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Zusammenfassung 
Massenspektrometrie hat sich zur Methode der Wahl für die globale relative und absolute 

Proteinquantifizierung entwickelt. Da das vorhandene Methodenspektrum in der Anzahl der 

zu analysierenden Proben limitiert ist und bei der Vermeidung von 

Vorfraktionierungstechniken keine globale Analyse erlaubt, war es das Ziel dieser 

Dissertation das Methodenspektrum anhand von anschaulichen Beispielen zur 

physiologischen Proteomanalyse Gram positiver Bakterien zu erweitern. Dazu erstreckt sich 

diese Arbeit von der Erweiterung der Anwendungsmöglichkeiten der Isotopen markierten 

relativen Quantifizierungsmethode, über die Entwicklung eines globalen markierungsfreien 

relativen Quantifizierungsansatzes bis zur globalen absoluten Quantifizierung und weiter im 

speziellen der Stöchiometrie-Aufklärung eines Proteinkomplexes. 

Die Kombination aus 14N/15N metabolischer Markierung mit der GeLC-MS Technik erlaubt 

eine robuste relative Quantifizierung auf globaler Ebene. Durch die Verwendung eines 

internen 15N-markierten Referenzextraktes wurde eine bisher nicht erreichte zeitliche 

Auflösung von zehn Zeitpunkten bei der Untersuchung eines Nährstoffwechsels zwischen 

den bevorzugten Kohlenstoffquellen, Glukose und Malat, des Gram positiven 

Modellorganismus Bacillus subtilis erreicht. Dieses Experiment zeigte klar, dass die 

Anpassung an Malat als zweite Kohlenstoffquelle sehr schnell passiert. Im Gegensatz dazu 

findet die Anpassung an Glukose als zusätzliche Kohlenstoffquelle mit einer zeitlichen 

Verschiebung von ca. 45 Min. statt. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die 

Anpassung an Malat hauptsächlich auf post-transkriptioneller Ebene geschieht und die 

Anpassung an Glukose auf transkriptioneller Ebene stattfindet. 

Die geringe Reproduzierbarkeit von Vorfraktionierungstechniken beschränkt ihre 

Anwendung während einer markierungsfreien Quantifizierung. Die eingeschränkte 

Kombinationsmöglichkeit mit Vorfraktionierungstechniken führt zu einer geringeren Anzahl 

an identifizierten und quantifizierten Proteinen, was durch den Einsatz von Ausschlusslisten 

mit optimierten Messparametern in wiederholten Messungen mit einer eindimensionalen 

Chromatographie ausgeglichen wurde. Im Vergleich zu einer einfachen Wiederholung der 

Messung konnte die Anzahl an identifizierten Peptiden um 32 % gesteigert werden. Der 

Ausschlusslistenansatz konnte anschließend erfolgreich für eine markierungsfreie globale 
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Proteinquantifizierung der Stickstoffmonoxid (NO) Stressantwort des humanpathogenen 

Stapylococcus aureus eingesetzt werden. Die Ergebnisse wurden mittels paralleler 

Quantifizierung mit 14N/15N metabolischen Markierung verifiziert. Mit dem Ansatz wurden 

fast 50 % des gesamten Proteoms identifiziert und 70 % davon konnten mit einem zu dem 

Markierungsexperiment vergleichbaren Ergebnis quantifiziert werden. Die Proteomsignatur 

der NO-Stressantwort zeigte eine hohe Ähnlichkeit zu der von Antibiotika, die wie NO zu 

DNA-Strangbrüchen führen. 

Auch bei der absoluten Proteinquantifizierung kann nicht ohne Weiteres eine 

Vorfraktionierung eingesetzt werden. Durch die Verwendung einer „multiplexed LC-MS“  

(LC-MSE) Methode wurde fast die Hälfte aller zytosolischen Proteine von B. subtilis mit einer 

hohen durchschnittlichen Sequenzabdeckung von 40 % identifiziert. Die Hi3-Methode 

ermögliche zusätzlich die absolute Quantifizierung fast aller identifizierten Proteine, die über 

fast vier Größenordnungen nachgewiesen werden konnten. Die Zuverlässigkeit des Ansatzes 

wurde für sechs Proteine mit der gut etablierten AQUA-Technik bestätigt. Mit der Hi3-

Methode wurden zum einen absolute Proteomsignaturen für unterschiedliche 

Nährstoffsituationen erstellt, was auch Einblicke in die Regulation der Expression von 

Aminosäure-Biosynthese und –abbau-Enzyme ermöglichte. Zum anderen konnte gezeigt 

werden, dass die intrazelluläre Konzentration von ribosomalen und weiteren 

Wachstumsraten-abhängig benötigten Proteinen sich bei niedrigen Wachstumsraten nicht 

unterscheidet und erst ab einer Wachstumsrate von 0,8 Std.-1 linear ansteigt. 

Die vergleichsweise hohe Standardabweichung der Hi3-Methode (~30 %) erschwert ihre 

Anwendung bei der Bestimmung von nicht gradzahligen Protein-Komplex-Stöchiometrien. 

Deswegen wurde zur Analyse des RNA-Polymerase-Komplexes von B. subtilis der AQUA-

Ansatz gewählt, der sich durch eine sehr geringe Standardabweichung auszeichnet (< 10 %). 

Dazu wurde ein Protokoll entwickelt, welches auf einer mTRAQ-Markierung der 

Referenzpeptide und des verdauten Komplexes beruhte. Es war so möglich die bekannte 

Stöchiometrie des Kernkomplexes RpoA:RpoB:RpoC 2:1:1 zu bestätigen und zusätzlich die 

zwei ω-Unterheiten und die σ-Faktoren σA und σB absolut zu bestimmen. Die Menge an σB im 

Komplex nahm nach Glukose-Hunger und Ethanol-Stress auf bis zu 5 % zu und es konnte 

gezeigt werden, dass sich die Menge einer ω-Unterheit (YloH) sich im gleichen Maße im 

Komplex ändert, wie die Menge an σA. 
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Summary 
Mass spectrometry has been developed as method of choice for comprehensive relative and 

absolute proteome analysis. Because the established quantification methods are limited in 

the number of samples for analysis and cannot be combined in each case with a pre 

fractionation, there is specific need for the development of new methods for mass 

spectrometry based proteome analysis. These methods should be established for Gram-

positive bacteria as proof of principle. This thesis aimed at the expansion of the range of 

methods for demonstrative examples for physiological proteome analysis of Gram positive 

bacteria compiling the extension of label based relative protein quantification, the 

establishment of a global label free quantification approach, the development of a 

comprehensive absolute quantification method and furthermore the determination of the 

stoichiometry of a protein complex. 

The combination of 14N/15N metabolic labeling and GeLC-MS allows robust relative protein 

quantification on a global scale. The application of an internal 15N labeled reference extract 

enables never before achieved time resolved protein quantification (ten time points) within 

a nutritional shifts between the two preferred carbon sources (glucose and malate). 

Therefore Bacillus subtilis was selected as Gram positive model organism. In the result of this 

a very fast adaptation to malate as second carbon source has been observed, whereas the 

adaptation to glucose as second carbon is delayed by approx. 45 min. This finding revealed 

that the adaptation to malate is mainly post transcriptionally regulated and the adaptation 

to glucose in a transcriptional manner. 

The limited reproducibility of common proteomic pre fractionation techniques confines their 

application in combination with label free quantification methods leading to lower number 

of quantified proteins. To circumvent this drawback exclusion lists with iteratively improved 

instrument settings were introduced to LC-MS/MS analysis based on one dimensional 

chromatographic separation. This exclusion list based methods enabled to increase the 

number of identified peptides by 32 % compared to simple replicate measurements. By 

application of this workflow to nitric oxide stress (NO) response of human pathogen 

Staphylococcus aureus almost half of the entire proteome could be identified. Subsequent 

reliable label free quantification for 70 % of the identified proteins could be achieved. In 



SUMMARY 
 

10 
 

comparison to the metabolic labeling approach combined with GeLC-MS a comparable result 

in terms of number of quantified proteins and fold changes was obtained. The quantitative 

evaluation of S. aureus stressed by NO adaptations illustrated the bacterial adaptation to the 

stress by higher expression of detoxifying enzyme, NO insensitive lactate dehydrogenase, 

DNA repair enzymes, biotin biosynthesis enzymes and phage L54a related proteins. 

Therefore this proteomic signature was similar to resistance mechanisms to antibiotics, also 

causing DNA strand breaks. 

The capabilities of pre fractionation techniques are limited for absolute quantification 

approaches as well. By application of the multiplexed LC-MS (LC-MSE) technique almost half 

of the predicted proteome of B subtilis with high average sequence coverage of 40 % could 

be identified. Absolute quantification for nearly all identified proteins over four orders of 

magnitude was achieved by application of the Hi3 approach. Comparative analysis with 

AQUA approach proved the high reliability of the global quantification results. 

The Hi3 approach enabled to set up absolute proteome signatures for different nutrient 

situation of B. subtilis and revealed new insights in the regulation of the expression of the 

amino acids biosynthesis and – degradation enzymes. Additionally the results showed that 

the intracellular proteins concentrations of ribosomal and other probably growth rate 

dependent regulated protein groups stay constant at low growth rates and are increasing 

linearly at a growth rate higher than 0.8 h-1. 

After development of reliable techniques for the purification of protein complexes the 

determination of the stoichiometric composition of multi-protein complexes becomes more 

and more important. The comparably high standard deviation of the Hi3 method confines 

the application of this approach for the exact determination of protein complex. Therefore 

the stoichiometry of RNA polymerase complex of B. subtilis was elucidated under different 

growth conditions by AQUA approach based on mTRAQ labeled synthetic peptides. The 

known stoichiometry of the core enzyme RpoA:RpoB:RpoC 2:1:1 could be shown. Under 

chosen growth conditions a stoichiometry of 1:1 relative to the core enzyme for the ω-

subunit YkzG was determined. The concentration of the other ω subunit YloH was under all 

experimental conditions in the same range of σA (20 – 35 %). After ethanol stress and 

glucose starvation σB was found to be bound up to 5 % to the polymerase. 
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1. Einleitung 

1.1 Die Ziele und Herausforderungen der Proteomics 

Der Begriff Proteom wurde 1994 von Marc Wilkins auf einer Konferenz in Siena geprägt und 

tauchte erstmals in einer Publikation ein Jahr später auf 1. Das Proteom beschreibt das 

komplette Set an Proteinen, das in einer Zelle unter einer speziellen Bedingung exprimiert 

wird und die Wissenschaft von der Erforschung des Proteoms wird als Proteomics 

bezeichnet. Ebenso im Jahr 1995 wurde das Genom von Haemophilus influenzae als erstem 

Organismus komplett entschlüsselt 2. Damit war der erste Bauplan des Lebens verfügbar. Im 

Gegensatz zum Genom ist das Proteom sehr flexibel und muss ständig an unterschiedliche 

physiologische und Stresssituationen angepasst werden. Damit haucht das Proteom dem 

Genom das Leben ein und die Proteine können als zentrale Spieler des Lebens verstanden 

werden 3. 

Ursprünglich war das Ziel der Proteomforschung die Proteine, die unter einer bestimmten 

Bedingung in der Zelle vorkommen, zu identifizieren. Relativ zeitnah wurde die 

Untersuchung ausgeweitet auf die Menge, die Modifikationen, Interaktionen und 

Lokalisation der Proteine 4. Das Wissen über diese Eigenschaften der Proteine, ebenso wie 

die dynamischen Änderungen dieser, ist die Grundlage zum Verständnis des Lebens 5. 

Im Gegensatz zu Genom- und Transkriptomuntersuchungen, wobei das Transkriptom alle 

Transkripte einer Zelle umfasst, fehlt in der Proteomforschung die Möglichkeit die 

Probenmenge zu vervielfältigen 6, wie es z. B. mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion 

möglich ist. Diese fehlende Amplifikationsmöglichkeit erschwert insbesondere die 

Untersuchung sehr gering abundanter Proteine. Des Weiteren werden Proteine oft 

prozessiert und modifiziert, d. h. ein Protein kann in unterschiedlichen Splicing- und 

Isoformen vorkommen, was ausführlich am humanen Proteom untersucht wurde. Es wird 

davon ausgegangen, dass das menschliche Genom ca. 20.000 Gene umfasst 7, die Anzahl der 

Splicing und Isoformen der Proteine wird aber auf bis zu 100.000 geschätzt 8, 9. Die Detektion 

aller dieser Varianten wie auch die Unterscheidung stellt eine große Herausforderung für die 

Proteomforschung da. Neben der großen Anzahl kann sich das Expressionslevel der Proteine 

stark von Protein zu Protein unterscheiden. Ausgehend von bakteriellen Proteomen, wo sich 
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die Proteinmengen um vier Größenordnungen unterscheiden können 10, 11, sind es bei 

einfachen eukaryotischen Organismen, wie der Hefe, schon sechs 12 und in komplexen 

organischen Flüssigkeiten wie Blutplasma bis zu zwölf Größenordnungen 13. Deswegen war 

eine stetige Weiterentwicklung der Methoden in Bezug auf Trennung, Fraktionierung und 

Sensitivität erforderlich. 

 

1.2 Grundlegende Techniken in der Proteomics 

Eine erste Möglichkeit umfassende Proteomanalysen durchzuführen wurde durch die 

zweidimensionale Gelelektrophorese (2-DE) geschaffen. Diese Technik wurde 1975 von Klose 
14 und O’Farrel 15 eingeführt. Die Komplexität des Proteinextraktes wird durch zwei 

elektrophoretische Trennschritte reduziert. Im ersten Schritt werden die Proteine auf 

Gelstreifen mit einem immobilisierten pH-Gradienten (IPG Streifen) nach ihrem 

isoelektrischen Punkten getrennt. In der zweiten Dimension werden die Proteine nach ihren 

Molekulargewichten getrennt. Idealerweise liegen danach alle Proteine in einzelnen Spots 

getrennt vor. Durch eine Färbung der Proteine im Gel können diese sichtbar gemacht und 

über Bildanalysen die Proteinmengen zusätzlich quantifiziert werden 16. Im Jahr 1980 wurde 

als erstes bakterielles Proteom, das von E. coli mittels 2-DE analysiert 17, 18, was den 

Startpunkt in der globalen bakteriellen Proteomforschung darstellt. 

Ein großes Potential der Gel-basierten Proteomics liegt in der Visualisierung neu 

synthetisierter Proteine und der Analyse von posttranslationalen Modifikationen, die zu 

einem Shift des pI des Proteins führen und somit auch zu einem Shift des Proteins in der IEF. 

Ein Beispiel ist die Analyse von Protein-Phosphorylierungen 19. Neu synthetisierte Proteine 

können über eine „pulse“-Markierung mit radioaktivem 35S-Methionin untersucht werden 16. 

So können Unterschiede im Expressionsmuster sehr sensitiv detektiert werden. Eine 

Bildanalyse des gleichen Gels mit einem Proteinmengenfarbstoff und dem Autoradiogramm 

zeigt intuitiv neusynthetisierte und nicht mehr gebildete Proteine. 

Durch die Daten der Genomsequenzierung können die Proteine nach proteolytischem 

Verdau und massenspektrometrischer (MS) Analyse identifiziert werden. Die größte 

Herausforderung bei Bestimmung der Masse großer Biomoleküle war eine sanfte Ionisierung 

und der Transfer der Moleküle in die Gasphase. Für die Identifikation von Proteinen, die 
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mittels 2-DE aufgetrennt wurden, hat sich die „Matrix Assisted Laser Desorption Ionization” 

(MALDI) 20 durchgesetzt. Für die Ionisation wird der Analyt mit einer Matrix kokristallisiert 

und dann in ein Vakuum gebracht. Dort wird die Matrix mit einem Laser beschossen, was zu 

einer Sublimation der Matrix, der Ionisation des Analyten und dem Transfer in die Gasphase 

führt. Mithilfe der Massenbestimmung der proteolytisch entstandenen Peptide eines 

Proteins kann dann der „Peptide Mass Fingerprint“ (PMF) 21 eines Proteins bestimmt 

werden. Der PMF wird anschließend mit einem in-silico Verdau aller Proteine einer 

Datenbank abgeglichen und die Identität des Proteins bestimmt. 

Obwohl die 2-DE Technik bereits einen weiten Überblick über das Proteom liefert, können 

hydrophobe und „low abundance“ Proteine nicht Gel-basiert untersucht werden 22, 23. 

Ebenso limitiert das beschränkte Angebot an möglichen pH-Bereichen des IPG Streifen die 

Anzahl analysierbarer Proteine. 

Deswegen werden vermehrt Gel-freie Techniken zur Aufklärung des kompletten Proteoms 

eingesetzt. Diese Methoden beruhen meistens auf einem kompletten Verdau der Proteine 

zu Peptiden und einer anschließenden Trennung des Peptidgemisches durch 

Flüssigkeitschromatographie („Liquid Chromatography“, LC). Durch eine direkte Kopplung 

der LC an das Massenspektrometer kann die Probe anschließend analysiert werden. Dieser 

Ansatz ist als „shotgun proteomics“ oder „buttom up proteomics“ bekannt 24, 25. Die 

Grundlage zu dieser Analytik wurde 1989 durch die Entwicklung der Elektrospray-Ionisation 

(ESI) gelegt. Durch das Anlegen einer Hochspannung an einer Metallkapillare können die in 

der Flüssigkeit befindlichen Analytmoleküle sanft ionisiert und in die Gasphase überführt 

werden, was eine sehr gute Kopplung von LC und MS ermöglicht 26. Das große Potential der 

LC-basierten Trennung von Peptiden wurde erstmals am Beispiel eines Peptidgemisches, das 

per Ko-Immunopräzipitation angereichert wurde, gezeigt 27 und für die Trennung von 

spezifisch verdauten Proteinen optimiert 28. 

Aufgrund der beschränkten Anwendbarkeit der 2-DE auf Membranproteine, wurde 

beispielsweise in Bacillus subtilis erstmals eine Gel-freie Strategie zur Analyse der 

angereicherten Membranfraktion eingesetzt 29. Auch wenn die Menge an zytosolischen 

Proteinen nach der Membrananreicherung stark reduziert war, war die Komplexität der 

Probe immer noch zu hoch für eine direkte Analyse per LC-MS. Deswegen wurden die 

Proteine mittels eindimensionaler Gelelektrophorese (1-DE) entsprechend ihrem 
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Molekulargewicht vorfraktioniert, das Gel wurde in Stücke geschnitten, die Proteine im Gel 

mit Trypsin verdaut, nach dem Verdau aus dem Gel extrahiert und per LC-MS vermessen. 

Dieser Ansatz ist auch als GeLC-MS bekannt 30. In der Studie konnten so 666 Proteine 

identifiziert werden, von denen ca. die Hälfte Membranproteine darstellten, was das große 

Potential der Gel-freien Technik zeigte. 

Neben der angereicherten Membranfraktion kann auch die integrale Membranfraktion nur 

mit Gel-freien Methoden untersucht werden. Durch einen Verdau der Zellmembranen mit 

der unspezifischen Protease Proteinase K bleiben nur die in der Membran geschützten 

Peptide der Proteine unverdaut. Diese werden solubilisiert und anschließend mit 

Chemotrypsin verdaut und per LC-MS vermessen. So kann ein großer Teil der 

Transmembran-spannenden Domänen der Proteine analysiert werden, was die Methode 

komplementär zu einer Membrananreicherung macht, in der hauptsächlich Proteine mit 

wenigen transmembran-spannenden Domänen identifiziert werden 31, 32.  

Neben den Membranproteinen werden auch Oberflächenproteine hauptsächlich Gel-frei 

analysiert. Diese Proteine spielen eine große Rolle in der Infektionsbiologie von pathogenen 

Mikroorganismen. Zur Aufreinigung dieses Subproteoms werden komplette Zellen mit einem 

Biotinylierungsreagenz, das die Membran nicht passieren kann, inkubiert. Anschließend 

werden die Zellen aufgeschlossen und die Oberflächenproteine mittels Affinitätsaufreinigung 

angereichert 33. Alternativ können die Oberflächenproteine auch mittels Trypsinverdau an 

intakten Zellen einer Analyse zugänglich gemacht werden 34. 

Aufgrund der hohen Komplexität höherer Organismen rückte zur Methodenentwicklung die 

Untersuchung einfacher Modellorganismen in den Fokus. Diese Organismen zeichnen sich 

durch eine schnelle und einfache Kultivierbarkeit im Labor aus ebenso wie durch eine gute 

genetische Manipulierbarkeit. Auch wird meistens mit nicht pathogenen Organismen als 

Modellorganismen gearbeitet. 

Für die Gruppe der Gram negativen Bakterien ist E. coli der wichtigste Modellorganismus 

und für Gram positive Bakterien ist es B. subtilis. Eine hohe Bedeutung als Modellorganismus 

für eukaryotische Organismen hat die Hefe Saccharomyces cerevisiae. Als Beispiel für diese 

Entwicklung wurde das Proteom dieses Modellorganismus als erstes komplett aufgeklärt 35. 
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Der Vorteil mit diesen Organismen zu arbeiten ist, dass schon ein großen Vorwissen der 

Physiologie vorliegt, was die Validierung der Methoden erlaubt. Andererseits bieten die 

globalen Proteomanalysen die Möglichkeit das Verständnis über diese Organismen und den 

verwandten Arten entscheidend auszuweiten. 

 

1.3 Der Modelorganismus und sein verwandter Krankheitserreger 

1.3.1 Bacillus subtilis 

Im Jahr 1835 wurde Bacillus subtilis erstmals als Vibrio subtilis von Christian Gottfried 

Ehrenberg beschrieben 36 und 1872 von Ferdinand Cohn in Bacillus subtilis umbenannt 37. 

B. subtilis ist ein stäbchenförmiges Gram positives nicht-pathogenes Bodenbakterium. 

Aufgrund seiner Ungefährlichkeit und seiner guten genetischen Manipulierbarkeit wurde es 

zu einem Modellorganismus für Gram positive Mikroorganismen. Vom hohen akademischen 

Interesse ist die Fähigkeit des Bakteriums Endosporen zu bilden, was ein sehr einfaches 

Modell für Zelldifferenzierung darstellt. In den Fokus der industriellen Forschung rückte 

B. subtilis aufgrund einer hohen Kapazität Proteine zu sekretieren 38.  

Das Genom wurde erstmals 1997 komplett sequenziert und umfasst ca. 4100 Gene 39. Mehr 

als 30 Labore waren in diesem ersten europäisch-japanischen Sequenzierungsprojekt 

beteiligt. Die Entwicklung von schnelleren und zuverlässigeren Methoden zur 

Genomsequenzierung erlaubte 2009 eine neue Sequenzierung. Durch diese Sequenzierung 

und die Neuannotierung des Genomes konnten Fehler der ersten Sequenzierung korrigiert 

werden und es wurden 170 Gene neu annotiert sowie 40 Genfusionen und –fissionen in der 

Annotierung aktualisiert 40. 

Die Kombination von 2-DE und Massenspektrometrie-unterstützter Proteinidentifikation 

eröffnete die Möglichkeit der globalen physiologischen Proteomanalyse von 

B. subtilis 41, 42, 43. In dem pH-Fenster von 2D Gelen lassen sich fast alle Enzyme der Glykolyse, 

des Tricarbonsäure (TCA) Zyklus 3, der Aminosäuresynthese 44 und stress-abhängig 

exprimierte Proteine detektieren 45. 

Mit dieser Technik war es möglich die Regulonstruktur des generellen Stress-Sigma-Faktors 

σB 46 von B. subtilis aufzuklären, welches ca. 150 Gene umfasst 47, 48. Auch wenn die Struktur 
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des Regulons inzwischen relativ gut bekannt ist, so ist der Mechanismus, wie der generelle 

Stress-Sigma-Faktor den Haushalts-Sigma-Faktor an der RNA Polymerase in einer 

Stresssituation ersetzt 46, noch nicht vollständig aufgeklärt 49. Eine Analyse der Veränderung 

der Stöchiometrie des Komplexes unter Stressbedingungen kann somit wertvolle neue 

Einsichten in die Regulation auf molekularer Ebene ermöglichen. 

Neben der Untersuchung der Stressantwort ist der zentrale Kohlenstoffwechsel des 

Bakteriums der Gegenstand vieler 2-DE basierten Studien. Beim Wachstum auf Glukose 

wurde nur eine geringe Menge an Enzymen des TCA-Zyklus und eine hohe Menge an 

Glykolyse-und Fermentationsenzymen festgestellt. Dieses lässt darauf schließen, dass die 

Glukose nicht vollständig verwertet wird und das Bakterium Energie durch einen „overflow“ 

Metabolismus gewinnt. Sobald die Glukose im Medium verbraucht ist, wird dieser eingestellt 

und die Menge der Enzyme des TCA-Zyklus steigt an um effektivere Energiegewinnung zu 

ermöglichen 50. Darauf aufbauend wurde 2-DE basiert gezeigt, dass diese Regulation 

abhängig vom pleiotropen Regulator CcpA ist 51. Diese Ergebnisse wurden durch 

unabhängige Studien bestätigt 52, 53, was das große Potential der globalen Proteomanalyse 

zum Verständnis der bakteriellen Physiologie zeigt. Neuere Studien zeigten, dass B. subtilis 

zwei bevorzugte Kohlenstoffquellen, Glukose und Malat, hat 54. Bislang wurde allerdings 

noch keine Proteomanalysen dazu durchgeführt, was ein interessanter Punkt zum besseren 

Verständnis des Bakteriums und seinem natürlichen Lebensraum darstellt. 

Auch wenn die 2-DE Technik bereits einen weiten Überblick über das Proteom von B. subtilis 

liefert, so ist doch das Analysefenster durch den eingeschränkten pH-Bereich der IPG 

Streifen und der fehlenden Möglichkeit zur Untersuchung hydrophober Proteine beschränkt. 

Dieses führt zu dem vermehrten Einsatz LC-MS basierten Methoden zu Proteomanalyse des 

Modellorganismus. 

In einer Studie zur Salzstressantwort des Bakteriums konnte durch eine Analyse der 

zytosolischen und Membranfraktion des Proteoms bereits fast die Hälfte aller 

vorhergesagten Proteine durch Gel-freie Techniken identifiziert werden 55. Diese hohe 

Abdeckung wurde nochmal gesteigert durch eine zusätzliche Fraktionierung des Proteoms in 

fünf Subproteome: zytosolische Proteine, Membranproteine, integrale Membranproteine 31, 

Oberflächenproteine 33 und extrazelluläre Proteine. Neben einer Abdeckung des Proteoms 

von 52 % konnten zusätzliche Informationen zur Lokalisation der Proteine gewonnen 
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werden, was diese Arbeit zu einem Meilenstein auf dem Weg zum kompletten Proteom von 

B. subtilis macht 56. 

 

1.3.2 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus ist ein human-pathogener Gram positiver Kokkus. S. aureus ist eng 

verwandt mit B. subtilis, besitzt aber ein wesentlich kleineres Genom, welches 2001 

sequenziert wurde und ca. 2600 Gene umfasst 57. Das Pathogen ist häufig Bestandteil der 

Flora von Haut und Nase 58 und kann ein weites Spektrum von Infektionen hervorrufen, von 

kleineren Wundinfektionen bis zu lebensgefährlichen Krankheiten wie Endokarditis, 

Osteomyelitis, „toxic shock syndrome“ oder Sepsis. Aufgrund einer zunehmenden Resistenz 

des Keims gegen gebräuchliche Antibiotika, hat sich S. aureus zu einem ersten Problem im 

Gesundheitssystem entwickelt, da es bis zu 40 % der Krankenhausinfektionen ausmacht 59. 

Insbesondere Methicillin-resistente Stämme (MRSA) machen die Entwicklung neuer 

Antibiotika und therapeutischen Behandlungen nötig, da sie nicht mehr beherrschbar sind. 

Aus diesen Gründen liegt der Schwerpunkt der S. aureus-Forschung auf der 

Infektionsbiologie des Erregers. Ein umfassendes Verständnis der Zellphysiologie und der 

vielfältigen Reaktionen auf die Umgebung des Wirts, was das Schädigen des Wirts ebenso 

wie die Abwehr der Immunantwort betrifft, ist die Grundlage für das Verständnis der 

Pathogenität des Bakteriums 60. 

Um grundlegende Einblicke in die Physiologie von S. aureus zu bekommen wurde das 

Bakterium unter kontrollierten Bedingungen angezogen und mittels 2-DE das Proteom 

untersucht 61, 62, 63, 64, 65. Ausgehend davon war das Aufstellen von proteomischen 

Stresssignaturen wichtig für das Verständnis der bakteriellen Physiologie. Dazu wurde 

beispielsweise das Proteinmuster von S. aureus aus Biofilmen analysiert 66. Zellen aus 

Biofilmen zeigten ein stark verändertes Expressionsmuster, so wurden 258 Proteine 

identifiziert, die in ihrer Menge verändert waren. Diese Proteine spielen eine Rolle in der 

Zellanbindung an die Wirtszelle, Peptidoglycan-Synthese und Fibrinogenanbindung, ebenso 

wie im Pyruvat- und Formiat-Stoffwechsel. Diese Studie zeigt klar, wie wichtig es ist, das 

Proteom zu untersuchen um den Lebensstil der Bakterien zu verstehen. Aus diesem Grunde 

werden ebenso infektionsrelevante Stimuli, wie Sauerstofflimitation 67 und Eisenhunger 34 
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oder Stickstoffmonoxidstress 68 im Labor untersucht, welche wertvolle Ergebnisse zum 

Verständnis der Anpassung des Erregers an seine Wirtsumgebung liefern 69. 

Stickstoffmonoxid (NO), als ein Beispiel, wird vom Immunsystem als Antwort auf eine 

Staphylokokken Infektion freigesetzt. Das hochreaktive Molekül stellt das Bakterium vor eine 

Reihe von Herausforderungen. Es führt zum Beispiel zu DNA Strangbrüchen und zur 

Inaktivierung von wichtigen Enzymen (z. B. Pyruvat-Dehydrogenase 70) sowie zu weiteren 

Schäden der Zelle 71, 72, 73, 74, 75, 76. Um die Anpassung an diese Stresssituation zu verstehen 

wurden Proteom- und Transkriptomstudien durchgeführt 68, 77. Der Inaktivierung der 

Pyruvat-Dehydrogenase wird durch eine vermehrte Expression von Proteinen der anaeroben 

Atmung sowie Laktat-Fermentation entgegengewirkt 78 und eine erhöhte Expression von 

DNA Reparaturenzymen schafft die Möglichkeit die Schäden der DNA gering zu halten. Die 

hohe Relevanz dieser Stressantwort für die Infektionsbiologie des Bakteriums macht das 

System auch zukünftig interessant für Proteomstudien. 

Wie auch in der Proteomforschung von B. subtilis haben Gel-freie Methoden die Anzahl von 

detektierbaren Proteinen enorm erhöht. In einer vergleichenden Studie von wachsenden 

und nicht-wachsenden S. aureus Zellen mittels Gel-basierter und Gel-freier Technik wurde 

mit der Gel-freien Methode die Anzahl der identifizierten Proteine fast verdoppelt 79. 

Die Fraktionierung des Staphylokokken-Proteoms in zytosolische, Membran-, integrale 

Membran-, Oberflächen- und extrazelluläre Proteine ermöglichte die Identifikation von 

1.700 Proteinen, was ca. 65 % des ganzen Proteoms entspricht 80 und somit einen 

Durchbruch auf dem Weg zum kompletten Proteom von S. aureus darstellt. 

 

1.4 Die Massenspektrometrie als zentrale Methode der globalen 

Proteomanalyse 

Wie sich beispielhaft an der Entwicklung der Proteomanalyse von B. subtilis und S. aureus 

zeigt, hat sich die Massenspektrometrie als zentrale Methode auf dem Weg zur 

Untersuchung des Gesamtproteoms durchgesetzt. Die Nachteile im Vergleich zur Gel-

basierten Analyse, z. B. fehlende Visualisierung von Proteinisoformen und die bislang 
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mangelnde Detektion von neusynthetisierten Proteinen, wird durch eine wesentlich höhere 

Anzahl an analytisch zugänglichen Proteinen aufgewogen. 

Bei der Gel-basierten Proteomics hat sich, wie bereits beschrieben, vornehmlich eine 

Reduktion der Komplexität der Probe durch zwei elektrophoretische Trennschritte 

durchgesetzt. Ebenso wird im Gel-freien Ansatz die Komplexität in meist zwei Schritten 

reduziert. Die Trennleistung einer chromatographischen Trennung wird als Peakkapazität 

bezeichnet. Das Ziel einer Fraktionierung besteht darin diese zu erhöhen um mehr 

Proteine/Peptide voneinander trennen zu können 81, 82.  

Bei einer multidimensionalen Trennung wird die Probe im ersten Trennschritt vorfraktioniert 

und dann vorwiegend mittels Umkehrphasenchromatographie getrennt. Neben 

elektrophoretischen Vorfraktionierungen werden überwiegend chromatographische 

Methoden eingesetzt 30. Eine elektrophoretische Vortrennung kann auf Proteinebene nach 

dem Molekulargewicht durch 1-DE durchgeführt werden oder nach dem isoelektrischen 

Punkt der Proteine- oder auch Peptide (Isoelektrische Fokussierung, IEF) 83, 84. Durch den 

technisch zugänglichen pH Bereich der IEF wird das Spektrum der analysierbaren Proteine 

bzw. Peptide, wie in der 2-DE, beschränkt. 

Die Möglichkeiten der chromatographischen Vorfraktionierungsmethoden, die in der 

Proteomforschung eingesetzt werden, sind vielfältig 82. Bei nahezu allen Methoden findet 

die Trennung auf Peptidebene statt. Die Trennung der Peptide kann nach multiplen physiko-

chemischen Gesichtspunkten erfolgen. Am weitesten verbreitet ist eine Trennung nach 

Ionenstärke der Peptide mittels Ionenaustauchchromatographie („ion exchange 

chromatography“, IEX). Die Vorfraktionierung kann unabhängig von der anschließenden 

Umkehrphasenchromatographie durchgeführt werden 85 oder direkt mit ihr gekoppelt 

werden (MudPIT 86). Der Nachteil der Methode ist die Elution mittels Salzgradienten, die zu 

Verunreinigungen der Probe und des Massenspektrometers führen kann.  

Im Gegensatz zur Umkehrphasenchromatographie, wo eine unpolare stationäre Phase zum 

Einsatz kommt, wird auch die hydrophile Interaktionschromatographie (HILIC) 

eingesetzt 87, 88. Des Weiteren ist es möglich in der Umkehrphasenchromatographie zwei 

Trennschritte einzuführen. Dazu wird die Trennung der Peptide bei einem hohen und einem 

niedrigen pH-Wert des Laufmittels durchgeführt. Durch den veränderten Ladungszustand 
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der Peptide in den zwei Dimensionen wird eine zweidimensionale Trennung ohne Wechsel 

der stationären Phase ermöglicht 89. 

Die Trennung der Peptide nach ihrer Hydrophobizität in der zweiten Dimension ermöglicht 

eine direkte Kopplung von LC und Massenspektrometer. Die Peptide können direkt aus der 

flüssigen Phase mittels Elektrospray ionisiert werden 26. Die Verwendung von Acetonitril 

oder Methanol als Elutionsmittel verbessert zudem die Ionisation der Peptide, was dazu 

führt, dass die Umkehrphasenchromatographie fast ausschließlich als abschließender 

Trennschritt eingesetzt wird. 

Neben der Einführung einer zusätzlichen Dimension zur Erhöhung der Peakkapazität ist es 

auch möglich diese durch eine Verlängerung der Säule oder des Gradienten zu erreichen 90. 

Als Extrembeispiel wurden mit einer 2 m langen Säule und einem 12 h Gradienten 2000 

Proteine von Shewanella oneidensis identifiziert 91, 92. Auch wenn dieser experimentelle 

Aufbau nur beschränkt für die Routineanwendung im Labor geeignet ist, konnte auch schon 

bei der Verwendung einer 50 cm langen Säulen eine Zunahme der Identifikationen um 30 % 

erreicht werden 93. Bei Anwendung dieser Säulenlänge mit einem 8 h Gradienten wurde die 

Identifikation von 68 % des Hefeproteoms ohne jegliche Vorfraktionierung ermöglicht, was 

das große Potential dieses Ansatzes für die globale Proteomanalyse bestätigte 94.  

Gering komplexe Proben, wie z. B. Proteine aus 2D Gel Spots, können relativ einfach über 

eine Bestimmung der Masse der Peptide nach einem spezifischen Verdau identifiziert 

werden („Peptide Mass Fingerprint“, PMF) 21. 

In komplexen Proben reicht diese Information nicht mehr aus um Proteine bzw. die Peptide 

eines Proteins eindeutig zu bestimmen. Deswegen sind zusätzliche Sequenzinformationen 

über das Peptid erforderlich. In einer „data-dependent-acquisition“ (DDA) Methode wählt 

das Massenspektrometer während der Messung Ionen aus, isoliert und fragmentiert sie. 

Anschließend wird das Massenspektrum der Fragmentionen aufgenommen. Dieses 

Spektrum wird auch MS/MS Spektrum genannt. Die Massenabstände zwischen den Peaks im 

MS/MS Spektrum entsprechen der Masse einer Aminosäure. Dieses erlaubt es die nötige 

zusätzliche Information über die Sequenz des Peptids zu gewinnen 95. Während eines LC-

MS/MS Experiments können Zehntausende Fragmentionenspektren aufgenommen werden. 

Deswegen findet die Analyse der Daten in einer automatisierten Suche mithilfe 



EINLEITUNG 
 

21 
 

verschiedener Suchalgorithmen statt, die die Peptidmasse und die zugehörigen 

Sequenzinformationen mit einem theoretischen Verdau aller Proteine in einer Datenbank 

abgleichen und bewerten. Zu diesem Zwecke ist das Wissen über die Genomsequenz des 

untersuchten Organismus essentiell. 

Obwohl diese Messmethode bereits einen tiefen Einblick in das Proteom liefert, hat sie doch 

einige Nachteile. Die Vorläuferionen werden nach ihrer Intensität ausgewählt, was dazu 

führt, dass häufig nur MS/MS Spektren von den intensivsten Ionen aufgenommen werden. 

Niedrig abundante und deswegen auch gering intensive Peptidionen werden deswegen nicht 

fragmentiert und können auch nicht identifiziert werden 96.  

Dieses Problem kann durch eine Trennung von MS Analyse und MS/MS Analyse reduziert 

werden. In dieser Analyse wird nicht durch das Gerät während der Messung entschieden, 

welche Massen fragmentiert werden, sondern nach einer ersten Analyse der Daten. Es ist so 

möglich einen größeren Einfluss auf die Auswahl der fragmentierten Ionen zu gewinnen 97. 

Dieses Prinzip wurde in der „directed mass spectrometry“ umgesetzt 98. Nach dem 

Identifikationslauf wird die Information über die Identität der ausgewählten Vorläuferionen 

anhand der Masse und der Retentionszeit der ersten Analyse hinzugefügt. Es ist so möglich 

eine umfassende Proteomuntersuchung durchzuführen 99. 

Eine andere Herangehensweise ist die Einführung von Ausschlusslisten. Dazu werden die 

Massen aller bereits identifizierten Peptide für eine Wiederholung der Messung auf eine 

Ausschlussliste gesetzt. Mit dieser Strategie konnte der Prozentsatz der identifizierten 

Proteine um 65 % für humane Zellen gesteigert werden 100. Obwohl dieser Ansatz ein hohes 

Potential zeigte, wurde er bislang nicht umfassend eingesetzt. 

Des Weiteren führen in DDA Methoden koeluierende isobare Peptide zu Mischspektren, die 

zu falschen Suchergebnissen oder mit solchen mit geringem Score führen 101, 102. Ein weiteres 

großes Problem ist, dass in einem einfachen LC-MS Lauf von bis zu 100.000 eluierenden 

mögliche Peptiden lediglich 16 % zur Fragmentierung ausgewählt werden. Die Ionen dieser 

Peptide haben meistens eine hohe Intensität. Da für ein hochqualitatives MS/MS Spektrum 

eine gewisse Anzahl Ionen gesammelt werden muss, was gerade bei niedrig abundanten 

Peptidionen ein Problem ist, und die Scangeschwindigkeit der aktuellen Geräte zu gering ist, 

muss eine andere Strategie zur Analyse aller Peptide angewandt werden 96. 
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Dieses Problem kann dadurch umgangen werden, dass alle Vorläuferionen gemeinsam 

fragmentiert werden. Somit können auch die Ionen aller Ladungszustände der Peptide und 

Isotopenpeaks mit in die Messung eingeschlossen werden 103. Ein solches Experiment 

besteht aus einem ersten Scan bei niedriger Energie um die Massen der Peptide zu 

bestimmen und einem zweiten Scan bei erhöhter Energie um die Peptide zu fragmentieren. 

Diese Methode wird als „data-independent-acquisition“ Methode (DIA) bzw. multiplexed 

LC/MS oder als Handelsname LC-MSE (elevated energy MS) bezeichnet 104. Da bei dieser 

Messmethode die Information von Vorläufermasse und Fragmentionenmassen,  

bzw. –spektrum verloren gehen, besteht die Herausforderung in der Datenauswertung darin 

diese wieder herzustellen. Da die Analyse der Proben immer in Kombination mit einer 

chromatographischen Trennung vorgenommen wird, werden die Elutionsprofile von Peptid- 

und Fragmentmassen zur Wiedererstellung der Fragmentionenspektren genutzt. Für die 

Auswertung der LC-MSE-Daten wurde eigens der „Ion Accounting Algorithm“ (IAA) 

entwickelt. Neben den Elutionsprofilen werden zusätzlich die Ionenintensitäten, 

Ladungszustände und die genaue Masse von Vorläufer- und Fragmentionen verwendet 105. 

Zusammenfassend ermöglicht die DIA Methode eine höhere Sequenzabdeckung von 

Proteinen und hat große Vorteile in der Analyse komplexer Proben mit vielen koeluierenden 

Peptiden 106. 

Ein Überblick über weit verbreitete Analysetechniken befindet sich in Abbildung 1. 
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Abb. 1. Überblick über Analysemethoden zur Proteomanalyse. Nur weit verbreitete 

Methoden sind schematisch dargestellt. Zu SRM siehe Kapitel 1.4.4. Die Kombination aus 1-

DE und Umkehrphasenchromatographie (RP-LC) wird auch GeLC-MS genannt. Bei einer 

kurzen chromatographischen Trennung haben die Gradienten eine typische Länge von 60 bis 

100 Min. und bei langen von zwei bis zu mehreren Stunden. 2-DE: Zweidimensionale 

Gelelektrophorese, 1-DE: Eindimensionale Gelelektrophorese IEX: 

Ionenaustauschchromatographie, IEF: Isoelektrische Fokussierung. Die Abbildung wurde 

nach Aebersold 95 angepasst.  
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1.4.1 Quantitative Massenspektrometrie-basierte Proteomics 

Die massenspektrometrische Analyse komplexer Proteomproben liefert einen umfassenden 

Überblick über die vorhandenen Proteine. Zum Verständnis von Anpassungsprozessen in der 

Zelle sind aber quantitative Aussagen zur Veränderung von Proteinmengen wichtig 107. Die 

Signalintensitäten von Peptiden in der Massenspektrometrie sind abhängig von der Struktur 

der Matrix, in der sie sich befinden, was sie für quantitative Analysen nicht direkt anwendbar 

macht 4, 108. Eine Möglichkeit dennoch quantitativ zu arbeiten bietet die „stable isotope 

dilution“ Theorie (SID). Nach dieser Theorie verhalten sich Peptide, die mit schweren 

Isotopen markiert wurden, genau wie ihr natürlicher Partner in der anschließenden 

Analyse 109. Diese Theorie bildet die Grundlage der relativen Proteinquantifizierung, die auf 

eine Markierung der Analyten durch unterschiedlich schwere Isotopen setzt. Um ohne eine 

Isotopen-Markierung quantifizieren zu können, wird entweder auf die integrierte Peakfläche 

unter dem LC-Elutionsprofil zurückgegriffen oder auf die Anzahl der identifizierten MS/MS 

Spektren („spectral counting“) 110. 

 

1.4.2 Relative Proteinquantifizierung mittels einer Markierung mit schweren 

Isotopen 

Für eine Quantifizierung, die auf einer Markierung mit schweren Isotopen beruht, lassen sich 

drei grundsätzliche Versuchsansätze unterscheiden, die chemische, die enzymatische oder 

die metabolische Modifizierung der Peptide oder Proteine 107. 

Um eine Markierung chemisch in ein Peptid einzufügen, bieten sich theoretisch alle 

reaktiven Seitenketten der Aminosäuren an. Durchgesetzt haben sich aber die Markierung 

an Cystein-, Lysinresten oder dem N-terminus. Der „Isotope Coded Affinity Tag“ (ICAT) war 

der erste „Tag“, der eingeführt wurde 111. Er besteht aus einer Alkylierungsgruppe, die an die 

Cysteinseitenketten der Peptide bindet, einer Linkerregion, in der durch Deuterierung ein 

Massenshift von 8 Da eingeführt werden kann und einem Biotin-Affinitätstag, der eine 

Anreicherung der markierten Peptide ermöglicht. Diese Vorgehensweise erlaubt auch eine 

Verringerung der Komplexität der Probe, da nur cysteinhaltige Peptide analysiert werden.  
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Da Cystein eine eher seltene Aminosäure ist, entgehen so eine große Anzahl an Peptiden der 

Quantifizierung. Deswegen gewannen Markierungsstrategien zunehmend an Bedeutung, die 

den N-terminus oder die ε-Aminogruppe des Lysins zum Ziel hatten, wie zum Beispiel das 

„Isotope Coded Protein Label“ (ICPL) 112. Die Einführung von „Tandem Mass Tag“ (TMT) 

erlaubte es die Quantifizierung von der LC-MS Signalintensität der Vorläuferionen auf das 

Level des MS/MS zu verlegen. Beide unterschiedlich markierten Subspezies haben im 

Übersichtsscan die gleiche Masse, was dazu führt, dass die Probenkomplexität durch die 

Markierung nicht zunimmt. Durch die Fragmentierung der Vorläuferionen werden 

Reporterionen gebildet, die die Grundlage der Quantifizierung darstellen 113. Das weit 

verbreitete iTRAQ-Reagenz („isotope tag for relative and absolute quantification“) beruht 

mit seinen bis zu acht Labeln auf diesem Prinzip 114. 

Eine Peptidmarkierung mit schweren Isotopen kann auch durch enzymatische Methoden 

eingeführt werden. Durch einen proteolytischen Verdau in Gegenwart von schwerem 

Wasser (H2
18O) werden am C-terminus des Peptides ein bis zwei 16O Atome ausgetauscht, 

was zu einem Massenshift von 2-4 Da führt 115, 116. 

Der Nachteil der chemischen und enzymatischen Markierungsmethoden ist, dass sie anfällig 

für Nebenreaktionen und nicht vollständigen Reaktionen sind, was das 

Quantifizierungsergebnis beeinflusst 110. Ebenso können die Proben erst nach dem Ende der 

Markierungsreaktion gemischt werden, so dass sich Unterschiede in der Probenvorbereitung 

auch in dem Endergebnis widerspiegeln. 

Diese Nachteile können durch die Verwendung von metabolischen Markierungsverfahren 

ausgeglichen werden. Erstmals wurden 1999 Hefezellen komplett mit 15N markiert, indem 

die Zellen auf Medium angezogen wurden, in welchem alle Stickstoffquellen durch 15N 

Chemikalien ersetzt wurden. Eine Vergleichsprobe wurde auf normalem 14N-haltigen 

Medium angezogen. Nach der Ernte der Zellen wurden beide Proben vereinigt, mittels 2-DE 

aufgetrennt und die Spots ausgeschnitten. Die Markierung mit unterschiedlich schweren 

Isotopen erlaubte es die Proteinmengen beider Zustände gegeneinander zu quantifizieren. 

Durch die Anwendung der 2-DE Technik wurden zusätzlich die unterschiedlich 

phosphorylierten Proteine aufgetrennt, womit Veränderungen im Phosphorylierungsmuster 

massenspektrometrie-basiert quantifiziert werden konnten 117. Die Markierung mit  
15N-Isotopen führt abhängig von der Anzahl der Stickstoffatome zu unterschiedlichen 
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Massenshifts in den Peptiden. Dieses erfordert eine anspruchsvolle Datenanalyse 110. Bei der 

Verwendung von Aminosäuren im Wachstumsmedium, die mit schweren Isotopen markiert 

wurden, statt dem Austausch der Stickstoffquelle, kann die Datenanalyse vereinfacht 

werden. Dieser Ansatz wird „Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture“ (SILAC) 

genannt 84, 118. Da in vielen Proteomstudien Trypsin zum Verdau der Proben eingesetzt wird, 

bietet es sich an Arginin und Lysin im Medium auszutauschen, weil so sichergestellt ist, dass 

nach dem tryptischen Verdau alle Peptide markiert sind. Ein weiterer Vorteil ist, dass, 

abhängig von der Anzahl der ausgelassenen Schnittstellen von Trypsin, der Massenshift für 

alle Peptide gleich ist. Eine 90 %ige Markierung aller Proteine kann bereits nach  

6-8 Passagen erreicht werden und dadurch, dass die Proben bereits auf Ebene der Zellen 

gemischt werden, können Einflüsse durch die Probenvorbereitung auf das 

Quantifizierungsergebnis ausgeschlossen werden. Die SILAC Methode kann aber nicht ohne 

weiteres für alle Organismen eingesetzt werden, da die aufgenommenen, mit schweren 

Isotopen markierten Aminosäuren in andere Aminosäuren transformiert werden können, 

z. B. Arginin zu Prolin 119. Dieses führt zu falschen Quantifizierungsergebnissen. 

Bei einer vergleichenden Studie zwischen einer metabolischen Markierung mit 15N-Isotopen 

und SILAC für die Membranfraktion von B. subtilis konnte nachgewiesen werden, dass beide 

Strategien gleichermaßen für das Bakterium anwendbar sind 29. Für Experimente, die nicht 

auf einem tryptischen Verdau beruhen, hat hingegen die 15N-Markierung den Vorteil, dass 

immer alle Peptide differentiell markiert sind. Dieser Punkt spielt z. B. bei der Untersuchung 

der integralen Membranfraktion von B. subtilis 32 und S. aureus 31 eine Rolle. 

Die allgemeine Limitation der markierungsbasierten Quantifizierungsmethoden liegt in der 

Komplexität der Probe, die zu Signalinterferenz und koeluierenden Peptidmassen führt. In 

der MS/MS basierten Quantifizierung zum Beispiel verfälscht ein zweites isoliertes 

Vorläuferion, welches im gleichen m/z Fenster liegt, die Messergebnisse. Dieses Problem 

kann nur durch eine Reduktion der Probenkomplexität durch Vorfraktionierung oder einen 

längeren Gradienten reduziert werden 110. 
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1.4.3 Markierungsfreie relative Proteinquantifizierung 

Wenn keine Markierungsstrategien, wie z. B. die metabolische Markierung, angewendet 

werden können, besteht die Möglichkeit auf markierungsfreie Techniken auszuweichen. 

Dieses kann beispielsweise auf Organismen, die nicht im Labor kultiviert werden können 120, 

zutreffen oder in Studien mit einer limitierten Probenmenge. Des Weiteren können die 

Markierungsreagenzien relativ teuer sein, eine spezielle Software voraussetzen und eine 

hohe Erfahrung in der Datenanalyse erfordern 121. Wie bereits einleitend erwähnt wurde, 

kann die Quantifizierung auf zwei unterschiedlichen Grundlagen basieren: zum einen auf 

dem Vergleich der identifizierten MS/MS Spektren eines Proteins zwischen LC-MS 

Experimenten („spectral counting“) 122 und zum anderen auf dem Vergleich der Flächen 

unter den Peptidelutionspeaks zwischen LC-MS Läufen 123, 124. 

Der große Vorteil von „spectral counting“-Methoden ist, dass sie in jedem DDA-Experiment 

eingesetzt werden können 122, 125. Da die Wahrscheinlichkeit, dass von Peptiden eines 

Proteins viele MS/MS Spektren aufgenommen werden, von der Größe des Proteins 

abhängen, wurde der Ansatz verfeinert. Eine der ersten Anpassungen war die Einführung des 

„protein abundance factor“ (PAI). Dazu wird die Anzahl der MS/MS Spektren pro Protein 

über die Anzahl der theoretisch detektierbaren tryptischen Peptide normalisiert, was z. B. 

eine umfassende Analyse des humanen Splicosoms ermöglichte 126. Im ebenso verwendeten 

„spectral abundance factor“ (SAF) wird die Anzahl der „spectral counts“ durch die 

Proteinlänge in Aminosäuren geteilt. Mit einer Normalisierung aller SAF in einem LC-MS 

Experiment können Lauf-zu-Lauf-Unterschiede ausgeglichen werden („normalized spectral 

abundance factor“, NSAF) 127. In der Membranfraktion der Hefe wurden so signifikante 

Unterschiede zwischen zwei Zuständen von 1,4-fach detektiert 128. Das allgemeine Problem 

dieser Methoden besteht aber darin, dass physiko-chemische Eigenschaften der Peptide 

ignoriert werden. Ein Ansatz dieses zu berücksichtigen ist APEX 129. Aus einem Testdatensatz 

lernt der Algorithmus, basierend auf der Aminosäure-Zusammensetzung und Länge des 

Peptides, mit welcher Wahrscheinlichkeit es noch detektiert wird 130.  

Unabhängig von dieser Verbesserung wird immer ein gleiches Elutionsverhalten der Peptide 

angenommen, was nicht stimmt. Ebenso widersprechen die häufig eingesetzten 

dynamischen Ausschlusslisten, mit denen multiple MS/MS Spektren einer Masse verhindert 

werden sollen, der Methode. Die Voraussetzung zur Detektion geringer Unterschiede 
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zwischen Proben ist eine große Anzahl „spectral counts“, was gerade bei globalen Analysen 

ein Problem sein kann. Diese Punkte und der nicht ganz verstandene Zusammenhang 

zwischen der Anzahl der MS/MS Spektren pro Protein und der Menge, erlauben nur eine 

relativ ungenaue Quantifizierung 131. 

Markierungsfreie Quantifizierungsmethoden basierend auf der integrierten Fläche der 

Elutionsprofile der Peptide oder Peakhöhen versprechen deswegen eine höhere 

Genauigkeit 132. Dass die Peakfläche eines Peptides in einem LC-MS Experiment mit der 

Menge des Peptides in der Probe korreliert, wurde 2002 gezeigt 123, 124. Da die Signale über 

mehrere Läufe zur Quantifizierung verglichen werden müssen, profitiert der Ansatz von 

einer hochgenauen Bestimmung der Masse der Peptide und einer reproduzierbaren 

chromatographischen Trennung 133. Ein dritter, sehr kritischer Punkt ist, dass die Scanzyklen 

von Übersichtsscan und MS/MS-Scan gut ausbalanciert sein müssen 110. Da die 

Quantifizierung auf der Basis der Übersichtsspektren stattfindet, nimmt die Qualität der 

quantitativen Analyse mit der Anzahl der MS/MS Spektren pro Scanzyklus ab. Dieses 

unterscheidet die LC-MS basierte Quantifizierung grundlegend von den „spectral counting“-

Methoden, die von einer hohen Anzahl MS/MS Spektren profitieren 121. Durch eine 

Trennung von MS und MS/MS Scans in einen Quantifizierungslauf ohne die Aufnahme von 

Fragmentionenspektren und einen anschließenden Identifikationslauf mit möglichst vielen 

MS/MS Scans kann dieses Problem komplett umgangen werden 95, 134, 135. Diese Methode 

erhöht allerdings die Zeit für die Komplettanalyse der Probe. Eine weitere Möglichkeit ist es 

die LC-MSE Technik auszunutzen. Durch die alternierenden Niedrig- und Hochenergie-Scans 

werden im immer gleichen zeitlichen Abstand Punkte zur Beschreibung des Elutionsprofils 

aufgenommen. Da parallel alle Vorläuferionen fragmentiert werden, kann trotzdem eine 

hohe Zahl an Identifizierungen und Quantifizierungen erreicht werden 104, 136, 137, 138. 

Zusammenfassend sind die markierungsfreien Quantifizierungsmethoden weniger genau als 

Ansätze, die auf eine Isotopenmarkierung setzen, weil sich systematische und 

unsystematische Variationen direkt in den Daten widerspiegeln, wohingegen sich diese 

Variationen auf alle Isotopen-markierten Peptide gleich auswirken und somit das 

Quantifizierungsergebnis nicht beeinflussen. Aus diesem Grunde muss bei markierungsfreien 

Quantifizierungsmethoden auf eine kurze, reproduzierbare Probenvorbereitung geachtet 

werden. Ebenso sind die Möglichkeiten die Peakkapazität mittels Vorfraktionierung zu 
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erhöhen eingeschränkt. Durch eine relativ geringe Reproduzierbarkeit dieser führt sie zu 

einer hohen Varianz in der Quantifizierung 139. Andererseits ist keine zeitraubende 

Markierung der Proben notwendig und die Komplexität der Probe wird nicht erhöht 110. 

Vergleiche beider Quantifizierungsstrategien weisen zusätzlich darauf hin, dass mit einer 

markierungsfreien Quantifizierung ein höherer dynamischer Bereich abgedeckt werden 

kann 140, 141, 142. 

Ein Überblick über Massenspektrometrie-basierte Quantifizierungsstrategien ist in Abb.2 

gezeigt. 

  

Abb. 2: Überblick über Massenspektrometrie-basierte relative Proteinquantifizierungs-

methoden. Die Abbildung beansprucht nicht komplett zu sein, gibt aber einen 

schematischen Überblick über weitverbreitete Strategien. Die Abbildung wurde nach Zhu et 

al. 143 angepasst.  
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1.4.4 Absolute Proteinquantifizierung 

Während bei einer relativen Proteinquantifizierung Unterschiede zwischen zwei Zuständen 

beschrieben werden, liefern absolute Quantifizierungsdaten Informationen über zelluläre 

Proteinkonzentrationen. Diese Angaben werden insbesondere in der Systembiologie 

benötigt 5. Für eine nicht Massenspektrometrie-basierte absolute Proteinquantifizierung 

sind quantitative Western Blots die Methode der Wahl, welche sehr erfolgreich auf globaler 

Ebene für das Hefeproteom angewendet wurde 144. Diese Methode hat aber den Nachteil, 

dass entweder für jedes Protein Antikörper vorliegen müssen oder die zu untersuchenden 

Proteine müssen chromosomal getaggt werden, was relativ zeitaufwendig und deswegen 

nicht für einen globalen Einsatz geeignet ist. 

Aus diesem Grund haben sich auf diesem Gebiet auch immer mehr Massenspektrometrie-

basierte Methoden durchgesetzt. Wie bei der relativen Proteinquantifizierung sind auch bei 

der absoluten Proteinquantifizierung markierungsfreie und markierungsbasierte Methoden 

verbreitet. So wurde eine Korrelation zwischen den MS/MS Spektren pro Protein („spectral 

counts“) und der absoluten Menge des Proteins entdeckt (PAI) 126. Eine Transformation des 

„protein abundance index“ in den „exponentially modified Protein Abundance Index“ 

(emPAI) führte zu einer verbesserten Abschätzung der absoluten Proteinmenge mit einem 

Fehler bis zu 60 % 145. Wie für die relative Quantifizierung kann die Abschätzung der 

Proteinkonzentration noch durch die Berücksichtigung der physio-chemischen Eigenschaften 

verbessert werden (APEX) 10. Diese Methoden liefern zwar schon einen ersten globalen 

Eindruck über die Proteinkonzentrationen. Die bestimmte Proteinkonzentration kann aber 

bis zum dreifachen Betrag variieren 146. 

Markierungsbasierte absolute Quantifizierungsmethoden basieren auf Addition eines 

synthetischen Peptides in einer bekannten Menge zu einer Probe. Das Peptid wurde vorher 

mit schweren Isotopen markiert und wird so in der massenspektrometrischen Analyse 

unterscheidbar von der nativen Form. Mithilfe der Signalintensitäten kann dann die Menge 

des Peptides in der Probe berechnet werden 147. Heute ist dieser Ansatz als AQUA-Methode 

bekannt („Absolute QUAntification“) 148. Mit diesem Ansatz können aber immer nur die 

Proteine quantifiziert werden, für die die synthetischen Peptide hinzugefügt wurden. Die 

Synthese von Peptiden, die schwere Isotope enthalten, ist relativ kostenintensiv und 

korrigiert nicht für Fehler, die durch die Verdaueffizienz des proteolytischen Enzyms 
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entstehen können. Aus diesem Grunde wurde die QconCAT-Methode entwickelt 149. Peptide 

für eine absolute Quantifizierung über diese Methode werden zu einem künstlichen Gen 

zusammengefügt. Das Gen wird dann in E. coli, welches in Medium mit schweren Isotopen 

kultiviert wird, überexprimiert und anschließend aufgereinigt. Das künstliche Protein wird 

dann in einer definierten Menge zum Verdau der Probe hinzugefügt. Die dort generierten 

Peptide können anschließend zur absoluten Quantifizierung ähnlich wie in der AQUA-

Methode genutzt werden. 

Da in dieser Art der Quantifizierung nur eine geringe Anzahl an Peptiden untersucht werden 

soll, werden die Proben meist per „Single Reaction Monitoring“ (SRM) gemessen. Diese 

Messmethode an einem Triple-Quadrupole-Massenspektrometer ist hochspezifisch, da nur 

die intakte Peptidionenmasse und mehrere Fragmentionenmassen detektiert 

werden 150, 151, 152. Dieses ermöglicht es einen dynamischen Bereich von 4-5 

Größenordnungen abzudecken, was mit anderen Methoden so nicht möglich ist 153. 

Prinzipiell ermöglicht auch das iTRAQ-Reagenz synthetische Peptide zu markieren und 

parallel den Extrakt mit einer unterschiedlichen Markierung zu versehen um eine absolute 

Quantifizierung durchzuführen 114. Somit entfällt die kostspielige Synthese von Peptiden mit 

schweren Isotopen. Da dann aber beide Peptidionenmassen nach der Markierung gleich 

sind, ist eine absolute Quantifizierung mit SRM nicht möglich. Deswegen wurde das mTRAQ-

Reagenz entwickelt, was auf der gleichen Chemie basiert, aber schon einen Massenshift auf 

Peptidebene einführt und somit gut für SRM-Methoden geeignet ist 154. 

Die vom AQUA-Ansatz abgeleiteten Techniken erlauben eine genaue Bestimmung der 

Proteinkonzentration einzelner Proteine in einer komplexen Probe, aber da für jedes zu 

quantifizierende Protein mindestens 2-3 synthetische Peptide benötigt werden, müsste eine 

sehr große Anzahl von Peptiden synthetisiert werden um eine globale absolute Analyse zu 

ermöglichen, was mit einem erheblichen Kosten- und Zeitaufwand verbunden ist. Aus 

diesem Grund kann die AQUA-Technik nicht ohne weiteres zur globalen absoluten 

Proteinbestimmung eingesetzt werden. Eine Möglichkeit dieses trotzdem zu erreichen, ist es 

eine Reihe von Ankerproteinen absolut zu quantifizieren und mit diesen Daten ein 2D Gel zu 

kalibieren. Mit dieser Technik konnten die Proteinkonzentrationen aller auf dem 2D Gel 

sichtbaren Proteine von B. subtilis und S. aureus bestimmt werden 155. Dieses stellt einen 



EINLEITUNG 
 

32 
 

Meilenstein auf dem Weg zur globalen absoluten Proteinquantifizierung in beiden 

Organismen dar. 

Eine globale absolute Proteinquantifizierung kann auch noch durch den Vergleich der 

durchschnittlichen Signalintensität der drei intensivsten tryptischen Peptidsignale zu einem 

internen Standard in einer bekannten Menge bestimmt werden (Hi3 oder TOP3 Ansatz) 156. 

Mit dieser Methode konnte die absolute Menge eines Proteins mit einer Abweichung von 

nur +/- 10 % bestimmt werden. 

Mit einer parallelen absoluten Quantifizierung mittels dieses Ansatzes und der APEX-

Methode wurde eine nahezu komplette absolute Quantifizierung des Proteoms von 

Leptospira interrogans erreicht. Im Gegensatz zur Originalpublikation wurde nicht die 

durchschnittliche Signalintensität des internen (artfremden) Proteinverdaus genommen, 

sondern mehrere mittels AQUA quantifizierte Proteine 146. Bei einem Vergleich der 

Abweichungen in den Proteinmengen zeigte der Hi3-Ansatz einen wesentlich geringeren 

Fehler als die APEX-Methode. Die Kombination von LC-MSE mit dem Hi3-Ansatz wurde 

vielversprechend in mehreren globalen Studien in Pflanzen 157 und Krebszelllinien 158 

eingesetzt. 

Neben der globalen absoluten Proteinquantifizierung und der Quantifizierung einzelner 

Proteine können diese Techniken auch für die Aufklärung der Stöchiometrie von 

aufgereinigten Proteinkomplexen genutzt werden. Zum einen werden dazu „spectral 

counting“-Methoden wie PAI 126 und NSAF 127 eingesetzt, aber auch AQUA-basierte Ansätze. 

Das große Potential dieser Methode wurde 2005 bei der Aufklärung der bekannten 

Stöchiometrie des menschlichen Spliceoseoms U1 gezeigt 159. Ebenso wurde die mTRAQ-

Reagenztechnologie erfolgreich für die Untersuchung des Komplexes von MP1-p14 

genutzt 160. 
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1.5 Erweiterung des etablierten Methodenspektrums und Zielstellung der 

Arbeit 

Im Rahmen dieser Dissertation sollte das Methodenspektrum zur relativen und absoluten 

Proteinquantifizierung erweitert werden.  

Zur relativen Quantifizierung bietet die 15N metabolische Markierung von B. subtilis eine 

gute Grundlage zur globalen Proteomanalyse. Da aber nur zwei verschiedene Markierungen, 

nämlich das leichte (14N) und das schwere (15N) Isotop zur Verfügung stehen, muss bei der 

Quantifizierung einer größeren Anzahl an Proben, wie z. B. in einem Zeitreihenexperiment, 

die Standardmethode angepasst und ein Ansatz mit einer 15N markierten internen Referenz 

gewählt werden. Dieser Ansatz in Kombination mit der GeLC-MS Technik soll in einem 

systembiologischen Experiment mit zehn Zeitpunkten eine globale relative Beschreibung der 

Veränderungen der Proteinmenge in der Anpassung von B. subtilis an die bevorzugten 

Kohlenquellen ermöglichen. 

Durch die gute Kombinierbarkeit der markierungsbasierten Quantifizierung mit 

Vorfraktionierungstechniken kann eine sehr hohe Proteomabdeckung erreicht werden. 

Aufgrund der geringen Reproduzierbarkeit der Vorfraktionierung kann sie aber nicht ohne 

weiteres für eine markierungsfreie Quantifizierung eingesetzt werden. Dieser Nachteil führt 

zu einer geringeren Anzahl an quantifizierten Proteinen. Der Vorteil einer markierungsfreien 

Quantifizierung im Vergleich zu einer metabolischen Markierung ist aber, dass sie universell 

einsetzbar ist und insbesondere für Organismen, die nicht im Labor kultiviert werden 

können, viele Anwendungsmöglichkeiten bieten. Bei S. aureus wird zunehmend die 

Untersuchung internalisierter Zellen wichtig, was eine metabolische Markierung der Zellen 

unmöglich macht. Um trotzdem die Grundlage für eine relative Quantifizierung zu legen, soll 

eine markierungsfreie Quantifizierungsstrategie für das Proteom des pathogenen 

Mikroorganismus entwickelt werden. Um den Nachteil einer geringeren Anzahl an 

quantifizierten Proteinen durch eine fehlende Vorfraktionierung auszugleichen, sollten die 

Möglichkeiten der Verwendung von verlängerten LC-Gradienten, verlängerten LC-Säulen und 

Ausschlusslisten für die massenspektrometrische Analyse und anschließender 

Quantifizierung am Beispiel der Stickstoffmonoxid-Stressantwort des Bakteriums überprüft 

werden. 
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Während einer Vorfraktionierung von Proteinproben kann es zu „carry over“-Effekten und 

einer unvollständigen Peptid-Rückgewinnung kommen, diese Nachteile verhindern die 

Anwendung einer dieser Techniken zur absoluten Proteinquantifizierung. Aus diesem Grund 

stand im zusätzlichen Fokus dieser Arbeit die Entwicklung eines LC-MSE Ansatzes zur 

globalen absoluten Proteinquantifizierung des zytosolischen Proteoms von B. subtilis. Mit 

der LC-MSE Technik sollte getestet werden, inwiefern mit dieser Methode auf eine 

Vorfraktionierung zur globalen Proteomanalyse verzichtet werden kann. Bisherige Studien 

legten nahe, dass der Hi3-Ansatz das größte Potential für eine zuverlässige globale absolute 

Quantifizierung bietet, was für die Untersuchung von wachstumsratenabhängigen 

Veränderung in den Proteinkonzentrationen für B. subtilis etabliert werden sollte.  

Für eine sehr präzise Bestimmung der Konzentration von Proteinen wurde der AQUA-Ansatz 

bisher sehr erfolgreich eingesetzt. Gerade bei der Untersuchung der Stöchiometrie von 

Proteinkomplexen ist diese Präzision von hoher Bedeutung. Da die Synthese von Isotopen-

markierten Peptiden recht teuer ist, sollte für die Bestimmung der Stöchiometrie des RNA-

Polymerase-Komplexes aus verschiedenen Wachstumszuständen von B. subtilis eine 

mTRAQ-basierte absolute Quantifizierungsstrategie entwickelt werden. 
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2. Ergebnisse und Diskussion 
 

2.1 Proteomanalyse von der Anpassung Bacillus subtilis beim Shift zwischen 

den bevorzugten Kohlenstoffquellen Glukose und Malat 

Normalerweise bevorzugen Mikroorganismen eine Kohlenstoffquelle, in dessen Gegenwart 

die Verwertung weiterer Kohlenstoffquellen unterdrückt wird. Dieses Phänomen wird als C-

Kataboliten-Repression bezeichnet und in den meisten Mikroorganismen ist Glukose die 

bevorzugte Kohlenstoffquelle 161, 162. In kombinierten Transkriptom- und Flux-

Untersuchungen wurde festgestellt, dass in B. subtilis zwei Kohlenstoffquellen die 

Verwertung anderer reprimieren, nämlich Glukose und Malat. Diese Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass das Bakterium zwei bevorzugte Kohlenstoffquellen besitzt 54. 

Um das Regulationsverhalten besser zu verstehen, wurden in einem umfassenden 

systembiologischen Experiment im Rahmen des EU-finanzierten Projektes BaSysBio, 

Shiftexperimente durchgeführt. B. subtilis wurde entweder auf Glukose oder Malat 

angezogen und in der exponentiellen Wachstumsphase die jeweils andere Kohlenstoffquelle 

hinzugefügt. Die Experimente wurden in Bioreaktoren durchgeführt, um eine parallele 

Probennahme für eine Metabolom-, Transkriptom- und Proteomstudie der gleichen Kultur 

zu ermöglichen. Dieses Experiment wurde an der ETH Zürich in der Arbeitsgruppe von Uwe 

Sauer durchgeführt, wo auch die Metabolomproben analysiert wurden. Die 

Transkriptomproben wurden von Ulrike Mäder an der Greifswalder Universität untersucht. 

Proben für die Proteomanalyse wurden vor dem Shift, 5 Min., 10 Min., 15 Min., 25 Min., 

45 Min., 60 Min., 90 Min., 120 Min. und 150 Min. nach der Zugabe der zweiten 

Kohlenstoffquelle genommen. Das Experiment wurde in Triplikaten durchgeführt. Die 

Wachstumskurven und die Konzentration der extrazellulären Metabolite sind in Abbildung 3 

gezeigt. 
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Abb. 3. (A) Wachstumskurven von B. subtilis in einem Shiftexperiment von Glukose zu 

Glukose und Malat und von Malat zu Malat und Glukose. Das Wachstum wurde bei einer OD 

von 600 nm verfolgt. Der Zeitpunkt der Zugabe der zweiten Kohlenstoffquelle wurde als 

Nullpunkt für die Kurven gewählt und die Zeit relativ dazu angegeben (Dt). (B) Konzentration 

der extrazellulären Metabolite in mM (Glc: Glukose, Mal: Malat, Pyr: Pyruvat, Ace: Acetat) in 

einem Shiftexperiment von Malat zu Malat und Glukose von B. subtilis zur Verfügung gestellt 

von Jörg Büscher aus der Arbeitsgruppe von Uwe Sauer an der ETH Zürich. (C) Konzentration 

derselben extrazellulären Metabolite in mM in einem Shiftexperiment von Glukose zu 

Glukose und Malat von B. subtilis ebenfalls zur Verfügung gestellt von Jörg Büscher. 
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Um eine relative markierungsbasierte Quantifizierung durchführen zu können, wurde ein 

interner Referenzextrakt hergestellt. Dazu wurde das Experiment in Schüttelkolben, in dem 

alle Stickstoffquellen im Medium durch 15N Chemikalien ersetzt waren, wiederholt. Zu vier 

Zeitpunkten wurden Proben genommen (vor der Zugabe der zweiten Kohlenstoffquelle, 

5 Min., 25 Min., und 2 Stunden danach). Anschließend wurden die Proteinextrakte in 

gleichen Mengen gemischt und den Bioreaktorproben als interne Referenz zugesetzt. Die 

Proben wurden per GeLC-MS untersucht und die relative Quantifizierung wurde mit 

CenSus 163 durchgeführt. Um die zeitlichen Änderungen der Proteinmengen 

nachzuvollziehen, wurden alle Werte auf den ersten Zeitpunkt bezogen. 

Aufgrund der hohen Anzahl der Proben wurde mit diesem Ansatz nur eine Zeitserie komplett 

analysiert. Bei allen Replikaten wurden nur vier Zeitpunkte untersucht: vor dem Shift, 

25 Min., 1 Std. und 1,5 Std. nach der Zugabe der zweiten Kohlenstoffquelle. Parallel dazu 

wurden alle Proben von Bernd Heßling am Institut für Mikrobiologie in Greifswald mittels  

2-DE aufgetrennt und die Proteine durch eine Bildanalyse quantifiziert.  

 

2.1.1 Überblick über die Anzahl der identifizierten Proteine 

Die Ergebnisse der Datenbanksuche wurden mit DTASelect 164 nach einer „False Discovery 

Rate“ (FDR) von 0,05 gefiltert. Zusätzlich wurden nur Proteine als identifiziert angesehen, 

von denen mindestens zwei Peptide nachgewiesen werden konnten, was die Anzahl der 

falsch positiven Identifikationen auf null reduzierte. 

In dem Shiftexperiment von Glukose zu Glukose mit Malat (GM-Shift) wurden 1.189 Proteine 

identifiziert und in dem Shift von Malat zu Malat und Glukose (MG-Shift) sogar 1.241 

Proteine. Bei der Zusammenfassung beider Experimente steigt die Anzahl der identifizierten 

Proteine auf 1.328, was fast einem Drittel des gesamten Proteoms von B. subtilis entspricht. 

Unter den identifizierten Proteinen befinden sich fast alle Proteine des zentralen 

Kohlenstoffmetabolismus, was einen tiefen Einblick auf die Anpassungsprozesse an die 

zweite bevorzugte Kohlenstoffquelle des Bakteriums ermöglicht. 
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2.1.2 Überblick über die Anzahl der quantifizierten Proteine 

Vor Beginn der Analyse aller Proben wurden von einem Shiftexperiment zwei biologische 

und zwei technische Proben analysiert, dabei wurde festgestellt, dass die Korrelation (R²-

Wert) der Quantifizierungsergebnisse zwischen den technischen Replikaten wesentlich 

höher ist als zwischen biologischen Replikaten (Abb. 4). Aus diesem Grund wurden auf 

weitere technische Replikate verzichtet und bevorzugt die biologischen Replikate 

untersucht. 

 

Abb. 4. (A) Vergleich der Log2ratios von zwei technischen Replikaten und (B) zwei 

biologischen Replikaten für eine Probe der Shiftexperimente. Es wurden dazu die 

Verhältnisse gegen die interne Referenz berücksichtigt. 

 

In dem MG-Shift Experiment wurden 1.234 Proteine und im GM-Shift Experiment wurde 

1.137 Proteine quantifiziert. In diesem systembiologischen Versuch wurden 

Quantifizierungen, die auf einem Peptid beruhten, nicht herausgefiltert, sondern in der 

nachfolgenden modelorientierten Analyse mit einem hohen Fehlerwert belegt. Deswegen 

war es möglich für 95 % der identifizierten Proteine zumindest in einem Zeitpunkt 

quantitative Daten zu generieren. Die erste Probe des ersten biologischen Replikats des GM-

Shift Experiments musste aus der Analyse ausgeschlossen werden, weil die 

Quantifizierungsdaten dieses Replikats wesentlich stärker von denen der anderen Replikate 

abwichen. Es konnte keine Erklärung dafür gefunden werden (Anhang I: Datensatz der 

Quantifizierungen in Tabellenform).  
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Um die Daten der Zeitreihenexperimente sinnvoll interpretieren zu können wurden nur 

Proteine berücksichtigt, die in mindestens drei Zeitpunkten quantifiziert werden konnten. 

Dadurch sinkt die Anzahl der quantifizierten Proteine auf 857 Proteine im GM-Shift und 998 

im MG-Shift. Änderungen der Proteinmenge wurden als signifikant betrachtet, wenn das 

Log2ratio unter -0,8 bzw. über 0,8 bezogen auf die erste Probe lag.  

 

2.1.3 Änderungen des Proteinlevels im Shift von Glukose zu Glukose und Malat 

(GM-Shift) 

Das Ziel der Shiftexperimente ist die Anpassungsprozesse des zentralen Kohlenstoffwechsels 

an die zweite bevorzugte Kohlenstoffquelle von B. subtilis aufzuklären. Deswegen wurde sich 

bei der Interpretation der Daten auch auf diese Enzyme und Proteine konzentriert. Ein 

Überblick über die Ergebnisse ist in Abbildung 5 zu finden. Nach der Zugabe von Malat zum 

Wachstumsmedium, konnte eine sofortige Aufnahme des Nährstoffs durch das Bakterium 

festgestellt werden (Konzentration der extrazellulären Intermediate siehe Abb. 3). Diese 

sofortige Aufnahme und Verwertung wurden auch durch einen Anstieg der Menge des 

Malatenzymes MaeA innerhalb von Minuten auf Proteomebene festgestellt. Die Menge des 

Enzyms war nach 45 Min. schon mehr als 50 fach erhöht. Die Expression des maeA-Gens 

wird durch ein Zwei-Komponenten-System kontrolliert und es ist bekannt, dass die Induktion 

der Expression nur von Malat abhängig ist und unabhängig von der C-Kataboliten-Repression 

durch Glukose ist 165. Deswegen ist dieses Resultat in guter Übereinstimmung mit dem 

bekannten Regulationsmechanismus. Die meisten Enzyme der Glykolyse lagen während der 

gesamten Experimentdauer in einer unveränderten Menge vor. Die einzige Ausnahme war 

die Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydogenase GapA. Die Menge dieses Enzymes stieg auf 

den doppelten Ausgangswert an. Die Expression des gapA-Gens wird durch den Repressor 

CggR reguliert. In Gegenwart von Glukose ist er inaktiv und die Expression der Gene des 

gapA-Operons kann erfolgen (cggR-gapA-pgk-tpi-pgm-eno) 166. Da aber keine zusätzliche 

Glukose im Medium vorhanden war, konnte keine Erklärung für die erhöhte Expression von 

GapA gefunden werden. Die Menge des Pyruvat-Dehydrogenase Komplexes (PdhA-D) war 

nur gering und nicht signifikant geändert. Die Menge der Enzyme des Acetat-„overflow“-

Metabolismus wurden während des Shifts nur leicht erhöht (Phosphotransacetylase, Pta und 

Acetatkinase, AckA). Die Menge der Pyruvate-Carboxylase PycA nahm um die Hälfte ab. 
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Dieses Enzym katalysiert die Reaktion von Pyruvat zu Oxalacetat und ermöglicht so die 

Synthese von Aspartat aus Oxalacetat und über CitZ, CitB und Icd die Synthese von  

α–Ketoglutarat als Vorstufe der Synthese von Glutamat und abgeleiteten Aminosäuren. Da 

Malat direkt in Oxalacetat umgesetzt werden kann, kann die Zelle auf diese Reaktion 

verzichten. 

Weil einige Proteine des TCA-Zyklus in aufeinander folgenden Zeitpunkten fluktuierende 

Werte zeigen, ist die Interpretation des Ergebnisses erschwert. Desweiteren sind Proteine 

eines Komplexes teilweise gegensätzlich verändert. Als Beispiel hierfür können der Succinat-

Dehydrogenase-Komplex und der α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex herangezogen 

werden. In den Komplexen ist jeweils ein Protein signifikant verändert (SdhA bzw. OdhA), 

aber der entsprechende Komplexpartner nicht (SdhB bzw. OdhB). Bei solchen Ergebnissen 

wurde von einer unveränderten Menge der Proteine ausgegangen. 

Die Menge der Citrat-Synthase (CitZ) und Succinyl-CoA-Synthetase (SucC/D) nahmen am 

Ende des Shiftexperiments leicht ab, wohingegen der Rest der Enzyme des Zyklus in einer 

unveränderten Menge vorlag (CitG, Mdh, CitB, Icd; siehe Abb. 5). 
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Abb. 5. Relative Veränderung im Proteinlevel im Shiftexperiment von Glukose zu Glukose 

und Malat, (A) für die Proteine der Glykolyse und (B) für die Enzyme des TCA-Zyklus. 

Proteine mit einem Log2ratio unter 0,8 und über 0,8 wurden als signifikant reguliert 

angesehen. 

 

2.1.4 Anpassung von gluconeogenetischen zu glykolytischen Wachstum im Shift 

von Malat zu Malat und Glukose (MG-Shift) 

In dem MG-Shift wurde als erstes die Menge der Enzyme des Phosphotransferase-Systems 

(PtsG-I) ca. 25 Min. nach der Zugabe von Glukose zum Medium erhöht. Etwa 30 Min. nahm 

dann auch die Menge der Enzyme des gapA-Operons zu (cggR-gapA-pgk-tpi-pgm-eno). 

Dieses lässt sich mit der Inaktivierung des Repressors CggR in Anwesenheit von Glukose 

erklären, wodurch die Expression des Operons initiiert wird 166. Dieser zeitliche Verschub im 

Vergleich zur Malatverwertung innerhalb von Minuten spricht dafür, dass erst 

Transportkapazitäten für Glukose in der Membran aufgebaut werden müssen, so dass der 

intrazelluläre Glukosespiegel zu Beginn nur langsam steigt. Im gleichen zeitlichen Rahmen 

sinkt die Menge an den gluceoneogetischen Enzymen GapB und PckA. Die Expression der 

Enzyme wird durch den Repressor CcpN in Gegenwart Glukose gestoppt 167. Dieses Ergebnis 

unterstützt somit die Vermutung, dass zunächst Transportkapazitäten für Glukose in der 

Membran aufgebaut werden müssen. Die Abnahme der Menge der gluconeogenetischen 
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Enzyme findet relativ langsam statt, was für eine Verdünnung der Proteinmenge durch 

Zellteilung spricht und nicht für einen aktiven Abbau der nicht mehr benötigten Proteine. 

Nach ca. 1,5 bis Std. nach dem Zufügen der Glukose zum Medium war das Malat in dem 

Medium verbraucht (Vergleiche hierzu Abb. 4). Zu diesem Zeitpunkt sank auch die Menge 

des Malatenzymes MaeA und des Malattransportes MaeN. Da die Expression dieser Gene 

nur von Malat abhängig ist 165, lässt sich dieses Ergebnis mit dem aufgebrauchten Malat am 

Ende des Experiments erklären. Die Menge dieser beiden Enzyme nimmt vergleichbar zu der 

Menge der gluconeogenetischen Enzyme ab, so dass auch hier von einer Verdünnung der 

Enzyme durch ein Einstellen der Expression und weiterem Wachstum ausgegangen werden 

kann. Die anderen Enzyme der Glykolyse wie auch des TCA Zyklus waren in ihrer Menge 

unverändert (Abb. 6). 

 

 

Abb. 6. Relative Veränderung im Proteinlevel im Shiftexperiment von Malat zu Malat und 

Glukose, (A) für die Proteine des Phosphotransferase Systems und Glykolyse und (B) für die 

Enzyme des TCA-Zyklus. Proteine mit einem Log2ratio unter 0,8 und über 0,8 wurden als 

signifikant reguliert angesehen. 
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2.1.5 Zusätzliche in ihrer Menge veränderte Proteingruppen 

Zusätzlich zu den Veränderungen im zentralen Kohlenstoffmetabolismus wurden zwei 

weitere Gruppen an Proteinen in einer veränderten Menge aufgefunden und zwar die 

Enzyme der Biosynthese des Siderophors Bacillibatin nahmen ab in ihrer Menge und die 

„methyl-accepting chemotaxis“-Proteine nahmen in ihrer Menge zu (Abb. 7).  

Siderophore sind hochaffine Eisenaufnahmesysteme, die unter Eisenmangelbedingungen die 

Eisenaufnahme verbessern. Die Biosyntheseenzyme für Bacillibatin sind im dhb-Operon 

(dhbA-dhbC-dhbE-dhbB-dhbF) organisiert, dessen Expression durch Fur reguliert ist 168. Die 

Expression des dhb-Operons deutet darauf hin, dass im verwendeten Medium generell ein 

Eisenmangel vorliegt, was aber nicht weiter getestet werden konnte. Eine Abnahme in der 

Menge dieser Enzyme lässt sich nach 45 Min. feststellen. Dieses Resultat deutet darauf hin, 

dass nach der Zugabe der Glukose zum Wachstumsmedium entweder die Eisenaufnahme 

verbessert wurde oder dass die Zellen einen geringeren Bedarf an Eisen haben. 

Die Menge der „methyl-accepting chemotaxis“-Proteine (McpA, McpB, McpC) steigt etwa 

90 Min. nach Zugabe der Glukose an. Wie bereits in der Literatur beschrieben vermittelt 

McpC die Chemotaxis Richtung Zucker, die über das Phosphotransferase-System 

aufgenommen werden 169. Da Glukose so aufgenommen wird, kann die höhere Expression 

dieser Proteine im Einklang mit der zugesetzten Glukose gebracht werden. 
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Abb. 7. Relative Veränderung im Proteinlevel im Shiftexperiment von Malat zu Malat und 

Glukose für die Proteine der Siderophor-Biosynthese (DhbA-F) und für die „methyl-accepting 

chemotaxis“ Proteine (McpA-C). Proteine mit einem Log2ratio unter 0,8 und über 0,8 wurden 

als signifikant reguliert angesehen. 

 

2.1.6 Vergleichende Auswertung der Shiftexperimente 

Im Vergleich zum GM-Shift war eine größere Anzahl an Enzymen des zentralen 

Kohlenstoffwechsels im MG-Shift in ihrer Menge verändert. Die Auswertung der Daten legt 

nahe, dass die Anpassung an das Wachstum mit Glukose länger dauert, als die Anpassung an 

Malat als zusätzliche Kohlenstoffquelle. Diese Beobachtung konnte durch die Abnahme der 

extrazellulären Glukose- und Malat-Konzentration unterstützt werden (vergleiche Abb. 4). 

Während Malat unverzüglich von der Zelle aufgenommen wird, gibt es bei der Aufnahme 

von Glukose eine Verzögerung von ca. 30 Min. Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass die 

schnelle Anpassung an ein Wachstum mit Malat hauptsächlich durch post-transkriptionelle 

Prozesse gesteuert ist, da nur die Menge des Malatenzymes MaeA stark ansteigt und andere 

Proteine in ihrer Menge unverändert geblieben sind. Im Gegensatz dazu spricht die 

langsame Anpassung an ein Wachstum mit Glukose für eine Regulation auf der Ebene der 

Transkription. 

-2

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

0 5 10 15 25 45 60 90 120 150Lo
g2

ra
tio

Dt Shift / Min.

DhbA

DhbB

DhbC

DhbE

DhbF

McpA

McpB

McpC



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

45 
 

Somit konnte in den Versuchen gezeigt werden, dass sich B. subtilis relativ schnell an 

steigende Malat-Konzentrationen in seiner Umgebung anpasst. Die schnelle Anpassung 

deutet darauf hin, dass Malat die vorherrschende Kohlenstoffquelle im natürlichen Habitat 

von B. subtilis ist. Dieses Ergebnis ist plausibel, da Pflanzenwurzeln oft Carbonsäuren wie 

Malat in ihre Umgebung sekretieren 54, 170. 

 

2.1.7 Entwicklung eines Regressionstools für Zeitreihenexperimente 

In vielen Proteomstudien wird der Mittelwert aus den einzelnen Werten der Messung von 

Replikaten gebildet. Diese einfache Vorgehensweise erlaubt zwar eine gute Abschätzung, 

aber Extremwerte können einen großen Einfluss auf den Mittelwert haben. Dieses Problem 

kann durch die Anwendung einer Multi-Kurven-Regression abgemildert werden.  

Des Weiteren treten in Zeitreihenexperimenten oft fehlende Werte auf. Dieses ist besonders 

deutlich in dem vorliegenden Zeitreihenexperiment. Im MG-Shift beispielweise konnten nur 

35 % aller Proteine in jedem Zeitpunkt quantifiziert werden. Dieser geringe Prozentsatz ist 

damit zu erklären, dass nur ein biologisches Replikat über die gesamte Zeitreihe quantifiziert 

wurde und auf technische Replikate verzichtet wurde. Eine Möglichkeit die Abdeckung zu 

erhöhen ist somit die Analyse einer zunehmenden Anzahl an Replikaten, dieses ist aber aus 

Zeitgründen und wegen einer beschränkten Probenmenge nicht immer möglich. Aus diesen 

Gründen kann hier eine Abschätzung der fehlenden Werte mittels Multi-Kurven-Regression 

eine sinnvolle Ergänzung zur Proteinquantifizierung sein. 

Als Besonderheit in diesem Experiment wurde das Proteom mit zwei Techniken quantifiziert. 

Während es möglich war mittels Gel-freier Analyse und einer metabolischen Markierung 

eine große Anzahl an Proteinen mit einer geringen Standardabweichung zu quantifizieren, 

konnte mit der 2-DE-basierten Untersuchung eine sehr große Zahl an Proben in einer relativ 

geringen Zeit quantifiziert werden und somit alle Zeitpunkte beider Zeitreihen. Bevor die 

Daten jedoch sinnvoll interpretiert werden können, müssen die Datensätze kombiniert 

werden, wobei sich auch hier eine Multi-Kurven-Regression anbietet. 

Aus den genannten drei Gründen wurde in Zusammenarbeit mit Wolfram Liebermeister und 

Edda Klipp von der Humboldt Universität Berlin ein solches Tool einwickelt. Für die Multi-



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

46 
 

Kurven-Regression zur Mittelung von Messdaten und zur Abschätzung fehlender Daten 

werden im ersten Schritt Regressionskurven für jedes einzelne biologische Replikat 

berechnet. Dazu wurde für alle Datenpunkte ein gleicher Fehler angenommen, der dem 

Durchschnitt der Standardabweichung der Peptidratios zum internen Standard jedes 

Proteins entsprach. Eine direkte Verwendung der Standardabweichung für jedes Protein 

hatte den Nachteil, dass eine sehr geringe Standardabweichung in einer Messung die Kurve 

zu stark beeinflusste. Anschließend wurden die einzelnen Kurven der biologischen Replikate 

zu einer kombiniert und damit der Mittelwert für jeden Zeitpunkt bestimmt. 

Die Daten aus dem 2-DE Datensatz können dann als zusätzliches „biologisches“ Replikat den 

Daten hinzugefügt werden, um sie so mit den Gel-freien Daten zu kombinieren, so dass die 

Regression dann aus vier einzelnen Datensätzen erfolgte. 

Die Multi-Kurven-Regression wurde erfolgreich eingesetzt um den Einfluss von 

Extremwerten auf das kombinierte Verhältnis zu minimieren. Dieses lässt sich sehr 

anschaulich am Beispiel von DhbF im MG-Shiftexperiment demonstrieren (Abb. 8). Bei einer 

Mittelung der Einzelwerte folgt der berechnete Wert den Extremwerten. Dieses führt zu der 

Annahme, dass die Proteinmenge zwischen den einzelnen Messpunkten stark schwankt, was 

aber biologisch unwahrscheinlich ist. Die Regression erlaubt es den Einfluss dieser 

Extremwerte stark zu reduzieren und so zu einem biologisch sinnvollen Kurvenverlauf zu 

gelangen. Eine weitere Anwendungsmöglichkeit des Tools bietet sich der Kombination der 

Quantifizierungsdaten mittels der metabolischen Markierung und der Bildanalyse von 2D 

Gelen. 
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Abb. 8. Beispiel für die Multi-Kurven-Regression von Replikatmessungen im Vergleich zu 

einer Mittelung der Daten am Beispiel von DhbF im MG-Shiftexperiment. Es wurden dazu die 

Daten gegen die interne Referenz berücksichtigt. 

 

Diese Anwendungsbeispiele zeigen somit das hohe Potential der Regressionsmethode in der 

Analyse von Zeitreihenexperimenten und legen auch eine zukünftige Verwendung der 

Methode in Zeitreihenexperimenten nahe. 
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2.2 Optimierung eines markierungsfreien Quantifizierungsansatzes zur 

Untersuchung der Stickstoffmonoxid-Stressantwort von Staphylococcus 

aureus 

Um die Komplexität der Probe in globalen Proteomanalysen zu verringern, werden 

bevorzugt Vorfraktionierungsmethoden eingesetzt 79, 80. Aufgrund einer geringen 

Reproduzierbarkeit dieser Techniken können sie aber nicht in einem markierungsfreien 

Quantifizierungsexperiment angewendet werden 139, was zu einer vergleichsweisen geringen 

Anzahl an quantifizierten Proteinen führt. Studien in der Hefe zeigten bereits, dass durch 

eine Verlängerung der Säule und der Trenngradienten ein stark verbessertes 

Identifikationsergebnis erzielt werden konnte 94. Deswegen wurde dieser Ansatz als 

Grundlage der globalen Proteomuntersuchung von S. aureus gewählt. Bei der Analyse von 

HeLa Zellproben konnte eine Verbesserung des Identifikationsresultats bei der Verwendung 

von Ausschlusslisten im Vergleich zu einer Standard-Methode, in die Massen der Peptide 

immer nur nach ihrer Intensität zur Fragmentierung ausgewählt werden, um 65 % erreicht 

werden 100, was die Anwendung der Methode vielversprechend für die Verwendung in 

einem globalen Quantifizierungsexperiment erscheinen ließ. 

Im Laufe einer Infektion mit dem human pathogenen Mikroorganismus S. aureus werden 

vom Immunsystem des Wirtes Stickstoffmonoxid-Radikale (NO) freigesetzt, durch die das 

Bakterium geschädigt werden soll. Die sehr reaktiven NO-Radikale stellen die Zelle vor 

diverse Herausforderungen 71, 72. Beispielweise kann die Reaktion von NO mit enzymatisch 

aktiven Metallionen zur Inaktivierung von Enzymen führen 73, 74. Des Weiteren können durch 

Reaktionen von NO mit Sauerstoff oder mit Sauerstoffradikalen andere giftige, sehr reaktive 

Stickstoffmoleküle entstehen („reactive nitrogen oxygen species“, RNOS). Aufgrund einer 

sehr unterschiedlichen und weit gefächerten biologischen Reaktivität und Stabilität können 

die RNOS zu einer Vielzahl an Schäden in der bakteriellen Zelle führen. Diese reichen von der 

Reaktion mit Nukleotiden, die zu DNA-Strangbrüchen führen können, über die Reaktion mit 

Lipiden hin zur Reaktion mit Proteinen 70, 75, 76, durch die z. B. die Pyruvat-Dehydrogenase 

inaktiviert werden kann. Durch RNOS können Nitrierungen von Tyrosinresten und  

S-Nitrosylierungen von Cysteinen hervorgerufen werden 171. 
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Aufgrund der unterschiedlichen Schäden in der Zelle passt sich S. aureus auf vielfältige Weise 

dem Stress an. Diese Anpassung umfasst die Expression eines NO entgiftenden Enzyms 

(Hmp) 172, einer erhöhten Synthese von Enzymen des anaeroben Metabolismus, der 

Aktivierung von DNA-Reparatur-Enzymen, einer veränderten Metall-Homöostase und durch 

Auffüllen des zytosolischen Thiolpools 68, 77. Die Inaktivierung der Pyruvat-Dehydrogenase 

stellt das Bakterium vor die größten Herausforderungen. Infolge der Inaktivierung kommt es 

zu hohen intrazellulären NADH- und Pyruvatkonzentrationen, die das Wachstum von vielen 

nicht-pathogenen verwandten Arten von S. aureus inhibieren. Im Gegensatz dazu besitzt 

S. aureus zwei NO unempfindliche Laktat-Dehydrogenasen (Ldh1 und Ldh2). Diese Enzyme 

sind in der Lage in Gegenwart von NO NADH zu NAD+ zu regenerieren und dabei Pyruvat zu 

Laktat abzubauen, was sekretiert werden kann. Dieses ermöglicht es dem Bakterium selbst 

in Anwesenheit von NO weiterzuwachsen 78. 

Eine auf 2-DE basierte Proteomstudie konnte bereits wertvolle Einblicke in die Anpassung 

des Bakteriums an den Stress liefern 68. Aufgrund der Limitation dieser Technik bietet sich 

dieser infektionsrelevante Stress zur Entwicklung einer Gel-freien Quantifizierungsmethode 

an, um einen tieferen Einblick in die Physiologie des Erregers zu gewinnen. Auf der anderen 

Seite ermöglichen die vorhergehenden Studien eine sinnvolle Einschätzung der Aussagekraft 

der Ergebnisse. Für die Etablierung eines markierungsfreien Ansatzes bietet sich 

insbesondere S. aureus an, da zunehmend internalisierte Zellen untersucht werden, bei 

denen eine Markierung der Proteine nicht ohne Weiteres möglich ist. 

 

2.2.1 Optimierung einer Ausschlusslisten-basierten Identifikationsstrategie 

In der Methodenoptimierung für einen Ausschlusslisten-basierten Ansatz wurde die 

Einstellung mehrerer Instrumentparameter, wie auch die Gradientenlänge, in Hinblick auf 

eine erhöhte Anzahl an identifizierten Peptiden optimiert und die Anwendbarkeit des 

Ansatzes für eine markierungsfreie Quantifizierung getestet. 
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2.2.1.1 Optimierung des Zielwertes für den Orbitrap Übersichtsscan 

Eine höhere Anzahl an Ionen im Übersichtsscan kann die Sensitivität der Messung und die 

Bestimmung des Ladungszustandes der Ionen verbessern. Die Bestimmung des 

Ladungszustandes der Ionen ist wichtig, weil in der Messmethode des Massenspektrometers 

festgelegt ist, dass nur Ionen zur Fragmentierung ausgewählt werden, die einen 

Ladungszustand größer als 1 haben. Wenn der Ladungszustand nicht bestimmt werden kann, 

werden die Ionen nicht zur Fragmentierung ausgewählt. Da in einer komplexen Probe die 

Identifikation eines (Peptid-) Ions nur mithilfe des MS/MS Spektrums möglich ist, können die 

Ionen dann nicht identifiziert werden. 

Andererseits darf dieser Wert nicht zu hoch gewählt werden, um „space charge“ Effekte 

auszuschließen. Der „space charge“ Effekt beschreibt eine Interaktion von Ionen in der 

Gasphase, die zu einer hohen Massenungenauigkeit und niedrigen Auflösung führen kann. 

Zusätzlich zu einem möglichen „space charge“ Effekt wird für einen höheren Zielwert für den 

Übersichtsscan auch eine höhere Sammelzeit für die Ionen benötigt. Diese Zeit steht dann 

nicht für die Aufnahme von MS/MS Spektren zur Verfügung, was zu einer sinkenden Anzahl 

an identifizierten Peptiden führen kann. 

Für die Optimierung wurde ein Gesamtzellverdau von S. aureus mit einem 90 Min. 

Gradienten aufgetrennt und jeweils drei Messungen mit steigendem Zielwert für den 

Übersichtsscan durchgeführt. Es wurde mit dem Standardwert von 500.000 Ionen begonnen, 

die Anzahl in Schritten von 500.000 bis zu 2.000.000 Ionen erhöht, dabei wurde die max. Zeit 

für das Sammeln der Ionen konstant bei 250 ms gehalten um einen zu starken Anstieg der 

Sammelzeit bei einem hohen Zielwert zu vermeiden. Bei einem Zielwert von 1.000.000 und 

1.500.000 Ionen wurde eine maximale Anzahl an Peptiden identifiziert (Abb. 9). Die 

Massenabweichung bei allen Messungen war konstant bei ca. 1 ppm, was einen „space 

charge“ Effekt unwahrscheinlich macht. Um die Sammelzeit möglichst gering zu halten, 

wurde ein Zielwert von 1.000.000 Ionen für alle weiteren Messungen gewählt (Anhang II: 

Tabellarische Zusammenfassung der Identifikationsergebnisse in den 

Optimierungsexperimenten für den Zielwert der Ionen im Übersichtsscan). 
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Abb. 9. Vergleich der Anzahl an identifizierten Peptiden bei einem steigenden Zielwert für 

den Übersichtsscan in der Orbitrap. Dazu wurden alle Messungen dreifach durchgeführt und 

der Mittelwert der identifizierten Peptide gebildet. 

 

2.2.1.2 Optimierung der Parameter für die Aufnahme der MS/MS Spektren 

Nach der ersten Messung wurde aus den monoisotopischen Massen der identifizierten 

Peptide eine Ausschlussliste erstellt. Zusammen mit den Retentionszeiten der Peptide wurde 

die Liste dann für die darauffolgende Messung in die Messmethode des 

Massenspektrometers importiert. Die Ausschlussliste soll die Aufnahme erneute MS/MS 

Spektren von Massen, die bereits zu einer Identifikation führten, vermeiden. Durch den 

Gebrauch der monoisotopischen Massen werden auch unterschiedliche Ladungszustände 

der Peptide berücksichtigt. Um unterschiedliche Peptide mit ähnlicher Masse bei der 

nächsten Messung nicht auszuschließen, wurden die Massen der identifizierten Peptide nur 

in einem Retentionszeitfenster von 2 Min. ausgeschlossen. 

Bei einer ersten Messung mit der Ausschlussliste ohne veränderte Parameter (max. 

Sammelzeit: 100 ms, Intensitätsgrenzwert: 1000 cts, Isolationsfenster: 2 Da, Add/Sub: 0) für 

die Aufnahme der MS/MS Spektren wurden fast 600 Peptide neu identifiziert werden. Um 

dieses Ergebnis zu steigern wurden mehrere Parameter für die Aufnahme der MS/MS 

Spektren optimiert: der Intensitätsgrenzwert, ab dem ein Peptid für eine Fragmentierung 
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ausgewählt wird, die maximale Sammelzeit der Ionen für das MS/MS Spektrum, ein breiteres 

Isolationsfenster für das Vorläuferion und ein von dem monoisotopischen Peak des Peptides 

verschobenes Isolationsfenster, welches durch den Add/Sub-Wert festgelegt wird. Alle 

Werte wurden nach und nach in mehreren Stufen verändert, bis eine maximale Anzahl an 

Peptiden bei der Verwendung einer Ausschlussliste identifiziert wurde.  

In der Abbildung 10 sind die Ergebnisse der Optimierung einzelner Parameter 

wiedergegeben. Der Einfluss der maximalen Sammelzeit und des Intensitätsgrenzwertes war 

relativ gering. In der Kombination einer maximalen Sammelzeit von 200 ms und 500 cts 

Intensitätsgrenzwert wurde eine stärker erhöhte Anzahl an Peptiden identifiziert. Für die 

Anpassung des Isolationsfensters wurden diese Einstellungen dann beibehalten. Die 

Verbreiterung des Isolationsfensters und das veränderte Zentrum des Fensters hatten einen 

sehr viel höheren Einfluss auf die Anzahl der identifizierten Peptide. 
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Abb. 10: (A) Überblick über die Zunahme der neu identifizierten Peptide bei der Verwendung 

einer Ausschlussliste bei der Erhöhung der maximalen Sammelzeit für die Ionen zur 

Fragmentierung für ein MS/MS Spektrum vom Standardwert 100 ms auf 400 ms in 

4 Schritten und der Verringerung des Intensitätsgrenzwertes zur Auswahl eines Ions zur 

Fragmentierung. (B) Überblick über die Zunahme der neu identifizierten Peptide bei der 

Verwendung einer Ausschlussliste bei der Verbreiterung des Isolationsfensters und 

veränderten Zentrum des Isolationsfenster (Add/Sub-Wert) für die Isolation eines 

Vorläuferions zur Fragmentierung. Es wurde eine max. Sammelzeit von 200 ms und ein 

Intensitätsgrenzwert von 500 cts verwendet. 
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Mit folgenden Parametern konnte das beste Ergebnis erzielt werden: Intensitätsgrenzwert: 

500 cts, max. Sammelzeit: 200 ms, Isolationsfenster: 3 Da, Add/Sub-Wert: 1,5 (Abb. 11). Im 

Vergleich zu den Standardeinstellungen, die in ersten Messung verwendet wurden, konnte 

die Anzahl der identifizierten Peptide mehr als verdoppelt werden, was eine starke 

Verbesserung der Methode darstellt (Anhang III: Tabellarische Zusammenfassung aller 

Identifikationsergebnisse in der Optimierung der Parameter zur Aufnahme der MS/MS 

Spektren). 

 

Abb. 11. Zunahme der identifizierten Peptide beim Optimierungsprozess der Parameter für 

die Aufnahme der MS/MS Spektren im Ausschlusslisten-Ansatz. 

 

2.2.1.3 Steigerung der Anzahl der identifizierten Peptiden und Proteinen im 

Ausschlusslisten-Ansatz im Vergleich zur einfachen Wiederholung der Messungen 

Allein durch wiederholte Messung einer Probe lässt sich bereits die Anzahl der identifizierten 

Peptide und Proteine steigern. Die Zunahme der identifizierten Peptide und Proteine hängt 

damit zusammen, dass nicht immer die gleichen Peptide zur Fragmentierung ausgewählt 

werden und zum anderen die Qualität der Spektren variiert. 

Um auszuschließen, dass eine Wiederholung der Messung derselben Probe zu dergleichen 

Zunahme an identifizierten Peptiden wie eine Messung mit einer Ausschlussliste führt, 
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wurde die Ausschlusslisten-Strategie mit einer wiederholten Messung der Probe verglichen. 

Die Messung ohne Ausschlussliste wurde sechsmal wiederholt. Für den Ausschlusslisten-

Ansatz wurden nach jeder Messung die monoisotopischen Massen der identifizierten 

Peptide der vorherigen Ausschlussliste hinzugefügt und auch insgesamt sechs Messungen 

durchgeführt. 

Nach der dreimaligen Messung einer Probe wurden mit dem Ausschlusslisten-Ansatz 32 % 

mehr Peptide und 12 % mehr Proteine identifiziert. Bei weiteren Messungen konnte keine 

verstärkte Zunahme der neu identifizierten Peptide bei der Verwendung der Ausschlusslisten 

im Vergleich zu der Messung ohne Ausschlussliste festgestellt werden (Abb. 12). Deswegen 

wurde entschieden in weiteren Versuchen drei Messungen mit der Ausschlussliste 

durchzuführen. 

Obwohl eine Ausschlussliste eingesetzt wurde, wurden immer noch 15 % aller Peptide in 

mehr als in einer Messung identifiziert, was dafür spricht, dass das Massenspektrometer 

nicht alle Peptidmassen auf der Liste für eine weitere Fragmentierungen ausschließt. Dieses 

Ergebnis kann von mehreren Faktoren abhängen. Eine Veränderung der Retentionszeit der 

Peptide in der chromatographischen Trennung kann dazu führen, dass die Peptide nicht 

mehr in dem vorgebenden Retentionszeitfenster eluieren, was aber für einen Großteil der 

mehrfach identifizierten Peptide ausgeschlossen werden kann. Eine weitere Begründung 

kann darin liegen, dass das Massenspektrometer die Peptide aufgrund der Länge der Liste 

nicht immer korrekt ausschließt. Eine weitere Erklärung ist, dass die Genauigkeit der 

Bestimmung der Massen der Peptid außerhalb des gewählten Fensters von +/- 10 ppm liegt. 

Da aber in der Datenbanksuche eine maximale Abweichung von 10 ppm für die Peptidmasse 

erlaubt wird, würden diese Peptide später gar nicht identifiziert werden, so dass die 

Ergebnisse dafür sprechen, dass das Massenspektrometer die Massen der Peptide auf der 

Ausschlussliste nicht immer korrekt ausschließt.  

Im Vergleich zu der HeLa-Studie, in der die Ausschlusslisten das erste Mal zum Einsatz 

kamen, hat S. aureus ein wesentliches kleineres Proteom, deswegen ist die Zunahme der 

identifizierten Peptide um 32 % bereits ein bemerkenswerter Erfolg. 
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Abb. 12. Vergleich der (A) Protein- und (B) Peptididentifikationen im Ausschlusslisten-Ansatz 

zu der Wiederholung der Messung ohne die Verwendung von Ausschlusslisten. Es wurden 

jeweils sechs Messungen durchgeführt. 

 

2.2.1.4 Optimierung der Chromatographie-Bedingungen und endgültiger 

Ausschlusslisten-Ansatz 

Um bereits in der ersten Messung ohne Ausschlussliste eine hohe Anzahl an identifizierten 

Peptiden zu erreichen, wurde zum einen für alle Messungen, statt der üblich verwendeten 

10 cm Säule, eine 20 cm lange Säule verwendet. Zum anderen wurde der Gradient in 

Schritten von 90 Min. verlängert. Um dabei eine Trennung der Peptide auf der Vorsäule zu 

verhindern, was zu schlecht aufgelösten LC-Peaks führt, wurden die Proben direkt auf die 

analytische Säule gegeben. Bei einer Verdopplung der Gradientenlänge auf 180 Min. wurden 

34 % mehr Peptide identifiziert. Eine weitere Verlängerung führte nur zu einer 10 %igen 

Steigerung, deswegen wurde entschieden mit einer Gradientenlänge von 180 Min. in der 

Proteomanalyse von S. aureus einzusetzen (Abb. 13, Anhang IV: Tabellarische 

Zusammenfassung der Identifikationsergebnisse). 
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Abb. 13. Zunahme der Anzahl der identifizierten Peptide bei einer Verlängerung des 

Gradienten in 90 Min. Schritten. Um eine Trennung der Proben auf der Vorsäule zu 

vermeiden wurde die Probe innerhalb von 70 Min. aus der Probenschleife auf die analytische 

Säule gegeben. Der Gradient wurde von 5 % Puffer B zu 40 % Puffer B bei einer Flussrate von 

300 nl/Min. erzeugt. 

 

In Abbildung 14 ist der nach der Optimierung der Parameter die Ausschlusslisten-basierte 

Messmethode zur Untersuchung komplexer Proteomproben schematisch dargestellt. Der 

Ansatz wurde zwar für die Untersuchung von Proben von S. aureus optimiert, ist aber 

generell für eine Messung der Proben mit einer LTQ-Orbitrap einsetzbar. Bei der Analyse 

komplexerer Proteome sollte allerdings darüber nachgedacht werden, die Säulen- und 

Gradientenlänge nochmal anzupassen. 
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Abb. 14. Schema der Ausschlusslisten-basierten Messmethode zur Analyse komplexer 

Protein Verdaue mit einer LTQ-Orbitrap. Im ersten Schritt werden die Peptide mithilfe eines 

180 Min. Gradienten aufgetrennt und mit einem Zielwert von 1.000.000 Ionen für den 

Übersichtsscan und Standardeinstellungen für die Aufnahme der MS/MS Spektren in der 

LTQ-Orbitrap vermessen (max. Sammelzeit für den MS/MS Scan: 100 ms, 

Intensitätsgrenzwert zur Auswahl einer Peptidmasse zur Fragmentierung: 1000 cts, 

Isolationsfenster: 2 Da, Add/Sub: 0). Anschließen werden die Peptide durch eine 

Datenbanksuche der Rohdaten identifiziert und die monoisotopischen Massen der sicher 

identifizierten Peptide auf eine Ausschlussliste gesetzt, die dann zusammen mit den 

optimierten Einstellungen für die Aufnahme der MS/MS Spektren für die nächste Messung 

eingesetzt wird (max. Sammelzeit: 200 ms, Intensitätsgrenzwert: 500 cts, Isolationsfenster: 3 

Da, Add/Sub: 1,5). Nach der zweiten Messung werden die monoisotopischen Massen der 

identifizierten Peptide der Ausschlussliste hinzugefügt und diese für eine dritte Messung 

genutzt. Diese Messdaten dienen dann der Gesamtidentifikation der exprimierten Proteine 

und als Grundlage für eine markierungsfreie relative Quantifizierung. 

 

2.2.2 Vergleich des Ausschlusslisten-Ansatzes mit der GeLC-MS Technik im 

Hinblick auf das Potential in der globalen Proteomanalyse 

Die GeLC-MS Technik ist eine weitverbreitete Vorfraktionierungsmethode, die sehr 

erfolgreich in Proteomstudien von S. aureus eingesetzt wurde 33, 80. Deswegen erlaubt die 

parallele Analyse der Proben mit diesem Ansatz eine aussagekräftige Bewertung des 

entwickelten Ausschlusslisten-Ansatzes. 
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Für den Vergleich und zur späteren Untersuchung der Stickstoffmonoxid-(NO)-Stressantwort 

von S. aureus wurden die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase mit NO gestresst. 

Dadurch wurde ein ca. 15 minütiger Wachstumsstop hervorgerufen. Eine Probe wurde vor 

der Zugabe des Stressors als Kontrollprobe genommen und eine weitere nach 30 minütiger 

Inkubation mit NO. Um eine nachfolgende Quantifizierung basierend auf einer 

metabolischen Markierung mit schweren Stickstoffatomen (15N) zu ermöglichen, wurde das 

Experiment in 15N-markiertem Medium wiederholt und aus beiden 15N-Proben wurde durch 

Mischen in gleichen Mengen eine interne Referenz erstellt. Anschließend wurde dieser 

Extrakt zu den Proben des richtigen Experiments gegeben und per GeLC-MS Methode 

untersucht. Da die 14N/15N - Quantifizierung gut etabliert ist, ermöglicht sie eine spätere 

Validierung der Ausschlusslisten-Methode in Hinblick auf eine markierungsfreie relative 

Proteinquantifizierung. 

Bei der Anwendung des Ausschlusslisten-Ansatzes wurden 1.253 Proteine identifiziert. 

Dieses schließt 240 Ein-Peptid- Identifikationen  mit ein (One Hit Wonder: OHW). Die „false 

discovery rate“ (FDR) betrug 0,6 % auf dem Peptidlevel, was die hohe Zuverlässigkeit der 

Methode widerspiegelt (Anhang V: Tabellarische Zusammenfassung der 

Identifikationsergebnisse). Der Vorteil der Methode ist, dass sie insbesondere die 

Identifikation von Peptiden mit einer geringen Signalintensität erlaubt (Abb. 15). Somit ist es 

mit diesem Ansatz möglich die Hälfte aller S. aureus Proteine zu identifizieren (2.600 

Proteine). 
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Abb. 15. Überblick über die Anzahl der identifizierten Peptide in Abhängigkeit zu ihrer 

Signalintensität im Ausschlusslisten-Ansatz. Die erste Messung wurde ohne Ausschlussliste 

durchgeführt und die monoisotopischen Massen der identifizierten Peptide dieser Messung 

wurden auf eine Ausschlussliste gesetzt, die für die dritte Messung mit den Massen die 

identifizierten Peptiden aus der zweiten Messung ergänzt wurde. 

 

Mit der GeLC-MS Technik konnten im Gegensatz zum Ausschlusslisten-Ansatz nur  

1.244 Proteine identifiziert werden, allerdings mit einer geringeren FDR von 0,6 % und nur 

260 OHWs (Anhang VI: Tabellarische Zusammenstellung des Identifikationsergebnisses). Im 

Durchschnitt wurden mit dieser Technik neun Peptide pro Protein detektiert und in dem 

Ausschlusslisten-Ansatz dahingegen nur sechs. Dieses Ergebnis zeigt, dass zwar mehr 

Proteine mit der Ausschlusslisten-Strategie identifiziert wurden, das Identifikationsergebnis 

der GeLC-MS Methode aber eine höhere Zuverlässigkeit besitzt. 

In beiden Ansätzen zusammen konnten 1.465 Proteine identifiziert werden. Die meisten 

davon wurden in beiden Experimenten nachgewiesen (70 %). 212 Proteine wurden nur mit 

der GeLC-MS Methode identifiziert und 221 Proteine exklusiv in dem Ausschlusslisten-

Ansatz. Der Anteil an OHWs an den nur mit dem Ausschlusslisten-Ansatz identifizierten 

Proteinen war mit 39 % sehr hoch. Aufgrund der geringen Zuverlässigkeit einer 

Quantifizierung beruhend auf einem Peptid wurden diese Proteine von der nachfolgenden 

0

20

40

60

80

100

120

140

10
00

00
20

00
00

40
00

00
60

00
00

80
00

00
10

00
00

0
12

00
00

0
14

00
00

0
16

00
00

0
18

00
00

0
20

00
00

0
22

00
00

0
24

00
00

0
26

00
00

0
28

00
00

0
30

00
00

0
32

00
00

0
34

00
00

0
36

00
00

0
38

00
00

0
40

00
00

0

An
za

hl
 d

er
 id

en
tif

iz
ie

rt
en

 P
ep

tid
e

MS-Signal Intensität

Ohne Ausschlussliste

Ausschlussliste 1

Ausschlussliste 2



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

61 
 

Quantifizierung ausgeschlossen. Der Anteil der OHWs in den exklusiv mit dem GeLC-MS 

Ansatz nachgewiesenen Proteinen war hingegen mit 5 % sehr gering und diese Proteine 

können überwiegend auch quantifiziert werden. 

Das kombinierte Ergebnis deckt 66 % des zytosolischen Proteoms des pathogenen 

Bakteriums ab (1.202 von 1.825 Proteinen). Zusätzlich wurden 13 % der identifizierten 

Proteine als Membranproteine vorhergesagt, 4 % als extrazelluläre Proteine und weniger als 

1 % als Zellwandproteine (Lokalisation mit LocateP vorgesagt 173). 

 

2.2.3 Vergleich des markierungsfreien Quantifizierungsergebnis mit den Daten 

des 14N/15N basierten Ansatzes 

Die Besonderheit des Ausschlusslisten-Ansatzes ist, dass idealerweise von jedem Peptid nur 

ein MS/MS Spektrum pro biologischem Replikat aufgenommen wird. Deswegen muss die 

Quantifizierung des Datensatzes auf Peptid-Features beruhen und nicht auf dem Ergebnis 

einer Datenbanksuche. Die Rosetta Elucidator Software erfüllt diese Voraussetzung. Zu 

Beginn der Quantifizierung werden in den LC-MS Läufen die Peptidsignale als Features 

detektiert, anschließend werden die Unterschiede in den Retentionszeiten ausgeglichen, die 

unterschiedlichen Läufe normalisiert und die Quantifizierung findet auf Basis der Peptid-

Features statt. Erst nach dem Abschluss der Quantifizierung werden alle MS/MS Spektren, 

die zu einem Peptid-Feature vorhanden sind, durch eine Datenbanksuche identifiziert und 

die Software nutzt nur das Suchergebnis mit dem höchsten Score für die Annotation aller 

gegeneinander quantifizierten Features. Ein qualitativ hochwertiges MS/MS Spektrum pro 

Peptid ist somit ausreichend für die Software. Damit unterstützt der Rosetta Elucidator 

perfekt den entwickelten Ausschlusslisten-Ansatz. 

Die Grundlage einer zuverlässigen markierungsfreien Quantifizierung ist eine gut 

reproduzierbare chromatograpische Trennung 110. Bei dem verwendeten experimentellen 

Aufbau betrug die maximale Abweichung vom durchschnittlichsten LC-MS Lauf, der vom 

Elucidator bestimmt wurde, maximal +/- 4 Min., was ausreichend für eine zuverlässige 

Quantifizierung ist (Abb. 16). Die hohen Abweichungen zu Beginn des LC-Laufes sind mit dem 

Ladevorgang zu erklären. Innerhalb der ersten 70 Min. des Laufes werden die Peptide aus 

der Probenschleife auf die Säule gespült und noch nicht getrennt. Das heißt, dass in dieser 
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Zeit nur Signale von Peptiden zum Alignment der Daten genutzt werden, die nicht auf der 

Säule binden und somit auch keine Aussage für die Zuverlässigkeit der chromatographischen 

Trennung zulassen. 

 

Abb. 16. Abweichung der Retentionszeiten der einzelnen Replikate vom durchschnittlichsten 

LC-Lauf, der vom Rosetta Elucidator bestimmt wurde. Die unterschiedlichen Farben 

symbolisieren die 12 verglichenen Messungen. 

 

Auf der Basis von mindestens zwei Peptiden konnten in dem markierungsfreien Versuch 

995 Proteine quantifiziert werden. Das entspricht einer Quantifizierungsrate von 79 %. Der 

durchschnittliche Koeffizient der Varianz (KoV) betrug 28 %, was eine ausreichende 

Zuverlässigkeit der Quantifizierung widerspiegelt. Es war so möglich fast die Hälfte aller 

vorhergesagten zytosolischen Proteine (862 von 1.825 Proteinen) wie auch eine Reihe von 

Membran- und Zellwandproteinen sowie extrazelluläre Proteine zu quantifizieren. Dieses 

Ergebnis macht nochmals deutlich, dass die Methode einen globalen Überblick über das 

Proteom der Zelle liefert. Unter der Annahme, dass nicht alle Proteine in den 

experimentellen Bedingungen synthetisiert werden, kann sogar von einer höheren 

Abdeckung ausgegangen werden. 
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Durch den zugefügten internen Referenzextrakt, der mit schweren Stickstoff (15N) markiert 

wurde, konnten exakt die gleichen Proben wie in dem markierungsfreien Ansatz verglichen 

werden. Dazu wurden die Quantifizierungsdaten gegen die interne Referenz der 

Kontrollprobe von den Daten der Kontroll- und Stressprobe abgezogen um Veränderungen 

zwischen den Proben nachzuvollziehen. Um eine möglichst hohe Anzahl an Proteinen zu 

quantifizieren wurden die Proben mittels GeLC-MS Technik analysiert. 

Es konnten so 1.154 Proteine gegen die interne Referenz mit mehr als einem Peptid 

quantifiziert werden (Anhang VII: komplette Tabelle der Quantifizierungsdaten). Der Nachteil 

des Ansatzes mit der internen Referenz liegt darin, dass das leichte Peptid (14N) und schwere 

Peptid (15N) sowohl in der Kontrollprobe wie auch in der Stressprobe detektiert werden 

müssen. Sobald in einer der beiden Proben keine Signale vorliegen, kann auch keine 

Aussagen zu den Unterschieden zwischen den beiden Proben gemacht werden. Deswegen 

konnten in dem gewählten Versuchsansatz nur von 981 Proteinen quantitative Unterschiede 

zwischen den Proben detektiert werden. 

Infolgedessen bietet es sich bei der Untersuchung von nur zwei Zuständen an auf eine 

interne Referenz zu verzichten und stattdessen auf einen „label switch“ zu setzen, in dem 

die Zellen eines Zustandes in Medium mit leichten Stickstoffatomen und die des anderen in 

Medium mit schweren Stickstoffatomen kultiviert werden. Bei der Kultivierung der 

biologischen Replikate werden dann die Markierungen („label“) getauscht. In diesem 

Experiment sollten aber exakt die gleichen Proben mit zwei Methoden quantifiziert werden, 

weswegen der Nachteil der Verwendung eines internen Standards in Kauf genommen 

wurde. 

Die Anzahl an quantifizierten Proteinen war groß genug um eine sichere Grundlage für den 

Vergleich beider Methoden zu liefern. Die höhere Zuverlässigkeit der Quantifizierung 

beruhend auf den markierten Isotopen zeigte sich in einem geringen KoV von 

durchschnittlich 12 %. Dementsprechend können diese Quantifizierungsdaten als solide 

Basis für die Abschätzung der Zuverlässigkeit der markierungsfreien Quantifizierung 

eingesetzt werden. 

Für diese Abschätzung wurden die Veränderungen der Proteine zwischen der Kontroll- und 

Stressprobe von der markierungsfreien Methode gegen die Werte der 14N/15N basierten 
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Methode aufgetragen und der Korrelationsfaktor (R²-Wert) bestimmt. Unter 

Berücksichtigung aller Daten betrug der R²-Wert nur 0,62. Aufgrund dieses geringen R²-

Wertes wurden nur Proteine berücksichtigt, die mit mindestens drei Peptiden quantifiziert 

wurden, um nur qualitativ hochwertige Daten für den Vergleich zu nutzen. Der R²-Wert 

betrug dann 0,774 (Abb. 17), was einer guten Korrelation beider Datensätze entspricht. 

Wenn man zusätzlich dazu noch die KoV beider Methoden berücksichtigt (in der Summe 

40 %), fallen 95 % aller Werte in dieses Fenster, was die gute Korrelation verdeutlicht.  

 

Abb. 17. Vergleich der Proteinratios, die mit dem markierungsfreien Ansatz und dem Ansatz 

basierend auf einer metabolischen Markierung quantifiziert wurden. Nur Proteine, die mit 

mindestens drei Peptiden quantifiziert wurden, fanden eine Berücksichtigung. Die schwarzen 

Linien geben die aufsummierten technischen Abweichungen beider Methoden wieder. 

 

Im Vergleich zur markierungsbasierten Quantifizierung in Kombination mit einer 

Vorfraktionierungstechnik hat der markierungsfreie Ansatz den Vorteil, dass die 

Probenvorbereitung sehr einfach ist. Sie besteht nur aus einem tryptischen Verdau. Es 

müssen auch keine markierten Proben hergestellt werden. Da sich aber alle systematischen 

und unsystematischen Fehler in der Probenvorbereitung direkt in den Quantifizierungsdaten 
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niederschlagen, ist es problematisch damit Proben, die eine aufwendige Vorbereitung 

erfordern, zu analysieren. 

Ein Vorteil der markierungsfreien Methode ist die vergleichsweise geringere Analysezeit. Es 

werden pro Replikat ca. 250 Min. benötigt (180 Min. Gradient plus 70 Min. Laden der Probe 

auf die Säule), wohingegen bei dem Vergleichsansatz allein 900 Min. Zeit für die 

massenspektrometrische Messung angesetzt werden muss (10 x 90 Min. pro Replikat). 

Selbst unter der Berücksichtigung der zusätzlichen Messzeit für den Ausschlusslisten-Ansatz 

bleibt immer noch ein zeitlicher Vorteil vorhanden, wenn er auch durch einen höheren KoV 

bedingt ist. 

Der große Vorteil der Ausschlusslisten-basierten markierungsfreien 

Quantifizierungsmethode ist aber, dass er unabhängig von jeder Isotopenmarkierung 

universell einsetzbar ist. 

 

2.2.4 Glukose-Hunger-Proteomsignatur in den ersten Versuchen 

Die ersten Versuche zur NO-Stressantwort von S. aureus wurden im Bioexpress Medium 

ohne zugesetzte Glukose durchgeführt. Neben der erwarteten erhöhten Expression von Hmp 

(SACOL0220) und Ldh1 172, 78, die zur NO-Stressantwort von S. aureus gehören, war die 

Menge der gluconeogenetischen Enzyme PckA und SACOL2527 174 erhöht. Das gleiche 

Ergebnis wurde auch für die Enzyme des Tricarbonsäure (TCA) Zyklus (GltA, SucA, SucB, 

SucC, SucD, SdhA, SdhB, FumC, Mqo1) und für Proteine, die zum CcpA-Regulon gehören und 

Teil der C-Kataboliten-Repression sind (z. B. Ald2, GcvT, SACOL1593-94) 175, beobachtet 

(Abb. 18). 
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Abb. 18. Veränderungen in der Proteinmenge von Proteinen, die zur NO Stressantwort, 

Gluconeogenese, TCA Zyklus, und CcpA Regulon von S. aureus gehören. Die Proteine mit 

einem Log2ratio größer als 0,8 wurden als hochreguliert angesehen. Proteine, die bei der 

Quantifizierung mittels metabolischer Markierung nur in der Stressprobe quantifiziert 

wurden, wurde ein Log2ratio von 5 zugeordnet. 

 

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurden in vorherigen Studien zur NO Stressantwort von 

S. aureus nur eine erhöhte Glykolyse-Aktivität festgestellt 68. Auch wenn Effekte wie ein 

anderes verwendetes Medium zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden konnte, so 

liegt die Proteomsignatur  den Schluss nahe, dass die Glukose im Medium zu den gewählten 

Probenzeitpunkten verbraucht war 79, 174. Um diese Hypothese zu bestätigen wurde die 

Konzentration der Glukose im der Medium zu den Probenzeitpunkten mittels 1H-NMR 

Analyse bestimmt. Dieses Experiment wurde von Kirsten Dörries im Labor von Michael Lalk 

am Institut für Pharmazie an der Universität Greifswald durchgeführt. Mit diesen Messungen 

konnte bestätigt werden, dass die Glukose parallel zur Zugabe des NOs ins Medium 

verbraucht war (Abb. 19). 
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Abb. 19. Wachstumskurve von S. aureus COL in Bioexpress Medium und extrazelluläre 

Glukose-Konzentration.  

 

2.2.5 Anpassung von S. aureus an NO-Stress 

Aufgrund der Glukose-Hunger-Antwort in den ersten Experimenten wurde die Kultivierung in 

Bioexpress Medium mit zusätzlicher Glukose im Medium wiederholt und bei dergleichen 

optischen Dichte der Stressversuch durchgeführt. 

Die statistische Analyse des Datensatzes, der mithilfe der markierungsfreien Quantifizierung 

erstellt wurde, zeigte, dass in Anpassung an den NO-Stress nur 47 Proteine in ihrer Menge zu 

genommen und zehn Proteine in ihrer Menge abgenommen hatten. Um das Ergebnis zu 

unterstützen wurden weiter nur Proteine berücksichtigt, die auch in dem Datensatz aus der 

Quantifizierung durch die metabolische Markierung in ihrer Menge signifikant verändert 

waren. Zusätzlich wurden Proteine dieses Ansatzes als ON oder OFF Proteine markiert, wenn 

sie nur in der Stress- bzw. Kontrollprobe quantifiziert werden konnte (in mindestens zwei 

Replikaten). Unter diesen Bedingungen waren 27 Proteine signifikant in ihrer Menge 

hochreguliert (Tab. 1). Auffällig beim Vergleich der Daten war, dass sehr große 

Veränderungen der Proteinmenge, die mit der markierungsfreien Methode quantifiziert 

wurden, in der Quantifizierung mit der metabolischen Markierung oft nur als ON Protein 

detektiert wurde. Dieses Ergebnis unterstützt vorherige Studien, die einen höheren 

dynamischen Bereich für die markierungsfreie Quantifizierung nahelegten 140, 141, 142. 
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Tab. 1. Überblick über die signifikant in ihrer Menge zunehmenden Proteine in der 

Anpassung von S. aureus an Stickstoffmonoxid-Stress. Die Signifikanz wurde mittels eines  

T-Tests berechnet und alle aufgeführten Proteine hatten einen p-Wert kleiner 0,05 sowohl in 

dem markierungsfreien Quantifizierungsansatz, wie auch in dem 14N/15N-basierten Ansatz. 

Zusätzlich wurden nur Proteine mit einem Log2ratio größer 0,8 berücksichtigt, um biologisch 

relevante Änderungen zu erfassen. Ebenso wurden zur Tabelle Proteine hinzugefügt, die im 

markierungsfreien Ansatz signifikant in ihrer Menge zunahmen und im 14N/15N-basierten 

Ansatz nur in der Stressprobe identifiziert wurden (ON-Proteine). Fehlende Werte wurden 

als nicht detektiert (n. d.) markiert. 

Uniprot-ID Proteinname Beschreibung 
Label-freier Ansatz Label-basierter Ansatz 

Log2ratio P-Wert Log2ratio P-Wert 

Q5HJ10 SACOL0355 Konserviertes hypothetisches Protein 4,7 0,02 ON n.d. 

Q5HJ27 SACOL0338 Konserviertes hypothetisches Protein 4,3 0 ON n.d. 

Q5HJ01 SACOL0364 Prophage L54a, Transkriptionsregulator, RinA 
Familie 4,2 0 ON n.d. 

Q5HJ12 SACOL0353 Hypothetisches Protein 4 0,01 ON n.d. 

Q5HJ40 SACOL0325 Prophage L54a, Antirepressor, putativ 3,8 0 ON n.d. 

Q5HJ08 Dut Prophage L54a, Deoxyuridine 5-Triphosphat 
Nukleotid-Hydrolase 3,8 0 ON n.d. 

Q5HDC7 BioD Dethiobiotin Synthase 3,4 0,03 2,5 0

Q5HJ24 SACOL0341 Konserviertes hypothetisches Protein 3 0,04 ON n.d. 

Q5HJ06 SACOL0359 Hypothetisches Protein 3,1 0 ON n.d. 

Q5HJD7 Ldh1 L-Laktate-Dehydrogenase 3 0,01 3,1 0

Q5HJK0 SACOL0157 Konserviertes hypothetisches Protein 2,8 0 1,7 0

Q5HJ18 SACOL0347 Konserviertes hypothetisches Protein 2 0,02 ON n.d. 

Q5HGE6 RecA RecA Protein 2 0,01 2,2 0

Q5HD25 SrtA Sortase 1,9 0,04 ON n.d. 

Q5HDC9 BioB Biotin-Synthetase 1,9 0,01 2 0

Q5HFD9 SACOL1678 Bakterielles Luciferase-Familie Protein 1,6 0 1,4 0

Q5HHQ9 UvrA Excinuclease ABC, A Untereinheit 1,5 0,03 1,6 0

Q5HCK8 SACOL2713 Rhodanese-ähnliches Domäne Protein 1,5 0,03 ON n.d. 

Q5HIL6 SACOL0503 Trans-Sulfuration Enzyme Familie Protein 1,5 0,02 1,8 0

Q5HJD8 SACOL0220 Flavohämo-Protein, putativ (Hmp) 1,1 0,02 1,3 0

Q5HG73 SbcD Exonuklease SbcD 1,1 0,04 1,5 0

Q5HJG8 AcpD NAD(P)H-Dehydrogenase (quinone), putativ 1 0 1,1 0

Q5HHR0 UvrB Excinuclease ABC, B Untereinheit 1 0,04 2,2 0

Q5HDC8 BioA Adenosylmethionin-8-Amino-7-Oxononanoate 
Aminotransferase 1 0,01 1,9 0

Q5HD33 SACOL2531 Transkriptionsregulator, MarR Familie 1 0,03 1,1 0

Q5HJ46 SACOL0319 Hypothetisches Protein 1 0,02 1 0

Q5HDA3 SACOL2456 Konserviertes hypothetisches Protein 0,9 0,01 1,5 0
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Proteom- und Transkriptomuntersuchungen zeigten bereits eine multiple Anpassung an NO-

Stress 68, 77. Wie bereits in den Experimenten mit parallel aufgebrauchter Glukose erkennbar 

war, reagierten die Zellen auf den Stressor mit der Expression des entgiftenden Enzyms 

SACOL0220 (Hmp) 172, dessen Menge signifikant um ein Log2ratio von 1,1 hoch reguliert war. 

Noch stärker stieg die Menge an Ldh1 an (Log2ratio: 3). Dieses unterstreicht die hohe 

Bedeutung des Enzyms um die Auswirkungen der Inaktivierung der Pyruvat-Dehydrogenase 

entgegenzuwirken 78. Die vorher beobachtete erhöhte Menge an Enzymen der Glykolyse 

konnte hingegen nicht bestätigt werden, was vermutlich auf das verwendete 

Komplexmedium zurückzuführen ist und deswegen nicht direkt mit dem sonst üblichen 

Minimalmedium verglichen werden kann. 

Andere in ihrer Menge zunehmende Proteine wie die Sortase (SrtA), AcpA und SACOL0503 

können keiner größeren Gruppe zugeordnet werden. Die Funktion der Sortase ist Proteine in 

der Zellwand zu verankern 176. Aufgrund der hohen Reaktivität von NO ist eine Schädigung 

der Zellwandproteine wie auch der Sortase gut vorstellbar, woraus dann ein erhöhter Bedarf 

des Enzymes entstehen würde. Bis jetzt konnten AcpA und SACOL0503 nicht in einen 

Zusammenhang zur NO Stressantwort gebracht werden. SACOL0503 ist in der Biosynthese 

von Cystein beteiligt und da von NO bekannt ist, dass es Cystein 171 sowie den intrazellulären 

Thiolpool schädigen kann 68, 77, ist eine Rolle des Proteins in der Bewältigung der Auswirkung 

von NO auf den Thiol-Stoffwechsel denkbar. 

Für die größte Gruppe an Proteinen (SACOL0355, SACOL0338, SACOL0353, SACOL0341, 

SACOL0359, SACOL0157, SACOL0347, SACOL0319, SACOL2456) in einer erhöhten Menge ist 

die Funktion unbekannt. Da sie aber zum Teil sehr stark in ihrer Menge zunehmen (Log2ratio 

> 4) liegt der Schluss nahe, dass sie eine wichtige Rolle in der NO Stressantwort spielen 

könnten. 
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2.2.6 Erhöhte Menge an Proteinen des Phagen L54a, der Biotin-Biosynthese und 

der DNA Reparaturenzyme in der Anpassung an NO 

Die Menge dreier Proteine des Phagen L54a (SACOL0364, SACOL0325, Dut) waren nach NO 

Zugabe mit einem Log2ratio zwischen 3,8 und 4,2 stark erhöht, ebenso wie drei Enzyme, die 

zur Biosynthese von Biotin gehören (BioA Log2ratio von 1, BioB 1,9, BioD 3,4) und ein Teil der 

Proteine, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind: RecA, UvrA, UvrB, SbcD. 

Die durch NO hervorgerufenen DNA-Strangbrüche gehören zu den schwersten Schäden in 

der Zelle 73. Das Auftreten von Strangbrüchen aktiviert die SOS Antwort 177, zu der auch die 

hochregulierten DNA-Reparaturenzyme in diesem Experiment gehören. Neben NO können 

auch UV-Licht oder bestimmte Antibiotika, wie z. B. Ciprofloxacin zu DNA-Strangbrüchen 

führen. Da Deletionsmutanten der sbc- und uvr-Gene nur eine geringere Überlebensrate 

nach dem Aussetzen an UV-Licht besitzen, betont dieses die Wichtigkeit dieser Enzyme in 

der DNA-Reparatur 178, 179. In der Anpassung an das Antibiotikum Ciprofloxacin wurde 

ebenso eine erhöhte Expression der Phagen L54a Proteine und der Biotin-Biosynthese 

beobachtet 180. Durch Experimente in Vibrio cholera wurde ein direkter Zusammenhang 

zwischen dem Auftreten von DNA-Strangbrüchen und der Aktivierung von Phagen 

hergestellt 181. Die Quantifizierungsergebnisse für die NO-Stressantwort legen ähnlichen 

Zusammenhang für S. aureus nahe. 
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2.3 Entwicklung eines globalen Ansatzes zur absoluten Quantifizierung des 

zytosolischen Proteoms von B. subtilis 

Insbesondere in der Systembiologie sind Daten zu den intrazellulären Konzentrationen der 

Proteine erforderlich um die Vorgänge in der Zelle mithilfe von mathematischen Modellen 

beschreiben zu können 5. 

Zur globalen absoluten Proteinquantifizierung wurden in den letzten Jahren mehrere 

Ansätze entwickelt 129, 145, 149, 155, , die auch erfolgreich für globale Studien eingesetzt 

wurden 182. Insbesondere der Hi3-Ansatz in Kombination mit einer „data-independent-

acquisition“ (DIA) Methode zur Proteinidentifikation zeichnete sich durch eine hohe Anzahl 

an quantifizierbaren Proteinen mit einem sehr geringen Fehler bei der Quantifizierung aus 
156. Aus diesen Gründen wurde diese Methode auf B. subtilis angepasst. 

Generell erlauben Vorfraktionierungstechniken eine hohe Abdeckung des Proteoms von 

B. subtilis 56. Während der Fraktionierung kann es aber zu einer Verteilung der Proben über 

mehrere Fraktionen kommen und die Peptide können nicht immer vollständig von der ersten 

in die zweite Dimension überführt werden (ins. bei elektrophoretischen Vortrennungen) 182.  

In der Optimierung der markierungsfreien Quantifizierungsstrategie für S. aureus hat sich 

bereits das große Potential einer Verlängerung der Säule und des Gradienten für die 

Identifikation einer großen Anzahl an Proteinen gezeigt. Aus diesen Gründen wurde auf eine 

Vorfraktionierung der Proben verzichtet und eine DIA Methode, die auch als LC-MSE 

bezeichnet wird, mit einem 4,5 Stunden Gradienten eingesetzt. 

Zur Etablierung und zum Abschätzen der Möglichkeiten der Methode wurden B. subtilis 

Zellen in fünf unterschiedlichen Wachstumsmedien kultiviert. Durch eine unterschiedliche 

Zusammensetzung der Medien in Bezug auf die verfügbaren Kohlenstoff- und 

Stickstoffquellen konnten absolute Proteomsignaturen für unterschiedliche 

Ernährungssituationen aufgestellt werden. Ebenso führten die unterschiedlichen Medien zu 

unterschiedlichen Wachstumsraten 183. Dieses lässt erstmals Rückschlüsse auf die 

Korrelation zwischen Wachstumsrate und intrazellulärer Proteinkonzentration zu  

 

 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

72 
 

2.3.1 Optimierung der Probenvorbereitung 

In einem typischen LC-MS Experiment werden Peptidproben als erstes auf eine Vorsäule 

geladen, dort aufkonzentriert und entsalzt. Anschließend werden sie mit dem Gradienten 

über die analytische Säule, wo sie getrennt werden, direkt ins Massenspektrometer eluiert. 

Bei der Trennung einer Probe mittels mehrstündigen Gradienten muss die Vorsäule aus dem 

LC-MS System entfernt werden um eine Trennung der Probe auf der Vorsäule zu vermeiden, 

was zu schlecht aufgelösten Peaks führt. Dieses führt zwar dazu, dass alle Verunreinigungen 

der Probe direkt ins Massenspektrometer gelangen und dieses häufiger gereinigt werden 

muss, aber der Gewinn an Trennkapazität überwiegt diesen Nachteil. 

Bei den Versuchen zur markierungsfreien Quantifizierung der S. aureus-Proben, die an einer 

LTQ-Orbitrap gemessen wurden, wurde in dieser Hinsicht kein Problem beobachtet. Anders 

sah es bei den ersten Messungen ohne Vorsäule von B. subtilis Proben am Synapt G2 

Massenspektrometer aus. Diese Proben führten sehr schnell nach dem Laden der Probe auf 

die analytische Säule zu einem Zusammenbruch des Elektrosprays, was eine Analyse der 

Probe unmöglich machte. Aus diesem Grunde wurden zwei Strategien zur Reinigung der 

Probe vor der LC-MSE Messung ausprobiert, eine Proteinfällung und eine Aufreinigung der 

Peptide über hydrophobes Interaktionsmaterial (C-18). Ob diese Strategien zu einem Verlust 

an Proteinen oder Peptiden in der Probe führte, wurde später bei einer Bestimmung der 

Proteinkonzentration von sechs Proteinen in den gleichen Proben durch den AQUA 

Ansatz 148 überprüft (vergleiche 2.3.4). Da für die Messung dieser Proben die hochselektive 

SRM Methode zum Einsatz kam, konnte dort ein LC-Aufbau mit Vorsäule gewählt werden. 

Zu Beginn wurde getestet, ob eine Fällung der Proteine vor dem Verdau mit Trypsin dazu 

führt, dass die Proben gemessen werden können. Aber weder eine Acetonfällung noch eine 

Proteinfällung mit dem ProteoExtract Kit (Calbiochem) brachte eine Verbesserung. In 

Vorversuchen mit dem Massenspektrometer wurden dieselben Proben mit einer Vorsäule 

vermessen, wobei keine Probleme mit dem Elektrospray aufgetreten sind. Aus diesem Grund 

wurde davon ausgegangen, dass die Kontaminationen nicht an der hydrophoben stationären 

Phase (C-18 Material) der Vorsäule binden und dadurch von der Probe getrennt werden 

können. Infolgedessen wurden die verdauten Proteinextrakte mit StageTips (Proxeon), die  
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C-18 Material enthielten, vor der Messung aufgereinigt. Mit dieser Strategie konnten die 

Proben dann problemlos gemessen werden. 

 

2.3.2 Optimierung der Instrument-Parameter für die multiplexed LC-MS Messung 

(LC-MSE) 

Die Besonderheit einer LC-MSE Messung ist, dass alle Vorläuferionen gemeinsam 

fragmentiert werden. Alle Peptide besitzen abhängig vom Ladungszustand, Länge und 

Peptidsequenz eine andere optimale Kollisionsenergie. Aus diesem Grund wird die 

Kollisionsenergie in dem „elevated energy“ Scan in einer Rampe erhöht. In dieser Zeit 

werden ständig Massenspektren aufgenommen, die dann zum finalen Fragmentionen-

Spektrum aufsummiert werden. Dadurch kann für nahezu jedes Peptid die optimale 

Fragmentierungsenergie erreicht werden. Der optimale Anstieg der Rampe kann sich von 

Gerät zu Gerät unterscheiden und muss deswegen vor den Messungen optimiert werden. 

Dazu wurden verschiedene Anstiege ausprobiert und in einer Datenbanksuche die Peptide 

identifiziert. Der optimale Anstieg zeichnet sich durch ein Maximum an identifizierten 

Peptiden aus. Acht verschiedene Rampen wurden ausprobiert (10-30 eV, 10-35 eV, 10-40 eV, 

15-40 eV, 10-45 eV, 15-35 eV, 15-40 eV, 15-45 eV). Ein Optimum an identifizierten Peptiden 

konnte bei einer Rampe von 10 bis 40 eV erreicht werden. Dieser Wert wurde dann für alle 

weiteren Messungen verwendet. 

Die Rampe der Kollisionsenergie ist eine Geräte-spezifische Einstellung und kann problemlos 

auf andere Proben übertragen werden. Der zweite Parameter für die Optimierung, die Scan-

Zeit, hingegen muss an die Länge des LC-Gradienten angepasst werden. Die Scan-Zeit legt 

den Zeitrahmen fest, wie lange das Gerät Spektren aufsummiert, bis das finale Spektrum 

gespeichert wird. Diese Einstellung ist somit direkt abhängig von der Peakbreite der 

eluierenden Peptide, da die Scan-Zeit nicht so hoch gewählt werden darf, dass die 

Elutionsprofile nicht mehr korrekt beschrieben werden können. Auf der anderen Seite führt 

eine hohe Scan-Zeit zu einer besseren Sensitivität und Ionenstatistik und somit zu einer 

höheren Massengenauigkeit. Die Scan-Zeit wurde für den später verwendeten 4,5 Stunden-

Gradienten optimiert. Dazu wurden Messungen mit steigenden Scan-Zeiten durchgeführt 
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(1 s, 1,5 s, 2 s, 2,5 s). Bei einer Scan-Zeit von 2 s konnten die meisten Peptide identifiziert 

werden und dieser Wert wurde für die weiteren Messungen verwendet. 

 

2.3.3 Proteinidentifikationsergebnis der LC-MSE Messungen 

Wie bereits eingangs erwähnt, wurden Proben von B. subtilis-Zellen aus fünf verschiedenen 

Wachstumszuständen für die absolute Proteinbestimmung untersucht. Die Proben wurden 

nach steigender Wachstumsrate als M9-Pyr, S, TS, CH und CHG bezeichnet, nach den 

entsprechenden Wachstumsmedien. 

 

Abb. 20. Wachstumskurven von B. subtilis auf M9-Pyr, S, TS, CH und CHG Medium.  

µ bezeichnet die Wachstumsrate in h-1 im entsprechenden Medium. 

 

Von diesen Proben wurden drei biologische Replikate jeweils dreimal gemessen. Die 

Datenbanksuche erfolgte mit dem „ion accounting algorithm“ 105, der in die Protein Lynx 

Global Server Software integriert ist, mit einer „false discovery rate“ (FDR) von 5 %. Falsch-

positive Peptididentifikationen tauchen zufällig verteilt über Replikatmessungen auf 184. 

Später wurden nur Proteine berücksichtigt, die in mindestens zwei Replikaten identifiziert 

wurden, was zu einer FDR zwischen 2,4 und 3,8 % auf Proteinlevel für die einzelnen 

Datensätze führte. 
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Die LC-MSE Technik ermöglichte es 1.000 und mehr Proteine pro Wachstumszustand mit 

einer sehr hohen Sequenzabdeckung von durchschnittlich 40 % zu identifizieren. Nur in der 

M9-Pyr Probe wurden wesentlich weniger Proteine identifiziert, wofür keine Erklärung 

gefunden werden konnte. Der Prozentsatz an Ein-Peptid-Identifikationen war mit ca. 0,5 % 

sehr gering. Diese Proteine wurden in dem Identifikationsergebnis nicht berücksichtigt. In 

der Summe wurden 1.575 Proteine identifiziert, wovon mehr als 1.100 Proteine als 

zytosolische Proteine vorhergesagt wurden (durch LocateP 173). Das entspricht einer 

Abdeckung von 40 % des zytosolischen Proteoms von B. subtilis. Weitere 8 % der Proteine 

wurden als Membranproteine und 4 % als extrazelluläre Proteine vorgesagt. Eine ähnliche 

Verteilung wurde in allen Wachstumszuständen beobachtet (Überblick in Tab. 2, Anhang VIII: 

komplette Identifikationstabelle). Die entwickelte Methode ermöglicht somit einen globalen 

Überblick über das zytosolische Proteom von B. subtilis. 
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Tab. 2. Überblick über die Anzahl der durch die LC-MSE Methode identifizierten Proteine aus 

B. subtilis Kulturen, die in fünf verschiedenen Wachstumsmedien angezogen wurden (M9-

Pyr, S, TS, CH und CHG). Die Messergebnisse wurden mit der Protein Lynx Global Server 2.4 

Software ausgewertet, anschließend wurden nur Proteine berücksichtigt, die mit mindestens 

zwei Peptiden und in zwei Replikaten identifiziert wurden. Die „false discovery rate“ (FDR) 

wurde berechnet. Die Lokalisation der Proteine wurde mit LocateP vorhergesagt 173. 

Medium M9-Pyr S TS CH CHG 

Wachstums-
rate µ (h-1) 

0,23 0,47 0,79 1,01 1,39 

Identifizierte 
Proteine 

797 1.128 1.158 984 1.103 

FDR 2,4 % 3,8 % 3,1 % 3,6 % 2,9 % 

Zytosolische 
Proteine 

701 
88,8 % 

1001  
88,8 % 

1006 
86,9 % 

849 
86,3 % 

954 
86,5 % 

Membran-
proteine 

58 
7,3 % 

84 
7,5 % 

104 
9,0 % 

83 
8,4 % 

104 
9,4 % 

Extrazelluläre 

Proteine 

41 
5,1 % 

42 
3,7 % 

48 
4,1 % 

44 
5,6 % 

45 
4,1 % 

 

2.3.4 Globale absolute Proteinquantifizierung und Verifizierung durch einem 

unabhängigen massenspektrometrischen Ansatz (AQUA) 

Die globale absolute Proteinquantifizierung wurde unter der Annahme, dass die 

Signalintensität der drei intensivsten tryptischen Peptiden relativ zur absoluten Menge des 

Proteins in der Probe ist, durchgeführt (Hi3-Ansatz) 156. Die Addition eines internen 

Standards in einer bekannten Menge, in diesem Fall wurde ein Verdau der Alkohol-

Dehydrogenase (ADH) der Hefe gewählt, ermöglicht damit die Bestimmung der 

Konzentration der in der Proben enthaltenen Proteine. Diese Quantifizierung wird parallel 

zur Datenbanksuche in der Protein Lynx Global Server Software durchgeführt. 

Fast 99 % der identifizierten Proteine konnten mit der Methode auch absolut quantifiziert 

werden. Die durchschnittliche Standardabweichung betrug 30 %, was vergleichbar zu 

anderen globalen Proteomstudien oder sogar besser ist 146, 155. Mit der Methode war es 

möglich Proteine von 15 bis zu mehr als 100.000 Kopien pro Zelle nachzuweisen, was nahezu 
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vier Größenordnungen entspricht (Beispiel in Abb. 21). Somit konnte fast der komplette 

dynamische Bereich, der für bakterielle Proteome angenommen wird 10, 11, abgedeckt 

werden (Anhang IX: Komplette Quantifizierungstabelle im Anhang).  

 

Abb. 21: Überblick über den dynamischen Bereich der absoluten Proteinbestimmung auf der 

Ebene der Anzahl der Proteinkopien pro Zelle einer Probe von B. subtilis Zellen, die im CH-

Medium kultiviert wurden. Ein vergleichbarer dynamischer Bereich von fast vier 

Größenordnungen wurde in allen Replikaten erreicht. 

 

Die absolute Quantifizierung mit dem Hi3-Ansatz ermöglichte es die Kopien pro Zelle für eine 

große Anzahl an Proteinen zu bestimmen. Da dieses Ergebnis nur auf der Annahme, dass die 

durchschnittliche Signalintensität der drei intensivsten tryptischen Peptide der Menge des 

Proteins in der Probe entspricht, beruht, wurde die Zuverlässigkeit der Annahme mit der 

AQUA-Methode überprüft. Bei dieser absoluten Quantifizierung werden Peptide, die mit 

schweren Isotopen markiert wurden (Referenzpeptide), der Probe in einer definierten 

Menge zugesetzt. Durch einen Vergleich der Signalintensitäten der Referenzpeptide zu den 

nativen Peptiden in der Probe kann die Konzentration des Peptides in der Probe bestimmt 

werden und bei der Verwendung mehrerer Peptide auch die Konzentration des Proteins 148. 

Der Ansatz funktioniert deswegen ohne grundsätzliche Annahmen und ist perfekt zur 

Verifizierung der Daten aus dem Hi3-Ansatz geeignet. 

Für die AQUA-Methode wurden von sechs Proteinen (CitZ, Icd, Mbl, SdhA, PyrR, Upp) jeweils 

drei Referenzpeptide in Proteinverdaue der S- und CH-Kondition in einer bekannten Menge 

hinzugefügt. Die Proteine wurden so ausgewählt, dass sie sich über einen größeren 
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Konzentrationsbereich in der Zelle verteilten, eine unterschiedliche Größe hatten, aber auch 

in allen Proben detektierbar waren. Die S- und CH-Wachstumsbedingung zeigten die größten 

Unterschiede in Bezug auf das Proteinexpressionsmuster und wurden deswegen zur 

Verifizierung der globalen absoluten Quantifizierung herangezogen. 

Im Gegensatz zur Hi3-Quantifizerung war die durchschnittliche Standardabweichung der 

AQUA-Methode unter 10 % und damit wesentlich geringer. Die Methode bietet somit sehr 

verlässliche Vergleichsdaten. Zur Verifikation der Daten aus der Hi3-Methode wurden die 

Kopien pro Zelle der sechs Proteine gegen die Daten aus dem AQUA-Ansatz in einem 

Diagramm aufgetragen und die Steigung und der Korrelationswert der Trendlinie (R²-Wert) 

berechnet. Sowohl die Steigung, wie auch der R²-Wert waren nahe an 1, was eine sehr hohe 

Korrelation der Daten beider Ansätze ausdrückt (Tab. 3, Abb. 22). 

 

Tab. 3: Übersicht über die Quantifizierungsdaten von CitZ, Icd, Mbl, SdhA, PyrR und Upp in 

der S- und CH-Wachstumsbedingung. Die Proteine wurden mit dem AQUA- und dem Hi3-

Ansatz absolut quantifiziert. Es sind die Moleküle pro Zelle mit den entsprechenden 

Standardabweichungen (SD) angegeben. 

  S-Bedingung CH-Bedingung 
  AQUA-Ansatz Hi3-Ansatz AQUA-Ansatz Hi3-Ansatz 

Protein Moleküle 
SD 
[%] Moleküle

SD 
[%] Moleküle

SD 
[%] Moleküle 

SD 
[%] 

CitZ 8.080 16,6 7.363 31,7 6.092 14,6 7.190 20,4 
Icd 28.319 9,4 31.879 19,9 28.358 8,2 26.636 12,6 
SdhA 2.239 11,8 1.206 25,9 2.995 5,9 5.019 31,5 
Mbl 402 8,1 364 67,4 636 2,6 879 36,6 
PyrR 1.219 4,5 669 46,5 952 2,2 806 20,3 
Upp 1.707 11,0 2.136 21,2 2.156 2,3 2.333 23,5 
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Abb. 22. Vergleich der absoluten Quantifizierungsdaten aus der Hi3-Methode und dem 

AQUA-Ansatz für sechs zytosolische Proteine von B. subtilis. (A) Die Zellen wurden in S-

Medium angezogen und (B) die Zellen wurden in CH-Medium angezogen. 

 

Die vergleichende Bestimmung der absoluten Daten für die sechs Proteine bestätigt, dass die 

Hi3-Quantifizierung basierend auf der Verwendung nur eines internen Standards, in diesem 

Fall der ADH der Hefe, eine zuverlässige absolute Quantifizierung ermöglicht. Die 

Experimente zeigen aber auch, dass die Hi3-Methode, in Fällen, wo eine sehr genaue 

Bestimmung der Proteinkonzentration erforderlich ist, nicht geeignet ist. Dort bietet sich 

dann die AQUA-Methode mit der sehr geringen Standardabweichung an. 

 

2.3.5 Globaler Blick auf die absoluten Quantifizierungsdaten und Restriktionen 

der Methode 

Die entwickelte Strategie zur globalen absoluten Proteinquantifizierung ermöglichte die 

Quantifizierung von mehr als 85 % aller Proteine, die zu den katabolen und anabolen 

Stoffwechselwegen gehören. Dazu gehören der Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) Weg, der 

Trikarbonsäure (TCA) Zyklus, der Pentose-Phosphat-Weg, Acetyl-CoA und „overflow“ 

Metabolismus, die Fettsäure-Synthese, die Purin- und Pyrimidine-Synthese, Zellwand- und 

Teichonsäure-Synthese, die Aminosäure-Synthese und –Abbauwege, sowie einer Vielzahl 

von Proteinen, die an der Transkription und Translation beteiligt sind.  
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Im Vergleich zu vorherigen Studien zur globalen absoluten Proteinbestimmung, die mit einer 

Kombination aus 2-DE und AQUA gewonnen wurden, konnte die Abdeckung dieser Proteine 

um fast 60 % gesteigert werden 155. Die Daten repräsentieren somit den momentan 

vollständigsten Satz an absoluten Proteinquantifizierungsdaten zu B. subtilis. 

Der globale Überblick über die Verteilung der Proteinkopien auf einzelne Stoffwechselwege 

zeigt, dass zwischen 20-25 % der zytosolischen Proteine in der Zelle zum Ribosom gehören, 

das somit die höchstabundante Gruppe an Proteinen beherbergt. Weitere 20-25 % machen 

die Proteine, die zu den wichtigsten glykolytischen Stoffwechselwegen und dem TCA-Zyklus 

gehören, aus. Obwohl diese Stoffwechselwege nur eine geringe Anzahl an unterschiedlichen 

Proteinen umfassen, repräsentieren sie einen großen Teil aller Proteine, da sie in hohen 

Kopienzahlen in der Zelle vorliegen (mehrere Tausend). Die Proteine des Aminosäure-

Stoffwechsels sind ebenfalls in einer hohen Anzahl in der Zelle vorhanden. Im Gegensatz zu 

anderen hochabundanten Proteingruppen umfasst der Aminosäure Stoffwechsel relativ viele 

Proteine auf einem mittleren Expressionsniveau (mehrere Hundert Kopien pro Zelle). Die 

Abbildung 23 fasst die Ergebnisse für zwei Wachstumsbedingungen zusammen. 

 

Abb. 23. Verteilung der Proteinkopien über die zehn höchstabundanten Stoffwechselwege in 

B. subtilis angezogen auf (A) S-Medium (µ=0,47 h-1) und (B) CH-Medium (µ=1,01 h-1). 

 

In den zwei Wachstumsbedingungen zeigt sich bereits ein Unterschied in der Verteilung der 

Proteinkopien über die Stoffwechselwege. So ist der Anteil an ribosomalen Proteinen in dem 
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Medium, was eine höhere Wachstumsrate ermöglichte (CH-Medium, µ=1,01 h-1) mit 24 % 

höher als in der S-Bedingung mit 19 %, in der nur eine etwa halb so hohe Wachstumsrate 

erreicht wurde (µ=0,47 h-1). Im Gegensatz dazu ist der Anteil an Motility- und Chemotaxis-

Proteinen in den Zellen aus dem S-Medium mit 14 % gegenüber 9 % in Zellen aus dem CH-

Medium, was für eine höhere Bewegung der Zellen in der S-Bedingung spricht. Weitere 

Proteinklassen machen einen ähnlichen Anteil an der Gesamtheit aller Proteine der Zellen 

aus. 

Aufgrund des Identifikationsergebnisses konnte bereits festgestellt werden, dass mit der 

Methode nicht nur zytosolische Proteine detektiert wurden, sondern ebenso 

Membranproteine und extrazelluläre Proteine. Für die Zuverlässigkeit der Identifikation 

eines Proteins spielt die Lokalisation des Proteins eine nur untergeordnete Rolle, bei der 

absoluten Quantifizierung hingegen nicht. Da auch in anderen Studien bereits gezeigt wurde, 

dass Proteine sich über mehrere Subproteome verteilen können 56, wurde der Einfluss der 

Lokalisation auf die Quantifizierungsergebnisse anhand von zwei Beispielen untersucht: den 

essentiellen Proteinen und dem ATPase Intra-Membran-Protein-Komplex. 

In Proteomstudien zu E. coli wurde nachgewiesen, dass die essentiellen Proteine des 

Bakteriums in einer höheren Menge exprimiert werden, als die übrigen Proteine 185. 

B. subtilis besitzt 271 essentielle Proteine 186, welche in den Experimenten auch in einer 

höheren durchschnittlichen Kopienanzahl als die weiteren Proteine quantifiziert wurden 

(Abb. 24). Aus diesem Grund sollten die essentiellen Proteine des Bakteriums relativ einfach 

nachweisbar sein. Die Analyse der Daten zeigte aber, dass nur 75 % der essentiellen Proteine 

nachgewiesen werden konnten. Viele der nicht nachgewiesenen Proteine waren 

Membranproteine, wie z. B. Sekretionsproteine oder Na+/H+ Antiporter. Eine weitere große 

Gruppe nicht identifizierter Proteine waren Proteine mit einem geringen Molekulargewicht 

unter 10 kDa, wie beispielsweise eine Gruppe ribosomale Proteine (Rpm-Proteine). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass die Identifikation bestimmter Proteingruppen nicht möglich ist. Da 

schon die Identifikation der Proteine ein Problem darstellt, muss davon ausgegangen 

werden, dass die quantitativen Daten zu den identifizierten Proteinen mit einem geringen 

Molekulargewicht und oder von Membranproteinen möglicherweise fehlerbehaftet sind. 
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Abb. 24. Anzahl der Kopien pro Zelle für die essentiellen und nicht essentiellen Proteine von 

B. subtilis. Die essentiellen Proteine wurden Kobayashi et. al.186 entnommen. 

 

Als weiteres Beispiel um den Einfluss der Lokalisation auf die Quantifizierung einschätzen zu 

können, wurde die ATPase ausgewählt. Da der Komplex zum Teil in der Membran verankert 

ist, aber ebenso zytosolische Komponenten enthält und die Stöchiometrie gut bekannt ist, 

kann sehr gut die Zuverlässigkeit der Quantifizierung der Membranproteine bewertet 

werden. Der ATPase Komplex besteht aus acht Untereinheiten mit folgender Stöchiometrie 

(AtpA:AtpB:AtpC:AtpD:AtpE:AtpF:AtpG:AtpH 3:1:1:3:10:2:1:1) 187 und ist in Abbildung 25-A 

schematisch dargestellt. Die integralen Membranproteine des Komplexes, AtpB und AtpF, 

wurden nicht identifiziert. Es wurde aber gezeigt, dass diese Gruppe an Proteinen nur mit 

bestimmten Anreicherungsmethoden zugänglich sind 31. Auch wenn die Hi3-Methode nur 

bedingt zur Stöchiometrie-Bestimmung geeignet ist, so kann sie doch wichtige Hinweise 

liefern. Die bekannte Stöchiometrie konnte nur für die nicht an der Membran assoziierten 

Proteine AtpA, AtpC und AtpD bestätigt werden. Die weiteren Proteine des Komplexes 

wurden in einer Menge quantifiziert, die unter der aus der Stöchiometrie zu erwarteten 

Menge liegt (Abb. 25-B). Dieses Resultat hängt vermutlich mit einer unvollständigen 

Ablösung der Proteine von der Membran während der Probenvorbereitung zusammen. 

Deswegen muss bei den Membranproteinen davon ausgegangen werden, dass sie häufig nur 

in einer zu geringen Menge quantifiziert werden können. 
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Abb. 25. (A) Schematische Darstellung des ATPase Protein Komplexes (nach 

http://www.genome.jp/kegg-

bin/show_pathway?org_name=bsu&mapno=00190&mapscale=1.0&show_description=show 

angepasst). (B) Ergebnisse der absoluten Proteinbestimmung des ATPase-Komplexes. Die 

blauen Säulen symbolisieren die bestimmte Anzahl an Proteinkopien pro Zelle in der S-

Bedingung. Die roten Säulen entsprechen der bekannten Stöchiometrie 187 normalisiert auf 

das Quantifizierungsergebnis von AtpA. 

 

2.3.6 Absolute Proteomsignaturen für unterschiedliche Nährstoffbedingungen 

Aufgrund der Verfügbarkeit unterschiedlicher Kohlenstoffquellen in den unterschiedlichen 

Wachstumsbedingungen wird ein unterschiedliches Expressionslevel der Proteine des 

zentralen Kohlenstoffwechsels erwartet. Dieser Expressionsunterschied soll genutzt werden 

um absolute Proteomsignaturen für unterschiedliche Nährstoffsituationen aufzustellen. 

Dazu wurden die Anzahl der Proteinmoleküle pro Zelle des Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)-

Weges, der Gluconeogenese, des „overflow“ Metabolismus (Laktat- und Acetat-Gärung), der 

Pyruvat-Carboxlase und des Tricarbonsäure (TCA) Zyklus in den verschiedenen 
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Wachstumsbedingungen verglichen. Die Zusammensetzung der Medien ist kurz in Tab. 4 

zusammengefasst.  

 

Tab. 4: Zusammensetzung der fünf verwendeten Wachstumsmedien. 

Medium M9-Pyr S TS CH CHG 

Kohlenstoffquelle Pyruvat Glukose Glukose
Glutamat 

Caseinhydrolysat

Alanin 

Glutamat 

Asparagin 

Glukose 
Caseinhydrolysat 

Alanin 

Glutamat 

Asparagin 

Stickstoffquelle NH4
+ NH4

+ NH4
+ 

Glutamat 

NH4
+ 

Caseinhydrolysat 
Alanin 

Glutamat 

Asparagin 

NH4
+ 

Caseinhydrolysat 
Alanin 

Glutamat 

Asparagin 

 

Da keine Anpassungsprozesse untersucht wurden, kann die Proteinkonzentration in Relation 

zu dem Stoffumsatz durch das Protein gesetzt werden. Die Größe der Zellen von B. subtilis 

nimmt mit der Wachstumsrate zu 183. Aus diesem Grunde wurden die Ergebnisse in Moleküle 

pro Zelle auf das Volumen der S-Bedingung normalisiert. Für Zellen aus dem M9-Pyr-Medium 

wurde das gleiche Volumen wie für Zellen aus der S Bedingung angenommen. 

Der EMP-Weg ist der wichtigste Stoffwechselweg in B. subtilis um Glukose zu Pyruvat 

abzubauen. Auf diesem Wege gewinnt das Bakterium Energie in Form von ATP, 

Redoxäquivalente in Form von NADH und Kohlenstoffgrundgerüste. Der Stoffwechselweg 

kann in zwei Abschnitte unterteilt werden. Die Enzyme des oberen Abschnitts (Pgi, PfkA, 

FbaA) katalysieren den Abbau von Glukose-6-Phosphat zu Dihydroxyaceton-Phosphat und 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat. Das Expressionlevel dieser Enzyme war unter allen 

Bedingungen vergleichbar, was vorherige Studien bestätigt, in denen eine konstitutive 

Expression dieser Enzyme bereits beschrieben wurde 52. Der untere Abschnitt des 

Stoffwechselweges katalysiert den weiteren Abbau zu Pyruvat. Die Proteine dieses 

Abschnitts sind zum größten Teil im gapA-Operon organisiert (GapA, Tpi, Pgk, Pgm, Eno). 

Unter gluconeogenetischen Bedingungen ermöglichen die Glyceraldehyd-3-phosphat-
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Dehydrogenase 2 (GapB) und die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PckA) die Synthese 

von Glukose mittels des EMP-Weges. 

Pyruvat ist das Endprodukt des EMP Weges und wird auf vielfältige Weise in der Zelle 

weiterverwendet. Es kann zum einen in der Laktat-Gärung durch die Laktat-Dehydrogenase 

(Ldh) verwertet werden. Durch die Reaktion der Pyruvat-Carboxylase (PycA) wird es zu 

Oxalacetat umgesetzt, was zum einen für die Aspartat-Biosynthese wichtig ist, wie auch für 

die Glutamat-Biosynthese, wenn es nicht im Medium vorhanden ist. Oxalacetat wird dann 

durch die drei ersten Enzyme des TCA-Zyklus (CitZ, CitB und Icd) zu α-Ketoglutarat und 

weiter Glutamat umgesetzt, was als „anabole Gabel“ bezeichnet werden kann. Pyruvat kann 

ebenso zu Acetyl-CoA durch die Pyruvate-Dehydrogenase (PdhA-D) abgebaut werden. 

Acetyl-CoA kann in den TCA-Zyklus, wo es komplett oxidiert wird, oder die Acetat-Gärung 

(Phosphotransacetylase, Pta und Acetatkinase, AckA) eintreten, wie auch als Vorstufe 

Fettsäure-Synthese genutzt werden. Da das Expressionslevel der Enzyme der Fettsäure-

Synthese vermutlich nicht unabhängig von der Wachstumsrate interpretiert werden kann, 

wurde der Level der Pyruvat-Dehydrogenase Moleküle in diesem Vergleich nicht beachtet. 

Beim Wachstum im Überfluss von Glukose wird der Zucker nicht vollständig durch TCA-

Zyklus und aerobe Atmung oxidiert 188, stattdessen findet ein „overflow“ Metabolismus 

statt, wobei durch die Laktat-Dehydrogenase-Reaktion (Ldh) Laktat als Metabolit 

ausgeschieden wird oder Acetat (Pta und AckA). Diese Reaktionen ermöglichen eine 

Regeneration von NADH und erzeugen zusätzlich Energie in Form von ATP. 

Die M9-Pyr-Bedingung war dadurch gekennzeichnet, dass Pyruvat als Kohlenstoffquelle und 

Ammoniumionen als Stickstoffquelle zu Verfügung standen. In dieser Bedingung waren die 

Enzyme des gapA-Operon nur gering exprimiert (1.000 - 6.000 Moleküle pro Zelle), was auf 

die Repression des Operons durch den Repressor CggR in Abwesenheit von Glukose zu 

erklären ist 166. Auf der anderen Seite wird der Repressor der Gluconeogenese-Enzyme PckA 

und GapB inaktiv in der Abwesenheit von Glukose 167, was der Grund für die hohe Expression 

der gluconeogenetischen Enzyme ist (GapB: 4.000; PckA: 18.000). Es konnte nur ein geringes 

Level an Proteinen des „overflow“ Metabolismus festgestellt werden (Ldh: nicht detektiert 

(n. d.); Pta: 1.400; AckA: 2.000). Der Level der Pyruvat-Carboxylase war hingegen sehr hoch 

(5.300), was auf eine hohe Aktivität der „anabolen Gabel“ hindeutet, um die Biosynthese 

von Aspartat und Glutamat zu ermöglichen. Der Level aller Enzyme des TCA-Zyklus war sehr 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

86 
 

hoch (3.000 - 40.000), was darauf schließen lässt, dass die Zelle darauf angewiesen ist, ihre 

Energie durch eine vollständige Oxidation von Acetyl-CoA zu gewinnen. Acetyl-CoA wird 

dazu aus Pyruvat durch die Pyruvat-Dehydrogenase gebildet und im TCA-Zyklus komplett 

oxidiert. Die dabei entstandenen Redoxäquivalente werden in der Atmungskette und 

oxidativer Phosphorylierung zu Energie in Form von ATP umgesetzt. 

In der S-Bedingung war Glukose die Kohlenstoffquelle und Ammoniumionen die einzige 

Stickstoffquelle. Auch unter diesen Bedingungen müssen alle Aminosäuren von der Zelle 

synthetisiert werden. Die Bedingung zeichnete sich durch ein hohes Expressionslevel der 

Proteine des gapA-Operons aus, was durch die wegfallende Repression des Operons durch 

CggR zu erklären ist (3.000 – 20.000). Es konnten auch keine gluceoneogenetischen Enzyme 

detektiert werden, was auf glykolytisches Wachstum schließen lässt. Desweiteren sind die 

Proteine des „overflow“-Metabolismus auf einem mittleren Niveau exprimiert (Ldh: 1.000; 

Pta: 2.800; AckA: 1.600). PycA wurde in einer mittleren Anzahl an Kopien pro Zelle 

quantifiziert (2.200). Beim TCA-Zyklus wurden nur die ersten drei Enzyme (CitZ, CitB und Icd) 

auf einem hohen Level exprimiert (5.000 – 37.000), wohingegen die restlichen Enzyme eher 

niedrig exprimiert wurden (500-7.400). Des lässt darauf schließen, dass der TCA-Zyklus in 

dieser Bedingung nur auf einem Grundlevel exprimiert wird und nur die „anabole Gabel“ zur 

Synthese von Aspartat und Glutamat genutzt wird. Die Ergebnisse deuten deswegen darauf 

hin, dass die Energie für die Zelle hauptsächlich durch den „overflow“-Metabolismus 

gewonnen wird. 

Im Unterschied zur S-Bedingung wurde für die TS-Bedingung noch Glutamat als Stickstoff- 

und Kohlenstoffquelle dem Medium zu gesetzt. Auch diese Bedingung zeichnet sich durch 

glykolytisches Wachstum aus (Proteine des gapA-Operons: 2.200 – 23.000). Im Vergleich zu 

der S-Bedingung findet der „overflow“-Metabolismus weniger über Laktat, sondern eher 

über Acetat statt (Ldh: 200; Pta: 3.600; AckA: 4.000). Alle Enzyme des TCA-Zyklus wurden nur 

gering exprimiert (500 – 15.000) und ebenso die Pyruvat-Carboxylase (1.200), die 

wahrscheinlich nur Oxalacetat als Vorstufe für die Aspartat-Biosynthese zur Verfügung stellt. 

Da in dem Medium Glutamat vorliegt, muss nicht α-Ketoglutarat als Vorstufe für die 

Synthese weiterer Aminosäuren gebildet werden. Glutamat kann somit direkt als Vorstufe 

für die Biosynthese von z. B. Glutamin oder Arginin genutzt werden. Da die Energie über den 
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„overflow“-Metabolismus gewonnen wird, ist kein hohes Expressionsniveau der restlichen 

TCA-Zyklus-Enzyme erforderlich. 

In der CH Bedingung war keine Glukose vorhanden und ein Hydrolysat von Casein stand als 

Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zur Verfügung, in dem alle Aminosäuren zur Verfügung 

standen. Bezogen auf den EMP-Weg und auf die gluconeogenetischen Enzyme war ein 

ähnliches Expressionsmuster wie in der M9-Pyr-Bedingung, zu erkennen, was auch unter 

dieser Bedingung für ein gluconeogentisches Wachstum spricht (gapA-Operon: 1.000 – 

4.500; GapB: 9.700; PckA: 27.000). Desweiteren wurden nur die Enzyme des Acetat-

„overflow“-Metabolismus auf hohem Niveau exprimiert (Pta: 3.800; AckA: 5.700). Die Ldh 

konnte nicht nachgewiesen werden. Ebenso waren alle Enzyme des TCA-Zyklus (3.500 – 

40.000) und die Pyruvat-Carboxylase (3.500) hoch exprimiert. Die im Vergleich zur den S- 

und TS-Bedingungen hohe Expression von PycA lässt sich vermutlich durch einen hohen 

intrazellulären Pyruvat-Spiegel erklären, der sich aus der hohen Expression der Alanin-

Dehydrogenase (38.000), die Alanin zu Pyruvat abbaut, ableiten lässt. Beim Wachstum auf 

Pyruvat wurde sogar ein noch höherer Level von PycA erhalten. Im Gegensatz zur M9-Pyr-

Bedingung war aber eine Synthese von Glutamat und abgeleiteten Aminosäuren nicht 

erforderlich, da Arginin und Glutamat auch in einem hohen Maße zu α-Ketoglutarat 

abgebaut werden, was sich aus einem hohen Level der entsprechenden Abbauenzyme 

ableiten lässt (RocF: 7.100; RocD: 59.000; RocA: 24.000; RocG: 8.300). Auch war keine 

Aspartat-Biosynthese nötig, was sich im Vergleich zur S-Bedingung nur halb so hohen 

Expressionslevel des Synthese-Enzymes ableiten lässt (AspB; S-Bedingung 10.000, CH-

Bedingung 5.000). Ebenso waren alle Enzyme des TCA-Zyklus (3.500 – 40.000) hoch 

exprimiert, was auf eine Energiegewinnung durch die Atmungskette und oxidative 

Phosphorylierung hindeutet. Da aber auch Pta und AckA in einer hohen Anzahl an Kopien 

pro Zelle vorkommen, kann von einer zusätzlichen Energiegewinnung durch „overflow“-

Metabolismus über Acetat ausgegangen werden. 

Der Unterschied zwischen der CH- und der CHG-Bedingung war, dass zusätzlich Glukose zu 

dem Medium hinzugefügt wurde. Dieses führte zu einem glykolytischen Wachstum, was aus 

dem Level der Enzyme des gapA-Operons abgeleitet werden konnte (10.000 – 78.000). Im 

Vergleich zu den anderen Wachstumsbedingungen, waren alle Enzyme des „overflow“-

Metabolismus auf einem hohen Niveau exprimiert (Ldh: 1.800; Pta: 22.000; AckA: 25.000). 
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Die Proteine TCA-Zyklus sind hingegen, wie in der TS-Bedingung nur gering exprimiert (900 – 

19.000), da das Medium auch Glutamat und Aspartat enthält, ist keine Synthese von 

Aminosäuren-Vorstufen erforderlich. Die Pyruvat-Carboxylase sind hingegen auf einem 

ähnlichen Niveau, wie in der S-Bedingung exprimiert (2.200), obwohl die „anabole Gabel“ 

nicht erforderlich ist. Da aber auch in der CHG-Bedingung in einem hohen Maße, die Alanin-

Dehydrogenase exprimiert wird (25.000), lässt sich diese Beobachtung wahrscheinlich auch 

auf einen hohen Pyruvat-Spiegel zurückführen. 

Alle Ergebnisse sind der Abbildung 26 zusammengefasst. 
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Abb. 26. Schematische Darstellung für den EMP-Weg, Gluconeogenese, „overflow“-

Metabolismus, Pyruvat-Carboxylase, den TCA-Zyklus und die Moleküle pro Zelle für die 

einzelnen Proteine der Stoffwechselwege. Die Zellen wurden in fünf verschiedenen 

Wachstumsmedien mit unterschiedlicher Nährstoffzusammensetzung kultiviert (M9-Pyr, S, 

TS, CH, CHG). 

 

Wie die Ergebnisse gezeigt haben und auch schon vorher beschrieben war 188, betreibt 

B. subtilis bei Wachstum auf Glukose einen „overflow“ Metabolismus, der durch ein geringes 

Level der Enzyme des TCA-Zyklus und einem hohem Level Enzyme des „overflow“-

Metabolismus gekennzeichnet ist. Unter dieser Bedingung spielt die Energiegewinnung 

durch die Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung keine Rolle. Sobald aber Glukose 

im Medium fehlt, deutet die erhöhte Expression aller TCA-Zyklus-Enzyme daraufhin, dass die 

Zelle Energie über einen vollständigen Abbau von Acetyl-CoA über den TCA-Zyklus und 

oxidative Phosphorylierung gewinnt. Es ist zwar schwer Aussagen über die absoluten 

Mengen der Atmungskettenzyme zu machen, da sie zu einem großen Teil in der Membran 

verankert sind, aber sie können trotzdem zwischen den Bedingungen relativ verglichen 

werden. Bei dem Vergleich zeigt sich, dass in Bedingungen, in denen keine Glukose zur 

Verfügung steht (M9-Pyr, CH) die Mengen an den Enzymen verglichen zu den anderen 

Bedingungen fast doppelt so hoch sind. (Tab. 5). Somit unterstützen diese Ergebnisse die 

Annahme, dass unter den gluconeogetischen Bedingungen eine verstärkte 

Energiegewinnung durch die Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung stattfindet. 

  



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

91 
 

Tab. 5. Überblick über Moleküle pro Zelle der Proteine der Atmungskette und oxidativer 

Phosphorylierung von B. subtilis. Die Zellen wurden in fünf verschiedenen 

Wachstumsmedien mit unterschiedlicher Nährstoffzusammensetzung kultiviert (M9-Pyr, S, 

TS, CH, CHG). Nicht detektierte Proteine wurden mit n. d. gekennzeichnet. 

Protein Moleküle pro Zelle

M9-Pyr S TS CH CHG 

AtpA 11.973 6.807 4.923 21.641 22.558 

AtpC 1.242 1.924 1.175 2.168 3.142 

AtpD 20.369 10.748 5.313 26.091 22.648 

AtpF 4.955 644 566 4.226 5.185 

Ndh 4.666 3.813 5.307 9.069 15.840 

QcrA 1.899 204 94 692 n.d. 

QcrB 139 68 n.d. 297 n.d. 

QoxA 1.137 394 431 2.461 3.256 

QoxB n.d. 89 137 760 2.557 

QoxC n.d. n.d. n.d. 313 n.d. 

YutJ 497 271 261 1.414 680 

 

Die gemessenen Daten erlauben nun mit der absoluten Quantifizierung weniger Proteine 

einen tiefen Einblick in bakteriellen Stoffwechsel unter unbekannten 

Wachstumsbedingungen. Die Unterscheidung zwischen glykolytischen oder 

gluconeogenetischen Wachstum kann zwar relativ einfach über die Anwesenheit von PckA 

oder GapB erfolgen, die erstellten Daten ermöglichen jetzt aber die gleiche Aussage nur über 

die Quantifizierung von z. B. GapA. Wenn das Protein mit ca. 4.500 Kopien in der Zelle 

vorliegt, wächst die Zelle gluconeogenetisch, wenn aber mehr als 20.000 Kopien vorliegen 

glykolytisch mit einem Überschuss an Glukose im Wachstumsmedium. Diese Daten können 

durch die Quantifizierung von Ldh unterstützt werden, was nur unter glykolytischen 

Bedingungen nachgewiesen wurde. Die weitere Quantifizierung von zwei Enzymen des TCA-

Zyklus lässt eindeutige Aussagen dazu, ob er für die Produktion von Redoxäquivalenten, die 

später zur Atmung genutzt werden oder der Produktion von Vorstufen für die Biosynthese 

von beispielsweise Glutamat oder nur auf einem geringen Grundlevel exprimiert wird. Dazu 

kann z. B. das Expressionslevel von Icd und OdhA genutzt werden. Icd ist zum einem Teil der 

„anabolen Gabel“ durch die in Abwesenheit von Glutamat und Aspartat im Medium die 

Vorstufen dieser Aminosäuren synthetisiert, wie auch des katabolen TCA-Zyklus, der der 

Energiegewinnung durch vollständige Oxidation von Acetyl-CoA dient. Bei einem 
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Expressionlevel von Icd von ca. 40.000 Kopien pro Zelle, wird entweder die „anabole Gabel“ 

genutzt oder der TCA-Zyklus. Bei ca. 16.000 Kopien pro Zelle liegen die Proteine des TCA-

Zyklus und die „anabole Gabel“ nur auf einem Grundlevel vor. OdhA erlaubt die 

Entscheidung, ob der TCA-Zyklus im Energiestoffwechsel genutzt wird oder nur die „anabole 

Gabel“. Bei etwa 2.400 Kopien pro Zelle wird der TCA-Zyklus nur auf einem Grundlevel 

exprimiert und bei etwa 14.000 Kopien pro Zelle wird der Zyklus zur Energiegewinnung 

eingesetzt. 

Solche Datensätze können somit in Zukunft ohne weitere relative Vergleiche durchführen zu 

müssen helfen eine erste Einschätzung über den Kohlenstoffwechsel in unbekannten 

Wachstumsbedingungen zu gewinnen. 

 

2.3.7 Einblicke in regulatorische Ereignisse 

Zusätzlich zu den Proteomsignaturen können durch die absoluten Proteindaten Einblicke 

darüber gewonnen werden, wie unterschiedliche Proteinmengen durch bestimmte 

Regulatoren beeinflusst werden. 

Dazu wurden zwei Beispiele ausgewählt: Ein Vergleich der Mengen der Enzyme des 

Aminosäure-Abbaus mit und ohne Glukose (CHG gegen CH) und ein Vergleich der Menge der 

Enzyme des „overflow“-Metabolismus über Acetat in den Experimenten. 

Die unterschiedliche Verfügbarkeit von Glukose in der CH- und CHG-Bedingung erlaubt eine 

tiefergehende Analyse der Daten unter dem Gesichtspunkt, welche Aminosäure-Abbauwege 

durch die C-Kataboliten-Repression 51, 161, 162, beeinflusst werden. In der CH-Bedingung sind 

die Abbauenzyme von Glutamat, Arginin und Alanin hoch exprimiert, was zu der 

Schlussfolgerung führt, dass diese Aminosäuren die bevorzugten Kohlenstoff- und 

Stickstoffquellen sind. Wenn Glukose im Medium vorhanden ist (CHG), wird die Expression 

der Abbauenzyme, die der C-Kataboliten-Repression unterliegen, unterdrückt. Dieses wurde 

für die Abbauwege von Glutamat und Arginin beobachtet. Im Gegensatz dazu war die Alanin-

Dehydrogenase (Ald), die Alanin abbaut, auch in der CHG-Bedingung mit einer sehr hohen 

Anzahl an Kopien in der Zelle vorhanden. Die Expression von Ald kann folglich nicht der C-

Kataboliten-Repression unterliegen, was auch schon vorher berichtet wurde 189. Die 
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Bestätigung dieses Ergebnisses zeigt das Potential der absoluten Proteinbestimmung in der 

Aufklärung der Regulation der Genexpression. 

Das Beispiel der Enzyme des „overflow“-Metabolismus über Acetat erlaubt einen noch 

tieferen Einblick in die Genregulation. Obwohl die Phosphotransacetylase (Pta) und die 

Acetatkinase (AckA) nicht in einem Operon vorliegen, wurden sie unter allen Bedingungen in 

einer vergleichbaren Anzahl an Kopien pro Zelle nachgewiesen. Dieses lässt sich mit der 

bekannten Ko-Regulation durch den pleiotropen Regulator der C-Kataboliten-Repression 

CcpA erklären. CcpA induziert die Expression von AckA und Pta in der Anwesenheit von 

Glukose 190, 191. Im Vergleich der Wachstumsbedingungen, die sich nur durch die 

Kohlenstoffquelle unterschieden (M9-Pyr: Pyruvat und S: Glukose), wurde nur eine geringe 

Zunahme von Pta und AckA in Anwesenheit von Glukose beobachtet, deswegen kann von 

einem nur geringen positiven Effekt von CcpA auf die Expression der Proteine ausgegangen 

werden. Zumindest von AckA ist zusätzlich bekannt, dass die Expression positiv durch 

verzweigtkettige Aminosäuren beeinflusst wird, was durch den globalen Regulator CodY 

gesteuert wird 192. Im Vergleich der S-Bedingung zu der CH-Bedingung, wo die 

verzweigtkettigen Aminosäuren im Medium vorhanden waren, wurde mehr als eine 

Verdopplung der Anzahl der Kopien pro Zelle für AckA und Pta beobachtet. Wenn man einen 

möglichen Einfluss der Wachstumsrate auf die Expression dieser Enzyme außer Acht lässt, 

kann davon ausgegangen werden, dass der positive Effekt von CodY auf die Expression der 

Gene der Acetatgärung größer ist als der von CcpA. 

Zusammenfassend zeigen diese zwei Beispiele das hohe Potential der absoluten 

Proteinquantifizierung um tiefgehende Einblicke in regulatorische Ereignisse in der Zelle zu 

erhalten. 

 

2.3.8 Detaillierte Analyse der Proteinmengen des Aminosäure-Stoffwechsels 

Beim Vergleich der S- und der-CH Bedingung ist auffällig, dass die Menge der Proteine 

einiger Aminosäure-Synthesewege nicht in Abhängigkeit der Verfügbarkeit der Aminosäure 

reguliert wird, was auch schon vorher beschrieben wurde 44. 
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In der CH-Bedingung war beispielweise Glutamat im Medium vorhanden und die 

Biosyntheseenzyme waren nicht nachweisbar. Dieses Ergebnis ist zu erwarten, da die 

Aminosäuren nicht synthetisiert werden müssen. Im Gegensatz dazu weichen die 

Biosyntheseenzyme von Alanin, der verzweigtkettigen Aminosäuren und Arginin davon ab. 

Das Alanin-Syntheseprotein AlaT wird konstitutiv exprimiert, was auch schon vorher gezeigt 

wurde 193. Das gleiche Resultat ergab auch die absolute Quantifizierung der Proteine der 

Arginin-Biosynthese, wohingegen die Abbauenzyme nur unter den Bedingungen, unter 

denen Arginin abgebaut wird, exprimiert werden. Die Proteine der verzweigtkettigen 

Aminosäuren-Synthese (Leucin, Isoleucin und Valin) werden nur zum Teil reprimiert, wenn 

diese Aminosäuren im Medium vorhanden sind (Tab. 6). 
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Tab. 6. Moleküle pro Zelle für die Abbau- und Biosyntheseenzyme von Glutamat, Alanin, 

verzweigtkettige Aminosäuren (Leucin, Valin, Isoleucin) und Arginin. Die Zellen wurden 

entweder auf Minimalmedium ohne Aminosäuren (S) oder auf einem Medium mit allen 

Aminosäuren angezogen (CH). Nicht detektierte Proteine wurden mit n. d. gekennzeichnet. 

Stoffwechselweg Protein 
Moleküle pro Zelle 

S  CH  

Glutamat-Abbau GudB 239 3384 

 RocG n. d. 8260 

Glutamat-Synthese GltA 2409 n. d. 

 GltB 1128 n. d. 

L-Alanin-Abbau Ald 845 38362 

L-Alanin-Synthese AlaT 143 186 

Isoleucin/Valin/Leucin-Abbau BkdAA 366 480 

 BkdAB 272 1187 

 BkdB 519 2514 

 Bcd 565 1805 

Leucin-Synthese LeuA 1515 178 

 LeuB 6438 486 

 LeuC 751 186 

 LeuD 1251 n. d. 

 LeuS 1458 3224 

Valin-Synthese ValS 1169 1831 

Isoleucin-Synthese IleS 2829 4817 

 IlvA 969 916 

 IlvB 1230 n. d. 

 IlvC 21254 1484 

 IlvD 3104 796 

 IlvH 603 n. d. 

 YwaA 1220 893 

Arginin-Abbau RocF 102 4732 

 RocD 272 39023 

 RocA n. d. 15957 

 YcgM n. d. 524 

 YcgN 73 12635 

Arginin-Synthese ArgJ 537 662 

 ArgB 115 234 

 ArgC 338 n. d. 

 ArgD 879 560 

 ArgJ 537 662 

 ArgF 874 564 

 ArgG 2105 1738 

 ArgH 993 481 

 CarA n. d. 168 

 CarB 127 217 

 ArgS 972 1129 
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2.3.9 Wachstumsratenabhängige Veränderung der zellulären 

Proteinkonzentrationen 

Durch die unterschiedlichen Nährstoffbedingungen konnten B. subtilis-Zellen unter fünf 

verschiedene Wachstumsraten kultiviert werden (Abb. 20). Durch die Hi3-

Quantifizierungsmethode wurden erstmals die Anzahl der Kopien pro Zelle der ribosomalen 

Proteine von B. subtilis verfügbar. Da die Ribosomen für einen zentralen Punkt bei der 

Zunahme an Biomasse verantwortlich sind, wurde die Anzahl der Kopien pro Zelle in Relation 

zur Wachstumsrate gesetzt, um zu überprüfen, ob es einen Zusammenhang zwischen der 

Anzahl der Ribosomen und der Wachstumsrate gibt (Abb. 27). Für einige Proteine, z. B. 

RpsU, war ein deutlicher Zusammenhang zwischen Wachstumsrate und 

Proteinkonzentration festzustellen. Die durchschnittliche Ribosomenkonzentration blieb 

aber bis zu einer Wachstumsrate von 0,81 h-1 konstant und stieg danach linear mit 

Wachstumsrate an. Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass das Wachstum bei niedrigen 

Wachstumsraten nicht durch die Menge an Ribosomen limitiert ist. 
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Abb. 27. Moleküle pro Zelle der ribosomalen Proteine von B. subtilis in Relation zu der 

Wachstumsrate der Zellen. Die schwarze Linie symbolisiert die durchschnittliche Anzahl der 

ribosomalen Proteine pro Zelle. 

 

Da das Wachstum bei einer niedrigen Wachstumsrate nicht durch die Menge an Ribosomen 

beschränkt wird, ist eine Möglichkeit, dass die Menge an Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in 

Abhängigkeit der Wachstumsrate reguliert wird. Es wurde aber ein ähnlicher Zusammenhang 

zwischen Wachstumsrate und Anzahl der Kopien pro Zelle für die Aminoacyl-tRNA-

Synthetasen wie für die Ribsomen festgestellt (Abb. 28). Dieses Ergebnis legt den Schluss 

nahe, dass die Mengen an Ribosomen und Aminoacyl-tRNA-Synthetasen in der Zelle 

aufeinander abgestimmt sind. Beide sind aber bei niedrigen Wachstumsraten in einer 
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größeren Menge vorhanden, als benötigt und steigen erst ab einer Wachstumsrate von 

0,8 h-1 proportional an. 

 

Abb. 28. Moleküle pro Zelle der Aminoacyl-tRNA-Synthetasen von B. subtilis in Relation zu 

der Wachstumsrate der Zellen. Die schwarze Linie gibt die durchschnittliche Anzahl der 

Proteine pro Zelle wieder. 

 

Neben der Proteinbiosynthese kommen noch weitere biosynthetische Wege, wie z. B. die 

Zellwandsynthese, Purin- und Pyrimidin-Synthese, oder auch die Konzentration der DNA-

Transkriptionsproteine als Proteingruppen, deren Konzentration direkt mit der 

Wachstumsrate verknüpft ist, in Frage. Aus diesem Grund wurde die durchschnittliche 

Anzahl der Kopien der Purin-, Pyrimidin-, Peptidoglycan- und Teichonsäure-Synthese-

Proteine, wie auch die durchschnittliche Menge der Transkriptionsproteine gegen die 

Wachstumsrate aufgetragen. Auch bei diesen Proteingruppen wurde der gleiche 
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Zusammenhang zwischen Wachstumsrate und Proteinkonzentration wie für die Protein-

Biosynthese-Proteine entdeckt (Abb. 29). 

 

Abb. 29. Durchschnittliche Anzahl an Molekülen pro Zelle der Purin-, Pyrimidin-, 

Peptidoglycan- und Teichonsäure-Biosynthese-Proteine und der Transkriptionsproteine von 

B. subtilis in Relation zu der Wachstumsrate der Zellen. 

 

Die Ergebnisse zu den Wachstumsraten-abhängigen Proteinkonzentrationen zeigen, dass 

B. subtilis von allen näher betrachteten Proteinklassen eine Minimumkonzentration in der 

Zelle vorhält. Erst ab einer Wachstumsrate von 0,8 h-1 wird die Konzentration aller dieser 

Proteine linear mit der Wachstumsrate gesteigert. Dadurch, dass das Bakterium bei 

niedrigen Wachstumsrate, wichtige Proteine in ausreichender Menge vorhält, ermöglicht es 

dem Bakterium bei verbesserter Nährstoffsituation die Wachstumsrate schnell zu steigern, 

ohne zusätzliche Proteine synthetisieren zu müssen. 

  

100

1000

10000

0,23 0,47 0,79 1,01 1,39

M
ol

ek
ül

e
pr

o 
Ze

lle

Wachstumsrate [1/h]

Purin-Biosynthese-Proteine Pyrimidin-Biosynthese-Proteine

Transkriptionsproteine Teichonsäure-Biosynthese-Proteine

Peptidoglycan-Biosynthese-Proteine



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

100 
 

2.4 Entwicklung eines mTRAQ-basierten absoluten Quantifizierungsansatz 

zur Bestimmung der Stöchiometrie der RNA-Polymerase von B. subtilis 

Absolute Quantifizierungsmethoden erlauben neben der Bestimmung der Proteinkopien pro 

Zelle auch die Bestimmung der Stöchiometrie von Proteinkomplexen. Das Wissen über die 

Stöchiometrie dieser Komplexe ist wichtig, da viele Prozesse in der Zelle von Multi-Protein-

Komplexen gesteuert werden. Dazu zählen beispielsweise die Signaltransduktion oder die 

Genexpression. Aus diesen Gründen ist die Identifikation und Charakterisierung der 

Komplexe von einem wachsenden Interesse. Als eine der ersten Methoden erlaubte der 

„Yeast-Two-Hybrid“-Assay die Identifikation von interagierenden Proteinen 194. Später 

wurden dazu Affinitätsaufreinigungen wie die „Tandem-Affinity-Purification“ (TAP) Methode 

eingesetzt 195, 196. Diese Technik ermöglichte die funktionelle Charakterisierung des 

kompletten Hefeproteoms 197. Auch wenn mit dieser Technik eine zuverlässige Identifikation 

von Protein-Interaktionspartnern möglich ist, so bleibt die Bestimmung der Stöchiometrie 

der Komplexe eine Herausforderung. 

Zur Entwicklung der Methode zur Komplexbestimmung wurde der RNA-Polymerase Komplex 

von B. subtilis ausgewählt. Der Komplex ist verantwortlich für die Transkription aller Klassen 

von RNAs 198. Im Jahr 1969 wurde durch Gelfiltrationsversuche erstmals die Stöchiometrie 

des RNA-Polymerase Komplexes von Escherichia coli aufgeklärt. Der Komplex besteht aus 

fünf Untereinheiten mit folgender Zusammensetzung 2ββ´ (: RpoA, β: RpoB, β´: RpoC, : 

RpoE) 199. Spätere Studien bewiesen, dass der RNA-Polymerase in B. subtilis komplexer 

aufgebaut ist und aus sieben Untereinheiten besteht. Es wurden zwei zusätzliche  

–Unterheiten entdeckt (1: YkzG und 2: YloH), wobei der Anteil dieser Untereinheiten im 

Komplex variieren kann 200. Spätere Untersuchungen zeigten, dass YkzG ein für  

–Untereinheiten untypisches Bindungsverhalten an die RNA-Polymerase hat, so dass eine 

Rolle als –Untereinheit für dieses Protein unklar ist 201. 

Zur Erkennung der spezifischen Promotersequenz an der DNA muss der Kern-RNA-

Polymerase-Komplex mit einem Sigma-Faktor interagieren und das Holo-Enzym formen, erst 

dann sind ein Aufschmelzen der DNA und ein Start der Transkription möglich 202. Es sind 17 

verschiedene Sigma-Faktoren von B. subtilis bekannt. Während exponentiellen Wachstums 

ist der Haushalts-Sigma-Faktor σA (SigA) der bedeutendste Sigma-Faktor. Fast alle 
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vegetativen Prozesse in der bakteriellen Zelle werden durch ihn gesteuert 203. In der 

Anpassung an Stress- und Hungersituationen wird der generelle Stress-Sigma-Faktor σB 

(SigB) aktiv 46. Obwohl σB eine 60-fach geringere Affinität zur RNA-Polymerase besitzt, wurde 

in Western Blot Versuchen gezeigt, dass er nach Ethanol-Stress in einer doppelten Menge im 

Vergleich zu σA an die RNA-Polymerase bindet. Der Mechanismus, wie dieses abläuft, ist 

noch nicht vollständig aufgeklärt 49. 

Da zum einen die Zusammensetzung der Kern-RNA-Polymerase sehr gut beschrieben ist und 

zum anderen wenig über das Zusammenspiel der Sigma-Faktoren an dem Komplex sowie 

über die Funktion der -und -Untereinheit bekannt ist, wurde er ausgewählt um eine 

Methode zur Bestimmung der Komplex-Stöchiometrie zu entwickeln. Die Stöchiometrie-

Bestimmung sollte dazu von aufgereinigten Komplexen von B. subtilis Zellen aus 

verschiedenen Wachstums- und Stresssituationen erfolgen.  

 

2.4.1 Aufreinigung des RNA-Polymerase-Komplex von B. subtilis 

Zur Aufreinigung des RNA-Polymerase-Komplexes wurde das rpoC-Gen chromosomal mit 

dem „Tandem Affinity Purification-Tag“ (TAP-Tag) fusioniert 195. Die Fusion wurde durch das 

pJM1rpoC-Plasmid erreicht, welches für diese Arbeit erstellt wurde. Diese Strategie 

gewährleistete, dass RpoC in der Zelle nur mit dem TAP-Tag exprimiert wird. Der richtige 

Einbau des Plasmids in das Chromosom wurde mittels PCR überprüft und der entstandene 

B. subtilis Stamm wurde BJM1 genannt. Anschließend wurden der Stamm in BMM Medium 

bis zur mittleren exponentiellen Wachstumsphase kultiviert, die Zellen geerntet und der 

Komplex nach dem kompletten TAP-Tag Aufreinigungsprotokoll angereichert. Zur 

Visualisierung der aufgereinigten Proteine wurden diese anschließend per 1-DE aufgetrennt, 

das Gel gefärbt und die Banden zur massenspektrometrischen Identifikation der Proteine 

ausgeschnitten und verdaut. 

Die Auswertung der Daten zeigte deutlich, dass alle gut auf dem Gel sichtbaren Banden zu 

Proteinen des Komplexes gehörten. So konnten die Bestandteile der Kern-RNA-Polymerase 

RpoA, RpoB, RpoC, RpoE und YloH mit dem getaggten RpoC aus der Zelle gefischt werden, 

ebenso wie der Sigma-Faktor σA. Des Weiteren konnten noch zwei Helikasen (PcrA und 

HelD), die eine mögliche Rolle in der Transkription haben könnten, ebenso mit aufgereingt 
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werden. In einigen Banden wurden viele hochabundante Proteine, wie z. B. Glykolyse-

Enzyme identifiziert, die als Kontaminanten angesehen wurden. 

Um einen ersten Überblick für die Veränderung des Komplexes zu bekommen wurden Zellen 

des BJM1-Stammes zum einen mit Ethanol gestresst und 20 Min. anschließend geerntet, wie 

auch unter Glukose-Hunger-Bedingungen angezogen und 20 Min. nach Eintritt in die 

transiente Wachstumsphase geerntet. Beide Zellkulturen wurden wie beschrieben behandelt 

und die Ergebnisse der Aufreinigungen sind in Abbildung 30 zusammengefasst. Als 

zusätzliche Komponente des RNA-Polymerase-Komplexes wurde der Sigma-Faktor σB nach 

Stress identifiziert. 

 

Abb. 30: Coomassie gefärbtes 1-DE Gel nach „Tandem-Affinity-Purification“ von RpoCTAP.  

A: Proteinmarker B: Komplex aus exponentiell wachsenden B. subtilis Zellen C: Komplex aus 

Ethanol gestressten Zellen D: Komplex aus Glukose hungernden Zellen. Bestandteile des 

RNA-Polymerase Komplexes wie auch die möglicherweise interagierenden Helikasen wurden 

markiert. 
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2.4.2 Aufbau der Methode zur stöchiometrischen Analyse des Komplexes 

Nach der Etablierung des Aufreinigungsprotokolls für den RNA-Polymerase-Komplex rückte 

die stöchiometrische Analyse des Komplexes in den Vordergrund. In den Experimenten zur 

globalen absoluten Proteinquantifizierung wurde gezeigt, dass die 

Konzentrationsbestimmung eines Proteins mit der AQUA-Methode sehr genau ist 

(Standardabweichung < 10 %). Da in dem RNA-Polymerase-Komplex insbesondere für die 

Sigma-Faktoren Verhältnisse zur Kern-Polymerase unter 1 erwartet wurden, musste die 

genutzte Methode eine möglichst genaue Bestimmung der Konzentration aller 

Untereinheiten ermöglichen. Deswegen wurde die AQUA-Methode gewählt. Da eine 

Synthese von AQUA-Peptiden, die mit schweren Isotopen markiert sind, relativ teuer ist, 

wurden in Zusammenarbeit mit Stephan Rawer von Applied Biosystems Peptide mit dem 

Δ00-mTRAQ-Markierung synthetisiert. Durch eine Markierung der aufgereinigten und 

verdauten Komplexe mit der Δ04- oder Δ08-mTRAQ-Markierung kann dann eine absolute 

Quantifizierung ähnlich der AQUA-Methode durchgeführt werden. 

Um für jedes Protein der RNA-Polymerase zwei Peptide für die Synthese auszuwählen, 

wurden die Daten der Messung für die Identifikation der Proteine des Komplexes analysiert. 

Der Vorteil der Methode ist, dass für diese Peptide schon nachgewiesen wurde, dass sie 

massenspektrometrisch detektierbar sind, was ansonsten ein Problem bei der Ableitung von 

Peptiden aus der Proteinsequenz darstellen kann. Die Peptide sollten keine ausgelassenen 

Schnittstellen von Trypsin enthalten und keine Cysteine enthalten, die oft modifiziert sein 

können (alle Peptide sind im Material und Methoden Teil beschrieben). 

Bei der Verwendung von einer Markierung zur absoluten Quantifizierung muss die 

Markierung möglichst vollständig sein um eine zuverlässiges Ergebnis zu ermöglichen. Um 

dieses sicherzustellen wurde ein Komplex aufgereinigt, verdaut und mit dem Δ04-mTRAQ 

markiert. Eine erste LC-MS Messung ergab, dass die Peaks nicht sauber getrennt waren und 

Peptide innerhalb von wenigen Minuten eluierten. Deswegen wurde das Standardprotokoll 

des Herstellers in der Weise angepasst, dass nach dem Denaturierungsschritt mit SDS ein 

Fällungsschritt mit Aceton eingebaut wurde um das Detergenz wieder aus der Probe zu 

entfernen. Diese Anpassung des Protokolls führte zu einer Trennung aller Peptide über den 

kompletten Gradienten. 



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
 

104 
 

Anschließend wurde die Markierungseffizienz mit 98 % für alle Peptide der Probe bestimmt 

und für die ausgewählten Referenz-Peptide mit 100 %. Eine vergleichsweise 

Markierungseffizienz wurde auch für die iTRAQ-Familie bestimmt 11. Alle ausgewählten 

Peptide kamen in keiner Variante eines nicht vollständig verdauten Fragments vor oder 

enthielt zusätzliche Modifikationen (Anhang X: Tabellarische Zusammenstellung der 

Identifikationsergebnissen). 

Im nächsten Schritt wurden die Peptide mit der hochselektiven SRM-Methode an der 4000 

QTRAP vermessen. Dazu wurden die Messbedingungen für drei Übergänge pro Peptid von 

Andrea Hartmann (AB Sciex) optimiert. Die Reproduzierbarkeit der Detektion wurde durch 

die dreimalige Messung einer vorbereiteten RNA-Polymerase-Aufreinigung getestet. Die 

berechneten relativen Flächen zwischen den SRM-Übergängen der Peptide mit der schweren 

mTRAQ-Markierung (Δ04 oder Δ08) und den synthetischen Referenzpeptiden, die mit der 

leichten mTRAQ-Variante (Δ00) markiert wurden, waren sehr einheitlich und bewiesen die 

hohe Reproduzierbarkeit der SRM-Messung. Danach wurde die Korrelation der Peptide eines 

Proteins untersucht. Alle Verhältnisse der Peptide eines Proteins zu den Referenzpeptiden 

resultierten in einer vergleichbaren Menge, die maximale Abweichung betrug 15 %. 

Die Ergebnisse dieser Vorexperimente legten die Grundlage für den in Abbildung 31 

schematisch dargestellten Ansatz für die stöchiometrische Analyse des RNA-Polymerase-

Komplexes von B. subtilis. 
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Abb. 31. Arbeitsablauf für die stöchiometrische Analyse des RNA-Polymerase-Komplexes von 

B. subtilis. Während der Peptidsynthese wurden die Referenzpeptide bereits mit der Δ00-

mTRAQ-Markierung versehen. Die Aufreinigung des Komplexes erfolgte nach der „Tandem 

Affinity Purification“-Methode. Durch die Verwendung der triplex mTRAQ-Markierung 

konnten gleich mehrere Proben in einer Messung verglichen werden. Die Daten wurden mit 

der MultiQuant-Software ausgewertet. 
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2.4.3 Keine Veränderungen in der Zusammensetzung der Kern-RNA-Polymerase 

in unterschiedlichen Stresssituationen 

Wie bereits für die Identifikation der Interaktionspartner von RpoCTAP wurden die BJM1-

Zellen auch für die Stöchiometrie-Bestimmung unter drei verschiedenen Bedingungen 

kultiviert (exponentielles Wachstum, Ethanol-Stress und Glukose-Hunger).  

In allen diesen Experimenten war das Verhältnis von RpoA zu RpoB und RpoC 2:1:1. Beim 

zweiten biologischen Replikat konnte aus technischen Gründen nur ein Peptid von RpoC zur 

Quantifizierung herangezogen werden, deswegen konnte dort keine Standardabweichung 

zwischen den beiden Peptiden berechnet werden. RpoE wurde in gleichen Mengen im 

Komplex aufgefunden wie RpoB, was auch bereits vorher beschrieben wurde 201. Leider war 

eine Quantifizierung dieses Proteins in der Glukose-Hunger-Probe nicht möglich. In allen 

Wachstumsbedingungen konnte ein 1:1 Verhältnis von YkzG zur Kern-RNA-Polymerase 

bestimmt werden, wohingegen YloH immer in einem ähnlichen Verhältnis wie σA 

vorgekommen ist. Es trugen zwischen 25 bis 35 % der Polymerasen YloH. Es ist zwar möglich, 

dass YloH aufgrund einer geringeren Affinität zur RNA-Polymerase immer in einer geringeren 

Menge als YkzG quantifiziert wurde. Andererseits wurde in anderen Studien bereits eine 

größere Menge von YkzG als YloH in der RNA-Polymerase beschrieben 204 und zusätzlich, 

dass das Level von YloH an der RNA-Polymerase ca. 50 % beträgt 201 (Abb. 32).  
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Abb. 32. Stöchiometrie des RNA-Polymerase-Komplexes von B. subtilis in drei verschiedenen 

Wachstumsbedingungen. (A) Exponentielles Wachstum, (B) Ethanol-Stress, (C) Glukose-

Hunger. Alle Verhältnisse sind in Relation zu RpoB angegeben. 

 

2.4.4 σB bindet an die RNA-Polymerase bei Ethanol-Stress und Glukose-Hunger 

Unter exponentiellen Wachstumsbedingungen ist die Menge an σB im RNA-Polymerase-

Komplex nahe dem Detektionslimit der Methode. Diese Menge steigt beim Eintritt in die 

Transient-Phase, hervorgerufen durch Glukose-Hunger, doppelt an und der Sigma-Faktor 

wird gut nachweisbar. Die Menge des an der RNA-Polymerase gebundenen σB steigt nach 

Ethanol-Stress sogar dreifach an.  

Der Anteil der RNA-Polymerasen, die σA gebunden haben, ist unter exponentiellen 

Wachstumsbedingungen und Ethanol-Stress-Bedingungen nahezu gleich mit 35 %, 

wohingegen dieser Anteil beim Eintritt in die Transient-Phase bei Glukose-Hunger auf 25 % 

sinkt (Abb. 33). 
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Abb. 33. Belegung der RNA-Polymerase von B. subtilis mit (A) dem Haushalts-Sigma-Faktor 

σA und (B) dem generellen Stress-Sigma-Faktor σB in (I) exponentiell wachsenden Zellen (II) 

Ethanol gestressten Zellen (III) in Glukose hungernden Zellen. Alle Verhältnisse sind in 

Relation zu RpoB angegeben. 

 

2.4.5 Zusammenspiel der Sigma-Faktoren an der RNA-Polymerase 

Vorherige Studien zeigten, dass ca. 15 % der Kern.RNA-Polymerasen den Haushalts-Sigma-

Faktor σA tragen und dass beim Eintritt in die Sporulation zusätzliche Sigma-Faktoren an die 

RNA-Polymerase binden. Aufgrund eines Überschusses an RNA-Polymerase ist es aber nicht 

notwendig, dass σA an der RNA-Polymerase durch andere Sigma-Faktoren ersetzt werden 

muss 205. 

Eine ähnliche Beobachtung wurde in dem Ethanol-Stress-Experiment gemacht. Auch wenn 

der Anteil der an der RNA Polymerase gebundenen σA-Moleküle mehr als doppelt so hoch, 

wie in der beschriebenen Studie, war, blieb der Anteil konstant, obwohl ca. 5 % der RNA 

Polymerase zusätzlich von σB belegt wurden. Dieser Wert liegt zwar unter den 

beschriebenen 10-20 % 206, kann aber mit einem vergleichsweise milderen Ethanol-Stress 

erklärt werden. 

Beim Eintritt in die transiente Wachstumsphase durch Glukose-Hunger sinkt die Menge des 

an der RNA-Polymerase gebundenen σA um 30 %, wohingegen σB nur 70 % des Levels der 

Ethanol-Stress-Bedingung erreicht. Es ist von Ethanol bekannt, dass es eine der stärksten σB-

Antworten hervorruft 207, was durch diese Ergebnisse bestätigt werden konnte.  
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Andererseits kann dieses Ergebnis nicht erklären, wodurch die Menge an σA, dass an die 

RNA-Polymerase gebunden ist, reguliert wird. Zum einen wird zu wenig σB an die RNA-

Polymerase gebunden, zum anderen ist auch die Bindungsaffinität von σB zur RNA-

Polymerase 60fach geringer als die von σA 49, was ein Verdrängen von σA durch σB 

unwahrscheinlich macht. Eine andere Möglichkeit wäre eine schnelle Degradation von σA 

beim Eintritt in die transiente Wachstumsphase. Dieses kann aber ausgeschlossen werden, 

da andere Experimente zeigten, dass das Protein stabil bleibt 56, 208. Deswegen legen diese 

Ergebnisse den Schluss nahe, dass ein anderer Faktor das Ablösen von σA von RNA-

Polymerase steuert.  

In E. coli wird die Aktivität des Haushalts-Sigma-Faktors σ70 durch den Anti-Sigma-Faktor Rsd 

reguliert. Dieser führt zu einer Inaktivierung von σ70 in der stationären Phase 209, 210. Da auch 

in B. subtilis eine Reihe von Sigma-Faktoren durch Anti-Sigma-Faktoren inaktiv gehalten 

werden, z. B. σB 211 und σW 212, ist es durchaus vorstellbar, dass es auch in B. subtilis einen 

Anti- σA -Faktor gibt, der bisher noch nicht gefunden wurde. Andere Arbeiten deuten ebenso 

auf einen solchen Anti-Sigma-Faktor hin 213. 
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3. Material und Methoden 
 

3.1 Herstellung des Bacillus subtilis BJM1 Stammes 

Der Bacillus subtilis BJM1-Stamm wurde hergestellt um den RNA-Polymerase-Komplex 

mittels Tandem-Affinitätsaufreinigung der ß´–Untereinheit (RpoC) anzureichern. 

 

3.1.1 Oligonukleotide 

Tab. 7. Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. 

Zweck/ Name Sequenz 5’ → 3’

Herstellung des pJM1rpoC 
Plasmids: 

rpoC_JM1_fw 

rpoC_JM1_rev 

 
 

GCGCCTGCAGGAAATCGGTGATAAACACGTAGAAG 

GCGCGTCGACTTCAACCGGGACCATATCGTC 

Bestätigung der Insertion des 
rpoC Fragments: 

pMULTI TAP 3’ 

 
 

GCGCGTCGACGCGCGGATCCAAAAAGCCCGCTCATTAGGCG

 

Alle Oligonukleotide wurden von Invitrogen synthetisiert. 

 

3.1.2 Plasmide 

Tab. 8. Überblick über die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide. 

Name Beschreibung Referenz

pJM1 Integrationsplasmid für B. subtilis um Gene am 3‘-Ende mit dem 
TAP-Tag zu versehen 

Diplomarbeit
Jan Muntel 

pJM1rpoC Integrationsplasmid für B. subtilis um rpoC am 3‘-Ende mit dem 
TAP-Tag zu versehen Diese Arbeit 
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Alle Plasmide wurden von Agowa sequenziert um die korrekte Integration der DNA-

Fragmente in die Plasmide zu überprüfen. 

 

3.1.3 Isolation chromosomaler DNA 

- TE - Puffer 

10 mM  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris – Base, Applichem) 

1 mM  Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, Roth) 

  pH 7,5 

 

Zur Isolation chromsomaler DNA von B. subtilis wurden 2 ml einer 5 ml- ÜN - Kultur in 2 ml- 

Eppendorf-Reaktionsgefäßen überführt und die Zellen durch dreiminütige Zentrifugation bei 

13.000 U/Min. und RT pelletiert und mit 1 ml TE – Puffer gewaschen. Durch Zentrifugation 

wurde erneut pelletiert, dann in 300 µl TE - Puffer resuspendiert und zur Einleitung der 

Zelllyse wurden 30 µl Lysozymlösung (20 mg/ml, Sigma) zugegeben. Nach invertierendem 

Mischen wurde der Ansatz für 10 min. bei 37°C inkubiert. Dann wurden zur vollständigen 

Lyse 100 µl 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat Lösung (SDS, Roth) und anschließend zur 

Proteinpräzipitation 100 µl 5 M Natriumperchlorat (Sigma) zugegeben. Zur Separierung von 

Proteinen und Nukleinsäuren wurden 500 µl Chloroform (VEB, Berlin-Chemie)/ 

Isoamylalkohol (Roth) in einem Verhältnis von 24 zu 1 zugegeben. Nach kurzem Ausschütteln 

erfolgte die Phasentrennung durch Zentrifugation für 5 Min. bei 13.000 U/Min. und RT. Die 

wässrige obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt. Durch Zugabe von 800 µl 96 %igem kaltem Ethanol wurde die 

chromosomale DNA ausgefällt. Mit einer Pipettenspitze wurde sie in ein neues Eppendorf-

Reaktionsgefäß, welches 750 µl 70 prozentigen Ethanol (Roth) enthielt, transferiert, und 

durch Zentrifugation für 10 Min. bei 13.000 U/Min. und 4°C pelletiert. Anschließend wurde 

das DNA-Pellet für ca. 10 Min. in der Vakuumzentrifuge getrocknet, und schließlich in 100 µl 

TE - Puffer durch fünfminütiges Erhitzen auf 65°C gelöst. Die Lagerung erfolgte abschließend 

bei - 20°C. 
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3.1.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 

Zum einen wurde die PCR in dieser Arbeit genutzt um ein 400 bps DNA-Fragment vom  

3‘-Ende des rpoC-Gens zu amplifizieren. Durch die Restriktionsschnittstellen auf den 

entsprechenden Oligonukleotiden ist es dann möglich dieses PCR-Produkt ins pJM1-Plasmid 

zu klonieren.  

Zum anderen wurde die PCR genutzt um den Erfolg der Klonierung bzw. Transformation zu 

überprüfen (Kolonie-PCR). Alle PCR Reaktionen wurden in dem GeneAmp PCR System 2400 

(Perkin Elmer) durchgeführt. 

 

Amplifikation von 400 bps vom 3‘-Ende des rpoC-Gens: 

Komponente     Menge 

Chromosomale DNA    5 µl  

rpoC_JM1_fw Primer (100 pmol/µl)  1 µl 

rpoC_JM1_rev Primer (100 pmol/µl)  1 µl 

5 x GoTaq-Reaktionspuffer (Promega)  10 µl 

dNTP Mix (10 mM jedes, Fermentas)  1 µl 

GoTaq DNA Polymerase (10 U/µl, Promega)  0,5 µl 

A. dest.      31,5 µl 

 

PCR-Programm: 

Denaturierung  94°C 1 Min. 

Annealing  54°C 1 Min. 

Elongation   72°C 1 Min. 

30 Zyklen 

 

Das PCR-Produkt wurde mithilfe einer Agarose Gelelektrophorese aufgetrennt.  
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Kolonie-PCR: 

Zu dieser PCR wurde etwas Zellmaterial von einer Selektionsagarplatte nach der zu 

überprüfenden Klonierung/ Transformation mittels einer 20 µl Pipettenspitze in 30 µl TE-

Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde 1 Min. bei 100°C gekocht. Das Lysat wurde 

3 Min. mit 13.000 U/Min. bei RT abzentrifugiert und vom Überstand 10 µl für die PCR 

eingesetzt. 

 

Komponente     Menge 

Zelllysat      10 µl  

rpoC_JM1_fw Primer (100 pmol/µl)  1 µl 

pMULTI TAP 3’ Primer (100 pmol/µl)  1 µl 

5 x GoTaq-Reaktionspuffer (Promega)  10 µl 

dNTP Mix (10 mM each, Fermentas)  1 µl 

GoTaq DNA Polymerase (10 U/µl, Promega)  0,5 µl 

A. dest.      26,5 µl 

 

Es wurde das gleiche PCR-Programm für die Amplifikation des rpoC-Gens genutzt und die 

Reaktionsansätze wurden direkt für die Agarose Gelelektrophorese eingesetzt. 

 

3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese 

- 5 x TBE - Puffer 

89 mM  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris – Base, Applichem) 

89 mM  Borsäure (Roth) 

2 mM  Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, Roth) 

  pH 8 

 

Zur Größenauftrennung von DNA Fragmenten wurden Agarosegele von 0,8 % verwandt 214. 

Die Agarose wurde in 1 x TBE - Puffer im Mikrowellenherd vollständig gequollen, nach 
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Abkühlung auf ca. 65°C wurde der klaren Lösung 0,5 µg/ml Ethidiumbromid (Roth) zugesetzt 

und gut durchmischt. Die Lagerung erfolgte bei 65°C zum sofortigen Gebrauch. 

Die nach dem Gießen gehärteten Gele wurden in die mit 1 x TBE - Puffer gefüllten 

Laufkammern überführt, woraufhin die Geltaschen mit der DNA-Lösung beschickt wurden. 

Zusätzlich wurde ein Größenstandard mit aufgetragen (100 bp DNA Ladder, Invitrogen). Die 

Elektrophorese erfolgte bei 160 V. Visualisierung und Dokumentation der Auftrennung 

geschah mit dem BioImaging System Gene Genius System (Syngene). 

 

3.1.6 Isolation von DNA aus Agarosegelen 

Nach der Auftrennung des rpoC PCR Produkts mittels Agarose-Gelelektrophorese, wurde die 

Bande ausgeschnitten und in ein Eppendorf- Reaktionsgefäße überführt. Die Reinigung aus 

dem Gel erfolgte nach Anleitung des QIAquick Gel Extraktion Kits (Qiagen). 

 

3.1.7 Verdau mit Restriktionsendonukleasen 

Das Plasmid pJM1 und das aufgereinigte rpoC Genfragment wurde mit PstI und SalI 

(Fermentas) für 3 Std. bei 37°C als Doppelverdau nach der Empfehlung des Herstellers 

verdaut. Anschließend wurden das Plasmid und das Genfragment mit dem QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen) wie für die Aufreinigung eines Nuklease-Verdaus empfohlen, 

aufgereinigt. 

 

3.1.8 Ligation 

Zur Ligation eines restringierten Fragments mit einem entsprechend restringierten Vektor 

wurde zunächst sichergestellt, dass der Vektor nicht in überproportionalem Maße religiert. 

Dazu wurde der geschnittene Vektor vor der Ligation für eine Stunde mit der Alkalischen 

Schrimp Phosphatase („shrimp alkaline phosphatase“, SAP, Roche) behandelt, die die 

Phosphatreste von den überhängenden 5’-Enden entfernt. Nach Inaktivierung der SAP durch 

Hitzeeinwirkung (15 Min. bei 65 °C) wurde der Vektor zusammen mit dem zu klonierenden 

Fragment und den zugehörigen Komponenten des Fast Link Ligation Kits (Epicentre 
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technology) in einen Ligationsreaktion gegeben, die für 20 Min. bei RT inkubiert wurden. Es 

wurden jeweils 15 µl Ligationsansatz in kompetente Zellen von E. coli DH5α transformiert. 

Positive Klone wurden durch eine "Kolonie- PCR" ermittelt und die Klone angeimpft um die 

Plasmide zu isolieren und zu sequenzieren. 

 

3.1.9 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen 

- Lösung 1 

10 mM  3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS, Roth) 

10 mM  CaCl2 (Roth) 

  pH 7 

 

- Lösung 2 

100 mM  MOPS (Roth) 

50 mM  CaCl2 (Roth) 

10 mM  RbCl (Sigma) 

  pH 6,5 

 

E. coli DH5α 214 und E. coli RR1 214 wurden in Anlehnung an die Methode nach Kuschner 215 

durch chemische Beeinflussung kompetent gemacht. Dazu wurde eine LB-Vorkultur 

(Invitrogen) mit einer Einzelkolonie des jeweiligen Stammes beimpft, aus der dann 

wiederum eine 100 ml LB-Hauptkultur auf eine OD540 von 0,05 angeimpft und bis zu einer 

OD540 von 0,8 inkubiert wurde. Sofort wurde die Kultur in eisgekühlte 50 ml Falconröhrchen 

überführt, und die Zellen wurden durch Zentrifugation für 10 Min. bei 4°C und 8.000 U/Min. 

pelletiert. Die Pellets wurden in jeweils 10 ml Lösung 1 resuspendiert, worauf sich eine 

weitere Zentrifugation in gleicher Weise anschloss. Die Zellen wurden nun in jeweils 10 ml 

Lösung 2 resuspendiert und anschließend für 30 Min. auf Eis inkubiert. Wiederum in gleicher 

Weise wurden sie dann pelletiert und die Pellets abschließend in jeweils 2,5 ml Lösung 2 + 

0,65 ml Glycerin (Roth) resuspendiert. Auf Eis wurde das Resuspendat zu je 0,5 ml in 

Eppendorf-Reaktionsgefäße aliquotiert und bei - 80°C gelagert. 
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3.1.10 Transformation von chemisch kompetenten E. coli- Zellen 

Ebenfalls nach Kushner 215 wurde die Transformation durchgeführt. Die tiefgefrorenen Zellen 

wurden auf Eis aufgetaut, zu je 100 µl in Eppendorf-Reaktionsgefäßen portioniert und nach 

Zugabe der Fremd-DNA weitere 30 Min. auf Eis belassen. Es wurde außerdem stets ein 

Negativkontrollansatz ohne Fremd-DNA mitgeführt. Die Ansätze wurden sodann einem 

Hitzeschock von 90 s bei 43°C unterzogen, für 1 Min. auf Eis abgekühlt und nach Zugabe von 

je 500 µl vortemperiertem LB-Medium für 0,5 Std. bei 37°C und 180 U/Min. inkubiert. Es 

wurden pro Ansatz 200 µl zur Selektion der Transformanten auf Ampicillin- haltigen (Roth) 

LB- Agarplatten ausgespatelt (Invitrogen), welche ÜN bei 37°C inkubiert wurden. 

 

3.1.11 Isolation von Plasmid DNA 

Die Plasmid-Isolation aus den E. coli Zellen wurde mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit 

(Roche) nach der Empfehlung des Herstellers isoliert. Ein Aliquot des Plasmids pJM1rpoC 

wurde zum Sequenzieren an die Firma Agowa geschickt. Nach der Bestätigung der korrekten 

Sequenz, wurden 2 µl davon in E. coli RR1 transformiert und diese Plasmide dann für die 

Transformation in B. subtilis eingesetzt. Die Plasmide wurden bei -20°C gelagert. 

 

3.1.12 Herstellung kompetenter B. subtilis Zellen 

- 4x SP Stammlösung 

8 g/l  (NH4)2SO4 (Roth) 

0,8 g/l  MgSO4 x 7 H2O (Roth) 

24 g/l  KH2PO4 (Roth) 

56 g/l  K2HPO4 (Roth) 

0,8 g/l   Casaminosäuren (Roth) 

4 g/l  Na3-zitrat x 3 H2O (Roth) 

4 g/l  Hefeextrakt (Roth) 

  pH 7,2 
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- SP I - Medium 

¼  4x SP Stammlösung 

5 g/l  Glukose (Roth) 

50 mg/l  L-Trytophan (Roth) 

 

- SP II - Medium 

¼  4x SP Stammlösung 

5 g/l  Glukose (Roth) 

 

Eine 10 ml Vorkultur (SPI-Medium) wurde mit einer Einzelkolonie beimpft, aus ihr wiederum 

wurde eine 100 ml- Hauptkultur desselben Mediums mit 3 ml der Vorkultur angeimpft und 

bis zum Abknicken der Wachstumskurve angezogen. Dann wurden 10 ml dieser Kultur in 

90 ml vortemperiertes SPII-Medium überführt und darin für weitere 1,5 Std. kultiviert. Die 

Kultur wurde dann zu jeweils 50 ml in Falconröhrchen aufgeteilt und die Zellen für 10 Min. 

bei RT und 5.000 U/Min. pelletiert. Jedes Pellet wurde in 4,5 ml des Überstandes + 0,5 ml 

Glycerin resuspendiert. Das Resuspendat wurde zu je 0,5 ml in Eppendorf-Reaktionsgefäße 

aliquotiert und bei - 80°C gelagert. 

 

3.1.13 Transformation von natürlich kompetenten B. subtilis-Zellen 

Die tiefgefrorenen Zellen wurden durch Fingerwärme schnell aufgetaut und in 100 ml-

Erlenmeyerkolben überführt. Es wurden 15 µl der Plasmidisolation des pJM1rpoC-Plasmids 

aus E. coli RR1 Zellen zugegeben und das Transformationsgemisch wurde bei 37°C und 

90 U/Min. für eine Stunde inkubiert. Stets wurde eine Negativkontrolle ohne Fremd-DNA 

mitgeführt. Den Ansätzen wurde sodann jeweils 5 ml vortemperiertes LB-Medium 

hinzugefügt, woran sich eine Inkubation bei 37°C und 200 U/Min. für 1,5 Std. anschloss. Es 

wurde pro Transformationsansatz 200 µl direkt, sowie noch ein weiteres Mal nach 

Konzentrierung mittels Zentrifugation (1 Min. bei 13.000 U/Min. und RT) auf 200 µg/ml 



MATERIAL UND METHODEN 
 

118 
 

Spectinomycin – haltigen (Sigma) LB-Agarplatten ausgespatelt (Invitrogen). Die Platten 

wurden ÜN bei 37°C inkubiert und positive Transformanten per Kolonie-PCR ermittelt. 

 

3.2 Kultivierung von Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus 

3.2.1 Glukose zu Glukose und Malat Shift und Malat zu Malat und Glukose Shift 

Experimente (M9 Medium) 

Für die Shift Experiment wurde Bacillus subtilis 168 trp+ 216 in 3,1 l KLF Bioreaktoren 

(Bioengineering AG) in M9 Medium bei 37°C kultiviert. Der pH-Wert wurde bei 7,2 konstant 

gehalten. Die Sauerstoffsättigung wurde konstant bei über 50 % durch einen Rushton 

Turbinenrührer (1.000 U/Min.) und eine Begasung mit Druckluft bei 180 l/Std. bei einem 

Überdruck von 0,1 bar gehalten. 

Diese Experimente wurden an der ETH Zürich in der Arbeitsgruppe von Uwe Sauer 

durchgeführt. 

 

- 5 x M9 Stammlösung 

42,.5 g/l  Na2HPO4 x 2 H2O (Sigma) 

15 g/l  KH2PO4 (Sigma) 

5 g/l  NH4Cl (Roth) 

2,5 g/l  NaCl (Roth) 

  pH 7,2 

 

- 100 x Spurensalzlösung 

100 mg/l MnCl2 x 4 H2O (Sigma) 

170 mg/l ZnCl2 (Sigma) 

43 mg/l  CuCl2 x 2 H2O (Sigma) 

60 mg/l  CoCl2 x 6 H2O (Sigma) 

60 mg/l  Na2MoO4 x 2 H2O (Sigma) 
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- Eisenchloridlösung (50 mM) 

13,5 g/l  FeCl3 x 6 H2O (Roth) 

21 g/l  Na3-zitrate x 2 H2O (Roth) 

 

Für 100 ml M9 Medium wurden 20 ml Stammlösung wie folgt supplementiert und auf 100 ml 

mit A. dest. aufgefüllt: 

0,1 ml  0,1 M CaCl2 x 2 H2O (Roth) 

1 ml  100 x Spurensalzlösung 

0,1 ml  1 M MgSO4 x 7 H2O (Roth) 

0,1 ml  50 mM Eisenchloridlösung 

0,6 ml  500 g/l Glukose (Roth) oder 

2,68 ml  150 g/l L-Malat (Sigma) 

 

Die Hauptkulturen mit nur einer Kohlenstoffquelle (Glukose oder Malat) wurden aus einer 

exponentiell wachsenden Übernachtkultur auf eine optische Dichte bei 600 nm (OD600) von 

0,05 angeimpft. Anschließend wurde das Wachstum durch die Messung der OD600 verfolgt. 

Bei einer OD600 von 0,5 wurde die zweite Kohlenstoffquelle hinzugefügt (Endkonzentration: 

4 g/l Malat bzw. 3 g/l Glukose). Eine Probe wurde vor dem Zugeben der zweiten 

Kohlenstoffquelle genommen und weitere Proben im Abstand von 5 Min., 10 Min., 15 Min., 

25 min., 45 min., 60 Min., 90 Min., 120 Min. und 150 Min. nach der Zugabe der zweiten 

Kohlenstoffquelle. Parallel dazu wurden Proben zur Analyse des Transkriptoms genommen, 

die von Ulrike Mäder untersucht wurden und Proben für das Metabolom, die in Uwe Sauers 

Gruppe analysiert wurden. Beide Shift Experimente wurden in Triplikaten durchgeführt. 

Zum Erstellen eines 15N markierten internen Referenzextraktes für die relative 

Quantifizierung wurden beide Shift Experimente in M9 Medium, in dem NH4Cl durch 15NH4Cl 

(Cambridge Isotope Laboratories) ersetzt wurde, wiederholt. Um sicherzustellen, dass alle 

Proteine des Shiftexperiments in der Referenz exprimiert sind, wurden vier Zeitpunkte, als 

interne Referenz gemischt (vor dem Shift, 5 Min., 25 Min., 120 Min. nach Zugabe der zweiten 

Kohlenstoffquelle). 
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3.2.2 Experiment zur absoluten Proteinquantifizierung (M9-Pyr--, S-, TS-, CH- und 

CHG-Medium) 

Für diese Experimente wurde auch der Bacillus subtilis BSB168 trp+ Stamm 216 genutzt. Er 

wurde in den folgenden Medien unter ständigem Schütteln bei 300 U/Min. bei 37°C bis zu 

einer optischen Dicht von 600 (OD600) von 0,5 kultiviert und dann geerntet. Alle Experimente 

wurden in Triplikaten durchgeführt. 

M9-Pyr war das gleiche Medium, wie in 3.2.1, nur mit Pyruvat als einziger Kohlenstoffquelle 

(6 g/l Malat, Sigma). Die anderen Medien wurden angesetzt wie vorher beschrieben 183. 

 

- 4 x S-Medium Stammlösung 

8 g/l   (NH4)2SO4 (Roth) 

56 g/l  K2HPO4 (Sigma) 

24 g/l  KH2PO4 (Sigma) 

4 g/l  Na3 Zitrat (Roth) 

 

Für 100 ml S-Medium wurden 25 ml Stammlösung wie folgt supplementiert und auf 100 ml 

mit A. dest. aufgefüllt.  

0,082 ml  1 M MgSO4 x 7 H2O (Roth) 

0,002 ml  5,6 g/l MnSO4 (Sigma) 

1 ml  500 g/l Glukose (Roth) 

0,005 ml  2 g/l FeCl3 x 6 H2O (Roth) 
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Für 100 ml TS-Medium wurden 25 ml Stammlösung wie folgt supplementiert und auf 100 ml 

mit A. dest. aufgefüllt.  

0,082 ml  1 M MgSO4 x 7 H2O (Roth) 

0,002 ml  5,6 g/l MnSO4 (Sigma) 

1 ml  500 g/l Glukose (Roth) 

0,005 ml  2 g/l FeCl3 x 6 H2O (Roth) 

6,8 ml  0,5 M L-Glutaminsäure (Roth) 

0,1 ml  10 g/l Hefeextrakt (Roth) 

 

- 2 x CH I+II-Stammlösung 

20 g/l  Casaminosäuren (Fluka) 

7,8 g/l  L-Glutaminsäure (Roth) 

2,6 g/l  L-Alanin (Fluka) 

3 g/l  L-Asparagin (Fluka) 

2,8 g/l  KH2PO4 (Sigma) 

2,8 g/l  NH4Cl (Roth) 

0,2 g/l  Na2SO4 (Roth) 

0,2 g/l  NH4NO3 (Roth) 

0,002 g/l FeCl3 x 6 H2O (Roth) 

 

- CH III-Stammlösung 

1,98 g/l  MgSO4 (Roth) 

0,4 g/l  CaCl2 (Roth) 

 

- CH IV-Stammlösung 

15 g/l  MnSO4 (Sigma) 

 

100 ml CH-Medium wurden wie folgt hergestellt und auf 100 ml mit A. dest. aufgefüllt: 

45 ml  2 x CH I+II Stammlösung 

5 ml  CH III Stammlösung 

0,2 ml  CH IV Stammlösung 
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100 ml CHG-Medium wurden wie folgt hergestellt und auf 100 ml mit A. dest. aufgefüllt: 

45 ml  2 x CH I+II Stammlösung 

5 ml  CH III Stammlösung 

0,2 ml  CH IV Stammlösung 

1 ml  500 g/l Glukose (Roth) 

 

3.2.3 Stressexperimente für die Bestimmung der Stöchiometrie der RNA-Polymerase 

(Belitzky-Minimal-Medium, BMM) 

Für die Experimente zur Bestimmung der RNA-Polymerase von Bacillus subtilis wurde der 

BJM1 Stamm in Belitzky-Minimal-Medium 217 kultiviert. 

- 4x Belitzky-Minimal-Medium-Stammlösung (BMM) 

0,06 M   (NH4)2SO4 (Roth) 

0,032 M  MgSO4 x 7 H2O (Roth) 

0,108 M  KCl (Roth) 

0,028 M  Na3-zitrat x 2 H20 (Roth) 

0,2 M  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan – Base (AppliChem) 

  pH 7,5 

 

Für 100 ml BMM-Medium wurden 25 ml Stammlösung wie folgt supplementiert und auf 

100 ml mit A. dest. aufgefüllt: 

0,5 ml  0,2 M KH2PO4 (Sigma) 

0,2 ml  0,039 M L-Tryptophan (Roth) 

0,2 ml  1 M CaCl2 x 2 H2O (Roth) 

0,2 ml  0,5 mM FeSO4 x 7 H2O (Roth) 

0,04 ml  0,025 M MnSO4 x 4 H2O (Sigma) 

1,0 ml  20 % Glukose (Roth) 

0,9 ml  0,5 M L-Glutaminsäure (Roth) 

 

Die Zellen wurden bei einer optischen Dichte bei 500 nm (OD500) von 0,05 angeimpft und 

unter ständigem Schütteln (180 U/Min.) bei 37°C kultiviert. Exponentiell wachsende Zellen 
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wurden bei einer OD500 von 0,5 durch Zentrifugation (8.000 U/Min., 4°C, 10 Min.) geerntet. 

Für die Ethanol-Stress-Experimente wurden bei dieser OD500 4 % Ethanol (Roth) hinzugefügt 

und die Zellen 20 Min. später geerntet. 

 

- 4x Belitzky-Minimal-Medium-ohne-Zitrat-Stammlösung (BoC) 

0,06 M   (NH4)2SO4 (Roth) 

0,032 M  MgSO4 x 7 H2O (Roth) 

0,108 M  KCl (Roth) 

0,2 M  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan – Base (AppliChem) 

pH 7,5 

 

Für die Glukosehunger Experimente wurden das BoC-Medium wie das BMM nur ohne 

Glutamat und mit einem Viertel der Glukose-Konzentration (0,5 g/l statt 2 g/l) 

supplementiert. Die Zellen traten dann ca. bei einer OD500 von 1 in die stationäre Phase ein 

und wurden 20 Min. später geerntet. 

Diese Experimente wurden in Duplikaten durchgeführt. 

 

3.2.4 NO-Stress Experimente (Bioexpress 1000 Medium) 

Staphylococcus aureus COL 218 wurde in leichten (14N) Bioexpress 1000 Medium (Cambridge 

Isotope Laboratories) unter ständigem Schütteln bei 37°C kultiviert. Das Wachstum wurde 

durch Messen der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt (OD600). Bei einer OD600 von 0,5 

wurde MAHMA NONOate [6-(2-hydroxy-1-methyl-2-nitrosohydrazino)-N-methyl-1-

hexanamine, Sigma], welches zwei Mol Stickstoffmonoxid pro Mol freisetzt, bis zu einer 

Endkonzentration von 2 mM hinzugefügt. Dieses führt zu einem Wachstumsstopp von ca. 

15 Min. Die Kontrollprobe wurde vor dem Zugeben des MAHMA NONOate genommen und 

die Stressprobe 30 Min. später. Das Experiment wurde in Triplikaten durchgeführt. 

Um eine relative Quantifizierung mittels 14N/15N metabolischer Markierung zu ermöglichen 

wurde das Experiment in 15N markierten Bioexpress 1000 Medium Cambridge Isotope 
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Laboratories) wiederholt. Die Kontroll- und die Stressprobe wurde gemischt und später als 

interne Referenz den unmarkierten Proben beigemischt. 

 

3.3 Vorbereitung der Proben für die massenspektrometrische Analyse 

3.3.1 Herstellung des Proteinextraktes 

- TBS-Puffer 

0,05 M   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan - Base (Applichem) 

0,15 M  NaCl (Roth) 

pH 7,5 

 

Nach dem Ernten der Zellen durch Zentrifugation für 10 Min. bei 4°C mit 8.000 U/Min., 

wurden die Zellen in einen Puffer, der mit der nachfolgenden Analyse kompatibel ist, 

resuspendiert. Für die Aufreinigung des RNA-Polymerase-Komplexes aus den BJM1-Zellen 

wurde TBS–Puffer, für die weiteren Experimente 50 mM TEAB–Puffer (pH 7,5, 

Triethylammonium-Bicarbonat, Fluka) verwendet und dreimal gewaschen. Danach wurden 

die Zellen wurden auf drei verschiedene Arten aufgeschlossen. Die B. subtilis Zellen aus den 

Shift Experimenten wurde durch Ultraschall aufgeschlossen (3 x 30 s, mit einer Pause von 

1 Min., VWR international). Für die RNA-Polymerase-Experimente wurden die Zellen durch 

zwei Passagen durch die French Press aufgeschlossen (900 psi, Simaminco SLM Instruments). 

Für die weiteren Experimente wurden die Zellen durch Homogenisation mit Glasperlen im 

RiboLyser aufgeschlossen (Thermo Fisher Scientific, drei Durchgänge bei 6,5 m/s.). 

Anschließend wurden die Zelltrümmer durch Zentrifugation für 30 Min. bei 4°C mit 

20.000 U/Min. abgetrennt. Die Proben von dem Shift Experiment wurden anschließend 

durch Vakuumzentrifugation zum Transport nach Greifswald eingetrocknet und dort in 

50 mM TEAB-Puffer resuspendiert. 
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3.3.2 Bestimmung des Proteingehalts 

Mit Ausnahme der Experimente zur absoluten Proteinbestimmung wurde der Proteingehalt 

mit Roti Nanoquant (Roth), das auf dem Bradford Assay 219 beruht, nach den Angaben des 

Herstellers, bestimmt. Die Bestimmung wurde immer in Triplikaten bestimmt. 

Die Proteinbestimmung mit Roti Nanoquant kann je nach Protein zu unterschiedlichen 

Ergebnissen führen 155, was kein Problem in der Abschätzung der Proteinmenge für die 

meisten Experimente ist. Für die absolute Proteinbestimmung kann Roti Nanoquant aber 

deswegen nicht eingesetzt werden. Der Proteingehalt wurde stattdessen mit dem Ninhydrin 

Assay 220 bestimmt. In dem Assay werden die Proteine zu den Aminosäuren hydrolysiert und 

anschließend der Aminosäure-Gehalt bestimmt, was dazu führt, dass die Bestimmung 

unabhängig von der Sekundärstruktur der Proteine ist. 

 

3.3.3 Aufreinigung des RNA-Polymerase-Komplexes über RpoCTAP 

Das komplette Aufreinigungsprotokol für die Tandem Affinitätsaufreinigung besteht aus drei 

aufeinander folgenden Schritten: Als erstes wird eine Affinitätsanreicherung durch IgG Beads 

durchgeführt, welche von einem proteolytischen Verdau mit der TEV-Protease und dem 

zweiten Aufreinigungsschritt mit Calmodulin Resin gefolgt wird 195. 

 

- TEV-Protease Puffer 

10 mM  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan – HCl (Applichem) 

150 mM  NaCl (Roth) 

0,5 mM  Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA, Serva) 

1 mM  Dithiothreitol (DTT, ICN) 

  pH 8 
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- Calmodulin Bindepuffer 

10 mM  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan – HCl (Applichem) 

10 mM  2-Mercaptoethanol (Serva) 

150 mM  NaCl (Roth) 

1 mM  Magnesiumacetat (Roth) 

1 mM  Imidazol (Fluka) 

2 mM  CaCl2 (Roth) 

  pH 8 

 

- Calmodulin Elutionspuffer 

50 mM  NH4HCO3 (Sigma) 

25 mM  Ethylenglycoltetraessigsäure (EGTA, Roth) 

  pH 8 

 

Für die komplette Aufreinigungsprozedur wurden 100 mg Proteinextrakt mit 80 µl IgG 

Sepharose (Amersham Bioscienes) für 4 Std. bei 4°C inkubiert. Alle Aufreinigungschritte 

wurden in Eppendorf Reaktionsgefäßen und alle Wasch- und Elutionsschritte wurden durch 

Zentrifugation durchgeführt (30 s, 4°C, 8.000 U/Min.). Nach der ersten Inkubation wurden 

die Beads dreimal mit TBS - Puffer gewaschen und dreimal mit TEV-Protease Puffer. Dann 

wurden TEV-Protease Puffer und 50 U TEV-Protease hinzugefügt und ÜN bei 4°C inkubiert. 

Der Überstand wurde mit Calmodulin Bindepuffer auf 100 µl Calmodulin Beads (Stratagene) 

gegeben und nochmal für 2 Std. bei 4°C inkubiert. Die Beads wurden anschließend dreimal 

mit Calmodulin Bindepuffer gewaschen und die Proteinkomplexe wurden mit 200 µl 

Calmodulin Elutionspuffer eluiert. 

Anschließend wurden die Proteine durch die sechsfache Menge Aceton (Roth) bei -20°C für 

mind. 2 Std. gefällt. Die Proteine wurden durch Zentrifugation pelletiert (30 Min., 4°C, 

14.000 U/Min.) und durch Vakuumzentrifugation getrocknet (Eppendorf). Für eine Analyse 

der aufgereinigten Komplexe mittels 1-DE (s. 3.3.4) kann das Pellet direkt mit dem SDS-

PAGE-Probenpuffer aufgenommen werden, für eine Markierung mit dem mTRAQ Reagenz 

(s. 3.3.8) kann das Pellet direkt für den tryptischen Verdau (s. 3.3.7.1) eingesetzt werden. 
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3.3.4 Eindimensionale Gelelektrophorese (1-DE) 

- 4 x Trenngel-Puffer 

1,5 M  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan - Base (Applichem) 

4 g/l  Natriumdodecylsulfat (SDS, Roth) 

  pH 8,8 

 

- 4 x Sammelgel-Puffer 

0,5 M   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan - Base (Applichem) 

4 g/l  Natriumdodecylsulfat (SDS, Roth) 

  pH 6,8 

 

- 12 % Trenngel (5 ml) 

A. dest.       1,7 ml 

4 x Trenngel-Puffer     1,25 ml 

30 % Acrylamid / Bisacrylamid (Roth)   2 ml 

100 g/l Ammoniumpersulfat (APS, Serva)   0,05 ml 

N, N, N’, N’ –Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma) 0,005 ml 

 

- 4 % Sammelgel (2 ml) 

A. dest.       1,147 ml 

4 x Sammelgel-Puffer     0,5 ml 

30 % Acrylamid / Bisacrylamide(Roth)   0,333 ml 

100 g/l APS (Serva)     0,02 ml 

TEMED (Sigma)      0,002 ml 
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- 10 x Laufpuffer 

250 mM  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan - Base (Applichem) 

1,92 M   Glycin (Roth) 

10 g/l  Natriumdodecylsulfat (SDS, Roth) 

 

- 2 x SDS-PAGE-Probenpuffer 

62,5 mM  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan - HCl (Applichem) 

20 % (v/v) Glycerol (Roth) 

5 g/l   Natriumdodecylsulfat (SDS, Roth) 

5 % (v/v)  2-Mercaptoethanol (Serva) 

Spatelspitze Bromphenolblau (Serva) 

pH 6,8 

 

Für die eindimensionale Trennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine 

Standardmethode angewendet 221. Zum Auftragen auf das Gel wurden die Proben mit dem 

gleichen Volumen an Probenpuffer versetzt. 

Für die Analyse der Proben der 15N Markierung wurden die Proben der unterschiedlichen 

Zeitpunkte in gleichen Mengen gemischt und dann 15 µg der internen Referenz mit 15 µg 

der nicht markierten Proben (14N) gemischt, bevor die Proben auf dem Gel aufgetrennt 

wurden. 

Zusätzlich zu den Proben wurde immer noch ein Größenstandard (PageRuler, Fermentas) mit 

auf dem Gel aufgetragen. Die Elektrophorese fand in Laufpuffer bei einer konstanten 

Spannung von 160 V, bis zum Austritt der Bromphenol-Lauffront aus dem Gel, statt. Die 

Herstellung der Gele und die Elektrophorese erfolgte mit Hilfe der MiniProtean II- Apparatur. 
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3.3.5 Färbung mit kolloidalen Coomassie  

- Coomassie brilliant blue Stammlösung (CBB) 

5 g/l Coomassie Brilliant Blau G250 (Serva) 

 

- Kolloidales Coomassie Stammlösung (CCDS) 

100 g/l  NH4SO4 (Roth) 

12 ml/l 85 % o-Phosphorsäure (Roth) 

10 ml/l CBB 

 

- Kolloidales Coomassie Färbelösung (50 ml pro Gel) 

40 ml CCDS 

10 ml Ethanol (Roth) 

 

Nach der Elektrophorese wurden die Gele mit 50 % A. dest., 40 % Ethanol (Roth) und 10 % 

Essigsäure (Roth) für 30 Min. fixiert. Anschließend zweimal mit A. dest. gewaschen und mit 

der kolloidalen Coomassie Färbelösung ÜN gefärbt. Am nächsten Tag wurden die Gele mit 

A. dest. entfärbt und bei 4°C gelagert. 

 

3.3.6 Auswahl synthetischer Referenzpeptide für die absolute Proteinbestimmung 

Synthetische Referenzpeptide wurden in zwei Experimenten mit B. subtilis eingesetzt. In den 

Experimenten zur globalen absoluten Proteinbestimmung wurden mit schweren Isotopen 

markierte Peptide zur Verifizierung der Quantifizierungsdaten eingesetzt. Dazu wurden drei 

Peptide für sechs Proteine (CitZ, Icd, Mbl, SdhA, Upp und PyrR, Tab. 9) abgeleitet. Zur 

Bestimmung der Stöchiometrie der RNA-Polymerase wurden zwei Peptide von den 

folgenden Proteinen abgeleitet: RpoA, RpoB, RpoC, RpoE, YloH, YkzG, SigA und SigB (Tab. 

10), die dann zur absoluten Quantifizierung mit dem Δ00 mTRAQ Reagenz markiert wurden. 
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Um für eine absolute Proteinbestimmung geeignet zu sein, müssen die Peptide folgende 

Kriterien erfüllen: (i) Die Länge der Peptide sollte zwischen 6 und 15 Aminosäuren liegen. (ii) 

Die Peptidsequenz sollte eindeutig für das untersuchte Protein sein und keine ausgelassenen 

Schnittstellen des verwendeten proteolytischen Enzyms enthalten oder mehrere mögliche 

Schnittstellen an den Termini besitzen. (iii) Die Peptide sollten keine Aminosäuren, die oft 

modifiziert sind, wie z. B. Cystein, enthalten. 

 

3.3.7 Tryptischer Proteinverdau 

3.3.7.1 In-Gel Verdau 

Zum Verdau wurden die Banden eines Gels oder das komplette Gele in mehrere Stücke 

zerteilt, anschließend wurden die Gelstückchen mit 0,2 M Ammonium-Bicarbonat (Roth) 

Lösung in 30 % Acetonitril (AppliChem) bis zur kompletten Entfärbung gewaschen und dann 

per Vakuum Zentrifugation getrocknet (Eppendorf). Zu den getrockneten Gelstückchen 

wurde 2 ng/µl Trypsinlösung (Promega) gegeben bis die Gelstückchen ihre ursprüngliche 

Größe zurück hatten. Die Proteine im Gel wurden dann ÜN bei 37°C verdaut. Die Peptide 

wurden am nächsten Morgen durch die Zugabe von A. bidest. und Ultraschallbehandlung 

(Ultraschallbad, Du Pont Instruments) für 15 Min. aus den Gelstückchen eluiert, in LC Vials 

überführt, bis auf 10 µl per Vakuum Zentrifugation eingeengt und konnten direkt für die  

LC-MS Analyse eingesetzt werden. 

 

3.3.7.2 In-Lösung Verdau 

Für die Entwicklung der markierungsfreien relativen Quantifizierung wurden die 

Proteinextrakte auf 1 µg/µl und für absolute Proteinquantifizierung auf 5 µg/µl in 50 mM 

TEAB/0,1 % (w/v) RapiGest SF (Waters) verdünnt. Das RapiGest wurde zur Denaturierung der 

Proteine und der Steigerung der Verdaueffizienz des Trypsins hinzugefügt. Anschließend 

wurden die Disulfidbrücken der Proteine mit 500 µM TCEP (Tris-(2-carboxyethyl)phosphine 

hydrochloride, Invitrogen) für 45 Min. bei 60°C reduziert und die Cysteinseitenketten durch 

eine Alkylierung mit Iodacetamid (Sigma) für 15 Min. in der Dunkelheit blockiert. Die 

Proteine wurden dann mit 0,5 µg (relative Quantifizierung) oder 5 µg (absolute 

Quantifizierung) Trypsin (Promega) pro 100 µg Proteinextrakt für 5 Std. bei 37°C und 
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900 U/Min. verdaut. Zum Abschluss des Verdaus wurde das RapiGest durch die Addition von 

12 M HCl (Sigma) und 45 Min. Inkubation bei 37°C hydrolysiert. Das ausgefallende RapiGest 

wurde eine dreimalige Zentrifugation (14.000 U/Min., 4°C, 10 Min.) aus der Probe entfernt 

und die Proben bei -70°C gelagert. 

Für die absolute Quantifizierung von CitZ, Icd, Mbl, SdhA, Upp und PyrR über den AQUA 

Ansatz wurden die mit schweren Isotopen markierten synthetischen Referenzpeptide vor 

dem Verdau den Proben bis zu einer Endkonzentration von 5-25 fmol/µl beigemischt (Details 

in Tab. 9). 

Für die globale absolute Quantifizierung wurden die verdauten Proben vor der Messung 

nochmal über C-18 Stage Tips (Proxeon) nach den Empfehlungen des Herstellers 

aufgereinigt. Anschließend wurde ein tryptischer Verdau der Alkoholdehydrogenase der 

Hefe (ADH1_YEAST, Waters) den Proben bis zu einer Endkonzentration von 50 fmol/µl als 

interner Standard zugesetzt. 

Zur Bestimmung der Stöchiometrie des RNA-Polymerase Komplexes wurden die 

Proteinpellets nach der Anreicherung des Komplexes in „dissolving“-Puffer (AB Sciex) gelöst, 

mit Natriumdodecylsulfat (SDS, AB Sciex) denaturiert, reduziert und alkyliert nach den 

Vorgaben des Herstellers für die mTRAQ Markierung (AB Sciex). Anschließend wurde das SDS 

durch eine Proteinfällung mit Aceton entfernt, die Proteinpellets wieder in „dissolving“-

Puffer aufgenommen und mit 5 µg Trypsin (Promega) ÜN verdaut. Am nächsten Tag konnten 

die Proteinverdaue mit dem mTRAQ Reagenz markiert werden (s. 3.3.8). 
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Tab. 9. Überblick über die synthetischen mit schweren Isotopen markierten 

Referenzpeptide. Zusätzlich sind in der Tabelle die Sequenzen der Peptide und die Parameter 

für die SRM Messungen an der 4000 Qtrap aufgeführt (s. 3.4.3): die Q1 und Q3 Masse, der 

Fragmenttyp und optimierte Parameter für „declustering potential“ (DP), „entrance 

potential“ (EP), „collision energy“ (CE) und „collision exit potential“ (CXP). Mit schweren 

Isotopen markierte Aminosäuren sind mit fetten Buchstaben kenntlich gemacht. 

Peptid-

name 
Peptidsequenz 

Q1 

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 
DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 

CitZ_01 EAAVPQEIIEHFK 507,61 575,81 y9 103 6,4 18,5 8,50

925,52 y7 103 6,4 25,0 8,50

683,39 y5 103 6,4 29,5 10,00

EAAVPQEIIEHFK 504,26 570,80 y9 103 6,4 18,5 8,50

915,49 y7 103 6,4 25,0 8,50

673,36 y5 103 6,4 29,5 10,00

CitZ_02 VPGLVAAFSR 513,81 561,32 y5 100 8,2 30,0 8,00

830,49 y8 100 8,2 30,0 11,50

660,38 y6 100 8,2 30,5 10,00

VPGLVAAFSR 508,79 551,29 y5 100 8,2 30,0 8,00

820,46 y8 100 8,2 30,0 11,50

650,38 y6 100 8,2 30,5 10,00

CitZ_03 IEDIVTSEK 520,28 797,43 y7 102 6,2 24 13,75

926,47 y8 102 5,9 24 14,25

464,23 y4 102 6 34,5 14,25

IEDIVTSEK 517,27 791,41 y7 102 6,2 24 13,75

920,45 y8 102 5,9 24 14,25

464,23 y4 102 6 34,5 14,25
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Peptid-

name 
Peptidsequenz 

Q1 

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 
DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 

Icd_01 GPLTTPVGGGIR 566,33 655,38 y7 58 7,5 31,0 10,00

857,48 y9 58 7,5 30,5 11,50

756,43 y8 58 7,5 30,5 11,50

GPLTTPVGGGIR 562,82 655,38 y7 58 7,5 31,0 10,00

857,48 y9 58 7,5 30,5 11,50

756,43 y8 58 7,5 30,5 11,50

Icd_02 VVTYDFAR 487,75 776,36 y6 92 12,8 21,5 14,75

512,25 y4 92 13,0 28,0 14,50

397,23 y3 92 15,0 37,0 9,00

VVTYDFAR 485,75 772,36 y6 92 12,8 21,5 14,75

508,25 y4 92 13,0 28,0 14,50

393,22 y3 92 15,0 37,0 9,00

Icd_03 YFTGVPSPVK 550,81 790,47 y8 93,5 14,5 28 12,5

689,42 y7 93,5 14,5 31,5 7,5

527,32 y5 93,5 14,5 27,5 21,5

YFTGVPSPVK 547,80 784,46 y8 93,5 14,5 28 12,5

683,41 y7 93,5 14,5 31,5 7,5

527,32 y5 93,5 14,5 27,5 21,5

Mbl_01 TPPELSADIIDR 668,85 799,42 y7 106 12,0 35,0 8,00

618,33 y11 106 12,0 36,0 11,00

1138,60 y10 106 12,0 36,0 11,00

TPPELSADIIDR 663,85 789,41 y7 106 12,0 35,0 8,00

613,32 y11 106 12,0 36,0 11,00
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Peptid-

name 
Peptidsequenz 

Q1 

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 
DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 

Mbl_01 TPPELSADIIDR 663,85 1128,59 y10 106 12,0 36,0 11,00

Mbl_02 HVYLEEEPK 575,79 1013,52 y8 110 6,0 30,0 9,50

914,45 y7 110 6,0 29,0 8,25

751,39 y6 110 6,0 29,0 9,00

HVYLEEEPK 572,28 1006,50 y8 110 6,0 30,0 9,50

907,44 y7 110 6,0 29,0 8,25

744,37 y6 110 6,0 29,0 9,00

Mbl_03 GIVLNEPSVVALDK 729,42 832,48 y8 100 8,5 32,0 16,00

961,53 y9 100 8,0 31,0 16,00

1075,57 y10 100 8,0 31,0 16,00

GIVLNEPSVVALDK 727,41 828,48 y8 100 8,5 32,0 16,00

957,52 y9 100 8,0 31,0 16,00

1071,56 y10 100 8,0 31,0 16,00

PyrR_01 GADIPVDITDQK 640,34 923,49 y8 100 12,0 28,0 13,00

727,37 y6 100 12,0 40,0 11,00

499,26 y4 100 12,0 42,0 13,50

GADIPVDITDQK 636,33 915,48 y8 100 12,0 28,0 13,00

719,36 y6 100 12,0 40,0 11,00

491,25 y4 100 12,0 42,0 13,50

PyrR_02 AVILDEQAIR 566,32 961,54 y8 98 9,5 25,0 9,00

848,45 y7 98 9,8 31,0 8,00

735,37 y6 98 9,8 31,0 6,50

AVILDEQAIR 564,32 957,53 y8 98 9,5 25,0 9,00
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Peptid-

name 
Peptidsequenz 

Q1 

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 
DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 

PyrR_02 AVILDEQAIR 564,32 844,45 y7 98 9,8 31,0 8,00

731,36 y6 98 9,8 31,0 6,50

PyrR_03 GADIPVDITDQK 639,33 921,49 y8 80 11,0 28,0 16,00

719,35 y6 80 11,0 40,0 11,00

491,24 y4 80 11,0 38,0 11,00

GADIPVDITDQK 636,32 915,47 y8 80 11,0 28,0 16,00

719,35 y6 80 11,0 40,0 11,00

491,24 y4 80 11,0 38,0 11,00

SdhA_01 YPAYGNLVPR 580,31 665,40 y6 105 10,0 32,0 8,00

828,46 y7 105 10,0 34,0 12,00

899,50 y8 105 10,0 33,0 13,00

YPAYGNLVPR 575,31 655,39 y6 105 10,0 32,0 8,00

818,45 y7 105 10,0 34,0 12,00

889,49 y8 105 10,0 33,0 13,00

SdhA_02 TPEGLLDFR 529,28 730,41 y6 102 8,0 30,0 10,00

859,45 y7 102 8,0 29,0 12,00

332,20 y2 102 8,0 35,0 8,00

TPEGLLDFR 524,28 720,40 y6 102 8,0 30,0 10,00

849,45 y7 102 8,0 29,0 12,00

322,19 y2 102 8,0 35,0 8,00

SdhA_03 ININDTTK 463,80 813,42 y7 92,5 3,1 26,0 7,00

699,38 y6 90 5,8 22,5 6,00

228,13 b2 89 7,8 24,0 5,50
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Peptid-

name 
Peptidsequenz 

Q1 

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 
DP (V) EP (V) CE (V) CXP (V) 

SdhA_03 ININDTTK 459,75 805,41 y7 92,5 3,1 26,0 7,00

691,36 y6 90 5,8 22,5 6,00

228,13 b2 89 7,8 24,0 5,50

Upp_01 GYIVPGLGDAGDR 650,33 433,24 b4 100 9,5 25,0 12,50

867,42 y9 100 9,5 28,0 14,00

334,18 b3 100 9,5 31,0 9,00

GYIVPGLGDAGDR 645,33 433,24 b4 100 9,5 25,0 12,50

857,41 y9 100 9,5 28,0 14,00

334,18 b3 100 9,5 31,0 9,00

Upp_02 LPSDVEER 476,24 831,38 y7 113 9,0 26,0 11,00

734,33 y6 113 9,0 29,0 11,00

532,27 y4 113 9,0 35,0 11,00

LPSDVEER 472,73 831,38 y7 113 9,0 26,0 11,00

734,33 y6 113 9,0 29,0 11,00

532,27 y4 113 9,0 35,0 11,00

Upp_03 LGVVPILR 436,80 498,34 y4 81 4,6 22,5 6,75

603,42 y5 81 4,6 23,5 9,00

759,51 y7 81 4,5 27,5 11,00

LGVVPILR 433,80 498,34 y4 81 4,6 22,5 6,75

597,41 y5 81 4,6 23,5 9,00

753,49 y7 81 4,5 27,5 11,00
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3.3.8 Markierung mit dem mTRAQ Reagenz 

Für Bestimmung der Stöchiometrie des RNA-Polymerase-Komplexes von B. subtilis mussten 

die verdauten aufgereinigten Komplexe entweder mit dem Δ04 mTRAQ oder dem Δ08 

mTRAQ Reagenz markiert werden, um relativ zu den internen Δ00 mTRAQ markierten 

Referenzpeptiden quantifiziert werden zu können. Für diesen Zweck wurde entweder ein 

Vial des Δ04 mTRAQ oder des Δ08 mTRAQ Reagenz für einen Verdau in 50 µl Isopropanol 

(AB Sciex) gelöst. Danach wurde das Reagenz dem Verdau zugefügt und für 2 Std. bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend per Vakuum Zentrifugation (Eppendorf) 

eingeengt und wieder in 30 µl A. bidest. gelöst. Vor der Messung wurden die 

Referenzpeptide in einer Endkonzentration von 100 fmol/µl den Proben zugemischt 

(Überblick über die Peptide in Tab. 10). Ebenso konnten zur Verkürzung der Analysenzeit 

Δ04 mTRAQ und Δ08 mTRAQ markierte Proben mit den Referenzpeptiden gemischt werden. 
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Tab. 10. Überblick über die synthetischen mit dem Δ00 mTRAQ markierten Referenzpeptide 

für die Bestimmung der Stöchiometrie der RNA-Polymerase von B. subtilis. Zusätzlich sind in 

der Tabelle die Sequenzen der Peptide und die Parameter für die SRM Messungen an der 

4000 Qtrap aufgeführt (s. 3.4.3): die Markierung, die Q1 und Q3 Masse, der Fragmenttyp 

und optimierte Parameter für „declustering potential“ (DP), „entrance potential“ (EP), 

„collision energy“ (CE) und „collision exit potential“ (CXP). 

Peptid-
name Peptidsequenz Markierung 

Q1

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 

DP

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(V) 

CXP

(V) 

RpoB_01 GVTELTAEER Δ00 622,80 718,37 y6 112 8,5 40,5 10

   948,46 y8 112 8,5 39 14

   527,28 b4 112 8,5 41 14

  Δ04 624,80 718,37 y6 112 8,5 40,5 10

   948,46 y8 112 8,5 39 14

   531,28 b4 112 8,5 41 14

  Δ08 626,80 718,37 y6 112 8,5 40,5 10

   948,46 y8 112 8,5 39 14

   535,29 b4 112 8,5 41 14

RpoB_02 TGQLVQYGR Δ00 581,30 920,49 y8 120 10,5 36 15

   622,33 y5 120 10,5 35 18

   427,23 b3 120 10,5 45 18

  Δ04 583,30 920,49 y8 120 10,5 36 15

   622,33 y5 120 10,5 35 18

   431,23 b3 120 10,5 45 18

  Δ08 585,32 920,49 y8 120 10,5 36 15

   622,33 y5 120 10,5 35 18

   435,24 b3 120 10,5 45 18

RpoC_01 TADSGYLTR Δ00 562,30 882,43 y8 127 10,4 38 13,5

   696,36 y6 127 10 39 10

   428,21 b3 127 10 35,5 13

  Δ04 564,30 882,43 y8 127 10,4 38 13,5
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Peptid-
name Peptidsequenz Markierung 

Q1

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 

DP

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(V) 

CXP

(V) 

RpoC_01 TADSGYLTR Δ04 564,30 696,36 y6 127 10 39 10

   432,22 b3 127 10 35,5 13

  Δ08 566,29 882,43 y8 127 10,4 38 13,5

   696,36 y6 127 10 39 10

   436,22 b3 127 10 35,5 13

RpoC_02 LLQDIDLVK Δ00 668,90 610,35 b4 104 8,7 42 8,25

   838,46 b6 104 9,2 42 7,25

   1038,64 y8 104 6,3 39,5 11,5

  Δ04 672,90 614,36 b4 104 8,7 42 8,25

   842,47 b6 104 9,2 42 7,25

   1087,64 y8 104 6,3 39,5 11,5

  Δ08 676,92 618,37 b4 104 8,7 42 8,25

   846,48 b6 104 9,2 42 7,25

   1091,65 y8 104 6,3 39,5 11,5

SigA_01 GVLTYEEIAER Δ00 710,40 1123,56 y9 80 5,5 42,5 19

   1010,47 y8 80 5,5 41,5 19,5

   909,43 y7 80 6,6 42,5 18,75

  Δ04 712,40 1123,56 y9 80 5,5 42,5 19

   1010,47 y8 80 5,5 41,5 19,5

   909,43 y7 80 6,6 42,5 18,75

  Δ08 714,38 1123,56 y9 80 5,5 42,5 19

   1010,47 y8 80 5,5 41,5 19,5

   909,43 y7 80 6,6 42,5 18,75

SigA_02 LVVSIAK Δ00 505,34 657,42 y5 130 9,2 33 5,25

   558,36 y4 130 11 34,5 19,5

   358,24 y2 130 6,2 39,5 14,75

  Δ04 509,30 661,43 y5 130 9,2 33 5,25

   562,36 y4 130 11 34,5 19,5

   362,25 y2 130 6,2 39,5 14,75
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Peptid-
name Peptidsequenz Markierung 

Q1

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 

DP

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(V) 

CXP

(V) 

SigA_02 LVVSIAK Δ08 513,35 665,44 y5 130 9,2 33 5,25

   566,37 y4 130 11 34,5 19,5

   366,25 y2 130 6,2 39,5 14,75

YkzG_01 ADEVPVR Δ00 463,25 555,27 b4 92 5,2 31,5 13,75

   714,37 y6 92 5,2 31 11

   599,35 y5 92 5,2 33,5 15,75

  Δ04 465,30 559,28 b4 92 5,2 31,5 13,75

   714,37 y6 92 5,2 31 11

   599,35 y5 92 5,2 33,5 15,75

  Δ08 467,26 563,29 b4 92 5,2 31,5 13,75

   714,37 y6 92 5,2 31 11

   599,35 y5 92 5,2 33,5 15,75

YkzG_02 VFYQEK Δ00 547,30 854,44 y5 118 11,5 32 13,5

   707,37 y4 118 11,5 36 10,5

   287,2 y1 118 11,5 40,5 6,5

  Δ04 551,30 858,44 y5 118 11,5 32 13,5

   711,37 y4 118 11,5 36 10,5

   291,21 y1 118 11,5 40,5 6,5

  Δ08 555,31 862,45 y5 118 11,5 32 13,5

   715,38 y4 118 11,5 36 10,5

   295,22 y1 118 11,5 40,5 6,5

RpoA_01 VGQVANYDK Δ00 637,34 425,25 b3 123 5 42 11,75

   849,44 y6 123 5 38 7,5

   750,37 y5 123 5 37,5 10,5

  Δ04 641,40 429,30 b3 123 5 42 11,75

   853,45 y6 123 5 38 7,5

   754,38 y5 123 5 37,5 10,5

  Δ08 645,30 433,30 b3 123 5 42 11,75

   857,46 y6 123 5 38 7,5
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Peptid-
name Peptidsequenz Markierung 

Q1

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 

DP

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(V) 

CXP

(V) 

RpoA_01 VGQVANYDK Δ08 645,30 785,39 y5 123 5 37,5 10,5

RpoA_02 EAIALGSK Δ00 534,82 341,18 b2 126 7,3 38,5 12,75

   615,38 y5 126 5 33 14,25

   431,26 y3 126 5 39,5 12,5

  Δ04 538,80 345,18 b2 126 7,3 38,5 12,75

   619,39 y5 126 5 33 14,25

   435,26 y3 126 5 39,5 12,5

  Δ08 542,80 349,19 b2 126 7,3 38,5 12,75

   623,39 y5 126 5 33 14,25

   439,27 y3 126 5 39,5 12,5

SigB_01 LISDYQTK Δ00 624,35 994,52 y7 90 10,8 37,5 18

   881,43 y6 90 10,8 41,5 15,5

   679,37 y4 90 11 41 10

  Δ04 628,40 998,52 y7 90 10,8 37,5 18

   885,44 y6 90 10,8 41,5 15,5

   683,38 y4 90 11 41 10

  Δ08 632,36 1002,53 y7 90 10,8 37,5 18

   889,45 y6 90 10,8 41,5 15,5

   687,39 y4 90 11 41 10

SigB_02 QDEQAQETLVR Δ00 728,90 384,18 b2 133 10,5 49,5 10

   1073,55 y9 133 10,5 46,5 17,5

   816,45 y7 133 10,5 44,5 12

  Δ04 730,90 388,19 b2 133 10,5 49,5 10

   1073,55 y9 133 10,5 46,5 17,5

   816,45 y7 133 10,5 44,5 12

  Δ08 732,88 392,20 b2 133 10,5 49,5 10

   1073,55 y9 133 10,5 46,5 17,5

   816,45 y7 133 10,5 44,5 12

 



MATERIAL UND METHODEN 
 

142 
 

Peptid-
name Peptidsequenz Markierung 

Q1

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 

DP

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(V) 

CXP

(V) 

YloH_01 YTLVTVSAR Δ00 575,34 846,50 y8 122 5 36,5 13,25

   632,37 y6 122 5 38 15,25

   533,30 y5 122 5 38 13,25

  Δ04 577,30 846,50 y8 122 5 36,5 13,25

   632,37 y6 122 5 38 15,25

   533,30 y5 122 5 38 13,25

  Δ08 579,34 846,50 y8 122 5 36,5 13,25

   632,37 y6 122 5 38 15,25

   533,30 y5 122 5 38 13,25

YloH_02 DQMIEHTISHK Δ00 540,30 757,35 b5 120 5,8 32,5 12,5

   511,29 y3 120 5,8 34 14,75

   424,26 y2 120 5,8 35,5 12

  Δ04 543,00 761,36 b5 120 5,8 32,5 12,5

   515,29 y3 120 5,8 34 14,75

   428,27 y2 120 5,8 35,5 12

  Δ08 545,60 765,36 b5 120 5,8 32,5 12,5

   519,31 y3 120 5,8 34 14,75

   432,28 y2 120 5,8 35,5 12

RpoE_01 FLALSDQTWGLR Δ00 774,00 472,29 b3 150 12 46,5 13,25

   1146,59 y10 150 12 43,5 18,25

   962,46 y8 150 12 42 14,5

  Δ04 775,90 476,30 b3 150 12 46,5 13,25

   1146,59 y10 150 12 43,5 18,25

   962,46 y8 150 12 42 14,5

  Δ08 777,92 480,30 b3 150 12 46,5 13,25

   1146,59 y10 150 12 43,5 18,25

   962,46 y8 150 12 42 14,5

RpoE_02 IAQFYTDLNIDGR Δ00 555,90 600,35 b4 76 6,1 26 8,8

   903,45 y8 76 6,1 26,5 7,8
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Peptid-
name Peptidsequenz Markierung 

Q1

m/z 

Q3

m/z 

Fragment-

typ 

DP

(V) 

EP 

(V) 

CE 

(V) 

CXP

(V) 

RpoE_02 IAQFYTDLNIDGR Δ00 555,90 574,29 y5 76 6,1 24,5 8,5

  Δ04 557,20 604,35 b4 76 6,1 26 8,8

   903,45 y8 76 6,1 26,5 7,8

   574,29 y5 76 6,1 24,5 8,5

  Δ08 558,60 608,36 b4 76 6,1 26 8,8

   903,45 y8 76 6,1 26,5 7,8

   574,29 y5 76 6,1 24,5 8,5
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3.4 Flüssigkeitschromatographie und massenspektrometrische Analyse 

(LC-MS) 

- Puffer A 

99,9 % (v/v) A. bidest. 

0,1 % (v/v)  Essigsäure höchste Reinheit (Roth) 

 

- Puffer B 

99,9 % (v/v) Acetonitril höchste Reinheit (AppliChem) 

0,1 % (v/v)  Essigsäure höchste Reinheit (Roth) 

 

Für die Gradienten wird immer Puffer A und Puffer B auf 100 % gemischt, deswegen wird 

nachfolgend immer nur der Anteil eines Puffers vermerkt. 

 

3.4.1 LC-MS Analyse von 1-DE vorgetrennten Proben (GeLC-MS Methode) 

Die Analyse der Proben für die Versuche mit der 15N metabolischen Markierung wurde mit 

der GeLC-MS Methode durchgeführt. Im ersten Schritt wurden die Proteine mittels 1-DE 

vorfraktioniert, die komplette Gelspur in mehrere Stücke zerteilt, die Proteine im Gel mit 

Trypsin verdaut und aus dem Gel eluiert. Die Peptidgemische wurden anschließend per 

nanoHPLC (nanoAcquity UPLC System, Waters), die „online“ an ein LTQ-Orbitrap 

Massenspektrometer (Thermo Scientific) gekoppelt war, aufgetrennt. 

Im ersten Schritt wurde die Probe mit einer Flussrate von 10 µl/Min. und 99 % Puffer auf die 

Vorsäule (nanoACQUITY UPLC Säule, Symmetry C18, 5 µm, 180 µm x 20 mm, Waters) 

geladen und für 3 Min. entsalzt. Anschließend wurde unterschiedliche Säulen und 

Gradienten für die B. subtilis und S. aureus Proben verwendet. 

Die Peptidgemische der B. subtilis - Extrakte wurden mit einem Gradienten von 5 % bis 50 % 

Puffer B innerhalb von 80 Min. bei einer Flussrate von 400 nl/Min. auf der analytischen Säule 

(nanoACQUITY UPLC Säule, BEH130 C18, 1,7 µm, 75 µm x 100 mm, Waters) getrennt.  
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Die Peptidgemische der S. aureus - Extrakte wurden mit einem Gradienten von 5 % bis 40 % 

Puffer B innerhalb von 90 Min. bei einer Flussrate von 300 nl/Min. auf der analytischen Säule 

(nanoACQUITY UPLC Säule, BEH130 C18, 1,7 µm, 75 µm x 200 mm, Waters) getrennt.  

Alle GeLC-MS Proben wurden an der LTQ-Orbitrap im LTQ/Orbitrap parallel Mode gemessen 

und die fünf intensivsten Peaks wurden für die Fragmentierung mittels CID in der LTQ 

ausgewählt, in dieser Zeit wurde in der Orbitrap ein Übersichtsspektrum mit einer Auflösung 

von 30.000 im m/z-Bereich von 300 bis 2.000 aufgenommen. Die Vorläuferionen wurden 

dynamisch für 180 s für eine weitere Fragmentierung ausgeschlossen, ebenso wie Ionen mit 

unbekannter und einfacher Ladung. 

Für die Identifikation der Bestandteile des RNA-Polymerase-Komplexes von B. subtilis 

wurden die Eluate aus den in-Gel Verdau mit einer UltiMate 3000 (Dionex), die „online“ mit 

einem QStar Elite Massenspektrometer (AB Sciex) verbunden war, analysiert. 

Die Peptide wurden mit einer Flussrate von 10 µl/Min. und 95 % Puffer A für 3 Min. auf die 

Vorsäule (5 mm Länge x 300 µm i.d. Vorsäule, PepMap, C18, LC Packings) geladen. Die 

Peptidgemische wurden mit einem nicht linearen Gradienten bei einer Flussrate von 

300 nl/Min. auf der analytischen Säule (150 mm Länge x 75 µm i.d., PepMap, C18, LC 

Packings) wie folgt aufgetrennt: in 5 Min. auf 10 % Puffer B, in 5 Min. auf 15 % Puffer B, in 

10 Min. auf 25 % Puffer B, in 10 Min. auf 40 % Puffer B, in 10 Min. auf 60 % Puffer B. 

Ein TOF Übersichtsscan wurde für 0,5 s in einem Massenbereich von 350-1600 m/z und die 

MS/MS Spektren einem Bereich von 140-1600 m/z. Eine „data-dependent acquisition“ 

Methode wurde genutzt um die MS/MS Spektren der drei intensivsten Vorläuferionen 

aufzunehmen, welche dann für 30 s für eine weitere Fragmentierung ausgeschlossen 

wurden. Ionen mit einem Ladungszustand von 1 wurde generell ausgeschlossen. 

Zur Analyse der Vollständigkeit der Markierungsreaktion des mTRAQ Reagenz wurde das 

gleiche Setup angewendet. 
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3.4.2 Optimierung Messparameter für den Ausschlusslisten-Ansatz 

Für die Parameteroptimierung wurde der gleiche experimentelle Aufbau, wie für die Analyse 

der GeLC-MS Proben aus dem S. aureus Experiment angewandt (s 3.4.1). Dazu wurden 

500 ng des Gesamtproteinverdaus auf die Vorsäule geladen. 

Um anschließend die Peakkapazität und damit die Trennleistung zu erhöhen, wurde der LC-

Gradient anschließend in 90 Min.-Schritten verlängert (der Gradient stieg immer von 5 % zu 

40 % Puffer B an). Um dabei eine Trennung auf der Vorsäule und damit eine schlechte 

Auflösung der Peaks zu vermeiden, wurde dazu die Vorsäule entfernt und die Proben direkt 

in 70 Min. mit 99 % Puffer A bei einer Flussrate von 300 nl/Min. auf die analytische Säule 

geladen (nanoACQUITY UPLC Säule, BEH130 C18, 1,7 µm, 75 µm x 200 mm, Waters).  

Für die Analyse der biologischen Proben für den Ausschlusslisten-Ansatz wurde der 180 Min. 

Gradient genutzt. 

Für die MS/MS Analyse war die nanoHPLC online an ein LTQ-Orbitrap XL 

Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) gekoppelt. Die Auswertung aller Schritte 

während des Optimierungsprozesses und die Erstellung der Ausschlusslisten fand mit dem 

Proteome Discoverer 1.2 und dem implementierten Sequest Algorithmus (Thermo Fisher 

Scientific) statt. Die Datenbanksuche wurde gegen eine S. aureus COL Datenbank (2722 

Einträge, von der Uniprot-Seite am 14.01.11 heruntergeladen) mit hinzugefügten 

Laborkontaminanten durchgeführt. Die Suche wurde mit folgenden Parametern 

durchgeführt: Trypsin (KR), max. 2 ausgelassene Schnittstellen, 10 ppm 

Peptidmassengenauigkeit, 1 Da Fragmentmassengenauigkeit, b- und y-Ionen berücksichtigt, 

variable Oxidation am Methionin (+15.99 Da) und Carbamidomethylierung am Cystein 

(+57.02 Da). Auf das Ergebnis der Datenbanksuche wurde dann folgender „Xcorr vs charge 

state“ Filter angewendet: 2,2 für doppelt geladene, 3,3 für dreifach geladene und 3,75 für 

höher geladene Ionen. Diese Filtereinstellungen führten zu einer „false discovery rate“ FDR 

kleiner als 0,1 % auf Peptidlevel. 

Im ersten Schritt der Optimierung wurden vier verschiedene Zielwerte für den 

Übersichtsscan in der Orbitrap ausprobiert (Standard-Wert: 5E5, 1E6, 1.5E6 und 2E6 Ionen), 

wobei die maximale Sammelzeit konstant bei 250 ms gehalten wurde. Die Proben wurden im 

LTQ/Orbitrap parallel Mode gemessen und die fünf intensivsten Peaks wurden für die 
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Fragmentierung mittels CID in der LTQ ausgewählt, in dieser Zeit wurde in der Orbitrap ein 

Übersichtsspektrum mit einer Auflösung von 30.000 im m/z-Bereich von 300 bis 2.000 

aufgenommen. Die Vorläuferionen wurden dynamisch für 180 s für eine weitere 

Fragmentierung ausgeschlossen, ebenso wie Ionen mit unbestimmter und einfacher Ladung. 

Anschließend wurde aus einer Messung mit einem Zielwert von 1E6 Ionen mit dem 

Proteome Discoverer eine Ausschlussliste, die die monoisotopischen Massen der 

identifizierten Peptide enthielt, erstellt. Zusätzlich wurde der Ausschluss dieser Massen von 

der Messung weiterer MS/MS Spektren auf ein 2 Min. Fenster beschränkt und die Liste in die 

Instrumenten-Methode übernommen. 

Um die Anzahl der identifizierten Peptide bei der Verwendung einer Ausschlussliste zu 

erhöhen, wurde die maximale Sammelzeit der Ionen für die Aufnahme eines MS/MS 

Spektrums in 100 ms Schritten von 100 ms auf 400 ms erhöht, der Intensitätsgrenzwert 

wurde in 250 cts Schritten von 1000 bis auf 250 cts reduziert, das Isolationsfenster wurde in 

1 Da Schritten von 2 auf 5 verbreitert und das Zentrum des Isolationsfensters wurde in 0,5 

Schritten von 0 auf 2 vom monoisotopischen Peak weg verschoben (Add/Sub-Wert). 

Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgeführt. 

Nach der Optimierung wurde folgende Messmethode für den Ausschlusslisten-Ansatz 

verwendet: Gradientenlänge: 180 Min., Zielwert für den Übersichtsscan 1E6, max. 

Sammelzeit für die MS/MS Spektren: 200 ms, Intensitätsgrenzwert: 500 cts, 

Isolationsfenster: 3 Da, Add/Sub: 1,5. Als Anpassung an den längeren Gradienten im 

Vergleich zu den Optimierungsmessungen, wurden die Massen auf der Ausschlussliste für in 

einem 4 Min. Fenster ausgeschlossen. Nach jeder Replikatmessung wurden die 

monoisotopischen Massen der neu identifizierten Peptide der schon vorhandenen 

Ausschlussliste hinzugefügt. 
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3.4.3 LC-SRM Messung 

Aufgrund der unterschiedlichen Komplexität der Probe aus der Aufreinigung der RNA-

Polymerase und der Probe zur absoluten Bestimmung einiger Proteine zur Validierung des 

Hi3 Ansatzes, wurden Gradienten unterschiedlicher Länge verwendet.  

Für die SRM Messungen wurde eine nanoHPLC (Ettan MDLC System, GE Healthcare) online 

mit einem 4000 QTRAP Massenspektrometer (AB Sciex) verbunden. Für beide Messungen 

wurden die Peptide zu Beginn mit einem Fluss von 10 µl/Min. und 99 % Puffer A für 10 Min. 

auf die Vorsäule (Vorsäule, PepMap, C18, LC Packings) geladen und dort entsalzt. 

Die weniger komplexen Proben, d. h. der Verdau der angereicherten RNA-Polymerase von 

B. subtilis, wurden dann mit folgenden nicht linearen Gradienten bei einer Flussrate von 

260 nl/Min. aufgetrennt: in 5 Min. auf 10 % Puffer B, in 5 Min. auf 15 % Puffer B, in 10 Min. 

auf 25 % Puffer B, in 10 Min. auf 40 % Puffer B und in 10 Min. auf 60 % Puffer B. 

Die komplexen Gesamtproteinverdaue wurden mit folgenden Gradienten bei einer Flussrate 

von 260 nl/Min. aufgetrennt: in 10 Min. auf 10 % Puffer B, in 25 Min. auf 15 % Puffer B, in 

35 Min. auf 25 % Puffer B, in 30 Min. auf 40 % Puffer B, 15 Min. auf 60 % Puffer B. 

Das 4000 QTRAP System wurde mit Analyst 1.5.1 gesteuert. Für alle Messmethoden wurden 

folgende Einstellungen verwendet: „ion spray voltage“: 2800 V, „curtain gas“: 10 psi, „ion 

source gas 1“: 8 psi, „interface heater temperature“: 150°C, „CID pressure“: 4.0 – 4.3 × 10-5 

Torr und Q1 und Q3: „ unit resolution“ (0.6 – 0.8 Da FWHH). Für alle SRM Messungen 

wurden die in Tabelle 8 und 9 aufgeführten optimierten Parameter für Q1 und Q3 Masse, 

„declustering potential“, „entrance potential“, „collision energy“, „collision exit potential“ 

jedes Peptids genutzt, um eine höchstmögliche Sensitivität der Messung zu gewährleisten. 

Die „dwell time“ für jeden Übergang wurde auf 20 ms festgelegt. Vor der Analyse wurden 

die Retentionszeiten aller Peptide bestimmt und zum Aufsetzen einer „scheduled“ SRM 

Methode, was die Messung aller Übergänge in einem LC-Lauf ermöglichte, genutzt. Alle 

Messungen wurden in Triplikaten durchgeführt. 
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3.4.5 LC-MSE Messung 

Es wurden 5 µg Gesamtproteinverdau mit dem nanoACQUITY UPLC System (Waters) ohne 

Vorsäule per direkter Injektion aufgetrennt. Dazu wurden die Proben innerhalb von 35 Min. 

mit 99 % Puffer A und einer Flussrate von 300 nl/Min. auf die analytische Säule 

(nanoACQUITY UPLC Säule, BEH130 C18, 1,7 µm, 75 µm x 200 mm, Waters) geladen. 

Anschließend wurden das Peptidgemisch mit folgenden Gradienten aufgetrennt: in 165 Min. 

auf 18 % Puffer B, in 60 Min. auf 26 % Puffer B, in 40 Min. auf 60 % Puffer B. Die nanoHPLC 

war online an ein Synapt G2 Massenspektrometer (Waters), dass mit einer NanoLockSpray 

ausgerüstet war, gekoppelt. Das Massenspektrometer wurde mit der MassLynx 4.1 Software 

(Waters) gesteuert. Alle Messungen wurden in einem Massenbereich von 50-2000 m/z im 

„resolution mode“ durchgeführt. Zur Lockmassen Korrektur wurde eine Lösung vom 

[Glu1]fibrinopeptid B (GluFib, m/z: 785,8426 Da, Sigma, 500 fmol/µl in 50 % (v/v) Acetonitril, 

AppliChem, 0,1 % (v/v) Ameisensäure, Sigma) mit einer Flussrate von 500 nl/Min. über das 

Fluidics-System des Massenspektrometers infundiert und alle 30 s gemessen. LC-MSE Daten 

wurden durch eine abwechselnde Messung von Scans mit niedriger Energie 

(Kollisionsenergie: 10 eV) und hoher Energie, wobei die Kollisionsenergie in Rampe von 10 

bis 40 eV erhöht wurde, aufgenommen. Alle Scanzeiten wurden auf 2 s festgelegt. 

 

3.5 Auswertung massenspektrometrischer Daten 

3.5.1 Proteinidentifikation mit dem Mascot Suchalgorithmus 

Für die Identifikation der Interaktionspartner der RNA-Polymerase und der Überprüfung der 

Vollständigkeit der Peptidmarkierung mit dem mTRAQ Reagenz wurden die LC-MS/MS Daten 

des Qstar Elite mit dem Mascot Suchalgorithmus 2.0 (Matrix Sciences) gegen eine Datenbank 

von B. subtilis 168 (Version SubtiList 2.6) gesucht. Dazu wurden folgende Parameter 

verwendet: Massenabweichung für das Vorläufer- und Fragmention: 0,2 Da; Trypsin mit bis 

zu zwei ausgelassenen Schnittstellen; Oxidation am Methionin als variable Modifikation 

(+15.99 Da) und zusätzlich für die Analyse der mTRAQ-markierten Proben: Δ04 mTRAQ und 

Carbamidomethylierung am Cystein als variable Modifikation (+57.02 Da). 
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Das Ergebnis der Datenbanksuche wurde anschließend mit folgenden Kriterien gefiltert: 

p < 0,05 und „ion score“ > 20. Ein Protein wurde als identifiziert angesehen, wenn ihm 

mindestens zwei Peptide zugeordnet werden konnten und der „protein score“ größer als 50 

war. 

 

3.5.2 Proteinidentifikation (Sequest Algorithmus) und relative Quantifizierung für 

die Daten der 14N/15N metabolischen Markierung (CenSus) 

Für die Proteinidentifikation der B. subtilis Daten wurde die „forward-reverse“ SubtiList 2.6 

Datenbank des B. subtilis 168 Stamms mit hinzugefügten üblichen Laborkontaminationen 

genutzt. 

Für die S. aureus Daten wurde eine „forward-reverse“ S. aureus COL Datenbank (von der 

Uniprot-Seite am 14.01.11 heruntergeladen) mit hinzugefügten Laborkontaminanten 

verwendet. 

Die Datenbanksuche wurde mit dem Sequest Algorithmus (Thermo Fisher Scientific), der in 

Bioworks 3.31 SP1 (Thermo Fisher Scientific) implementiert ist, in einer „non unified“ Suche 

mit folgenden Parametern durchgeführt: Trypsin (KR) mit bis zu zwei ausgelassenen 

Schnittstellen, 10 ppm Peptidmassengenauigkeit, 1 Da Fragmentmassengenauigkeit, b- und 

y-Ionen berücksichtigt und variable Methionin Oxidation (+15.99 Da). Anschließend wurde 

die Suche einmal mit 15N als statische Modifikation wiederholt. 

Die entstandenen *.dta und *.out Dateien aller Rohdaten einer Gelspur wurden mit 

DTASelect 2.0.25 164 mit folgenden Parametern zusammengefasst: -y 2 -c 2 -C 4 --here --

decoy Reverse_ -p 2 -t 2 -u --MC 2 -i 0.3 --fp 0.005. Aus den DTASelect-filter.txt Dateien 

wurden mit einem Skript von Sylvia Melzer alle Peptide mit gleicher Aminosäure 

herausgefiltert. Die dazu gehörigen Rohdaten wurden parallel mit dem RawExtractor, der im 

CenSus Paket 163 enthalten ist, in *.ms1 Dateien umgewandelt. Die Quantifizierung wurde 

anschließend mit CenSus 1.72 durchgeführt. Die Daten wurden mit folgenden Einstellungen 

exportiert: „determination factor“: 0,7; „outlier threshold p-value“: 0,1; „area ratio lower 

threshold“: 0,001; „area ratio higher threshold“: 1.000; „unique peptides“.  
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Danach wurden alle Ratios in den Log2-Raum transformiert und normalisiert auf einen 

Median von 0 über alle Proteinratios einer Probe. Dann wurden die Daten der technischen 

und biologischen Daten gemittelt und die Koeffizienten der Varianz berechnet. Um die 

Änderungen zwischen den biologischen Zuständen zu beschreiben wurden die 

normalisierten Werte der Kontrollprobe von den weiteren normalisierten Werten 

abgezogen. 

 

3.5.3 Markierungsfreie relative Proteinquantifizierung mit dem Rosetta 

Elucidator 

Zur Quantifizierung wurden die Rohdaten in das Rosetta Elucidator System (Rosetta 

Biosoftware) geladen und in einem „differential label free workflow“ analysiert (alle 

Einstellungen sind in Tabelle 10 aufgelistet). Der integrierte „Peak Teller“ Algorithmus 

erkennt die Peptidelutionskurven als „Features“. Auf der Basis der „Features“ findet 

anschließend die Quantifizierung statt. Die Identifikation der Peptide, die ein „Feature“ 

repräsentieren, wurde mit der TurboSequest kompatiblen Sorcerer Sequest v4.0.3 (rev. 11) 

(SageN research) Suchmaschine durchgeführt. Dazu wurde die gleiche S. aureus COL 

Datenbank genutzt, wie für die Suche der Proben aus der metabolischen Markierung und 

folgende Parameter genutzt: Trypsin (KR), max. 2 ausgelassene Schnittstellen, 10 ppm 

Peptidmassengenauigkeit, 1 Da Fragmentmassengenauigkeit, b- und y-Ionen, variabel 

Oxidation am Methionin (+15.99 Da) und Carbamidomethylierung am Cystein (+57.02 Da) 

Die Ergebnisse der Datenbanksuche wurden mit dem „Peptide Teller“ Algorithmus neu 

analysiert und das „Peptide Teller“ Ergebnis wurde für die Annotation der „Features“ mit 

einer vorgesagten „error rate“ von 0,02 genutzt. Abschließend wurden die 

Quantifizierungsergebnisse exportiert und Quantifizierungen, die auf nur einem Peptid 

beruhten, wurden manuell entfernt. 
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Tab. 11. Parameter der markierungsfreien Quantifizierung im Rosetta Elucidator. 

Processing restrictions: 

T: 70-300 min 

m/z: 300-1600 

 

Factor: Treatment 

Level: control 

 30 min NO Stress 

 

Peak Teller: 

General parameter 

Peak time score minimum: 0 

Peak m/z score minimum: 0.5 

Peak time width minimum (min): 0.1 

Calculate feature intensity:  height 

Alignment: 

MS lock mass: NO 

Intensity threshold: 0 

Alignment Algorithm: Spectral Alignment 

Instrument Mass Accuracy (ppm): 10 

Alignment search distance (minutes): 8 

Enabled Refine Alignment 

Filtering: 

Automatic smoothing 
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Feature Identification: 

Feature noise filtering strength: 2 

Feature Confidence score threshold: 0.45  Enabled Intra treatment group scoring 

m/z separation tolerance: 1 

RT separation tolerance: 2.5 

Noise removal strength – RT: 7 

Noise removal strength – m/z: 6 

Noise removal strength – Intensity: 4 

Feature removal: 

Enabled: Features assigned a charge of zero 

Grouping: 

Max. charge: 5 

Data type: Proteomics 

 

Combined data builder 

Intensity scaling 

Enabled: perform scaling 

Baseline calculation to the mean of features, which passed a 10 % outlier trim from baseline 
data 

 

Ratio Builder 

Intensity scaling 

Enabled: perform scaling 

Baseline calculation to the mean of features, which passed a 10 % outlier trim from baseline 
data 

Build feature level ratios 

Error model to apply: Generic Ratio Error Model 

Limit Fold change to (+/-): 1000 

  



MATERIAL UND METHODEN 
 

154 
 

Build Charge Group Ratios 

Error model to apply: Generic Ratio Error Model 

Limit Fold change to (+/-): 1000 

Baseline: Factor: Treatment; Level: control 

 

DTA file creation:  

Peak selection per isotope group 

Create DTA files from all peaks 

Scan selection 

Create an individual DTA file for each MS/MS scan 

DTA output 

Use mass and charge from Feature 

DTA Filtering 

Calculate DTA aprent assignment score using: Precursor ion isolation width: 2 m/z 

Enabled: Fragment ion total intensity must be higher than 500 

Enable: m/z range must be higher than 500 

 

Peptide Protein Teller: 

Independent decoy validation:  

Reserve fraction of reverse sequences: 1.00 error= 2*#decoy/#total 

Search result selection 

Maximal rank: 1 

Parent charge: not enabled 1+ 

Include high scoring homologue hits regardless of rank 

Group consistency 

Group results by Isotope Group 
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Peptide Teller settings: 

Sample enzyme: search template enzyme 

Treat homologue Star results: penalize 

Enabled: Use reverse hits to set negative distributions when possible 

Minimum peptide probability 0.05. 

Protein Teller settings: 

Enabled assemble homologous proteins into groups 

Peptide Teller model Discipline 

Standard 

Optional model Info 

Enabled: Use high accuracy mass diff. info 

Enabled: Use MS/MS spectrum information 

Enabled: Use non-parametric search score distributions 
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3.5.4 LC-SRM Datenauswertung 

Die Auswertung der SRM Daten erfolgte mit der MultiQuant 1.2 Software (AB Sciex) mit dem 

MQL-Algorithmus für die Integration der Peaks mit folgenden Einstellungen: „7-point 

smooth“, „peak-splitting factor“ 5. Zur Bestimmung der absoluten Menge eines Peptides 

wurden die Signalintensitäten der drei Übergänge der schweren Peptide in Relation zu den 

Signalintensitäten der leichten Peptide gesetzt und nach dem Signal zu Rauschen Verhältnis 

gewichtet. Danach wurden die Peptidratios der einzelnen Proteine gemittelt und die 

absolute Menge der Proteine konnte mithilfe der Menge der schweren Peptide in der 

Messung berechnet werden. Die Standardabweichung der Messungen wurde über die 

Replikate der Messungen berechnet. 

 

3.5.5 Proteinidentifikation der LC-MSE Daten und globale absolute 

Proteinquantifizierung (Hi3 Ansatz) 

Die Daten der Synapt G2 Messung wurden in die ProteinLynx Global Server 2.4 Software 

(PLGS, Waters) importiert und mit dem Apex3D Algorithmus mit folgenden Einstellungen 

prozessiert: Chromatographische Peakbreite: automatisch, MS TOF Auflösung: automatisch, 

Lockmasse: 785,8426 Da/e, Lockmassenfenster: 0,25 Da, Grenzwert für den niedrigen 

Energiescan: 250 cts, Grenzwert für den hohen Energiescan; 30 cts, Retentionszeitfenster: 

automatisch, Intensitätsgrenzwert für ein Cluster: 1.000 cts. 

Die Datenbanksuche wurde mit dem integrierten „ion accounting“ Algoritmus 105 gegen eine 

randomisierte B. subtilis 168 Datenbank 40 mit hinzugefügten üblichen Laborkontaminanten 

und der Sequenz der Alkohol Dehydrogenase der Hefe (ADH1_YEAST) durchgeführt. Dazu 

wurden folgende Einstellungen verwendet: Peptidmassenabweichung: automatisch, 

Fragmentmassenabweichung: automatisch, Minimum Fragmentionen pro Peptid: 1, 

Minimum Fragmentionen pro Protein: 5, Minimum Peptide pro Proteine: 2, Verdauenzym: 

Trypsin mit maximal zwei ausgelassenen Schnittstellen, Variable Modifikationen: 

Carbamidomethylierung am Cystein (+57,02 Da), Deamidierung am Asparagin und Glutamin 

(+0.98 Da), Oxidation am Methionin (+15,99 Da) und N-terminale Pyrrolidoncarboxylsäure  

(-27,99 Da), „false discovery rate“ (FDR): 5 %, Kalibrationsprotein: ADH1_YEAST. 
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Abschließend wurden nur Proteine berücksichtigt, die in mindestens zwei Proben detektiert 

wurden, was zu einer Reduktion der FDR auf 3 % bis 4 % führte. 

 

3.5.6 Berechnung der Proteinkopien pro Zelle 

Für die Berechnung der Proteinkopien pro Zelle wurden die Zellen in einer Thoma 

Zählkammer unter einem Lichtmikroskop (Axiolab re, Carl Zeiss AG) bei verschiedenen 

optischen Dichten gezählt und die Zellen pro ml pro OD berechnet (M9-Pyr: 6,3e8; S: 6,2e8; 

TS: 5,2e8; CH: 4,1e8; CHG: 3,8e8).  

Nach der Messung der absoluten Menge eines Proteins (in fmol) entweder über den Hi3 

Ansatz oder die AQUA Methode, wurde die Anzahl der Kopien pro Zelle aus der Menge der 

geernteten Zellen, der Proteinmenge pro Zelle und der Anzahl der Zellen, aus denen der 

Proteinextrakt für eine Messung gewonnen wurde, berechnet. Zur Mittelung der Daten aus 

den technischen und biologischen Replikaten wurden die Kopien pro Zelle in den Log2-Raum 

transformiert und gemittelt. Anschließend wurden durch Vincent Fromion vom MIG in Jouy-

en-Josas mithilfe der Standardabweichungen der Messungen, Konfidenzintervalle für die 

Anzahl der Proteine pro Zelle berechnet. 

Um die Daten über die verschiedenen Wachstumsraten vergleichen zu können, wurden die 

Kopien pro Zelle über die unterschiedlichen Volumina der Zellen normalisiert, da das 

Volumen der Zellen sich in der Abhängigkeit von der Wachstumsrate ändert 183. 
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Übersicht über den Anhang 
 

Die Tabellen des Anhangs befinden sich alle auf der beigefügten CD. 

 

Anhang I: Quantifizierungsergebnisse der Anpassung von B. subtilis an die bevorzugten 

Kohlenstoffquellen (Glukose und Malat). 

Anhang II: Identifikationsergebnisse zur Optimierung der Anzahl der Ionen für den 

Übersichtsscan in der Orbitrap in dem Versuchen zur Optimierung des Ausschlusslisten-

Ansatzes für eine markierungsfreien Proteinquantifizierung für S. aureus. 

Anhang III: Identifikationsergebnisse zur Optimierung der Parameter für die Aufnahme der 

MS/MS Spektren in dem Versuchen zur Optimierung des Ausschlusslisten-Ansatzes für eine 

markierungsfreien Proteinquantifizierung für S. aureus. 

Anhang IV: Identifikationsergebnisse zur Optimierung der Gradientenlänge in dem 

Versuchen zur Optimierung des Ausschlusslisten-Ansatzes für eine markierungsfreien 

Proteinquantifizierung für S. aureus. 

Anhang V: Überblick über die identifizierten Proteine in dem markierungsfreien 

Quantifizierungsexperiment zur Untersuchung der Anpassung von S. aureus an NO. 

Anhang VI: Überblick über die identifizierten Proteine in dem 14N/15N 

Markierungsexperiment zur Untersuchung der Anpassung von S. aureus an NO. 

Anhang VII: Überblick über die Quantifizierungsergebnisse in dem markierungsfreien und 

dem auf einer 14N/15N metabolischen Markierung basierten Ansatz. 

Anhang VIII: Überblick über die identifizierten Proteine in dem absoluten 

Quantifizierungsexperiment von B. subtilis. 

 A: Zellen auf M9-Pyr Medium angezogen. 

 B: Zellen auf S Medium angezogen. 
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 C: Zellen auf TS Medium angezogen. 

 D: Zellen auf CH Medium angezogen. 

 E: Zellen auf CHG Medium angezogen. 

Anhang IX: Überblick über die Anzahl der Proteine pro Zelle von B. subtilis Zellen, angezogen 

auf M9-Pyr, S, TS, CH und CHG Medium. 

Anhang X: Überblick über das Identifikationsergebnis bei der Überprüfung der vollständigen 

mTRAQ-Markierung eines aufgereinigten und verdauten RNA-Polymerase-Komplex von B. 

subtilis. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 

1-DE Ein dimensionale Gelelektrophorese

2-DE Zwei dimensionale Gelelektrophorese

AQUA Absolute Quantifizierung

BMM Belitzky-Minimal-Medium

BoC Belitzky-Minimal-Medium-ohne-Zitrat

Bps Basenpaare eines DNA Doppelstranges

CE Kollisionsenergie

CID „Collision induced dissociation“

Cts „counts“, als Intensitätseinheit für MS-Daten

CXP „Collision exit potential“

DDA „Data dependent acquisition“

DIA „Data independent acquisition“

DP „declustering potential“

EMP Weg Embden-Meyerhof-Parnas-Weg

emPAI „Exponentially modified protein abundance index“ 

EP „Entrance potential“

ESI Elektrospray 

eV Elektronenvolt

FDR „false discovery rate“

FWHH „Full width at half height“

GeLC Gelelektrophorese-Flüssigkeitschromatographie

i. d. Innerer Durchmesser von Kapillaren

ICAT „Isotope-Coded Affinity“ Tag

IEF Isoelektrische Fokussierung

IEX Ionenaustausch Chromatographie
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iTRAQ „Isobaric tagging for relative and absolute quantification“ 

KoV Koeffizient der Varianz

LC Flüssigkeitschromatographie

LTQ „Linear trap quadrupole“

MAHMA NONOate [6-(2-hydroxy-1-methyl-2-nitrosohydrazino)-N-methyl-1-Hexanamin

MALDI „Matrix assisted laser desorption“ - Ionisation

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandem Massenspektrometrie

MSE Multiplexed Massenspektrometrie

mTRAQ „Multiplexed tagging for relative and absolute quantification“ 

MudPIT „Multi-dimensional protein identification technology“ 

nHPLC Nano Hochleistungschromatographie

NO  Stickstoffmonoxid

ODxxx Optische Dichte bei xxx nm

PAI „Protein abundance index“

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion

PLGS ProteinLynx Global Server

RP Umkehrphase 

RT Raumtemperatur

SDS Natrium Dodecylsulfat

SRM „Single reaction monitoring“

TAP „Tandem affinity purification“

TCA Zyklus Tricarbonsäure Zyklus

TCEP Tris-(2-carboxyethyl)phosphin-Hydrochlorid

TEAB Triethylammonium-Bicarbonat

TOF „Time of flight“ Massenspektrometer
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