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B Gegenwartig laufen in der Umweltmikro-
biologie zwei wissenschaftlich-technologische
Entwicklungsstrange auf interessante und
vielversprechende Weise zusammen: Zum
einen verdeutlichte die interdisziplindre
Umweltforschung (Biogeochemie, [molekula-
re] Okologie und mikrobielle Physiologie) der
letzten drei Jahrzehnte die zentrale Rolle von
Mikroorganismen fiir die globalen Stoff-
kreisldufe und das Funktionieren von Oko-
systemen in verschiedenen Habitaten. Zum
anderen entwickeln sich moderne Omics-Tech-
nologien ausgehend von technologisch
anspruchsvollen und kostenintensiven Anfan-
gen hin zu Standardmethoden der Lebens-
wissenschaften. Aktuelle und aufkommende
Technologien zur DNA-Sequenzierung ermog-
lichen die Bestimmung der Genomsequenz
praktisch jeder mikrobiellen Spezies von
Interesse; in dhnlicher Weise nimmt der
Zugang zu metagenomischen Informationen
tuber mikrobielle Gemeinschaften in natiir-
lichen Systemen rapide zu. Komplementar
dazu haben Methoden, Instrumente und rele-
vante Bioinformatik der Proteomforschung
hinsichtlich Robustheit und Bedienbarkeit
eine Reife erreicht, die sie zunehmend auch
flir den allgemeinen (Mikro-)Biologen
anwendbar machen.

Auf der Ebene von kultivierungsabhangi-
gen Experimenten ermoglicht genombasierte
Proteomik neue Einblicke in biochemische

Leistungen sowie Anpassungsstrategien und
-mechanismen an wechselnde Umweltbedin-
gungen [1, 2]. Im Fall von Habitatstudien
erlauben Meta-Omics-Ansétze konventionelle
Diversitdts- und Strukturanalysen mikro-
bieller Gemeinschaften, um funktionale Infor-
mationen zu erganzen [3]. Eine integrierte
Umweltproteomik verspricht Fortschritte bei
der offenen Kernfrage when and how is it done,
da sie die Biokatalysatoren selbst ins Visier
nimmt, und wurde 2013 in der PROTEOMICS-
Sonderausgabe , Environmental Microbial Pro-
teomics“ thematisiert (Proteomics (2013)
13:2697-2930).

Analytische Herausforderung

Im Gegensatz zu Nukleinsduren sind Proteine
weitaus vielfaltiger. Dies bezieht sich auf die
physikochemischen Eigenschaften, Kom-
plexbildung, den dynamischen Bereich, post-
translationale Modifikationen, ihre subzellu-
lare Lokalisation und kontextspezifische Bil-
dung. Entsprechend vielfdltig sind die metho-
dischen Herausforderungen fiir die Proteom-
forschung hinsichtlich Probenvorbereitung
einschlieBlich subzelluldrer Fraktionierung,
Trennung und Detektion von Proteinen/Pep-
tiden, Massenspektrometrie(MS)-basierter
Proteinanalyse, Proteinidentifizierung und
quantitativer Proteomik. Methodische Kon-
zepte und theoretische Hintergriinde stellten
L. Wohlbrand et al. kiirzlich zusammen [4].

Abbildung 1 zeigt den Ablauf der kultivie-
rungsabhdngigen und -unabhdngigen Um-
weltproteomik.

Probenvorbereitung

Reproduzierbarkeit und Effizienz der Pro-
benvorbereitung sind grundlegend fiir Erfolg
und Verldsslichkeit von Proteomanalysen.
Wihrend bei Laborkulturen beispielsweise
Heterogenitdt in Morphologie oder Wachs-
tumsphasen eine Rolle spielt, liegen die
Herausforderungen im Fall von Umweltpro-
ben bei der niedrigen Zellzahl und Abtren-
nung unerwiinschter Begleitorganismen bzw.
-stoffe. Weitere wichtige Schritte, um die Kom-
plexitat der Probe zu verringern (Dekomple-
xierung), sind Zellaufschluss, subzelluldre
Fraktionierung und Proteinsolubilisierung.

Trennung und Detektion von
Proteinen

Die zweidimensionale Gelelektrophorese
(2DE) ist die hochstauflosendste Trenntech-
nik fiir l16sliche Proteine. Membranproteine
lassen sich aufgrund ihrer Hydrophobizitat
besser mittels klassischer SDS-PAGE sepa-
rieren. Die Verwendung milder Detergenzien
ermoglicht die elektrophoretische Trennung
nativer Membranprotein(komplex)e mittels
BN(blue native)-PAGE. Als Goldstandard fir
die quantitative Untersuchung von Proteom-
signaturen hat sich die auf Fluoreszenzfarb-
stoffen basierende 2D-DIGE (differenzielle
Gelelektrophorese) erwiesen [5]. 2D-DIGE
konnte kiinftig weitere Verbreitung finden,
wenn hochpreisige und wartungsintensive
Laserscanner zur Digitalisierung der Gele
durch digitalkamerabasierte Systeme ersetzt
werden.

Gelfreie, LC(liquid chromatography)-basier-
te Trennmethoden kommen vor allem auf Pep-
tidebene, bei Membranproteinen und whole
cell shotgun-Analysen zum Einsatz. Meist wer-
den nanoLC-Systeme (mit Flussraten von etwa
300 Nanoliter pro Minute) mit reversed phase-
Trennsdulen verwendet. Peptidtrennung
mittels nanoLC kann on-line an ESI-MS (Mas-
senspektrometrie) und off-line an MALDI-TOF-
MS gekoppelt werden. Durch multidimensio-
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nale LC auf Basis zweier oder mehrerer unter-
schiedlicher Trennprinzipien ist Hochauflo-
sung erreichbar; ein hdufig verwendetes Ver-
fahren ist dabei die Kopplung von SDS-PAGE
und reversed phase-nanoLC, die GeLC.

Massenspektrometrie-basierte
Analyse von Proteinen
Massenspektrometer gehoren zu den zentra-
len Proteomik-Technologien, seit weiche Ioni-
sierungsmethoden die Uberfiihrung von Pep-
tiden und Proteinen in die Gasphase ermog-
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lichen. Die hohe m/z(Masse-zu-Ladung-Ver-
héltnis)-Auflosung moderner MS-Gerite bildet
die Grundlage fiir eine zuverldssige Protein-
identifizierung.

Die wichtigsten Ionisierungsmethoden sind
MALDI (matrix-assisted laser-desorption/ioni-
zation) und ESI (electrospray ionization). Im
Fall von MALDI werden die Peptide mit einer
UV-absorbierenden Matrix ko-kristallisiert
und durch Laserbeschuss (im UV-Bereich)
ionisiert. Bei ESI wird eine wissrige Peptid-
16sung tiber eine feine Nadel und unter Hoch-

spannung verspriiht; durch anschlieBende
Verdunstung der gebildeten Analyttropfchen
nehmen die Peptide Ladung auf.
MALDI-TOF-MS ist weitverbreitet und
besitzt hohe Massengenauigkeit und Emp-
findlichkeit. Nach Ionisierung durch MALDI
erfolgt die Trennung der geladenen Peptide
nach Beschleunigung im Hochvakuum durch
einen TOF(time-of-flight)-Massenanalysator.
Durch Tandem-MS lassen sich Peptidfrag-
mentionen erzeugen und analysieren. Eine
weitverbreitete Anwendung von MALDI-TOF-
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MS ist die Analyse 2DE-separierter Proteine.
Durch off-line-Kopplung an eine nanoLC kon-
nen jedoch auch hoch komplexe Proben unter-
sucht werden.

Die ESI-lonenfallen-Massenspektrometer
(on-line gekoppelt an eine nanoLC) werden
typischerweise fiir die Untersuchung kom-
plexer Proben eingesetzt. Zundchst werden
Ionen aller m/z in der Falle gehalten und oszil-
liert. Zur Massenanalyse werden Ionen mit-
hilfe einer m/z-abhdngigen rf(radio frequen-
c¢y)-Spannung aus der Falle in den Analysator
befordert. Eine Einschrankung von nanoLC-
ESI-MS ist die Begrenzung auf etwa 10 bis
20 MS/MS-Spektren wegen des Zeitbedarfs
pro MS/MS-Scan und des sich standig veran-
dernden LC-Eluenten. Die Moglichkeit zur
Fragmentierung von Fragmentionen (MS") ist
niitzlich fiir die Charakterisierung von post-
translationalen Modifikationen. Orbitrap-Mas-
senspektrometer sind Ionenfallen, bei denen
ein konstantes elektrostatisches Potenzial ein-
gesetzt wird und die sich durch eine hohe Auf-
losung auszeichnen. ESI-quadrupole-TOF-
MS/MS-Gerite kombinieren die effiziente kon-

tinuierliche Ionisierung durch ESI mit der
hohen Leistung von TOF-Analysatoren.

Identifizierung von Proteinen

In Abhédngigkeit von der instrumentellen
Massenauflosung und -genauigkeit liefert die
MS-Analyse von Peptiden Informationen tiber
deren Masse (PMF, Peptidmassen-Finger-
print) oder Aminosduresequenz (PFF, Pep-
tidfragment-Fingerprint). Die Proteinidenti-
fizierung basiert auf dem Abgleich der expe-
rimentell bestimmten PMFE/PFF mit auf Basis
von Genomsequenzen berechneten Werten.
Géangige bioinformatische Suchmaschinen
sind beispielsweise Mascot und Sequest.

Quantitative Proteomik

Fiir differenzielle Proteomik ist die quantita-
tive Bestimmung von kontextabhdngigen
Unterschieden in der Proteinabundanz von
zentraler Bedeutung. Neben der gelbasierten
DIGE-Methode wurden mehrere gelfreie, auf
Isotopenmarkierung basierende Methoden
entwickelt. Im Fall von SILAC (stable isotope
labelling by amino acids in cell culture) erfolgt

die Isotopenmarkierung (Aminosduren) der
Proteine wéahrend des Wachstums der Kultu-
ren. Bei ICAT (isotope-coded affinity tag) und
ICPL (isotope-coded protein label) werden die
praparierten intakten Proteine mit Markern
unterschiedlicher Massen markiert. Bei iTRAQ
(isobaric tags for relative and absolute quanti-
tation) erfolgt die Markierung erst auf Pep-
tidebene. Im Fall von SRM (selected reaction
monitoring) geschieht die absolute Quantifi-
zierung bereits bekannter Peptide (hinsicht-
lich Identitdt, Trenn- und Fragmentierungs-
verhalten) mithilfe synthetischer, markierter
Peptide als interne Standards. Bei der mar-
kierungsfreien Quantifizierung werden die
Peptidproben nicht gemischt, sondern einzeln
analysiert. In der mikrobiellen Okologie ist
SIP (protein stable isotope probing) eine neue
Methode, um metabolisch relevante Mitglie-
der von Bakteriengemeinschaften zu identifi-
zieren.

Die hier skizzierten Methoden erlauben
bereits detaillierte proteomische Untersu-
chungen von kultivierten Bakterien wie auch
von Umweltproben. Kiinftige Verbesserungen
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von Massenauflosung und Analysege-
schwindigkeit der MS-Gerdte sowie bei
Trennverfahren und bioinformatischen
Methoden versprechen weitere Fort-
schritte bei der Erfassung des gesamten
Proteoms, von Proben mit geringer Bio-
masse und MS-basierter Quantifizierung.

Forschungsbeispiele

Wir untersuchten drei wichtige Schalt-
stellen des mikrobiellen Abbaus organi-
scher Materie, die durch die Haufigkeit
bzw. chemische Stabilitdt der Substrate
definiert werden: Aminosauren und Koh-
lenhydrate durch aerobe Heterotrophe
(z. B. Phaeobacter inhibens DSM 17395),
Fermentationsendprodukte durch voll-
standig oxidierende Sulfatreduzierer
(z. B. Desulfobacterium autotrophicum
HRM?2) sowie Aromaten und Kohlen-
wasserstoffe durch Denitrifizierer (z. B.
L,<Aromatoleum aromaticum“ EbN1) und
Sulfatreduzierer (z. B. Desulfobacula
toluolica Tol2). Der Proteogenomik
kommt eine zentrale Rolle zu, da sie
molekular-funktionale Einblicke in
Umweltbakterien ermoglicht, fiir die in
der Regel (noch) kein genetisches System
zur Verfiigung steht. Als Uberblick sei
auf aktuelle Ubersichtsartikel verwiesen
[1, 2], sodass im Folgenden nur ein-
zelne Aspekte kurz und beispielhaft
vorgestellt werden.

Das aerobe Alphaproteobakterium
P. inhibens DSM 17395 ist ein versatiler
Modellorganismus der Roseobacter-Grup-
pe, die zu den wichtigsten Komponenten
des Bakterioplanktons in den Weltmee-
ren zahlt. Aktuelle Arbeiten mit P. inhi-
bens DSM 17395 befassen sich mit den
molekularen Grundlagen des Habitat-
Erfolgs dieser wichtigen Gruppe mariner
Bakterien: Anpassung an komplexe Nahr-
stoffbedingungen [6, 7], subzellulédre Pro-
teomik [8] und Rekonstruktion katabo-
ler Netzwerke [9, 10]. In Abbildung 2 ist
die proteogenomisch-metabolomische
Rekonstruktion des katabolen Netzwerks
fiir ausgewdhlte (Habitat-relevante) Koh-
lenhydrate dargestellt; die Kombination
verschiedener proteomischer Methoden
war entscheidend fiir eine nahezu voll-
standige Abdeckung. Insgesamt fiihrten
die bisherigen differenziell proteo-
mischen Arbeiten mit P. inhibens
DSM 17395 zu einer Reannotation von
ca. 200 Genen (inklusive vieler mit
bislang unbekannten Funktionen), was
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den Nutzen der Proteogenomik sensu
strictu widerspiegelt.

Fiir das Sulfat-reduzierende Deltapro-
teobakterium Desulfobacula toluolica
Tol2 wurde vor Kurzem das vollstindige
Genom (5,2 Megabasen) sowie relevante
metabolische und subzelluldre Subpro-
teome bestimmt [11]. Aus diesen Daten
lieBen sich detaillierte Netzwerke fiir
Substratoxidation (zu CO,) sowie fir
Membran-und Zytoplasma-lokalisierten
Elektronentransport rekonstruieren. Dar-
tiber hinaus zeigte sich, dass die p-Cre-
sol-aktivierende Hydroxybenzylsuccinat-
Synthase (Hbs) einen neuen Ast im
Stammbaum der Aryl- und Alkylsucci-
nat-Synthasen reprasentiert (siehe
unten). Der Phenylalaninabbau (via
nicht-oxidativer Desaminierung) konnte
fiir Desulfobacula-Phylotypen in Cm,g—rei—
chen Sauerstoff-Minimum-Zonen von
Bedeutung sein, wie sie typisch fiir Auf-
triebsgebiete sind (z. B. vor der Kiiste
von Namibia).

Das denitrifizierende Betaproteobak-
terium ,A. aromaticum“EbN1 ist ein gut
untersuchter Modellorganismus fiir den
anaeroben Abbau aromatischer Verbin-
dungen [2]. Durch differenzielle Proteo-
genomik wurden beispielsweise die ana-
eroben Abbauwege fiir Ethylbenzol und
p-Ethylphenol etabliert und ein hohes
MaB an substratspezifischer Regulation
beobachtet (Abb. 3). Die beiden ,Ethyl-
benzol“-Operons werden offensichtlich
sequenziell durch zwei Zwei-Kompo-
nenten-Sensor/Regulator-Systeme (spe-
zifisch fir Ethylbenzol bzw. das Inter-
mediat Acetophenon) reguliert [12]. Fir
die Expressionskontrolle des ,p-Ethyl-
phenol“-Operons wird hingegen ein ein-
zelner  o%*-abhingiger  Regulator
(EbA324) vorgeschlagen [13]. Moleku-
largenetische kombiniert mit struktu-
rellen Folgestudien zeigten, dass die vor-
hergesagte Dehydrogenase ChnA (jetzt
Hped) verantwortlich fiir den (R-spezifi-
schen) zweiten Reaktionsschritt im ana-
eroben Abbau von p-Ethylphenol ist [14].
Dartiber hinaus konnte die vorhergesag-
te Regulatorfunktion von EbA324 (jetzt
EtpR) durch in-frame-Deletion und Kom-
plementation bestitigt werden (J. Biising,
L. Wohlbrand, R. Rabus, unveroffent-
licht). Folgeforschung mit ,A. aromati-
cum“EbNT1 soll zunehmend auf system-
biologischer Ebene stattfinden und sich
u.a. Fragen nach der sensorischen Erken-
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nung bzw. Unterscheidung strukturell dhn-
licher Substrate, der Modulation des katabo-
len Netzwerks sowie der generellen Wachs-
tumskontrolle bzw. Energieverteilung wid-
men [2].

In den letzten Jahren hat die proteogeno-
mische Untersuchung von neu isolierten
Umweltbakterien maBgeblich dazu beigetra-
gen, die weite Verbreitung von Aryl- und
Alkylsuccinat-Synthasen (Fumarat-addie-

rende Enzyme, FAEs) im anaeroben Abbau
von aromatischen und aliphatischen Kohlen-
wasserstoffen zu erkennen. Die Phylogenie
der Kkatalytischen Untereinheiten zeigte
dariiber hinaus ein substratspezifisches Ver-
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Allgemeiner Reaktionsmechanismus von FAEs:
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zweigungsmuster dieser Enzyme (Abb. 4).
Letzteres ist eine wichtige Grundlage fiir die
funktionale Interpretation der Verbreitung
der codierenden Gene im Habitat, wie sie
durch moderne Meta-Omics untersucht wird
[15]. Somit dient die Proteogenomik nicht nur
dazu, das metabolisch/physiologische Ver-
standnis von Modellorganismen zu verbes-
sern, sondern auch dazu, validierte funktio-
nale Marker fiir Habitat-orientierte Studien
bereitzustellen. |
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