
Proteomik Hot Paper

Untersuchung des Häm-bindenden bakteriellen Proteoms mittels
chemischer Proteomik

Isabel V. L. Wilkinson, Max Bottlinger, Yassmine El Harraoui, und Stephan A. Sieber*

Abstract: Häm ist ein Cofaktor mit unzähligen Funktio-
nen, der für fast alle lebenden Organismen essentiell ist.
Neben dem klassischen Transport von Gasen und kata-
lytischen Funktionen wird Häm zunehmend als streng
kontrolliertes Signalmolekül wahrgenommen, das die
Proteinexpression reguliert. Häm-Akquisition, -Biosyn-
these und -Regulation sind jedoch nur in wenigen
Modellorganismen gut erforscht und darüber hinaus ist
das Häm-bindende Proteom in Bakterien noch nicht
vollständig charakterisiert. Da die Häm-Homöostase
jedoch für das Überleben von Bakterien essentiell ist,
sind Häm-bindende Proteine vielversprechende An-
griffspunkte für Medikamente. In dieser Publikation
beschreiben wir eine chemische Proteomik Methode für
die umfassende Untersuchung des Häm-bindenden Pro-
teoms in lebenden Zellen. Der Einsatz einer Auswahl
von sowohl klickbaren Häm-basierten Sonden und Pho-
toaffinitätssonden ermöglichte die Untersuchung von bis
zu 32–54% des bereits bekannten Häm-bindenden Pro-
teoms in grampositiven und gramnegativen Bakterien.
Diese einfach zu implementierende Methode könnte auf
verschiedene Zelltypen und Systeme angewandt werden
und die künftige Erforschung im Feld der Häm Biologie
vorantreiben.

Einleitung

Häm ist ein eisenkoordinierter Protoporphyrin-Cofaktor,
der für fast alle lebenden Organismen essentiell ist. Typi-
scherweise kann Häm nicht kovalent (als Häm b) an
Proteine gebunden sein oder aber über kovalente Bindun-
gen zwischen den Vinylgruppen des Häms und zwei Cystein-
thiolen (als Häm c). Häm erfüllt eine Vielzahl an Funktio-
nen, darunter den Transport, die Speicherung und den
Stoffwechsel von molekularem Sauerstoff sowie die Katalyse

von Elektronenübertragungsreaktionen. Zunehmend wird
Häm auch eine bedeutende Rolle bei der Signaltransduktion
durch Häm-sensitive Sensoren zugesprochen, die zahlreiche
Funktionen wie Transkription, DNA-Bindung, miRNA-Bio-
genese, Translation, Proteinkinaseaktivität, Proteinabbau,
Proteinstabilisierung, Ionenkanalaktivität und vieles mehr
regulieren.[1–4] Die Vielseitigkeit von Häm als Cofaktor ist
zum Teil auf die diversen Proteinstrukturen zurückzuführen,
die zu sehr unterschiedlichen Bindungsaffinitäten führen,
die von wenigen pM für Globinstrukturen bis zu �μM für
Häm-Chaperone oder Häm-regulierte Proteine reichen.[5,6]

Bislang wurden mehr als 30 verschiedene Proteinstrukturen
identifiziert,[7] wobei neue Proteinstrukturen und potenzielle
therapeutische Anwendungen immer noch entdeckt wer-
den.[8–10]

Pathogene benötigen Eisen für ihr Wachstum und die
Besiedlung des Wirts, aber freies extrazelluläres Eisen ist als
Teil der angeborenen Immunantwort des Menschen be-
grenzt.[11] Daher haben Pathogene eine Reihe von Methoden
entwickelt, um Eisen aus dem Wirt zu extrahieren, insbeson-
dere aus Häm und Häm-bindenden Proteinen (HBPs) wie
Hämoglobin.[12] Über den Erwerb, die Biosynthese und die
Regulierung von Häm ist nur bei einigen wenigen Modellor-
ganismen etwas bekannt, und das Häm-bindende Proteom
von Bakterien sowie Menschen muss erst noch vollständig
charakterisiert werden.[13,14] Allerdings wurden die Wege des
Häm-Erwerbs und des Häm-Stoffwechsels vor kurzem als
potenzielle therapeutische Ziele gegen protozoonische Para-
siten,[15] Mycobacterium tuberculosis[16] und gramnegative
Bakterien[17] identifiziert, für die alle ein hoher ungedeckter
Bedarf an neuen Medikamenten besteht. Die Untersuchung
des Häm-bindenden Proteoms in Bakterien ist von großer
Bedeutung für das Verständnis der Rolle von Häm bei
Infektionen und könnte auch neue antibiotische Ziele iden-
tifizieren.

Tatsächlich ist die Untersuchung des Häm-bindenden
Proteoms schon seit langem Bestandteil der Forschung,
wobei die größten Fortschritte durch computergestützte
Vorhersagen erzielt wurden. Dazu gehören Hilfsmittel zur
Vorhersage von Häm-Bindungsstellen auf der Grundlage
der Proteinstruktur,[18] der Proteinsequenz[19–21] oder bei-
dem.[22,23] Ergänzt werden diese Hilfsmittel durch den kürz-
lich entwickelten Webserver HeMoQuest,[24,25] der Protein-
reste identifiziert, die Häm potentiell transient binden
können. Die große strukturelle und funktionelle Vielfalt der
Häm-Bindung erschwert jedoch die Homologie abhängige
in silico Vorhersage. Darüber hinaus erfordern in silico
Methoden eine experimentelle Validierung, für die der
Ansatz einer unvoreingenommenen umfassenden proteomi-
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schen Untersuchung eine Lösung mit hohem Durchsatz
bieten könnte.

Nach unserem Kenntnisstand beschränken sich die bis-
herigen Versuche HBPs experimentell zu untersuchen auf
lösliche Lysate oder Extrakte, für die typischerweise Affini-
tätschromatographie mit Häm-konjugierten Agaroseharzen,
gefolgt von SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese) und/oder LC-MS/MS (Flüssigchro-
matographie mit Tandem-Massenspektrometrie) zur Identi-
fizierung der gereinigten Proteine genutzt wird.[26–32] Diese
Methode hat die Entdeckung bisher unbekannter Häm-
bindender Proteindomänen (z.B. hERG3[27]) ermöglicht,
weist jedoch einige Einschränkungen auf: Erstens können
Häm-konjugierte Harze sterisch so anspruchsvoll sein, dass
sie nicht zu Häm-Bindungsstellen gelangen können oder in
Häm-bindende Proteine eingebaut werden können. Außer-
dem können Häm-konjugierte Harze nicht in lebenden
Zellen eingesetzt werden, konkurrieren möglicherweise
schlecht um die Bindung an HBPs, die bereits mit freiem
Häm gesättigt sind oder können Proteine mit niedriger
Affinität nicht binden. Während dieses Manuskript in Bear-
beitung war, wurde eine Publikation über die Untersuchung
des chemischen Proteoms von Häm-Proteinen in menschli-
chen Zelllysaten veröffentlicht.[33] Unter Verwendung einer
einzigen Häm-basierten Photoaffinitätssonde isolierten die
Autoren 19 Proteine, von denen bekannt ist, dass sie Häm
binden (�10% aller bekannten Hämoproteine[14]).

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Methode
zur spezifischen Entdeckung von Häm-bindenden Proteinen
in lebenden Zellen noch nicht bekannt ist, aber einen
wichtigen Beitrag zum Verständnis von Häm-Transport,
-Stoffwechsel und -Regulation leisten könnte. In dieser
Publikation berichten wir über eine chemische Proteomik-
Methode für die umfassende Untersuchung von Häm-bin-
denden Proteinen in situ, die auf verschiedene Zelltypen
und Systeme angewendet werden kann. Die Anwendung der
Methode ermöglichte die Untersuchung von 32–54% des
bekannten Häm-bindenden Proteoms in grampositiven und
gramnegativen Bakterien und deckte bisher unbekannte
potentielle Häm-Interaktoren auf.

Ergebnisse und Diskussion

Chemisch proteomische Ansätze zur Untersuchung von
Proteinbindungspartnern anderer Cofaktoren als Häm sind
bereits etabliert und wurden kürzlich veröffentlicht.[34] In
dieser Arbeit wird eine ähnliche Strategie angewandt, begin-
nend mit der Entwicklung und Synthese von Häm-Sonden,
die metabolisch in lebende Zielzellen aufgenommen werden
können. Die Sonden wurden so konzipiert, dass sie reaktive
“Klick”-Gruppen enthalten, die eine Anreicherung des Son-
den-HBP-Komplexes nach der Aufnahme in die Zielzellen
ermöglichen. Angereicherte Sonden gebundene HBPs kön-
nen dann verdaut und die Peptide durch LC-MS/MS identi-
fiziert werden (Abbildung 1). In dieser Arbeit wird der
Begriff “Häm” für Protoporphyrin IX verwendet, das ent-
weder FeII oder FeIII enthält.

Die Einführung von Modifikationen sollte idealerweise
nur minimale Auswirkungen auf die Fähigkeit der Sonde
haben, mit ihren kognitiven Bindungspartnern zu wechsel-
wirken und das ursprüngliche Molekül zu kopieren. Häm
kann mit Bindungsproteinen durch Van-der-Waals- und π–
π-Wechselwirkung seines hydrophoben Porphyrinrings, axia-
le Ligandenkoordination des Fe-Ions (typischerweise Histi-
din, Methionin, Cystein oder Tyrosin[7]), kovalent an Cystein
über seine Vinyleinheiten oder durch Wasserstoffbrücken-
bindungen oder Salzbrücken zu seinen Propionatgruppen
(in der Regel über Arginin[35]) wechselwirken. Häm ist in
der Regel im inneren eines Proteins verankert, bindet aber
im Allgemeinen so, dass mindestens eine Propionat-Seiten-
kette dem Lösungsmittel ausgesetzt ist.[36] Aus diesem
Grund wurden die Propionatgruppen als Modifikationsstelle
für die Sonden Synthese gewählt. Alkine und Azide wurden
aufgrund ihrer geringen Größe als Click-Einheit für die
Fusionierung über bioorthogonale kupferkatalysierte Cyclo-
addition oder Staudinger-Reaktion ausgewählt.[37]

Die Funktionalisierung der Protoporphyrin-Propionat-
gruppen durch Amidkupplung[38–43] und die anschließende
Rekonstitution von exemplarischen Hämoproteinen ist hin-
länglich bekannt.[44–48] In allen Fällen waren die doppelt
umgesetzten Diamidprodukte zwar von den Monoamiden
separierbar, jedoch waren die Kupplungen in Bezug auf die
beiden Carbonsäuren nicht regioselektiv, was zu untrennba-
ren Mischungen von Monoamid-Regioisomeren führte. In
dieser Arbeit wurden die Monoamid FeIII Häm-Sonden (1–
6, Abbildung 1) als Regioisomerengemische aus Häminchlo-
rid (FeIII-Protoporphyrin IX–Chlorid) durch Amidkupplung
unter Zuhilfenahme von HBTU ((2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-
1,1,3,3-Tetramethyluroniumhexafluorophosphat) und HOBt
(Hydroxybenzotriazol) synthetisiert (Schema S1). Neben
der Propargylamid-Sonde 1 und der Azid-Sonde 3 wurde
auch eine Polyethylenglykol (PEG)-Linker haltige Alkin-
Sonde 2 synthetisiert, um die Löslichkeit zu verbessern und
die Zugänglichkeit des Alkins für die Click-Reaktion nach
Bindung der Sonde an ihr Ziel zu diversifizieren. Die
Fähigkeit dieser Monoamidsonden die Aktivität der Häm-
abhängigen Meerrettichperoxidase (HRP) zu rekonstituie-
ren, wurde durch in vitro Experimente unter Verwendung
des Apo-Enzyms gezeigt (Abbildung S1), deren Resultate
auf den Erhalt der biologischen Aktivität hindeuten. Im
Gegensatz dazu war die doppelt substituierte Dipropargyl-
amid-Sonde 7 (Abbildung S1) nicht in der Lage, die Aktivi-
tät von HRP zu rekonstituieren.

Da die meisten HBPs Häm nicht kovalent binden,
könnte die Verwendung einer Photoaffinitäts-Häm-Sonde,
die in der Lage ist nach UV-Aktivierung kovalent an ihr
Ziel zu binden,[49] die Zahl der in diesen Experimenten
identifizierten Proteine erheblich erhöhen. Der Einbau von
Photoaffinitäts-Gruppen in die Sondenstruktur ohne dabei
die Aktivität zu beeinträchtigen, ist nicht trivial, wurde aber
durch die Entwicklung linearer “minimalistischer” Alkin-
und Diazirin-haltiger Photocrosslinker durch die Yao-Grup-
pe[50] erleichtert. Kürzlich wurde die Eigenschaften von
linearen, verzweigten und terminalen Diazirin-Linkern ver-
glichen, wobei festgestellt wurde, dass die Anreicherung der
Zielproteine von der Art des Linkers abhängen kann und
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dass eine maximale Identifizierung der bindenden Proteine
am besten durch die parallele Verwendung mehrerer Photo-
affinitäts-Sonden erreicht werden kann.[51] Daher wurden
auch Photoaffinitäts-Häm-Sonden synthetisiert, die einen
linearen, verzweigten oder terminalen Diazirin-Photocross-
linker enthalten (Sonden 4, 5 bzw. 6, Abbildung 1).

Die Fähigkeit der sechs synthetisierten Häm-Sonden
unmodifiziertes Häm in einem zellulären Kontext biologisch
nachzuahmen, wurde überprüft. Eine Trennung der Regio-
isomere der einzelnen Sonden 1–6 war nicht möglich, jedoch
wird spekuliert, dass die gemeinsame Dosierung des regio-
isomeren Gemisches der Monoamide die Abdeckung des
zugänglichen Häm-bindenden Proteoms erhöht, da bei eini-
gen Häm-Bindungsstellen eine bestimmte Propionatgruppe
(aber nicht die andere) an der Proteinbindung beteiligt
ist.[36] Daher würde die Verwendung beider Isomere zusam-
men idealerweise nur diejenigen Stellen vom Zugang aus-

schließen, die beide Propionatgruppen für die Bindung
benötigen.

Erste Experimente wurden mit dem Häm-auxotrophen
grampositiven Bakterium Enterococcus faecalis (Stamm
V583) durchgeführt, einem fakultativ anaeroben Bakterium,
das keine Häm Biosynthese besitzt, aber in Gegenwart von
exogen zugeführtem Häm die Expression von Häm-binden-
den Proteinen aktiviert.[52] E. faecalis V583-Zellen, die in
TSBG-Medium (tryptische Sojabouillon mit 1% Glukose,
die<0.05 μM Häm enthält[53]) kultiviert wurden, wurden
6 Stunden lang in der exponentiellen Phase mit der Alkin-
Sonde 1 (5 μM), Heminchlorid (10 μM) oder DMSO (Dime-
thylsulfoxid)-Vehikel (1%) behandelt, und die Auswirkun-
gen der Behandlung auf das Häm-bindende Proteom wur-
den mittels quantitativer Massenspektrometrie untersucht
(Abbildung 2a). Erfreulicherweise wurde die Expression der
Häm-regulierten Transport-Efflux-Pumpe HrtBA[54]

(EF 0792 und EF 0793), des Häm-Chaperon HemW

Abbildung 1. Strukturen der Alkin- und Azid-enthaltenden Häm-Sonden 1–3 und der Photoaffinitätssonden 4–6 sowie das Schema der chemischen
Proteomik-Strategie zur Untersuchung des Häm-bindenden Proteoms. Lebende Zellen werden mit einer ausgewählten Häm-Sonde behandelt,
wobei Photoaffinitätssonden bestrahlt werden (300 oder 365 nm), um eine kovalente Bindung an benachbarte Biomoleküle zu ermöglichen. Die
behandelten Zellen werden lysiert und die Sonden markierten Zellen über eine kupferkatalysierte Cycloaddition oder eine Staudinger-Reaktion an
Biotin oder TAMRA gebunden. Fluorophor-markierte Proben werden mittels SDS-PAGE und Gelfluoreszenz analysiert, während biotinylierte Proben
an Avidin-Kügelchen angereichert werden. Die angereicherten Proteine werden reduziert, alkyliert und verdaut, und die resultierenden Peptide
werden vor der Analyse durch Flüssigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) zur Identifizierung entsalzt. SDS-
PAGE: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese; TAMRA: Tetramethylrhodamin.
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(EF 1305) und der Cytochrom bd-Untereinheit CydA in
Gegenwart von Häm oder der Häm-Sonde 1 deutlich
induziert. Die Expression der Häm-Transporter-Proteine
CydDC[55,56] (EF 2058 und EF 2059) und der nicht-kanoni-
schen Häm-Chaperone AhpC und Gap-2[57] wurde weder
durch die Behandlung mit Häm noch durch die Häm-Sonde
1 beeinflusst, während weder CydB noch der neu publizierte
Häm-Transport-Regulator FhtR[54] durch Massenspektrome-
trie nachgewiesen werden konnten. Die Expression der
Häm-abhängigen Katalase KatA[53] wurde jedoch nur in
Gegenwart von Häm und nicht von Häm-Sonde 1 induziert.
Die Analyse der publizierten KatA-Kristallstruktur[58] zeigt,
dass der Häm-Cofaktor stark im inneren des Proteins
vergraben ist, wobei beide Propionatgruppen Salzbrücken
mit Argininresten an der Bindungsstelle bilden, was erklärt,
warum Monoamid 1 nicht in der Lage ist an dieser Stelle zu
binden. Die Wachstumsrate von E. faecalis V583-Zellen in
TSBG-Medium, das mit Sonde 1 ergänzt wurde, war langsa-
mer als mit Hämin, erreichte aber in der stationären Phase
die gleiche maximale optische Dichte (Abbildung S2a).
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass die Sonde 1 in lebenden Bakterien auf ähnliche Weise
aufgenommen und eingebaut wird wie das unmodifizierte

Häm. Die Ausweitung der Studie auf die Sonden 2, 3 und 4
zeigte die gleiche Wirkung auf die Expression der Häm-
bindenden Proteine, wie sie durch die Sonde 1 gezeigt wurde
(Abbildung S3).

Als Nächstes wurde die Eignung der Sonden für Experi-
mente in Pseudomonas aeruginosa analysiert, einem patho-
genen gramnegativen Bakterium mit antibiotikaresistenten
Stämmen, die dazu geführt haben, dass es von der WHO
(Weltgesundheitsorganisation) als prioritäres Pathogen ein-
gestuft wurde.[59] P. aeruginosa kann Häm direkt aufnehmen
über das sekretierte Hämophor HasAp.[17,60,61] Die klinische
Bedeutung des Verständnisses der Häm-Aufnahme wurde
durch eine Studie an Mukoviszidose-Patienten unterstri-
chen, die zeigte, dass Mutationen, die sich in P. aeruginosa
während der Infektion des Wirts entwickelten, die die
Aufnahme von externem Häm als einzige Eisenquelle
ermöglichten, Wachstumsvorteile verschafften und zu einer
chronischen Infektion beitrugen.[62] P. aeruginosa PAO1
Zellen, die in einem chemisch definierten Minimalmedium
ohne Eisen und Häm wuchsen, wurden ein oder sechs
Stunden lang in der exponentiellen Phase oder sechs Stun-
den lang in der stationären Phase entweder mit der Photoaf-
finitätssonde 4 (5 μM), mit Heminchlorid (5 μM) oder mit

Abbildung 2. Validierung der Häm-Sonden. A) Heatmap der Abundanz Häm-bindender Proteine nach 6-stündiger Behandlung von E. faecalis V583-
Zellen in der exponentiellen Phase mit Alkin-Sonde 1 (5 μM), Hemin-Chlorid (10 μM) oder DMSO-Vehikel (1%); b) Abundanz Häm-bindender
Proteine nach 6-stündiger Behandlung von P. aeruginosa PAO1 Zellen in der stationären Phase mit der Photoaffinitätssonde 4 (5 μM) oder Häm
(5 μM); c) Abundanz der Häm-Biosyntheseproteine nach 6-stündiger Behandlung von PAO1 Zellen in der exponentiellen Phase mit der
Photoaffinitätssonde 4; d) Abundanz der Häm- und eisenregulierten Proteine (HasI bis NirA bzw. AmiA bis PA2033) nach 1-stündiger Behandlung
von PAO1 Zellen in der exponentiellen Phase mit der Photoaffinitätssonde 4; e) Häufigkeit der Häm- und Eisentransportproteine (HasR bis PhuT
bzw. FoxA bis PA4514) nach 6-stündiger Behandlung von PAO1 Zellen in der Exponentialphase mit der Photoaffinitätssonde 4; f) Katalaseaktivität
pro Gramm PAO1-Lysat, das aus Zellen gewonnen wurde, die in der Exponentialphase 6 Stunden lang mit DMSO, 4 (5 μM) oder Häminchlorid
(5 μM) behandelt wurden. DMSO: Dimethylsulfoxid; LFQ: markierungsfreie Quantifizierung; ND: nicht nachgewiesen; alle Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar; die Sterne bezeichnen die mit dem t-Test berechnete Signifikanz: * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.0005.
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DMSO als Vehikel (1%) behandelt, und die Auswirkungen
der Behandlung auf das Proteom wurden mittels quantitati-
ver Massenspektrometrie untersucht. Im Allgemeinen wur-
den die durch die Häm-Behandlung induzierten Verände-
rungen in der Proteinexpression auch bei der Behandlung
mit der Häm-Sonde beobachtet. So werden beispielsweise
die Cytochrom-c-Proteine CcoN2, CcoO2, CcoP2, CcpA,
NirS und PA2481[60] (die Häm kovalent binden) unter
beiden Bedingungen hochreguliert (Abbildung 2b), ebenso
die Häm-Biosyntheseproteine HemD, HemH und HemY
(Abbildung 2c) und die eisenregulierten Proteine[63] AmiA,
CntO, FumA (PA4333) und PA5535 (Abbildung 2d). Die
TonB-Häm-Transporter HasR, HxuA und PhuR werden
jedoch in Gegenwart von 5 μM Häm herunterreguliert
(höher als die typische Verfügbarkeit von Häm in eukaryoti-
schen Zellen, die auf 0.025 bis 0.3 μM geschätzt wird[64]),
jedoch lediglich HasR und HxuA wurden auch durch die
Photoaffinitätssonde 4 herunterreguliert. Von Ferri-Sidero-
phor-Transportern wie FoxA, FptA, FpvA und FpvB wurde
bereits berichtet, dass sie in Gegenwart von exogenem Häm
herunterreguliert werden, was die Anpassung an den Eisen-
erwerb durch Häm gegenüber der Eisenaufnahme ermög-
licht.[60] Dementsprechend wurde in dieser Arbeit festge-
stellt, dass diese Transporter entweder durch die
Behandlung mit Häm oder mit der auf Häm basierenden

Photoaffinitätssonde 4 signifikant herunterreguliert werden
(Abbildung 2e). Darüber hinaus wurde bei der Behandlung
mit Häm und der Häm-Sonde eine Hochregulierung der
Katalase-KatA-Expression und eine erhöhte Katalase-Akti-
vität beobachtet (Abbildung 2b,f). Schließlich förderte der
Zusatz von chemisch definierten Minimalmedien mit Häm,
Sonde 1 oder Sonde 4 jeweils das Wachstum von PAO1-
Zellen im Vergleich zur Vehikelkontrolle (Abbildung S2b).

Nachdem gezeigt wurde, dass Amid funktionalisierte
Häm-Sonden Häm in grampositiven und gramnegativen
Spezies ersetzen können, wurde das Augenmerk auf die
Anreicherung von Häm-bindenden Proteinen aus lebenden
Zellen gerichtet. E. faecalis V583-Zellen, die in TSBG-
Medium bis zur stationären Phase wuchsen, wurden 1
Stunde lang (37 °C, 200 Umin� 1) mit Sonde 1, 2 oder 3
(5 μM) mit und ohne Häm (10 μM) oder DMSO-Vehikel
(1%) behandelt. Überschüssige Sonde wurde durch Wa-
schen entfernt und nach der Lyse wurden die markierten
Proteine an Tetramethylrhodamin (TAMRA) Azid (Abbil-
dung S4) oder Biotin Azid für die Anreicherung mit Strep-
tavidin-Kügelchen geklickt. 5 hämobindende Proteine
(45%) wurden durch quantitative Massenspektrometrie als
zweifach angereichert gegenüber der Kontrolle nachgewie-
sen (Abbildung 3a, Tabelle S1 Liste der bis dato bekannten
Häm-bindenden Proteine von E. faecalis V583).

Abbildung 3. Untersuchung des Häm-bindenden Proteoms in den grampositiven Stämmen E. faecalis V583 (ein Häm auxotropher Stamm) und B.
subtilis 168. a) Heatmap der Häm-bindenden Proteine, die durch die Sonden 1, 2 und 3 (5 μM) im Vergleich zur Co-Behandlung mit Häm (+ ,
10 μM) oder DMSO-Vehikelkontrolle (� , 1%) in lebenden E. faecalis V583-Zellen angereichert wurden. Es werden nur Proteine gezeigt, die durch
mindestens eine Sonde zweifach angereichert sind; b) Profiling von Häm-bindenden Proteinen in B. subtilis 168 unter Verwendung der Sonden 1, 4
und 5 (5 μM). Die mit TAMRA behandelten Proben wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und die markierten Proteine durch Fluoreszenz im Gel
sichtbar gemacht. Der Gesamtproteingehalt wurde mit Coomassie Brilliant Blue (CBB) sichtbar gemacht; c) Wasserfalldiagramm der Proteine, die
durch die Alkin-Sonde 1 (5 μM) im Vergleich zur DMSO-Vehikelkontrolle (1%) in lebenden Zellen des B. subtilis-Stammes 168 angereichert
wurden, grün: Häm-bindende Proteine, von denen diejenigen, die die Kriterien log2 fold change>2 und p<0. 05 erfüllen, markiert sind;
d) Heatmap der Häm-bindenden Proteine, die durch die Sonden 1–6 (5 μM) im Vergleich zur Co-Behandlung mit Häm (+ , 10 μM) oder DMSO-
Vehikelkontrolle (� , 1%) in lebenden B. subtilis Stamm 168 angereichert wurden. Es werden nur Proteine gezeigt, die durch mindestens eine
Sonde zweifach angereichert sind. ND: nicht nachgewiesen; SDS-PAGE: Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese; TAMRA: Tetrame-
thylrhodamin.
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Aufbauend darauf, dass die Methode grundsätzlich in E.
faecalis V583-Zellen funktioniert, wurde dieselbe Methodik
auf den grampositiven Modellorganismus B. subtilis ange-
wandt, der exogenes Häm für die Cytochrom-c-Synthese
nutzen kann[65] oder um den Verlust der Häm-Biosynthese
in einer HemA-Mutante[66] zu überwinden. Die Behandlung
von B. subtilis (Stamm 168) mit den Sonden 1, 4 oder 5
(5 μM) mit und ohne Häm (10 μM) oder DMSO-Vehikel
(1%) für 1 h (37 °C, 200 Umin� 1), gefolgt von einer Bestrah-
lung (5 min, 365 nm) für die Photoaffinitätssonden und
Klick an TAMRA, führte zu einer Sonden-abhängigen
Markierung, die in Gegenwart eines 2-fachen Überschusses
an Häm verdrängt werden konnte (Abbildung 3b). Die
Untersuchung mit allen sechs Häm-Sonden führte zur Iden-
tifizierung von 20 Häm-bindenden Proteinen (Abbildung 3d,
Tabelle S2 Liste der bisher bekannten Häm-bindenden Pro-
teine von B. subtilis (Stamm 168) (kürzlich überarbeitet[67])),
wobei die Häm-Monooxygenasen HmoA und HmoB die
signifikantesten Treffer waren (Abbildung 3c). Interessan-
terweise wurde eine große Anzahl reversibel bindender
Häm-Proteine auch durch Sonden ohne Photocrosslinker
angereichert, was darauf hindeutet, dass Proteine mit einem
stark gebundenen Cofaktor während der gesamten Proben-
vorbereitung eine stabile Bindung haben. Dies steht im
Einklang mit früheren Publikationen über ungefaltete Häm-
bindende Polypeptide, die ihre Wechselwirkung mit dem
Häm-Cofaktor beibehalten.[68–70]

Der nächste Fokus in dieser Arbeit lag auf der Untersu-
chung des Häm-bindenden Proteoms in gramnegativen
Stämmen. Zunächst wurden P. aeruginosa PAO1-Zellen, die
in LB-Medium bis zur stationären Phase wuchsen, in
chemisch definiertem Minimalmedium resuspendiert und
mit den Sonden 1–6 (5 μM) mit und ohne Häm (10 μM)
oder DMSO-Vehikel (1%) für 1 h (37 °C, 200 U/min) be-
handelt, gefolgt von einer Bestrahlung (5 min, 365 nm für
die Alkyldiazirin-Sonden 4 und 5 bzw. 300 nm für die
terminale Diazirin-Sonde 6, sowie begleitende DMSO-Kon-
trollen). Nach der Lyse, dem Anklicken von Biotin und der
Anreicherung mit Streptavidin-Kügelchen wurde festge-
stellt, dass zahlreiche Häm-bindende Proteine durch die
Sonden selektiv angereichert und in Gegenwart eines zwei-
fachen Überschusses an Häm verdrängt wurden, was auf
eine Häm-spezifische Bindung hindeutet (Abbildun-
gen 4a,b,f, Tabelle S3 Liste der bisher bekannten Häm-
bindenden Proteine von P. aeruginosa PAO1). Eine Gen
Ontologie Analyse[71] der molekularen Funktion von den
Proteinen, die von den Häm-Sonden gebunden wurden und
in Gegenwart von überschüssigem Häm konkurrieren, ergab
eine Anreicherung von Häm-bekannten Funktionen wie
Cytochrom-c-Peroxidase- und Oxidase-Aktivität, Häm-Bin-
dung und Oxidoreduktase-Aktivität (z.B. Abbildung 4d für
Sonde 3).

Die Untersuchung des Häm-Proteoms wurde auch unter
Verwendung der Photoaffinitätssonde 4 unter verschiedenen
Bedingungen untersucht, z.B. während der exponentiellen
Phase, nach 4-stündigem Nährstoffmangel und nach Wachs-
tum ausschließlich in chemisch definierten Minimalmedien
(Abbildung 4c), da das Wachstumsstadium und die Nähr-
stoffverfügbarkeit bekanntermaßen die Proteinexpression

beeinflussen[60,63,72–74] und daher die Identifizierung von
Häm-bindenden Proteinen ermöglichen könnten, die zuvor
nicht nachgewiesen werden konnten. Mit den sechs Sonden
und sieben verschiedenen Markierungsbedingungen wurden
insgesamt 57 verschiedene Häm-bindende PAO1-Proteine
identifiziert (Abbildung 4f). Einige, wie die Häm-Oxygenase
HemO und das Häm-Chaperon CcmE, waren über mehrere
Sonden und Bedingungen hinweg signifikant und selektiv
angereichert, während andere, wie die Nitrit-Reduktase
NirS und das potentielle Cytochromc PA4571, nur in einer
Teilmenge der Bedingungen identifiziert wurden, was die
Notwendigkeit unterstreicht verschiedene Sonden und Mar-
kierungsbedingungen zur Maximierung der Häm-Protein
Abdeckung zu nutzen. Darüber hinaus wurde die Untersu-
chung des Häm-Proteoms auch in Zell Lysaten durchge-
führt, was zu einer deutlich geringeren Anreicherung von
Häm-bindenden Proteinen im Vergleich zur Untersuchung
in lebenden Zellen führte (Abbildung 4f), was die Vorteile
unserer in situ Strategie unterstreicht. Die Analyse der
identifizierten Häm-bindenden Proteine zeigte, dass sowohl
Proteine, die Häm kovalent binden (sie enthalten Hämc,
43% der insgesamt identifizierten Proteine) als auch nicht-
kovalent gebundene Proteine mit unseren Häm-Sonden
leicht zugänglich sind (Abbildung 4e).

Schließlich wurde die Untersuchung des Häm-Proteoms
in dem uropathogenen Escherichia coli Stamm CFT073
durchgeführt, der die TonB-abhängigen Häm-Transporter
ChuA und Hma (c2482) exprimiert, die für die Virulenz bei
Mäusen erforderlich sind.[75,76] In CFT073-Zellen, die in
chemisch definiertem Minimalmedium angewachsen sind
und 1 Stunde lang in der Exponentialphase mit der Sonde 4
behandelt wurden (Bedingung EMM, Photoaffinitätssonde
4, 5 μM), konnten Häm-bindenden Proteine gegenüber nicht
Häm-bindenden Proteinen signifikant angereichert werden
(p=0.00465, Abbildung 4g, Tabelle S4 Liste der bisher be-
kannten Häm-bindenden Proteine des E. coli-Stammes
CFT073). Über die Sonden 1, 4 und 5 und vier verschiede-
nen Markierungsbedingungen in lebenden Zellen wurden 15
Häm-bindende Proteine gefunden, darunter Häm-Enzyme
(ChuS, EfeB, HemH, Hmp, SdhC, YfeX), Transporter
(ChuA) und Chaperone (CcmE) (Abbildung 4h).

Ein Vorteil der umfassenden, unvoreingenommenen
experimentellen Untersuchung des Proteoms ist die Mög-
lichkeit, bisher nicht annotierte, potenzielle Häm-Interakto-
ren zu identifizieren oder rechnerische Vorhersagen zu
bestätigen. So wurde z.B. für die P. aeruginosa PAS1-
Domäne, die die redoxabhängige Sensorkinase MxtR
(PA3271)[77] enthält, kürzlich durch Sequenzabgleich[78] eine
Bindung von Häm vorhergesagt und in dieser Arbeit wurde
das Protein durch die Photoaffinitätssonde 6 um das Zweifa-
che angereichert gegenüber der Vehikelkontrolle (Abbil-
dung 5a, p=0.039). Die Filterung der Daten nach Proteinen,
die bisher nicht als Häm-Binder beschrieben wurden und
die in mindestens zwei Bedingungen mindestens dreifach
gegenüber den DMSO- und kompetierenden Häm-Kontrol-
len angereichert waren, führte zu einer Liste potenzieller
Häm-Interaktoren für jede Spezies (Abbildung 5b, Auf-
schlüsselung der Anreicherung pro Bedingung in Abbil-
dung S5). Da diesen Proteinen, die in die engere Wahl
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Abbildung 4. Untersuchung von Häm-bindenden Proteinen in den gramnegativen Stämmen P. aeruginosa PAO1 und E. coli CFT073. Volcano-Plots
von Proteinen, die durch Alkin-Sonde 2 (a, 5 μM) oder Azid-Sonde 3 (b, 5 μM) in lebenden PAO1-Zellen angereichert wurden. Grüne Punkte: Häm-
bindende Proteine, Schwellenwerte: log2-Fold Change>1 und p<0.05. Fold change und Signifikanz der Proteinanreicherung bei der Behandlung
mit der Sonde im Vergleich zur Co-Behandlung mit Häm (2-facher Überschuss) wurden mit einem LIMMA-moderierten t-Test (implementiert in R)
berechnet; c) Wasserfalldiagramm der durch die Photoaffinitätssonde 4 (5 μM) im Vergleich zur DMSO-Vehikelkontrolle (1%) in lebenden PAO1-
Zellen angereicherten Proteine, grün: Häm-bindende Proteine, die die Kriterien log2 fold change>2.75 und p<0. 05 erfüllen; d) Gen Ontologie
Analyse[71] der molekularen Funktionen der Proteine, die mit einem log2-Fold-Change>1 in dem Volcano-Plot (b) angereichert sind; e) Tortendia-
gramm der gesamten zweifach angereicherten Häm-bindenden Proteine aus PAO1, sortiert nach Art der Häm-Bindung, Aufschlüsselung in
Tabelle S5; f) Heatmap der durch die Sonden 1–6 (5 μM) angereicherten Häm-bindenden Proteine im Vergleich zur Co-Behandlung mit Häm (+ ,
10 μM) oder DMSO-Vehikelkontrolle (� , 1%) in lebenden PAO1-Zellen. Es werden nur Proteine gezeigt, die durch mindestens eine Sonde
zweifach angereichert sind. Die Bedingung im Index bezeichnet das Medium, in dem die Zellen angewachsen sind; die Behandlungen wurden in
chemisch definiertem Minimalmedium durchgeführt; g) Violin-plot der Proteine, die durch die Photoaffinitätssonde 4 in E. coli CFT073-Zellen
angereichert wurden, zeigt eine signifikante Anreicherung von Häm-bindenden Proteinen, p=0. 00465 bestimmt mit Welch’s t-test; h) Heatmap
der Häm-bindenden Proteine, die durch die Sonden 1, 4 und 5 (5 μM) im Vergleich zur Co-Behandlung mit Häm (+ , 10 μM) oder DMSO-
Vehikelkontrolle (� , 1%) in lebenden E. coli CFT073-Zellen angereichert wurden. Es werden nur Proteine gezeigt, die von mindestens einer Sonde
zweifach angereichert wurden, Farbbalken und Markierungen sind mit (f) identisch. Der Index der Bedingungen bezeichnet das Medium, in dem
die Zellen gezüchtet wurden; die Behandlungen wurden in chemisch definiertem Minimalmedium durchgeführt. E: Markierung in der
Exponentialphase; ML: metabolische Markierung; LIMMA: Linear Model to Microrray Data; Lys: Lysatmarkierung; ND: nicht nachgewiesen; S:
Markierung in der stationären Phase; SS: Markierung in der hungrigen stationären Phase.
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genommen wurden, jeweils die kanonische CXXCH-Se-
quenz fehlte, die auf eine Bindung von Häm c hinweist,
wurde der HeMoQuest-Webserver[25] eingesetzt, um mit
dem dazugehörigen Algorithmus SeqD-HBM[24] transiente
Häm-Bindungsmotive zu identifizieren. Dieses Tool progno-
stiziert auch die Häm-Bindungsaffinitäten der einzelnen
Motive mit Hilfe eines maschinellen Lernansatzes, der
anhand experimenteller Daten trainiert wurde. Die jeweili-
gen Bindungsstellen mit einer prognostizierten Affinität<
3 μM sind in Abbildung 5b aufgeführt. Unter den in die
engere Wahl gezogenen Proteinen befinden sich viele un-
charakterisierte Proteine, aber auch plausible Häm-Binder
aufgrund ihrer bekannten Funktionen, wie z.B. die putative
Oxidoreduktase YxnA aus B. subtilis 168 oder das putativ
Eisen nutzende PAO1 Protein PA2033, das ebenfalls als
Oxidoreduktase annotiert ist.

Um die Häm-Bindung an die identifizierten Proteintref-
fer zu validieren, haben wir exemplarisch drei Proteine für
rekombinante Expression und Markierung ausgewählt. Die
Häm-Oxygenase HmoB aus B. subilis diente als Positivkon-
trolle zusammen mit den zwei nicht charakterisierten Protei-
nen Spy (E. coli) und PA2033 (P. aeruginosa), von denen
nicht bekannt ist, dass sie Häm binden. Erfreulicherweise
zeigten alle Proteine eine Markierung mit der Häm-Sonde
sowie eine konzentrationsabhängige Kompetition mit freiem
Häm, was die Zuverlässigkeit unseres Ansatzes unterstreicht
(Abbildung S6).

Zusammenfassung

Auf der Suche nach einer chemischen Proteomik-Strategie
für die Untersuchung Häm-bindender Proteine wurden
sechs Sonden auf der Basis von Häm durch Amid Funktio-
nalisierung einer der beiden Propionat-Seitenketten synthe-
tisiert. Unter diesen sechs Sonden befanden sich drei Diaz-
irin enthaltende Photoaffinitätssonden. Vergleichende
Proteomik-Studien zeigten, dass die Häm-Sonden in leben-
den grampositiven und -negativen Bakterien in ähnlicher
Weise aufgenommen und eingebaut wurden wie unmodifi-
ziertes Häm, und zwar sowohl in Häm-auxotrophen als auch
in nicht -auxotrophen Bakterien. Diese Sonden wurden
dann zur Anreicherung und Identifizierung Häm-bindender
Proteine aus lebenden Zellen von E. faecalis V583, B.
subtilis 168, P. aeruginosa PAO1 und E. coli Stamm CFT073
verwendet (Abbildung 6a). Diese Methodik ermöglichte die
Anreicherung von Häm-bindenden Proteinen, die sich in
Funktion und Art der Häm-Bindung unterscheiden (Abbil-
dung 4d,e), und gleichzeitig die Anreicherung von Homolo-
gen in den untersuchten Spezies, z.B. Häm-Chaperone
(CcmE oder PhuS/ChuS), Häm-Enzyme (Hmp, SdhC oder
EfeB/EfeN), Häm-Rezeptoren (PhuR/ChuA) und Transpor-
ter (CcmA/CydD) (Abbildung 6b, Tabelle S6). Die Kombi-
nation mehrerer Sonden und verschiedener Wachstumsbe-
dingungen war erforderlich, um die Abdeckung der
angereicherten Häm-bindenden Proteine zu erhöhen. So

Abbildung 5. Chemische Proteomik Untersuchung zeigt potenzielle Häm-Interaktoren. a) Anreicherung der Sensorkinase MxtR (PA3271), von der
kürzlich vorhergesagt wurde, dass sie Häm bindet, durch die terminale Diazirinsonde 6, p=0.039. Fehlerbalken stellen die Standardabweichung
dar; b) Tabelle der am stärksten angereicherten, bisher nicht annotierten, potenziellen Häm-Interaktor-Proteine (p<0.05, Aufschlüsselung der
Anreicherung pro Bedingung in Abbildung S5). Die Vorhersage der Häm-bindenden Reste wurde mit dem HeMoQuest-Webserver[25] durchgeführt;
Reste mit vorhergesagter Bindungsaffinität 93 μM sind angegeben. LFQ: markierungsfreie Quantifizierung.
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wurden in dieser Arbeit 32–54% des gesamten Häm-bin-
denden Proteoms in den vier verschiedenen Bakterienarten
angereichert (Abbildung 6c), wobei ein leicht anpassbarer
und einfach zu implementierender Versuchsaufbau verwen-
det wurde. Von den bekannten Häm-bindenden Proteinen,
die durch diese Strategie nicht angereichert wurden, wurden
signifikante Anteile überhaupt nicht durch Massenspektro-
metrie nachgewiesen (Abbildung 6c). Eine Verbesserung
der Abdeckung des Häm-bindenden Proteoms für eine
bestimmte Zielspezies kann durch die Optimierung der
Markierungsbedingungen oder die Verwendung von Metho-
den zur Erhöhung der Tiefe der Proteomabdeckung erreicht
werden.[79–81]

Diese Methode zur umfassenden Charakterisierung von
Häm-bindenden Proteinen in lebenden Zellen stellt einen
technologischen Fortschritt gegenüber allen bisherigen Pu-
blikationen dar und könnte ohne weiteres auf andere Häm-
aufnehmende Zielzelltypen übertragen werden, Dazu gehö-
ren Krankheitserreger wie Staphylococcus aureus,[83] Listeria
monocytogenes[84] oder Aspergillus-Arten,[85] oder Häm-Au-
xotrophe wie Haemophilus influenzae,[86] Streptococcus
pneumoniae,[87,88] marine Mikroben[89] oder Caenorhabditis
elegans.[90] Da eine Dysregulation des Häm-Transports und
der Häm-Regulierung die bakterielle Pathogenität verrin-
gert und die Häm-Homöostase für das bakterielle Überle-
ben essentiell ist, sind Häm-bindende Proteine vielverspre-
chende Zielstrukturen für Medikamente.[3,12] Die

Untersuchung von Häm-bindenden Proteinen könnte daher
die Identifizierung neuer antibiotischer Zielstrukturen er-
möglichen und wertvolle Einblicke in die Häm-Regulierung
und -Biologie liefern.
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Abbildung 6. Zusammenfassung des in dieser Arbeit erstellten Häm-Bindungs-Proteom-Profils. a) Zusammenfassende Tabelle der untersuchten
Organismen und der verwendeten Sonden; b) Venn-Diagramm der in dieser Studie angereicherten Häm-Bindungs-Proteine, wobei identifizierte
Homologe (die mit Blastp[82] als Sequenzen mit signifikanter Übereinstimmung bestimmt wurden) in den Kreuzungspunkten platziert sind. Alle
Homologe sind in Tabelle S6 aufgeführt; c) Anteil der Häm-bindenden Proteine, auf die in dieser Arbeit in den vier untersuchten Stämmen
zugegriffen wurde.
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