VERBANDE.

Wirt-Pathogen-Interaktion

Wenn Zellsortierung auf
Massenspektrometrie trifft

Mit der zunehmenden Verbreitung von
Mikroorganismen mit multiplen Resisten-
zen gegentber Antibiotika oder anderen
Wirkstoffen droht der Rickfall in die pra-
antibiotische Ara. Die Suche nach neu-
en Optionen zur effektiven Bekdmpfung
von Infektionskrankheiten gewinnt daher
immer mehr an Bedeutung. Erst vor gut
einem Jahr wurde von der WHO eine
Liste mit den zehn gefahrlichsten Mi-
kroorganismen vero6ffentlicht, zu denen
Vertreter der Gattungen Acinetobacter,
Pseudomonas, Streptococcus, Staphy-
lococcus oder Enterobacter gehoren.
Leider hat der kontinuierliche Fortschritt
auf dem Gebiet der Analytik und der da-
mit verbundene Erkenntnisgewinn in den
vergangenen Jahren nicht zur erhofften
Zulassung neuer Impfstoffe, Antiinfekti-
va beziehungsweise Antibiotika geflhrt,
die diese Erreger wirkungsvoll in Schach
halten kénnten.

Mit Hilfe der Proteomik kénnen heute
mit den Genomsequenzen als Grundla-
ge durch das Monitoring der Proteine,
ihrer Modifikationen und Interaktionen
die Funktionen von Zellen insgesamt be-
trachtet werden. Dabei wurden in Bezug
auf die Massenspektrometrie zur Iden-

tifizierung und Quantifizierung von Pro-
teinen beachtliche Fortschritte erzielt.
Allerdings st6Bt man bei der Analyse von
Wirt-Pathogen-Interaktionen aufgrund
des zahlenm&Big ungiinstigen Verhalt-
nisses von Wirts- und Pathogenprotei-
nen immer noch schnell an analytische
Grenzen.

Ein Bakterium wie S. aureus enthalt
etwa siebenmal weniger proteinkodie-
rende Sequenzen als humane Zellen,
die 20.457 Gene aufweisen. AuBerdem
dominieren die Wirtsproteine auch durch
ihren quantitativen Uberschuss die mas-
senspektrometrische Analyse, so dass
eine exakte Quantifizierung von bakteri-
ellen Proteinen nur schwer méglich ist.
Eine Md&glichkeit, die Komplexitat zu
verringern, ist die sogenannte Durch-
flusszytometrie. Sie ist eine zuverlassige
Methode zum Sortieren und Anreichern
bestimmter Zellpopulationen und basiert
auf einer spezifischen Fluoreszenzmar-
kierung, beispielsweise unter Verwen-
dung des Griin-fluoreszierenden Protein.
Falls fur Infektionsexperimente Bakteri-
enstdmme verflgbar sind, die kontinu-
ierlich ein fluoreszierendes Protein ex-
primieren, ist es durch die Kombination
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von Zellsortierung und hochauflésender
Massenspektrometrie nun moéglich, ge-
ringste Mengen an Bakterien aus der
Wirtsumgebung zu isolieren und sie an-
schlieBend massenspektrometrisch zu
vermessen. Dies hat den Vorteil, dass
wirtsspezifische Peptide nicht mehr mit
bakterienspezifischen Peptiden interfe-
rieren und somit die Quantifizierung eine
bis dahin unbekannte Qualitat erreicht.
Obwohl normalerweise nur 10° bis 10°
Bakterien fur die zeitaufgeldste Analyse
zur Verflgung stehen, ist es mit diesem
Set-up mdoglich, 70% bis 80% der von
S. aureus in vivo beziehungsweise im
Zellkulturmodell exprimierten Proteine
zeitaufgeldst zu untersuchen [1, 2].

Die Miniaturisierung halt immer starker
Einzug in die Labore. Schon jetzt wird
an neuen Mikrofluidik-Systemen oder
»~Raman-Sortierern* gearbeitet, die mit
neuester Massenspektrometertechnolo-
gie gekoppelt werden koénnen. Dies fluhrt
zu einer héheren Sensitivitat und Selekti-
vitat bei der Charakterisierung von Wirt-
Pathogen-Interaktionen.
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