replikaten CDM1-4. Die 
Anzahl phosphorylierter Proteine wurde in Abhängigkeit der eingesetzten Anzahl an Replikaten 
ermittelt.  

 

Verbesserte Identifizierung durch Kombination der klassischen 

Datenbanksuche mit der Spektrenbibliothekssuche  

Durch die Kombination der klassischen Datenbanksuche und der 

Spektrenbibliothekssuche sollten die Vorteile beider einzelner Methoden 

zusammengebracht und deren Nachteile möglichst ausgeglichen werden. Zum einen 

sollte eine sensitivere Peptididentifizierung durch die Benutzung der Spektrenbibliothek 

erreicht werden, zum anderen sollten auch Peptide und die daraus resultierenden 

Proteine aus unbekannten Zuständen des Organismus, von denen noch keine 

Spektrendaten in der Bibliothek hinterlegt sind, identifiziert werden können.  

Um den Vorteil der kombinierten Analyse bei der Auswertung unbekannter Datensätze 

aufzuzeigen wurden 24 Rohdateien von Proteinspots aus den gelbasierten 

Phosphoproteomanalysen von S. pneumoniae D39 analysiert. S. pneumoniae D39 

wurde hierfür in CDM bis zur logarithmischen Wachstumsphase kultiviert, der Extrakt auf 

einem 2D Gel aufgetragen, ausgewählte Spots für die MS vorbereitet und nach 

massenspektrometrischer Messung wurden diese unbekannten Daten mit der 

kombinierten Spektrenbibliothekssuche ausgewertet. Anschließend wurden die 

Ergebnisse der Teilsuchen (mittels Sorcerer gegen die S. pneumoniae D39 

Proteindatenbank beziehungsweise gegen die experimentelle PTM-Spektrenbibliothek) 

verglichen. Durch die Kombination der Spektrenbibliothek mit der Datenbanksuche 

wurden die Ergebnisse auf Ebene der ipro.pep.xml Datei aus den interact.pep.xml 

Dateien der beiden Teilsuchen zusammengeführt. Hierbei wurde jeweils die beste 

Zuordnung (höhere Peptidwahrscheinlichkeit) eines Spektrums zu einem Peptid aus 
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jeweils einer der beiden Suchen benutzt um die Ergebnisse zu erhalten. Insgesamt 

wurden mit der kombinierten Spektrenbibliothekssuche 15 Phosphopeptide von 12 

Proteinen aus den 24 Rohdateien der unbekannten gelbasierten Daten identifiziert. Mit 

der klassischen Sorcerer Datenbanksuche wurden acht Phosphopeptide gefunden. Zehn 

Phosphopeptide konnten bei der Suche gegen die experimentelle PTM-

Spektrenbibliothek identifiziert werden. Beim Vergleich der Ergebnisse fiel auf, dass nur 

drei Phosphopeptide mit beiden Teilsuchen detektiert wurden, alle anderen 

Phosphopeptide aber jeweils nur mit einem Suchansatz. So konnten im Vergleich zur 

alleinigen Spektrenbibliothekssuche zusätzliche fünf Phosphopeptide über die 

Datenbanksuche identifiziert werden, da Spektren dieser Phosphopeptide nicht in der 

Spektrenbibliothek hinterlegt waren. Im Gegenzug dazu konnten bei der Suche gegen 

die Spektrenbibliothek sieben weitere Peptide identifiziert werden, die nicht über die 

Datenbanksuche gefunden wurden (Anhangstabelle 6, Abbildung 18).  

 

Abbildung 18: Anzahl der identifizierten und validierten Phosphopeptide mit der kombinierten 
Spektrenbibliothekssuche. Aufgezeigt ist die Herkunft der identifizierten Phosphopeptide aus der 
klassischen Datenbanksuche mit dem Sorcerer und der eigenständigen Spektrenbibliothekssuche. 

 

7.1.5 Verifizierung der Ergebnisse der Spektrenbibliothekssuche 

mittels synthetischer Phosphopeptide 

Erstellen der Spektrenbibliotheken mit den synthetischen Peptiden 

Für die Verifizierung der identifizierten Phosphopeptide aus der Suche der TiO2 

Anreicherungsdaten mit der kombinierten Spektrenbibliothekssuche und den manuellen 

Filterkriterien wurden zwei Sets synthetischer Peptide bestellt. Alle mittels 

Spektrenbibliothekssuche gelfrei identifizierten Phosphopeptide wurden für eine erneute 

MS Messung bei der Firma JPT zur Synthese in Auftrag gegeben. Von diesen 198 
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identifizierten Phosphopeptiden wurden 139 in einer separaten Bibliothek (Syn_pepA) 

aufgenommen (Anhangsabbildung 1). Die fehlenden 59 Peptide konnten innerhalb der 

gegebenen Rahmenbedingungen nicht synthetisiert werden, da diese Peptide entweder 

zu lang waren, mehr als zwei Modifikationen besaßen oder kein Arginin 

beziehungsweise Lysin am Peptidende vorhanden waren. Auch wurden manche Peptide 

synthetisiert, aber dann nicht bei der Datenauswertung der massenspektrometrischen 

Messung identifiziert, da das Peptid nicht gefunden wurde oder die Phosphorylierung 

instabil war. Mit Hilfe der verbliebenen 139 synthetischen Phosphopeptide sollten 

potentiell falschpositiv identifizierte Phosphopeptide aus der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche durch den Vergleich der Spektren erkannt werden.  

Zusätzlich wurde ein zweiter Satz an synthetischen Peptiden für die Verifikation von 

Falschnegativen bestellt. Dieser bestand aus einfach-phosphorylierten Peptiden, welche 

bei der manuellen Verifikation der Phosphopeptidspektren aufgrund unzureichender 

Erfüllung der Filterkriterien (Abbildung 6) entfernt werden mussten, obwohl sie mit drei 

oder mehr Spektren mit der klassischen Datenbanksuche identifiziert worden waren. 

Insgesamt wurden hier 91 Phosphopeptide bestellt und 36 davon konnten in einer 

weiteren separaten Spektrenbibliothek (Syn_PepB) zusammengeführt werden 

(Anhangstabelle 1). 
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Bestimmung der falschpositiv identifizierten Phosphopeptide in der 

Spektrenbibliothek durch den Vergleich der Konsensusspektren 

Zum Vergleich der Phosphopeptidspektren der synthetischen und experimentellen 

Peptide wurde eine Konsensusbibliothek aus den Phosphopeptidspektren der 

synthetischen Peptide erstellt und die gelfrei erzeugten Daten erneut gegen diese 

gesucht. Außerdem wurden die Konsensusspektren der 139 synthetischen Peptide in 

der Syn_pepA Bibliothek mit den in der PTM-Bibliothek hinterlegten Spektren aus den 

experimentellen Versuchen manuell miteinander verglichen.  

Insgesamt konnten von den 139 synthetischen Phosphopeptiden beim manuellen 

Vergleich der Konsensusspektren 118 in beiden Bibliotheken mit demselben Spektrum 

wiedergefunden werden. Zusätzlich wurden 14 Phosphopeptide sowohl in der 

experimentellen PTM-Bibliothek, als auch in der Bibliothek mit den synthetischen 

Phosphopeptiden gefunden, aber durch unterschiedliche Ladungszustände konnten die 

Spektren nicht miteinander verglichen werden. Sieben Konsensusspektren der 139 

verglichenen Phosphopeptide waren zwischen beiden Bibliotheken unterschiedlich, 

wodurch hier auf falschpositiv identifizierte Peptide geschlossen wurde (Abbildung 19, 

Anhangsabbildung 1).  

 

 

Abbildung 19: Ergebnisse des manuellen Vergleichs der Konsensusspektren zwischen der 
experimentellen Bibliothek und der Bibliothek mit den 153 synthetischen Phosphopeptiden 
(Syn_PepA). 
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Dot-Werte 

Neben der manuellen Bestimmung der falschpositiven 

Phosphopeptididentifizierungen wurden zusätzlich auch die Dot-Werte zum Vergleich 

der Peptididentifizierungen herangezogen (Li et al., 2013). Diese Werte geben eine 

Aussage darüber, wie gut ein experimentelles Spektrum mit einem Spektrum in der 

Spektrenbibliothek übereinstimmt. Je nach Datensatz wird ein Spektrum mit einem Dot-

Wert größer als 0,6 als gut identifiziert angesehen (Hu et al., 2011). Zum Vergleich 

wurden die Dot-Werte aller Peptide, welche synthetisiert werden konnten, einmal nach 

der Suche gegen die experimentelle Bibliothek und einmal nach der Suche gegen die 

Bibliothek mit den synthetischen Phosphopeptiden miteinander aus den 

interact.ipro.pep.xml Dateien verglichen (Anhangstabelle 7). Da manche Peptide durch 

mehrere Spektren identifiziert werden konnten, wurden die mittleren Dot-Werte aller 

Spektren der einzelnen Peptide zum Vergleich herangezogen. Für die 118 bestätigten 

Phosphopeptide betrug der durchschnittliche Dot-Wert 0,67 bei der Suche gegen die 

experimentelle Bibliothek und 0,64 gegen die Bibliothek mit den Spektren der 

synthetischen Phosphopeptide. Für die falschpositiv identifizierten Peptide fiel auf, dass 

der Dot-Wert aller sieben Peptide bei der experimentellen Bibliothekssuche noch 0,72 

betrug, bei der Suche gegen die Bibliothek mit den synthetischen Phosphopeptiden aber 

auf 0,38 sank. Da die PTM-Spektrenbibliothek aus den experimentellen Daten aufgebaut 

war, waren die höheren Dot-Werte im Vergleich zu der Bibliothek mit den synthetischen 

Phosphopeptiden bei der Analyse der gelfreien Daten zu vermuten. Auch die gleichen 

Dot-Werte bei der Suche der Daten mit der Syn_pepA Bibliothek für alle 118 manuell 

bestätigten Peptide wurden durch ähnlich aussehende Spektren erwartet. Die Dot-Werte 

bei den als falschpositiv identifizierten Phosphopeptiden waren deutlich niedriger bei der 

Suche der Daten gegen die Bibliothek mit den synthetischen Phosphopeptiden, was auf 

schlecht zueinander passende Spektren hindeutete. Da davon ausgegangen wurde, 

dass die Spektren der synthetischen Phosphopeptide korrekt sind, mussten die Spektren 

mit einem sehr niedrigen Dot-Wert als inkorrekt betrachtet werden, was auch durch den 

manuellen Vergleich bestätigt werden konnte. 
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Vergleich der falschpositiven Peptididentifizierungen zwischen 

Datenbanksuche und Spektrenbibliothek 

Durch die Verifizierung mit den synthetischen Phosphopeptiden konnten insgesamt 

sieben falschpositive Peptididentifizierungen mit der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche identifiziert werden. Im Vergleich zu berichteten FPR aus 

Proteomstudien oder statistischen Berechnungen ist dies eine hohe Zahl trotz der 

manuellen Verifizierung der Phosphopeptide. In der TPP integriert ist das Programm 

Mayu zur Bestimmung von FPR (Reiter et al., 2009). Über dieses Programm wurde die 

Peptid- FPR der Spektrenbibliothekssuche mit < 1 % bei einer Peptidwahrscheinlichkeit 

von ≥ 0,9 errechnet. Aber auch bei den klassischen Datenbanksuchen wie dem 

Proteome Discoverer (FPR < 1 %) oder dem Sorcerer (FPR < 1 %) mussten bei der 

manuellen Validierung viele Peptide nach dem Filtern verworfen werden. So ergab sich 

eine rechnerische FPR für die verworfenen Spektren bei der klassischen Sorcerer 

Datenbanksuche von 26 % und beim Proteome Discoverer von 41 % für die 

Phosphopeptide.  

Beim Vergleich der FPR der unterschiedlichen Analysestrategien wurde deutlich, dass 

die kombinierte Spektrenbibliotheksauswertung mittels Spektrenbibliotheks- und 

Datenbanksuche eine deutlich verringerte FPR von 2 % aufwies. Der Grund für das 

bessere Ergebnis im Vergleich zu den Datenbanksuchen lag in der bereits 

durchgeführten manuellen Verifizierung der Spektren bei der Bibliotheksgenerierung. So 

wurden bei diesem Schritt bereits die meisten falschpositiven 

Phosphopeptididentifizierungen ausgefiltert und nicht in die Bibliothek übernommen. 

Manuell als falschpositiv identifizierte Phosphopeptide bei den Ergebnissen aus der 

kombinierten Spektrenbibliothekssuche waren daher aus der Datenbanksuche in die 

Ergebnisse gelangt. Bei der eigenständigen Spektrenbibliothekssuche wurden keine 

Identifizierungen verworfen. Tabelle 39 zeigt die unterschiedlichen Suchen mit den 

dazugehörigen verworfenen Phosphopeptiden/Proteinen.  
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Tabelle 39: Anzahl identifizierter phosphorylierter Peptide und Proteine aus den unterschiedlichen 
Suchstrategien (Datenbanksuche mit dem Sorcerer oder Proteome Discoverer, eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche und kombinierte Spektrenbibliothekssuche). Die identifizierten Peptide 
und Proteine sind für die sechs gelfreien Phosphoproteomdatensätze vor und nach der manuellen 
Validierung angegeben. Die Ergebnisse wurden nach XCorr (≥ 2,2, ≥ 3,3, ≥ 3,75 für z +2, +3, +4 und 
höher geladene Peptide), Falschpositivenrate (FPR ≤ 1 %) und Peptidwahrscheinlichkeit (≥ 0.9) 
gefiltert. Log: logarithmische Wachstumsphase, trans: transiente Wachstumsphase. 

Probe bzw. Suchstrategie 
Anzahl identifizierter 

Moleküle vor 
Validierung 

Anzahl identifizierter 
Moleküle nach 

manueller Validierung 
FPR [%] 

CDM1 log Peptide Proteine Peptide Proteine Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 51 44 36 31 29,4 29,5 
Proteome Discoverer 

Datenbanksuche 
86 100 35 38 55,8 62,0 

Eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche 

71 59 71 59 0,0 0,0 

Kombinierte 
Spektrenbibliothekssuche 

71 59 71 59 0,0 0,0 

CDM2 log Peptide Proteine Peptide Proteine Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 51 44 36 31 29,4 29,5 
Proteome Discoverer 

Datenbanksuche 
67 73 35 38 43,3 47,9 

Eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche 

67 46 67 46 0,0 0,0 

Kombinierte 
Spektrenbibliothekssuche 

67 46 66 45 1,5 2,2 

CDM3 log Peptide Proteine Peptide Proteine Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 56 45 42 32 25,0 28,9 
Proteome Discoverer 

Datenbanksuche 
81 90 45 48 40,7 46,7 

Eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche 

66 56 66 56 0,0 0,0 

Kombinierte 
Spektrenbibliothekssuche 

67 56 65 55 3,0 1,8 

CDM4 log Peptide Proteine Peptide Proteine Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 70 51 48 37 31,4 27,5 
Proteome Discoverer 

Datenbanksuche 
125 141 65 69 48,0 51,1 

Eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche 

107 83 107 83 0,0 0,0 

Kombinierte 
Spektrenbibliothekssuche 

104 82 104 82 0,0 0,0 

CDM trans Peptide Proteine Peptide Proteine Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 90 62 63 41 30,0 33,9 
Proteome Discoverer 

Datenbanksuche 
169 191 77 83 54,4 56,5 

Eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche 

136 97 136 97 0,0 0,0 

Kombinierte 
Spektrenbibliothekssuche 

134 95 132 94 1,5 1,1 

THY log Peptide Proteine Peptide Proteine Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 39 28 30 20 23,1 28,6 
Proteome Discoverer 

Datenbanksuche 
62 73 34 37 45,2 49,3 

Eigenständige 
Spektrenbibliothekssuche 

63 46 63 46 0,0 0,0 

Kombinierte 
Spektrenbibliothekssuche 

62 45 62 45 0,0 0,0 

       6 TiO2 Datensätze (Mittelwert) Peptide Proteine 

Sorcerer Datenbanksuche 26,2 28,1 
Proteome Discoverer Datenbanksuche 41,2 36,5 

Eigenständige Spektrenbibliothekssuche 0,0 0,0 
Kombinierte Spektrenbibliothekssuche 1,4 1,9 
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Es wurde versucht, die FPR durch noch striktere Filterkriterien zu verringern. Hierfür 

wurde unter anderem getestet, den Mindestwert für die Peptidwahrscheinlichkeit (≥ 0,9) 

zu erhöhen, alle über XCorr identifizierten Phosphopeptide während der 

Bibliotheksgenerierung zu verwerfen und nur nach Peptidwahrscheinlichkeit zu filtern, 

Spektren mit Clustern zu verwerfen oder auch alle Spektren mit niedrigen 

Fragmentionenintensitäten zu verwerfen. Im Ergebnis führten diese Veränderungen der 

Filterkriterien jedoch nur zu einer überproportional stark erhöhten Falschnegativenrate, 

da sehr viele manuell verifizierte Phosphopeptididentifizierungen nicht mehr erkannt 

wurden. So führte das Filtern der Daten ausschließlich nach einer 

Peptidwahrscheinlichkeit von ≥ 0,9 zu einem Verlust von etwa einem Drittel der 

Phosphopeptididentifizierungen und das Einstellen des Peptidwahrscheinlichkeitsfilters 

auf ≥ 0,95 zu einem Verlust von etwa einem Viertel der Ergebnisse, die manuell jedoch 

als korrekt bestätigt waren. 

 

Kontrolle der manuellen Validierung durch Überprüfung potentiell 

falschnegativer Ergebnisse 

Zur Kontrolle der Falschnegativenrate der manuellen Validierung wurden zusätzlich 

zu den synthetischen Phosphopeptiden für die Kontrolle der falschpositiven 

Identifizierungen eine Auswahl phosphorylierter Peptide bestellt, die bei der manuellen 

Verifizierung der Spektren während der Spektrenbibliotheksgenerierung verworfen 

wurden. Insgesamt wurden 36 Phosphopeptide zur Bestimmung von falschnegativen 

Identifizierungen in eine neue Bibliothek mit den synthetischen Phosphopeptiden 

(Syn_pepB) aufgenommen und anschließend wurde der gelfrei erhaltene Datensatz 

gegen diese gesucht. Dabei wurde nur ein Peptid dieser ursprünglich verworfenen 

Peptide in dem getesteten gelfrei erhaltenen experimentellen Datensatz gefunden, die 

anderen Peptide konnten nicht detektiert werden. Dies entspricht einer 

Falschnegativenrate von 2,8 %.  

 

Benutzung der synthetischen Phosphopeptide zum Vergleich der 

Identifizierungen bei bekannten und unbekannten Datensätzen 

Für weiterführende Analysen von Phosphoproteinen in S. pneumoniae D39 wurde 

eine kombinierte Spektrenbibliothek aus den experimentellen Daten und den Spektren 

der synthetischen Peptide erstellt. Dieser Ansatz wurde in der Chemie schon äußerst 

erfolgreich für die Identifizierung von kleinen Molekülen verwendet und wurde unlängst 

auf das Feld der Proteomics übertragen (Marx et al., 2013). Durch Benutzung der 
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kombinierten Bibliothek zur Phosphopeptididentifizierung verringerte sich 

interessanterweise die Anzahl an identifizierten Phosphopeptiden um 20 auf 178 über 

alle Replikate.  

Um den Effekt von kombinierten Bibliotheken mit Spektren synthetischer 

Phosphopeptide in zukünftigen Analysen besser zu verstehen, wurden aus der 

experimentellen PTM-Spektrenbibliothek die Daten des Replikats CDM5 entfernt (CDM5 

freie experimentelle PTM-Bibliothek). Anschließend wurde der Datensatz gegen die 

CDM5 freie experimentelle PTM-Bibliothek sowie gegen die CDM5 freie kombinierte 

PTM-Bibliothek mit den hinzugefügten Phosphopeptidspektren der synthetischen 

Peptide gesucht. Dabei wurden 90 Phosphopeptide gegen die CDM5 freie 

experimentelle PTM-Bibliothek und 106 gegen die CDM5 freie kombinierte 

Spektrenbibliothek identifiziert (Anhangstabelle 8). Der Vergleich der beiden 

Spektrenbibliothekssuchen ist in Abbildung 20 dargestellt. Insgesamt 75 % der 

Phosphopeptide konnten mit beiden Spektrenbibliotheken bei der Suche des CDM5 

Datensatzes identifiziert werden. Zusätzlich wurden 22 Phosphopeptide nur bei der 

Suche des unbekannten Datensatzes gegen die CDM5 freie kombinierte 

Spektrenbibliothek mit den synthetischen Phosphopeptiden gefunden, aber auch sechs 

Phosphopeptide nur bei der Suche der Daten gegen die CDM5 freie experimentelle 

Spektrenbibliothek. Allerdings befanden sich unter diesen sechs Phosphopeptiden vier 

als falschpositiv identifizierte Peptide.  

 

  

Abbildung 20: Vergleich der identifizierten Phosphopeptide von dem Datenset CDM5, gesucht gegen 
die Bibliothek ohne die synthetischen Phosphopeptide und gegen die kombinierte Bibliothek mit den 
synthetischen Phosphopeptiden. Beide Bibliotheken enthielten keine Spektreninformationen vom 
CDM5 Datensatz. 

 



Ergebnisse 

 

112 
 

7.1.6 Vergleich der Identifikation von unphosphorylierten 

Peptiden und Proteinen zwischen der klassischen 

Datenbanksuche und der Spektrenbibliothekssuche 

Neben der Identifizierung der phosphorylierten Proteine war im Hinblick auf die 

Effizienz der Spektrenbibliothek auch interessant zu prüfen, inwieweit sich die 

Identifizierung der Gesamtproteinzahlen verbessert. Zu diesem Zweck wurden die 

Ergebnisse der gelfreien Analyse nochmals näher betrachtet und die 

Gesamtproteinzahlen aus der klassischen Datenbanksuche mit der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche verglichen. Insgesamt konnten mit der klassischen 

Datenbanksuche aus den sechs TiO2 Anreicherungsproben 1.121 Proteine mit 8.252 

Peptiden identifiziert werden, obwohl durch TiO2 hauptsächlich phosphorylierte Peptide 

angereichert werden sollten. Mit der kombinierten Spektrenbibliothekssuche wurden 

insgesamt 1.304 Proteine mit 10.078 Peptiden identifiziert. Der Vergleich beider 

Suchergebnisse zeigte, dass die Mehrzahl an Peptiden und Proteinen in beiden Suchen 

gefunden wird, jedoch ein Großteil an Peptiden durch die Spektrenbibliothekssuche 

zusätzlich identifiziert wird (Abbildung 21). 

  

Abbildung 21: Vergleich der Identifizierungen der klassischen Datenbanksuche mit der kombinierten 
Spektrenbibliothekssuche. 
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7.2 Proteinquantifizierung von Bakterienextrakten  

Um Rückschlüsse auf zelluläre Vorgänge oder die komplexe Anpassung von 

Mikroorganismen auf verschiedenste Umweltbedingungen bis hin zu 

infektionsrelevanten Bedingungen ziehen zu können, ist nicht nur das Wissen um die Art 

der Proteine und deren PTMs wichtig. Vielmehr ermöglicht der relative Vergleich von 

Proteinmengen zwischen zwei verschiedenen Zuständen Anpassungsmöglichkeiten an 

spezifische Einflüsse besser zu verstehen. Dabei stehen heutzutage unterschiedlichste 

Methoden zur Verfügung, um die exprimierten Mengen von Proteinen in verschiedenen 

Zuständen miteinander vergleichen zu können. Neben gelfreien und gelbasierten 

Methoden kann auch zwischen markierungsfreien und markierungsbasierten 

Quantifizierungstechniken gewählt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 

verschiedene Quantifizierungsstrategien etabliert, teilweise miteinander kombiniert und 

für Untersuchungen am Pathogen S. pneumoniae beziehungsweise dem Industriekeim 

B. pumilus angewendet. Dabei stand auch hier neben der generellen Funktionalität 

dieser Quantifizierungsprotokolle die Anwendbarkeit auf das Gesamtproteom sowie das 

Phosphoproteom im Vordergrund. 

 

7.2.1 Quantifizierung phosphorylierter Proteine von 

S. pneumoniae D39 Wildtyp und dessen isogener ∆stkP 

Mutante über die Spotintensitäten in 2D Gelen  

Kinasen und Phosphatasen regulieren durch Phosphorylierung und 

Dephosphorylierung von Proteinen wichtige Funktionen in Organismen. Eine wichtige 

Kinase für die Regulation der Zellteilung und Virulenz in S. pneumoniae ist das Serin-

Threonin Kinaseprotein (StkP). Ohne diese Kinase treten Wachstumsdefekte und eine 

verringerte Virulenz in S. pneumoniae auf (Massidda et al., 2013). Zur Untersuchung des 

Einflusses der Kinase auf den Organismus wurden das Proteom und Phosphoproteom 

von S. pneumoniae D39 und dessen isogener ΔstkP Mutante und somit die 

Veränderungen der Proteinmengen und Phosphosignale in Abwesenheit oder 

Anwesenheit von StkP analysiert. Hierbei wurde vor allem eine verringerte 

Phosphosignalintensität der phosphorylierten StkP Zielproteine GlmM, DivIVA oder 

PpaC in der Mutante erwartet. Der Einfluss von StkP auf das Gesamtproteom war 

dagegen für diesen Stamm noch nicht bekannt. Für die Analyse des Phosphoproteoms 

und dessen Veränderung in Abhängigkeit der Kinase StkP wurden 2D Gele für die 

quantitative Analyse verwendet. Der Vorteil der Analyse des Phosphoproteoms über 2D 

Gele lag hierbei in der Visualisierung der putativ phosphorylierten Proteine zur 
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anschließenden Identifizierung und Quantifizierung. Zur Quantifizierung der 

Phosphoproteine wurden die Spotintensitäten auf den 2D Gelen von Proteinextrakten 

der ΔstkP Mutante und des unbekapselten Wildtyps von S. pneumoniae D39 nach der 

Phosphoproteinfärbung markierungsfrei miteinander verglichen (Abbildung 22). Zu 

diesem Zweck wurden alle Gele des Wildtyps und der ΔstkP Kinasemutante in dem 

Programm Delta2D übereinandergelegt und anschließend die Gelspots inklusive der 

putativ phosphorylierten Proteinspots auf alle Gele übertragen. Anschließend wurden die 

relativen Spotvolumina der Pro-Q gefärbten Gelbilder mittels Delta2D berechnet und 

miteinander verglichen. Die Zuordnung der Spots zu den phosphorylierten Proteinen und 

ihrer Phosphorylierungsstellen erfolgte mittels Massenspektrometrie.  
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Abbildung 22: Vergleich des Phosphoproteoms von S. pneumoniae. Der Proteinextrakt des (A) 
Wildtyps (WT) sowie der (B) ∆stkP Kinasemutante wurden in einem 2D Gel im pH Bereich von 4-7 
aufgetrennt. Markiert sind alle Proteine mit verringerter Phosphosignalintensität in der ΔstkP 
Kinasemutante. Die roten Proteinspots stellen die Anfärbung der putativen Phosphoproteine und die 
grünen Spots die Anfärbung aller Proteine durch die Mengenfärbung dar. (C) Zur besseren Übersicht 
wurden die Spots mit signifikant regulierten Proteinen zwischen den zwei Bedingungn aus allen drei 
Bioreplikaten vergrößert dargestellt. 
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Insgesamt konnten fünf verschiedene Phosphoproteine aus sechs Gelspots mit einer 

signifikant veränderten Phosphosignalintensität identifiziert und quantifiziert werden 

(Anhangstabelle 9). Diese wurden mit einer mindestens zweifach geringeren 

Spotintensität in der ∆stkP Mutante im Vergleich zum Wildtyp gefunden. Dabei handelte 

es sich um das Zellteilungsprotein DivIVA, die RNA Polymerase RpoA, eine 

Pyrophosphatase PpaC, die Phosphoglucosaminmutase GlmM und das Protein 

SPD_1849. Das Protein SPD_1849 wurde jeweils in zwei verschiedenen Spots 

identifiziert. Die größte Änderung in Abhängigkeit der Anwesenheit von StkP wurde 

hierbei für DivIVA ausgemacht, welches im Wildtyp in fast zehnfacher Menge vorlag als 

in der ΔstkP Mutante. Die Unterschiede der Spotintensitäten Wildtyp:Mutante betrugen 

in den anderen vier Proteinen zwischen 2 und 4 (Abbildung 23). 

Zusätzlich zu den relativen Mengenunterschieden konnten in allen fünf Proteinen die 

Phosphorylierungsstellen mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden. Für 

DivIVA, RpoA und SPD_1849 wurden jeweils ein phosphoryliertes Threonin, für GlmM 

konnte ein phosphoryliertes Serin nachgewiesen werden und für PpaC wurde ein 

phosphoryliertes Tyrosin aus den 2D Gelen nachgewiesen (siehe Anhangstabelle 2 und 

6).  

 

Abbildung 23: Unterschiede der Spotvolumina StkP-abhängig phosphorylierter Proteine zwischen 
der ∆stkP Kinasemutante (∆stkP) und dem Wildtyp (WT) von S. pneumoniae D39. Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus je drei biologischen Replikaten für die signifikant veränderten Proteine 
sind dargestellt.  
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7.2.2 Quantifizierung des Gesamtproteoms von S. pneumoniae 

D39 und dessen isogener ∆stkP Mutante mittels SILAC 

Quantifizierung und Spektrenbibliotheken 

Versuchsaufbau 

Zusätzlich zur Quantifizierung der Phosphoproteine sollte das Gesamtproteom des 

unbekapselten S. pneumoniae D39 Wildtyps und dessen isogener ∆stkP Kinasemutante 

verglichen werden. Aufgrund der physikochemischen Limitierungen von 2D Gelen und 

dem hohen Arbeits- und Messaufwand bei der Identifizierung und Quantifizierung der 

Proteinspots aus den 2D Gelen über Spotintensitäten war dieser Ansatz für die 

Gesamtproteomquantifizierung weniger geeignet. Deswegen wurde ein gelfreies, 

markierungsbasiertes SILAC (Ong and Mann, 2007) Experiment durchgeführt, bei dem 

zunächst ein globaler Standard aus 13C Arginin und 13C Lysin markiertem Proteinextrakt 

hergestellt wurde. Dazu wurden in parallelen Ansätzen der Wildtyp und die Mutante in 

Medium mit diesen schwer markierten Aminosäuren bis zur exponentiellen 

Wachstumsphase kultiviert und anschließend die Proteinextrakte beider Stämme 

vereinigt und aliquotiert um mehrere Quantifizierungsexperimente mit demselben 

Standard durchführen zu können. 

Danach wurden der Wildtyp und die ∆stkP Mutante erneut zu je drei biologischen 

Replikaten bis zur exponentiellen Wachstumsphase kultiviert, die Proteinextrakte separat 

präpariert und jeweils 1:1 mit dem globalen Standard gemischt. Um die 

Probenkomplexität zu verringern und auch niedrig abundante Proteine noch ausreichend 

gut identifizieren und quantifizieren zu können, wurden die Proteinproben mittels SDS-

Gelelektrophorese vorfraktioniert. Die Proben wurden proteolytisch mit Trypsin 

gespalten, massenspektrometrisch vermessen und gegen die neu erstellte 

S. pneumoniae D39 Gesamtspektrenbibliothek gesucht (Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Versuchsaufbau zur Quantifizierung von S. pneumoniae D39 Proteinen mit SILAC-
markiertem globalen Standard und Proteinidentifizierung mittels Spektrenbibliothekssuche. 
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Einfluss der Kinase StkP auf das S. pneumoniae D39 Proteom 

Um den Einfluss der Kinase StkP auf das S. pneumoniae D39 Proteom genauestens 

untersuchen zu können, wurden die Daten mit Hilfe der Spektrenbibliothek analysiert 

und die Ergebnisse exportiert. Anschließend wurden die Daten durch ein Skript von 

Kristina Plate prozessiert und in das Programm Census eingeladen. Insgesamt konnten 

968 Proteine aus allen drei Replikaten des Wildtyps und der ∆stkP Kinasemutante mit 

zwei oder mehr Peptiden identifiziert werden. Die Quantifizierung möglicher 

Unterschiede in den Proteinmengen beider Stämme erfolgte über die Verhältnisse aus 

den Intensitäten der leichten und schweren Peptide. Die geringen Unterschiede im 

Molekulargewicht zwischen den markierten (schweren) Peptiden und den unmarkierten 

(leichten) Peptiden können mittels Massenspektrometrie gemessen werden. Hierbei 

können die schweren und leichten Peptide voneinander unterschieden werden, da sich 

diese nur in der Masse voneinander unterscheiden und andere Eigenschaften gleich 

sind. Zur Quantifizierung wurden die Intensitäten der leichten und schweren 

Peptidspektren miteinander verglichen und je Bedingung die Verhältnisse Probenpeptid 

(12C leicht) zu Standardpeptid (13C schwer) berechnet. Anschließend wurden diese 

Probenpeptide zu Standardpeptid Verhältnisse jedes Peptids zwischen dem Wildtyp und 

der Kinasemutante miteinander verglichen. Somit erfolgte die finale Quantifizierung über 

das 12C (Probe)/13C (Standard)-Verhältnis mit Census, wobei insgesamt 716 der 968 

identifizierten Proteine (76 %) aus zwei von drei Replikaten quantifiziert werden konnten. 

Nach Mediannormalisierung wurden 68 Proteine durch einen T-Test mit einem p-Wert 

von < 0,05 als signifikant unterschiedlich erkannt. Von diesen signifikanten Proteinen 

wurden 25 Proteine mit einem log2 Verhältnis ∆stkP Mutante zu Wildtyp < -0,6 oder > 0,6 

als signifikant reguliert gefunden (Anhangstabelle 10). Alle signifikant regulierten 

Proteine sind in Abbildung 25 dargestellt.  
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Abbildung 25: Vulkanoplot aller quantifizierten Proteine von S. pneumoniae D39. Aufgetragen sind 
die log2 Werte des 12C/13C Verhältnisses der ∆stkP Mutante/Wildtyp in Abhängigkeit zum p-Wert der 
Proteine (dargestellt in -log10). Die orangenen Punkte markieren die als reguliert gefundenen Proteine 
(log2 ∆stkP Mutante / Wildtyp >0,6 oder <-0.6) und alle Punkte über der gestrichelten Linie sind 
Proteine mit einem p-Wert < 0,05. Diese 25 signifikant regulierten Proteine wurden in der Tabelle 
unterhalb des Diagramms benannt, 

 

Von den 25 signifikant regulierten Proteinen wurden 21 Proteine mit höheren 

Proteinmengen im Wildtyp (Tabelle 40) und vier Proteine mit höherer Proteinmenge in 

der ∆stkP Mutante (Tabelle 41) identifiziert. Zusätzlich wurden die Primärfunktionen, wie 

sie auch schon in der Voronoi-Treemap zum Einsatz kamen, mit angegeben (Abbildung 

12). Acht der Proteine, die in der Mutante verringert vorkamen, konnten dem 

Nukleotidmetabolismus der Zellen zugeordnet werden. Aber auch weitere Proteine, die 

den Stoffwechsel der Zelle wie den von Kohlenhydraten, Lipiden und Vitaminen 

regulieren, wurden bei Abwesenheit der StkP Kinase in verminderter Menge gefunden. 

Die stärksten Unterschiede in der Proteinmenge wurden jedoch für den Antwortregulator 

ComE mit einer mehr als zehnfach höheren Menge im Wildtyp im Vergleich zur Mutante 

ausgemacht. Auch die Mengen von SPD_1122, des putativen DNA prozessierenden 

Proteins DprA (ca. achtmal mehr im WT) und von SPD_0466, einem hypothetischen 

Proteins (ca. 4,5mal mehr im WT), zeigten sich als besonders abhängig von der StkP 

Kinase (Tabelle 40). 
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Tabelle 40: Proteine, die mit signifikant höheren Proteinmengen im Wildtyp (WT) gefunden wurden. 

Protein Beschreibung 

Verhältnis 

(∆stkP/WT), 

log2 Wert 

Primärfunktion 

SPD_2063 response regulator (ComE) -3,42 Signaltransduktion 

SPD_1122 DNA processing protein DprA putative -3,10 Zelluläre Prozesse 

SPD_0466 hypothetical protein SPD 0466 -2,18 Unbekannte Funktion 

RibF 
bifunctional riboflavin kinase FMN 
adenylyltransferase 

-1,60 
Metabolismus von Co-Faktoren 

und Vitaminen 

PurA adenylosuccinate synthetase -1,42 Nukleotidmetabolismus 

PurC 
phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide synthase 

-1,25 Nukleotidmetabolismus 

SPD_0052 
phosphoribosylformylglycinamidine 
synthase putative 

-1,22 Nukleotidmetabolismus 

SPD_1375 hypothetical protein SPD 1375 -1,19 Unbekannte Funktion 

PurF amidophosphoribosyltransferase -1,12 Nukleotidmetabolismus 

SPD_1590 general stress protein 24 putative -1,10 Unbekannte Funktion 

SPD_1984 hypersensitive-induced reaction protein 4 -1,08 Unbekannte Funktion 

PurE 
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase 
catalytic subunit 

-0,98 Nukleotidmetabolismus 

PurH 
bifunctional 
phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide 
formyltransferase IMP cyclohydrolase 

-0,95 Nukleotidmetabolismus 

NagA 
N-acetylglucosamine-6-phosphate 
deacetylase 

-0,84 Kohlenhydratmetabolismus 

SPD_0373 hypothetical protein SPD 0373 -0,82 Unbekannte Funktion 

RIbH 6 7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase -0,74 
Metabolismus von Co-Faktoren 

und Vitaminen 

PyrB 
aspartate carbamoyltransferase catalytic 
subunit 

-0,70 Nukleotidmetabolismus 

Xpt xanthine phosphoribosyltransferase -0,66 Nukleotidmetabolismus 

GlpO alpha-glycerophosphate oxidase -0,66 Lipidmetabolismus 

LacA 
galactose-6-phosphate isomerase subunit 
LacA 

-0,64 Kohlenhydratmetabolismus 

LacB 
galactose-6-phosphate isomerase subunit 
LacB 

-0,60 Kohlenhydratmetabolismus 
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Nur vier Proteine waren in der ∆stkP Mutante von S. pneumoniae D39 in höheren 

Mengen aufgetreten im Vergleich zum Wildtyp. Allerdings waren diese Änderungen, 

abgesehen vom für den Proteinabbau vermuteten hypothetischen Protein SPD_0876 

(2,8mal mehr in der Mutante als im WT) mit weniger als zweifachen 

Proteinmengenunterschieden zwischen beiden Stämmen zwar signifikant, aber 

vergleichsweise gering (Tabelle 41).  

 

Tabelle 41: Proteine, die mit signifikant höheren Proteinmengen in der ∆stkP Mutante (∆stkP) 
gefunden wurden. 

Protein Beschreibung 

Verhältnis 

(∆stkP/WT), 

log2 Wert 

Primärfunktion 

NadK inorganic polyphosphate ATP-NAD kinase 0,62 
Metabolismus von Co-Faktoren 

und Vitaminen 

Tgt queuine tRNA-ribosyltransferase 0,74 Proteinsynthese 

SPD_0878 hypothetical protein SPD 0878 0,75 Unbekannte Funktion 

SPD_0876 hypothetical protein SPD 0876 1,51 Proteinabbau 

 

7.2.3 Vergleichende Quantifizierung des Einflusses von H2O2 auf 

B. pumilus durch metabolische Markierung in 2D Gelen 

Versuchsaufbau 

Nachdem mit den zuvor vorgestellten Methoden Proteine und phosphorylierte Protein 

in S. pneumoniae D39 zunächst gelbasiert und markierungsfrei und anschließend gelfrei 

und markierungsbasiert quantifiziert wurden, wurde eine weitere Methode zur 

Quantifizierung bakterieller Phosphoproteine eingeführt. Durch die Kombination aus 2D 

Gelen zur genaueren Detektion phosphorylierter Proteine und metabolischer 14N/15N 

Markierung zur exakten Quantifizierung zweier Bedingungen sollten die Vorteile beider 

Techniken genutzt werden. Hierdurch können verschiedene Proteinisoformen wie die 

phosphorylierten Proteine unabhängig von den nicht phosphorylierten Proteinen 

quantifiziert werden, wobei durch die metabolische Markierung das Phosphoprotein 

anhand aller in dem Protein möglichen Peptide quantifiziert werden kann.  

Für die Etablierung der Technik wurde der Einfluss von Wasserstoffperoxid Stress auf 

das Phosphoproteom in dem industriell häufig genutzten Bakterium B. pumilus 

untersucht. Die Kultivierung und Probenaufbereitung des Organismus wurde von Carolin 

Dewald im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgeführt. Der Organismus wurde ähnlich wie 

bei der oben beschriebenen SILAC Markierung für jede der beiden Bedingungen 

(Kontrolle und Zusatz von 0,2 % H2O2 für 30 min) zu je drei biologischen Replikaten in 

leichtem (14N) Medium bis zur exponentiellen Wachstumsphase herangezogen und die 
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Proteine separat extrahiert. Anschließend wurde ein globaler Standard in gleichen 

Proteinmengen zu den jeweiligen Proben zugegeben. Der globale schwere Standard 

setzte sich ähnlich wie im SILAC Experiment beschrieben aus, bis zur exponentiellen 

Wachstumsphase herangezogenen, schweren Kontrollkultur (in 15N Medium 

gewachsen), sowie aus gestresster (mit H2O2 behandelt) schwerer Kultur (in 15N Medium 

gewachsen) zusammen. Die Proteinextrakte der Kontrollproben und der mit H2O2 

behandelten Proben wurden nach Mischen mit dem globalen Standard auf 2D Gelen 

aufgetrennt. Nach der Phosphofärbung mittels Pro-Q sowie der Gesamtproteinfärbung 

wurden die putativ phosphorylierten Spots ausgewertet. Der Arbeitsablauf ist in 

Abbildung 26 dargestellt. 
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Abbildung 26: Methode zur Quantifizierung von B. pumilus Proteinen nach metabolischer 14N/15N 
Markierung in 2D Gelen (modifiziert nach Hentschker et al., eingereicht bei Electrophoresis). 
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Detektion phosphorylierter Proteine mittels 2D Gel 

Nach der massenspektrometrischen Analyse der ausgestochenen Proteinspots 

wurden die Rohdateien über die TPP mit Hilfe der Suchmaschine Comet gegen die 

B. pumilus Proteindatenbank gesucht und mit dem Programm Skyline qualitativ und 

quantitativ ausgewertet. Insgesamt wurden 49 Proteinspots analysiert, wobei 27 

Proteinspots quantifiziert wurden (Abbildung 27). Dies entsprach 19 unterschiedlichen 

putativ phosphorylierten Proteinen (siehe Anhangstabelle 11).  

 

 

Abbildung 27: Zweikanalbild von B. pumilus beispielhaft aufgenommen unter Kontrollbedingungen 
und aufgetrennt im pH Bereich 4-7 aus Bioreplikat 1 nach Phospho- und Gesamtproteinfärbung 
(putativ phosphorylierte Proteine sind in der Falschfärbung rot, unphosphorylierte Proteine grün 
dargestellt). Die quantifizierten phosphorylierten Proteine im Vergleich zum H2O2 Stress (Gel nicht 
abgebildet) sind beschriftet. Rötlich markierte Proteine waren in größeren Mengen in den 
gestressten Zellen vorhanden und bläulich markierte Proteine in kleineren Mengen. Dabei deuten 
dunklere Farben auf signifikante Regulierung und helle Farben auf Trends hin. Weiß beschriftete 
Proteine wurden in ähnlichen Mengen in beiden Bedingungen gefunden. 
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Quantifizierung phosphorylierter Proteine anhand metabolischer 

Markierung 

Bei der Auswertung mit Skyline konnten 19 verschiedene Phosphoproteine 

quantifiziert und von diesen auch aus 16 das phosphorylierte Peptid identifiziert werden 

(Anhangstabelle 11). Von zwölf Proteinen konnte sogar das phosphorylierte Peptid 

selbst quantifiziert werden. Durch die Verwendung aller identifizierten Peptide eines 

Proteins erlangte die Quantifizierung der phosphorylierten Proteine erhöhte statistische 

Sicherheit. Abbildung 28 zeigt das Protein RsbV, von dem acht Peptide quantifiziert 

werden konnten, darunter zweimal ein Peptid mit je einer Phosphorylierungsstelle.  

 

 

Abbildung 28: Als Beispiel für ein quantifiziertes Protein wurde RsbV ausgewählt. Hier konnten zwei 
Phosphopeptide (rot) und sechs weitere unphosphorylierte Peptide (Grautöne) über das 14N/15N 
Verhältnis quantifiziert werden.  

 

Insgesamt konnten 27 Phosphorylierungsstellen von 23 Proteinen identifiziert werden, 

wobei 19 phosphorylierte Proteine quantifiziert werden konnten (Anhangstabelle 11). 

Drei Proteine wurden hierbei mit einer mehr als zweifachen Änderung der Proteinmenge 

identifiziert. Dies waren die Cystein Synthase (CysK), der Anti-Anti-Sigma Faktor (RsbV) 

und der Elongationsfaktor G (FusA). So wurde der Anti-Anti-Sigma Faktor (RsbV) in 

höheren Mengen in den gestressten Zellen gefunden und zusätzlich wurde der 

Elongationsfaktor G (FusA) und die Cystein Synthase in geringeren Mengen in den 

gestressten Zellen gefunden. Neben diesen Proteinen mit deutlich veränderten 

Proteinmengen zeigten weitere Proteine Anpassungen in ihren Mengen nach H2O2 

Zugabe. Dazu gehörten die ATP Synthase Untereinheit Beta (AtpD) und der 

Elongationsfaktor Tu (Tuf), welche neben FusA auch in verringerten Mengen im 

Vergleich zur ungestressten Kontrolle gefunden wurden. Auch SdhA und die Aspartat 

Lyasen AnsB1 und AnsB2 wurden in geringeren Mengen in den gestressten Zellen 
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gefunden. Der Anti-Anti-Sigma-B Regulator (RsbR) wurde hingegen wie auch RsbV in 

höheren Proteinmengen in den gestressten Zellen gefunden (Abbildung 29). 

 

Abbildung 29: Veränderung der Abundanzen phosphorylierter B. pumilus Proteine nach Kultivierung 
unter Kontrollbedingungen sowie nach Zugabe von 0,2 % H2O2. Verhältnisse H2O2 Stress/Kontrolle ≥ 
1 beziehungsweise ≤ -1 (jeweils log2 Werte) wurden als signifikant verändert zwischen den beiden 
Bedingungen anerkannt und im Diagramm jeweils durch eine senkrechte gestrichelte Linie markiert. 
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8 Diskussion 

Viele regulatorische Prozesse in Eukaryoten und Bakterien werden durch 

posttranslationale Modifikationen (PTMs) von Proteinen gesteuert. Angefangen bei der 

Anpassung an Umweltzustände bis hin zur Regulation der Virulenz spielen PTMs, wie 

zum Beispiel Phosphorylierungen eine wesentliche Rolle. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Phosphoproteomanalyse, die im Vergleich zur 

Analyse des Gesamtproteoms eines Organismus aus verschiedenen Gründen, wie 

beispielsweise geringer Abundanz und Stabilität noch immer eine große 

Herausforderung darstellt, verbessert werden. Hierbei kann die Anzahl an 

Identifizierungen durch die Wahl von unterschiedlichen Methoden gesteigert werden. 

Aufgrund der geringen Abundanz eignen sich beispielsweise gelfreie Analysemethoden, 

bei denen die phosphorylierten Peptide der jeweiligen Proteine angereichert werden 

können. Gelbasierte Methoden hingegen ermöglichen eine genauere Detektion der 

Phosphorylierung auf Proteinebene. Auch die korrekte Identifizierung und 

Quantifizierung der Proteine und der phosphorylierten Aminosäuren spielen eine 

bedeutende Rolle, da diese Informationen zum genauen Verständnis der Mechanismen 

und zellulären Prozesse wichtig sind. Zur Identifizierung der Proteine und Peptide gibt es 

heutzutage zwei Herangehensweisen, zum einen die klassische Datenbanksuche mittels 

Proteindatenbanken aus der Genomsequenz, zum anderen der Vergleich von 

Referenzspektren und Probenspektren bei Spektrenbibliothekssuchen. 
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8.1 Verbesserte Identifizierung von Proteinen und 

Phosphoproteinen mittels Spektrenbibliotheken 

Ein Hauptschwerpunkt war die Etablierung und Benutzung von Spektrenbibliotheken 

zur verbesserten Identifizierung von phosphorylierten aber auch nicht phosphorylierten 

Peptiden und Proteinen. Diese Methodik hat ihren Ursprung in der Analyse von kleinen 

chemischen Verbindungen und etablierte sich in den letzten Jahren aus klassischen 

Datenbanksuchen heraus. Spektrenbibliotheken setzen sich dabei aus zugeordneten 

Spektren eines tatsächlich vermessenen Proteinextrakts, welche durch klassische 

Datenbanksuche identifiziert wurden, zusammen.  

 

8.1.1 Einfluss unterschiedlicher Suchmaschinen und 

Filterkriterien auf Art und Qualität von 

Proteinidentifizierungen 

Nach der anfänglichen Peptididentifizierung über Edman Abbau (Edman, 1949) 

wurde aufgrund der Sequenzierung von Genomen und der Etablierung der 

Massenspektrometrie die Identifizierung über Datenbanksuchen die Methode der Wahl 

und gehört deshalb heutzutage zur Routine für Peptid- und Proteinidentifizierungen. Aus 

diesem Grund wurde eine Vielzahl an Programmen und Algorithmen (unter anderem 

Mascot, Sequest und MaxQuant) entwickelt, die die Identifizierungen bestmöglich 

durchführen sollen. Da die verschiedenen Programme jedoch mit unterschiedlichen 

Algorithmen arbeiten, kann die Suche von gleichen Datensätzen verschiedene 

Ergebnisse liefern (Paulo, 2013, Dorfer et al., 2014, Yuan et al., 2014, Kapp et al., 2005). 

Dorfer und Mitarbeiter konnten beispielsweise Unterschiede in der Identifizierung 

zwischen den Suchmaschinen Mascot, Sequest und MS Amanda aufzeigen. Hierbei 

konnten aus einem Datensatz aus einem Proteinextrakt von HeLa Zellen zwischen 

12.386 (Mascot) über 12.858 (Sequest) bis hin zu 15.091 (MS Amanda) Peptid-zu-

Spektrum Zuordnungen identifiziert werden, wobei insgesamt nur 59 % der 

Identifizierungen mit allen Suchmaschinen gefunden wurden (Dorfer et al., 2014). Die 

Benutzung verschiedener Suchmaschinen kann daher zur Steigerung der Anzahl an 

Identifizierungen dienen. Da allerdings manche Peptide nur mit einzelnen 

Suchmaschinen gefunden werden, sollten diese einmaligen Identifizierungen gründlich 

hinterfragt werden. 

Auch die Benutzung unterschiedlicher Filterkriterien innerhalb einer Suchmaschine 

beziehungsweise eines Programmes hat starken Einfluss auf die Peptididentifizierungen, 
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wie auch im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Bei der Generierung der 

Spektrenbibliothek von Streptococcus pneumoniae D39 wurden die Spektrendaten der 

phosphorylierten Proteine einmal nach XCorr und einmal nach Peptidwahrscheinlichkeit 

gefiltert und die Ergebnisse beider Kontrollalgorithmen fanden Einzug in die Bibliothek. 

Interessanterweise fiel neben der sehr geringen Überschneidung der Ergebnisse beider 

Filtermethoden von nur 5 % auf, dass durch anschließende manuelle Validierung ein 

Großteil der bereits als „gut“ gefilterten Spektren dennoch entfernt werden musste. Dies 

zeigt, dass die angewandten Kontrollalgorithmen nicht strikt genug waren, um alle 

falschpositiven Identifizierungen zu entfernen und keinem der beiden Algorithmen als 

alleinigem Filterkriterium uneingeschränkt vertraut werden sollte. Durch striktere 

Filterkriterien konnten ebenfalls nicht alle falschpositiven Identifizierungen verhindert 

werden, dafür stieg aber die Anzahl an falschnegativen Identifizierungen 

überproportional an. Hervorzuheben ist, dass nur die Kombination der drei 

Kontrollkriterien XCorr, Peptidwahrscheinlichkeit und manuelle Validierung zu der hohen 

Qualität der Spektrenidentifizierung mittels der in dieser Arbeit erstellten Bibliothek 

führte. Zum einen konnten durch die zwei unterschiedlichen Filterkriterien die 

Identifizierungen stark erhöht werden und zum anderen sicherte die manuelle 

Validierung die Qualität der Identifizierungen ab. 

 

8.1.2 Vergleich von klassischen genombasierten 

Suchalgorithmen und Peptidspektrenbibliotheken 

Während bei der klassischen Datenbanksuche die Spektrendaten aus der 

Massenspektrometrie gegen Proteindatenbanken aller theoretisch möglichen Proteine 

eines Organismus gesucht werden, so erfolgt die Peptididentifizierung bei 

Spektrenbibliotheken über den Vergleich der experimentellen Spektren mit in einer 

Bibliothek hinterlegten Spektren. Um dies durchführen zu können müssen die in der 

Spektrenbibliothek hinterlegten Peptide vorher über eine klassische Datenbanksuche in 

einer realen mittels Massenspektrometrie vermessenen Probe identifiziert worden sein. 

Während bei der klassischen Datenbanksuche alle theoretischen Peptidfragmente mit 

den Fragmenten aus den experimentell erhaltenen Spektren verglichen werden, so 

werden bei der Spektrenbibliothekssuche reale, vorher hinterlegte Peptidspektren und zu 

identifizierende Peptidspektren miteinander verglichen.  

Durch den Spektrum zu Spektrum Vergleich bei der Suche mit der Spektrenbibliothek 

ist die Analysezeit verringert, da nur gegen alle in der Bibliothek hinterlegten Spektren 

gesucht wird, anstatt alle putativen Peptide eines Organismus zu durchsuchen. Dagegen 

steht jedoch der hohe Arbeits- und Zeitaufwand, eine Spektrenbibliothek mit einer Fülle 
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an Daten aufzubauen. Dieser wird allerdings durch erhöhte Qualität und Anwendbarkeit 

auf alle folgenden Experimente mit dem jeweiligen Organismus gerechtfertigt. 

Um den Arbeitsaufwand der Spektrenbibliotheksgenerierung zu umgehen, können 

auch artifizielle Spektrenbibliotheken über spezielle Programme durch bekannte 

Peptidsequenzen generiert werden. So gelang die Erstellung artifizieller 

Phosphopeptidspektren Suni und Mitarbeitern durch die Benutzung von msconvert und 

SimPhospho in Kombination mit unphosphorylierten Spektren desselben Peptids (Suni 

et al., 2015). Auch die Generierung von Fragmentintensitäten in simulierten Spektren ist 

möglich (Yen et al., 2009). Ein Nachteil dieser Methoden ist jedoch, dass 

messtechnische Einflüsse auf die Spektrengenerierung nicht berücksichtigt werden 

können. 

Ein weiterer Vorteil der Suche gegen Spektrenbibliotheken ist, dass die 

Spektrenbibliothekssuche präziser als eine Datenbanksuche ist, da durch den Vergleich 

der Spektren Informationen wie auftretende Fragmente eines Peptids und auch deren 

Intensitäten miteinander verglichen werden. Im Gegensatz zu der klassischen 

Datenbanksuche werden bei der Spektrenbibliothek damit keine theoretischen 

Fragmentmassen miteinander verglichen, sondern die Fragmentmassen, die auch 

wirklich bei der Fragmentierung eines spezifischen Peptides auftreten. Dies sind in den 

meisten Fällen Fragmente der hauptsächlich auftretenden b- und y-Ionen, aber auch 

Fragmente die durch Neutralverluste oder unbekannte Fragmentierungsreaktionen 

entstehen. Hierbei besitzen Fragmente, die häufig auftreten, eine höhere Intensität als 

selten auftretende Fragmente, wobei diese unterschiedlichen Intensitäten in den 

Vergleich der Spektren mit einfließen. Durch diesen präzisen Spektrum-zu-Spektrum-

Vergleich können Peptide besser identifiziert werden, wodurch die gesamte 

Spektrenbibliothekssuche genauer wird (Abbildung 30).  

 

 

Abbildung 30: Vergleich des Spektrenabgleichs der Datenbanksuche und der 
Spektrenbibliothekssuche. Es wird deutlich, dass nur in dem Bibliotheksvergleich die 
Intensitätsverteilung der einzelnen Fragmente berücksichtigt wird, wodurch die Qualität des 
Spektrenvergleichs erhöht wird. 
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Neben Lam und Mitarbeitern konnten verschiedene Arbeitsgruppen aufzeigen, dass 

durch die Nutzung von Spektrenbibliotheken die Anzahl an Identifizierungen erhöht 

werden konnte (Li et al., 2013, Lam et al., 2007, Craig et al., 2006). So konnten Lam et 

al. zeigen, dass die Suche mit SpectraST mehr Peptididentifizierungen als Sequest 

ergab (Lam et al., 2007). Gleichermaßen dazu konnte dies auch in dieser Arbeit 

aufgezeigt werden indem ein unbekannter Datensatz (CDM5) mit klassischer 

Datenbanksuche und Spektrenbibliothek gleichermaßen gesucht wurde und 

anschließend die Identifizierungen verglichen wurden. Mit 106 zu 90 identifizierten 

Phosphopeptiden wurden fast 20% mehr Identifizierungen mit der Spektrenbibliothek 

gegenüber der Datenbanksuche gefunden.  

Da die Anzahl an Identifizierungen von der Größe der Spektrenbibliothek abhängt, 

kann diese Aussage dennoch nicht verallgemeinert werden. Bei der Suche von 

unbekannten Datensätzen mit kleinen Bibliotheken können durchaus mehr 

Identifizierungen mit einer klassischen Datenbanksuche gefunden werden, zumal jedes 

Spektrum in einer Spektrenbibliothek zuallererst aus einer Identifizierung gegen eine 

klassische Datenbank stammt. Somit entfalten Spektrenbibliotheken ihr volles Potential 

erst, wenn beispielsweise unterschiedliche Replikate von Proben analysiert werden und 

Spektrenbibliotheken aus einer großen Datengrundlage bestehen. Dies war ein Grund 

warum beim Bau der PTM-Bibliothek auch unabhängig nach zwei verschiedenen 

Filterkriterien gefiltert wurde. Hierdurch wurden mehr verifizierte Phosphopeptidspektren 

in die Bibliothek integriert und somit konnten auch die Phosphopeptididentifizierungen 

bei der Analyse der gelfreien TiO2 Anreicherungsdaten erhöht werden. Im Vergleich zur 

Datenbanksuche mit dem Sorcerer wurden hier 40 % mehr Phosphopeptide mit der 

Spektrenbibliothek identifiziert.  

Nur vereinzelte Phosphopeptididentifizierungen konnte mit der klassischen 

Datenbanksuche allein gefunden werden. Da die Spektrenbibliothek auf den Daten der 

klassischen Sorcerer Suche beruht, war es nicht überraschend, nur so wenige 

zusätzliche Identifizierungen mit der Datenbanksuche zu erhalten, da die verifizierten 

Spektren der gelfreien Versuche bereits in der Bibliothek hinterlegt waren. Nur 12 

weitere Phosphopeptide wurden mit der klassischen Datenbanksuche allein gefunden. 

Ein Grund für die zusätzlichen Identifizierungen mit der klassischen Datenbanksuche 

war die Ähnlichkeit von Spektren. Bei genauerer Betrachtung der zusätzlichen 

Phosphopeptide handelte es sich oft um Peptide, von denen Isoformen existieren, also 

bei denen die Phosphorylierung oder beispielsweise auch eine Methionin Oxidation mit 

einer anderen Aminosäure verknüpft und ein Spektrum dieser Isoform nicht in der 

Bibliothek vorhanden war. Es wurde auch beobachtet, dass ein in der klassischen 

Datenbanksuche zu einem phosphorylierten Peptid zugeordnetes Spektrum einem 
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anderen Peptid in der Spektrenbibliothekssuche zugeordnet wurde oder durch eine zu 

geringe Peptidwahrscheinlichkeit bei der Spektrenbibliothekssuche die Filterkriterien 

nicht erfüllte. 

Auf der anderen Seite werden mehr Peptide durch die Bibliothek identifiziert, da durch 

den Spektrenabgleich eine sensitivere Identifizierung der Peptide möglich ist. Hierbei 

dienen alle Spektren, die Einzug in die Bibliothek gefunden haben, auch zur 

Identifizierung. Die höhere Sensitivität der Spektrenbibliothek im Vergleich zu 

Datenbanksuchen zeigte sich in dieser Arbeit an den erhöhten Identifizierungen, den 

zugewiesenen PSMs und den Intensitäten der Vorläuferionen. So konnte in dieser Arbeit 

gezeigt werden, dass über alle Proben die Anzahl an zugeordneten Spektren zu 

identifizierten Phosphopeptiden durch die Benutzung der Spektrenbibliothek erhöht war 

(31,4 zu 20,2 zugeordneten Spektren pro Peptid durch die kombinierte 

Spektrenbibliothekssuche im Vergleich zu der Sorcerer Datenbanksuche). Auch die 

niedrigeren Intensitäten der Vorläuferionen im Vergleich zu der klassischen 

Datenbanksuche bei der Suche mit der Spektrenbibliothek erklärt sich mit der erhöhten 

Sensitivität der Spektrenbibliothekssuchen (Abbildung 16). Somit werden mit der 

Spektrenbibliothekssuche mehr Spektren von Vorläuferionen mit geringen Intensitäten 

zugeordnet, im Gegensatz zur Datenbanksuche, bei der mehr höher intensive 

Vorläuferionen gefunden werden.  

Zusätzlich beschäftigen sich auch andere Arbeitsgruppen mit der erhöhten 

Genauigkeit von Spektrenbibliotheken, allerdings bietet diese Arbeit als erste einen 

ausführlichen Überblick einschließlich der Vergleiche auf Spektren- und Peptidebene 

und über den Vergleich der Vorläuferionenintensitäten (Craig et al., 2006, Ahrné et al., 

2009, Zhang et al., 2011, Hu and Lam, 2013). 

Zusammengefasst führt die Benutzung von Spektrenbibliotheken dazu, dass die 

Identifizierung von Peptiden und den dazugehörigen Proteinen schneller, genauer und 

zuverlässiger ist. Die Limitierung der Methode liegt in der Identifizierung unbekannter 

Peptide, welche noch nicht massenspektrometrisch detektiert wurden und daher nicht in 

der Bibliothek vorhanden sind. Um diese Begrenzung zu umgehen, wurde die 

Spektrenbibliothekssuche in dieser Arbeit mit einer klassischen Datenbanksuche 

kombiniert. Nach der Spektrenbibliothekssuche und der klassischen Datenbanksuche 

wurden beide Teilanalysen auf Ebene der interact.ipro.pep.xml Dateien 

zusammengefügt und die jeweils beste Identifizierung für ein Peptid ausgewählt. 

Beispielhaft kann dies am Peptid HFDmAEtVELPK gezeigt werden. Mit der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche wurde das Spektrum Tio_6c.7461.7461.2 mit einer 

Peptidwahrscheinlichkeit von 0,986 dem Peptid HFDmAEtVELPK zugeordnet. Bei der 

eigenständigen Spektrenbibliothekssuche hatte das Peptid eine Peptidwahrscheinlichkeit 
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von 0,9446 und mit der Datenbanksuche die Peptidwahrscheinlichkeit von 0,986. Da 

letzterer Wert die beste Zuordnung war, wurde dieser Wert auch in die Ergebnisse der 

kombinierten Analyse aufgenommen. Auf diese Weise kann sichergestellt werden, dass 

für Peptide, die mit beiden Suchansätzen gefunden wurden, die besten 

Peptidzuordnungen in die kombinierten Ergebnisse übernommen werden.  

Zusätzlich können durch die Kombination der beiden Suchansätze auch Proteine, 

welche nur spezifisch in verschiedenen Mutanten des Organismus oder nur unter 

spezifischen Umwelteinflüssen produziert werden, identifiziert werden, indem, wie in 

diesem Beispiel gezeigt die Peptide über die klassische Datenbanksuche identifiziert 

werden. 

Eine weitere Möglichkeit ist es die unbekannten Proteine aus den Daten von noch 

nicht vorher ausgewerteten unbekannten Zuständen zuerst mit einer klassischen 

Datenbanksuche zu analysieren und die erhaltenen Spektrenidentifikationen 

anschließend der Bibliothek hinzuzufügen wodurch diese vorher unbekannten Proben 

anschließend mit der Spektrenbibliothek ausgewertet werden können. Somit kann mit 

jeder gemessenen Datei von der die Peptididentifizierungen der Spektrenbibliothek 

hinzugefügt werden die Bibliothek erweitert und somit verbessert werden. Beispiele 

wären die Analyse von weiteren Umweltbedingungen wie Nährstoffmangel, oxidativem 

Stress oder Eisenmangel sowie Infektionsexperimente oder die Suche weiterer PTMs, 

wie Acetylierungen oder Succinylierungen. Neben der Vermessung von unbekannten 

Proben können auch Mehrfachmessungen oder die spezifische Untersuchung von 

Subproteomen des Organismus zur Verbesserung der Bibliothek benutzt werden. Ein 

Vorschlag dahingehend wäre es eine subzelluläre Fraktionierung des Proteoms 

durchzuführen und beispielsweise das Membranproteom oder das extrazelluläre 

Proteom nochmals zu analysieren. In diesen Fraktionen können viele Proteine, welche 

wichtig für die Virulenz des Organismus sind, erwartet werden. Darüber hinaus könnte 

die Aufnahme von Probenspektren anderer S. pneumoniae Stämme die bereits 

umfangreiche S. pneumoniae D39 Bibliothek erweitern und die Untersuchung 

verschiedenster klinischer Isolate erlauben. 

Zusätzlich kann durch die Benutzung unterschiedlicher Suchmaschinen und 

Filterkriterien die Proteomabdeckung der Bibliothek weiter erhöht werden. Allerdings 

können einige theoretische Proteine dennoch nicht gefunden werden, wenn sie von den 

Organismen nur unter nicht kultivierten oder nicht kultivierbaren Bedingungen exprimiert 

werden. Durch die Benutzung von synthetischen Peptiden können Peptide dieser 

Proteine zur weiteren Verbesserung der Bibliothek beitragen indem die Peptide wie die 

experimentellen Proben vermessen, anschließend über klassische Datenbanksuche 

identifiziert und dann der Bibliothek hinzugefügt werden. 
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Neben der Anzahl an in der Bibliothek hinterlegten Peptidspektren ist vor allem die 

exakte Identifizierung der Peptide und deren PTMs bei der Erstellung der Bibliothek für 

die Qualität der Bibliothek unausweichlich. Aus diesem Grund wurden synthetische 

Peptide für die Verifizierung der Ergebnisse in der Arbeit und für die Verbesserung der 

Spektrenbibliothek benutzt. 

 

8.1.3 Anwendung synthetischer Peptide zur Validierung der 

Ergebnisse der Spektrenbibliothekssuche  

Eine Suche, unabhängig ob klassische Datenbanksuche oder 

Spektrenbibliothekssuche ist immer nur so gut, wie die benutzte Datenbank/Bibliothek 

selbst. Da die Spektrenbibliothek auf den Identifizierungen von klassischen 

Datenbanksuchen aufbaut und gegen diese Identifizierungen später Daten gesucht 

werden, ist es wichtig zu beachten, dass falsch identifizierte Peptide in einer 

Datenbanksuche sich in der Spektrenbibliothek fortführen. Um eine hohe Qualität einer 

Spektrenbibliothek zu gewährleisten ist es daher wichtig, dass unterschiedliche Suchen 

und die dabei benutzten Filterkriterien sehr strikt sein sollten. Je strikter bei der 

klassischen Datenbanksuche gefiltert wird, desto weniger falschpositive Identifizierungen 

akkumulieren sich in der Bibliothek und beeinflussen später nachhaltig die Analysen. Je 

mehr falschpositive Peptid-zu-Spektrum Zuordnungen sich in einer Spektrenbibliothek 

befinden, desto fehlerbehafteter ist auch die Identifizierung mit dieser. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach der Filterung der Datensätze viele 

phosphorylierte Peptide durch zusätzliche manuelle Verifizierung der Spektren aus den 

Suchergebnissen der klassischen Datenbanksuchen herausfallen, obwohl strikte Filter 

mit Falschpositivenraten (FPR) unter 1 % gesetzt wurden. Probleme bei der korrekten 

Filterung nach falschpositiven Zuordnungen in großen Datensätzen sind bekannt und 

gegenwärtig Inhalt von verschiedenen Debatten (Hart-Smith et al., 2016, Cooper, 2016, 

Chalkley, 2013, Savitski et al., 2015). So konnte von Cooper gezeigt werden, dass die 

Suche nach Peptidmodifikationen wie Phosphorylierungen die falschpositiven 

Identifizierungen erhöht, da mehr Kandidaten (phosphoryliertes und unphosphoryliertes 

Peptid) für die Zuordnung der Spektren zur Verfügung stehen und mehr theoretische 

Fragmentmassen pro Peptid möglich sind, da jedes Fragment beispielsweise auch ohne 

Neutralverlust vorhanden sein kann. Dieselbe Beobachtung über erhöhte FPR konnten 

Hart-Smith und Kollegen machen. Bei der Auswertung der identifizierten methylierten 

Peptide fanden sie durch SILAC Methionin Markierung einen erhöhten Anteil an 

falschpositiven Identifizierungen im Vergleich zu der angegebenen globalen FPR (Hart-

Smith et al., 2016).  
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In dieser Arbeit wurden die falschpositiven Peptid-zu-Spektrum Zuordnungen über 

synthetische Peptide und den manuellen Vergleich der Phosphopeptidspektren 

identifiziert. Durch Betrachtung der Ergebnisse wurde deutlich, dass der wichtigste Punkt 

zur Verringerung der falschpositiven Identifizierungen der Phosphopeptide die manuelle 

Validierung der Ergebnisse darstellt. Es konnte sehr gut gezeigt werden, dass bei der 

Datenbanksuche mit dem Sorcerer eine überraschend hohe FPR auftrat. Durch die 

falschnegative Peptidkontrolle mit synthetischen Peptiden (Syn_pepB), welche 

verworfene Spektren aus der Verifizierung der Phosphopeptidbibliothek beinhaltete, 

konnte dies klar gezeigt werden. Zwar werden durch die derzeitigen Algorithmen bei der 

PTM Suche viele phosphorylierte Peptide gefunden, jedoch werden dabei auch noch 

viele falschpositive Phosphopeptide identifiziert, was die manuelle Validierung 

unausweichlich macht. Der Versuch, die FPR ohne die manuelle Validierung 

beispielsweise durch striktere Filterkriterien wie eine erhöhte Peptidwahrscheinlichkeit zu 

verringern funktionierte nicht, da dadurch die Falschnegativenrate überproportional 

anstieg. Um die beste analytische Qualität für die PTM Analyse zu gewährleisten wird 

vorgeschlagen, identifizierte Peptide durch manuelle Verifizierung zu bestätigen. 

Ferner wird vorgeschlagen, synthetische Phosphopeptide für Validierungszwecke zu 

Beginn großer Projekte zu benutzen. Hierdurch kann die Qualität einer 

Spektrenbibliothek bei ihrer Erstellung verbessert werden, indem falschpositive 

Identifizierungen effizient über die Dot-Werte oder einen manuellen Vergleich der 

Spektren detektiert werden. Auch kann die Bibliothek aus den Spektrendaten von 

synthetischen Peptiden aufgebaut werden. Da hierbei bekannt ist welche Peptide 

vermessen werden, können falschpositive Spektrenidentifikationen ausgeschlossen 

werden. Auch die hohe Anzahl an Spektren pro zugeordnetem Peptid ist meist höher als 

in experimentellen Proben, wodurch ein Peptid mit einer höheren statistischen 

Wahrscheinlichkeit identifiziert wird. In der vorgelegten Arbeit bestehen die 

Konsensusspektren phosphorylierter Peptide der experimentellen Bibliothek im 

Durchschnitt aus neun Spektren und in der Bibliothek mit den synthetischen 

Phosphopeptiden aus 28 Spektren pro Konsensusspektrum. Hierdurch können bessere 

Durchschnittsspektren aus den synthetischen Phosphopeptiden gebaut werden und die 

Anzahl an dominanten co-fragmentierten Peaks ist geringer als bei der experimentellen 

Bibliothek. 

Da der Einsatz synthetischer Peptide mit hohen Kosten verbunden ist, ist er nicht 

immer praktikabel. In diesem Fall sollte besonders auf strikte Filterkriterien und die 

manuelle Validierung geachtet werden. Dabei sollte stehts bedacht werden, dass 

falschpositive Identifizierungen nicht komplett ausgeschlossen werden können. 
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Spektren synthetischer Peptide können zudem beim Peptid-zu-Spektrum Vergleich 

Unterschiede im Aussehen in Bezug zum experimentellen Ausgangspunkt 

beispielsweise bei der Komplexität von co-eluierenden Peaks besitzen. Dies führt zum 

einen zu geringeren Wertungen (scores) beim Vergleich von experimentellen, 

endogenen Peptidspektren mit Peptidspektren von synthetischen Phosphopeptiden. 

Zum anderen können Spektrenzuordnungen durch die synthetischen Peptide verbessert 

werden, da niedrigabundante, experimentelle Peptidspektren mit Störsignalen besetzt 

sein können. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Spektren von den synthetischen 

Peptiden auf die Anzahl der Identifizierungen untersucht. Hierbei fiel auf, dass bei der 

Suche der gelfreien Daten gegen die kombinierte Spektrenbibliothek mit den Spektren 

der synthetischen Phosphopeptide sich die Peptididentifizierungen verringerten. 

Hierbei wurde festgestellt, dass eine höhere Anzahl an Identifizierungen bei der 

Suche von Daten, welche selbst für die Bibliotheksgenerierung benutzt wurden erreicht 

wird. Eine Hypothese war, dass die besten Ergebnisse mit einer Bibliothek erzielt 

werden könnten, die auf den exakten Daten der späteren Suche basiert.  

Um dieser Hypothese nachzugehen wurde jeweils eine Suche eines unabhängigen 

Datensatzes, dessen Spektren nicht in den Bibliotheken enthalten waren, gegen die 

experimentelle CDM5 freie PTM-Spektrenbibliothek und die CDM5 freie kombinierte 

PTM-Spektrenbibliothek inklusive der Spektren von den synthetischen Phosphopeptiden 

durchgeführt. Hierbei wurden mehr Peptid-zu-Spektrum Zuordnungen mit der CDM5 

freien kombinierten Bibliothek gefunden. Ein Grund dafür waren die zusätzlichen 

Informationen in den Konsensusspektren (erhöhte Fragmentionenabdeckung) von den 

synthetischen Phosphopeptiden. Auch durch zusätzliche Konsensusspektren der 

Phosphopeptide aus weiteren Ladungszuständen, die durch Vermessung der 

synthetischen Peptide gewonnen wurden, konnten mehr Peptide gegen die CDM5 freie 

kombinierte Bibliothek in dem unbekannten Datensatz identifiziert werden. Die Suche 

gegen die CDM5 freie experimentelle PTM-Bibliothek ergab zudem falschpositive 

Peptididentifizierungen, möglicherweise aufgrund fehlender Spektreninformationen ohne 

die synthetischen Peptide. 

Dieses Experiment zeigte, dass die Auswertung eines unbekannten Datensatzes 

durch die Benutzung zusätzlicher Spektreninformationen in Bibliotheken besser ist, da 

sich die Anzahl an Peptididentifizierungen erhöht und sogar falschpositive 

Peptididentifizierungen vermieden werden können. Dagegen führt eine 

Spektrenbibliothekssuche gegen eine Bibliothek mit den Spektren aus genau dem zu 

suchenden Datensatz zu einer erhöhten Peptididentifizierung, da die gesuchten 

Spektren sehr gut zu den Spektren in der Bibliothek passen. Dieser Spektrenvergleich 
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führt jedoch zu einer Überanpassung (aus dem englischen overfitting) der 

Spektrenbibliothek an den Datensatz was mit einer erhöhten FPR einhergeht. Es ist 

daher nicht zu empfehlen, Bibliotheken nur aus einzelnen Datensätzen zu generieren, 

die im späteren Verlauf gegen diese Bibliothek gesucht werden sollen. Eine Erweiterung 

der Bibliothek, beispielsweise um die Spektren synthetischer Peptide oder um weitere 

Datensätze (aus anderen Experimenten/experimentellen Bedingungen) wirkt dieser 

beobachteten Überanpassung entgegen. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Bau von PTM-

Spektrenbibliotheken mit gründlicher manueller Validierung anhand der diskutierten 

Filterkriterien einhergehen sollte. Zusätzlich ist der Einsatz synthetischer Peptide für den 

Bau der Bibliothek zu empfehlen um falschpositive Identifizierungen zu vermeiden und 

um eine möglichst umfassende Spektrengrundlage für die Identifizierungen in der 

Bibliothek zu hinterlegen. Dies wurde in dieser Arbeit gezeigt, da durch die synthetischen 

Phosphopeptidspektren mehr Peptide durch zusätzliche Spektren der Peptide mit 

unterschiedlichen Ladungen identifiziert werden konnten, wodurch die Identifizierung von 

Peptiden aus experimentellen Daten verbessert werden können. 

 

8.1.4 Anwendung von Spektrenbibliotheken 

Die in dieser Arbeit konzipierte Spektrendatenbank von S. pneumoniae D39 enthält 

final Informationen für etwa 80 % aller putativ möglichen Proteine mit mindestens einem 

Peptid von S. pneumoniae D39. Davon wurden 1.292 Proteinen mit zwei oder mehr 

Peptiden identifiziert, was einem Anteil von 68 % entspricht. Eine Spektrenbibliothek 

dieser Größe war für einen S. pneumoniae Stamm bisher noch nicht frei verfügbar. Die 

im Rahmen dieser Arbeit aufgebaute Bibliothek kann jetzt auch von anderen 

Wissenschaftlern und Arbeitsgruppen für die Proteinidentifizierung in S. pneumoniae 

D39 genutzt werden. Mit der Zusammenlegung von Daten verschiedener 

Wissenschaftler können ausführliche Spektrenbibliotheken zu verschiedenen Stämmen 

und Organismen aufgebaut und anschließend für die Analyse der jeweiligen Organismen 

genutzt werden. Diese Bibliotheken wären ein großer Zugewinn für die Analyse der 

Daten und selbst unabhängige Wissenschaftler, die nicht an der Erstellung der 

Bibliotheken mitgewirkt haben, könnten diese für ihre jeweiligen Forschungen nutzen 

und beispielsweise ihre Proteinidentifizierungen von Proteomikexperimenten verbessern. 

Allerdings muss dafür die Kompatibilität zwischen eventuell verschiedenen 

Versuchsabläufen in unterschiedlichen Laboren berücksichtigt werden. Die Spektren in 

den Spektrenbibliotheken variieren auch bei der Nutzung unterschiedlicher MS Geräte, 

da verschiedene Typen von Massenspektrometern auch spezielle 
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Fragmentierungstechniken verwenden und dadurch abweichende Spektren bei den 

jeweiligen Messungen generiert werden können. Dies sollte überprüft werden, wenn 

Spektrenbibliotheken von externen Quellen akquiriert wurden und der Suche eigener 

Daten dienen sollen.  

Öffentlich zugängliche Spektrenbibliotheken wurden bisher hauptsächlich für humane 

Proteine aufgenommen. Diese Bibliotheken werden ständig weiterentwickelt und sind 

beispielsweise vom National Institute of Standard and Technology, dem MacCoss 

Laboratorium und dem Beavis Laboratorium (Frewen et al., 2006, Craig et al., 2006) 

verfügbar. Für weitere Spezies existieren auf der Plattform Peptidatlas 

(http://www.peptideatlas.org/speclib/) unter anderem Bibliotheken zu Hefe, Maus, 

Drosophila aber auch zu Mikroorganismen wie Mycobacterium smegmatis oder E. coli. 

In den Bibliotheken für M. smegmatis wurden knapp 5.000 Konsensusspektren hinterlegt 

und für E. coli knapp 50.000 Konsensusspektren. Die prozentuale 

Gesamtproteomabdeckung der verfügbaren Bibliotheken lag in der M. smegmatis 

Bibliothek mit 921 detektierten von 6.717 theoretisch möglichen Proteinen bei 14 % und 

für E. coli mit detektierten 2.639 von 5.292 Proteinen bei 50 % für Proteine, die mit 

mindestens zwei Peptiden gefunden wurden. Die hier erstellte S. pneumoniae D39 

Bibliothek, die eine Proteomabdeckung von 68 % aufweist (für Proteine mit mindestens 

zwei gefunden Peptiden), ermöglicht im Vergleich zu den beiden Bibliotheken der 

Beispielmikroorganismen eine etwas bessere Proteomcharakterisierung für die 

jeweiligen Experimente. Leider konnte nicht festgestellt werden, aus wie vielen 

Messungen sich die Bibliotheken für M. smegmatis und E. coli zusammensetzen, was 

jedoch ein wichtiger Faktor bei der Erstellung der Bibliothek ist. Auch die Filterkriterien 

haben bei der Bibliothekserstellung einen großen Einfluss, jedoch wurden alle drei 

Bibliotheken mit der gleichen Peptidwahrscheinlichkeit von 0,95 gefiltert. Neben diesen 

im PeptidAtlas frei verfügbaren Bibliotheken gibt es auch Publikationen von erstellten 

und angewendeten Spektrenbibliotheken die für andere Forscher in digitalen Archiven 

hinterlegt wurden.  

Für S. aureus HG001 wurde bereits eine Spektrenbibliothek mit einer 

Proteomabdeckung von 72 % (Proteinidentifizierungen mit mindestens einem Peptid) 

von Depke und Koautoren erstellt (Depke et al., 2015). Von den 2.891 vorhergesagten 

Proteinen des Organismus konnten hier durch drei verschiedene und aufwendige 

Separationsmethoden insgesamt 1.936 Proteine identifiziert werden (Depke et al., 2015). 

Mit S. aureus werden beispielsweise Infektionsexperimente durchgeführt, bei denen die 

bakteriellen Proteine üblicherweise in wesentlich geringeren Mengen vorliegen als die 

humanen Proteine. Zur Analyse dieser Infektionsexperimente eignet sich die 

beschriebene Spektrenbibliothek um diese Experimente auszuwerten, da der Vorteil der 
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Spektrenbibliothekssuche, die genaue Identifizierung, optimal genutzt werden kann. 

Selbiges kann auch für Infektionsexperimente mit S. pneumoniae D39 übernommen 

werden. Bisher sind noch keine Spektrendaten von Infektionsexperimenten in der hier 

erstellten S. pneumoniae D39 Bibliothek vorhanden. Diese können jedoch zu der 

Bibliothek hinzugefügt werden, sollten entsprechende Experimente durchgeführt werden. 

Auch die Möglichkeit, den Organismus in einem Medium anzuziehen das die 

Nährstoffsituation bei Infektionen experimentell simuliert ist denkbar und kann die 

Auswertung von Infektionsexperimenten mit der Spektrenbibliothek verbessern. Sollten 

unbekannte Proteine während der Infektion exprimiert werden, so ist die Kombination 

der Spektrenbibliothek mit der klassischen Datenbanksuche geeignet, um auch mögliche 

neue Proteine zu identifizieren.  

 

8.1.5 Phosphoproteomanalysen in Mikroorganismen 

Neben der generellen Etablierung einer komplexen Spektrenbibliothek von 

S. pneumoniae D39 Proteinen stand in dieser Arbeit die Anwendbarkeit auf die 

Phosphoproteomcharakterisierung dieses Organismus im Vordergrund. Die geringe 

Abundanz und hohe Umsatzrate von phosphorylierten Proteinen sind zwei Gründe, 

warum vergleichsweise wenige Studien zu mikrobiellen Phosphoproteomen veröffentlicht 

wurden, obwohl diese posttranslationale Proteinmodifikation weitreichende Bedeutung 

für die Organismen, beispielsweise im Hinblick auf Signaltransduktion und Virulenz hat. 

Die Untersuchung des Phosphoproteoms von Bakterien wird hauptsächlich über zwei 

Methoden durchgeführt, die gelfreie und die gelbasierte Methode. In den letzten Jahren 

wurden dazu viele Arbeiten veröffentlicht, wobei die Phosphopeptidanreicherung mit 

TiO2 mehr und mehr in den Vordergrund rückte. Bei dieser Methode konnten je nach 

Genomgröße in verschiedenen Bakterien jeweils etwa 100 phosphorylierte Proteine 

identifiziert werden, was im Gegensatz zu den gelbasierten Arbeiten eine viel größere 

Anzahl an identifizierten Proteinen darstellt (Referenzen in Tabelle 1). Durch die 

Untersuchung einer Vielzahl an Proben und Zuständen eines Organismus kann diese 

Zahl aber auch stark erhöht werden (Lin et al., 2015). Tabelle 1 zeigt beispielhaft 

verschiedene Phosphoproteom Arbeiten und die Anzahl an identifizierten 

Phosphoproteinen daraus. Es fällt auf, dass die Anzahl der Identifizierungen stark 

schwankt. So wurden in Arbeiten ohne manuelle Validierung [beispielsweise M. 

tuberculosis (Prisic et al., 2010)] jeweils mehr Phosphorylierungen identifiziert als in 

Arbeiten mit manueller Validierung. Aber auch die Anzahl an Replikaten, untersuchten 

Zuständen und benutzten Methoden haben starken Einfluss auf die Anzahl an 

Identifizierungen (siehe Tabelle 1). 
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Zum direkten Vergleich dieser Arbeit konnte die Veröffentlichung von Sun und 

Mitarbeitern herangezogen werden (Sun et al., 2010). Genau wie im Rahmen dieser 

Arbeit wurde auch bei Sun et al. das Phosphoproteom von S. pneumoniae D39 nach 

gelfreier TiO2 Anreicherung untersucht (Sun et al., 2010). Dabei wurden mittels 

klassischer Datenbankanalyse 84 phosphorylierte Proteine mit 163 

Phosphorylierungsstellen aus 102 Peptiden in dem Organismus identifiziert (Sun et al., 

2010). Diese Zahlen liegen in der gleichen Größenordnung wie die in dieser Arbeit 

identifizierten 191 Phosphopeptide und 125 Phosphoproteine aus dem gelfreien 

Datensatz. Das jetzt mehr Peptide identifiziert wurden, kann auf den Einsatz eines 

besseren MS-Gerätes [LTQ Orbitrap (Sun et al., 2010) vs. Velos (diese Arbeit)] und die 

optimierte Datenanalyse mittels Spektrenbibliothekssuche in der aktuellen Arbeit 

zurückgeführt werden. Beim Vergleich der identifizierten Proteine konnten nur 15 % aller 

identifizierten Proteine in beiden Arbeiten gefunden werden.  

Gründe dafür könnten zum Beispiel in der unterschiedlichen Probenvorbereitung 

inklusive Zellaufschluss [Ultraschall (Sun et al., 2010) vs. mechanischer Aufschluss mit 

Glasperlen (diese Arbeit)], Verdau [Trypsin (Sun et al., 2010) vs. LysC und Trypsin 

(diese Arbeit)] oder der Durchführung der TiO2 Anreicherung [TiO2 Anreicherung nach 

Herstellerprinzip von Calbiochem (Calbiochem (Sun et al., 2010) vs. TiO2 Anreicherung 

nach Macek (Macek et al., 2007) (diese Arbeit)] zu finden sein. Da durch den 

Zellaufschluss die zytosolischen Proteine freigesetzt wurden, welche später vermessen 

wurden, und beide Methoden standardmäßig erprobt sind, waren hier keine großen 

Unterschiede zu erwarten. Durch die Unterschiede im Verdau und der Anreicherung 

können größere Abweichungen bei der anschließenden Peptididentifizierung erwartet 

werden. Mit Hilfe der Benutzung von neueren MS Methoden [Top5 mit MS³ (Sun et al., 

2010) vs. Top20 mit MSA (diese Arbeit)] in dieser Arbeit konnten die Phosphopeptide 

zumeist sensitiver detektiert werden. Hierdurch sollten vor allem zusätzliche 

Identifizierungen möglich gewesen sein. Beim Vergleich der phosphorylierten Proteine 

zwischen Sun et al. und dieser Arbeit fiel sogar auf, dass viele Phosphopeptide, welche 

zum Beispiel aufgrund hoher Abundanz oft identifiziert werden, in beiden Studien 

gefunden wurden (beispielsweise die Phosphopeptide des Proteins DivIVA). 

Phosphopeptide, die nur mit wenigen Spektren identifiziert wurden, wurden in der Regel 

nur von Sun et al. oder in dieser Arbeit gefunden. Abgesehen von der höheren 

Sensitivität der Massenspektrometer können weitere Unterschiede bei 

massenspektrometrischen Messungen auftreten. So wurden die Peptide bei Sun et al. 

mit einem 90 minütigen Gradient aufgetrennt und in dieser Arbeit mit einem 100 

minütigen Gradienten. Allein durch diesen unterschiedlichen Eintritt der Peptide ins 

Massenspektrometer könnten die Phosphopeptide unterschiedlich ionisiert worden sein 
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(Wechselwirkung zwischen Peptiden bei der Ionisation) und dadurch auch 

unterschiedliche Messergebnisse erzielt worden sein. 

Ein wichtiger Grund für die unterschiedlichen Phosphopeptididentifizierungen könnte 

jedoch, wie in Kapitel 7.1.2 aufgezeigt, vor allem in den verschiedenen, für die Suche 

genutzten Suchmaschinen zu finden sein [Mascot (Sun et al., 2010) vs. 

Spektrenbibliothek, der der Sequest Algorithmus zugrunde liegt (diese Arbeit)]. Mittels 

unterschiedlicher Suchalgorithmen werden auch unterschiedliche Phosphopeptide 

identifiziert. Insgesamt spielen alle Faktoren des Versuchs von der Probenaufbereitung 

über die Messung bis hin zur Datenauswertung eine große Rolle in der Identifizierung 

der Phosphopeptide. Zudem ist bekannt, dass die Reproduzierbarkeit bei 

Phosphoproteomanalysen relativ gering ist (Jersie-Christensen et al., 2016). Ein 

Anliegen war es deshalb auch die Reproduzierbarkeit durch die Benutzung der 

Spektrenbibliothek zu steigern. Anhand der Replikate CDM1-4 konnte gezeigt werden, 

dass in dieser Arbeit die Reproduzierbarkeit der der Phosphopeptididentifizierungen 

gegen eine Spektrenbibliothek in Bezug zu den klassischen Datenbanksuchen erhöht 

war (Abbildung 17). Ein Grund ist die sensitivere Identifizierung der niedrigabundanten 

Phosphopeptide, da diese durch die Suche mit der Spektrenbibliothek in mehr 

Replikaten identifiziert werden können. 

Generell überwiegen zur Untersuchung des Phosphoproteoms gelfrei durchgeführte 

Arbeiten (Tabelle 1), da hierbei eine höhere Identifizierungsrate erreicht werden kann als 

gelbasiert. Die Gründe liegen am Aufbau der Methoden. Während bei der TiO2 

Anreicherung 50 mg Protein als Ausgangsmaterial dienen und daraus die 

phosphorylierten Peptide angereichert werden, werden bei den zweidimensionalen (2D) 

Gelen 200 µg Proteinprobe separiert. Zusätzlich dazu ist das analytische Fenster der 

Proteinidentifizierungen mittels 2D Gelen aufgrund der physikochemischen 

Proteineigenschaften wie Hydrophobizität, Molekulargewicht und dem isoelektrischer 

Punkt begrenzt. Abbildung 31 zeigt die theoretische Verteilung aller vorhergesagten 

Proteine von S. pneumoniae D39 (http://www.jvirgel.de/), wobei zu sehen ist, dass die 

meisten Proteine im Bereich um den pH-Wert von 4-6 liegen (Hiller et al., 2003, Hiller et 

al., 2006). In diesem Bereich wurden auch die Proteine in den 2D Gelen aufgetrennt (pH 

4-7). Dennoch gibt es auch eine Vielzahl an Proteinen, die außerhalb dieses Bereiches 

vorhergesagt werden und die damit nicht über die erstellten 2D Gele identifizierbar sind. 

Interessant war, dass die meisten über die gelfreie Methode identifizierten 

phosphorylierten Proteine im vom 2D Gel abgedeckten Bereich gefunden wurden. Beim 

Vergleich der identifizierten phosphorylierten Proteine beider Methoden fällt auf, dass 

obwohl viele Proteine in dem analytischen Fenster der 2D Gele liegen, diese nur gelfrei 

als phosphoryliert identifiziert werden. Der Grund hierfür dürfte dem methodischen 
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Aufbau geschuldet sein, da phosphorylierte Proteine, die angereichert wurden, einfacher 

identifiziert werden können. Bei der gelbasierten Methode können diese Proteine jedoch 

in zu geringer Abundanz vorliegen sodass sie die Nachweisgrenze bei rund 10 ng auf 

dem 2D Gel unterschreiten und somit nicht detektiert werden. Bei dem Vergleich der 

beiden benutzten Methoden in der vorliegenden Arbeit wurden rund 90 % aller 

identifizierten phosphorylierten Proteine über die gelfreie TiO2 Anreicherung gefunden 

und nur vier Proteine mit identifizierter Phosphorylierungsstelle ausschließlich über die 

2D Gele. 19 der 24 auf dem 2D Gel putativ phosphoryliert gefundene Proteine konnten 

gelfrei bestätigt werden.  

 

Abbildung 31: Übersicht über theoretisch produzierbare sowie in dieser Arbeit gelbasiert und gelfrei 
als phosphoryliert identifizierte Proteine von S. pneumoniae D39. Das analytische Fenster der 2D 
Gele wurde mittels des Kästchens verdeutlicht. Nur darin enthaltene Proteine sind theoretisch 
mittels der in dieser Arbeit erstellten 2D Gele erfassbar. Die Darstellung der theoretischen Verteilung 
der vorhergesagten Proteine anhand physikochemischer Eigenschaften wurde mittels JVirGel (Hiller 
et al., 2006) (http://www.jvirgel.de/) vorgenommen und adaptiert.  

 

Die Kombination der gelfreien und der gelbasierten Phosphopeptid- beziehungsweise 

Phosphoproteinanreicherung wurde vor dieser Arbeit bereits zur Charakterisierung des 

Phosphoproteoms von S. aureus COL eingesetzt (Bäsell et al., 2014). Dabei wurden 

gelbasiert 80 putativ phosphorylierte Proteine identifiziert, von denen die 

Phosphorylierungsstelle von 22 Peptiden aus 19 Proteinen nachgewiesen wurde. Gelfrei 

konnten nach TiO2 Anreicherung 49 phosphorylierte Peptide von 33 Proteinen mittels 

klassischer Datenbanksuche mit der Software MaxQuant identifiziert werden. Beim 

Vergleich der Schnittmengen beider Anreicherungsmethoden konnte in dieser Arbeit 

eine größere Übereinstimmung zwischen gelfrei und gelbasiert identifizierten 

Phosphoproteinen als bei Bäsell et al. festgestellt werden. In dieser Arbeit wurden gelfrei 
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mehr phosphorylierte Peptide in S. pneumoniae D39 identifiziert und von den 24 putativ 

phosphorylierten Proteinen aus der gelbasierten Methode konnten 19 Phosphoproteine 

auch mit der Phosphorylierungsstelle nach gelfreier TiO2 Anreicherung identifiziert 

werden. Bäsell et al. identifizierte im Vergleich dazu acht S. aureus COL Proteine mit 

beiden Methoden (Bäsell et al., 2014). Ein Grund für die verbesserte Schnittmenge in 

dieser Arbeit kann die genauere Identifizierung durch die Spektrenbibliotheken sein. 

Auch die erhöhte Phosphopeptididentifizierung der gelfreien Analyse durch verbessertes 

Equipment und die genauere Analyse kann einen Einfluss darauf haben.  

Dennoch wurden manche Proteine nur mit der einen oder der anderen Methode 

gefunden. Durch die Kombinierung beider Methoden sollte ein möglichst umfassender 

Blick auf das Phosphoproteom gegeben werden und durch die Vielzahl an Daten sollte 

die Spektrenbibliothek möglichst umfangreich mit Spektren ausgestattet werden. 

Durch Kombination beider Methoden und die Benutzung der kombinierten 

Spektrenbibliothekssuche konnten sehr viele phosphorylierte Peptide aus 

S. pneumoniae D39 identifiziert werden.  

Zur verbesserten Identifizierung gewinnen Spektrenbibliotheken mit einbezogenen 

Proteinmodifikationen mehr und mehr an Bedeutung. So benutzten Lam und Mitarbeiter 

beispielsweise ihre aufgenommenen Daten aus verschiedenen Experimenten und 

Zelllinien, um eine Phosphospektrenbibliothek für den Menschen zu erstellen in der sie 

8.079 phosphorylierte Peptide mit einer FPR von 0,1 % zusammenführten (Hu and Lam, 

2013). Auch mit den identifizierten phosphorylierten Peptiden von Saccharomyces 

cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans und Mus musculus 

generierten sie verschiedene Phosphopeptidspektrenbibliotheken. Zusätzlich dazu 

arbeiten Küster und Kollegen an einer Spektrenbibliothek aus synthetischen Peptiden 

und deren phosphorylierten Gegenparts um damit Peptididentifizierungen zu verbessern 

(Marx et al., 2013). Ein weiterer Schritt ist es, die phosphorylierten Peptide mehrfach zu 

phosphorylieren um die Analyse weiter vertiefen zu können. Zum jetzigen Zeitpunkt stellt 

die hier vorgestellte S. pneumoniae D39 Spektrenbibliothek die erste frei verfügbare 

sowie hoch qualitative Bibliothek für den Organismus S. pneumoniae dar und besitzt 

darüber hinaus auch verifizierte Phosphopeptide des Organismus. 

Neben der Identifizierung von Peptiden und deren Modifikationen für die Analyse von 

Regulationsmechanismen können die Suchmethoden auch für eine verbesserte 

Quantifizierung von verschiedenen Zuständen eines Organismus verwendet werden.  
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8.2 Quantifizierung von Proteinen und 

Phosphoproteinen in Bakterien 

Neben dem Wissen um die Art der Proteine geben auch ihre Mengen und besonders 

die Mengenänderungen in Abhängigkeit von verschiedenen Zuständen Aufschluss über 

die Bedeutung einzelner Proteine sowie über globale Anpassungsmöglichkeiten von 

Bakterien an wechselnde Umweltbedingungen. Dieses Wissen um die Änderung der 

Proteinmenge lässt sich vielfältig einsetzen. Zum Beispiel um die Adaptation des 

Proteoms von Krankheitserregern bei einer Interaktion mit Wirtsorganismen wie dem 

Menschen nachvollziehen zu können. Des Weiteren können Produktions- und 

Sekretionsmechanismen untersucht werden, die für den Einsatz industriell genutzter 

Mikroorganismen von hohem Wert sind. Für beide genannten Forschungszweige wurde 

im Rahmen dieser Arbeit je ein Beispielbakterium herangezogen, zum einen das 

Pathogen S. pneumoniae und zum anderen der Industriekeim Bacillus pumilus. Dabei 

dienten sie dem Zweck unterschiedliche Quantifizierungsmethoden von Proteinen, 

hauptsächlich Phosphoproteinen, zu testen, weil deren Entwicklung im Vordergrund 

dieser Arbeit stand.  

Globale Proteinquantifizierungen können heutzutage zum einen mit der 2D Technik 

und zum anderen gelfrei mit modernen Massenspektrometern durchgeführt werden. 

Diese werden mit metabolischen und chemischen Markierungsmethoden kombiniert, um 

Proteinmengen in verschiedenen Zuständen (Proben) miteinander vergleichen zu 

können. Auch markierungsfreie Ansätze wurden bereits erfolgreich vorgestellt. Die 

verschiedenen Quantifizierungstechniken, die für Proteomanalysen von 

Mikroorganismen zur Verfügung stehen, bringen jeweils unterschiedliche Vor- und 

Nachteile mit sich und wurden bereits in einem Übersichtsartikel zusammengefasst (Otto 

et al., 2014).  

 

8.2.1 Besondere Aspekte zur Quantifizierung phosphorylierter 

Proteine  

Neben der Quantifizierung der unmodifizierten Proteine spielen auch die 

Mengenänderungen der modifizierten Proteine eine wichtige Rolle. Nur wenige 

quantitative Studien zum Phosphoproteom von Bakterien sind bisher veröffentlicht 

worden. Lim und Mitarbeiter nutzten SRM um das Phosphoproteom im zentralen 

Kohlenstoffwechsel von E. coli unter verschiedenen Bedingungen miteinander zu 

vergleichen (Lim et al., 2015). Schmidt und Mitarbeiter quantifizierten das 
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Argininphosphoproteom in B. subtilis unter oxidativem Stress beziehungsweise 

Hitzeschock mittels Markierung durch iTRAQ (Isotopenmarkierung zur relativen und 

absoluten Quantifizierung) und anschließender gelfreier Anreicherung mit Hilfe von TiO2 

(Schmidt et al., 2014). Dabei wurden 217 Argininphosphorylierungsstellen in 134 

Proteinen identifiziert. Zusätzlich konnten 41 Phosphorylierungsstellen nach Hitzeschock 

und 24 Phosphorylierungsstellen nach oxidativen Stress in ihrer Menge signifikant 

verändert identifiziert werden (Schmidt et al., 2014). 

In dieser Arbeit sollte vor allem der Nutzen gelbasiert oder gelfrei gewonnener 

beziehungsweise metabolisch markierter oder unmarkierter Proteinproben und 

verschiedene Kombinationen dieser in Hinblick auf die quantitative Erfassbarkeit 

phosphorylierter Proteine getestet werden. Dabei war neben dem Vergleich der 

Proteinmenge auch der Anteil des phosphorylierten Proteins im Vergleich zur 

Gesamtmenge des entsprechenden Proteins in Bakterien sowie der Grad der 

Phosphorylierung innerhalb des einzelnen Proteins von Interesse. 2D Gel gestützte 

Methoden erlauben Aussagen über den Grad der Phosphorylierung von Proteinen, 

sowie der Änderung der Menge des phosphorylierten Proteins in Bezug zum 

Gesamtprotein. Im Gegenzug dazu lassen gelfreie Experimente Rückschlüsse auf nur 

einzelne detektierte Phosphopeptide zu, allerdings mit dem Vorteil deutlich größerer 

Identifizierungszahlen. Markierungsgestützte Methoden erlauben exakte Vergleiche 

zweier Bedingungen beziehungsweise Proben miteinander, indem ein Zustand nicht 

markiert und einer markiert wird. Bei der Markierung auf Proteinebene werden die 

Proteinextrakte markiert, zu gleichen Mengen gemischt und nach proteolytischer 

Spaltung und massenspektrometrischer Vermessung Peptidintensitäten anhand der 

Tatsache, dass sich markierte Peptide in der Masse definiert unterscheiden, verglichen. 

Ein Vorteil der markierungsbasierten Quantifizierung liegt darin, dass der gleiche globale 

Standard in allen biologischen und technischen Replikaten genutzt werden kann. 

Dadurch können die leichten und schweren Varianten eines Peptids detektiert und die 

Mengenverhältnisse nach der massenspektrometrischen Analyse berechnet werden. 

Eventuelle Änderungen zwischen zwei physiologischen Bedingungen lassen sich aus 

den Verhältnissen berechnen. Es ist von Vorteil, bei der Erstellung des globalen 

Standards alle später zu quantifizierenden Bedingungen mindestens einmal im schweren 

Medium zu kultivieren und die entsprechenden Proteinextrakte miteinander zu 

vermengen. Nach diesem, dem Super-SILAC Konzept ähnelndem Prinzip (Geiger et al., 

2010), wird sichergestellt, dass alle möglichen Proteine im Standard enthalten sind und 

keine unter nur einer Bedingung exklusiv produzierten Proteine der Analyse verloren 

gehen.  
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Quantifizierungen mit markierungsbasierten Methoden sind meist robuster als 

markierungsfreie Methoden, da Abweichungen in der Probenvorbereitung auf den 

Standard und die Probe gleichermaßen wirken und sich das Verhältnis nicht ändert. Die 

korrekte Mischung des Standards und der Probe wird jedoch vorausgesetzt, um 

Falschaussagen durch Schwankungen zwischen dem Standard zu Probeverhältnis zu 

vermeiden. Die vollständige Markierung der Organismen bei Markierungsmethoden wie 

beispielsweise SILAC, welche auf dem Einsatz markierter Aminosäuren oder auf 

isotopenmarkiertem Stickstoff beruht (Ong and Mann, 2007), ist dabei von 

verschiedenen Faktoren wie der Auxotrophie der Bakterien [bevorzugte Aufnahme von 

Aminosäuren (Reiter et al., 2009)] oder auch der Mediumzusammensetzung abhängig. 

Im Medium sollten störende nichtmarkierte C- oder N-Quellen vermieden werden. Dies 

ist schwierig, wenn beispielsweise Serum bei Zellkultur- und Infektionsversuchen zum 

Einsatz kommt oder wenn, wie im Fall von S. pneumoniae die Substanz Cholinchlorid 

zum Wachsen unabkömmlich ist.  

Für 2D gelbasierte Untersuchungen ist die Markierung nicht zwingend erforderlich, da 

die phosphorylierten Proteine über die Signalintensitäten auf 2D Gelen miteinander 

verglichen werden können. In dieser Arbeit wurden phosphorylierte Proteine aus 

S. pneumoniae über die 2D Geltechnik mittels funktioneller Färbung mit Pro-Q auf 

Proteinebene genau identifiziert und quantifiziert (Schmidl et al., 2010, Eymann et al., 

2007). Um die Mengenunterschiede der phosphorylierten Proteine zu untersuchen, 

wurden die Spotintensitäten zwischen dem Wildtyp und der Kinase StkP miteinander 

verglichen. Im Falle von bakteriellen Proteomen, die im Vergleich zu Eukaryoten eher 

weniger komplex sind, ist es möglich die Hauptstoffwechselwege auf einem 2D Gel 

darzustellen und durch die Phosphoproteinfärbung werden regulatorische Prozesse, die 

mit Änderungen im Phosphorylierungsmuster einhergehen, leicht sichtbar. 

Es wurde bereits gezeigt, dass die Quantifizierung phosphorylierter Proteine anhand 

von Spotintensitäten stark von technischen Schwankungen beeinflusst wird und nur 

große Änderungen von Proteinmengen auch wirklich im 2D Gel sichtbar sind (Bäsell et 

al., 2014). Um dieses Problem zu beheben, wurde in einem weiteren Ansatz in dieser 

Arbeit in B. pumilus die 2D Gele mit einer metabolischen Markierung verknüpft. Von Li 

und Snijders wurden über metabolische Markierung und 2D Gele in früheren Versuchen 

schon unterschiedliche Zustände von Arabidopsis und Sulfolobus solfataricus 

miteinander quantifiziert (Li et al., 2012, Snijders et al., 2005), die Kombination dieser 

zwei etablierten Methoden in Zusammenhang mit der funktionellen Phosphofärbung 

wurde so aber noch nicht beschrieben.  

Die Phosphoproteinfärbung wurde dazu benutzt, geeignete Proteinspots für die 

Analyse zu detektieren. Die Proteinspots wurden anschließend mittels sensitiver und 
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hochakkurater Massenspektrometer tiefergehend charakterisiert und durch die 

metabolische (15N) Markierung genauestens quantifiziert.  

Die Kombination der 2D Gele und der metabolischen Markierung erlaubt eine 

robustere Analyse der Phosphoproteine, da mittels 2D Gelen die Proteine in ihre 

Isoformen getrennt werden und in den anschließenden LC-MS/MS Analysen die 

Proteinisoformen unabhängig voneinander analysiert werden können. Indem die 

Proteine aus isolierten Proteinspots unabhängig voneinander proteolytisch gespalten, 

vermessen und ausgewertet werden, können sowohl mehr modifizierte als auch nicht 

modifizierte Peptide einer Proteinisoform erfasst werden. Im Vergleich zu gelfreien, 

quantitativen Analysen des Phosphoproteoms bei der die Quantifizierung der 

Phosphoproteine nur über die einzelnen identifizierten Phosphopeptide führt, wird hier 

eine erhöhte statistische Sicherheit der quantitativen Ergebnisse erreicht. Die 

Phosphoproteinquantifizierung über alle Peptide eines Proteins ist gelfrei nicht möglich, 

da nicht unterschieden werden kann, ob ein unphosphoryliertes Peptid zu dem 

Phosphoprotein oder der zugehörigen unphosphorylierten Form dieses Proteins im 

Probenextrakt gehört. 

 Ein weiterer Vorteil der Vermessung einzelner, klar getrennter Spots ist das 

reduzierte Auftreten überlagerter Spektren im Vergleich zu gelfreien LC-MS/MS Läufen, 

da durch die Auftrennung über das 2D Gel die Komplexität stark verringert wurde. 

Außerdem erlaubt der Einsatz der metabolischen Isotopenmarkierung die Detektion 

kleiner aber signifikanter Mengenunterschiede der Proteine welche über den Vergleich 

der Spotintensitäten nur schwer erfassbar sind. 

Diese Methode wurde am Beispiel einer B. pumilus Kultur, die mit H2O2 behandelt 

und somit oxidativem Stress ausgesetzt war, im Vergleich zu einer unbehandelten 

Kontrollkultur etabliert und getestet. Dabei wurden durch die Kombination aus 

Phosphofärbung auf dem 2D Gel und Quantifizierung über einen metabolisch markierten 

15N Standard (log2 Stress/Kontrolle) sowohl deutliche (Anti-Sigma-Faktor RsbV; 1.7) als 

auch kleinste Änderungen der Phosphoproteinabundanz (Anti-Anti-Sigma B Regulator 

RsbR; 0.8) bestimmt.  

In einem früheren Versuch wurde der Einfluss von H2O2 auf das Gesamtproteom von 

B. pumilus ebenfalls nach 2D Gelauftrennung von Handtke et al. untersucht (Handtke et 

al., 2014). Proteine, die in dieser Arbeit als phosphoryliert gefunden wurden, wurden bei 

Handtke und Mitarbeitern auch nachgewiesen und quantifiziert. Ein Beispiel ist das 

Protein FusA. Bei Handtke et al. kam die unphosphorylierte Proteinisoform in 

verringerten Mengen genauso wie die, in dieser Arbeit identifizierte, phosphorylierte 

Isoform in verringerten Mengen in den gestressten Zellen vor. Dies kann durch die 

stringent response erklärt werden, bei der durch Reaktion auf Stress wie H2O2 die 



Diskussion 

 

150 
 

Zellteilung verringert wird und dadurch auch die ribosomalen Proteine und 

Elongationsfaktoren in ihrer Menge verringert werden (Geiger and Wolz, 2014). Das 

Protein RsbV lag auf den 2D Gelen putativ phosphoryliert in zwei verschiedenen Spots 

vor. In dieser Arbeit wurde das phosphorylierte Protein RsbV in höheren Mengen nach 

H2O2 Stress genauso wie bei Handtke et al. ohne die Phosphoproteinfärbung gefunden. 

Damit wurde die generelle Funktionalität dieser Methode für bakterielle 

Proteinquantifizierung bewiesen und um wertvolle Informationen der 

Proteinphosphorylierung in Abhängigkeit von oxidativem Stress ergänzt. Da gerade 

Phosphorylierungen einen wichtigen Einfluss auf Signaltransduktion und somit auch auf 

viele zelluläre Prozesse wie auch Proteinsekretion haben können, ist das Wissen um 

den Einfluss dieser PTM für die industrielle Anwendung äußerst relevant. Es kann 

genutzt werden um in die Regulation bei der Produktion gewisser Enzyme einzugreifen 

indem Proteine die beispielsweise hemmend auf die Produktion der gewünschten 

Enzyme wirken gezielt durch Mutagenese inaktiviert werden.  

Zusätzlich kann die Proteomanalyse über Proteinauftrennung durch 2D Gele mit 

anschließender metabolischer Quantifizierung zukünftig auch für die Analyse weiterer 

möglicher Stressfaktoren eingesetzt werden. Während der industriellen Kultivierung von 

B. pumilus können zum Beispiel auch Sauerstoff oder Nährstoffmangel auftreten. Aber 

auch für andere Bakterien mit wirtschaftlichem Nutzen, wie B. licheniformis, welches vor 

allem in der Waschmittelindustrie zum Einsatz kommt, könnte diese Methode dazu 

dienen, bereits erfolgte Proteomstudien mit Phosphoproteomdaten zu ergänzen 

(Schroeter et al., 2011). 

Mit dem Einsatz der in dieser Arbeit erstellten und etablierten 

Phosphopeptidspektrenbibliothek sollte in Zukunft auch eine gelfreie exakte 

Quantifizierung phosphorylierter Proteine möglich sein, da diese Auswertestrategie 

nachweislich zu einer wesentlich genaueren Identifizierung von phosphorylierten 

Peptiden und damit phosphorylierten Proteinen führt. Dies ist besonders wichtig, da, wie 

schon in der Einleitung beschrieben, die in der gelfreien Methodik genutzte Anreicherung 

mittels TiO2 nicht vollständig spezifisch ist, sondern neben phosphorylierten auch 

unphosphorylierte Peptide erfasst werden. Die Limitierung der Methode liegt allerdings in 

der geringen Abundanz phosphorylierter Proteine und den damit verbundenen hohen 

benötigten Probenmengen für die Anreicherung. Um die Phosphoproteomquantifizierung 

nach TiO2 durchführen zu können, werden sehr hohe Mengen an markiertem Standard 

benötigt. Die Phosphopeptidanreicherung mit TiO2 und anschließende Quantifizierung 

der phosphorylierten Peptide ist Thema einer neuen Doktorarbeit, durchgeführt von 

Claudia Hirschfeld. Anschließend können die vermessenen Proben mit der hier erstellten 

Phosphospektrenbibliothek qualitativ und quantitativ ausgewertet werden. Auch 
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Einblicke in die Bedeutung der Phosphorylierung in infektionsnahen Experimenten sowie 

die Quantifizierung des Gesamtproteoms ist möglich. Durch den Einsatz eines globalen 

SILAC Standards (vergleichbar zum oben beschriebenen globalen Standard nach 15N 

Markierung) in einem gelfreien Ansatz konnte bereits in dieser Arbeit das unmodifizierte 

Gesamtproteom einer ∆stkP Mutante von S. pneumoniae D39 quantifiziert und mit dem 

Wildtyp verglichen werden. Interessante Proteine, die von dieser Kinase beeinflusst 

werden, sind im folgenden Kapitel aufgeführt.  
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8.2.2 Einfluss der Serin-Threonin Kinase StkP auf das 

Gesamtproteom und Phosphoproteom von S. pneumoniae 

D39 

Die Serin-Threonin Kinase StkP ist in verschiedene Signaltransduktionswege 

involviert. Ihr Einfluss auf zahlreiche zelluläre Prozesse wurde bereits in verschiedene 

Bakterien wie B. subtilis (Shah et al., 2008), C. glutamicum (Fiuza et al., 2008) und S. 

aureus (Beltramini et al., 2009) beschrieben. Die Kinase StkP spielt eine wichtige Rolle 

in der Regulation der Zellform und Zellteilung, beeinflusst aber auch die Kompetenz und 

Virulenz der Bakterien. So wurde gezeigt, dass Zellen einer entsprechenden 

Deletionsmutante (∆stkP) eine länglichere Zellform aufweisen und in Ketten auftreten 

(Beilharz et al., 2012, Giachino et al., 2001, Fleurie et al., 2012). Zudem konnte eine 

Bedeutung StkPs auf das Überleben von S. pneumoniae in vivo nachgewiesen werden 

(Echenique et al., 2004, Ulrych et al., 2016). Eine ∆stkP Mutante dieses Bakteriums 

bewirkte abgeschwächte Entwicklungen von Lungeninfektionen und invasiven 

Erkrankungen in Infektionsmodellen. Zudem wurde in diesen Untersuchungen 

festgestellt, dass StkP für die Stressresistenz und die Kompetenz essentiell ist 

(Echenique et al., 2004, Ulrych et al., 2016). In früheren Studien zu S. pneumoniae 

Serotyp 2 wurde berichtet, dass das Zellteilungsprotein DivIVA, die anorganische 

Pyrophosphatase PpaC, das hypothetische Protein SPD_0342, die DNA-gerichtete RNA 

Polymerase Untereinheit Alpha (RpoA), die Phosphoglucosaminmutase GlmM sowie die 

StkP Kinase selbst durch StkP phosphoryliert werden (Nováková et al., 2005, Nováková 

et al., 2010, Silvestroni et al., 2009, Fleurie et al., 2012). In dieser Arbeit konnten auf 

dem 2D Gel DivIVA, GlmM, PpaC, RpoA und SPD_1849 (Jag) im Wildtyp mit einer 

erhöhten Phosphosignalintensität im Vergleich zur ΔstkP Mutante identifiziert werden, 

was nochmal bestätigt, dass die Phosphorylierung dieser fünf Proteine durch StkP 

beeinflusst wird. DivIVA und GlmM erfüllen wichtige Aufgaben in der Zellteilung des 

Bakteriums. Ohne die Phosphorylierung von DivIVA, welches an den Zellpolen lokalisiert 

ist, kann die Zellteilung nicht richtig vollzogen werden (Beilharz et al., 2012). Durch 

Phosphorylierung aktiviertes GlmM katalysiert den ersten Schritt der Biosynthese von 

Zellhüllenbestandteilen wie UDP-N-Acetylglucosamin, einem essentiellen 

Vorläufermolekül für die Zellteilung (Nováková et al., 2005, Mengin-Lecreulx and van 

Heijenoort, 1996).  

Eine mögliche StkP abhängige Phosphorylierung von RpoA wurde bisher in der 

Literatur kontrovers diskutiert (Nováková et al., 2005, Nováková et al., 2010, Lima et al., 

2011a). Zumindest unter den hier angewandten Bedingungen konnte die StkP 

abhängige Phosphorylierung von RpoA bestätigt werden. Zusätzlich konnten mit der 
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generierten Spektrenbibliothek RpoA im S. pneumoniae D39 Wildtyp die 

Phosphorylierungsstellen an Y168 und T216 identifiziert werden.  

Kürzlich konnte, wie auch in der vorliegenden Arbeit, gezeigt werden, dass auch das 

SpoIIIJ-assoziierte Protein Jag (SPD_1849) durch StkP phosphoryliert wird (Ulrych et al., 

2016). Zusätzlich wurde in dieser Arbeit das Phosphoprotein quantifiziert und die 

Phosphorylierungsstelle identifiziert. Ein Homolog des Proteins SPD_1849 (Jag) konnte 

auch in B. subtilis ausgemacht werden. Dort wird das Protein mit SpoIIIJ vom 

bicistronischen Operon spoIIIJ-jag exprimiert (Errington et al., 1992). In S. pneumoniae 

codiert dieses Gen neben SPD_1849 (Jag) auch SPD_1850 (SpoIIIJ family protein), 

welches dem Protein YidC, einer Membranprotein Insertase ähnelt und dabei mit 

SPD_1849 interagiert (Hennon et al., 2015). Zusätzlich dazu konnte in S. mutans gezeigt 

werden, dass das Entfernen des homologen YidC Proteins die Kompetenz sowie die 

Stresssensitivität des Organismus verringert (Palmer et al., 2012). In S. pneumoniae 

wurde die Rolle von SPD_1849 (Jag) bisher noch nicht beschrieben. Möglicherweise 

könnte die Interaktion zwischen SPD_1850 (YidC) und SPD_1849 (Jag) durch die 

fehlende Phosphorylierung beeinflusst sein und dadurch die Proteininsertation in die 

Membran angepasst sein. Das könnte auch in S. pneumoniae ein Grund für die 

verringerte Kompetenz sein, was in Einklang mit den bekannten Eigenschaften der 

∆stkP Mutante steht.  

Leider wurden zwei weitere Phosphorylierungsziele von StkP, das hypothetische 

Protein SPD_0342 sowie die StkP Kinase selbst, welche als Phosphorylierungsziel von 

StkP in früheren Studien gefunden wurden (Nováková et al., 2010), in dieser Arbeit nicht 

detektiert. Da diese Proteine Transmembranproteine darstellen, sind sie für die 

gelbasierte Anreicherungsmethode nicht zugänglich und es ist nicht erstaunlich, dass sie 

nicht identifiziert werden konnten.  

Neben den bereits bekannten Proteinen welche durch die Kinase StkP phosphoryliert 

werden, konnte die Phosphorylierung von RpoA durch StkP unter den in dieser Arbeit 

benutzten Bedingungen auch aufgezeigt werden. Zusätzlich konnten in dieser Arbeit für 

alle durch die ∆stkP Mutante phosphorylierten Proteine, die Phosphorylierungsstellen 

identifiziert werden. Die identifizierten Phosphorylierungsstellen können in späteren 

Mutagenesestudien genutzt werden, um herauszufinden, welchen Einfluss diese 

Proteine oder die Phosphorylierung dieser auf zelluläre Prozesse haben.  

Neben den bei der Kinase erwarteten Auswirkungen auf den Phosphorylierungsstatus 

einzelner Proteine hat die Abwesenheit von StkP auch einen Einfluss auf die Mengen 

anderer unphosphorylierter Proteine.  

Aus der Literatur sind phänotypische Auswirkungen auf die Zellteilung sowie eine 

verringerte Kompetenz und Virulenz in der ∆stkP Mutante bekannt (Banu et al., 2010, 
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Beilharz et al., 2012, Fleurie et al., 2012). Diese Auswirkungen können wie beschrieben 

auf die fehlende Phosphorylierung oder aber auch auf Proteinmengenänderungen im 

Vergleich zum Wildtyp zurückzuführen sein. Proteine des Kohlenstoffmetabolismus wie 

die Galaktose-6-phosphat Isomerasen, LacA und LacB sowie die N-Acetylglucosamin-6-

Phosphatdeacetylase NagA wurden in verringerten Mengen in der ∆stkP Mutante im 

Vergleich zum Wildtyp gefunden. NagA katalysiert die Umwandlung von N-

Acetylglucosamin 6-Phosphat zu Glucosamin 6-Phosphat unter Acetatabspaltung. N-

Acetylglucosamin 6-Phosphat ist in Bakterien eine wichtige Vorstufe bei der 

Zellwandsynthese und durch eine Verringerung der Rückreaktion könnten zusätzliche 

Moleküle für die Synthese der Zellwand zur Verfügung stehen. Auch das generelle 

Stressprotein 24 (SPD_1590) wurde in einer verringerten Proteinmenge gefunden. 

Tsatsaronis und Mitarbeiter konnten zeigen, dass dieses Protein in Streptococcus 

pyogenes für das Überleben im Blut und für die Resistenz gegen Neutrophile wichtig ist 

(Tsatsaronis et al., 2013). Die in dieser Arbeit aufgezeigte Verringerung der 

Proteinmenge des Stressproteins 24 kann auch in S. pneumoniae eine adaptierte 

Virulenz des Organismus bedeuten. Ein weiterer neuer interessanter Aspekt in der ∆stkP 

Kinasemutante betrifft den Nukleotidmetabolismus von S. pneumoniae. Acht Proteine 

der 21 in verringerter Menge im Vergleich zum Wildtyp gefundenen Proteine können 

diesem Stoffwechselweg zugeordnet werden. Darunter ist PurA, die Adenylosuccinat-

synthetase, welche in fast dreifach verringerter Menge in der ∆stkP Kinasemutante 

gefunden wurde. Ein Grund für die verringerte Abundanz von Proteinen des Purin 

Metabolismus kann die fehlende Phosphorylierung von PurA sein, welches laut 

Rajagopal und Mitarbeitern in S. agalactiae ein Zielprotein der Kinase ist (Rajagopal et 

al., 2005). Auch möglich ist laut Rajagopal et al., dass eine fehlende Phosphorylierung 

einer inorganischen Pyrophosphatase (PpaC) in der ΔstkP Kinasemutante diese 

metabolischen Effekte auslöst. Bewiesen wurde diese Phosphorylierung von PpaC durch 

StkP bereits in S. agalactiae sowie in dem hier untersuchten Stamm S. pneumoniae D39 

(Rajagopal et al., 2003, Nováková et al., 2010). In dieser Arbeit wurde PpaC, aber nicht 

PurA als Phosphorylierungsziel von StkP in S. pneumoniae D39 ausgemacht. Aus 

diesem Grund ist höchstwahrscheinlich davon auszugehen, dass die ∆stkP 

Kinasemutante durch fehlende PpaC Phosphorylierung einen verringerten Purin 

Metabolismus oder Defekte in diesem aufweist und laut Rajagopal et al. dadurch eine 

Auxotrophie in Bezug auf Purine vorhanden ist (Rajagopal et al., 2005). Dies würde auch 

die verringerte Menge der acht Proteine des Nukleotidmetabolismus erklären welche in 

dieser Arbeit aufgezeigt wurden. 

Auch SPD_2063, ein Antwortregulator, zugehörig zum Zweikomponentensystem 

ComCDE wurde in verringerten Mengen in der Kinase gefunden. Echenique und 
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Mitarbeiter konnten zeigen, dass StkP das Kompetenzoperon comCDE aktiviert und ein 

Fehlen StkPs negative Auswirkungen auf die Aktivität des Operons hat. Hierdurch kann 

die Virulenz der ∆stkP Mutante bei Lungeninfektionen und Blutinfektionen verringert sein 

(Echenique et al., 2004). Auch in Transkriptomstudien wurden Veränderungen in der 

Genexpression der Gene für die Kompetenz gefunden. Hierbei wurden jedoch teils 

gegensätzliche Beobachtungen beschrieben (Sasková et al., 2007, Banu et al., 2010). 

Zusätzlich zu Kompetenz modulierenden Proteinen kann auch das hypothetische Protein 

SPD_0466 mit der S. pneumoniae Virulenz in Verbindung gebracht werden. Bei 

Sequenzvergleichen mit anderen Stämmen wie S. pneumoniae R6 oder S. pneumoniae 

TIGR4 wurde BlpT als homologes Protein zu SPD_0466 gefunden. Zwar ist noch nicht 

viel über dieses Protein bekannt, aber das Gen für BlpT liegt im blp Promotor, der für die 

Regulation von Bakteriozidinen bekannt ist (Wholey et al., 2016, Kjos et al., 2016).  

Diese Arbeit bietet zum ersten Mal einen umfassenden Überblick über die 

Gesamtproteomanpassung der ∆stkP Mutante in S. pneumoniae D39. Dabei zeigte sich, 

dass die bereits beschriebene Attenuierung dieser Mutante an Virulenz und Kompetenz 

sowohl durch Phosphorylierung, als auch durch veränderte Mengen von Proteinen 

verschiedener funktioneller Gruppen entsteht. Um weitere Rückschlüsse auf die 

Mechanismen der Beeinflussung der Virulenz durch die Serin-Threonin Kinase StkP 

ziehen zu können, könnten Mutagenesestudien zu den hier beschriebenen Proteinen 

zusätzlich durchgeführt werden. 
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9 Ausblick 

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl an Methoden entwickelt und optimiert, die eine 

Identifizierung und Quantifizierung von phosphorylierten Proteinen in Bakterien 

ermöglicht oder verbessert. Dabei spielten sowohl die Probenvorbereitung, 

schwerpunktmäßig aber verstärkt die verbesserte Identifizierung durch 

Spektrenbibliotheken und auch die optimierte Quantifizierung unter besonderer 

Berücksichtigung der Eigenschaften modifizierter Proteine eine wichtige Rolle.  

Es wurde gezeigt, dass die Nutzung von Spektrenbibliotheken gegenüber klassischen 

Datenbanken wesentlich genauer ist und auch die Zahl identifizierter Proteine steigt. 

Damit wurde der Weg bereitet, die Physiologie von S. pneumoniae eingehend zu 

untersuchen und die Mechanismen beispielsweise der Pathogenität oder der Zellteilung 

besser zu verstehen. Ein Schritt dahingehend war bereits die Untersuchung der 

Proteomveränderungen durch die ΔstkP Kinasemutante. Gemeinsam mit der 

Phosphatase PhpP sind diese beiden Proteine stark in der Ausbildung der Pathogenität 

des Organismus involviert. Weitere Schritte, um das Zusammenwirken beider Proteine 

und deren Einfluss zu verstehen, wären nun zusätzlich die ΔphpP Phosphatasemutante 

zu charakterisieren, anschließend das Phosphoproteom beider Mutanten gelfrei zu 

quantifizieren und miteinander zu vergleichen um physiologische Erkenntnisse zu 

gewinnen. Der Anfang wurde bereits mit der Erstellung der zusätzlichen ΔphpP Mutante 

von Claudia Hirschfeld vorbereitet und die Untersuchungen werden als Thema einer 

weiteren Doktorarbeit bereits fortgeführt. Zur Identifizierung und Quantifizierung der 

Proteine kann dort die in dieser Arbeit erstellte Spektrenbibliothek herangezogen 

werden.  

Wie bereits an anderer Stelle aufgeführt, ist eine Spektrenbibliothek jedoch nur so gut 

wie ihr Inhalt. Das betrifft natürlich die Qualität der Spektren, aber auch deren Anzahl. 

Zwar besitzt die in dieser Arbeit erstellte Spektrenbibliothek schon eine sehr hohe 

Proteomabdeckung von S. pneumoniae D39, aber ein nachträgliches Hinzufügen 

weiterer Datensätze oder Suchergebnisse von anderen PTMs ermöglicht die 

Verbesserung dieser Bibliothek und damit später auch die verbesserte 

Proteinidentifizierung bei Folgeexperimenten. Eine Möglichkeit wäre es, acetylierte 

Proteine von S. pneumoniae zu betrachten. Dies wurde zum Beispiel in einer 

Kooperation mit einer Arbeitsgruppe in Indien am Tuberkuloseerreger M. tuberculosis 

erfolgreich getan um den Einfluss acetylierter Proteine zu erforschen (Singhal et al., 

2015). Beim Hinzufügen weiterer Spektren phosphorylierter Peptide oder auch anderer 

modifizierter Peptide sollte jedoch auf deren Exaktheit geachtet werden, da 
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falschpositive Peptididentifizierungen durch die Datenbanksuchen in die 

Spektrenbibliotheken gelangen können. Ein Weg dies zu verhindern wäre weitere 

synthetische Phosphopeptide für PTM Analysen der Bibliothek hinzuzufügen. Wie 

gezeigt wurde, sind die Phosphopeptididentifizierungen über Suchprogramme trotz 

gering eingestellter FPR meistens höher. Vielleicht ist es sogar möglich auf Basis der in 

dieser Arbeit vorgestellten manuellen Filterkriterien die Algorithmen von 

Suchprogrammen für die Phosphopeptididentifizierung anzupassen und zu verbessern. 

Die in dieser Arbeit entwickelten Methoden wurden vor allem an S. pneumoniae, aber 

auch B. pumilus als Modellkeimen getestet. Sie sollten jedoch auch auf viele andere 

Bakterien übertragbar sein. Schließlich können die Methoden zur PTM Charakterisierung 

bakterieller Proteine in Zukunft in Infektionsexperimenten für pathogene Organismen wie 

S. pneumoniae oder auch in Batchkulturen für Industriekeime wie B. pumilus angesetzt 

werden, um den Einfluss verschiedener Modifikationen auf zelluläre Vorgänge bei 

Infektionen von Zellkulturen oder auch Tiermodellen oder der Produktion bedeutender 

Enzyme zu verstehen. Dadurch könnten langfristig Maßnahmen zur Therapie und 

Vermeidung von Krankheiten oder aber zur Steigerung des wirtschaftlichen Nutzens 

ergriffen werden. Stetige Entwicklung der Methodik auf den neusten Stand führt zu 

immer neuen Erkenntnissen zur Physiologie, Anpassung und potentieller Pathogenität 

von Bakterien. 
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11 Anhang 

Die hier aufgelisteten Dateien wurden der Arbeit ergänzend angehängt. 

 

Anhangstabelle 1: Übersicht der synthetischen Phosphopeptide zur Verifizierung der 

Spektrenbibliothek. 

Anhangstabelle 2: Gelbasierte Phosphopeptididentifizierungen in S. pneumoniae D39 

mit der klassischen Datenbanksuche über Sorcerer und Scaffold. 

Anhangstabelle 3: Matrix für die Voronoi-Treemap zur Visualisierung der in der 

Spektrenbibliothek hinterlegten Spektren und der daraus identifizierten 

Peptide/Proteine  

Anhangstabelle 4: Gelfreie Phosphopeptididentifizierungen in S. pneumoniae D39. 

Anhangstabelle 5: Vergleich der Vorläuferionenintensitäten. 

Anhangstabelle 6: Gelbasierte Phosphopeptididentifizierungen in S. pneumoniae D39 

ausgewertet über kombinierte Spektrenbibliothekssuche.  

Anhangsabbildung 1: Konsensusspektren aller 139 Phosphopeptide von 

S. pneumoniae D39, welche mit den synthetischen Phosphopeptiden verglichen 

wurden. 

Anhangstabelle 7: Vergleich der Dot-Werte der Phosphopeptididentifizierungen mit 

und ohne die synthetischen Peptide. 

Anhangstabelle 8: Ergebnisse der Analyse einer unbekannten Probe (CDM5) gegen 

die Spektrenbibliothek. 

Anhangstabelle 9: Markierungfreie 2D gelbasierte Quantifizierung von 

Phosphosignalintensitäten zwischen S. pneumoniae D39 Wildtyp und der ∆stkP 

Mutante. 

Anhangstabelle 10: SILAC basierte Proteinquantifizierung in S. pneumoniae D39 

Wildtyp und der ∆stkP Mutante. 

Anhangstabelle 11: Quantifizierung von B. pumilus Proteinen mittels 2D Gel und 

14N/15N metabolischer Markierung. 
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