ENTWICKLUNG UND DURCHFUHRUNG VON
METABOLOMANALYSEN AN PSEUDOMONAS AERUGINOSA MIT
HILFE DER
GASCHROMATOGRAPHIE / MASSENSPEKTROMETRIE

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat zu Koln

vorgelegt von
Bernhard Thielen

aus Sigmaringen

Kéln 2007



Berichterstatter: Prof. Dr. Dietmar Schomburg

Prof. Dr. Rainer Schrader

Tag der letzten miindlichen Priifung: 08. Februar 2008



Kurzzusammenfassung

Eine Infektion mit Pseudomonas aeruginosa bei Patienten mit Zystischer Fibrose fuhrt
aufgrund fehlender Therapiemoglichkeiten zu einer Verschlechterung des Krankheitsbildes
und in vielen Fallen zu einem friihen Tod. Um eine Behandlungsmoglichkeit gegen das
Bakterium zu finden, ist es wichtig, Einblicke in dessen Funktionsweise zu erhalten. Die
Aufklarung des Genoms bildet die Grundlage fiir solch eine Untersuchung, wahrend die
Durchfiihrung von Metabolomanalysen einen weiteren Schritt darstellt.

In dieser Arbeit wurde eine auf Gaschromatographie/Massenspektrometrie basierende
Methode zur Analyse des Metaboloms von Bakterienextrakten von P. aeruginosa entwickelt.
Durch Messung von Standardsubstanzen und vergleichender Untersuchung von
metabolischen Profilen wurde eine Bibliothek aus Massenspektren von Metaboliten und
etlicher zugehorender Informationen wie Retentionsindices, Strukturen, Massen und
chemischer Identifikationsnummern erstellt.

Fir die Verwaltung der Daten wurde ein Programm mit graphischer Benutzeroberflache und
vielfdltigen Funktionen flr die Eingabe und Bearbeitung der Spektren und zugehdriger
KenngroRen entwickelt. Es erlaubt den Import und Export in verschiedene Dateiformate und
lasst sich mit Hilfe von Skripten dynamisch erweitern.

Ein bereits bekanntes Aufarbeitungsprotokoll wurde an P. aeruginosa angepasst, was zum
Nachweis von 195 Substanzen und 117 unidentifizierten Komponenten in den
Bakterienextrakten fiihrte und damit eine Steigerung um bis zu 30% zu vergleichbaren
Arbeiten darstellt.

Die Quantifizierung der Metabolite lieferte vielfdltige Einsichten in das Wachstum und
ermoglichte es, mit der Lysin-Decarboxylase ein Enzym zu identifizieren, das fiir das
Biofilmwachstum der Bakterien bedeutsam erscheint und einen zukinftigen Ansatzpunkt fur

Humantherapien gegen eine Infektion von P. aeruginosa darstellen kdnnte.




Abstract

Due to missing therapies an infection with Pseudomonas aeruginosa in patients with cystic
fibrosis commonly leads to an exacerbation of clinical symptoms and an early death. In order
to find a treatment against the bacterium it is necessary to get insight into its functionalities.
The sequencing of the genome is the basis for such studies, whereas the accomplishment of
metabolome analyses represents a further step.

In the presented work a method based on gas chromatography/mass spectrometry has been
established to study the metabolome of extracts of P. aeruginosa. By measuring standard
compounds and comparative analysis of metabolic profiles a library containing mass spectra
of metabolites and associated information like retention indexes, structures, masses and
chemical identification numbers has been created.

A computer program with a graphical user interface for the administration of the data has
been developed with capabilities in input and manipulation of the spectra and corresponding
parameters. It includes import and export into several file formats and is dynamically
extensible via the use of scripts.

A known workup protocol has been adapted to P. aeruginosa leading to an detection of 195
substances and 117 unidentified components and therefore to an increase of up to 30% to
comparable publications.

The quantification of the metabolites provided diverse insights into the growth of the
bacteria and made it possible to identify the lysine-decarboxylase as an enzyme meaningful
to the Biofilm growth of the bacteria, which may embody a prospective target for therapies

against an infection with P. geruginosa.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ist ein ubiquitar vorkommendes, gram-negatives Bakterium der
Familie der Pseudomonadaceae [1]. Es hat die Form von 0,5 bis 0,8 mal 1,5 bis 3,0 um
messenden Stabchen und besitzt ein polares Flagellum [1] (siehe Abbildung 1). Das Genom
wurde im Jahr 2000 vollstandig sequenziert [2] und ist mit 6,3 Millionen Basenpaaren eines

der GroRten unter den bisher sequenzierten Bakteriengenomen [2].

Abbildung 1: geférbte Rasterelektronenmikroskopie von P. aeruginosa [3]. Die stabchenformigen
Bakterien sind in gelb dargestellt.

P. aeruginosa weist einen aeroben Stoffwechsel auf, es kann jedoch dariiberhinaus unter
anaeroben Bedingungen mit Hilfe von Nitrat bzw. Nitrit als Elektronenakzeptor [4], bzw.
fermentativ mit Arginin wachsen [5; 6]. Neben dem planktonischen Wachstum besitzt der

Organismus auch die Fahigkeit, sich in Form von Biofilmen zu organisieren [7].

1.1.1. Synthese von Biofilmen

Bakterielle Biofilme sind strukturierte Gemeinschaften von Zellen, die von selbst

produzierten hydratisierten polymerischen Matrizen umschlossen sind [8]. Von P. aeruginosa
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Einleitung

produzierte Biofilme bestehen grofRtenteils aus Nukleinsduren [8] und Alginat [9; 10], einem
Polysaccharid zusammengesetzt aus 1,4-verknlpfter B-D-Mannuronsdaure und a-L-
Guluronsaure (vgl. Abbildung 2). Der Ausgangsstoff flir die Biosynthese von Alginat ist
Fructose-6-Phosphat, das wiederum zu einem geringen Teil aus Glucose und zu einem grof3en
Teil Gber die Gluconeogenese hergestellt wird [11]. Es wird im Cytosol Gber Mannose-6-
Phosphat, Mannose-1-Phosphat und GDP-Mannose zu GDP-Mannuronat umgewandelt
(siehe Abbildung 2) [9; 10]. Die Polymerisation zu Polymannuronat erfolgt (ber
membrangebundene Enzyme im periplasmatischen Raum [10], wo auch eine Epimerisierung
zu Alginat und schlieBlich eine O-Acetylierung an Position 2 und/oder Position 3 der
Mannuronat-Reste folgt (siehe Abbildung 2) [9; 10]. Uber eine Lyase wird das Polymer

gespalten und aus der Zelle heraus geschleust [10].

CH,0PO4? CHOH CH,0H

CH,0P04>
0.
CH,OH OH
OH OH OPOs>  OH OGDP OGDP
Fructose-6P Mannose-6P Mannose-1P GDP-Mannose GDP-Mannuronat
\ (K0S ¢ ¢ « (S (« (GG ¢ (« S\S\( g SH ¢ « R 2R
(K(\k QL \((K(K( LGOS ( (K ((( ((’( (K K(\ CCCCCCCCCCC \ (( \L (I \1 {((( \(\(\ QO ( (k\ L K(\((\ (¢
\ lnnerEMembran R} )\H\\d \\\ H\)\)\\‘\)\)))‘)\S \m\\))) )‘1\\‘))‘ “)\)))\ )‘0))5\3\\ \\)U)\)\) \)\ IO MIIIION), ‘)\\)\
s NSNS (S 5 %% R NS S SOSONIIS ’bl R (LS Sa%%ak sx SIS s,
& X
COO”
OH
O-Acetyliertes Alginat Polymannuronate
CoOo
0.
OH
o—
Alginat
fensesseseseeeed R DI RN, ml e O]
AN S R R R R 0K OIS 9 mss RN
AuBel’e Membran ( « ( ( (L (( (U (\( CCCCCCCCCCCC \K( \((( \\\\\ L(k( (((((( ( (((( ((( (( ((((( ((( {((( \( ( ((((\( (U «
)\m ) WOM)) )) ‘\))\) )ﬁ‘) )\\m\[*n W) \‘\\\\ \\ IIIIIIII))) ))\J D ») /ggg)g) )\5‘\) P \)ﬁﬁ ), )\‘ \ rﬁ(\ ») ‘) OIDIIIIIIIIIIOIIN)) \) ») )\ ») 02 )
4
(LR ’fu’mjg’?”(w(u«/ ?u XL X ; & 00 )\"% & <&’\\\u “l’é” 2L \x’u\ L (((((‘t(m ¢ ‘x( R0,

Abbildung 2: Modell fiir die Biosynthese von Alginat (nach [10]). Ausgehend von Fructose-6-
Phosphat (Fructose-6P) wird O-Acetyliertes Alginat Gber Mannose-6-Phosphat
(Mannose-6P), Mannose-1-Phosphat (Mannose-1P), Guanosindiphosphat-Mannose
(GDP-Mannose), Guanosindiphosphat-Mannuronat (GDP-Mannuronat),
Polymannuronat und Alginat gebildet und aus der Zelle heraus geschleust. An der
jeweiligen Reaktion teilnehmende Gruppen sind farblich gekennzeichnet.
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Die rdumliche Organisation und das Wachstum im Biofilm wird tber Zell-Zell-Kommunikation
zwischen den Bakterien (Quorum sensing) gesteuert [12; 13]. Als Signalstoffe fungieren
hierbei N-(3-Oxododecanoyl)-L-Homoserinlacton und N-Butyryl-L-Homoserinlacton (siehe
Abbildung 3) [13; 14; 15]. Die Biosynthese verlauft in beiden Fallen lber die Reaktion eines
an ein Acyl-Carrier-Protein gebundenen Acyl-Restes mit S-Adenosyl-L-Methionin, wobei

Homoserinlacton sowie 5'-Methylthioadenosin entstehen (siehe Abbildung 3) [15].

/\/\J\ s}
{ [ o
H’N\<
S-Adenosyl-L-Methionin _
3-Oxododecanoyl-ACP _AcP H o
. N-(3-Oxododecanoyl)-L- /

~ Homoserinlacton
Ny
Vﬂ N/jlv\ ‘\_<(j
—ACP LN ,\> + ACP / "Q
[e]

Butyryl-ACP

o N-Butyryl-L-
Homoserinlacton

5'-Methylthioadenosin

Abbildung 3: Reaktionsmechanismus fiir die Synthese der Quorum sensing Signalstoffe von P.
aeruginosa (nach [15]). An Acyl-Carrier-Protein (ACP) gebundene 3-Oxododecanoyl-
bzw. Butyryl-Reste reagieren zu N-(3-Oxododecanoyl)-L-Homoserinlacton bzw. N-
Butyryl-L-Homoserinlacton unter Verwendung von S-Adenosyl-L-Methionin. Dabei
werden Acyl-Carrier-Protein und 5‘-Methylthioadenosin freigesetzt.

Biofilme und die hohe metabolische Anpassungsfahigkeit [2] ermdglichen es P. aeruginosa in
diversen Lebensrdumen zu bestehen [2]. Besondere Bedeutung erlangt diese Form des

Wachstums bei der Zystischen Fibrose, einer verbreiteten Krankheit des Menschen [7].

1.1.2. Bedeutung im Krankheitsverlauf der Zystischen Fibrose

P. aeruginosa ist als opportunistisches Humanpathogen in der Lage, Menschen mit
geschwdachtem Immunsystem zu befallen [1]. Das Bakterium tritt gehauft als Harnwegs-,
Hornhaut- und Mittelohrinfektion auf [1] und gehort oft zum Krankheitsbild von Patienten

mit AIDS, schweren Brandwunden sowie Zystischer Fibrose [16].
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Zystische Fibrose ist eine chromosomal rezessiv vererbte Krankheit mit letalem Verlauf [17;
18]. In der kaukasischen Bevolkerung tritt sie mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 1 zu
1.900 bis 1 zu 3.700 pro Neugeborenem auf [17], wahrend sie in anderen ethischen Gruppen
seltener vorkommt (1 zu 15.000 bei Asiaten, 1 zu 32.000 bei Afroamerikanern [17]). lhren
Ursprung hat sie in Mutationen des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator
Gens, dessen Produkt in exokrinen Drisen und sekretorischen Epithelien als
Leitfahigkeitsregulator und Chloridionen-Transporter fungiert [19; 20]. Die Erkrankung duRert
sich in einem erhohten Elektrolytgehalt im SchweiR, einer pankreatischen Insuffizienz und
einer Funktionsstorung der Lunge, die dehydrierten und verdickten Schleim produziert, der
wiederum nicht mehr (ber mukozilidgre Clearance entfernt werden kann [17; 21]. Die
Lebenserwartung der Patienten liegt im Jahre 2005 bei etwa 36 Jahren [22].

Der persistente Mukus in der Lunge fihrt zu chronischen Bakterieninfektionen, wobei sich in
80% der Falle [22] eine Infektion mit P. aeruginosa durchsetzt, die zu einer Verschlechterung
des Krankheitsbildes und mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einem frilhen Tod der Patienten
fuhrt [17]. Das Bakterium unternimmt hierbei einen Wandel vom planktonischen Wachstum
zum Biofilm [10] und verweilt mikroaerob bis mikroanaerob [6] unter Verwendung von Nitrat
und Nitrit als Elektronenakzeptoren, welches in den Lungen von Patienten mit Zystischer
Fibrose in erhohter Konzentration vorkommt [4], bzw. fermentativ mit Verwendung von
Arginin und Bildung von Ornithin [5].

Die Biofilmmatrix erh6ht die Resistenz gegen das Immunsystem des Wirts und vermindert die
Wirkung vieler Antibiotika z.B. der Klassen der Aminoglycoside, Tetracycline und B-Laktam-
Antibiotika [23; 24; 25], so dass bisher keine wirksame Therapie bekannt ist, mit der eine

Infektion durch P. aeruginosa dauerhaft geheilt bzw. verhindert werden kann [22].

1.2. Metabolomics als Teilgebiet der Systembiologie

Metabolomics ist die Analyse der chemischen Reaktionen eines Organismus infolge von
zelluldaren Prozessen [26; 27]. Zusammen mit Teilgebieten wie Proteomics [28] oder
Transcriptomics [29] wird es der Systembiologie zugeordnet, in der versucht wird, zelluldre
Prozesse im Gesamten zu erfassen und daraus Rickschliisse auf das untersuchte System zu

ziehen [30]. Analog zu den Begriffen Proteom und Transkriptom existiert der Begriff des
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Metaboloms, der die Gesamtheit an Substanzen umfasst, die von einem Organismus
verstoffwechselt werden konnen [26; 31].

Die Identifikation und Quantifizierung aller Metabolite eines Systems stellt eine
Herausforderung an die verwendeten Methoden dar, da Metabolite im Gegensatz zur
Transcriptomanalyse, die auf der Analyse von vier Basen beruht, und der Proteomanalyse,
die auf der Untersuchung der 20 kanonischen Aminosduren griindet, eine groRe

organochemische Diversitat besitzen [26; 32].

1.2.1. Techniken zur Messung von Metabolitkonzentrationen

Um die Metabolitkonzentrationen z.B. in einer Bakterienzelle zu messen, bedarf es bei in-
vitro Verfahren einer Vorbereitung der Probe [26]. Ein erster Schritt bei der Aufarbeitung
besteht darin, die Aktivitdit von Enzymen zu beenden, um das Metabolom zur Zeit der
Probenentnahme zu konservieren und Veranderungen der Metabolitlevel zu verhindern [26].
Dies wird durch einen Aufschluss des Bakteriums beispielsweise in Methanol oder Ethanol
zusammen mit einer Ultraschallbehandlung bei 65 bis 70 °C erreicht [33; 34], was jedoch
voraussetzt, dass die Zellen bereits vom umgebenen Medium getrennt sind, um eine
Vermischung von extra- und intrazelluldaren Substanzen zu vermeiden. Eine unmittelbare
Konservierung ist moglich, wenn die Bakteriensuspension vor der Trennung in kaltem
Methanol bzw. kalten Methanol/Wassergemischen abgeschreckt wird (Quenching) [26; 35].
Bei dieser Methode kénnen sich jedoch Konzentrationen einiger Substanzen infolge eines
Cold-shock-Phanomens andern [35; 36].

Fir die Messung der relativen oder absoluten Metabolitkonzentrationen stehen
verschiedene Methoden zur Verfligung[26; 37; 38; 39]. Viele von ihnen beruhen auf einer
chromatographischen  Trennung, entweder mittels  Gaschromatographie (gas
chromatography; GC), Flussigchromatographie (liquid chromatography; LC) oder
Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis; CE), gefolgt von einer
massenspektrometrischen Charakterisierung der Stoffe [37]. Bei der
Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) werden die Siedepunkte der Stoffe vor
dem Aufbringen auf die Saule durch chemische Derivatisierung der polaren Gruppen im
Molekil erniedrigt, um eine héhere Ausbeute an detektierbaren Substanzen zu garantieren

(siehe Abschnitt 1.3) [37; 39]. Infolgedessen werden die Stoffe (ber chemische (chemical
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ionization; Cl) oder elektronenstoRRinduzierte (electron impact; El) lonisation dem
Massenspektrometer zugefiihrt. Bei letzterem wird typischerweise mit einer
lonisierungsenergie von 70 eV gearbeitet [39], was groRer als die Bindungsenergie einer
kovalenten Bindung ist, so dass anstatt der Massen der Stoffe selbst die
Fragmentierungsmuster aufgenommen werden. Als Detektionsmethoden dienen Quadropol-
(QUAD), lonenfallen- und Flugzeitmassenspektrometer (time-of-flight; TOF) [39].

Die Flussigchromatographie/Massenspektrometrie (LC/MS) beruht ebenfalls auf der
chromatographischen Trennung und anschlieBenden massenspektrometrischen Bestimmung
des zu untersuchenden Gemisches, wobei die Separation Uber Umkehrphasen- oder
hydrophile Interaktions-Fliissigchromatographie (hydrophilic interaction liquid
chromatography; HILIC) [38; 40; 41] und die lonisierung lblicherweise lber ein Elektrospray
(electrospray ionization; ESI) oder Photoionisation (atmospheric pressure photoionisation;
APPI) erfolgt [39].

Der Vorteil von flussigkeitsbasierten Chromatographien besteht in der Erfassung eines
groReren Massenbereichs, wahrend die Messbarkeit bei der GC/MS von der Fliichtigkeit der
Stoffe abhadngt [39]. Im Gegenzug besitzt die LC/MS eine geringere chromatographische
Auflésung und unterliegt einer gegenseitigen Beeinflussung der eluierenden Metaboliten,
wodurch deren Quantifizierung erschwert wird [38].

Beide Messmethoden liefern zunachst halbquantitative Daten in Form von dimensionslosen
Flachen, die anhand von Kalibration in absolute Konzentrationen umgewandelt werden
kénnen [39].

Als einzige Methode erlaubt die Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic
resonance; NMR) eine in-vivo Messung von Metabolitkonzentrationen [38; 42]. Die
Sensitivitdt dieser Methode liegt jedoch unter der der Massenspektrometrie, was sich
ebenfalls nachteilig auf Identifikation und Quantifizierung auswirkt [39; 43].

Weitere Methoden umfassen optische Spektroskopien in  Kombination mit
Chromatographien (z.B. [44]) und Raman- oder Fourier-Transformations-Infrarot-

Spektroskopie [38].
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1.2.2. Rekonstruktion metabolischer Netzwerke mit Daten aus

Metabolom-Experimenten

Ziel von Metabolomanalysen ist die Messung des gesamten Metaboloms einer Zelle, eines
Gewebes oder eines Organismus, was bisher keine der in Abschnitt 1.2.1 genannten
Methoden erreicht [39]. Um die Gesamtzahl der Metabolite eines Organismus abzuschatzen,
konnen z.B. Daten aus Genomannotationen herangezogen werden, wobei jedoch die
erhaltenen Werte aufgrund von unvollstandigem Wissen Uber die Funktion von Genen
kleiner als der reelle Umfang sind [38]. Flr Arabidopsis thaliana liefert eine Annotation der
Datenbank BioCyc beispielsweise 1.902 Komponenten [45; 46; 47], bisherige Arbeiten
beschranken sich jedoch auf den Nachweis von 164 (entspricht ca. 8,6%) [48] identifizierten
Substanzen. Geht man lber die einzelne Spezies hinaus, so werden wesentlich mehr Stoffe,
vor allem im Bereich der Sekunddarmetabolite von Eukaryoten erwartet, beispielsweise bis zu
200.000 im Reich der Pflanzen[26; 27]. Tabelle 1 enthélt eine Ubersicht iiber verschiedene
Organismen, den geschatzten Umfang des Metaboloms und zugehorige Arbeiten zusammen

mit der verwendeten Methode und der Anzahl nachgewiesener Metabolite.

Tabelle 1: Beispiele fur veroffentlichte Arbeiten im Rahmen von Metabolomanalysen zusammen
mit Daten den erwarteten Umfang des Metaboloms betreffend.

Organismus Vorhergesagter Anzahl Messmethode Ref.

Metabolom- bekannter/

umfang (BioCyc / bestatigter

KEGG)"!  Metabolite?
A. thaliana 1.902[45]/1.227 164 /326 GC/MS (QUAD) [48]
B. subtilis 168 636[49] / 1.066 150/ 233 CE/MS [50]
C. glutamicum res167 755[51] / 1.067 150/ ca. 290 GC/MS (TOF) [34]
C. glutamicum ATCC 13032 755[51]/1.067 121 /287 GC/MS (QUAD) [33]
S. lycopersicum® 844[52] / 1.597 42 /44 NMR [53]
S. tuberosum L. cv. Desirée” 849[54] /1.734 77 /150 GC/MS (QUAD) [55]
-5 -5 79/ 79 LC/MS (ESI) [56]

Abkiirzungen: Ref.: Referenz fir die Messmethode (siehe Abschnitt 7); A. thaliana: Arabidopsis thaliana (Acker-
Schmalwand); B. subtilis: Bacillus subtilis; C. glutamicum: Corynebacterium glutamicum; S. lycopersicum:
Solanum lycopersicum (Tomate); S. tuberosum: Solanum tuberosum (Kartoffel); GC: Gaschromatographie; MS:
Massenspektrometrie; TOF: Flugzeitmassenspektrometer; NMR: Kernspinresonanzspektroskopie; QUAD:
Quadropolmassenspektrometer; ESI: Elektronsprayionisation.

Y basierend auf Annotationen der BioCyc [57] bzw. der KEGG-Datenbank [58].

2 Die erste Zahl stellt die Menge identifizierter Metabolite und die zweite Zahl die Summe aus identifizierten
und unidentifizierten, aber nachgewiesenen Metaboliten dar.

3 Untersuchung der Frucht.

4 Untersuchung der Knolle.

> Die Quelle beinhaltet eine Methodenbeschreibung, welche nicht auf einen Organismus angewendet wird.
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Ein weiterer Schritt bei der Analyse besteht in der Integration der erhaltenen Daten in
metabolische Netzwerke [39]. Dies setzt oOffentliche Datenbanken mit Verknipfungen
zwischen Genen, Enzymen und Metaboliten, standardisierte Protokolle fiir den Austausch
von Daten und Programme fir die Untersuchung der Netzwerke voraus [38; 39]. Zu den
umfangreichsten offentlich zugadnglichen Datenbanken zdhlt die BRENDA (BRaunschweig
ENzyme DAtabase) [59], KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [58], BioCyc [57]
und im Bereich von P. aeruginosa Systomonas (Systems Biology of Pseudomonas) [60] und
PseudoCyc [61].

Fiir den Austausch von Daten metabolische Netzwerke betreffend steht die Systems Biology
Markup Language (SBML) [62] zur Verfligung, das die Interoperatibilitdt verschiedener
Modelle samt deren Metadaten ermdglicht [38]. Zum Transfer von Rohdaten sind noch keine
endgiltigen Protokolle vorhanden [63], zumal die Daten haufig halbquantitativer Natur [39]
und damit abhangig von der gewahlten Messmethode sind.

Fir die Visualisierung der Daten sind Programme wie z.B. CUPE (CUBIC Pathway Editor) [64],
VANTED (Visualization and Analysis of Networks containing Experimental Data) [65] und
Cytoscape [66] vorhanden. Sie bieten die Moglichkeit der Anbindung von externen
Datenbanken lber das Internet [65], des Darstellens von experimentellen Daten [64; 65; 66],
und des automatischen Anordnens von Stoffwechselwegkarten fir eine verbesserte
Ubersicht [64; 65; 66]. Neben der Méglichkeit der Visualisierung metabolischer Daten mit
Stoffwechselwegkarten existieren verschiedene mathematische Modelle, um Riickschlisse

auf biologische Fragestellungen zu erhalten [26].

1.3. Charakteristische massenspektrometrische Eigenschaften von

oximierten und trimethylsilylierten Verbindungen

Wie in Abschnitt 1.2.2 erwahnt, ist die Bereitstellung von Metabolit-Bibliotheken eine
Voraussetzung fur eine eingehende Erfassung des Metaboloms mit
massenspektrometrischen Methoden. Die GC/MS betreffend ist es notwendig,
Fragmentierungsmuster von derivatisierten Metaboliten zu sammeln (vgl. Abschnitt 1.2.1).
Eine gebrauchliche Derivatisierung besteht in der Umsetzung der Keto- und Aldehydgruppen
mit Methoxyamin, um eine Isomerisierung u.a. bei Zuckern zu vermeiden (siehe Abbildung 4)

[37], und eine anschlieBRende Reaktion von Alkohol-, Thiol-, primaren und sekundaren Amin-,
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primaren und sekunddren Amid- und Carboxylgruppen mit  N-Methyl-N-
Trimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA) [67], damit die Polaritdt und damit der Siedepunkt

der Substanzen herabgesetzt und deren thermische Stabilitat erhoht wird (siehe Abbildung 5)

[37; 39].
H,0H o CH,OH QOCHon
HOH,C
\ —O /
o-D-Fructofuranose o-D-Fructopyranose
HO—
—OH
—OH
HOH o / CH,OH \
D-Fructose
Q H,OH u CH,OH
B-D-Fructofuranose -D-Fructopyranose
O
HNT  ch,

Methoxyamin

HOH,C HOH,C O—CHj,
/
—N —N
\
HO— O—CHg HO—
+
—OH —OH
—OH —OH
CH,OH CH,OH
(22)-D-Fructose O-methyloxime (2E)-D-Fructose O-methyloxime

Abbildung 4: Reaktionsmechanismus fiir die Umsetzung von D-Fructose mit Methoxyamin zu den
(2)- und (E)-Isomeren des korrespondierenden O-Methyloxims (blau gefarbt) [68].
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Abbildung 5: Reaktionsmechanismus fiir die Umsetzung von Glycin mit N-Methyl-N-
Trimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA) zu den trimethylsilylierten Derivaten.
Trimethylsilylgruppen sind blau gefarbt. Schmelzpunkt von Glycin: 232 — 236 °C, wobei
es sich thermisch zersetzt. Siedepunkte der Derivate (Bestimmung basierend auf
Retentionszeiten im GC-Chromatogramm): ca. 105 °C (Glycin 2TMS) bzw. ca. 136 °C
(Glycin 3TMS).

Bei der Derivatisierung mit MSTFA entstehen charakteristische Fragmente mit den nominalen
Masse-zu-Ladungsverhaltnissen (m/z) 73, 75, 88, 90 und 147, die keinen Beitrag zur
Strukturaufklarung des Molekiils liefern (siehe Abbildung 6) [69]. Die Nominalmasse eines
Molekiils berechnet sich hierbei aus der Summe der Nominalmassen der Atome, die sich
wiederum von der ganzzahligen Masse des am haufigsten natiirlich vorkommenden Isotops

herleitet [70].

e
CH, CH, CH, CHy H,C—Si—CH,
H.C Si/+ HO+—Si/ HNZ éi CH HO-—Si—CH +
3b— = —oI—Ch3 —ol—Ch3
\ \ | | HaC 7
CHs
m/z: 73 m/z: 75 m/z: 88 m/z: 90 m/z: 147

Abbildung 6: Fragmente, die fir die Derivatisierung mit MSTFA charakteristisch sind (nach [69]).
Unter den Strukturen sind jeweils die Masse-zu-Ladungsverhialtnisse (m/z) in
Nominalmassen angegeben.

1.3.1. Aminosauren

Fiir Aminosauren finden sich analog zu MSTFA charakteristische Fragmente in den
Massenspektren. In Tabelle 2 sind Nominalmassen zu den dominierenden Fragmenten
angegeben [69], wahrend in Abbildung 7 das Fragmentierungsmuster von trimethylsilylierten

o-Aminosauren dargestellt ist [69].
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Tabelle 2: Dominierende Fragmente von trimethylsilylierten Aminosduren (nach [69]).
Fragmentierung Herkunft
M -15 M — CH3
M -29 M — (CHs3 + CH,)
M—-43 M — (CHz3 + CO)
M-72 M — ((CHs)3Si— H)
M-73 M — (CH3)5Si
M —-87 M — CHs((CHs)3Si — H)
M — 89 M — (CH3)5SiO
M -90 M — (CH3)sSiOH
M —102 M — (CH3)sSi — CH; — CH,
M —-104 M — CH5 — (CHs)3SiO
M — 105 M — CHs5 — (CH3)3SiOH
M-116 M — ((CH3)3SiCO;, — H)
M-117 M — (CH3)3SiCO,H
M —-133 M — CH; — CO — (CH3)3sSiOH
M —162 M — (CH3)sSi — (CH3)3SiO
218 M — R (fir a-Aminosauren)

2 (CHs)3Si-N*H=CH-COO-(CH3)sSi

M steht fiir die Nominalmasse (Spalte ,,Fragmentierung”) bzw. Summenformel (Spalte ,Herkunft“) der
derivatisierten Aminosaure.
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i
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R, CHg CHj CH CH,
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Abbildung 7: Massenspektrometrische Fragmentierungswege von trimethylsilylierten a-
Aminosauren (nach [69]). Die blau gefarbten Ausdriicke dienen als Querverweis auf die
in Tabelle 2 aufgefiihrten Fragmente. Rot gefarbt sind Fragmente, die ausschlielRlich
auf MSTFA zurickzufihren sind (vgl. Abbildung 6). Die Reaktion tiber die Abspaltung
einer Methylgruppe und von Kohlenmonoxid zum M — 43 - lon verlauft genauso wie die
nachfolgende Reaktion iiber die Bildung eines metastabilen Ubergangszustands (m*)
[69].

1.3.2. Zucker

Bei der Fragmentierung von trimethylsilylierten Zuckern entstehen ebenfalls
charakteristische Produkte [71]. Die Spaltung findet entweder zwischen zwei
Kohlenstoffatomen oder zwischen Kohlenstoff und Sauerstoff unter Bildung eines

Trimethylsilanols (TMS-OH; m/z = 90) statt [71]. Das Signal des Molekularions (M) wird mit
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wachsender Kohlenstoffkette genauso wie das des M — 15 - lons, das durch Abspaltung einer
Methylgruppe eines Trimethylsilylrestes entsteht, schwacher [71]. Ein typisches

Fragmentierungsmuster ist am Beispiel von Fructose 1MeOX 5TMS in Abbildung 8 aufgefiihrt

[71].
100% -
7 CH0TMS
C—=N—O—CH,
90% - |
103 262 A TMS—O—CllH
"""""""""""""""" 307
80% - 364 A H$—O—TMS \4
217 466 A HO—O—TMS v 205
70% - CH,OTMS v 103
®  60% -
."a"
[=
]
£ 50% -
(]
2
2
5
2 0% - 307
147
30% -
20% -
10% 205
HE RN ¥ |
0% ‘ Ll M| Al m| L “.M RN T RO A L 1 I
40 80 120 160 200 240 280 320 360 400
m/z

Abbildung 8: Massenspektrum von Fructose 1IMeOX 5TMS (nach [71]). Auf der x-Achse ist das
Masse-zu-Ladungsverhaltnis angegeben, auf der y-Achse die relative Intensitat. Rechts
oben ist die Struktur mitsamt dem Fragmentierungsmuster der Kohlenstoffkette
aufgefiihrt. Die Zahlen neben den gestrichelten Linien geben die Masse des jeweiligen
Bruchstucks in Pfeilrichtung an. Die Fragmente mit den m/z-Werte 466 und 262 sind
aufgrund ihrer geringen Intensitat von 0,1% bzw. 1,1% nicht sichtbar. Weitere
Fragmente im Spektrum: 73 (TMS’; vgl. Abbildung 6); 147 (TMS-0"=Si(CH;),; vgl.
Abbildung 6); 217: Fragment m/z = 307 abzuglich Trimethylsilanol (TMS-OH).

Die Spaltungsmuster von enantiomeren Zuckern kénnen aufgrund der deckungsgleichen
Massenspektren nicht voneinander unterschieden werden, so dass hier auf das

Retentionsverhalten wahrend der Gaschromatographie zurtickgegriffen wird.
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1.3.3. Phosphorylierte Verbindungen

Die Fragmentierungsmuster von phosphorylierten Verbindungen enthalten charakteristische
resonanzstabilisierte Phosphoniumkationen (siehe Abbildung 9) [72]. Sie entstehen durch
Migration von TMS-Gruppen und/oder Wasserstoffatomen auf das Phosphat (siehe
Abbildung 9 Teil a), weiteren Umlagerungsreaktionen dieser Molekiile (siehe Abbildung 9 Teil
b und c) und durch Ubernahme von zwei Kohlenstoffatomen aus Ausgangsmolekiilen, die

entsprechende Strukturen enthalten (Abbildung 9 Teil d) [68; 72; 73].

a R, b H,C_ O O_ CH, c CH, TMS—O—CH-0

' Ns et Vsl . LOTTMS
o+ e Yo7 o “ch, o+—?|—CH3 d HoC, /P\O—TM‘:
R,—~O—P—O—TMS R—O—P—O o =
o m/z = 211 (l) m/z = 357
+MS +MS
m/z = 387 fir R, = R, = TMS m/z = 299 fiir R = TMS

m/z = 315 fur R, = H, R, = TMS m/z = 227 fur R=H

m/z =243 furR, =R, =H
Abbildung 9: Charakteristische Fragmente von trimethylsilylierten Phosphaten mit ihren Masse-zu-

Ladungsverhaltnissen (nach [72]). Unter den Strukturen sind jeweils die nominalen
Masse-zu-Ladungsverhaltnisse angegeben.
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1.4. Zielsetzung

Eine Infektion mit Pseudomonas aeruginosa bei Patienten mit Zystischer Fibrose fiihrt
aufgrund fehlender Therapiemoglichkeiten zu einer Verschlechterung des Krankheitsbildes
und in vielen Fallen zu einem frihen Tod. Um eine Behandlungsmoglichkeit gegen das
Bakterium zu finden, ist es wichtig, Einblicke in seine Funktionsweise zu erhalten. Die
Aufklarung des Genoms bildet die Grundlage fiir solch eine Untersuchung, wahrend die
Durchfiihrung von Metabolomanalysen einen weiteren Schritt darstellt.

Ziel dieser Arbeit ist die Bereitstellung einer massenspektrometrischen Bibliothek und einer
Aufarbeitungsmethode zur Messung von Metaboliten in Extrakten von P. aeruginosa. Im
weiteren Verlauf sollen metabolische Profile des Bakteriums in verschiedenen
Wachstumsstadien erfasst und analysiert werden. Die hieraus erhaltenen Erkenntnisse sollen
Einblicke in die Funktionsweise des pathogenen Bakteriums und Angriffspunkte fiir Therapien

liefern.
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2. Materialien und Methoden

Die vorgestellte Arbeit wurde im Rahmen eines Kooperationsprojekts mit dem Institut fir
Mikrobiologie der Technischen Universitat Braunschweig (Abteilung Prof. Dr. Dieter Jahn,
Arbeitsgruppe Dr. Max Schobert) verwirklicht. Die Arbeitsschritte aus Kapitel 2.1.1 und 2.1.2,
die hier aus Grinden der Vollstandigkeit genannt sind, wurden in Braunschweig
durchgefiihrt.

Die in den folgenden Abschnitten verwendeten Chemikalien und Arbeitsgerdte sind

tabellarisch in Anhang 6.3 und 6.4 aufgefiihrt.

2.1. Messung der Metabolitkonzentrationen in den Zellen von P.

aeruginosa

Die durchgefiihrten Methoden orientieren sich an bereits publizierten Arbeiten [33; 68]. Das
im Folgenden aufgefihrte Protokoll ist die endgiiltige Variante, dessen Entwicklung in

Abschnitt 3.3 erlautert wird.

2.1.1. Bakterienanzucht

Fir die Bakterienanzucht werden in Glycerin bei —80 °C gelagerte Bakterien der Wildtyp-
Stamme P. aeruginosa PAO1 bzw. PA14 verwendet. Das planktonische Wachstum erfolgt
aerob oder anaerob in einem 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen zusammen mit 150 ml
autoklaviertem Medium (siehe Tabelle 3) bei 37 °C und 200 Rotationen pro Minute (rpm). Es
wird mit einer Ubernachtkultur desselben Mediums auf eine Optische Dichte bei 578 nm
(ODs75) angeimpft. In regelmaBigen Abstanden wird die ODsyg flr eine Wachstumskurve
aufgenommen. Die Bakterien werden aus verschiedenen Wachstumsphasen entnommen,
wobei bei einer OD575 von etwa drei die stationdre Phase erreicht ist.

Das Wachstum im Biofilm erfolgt durch Verwendung von Nitrocellulose-Filtern (Millipore
GVWP v02500 und GVWP 04700) auf Agar-Platten (vgl. Tabelle 3). Die Filterpapiere werden

taglich auf frische Agar-Platten transferiert.
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Tabelle 3: Fiir die Anzucht von P. aeruginosa verwendete Medien.

Medium

Inhaltsstoff

AB-Nitrat-Medium

100 ml A10 (siehe unten)

20 mM Glucose

50 mM KNO3

0,1 mM CacCl,

1 mM MgCl,

1 ml Trace metals (siehe unten)

0,5 ml FeSO4 x 7 H,0 (Stammlosung 14 mg/ml)
mit destilliertem H,0 auf 1000 ml auffullen

A10

20 g (NH4)2$O4

90 g Na;HPO4 x 7 H,0

30 g KH,PO,

30 g NaCl

mit destilliertem H,0 auf 1000 ml auffullen

Trace metals

200 mg CaS0O4 x 2 H,0

200 mg FeSO4 x 7 H,0

20 mg MnSQO4 x H,0

20 mg CuSO4 x 5 H,0

20 mg ZnSO4 x 7 H,0

10 mg NaMoOg4 x H,0

5 mg H3BO3

mit destilliertem H,0 auf 1000 ml auffullen

AB-Nitrat-Medium auf Agar

15 g Agar
Ubrige Inhaltsstoffe siehe AB-Medium

Lysogeny Broth (LB)-Vollmedium

5 g Hefe

10 g Trypton

5 g NaCl

mit destilliertem H,0 auf 1000 ml auffullen

Die Medien werden vor der Verwendung autoklaviert (Systec EL 3850).

2.1.2. Zellernte

Die Zellernte findet Uber die Entnahme von Medium bei planktonischen Kulturen bzw. tber
das Abschaben der Filterpapiere fiir die Biofilme in 50 ml ReaktionsgefdaRe (Greiner Bio-one)
statt. In beiden Fillen werden jeweils 150 mg Bakterienfeuchtmasse gewonnen. Die
Bakteriensuspension wird bei 4 °C fir 20 Minuten bei 4.000 rom (Heraeus Megafuge 1.0R,
Rotor: 2704) prazipitiert. Der Uberstand wird verworfen, die Bakterien in 2 ml 0,9%iger
Natriumchlorid-Losung bei 4 °C resuspendiert und von den Reaktionsgefdllen in 2 ml
EppendorffgefaBe uberfihrt. Es folgt eine Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C fir 2
Minuten (Heraeus Biofuge fresco, Rotor: 3328), der Uberstand wird erneut verworfen, der

Niederschlag in 0,9%iger Natriumchlorid-Lésung resuspendiert und wiederum zentrifugiert.

Seite 26



Materialien und Methoden

Zu den Zellen werden 1,5 ml Methanol zusammen mit 1 pg/ml Ribitol als interner Standard
(vgl. Abschnitt 2.5.3) hinzugefiigt und die Zellwande durch dreimaliges Einfrieren bei —80 °C
und Auftauen bei Raumtemperatur aufgeschlossen. Die Zellen werden bei —80 °C gelagert

und in Trockeneis verpackt per Expressdienst von Braunschweig nach Koéln geschickt.

2.1.3. Extraktion der Metabolite

Die in 2 ml EppendorffgefdRen gelagerten Extrakte werden auf einem Vortexschittler
resuspendiert und in 15 ml ReaktionsgefalRe (Greiner Bio-one) tberfihrt. Dort werden 1,5 ml
deionisiertes Wasser hinzugefligt, erneut auf dem Vortex vermengt und bei 10.000 rpm und
20 °C fir 2 Minuten zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5810R; Rotor: F-34-6-38). Der
Uberstand wird in ein GlasgefdR mit Schraubverschluss (Schott DURAN 12 x 100 mm)
Uberfihrt, 1,5 ml Chloroform (CHCl3) werden hinzugegeben und auf dem Vortex geschittelt.
Es folgt eine 20 mindtige Zentrifugation bei 2.000 rpm und 20 °C (Eppendorf Centrifuge
5810R; Rotor: A-4-62), woraufhin eine Phasentrennung aus wassriger Phase mit
Methanol/Wasser und organischer Phase mit Chloroform stattfindet. Dazwischen befindet
sich eine weiRe Schicht aus prazipitierten Proteinen. Die wassrige Phase wird in Glasgefalie
(Macherey-Nagel) transferiert und in einem Rotationsverdampfer (Eppendorf Concentrator
5301) etwa eine Stunde unter Rotation evakuiert, bis das enthaltene Methanol entfernt ist.

Danach werden die Proben ohne Rotation liber Nacht bis zur Trockne eingeengt.

2.1.4. Derivatisierung der Metabolite

Zu der getrockneten Probe werden 50 pl Methoxyaminlésung (Methoxyamin-Hydrochlorid in
Pyridin, Konzentration 20 mg/ml) hinzupipettiert, auf dem Vortex gemischt und fir 90
Minuten bei 30 °C und 200 rpm auf einem Schittler inkubiert. Es werden 80 ul MSTFA
hinzupipettiert, gemischt und fiir weitere 30 Minuten bei 37 °C und 200 rpm auf dem
Schittler inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation fur mindestens zwei Stunden bei
Raumtemperatur werden die Proben in GlasgefaRe mit Mikroeinsatzen (CS-Chromatographie
G30s) uberfihrt und 6 pl eines Zeitstandards bestehend aus je 20 ul Dekan, Dodekan,
Pentadekan und je 20 mg Nonadekan, Dokosan, Oktakosan, Dotriakontan und

Hexatriakontan in 10 ml Cyclohexan hinzugegeben (vgl. Abschnitt 2.2.3).
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2.1.5. Bestimmung der Metabolitkonzentrationen anhand der
Gaschromatographie/Massenspektrometrie

Die Proben werden in eine automatische Einspritzvorrichtung (Finnigan AS2000 bzw.
Finnigan AS3000) eingesetzt, wobei jeder vierte bis sechste Durchgang aus einem
Reinigungslauf mit MSTFA besteht. Die Substanzen werden auf einer unpolaren Saule aus
(5%Phenyl)-Methylpolysiloxan (Agilent J&W Scientific) mit dem in Abbildung 10 aufgefiihrten
Temperaturprofil chromatographisch aufgetrennt (Finnigan Trace GC2000). Die
massenspektrometrische Messung erfolgt per Elektronenstol3-lonisation im positiven Modus
mit einer lonisierungsenergie von 70 eV in einem Quadropolmassenspektrometer (Finnigan

Trace MS). Die vollstandigen Einstellungen der Gerate befinden sich in Anhang 6.5.
350 -~
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Abbildung 10: Bei der Gaschromatographie verwendetes Temperaturprofil. Nach einem einminditigen
Abschnitt mit 70 °C erfolgt fiir 6 Minuten eine Erhohung mit 1 °C pro Minute auf 76 °C
und fiir 41,5 Minuten eine Erhéhung mit 6 °C pro Minute auf 325 °C. Diese Temperatur
wird fiir 10 Minuten gehalten, woraufhin eine Abkiihlung auf 70 °C innerhalb von 90
Sekunden stattfindet.
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2.2. Messung von Standardsubstanzen zur Erweiterung der GC/MS-

Bibliothek

Fiir die Erweiterung der vorhandenen massenspektrometrischen Bibliothek [33] werden
kommerziell erworbene Stoffe und eine eigens synthetisierte Substanz verwendet, sowie

Spektren aus weiteren Quellen eingepflegt [74; 75].

2.2.1. Chemische Synthese von 5-Acetamidopentansiure

Die Synthese von 5-Acetamidopentansaure (KEGG Identifikationsnummer: C03087) erfolgt
Uber die Addition eines Acetylrestes an 5-Aminopentansaure unter Bildung eines sekundaren
Carbonsaureamids (siehe Abbildung 11) [76]. Hierzu werden 1,17 g 5-Aminopentansaure mit
1,26 g Essigsdureanhydrid vermengt, zwei Tropfen konzentrierte Schwefelsdure
hinzugegeben und fir zwei Stunden auf 100 °C erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird
anschlieRend im Rotationsverdampfer eingeengt und das Produkt in Form eines Ols

gewonnen.

o o H,SO, o) o)

I + ! - I
HO >""NH,  H,c” Y07 DCH, -CHCOOH  Ho™ 7 " nH e,

5-Aminopentansaure Essigsaureanhydrid 5-Acetamidopentansaure
Abbildung 11: Reaktionsmechanismus zur Synthese von 5-Acetamidopentansaure [76].

2.2.2. Probenvorbereitung der Standardsubstanzen

Fir die Vorbereitung der Standards wird 1 ml einer 1 mM wassrigen Losung in einem
Glasgefall (Macherey-Nagel) vorgelegt. Die Losung wird im Rotationsverdampfer eingeengt,
wie in Abschnitt 2.1.4 beschrieben derivatisiert und nach Abschnitt 2.1.5 vermessen. Verlauft
die Messung nicht erfolgreich, so wird 1 ml einer 10 mM Lésung vorgelegt oder eine kleine
Menge der Substanz ohne vorheriges Losen derivatisiert. Die verwendeten Standards sind in

Abschnitt 6.4 aufgefihrt.

2.2.3. Bestimmung von Kenngroéf3en

Um die flr die Bibliothek gemessenen Substanzen naher zu charakterisieren werden sie mit

verschiedenen KenngrolRen verknipft:
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Die monoisotopische Masse ist die Summe der Massen der leichtesten Isotope des
Molekils und dient zur exakten Zuweisung der im Spektrum auftretenden Signale [70].
Weiterhin kann aus ihr durch Runden die Nominalmasse (vgl. Abschnitt 1.3) gewonnen
werden.

Um die Charakterisierung anhand des Retentionsverhaltens wahrend der
Chromatographie unabhdngig von der Linge der Sdule und anderen experimentellen
Rahmenbedingungen zu machen, wird der Retentionsindex (RI) nach Kovats [77] mithilfe
einer Kalibration mit n-Alkanen berechnet (vgl. Abschnitt 2.1.4). Der Retentionsindex
einer Substanz liegt zwischen dem Retentionsindex des vorhergehenden und

nachfolgenden Alkans und kann mittels folgender Formel berechnet werden:
R11 'RTZ —RIZ 'RT1> RIZ —R11
RI, — RL; RT, — RTy

RI. = (RTC +

Rl;:  Retentionsindex der Komponente

RT.: Retentionszeit der Komponente

Rl;:  Retentionsindex des vorhergehenden Alkans
Rl,:  Retentionsindex des nachfolgenden Alkans
RT.: Retentionszeit des vorhergehenden Alkans
RT,: Retentionszeit des nachfolgenden Alkans

Der Retentionsindex des Alkans berechnet sich aus der Anzahl der Kohlenstoffatome
multipliziert mit 100.

Zur Quantifizierung der im Chromatogramm identifizierten Substanzen werden
charakteristische Massenspuren herangezogen [68].

Um chemische Strukturen fir bioinformatische Anwendungen zuganglich zu machen,
werden Verfahren wie InChl [78] oder SMILES [79; 80] verwendet, mit deren Hilfe die
Strukturen in eindimensionale Zeichenketten umgewandelt und weiterverarbeitet
werden kénnen.

Weitere KenngrofRen sind Synonyme des Substanznamens, Abbildungen der Strukturen,
Summenformel, Molekulargewicht, CAS-Nummer, Name der Substanz nach IUPAC-Norm
und Identifikationsnummern in anderen Datenbanken wie z.B. der KEGG [58].

Zusatzlich werden Autor, Datum der Messung, verwendetes Gerat, lonisierungsmethode,

Chromatographiesaule und experimentelle Bedingungen erfasst.
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2.3. Erweiterung der Bibliothek mittels vergleichender GC/MS-

Analyse von Bakterienextrakten

Wird ein definiertes Massenspektrum in verschiedenen Proben im gleichen Bereich
gefunden, wird davon ausgegangen, dass es sich hierbei um eine Komponente handelt, die
als unidentifizierte Substanz in die Bibliothek aufgenommen werden kann, sofern das
Spektrum nicht bereits enthalten ist.

Proben aus verschiedenen Messreihen werden mit dem Programm AMDIS (the Automated
Mass Spectral Deconvolution and Identification System) [81] und der aktuellen Bibliothek
qualitativ analysiert (Parameter siehe Anhang 6.7 Tabelle 28) und anschlieBend die 100
flachengroBten unidentifizierten Komponenten zu der Bibliothek hinzugefiigt (Parameter
siche Anhang 6.7 Tabelle 29). Dieser Vorgang wird mit allen Proben wiederholt, so dass
neben den bisherigen Komponenten neue Spektren in der Bibliothek gespeichert sind. Nach
einer erneuten Analyse (Parameter siehe Anhang 6.7 Tabelle 28) der Proben mit der
Bibliothek werden Spektren entfernt, die in einer zu geringen Anzahl wiedergefunden
werden oder deren Retentionsindex eine Standardabweichung von mehr als fiinf Einheiten
aufweist. Die Ubriggebliebenen Spektren werden nach einer manuellen Prifung in die

Bibliothek aufgenommen.

2.4. Softwareentwicklung

Fiir die Archivierung der gemessenen Standards wird eine graphische Benutzeroberflache
entwickelt, die darliberhinaus die in Abschnitt 2.2.3 erwahnten KenngrélRen speichert. Die
Entwicklung erfolgt mit Microsoft Visual Studio 2005 Standard [82] in C++ unter Verwendung
der Qt4-Klassenbibliothek, mit der es moglich ist, plattformiibergreifende graphische
Benutzeroberflachen zu erstellen [83]. Bei der Implementierung wird auf verschiedene

Entwurfsmuster zurilickgegriffen.

2.4.1. Darstellung von Daten mit Hilfe von Model-View-Controllern

Um die Darstellung von Daten unabhangig von der unterliegenden Datenstruktur zu machen,
wurden entsprechende Programmteile mittels des Architekturmusters der Model-View-

Controller implementiert[84]. Die Trennung der Daten von der Prasentation wird durch das
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Aufteilen der Programmstruktur in Modell, Présentation und Steuerung erreicht. Das Modell
ist hierbei fir den Zugriff auf die Daten zustdndig, wahrend sowohl Modell als auch
Prasentation Uber die Steuerung miteinander kommunizieren. Die Steuerung ist des
Weiteren fir die Verarbeitung von Benutzereingaben verantwortlich (siehe Abbildung 12).

Anhand dieser Implementierung werden einerseits die Darstellung derselben Datenstruktur
an mehreren Positionen des Programms und andererseits das unkomplizierte Austauschen

von Darstellungsoptionen ermoglicht.

Steuerung
Vermitteln von DarsItBeIIung /Annag\me
Anderungen von Benutzereingaben
Modell Prasentation
Darstellung

Vermitteln von
Anderungen

Daten

Abbildung 12: Schematischer Aufbau eines Model-View-Controllers (verandert nach [84]). Das Modell
(blau) greift auf die unterliegende Datenstruktur (grau) zu und liefert Daten fir die
Prasentation (rot). Die Steuerung (griin) vermittelt Anderungen zwischen Modell und
Prasentation, z.B. durch Benutzereingaben.

2.4.2. Zugriff auf zentrale Funktionalititen durch Bereitstellung

eines singuldren globalen Objekts

Der Zugriff auf zentrale Funktionalitdten wie z.B. die Programmeinstellungen wird durch die
Verwendung eines Singletons ermaoglicht, das zur der Kategorie der Erzeugungsmuster gehort
[84]. Es zeichnet sich dadurch aus, dass von dieser Klasse nur ein einzelnes Objekt erzeugt
werden kann, dass zudem nicht vor dem ersten Gebrauch initialisiert wird. In C++ ist die
Implementierung dadurch gekennzeichnet, dass der Konstruktor und der Kopierkonstruktor
als private deklariert werden, um eine unerlaubte Erzeugung von Objekten zu verhindern,
sowie durch einen statischen Objektzeiger, der bei Bedarf einmalig generiert wird (vgl.

Abbildung 13).
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class Singleton
{
public:
static Singleton * instance()
{
if (_instance == 0)
_instance = new Singleton();
return _instance;

}

private:
Singleton(); // Konstruktor.
Singleton (const Singleton&); // Kopierkonstruktor.

static Singleton * instance;

}i

Singleton * Singleton:: instance = 0;

Abbildung 13: Implementierung des Singleton-Entwurfsmusters in C++. Die Klasse Singleton stellt eine
statische o6ffentliche Methode bereit, die fiir das Erzeugen genau eines Objekts der
Klasse zustandig ist. Der Konstruktor und der Kopierkonstruktor sind durch die private
Deklarierung vor unberechtigter Benutzung geschiitzt.

2.4.3. Implementierung von mehrstufigen Undo-Befehlen mittels des

Kommando-Entwurfmusters

Mit Hilfe des Kommando-Entwurfmusters werden die Befehle zum Editieren, Kopieren und
Loschen von Bibliothekeneintragen gekapselt [84]. Zusammen mit einem Stapelspeicher
konnen so Undo/Redo-Funktionalititen auf Basis von festgelegten Schnittstellen und
abstrakten Klassen bereitgestellt werden. Qt [83] liefert ein Gerst fir die Implementierung,
das durch die Entwicklung von einzelnen Klassen zu den jeweiligen Kommandos komplettiert
wird.

Sobald ein Befehl z.B. zum Loschen eines Bibliothekeneintrags vorliegt, wird die zum
Kommando zugehorige Klasse instanziiert und Informationen z.B. Uber den Inhalt des zu
I6schenden Objekts gespeichert. Das Kommando wird daraufhin auf dem Stapelspeicher
abgelegt und kann mittels der standardisierten Funktionen ,,undo()“ und ,redo()“ riickgangig

gemacht bzw. wiederholt werden.
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2.5. Computergestiitzte Auswertung der massenspektrometrischen

Daten

Die computergestiitzte Auswertung der Bakterienextrakte wird wie in [68] beschreiben

durchgefiihrt.

2.5.1. Auswertung der gemessenen Standardsubstanzen

Die aus der Messung der Standards erhaltenen Massenspektren missen ihren jeweiligen
Derivaten zugewiesen werden. Hierzu werden die Massenspektren der Maxima mittels des
Programms Xcalibur QualBrowser Version 1.2 [85] aus dem Chromatogramm in das NIST-
Bibliothekenformat Uberflhrt (siehe Anhang 6.6) [86]. AnschlieBend wird das Spektrum in
das Programm NIST MS Search 2.0d geladen, worauf ein automatischer Abgleich mit den ca.
163.000 enthaltenen Spektren erfolgt [86]. Ist keine zufriedenstellende Ubereinstimmung
vorhanden, wird das Spektrum im NIST MS Interpreter 2.0 analysiert, indem die einzelnen
Signale den Fragmenten der vermuteten Molekilstruktur zugeordnet werden (siehe
Abbildung 14). Die hierzu noétigen molekularen Strukturen werden anhand der moglichen

Derivatisierungen mittels des NCBI Pubchem Molekileditors erzeugt (siehe Anhang 6.6) [87].
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Abbildung 14: Programmoberflache des NIST MS Interpreters 2.0 [86] anhand des Massenspektrums
von 2-Aminoadipinsaure 3TMS. Im unteren Teil ist das Massenspektrum zu sehen,
wobei die Signale, die das Programm einem Fragment der Struktur zuweisen kann,
schwarz gefarbt sind, wahrend nicht zugewiesene Signale in weiR dargestellt sind.
Durch Auswahlen eines Markers (rot eingerahmt) wird das zu dem Signal gehérende
Fragment im oberen Teil des Programms rot eingefarbt.

2.5.2. Qualitative Auswertung der Bakterienextrakte

Die Identifikation der Substanzen in dem Chromatogramm erfolgt Gber das Programm AMDIS
[81] mit Hilfe der vorbereiteten Bibliothek. Hierbei wird zunachst eine Berechnung der
Retetionsindices anhand der in einer Probe enthaltenen Alkane durchgefiihrt (vgl. Abschnitt
2.2.3; Tabelle 4), worauf eine automatisierte Analyse der gemessenen Serie folgt. Die

Parameter fiir die Analyse sind in Anhang 6.7 (Tabelle 28) aufgeflihrt.
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Tabelle 4: Fiir die Kalibrierung verwendete n-Alkane zusammen mit ihrem Retentionsindex und
der ungefahren Retentionszeit.
Alkan (Anzahl der C-Atome) Retentionsindex Retentionszeit (X 1) [min]
Dekan (Cyo) 1.000 7
Dodekan (Cy3) 1.200 13
Pentadekan (Cys) 1.500 21
Nonadekan (Cyo) 1.900 28
Dokosan (Cyo) 2.000 33
Octakosan (Cys) 2.800 41
Dotriakontan (Cs;) 3.200 45
Hexatriakontan (Csg) 3.600 49

Die Retentionszeiten sind Richtwerte fiir das in Abbildung 10 angegebene Temperaturprofil.
Resultat der Analyse ist ein Report mit Parametern der identifizierten Komponenten, der mit
Hilfe des Programms Processing4_3 [68] unter Verwendung der Standardeinstellungen fir

die Quantitative Analyse vorbereitet wird.

2.5.3. Quantitative Auswertung der Bakterienextrakte

Die Quantifizierung der Substanzen erfolgt anhand der zuvor erzeugten Dateien mit dem
Programm QuanBrowser Version 1.2 des zu dem GC/MS-System gehorenden
Programmpakets Xcalibur [85]. Die automatisch zugewiesende Flache eines Stoffs wird

geprift und gegebenenfalls manuell korrigiert (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Oberflache des QuanBrowsers 1.2 aus dem Programmpaket Xcalibur [85]. Auf der
rechten Seite kann der aktuell zu bearbeitende Stoff ausgewadhlt werden, im linken
oberen Teil befindet sich eine Liste aller Proben, unten links sind die zu der Substanz
gehoérenden Massenspuren zusammen mit der annotierten Flache zu sehen (in grau).

Die korrigierten Ergebnisse werden in Form eines Reports gespeichert (iber die Befehle
Export data to Excel und Export Long Excel report) und mittels eines Excel-Makros
(Makro3.xls, [68]) in einer Tabelle zusammengefasst. Um die wahrend der Extraktion
auftretenden Volumenunterschiede auszugleichen, sind die resultierenden Daten mit Hilfe
der enthaltenen Kalibrierungssubstanz Ribitol (vgl. Abschnitt 2.1.2) normiert. Des Weiteren
werden die Flachen von Derivaten, die zu derselben Substanz gehoren, aufaddiert. Eine
externe Kalibrierung zur Umwandlung der halbquantitativen Daten in reelle Konzentrationen

findet nicht statt.

2.6. Statistische Methoden zur Analyse von

massenspektrometrischen Daten

Fiir die Analyse der halbquantitativen Daten aus den metabolischen Profilen von P.

aeruginosa werden verschiedene statistische Methoden verwendet.
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2.6.1. Vergleich der relativen Konzentrationen zweier Metabolite

Fir den Vergleich der relativen Konzentrationen zweier Metabolite zwischen zwei
Wachstumsphasen wird das Verhaltnis r der Mittelwerte mehrerer Einzelwerte der

jeweiligen Phase nach folgender Formel gebildet:

T =

<< R

- lan _ 1
mit x = ;Zi:lxi undy = ~i=1Yi;

X: Einzelwert der Serie A
y: Einzelwert der Serie B

Die Standardabweichung o ist ein Mal fiir die Streuung der Einzelwerte um den

Mittelwert X:

n

o= %Z(xi —X)?

i=1
Um zwei Mittelwerte  miteinander zu  vergleichen,  wird der p-Wert

(Uberschreitungswahrscheinlichkeit) anhand eines zweiseitigen Student-t-Tests liber den t-

Wert und den geschatzten Freiheitsgraden f berechnet [88; 89]:
p =P (IT| = tIf)

mit
X — %
t=——
of 03
np ny
und
(af ff_zz)
_ n; Ny
- 2 2
nq ny
ng — 1 + ny, — 1
nq: Anzahl der Messwerte in Messreihe A
n,: Anzahl der Messwerte in Messreihe B
o1 Standardabweichung der Serie A
0y Standardabweichung der Serie B
X1:  Mittelwert der Serie A
X,:  Mittelwert der Serie B
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Der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, dass unter der Annahme, die Nullhypothese (Hq: Beide
Mittelwerte sind gleich) sei wahr, die Teststatistik den beobachteten oder einen extremeren
Wert annimmt. Somit spricht ein niedriger p-Wert dafiir, dass ein beobachteter Unterschied
zwischen den Mittelwerten zweier Serien nicht auf Abweichungen der Einzelmessungen

zurlckzufihren ist.

2.6.2. Korrelationskoeffizient

Der Korrelationskoeffizient Kor(X, Y) nach Bravais und Pearson ist ein MaR fiir die Ahnlichkeit

zweier normalverteilter Messreihen X und Y [90] und wird nach der folgenden Formel

berechnet:
1 _
= =0 - i —y)
Kor(X,Y) :=
\/ Z? 1(x -x)%- J Y — y)?
mit x——Zl 1% undy—— tiYis
X: Messreihe mit den Werten x4, X;, X3, ..., Xn

Y: Messreihe mit den Werten vy, Y2, Y3, vy Yn

Sind zwei Messreihen vollstindig positiv miteinander korreliert, so betragt der
Korrelationskoeffizient +1 und die Messpunkte liegen in einer zweidimensionalen Darstellung
auf einer Ursprungsgeraden mit der Steigung +1, wahrend bei vollstindig negativer
Korrelation der Koeffizient und die Steigung der Geraden -1 betragt. Je kleiner der Betrag der
Korrelation ist, umso unwahrscheinlicher ist ein linearer Zusammenhang zwischen den
untersuchten Messreihen. Um eine annahernde Normalverteilung der Ausgangswerte zu

erreichen, werden diese vor der Berechnung logarithmiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Entwicklung eines Programms zur Archivierung der gemessenen

Standards

Da sich bestehende Programme wie AMDIS [91] oder NIST MS Search [86] fir die
Archivierung der gemessenen Spektren nur unzureichend eigneten, wurde eine Programm
mit graphischer Oberflaiche zur Eingabe relevanter Informationen erstellt. Eine aktuelle

Version ist im Internet verflgbar [92].

3.1.1. Eingabe und Bearbeitung der Spektren und ihrer Kenngroéfden

Die Benutzeroberflache ist in drei Karteikarten unterteilt, wobei auf der ersten Karteikarte
die Spezifikationen (Abbildung 16), auf der zweiten das Spektrum (Abbildung 17) und auf der
dritten zusatzliche Daten (Abbildung 18) des ausgewahlten Derivats dargestellt sind. Die in
der Bibliothek enthaltenen Eintrdge sind in einem weiteren Fenster tabellarisch aufgefihrt.
Jedes Eingabefeld kann Uber einen Einstellungsdialog aus- und eingeblendet werden, wobei
sich die Programmoberflache selbststandig anpasst. In Tabelle 5 sind samtliche Eingabefelder
aufgelistet.

Weiterhin lassen sich beliebig viele Bibliotheken simultan 6ffnen, Spektren zwischen ihnen
per drag and drop (,Ziehen und Fallenlassen”) bzw. Kopieren und Einfligen transferieren,
wobei Anderungen stets riickgingig gemacht werden kdnnen. Die maximale Anzahl an
Eintragen ist durch den Arbeitsspeicher des ausfiihrenden Computers beschrankt, wobei ein
Eintrag je nach Menge der eingegebenen Daten etwa 4 bis 40 kByte bendtigt, so dass bei 1
GByte verfligbarem Arbeitsspeicher ca. 25.000 bis 250.000 Spektren bearbeitet werden

konnen.
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Abbildung 16: Benutzeroberflache des Bibliothekenverwaltungsprogramms mit der Karteikarte der
Spezifikationen. Im linken Bereich sind die Komponenten einer Bibliothek tabellarisch
aufgefihrt. Auf der rechten Seite werden Informationen zu dem Derivat und der
betreffenden Komponente editiert (vgl. Tabelle 5).

Abbildung 17: Benutzeroberflache des Bibliothekenverwaltungsprogramms mit der Karteikarte des

Spektrums. Im linken Bereich sind die Komponenten einer Bibliothek tabellarisch
aufgefiihrt. Auf der rechten Seite wird das Spektrum grafisch und in Form einer Liste
dargestellt (vgl. Tabelle 5).
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Abbildung 18: Benutzeroberflache des Bibliothekenverwaltungsprogramms mit der Karteikarte der
zusatzlichen Informationen. Im linken Bereich sind die Komponenten einer Bibliothek
tabellarisch aufgefiihrt. Auf der rechten Seite werden Informationen zu der Messung
und weitere Daten wie z.B. assoziierte Reaktionen editiert (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5:

Pro Eintrag verfligbare Datenfelder im Bibliothekenverwaltungsprogramm.

Feld Datentyp Erlauterungen
Spezifikationen
Component
ID String Identifikationsnummer der Komponente
Name String Bezeichner der Komponente
Molecular weight Double Molekulargewicht der Komponente
Formula String Chemische Summenformel der
Komponente
CAS-number String CAS-Nummer der Komponente
IUPAC-name String IUPAC-Name der Komponente
SMILES String Chemischer Strukturcode der Komponente
(vgl. Abschnitt 2.2.3)
InChl String Chemischer Strukturcode der Komponente

KEGG-numbers
Synonyms

Derivatives

ID

Derivative
Monoisotopic mass
Retention time (min)
Retention index

Array of strings
Array of strings

String
String
Double
Double
Double

(vgl. Abschnitt 2.2.3)

Bezeichner der KEGG-Datenbank [58]
Synonyme des Bezeichners der

Komponente

Identifikationsnummer des Derivats

Bezeichner des Derivats

Monoisotopische Masse des Derivats

Retentionszeit des Derivats

Retentionsindex des Derivats
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Feld Datentyp Erlduterungen
Retention index penalty Integer Mal fiir die Streuung des Derivats um

seinen Retentionsindex
Alkanes 2D arrayl) Liste mit den Alkanen fir die Kalibrierung

Mass traces

Array of doubles

(bestehend aus: Name des Alkans,
Retentionsindex, Retentionszeit;
vgl. Abschnitt 2.2.3)

Liste mit den fiir die Quantifizierung
benutzten Massenspuren

(vgl. Abschnitt 2.2.3)

Comment

Comment String Textfeld flir Kommentare

Structure

Component Molecule? Chemische Struktur der Komponente

Derivative Molecule? Chemische Struktur des Derivats

Spektrum

Visual representation - Graphische Abbildung des Spektrums

Tabular representation 2D arrayl) Tabellarische Abbildung des Spektrums
(bestehend aus: m/z-Wert, Intensitat,

Kommentar)

Zusdtzliche Informationen

Measurement

Author String Autor der Messung

Date Date® Datum der Messung

Device String Verwendetes Gerat

Method String Verwendete Methode

Column String Verwendete Chromatographiesaule

Experimental conditions String Weitere experimentelle Bedingungen

Systems Biology Data
Reactions

Enzymes

Genes

Array of strings

2D arrayl)

2D arrayl)

Liste mit zu der Komponente verkniipften
Reaktionen

Liste mit zu der Komponente verkniipften
Enzymen (bestehend aus: Enzymname,
EC-Nummer)

Liste mit zu der Komponente verkniipften
Genen (bestehend aus: Genname,
Lokalisierung, Sequenz)

Y Matrix mit fest definierter Spalten- und beliebiger Zeilenanzahl.
2 Selbstentwickeltes Objekt zur Speicherung von molekularen Strukturen.
3 Objekt zur Speicherung von Datumsangaben.

3.1.2.

Um einen Eintrag

Filterfunktionen zur

Verfliigung.

Sortier- und Filterfunktionen

in der Bibliothek zu finden,

Eine Sortierung kann nach Name,

stehen verschiedene Sortier- und

Retentionszeit,
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Retentionsindex, ID der Komponente, ID des Derivats, Molekulargewicht der Komponente,

monoisotopische Masse des Derivats und Datum der Messung vorgenommen werden. Die

Filtermoglichkeiten sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Im Bibliothekenverwaltungsprogramm verfligbare Filterfunktionen.
Filter Erlduterungen
Name Bezeichner der Komponente oder des Derivats enthalt

Retention index
Retention time
Synonym

ID Component

ID Derivative

Molecular weight component
Monoisotopic mass derivative
KEGG-number

Formula

CAS-number

IUPAC-Name

SMILES

InChl

Mass traces

Comment

Author

Date

Device

Method

Column

Experimental conditions
Reaction

Enzyme name
EC-number

Gene name

den Suchbegriffl)

Suche nach exaktem Wert oder Bereichsangabe

Suche nach exaktem Wert oder Bereichsangabe
Bezeichner der Komponente oder eines seiner Synonyme
enthalt den Suchbegriffl)

ID der Bezeichners der Komponente enthalt den
Suchbegriffl)

ID des Bezeichners des Derivats enthalt den Suchbegriffl)
Suche nach exaktem Wert oder Bereichsangabe

Suche nach exaktem Wert oder Bereichsangabe
KEGG-Nummern enthalten den Suchbegriffl)

Chemische Summenformel enthalt den Suchbegriffl)
CAS-Nummer enthilt den Suchbegriff*

IUPAC-Name enthalt den enthalt den Suchbegriffl)
SMILES-Bezeichner enthalt den Suchbegriffl)
InChl-Bezeichner enthalt den Suchbegriffl)

Suche nach exaktem Wert oder Bereichsangabe
Kommentar enthélt den Suchbegriffl)

Autor enthilt den Suchbegriff”

Suche nach exaktem Datum oder Bereichsangabe
Verwendetes Gerat enthalt den Suchbegriffl)
Verwendete Methode enthilt den Suchbegriffl)
Verwendete Chromatographiesaule enthalt den
Suchbegriffl)

Experimentelle Bedingungen enthalten den Suchbegriffl)
Verkniipfte Reaktionen enthalten den Suchbegriffl)
Enzymnamen enthalten den Suchbegriffl)

EC-Nummern enthalten den Suchbegriffl)

Gennamen enthalten den Suchbegriffl)

Y Mehrere Suchbegriffe konnen durch die Verwendung eines trennenden Leerzeichens benutzt werden.

3.1.3. Import- und Exportmoglichkeiten

Um das Programm mit anderen Applikationen kompatibel zu machen, wurden Import- und
Exportfilter programmiert. Der Import/Export fiir das NIST Bibliothekenformat, das

wiederum von Herstellern von Chromatographiesystemen wie z.B. Thermo Scientific [85]
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unterstitzt wird, erlaubt die Verwendung des Bibliothekenverwaltungsprogramms
zusammen mit AMDIS [91] und NIST MS Search [86]. Als zweites Format steht JCAMP-DX [93]
zur Verfugung, das beispielsweise von der HP bzw. Agilent ChemStation Software [94]
verwendet werden kann.

Weiterhin kann ein Grof3teil der Datenfelder in eine Tabstopp-getrennte Textdatei exportiert
werden, was eine Auswertung dieser Daten mit Tabellenkalkulationsprogrammen
ermoglicht. Die Bibliothek kann in das Portable Document Format (pdf) [95] exportiert sowie
auf einem Drucker ausgegeben werden.

Ferner wurde ein Format in der Extensible Markup Language (xml) [96] definiert, das als

Austauschformat fir zukiinftige Entwicklungen dienen soll.

3.1.4. Erweiterung der Funktionalitit mit Hilfe von Skripten

Um eine automatisierte Bearbeitung der Bibliotheken zu ermdglichen, wurden diese fiir
Skripte zuganglich gemacht. Die Skriptsprache basiert auf der ECMAScript scripting language
[97], die beispielsweise auch Grundlage fir JavaScript ist. Innerhalb der Skript-Umgebung ist
es moglich, auf alle Datenelemente der aktiven Bibliothek zuzugreifen. Des Weiteren wurden
verschiedene Hilfsmethoden implementiert, die z.B. das Laden von Textdateien von der
Festplatte oder das Interagieren mit dem Benutzer in Form von verschiedenen Dialogen

ermoglichen.

3.2. Erweiterung der Massenspektrenbibliothek

Zur Erweiterung der vorhandenen Massenspektrenbibliothek [33] wurden einerseits
kommerziell erworbene Stoffe und eine eigens hergestellte Substanz vermessen sowie
andererseits neue Komponenten anhand vergleichender Analyse bestehender GC/MS-Profile

gesucht. Zusatzlich wurden Spektren weiterer Quellen eingepflegt [74; 75].

3.2.1. Messung von Standardsubstanzen

Eine tabellarische Auflistung der gemessenen Standardsubstanzen befindet sich in Abschnitt
6.4. Anhand der in der KEGG [58] mit der Komponente assoziierten Reaktionen wurden
solche Stoffe ausgewahlt, fiir die mehr als fiinf Eintrdge vorhanden sind, so dass eine

entsprechende Stellung im metabolischen Netzwerk garantiert ist. Des Weiteren wurden
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Stoffe vermessen, die an der Synthese von Biofilmen bzw. bei Reaktionen das Quorum
sensing betreffend teilnehmen (vgl. Abschnitt 1.1.1; Tabelle 23, markierte Substanzen), sowie
weitere Substanzen, die bereits im Labor verfligbar waren.

In den erhaltenen GC/MS-Profilen wurden ausgepragte Signale gewahlt und deren
Derivatisierungsstufe mit Hilfe des in Abschnitt 2.5.1 beschriebenen Verfahrens geprift, was
im Folgenden anhand von 4-Hydroxyprolin (KEGG-Identifikationsnummern: C01157, C01015)
beispielhaft erlautert wird:

Das Profil von 4-Hydroxyprolin enthalt zwei auffallige Maxima bei 20,39 und 21,55 Minuten
(siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: GC/MS Chromatogramm von 4-Hydroxyprolin. Auf der Abszisse ist die Retentionszeit in
Minuten angegeben, auf der Ordinate der Totalionenstrom (Total lon Current; TIC)
normiert auf das hochste im Chromatogramm vorkommende Maximum. Bei den
markierten Signalen handelt es sich um das zweifach (20,39 min) bzw. dreifach (21,55
min) silylierte Derivat. Im rechten oberen Teil ist die Struktur von 4-Hydroxyprolin
dargestellt.

Die Spektren der Maxima sind in Abbildung 20 und Abbildung 21 zu finden. Ein Vergleich mit
der NIST MS-Bibliothek [86] liefert bereits eine zufriedenstellende Ubereinstimmung zu den

Derivaten 2TMS (20,39 min) bzw. 3TMS (21,55 min) mit Trefferwahrscheinlichkeiten von
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94,9% bzw. 92,7%, die sich im NIST MS-Interpreter [86] weiter validieren lasst (vgl. Abbildung
20 und Abbildung 21).
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Abbildung 20: Massenspektrum und Struktur von 4-Hydroxyprolin 2TMS (Bildschirmfoto des NIST MS-
Interpreters [86]). Auf der Abszisse ist das Masse-zu-Ladungsverhaltnis gezeigt, die
Ordinate beschreibt die relative Intensitat in Prozent. Signale, die das Programm einem
Fragment der Struktur zuweisen kann, sind schwarz gefarbt, wahrend nicht
zugewiesene Signale in weild dargestellt sind.
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Abbildung 21: Massenspektrum und Struktur von 4-Hydroxyprolin 3TMS (Bildschirmfoto des NIST MS-
Interpreters [86]). Auf der Abszisse ist das Masse-zu-Ladungsverhéltnis gezeigt, die
Ordinate beschreibt die relative Intensitat in Prozent. Signale, die das Programm einem
Fragment der Struktur zuweisen kann, sind schwarz gefarbt, wahrend nicht
zugewiesene Signale in weild dargestellt sind.

Die Messung von 5-Acetamidopentansaure (vgl. Abschnitt 2.2.1) liefert ein Chromatogramm
mit dessen Hilfe das Massenspektrum des einfach silylierten Derivats identifiziert werden

konnte (vgl. Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Abbildung 22: GC/MS Chromatogramm von 5-Acetamidopentansdure. Auf der Abszisse ist die
Retentionszeit in Minuten angegeben, auf der Ordinate der Totalionenstrom (Total lon
Current; TIC) normiert auf das hochste im Chromatogramm vorkommende Maximum.
Bei dem markierten Signal handelt es sich um das einfach silylierte Derivat. Im rechten
oberen Teil ist die Struktur von 5-Acetamidopentansaure dargestellt.
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Abbildung 23: Massenspektrum und Struktur von 5-Acetamidopentansdure 1TMS (Bildschirmfoto des
NIST MS-Interpreters [86]). Auf der Abszisse ist das Masse-zu-Ladungsverhéltnis
gezeigt, die Ordinate beschreibt die relative Intensitdt in Prozent. Signale, die das
Programm einem Fragment der Struktur zuweisen kann, sind schwarz gefarbt, wahrend
nicht zugewiesene Signale in weiR dargestellt sind.
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3.2.2. Bestimmung unidentifizierter Derivate durch vergleichende

GC/MS-Analyse von Bakterienextrakten

Zur Erweiterung der Bibliothek wurden neben der Auswertung von Standardsubstanzen
mittels vergleichender GC/MS Analyse wie in Kapitel 2.3 beschrieben nach weiteren,
unidentifizierten Derivaten gesucht.

Hierzu wurden jeweils zehn Proben aus drei verschiedenen Wachstumsphasen (anaerob
exponentiell, anaerob stationdr und aerob Biofilm) herangezogen, wobei wahrend der
Extraktion eine Feuchtmasse von 1.500 mg verwendet worden ist (vgl. Abschnitt 2.1.1), um
die Intensitdt der Signale im Spektrum zu erhohen, und bei der nachfolgenden Analyse
Spektren ausgeschlossen worden sind, die in weniger als zehn Proben wiedergefunden
wurden (vgl. Abschnitt 2.3). Es wurde eine Bibliothek aus 3.000 Spektren gebildet, von denen
263 die genannten Kriterien erfiillten.

Bei der manuellen Uberpriifung wurden solche Spektren entfernt, die eine zu hohe oder zu
geringe Anzahl an Signalen aufwiesen (vgl. Abbildung 24). Des Weiteren wurden Spektren
geloscht, die zu vergleichbaren Retentionszeiten gefunden wurden, deren Signale jedoch nur
geringfligig voneinander abwichen (siehe Abbildung 25), wobei zusatzlich gepriift wurde,
inwieweit die abweichenden Signale einen dhnlichen Verlauf im Chromatogramm verglichen
mit dem restlichen Spektrum zeigten. Auf diese Weise wurden 201 Spektren entfernt und der

Bibliothek 62 Spektren hinzugefiigt.

Fl=1277.1. 154310 min, 1A Fl=1278.2. 15 4583 min, 1G

100 100

75 75

50 50

25 25

m,e’z:D B 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m,."z:D 200 250 300 350 400 450 500 GAD

Abbildung 24: Massenspektren, die bei der Suche nach unidentifizierten Komponenten aufgrund zu
hoher (linke Teilabbildung) bzw. zu geringer Anzahl (rechte Teilabbildung) an Signalen
ausgeschlossen werden. Auf der Abszisse ist das Masse-zu-Ladungsverhaltnis gezeigt,
die Ordinate beschreibt die relative Intensitdt in Prozent.
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Abbildung 25: Massenspektren, die bei der Suche nach unidentifizierten Komponenten aufgrund
vergleichbarer Retentionszeit und geringfligiger Unterscheidungsmerkmale aussortiert
worden sind. Das linke Spektrum unterscheidet sich lediglich durch die Massenspur
110 (blau markiert) von dem rechten. Auf der Abszisse ist das Masse-zu-
Ladungsverhéltnis gezeigt, die Ordinate beschreibt die relative Intensitat in Prozent.

Es wurde ein Vergleich zwischen den unidentifizierten Komponenten aus P. aeruginosa und
solchen aus der vorhandenen Massenspektrenbibliothek [33] aus Corynebacterium
glutamicum durchgefihrt. Hierzu wurde eine Qualitative Analyse nach Abschnitt 2.5.2 mit 15
Proben aus einer Fermentation von C. glutamicum (aerobes Wachstum auf Minimalmedium;
frihe exponentielle bis spate stationare Phase; hergestellt nach [33]) und 20 Proben von P.
aeruginosa (aerobes Wachstum; je 10 Proben mittlere exponentielle und spat stationdre
Phase; nach Abschnitt 2.1) durchgefiihrt und die Anzahl der nachgewiesenen

unidentifizierten Substanzen extrahiert (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Auftreten unidentifizierter Substanzen in Proben von P. aeruginosa und C. glutamicum.
Qualitativ nachgewiesene unidentifizierte Unidentifizierte Komponenten aus
Substanzen P. aeruginosa C. glutamicum
Gesamt 62 100% 117  100%
in P. aeruginosa 39 63% 50 43%
in C. glutamicum 31 50% 76 65%
in P. aeruginosa, nicht in C. glutamicum 14 23% 23 20%
in C. glutamicum, nicht in P. aeruginosa 6 10% 3 3%

3.2.3. Charakteristika der resultierenden Bibliothek

Die gemessenen Standardsubstanzen sowie die unidentifizierten Komponenten wurden
zusammen mit den vorhandenen Spektren [33; 74; 75] in eine Bibliothek zusammengefasst
und die KenngrofRen (vgl. Abschnitt 2.2.3) mit Hilfe der Datenbanken KEGG [58], Pubchem
[87], Chemspider [98], des Online-Katalogs von Sigma-Aldrich [99] und dem
Bibliothekenverwaltungsprogramm (Abschnitt 3.1) editiert. Von 637 Eintragen sind 458

identifizierte Derivate von 293 Komponenten, von denen sich wiederum 219 anhand der
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angegebenen Massenspuren quantifizieren lassen. In Tabelle 8 und Tabelle 9 sind

ausgewahlte Charakteristika der Bibliothek aufgefiihrt.

Tabelle 8: Anzahl der Eintrage der GC/MS-Bibliothek unterteilt nach Herkunft und
Identifikationsstatus.

Beschreibung Anzahl der Eintrage

(identifiziert/nicht identifiziert)

Gesamtzahl der Eintrage 637 (458 /179)

Ubernommen aus vorhandener Bibliothek [33] 336 (219/117)

Ubernommen aus anderen Quellen [74; 75] 55 (55/0)

Nach Abschnitt 3.2.1 und 3.2.2 bestimmt 246 (184 /62)

Tabelle 9: Umfang ausgewahlter KenngroRen der GC/MS Bibliothek.

KenngroRle Anzahl der Eintrage Anzahl der Eintrage
gesamt identifizierte Substanzen
Author 637 100,0% 458 100,0%
CAS number 429 67,3% 429 93,7%
Column 637 100,0% 458 100,0%
Component structure 458 71,9% 458 100,0%
Component molecular weight 458 71,9% 458 100,0%
Compound ID 637 100,0% 458 100,0%
Compound name 637 100,0% 458 100,0%
Derivative ID 637 100,0% 458 100,0%
Derivative name 443 69,5% 443 96,7%
Derivative structure 436 68,4% 436 95,2%
Derivative monoisotopic mass 436 68,4% 436 95,2%
Device 637 100,0% 458 100,0%
Enzymes” 367 57,6% 367 80,1%
Experimental conditions 637 100,0% 458 100,0%
Formula 458 71,9% 458 100,0%
IUPAC name 456 71,6% 456 99,8%
InChl 458 71,9% 458 100,0%
KEGG numbers” 403 63,3% 403 88,0%
Mass traces” 490 76,9% 333 72,7%
Method 637 100,0% 458 100,0%
Reactions® 369 57,9% 369 80,6%
Retention index 637 100,0% 458 100,0%
Retention time 617 96,9% 439 95,9%
SMILES 458 71,9% 458 100,0%
Synonyms® 416 65,3% 416 90,8%

U Der Eintrag wurde gezahlt, wenn mindestens ein Element zu der betreffenden KenngréfRe vorhanden war.
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3.2.4. (Qualitative Analyse von Bakterienextrakten

Um die Anzahl der Stoffe zu priifen, die mit der Bibliothek wiedergefunden werden koénnen,
wurde eine qualitative Analyse nach Abschnitt 2.5.2 mit den in Tabelle 10 aufgelisteten
Proben durchgefiihrt. In den 104 Proben wurden 399 Derivate wiedergefunden, wovon 282
identifizierte Derivate von 195 Komponenten und 117 unidentifizierte Derivate darstellten.

291 (73%) Derivate sind in mehr als zehn Prozent der Proben aufgetaucht (vgl. Abbildung 26).

Tabelle 10:  Fur die qualitative Evaluierung der GC/MS-Bibliothek verwendete Proben.

Stamm Aerob/ anaerob Wachstumsphase Medium Anzahl der Proben
PA14 Aerob  Aerob > Anaerob 0 hY AB-Nitrat 1 Serie a 4 Proben
PA14 Anaerob  Aerob -> Anaerob 4 h*) AB-Nitrat 1 Serie a 4 Proben
PAO1 Aerob  Aerob -> Anaerob 0 hY AB-Nitrat 1 Serie a 4 Proben
PAO1 Anaerob  Aerob -> Anaerob 2 h*) AB-Nitrat 1 Serie a 4 Proben
PAO1 Anaerob  Aerob -> Anaerob 4 h') AB-Nitrat 1 Serie a 4 Proben
PAO1 Anaerob  Aerob -> Anaerob 6 hY) AB-Nitrat 1 Serie a 4 Proben
PAO1 Anaerob Mitte exponentiell AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PAO1 Aerob Mitte exponentiell AB-Nitrat 3 Serien a 5 Proben
PA14 Aerob Mitte exponentiell AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PAO1 Aerob Frih stationdr AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PAO1 Anaerob Frih stationdar AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PAO1 Aerob Spat stationar AB-Nitrat 3 Serien a 5 Proben
PAO1 Anaerob Spat stationar AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PAO1 Anaerob Biofilm AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PAO1 Aerob Biofilm AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PA14 Aerob Biofilm AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PA14 A2152 Aerob Biofilm AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben
PA14 A2416 Aerob Biofilm AB-Nitrat 1 Serie a 5 Proben

Y Die betreffenden Bakterien wurden aerob gezilichtet und zum Zeitpunkt O h in eine anaerobe Umgebung
transferiert.
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Abbildung 26: Relative Verteilung des Auftretens der in der GC/MS-Bibliothek enthaltenen
Substanzen in Zehn-Prozent Intervallen.

3.3. Entwicklung eines Protokolls zur Aufarbeitung von P. aeruginosa

Bakterienextrakten fiir die GC/MS

Die Extraktion und Derivatisierung der Metabolite erfolgte nach einem Protokoll fiir C.
glutamicum [33], dass fiir die Verwendung fir P. aeruginosa optimiert worden ist.

Um den Einfluss der Menge des Extraktions- und Derivatisierungsmittels zu testen, wurden
Zellextrakte mit den in Tabelle 11 gezeigten Substanzmengen aufgearbeitet und die Anzahl
der nachgewiesenen Substanzen ermittelt. Eine quantitative Analyse zeigte, dass die
Konzentrationen der gefundenen Metabolite bei Verwendung von 25 pl Methoxyamin-losung
und 40 pl MSTFA auf etwa 30% bzw. bei 50 ul/80 pl auf etwa 80% zuriickgingen.

Tabelle 11:  Anzahl nachgewiesener Substanzen unter Verwendung variabler Volumina an

Extraktions- und Derivatisierungsmittel wahrend der Aufarbeitung von
Bakterienextrakten.

Volumen an Volumen an Methoxyamin-Lésung / MSTFA

Extraktionsmittel 100 pl / 160 pl 50 pl /80 pl 25 pl /40 ul
2000 pl 142 163 167
3000 pl 123 175 167
5000 pl 132 158 177
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Im Weiteren wurde die eingesetzte Feuchtmasse variiert und erneut eine qualitative Analyse
der Bakterienextrakte durchgefiihrt. Die Anzahl nachgewiesener Substanzen ist in Tabelle 12
aufgefihrt.

Tabelle 12:  Anzahl nachgewiesener Substanzen unter Verwendung variabler Mengen an

Feuchtmasse wahrend der Aufarbeitung wahrend der Aufarbeitung von
Bakterienextrakten.

Eingesetzte Bakterienfeuchtmasse Anzahl qualitativ nachgewiesener Derivate

in drei Replika (absolut / relativ)
20 mg 87 | 42%
150 mg 177 | 85%
500 mg 209 / 100%

Die Reproduzierbarkeit der Aufarbeitungsmethode wurde Uberpriift, indem jeweils zwei
unabhangige Messreihen mit je fliinf Proben aus der spaten stationdren und friihen
exponentiellen Phase miteinander verglichen worden sind (Stamm PAQO1, aerobes Wachstum
auf AB-Nitrat-Medium). Abbildung 27 bis Abbildung 29 zeigen die relativen Konzentrationen
der quantifizierten Komponenten in doppelt logarithmischer Darstellung. Eine Matrix mit den
Korrelationen der Mittelwerte aus den logarithmierten Konzentrationen ist in Tabelle 13
aufgefihrt.

Tabelle 13:  Korrelationen zwischen den Mittelwerten der logarithmierten relativen

Konzentrationen von jeweils zwei Messreihen mit je flinf Proben aus der spaten
stationaren Phase und friihen exponentiellen Phase.

Spat stat. 1 Spat stat. 2 Mitte exp. 1 Mitte exp. 2
Spat stat. 1 100% - - =
Spat stat. 2 96% 100% - -
Mitte exp. 1 86% 87% 100% -
Mitte exp. 2 82% 84% 98% 100%

Abkirzungen: Spat stat.: spat stationdare Wachstumsphase; Mitte exp.: Mitte exponentielle Wachstumsphase.
Die nicht angegebenen Korrelationen kénnen in den entsprechend vertauschten Zellen gefunden werden.
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Relative Konzentration spat stationare Phase Serie 1
Vergleich der relativen Konzentrationen von quantifizierten Metaboliten zwischen zwei

unabhangig voneinander durchgeflihrten Messreihen aus der spaten stationaren
Wachstumsphase (Stamm PAQO1, aerobes Wachstum auf AB-Nitrat-Medium). Auf der
Abszisse und der Ordinate sind jeweils die relativen Konzentrationen der Metabolite
auf logarithmischer Skala angegeben.
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Relative Konzentration friihe exponentielle Phase Serie 1
Vergleich der relativen Konzentrationen von quantifizierten Metaboliten zwischen zwei

unabhangig voneinander durchgefiihrten Messreihen aus der friihen exponentiellen

Wachstumsphase (Stamm PAO1, aerobes Wachstum auf AB-Nitrat-Medium). Auf der
Abszisse und der Ordinate sind jeweils die relativen Konzentrationen der Metabolite

auf logarithmischer Skala angegeben.
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Abbildung 29: Vergleich der relativen Konzentrationen von quantifizierten Metaboliten zwischen zwei
unabhéangig voneinander durchgefiihrten Messreihen aus der frithen exponentiellen
und spéaten stationdren Wachstumsphase (Stamm PAO1, aerobes Wachstum auf AB-
Nitrat-Medium). Auf der Abszisse und der Ordinate sind jeweils die relativen
Konzentrationen der Metabolite auf logarithmischer Skala angegeben.

3.4. Vergleich metabolischer Profile von P. aeruginosa

Die halbquantitativen Daten fiir den Vergleich metabolischer Profile von P. aeruginosa

wurden anhand der in Abschnitt 2.5.2 und 2.5.3 beschriebenen Methoden bestimmt.

3.4.1. Gegeniiberstellung von Profilen aus dem Biofilm- und
planktonischen Wachstum von P. aeruginosa PAO1
Um den Einfluss des Biofilmwachstums auf das Metabolom von P. aeruginosa zu inspizieren,

wurde ein Vergleich zwischen Biofilmen mit planktonischen Phasen sowohl im aeroben wie

auch im anaeroben Wachstum durchgefihrt (vgl. Tabelle 14).
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Tabelle 14:  Ubersicht tiber die fiir den Vergleich metabolischer Profile von P. aeruginosa im
Biofilm- und planktonischen Wachstum verwendeten Proben.

Stamm Aerob/ anaerob Wachstumsphase Medium Anzahl der Proben
PAO1 Aerob Mitte exponentiell AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Aerob Frih stationar AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Aerob Spat stationar AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Aerob Biofilm AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Anaerob Mitte exponentiell AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Anaerob Frih stationar AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Anaerob Spat stationar AB-Nitrat 5 Proben
PAO1 Anaerob Biofilm AB-Nitrat 5 Proben

Es wurde jeweils das Verhaltnis der gemittelten relativen Konzentration eines Metaboliten in
der Biofilmphase mit den drei anderen Phasen gebildet und zusatzlich der dekadisch
logarithmierte Mittelwert dieser Verhaltnisse gebildet. Anhand der erhaltenen Werte ldsst
sich erkennen, welche Substanzen in erhohten bzw. erniedrigten Konzentration in Biofilmen
vorkommen (siehe Tabelle 15 und Tabelle 16).

Tabelle 15:  Vergleich relativer Konzentrationen ausgewahlter Metabolite zwischen Biofilm und

Mitte exponentieller, friih stationdrer und spat stationarer Phase von aerob
gewachsenen Bakterien des Stammes PAOL.

_ S © @
o S ™ @ @ ) ™)
Metabolit — o ) o e ] ]
EES 5 5 e 2 g g
% & 2 8 I I 1
3-Phosphoglyceraldehyde 3,37 1,87 1,77 3,84 0,001 0,001 0,001
Cellobiose 2,05 1,96 2,13 2,04 0,004 0,004 0,004
Fructose 2,00 -0,49 2,45 1,22 0,000 0,015 0,017
Melibiose 1,86 2,28 1,30 0,66 0,009 0,009 0,030
Trehalose 1,28 1,25 1,42 1,12 0,007 0,006 0,007
Cadaverine 1,06 1,53 -094 -1,19 0,000 0,001 0,001
Sarcosine 0,85 1,07 0,56 0,76 0,004 0,008 0,004
5-Aminopentanoic acid 0,76 -0,77 0,64 1,10 0,000 0,015 0,009
Glucosamine -1,64 -2,13 -1,75 -1,36 0,000 0,052 0,006
Homoserine lactone -1,67 -1,73 -2,41 -1,38 0,000 0,000 0,001
Xylose-1-phosphoric acid -1,72 -162 -1,82 -1,73 0,006 0,016 0,001
Tryptamine -1,82 -160 -1,79 -2,38 0,022 0,000 0,130
4-Aminobenzoic acid -2,03 -2,08 -195 -2,08 0,005 0,000 0,018
Adenosine-5'-
monophosphoric acid -2,51 -2,45 -2,38 -2,81 0,002 0,006 0,001
Triethanolamine -3,17 -3,13 -3,09 -3,32 0,001 0,004 0,005

Abkirzungen: log,,: dekadischer Logarithmus; x: Mittelwert; B: Biofilm; M: Mitte exponentielle
Wachstumsphase; F: friihe stationdre Wachstumsphase; S: spate stationare Wachstumsphase;
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Tabelle 16:  Vergleich relativer Konzentrationen ausgewahlter Metabolite zwischen Biofilm und
Mitte exponentieller, friih stationdrer und spat stationarer Phase von anaerob
gewachsenen Bakterien des Stammes PAO1.

_ S © @
o S ™ > ) = %)
Metabolit = @ &= = Py ey ey e
SsS= 5 5 e 2 2 g
% % & £ I I 1
Adenosine-5'-

monophosphoric acid 3,07 0,95 3,50 2,47 0,001 0,001 0,001
Triethanolamine 2,87 2,62 2,96 2,96 0,003 0,002 0,002
Hypoxanthine 2,44 2,02 2,86 0,84 0,002 0,002 0,002
Trehalose 1,97 2,01 2,14 1,63 0,000 0,000 0,000
Tryptamine 1,70 1,44 2,08 0,46 0,009 0,008 0,030
Homoserine 1,70 1,76 1,90 1,13 0,000 0,000 0,000
Glutamine 1,67 1,32 2,01 1,26 0,015 0,013 0,015
Mannose 1,53 1,58 1,63 1,29 0,001 0,001 0,001
2,6-Diaminopimelic acid 1,53 0,76 1,95 0,78 0,000 0,000 0,000
Fructose 1,34 1,26 1,48 1,24 0,003 0,003 0,003
Cadaverine 0,97 0,51 1,31 0,62 0,016 0,005 0,007
5-Aminopentanoic acid 0,74 0,64 0,97 0,46 0,003 0,002 0,011
Histidine -1,39 -1,75 -1,08 -1,68 0,085 0,093 0,383
4-Hydroxyproline -1,42 -2,45 -098 -2,33 0,115 0,033 0,081
Cellobiose -2,05 -1,71 -2,29 -2,71 0,023 0,000 0,000
2-Oxobutanoic acid -2,10 -2,41 -1,87 -2,18 0,007 0,023 0,031
Homoserine lactone -2,13 -2,86 -1,70 -2,92 0,132 0,084 0,086
Glucose-1-phosphoric acid -2,20  -2,20 -1,94 -2,93 0,001 0,001 0,001

2'-Deoxyguanosine 5'-
phosphoric acid -2,44 -2,85 -2,10 -2,77 0,020 0,001 0,044

Abkiirzungen: log,,: dekadischer Logarithmus; X: Mittelwert; B: Biofilm; M: Mitte exponentielle
Wachstumsphase; F: friihe stationdre Wachstumsphase; S: spate stationdre Wachstumsphase;

Ein graphischer Vergleich der gemittelten relativen Konzentration der Biofilmphase und der

drei planktonischen Phasen ist in Abbildung 30 und Abbildung 31 zu finden.
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Abbildung 30: Vergleich der relativen Konzentrationen von quantifizierten Metaboliten zwischen
Biofilm und einem Mittelwert der Mitte exponentiellen, friih stationaren und spat
stationaren planktonischen Wachstumsphase (Stamm PAO1, aerobes Wachstum auf
AB-Nitrat-Medium). Auf der Abszisse und der Ordinate sind jeweils die relativen
Konzentrationen auf logarithmischer Skala angegeben.
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Abbildung 31: Vergleich der relativen Konzentrationen von quantifizierten Metaboliten zwischen
Biofilm und einem Mittelwert der Mitte exponentiellen, friih stationdren und spat
stationaren planktonischen Wachstumsphase (Stamm PAO1, anaerobes Wachstum auf
AB-Nitrat-Medium). Auf der Abszisse und der Ordinate sind jeweils die relativen
Konzentrationen auf logarithmischer Skala angegeben.
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3.4.2. Vergleich aerob stationir gewachsener Profile von P.

aeruginosa PA14 und der Mutanten A1346 und A1818

Um die Unterschiede in den Konzentrationen von Cadaverin und 5-Aminopentansdure von P.
aeruginosa im Biofilmwachstum verglichen mit anderen, planktonischen Wachstumsphasen
zu untersuchen, wurden zunachst Proteine identifiziert, die fir die Synthese von Cadaverin

zustandig sind (siehe Abbildung 32, Enzym EC 4.1.1.18).

e e JeJe JeJe ) )

(1242])(15.1.16])(1.43.14]) (351.17])(23.1.32] (5115 ) 51.1.9])( 543.2]) (1.14.13.50 ]

N Cadaverine
(O'S-Glutaryldihydrolipoamide Piperideine

e —— Lysine biosynthesis
Biotin metabolism

Glutarate ~ 9-Oxopentanoate

5-Aminopentanamide

5-Aminopgntanoate

l[6216] [12120] (26148

Glutaryl-CoA O

O Crotonoyl-CoA

5-Acetamidopentanoate N6-Acetyl-L-lysine
1.1.1.35 2319 _ _( Citrate cycle (TCA cycle) )
o O o————" "
(S)-3-Hydroxybutanoyl-CoA Acetoacetyl-CoA Acetyl-CoA

Abbildung 32: Schematische Darstellung des Lysin-Abbaus von P. aeruginosa PAO1. Schwarz
markierte Metabolite sind in der GC/MS-Bibliothek vorhanden. Das Enzym, das die
Decarboxylierung von Lysin zu Cadaverin katalysiert ist blau dargestellt (nach [58;
100]).

Hierzu wurde eine Protein-BLAST-Suche [58; 101; 102] mit der Proteinsequenz der
Escherichia coli-Enzyme zu EC-Nummer 4.1.1.18 (KEGG-Identifikationsnummern: eco:b0186
und eco:b4131) durchgefiihrt, die zur Identifikation von zwei Homologen PA1818 (E-Wert
kleiner 10*7) und PA1346 (E-Wert kleiner 10°%°) in P. aeruginosa fuhrte [102].

Fiir beide Gene wurden Deletionsmutanten aus einer verfligbaren Mutantenbank von P.
aeruginosa PA14 [103; 104] ausplattiert und ein Vergleich zwischen aerob stationar auf LB-

Vollmedium gewachsenen Kulturen durchgefiihrt (siehe Tabelle 17 und Tabelle 18).
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Tabelle 17:  Ubersicht tiber die fiir den Vergleich metabolischer Profile von P. aeruginosa PA14 und
der Mutanten A1346 und A1818 verwendeten Proben.

Stamm Aerob/ anaerob Wachstumsphase Medium Anzahl der Proben
PA14 Anaerob Stationar LB 2 Proben
PA14 A1346 Anaerob Stationar LB 2 Proben
PA14 A1818 Anaerob Stationar LB 2 Proben

Tabelle 18:  Vergleich relativer Konzentrationen ausgewahlter Metabolite zwischen wildtyp P.
aeruginosa PA14 und den Deletionsmutanten A1346 und A1818 in aerob stationarer

Wachstumsphase.

= = = =

3 3 3 S

S~ S~ SN S

Metabolit 9 £ b £3
@9 =g @9 =8

o4 e 3 o4 5 2

Cadaverine -0,20 0,650 -3,24 0,350
5-Aminopentanoic acid 0,14 0,001 -0,29 0,141
Glutaric acid 0,02 0,935 -1,73 0,275
Lysine 0,04 0,773 0,52 0,085

Abkirzungen: log,o: dekadischer Logarithmus; X: Mittelwert; wt: Wildtyp;
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4. Diskussion

4.1. Bereitstellung eines Programms zur Archivierung von GC/MS-

Standards

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde ein Programm entwickelt, dass zur
benutzerfreundlichen Eingabe und Bearbeitung von Massenspektren und assoziierten Daten
dient (siehe 3.1). Es stellt neben AMDIS [91] und Bioclipse [105] eine der wenigen frei
verflgbaren Alternativen zu kommerziell erhaltlichen Programmen dar. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass AMDIS neben dem Spektrum Informationen zu lediglich zehn weiteren
Datenfeldern speichert [91], wohingegen das hier vorgestellte Programm 31 Datenfelder
verwaltet. Bioclipse bietet eine Oberfliche zur Verwaltung von chemo- und
bioinformatischen Daten [105], die zwar Massenspektren darstellen kann, dem jedoch
Funktionen zum benutzerfreundlichen Editieren der Spektren fehlt. Beide Programme lassen
Moglichkeiten zum Sortieren bzw. Filtern von Eintragen der GC/MS-Bibliothek vermissen.

Mit Hilfe der vom Programm bereitgestellten Datenfelder ist es moglich, eine Substanz mit
verschiedenen anderen Datenbanken zu verknipfen. So konnen z.B. Substanz-
identifikationsnummern der KEGG [58] angegeben werden, womit sich die aus der Analyse
von Bakterienextrakten resultierenden Daten anhand von Programmen wie VANTED [65] mit
den Stoffwechselwegkarten der KEGG darstellen lassen. Informationen wie mit der
Komponente assoziierte Reaktionen, Enzyme oder Gene bilden Verknipfungen zu anderen
Feldern der Systembiologie wie Transcriptomics oder Genomics.

Mit Hilfe der vielfaltigen Import- und Exportméglichkeiten der Bibliotheken wird bereits eine
betrachtliche Menge an GC/MS Systemen unterstiitzt. Scheitert die Interoperabilitdit an
proprietaren Dateiformaten seitens der Hersteller, ist oftmals ein Moglichkeit (iber die
unterstitzten Formate gegeben.

Im Gegensatz zu den in Bioclipse verwendeten Zusatzmodulen (Plugins) sind auch im
Programmieren unerfahrene Benutzer in der Lage, mit der im Programm implementierten
Skript-Schnittstelle Aufgaben zu automatisieren. So wurde im Zuge der Bearbeitung der

GC/MS-Bibliothek beispielsweise ein Skript erstellt, das anhand von gegebenen Stoff-
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identifikationsnummern der KEGG alle zugehorigen Reaktionen, Enzymnamen und EC-

Nummern des betreffenden Eintrags fullt.

4.2. Strategien zur Erweiterung von GC/MS-Bibliotheken

Um die Ausbeute an nachweisbaren Substanzen in den Extrakten von P. aeruginosa zu
erhohen, wurde die vorhandene Massenspektrenbibliothek [33] mittels verschiedener
Techniken erweitert (siehe Abschnitt 2.2 und 2.3). Durch Messung von kommerziell
erworbenen Standardsubstanzen lasst sich die GC/MS-Bibliothek mit geringem Zeitaufwand
vergrolRern, solange die betreffenden Stoffe und ausreichend finanzielle Mittel verfligbar
sind. Die in Abschnitt 2.2.1 aufgefiihrte chemische Synthese von 5-Acetamidopentansaure
stellt eine Alternative zum kommerziellen Erwerb dar, falls der betreffende Metabolit nicht
erhaltlich ist. 5-Acetamidopentansaure wurde hierbei aufgrund seiner Bedeutung im
Cadaverin-Stoffwechsel (vgl. Abschnitt 4.4) und der verfliigbaren chemischen
Synthesevorschrift [76] ausgewahlt. Zusatzlich kann durch vergleichende GC/MS-Analyse von

Bakterienextrakten nach unidentifizierten Komponenten gesucht werden.

4.2.1. Messung von Standardsubstanzen mit besonderer Bedeutung

in P. aeruginosa

Im Krankheitsverlauf der Zystischen Fibrose ist die Synthese von Biofilmen von P. aeruginosa
von besonderer Bedeutung, so dass Standardsubstanzen aus den Stoffwechselwegen des
Quorum sensings und der Synthese von Alginat vermessen worden sind (vgl. Abschnitt 1.1.1;
siehe Tabelle 19). Hierbei konnten nicht alle Stoffe in die GC/MS-Bibliothek aufgenommen
werden, einerseits aufgrund des zu hohen Molekulargewichts, wodurch der Ubergang in die
gasformige Phase verhindert wird, andererseits war N-(3-Oxododecanoyl)-L-Homoserinlacton
nicht kommerziell verfigbar. In letzerem Fall wurde N-(3-Oxohexanoyl)-L-Homoserinlacton
vermessen, was sich in der Lange der terminalen Kohlenstoffkette von N-(3-Oxododecanoyl)-
L-Homoserinlacton unterscheidet und damit ein dhnliches Spektrum aufweisen sollte (vgl.
Abbildung 33). Auch dieser Stoff lie} sich nicht in den Bakterienextrakten nachweisen, was
darin begriindet sein kann, dass der Stoff in Konzentrationen unter der Nachweisgrenze des

Gerats vorliegt.
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Tabelle 19:  Auflistung von Substanzen, die in den Stoffwechselwegen des Quorum sensings und
der Synthese von Alginat von Bedeutung sind.

Metabolit Eintrag in der Nachweis in

GC/MS-Bibliothek  Bakterienextrakten
Fructose-6-Phosphat Vorhanden Vorhanden
Mannose-6-Phosphat Vorhanden Vorhanden
Mannose-1-Phosphat Vorhanden Vorhanden
Guanosindiphosphat-Mannose Nicht vorhanden -
Guanosindiphosphat-Mannuronat Nicht vorhanden -
Polymannuronat Nicht vorhanden -
Alginat Nicht vorhanden -
S-Adenosyl-L-Methionin Nicht vorhanden -
5'-Methylthioadenosin Vorhanden Vorhanden
N-(3-Oxododecanoyl)-L-Homoserinlacton Nicht vorhanden -
N-Butyryl-L-Homoserinlacton Vorhanden Nicht vorhanden

In der zweiten Spalte ist angegeben, ob ein Eintrag in der GC/MS-Bibliothek zu dem betreffenden Metabolit
vorhanden ist. In Spalte drei ist angegeben, ob die entsprechende Substanz in Bakterienextrakten
wiedergefunden werden konnte.

MULQMUKQ

Abbildung 33: Vergleich der Strukturen von N-(3-Oxododecanoyl)-L-Homoserinlacton (links) und N-(3-
Oxohexanoyl)-L-Homoserinlacton (rechts). Die Strukturen unterschieden sich durch die
Lange der terminalen Kohlenstoffkette.

4.2.2. Auffinden unidentifizierter Komponenten durch GC/MS-

Analyse von Bakterienextrakten

Mit der vorgestellten Methode zum Auffinden unidentifizierter Komponenten konnten der
GC/MS-Bibliothek 62 Eintrage hinzugefigt werden (vgl. Abschnitt 3.2.2). Des Weiteren wurde
gezeigt, dass die unidentifizierten Komponenten eine Praferenz fiir den Organismus zeigen,
in dem sie gefunden worden sind (vgl. Tabelle 7), was darauf hindeutet, dass einige der
Substanzen in dem jeweiligen Organismus von spezifischer Bedeutung sind. Der verwendete
Algorithmus von AMDIS [81] erwies sich hierbei fiir eine vollstandig automatisierte Suche als
ungeeignet, da etwa 69% der 201 Spektren wihrend einer manuellen Uberpriifung entfernt
worden sind.

Der nachste Schritt in der Erweiterung von GC/MS-Bibliotheken stellt die Identifikation
solcher Komponenten dar. Hierfir sind einerseits chemische Verfahren beschrieben, die z.B.

auf der Variation der Derivatisierungsreagenzien (z.B. deuteriertes MSTFA) beruhen und
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damit Riickschliisse auf funktionelle Gruppen liefern [74]. Eine weitere Moglichkeit besteht
darin, Bakterien mit Ausgangsstoffen wachsen zu lassen, die schwere Isotope von Kohlenstoff
und Stickstoff (**C bzw. °N) enthalten, um so die Summenformel der unbekannten Substanz
aufzufinden [75]. Mit Hilfe von bioinformatischen Verfahren, die die Entwicklung von Regeln
fir die Zusammensetzung chemischer Komponenten sowie Datenbankrecherchen
einschlieRen, lassen sich unidentifizierte Substanzen andererseits nahezu vollautomatisiert
auffinden, was jedoch die Verwendung von Massenspektrometern mit hoher Genauigkeit
(z.B. Flugzeitmassenspektrometer) voraussetzt [106].

Das Auffinden unidentifizierter Substanzen bildet somit eine weitere Grundlage fir die
Erweiterung von GC/MS-Bibliotheken. Diese Verfahren gewinnen insbesondere an
Bedeutung, wenn es um die Identifikation von Substanzen geht, die bisher nicht in der
Literatur beschrieben sind und damit zu der Entdeckung unbekannter Stoffwechselwege
fihren kdnnte. Dies ist z.B. im Bereich der Sekundarmetabolite von Eykaryoten der Fall [26;

27].

4.2.3. Evaluierung der GC/MS-Bibliothek

Die hier vorgestellte GC/MS-Bibliothek enthalt 637 Eintrage fur 293 identifizierte und 179
unidentifizierte Substanzen und damit in ihrem Umfang vergleichbar zu der Golm Metabolom
Datenbank (574 Eintrage fir 306 Komponenten), die die einzige verfligbare Alternative im
Bereich der GC/MS-Bibliotheken darstellt [107; 108]. Im Gegensatz zu dieser ist jedoch eine
groRere Zahl an Informationen zu den gespeicherten Stoffen vorhanden (z.B. Strukturen,
Identifikationsnummern verschiedener Datenbanken etc.), mit der Anwendungen wie z.B.
das Darstellen der Daten in Stoffwechselwegkarten moglich werden. Zu den kommerziell
erhaltlichen Massenspektren-Bibliotheken zahlt unter anderem die NIST MS-Bibliothek mit
etwa 163.000 Spektren [86], die trotz ihrer GroRe Defizite im Bereich der mit methoximierten
und silylierten Komponenten besitzt und damit nur von eingeschrankten Nutzen fir die
GC/MS ist.

Mit der qualitativen Analyse von 104 Proben war der Nachweis von 195 Substanzen und 117
unidentifizierten Komponenten moglich, was jeweils etwa zwei-drittel der in der GC/MS-
Bibliothek enthaltenen Eintrage entspricht (vgl. Abschnitt 3.2.4). Da die Bakterien auf

Minimalmedium gewachsen sind, ist davon auszugehen, dass die Zahl der Identifikationen
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bei Verwendung von Vollmedium hoher sein wird. Im Vergleich zu der in Tabelle 1 genannten
Veroffentlichungen wurde so eine Zunahme an identifizierten Substanzen um 30% fiir C.
glutamicum [34] bzw. 19% fiir A. thaliana [48] erreicht.

Ein in AMDIS analysiertes Chromatogramm enthadlt gewohnlich etwa weitere 500
Komponenten, die eine Starke von 0,01% des totalen Signals besitzen und nicht anhand der
GC/MS-Bibliothek gefunden werden. Demnach sind bei typischerweise ca. 400 gefundenen
Ubereinstimmungen mit der Bibliothek, die nach Entfernen doppelter Spektren zu etwa 200
Identifikationen flhren, schatzungsweise 250 weitere Derivate in einem Chromatogramm
enthalten. Damit ist auch eine zukinftige Erweiterung der GC/MS-Bibliothek gerechtfertigt.
Anhand von Genomannotationen ldsst wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben die erwartete
Anzahl an Metaboliten in einem Organismus voraussagen. Fir P. aeruginosa PAO1 ergeben
sich je nach Annotation 667 (PseudoCyc; [61]), 1.145 (KEGG; [58]) bzw. 2.069 (Systomonas;
[60]) Komponenten, so dass mit den 293 Metaboliten der GC/MS-Bibliothek 44%, 26% bzw.
14% des Metaboloms abgedeckt sind (wobei nicht alle in der Bibliothek enthaltenen
Metabolite zwanglaufig in der jeweiligen Annotation vorhanden sind). Obgleich die
komplette Analyse des Metaboloms, was einem systembiologischen Ansatz entspricht,
demnach mit der GC/MS nicht moglich ist, ermoglicht die hier vorgestellte Bibliothek einen
ausreichenden Einblick in den Stoffwechsel des Bakteriums. Durch die Weiterentwicklung der
Messmethoden und Gerate und durch die Verwendung komplementarer Techniken wie der
LC/MS lasst sich die Anzahl nachweisbarer Metabolite erh6hen, so dass es in Zukunft moglich

sein wird, ein vollstandigeres Bild zu erhalten.

4.3. Entwicklung eines Aufarbeitungsprotokolls fiir Zellextrakte von

P. aeruginosa

Das hier vorgestellte Protokoll orientiert sich an einem Protokoll fiir C. glutamicum [33], dass
fiir die Verwendung fir P. aeruginosa optimiert worden ist (siehe Abschnitt 3.3).

Hierbei stellt sich heraus, dass das Volumen an eingesetztem Extraktionsmittel keinen
erkennbaren Einfluss auf die Anzahl der nachgewiesenen Substanzen besitzt. Die Anzahl
schwankt zwar um jeweils ca. 20 Substanzen, dabei ist jedoch keine Bevorzugung fiir eine
definierte Menge an Extraktionsmittel zu erkennen. Um eine Aufarbeitung in 2 ml

ReaktionsgefafRen zu ermdglichen, wurde deshalb ein Volumen von 1,5 ml gewéhlt.
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Bei der Verwendung von 100 pul Methoxyamin-Losung und 160 pl MSTFA als
Derivatisierungsmittel zeigt sich eine 14 bis 28 prozentige Abnahme der Anzahl
nachgewiesener Substanzen, was darauf zurlickzufiihren ist, dass eine erhéhte Menge an
Derivatisierungsmittel die Konzentration der Metabolite fir die Messung herabsetzt. Beim
Einsatz von 25 ul Methoxyamin-Lésung und 40 pl MSTFA wird fir die relativen
Konzentrationen ein gegenteiliger Effekt beobachtet. Trotz der Verwendung von Ribitol als
interner Kalibrierungssubstanz zum Ausgleich unterschiedlicher Volumina fallen die relativen
Konzentrationen auf etwa 30% zuriick, was durch eine unvollstandige Derivatisierung der
Metabolite erklart werden kann.

Die Anderung der fiir die Aufarbeitung eingesetzten Feuchtmasse filhrt zu betrichtlichen
Unterschieden in der Anzahl der identifizierten Substanzen. Zwar wird mit 500 mg
verwendeter Feuchtmasse die hochste Zahl an Metaboliten wiedergefunden, jedoch bendtigt
eine solche Aufarbeitung etwa 33 ml Zellsuspension bei einer maximalen Optischen Dichte
von 3, was bei dem hier verwendeten Ansatz mit 150 ml Medium in einem 500 ml Kolben
(vgl. Abschnitt 2.1.1) dazu fihrt, dass nur vier Proben entnommen werden kénnen. Die
Verwendung von 150 mg Feuchtmasse stellt somit einen Kompromiss zwischen
handhabbarem Entnahmevolumen und Anzahl wiedergefundener Metabolite dar.

Anhand des finalen Protokolls wurde getestet, ob analog durchgefiihrte Versuche zu
vergleichbaren Ergebnissen flhren. Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen, dass die
Konzentrationen von Metaboliten aus gleichartigen Versuchen nur geringfligig von der
gedachten Winkelhalbierenden der Koordinatenachsen abweichen, wahrend die Werte in
Abbildung 29 fiir zwei verschiedene Phasen eine groBere Streuung aufweisen. Ein Vergleich
der Korrelationskoeffizienten zwischen den analogen Messreihen von 98% bzw. 96% im

Gegensatz zu 82% bis 87% fiir nicht analoge Experimente belegt diesen Eindruck.

4.4. Beurteilung des Vergleichs metabolischer Profile von P.

aeruginosa im planktonischen und Biofilmwachstum

Anhand der erhaltenen halbquantitativen Daten wurde ein Vergleich zwischen P. aeruginosa
PAO1 im Biofilmwachstum mit anderen, planktonischen Wachstumsphasen durchgefiihrt
(siehe Abschnitt 3.4). Es zeigt sich, dass diverse Metabolite eine durchschnittliche

Abweichung von einer oder mehreren GréBenordnungen aufweisen.
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4.4.1. Einfluss auf die Alginatbiosynthese

Um die Bedeutung vom Biofilmwachstum auf die Alginatbiosynthese zu untersuchen, wurde

ein Vergleich anhand von Stoffwechselwegkarten durchgefiihrt (siehe Abbildung 34 und

Abbildung 35).
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Abbildung 34: Vergleich der relativen Konzentrationen von Metaboliten zwischen der aeroben

Biofilm- und aeroben planktonischen Phasen in der Alginatbiosynthese von P.
aeruginosa PAO1. Metabolite, deren relative Konzentration im Biofilm erhoht sind,
werden blau dargestellt, wahrend in ihrer Konzentration erniedrigte Metabolite in rot
angegeben sind. Die Intensitat der Farbe ist hierbei ein MaR fiir die GroRe der
Abweichung. Schwarz markierte Metabolite sind in der GC/MS-Bibliothek vorhanden,
konnten jedoch nicht quantifiziert werden.
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Abbildung 35: Vergleich der relativen Konzentrationen von Metaboliten zwischen der aeroben
Biofilm- und anaeroben planktonischen Phasen in der Alginatbiosynthese von P.
aeruginosa PAO1. Metabolite, deren relative Konzentration im Biofilm erhoht sind,
werden blau dargestellt, wahrend in ihrer Konzentration erniedrigte Metabolite in rot
angegeben sind. Die Intensitdt der Farbe ist hierbei ein MaR fir die GréRe der
Abweichung. Schwarz markierte Metabolite sind in der GC/MS-Bibliothek vorhanden,
konnten jedoch nicht quantifiziert werden.

D-Mannose-6-Phosphat konnte bei der Quantifizierung nicht ausreichend chromatographisch
von D-Glucose-6-Phosphat getrennt werden, was zu einer fehlerhaft angezeigten
Konzentration fuhrt. Im aeroben wie anaeroben Wachstum ist die relative Konzentration von
D-Fructose und D-Mannose erhdht, so dass man annehmen kann, dass sich das Bakterium
einen Vorrat dieser Metabolite fir die weitere Verwendung bereit halt. Letztendlich kann
aber aufgrund der hohen Vernetzung dieses Teils des Stoffwechsels nicht davon ausgegangen
werden, dass eine Kanalisierung in Richtung des Alginats erfolgt. Eine Quantifizierung von
Mannose-1-Phosphat war aufgrund des geringen Signals nicht moglich, was weitere

Einsichten in die Alginatbiosynthese verhindert.

4.4.2. Zusammenhang der Metabolitkonzentrationen mit dem

Quorum sensing Mechanismus

Die Alginatbiosynthese wird durch Zell-Zell Kommunikation (Quorum sensing) zwischen

Individuen des Bakteriums organisiert (siehe Abschnitt 1.1.1). Von den fiir die Synthese der

Seite 69



Diskussion

Signalstoffe notwendigen Komponenten konnte lediglich 5-Methylthioadenosin quantifiziert
werden, dessen Konzentration sich jedoch nicht merklich dnderte. Zudem sind fiir diesen
Metabolit zwolf weitere Reaktionen bekannt [58], was eine Interpretation weiter erschwert.
Auffallend ist jedoch, dass die Konzentration von Homoserinlacton, einem Abbauprodukt der
Signalstoffe [109], um den Faktor 100 (aerobes Wachstum) bzw. 500 (anaerobes Wachstum)
vermindert ist, was auf eine gezielte Inhibition der Abbaureaktion seitens des Organismus
hindeutet. Eine Stérung dieser Inhibition kénnte die Zell-Zell-Kommunikation erschweren

und damit ein limitierender Faktor im Biofilmwachstum von P. aeruginosa sein [14].

4.4.3. Bedeutung fiir den Stoffwechselreaktionen von Cadaverin

Cadaverin wird im Stoffwechsel durch Decarboxylierung von Lysin erzeugt und ist sowohl
beim Vergleich anaerober als auch aerober Biofilme mit den korrespondierenden
planktonischen Wachstumsphasen zusammen mit 5-Aminopentanoat erhoht (vgl. Abbildung

36 und Abbildung 37).

( PAO1 aerob; Biofilm gegen planktonische Wachstumsphasen |}

. Jc.Je. Je. JeJe Je . Je )

I Einfaerbungsbereich: [-1; +1] I

(1242])(15.1.16](1.4.3.14])(35.1.17)(23.1.32] (5115 ) 51.1.9])( 543.2]) (1.14.13.50 ]

Cadaverine

O'S-Glutaryldihydrolipoamide Piperideine I
.

Glutarate ~ 2-Oxopentanoate

5-Aminopgntanoate 5-Aminopentanamide
O

6216] [12120] [26.1.48)

Glutaryl-CoA O

O Crotonoyl-CoA

5-Acetamidopentanoate N6-Acetyl-L-lysine
1.1.1.35 2319 _ _( Citrate cycle (TCA cycle) j
o o TTwo-—— - T
(8)-3-Hydroxybutanoyl-CoA Acetoacetyl-CoA Acetyl-CoA

Abbildung 36: Vergleich der relativen Konzentrationen von Metaboliten zwischen der aeroben
Biofilm- und aeroben planktonischen Wachstumsphasen im Lysin-Abbau von P.
aeruginosa PAO1. Metabolite, deren relative Konzentration im Biofilm erhéht sind,
werden blau dargestellt, wahrend in ihrer Konzentration erniedrigte Metabolite in rot
angegeben sind. Die Intensitadt der Farbe ist hierbei ein MaR fiir die GréRe der
Abweichung. Schwarz markierte Metabolite sind in der GC/MS-Bibliothek vorhanden,
konnten jedoch nicht quantifiziert werden.
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Abbildung 37: Vergleich der relativen Konzentrationen von Metaboliten zwischen der anaeroben
Biofilm- und aeroben planktonischen Wachstumsphasen im Lysin-Abbau von P.
aeruginosa PAO1. Metabolite, deren relative Konzentration im Biofilm erhoht sind,
werden blau dargestellt, wahrend in ihrer Konzentration erniedrigte Metabolite in rot
angegeben sind. Die Intensitdt der Farbe ist hierbei ein MaR fir die GroRe der
Abweichung. Schwarz markierte Metabolite sind in der GC/MS-Bibliothek vorhanden,
konnten jedoch nicht quantifiziert werden.

Um zu prifen, welche Bedeutung die erhéhte Konzentration im Stoffwechsel hat, wurden
Deletionsmutanten aus einer verfligbaren Mutantenbank von PA14 Uberprift [103; 104].
Dazu wurde eine Protein-BLAST-Suche [58; 101; 102] mit der Proteinsequenz der Escherichia
coli-Enzyme zu EC-Nummer 4.1.1.18 durchgefiihrt, die zur Identifikation der zwei Homologen
PA1818 und PA1346 in P. aeruginosa fiihrte [102].

Im Weiteren wurde ein Vergleich der Deletionsmutanten A1818 und A1346 und des Wildtyps
in der aerob stationaren Phase auf LB-Vollmedium durchgefiihrt. Wahrend bei der Mutante
01346 nur geringe Anderungen in den relativen Konzentrationen zu erkennen sind, zeigt die

Mutante A1818 Abweichungen um bis zu drei GroRenordnungen (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: Vergleich der relativen Konzentrationen von Metaboliten zwischen P. aeruginosa PA14
Wildtyp und der Deletionsmutante A1818 im Lysin-Abbau. Metabolite, deren relative
Konzentration in der Mutante erhoht sind, werden blau dargestellt, wahrend in ihrer
Konzentration erniedrigte Metabolite in rot angegeben sind. Die Intensitat der Farbe
ist hierbei ein Mal fiir die GroRe der Abweichung. Schwarz markierte Metabolite sind
in der GC/MS-Bibliothek vorhanden, konnten jedoch nicht quantifiziert werden.

Anhand des Umstandes, dass die Mutante A1818 auf Vollmedium eine mehr als 1.700 fache
Verringerung der relativen Cadaverin-Konzentration im Vergleich zum Wildtyp zeigt, ist
obgleich der relativ hohen p-Werte davon auszugehen, dass die Funktion dieses Gens fiir das
Wachstum von Biofilmen von P. aeruginosa bedeutsam ist. Weitere Charakterisierungen
dieser Mutante, z.B. durch Analysen von auf Minimalmedium mit Supplementen
gewachsenen Kulturen, kénnen zuséatzliche Einblicke in die Funktionsweise liefern.

Eine Protein-BLAST-Suche [101] gegen das Genom des Menschen zeigt keine homologen
Gene, so dass die Lysin-Decarboxylase einen zukilinftigen Ansatzpunkt — abseits von
klassischen Zielen wie der Alginatbiosynthese und des Quorum sensings — flr

Humantherapien gegen eine Infektion von P. geruginosa bieten kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war Entwicklung und Anwendung einer auf
Gaschromatographie/Massenspektrometrie basierenden Methode zur Analyse von
Bakterienextrakten von P. aeruginosa. Im Verlauf der Arbeit wurde durch Messung von
Standardsubstanzen und vergleichende Untersuchung von metabolischen Profilen eine
Bibliothek aus Massenspektren von Metaboliten und etlicher zugehdrender Informationen
wie Retentionsindices, Strukturen, Massen und chemischer Identifikationsnummern erstellt.

Fir die Verwaltung der Daten wurde ein Programm graphischer Benutzeroberflache und
vielfdltigen Funktionen fiir die Eingabe und Bearbeitung der Spektren und zugehoriger
KenngroRen entwickelt. Es erlaubt den Import und Export in verschiedene Dateiformate und
lasst sich mit Hilfe von Skripten dynamisch erweitern.

Ein bereits bekanntes Aufarbeitungsprotokoll wurde an P. aeruginosa angepasst, was zum
Nachweis von 195 Substanzen und 117 unidentifizierten Komponenten in den
Bakterienextrakten fiihrte und damit eine Steigerung um bis zu 30% zu vergleichbaren
Arbeiten darstellt.

Die Quantifizierung der Metabolite lieferte vielfaltige Einsichten in das Wachstum und
ermoglichte es, mit der Lysin-Decarboxylase ein Enzym zu identifizieren, das fiir das
Biofilmwachstum der Bakterien bedeutsam erscheint und einen zukiinftigen Ansatzpunkt flr
Humantherapien gegen eine Infektion von P. aeruginosa darstellen kdnnte.

In Zukunft wird es anhand der vorgestellten Methoden moglich sein, weitere Analysen an P.
ageruginosa und anderen Organismen durchzufiihren und mit Hilfe dieser
Metabolomanalysen weitgehende Einsichten in die Funktionsweise des Stoffwechsels zu

erlangen.
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Bei der Gaschromatographie verwendetes Temperaturprofil. Nach einem einminitigen Abschnitt
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2L oW =T Y] o == oY o VAU 32
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6.3. Materialien- und Chemikalienverzeichnis

Tabelle 20:  Wahrend der Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten verwendete Geratschaften.

Gerat Bezeichnung
Analysenwaage Faust FA-210-4i
Pipetten 10 pl, 100 pl, 1 ml, Eppendorf

Pipettenspitzen

Rotationsverdampfer
Schittler
Zentrifuge

Autoklav
GC/MS
Autosampler

Gaschromatograph
Massenspektrometer

Chromatographiesaule

Spritzen

10 pl: Gilson Diamond Tips;

200 pl: Sarstedt Biosphere gelb;

1000 pl: Eppendrf epT.I.P.S.

Eppendorf Concentrator 5301

Harmony LMS Mixer Uzusio VTX-3000L

Eppendorf Centrifuge 5810R; Rotor: F-34-6-38 und A-4-62
Heraeus Megafuge 1.0R; Rotor: 2704

Heraeus Biofuge fresco; Rotor: 3328

Systec EL 3850

Finnigan AS2000,

Finnigan AS3000

Finnigan Trace GC 2000

Finnigan Trace MS

(5%Phenyl)-Methylpolysiloxan; Agilent J&W Scientific, DB5Sms
30mx0,25 mm x 0,25 um

SGE Syringe P/N 002993 10R-C/T-8/0.47C

Tabelle 21:  Wahrend der Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten verwendete Materialien.

Material

Bezeichnung

ReaktionsgefalRe 15 bzw. 50 ml
Reaktionsgefalle

Glasgefalle mit Schraubverschluss
GlasgefaRe fur das GC/MS
Mikroeinsatze

Filterpapier

Schraubkappen

Septen flr die Glasgefille

Septen fiir das GC/MS
Deaktivierte Glaswatte

Greiner Bio-one, Polypropylen

1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml; Eppendorff

Schott DURAN 12 x 100 mm

Macherey-Nagel Schraubampullen N 8-1, Nutzvolumen: 1 ml
CS-Chromatographie G30s

Nitrocellulose-Filter; Millipore GVWP v02500, GVWP 04700
Chromacol LTD 8-SC 445

Chromacol LTD 8-ST101 645

Restek 17 mm Thermolitic Septa #20385

Restek Deactivated Glass Wool #20789

Liner Restek Trace 200 Liner 2mm Glas #21117

Tabelle 22: Wahrend der Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten verwendete Chemikalien.
Komponente Referenz
5-Aminopentansaure Sigma 09650
Cyclohexan Sigma 34855
Dekan, Dodekan, Pentadekan, Nonadekan, Dokosan, Sigma 30540, 44010, 76509, 74158,
Oktakosan, Dotriakontan, Hexatriakontan 43942, 74684, 44253, 52919
Essigsdureanhydrid Sigma 320102
N-Methyl-N-Trimethylsilyltrifluoroacetamid CS-Chromatographie 370520-201
Methanol Sigma 34966
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Komponente Referenz
Methoxyamin-Hydrochlorid Sigma 67546
Pyridin Sigma 27407
Schwefelsdure Sigma 435589
Wasser

6.4. Fir die GC/MS Bibliothek getestete Standardsubstanzen

Tabelle 23:  Wahrend der Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten gemessene

Standardsubstanzen.
Komponente Referenznummer (KEGG Ubernahme in
[58] / Sigma-Aldrich[99]) die Bibliothek

(52,82,117,147)-Icosatetraenoic acid C00219 / Sigma A4425 -
1,3-Diaminopropane C00986 / Sigma 33260 ja
1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid C04281 / Sigma 83170 ja
2-Aminoadipic acid C00956 / Sigma A0637 ja
2-Aminobenzoic acid C00108 / Sigma 10690 ja
2-Aminobenzoic acid C00108 / Sigma 10690 ja
2-Aminobutanoic acid C02261 / Sigma 162663 ja
2'-Deoxyguanosine 5'-phosphoric acid C00362 / Sigma D9500 ja
2-Oxobutanoic acid C00109 / Sigma K401 ja
3',5'-Cyclic AMP C00575 / Sigma A9501 ja
3-Methyl-2-oxobutanoic acid C00141 / Sigma 68253 ja
3-Methyl-2-oxopentanoic acid C00671 / Sigma 68260 ja
3-Methylcatechol C€02923 / Sigma M34006 ja
4-Aminobenzoic acid C00568 / Sigma 06930 ja
4-Aminobutanoic acid C00334 / Sigma 07240 ja
4-Coumaric acid C06738 / Sigma 28200 ja
4-Hydroxy-2-methylquinoline Sigma H43806 ja
4-Hydroxy-2-quinolinecarboxylic acid C01717 / Sigma 61260 -
4-Hydroxybenzaldehyde C00633 / Sigma 54590 ja
4-Hydroxyphenylacetic acid C00642 / Sigma H50004 ja
4-Hydroxyproline C01157 / Sigma 56250 ja
4-Methylcatechol C06730 / Sigma M34200 ja
5-Aminopentanoic acid C00431 / Sigma 09650 ja
5'-Methylthioadenosine €00170 / Sigma D5011 ja
Acetoacetic acid C00164 / Sigma A8509 ja
Adenosine-3'-monophosphoric acid C01367 / Sigma 01950 ja
alpha-D-Galactose 1-phosphate C00446 / Sigma G0380 -
Arginine C00062 / Sigma 11010 -
Ascorbic acid C00072 / Sigma 11140 ja
Benzaldehyde C00261 / Sigma 12015 ja
Biotin C00120 / Sigma 47868 -
Boric acid C12486 / Sigma B6768 ja
Butanoic acid C00246 / Sigma 27626 -
Carbamoyl phosphate C00169 / Sigma C5625 -
Carnitine C00487 / Sigma 22020 -
Catechol C00090 / Sigma €9510 ja
Cellobiose C00185 / Sigma C7252 ja
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Komponente Referenznummer (KEGG Ubernahme in
[58] / Sigma-Aldrich[99]) die Bibliothek

Choline C00114 / Sigma 26980 -
Citrulline C00327 / Sigma C7629 ja
CMP C00055 / Sigma C1006 -
Creatine C00300 / Sigma 27890 -
Cytidine C00475 / Sigma C122106 ja
Deoxyuridine C00526 / Sigma D5412 ja
Dihydroxymalonic acid Sigma 71740 ja
Dihydroxyphenylalanine C00355 / Sigma 37850 ja
Dodecanoic acid C02679 / Sigma 61610 ja
Dopamine C03758 / Sigma H8502 ja
D-Ribulose 1,5-bisphosphate C01182 / Sigma R0878 -
Ectoine C06231 / Sigma 81619 -
Ethanolamine C00189 / Sigma E9508 ja
Fructose-6-phosphoric acid C00085 / Sigma 47825 ja
Galactinol C01235 / Sigma 79544 ja
Galactose C00124 / Sigma G0O750 ja
Galacturonic acid C00333 / Sigma 48280 ja
gamma-L-Glutamyl-L-cysteine C00669 / Sigma G0903 -
Gluconic acid C00257 / Sigma 186333 ja
Glucosamine-6-phosphoric acid C00352 / Sigma G5509 ja
Glucose-1-phosphoric acid €00103 / Sigma G7000 ja
Glucuronic acid C00191 / Sigma G8645 ja
Glutathione C00051 / Sigma G4251 -
Glyoxylic acid C00048 / Sigma G10601 ja
Histinol C00860 / Sigma H6647 ja
Homogentisic acid C00544 / Sigma HO751 ja
Homoserine lactone Sigma H7890 ja
Hydroquinone C00530 / Sigma 53965 ja
Hydroxymalonic acid C02287 ja
Indole C00463 / Sigma 13408 -
Indole-3-acetic acid C00954 / Sigma 57330 ja
Indolepyruvic acid C00331 / Sigma 57300 ja
Inosine C00294 / Sigma 14125 ja
Isomaltose C00252 / Sigma 58928 ja
Itaconic acid C00490 / Sigma 129204 ja
Lactitol C13542 / Sigma L3520 ja
Lactose 00243 / Sigma 61340 ja
Lactulose C07064 / Sigma 61360 ja
Lipoamide C00248 / Sigma T5875 ja
L-Kynurenine C00328 / Sigma K8625 ja
Maltotriose C01835 / Sigma 63430 ja
Mannose-6-phosphoric acid €00275 / Sigma M6876 ja
Mannose-1-phosphoric acid C00636 / Sigma M1755 ja
Melezitose C08243 / Sigma 63620 ja
Melibiose C05402 / Sigma M5500 ja
N-(3-Oxohexanoyl) homoserine-lactone C11839 / Sigma K3007 ja
N-Acetyl-glucosamine 6-phosphoric acid C00357 / Sigma A4394 ja
N-Acetylmannosamine C00645 / Sigma A8176 ja
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Komponente Referenznummer (KEGG Ubernahme in
[58] / Sigma-Aldrich[99]) die Bibliothek

N-Butyryl-homoserine lactone C11837 / Sigma 09945 ja
N-Hexanoyl-homoserine-lactone Sigma 09926 ja
Nicotinic acid C00253 / Sigma N4126 ja
Octadecanoic acid C01530 / Sigma 85680 ja
O-Phospho-serine C01005 / Sigma P0878 ja
O-Succinyl-homoserine C01118 / Sigma S7129 ja
Oxamic acid C01444 / Sigma 03750 ja
Oxomalonic acid C00830 / Sigma R750182 ja
Palatinose C01742 / Sigma P2007 ja
Pantothenic acid C00864 / Sigma P2250 ja
Phenylacetaldehyde C00601 / Sigma 107395 ja
Phenylacetic acid C07086 / Sigma 78490 ja
Phosphoethanolamine C00346 / Sigma 27640 ja
Propanoic acid C00163 / Sigma 81912 -
Propenoic acid C00511 / Sigma 147230 -
Putrescine C00134 / Sigma 32790 ja
Pyridine-2,3-dicarboxylic acid C03722 / Sigma P63204 ja
Pyridoxal C00250 / Sigma 55223 ja
Pyridoxalphosphate C00018 / Sigma P9255 ja
Pyridoxamine C00534 / Sigma P9380 ja
Pyridoxine C00314 / Sigma P5669 ja
Pyrogallol C01108 / Sigma 83130 ja
Quinone C00472 / Sigma 12310 -
Raffinose C00492 / Sigma R0514 ja
Rhamnose C00507 / Sigma R3875 ja
Ribulose C00309 / Sigma 83890 ja
Ribulose-5-phosphoric acid C00199 / Sigma 83899 ja
S-Adenosyl-L-methionine C00019 / Sigma 02095 -
Salicylic acid C00805 / Sigma 84210 ja
Selenomethionine C05335 / Sigma S3875 ja
Sorbitol C00794 / Sigma S1876 ja
Spermidine C00315 / Sigma S2626 ja
Spermine C00750 / Sigma 85590 ja
Taurine €00245 / Sigma T0625 ja
Thiamin C00378 / Sigma T4625 -
Thiosulfate C00320 / Sigma 336726 -
Thymidine-5'-monophosphoric acid C00364 / Sigma 89290 ja
trans-Cinnamic acid C00423 / Sigma 133760 ja
Tryptamine C00398 / Sigma 93640 ja
Turanose Sigma 93760 ja
Xanthine C00385 / Sigma X7375 ja
Xylitol C00379 / Sigma X3375 ja
Xylose-1-phosphoric acid C03737 ja

In der Spalte Referenznummern sind die Identifikationsnummern der KEGG-Datenbank [58] bzw. die
Bestellnummern der Firma Sigma-Aldrich [99] angegeben. Fett/Kursiv geschriebene Stoffe sind anhand ihrer
Bedeutung im Stoffwechsel von P. aeruginosa ausgewahlt worden (vgl. Abschnitt 1.1.1).
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6.5. Parameter des GC/MS-Systems

Tabelle 24:  Einstellungen des Autosamplers Finnigan AS2000.

Parameter Einheit Wert
injector control

sample volume [l 2
air volume [l 0
injection delay [seconds] 0
injection speed [ul/sec] 0
pull-ups

number of pull-ups 5
volume [l 4
delay [seconds] 0
sample cleans

number of cleans 1
pre-injection washes

number of rinses 5
volume (] 8
pre-injection solvent Cyclohexan
every injection off
first/last injection on
post-injection washes

number of rinses 4
volume (] 8
post-injection solvent Acetonitril
every injection off
first/last injection on

Tabelle 25:  Einstellungen des Autosamplers Finnigan AS3000.

Parameter Einheit Wert

sampling

sample volume (] 2
plunger strokes 5
viscous sample no
sampling depth in vial bottom
injection

injection depth standard
pre inj dwell time(s) 0
post inj dwell time(s) 0
pre injection

pre-injection solvent Cyclohexan
pre-injection cycles 5
sample rinses 1
post-injection solvent Acetonitril
post-injection cycles 5
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Tabelle 26:  Einstellungen des Gaschromatographen Finnigan Trace GC2000.
Parameter Einheit Wert
ramps
initial temp [°C] 70
initial hold time [minutes] 1
ramp 1 rate [°C/minute] 1
ramp 1 temp [°C] 76
ramp 1 hold time [minutes] 0
ramp 2 rate [°C/minute] 6
ramp 2 temp [°C] 325
ramp 2 hold time [minutes] 10
post run conditions
enabled? off
acquisition time
enabled? off
oven
enable cryo off
max temp [°C] 350
prep run timeout [minutes] 10
equilibration time [minutes] 0
PTV
mode PTV split
inlet
temperature enabled? on
temperature [°C] 70
split flow enabled? on
split flow [ml/minutes] 25
split ratio 25
splitless time [minutes] -
solv. valve. temp enabled? off
solv. valve temp [°C] -
purge
constant septum purge -
stop purge time [minutes] -
surge
surge pressure [psi] -
surge duration [minutes] -
injection phases
injection pressure [psi] -
injection time [minutes] 0,1
injection flow [ml/minutes] -
evap pressure [psi] -
evap rate [°C/second] 14
evap temp [°C] 70
evap time [minutes] 0,2
transfer pressure [psi] -
transfer rate [°C/second] 14
transfer temp [°C] 280
transfer time [minutes] 5
cleaning rate [°C/second] 14
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Parameter Einheit Wert
cleaning temp [°C] 280
cleaning time [minutes] 5
cleaning flow [ml/minutes] 25
options
sub-ambient off
backflush enabled off
evaporation phase on
cleaning phase on
ramped pressure -
carrier
ramps
flow enabled? on
flow [ml/minutes] 1
options
flow mode constant flow
vacuum compensation enabled? on
gas saver
enabled? on
gas saver flow [ml/minutes] 10
gas saver time [minutes] 6
Tabelle 27:  Einstellungen des Massenspektrometers Finnigan Trace MS.
Parameter Einheit Wert
source El
ionisation mode El+
analysis
type <custom>
detector voltage V] 600
customize settings
gc interface temperature enabled? off
gc interface temperature [°C] -
source temperature enabled? off
source temperature [°C] -
emission current enabled? off
emission current [HA] -
acquire with reference gas on enabled? off
wait until setpoint achieved enabled? off
advanced (from tune file) enabled? on
type of acquisition
full scan on
selection ion monitoring (sim) off
acquisition rate
gc peak width enabled? off
gc peak width [seconds] -
minimum scans per gc peek -
actual scans per gc peak -
scans per second enabled? on
scans per second 2
time per scan enabled? off
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Parameter Einheit Wert
time per scan [seconds] 0,5
mass spectrum

advanced off
start [amu] 45
end [amu] 585
event control

start acquisition after eluting solvent for [min] 5,6
stop acquisition when gc run finishes enabled? on
stop acquisition after a period of enabled? off
stop acquisition after a period of [min] -
tune setting

e-energy 70
I/F [°C] 250
src [°C] 200
emission current [HA] 150

6.6. Verarbeitung der Massenspektren fiir die Programme NIST MS

Search und MS Interpreter

Um das Spektrum aus dem Xcalibur QualBrowser 1.2 [85] in das NIST-Bibliothekenformat

[86] zu Uberflhren, sind folgende Schritte notwendig:

e Massenspektrum in der unteren Halfte durch Anklicken des Reilszwecken-Symbol oben
rechts aktivieren,

e Das bestreffende Massenspektrum im Chromatogramm in der oberen Halfte auswahlen,

e Rechtsklick auf dem Massenspektrum —> Library - Export to Library Browser,

e Im sich 6ffnenden NIST MS Search 1.7 Programm: Tools - Librarian... auswahlen,

e Spektrum mit Files - Export als .msp-Datei speichern.

Fiir die Verarbeitung im NIST MS Interpreter 2.0 [86] sind folgende Schritte notig:

e Im Programm NIST MS Search 2.0d: File - Open... zum Auswdhlen des gewtlinschten
Massenspektrums,

e Ist keine Ubereinstimmung anhand der Spektren (mittels optischen Vergleichs; Match &
Reverse Match ca. 900) vorhanden, wird dem Spektrum auf der Karteikarte Librarian eine
vermutete Struktur hinzugefiigt: Edit spectrum (fiinfte Schaltflache, Piktogramm ,ed”) >
Attach Struct - Struktur auswéahlen = Accept - Replace,

e Das Spektrum auswahlen - Rechtsklick - Send To - MS Interpreter,
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e Uberpriifung der Signale durch anklicken der eingefirbten Marken oberhalb des

Massenspektrums (siehe Abbildung 14). Der zugehorige Teil der Struktur wird rot

eingefarbt.

6.7. Parameter fiir die qualitative Prozessierung mit AMDIS

Tabelle 28:  Parameter fiir die qualitative Verarbeitung der GC/MS-Daten mit AMDIS.
Parameter Wert
identif
minimum match factor 50
multiple identifications per compound on
show standard off
only reverse search off

type of analysis

Use retention index (ri) for column
ri window

level

maximum penalty

no riin library
instrument

low m/z auto

low m/z

high m/z auto

high m/z

threshold

scan direction

data file format
instrument type
deconv

component width

omit m/z

adjacent peak substraction
resolution

sensitivity

shape requirements
qa/qc

solvent tailing enabled?
solvent tailing m/z
column bleed enabled?
column bleed m/z
batch job

analysis type

generate report

report all hits

include only first hits
instrument

RI Calibration/Performance
bzw. Use Rl Calibration Data
on

5+0x0.01RI

very strong

20

10

on

on

off

low to high
Xcalibur Raw File
Quadrupole

12

off

two
high
high
medium

on
84
on
207

Use Rl Calibration Data
on
off

1
Xcalibur Raw Files
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Tabelle 29:  Parameter fiir das Hinzufligen unbekannter Spektren zur Bibliothek.

Parameter Wert
all components off
only unidentified components on
only identified components off
add spectra on
replace spectra off
largest components on (100)
all above threshold off
use uncertain peaks off

Die Parameter sind Uber Library - Build One Library... = Add All... einzugeben.
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