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ó Bakterien sind unverzichtbar für bedeu-
tende biogeochemische Stoffkreisläufe sowie
biotechnologische und medizinische Anwen-
dungen. Vor allem bakterielle Mischkulturen
und bisher nicht kultivierbare Bakterienarten
führen dabei einen Großteil der notwendigen
Umsetzungen aus. Für die Charakterisierung
mikrobieller Gemeinschaften aus Umweltha-
bitaten wurden mit Metagenom- und Meta-
transkriptomansätzen inzwischen kulturun-
abhängige Methoden auf genomischer und
transkriptomischer Ebene entwickelt, die aller-
dings nur begrenzt Aussagen über die tat-
sächliche Aktivität, also die Proteinzusam-
mensetzung und deren Funktionen erlauben.

Der Aufklärung der strukturellen Zusam-
mensetzung und der metabolischen Funktion
von Mikroorganismen in Gemeinschaften
dient die Protein-SIP(protein-based stable iso-

tope probing)-Methode, die wir am Helmholtz-
Zentrum für Umweltforschung, Leipzig (UFZ)
im Department Proteomik etablierten [1].
Grundlage dieser Methode ist die Verwen-
dung von Kohlenstoff- und/oder Energie-
quellen, die teilweise oder vollständig mit sta-
bilen Isotopen (meist 13C oder 15N) markiert
werden (Abb. 1). Die metabolische Umset-
zung des markierten Substrats und der Ein-
bau in die Biomasse der Bakterien kann durch
den quantitativen Einbau der Markierung in
die Proteine bewertet werden, was eine Unter-
scheidung von Arten und deren spezifischer
metabolischer Aktivität in einer mikrobiel-
len Gemeinschaft ermöglicht. Durch die Kom-
plexität des Metaproteoms aus mikrobiellen
Gemeinschaften ist die Anwendung ver-
schiedener Vorfraktionierungstechniken vor
der Massenspektroskopie unerlässlich. Durch

die hohe Massengenauigkeit der Massen-
spektrometer und der immer größer werden-
den Genomdatenbank auf dem Gebiet der
mikrobiellen Ökologie kann ein Peptid, und
damit das dazugehörige Protein, identifiziert
werden. Zusätzlich lässt sich aus dem
Massenspektrum der Einbau der stabilen Iso-
tope – vorwiegend auf Peptidebene – quanti-
tativ bestimmen [2].

Protein-SIP repräsentiert somit einen neu-
en proteomischen Ansatz zur Charakterisie-
rung von mikrobiellen Gemeinschaften aus
Umwelthabitaten. Eine weitere Anwendung
von Protein-SIP ist die Quantifizierung von
Proteinneusynthese- und Proteinabbauraten
nach Substratwechsel [3]. Darauf basierende
Anwendungen können zur Aufklärung wich-
tiger ökologischer Fragen, wie der Charakte-
risierung von Schlüsselorganismen, die an
wichtigen geobiochemischen Prozessen betei-
ligt sind, beitragen. ó
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˚ Abb. 1: Protein-SIP-Methode. (1) Markiertes Substrat (z. B. 13C oder 15N) wird in die Kultur ein-
gebracht und von Bakterien umgesetzt. (2) Vorfraktionierung der Proteine. Exemplarisch für die
gelfreien Techniken: fast-Protein-Flüssigkeitschromatografie (FPLC), nano-Flüssigkeitschromato-
grafie (nLC) sowie Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation (MALDI) gekoppelt mit Mas-
senspektrometrie (MS). Gelbasierte Techniken: ein- und zweidimensionale Gelelektrophorese (1D
und 2-DE) und isoelektrische Fokussierung (IEF). (3) Identifizierung und Quantifizierung der Pro-
teine sowie Bestimmung des Einbaus stabiler Isotope erfolgen durch massenspektrometrische
Messungen. In Abhängigkeit vom Grad der Markierung des Substrats und des Verhältnisses zwi-
schen markiertem und unmarkiertem Substrat ist ein dynamischer Einbau stabiler Isotope in die
Peptide erkennbar. Zeitliche Verlaufsmessungen erlauben die Quantifizierung von Proteinsynthe-
seraten und -abbauraten nach Substratwechselexperimenten. Die Analysen führen zur Identifizie-
rung des aktiven Substrat-abbauenden Organismus in einer mikrobiellen Gemeinschaft.
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