
Entwicklung und Anwendung von Massenspektrometrie-basierten 

Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung von Zelloberflächen-

assoziierten Proteinen des humanpathogenen Bakteriums 

Staphylococcus aureus 

 

 

 

I n a u g u r a l d i s s e r t a t i o n 

zur 

Erlangung des akademischen Grades 

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.) 

an der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der 

Ernst-Moritz-Arndt-Universität Greifswald 

 

         vorgelegt von  

         Kristina Hempel 

         geboren am 04.09.1981  

         in Potsdam 

           Greifswald, 30.09.2010 



 
 
 
 

 
 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:   Prof. Dr. Klaus Fesser 

1. Gutachter:  Prof. Dr. Michael Hecker 

2. Gutachter:  Prof. Dr. Andreas Peschel 

Tag der Promotion: 22.12.2010 

 



 
 
                                                                                                                                                                Inhalt 

 
 

 
 

3 

INHALT  

 

Inhalt .............................................................................................................. 3 

Abkürzungsverzeichnis .................................................................................. 5 

Zusammenfassung ......................................................................................... 6 

Summary ........................................................................................................ 8 

Einleitung ....................................................................................................... 10 

Massenspektrometrie in der Proteinanalytik.............................................................. 10 

Proteomik als Schlüsselforschung in den Lebenswissenschaften ......................... 10 

Massenspektrometrie in der globalen Proteinanalyse ........................................... 11 

Gel-basierte und Gel-freie Analysetechniken als 

Zugang zu komplexen Proteingemischen ...................................... 12 

Massenspektrometrie-basierte Proteinquantifizierung .................. 13 

Staphylococcus aureus als pathogener Modellorganismus zur 

Erforschung der zunehmenden Infektionskrankheiten im 21. Jahrhundert ............... 15 

S. aureus zwischen Kommensalismus und Pathogenität ...................................... 15 

Die verschiedenen Subproteome der Gram-positiven Bakterienzelle .................. 17 

Bedeutung des Zelloberflächen-assoziierten 

Proteoms von Staphylococcus aureus ................................................................... 21 

Untersuchungen zum Zelloberflächen-assoziierten 

Proteom von Staphylococcus aureus .................................................................... 24 

Literaturverzeichnis ................................................................................................... 29 

 



 
 
Inhalt 

 
 

 
 

4 

 

A proteomic view of an important human pathogen--towards the  

quantification of the entire Staphylococcus aureus proteome ...................... 40 

 

Quantitative Cell Surface Proteome Profiling for SigB-Dependent 

Protein Expression in the Human Pathogen Staphylococcus 

aureus via Biotinylation Approach ............................................................... 52 

 

Profiling the Surfacome of Staphylococcus aureus ...................................... 64 

 

A quantitative proteomic view on secreted, cell surface-associated and 

cytoplasmic proteins of the methicillin-resistant human pathogen 

Staphylococcus aureus under iron-limited conditions .................................. 79 

 

Publikationen ............................................................................................... 107 

 

Erklärung ...................................................................................................... 108 

 

Lebenslauf .................................................................................................... 109 

 

Danksagung .................................................................................................. 110 

 

 

 

 



 
 
                                                                                                                          Abkürzungsverzeichnis 

 
 

 
 

5 

ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS  
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AQUA    Absolute Quantifizierung 

DNS     Desoxyribonukleinsäure 
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ESI     Elektrospray-Ionisation 

GeLC     Gel-LC -  gel electrophoresis-liquid chromatography 

HPLC     high performance liquid chromatography  

iTRAQÊ    isobaric Tagging for Relative and Absolute Quantification  
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MALDI    matrix-assisted laser desorption ionization  

MRSA    methicillin-resistant Staphylococcus aureus  

MS     mass spectrometry  

MS/MS    tandem mass spectrometry  

MSCRAMMs  microbial surface components recognizing adhesive matrix 

molecules 

PAGE     Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

pI     isoelektrischer Punkt 

RP     reversed phase  

S. aureus    Staphylococcus aureus 

SDS     sodium dodecyl sulfate  

SERAMs    secretable expanded repertoire adhesive molecules 

SILAC    stable isotope labeling by amino acids in cell culture  

Sulfo-NHS-SS-Biotin  Sulfo-N-hydroxysulfosuccinimide-disulfide-Biotin 

TEAB     triethylammonium bicarbonate  

VRSA     vancomycin-resistant Staphylococcus aureus  
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ZUSAMMENFASSUNG 
 

Das humanpathogene Bakterium Staphylococcus aureus kann verschiedene, zum Teil 

lebensbedrohliche Erkrankungen wie Hautinfektionen (Furunkel, Karbunkel), Lungen-

entzündung, Osteomyelitis (Knochenmarksentzündung), Endokarditis (Entzündung der 

Herzinnenhaut) und Sepsis auslösen. Dabei gehört S. aureus zu den häufigsten Erregern 

von Krankenhausinfektionen, sogenannten Nosokomialinfektionen. Deren Behandlung 

mittels Antibiotika stellt aufgrund von multiplen Antibiotikaresistenzen von S. aureus 

eine immer größere Herausforderung dar, da dieser fähig ist, sich rapide an verändernde 

Umweltbedingungen anzupassen. Die Interaktion des pathogenen Bakteriums mit seiner 

Umwelt und seinem Wirt ist insbesondere durch den Proteinbestand, der auf der 

Zelloberfläche exponiert ist, bestimmt. S. aureus exprimiert ein Arsenal an Zellober-

flächen-gebundenen Virulenzfaktoren, die zur Kolonisierung und Infektion von humanem 

Gewebe führen.  

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Anwendung von Massenspektrometrie-

basierten Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung der Zelloberflächen-

assoziierten Proteine von S. aureus. Dabei ist es gelungen, durch die Gel-freien und 

GeLC-MS/MS-basierten Methoden Biotinylierung und Trypsin-Behandlung 77% aller 

bekannten Oberflächenproteine und zwei Drittel aller nach außen ragenden Membran-

verankerten Lipoproteine von S. aureus zugänglich zu machen. Bei der Biotinylierung 

handelt es sich um eine Methode, bei der die Oberflächenproteine von intakten Zellen mit 

einem membranimpermeablen Reagenz markiert und anschließend über Affinitäts-

chromatographie aufgereinigt werden. Dagegen erfolgt bei der Trypsin-Behandlung die 

proteolytische Abspaltung der Oberflächen-exponierten Proteindomänen. Erstmalig ist 

durch Markierung der Proteine mit stabilen Isotopen, dem sogenannten 
14

N/
15

N-

metabolischen Labeling, auch eine relative Quantifizierung der Oberflächenproteine von 

S. aureus möglich. Bei der Analyse des Oberflächenproteoms von wachsenden und nicht-

wachsenden S. aureus Zellen konnten mittels Biotinylierung 146 Oberflächenproteine 

identifiziert werden. Durch relative Quantifizierung wurde gezeigt, dass Zelloberflächen-

assoziierte Adhäsine von S. aureus, wie der Fibrinogen-bindende clumping Faktor B, 

vorzugsweise während des Wachstums exprimiert werden, während nicht-wachsende 

Zellen erhöhte Mengen an clumping Faktor A aufweisen. Desweiteren war die Menge an 

immunodominanten Antigen B auf der Zelloberfläche in der stationären Phase mehr als 
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10-fach erhöht. Bei dieser Arbeit wurde erstmalig das Gesamtproteom des Methicillin-

resistenten Staphylococcus aureus COL, bestehend aus cytosolischem, extrazellulärem, 

Membran- und Oberflächenproteom, umfassend identifiziert und quantifiziert (Becher et 

al., 2009).  

Um die Pathogenität von S. aureus näher zu erforschen, wurde das Oberflächenproteom 

des Wildtyps mit dem einer sigB-Mutante verglichen. Der alternative Sigma-Faktor 

SigmaB kontrolliert ein großes Regulon bestehend aus etwa 300 Genen, von denen viele 

in die Virulenz von S. aureus involviert sind. Durch Kombination von 
14

N/
15

N-

metabolischen Labeling, Biotinylierung und GeLC-MS/MS konnten 98 Oberflächen-

proteine quantifiziert werden. Von den 49 Proteinen, die in der sigB-Mutante verändert 

vorlagen, waren 21 schon als SigmaB-abhängig oder durch SigmaB beeinflusst bekannt. 

In dieser Arbeit konnten weitere 28 Oberflächenproteine erstmalig als SigmaB-abhängig 

beschrieben werden. Die Gruppe der Zelloberflächen-assoziierten Proteine und Virulenz-

faktoren, die durch SigmaB beeinflusst werden, wurde so erweitert (Hempel et al., 2010). 

Durch Trypsin-Behandlung wurden insgesamt 63 Oberflächenproteine beim Vergleich 

vier verschiedener S. aureus Stämme identifiziert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass 

das Oberflächenproteom verschiedener S. aureus Stämme extrem variabel ist. Weniger 

als 10% der identifizierten Oberflächenproteine aller vier Stämme stimmten überein 

(Dreisbach et al., 2010). Eine optimale Analyse der Oberflächenproteine von S. aureus 

wird durch eine Kombination von Biotinylierung und Trypsin-Behandlung erreicht. Es 

konnte gezeigt werden, dass Sortase-Substrate insbesondere durch Trypsin zugänglich 

sind, während Lipoproteine optimal durch Biotinylierung analysiert werden können. Das 

Protokoll zur Trypsin-Behandlung wurde modifiziert, stark vereinfacht und ist auch zur  

Quantifizierung von Oberflächenproteinen geeignet. Durch Kombination beider 

Methoden mit 
14

N/
15

N-metabolischen Labeling konnten 221 Oberflächenproteine 

identifiziert und 158 quantifiziert werden. Hierbei wurde S. aureus unter Eisenmangel-

bedingungen untersucht. In den Körperflüssigkeiten von Säugetieren herrschen 

Eisenmangelbedingungen, und diese fungieren als wichtiges Wirtssignal für die Bakterien 

um Virulenzproteine zu exprimieren. Unter diesen infektionsrelevanten in vitro 

Bedingungen wurden insbesondere Zelloberflächenproteine wie die eisenabhängigen 

Häm-bindenden Proteine IsdA, IsdB, IsdC und IsdD, sowie lipidverankerte Eisen-

bindende Proteine stark induziert gefunden  (Hempel et al., unpublished). 
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SUMMARY  
 

The human pathogenic bacterium Staphylococcus aureus causes a wide variety of in part 

life-threatening diseases such as skin infections (furunculosis), pneumonia, osteomyelitis, 

endocarditis and sepsis. Thereby S. aureus belongs to the most prevalent pathogenic 

agents of nosocomial infections. Antibiotic treatment becomes more challenging because 

of an increasing frequency of multiple antibiotic resistances, as S. aureus is capable of 

adapting to rapidly changing environmental conditions. The interaction of this pathogenic 

bacterium with its environment and its host is specifically based on the protein set 

presented on the surface of the bacterial cell. S. aureus expresses an arsenal of cell 

surface-associated virulence factors leading to colonization and infection of human tissue. 

The aim of this work was the development and implementation of mass spectrometry-

based approaches for identification and quantification of cell surface-associated proteins 

of the human pathogenic bacterium Staphylococcus aureus. Thereby access to 77% of all 

known cell surface-associated proteins and two thirds of all external exposed membrane-

anchored lipoproteins was enabled by the gel-free and GeLC-MS/MS-based methods 

named biotinylation and trypsin-shaving. Biotinylation implies the labeling of cell 

surface-associated proteins of intact staphylococcal cells by a membrane impermeable 

biotinylation reagent and subsequent enrichment by affinity-chromatography. In contrast 

trypsin-shaving is the proteolytical digestion of all cell surface-exposed protein domains. 

In addition, a relative quantification of the surface-associated proteins by labeling of the 

proteins with stable isotopes, the 
14

N/
15

N-metabolic labeling, was enabled for the first 

time.  

Analysis of the surface-associated proteome of growing and non-growing S. aureus cells 

by biotinylation led to the identification of 146 surface proteins. It could be shown by 

relative protein quantification, that cell surface adhesins of S. aureus, as the fibrinogen-

binding protein clumping factor B, were preferentially synthesized during growth, 

whereas clumping factor A is expressed in higher amounts on the surface of non-growing 

cells. Remarkably, the immunodominant antigen IsaB was present in a more than tenfold 

increased amount on the surface of cells in stationary phase. This work was the first 

comprehensive identification and quantification of the entire methicillin-resistent 
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Staphylococcus aureus COL proteome, comprising cytosolic, extracellular, membrane 

und surface-associated proteome, to date (Becher et al., 2009).  

To address the important question of S. aureus pathogenicity, the influence of the 

alternative sigma factor SigmaB on the expression of cell surface-associated proteins was 

analyzed. Therefore, the S. aureus wild-type strain COL was compared to its isogenic 

sigB-mutant. SigmaB controls a large regulon in S. aureus, comprising about 300 genes, 

among them many with a function in virulence. By combination of 
14

N/
15

N- metabolic 

labeling, biotinylation, and GeLC-MS/MS 98 surface-associated proteins could be 

quantified. Fourty nine surface-associated proteins were modulated by SigmaB, including 

21 proteins already known to be SigB-dependent or SigB-influenced. This work revealed 

further 28 surface-associated proteins not previously reported as SigB-dependent or -

influenced, expanding the group of surface-associated proteins and virulence factors 

modulated by SigmaB (Hempel et al., 2010). 

Trypsin-shaving led to a total of 63 identified surface-associated proteins by comparing 

four different S. aureus strains. It could be shown, that the cell surface proteome of 

different S. aureus strains is extremely heterogenous. The overlap between the surface-

associated proteins of the four different strains was below 10% (Dreisbach et al., 2010). 

An optimal analysis of surface-associated proteins of S. aureus is achieved by 

combination of biotinylation and trypsin-shaving. Whereas Sortase-Substrates were 

preferentially analysed by trypsin shaving, the biotinylation is a powerful tool for the 

analysis of lipoproteins. The trypsin-shaving protocol was modified, simplified and is 

applicable for quantification of surface proteins. By combination of both methods with 

14
N/

15
N-metabolic labeling 221 surface-associated proteins could be identified and 158 

quantified. Here S. aureus was analysed under iron limitation. The iron-limited conditions 

in mammalian body fluids serve as a major environmental signal to the bacteria to express 

virulence determinants. For this infection-relevant situation particularly surface-exposed 

proteins were strongly induced such as the iron-regulated surface determinant proteins 

IsdA, IsdB, IsdC and IsdD as well as lipid-anchored iron compound-binding proteins 

(Hempel et al., unpublished). 
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EINLEITUNG  

 

MASSENSPEKTROMETRIE I N DER PROTEINANALYTIK  

 

PROTEOMIK ALS SCHLÜ SSELFORSCHUNG IN DEN L EBENSWISSENSCHAFTEN 

 

Die Entschlüsselung des Erbmaterials ganzer Organismen Ende des 20. Jahrhunderts  

markiert einen entscheidenden Durchbruch auf dem Weg zur Erforschung des Lebens.  

Durch vollständige Sequenzierung der Desoxyribonukleinsäure DNS, d. h. durch 

Bestimmung der Abfolge der Basenpaare der Erbinformation, konnte das Genom von 

Mikroorganismen wie Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) bis zum 

Genom des Menschen (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001; 

Venter et al., 2001) entschlüsselt werden. Zum Verständnis von Lebensprozessen ist die 

Untersuchung der Genprodukte, der Proteine, ausschlaggebend. Diese sind für eine 

Vielzahl von biologischen Funktionen verantwortlich. Mit der Genom-Sequenzierung von 

immer mehr Organismen sind nun Tausende Gene identifiziert, die Proteine bekannter 

Sequenz, aber unbekannter Funktion kodieren. Der gesamte Proteinbestand einer Zelle 

oder eines Gewebes unter bestimmten Bedingungen zu einem bestimmten Zeitpunkt ist 

das Proteom. Die Untersuchung des Proteinbestandes wird als Proteomik bezeichnet 

(Wilkins et al., 1996). Das Proteom ist im Gegensatz zum statischen Genom hoch 

dynamisch. Es ist abhängig von der Art des Gewebes oder der Zelle bzw. des 

Zellkompartiments, sowie von äußeren Einflüssen. Proteine sind darüber hinaus nicht nur 

durch ihre Sequenz, sondern auch durch ihre multidimensionale Struktur, mögliche 

posttranslationale Modifikationen, zelluläre Lokalisation und Interaktion mit anderen 

Proteinen charakterisiert. Die Analyse von Proteinen hinsichtlich ihrer Funktion, 

Stabilität, relativen und absoluten Quantität in der Zelle trägt entscheidend zur 

Erforschung von Lebensprozessen bei. Ein systematischer Weg zum Verständnis des 

Lebens führt vom Genom über das Transkriptom zum Proteom und Metabolom. Dieser 

als Systembiologie bezeichnete Forschungsansatz ermöglicht einen vollständigen 

Einblick in zelluläre Prozesse (Patterson & Aebersold, 2003). 
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M ASSENSPEKTROMETRIE I N DER GLOBALEN PROTEINANALYSE  

 

Die Massenspektrometrie ist eine Analysetechnik, die es ermöglicht, die Molekülmasse 

freier Ionen im Vakuum zu bestimmen. In der organischen Chemie ist sie eine wichtige 

Analysemethode zur Bestimmung der Molekülmasse einer Verbindung seit den 1950er 

und 60er Jahren. Ein Massenspektrometer besteht prinzipiell aus einer Ionenquelle, einem 

Massenanalysator und einem Detektor. In der Ionenquelle werden aus einer 

Substanzprobe freie Ionen emittiert, die dann im Massenanalysator nach ihrem Masse/ 

Ladungs-Verhältniss (m/ z) aufgetrennt werden. Der Detektor zeichnet das Ionensignal 

auf und rechnet es in ein Massenspektrum um. Es gibt jeweils verschiedene Prinzipien der 

Ionenerzeugung, Auftrennung und Detektion, die auf unterschiedliche Weise miteinander 

kombiniert werden können. Die Analyse von Makromolekülen wie Proteine und Peptide 

war erst nach der Entwicklung von zwei schonenden Ionisierungsmethoden möglich. Bei 

der Matrix-unterstützten Laserdesorptions-Ionisationsmassenspektrometrie (MALDI-MS) 

werden die Proteine/ Peptide in eine Licht absorbierende Matrix eingebracht, mit einem 

Laserimpuls ionisiert und anschließend als geladene Ionen von der Matrix in das Vakuum 

desorbiert (Karas & Hillenkamp 1988). Die Elektrospray-Ionisations-Massenspek-

trometrie (ESI-MS) überführt den Analyten direkt aus der Lösung in die Gasphase (Fenn 

et al., 1989). Die Protein-/ Peptidlösung wird durch eine geladene Nadel gesprüht, 

resultiert in einem feinen Nebel geladener Mikrotröpfchen und nach dem Verdampfen des 

Lösungsmittels in mehrfach geladenen makromolekularen Ionen zur Überführung in die 

Gasphase.  

Die präzise Bestimmung der Masse eines Proteins ist einer der wichtigsten Faktoren für 

seine Identifizierung. Um Proteine mittels Massenspektrometrie zu identifizieren ist das 

Vorhandensein der Genomsequenz von entscheidender Bedeutung. Nach der 

enzymatischen Spaltung des Proteins mit einer sequenzspezifischen Protease wird die 

gemessene Peptidmolekülmasse mit der theoretischen Masse aus einer Sequenzdatenbank 

verglichen (der sogenannte Peptidmassen-Fingerabdruck) (Henzel et al., 1993; James et 

al., 1993; Mann, Hojrup & Roepstorff, 1993; Pappin, Hojrup & Bleasby, 1993; Yates et 

al., 1993). Neben der Masse eines Proteins ist auch die Aminosäuresequenz von 

Proteinen/ Peptiden mittels Massenspektrometrie determinierbar. Dafür werden zwei 

Massenanalysatoren zur sogenannten Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) hinter-
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einander geschaltet (McLafferty, 1981). Im ersten Massenanalysator wird ein 

Vorläuferion selektiv isoliert, durch verschiedene Fragmentierungsmethoden gespalten 

und ein Fragmentionenspektrum (MS/MS-Spektrum) der entstehenden Produktionen im 

zweiten Massenanalysator detektiert. Bei dieser MS/MS-basierten Proteinidentifizierung 

werden neben dem Vergleich der gemessenen und theoretischen Peptidmassen auch die 

gemessenen MS/MS-Spektren mit den theoretischen verglichen. Zusätzlich liefern die 

Massendifferenzen der Fragmentionen Aminosäuresequenzinformationen der Peptide.  

Um Hunderte von Proteinen in globalen Proteomstudien zu identifizieren, hat sich die 

Massenspektrometrie gegenüber dem Edman-Abbau durchgesetzt (Edman, 1949). 

 

Gel-basierte und Gel-freie Analysetechniken als Zugang zu komplexen Protein-

gemischen 

 

Um komplexe Proteingemische einer massenspektrometrischen Analyse zugänglich zu 

machen, ist eine Vorfraktionierung notwendig. Hierbei kann zwischen Gel-basierten und 

Gel-freien Analysetechniken unterschieden werden. Eine etablierte und weit verbreitete 

Methode für umfassende Proteomstudien ist die 2D-Gelelektrophorese (Klose, 1975, 

OôFarrell, 1975). Dabei werden die Proteine in der ersten Dimension nach ihrem 

isoelektrischen Punkt und in der zweiten Dimension entsprechend ihres Molekular-

gewichtes in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Auf diese Weise ist es möglich 

Hunderte von Proteinen zu trennen, sichtbar zu machen und massenspektrometrisch zu 

identifizieren. Diese leistungsfähige Technik wird für viele physiologische Frage-

stellungen eingesetzt, da (i) viele Stoffwechselwege und Stressantworten visualisiert 

werden können, (ii) eine Unterscheidung zwischen Proteinsynthese (durch 
35

S-Methionin 

Markierung) und Proteinakkumulation in den Zellen möglich ist, und (iii) Protein-

modifikationen sichtbar gemacht werden können  (Hecker et al., 2008; Hecker et al., 

2010). Die 2D-Gelelektrophorese ist jedoch limitiert hinsichtlich einer vollständigen 

Analyse aller Proteinklassen, welche entweder nicht in das Gel eintreten können oder 

unzureichend aufgetrennt werden. Dazu gehören Proteine mit einem sehr großen oder 

geringen Molekulargewicht sowie solche mit extremen pI-Werten wie etwa hydrophobe 

Membranproteine (Adessi et al., 1997; Wilkins et al., 1998; Wolff et al., 2006; Wolff et 

al., 2008).  
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Entwicklung und Anwendung Gel-freier Analysetechniken führte zu einer signifikanten 

Erhöhung der identifizierten Proteine in globalen Proteomstudien (Wolff et al., 2006; 

Becher et al., 2009). Hierbei werden Hochleistungsflüssigkeitschromatographiesysteme 

(HPLCs) mit Tandem-Massenspektrometern gekoppelt (Yates, 1998). Als Gel-freie 

Proteinanalysen werden zum einen 1D-Gel-basierte LC-MS/MS Analysen und zum 

anderen 2D-LC-MS/MS Analysen bezeichnet. Bei 1D-Gel-LC-MS/MS oder GeLC-

MS/MS Analysen werden komplexe Proteinproben einfach und schnell nach ihrem 

Molekulargewicht über 1D-SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt (Laemmli, 1970). Durch 

Zerschneiden der Gelbande wird die Proteinprobe fraktioniert und durch In-Gel-Verdau 

in Peptide gespalten (Rosenfeld et al., 1992). Als quasi zweite Dimension werden die 

Peptide nach ihrer Hydrophobizität durch Umkehrphasen-Hochleistungs-flüssigkeits-

chromatographie (RP-HPLC) getrennt und anschließend massenspektrometrisch 

analysiert. 2D-LC-MS/MS koppelt multiple Chromatographiesysteme zur Vorfraktio-

nierung von Peptiden wie etwa Ionenaustauschchromatograpie und Umkehrphasen-

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie miteinander (Davis et al., 2001).  

 

Massenspektrometrie-basierte Proteinquantifizierung 

 

Neben der Identifizierung von Proteinen ist auch die Quantifizierung von Proteinen 

mittels Massenspektrometrie möglich (Tao & Aebersold, 2003; Ong & Mann, 2005). Um 

Änderungen der Proteinabundanz als Reaktion auf verschiedene physiologische Zustände 

zu analysieren ist die Quantifizierung der Proteine von entscheidender Bedeutung. Es gibt 

verschiedene Ansätze zur relativen und absoluten MS-basierten Proteinquantifizierung 

(Bantscheff et al., 2007). Dabei unterscheidet man grundsätzlich Methoden, die einerseits 

auf Markierung mit stabilen Isotopen beruhen und andererseits gänzlich ohne 

Markierung, sogenannte labelfreie Methoden, auskommen. Labelfreie Quantifizierung 

beruht entweder auf der Anzahl der je Peptid aufgenommenen MS/MS-Spektren (spectral 

counting) oder auf dem Vergleich der Peptidpeakflächen bzw. der Peptidpeakintensitäten 

(Old et al., 2005). Hierbei sind spezielle Softwareprogramme zur Auswertung 

erforderlich, jedoch ist auf diese Weise prinzipiell eine relative quantitative Auswertung 

aller MS-Daten möglich.  
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Reproduzierbarere, relative Quantifizierungsergebnisse resultieren aus der Markierung 

mit stabilen, schwereren Isotopen von Stickstoff, Kohlenstoff, Wasserstoff und 

Sauerstoff. Bei diesen Methoden wird sich zu Nutze gemacht, dass ein mit einem stabilen 

Isotop markiertes Peptid chemisch dem Gegenspieler aus dem natürlichen Isotop 

identisch ist. Das markierte und unmarkierte Peptid verhalten sich daher während der 

chromatographischen und massenspektrometrischen Analyse gleich. Der Massen-

unterschied zwischen beiden Peptiden wird im Massenspektrometer detektiert und das 

Verhältnis der jeweiligen Signalintensitäten verglichen. Die stabilen Isotope werden in 

die Proteine oder Peptide entweder (i) metabolisch, (ii) chemisch oder (iii) enzymatisch 

eingebaut.  

Bei der (i) metabolischen Markierung wird das stabile Isotop zum frühest-möglichen 

Zeitpunkt während des Zellwachstums in die Proteine eingebaut (Gygi et al., 1999; Oda 

et al., 1999; Pasa-Tolic et al., 1999). Man unterscheidet hierbei das 
14

N/
15

N-metabolische 

Labeling (
14

N/
15

N-metabolic labeling) und die SILAC-Methode (stable isotope labeling 

by amino acids in cell culture). Beim 
14

N/
15

N-metabolischen Labeling erfolgt die totale 

Markierung aller Proteine durch Wachstum der Zellen in einem speziellen Medium, in 

welchem sämtlicher natürlicher 
14

N durch 
15

N ersetzt wurde (Oda et al., 1999). Im 

Gegensatz dazu werden beim SILAC dem Medium einzelne, ausgesuchte, markierte 

Aminosäuren wie etwa 
13

C6-Arginin und 
13

C6-Lysin zugesetzt (Ong et al., 2002). Der 

große Vorteil der metabolischen Markierung ist, dass die markierte und unmarkierte 

Probe schon auf zellulärer Ebene vereinigt werden kann. Auf diese Weise werden alle 

Fehlerquellen während der Probenpräparation ausgeschlossen, da diese beide Protein-/ 

Peptidpopulationen betreffen. Metabolisches Labeling zur Proteinquantifizierung wurde 

erfolgreich für Bakterien (Dreisbach, Otto et al., 2008; Becher et al., 2009; Hempel et al., 

2010)  sowie höhere Organismen wie Ratten (Wu et al., 2004) und Pflanzen (Gruhler et 

al., 2005) angewendet.  

Wenn Proben, wie etwa humane Zellen, nicht ausreichend metabolisch markiert werden 

können, oder mehrere Zustände miteinander verglichen werden sollen, bieten sich die 

nachfolgenden Quantifizierungsmethoden an. Im Gegensatz zur in vivo Markierung auf 

metabolischem Weg erfolgt der Einbau stabiler Isotope (ii) chemisch in vitro. Bei der 

iTRAQ
TM
ïMethode (isobaric Tagging for Relative and Absolute Quantification) werden 
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Peptide mit bis zu 8 verschiedenen, isobaren Reagenzien markiert (Ross et al., 2004). 

Eine weitere Variante zur Markierung von Peptiden ist die (iii) 
18

O-Methode (Miyagi & 

Rao, 2007). Hier erfolgt der Einbau des stabilen Isotops 
18

O enzymatisch durch 

Verwendung von 
18

O-Wasser während der proteolytischen Spaltung der Pepide. Wie 

anfangs erwähnt, gibt es neben den bereits aufgezählten relativen Methoden zur 

Proteinquantifizierung auch die Möglichkeit der absoluten Quantifizierung. Die 

Bestimmung der absoluten Anzahl von Proteinen in der Zelle ist bei der Biomarker-Suche 

und beim systembiologischen Ansatz ganze Stoffwechselwege in Zellen zu simulieren 

von besonderer Wichtigkeit. Die AQUA-Technologie (absolute quantification of 

proteins) beruht auf der relativen Quantifizierung eines markierten Standardpeptides 

bekannter Konzentration und des equivalenten Peptides der Probe (Gerber et al, 2003). 

Dieser interne Standard ermöglicht die Kalkulation der absoluten Anzahl des 

entsprechenden Peptides. 

 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ALS PATHOGENER MODELLORGANISMUS ZUR 

ERFORSCHUNG DER ZUNEHMENDEN INFEKTIONSKRANKHEITEN  IM 21. 

JAHRHUNDERT  

 

S. AUREUS ZWISCHEN K OMMENSALISMUS UND PATHOGENITÄT  

 

Staphylococcus aureus ist ein kugelförmiges, nicht bewegliches und nicht 

sporenbildendes Gram-positives Bakterium. Es wurde im Jahr 1880 durch den 

schottischen Chirurgen Alexander Ogston als runder Mikrooganismus in eitrigen 

Abszessen entdeckt (Ogston, 1882). Der Name leitet sich daher aus dem griechischen 

staphylé, ĂWeintraubeñ; kókkus, ĂK¿gelchenñ und dem lateinischen aureus, Ăder 

Goldeneñ ab. Staphylokokken sind fast ¿berall in der Natur weit verbreitet. Etwa 30% 

aller Menschen sind dauernd auf der Haut und/ oder auf den Schleimhäuten der oberen 

Atemwege von Staphylokokken besiedelt (van Belkum et al., 2009). Diese sogenannte 

persistierende, asymptomatische Besiedlung wird als Kommensalismus bezeichnet. Als 

Infektionserreger sind Staphylokokken fakultativ pathogen, wobei Staphylococcus aureus 

die stärkste Pathopotenz aller bekannten Staphylokokken-Spezies besitzt. Diese 
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Bakterienart kann verschiedene, zum Teil lebensbedrohliche Erkrankungen wie 

Hautinfektionen (Furunkel, Karbunkel), Brustdrüsenentzündung, Lungenentzündung, 

Osteomyelitis (Knochenmarksentzündung), Endokarditis (Entzündung der Her-

zinnenhaut), Toxisches Schock-Syndrom und Sepsis auslösen (Lowy, 1998; Moreillon et 

al., 2005). Dabei gehört S. aureus zu den häufigsten Erregern von Nosokomial-

infektionen, d. h. Infektionen die im Krankenhaus erworben werden. Voraussetzung 

hierfür ist eine lokale (z. B. Gewebeschäden) oder allgemeine Immunschwäche. Man 

unterscheidet daher durch Staphylokokken verursachte Infektionen danach, ob sie im 

Krankenhaus (Ăhospitel-acquiredñ) oder unabhªngig von einem Krankenhausaufenthalt in 

der Gesellschaft (Ăcommunity-acquiredñ) erworben wurden (Pittet & Wenzel, 1995; 

Stevens, 2003).  

Die Behandlung von bakteriellen Infektionen, insbesondere von Staphylokokken-

Infektionen mittels Antibiotika stellt eine immer größere Herausforderung dar. In den 

vergangenen Jahren ist eine Zunahme an z. T. multiplen Antibiotikaresistenzen zu 

beobachten. S. aureus hat die Fähigkeit sich rapide an verändernde Umweltbedingungen 

anzupassen, und kann so Resistenzen gegen Antimikrobiotika ausbilden. Schon sechs 

Monate nach Einführung des ß-Lactam-Antibiotikums Methicillin, eine Weiter-

entwicklung des Penicillin, im Jahr 1961 traten die ersten Methicillinresistenzen auf 

(Barber, 1961). Heute sind viele S. aureus Stämme multiresistent gegen alle verfügbaren 

ß-Lactam-Antibiotika sowie andere Antibiotikaklassen. Diese werden als MRSA, 

Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus, bezeichnet. S. aureus Stämme, die auch 

gegen das Glykopeptid-Antibiotikum Vancomycin resistent sind, werden als VRSA 

(Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus) bezeichnet. Vancomycion galt lange als 

Reserveantibiotikum gegen besonders schwere Infektionen. Die Ausbreitung von 

multiresistenten MRSA- und VRSA-Stämmen und die daraus resultierenden Infektionen, 

insbesondere Krankenhausinfektionen, stellen ein weltweites Gesundheitsproblem der 

Menschheit dar (Kuroda et al., 2001; Hiramatsu et al., 2001). Hier ist die Entwicklung 

von neuen Antibiotika wie Daptomycin oder Linezolid (Jones et al., 2008; Livermore 

2008) sowie neuer therapeutischer Strategien gegen S. aureus notwendig. Dafür ist die 

Erforschung des Proteoms von S. aureus von entscheidender Bedeutung.  
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Für die Grundlagenforschung ist ein Mikroorganismus ein exzellent geeignetes Modell. 

Aufgrund seiner verhältnismäßig geringen Komplexität ist ein Einzeller besonders für 

Proteomstudien geeignet (Völker & Hecker, 2005). Staphylococcus aureus als pathogener 

Modellorganismus lässt sich einfach und reproduzierbar vermehren, verschiedensten 

Bedingungen aussetzen und ist leicht für biochemische und genetische Untersuchungen 

zugänglich. Wie eingangs bereits erwähnt ist die Entschlüsselung der Genomsequenz 

dabei entscheidend für die Proteinanalyse mittels Massenspektrometrie. Die vollständige 

Genomsequenzierung für Staphylococcus aureus erfolgte 2001 für den MRSA-Stamm 

N315 und den VRSA-Stamm Mu50 (Kuroda et al. 2001). Der für diese Arbeit relevante 

MRSA-Stamm S. aureus COL liegt seit 2005 sequenziert vor (Gill et al., 2005). 

Insgesamt ist laut NCBI (National Center for Biotechnology Information,  

www.ncbi.nlm.nih.gov) das Genom von 14 S. aureus Stämmen sequenziert. Das S. 

aureus COL Genom codiert für etwa 2600 ï 2700 Proteine, darunter etwa 1000 Proteine 

mit noch unbekannter Funktion (Hecker et al., 2010). Die Erforschung des S. aureus 

Proteoms soll zum Verständnis der Pathogenität von S. aureus beitragen.   

 

DIE VERSCHIEDENEN SUBPROTEOME DER GRAM -POSITIVEN BAKTERIEN -

ZELLE  

 

Man kann den gesamten Proteinbestand einer Staphylokokkenzelle abhängig von der 

Proteinlokalisation in Subproteomfraktionen unterteilen (Becher et al., 2009). Dabei 

werden hauptsächlich vier Fraktionen unterschieden: (i) der Proteinbestand aus dem 

Cytosol der Zelle, das intrazelluläre Proteom, (ii) Proteine die in die Cytoplasmamembran 

eingebettet oder durch Membran-spannende Proteindomänen in der Membran verankert 

sind, das Membranproteom, (iii) alle Proteine, die auf der Zelloberfläche exponiert sind, 

das Zelloberflächen-assoziierte Proteom oder kurz Oberflächenproteom, und (iv) alle 

Proteine, die in das außen liegende Milieu sekretiert werden, das extrazelluläre Proteom 

(Abbildung 1).  
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Abbildung 1. Schematische Darstellung einer Staphylococcus aureus Zelle und Zellwand.  Die Zelle stellt 
links eine  elektronenmikroskopische Aufnahme  (Labor für Elektronenmikroskopie, Universität 
Greifswald, R. Sietmann), und rechts  die  vier  S. aureus Subproteome  dar : I Cytosolisches Proteom, II  
Membranproteom, III  Zellwand -assoziiertes Proteom , IV Extrazelluläres Proteom . Die Zellwand zeigt die 
verschiedenen Zelloberflächen -assoziierten Proteinklassen. A Sekretierte/ extrazelluläre Proteine, B 
Nicht -kovalent verankerte/ Zellwand -assoziierte Proteine, C Kovalent -verankerte Proteine/ Sortase-
Substrate , D Lipoproteine, E Membranproteine.  

 

Es gibt viele verschiedene Programme, die die subzelluläre Lokalisation der Proteine mit 

Hilfe von Computeralgorithmen aus charakteristischen Sequenzmotiven des Genoms 

vorhersagen können. Ungefähr ein Viertel aller S. aureus COL Proteine haben laut 

TMHMM Algorithmus Transmembrandomänen und gehören deshalb zum (ii) 

Membranproteom (Krogh et al., 2001).  

Oberflächen-exponierte Proteine können entweder kovalent oder nicht-kovalent an der 

Zellwand oder der Zellmembran verankert sein. Dazu gehören die Sortase-Substrate, die 

Lipoproteine und die sogenannten Zellwand-assoziierten Proteine, auf die im Folgenden 

noch ausführlich eingegangen wird (Abbildung 1). Sortase-Substrate sind durch ein 

charakteristisches LPXTG bzw. NPQTN-Motiv gekennzeichnet (Gill et al., 2005; Sibbald 

et al., 2006). Die Signatur einer charakteristischen Konsensus Sequenz, der Lipobox, wird 

von den Programmen DOLOP (Madan Babu & Sankaran, 2002) und AUGUR (Billion et 

al., 2006) genutzt, um 66 Lipoproteine in S. aureus COL vorherzusagen. Zu den 

Zellwand-assoziierten Proteinen gehören weitere, nicht-kovalent gebundene 

Oberflächenproteine, die in Genomanalysen, früheren Proteomstudien oder durch das 

Proteinlokalisationssoftwareprogramm PSORT gefunden wurden (Gill et al., 2005; 
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Clarke & Foster, 2006; Nakai & Horton, 1999). Dabei macht das (iii) Zelloberflächen-

assoziierte Proteom nur etwa 4% des S. aureus COL Gesamtproteoms aus.  

Laut dem Softwareprogramms SignalP haben etwa 5% aller Proteine des 

Gesamtproteoms von S. aureus COL eine Signalsequenz und werden deshalb dem (iv) 

extrazellulärem Proteom zugeordnet (Nielson und Krogh, 1998; Bendtsen et al., 2004). 

Die Mehrzahl von annähernd 1800 Proteinen weist keine bekannten Sequenzmotive auf 

und wird deshalb dem (i) cytoplasmatischen Proteom zugewiesen, welches somit fast 

70% des Gesamtproteoms umfasst.  

Das cytoplasmatische Proteom von S. aureus wurde umfangreich charakterisiert, um den 

grundlegenden Metabolismus des Bakteriums (Cordwell et al., 2002; Kohler et al., 2005; 

Becher et al., 2009) sowie die Regulation der Genexpression als Antwort auf 

infektionsrelevante Stimuli wie Sauerstoffmangel (Fuchs et al., 2007) oder oxidativer 

Stress (Wolf, Hochgräfe et al., 2008) zu untersuchen. Durch Kombination von 1D-Gel-

basierter Proteinfraktionierung und LC-MS/MS konnten 1100 S. aureus COL Proteine 

aus der cytosolischen Fraktion identifiziert werden (Becher et al., 2009).  

Das Membranproteom spielt eine entscheidende Rolle bei der Informationsaufnahme und 

ïübermittlung von Signalen durch Transport von Ionen und Molekülen, bei der 

Energiegewinnung durch Atmung, als auch bei Zell-Zell-Interaktionen. Kürzlich 

entwickelte Massenspektrometrie-basierte Methoden ermöglichten die Identifizierung von 

357 S. aureus COL Membranproteinen (Wolff et al., 2008).  

Betrachtet man die Pathogenität von S. aureus, so stellen die sekretierten und 

Oberflächen-exponierten Proteine die bedeutsamste Klasse dar, weil der Großteil der 

Virulenzfaktoren in diesen beiden Subproteomfraktionen zu finden ist. Virulenzfaktoren 

sind Proteine, die eine Infektion im Wirt ermöglichen. Sie können nach ihrer Funktion 

unterschieden werden: (i) Proteine, die Adhäsion und Invasion von Wirtszellen 

ermöglichen; (ii) Proteine, die Wirtszellen und Gewebe zur Ausbreitung des Bakteriums 

und Nährstofferschließung zerstören; (iii) Proteine, die vor einer Immunantwort des 

Wirtes schützen; und (iv) Proteine, die Nährstoffe nutzbar machen, welche überwiegend  

im Wirt vorkommen (Lowy, 1998; Foster & Höök, 1998; Foster, 2005; Hecker et al., 

2010).  
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S. aureus setzt eine große Anzahl an Exoproteinen frei, welche dann entweder ins 

extrazellulare Milieu sekretiert werden oder auf der Zelloberfläche gebunden verbleiben. 

Dabei gibt es verschiedene Transportwege für Proteine aus dem Cytoplasma nach außen. 

Bei dem generellen Sekretionsweg (Sec-Weg), dem Tat-Weg (Ătwin-arginin 

translocationñ), dem Pseudopilin Weg (Com-Weg) und dem Transport über ABC-

Transporter weisen die Proteine eine Signalsequenz auf. Die Mehrzahl der Proteine wird 

über den Sec-Weg transportiert (Sibbald et al., 2006). Die N-terminale Signalsequenz 

beinhaltet eine Signalpeptidase-Schnittstelle, an der das Protein nach der Translokation 

durch die Membran von der entsprechenden Signalpeptidase prozessiert wird.  

Das extrazelluläre Proteom verschiedener S. aureus Stämme war Gegenstand vieler 

Studien. Prinzipiell werden dabei die Bakterienzellen einer Kultur durch Zentrifugation 

abgetrennt, und alle Proteine, die in das extrazelluläre Medium sekretiert wurden, zur 

weiteren Analyse heraus gefällt. In der Vergangenheit war die 2D-Gel-basierte 

Proteomanalyse die Methode der Wahl zur Untersuchung des Kulturüberstandes 

(Ziebandt et al., 2001). Auf diese Weise konnten 47 sekretierte Proteine für S. aureus 

N315 (Ziebandt et al., 2004), 34 für S. aureus COL (Rogasch et al., 2006), 38 für S. 

aureus MW2 und LAC (Burlak et al., 2007), und 63 für 17 verschiedene S. aureus 

Stämme (Ziebandt et al., 2010) identifiziert werden. Interessanterweise konnte dabei 

gezeigt werden, dass das extrazelluläre Proteom innerhalb der Spezies Staphylococcus 

aureus, aber bei verschiedenen Stämmen oder klinischen Isolaten, extrem heterogen ist 

(Ziebandt et al., 2010).  

Eine Weiterentwicklung der globalen Proteomanalyse wurde durch die Kombination von 

1D-Gel Elektrophorese und nano-LC-MS/MS ermöglicht. Dadurch konnten 57 bzw. 60 

Proteine mit Signalpeptid für S. aureus COL (Becher et al., 2009; Hempel et al., 

unpublished) und ebenfalls 60 für S. aureus UAMS-1 identifiziert werden (Jones et al., 

2008). Bei all diesen Studien werden auch immer Proteine, die keine bekannte 

Signalsequenz für eine Sekretion aufweisen, im extrazellulären Raum detektiert. Häufig 

handelt es sich dabei um hoch abundante cytoplasmatische Proteine, die wahrscheinlich 

durch Zelllyse während des Zellwachstums und aufgrund des Experimentierprozesses frei 

geworden sind. Dennoch, die Möglichkeit der extrazellulären Lokalisation von typisch 

cytoplasmatischen Proteinen durch bislang unbekannte Exportwege kann nicht 
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ausgeschlossen werden (Sibbald et al., 2006). Diese Ănicht-klassischeñ Protein Sekretion 

(Ănon-classicalñ protein secretion) ist f¿r viele Proteine, unabhªngig von einer 

Signalsequenz, dokumentiert (Bendtsen et al., 2005). Proteine, die zusätzlich zu ihrer 

cytoplasmatischen Funktion eine weitere Funktion im extrazellulären Raum oder auf der 

Zelloberflªche haben, werden Ămoonlightingñ Proteine genannt (Jeffery, 2009). 

Desweiteren ist es relevant zu erwähnen, dass nicht alle Proteine, die eine N-terminale 

Signalsequenz sowie eine Signalpeptidase I Schnittstelle aufweisen, in den extrazellulären 

Raum sekretiert werden. Kürzlich wurden sogenannte Sec-angeheftete (ĂSec-attachedñ) 

Proteine, welche durch bislang unbekannte Mechanismen an der cytoplasmatischen 

Membran verbleiben, entdeckt (Tjalsma und van Dijl, 2005).  

 

BEDEUTUNG DES ZELLOBERFLÄCHEN -ASSOZIIERTEN PROTEOMS VON 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

Die Interaktion des pathogenen Bakteriums mit seinem Wirt ist insbesondere durch den 

Proteinbestand, der auf der Zelloberfläche exponiert ist, bestimmt. S. aureus exprimiert 

ein Arsenal an Zelloberfläche-gebundenen Virulenzfaktoren, die zur Kolonisierung und 

Infektion von humanem Gewebe führen. Die Zellmembran und die Zellwand fungieren 

dabei als Bindungsort für die Proteine. Gram-positive Bakterien haben eine Vielzahl an 

einzigartigen Mechanismen zur Immobilisierung von Proteinen an der Zelloberfläche 

entwickelt. Das beinhaltet die kovalente und nicht-kovalente Bindung von Proteinen an 

das Peptidoglykan oder an sekundäre Komponenten der Zellwand wie den 

Teichonsäuren. Das Oberflächenproteom setzt sich daher aus verschiedenen Protein-

klassen zusammen. Es umfasst Membranproteine mit nach außen ragenden 

Proteindomänen; Lipoproteine, die über einen Lipidanker kovalent an der Zellmembran 

verankert sind; Sortase-Substrate; und Zellwand-assoziierte Proteine, die eine Signal-

sequenz haben, aber nicht-kovalent an die Zelloberfläche binden.  

Sortase-Substrate sind Zellwand-Proteine, die durch die Membran-gebundene Trans-

peptidase Sortase (SrtA) kovalent an das Peptidoglykan verankert werden. Dabei erkennt 

die Sortase eine konservierte, C-terminale LPXTG-Signalsequenz der Oberflächen-

proteine. Nach Spaltung der LPXTG-Sequenz zwischen Threonin und Glycin katalysiert 
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sie die Bildung einer Amidbindung zwischen der Carboxylgruppe des Threonins und der 

Aminogruppe der Pentaglycinbrücke. Auf diese Weise erfolgt die Verankerung der 

Oberflächenproteine an die Peptidquervernetzungen der Peptidoglykanschicht (Schnee-

wind et al., 1992; Navarre & Schneewind, 1994; Mazmanian et al., 1999; Mazmanian et 

al., 2001).  

Ein alternatives NPQTN-Motiv wird von einer zweiten Sortase (SrtB) erkannt. IsdC, ein 

Protein welches für die Eisenaufnahme von S. aureus verantwortlich ist, ist das einzige 

bekannte NPQTN-Sortase-Substrat (Mazmanian et al., 2002).  

Durch Genomanalysen sind 22 Sortase-Substrate in S. aureus bekannt, von denen 20 im 

S. aureus COL Genom kodiert vorliegen (Gill et al., 2005; Sibbald et al., 2006). Diese 20 

S. aureus COL Sortase-Substrate sowie bekannte, nicht-kovalent gebundene Zellwand-

assoziierte Proteine sind in Tabelle 1 aufgelistet. Eine Reihe von solchen ionisch-

gebundenen Proteinen sind mit der Zellwand assoziiert, darunter Peptidoglykan-

hydrolasen, Proteasen und Adhäsine. 
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Tabelle 1.  S. aureus COL Oberflächenproteine  

   

Protein ID Protein Funktioneller Name Proteinklasse Referenz 

SACOL0024 SasH 5' nucleotidase family protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0050 Pls Methicillin resistance surface protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0095 Spa Protein A Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0119 SasD Cell wall surface anchor protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0608 SdrC SdrC protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0609 SdrD SdrD protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0610 SdrE SdrE protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0856 ClfA Clumping factor A Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL1138 IsdB Iron-regulated heme-iron binding protein  Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL1140 IsdA Iron-regulated heme-iron binding protein  Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL1141 IsdC Iron-regulated heme-iron binding protein  Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL1781 IsdH (HarA) Iron-regulated heme-iron binding protein  Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL1806 SasC Cell wall surface anchor protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2150 FmtB Phosphoglucomutase Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2505 SasG (Aap) Cell wall surface anchor protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2509 FnbB Fibronectin binding protein B Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2511 FnbA Fibronectin binding protein A Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2652 ClfB Clumping factor B Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2668 SasF Cell wall surface anchor protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL2676 SasA Cell wall surface anchor protein Sortase Substrat Gill et al., 2005 

SACOL0835 - Conserved hypothetical protein Zellwand-assoziiert Nakai und Horton, 1999 

SACOL0858 Empbp Extracellular matrix and plasma binding protein Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL1028 HtrA Serine protease Zellwand-assoziiert Nakai und Horton, 1999 

SACOL1062 Atl  Biofunctional autolysin Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL1164 Fib Fibrinogen binding-related protein Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL1168 Efb Fibrinogen binding protein Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL1264 LytN Cell wall hydrolase Zellwand-assoziiert Nakai und Horton, 1999 

SACOL1472 Ebh Cell wall-associated fibronectin binding protein Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL1522 Ebp Elastin binding protein Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL1788 - Conserved hypothetical protein Zellwand-assoziiert Nakai und Horton, 1999 

SACOL1847 - Conserved hypothetical protein Zellwand-assoziiert Nakai und Horton, 1999 

SACOL2002 Map Extracellular adherence protein Zellwand-assoziiert Gill et al., 2005 

SACOL2019 - Putative SdrH protein Zellwand-assoziiert Nakai und Horton, 1999 

SACOL2584 IsaA Immunodominant antigen A Zellwand-assoziiert Sakata et al., 2005 

SACOL2660 IsaB Immunodominant antigen B Zellwand-assoziiert Clarke und Foster, 2006 

 

Eine wichtiger Aspekt bei der Interaktion von S. aureus mit seinem Wirt ist die Fähigkeit 

des Pathogens an Komponenten der humanen extrazellulären Matrix (ECM) und an 

Serumproteine zu adhärieren. Diese Zelloberflächen-assoziierten Adhäsine von S. aureus 
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werden in sogenannte MSCRAMMs und SERAMs unterschieden. Die Zellwandproteine 

und Zelloberflächenkomponenten, die an extrazelluläres Wirtsgewebe und 

Plasmaproteine binden, um den Infektionsprozess zu initialisieren, werden als 

MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) 

bezeichnet (Foster & Höök, 1998). Dabei handelt es sich um die kovalent gebundenen 

Sortase-Substrate wie Protein A, clumping Faktor A und B und die Fibronektin-

bindenden Proteine. Den SERAMs (secretable expanded repertoire adhesive molecules) 

fehlt das LPXTG-Motiv (Chavakis et al., 2005). Zu ihnen gehören zum Beispiel das 

extrazelluläre Matrix-bindende Protein (Emp) und das extrazelluläre Fibrinogen-bindende 

Protein (Efb). Zusammen ermöglichen die MSCRAMMs und SERAMs die Bindung von 

S. aureus an eukaryotische Zellen, Blutplättchen, extrazelluläre Matrixproteine und inerte 

Oberflächen (Sinha & Herrmann, 2005). Dabei darf nicht vergessen werden, dass 

zusätzlich zu diesen Zelloberflächen-assoziierten Adhäsionsproteinen von S. aureus auch 

andere Oberflächenmoleküle zur spezifischen Anheftung an Wirtszellen und Wirtszell-

komponenten beitragen. Es wurde gezeigt, dass Zellwandteichonsäuren essentiell bei der 

Kolonisierung der Nasenschleimhaut mit S. aureus sind (Weidenmaier et al., 2004). 

Zusätzlich spielen diese polyanionischen Zellwandpolymere eine Rolle bei der 

Interaktion von S. aureus mit Endothelzellen (Weidenmaier et al., 2005). Die Adhäsine 

von S. aureus weisen also ein umfangreiches Substratrepertoire auf, von denen einige 

sogar multiple Liganden binden können. Zusätzlich verfügen einige MSCRAMMs über 

die Kapazität an gleiche Wirtskomponenten zu binden. Dieses breit gefächerte 

Bindungsvermögen von S. aureus ermöglicht optimale Anpassung an die Gegebenheiten 

der Umgebung und an Nischen des Wirts und erklärt die erhebliche Vielfalt an 

Krankheitsbildern, welche von S. aureus ausgelöst werden. 

 

UNTERSUCHUNGEN ZUM ZELLOBERFLÄCHEN -ASSOZIIERTEN PROTEOM VON 

S. AUREUS 

 

Die essentielle Oberflächen-exponierte Subproteomfraktion für qualitative und 

quantitative Proteomanalysen zugänglich zu machen, stellt eine Herausforderung dar und 

ist Voraussetzung für das Verständnis von Pathophysiologie und Pathogen-Wirts-



   
   
                                                                                                                                                    Einleitung 

 
 

 
 

25 

Interaktionen. Verschiedene Methoden zur Isolation der Oberflächenproteine von Gram-

positiven Bakterien sind entwickelt worden. Dabei handelt es sich im Wesentlichen um 

drei verschiedene Ansätze: (i) Extraktion von Oberflächenproteinen mit verschiedenen, 

hochkonzentrierten Salzen und Detergenzien (Schaumburg et al., 2004), (ii) enzymatische 

Extraktion und (iii) Markierung der Oberflächenproteine mittels Biotinylierung und 

anschließender Anreicherung. Den meisten Veröffentlichungen zu dieser Thematik liegen 

die beiden letztgenannten Methoden zu Grunde.  

Bei der (ii) enzymatischen Extraktion von Oberflächenproteinen werden hauptsächlich 

die Glycyl-Glycin-Endopeptidase Lysostaphin und die Serinprotease Trypsin verwendet. 

Das Lysostaphin katalysiert die Spaltung der Pentaglycinquervernetzung der 

Peptidoglykanschicht und zerstört so die Zellwand. Die auf diese Weise freigesetzten 

Proteine, der Zellwandverdau-Überstand, wurden dann mittels 2D-Gel-basierter Analyse 

identifiziert (Nandakumar et al., 2005; Gatlin et al., 2006; Planchon et al., 2007). Gatlin 

et al. (2006) identifizierten für S. aureus auf diesem Weg 48 Oberflächenproteine, mit 

einem Vielfachen an zusätzlichen cytosolischen Kontaminanten. Im Gegensatz dazu 

beruht der Trypsin-Ansatz darauf, dass die Oberflächen-exponierten Proteindomänen 

mittels Trypsin von intakten Zellen proteolytisch abverdaut werden. Die Zellen werden 

mit Trypsin behandelt, und die resultierenden Peptide unmittelbar mittels LC-MS/MS 

analysiert. Dieser Ansatz wurde in seiner ursprünglichen Form für Streptococcus 

pyogenes entwickelt (Rodriguez-Ortega et al., 2006; Severin et al., 2007), und im 

Folgenden auch für Oberflächenproteom-Analysen von Bacillus subtilis eingesetzt 

(Tjalsma et al., 2008). Kürzlich sind die ersten Veröffentlichungen zur Trypsin-

Behandlung von S. aureus zur Untersuchung der Oberflächenproteine erschienen. Solis 

und Mitarbeiter nutzten Trypsin und Proteinase-K zur Identifizierung von 42 S. aureus 

COL Oberflächenproteinen (Solis et al., 2010). Dreisbach und Mitarbeiter verglichen das 

Oberflächenproteom vier verschiedener S. aureus Stämme (S. aureus COL, Newman, 

USA300 und RN6390) und identifizieren mit Hilfe des Trypsin-Verdaus dabei insgesamt 

63 Oberflächenproteine (Dreisbach et al., 2010). Wie schon bei dem Vergleich des 

extrazellulären Proteoms verschiedener S. aureus Stämme (Ziebandt et al., 2010), konnte 

auch hier gezeigt werden, dass das Oberflächenproteom extrem variabel ist (Dreisbach et 

al., 2010). Weniger als 10% der identifizierten Oberflächenproteine aller vier Stämme 

stimmten überein. Eine weitere Analyse des Oberflächenproteoms von S. aureus USA300 
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mittels Trypsin führte zur Identifizierung von 50 Oberflächen-assoziierten Proteinen 

(Ventura et al., 2010). In diesen Arbeiten wurden folgende Begriffe für das 

Oberflªchenproteom (engl.: surface proteome) geprªgt: ĂSurfacomeñ (Dreisbach et al., 

2010) und ĂSurfomeñ (Ventura et al., 2010). Eine einheitliche, allgemeine Bezeichnung 

hat sich noch nicht durchgesetzt. In einer eigenen Arbeit wurde das Protokoll zur 

proteolytischen Abspaltung der oberflächenexponierten Proteindomänen mit Trypsin 

modifiziert und stark vereinfacht (Hempel et al., unpublished). Hierbei erfolgt der 

Abverdau ohne Zugabe von Saccharose oder DTT in der kürzesten Zeit von 15 Minuten 

in TEAB-Puffer, welcher aufgrund seiner Eigenschaften problemlos zur weiteren Analyse 

durch Hochleistungsflüssigkeitschromatographie und Massenspektrometrie geeignet ist. 

Zusätzlich ist durch Kombination mit 
14

N/
15

N-metabolischen Labeling erstmals eine 

Quantifizierung der Oberflächenproteine nach Trypsin-Behandlung möglich. Auf diese 

Weise konnte die bislang größte Anzahl von 101 Oberflächenproteinen identifiziert 

werden (Hempel et al., unpublished).  

Ein anderer Ansatz die Proteine auf der S. aureus Oberfläche zugänglich zu machen ist 

die (iii) Biotinylierung. Dabei werden die Oberflächenproteine von intakten Zellen 

selektiv mit einem Biotinylierungsreagenz markiert. Eine Vielzahl von verschiedenen 

Biotinylierungsreagenzien, die sich durch ihre unterschiedlichen Eigenschaften 

auszeichnen, sind für die Analyse von Zelloberflächenproteinen verfügbar (Elia, 2008). 

Diese Methode wurde ursprünglich für eukaryotische Zellen etabliert (Daniels et al., 

1998), und dann für Gram-negative (Sabarth et al., 2002; Myers-Morales et al., 2007; Ge 

et al., 2007; Harding et al., 2007) und Gram-positive Bakterien (Gatlin et al., 2006; 

Hempel et al., 2010) adaptiert und weiter entwickelt. In Hempel et al. werden intakte 

Staphylokokkenzellen mit Sulfo-NHS-SS-Biotin inkubiert. Hierbei handelt es sich um ein 

membranimpermeables Biotinylierungsreagenz, welches spezifisch mit den Amino-

gruppen der Lysinreste der Oberflächenproteine reagiert. Proteine, die nun mit dem 

Biotinylierungsreagenz markiert sind, werden durch Avidin-Affinitätschromatographie 

angereichert, und mittels GeLC-MS/MS analysiert. Die Aufreinigung von Oberflächen-

proteinen mittels Biotinylierung ist schematisch in Abbildung 2 zu sehen. Durch 

Kombination von 
14

N/
15

N-metabolischen Labeling und Biotinylierung wurde eine 

Methode zur quantitativen Analyse von S. aureus Oberflächenproteinen entwickelt und 

etabliert (Hempel et al., 2010). Auf diese Weise konnte das Oberflächenproteom von 
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wachsenden und nicht-wachsenden S. aureus COL Zellen (Becher et al., 2009), von einer 

sigB-Mutante (Hempel et al., 2010) sowie von S. aureus COL Zellen unter Eisen-

mangelbedingungen (Hempel et al., unpublished) identifiziert und quantifiziert werden. 

Bei der Analyse von S. aureus COL im Vergleich zu einer sigB-Mutante ermöglichte die 

Biotinylierung so die Identifizierung von 135 Oberflächenproteinen, von denen 98 auch 

quantifiziert werden konnten (Hempel et al., 2010). Bei dieser Arbeit konnten 28 

Oberflächenproteine erstmalig als SigmaB-abhängig beschrieben werden. Die Gruppe der 

Zelloberflächen-assoziierten Proteine und Virulenzfaktoren, die durch SigmaB beeinflusst 

werden, wurde so erweitert (Hempel et al., 2010).  

Eine optimale Analyse der Oberflächenproteine von S. aureus wird durch eine 

Kombination von Biotinylierung und Trypsin-Behandlung erreicht. Es konnte gezeigt 

werden, dass Sortase-Substrate insbesondere durch Trypsin zugänglich sind, während 

Lipoproteine optimal durch Biotinylierung analysiert werden können. Durch Kombi-

nation beider Methoden mit 
14

N/
15

N-metabolischen Labeling konnten 221 Oberflächen-

proteine identifiziert und 158 quantifiziert werden (Hempel et al., unpublished). 

Zusätzlich zu allen bekannte Oberflächenproteinen wurden bei allen Arbeiten auch immer 

cytoplasmatische Proteine gefunden. Dabei konnte die Präsenz von bestimmten 

cytosolischen Proteinen wie Enolase oder Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase 

GapA2 auf der Zelloberfläche gezeigt werden (Bergmann et al., 2001; Carneiro et al., 

2004; Jin et al., 2005). Die Existenz von bislang unbekannten Proteinen bzw. von 

bekannten Proteinen mit einer bislang unbekannten zusätzlichen Funktion auf der 

Zelloberfläche (Jeffery, 2009) darf nicht ausgeschlossen werden.  
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Abbildung 2. Biotinylierung. Intakte S. aureus COL Zellen werden mit Sulfo -NHS-SS-Biotin inkubiert. 
Sulfo-NHS-SS-Biotin reagiert spezifisch mit den Amino -Gruppen der Lysinreste der Oberflächenproteine 
und formiert eine stabile Amidbindung. Die Reaktion wird gestoppt und überschüssiges Reagenz 
abgewaschen. Danach werden die Zellen zerstört. Eine Affinitäts chromatographie, die auf der Avidin -
Biotin -Interaktion beruht, fischt die markierten Proteine aus der Proteinlösung, und reichert diese so 
an. Durch Reduktion der Disulfidbrücke werden die Oberf lächenproteine eluiert und anschließend 
mittels GeLC-MS/MS analysiert.  

 

Die bakterielle Zelloberfläche, insbesondere von Pathogenen, stellt damit ein wichtiges 

Reservoir von Zielproteinen für mögliche Vakzine und Antikörper dar. Neben der 

Entwicklung neuer Antibiotika ist dies eine weitere Möglichkeit S. aureus zu bekämpfen. 

Die Oberflächenproteine clumping Faktor A und B, das Fibronektin-bindende Protein 

FnBP sowie das Eisenabhängige Protein IsdB wurden schon erfolgreich zur 

experimentellen Immunisierung genutzt (Joseffson et al., 2001; Schaffer et al., 2006; 

Zhou et al., 2006; Kuklin et al., 2006). Die Entdeckung neuer Zielproteine auf der 

bakteriellen Zelloberfläche ist somit eine wichtige Aufgabe.  

Eine Untersuchung des Zelloberflächen-assoziierten Proteoms des humanpathogenen 

Bakteriums Staphylococcus aureus soll zu einem besseren Verständnis von Pathogen-

Wirts-Interaktionen führen sowie Grundlagen für die Entwicklung neuer antimikrobieller 

Therapien liefern.  
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