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1. Einleitung

1.1. Motivation

Seit der Entdeckung des Penicillins (1928) durch den schottischen Bakteriologen Alex-
ander Flemmingl? haben die uns heute als Antibiotika (griech. anti- gegen, bios -
Leben) bekannten Stoffe einen einzigartigen Siegeszug in der modernen Medizin und
Industrie erlebt. Innerhalb weniger als eines Jahrhunderts sind sie aus unserem Alltag
nicht mehr fortzudenken. Urspriinglich handelte es sich um niedermolekulare Stoffe,
welche von Pilzen und Bakterien gebildet wurden. Sie kénnen das Wachstum anderer
Mikroorganismen hemmen oder diese sogar abtdten. In einer wachsenden Gesellschaft,
die zunehmend é&lter wird, werden vermehrt Antibiotika eingesetzt, um den Bedarf
an Fleisch zu decken und die Gesundheit zu gewéhrleisten. Massentierhaltung ist im
Grunde nur durch den Einsatz von Antibiotika moglich, da kranke Tiere den gesamten
Bestand gefihrden wiirden. Der vermehrte Einsatz von Antibiotika hat dazu gefiihrt,
dass Mikroorganismen Schutzmechanismen sog. Resistenzen entwickeln. Da der Le-
benszyklus eines solchen Bakteriums sehr viel kiirzer ist als der eines Menschen (z. B.
Escherichia coli 30 Minuten), ist es nur natiirlich, dass diese Mikroorganismen sich
verdndern. Auch hier gilt der Grundsatz ,surviving of the fittest“. Es gibt mittlerweile
nicht mehr nur ein paar resistente Stdmme, sondern eine Vielzahl an Mikroorganismen,
welche Resistenzen entwickelt haben. Betrachtet man die Neuzulassung an Antibioti-
ka, so ist eine Stagnation bzw. Riickldufigkeit zu erkennen. Die Natur hat nicht nur
Pilze und Bakterien mit Schutzsystemen gegen Mikroorganismen ausgestattet. Viele
Tiere und auch der Mensch besitzen eigene Abwehrmechanismen. Eine Substanzklas-
se sind die Peptidantibiotika, welche auch antimikrobielle Peptide (AMPs) genannt
werden. Diese sind Gegenstand dieser Arbeit und werden nun im Detail erldutert.

1.2. Antimikrobielle Peptide

Die ersten AMPs wurden 1939 entdeckt. In diesem Jahr wurden aus Bacillus brevis
die sog. Gramicidine isoliert, welche Aktivitédt gegen eine grofse Bandbreite an Gram-
positiven Bakterien in vitro und in vivo aufweisen.l®¥ Es konnte gezeigt werden, dass
Gramicidine erfolgreich Wundinfektionen von Meerschweinchen heilen, was zur kom-
merziellen Produktion als Antibiotika fiihrte.l®) Es war lange bekannt, dass Menschen
und andere Lebewesen durch ein adaptives Inmmunsystem gegen mikrobielle Infek-
tionen geschiitzt sind. Dies liefs die Frage offen, warum Pflanzen und Insekten, welche
kein adaptives Immunsystem besitzen, trotzdem Infektionen iiberstehen. Die Antwort
auf diese Frage ist heute bekannt. Auch Pflanzen und Insekten produzieren AMPs.
Seit ihrer Entdeckung ist die Zahl der bekannten AMPs auf iiber 2000 gestiegen, mit
Vertretern in fast allen eukaryotischen Organismen.®l Bei einer so groken Molekiilgat-
tung ist es sinnvoll diese nach den Charakteristika zu unterteilen. Eine Unterteilung
in verschiedene Unterklassen ist in Tabelle 1.1 gezeigt. Zudem wurden Vertreter jeder



1.3. Biologische Membranen Einleitung

Klasse aufgelistet. AMPs konnen eine Vielzahl von Sekundérstrukturen einnehmen.
Sie konnen unter anderem als a-Helices, ungeordnete Strukturen oder S-Faltbldtter
vorliegen.”l Einige der Peptide enthalten sich wiederholende Sequenzabschnitte. Die
Grofe der Peptide variiert von sechs bis zu 59 Aminoséuren.l”l Es wurden sogar Di-
und Tripeptide gefunden die antimikrobielle Aktivitét zeigen. Das Verhéltnis von hy-
drophoben zu hydrophilen Aminosduren kann sich zwischen 1:1 und 2:1 bewegen.m Es
gibt sowohl anionische als auch kationische AMPs. Die anionischen Peptide sind reich
an Asparaginsdure und Glutaminsiure. Ein Vertreter der negativ geladenen AMPs
ist Maximin H5 aus Amphibien.l¥l Die kationischen Peptide enthalten Arginin und
Lysin. Diese Peptide kann man auch weiter unterteilen. Es gibt lineare, a-helikale
Peptide wie die Magainine aber auch zyklische Peptide die eine S-Faltblatt-Struktur
annehmen, wie Gramicidin S.[%% Des Weiteren gibt es kationische Peptide, die mit
gewissen Aminosiuren angereichert sind. Zu diesen Peptiden zahlt Indolicidin (Trp,
Pro).['!l Interessanterweise verwenden diese Peptide im Gegensatz zu anderen ka-
tionischen Peptiden einen nicht lytischen Weg um Bakterien zu téten.['?l Hoch ge-
ladene kationische Peptide oder durch Zink komplexierte negativ geladene Peptide
sind meist aktiver als ungeladene oder niedrig geladenene Peptide. Es gibt anionische
und kationische Peptide, welche Cysteine enthalten, die sie zur Disulfidbriickenbildung
beffihigen.[s] Ein typisches, durch Disulfidbriicke stabilisiertes g-Faltblatt ist Protegrin
1.13] Es gibt zudem antimikrobielle Peptide die Fragmente grofer Proteinkomplexe
sind, wie z. B. Lactoferricin (aus Lactoferrin).['¥ Viele Peptide haben einen amphi-
pathischen Charakter, d.h. sie besitzen die Eigenschaft hydrophile und hydrophobe
Aminosduren auf gegeniiberliegende Seiten ihrer Struktur zu positionieren. Oft wird
die Amphipathizitit als hydrophobes Moment ausgedriickt, welches die Vektorsumme
der Hydrophobizitits-Indices ist.I'9] Eine amphipathische Struktur hat die Fihigkeit
an Membranen zu binden.

Tabelle 1.1: AMP-Klassen.

AMP-Klasse Subklasse Vertreter
Anionisch - Maximin H5[8]
Kationisch Linear, a-helikal Magaininel®!
“ Zyklisch Gramicidin Sl
“ angereichert mit Indolicidin (Pro, Trp)!!
spezifischen
Aminosiduren
Anionisch Cysteine enthaltend Protegrin 1013
&
Kationisch
“ Fragmente grofser Lactoferricin
Molekiile (Lactoferrin)!14l

1.3. Biologische Membranen

a-helikale AMPs sind membranaktive Peptide und zerstéren in vielen Fillen die cyto-
plasmatische Membran (CM) von Zellen. Die CM von Zellen ist ein komplexes Netz-
werk von Proteinen und Lipiden. Sie besitzt eine molekulare Organisation welche einen




1.3. Biologische Membranen Einleitung

wichtigen Beitrag zur Aktivitdt der Proteine leistet. Durch die Einbettung der Protei-
ne in die CM ist sie auch fiir die Aufrechterhaltung der strukurellen Integritit der Zelle
verantwortlich. Es handelt sich hierbei um eine Grenzfliche zwischen Zellinnerem und
Zelldukerem. Die CM dient als Schutz, ist aber zeitgleich permeabel fiir verschiede-
ne Stoffe und hat somit eine dynamische Struktur. Das Gewichtsverhiltnis zwischen
Lipiden und Proteinen kann zwischen 1:4 und 4:1 variieren.I'fl Die Vielschichtigkeit
der Membran ist in Abbildung 1.1 gezeigt. Das 1972 von Singer et al. verdffentlichte
Fliissigmosaikmodell beschreibt die Organisation von Membranen. Hier sind die Mem-
branproteine in einer zweidimensionalen Losung gerichteter Lipide gelost und kénnen
durch die Membran diffundieren, sofern sie nicht durch Wechselwirkungen gebunden
sind.[7]
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Kohlenhydrat

@'
Q00

Glycoprotein
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Hydrophile
<0, ¥ Region
/ )
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Region

\
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Peripheres A_————-

Protein Phospholipid

Abbildung 1.1: Aufbau einer biologischen Membran.!*8l

In der Natur gibt es unterschiedliche Bakterientypen, deren CM AMPs auf unter-
schiedlichen Wegen erreichen. In Abbildung 1.2 sind Ausschnitte aus den die ver-
schiedenen Bakterientypen umgebenden Hiillen gezeigt. Im Falle von Gram-positiven
Bakterien (z. B. Staphylococcus aureus) interagieren die Peptide zuerst mit den Tei-
chonsduren und Lipoteichonsiuren, welche anionische Komponenten der bakteriellen
Zellwand sind. Diese Wechselwirkung fiihrt zu einer Migration der Peptide iiber die
Peptidoglykanschicht zur CM.I6l Tm Falle von Gram-negativen Bakterien treffen die
Peptide zuerst auf die dufere Membran, welche anionische Lipopolysaccharide (LPS)
enthilt, zu welchen die AMPs eine hohe Affinintdt haben. Diese erlaubt es den Pep-
tiden mittels selbst-verstiarkten Aufnahmepfaden die duflere Membran zu passieren.
Hierbei kénnen kleine Molekiile mit aufgenommen werden, welche die synergistische
Wechselwirkung zwischen AMPs und anderen Antibiotika erklért.['920 Mittlerweile
wird angenommen, dass die Lipidmolekiile nicht nur das Geriist fiir Proteine und Pep-
tide sind, sondern aktiv involviert sind in die Dynamik der Lipiddoppelschicht und an
einer Vielzahl von biologischen Funktionen.[6l




1.4. Lipide Einleitung

Teichonsaure

—~

Lipopolysachharide
Porin
— Peptidoglykane X

AuRere
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Innere
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____ Membran
Proteine
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Abbildung 1.2: Aufbau der Zellwand von Gram-positiven (links) und Gram-negativen Bak-
terien (rechts) (Modifiziert aus [21])

1.4. Lipide

Die meisten Lipide bestehen aus einer polaren Kopfgruppe und einer unterschiedlichen
Anzahl an Alkylketten. Sie sind also amphipathische Molekiile. Einige Beispiele sind
in Abbildung 1.3 gezeigt.

Hydrophil

Hydrophob

Abbildung 1.3: Verschiedene Lipide (DMPC (a), POPE (b), POPG (c), TOCL (d), Gly-
cosphingolipid (e)).

Hier sind ein Phosphocholin (PC), ein Phosphoethanolamin (PE), ein Phosphoglycerol
(PG), ein Cardiolipin (CL) und ein Glycosphingolipid zu sehen. Die hydrophoben und
hydrophilen Bereiche sind gelb und blau umrandet. Generell unterteilt man die Lipide




1.5. Form der Lipide Einleitung

nach Kopfgruppen, denn sie bilden die Aufenseite der Membran. Die Kettenldnge
spielt bei der Beschreibung von Mikroorganismen eine untergeordnete Rolle, ist aber
in biophysikalischen Experimenten genau definiert.

Die CM von Gram-positiven Bak-

terien sind prinzipell aus Lipiden
aufgebaut, welche sich aus Phos- Tabelle 1.2: Lipidzusammensetzung  bakterieller

Membranen.[22]

hoglycerol (PG) ableiten lassen. S.

aureus CM enthalten hauptséchlich Lipid Gram Gram

PG und Cardiolipin (CL), welches positiv negativ

ein PG Dimer ist. Die Kettenlin- S. aureus . coli
[7] [7]

ge variiert hierbei. Im Gegensatz

dazu bestehen die CM von Gram- Eg '5 . ?5)
negativen Bakterien (z. B. Esche- CL 1 -

richia coli - E. coli) hauptsichlich
aus Phosphoethanolamin (PE). E.
coli CM sind hauptsichlich aus PE, PG und CL zusammengesetzt.[??l Die genauen
Zusammensetzungen sind in Tabelle 1.2 gezeigt.

1.5. Form der Lipide

Lipide lassen sich dar-

iiber hinaus in ein wesent- g
lich einfacheres Modell glie-
dern (Abbildung 1.4). Hier- >

bei wird nur das Kopf-
gruppenvolumen und das
Lipidgruppenvolumen be-
trachtet. Ist die Kopfgrup-
pe kleiner als das Lipid-
gruppenvolumen so spricht
man von einem invertierten
Kegel (lyso-MPC)(a). Sind
beide Bereiche etwa gleich
grof, so spricht man von ei-
nem Zylinder (DMPC)(b).
Bei einer Kopfgruppe wel-
che grofer ist als das
Lipidkettenvolumen spricht
man von einem Kegel (DO-
PE)(c). Die unterschied-
lich geformten Lipide bil-
den unterschiedliche Struk-
turen aus. Die invertierten Apbildung 1.4: Ubersicht iiber die Formméglichkeiten und
Kegel bilden Mizellen aus. die daraus resultierenden Gruppenanord-
Zylinderférmige Lipide nei- nungen von Lipiden.

gen zur Bildung von Dop-

pelschichten und kegelférmige Lipide bilden invertierte hexagonale Phasen aus.|
Die Form der Lipide ist Grundlage eines Konzeptes, das in einem der folgenden Kapitel

b

23,24]




1.6. Peptid-Membran-Interaktionen Einleitung

dieser Arbeit die Grundlage fiir die durchgefiihrten Untersuchungen ist. Ist das Lipid
kegelformig so wird es Strukturen formen, welche eine negative Kriimmung haben, d.
h. die Ketten zeigen nach aufen und die Kopfgruppen nach innen. Liegen diese Lipide
als Doppelschicht vor, so resultiert das in potentiellem Freiraum in der Kopfgruppen-
region. Bei invertierten Kegeln ist in der Lipiddoppelschicht der potentielle Freiraum
in der Kettenregion.

Wenn Peptide zu diesen Lipiddoppelschichten gegeben werden, fiihrt dies dazu, dass
die Peptide sich an der Oberfliche der Membran befinden oder transmembrane Ori-
entierungen einnehmen kénnen.[2:28] Dies ist in Abbildung 1.5 gezeigt. Die genauen
mechanistischen Details von Peptid-Membran-Interaktionen werden im n#chsten Ab-
schnitt genauer erldutert.

Abbildung 1.5: Durch die spontane Kriimmung von Lipiden hervorgerufene Freirdume in
Ketten- (links) oder Kopfgruppenregion (rechts) von Lipiden.

Die spontane Kriimmung von Lipiden ist messbar. Kollmitzer et al. haben dies fiir
verschiedene Lipidsysteme mittels kleinwinkliger Réntgenbeugung an invertierten he-
xagonalen Phasen durchgefiihrt.[27]

1.6. Peptid-Membran-Interaktionen

Die Fahigkeit Mikroorganismen zu téten hingt hauptséchlich von der Fahigkeit der
AMPs ab mit der cytoplasmatischen Membran (CM) dieser Organismen wechselzuwir-
ken. Um mit dieser CM in Kontakt zu treten miissen diese Peptide die das Bakterium
umgebenden Strukturen passieren. Dies schliefst die &uflere Membran Gram-negativer
Bakterien und die Zellwinde von Bakterien und Pilzen ein.

Die Wechselwirkung der
Peptide mit diesen Mem-
branen ist mit einer Viel-

hl Method
cucht worden. Bs g o JENTRIRRRIRROOTI AT TOOTY
nige Modelle, welche die WW%W%%W %%w

Interaktion mit der Mem-

bran beschreiben. Fir ly- Abbildung 1.6: Das hauptséichlich fiir Alamethicin giiltige
tisch agierende Peptide gibt Fassdauben-Modell der Porenbildung.

es drei Hauptmechanismen.

Das Fassdauben-Modell (Abbildung 1.6) wurde erstmals in den 1970ern postuliert. 8]




1.6. Peptid-Membran-Interaktionen Einleitung

Diesem Modell zu Folge binden a-helikale AMPs elektrostatisch an die Kopfgruppen
der Lipide der bakteriellen Membran in einer Orientierung parallel zur Membrano-
berfliche. Aggregation und Insertion fiihren zu einer transmembranen Orientierung,
welche einen fassartigen Charakter hat. Die Pore ist so konstruiert, dass die hydro-
phoben Oberflichen der Peptide mit dem hydrophoben Inneren der Membran wech-
selwirken wihrend die hydrophilen Reste das Innere der Pore auskleiden. Diese Art
der Porenbildung ist akzeptiert fiir Alamethicin und andere Peptaibole aus der Pilzart

Trichoderma.29:30)

Die ringférmige Pore, oder
Wurmloch, ist ein Mo-
dell, das fiir die Magainine
und Protegrine vorgeschla-
gen wurde.l?1733] Das Mo-
dell verwendet ein initiales
Membranbinden und Ori-
entieren der Peptide, wel-
ches dem des Fassdauben-
Modells recht dhnlich ist.
Die Aggregation der Peptide fithrt dann allerdings dazu, dass sich eine positive Kriim-
mung ausbildet, welche mit einer groferen Distanz zwischen den Lipidkopfgruppen
einhergeht. Sobald eine kritische Konzentration erreicht wird, reorientieren sich die
Peptide in eine transmembrane Orientierung (Abbildung 1.7). Dies fiithrt dazu, dass
die Membran ausgehohlt wird und sich schlussendlich eine Pore bildet. Im Gegensatz
zum Fassdauben-Modell sind die Poren von polaren Kopfgruppen umgeben. Somit
sind diese Poren von polaren Kopfgruppen und den hydrophilen Oberflichen der Pep-
tide ausgekleidet. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese Poren kurzlebig sind
und ihre Auflésung zu einer nicht-lytischen Membrantranslokation der Peptide fithren
kann.[34

Abbildung 1.7: Ringférmige-Poren-Modell.

Das dritte Modell wird
Teppich-Modell genannt
(Abbildung 1.8). Es wur-
de erstmals verwendet um
die Membraninteraktionen
von Dermaseptin zu be-
schreiben, welches aus dem
Baumfrosch Phyllomedusa
sauvagit isoliert wurde. Das
Teppich-Modell ist eigent-
lich der FExtremfall des
Ringférmige-Poren-Modells.
Auch hier sind die Peptide Abbildung 1.8: Teppich-Modell.

zunéchst parallel zur Ober-

fliche ausgerichtet. Uberschreitet die Konzentration ein kritisches Level, so reorientie-
ren sich die Peptide und formen ringférmige Poren. Irgendwann werden diese Poren
zu Inseln in der Membran, was schlussendlich zum Kollaps der Membran via Desta-
bilisierung und Micellisierung fijhrt.[35-36]

Ein weiteres Modell ist das Shai-Huang-Matsuzaki-Modell (SHM).I637 Dieses wurde
erstmals von Zasloff et al. beschrieben und versucht die verschiedenen Modelle zu
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vereinen und in eine zeitliche Reihenfolge zu bringen. Das SHM-Modell ist in Abbil-
dung 1.9 gezeigt.

Abbildung 1.9: Shai-Huang-Matsuzaki-Modell.[6:37],

Zuerst werden die a-helikalen AMPs von der negativ geladenen duferen Oberfliche
der Membran der Bakterien angezogen (a). Anschliefend binden die Peptide an die
geladenen Membranen und bedecken sie wie ein Teppich. Dann werden diese AMPs
in die Membran inkorporiert, welches von einer Ausdiinnung der dufseren Lipidschicht
begleitet wird (b). Dies fiihrt zu einer Flichenvergrokerung relativ zur inneren Lipid-
schicht und resultiert in einer Deformation der Doppelschicht (Orangene Pfeile)(c).
Es treten “Wurmlécher und durchlissige Poren auf, welche die Translokation von
Lipiden und AMPs ermoglichen (d). In einigen Fillen kommt es zur Diffusion der
AMPs zu intrazelluldren Zielen (e). In anderen Fillen tritt Fragmentierung auf und
eine Zerstorung der Membran kann einsetzen (f).

1.7. Die Familie der Magainin-Peptide

Es hat sich gezeigt, dass die Haut von Amphibien eine reiche Quelle antimikrobiell ak-
tiver Substanzen ist. Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide der Magainin-Familie
stammen aus dem afrikanischen Frosch Xenopus laevis. Dieser Frosch gehort zur Fa-
milie Pipidae, welche hauptsichlich in Afrika siidlich der Sahara vorkommt.138 Ver-
schiedene Varianten dieser Peptide kommen in den verschiedenen Spezies der Familie
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Pipidae vor.13¥l Diese Peptide werden in den wihrend der Metamorphose erstmals
auftretenden Driisen der Haut gefunden.!39]

1.7.1. PGLa

Die Existenz von PGLa wurde 1983 durch Untersuchung einer cDNA-Bibliothek von
Hautsekreten von Amphibien, auf der Suche nach Peptiden, welche verwandt sind mit
Hormonen und Neurotransmittern von Saugetieren, von Kreil et al. vorhergesagt.[4?]
Dieses aus 24 Aminosiuren bestehende Peptid wurde PYLa genannt: 2 Jahre spéter
konnte ein sehr dhnliches Molekiil tatséchlich isoliert werden, welches nun PGLa (Pep-
tid von Glycin nach Leucinamid) genannt wurde und 21 Aminoséuren enthielt.*!) Die
Sequenz ist in Tabelle 1.3 gezeigt.

Tabelle 1.3: Sequenzen von PGLa und MSI-103.14?l

Peptid Substituierte Sequenz

Position
PGLa - GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH»
MSI-103 - KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH»

PGLa ist ein kationisches, lineares, a-helikales AMP. Es hat eine Gesamtladung von
+5 und ist wasserloslich.[*3l In wissriger Umgebung liegt es als ungeordnete Struk-
tur vor. Sobald das Peptid an Lipiddoppelschichten bindet, formt es eine a-helikale
Struktur. Diese Struktur ist amphipathisch, d. h. es gibt einen hydrophoben und einen
hydrophilen Bereich. Dieser amphipathische Charakter wird durch die Helikale-Rad-
Darstellung in Abbildung 1.11 verdeutlicht. Hier sind hydrophobe Aminosiuren in
gelb, hydrophile Aminosduren je nachdem ob geladen oder ungeladen verschieden-
farbig (blau - positiv geladen, hellblau - polar) und Glycine in griin gezeigt. PGLa
ist aktiv gegen verschiedene Mikroorganismen und dient dem Frosch vermutlich als
Verteidigungsmechanismus gegen eben jene. PGLa wurde oft eingesetzt um Peptid-
Membran-Interaktionen zu untersuchen.®®! In Untersuchungen von Glaser et al. mit-
tels Festkorper-NMR konnte gezeigt werden, dass das Peptid die Fahigkeit besitzt
sich in Lipiddoppelschichten zu neigen. Bei niedrigen Konzentrationen (P /L) liegt es
flach auf der Membran (S-Zustand). Bei hohen Konzentrationen neigt es sich in die
Membran (T-Zustand). Dies fiihrt zu der Vermutung, dass dieses Peptid bei hohen
Konzentrationen dimerisiert (Homodimer).[*!! Die Orientierungsmoglichkeiten eines
AMPs sind in Abbildung 1.10 dargestellt.

Des Weiteren konnte von
Afonin ef al. gezeigt wer-
den, dass PGLa bei hohen
Konzentrationen, abhingig
von der Temperatur, un-
terschiedliche Orientierun-

gen in DMPC/DMPG ein- |-Zustand T-Zustand S-Zustand

nimmt.  Bei sehr hohen  Appildung 1.10: Orientierungsmoglichkeiten eines AMPs
Temperaturen (> 45 °C) in Lipiddoppelschichten (I, T-, S-
orientiert sich PGLa an der Zustand).

Oberfliche (S-Zustand). Zwi-
schen 25 °C und 45 °C ist es in einem T-Zustand orientiert (Homodimer) und bei
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Temperaturen unter 25 °C (Subgelphase) orientiert es sich in einen transmembra-
nen Zustand (I-Zustand).[*”! Es wurden Versuche unternommen PGLa zu optimie-
ren, d. h. die biologische Aktivitdt zu steigern. Einige Vertreter wurden von Maloy
et al. untersucht.[*?l Ein Vertreter, der in dieser Arbeit untersucht wurde, ist MSI-
103. Die Sequenz von MSI-103 ist in Tabelle 1.3 gezeigt und besteht dreimal aus
der gleichen Aminosdureabfolge ([KIAGKIA|3). Es zeigt eine hohere Aktivitdt und
ghnliche Orientierungseigenschaften wie PGLa auf Modellmembranen. Es ist in wss-
riger Umgebung auch ungeordnet und bildet eine a-helikale Struktur aus sobald es an
Lipiddoppelschichten bindet.*6l Die Sequenzen von MSI-103 und PGLa sind in der
Helikalen-Rad-Darstellung in Abbildung 1.11 gezeigt.

Abbildung 1.11: Sequenzen der Peptide PGLa (links) und MSI-103 (rechts) in der
Helikalen-Rad-Darstellung. Die Aminosduren sind farblich in Gruppen ein-
geteilt (Positiv geladen - dunkelblau, polar - hellblau, Glycin - hellgriin,
hydrophob - gelb).

1.7.2. Magainin 2

Uber die Isolation der Magainine wurde erstmals von M. Zasloff 1987 berichtet. Er
beschrieb zwei Peptide, die 23 Aminosaduren enthielten, welche sich an zwei Positionen
unterschieden, wasserldslich waren und antimikrobielle Aktivitéit zeigten. Eine Analyse
der cDNA zeigt, dass beide Molekiile vermutlich aus einem gréferen Vorlduferprotein
entstammen.[®! Die Sequenzen der beiden Peptide sind in Tabelle 1.4 gezeigt.

Tabelle 1.4: Von M. Zasloff aus X. laevis isolierte Magainine.

Peptid Sequenz
Magainin 1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS—-0OH
Magainin 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS—-OH

Magainin 2 (Mag2) ist von den Magaininen das wesentlich intensiver untersuchte Pep-
tid. Es gehort auch zur Klasse der linearen, kationischen a-helikalen AMPs und ist
wasserloslich. Die Gesamtladung des Peptids ist +3 und es ist im Gegensatz zu PGLa
und MSI-103 kein Amid. Auch dieses Peptid ist in wéssrigem Millieu ungeordnet und
bildet bei Bindung an Lipiddoppelschichten eine a-helikale Struktur aus.[*”l Die Am-
phipathizitét dieser Helix ist durch die Darstellung als helikales Rad in Abbildung 1.12

10
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verdeutlicht. Auch Mag?2 ist
gegen Mikroorganismen ak-
tiv und wurde daher mit-
tels Festkorper-NMR un-
tersucht. Es konnte von
Bechinger et al. mit dem
Mag2 amid und von Strand-
berg et al. mit Mag2 gezeigt
werden, dass sich dieses
Peptid an der Oberfliche
der Membranen orientiert
(S-, T-Zustand) [2648:09]

Mittels Roéntgenbeugungs-
experimenten konnte ge-
zeigt werden, dass Mag2
Konzentrationen unterhalb
einer kritischen, lytischen

Abbildung 1.12: Mag2 in der Helikalen-Rad-Darstellung.
i ) Die Farbgebung der Aminosduren ist wie
Konzentration zu einer Aus- in Abbildung 1.11 (Rot - negativ geladen).
diinnung der Membran fiih-

[59] Bei hohen Peptidkonzentrationen kommt es zur Porenbildung. Als Mechanis-
mus wurde die ringférmige Pore vorgeschlagen. Mag2 ist somit auch eines der Mo-
dellpeptide fiir diese Art der Pore.[’! Die Aktivitit, die dieses Peptid gegen Mikroor-
ganismen zeigt, ist eher mittelméfig im Vergleich mit Vertretern seiner Klasse (z. B.
PGLa). Aus diesem Grund wurde auch in diesem Fall der Versuch unternommen die
Aktivitdt dieses Peptids durch Mutationen zu erhdhen und zeitgleich die héimolytische
Aktivitit zu senken.[*252-55] Vor allem Anderungen der Gesamtladung fithren zu einer
erhéhten Aktivitat.[42:54

ren.

1.7.3. Synergie zwischen PGLa und Magainin 2

Die zwei antimikrobiellen Peptide PGLa und Mag?2 zeigen Synergie, d. h. die Peptide
verstirken sich gegenseitig und sind in der Mischung wesentlich aktiver als die Ein-
zelkomponenten. Dies konnte von Westerhoff et al. und Vaz Gomes et al. mit E. coli
Bakterien, Tumorzellen und proteinfreien Liposomen gezeigt werden.?857] In fluores-
zenzspektroskopischen Untersuchungen von Matsuzaki ef al. konnte gezeigt werden,
dass die hochste synergistische Interaktion in der 1:1-Mischung stattfindet (Abbil-
dung 1.13).[58] Hierbei wurden EYPG LUV’s verwendet, da die Peptide unterschied-
lich geladen sind und eine unterschiedlich starke Bindung ausgeschlossen werden sollte.
Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die zwei Peptide ein Heterodimer bil-
den. Festkorper-NMR spektroskopische Untersuchungen von Tremouilhac et al. haben
gezeigt, dass sich PGLa in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 in eine trans-
membrane Orientierung begibt.[%! Die Orientierung von Mag2 wurde auch untersucht
und es konnte von Salnikov et al1%] und Strandberg et al.[*%l gezeigt werden, dass sich
Mag? in Gegenwart einer equimolaren Menge an PGLa an der Membranoberfliche ori-
entiert (T-Zustand).[26:60]

Eine Querverkniipfungsstudie von Hara et al., mit an den Termini um Cystein erwei-
terten Peptiden, zeigte, dass die iiber die gleichen Termini verkniipften Peptide eine
hohere Aktivitdt als die iiber entgegengesetzte Termini verkniipfte Peptide zeigen.

11
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Dies fiihrte zur Vermutung, dass die Peptide ein paralleles Heterodimer bilden.l61l

Auf Grund dieser Wech-
selwirkung sind diese zwei 80
Peptide interessanter als
gewohnliche AMPs. Aus
der Kenntnis des Mecha-
nismus koénnen neue Kon-
zepte zur Wirkstoffverstar-
kung anderer antimikrobi-
ell aktiver Molekiile entwi-
ckelt werden. Genauere me-
chanistische Details zu fin-
den ist Ziel dieser Arbeit
und wird in den néichsten
Kapiteln ndher behandelt.

[=2]
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T

Leakage @5 min [%]
H
o
I
Il

N
(=]

0 0,5 1
PGLa Molenbruch

Abbildung 1.13: Durch verschiedene Peptid-zu-Peptid-
Verhiltnisse verursachtes Leakage aufge-
tragen gegen den PGLa Molenbruch.[?8!
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2. Zielsetzung

e In Zuge dieser Arbeit sollte das Orientierungsverhalten der aus X. laevis isolier-
ten Peptide PGLa und Mag2 alleine und in einer equimolaren Mischung in unter-
schiedlichen Lipidsystemen mittels "N-, und "F-Festkorper-NMR-Spektrosko-
pie untersucht werden. Die Lipide und Lipidsysteme sollten in Alkylkettenldnge,
Sattigung der Alkylketten, Zahl der Alkylketten und der Art der Kopfgruppe
variieren. Dies sollte Aufschluss dariiber geben, ob AMPs eine von der spontanen
Kriimmung von Lipidsystemen abhingige Orientierung zeigen.

e Die aus der Literatur bekannte Hypothese, dass PGLa und Mag2 in der 1:1-
Mischung am effektivsten sind, sollte fiir die verschiedenen, in dieser Arbeit
verwendeten, experimentellen Aufbauten untersucht werden. Ein weiteres Ziel
der Untersuchungen war, wann PGLa und Mag2 in Wechselwirkung treten. Ge-
schieht dies schon in Losung oder sind die Lipide der cytoplasmatischen Mem-
bran mit involviert? Konzentrationsabhingige Untersuchungen in Gegenwart
von Lipiden sollten Aufschluss iiber die Stdrke der Wechselwirkung und die Ko-
operativitit zwischen den Molekiilen geben.

e Durch Einfiihren von auf Arbeitshypothesen basierenden Verinderungen in den
Peptiden sollte Aufkldrung iiber die Art der Wechselwirkung zwischen PGLa und
Mag?2 erlangt werden. Basierend auf verschiedenen Wechselwirkungstypen soll-
ten Mutationsgruppen entwickelt werden, welche die Interaktion unterbinden.
Dies sollte Aufschluss iiber die Natur der Wechselwirkung geben und Riick-
schluss auf involvierte Aminoséuren geben.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Verwendete Chemikalien

Wihrend der Syntheseschritte, der Vorbereitung der Proben fiir die CD-, NMR-,
Fluoreszenz-Spektroskopie und Mikrobiologie wurden die in Anhang A in Tabelle A.3
aufgelisteten Chemikalien eingesetzt. Es wurden Verbrauchsmaterialien von Discardit,
Eppendorf, VIWR, American National Can und Falcon eingesetzt.

3.1.2. Festphasenpeptidsynthese
Ein Teil der Sequenzabschnitte wurden an einem Mikrowellensyntheseautomat der

Firma CEM und einem Syntheseautomaten der Firma MultiSynTech hergestellt. Die
einzelnen Bauteile sind in Tabelle 3.1 angefiihrt.

Tabelle 3.1: Bei der Festphasenpeptidsynthese verwendete Gerite.

Material Firma

Analysenwaage BP 301 S Sartorius, Gottingen, Deutschland
Discover (Mikrowellenteil) CEM, Kamp-Lintfort, Deutschland
Liberty (Syntheseautomat) CEM, Kamp-Lintfort, Deutschland
Syro 1l (Syntheseautomat) MultiSyn Tech, Witten, Deutschland
Manuelle Reaktoren mit Stempel und Fritten  Biotage, Uppsala, Schweden
Software: Pepdriver, Version 2.5.4 CEM, Kamp-Lintfort, Deutschland
Zentrifuge 3-18K Sigma, Osterode, Deutschland

3.1.2.1. Peptide
In Tabelle 3.2 bis Tabelle 3.8 sind alle Peptide angefiihrt, die im Laufe dieser Doktor-

arbeit verwendet wurden. Die Reinigungsgradienten, Ausbeuten und molaren Massen
sind in Anhang A in Tabelle A.1 und Tabelle A.2 aufgefiihrt.
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3.1. Material

Material und Methoden

Tabelle 3.2: Wildtypen und '®N-markierte Wildtypen.

Peptid Substituierte Sequenz
Position

Mag2-WT? - GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS—-OH
Mag2-15N-L6 Leu6 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS—OH
MSI-1032 - KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MSI-103-'°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
PGLa-WT2 - GMASKAGATIAGKIAKVALKAL-NH,
PGLa-'°N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,

“Synthetisiert und gereinigt von Andrea Eisele und Kerstin Scheubeck.

Tabelle 3.3: Im Zuge der Doktorarbeit verwendete CF3-L-Bpg-markierte Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz
Position

Mag2-1F-L6 Leu6 GIGKF (CF3—L-Bpg) HSAKKFGKAFVGEIMNS
Mag2-F-G13 Gly13 GIGKFLHSAKKF (CF3—L-Bpg) KAFVGEIMNS
Mag2-19F-A152 Alals GIGKFLHSAKKFGK (CF3—L-Bpg) FVGEIMNS
Mag2-°F-F16 Phel6 GIGKFLHSAKKFGKA (CF3-L-Bpg) VGEIMNS
Mag2-F-V17 Vall7 GIGKFLHSAKKFGKAF (CF3—L—-Bpg) GEIMNS
Mag2-19F-G18 Gly18 GIGKFLHSAKKFGKAFV (CF3—L-Bpg) EIMNS

“Synthetisiert und gereinigt von Giinther Pritz.

Tabelle 3.4: Fiir die Untersuchungen der Ladungsinteraktion verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
PGLa-K5E - GMASEAGAIAGKIAKVALKAL-NH»
PGLa-K12E - GMASKAGAIAGEIAKVALKAL-NH,
PGLa-K15E - GMASKAGAIAGKIAEVALKAL-NH,
PGLa-K19E - GMASKAGAIAGKIAKVALEAL-NHs
PGLa-K19E-15N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALEAL-NH,
Nbglﬁnﬁd - GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS—NHo
Mag2-E19Q - GIGKFLHSAKKFGKAFVGQIMNS—-OH
Mag2-E19K - GIGKFLHSAKKFGKAFVGKIMNS—-OH

Mag2-E19K-amid

GIGKFLHSAKKFGKAFVGKIMNS—NHy

Tabelle 3.5: Fiir die Untersuchungen der PtM-Mutationen® verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz
Position

PtM-C1 - GMASKAGAIAGKIAKIAGKIA-NH,
PtM-C1-'°N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKIAGKIA-NH,
PtM-A1P - KIAGKIAKIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A1-15N-A10P Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A2°¢ Alal0 KIAGKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A2-15N-A10° Alal0 KIAGKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A3-15N-A10d Alal0 GMASKIAKIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A6I-'°N-A10 Alal0 GMASKIGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-G7A-15N-A10 Alal0 GMASKAAATAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-ASK-'°N-A10 Alal0 GMASKAGKIAGKIAKVALKAL-NH,

“PtM bedeutet ,from PGLa to MSI-103“.

"PtM-A1 wurde im Zuge dieser Arbeit von PtM-N2 nach PtM-A1 umbenannt.
‘PtM-A2 wurde im Zuge dieser Arbeit von PtM-N1 nach PtM-A2 umbenannt.
4PtM-A3 wurde im Zuge dieser Arbeit von PtM-N3 nach PtM-A3 umbenannt.
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Tabelle 3.6: Fiir die Untersuchungen der MtP-Mutationen® verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz
Position

MtP-I6A-1N-A10 Alal0 KIAGKAAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-A7G-N-A10 Alal0 KIAGKIGKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-K8A-°N-A10 Alal0 KIAGKIAAIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-G4S-A7G-15N-A10 Alal0 KIASKIGKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-I6A-A7G-15N-A10 Alal0 KIAGKAGKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-K8A-A7G-1°N-A10 Alal0 KIAGKIGAIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-A3-1°N-A10P Alal0 KIAGKAGAIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-A4-1°N-A10°d Alal0 KIAGKAGATIAGKIAKIALKIA-NH,
MtP-A7G-G18L-15N-A10  Alal0 KIAGKIGKIAGKIAKIALKIA-NH,

“MtP bedeutet ,from MSI to PGLa".

PMtP-A3 wurde im Zuge dieser Arbeit von MtP-Nx3 nach MtP-A3 umbenannt.
°MtP-A4 wurde im Zuge dieser Arbeit von MtP-Nx4 nach MtP-A4 umbenannt.
4Synthetisiert und gereinigt von Olga Kukharenko.[?!

Tabelle 3.7: Fiir die Untersuchungen des GxxxG-Motivs verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
PGLa-G11I-'5N-A10 Alal0 GMASKAGAIAIKIAKVALKAL-NH,
PGLa-GS1-15N-A10? Alal0 GMASKAAATAGKIGKVALKAL-NH,
PGLa-GS2-15N-A10? Alal0 GMASKATIAGAIKGAKVALKAL-NH,

“GS bedeutet ,Gly-shift*.

Tabelle 3.8: Fiir die Untersuchungen der MtM-Mutationen® verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
MtM-C1 - KIAGKIAKIAGKIAKIAVGEIMNS-OH
MtM-C2 - GIAGKIAKIAKKIAKIAVGEIMNS-OH
MtM-C3 - KFAGKFAKIAGKFAKIAVGEIMNS—-OH
MtM-C4 - KGAGKIAKSAKKIAKAAVGEIMNS-OH
MtM-GIG - GIGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NHy

“MtM bedeutet ,from MSI to Mag2“

3.1.2.2. Bei der Festphasenpeptidsynthese zur Abspaltung vom Harz
verwendete Lésungen

Folgende Losungen wurden zur Abspaltung der Peptide vom Harz verwendet:
Abspaltungslosung 1: TFA:TA:HyO:EDT:TIS:Phenol (77,5:5:5:2,5:5:5% v/v).

Abspaltungslosung 2: TFA:TA:HoO:EDT:MesS (82,5:5:5:2,5:5% v/v), 100 puL TIS,
50 mg NHyI, 75 mg Phenol pro mL.[63]

Abspaltungslésung 3: TFA:TIS:H»0 (92,5:5:2,5% v/v).
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3.1.2.3. Blockierung durch Acetylierung von nicht reagierten Eduktmolekiilen

Um das Weiterwachsen von unerwiinschten Peptidfragmenten zu verhindern, wurden
diese mittels Essigsdureanhydrid am N-Terminus N-Acetyl-geschiitzt (engl.: capping).
Fiir diese Art von Reaktion wurde die folgende Ldsung verwendet:
Acetylierungs-Losung: 80 mg HOBt, 2,2 mL Essigsdureanhydrid, 1,0 mL DIPEA in
40 mL. NMP.

3.1.3. Reinigung der Peptide mittels RP-HPLC

Die Peptide wurden mittels RP-HPLC gereinigt. Die dafiir verwendeten Gerite sind
in Tabelle 3.9 aufgefiihrt.

Tabelle 3.9: Material RP-HPLC.

Material Firma

Lyophilisator Christ, Osterode, Deutschland
MD-2087 Plus Intelligent Multiwavelenght Detektor Jasco, Tokyo, Japan

PU-2087 Plus Intelligent Pumpen Jasco, Tokyo, Japan
Siulenofen Jasco, Tokyo, Japan
Semipréiparative Sdule, C18 CAT.#218TP1010 W.R. Grace & Co., USA
Software: Chrompass Jasco, Tokyo, Japan

Varian Saule Varian, USA

3.1.3.1. Verwendete Elutionsmittel in der RP-HPLC

Folgende Laufmittel wurden zur Aufreinigung der Rohpeptide verwendet:

Laufmittel A: 90 % H>0O, 10 % AN, 5 mM HCl
Laufmittel B: 10 % H20, 90 % AN, 5 mM HCI

3.1.4. Produktkontrolle

Die verschiedenen Synthese- und Reinigungsschritte wurden mittels LC-MS iiberpriift.
Fiir die Fliissigchromatographie wurde ein Standardgradient von 10-90 % B iiber
32 min. bei 35 °C, 5 mM TFA und einer Flussrate von 0,35 mL/min verwendet. Die
Bausatzelemente der LC-MS sind in Tabelle 3.10 aufgefiihrt.

Tabelle 3.10: Material LC-MS.

Material Firma

ESLmicroTOF Massenspektrometer Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland
LC-System Agilent 1100 Series Agilent, Santa Clara ,USA

Software: Hystar Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland
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3.1.5. Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Fiir die Untersuchung der Sekundéarstruktur wurden CD-spektroskopische Messungen
durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Gerdte sind in Tabelle 3.11 aufgefiihrt.

Tabelle 3.11: Material CD-Spektroskopie.

Material Firma

CD-Spektropolarimeter J-815 Jasco, Tokyo, Japan

Kiivetten Hellma, Miilheim, Deutchland

Software: Spectra Manager Jasco, Tokyo, Japan

Ultraschallbad: UTR200 Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Deutschland

3.1.6. Festkorper-NMR-Spektroskopie

Die fiir die Festkérper-NMR-spektroskopischen Untersuchungen verwendeten Geréte
und Materialien sind in Tabelle 3.12 zu sehen.

Tabelle 3.12: Fiir die Festkdrper-NMR-Spektroskopie verwendete Gerdte und Materialien.

Material Firma
Deckglaser: 7,5 mm x 15 mm, 7,5 mm x 9 mm Marienfeld GmbH € Co KG,
Lauda-Ko&nigshofen, Deutschland
Feinwaage Sartorius, Gottingen, Deutschland
Hydratationsbox Tupperware, Orlando, USA
Mikroliterspritze, 50 plL Hamilton, Briittisellen, Schweiz
NMR-Spektrometer Bruker Avance 500 MHz Bruker, Rheinstetten, Deutschland
NMR-Spektrometer Bruker Avance 600 MHz Bruker, Rheinstetten, Deutschland
Ofen: Heraeus Kendro, Hanau, Deutschland
Software: Topspin, Version 2.1 & Version 3.2 Bruker, Rheinstetten, Deutschland
Ultraschallbad: Ultrasonic cleaner VWR, Darmstadt, Deutschland

3.1.7. Fluoreszenzspektroskopie

In Tabelle 3.13 sind die bei der Fluoreszenzspektroskopie verwendeten Gerédte und
Materialien aufgelistet.

Tabelle 3.13: Fiir die Fluoreszenzspektroskopie verwendete Gerédte und Materialien.

Material Firma

Spektrofluorimetersystem Fluoromax-2 HORIBA Jobin Ywon, Unterhaching,

Deutschland
Laborzentrifuge 2-6 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode,
Deutschland
Avanti Mini-Extruder Avanti Polar Lipids, Alabama, USA
Filter 100 nm Avanti Polar Lipids, Alabama, USA
Quarzkiivetten, 2 ml: Hellma 101 QS Hellma Analytics, Miillheim, Deutschland
Datamax Std. v2.20 Software HORIBA Jobin Ywon, Unterhaching,
Deutschland
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3.1.8. Hamolyse

Die fiir die Hamolyse verwendeten Gerdte und Materialien sind in Tabelle 3.14 aufge-
listet.

Tabelle 3.14: Verwendete Gerdte und Materialien.

Material Firma

6K15 Zentrifuge Sigma Laboratory Centrifuges, Osterode,
Deutschland

SmartSpecPlus Spectrophotometer Bio-Rad, Hercules, USA

3.1.9. Biologische Tests

Die fiir die biologischen Test verwendeten Geréte und Materialien sind in Tabelle 3.15
aufgefiihrt.

Tabelle 3.15: Verwendete Gerate und Materialien.

Material Firma

Unimax 1010 Heidolph Instruments GmbH €
Co. KG, Schwabach, Deutschland

Inkubator 1000 Heidolph Instruments GmbH €&
Co. K@, Schwabach, Deutschland

Stammhaltung-Cryobank-System MAST Diagnostica GmbH,
Reinfeld, Deutschland

Systec VX 65 Autoklav Systec GmbH, Wettenberg,
Deutschland

Tiefkiihllagerschrank Herafreeze HFU 586 basic Heraeus, Hanau, Deutschland

CB 150-COg2-Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen,
Deutschland

SmartSpecPlus Spectrophotometer Bio-Rad, Kalifornien, USA

3.1.10. Peptidgrafiken

Alle grafischen Darstellungen der Peptide wurden mit der Software Chimera der Uni-
versitdt Kalifornien erstellt. Die Torsionswinkel der a-Helices waren ¢ = -57,0° und
Y = -47,0°.

3.2. Methoden

3.2.1. Festphasenpeptidsynthese

Alle Peptide wurden mittels der von Nobelpreistriager Robert B. Merrifield entwi-
ckelten Festphasenpeptidsynthese hergestellt.[64] Hierbei wird die erste Aminosaure
auf einem Harz immobilisiert und Schritt fiir Schritt das Peptid synthetisiert. Dies
vereinfacht die Wasch- und Reaktionsschritte stark, da das Molekiil auf einer festen
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Phase immobilisiert ist. Bei den Harzen handelt es sich meist um unldsliche Polyme-
re, was den Einsatz von organischen Losungsmitteln erlaubt. An dieses Harz ist ein
Linker gekniipft, an den das Peptid gekniipft ist. Die in dieser Arbeit verwendeten
Linker sind in Abbildung 3.1 gezeigt. In allen Synthesen wurde eine Fmoc-Strategie
verwendet. Diese Strategie arbeitet mit orthogonalen Schutzgruppen. Hierbei

ist Fmoc eine temporére
Schutzgruppe und wird vor
jeder Aminosdurekupplung
vom Peptid abgespalten.
Eine schematische Darstel-
lung der Festphasenpep-
tidsynthese ist in Abbil-
dung 3.2 gezeigt. Zudem
gibt es, um die Seitenketten
der Aminosduren zu schiit-
zen, Schutzgruppen (SG),
die unter zu Fmoc orthogo-
nalen Reaktionsbedingun-
gen abspaltbar sein miissen.
Fiir alle Synthesen der mar-
kierten Mag2-Analoga wur-
de ein Wang-Harz verwen-

O /@OH
o

O ™

NH, OMe

Abbildung 3.1: Unterschiedliche Linker (Wang - oben,
Rink - unten).[65.66]

det, auf welchem Fmoc-geschiitztes Serin immobilisiert war. Die Beladung des Harzes
mit Serin war 0,38 mmol/g. Auf diesem Harz fand die Synthese statt, welche in einer
Ansatzgrofe von 250 pmol durchgefithrt wurde. Fiir alle Synthesen der PGLa-Analoga
und allen anderen Peptide mit C-terminalen Carbonsdureamid wurde ein Rink-Harz
verwendet. Auf diesem Harz war keine Aminosdure immobilisiert. Die Beladung des
Harzes war 0,6 mmol/g und die Synthesen erfolgten in einer Ansatzgroéke von 100

pmol.

SG;

$G,
i H s Fmoc 0
oty __ g N-imoc
M n mal entschutzen X
und kuppeln SG1 > SG

X+1

1.) Entschitzen
2.) Abspaltung vom Harz

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Festphasenpeptidsynthese (R - Rest, SG -
Schutzgruppe).
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3.2.1.1. Synthese der ’N-markierten-Magainin-Analoga

Der erste Abschnitt der Synthese, beginnend mit Aminosdure 22, da Aminosdure 23
schon auf dem Harz immobilisiert war, wurde am Mikrowellensyntheseautomat (CEM)
durchgefiihrt. Dieser Sequenzabschnitt endete mit der Aminosdure (AS) vor der zu
markierenden Position. Anschliefend erfolgte eine Acetylierung (Abschnitt 3.2.1.6),
um ein Weiterwachsen unvollstindiger Peptidfragmente zu verhindern. Dann wurde
eine manuelle Kupplung der ?N-markierten Aminoséure (Abschnitt 3.2.1.4.1) durch-
gefiihrt. Die in der Sequenz folgende Aminosdure wurde auch manuell gekuppelt (Ab-
schnitt 3.2.1.5). Der restliche Sequenzabschnitt wurde am Mikrowellensyntheseauto-
mat mit dem in Abschnitt 3.2.1.3 beschriebenen Standardprogramm durchgefiihrt.
Anschliefend wurde das Peptid mit 2,5 mL einer 20 %igen Piperidin/DMF-Lésung
eine halbe Stunde lang entschiitzt. Darauf folgte das Waschen mit DMF (3 x 10 mL)
und MeOH (3 x 10 mL). Uber Nacht erfolgte eine Trocknung des Harzes unter vermin-
dertem Druck. Darauthin wurde die Abspaltung vom Harz durchgefiihrt (Abschnitt
3.2.1.9), wobei Abspaltungs-Losung 1 verwendet wurde (1 mL pro 100 mg Harz). Die
Produktkontrolle erfolgte durch Testabspaltungen (Abschnitt 3.2.1.8). Die Produkt-
kontrolle fand an vier Stellen statt: Nach dem ersten Teilstiick der Sequenz, nach der
markierten AS, nach der darauffolgenden AS und nach der vollstdndigen Synthese vor
dem Entschiitzungsschritt.

3.2.1.2. Synthese der ?N-markierten-PGLa und MSI-103-Analoga

Die Synthese erfolgte analog zu 3.2.1.1 beginnend mit Aminosdure 21 (21 AS gesamt),
da keine Aminosdure auf dem Harz immobilisiert war. Die Synthese dieser Peptide er-
folgt nicht am Mikrowellensyntheseautomat, sondern am multiplen Syntheseautomat
(Syro 11) bei RT mit einem zu Abschnitt 3.2.1.3 analogen Syntheseprogramm in offenen
Reaktionsgeféfien. Im Falle der MSI-103-Analoga wurde zum Teil Abspaltungslésung
3 verwendet.

3.2.1.3. Syntheseprogramm am Mikrowellensyntheseautomat

Teilstiicke der Mag2-Analoga wurden am Mikrowellensyntheseautomat der Firma
CEM mit Standard-Fmoc Protokollen synthetisiert. Vor jedem Schritt erfolgten vier
Waschzyklen mit NMP. Zuerst wurde das Harz mit 10 mL DMF und DCM (50% v/v)
in einem 50 mL Reaktionsgefdf gequollen. Anschliefend wurde das Harz in die Re-
aktionskammer transferiert. Vor jedem Kupplungsschritt erfolgte ein Entschiitzungs-
schritt, welcher zweimal mit 10 mL 20%iger Piperidin-Losung iiber eine Dauer von
3 min durchgefithrt wurde. Anschliefend wurden die Kupplungszyklen eingeleitet.
Hierbei wurden 5 mL Aminosiure-Losung (¢ = 0,2 mol/L, AS,; in DMF), 2 mL
HOBt/HBTU-Lésung (jeweils ¢ = 0,4 mol/L, 1:1 in DMF) und 1 mL DIPEA-Lésung
(¢ = 2 mol/LL in NMP) in die Reaktionskammer transferiert. Damit ergab sich das
folgende Stoffmengenverhéltnis: Auf Wang-Harz immobilisierte AS,/AS,4+1/HBTU/
HOBt/DIPEA 1 : 4 : 32 : 3,2 : 8 Die Kupplungen wurden iiber einen Zeitraum
von 5 min bei 75 °C durchgefiihrt. Um eine vollstdndige Reaktion zu erreichen wurde
nach einem weiteren Waschschritt die Kupplung mit den gleichen Parametern wie-
derholt. Ausnahmen von diesem Protokoll waren Histidin und Lysin. Histidin neigt
zur Racemisierung, daher wurden Kupplungen & 5 min bei 50 °C und anschliefend
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4 30 min bei RT durchgefiihrt. Diese Kupplungszyklen erfolgten dreimal, jeweils mit
unterschiedlichen Kupplungsreagenzien, je ein Zyklus mit HBTU/HOBt/DIPEA, Py-
BOP/HOBt/DIPEA und HATU/HOBt/DIPEA. Der Zyklus fiir Lysin erfolgte mit
den gleichen Kupplungsreagenzien wie Histidin bei 75 °C und RT.

3.2.1.4. Manuelle Kupplung der markierten Aminosduren

3.2.1.4.1 N- und YF-markierte Aminosiuren

Das Reaktionsgefdfs der manuellen Kupplungen war ein manueller Reaktor (Spritze)
mit Fritte und Stempel. Vor dem Syntheseschritt wurde die auf dem Harz immobili-
sierte Teilsequenz entschiitzt. Dann wurden 2,2 eq. Fmoc-1"N-markierte Aminoséure,
1,9 eq. HOBt und 1,8 eq. HBTU in einem Falcon in 3 mL DMF gelost. Zu dieser
Lésung wurden 4,0 eq. DIPEA hinzugegeben. Die gesamte Loésung wurde anschlie-
Bend 30 Sekunden mit einem Vortexschiittler durchmischt. Diese Losung wurde zum
Harz in das Reaktionsgefals gegeben. Die Reaktion lief iiber Nacht bei RT. Anschlie-
fend wurde mit DMF (3 x 10 mL) gewaschen und eine Reaktionskontrolle mittels
Testabspaltung durchgefiihrt.

3.2.1.5. Manuelle Kupplung der unmarkierten Aminosduren

Vor dem Syntheseschritt wurde die auf dem Harz immobilisierte Teilsequenz ent-
schiitzt. Dann wurden 6 eq. Fmoc-geschiitzte Aminosiure, 6 eq. HBTU und 6 eq.
HOBt in einem Falcon in 3 mL DMF gel6st. Zu dieser Losung wurden 12 eq. DIPEA
hinzugegeben. Die gesamte Losung wurde anschlieffend 30 Sekunden mit einem Vortex-
schiittler durchmischt, zum Harz in das Reaktionsgefils gegeben und eine Stunde bei
RT reagieren gelassen. Diese Kupplung wurde zweimal durchgefiihrt. Bei Histidin und
Lysin wurde die doppelte Reaktionszeit veranschlagt. Zudem waren es drei Kupplungs-
zyklen, welche zusétzlich zu HBTU/HOBt/DIPEA noch mit PyBOP/HOBt/DIPEA
und HATU/HOBt/DIPEA durchgefiihrt wurden. Die molaren Verhéltnisse der Kupp-
lungsreagenzien entsprachen den oben aufgefiithrten fiir HBTU/HOB¢t. Anschliefend
wurde mit DMF (3 x 10 mL) gewaschen und die Reaktion mittels Testabspaltung auf
Vollstdndigkeit iiberpriift.

3.2.1.6. Blockierung durch Acetylierung von nicht-reagierten Eduktmolekiilen

Zu der auf dem Harz immobilisierten Teilsequenz im Reaktionsgefafs wurden 2,5 mL
Acetylierungs-Losung gegeben. Die Suspension wurde 30 min bei RT auf einem Schiitt-
ler durchmischt. Anschliefend wurde das Harz mit DMF (3 x 10 mL) gewaschen.

3.2.1.7. Entschiitzen

Zu der auf dem Harz immobilisierten Teilsequenz im Reaktionsgefafs wurden 2,5 mL
20%ige Piperidin-Losung gegeben. Die Suspension wurde 30 min bei RT auf einem
Schiittler durchmischt. Anschliefend wurde das Harz mit DMF (3 x 10 mL) gewaschen.
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3.2.1.8. Reaktionskontrolle mittels Testabspaltung

Nach erfolgter Reaktion wurde die auf dem Harz immobilisierte Teilsequenz in der
Spritze mit DMF (3 x 10 mL) und MeOH (3 x 10 mL) gewaschen. Anschliefend wur-
den 10 mg Harz entnommen und eine Stunde unter vermindertem Druck getrocknet.
Das in der Spritze verbliebene Harz wurde in einigen mL. DMF suspendiert. Nach dem
Trocknen wurde das entnommene Harz eine Stunde mit 200 pl. Abspaltungs-Losung
versetzt. Diese Losung wurde durch Filtration vom verbliebenen Harz abgetrennt und
im Argonstrom evaporiert. Der Riickstand wurde mit Diethylether versetzt und ab-
zentrifugiert. Nach dem Abdekantieren des Ethers wurde das Rohpeptid in AN/H»0,
1:1 gelost und mittels LC-MS auf Vollstédndigkeit der Reaktion gepriift.

3.2.1.9. Abspaltung vom Harz

Nach erfolgter Reaktion wurde das Harz in der Spritze mit DMF (3 x 10 mL) und
MeOH (3 x 10 mL) gewaschen. Das Harz wurde eine Stunde unter vermindertem Druck
getrocknet und anschliefend mit 1 mL Abspaltungs-Lésung pro 100 mg Harz versetzt.
Die Reaktionszeit betrug vier Stunden. Die Reaktion wurde im Falle von Abspaltungs-
Losung 1 und 3 bei RT, im Falle von Abspaltungs-Losung 2 bei 0 °C durchgefiihrt.
Die Vorgehensweise war analog zu Abschnitt 3.2.1.8 bis zum Loésen des Peptids. Die
Peptidlosung wurde bei —80 °C eingefroren und anschliefend lyophilisiert.

3.2.2. Reinigung der Peptide mittels RP-HPLC

Die Aufreinigung der Peptide erfolgte mit den im Anhang angefithrten Gradienten. Es
wurden alle Peptide im semipriparativen und préparativen Mafstab gereinigt. Zum
Teil wurde auf eine Vorsdule verzichtet, da die hohe Verunreinigung der Rohpeptide
zu einem Verstopfen der Vorsdule fiihrte. Die Temperatur des Sdulenofens betrug 35
°C. Die Flussrate betrug zwischen 7 mL/min und 15 mL/min.

3.2.3. Zirkulardichroismus-Spektroskopie

Grundlage fiir Funktionsuntersuchungen von Biomolekiilen, speziell a-helikalen AMPs
mittels Festkorper-NMR, ist die Kenntnis der Sekundéarstruktur. Eine seit den 1960er
Jahren etablierte Methode ist die Zirkulardichroismus-Spektroskopie, oftmals auch als
CD-Spektroskopie bezeichnet (engl.: circular dichroism). Die Chiralitit der Peptide,
hauptséchlich verursacht durch die asymmetrischen Ca-Atome nahe den Peptidchro-
mophoren bzw. den aromatischen Seitenkettenchromophoren, erlaubt den Zugang zu
differentiellen Absorptionsspektren, die durch Wechselwirkung dieser Strukturen mit
rechts- oder links- zirkular polarisiertem Licht auftreten.[5”) Der hierfiir verantwortli-
che Zirkulardichroismus-Effekt hat seine Ursache in der unterschiedlich starken Ab-
sorption von rechts- bzw. links- zirkular polarisiertem Licht. In Abbildung 3.3a und
Abbildung 3.3b ist linear polarisiertes und zirkular polarisiertes Licht gezeigt. Im Falle
des linear polarisierten Lichtes schwingt der E-Feld-Vektor in einer Ebene orthogonal
zur Ausbreitungsrichtung. Bei zirkular polarisiertem Licht rotiert der E-Feld-Vektor
links- oder rechtsgingig um die Achse der Ausbreitungsrichtung. Linear polarisiertes
Licht 1dsst sich auch als Summe von rechts- (R) und linksgéngigem (L) zirkular pola-
risiertem Licht gleicher Intensitét beschreiben. Wird das rechts- (R) bzw. linksgéngige
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zirkular polarisierte Licht unterschiedlich stark absorbiert, so erhilt man nach dem
Probendurchgang elliptisch polarisiertes Licht (Abbildung 3.4).

AX

(a) Linear polarisiertes Licht.

AX

y

(b) Zirkular polarisiertes Licht.

Abbildung 3.3: Gegeniiberstellung von linear und zirkular polarisiertem Licht (E Vektor
des elektrischen Feldes, B: Vektor des magnetischen Feldes). Bearbeitet aus

[68).

Das elliptisch polarisierte Licht
l&sst sich als Summe bzw. als Diffe-
renz der elektrischen Feldvektoren
des links- und rechtsgingigen zir-
kular polarisierten Lichts darstel-
len. Der in Abbildung 3.4 gezeig-
te Winkel 6 wird auch Elliptizi-
tat genannt. Bei einer gleich star-
ken Absorption bzw. keiner Ab-
sorption ist die Strahlung nach
dem Probendurchgang in der glei-
chen Ebene polarisiert. Die theo-
retischen Hintergriinde der CD-
Spektroskopie werden aus Uber-
sichtlichkeitsgriinden hier nicht an-
gefithrt und sind in Ubersichtsarti-
keln und Lehrbiichern gut erklért.
In der Regel messen fiir die CD-
Spektroskopie verwendete Spektro-
polarimeter die Absorptionsdiffe-

Abbildung 3.4: Durch unterschiedlich starke Ab-

sorption von rechts- und links po-
larisiertem Licht (orange und hell-
blau) entsteht elliptisch polarisier-
tes Licht (rot).

renz (AA) der links- (Az) und rechts- (Ag) zirkular polarisierten Komponente (Glei-
chung 3.1). Die in der Praxis ausgegebene Elliptizitdt 6 ist durch Gleichung 3.2

gegeben.[68]

AA=A; —Agr

(3.1)
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Er — ERr

(3.2)
Diese Berechnung beruht auf der trigonometrischen Funktion des Tangens. Verkniipft
man diese Gleichung mit dem Lambert-Beer’schen Gesetz!%] (Gleichung 3.3, I,=E2,
IR:E%), wobei T die Intensitit des Lichts ist, so erhilt man Gleichung 3.4.168] Hier-
bei ist Iy die Intensitéit des eingestrahlten Lichts, I die Intensitit des transmittier-
ten Lichts, €) der molare Extinktinskoeffizient, ¢,, die molare Konzentration, d die
Schichtdicke der durchstrahlten Probe und ) die wellenldngenabhéngige Elliptizitét.

I =1y exp(—e€y-cm-d) (3.3)

1
9,\:lnlO-%(GL—GR)-cm~d%33'Ae-cm'd (34)
T

Ist die Konzentration der Probe genau bestimmbar, wird die Absorption oftmals
als mittlere residuale Elliptizitat (MRE, engl.: Mean Residue Ellipticity) angege-
ben. Die mittlere residuale Elliptizitat ldsst sich aus der Elliptizitdt berechnen (Glei-
chung 3.5).17%]

0
Ol vire = 0.c.d (3.5)

Hier ist ¢, die molare Konzentration pro Peptidbindung und d die Schichtdicke. Das
CD-Spektrum ist nichts anderes als der Dichroismus in Abh#ngigkeit von der Wellen-
lange.

Die in Proteinen enthal-

tenen Chromophore absor- n—> =

bieren im nahen bzw. fer- Amax ~ 220 nm /

nen UV-Bereich. Zu ih- 0]

nen zihlt die Peptidbin- [ s
dung, welche zwei charak- C“"C\‘& Amax ~ 200 nm
teristische Absorptionsban- N C,

den hat. Sie sind in Abbil- H/

dung 3.5 gezeigt. Durch De-

konvolution eines gemesse- Abbildung 3.5: Moglichkeiten fiir elektronische Uberginge
nen CD-Spektrums in die- einer Peptidbindung.®7]

se Basisspektren lassen sich

die Anteile der verschiedenen Sekundérstrukturen bestimmen. Die durch einen n
— 7 Ubergang hervorgerufene Bande bei 220 nm ist schwach und breit. Wesent-
lich intensiver ist die Absorptionsbande des 7 — m*-Ubergangs bei 200 nm.I") Ein
Signal, das bei 175 nm als Schulter erscheint, wird Ladungstransfers zugeordnet. Die
Sekundérstrukturen, die ein Protein bzw. Peptid annehmen kann, liefern unterschied-
liche CD-Spektren und sind in Abbildung 3.6 gezeigt. Unterhalb von 185 nm ist der
Dichroismus mit einer normalen Lichtquelle nicht messbar. Fiir diesen Wellenlangen-
bereich bendtigt man Synchrotonstrahlung (SRCD).["? Die charakteristischen Banden
von a-Helices sind Minima, und liegen bei 222 nm und 208 nm. Sie besitzen zudem ein
Maximum bei ca. 192 nm. g-Faltblatter haben ein kleines Minimum nahe bei 217 nm
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(n — 7*) und eine positive Bande bei 197 nm mit ca. der halben Intensitit des Signals
einer a-Helix. Generell sind die Signalintensitdten von S-faltblattartigen Strukturen
schwicher und strukturell vielfaltiger. Polyprolin ll-Helices haben eine stark negative
Bande bei ca. 200 nm und eine variable positive Bande bei 215 - 230 nm. Ungeordnete
Strukturen haben eine stark negative Bande bei ca. 198 nm.[70:71
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Abbildung 3.6: CD-Basisspektren verschiedener Sekundarstrukturen. a-Helix - durchgezo-
gene Linie, antiparalleles S-Faltblatt - lang gestrichelte Linie, Typ 1 g-
Schleife - gepunktete Linie, Polyprolin 11 Helix - kreuz gestrichelte Linie,
ungeordnete Struktur - kurz gestrichelte Linie (bearbeitet aus [71]).

3.2.3.1. Vesikelvorbereitung

Zuerst wurden die Lipide in MeOH und CHCl3 ( 50:50% v/v) gelést. Anschliefend
wurde das Losungsmittel im Na-Strom evaporiert. Der Riickstand wurde unter vermin-
dertem Druck iiber Nacht getrocknet. Die Lipide wurden mit Phosphatpuffer versetzt,
sodass sich eine Konzentration von 10 mg/mL bzw. 5 mg/mL ergab. Diese Losung
wurde nun zehn Gefrier-/Tauzyklen unterworfen (fliissiger No; HoO, T = 30 °C). An-
schliefend wurde die Losung einmal sonifiziert (12 min, T = 30 °C). Hierbei klarte die
Suspension auf und wurde nahezu durchsichtig. In Abbildung 3.7 ist die Herstellung
ohne Cefrier-/Tauzyklen dargestellt.[!

3.2.3.2. Proben in Phosphatpuffer

Die zu untersuchenden markierten Peptide und der Wildtyp wurden eingewogen und
anschlieftend in Phosphatpuffer (10 mM) gelést, sodass die Konzentration 1 mg/mL
betrug. Anschliefend wurde diese Stammlésung mit Phosphatpuffer (10 mM) auf eine
Endkonzentration von 0,062 mg/mL bis 0,084 mg/mL verdiinnt. Aus dieser verdiinn-
ten Losung wurden 260 pL entnommen und im CD-Spektrometer gemessen.
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Abbildung 3.7: Vesikeldarstellung (modifiziert von [73])

3.2.3.3. Proben in 2,2,2-Trifluorethanol /Phosphatpuffer

Die Messungen und Vorbereitungen erfolgten analog zu Abschnitt 3.2.3.2.

3.2.3.4. Proben in Vesikeln

Zur Vorbereitung der Proben wurden die entsprechenden Volumina der Peptidstamm-
16sung (¢ = 1,0 mg/ml) in Phosphatpuffer und der DMPC/DMPG-Lipidstammsuspen
sion (10 mg/ml, 5 mg/mL) in den entsprechenden molaren Peptid-zu-Lipid Verhélt-
nissen (P /L, 1:50, 1:20) gemischt, sodass die Endkonzentration der Lipide in der Kii-
vette 1 mg/mL betrug. Diese Suspension wurde 30 Sekunden mittels Vortex-Schiittler
durchmischt und anschliefend CD-spektroskopisch untersucht.

3.2.3.5. Messeinstellungen

Es wurden jeweils drei Messdurchldufe von 260 nm bis 180 nm durchgefiihrt, deren
arithmetisches Mittel das CD-Spektrum ergibt. Die Scangeschwindigkeit betrug 10
nm/s. Die Empfindlichkeit wurde auf 100 mdeg, die spektrale Bandbreite auf 1 nm,
der Scanmodus auf kontinuierlich, die Datenaufnahme auf 0.1 nm und die Response-
Zeit des Detektors auf 8 Sekunden gestellt. Die Temperatur betrug 25 °C, bei den
Messungen in Puffer bzw. Puffer/TFE und 30 °C bei den Messungen in Vesikeln, da
hierbei die Phaseniibergangstemperatur von 23 °C fir DMPC/DMPG beachtet werden
musste.l”3] Die Messungen fanden in Quarzglaskiivetten mit 1 mm Schichtdicke statt.

3.2.3.6. Allgemeine Vorgehensweise

Zu Beginn jeder Messreihe wurde ein Referenzspektrum der Lésung ohne Peptid auf-
genommen (Puffer, Puffer/TFE, Vesikel in Puffer). Dieses wurde dann vom Spektrum
der Peptid-enthaltenden Probe abgezogen. Im Allgemeinen wurden 260 pL Losung in
die Kiivetten gefiillt.
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3.2.3.7. Berechnung MRE-Werte

Aus den erhaltenen Spektren, welche die Einheit mdeg hatten, wurden die MRE-Werte
mit Gleichung 3.5 berechnet.[7

3.2.4. Festkérper-NMR-Spektroskopie

In diesem Kapitel soll nur auf die Besonderheiten der in dieser Arbeit verwende-
ten NMR-Spektroskopie eingegangen werden. Theoretische Hintergriinde der NMR-
Spektroskopie sind in verschiedenen Biichern und Ubersichtsartikeln gut erliutert und
aus Griinden der Ubersicht hier nicht aufgefiihrt. Eine besondere Variante der NMR-
Spektroskopie ist die Festkorper-NMR-Spektroskopie. Sie erlaubt im Gegensatz zur
Rontgenstrukturanalyse die Untersuchungen von Mischphasen (fest/fliissig). Hiermit
lassen sich Lipide und Peptide in wéssriger Umgebung gut untersuchen. Dies ist dem
Zustand in der Realitdt sehr dhnlich, denn Zellen sind gut gefiillte Riume.

3.2.4.1. 3'P-Festkérper-NMR-Spektroskopie

Der meistgenutzte NMR-Kern um Lipide zu studieren ist der 3'P-Kern. Dies liegt am
hohen Anteil an Phospholipiden in Zellmembranen, welche eine Phosphatgruppe in
ihrer polaren Kopfgruppe tragen. Der 3!P-Kern hat einen Kernspin von % und besitzt
eine natiirliche Haufigkeit von 100 %. Das gyromagnetische Verhéltnis betrigt etwa
40 % des von Protonen. Es ist ein sensitiver Kern fiir NMR-Messungen. Verschiedene
Lipidphasen nehmen charakteristische Linienformen an. Es ist nicht moéglich mittels
3IP_.NMR normale und invertierte Phasen zu unterscheiden. Dennoch ist die 3!P-
NMR eine niitzliche Methode um Peptid-Membran-Interaktionen zu studieren. Wenn
Peptide stark mit den Lipiden der Membran wechselwirken, kann sich beispielsweise
die Breite des Signals dndern. Eine der wichtigsten Messmethoden fiir diese Arbeit ist
die statische 3'P-NMR, welche routineméfig genutzt wird um die Orientierung von
makroskopisch orientierten Proben zu iiberpriifen.[” Um die Totzeit des Empféngers
zu iiberbriicken und gute Basislinien zu erhalten werden oft Hahn-Echo-Experimente
eingesetzt.[75]

3.2.4.2. S N-Festkdrper-NMR-Spektroskopie

Die meistverbreitete Methode um membrangebundene Peptide zu studieren ist die
15 N-Festkorper-NMR. Die Molekiile werden hierbei im Riickgrat in der Peptidbindung
markiert. Wenn das Peptid eine a-Helix ausbildet, liegt der Vektor der NH-Bindung
nahezu parallel zur Helix-Achse. Das o33-Element des CSA Tensors ist grob entlang
der NH-Bindung orientiert und mehr oder weniger parallel zur Helix-Achse. Es ist
daher leicht moglich direkt aus der chemischen Verschiebung eines an einer Positi-
on markierten Peptids die Orientierung in einer makroskopisch orientierten Probe zu
bestimmen. Die Linienbreite gibt Information dariiber, ob das Peptid schnell rotiert
oder statisch ausgerichtet ist. Ein scharfes Signal ist ein mobiles Peptid, wohingegen
ein breites Signal fiir eine statische Ausrichtung spricht. Aus der chemischen Verschie-
bung lasst sich keine exakte Orientierung bestimmen. Der Neigungswinkel des Peptids
kann bis zu 30° schwanken. Jedoch kann leicht zwischen einer transmembranen Ori-
entierung und einem flach auf der Membran liegenden Peptid unterschieden werden.
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Es ist moglich den Neigungswinkel genau zu bestimmen.[™ Hierzu werden mehrere
I5N-Markierungen benétigt. Durch PISEMA Experimente sind genaue Orientierungs-
bestimmungen méglich.WG] Der N-Kern hat leider eine sehr niedrige Sensitivitiit.
Aus diesem Grunde werden in dieser NMR-Spektroskopieart hiufig Kreuzpolarisati-
onsexperimente verwendet.[””l Hierbei werden mit einem 90° Puls zuerst die Protonen
angeregt. Hierauf folgt ein weiterer Puls auf dem 'H- und 'N-Kanal. Die zwei Ampli-
tuden miissen hierbei die Hartmann-Hahn-Bedingungen erfiillen, d. h. sie miissen so
angepasst werden, dass sie die gleiche Rotationsgeschwindigkeit haben um einen effi-
zienten Polarisationstransfer zu erhalten. Ein Pulverspektrum, welches alle méglichen
Orientierungen eines Peptids darstellt, ist in Abbildung 3.8 gezeigt. Die Orientierungs-
moglichkeiten sind durch die Grafik darunter illustriert. Eine chemische Verschiebung
um 200 ppm bedeutet somit eine transmembrane Orientierung (I-Zustand), eine che-
mische Verschiebung um 90 ppm bedeutet ein an der Oberfliche orientiertes Peptid
(S-Zustand) und alle chemischen Verschiebungen dazwischen werden als in die Mem-
bran geneigt bezeichnet (T-Zustand).

Bo

-.-.-.--»_

Bo, N

|-Zustand T-Zustand S-Zustand

Abbildung 3.8: Erklirung eines Pulverspektrums eines '°N-markierten Peptids.["!
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3.2.4.3. YF-Festkérper-NMR-Spektroskopie

Auch die YF-Festkérper-NMR-Spektroskopie wird mit markierten Aminosiuren durch-
gefiihrt.

Dies wird mit speziellen, nicht in

der Natur vorkommenden Aminosu- °F,C

ren bewerkstelligt. Ein Beispiel ist in

Abbildung 3.9 gezeigt.I™ Diese Ami-

noséure ist mit drei Fluoratomen ver-

sehen. Das reine, dipolare Spektrum

einer rotierenden CF3-Gruppe besteht OH

aus einem Triplett. Die relativen In- HoN

tensititen sind 1:2:1. Der F-Kern be- O

sitzt Xvie dgr 31P_Kern einen KernSPin Abbildung 3.9: CF4-L-Bpg.!™!

von 3. Die CF3-Gruppe ergibt eine

Aufspaltung, die vom Winkel a zwi-

schen F-F-Vektor und By abhéngt. Diese Wechselwirkung wird auch als dipolare Kopp-
lung bezeichnet. Man kann diese Kopplung bzw. die daraus resultierende Aufspaltung
durch Gleichung 3.6 beschreiben.

1

A= ‘SMWQMO <

(3.6)
47 7“:152

3cos?a — 1
=)
Hier ist A die Aufspaltung, r1o der Abstand zwischen den zwei Fluoratomen, v das
jeweilige gyromagnetische Moment und pg die magnetische Feldkonstante. Da es sich
hierbei um eine CF3-Gruppe handelt, findet eine Rotation um die dreizdhlige Sym-
metrieachse statt. Aus diesemn Grund wird ein Ordnungsparameter S, = —% einge-
fiihrt. Durch die schnelle Rotation wird die dipolare Kopplung der CF3-Gruppe um
einen Faktor %2/371 verringert. Bei § handelt es sich um den Winkel zwischen F-F-
Vektor und der Rotationsachse. Sobald der internukleare, dipolare Vektor orthogonal
zur durchschnittlichen Rotationsachse ist, ist der Faktor %2’371 = —%. Diese Ei-
genschaft wird sich zu Nutze gemacht, indem man die Probe orthogonal (90°) zum
Magnetfeld ausrichtet. Hierdurch wird die Mobilitdt des Peptids iiberpriift. Pulver-
anteile konnen somit identifiziert werden. Die maximal beobachtbare Aufspaltung ist
nach Einsetzen aller Konstanten A% F, — 15,8 kHz. Stellt man die Aufspaltung einer
Probe in Abhéngigkeit des iiber die Zeit gemittelten Winkels 6 dar, so erhilt man

Gleichung 3.7.

3cos%0 — 1
Acr; = <2> AL, (3.7)

0 ist der Winkel zwischen C-CF3-Achse und dem Magnetfeld By. Da sich das gesamte
Peptid bewegt und ,wackelt”, wird &L;(’_l = —% iiber die Zeit gemittelt. Zur Be-
schreibung dieser Bewegung wird ein Ordnungparameter S,,, eingefiihrt. Fir S,y
gilt: 1 > S0 > 0. Bei S, gleich 1 ist die Bewegung stark eingeschréankt und bei
Sinot gleich 0 ist das Molekiil komplett frei beweglich.
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3cos%0 — 1

2 Smol ’ AOC’Fg (38)

ACF:; =

0 ist eine bekannte Funktion von Neigungswinkel 7, Rotationswinkel p und der Orien-
tierung der CF3-Gruppe im Peptid. Durch Markierung mehrerer Positionen in einem
Peptid erhilt man fiir jede Position unterschiedliche # und daher verschiedene Auf-

spaltungen. Diese Daten kénnen angepasst werden und man erhélt dann 7, p und
t [44,74,79,80]

Simot- Die Parameter sind in Abbildung 3.10 gezeig

Abbildung 3.10: Darstellung von Neigungs- und Rotationswinkel 7 und p die durch 9F-
NMR-Spektroskopie zugénglich sind.

3.2.4.4. Probenvorbereitung

3.2.4.4.1 Mag2 YF-Proben in DMPC/DMPG, 3:1

Zuerst wurden ca. 0,1 - 0,3 mg markiertes Peptid in 20 pL. Wasser und 40 . MeOH in
einem antistatischen Eppendorfgefdf geldst. In einem Standardeppendorfgefifs wur-
den die Lipide DMPC/DMPG (3:1) (POPC/POPG, 9:1, DMPC/lyso-MPC, 3:1), im
Falle hoher Peptidkonzentrationen (P/L, 1:50; m(Lipid) ~ 4 mg) in 40 puL CHCI3
und 60 pL MeOH, im Falle niedriger Peptidkonzentrationen (P /L, 1:500) in der drei-
fachen Solvensmenge, gelost. Anschliefend erfolgte die Zugabe der Lipidlésung zur
Peptidlosung. Diese Reihenfolge ist wichtig, um nichts vom markiertem Peptid beim
Transfer der Losung zu verlieren. Anschliefsend wurde das Lipidgefdf mit 50 uL CHCl3
gewaschen und die Waschlésung in das Peptidgefaf transferiert. Um die Probe zu ho-
mogenisieren wurde sie 30 Sekunden mit einem Vortex-Schiittler durchmischt und 5
min sonifiziert. Die klare Losung wurde dann auf vorbereitete Glaspliattchen (7,5 mm
x 12 mm) aufgetragen, sodass die Gesamtmenge an Peptid-/Lipidgemisch zwischen
0,5 und 0,6 mg pro Glasplattchen betrug. Nach kurzem Trocknen an der Luft wurden
die Glasplittchen iiber Nacht im Vakuum getrocknet. Anschliefend wurden die Glas-
plattchen auf einer Styroporplatte gestapelt und mit Nadeln fixiert. Die gestapelten
Glasplittchen wurden bei 96 % Luftfeuchtigkeit 24 h hydratisiert.l®!] AnschlieRend
wurden die Stapel in Parafilm und Polyethylenfolie eingeschlagen, um die Probe wih-
rend der NMR-Messung gegen Austrocknung zu schiitzen.

3.2.4.4.2 Mag2 und PGLa YF-Proben in DMPC/DMPG, 3:1

Im Falle der equimolaren Mischung von Mag2 und PGLa wurden ca. 0,3 mg Mag?2
in 20 pL Wasser, ca. 0,2 mg PGLa in 40 uL MeOH und 5 puLb Wasser gel6st. Zuerst
wurde die PGLa-Losung zur Mag2-Losung gegeben und dann die Lipidlésung zum
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Peptidgemisch. Der Rest der Probenvorbereitung erfolgte analog zur Probenvorberei-
tung, die in Kapitel 3.2.4.4.1 beschrieben wurde.

Im Falle der ">'N-Proben wurde die Probenvorbereitung fiir markierte Mag2-Analoga
beschrieben (s.u.). Es wurden auch markierte PGLa-Analoga untersucht. Deren Pro-
benvorbereitung erfolgte analog. Auch hier war das Endgefif das des markierten Pep-
tids.

3.2.4.4.3 Einsatz des Additivs Naphtalin

Die Probenvorbereitung erfolgte analog wie in 3.2.4.4.1 und 3.2.4.4.2 beschrieben. Zu-
satzlich wurde eine der Gesamtstoffmenge der Peptid/Lipid-Mischung entsprechende
Menge an Naphtalin in das Gefafs der Lipide gegeben. Die Proben wurden nach dem
Lésen auf Glasplattchen aufgetragen. Das Naphtalin wurde beim Trocknen im Va-
kuum durch Sublimation aus den Proben wieder entfernt. Durch den Einsatz dieses
Additivs kann die Orientierung der Proben verbessert werden.[82

3.2.4.4.4 N-Proben

Die Probenvorbereitung erfolgte analog zu den *F-Proben. Die Menge an markiertem
Peptid war zwischen 0,6 und 1,0 mg. Im Fall der >N-Proben wurden kleinere Glasp-
ldttchen (7,5 mm x 9 mm) verwendet, da die Spule des »N-Probenkopfes kiirzer, als
die des "F-Probenkopfes ist. Da nur eine bestimmte Stapelhdhe der Glasplittchen in
der Spule moglich ist, ergab sich eine Gesamtmenge an Peptid- /Lipidgemisch von 0,5
- 1,0 mg pro Glasplattchen.

3.2.4.5. Messeinstellungen

Alle Messungen wurden bei 308 K durchgefiihrt. Ausnahme war DPPC, welches eine
hohere Temperatur von 323 K bendtigte.

3.2.4.5.1 3'P-Experimente

Die Spektren wurden mit 4096 Datenpunkten am 500 MHz und 600 MHz Spektrome-
ter aufgenommen. Der 90°-Puls hatte eine Linge von 3,9 us (2,65 us). Es wurde eine
'H-Entkopplung durchgefiihrt mit einem Puls der Linge von 35 us (PCPD2) (40 us).
Die Hahn-Echo-Pulssequenz ist den Arbeiten von Rance et al. entnommen.!”l

3.2.4.5.2 YF-Experimente

Die Spektren wurden mit 4096 Datenpunkten am 500 MHz Spektrometer aufge-
nommen. Der 90°-Puls hatte eine Linge von 3,1 us. Es wurde eine 'H-Entkopplung
durchgefiihrt mit einem Puls der Lénge von 19,2 us. Wenn elektrische Entladungen
auftraten, wurde die Leistung des Entkopplungspulses verringert. Die Anti-Ringing-
Pulssequenz ist den Arbeiten von Zhang et al. entnommen. !53]
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3.2.4.5.3 N-Experimente

Die Spektren wurden mit 1024 Datenpunkten am 500 MHz und 600 MHz Spek-
trometer aufgenommen. Der 90°-Puls (*H) wurde zuerst optimiert. Die Mischzei-
ten wurden je nach Bedarf zwischen 250 und 1000 us eingestellt. Die CP-MOIST-
und die CP-RAMP-Pulssequenz ist den Arbeiten von Levitt et al. und Metz et al.

entnommen.[77’84]

3.2.4.5.4 NMR-Daten-Analyse

Aus den NMR-Daten wurde die Orientierung der Peptide in der Membran berechnet.
Dies geschah mit von Erik Strandberg in der Arbeitsgruppe Ulrich entwickelten Pro-
grammen. Die Grundlagen der Berechnungen wurden im vorangegangenen Abschnitt
beschrieben. Mehr Details sind in den Verdffentlichungen von Glaser, Strandberg und
van der Wel et al. zu finden.[44:46,80,85]

3.2.5. Hamolyse

Um den Einfluss der Fluormarkierung in Mag2 auf rote Blukorperchen zu untersuchen
wurden Hamolysetests durchgefiihrt. Bei der Entwicklung von Medikamenten geht es
immer darum moglichst hohe Aktivitdten gegen Mikroorganismen zu erreichen und
Zerstorung roter Blutkorperchen zu vermeiden. Hierzu wurde Erythrozytenkonzentrat
aus dem Stédtischen Klinikum Karlsruhe verwendet.

3.2.5.1. Blutvorbereitung

5 mL Erythrozytenkonzentrat wurden bei RT mit 45 mL 172 mM Tris-HCI Puffer (pH
= 17,6, RT) (Waschpuffer, W-Puffer) gewaschen. Diese Suspension wurde 10 min zentri-
fugiert (600 g). Der Uberstand wurde vorsichtig von den sedimentierten Erythrozyten
entfernt. Diese zwei Schritte wurden zweimal durchgefithrt. 1 mL der sedimentierten
Erythrozyten wurden in 9 mL W-Puffer resuspendiert. Um den Zielhdmatokrit von
0,5 % zu erreichen wurden 500 pL dieser Suspension mit 9,5 mL 172 mM (pH = 7,6,
37 °C) Reaktionspuffer (R-Puffer) versetzt und anschliekend fiir 5 min bei 37 °C im
Wasserbad inkubiert.

3.2.5.2. Experimentelle Durchfiihrung

Um eine bessere Vergleichbarkeit von MIC und hémolytischer Aktivitdt zu erreichen
wurden zwel unterschiedliche Konzentrationen untersucht (8 pmol/L, 128 pmol/L).
Um Aggregation zu verhindern wurden die Peptide in einer 10 % igen DMSO/R-Puffer
Mischung gelost (10:90% v/v). 200 puL Peptidlosung und 200 pL der Erythrozyten-
suspension wurden durchmischt. Dies ergab einen Hamatokritwert von 0,25 %. Als
Positivkontrolle wurden 200 pL 0,2 % Triton X-100 verwendet (100 % H&molyse). Zur
Kontrolle der Autohdmolyse wurden 200 uL. R-Puffer verwendet (Negativkontrolle).
Diese Suspensionen wurden fiir 30 min bei 37 °C unter sanftem Schiitteln inkubiert.
Die Suspensionen wurden fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die iiberstehende
Lésung wurde vom Erythrozytenpellet vorsichtig abdekantiert und in Plastikkiivetten
gefiillt. Die Proben wurden mit einem SmartSpecPlus Spectrophotometer (Biorad,
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PA, USA) bei A = 540 nm gemessen. Zur Auswertung der Daten wurde Gleichung 3.9
verwendet.

HCO = (—EF

(P ) 100% (3.9)
Erritonx—100

Hier ist Ep die gemessene Extinktion der Probe, Eppitonx 100 der 100%-Wert von
Triton-X-100 und HC die Hamolyse in %.

3.2.6. Fluoreszenzspektroskopie

Bei der in dieser Arbeit verwendeten fluoreszenzspektroskopischen Methode macht
man sich die Fluoreszenzloschung zu Nutze. Hierbei wird ein Fluorophor eingesetzt,
dessen Fluoreszenz durch ein anderes Molekiil geloscht werden kann.®¢l Das sog.
Quenching (Loschung) erfolgt hierbei bei dem eingesetzten Fluorophor-/Quencher-
Paar (ANTS/DPX) statisch. Uber die sog. Stern-Vollmer-Bezichung ist der Zusam-
menhang zwischen Fluoreszenzintensitat und Quencherkonzentration gegeben (Glei-
chung 3.10).[87]

@; =1+ Ksv[Q] (3.10)

Hierbei sind ¢rp und ¢ die Fluoreszenzquantenausbeuten in Abwesenheit und An-
wesenheit eines Quenchers. Kgy ist die Konstante der Quenching-Reaktion und [Q)]
die Quencher-Konzentration. Der Quencher DPX bildet effizient (K gy = 490 M~1)
mit dem Fluorophor ANTS einen sehr stabilen, nicht fluoreszierenden Komplex. Aus
obiger Beziehung kann man abschitzen, dass bei einer Quencherkonzentration von
etwa 50 mM die Fluoreszenz nahezu vollstindig gequencht ist (> 95 %). Werden die
Vesikel nun beschidigt, so kénnen Fluorophor und Quencher austreten und die Quen-
cherkonzentration verringert sich um den Faktor 2000. Dadurch kann ANTS nahezu
frei fluoreszieren.l87:88 Das durch Peptideinwirkung induzierte Auslaufen oder Aus-
strémen von in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophor- und Quenchermolekiilen
wird auch als Leakage (Ausfluss) bezeichnet.

Na®

NH, s0®

o
HOsS 502

ANTS
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@
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DPX

Abbildung 3.11: Mit ANTS und DPX befiilltes Lipidvesikel.

34



3.2. Methoden Material und Methoden

3.2.6.1. Die Hill-Gleichung

Der Nobelpreistrager A. V. Hill ist im Kontext mit Kooperativitdt hauptsichlich be-
kannt fiir seine Arbeiten mit Hamoglobin. Die nach ihm benannte Gleichung basiert
auf der aus der Enzymkinetik stammenden Michaelis-Menten-Gleichung und erlaubt
Zugang zu dem sog. Hill-Koeffizienten, der ein Maf fiir Kooperativitit bei enzyma-
tischen Prozessen ist. Die Michaelis-Menten-Gleichung beschreibt die Bindung eines
Substrates an ein Enzym mit anschliefender Produktbildung. In Abbildung 3.12 ist
die Reaktionsgleichung gezeigt. Hierbei handelt es sich um eine Naherung, die den Re-
aktionsanfang voraussetzt, daher wird die Riickreaktion vom Produkt vernachléssigt.

ki
K1

ES —> > E+P

E+S

Abbildung 3.12: Reaktionsgleichung einer enzymkatalysierten Substratumsetzung.

Hier ist E das Enzym, S das Substrat, ES der Enzymsubstratkomplex und P das
Produkt. Mit k werden die Geschwindigkeitskonstanten der verschiedenen Teilschrit-
te bezeichnet. Die eigentliche Michaelis-Menten-Gleichung[®®l ist in Gleichung 3.11
gezeigt und ermdglicht einen Beschreibung der Produkthildung.

Umaz * [S]
V= 3.11
[S]+ K (31D
v: Geschwindigkeit
Umaz: Maximalgeschwindigkeit
[S]: Substratkonzentration

Kin: Michaelis-Menten-Konstante

Es ist klar zu erkennen, dass die in Gleichung 3.12 gezeigte Hill-Gleichung!®! Glei-
chung 3.11 sehr dhnlich ist.

Umaz [S]n
V= 3.12
[S}'IL + K075” ( )
v: Geschwindigkeit
n: Hill-Koeffizient
Umaz: Maximalgeschwindigkeit
[S]: Substratkonzentration

Ko 5: Konstante

Ko 5 definiert auch den Wert der Substratkonzentration, bei dem v = 0,5 vy, ist, wird
aber nicht Michaelis-Menten-Konstante genannt, da es sich hier um die Hill-Gleichung
handelt. Die Hill-Gleichung ist nicht equivalent zur Michaelis-Menten-Gleichung (Auf-
nahme n = 1). Hill bezeichnete die nach ihm benannte Gleichung als rein empirisch.
Es gibt keinen tieferen Sinn fiir den Hill-Koeffizienten. Es gibt Versuche den Hill-
Koeffizienten wie in Abbildung 3.13 zu beschreiben.®?] Da der Hill-Koeffizient meist
keine ganze Zahl ist, ergibt diese Art von Modell keinen Sinn.
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Es ist nicht korrekt den Hill- E+nS
Koeffizienten als eine Naherung der Ko 5"

Bindungsstellen zu nehmen. Jedoch

liefert er in manchen Fillen einen Abbildung 3.13: Erklidrungsversuch  des  Hill-
unteren Grenzwert fiir die Anzahl Koeffizienten.

der Bindungsstellen (H&dmoglobin:

4 Bindungsstellen; n = 2,7).[89] Der Hill-Koeffizient kann verschiedene Werte anneh-
men. Sie sind in Tabelle 3.16 aufgefiihrt.

ES,

Tabelle 3.16: Einteilung der Werte, die der Hill-Koeffizient annehmen kann.[8]

n Kooperativitit
0,5-0,9 Negativ

1,0 Keine

1,5-4,0 Positiv

5,0 - 8,0 Hoch

10 - 1000 Extrem

3.2.6.2. Herstellung Lipidvesikel

Die Lipide wurden in CHCIl3 gelost. Zu der Lipidstammlésung wurden 0,02 mol%
Rhodamin-PE gegeben. Die Losungsmittel wurden im Gasstrom und unter vermin-
dertem Druck entfernt. Der getrocknete Lipidfilm wurde mit 12,5 mM ANTS, 45 mM
DPX in 10 mM HEPES Puffer hydratisiert (pH = 7,5). Die Osmolaritat wurde mit 50
mM NaCl eingestellt. Diese Stammsuspension wurde 10 Gefrier-Tau Zyklen unterzo-
gen. Dieser Stamm wurde eingefroren und bei Bedarf aufgetaut und weiterverarbeitet.
Die Lipidsuspension wurde hierbei durch Membranen mit 100 nm Porendurchmesser
extrudiert (41x) und anschlieBend iiber Nacht bei RT gelagert. Sich auferhalb der
Vesikel befindliches Fluorophor und Quencher wurden mittels Grofenauschlusschro-
matographie tiber Sephacryl-100 in Minisdulen durch Zentrifugation von den Vesikeln
abgetrennt (2 min, 1500 x g).

3.2.6.3. Peptidstammldsungen

Die Peptide wurden in AN/Wasser (20:80% v/v) gelost und als 300 pmol/L Stamm-
16sungen im Kiihlschrank aufbewahrt. Die entsprechenden Verdiinnungen wurden am
Tag der Messung in 10 mM Puffer hergestellt.

3.2.6.4. Experimentdurchfiihrung

Die Messungen wurden in 1,5 mL Gesamtvolumen in Quartzkiivetten durchgefiihrt.
Vor jeder Messreihe wurde ein Rhodaminspektrum der Lipidvesikel bei 540 nm An-
regungswellenldnge aufgezeichnet. Als Referenz (100 %-Wert) gilt ein Wert, der mit
Vesikeln, die mittels Sonifizierung und ohne Reinigung hergestellt wurden. Hierdurch
sollte der Verlust durch Extrusion und Grofenausschlusschromatographie bestimmt
werden. Es wurde iiber eine Bandbreite von 560 nm - 700 nm aufgezeichnet. Das Ab-
sorptionsmaximum befindet sich bei ca. 586 nm. Das tatsédchliche Experiment wurde
mit einer Anregungswellenléinge von 355 nm und einer Emissionswellenlénge von 508
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nm durchgefithrt. Um Stérungen durch die Anregungsstrahlung zu vermeiden wurde
ein 395 nm Filter verwendet. Die Spaltbreiten betrugen je 5 nm. Die Messdauer be-
trug 800 s (400 s). Die Peptide wurden in Puffer (155 mM NaCl, 10 mM HEPES) in
einer Kiivette vorgelegt. Bei 100 s erfolgte die Lipidzugabe und bei 700 s die Zugabe
von Triton X-100 (0,3 %) um eine vollstindige Zerstorung der Vesikel zu erreichen
(Abbildung 3.14). Es wurden zudem je zwei Blindwerte der reinen Lipidvesikel aufge-
zeichnet.

100 Mty

80 - Triton X-100
— Zugabe
S 60
©
X
©
(0]
-

40 4 Peptid

vorlegen
20 1 Vesikel
/ Zugabe
0 1 T T T T T T T 1
0 200 400 600 800

Zeit [s]

Abbildung 3.14: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs.

3.2.6.5. Datenanalyse

Die ermittelten Daten wurden nach Abzug der Eigenabsorption der Vesikel in die
Einheit % Leakage umgerechnet. Als 100%-Wert wurde das durch Triton-X-100 ver-
ursachte Leakage verwendet. Aus den erhaltenen Kurven wurden die Leakagewerte
600 s nach Lipidzugabe bestimmt. Fiir die Bestimmung der Hill-Koeffizienten wur-
de eine der Reaktionsgeschwindigkeit (Gleichung 3.12) analoge Grofe verwendet und
zwar die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der das Leakage unmittelbar nach der Pep-
tidzugabe erfolgte. Als Maf hierfiir wurden die Anfangssteigungen (15 s - 20 s) des
Leakage-Zeitverlaufs verwendet. Hier betrug die Messdauer bis zur Tritonzugabe nur
180 s. Die Hill-Kurven wurden mit dem Programm Origin an die Hill-Gleichung an-
gepasst.
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3.2.7. Biologische Tests
3.2.7.1. Minimale Hemmkonzentration [MHK]

Um die antibakterielle Aktivitdt der Peptide zu charakterisieren wurden zwei Quali-
tatskontrollstamme der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) verwendet: Escherichia coli (DSM 1103, Gram-negativ), Staphylococcus au-
reus (DSM 1104, Gram-positiv). Die zu testenden Peptide wurden in sterilem Wasser
(bidest.) gelost. Die Konzentrationen dieser Stammlosungen waren 4fach so hoch wie
die gewlinschte Zielkonzentration.

3.2.7.2. Herstellung der Zellkulturen

10 mL Miiller-Hinton Medium (MH) wurden mit einem Kiigelchen einer Cryokultur
beimpft. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C und 200 rpm auf einem Schiittler
inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde mittels 13-Strich- Ausstrichverfahren auf LB-
Agar ausplattiert. Diese Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Platten
werden bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert (Verwendbarkeit: Max. 2 Wochen).

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung eines 13-Strich-Verdiinnungsausstrichs.

Nach dem Sammeln von Einzelkolonien wurde eine Zellsuspension in 1 mlL MH-
Medium hergestellt. Um die Ubernachtkultur zu beimpfen wurde das benétigte Vo-
lumen fiir 10 mL MH-Medium berechnet. Die initiale optische Dichte von ODg5¢ =
0,2 sollte erreicht werden. Die Ubernachtkulturen wurden fiir 18 Stunden inkubiert.
Fiir die Animpfdosis der Testkulturen von 10 mL MH Medium wurde eine OD55¢=0,2
eingestellt. Die Testkulturen wurden 3-4 Stunden inkubiert bei 37 °C und 200 rpm um
die friithe exponentielle Wachstumsphase zu erreichen (OD5s50=1-2). Die Testkulturen
wurden auf ODs50=0,2 verdiinnt. Eine ODs50=0,125-0,250 beinhaltet 1-2x10° KBE
(Kolonien bildende Einheiten). Dieser Wert gilt nur fiir Gram-positive Bakterien. An-
schliefend wurde die Bakteriensuspension fiir den MHK-Test 1/100 (Gram-positiv)
und 1/1000 (Gram-negativ) bzw. 1/40 und 1/400 (Damebrett-Test) verdiinnt. Jeder
der Zellkulturschritte wurde unter dem Lichtmikroskop auf Reinheit iiberpriift.
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3.2.7.3. Vorbereitung der Verdiinnungsreihen

Der Test wurde in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen durchgefiihrt. Die erste Zei-
le A(1-11) wurde mit je 50 pL 2fach konzentriertem MH Medium befiillt, A12 mit
100 pL. Alle weiteren Zeilen B-H wurden in gleicher Weise mit 50 pL bzw. 100 pL
MH-Medium befiillt. Je drei Spalten (z. B. A 1-3) wurden mit der gleichen Peptid-
losung befiillt (4fache Verdiinnung). Spalte 10 war die Positivkontrolle und Spalte 12
die Negativkontrolle. In Spalte 11 wurde meist der PGLa Wildtyp als Referenz ver-
wendet. Die mit Peptid befiillten Spalten wurden einer Verdiinnungsreihe unterzogen.
Anschliefend wurden Zeile A-H (1-11) mit je 50 pL der Bakteriensuspension beimpft
und 22 h inkubiert. Die inkubierten Platten wurden mit je 20 pl. einer Resazurin-
Losung (0,2 mg/mL) angeférbt und nach 2 h ausgewertet.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I & m m U O W >»

Abbildung 3.16: Schematische Darstellung einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen.

3.2.7.4. Damebrett-Test

3.2.7.4.1 Hilfsplatte

Dieser Test ist sehr gut geeignet um verschiedene Kombinationen zweier Peptide (1:1,
2:1, 1:2 usw.) zu untersuchen. In diesem Fall wurden die Wildtypen und unterschied-
liche Mutationen der antimikrobiellen Peptide Mag2 und PGLa untersucht. Im Fol-
genden wird die Vorbereitung der Hilfsplatte beschrieben [l Eine Hilfsplatte ist fiir
zweil Hauptplatten vorgesehen.

1. Im ersten Schritt wurden 7x8 Vertiefungen (Reihe A-G, Spalte 1-8) einer Mikro-
titerplatte mit 96 Vertiefungen mit jeweils 100 pl. MH-Medium befiillt, wobei
die erste Reihe A mit doppelt konzentriertem MH-Medium, die restlichen Reihen
mit einfach konzentriertem MH-Medium befiillt wurden.

2. In Reihe A von 1-8 wurden nun 100 gL der Stammlosung des Peptids 2 (z.
B. Mag2) gegeben. Wihrend des Versuchsablaufs erfihrt die Stammlosung eine
5fache Verdlinnung. Will man beispielsweise eine Startkonzentration von 256
pmol/L in der ersten Reihe erreichen, so muss eine Stammlésung mit einer
Konzentration von 1280 pmol/L hergestellt wurden.
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3. Nun wurde Reihe A 1-8 mit einer Mehrfachpipette mit 8 Spitzen durchmengt
und aus jeder Vertiefung 100 puL entnommen und in Reihe B 1-8 iiberfiihrt. Dies
ist eine 1:1 Verdiinnung. Nun erfolgte eine Durchmengung und eine Entnahme
von jeweils 100 pL aus Reihe B mit anschlieRender Uberfithrung in Reihe C. So
wurde fortgefahren bis Reihe G (insgesamt 7 Reihen). Aus dieser Reihe konnen
100 puL entfernt und verworfen werden, was jedoch nicht zwingend notwendig
ist.

3.2.7.4.2 Hauptplatte

1. In dieser Platte wurden in Reihe A bis H und Spalte 1-8 (8x7 Locher) 40 pL
MH-Medium gegeben. Auch hier ist Spalte 1 mit doppelt konzentriertem MH-
Medium und Reihe 2-8 mit einfachemm MH-Medium zu befiillen. Spalte neun
wurde mit 80 puL MH-Medium befiillt (Positiv-Kontrolle). Spalte 12 wurde mit
100 pl Medium befiillt (Negativkontrolle).

2. In Spalte 1 A-H wurden nun je 40 uL Peptid 1 (z. B. PGLa) gegeben. Auch hier
wurde darauf geachtet, dass die Peptidstammlosung im Laufe des Versuchs eine
5fache Verdiinnung erfihrt. Die Konzentration der Stammlésung muss 5 mal so
hoch wie die Startkonzentration der ersten Spalte sein.

3. Nun wurde Spalte 1 A-H mit einer Mehrfachpipette mit 8 Spitzen durchmengt
und aus jedem Loch 40 ul. entnommen und in Spalte 2 A-H iiberfiihrt. Dies
ist eine 1:1 Verdiinnung. Nun erfolgt eine Durchmengung und eine Entnahme
von jeweils 40 uL aus Spalte 2 mit anschliekender Uberfiihrung in Spalte 3. So
wurde fortgefahren bis Spalte 7 (insgesamt 7 Spalten) Aus dieser Spalte wurden
aus jeder Vertiefung 40 pL. entnommen und verworfen.

3.2.7.4.3 Herstellen der finalen Platte und Inkubation

1. Nun wurden aus der Hilfsplatte jeweils 40 puL aus jeder Vertiefung der Reihen A-
G, 1-8 entnommen und in die jeweilige Vertiefung auf der Hauptplatte {iberfiihrt.
Sprich A1 nach Al usw...

2. Nun wurden Spalten 1-9 und 11 mit 20 pl, der Zellsuspension versetzt.
3. Die fertigen Mikrotiterplatten wurden im Brutschrank fiir ca. 22 h inkubiert.

4. Zu allen befiillten Lochern wurden 20 pL Resazurin-Losung (0,1 mg/mL) ge-
geben. Diese Platten wurden erneut fiir ca. 2 h in den Brutschrank gestellt.
Anschliefsend erfolgte die Auswertung.
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4. Lipidabhangige Orientierung von
antimikrobiellen Peptiden in
orientierten Lipiddoppelschichten

Da eines der Hauptziele von AMPs die cytoplasmatische Membran (CM) von Mi-
kroorganismen ist, werden haufig Modellmembranen verwendet um ihr Verhalten zu
untersuchen. Diese werden in orientierten Proben untersucht. Hierbei konnen AMPs
unterschiedliche Orientierungszustinde einnehmen. Sie konnen auf der Oberfliche die-
ser Membranen liegen (S-Zustand), sich in die Membran neigen (T-Zustand) oder
eine transmembrane Orientierung (I-Zustand) einnehmen. Die verschiedenen Orien-
tierungsmoglichkeiten sind in Abbildung 4.1 dargestellt.

Lipide sind organische Mo-
lekiile und konnen somit
auch anhand der funktio-
nellen Gruppen unterschie-
den werden. Zum einen gibt
es die sogenannten Kopf-
gruppen, die hiufig Phos-
phatgruppen enthalten, zum Abbildung 4.1: Orientierungsmoglichkeiten eines AMPs in

anderen gibt es die Alkyl- Lipiddoppelschichten (I-, T-, S-Zustand).
ketten. In diesem Kapitel

soll auf eine weitere Figenschaft eingegangen werden, die spontane Kriimmung der
Lipide. Um zu kldren welchen Einfluss diese Figenschaft auf die Orientierung von
antimikrobiellen Peptiden hat, wurden verschiedenste Lipide und Lipidsysteme unter-
sucht. Als Modellpeptide fiir diese Studie wurden die Peptide der Magainin-Familie,
PGLa und Mag2, eingesetzt. Es wurden die einzelnen Peptide, sowie deren Mischung
(1:1) untersucht. Diese Experimente wurden bis auf zwei Ausnahmen bei einem ef-
fektiven P/L von 1:50 durchgefiihrt. Einige Spektren sind im Zuge der Diplomarbeit
aufgezeichnet worden, werden aber bendtigt um ein vollstindiges Bild zu zeichnen. 4%

|-Zustand T-Zustand S-Zustand

4.1. Ergebnisse

4.1.1. Lipidsysteme mit positiver spontaner Kriimmung

Fiir die Untergruppe der Lipide mit positiver spontaner Kriimmung wurden die in
Tabelle 4.1 aufgefiihrten Lipide und Lipidsysteme untersucht. Hierbei wurden Lipide
unterschiedlicher Kettenlinge (DLPC; DMPC; DPPC) mit der gleichen Kopfgrup-
pe, sowie Lipide mit geladenen Kopfgruppen (DMPG) und mit nur einer Alkylkette
(lyso-MPC) eingesetzt. Die vollstandigen Bezeichnungen der Lipide sind im Abkiir-
zungsverzeichnis aufgefiihrt. Die Variation der Kettenldnge fiihrt zu unterschiedlichen

41



4.1. FErgebnisse Lipidabhéngige Orientierung von AMPs

Schichtdicken der Lipidmembranen. In diesem Kapitel wurden nur Lipide mit positi-
ver spontaner Krimmung untersucht. Von DLPC iber DMPC nach DPPC vergrofsert
sich die Kettenldnge von 12 nach 16 Kohlenstoffatomen. Zusétzlich wurden im Fall von
DMPC, welches eines der am h&ufigsten untersuchten Lipide in der Festkérper-NMR
ist, negativ geladene Kopfgruppen (DMPG) und Lipide mit nur einer Alkylkette (lyso-
MPC) eingesetzt. Die Lipide mit nur einer Alkylkette sollen die Neigung der Peptide in
die Membran begiinstigen. Sie besitzen eine sehr hohe positive spontane Kriimmung.

Tabelle 4.1: Lipidsysteme mit positiver spontaner Kriimmung. Die Daten sind aus [26] ent-
nommen (D}, - hydrophobe Schichtdicke, T,,, - Phasensprungtemperatur).

Lipidsystem Alkylketten D, T,,
[A] [Cl
DLPC di-12:0-PC 21,0 -1
DMPC di-14:0-PC 25,4 24
DMPC/DMPG (3:1) di-14:0-PC/di-14:0-PG 25,4/25,4 24/23
DMPC/lyso-MPC (3:1) di-14:0-PC/14:0-PC 25.4/n.b. 24/n.b.
DPPC di-16:0-PC 29,8 41

4.1.1.1. N-Festkdrper-NMR-Spektroskopie

In Abbildung 4.2 sind die fiir diese Lipide und Lipidsysteme gemessenen N-Festkorper-
NMR-Spektren gezeigt. Um die Giite der Orientierung der Proben zu bestimmen wur-
den vor und nach der ' N-Messung 3!P-Messungen durchgefiihrt. Dies ist notwendig,
da eine gute Orientierung Grundvoraussetzung fiir die '>N-Messungen

Mag2-'°N-L6 %2 15N L6 PGLa- 15N A1O PGLa-15N-A10
+ Mag2-W

Pulver Pulver Pulver Pulver

Mag2-"°N-L6 Mag2-"°N-L6 PGLa-"°N-A10 PGLa-"°N-A10

DLPC

DMPC

DMPC/DMPG

DMPC/lyso-MPC

DPPC

(LI
il
e

LE4 1L

300 200 100 O 300 200 100 0 300 200 100 0 300 200 100 0
ppm ppm ppm ppm

Abbildung 4.2: »’N-NMR-Spektren von markierten Mag2- und PGLa-Analoga, alleine und
in Gegenwart einer equimolaren Menge des PGLa- bzw. Mag2-Wildtyps, in
verschiedenen Lipiden und Lipidsystemen mit positiver spontaner Kriim-
mung.
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orientierter Doppelschichten ist. Der Ubersichtlichkeit wegen sind diese Spektren im
Anhang B aufgefiihrt. Die Orientierung der Proben betrug zwischen 50 % und 80 %. In
der ersten Spalte in Abbildung 4.2 sind die Spektren von Mag2-19N-L6 gezeigt. In der
zweiten Spalte sind die Spektren von Mag2-'"N-L6 in Gegenwart einer equimolaren
Menge des PGLa-Wildtyps zu sehen. In der dritten Spalte ist die markierte Spezies
PGLa. Hier ist nun PGla-'°N-A10 in Gegenwart einer equimolaren Menge des Mag2-
Wildtyps zu sehen. In der vierten und letzten Spalte sind die Spektren von PGla-'°N-
A10 zu sehen. Betrachtet man Mag2, so ist es alleine als auch in Gegenwart von PGLa
an der Oberfliche der Membran orientiert bzw. leicht in sie hineingeneigt. PGLa ist
alleine meist leicht in die Membran geneigt. Sobald Mag2 anwesend ist, ist es jedoch
in die Membran eingebunden im sogenannten I-Zustand. Die genauen chemischen
Verschiebungen () sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.

Tabelle 4.2: Chemische Verschiebungen der ’N-NMR-Spektren in Lipidsystemen mit posi-
tiver spontaner Kriimmung. Die Orientierung ist in Klammern durch S, T und
I erldutert (S = S-Zustand, T = T-Zustand, I = I-Zustand).

Lipidsystem Mag?2 (°N) Mag2 ('°N) PGLa (N) PGLa (*°N)

[Ppm] PGLa-WT Mag2-WT [PPm]
[Ppm]| [Ppm]

DLPC 88 (S) 94 (S) 186 (I) 129 (T)

DMPC 91 (S) 106 (T) 200 (I) 133 (T)

DMPC/DMPG (3:1) 91 (S) 105 (T) 205 (I) 116 (T)

DMPC/lyso-MPC 117 (T) 116 (T) 205 (I) 123 (T)

(3:1)

DPPC 129 (T) 114 (T) 205 (I) 110 (T)

4.1.1.2. F-Festkérper-NMR-Spektroskopie

Da die 'S N-Festkorper-NMR-Spektroskopie nur eine qualitative Aussage iiber die Ori-
entierung der Peptide erlaubt, wurde Mag2 in ausgesuchten Lipidsystemen mittels
9F_Festkorper-NMR-Spektroskopie genauer untersucht. Das hierfiir gewihlte Lipid-
system war DMPC/lyso-MPC (3:1). Die Spektren sind in Abbildung 4.3 gezeigt. Die
19F-Festkdrper-NMR-Spektroskopie erlaubt genauere Aussagen iiber den Neigungs-
winkel 7, den Rotationswinkel p, den Ordnungsparameter S,,,,; und den RMSD. Dieses
Lipidsystem hat eine erhdhte positive spontane Kriimmung im Vergleich mit reinem
DMPC. Lyso-Lipide haben nur eine Kette, aber die gleiche Kopfgruppe. Somit sollte
es der Theorie zu Folge leichter fiir das Peptid sein, in die Membran einzudringen. In
Abbildung 4.3 sind in der ersten und letzten Spalte die Phosphorspektren vor und nach
der 19F-Messung zu sehen. In der zweiten und dritten Spalte sind die "F-Spektren
mit der Membrannormalen parallel (0°) und orthogonal (90°) zum angelegten Ma-
gnetfeld By gezeigt. Die 90°-Messungen dienen der Uberpriifung der Mobilitit des
Peptids. Rotiert es um die eigene Achse, erhdlt man bei den 90°-Messungen die halbe
Aufspaltung auf der gegeniiberliegenden Seite von -72 ppm. Auch hier wurde zuerst
Mag2 alleine untersucht (siehe Abbildung 4.3). Es konnten fiir die meisten markierten
Positionen gute Spektren, welche klare Tripletts mit messbaren Aufspaltungen zeig-
ten, aufgenommen werden. Diese sind in Tabelle 4.3 aufgefiihrt. Die Ausnahme bildet
Mag2-19F-G18, welches zu aggregieren scheint.

Dies erkennt man an dem Pulveranteil (alle moglichen Orientierung, ca. -7,2 kHz),
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31p vorher, 308 K 9F 0°, 308 K 9F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K

Mag2-19F-L6

Mag2-19F-G13

I
e
s
b
b

Mag2-19F-F16

Mag2-19F-V17

Mag2-19F-G18
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Abbildung 4.3: NMR-Spektren der °F-markierten Mag2-Analoga in DMPC/lyso-MPC
(3:1).

der auf der rechten Seite von -72 ppm zu sehen ist. Diese Markierung zeigte bei den
Untersuchungen im Zuge der Diplomarbeit im Lipidsystem DMPC/DMPG (3:1) das
gleiche Verhalten.*9)

Tabelle 4.3: Aus den '“F-Spektren in DMPC/lyso-MPC (3:1) ermittelte Aufspaltungen der
verschiedenen in Mag2 markierten Positionen.

Peptid 0° 90°
[kHz] [kHz]

Mag2-'9F-L6 -3,4 1,8
Mag2-9F-G13 2,1 -1,4
Mag2-19F-A15 -3,4 1,5
Mag2-19F-F16 2,4 -1,4
Mag2-1F-V17 -4,5 1,9
Mag2-9F-G18 (3,0) -

Aus diesen Aufspaltungen wurde anschlieffend der Neigungswinkel 7, der Rotations-
winkel p und der Ordnungsparameter S,,, berechnet. Die entsprechenden Wellen-
und RMSD-Darstellungen sind in Abbildung 4.4 und Abbildung 4.5 gezeigt. Da die
Aufspaltung von Mag2-'*F-G18 nicht eindeutig ist, wurden zwei Berechnungen ange-
fertigt. Eine unter Einbeziehung der Aufspaltung von Mag2-"F-G18 und eine ohne.
Die Berechnungen ohne Mag2-19F-G18, welche in Abbildung 4.5 gezeigt sind, schei-
nen realistischer, da der Ordnungsparameter S,,,; den in den anderen Lipidsystemen
ermittelten Werten #hnlicher ist. Um Anderungen im Orientierungsverhalten durch
Wechselwirkung mit PGLa zu detektieren wurde ein weiterer Datensatz von Mag?2
in Gegenwart einer equimolaren Menge des PGLa-Wildtyps aufgenommen (Abbil-
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dung 4.6).
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Abbildung 4.4: Aus den Aufspaltungen der YF-NMR-Spektren erstellte Wellen- und
RMSD-Darstellungen fiir Mag2 alleine in DMPC/lyso-MPC (3:1).
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Abbildung 4.5: Aus den Aufspaltungen der 'F-NMR-Spektren erstellte Wellen- und
RMSD-Darstellungen fiir Mag2 alleine in DMPC/lyso-MPC (3:1) ohne die
Aufspaltung von Mag2-'F-G18 einzubeziehen.

Die Aufspaltungen sind in Tabel-
le 4.4 zusammengefasst. Die Spek-
tren sind wie in Abbildung 4.3 an-
dnet. Das effektive Peptid-zu-
g‘?o? e .. as .e gihve tephidzt der verschiedenen in Mag2 markierten
Lipid-Verhiltnis (P/L) wurde ana- o . . i
Positionen in Gegenwart einer equimo-

log zu den Messungen ohne PG- laren Menge des PGLa-Wildtyps.
La (P/L, 1:50) gewiahlt. Auch hier

Tabelle 4.4: Aus den YF-Spektren in DMPC /lyso-
MPC (3:1) ermittelte Aufspaltungen

konnten fiir die meisten markierten Peptid Fkon] [9I?I;z]
Positionen gute Spektren, welche Mae2 T L6 10 s
klare Tripletts mit messbaren Auf- Ma§2—19F— G13 5 é _1’ 1
spaltungen zeigten, aufgenommen Mag2-19F-A15 _5’4 1’77
werden. Auffallend ist hier Mag2- Mag2-19F-F16 2,3 1,2
9F-G18, welches in Gegenwart von Mag2-19F-V17 -4,5 1,9
PGLa eine klare Aufspaltung zeigt ~ Mag2-19F-G18 13,1 -6,2

(grau hinterlegt). Diese Spezies ist
mobil und zeigt die halbe Aufspal-
tung bei 90°. Der Pulveranteil ist wesentlich kleiner als bei den Einzelmessungen von
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Mag2.
31P vorher, 308 K 9F 0°, 308 K 19F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K
Mag2-'9F-L6 “
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Abbildung 4.6: NMR-Spektren der *F-markierten Mag2-Analoga in Gegenwart einer equi-
molaren Menge des PGLa-Wildtyps in DMPC/lyso-MPC (3:1). Die neue

Aufspaltung von Mag2-1F-G18 ist grau markiert.

Aus diesen Aufspaltungen wurden erneut Neigungswinkel 7, Rotationswinkel p und
Ordnungsparameter S,,,,; berechnet und die entsprechenden Wellen- und RMSD-Darstel-

lungen erstellt. Diese Darstellungen sind in Abbildung 4.7 gezeigt.
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Abbildung 4.7: Aus den Aufspaltungen der 'F-NMR-Spektren erstellte Wellen-

RMSD / kHz

m 00-
1.0-
20-
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und

RMSD-Darstellungen fiir Mag2 in Gegenwart einer equimolaren Menge des

PGLa-Wildtyps in DMPC/lyso-MPC (3:1).
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4.1.2. Lipidsysteme mit negativer spontaner Kriimmung

Im Folgenden sind die Ergebnisse der Lipidsysteme mit negativer spontaner Kriim-
mung gezeigt. Hierzu wurden wie schon im vorangegangenen Kapitel verschiedene Li-
pidsystemen mit unterschiedlichen Schichtdicken untersucht. Diese sind in Tabelle 4.5
aufgefiihrt.

Tabelle 4.5: Lipidsysteme mit negativer spontaner Kriimmung. Die Daten sind aus [26] ent-
nommen (D}, - hydrophobe Schichtdicke, T,,, - Phasensprungtemperatur).

Lipidsystem Alkylketten D, T,,

[A] [°Cl
DMoPC di-14:1¢9-PC 19,2 <-20
POPC/POPG (9:1)  16:0-18:1c9-PC/16:0-18:1c9-PG 28,3 -2
POPE/POPG/TOCL 16:0-18:1¢9-PE/16:0-18:1c9- 28,3/28,3/26,8  -2/-2/ca.-15
(72:23:5) PG /tetra-18:1c9-CL
DEPC/DEPG (3:1)  di-22:1c13-PC/di-22:1c13-PG 34,4091] 13,2

Zum einen wire da DMoPC zu nennen, welches das Analogon von DMPC ist. Im
Gegensatz zu DMPC enthélt es ungeséttigte Alkylketten und hat somit eine negative
spontane Kriimmung. Des Weiteren wiaren POPC/POPG (9:1) und POPE/POPG/-
TOCL (72/23/5), welches ein Imitat der E.coli Membran darstellt und die starkste
negative Krimmung besitzt, zu nennen, deren Auswahl auf Vorexperimenten von
J. Roll im Zuge von Fluoreszenzexperimenten seiner Doktorarbeit, erfolgte.l%?l Das
Lipidsystem mit dem dicksten hydrophoben Bereich ist DEPC/DEPG (3:1).

4.1.2.1. N-Festkdrper-NMR-Spektroskopie

Aus Ubersichtlichkeitsgriinden sind auch hier in Abbildung 4.8 nur die "®N-Spektren

Mag2-15N-L6 Ma%2-15N-L6 PGLa-15N-A10 PGLa-15N-A10
PGLa-WT Mag2-WT

Pulver Pulver P Pulver
]

e Miu W/V\/\/\’,\CAN‘
)
\ |
POPC/POPG |
Pan AN VW UM/L‘/U |
1 I

E. coli Imitat

POPE/POPG/TOCL | A
I A1

<
<
]

"

3
&

1
1
DEPC/DEPG | |
1 1

<

300 200 100 O 300 200 100 O 300 200 100 O 300 200 100 O
ppm ppm ppm ppm

Abbildung 4.8: '’N-NMR-Spektren von markierten Mag2- und PGLa-Analoga in verschie-
denen Lipidsystemen mit negativer spontaner Kriimmung.
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gezeigt. Die Phosphorspektren befinden sich im Anhang B. Die Orientierung der Pro-
ben bewegte sich zwischen 50 % und 80 %. Die Spektren sind analog zu den in Un-
terabschnitt 4.1.1 aufgefiihrten Spektren angeordnet. Wie aus Abbildung 4.8 klar er-
sichtlich, zeigen alle Spektren mehr oder weniger die gleiche chemische Verschiebung
und somit auch die gleich Orientierung. Sie sind in all diesen Lipidsystemen an der
Oberfléche orientiert (S-Zustand). Die chemischen Verschiebungen sind in Tabelle 4.6
aufgefiihrt.

Tabelle 4.6: Chemische Verschiebungen der N-NMR-Spektren in Lipidsystemen mit nega-
tiver spontaner Krimmung.

Lipidsystem Mag?2 (1°N) Mag2 ('°N) PGLa (N) PGLa (*°N)

[ppm] PGLa-WT Mag2-WT [ppPm]
[ppm] [ppm]

DMoPC 85 (S) 89 (S) 85 (S) 86 (S)

POPC/POPG (9:1) 847 (9) 84 (S) 85 (S) 89* (S)

POPE/POPG/TOCL 84 (S) 83 (S) 84 (S) 83 (S)

(72:23:5)

DEPC/DEPG (3:1) 84 (S) ; 88 (S) 83 ()

“Diese Messungen wurden bei einem P/L von 1:100 durchgefiihrt.

4.1.2.2. YF-Festkérper-NMR-Spektroskopie

Da bis dato nur Lipidsysteme mit positiver spontaner Kriimmung (DMPC/lyso-MPC
(3:1), DMPC/DMPG (3:1)1*) genauer mittels F-Festkorper-NMR untersucht wor-
den sind, wurden F-Messungen in einem Lipidsystem mit negativer spontaner Kriim-
mung durchgefithrt um in diesem genauere Parameter zu erhalten.

31P vorher, 308 K 19F 0°, 308 K 19F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K
1

I
?BO,N

»

RERtE.

Mag2-19F-L6

Mag2-19F-G13

Mag2-19F-A15

Mag2-19F-F16

Mag2-19F-V17

Mag2-19F-G18

N
g

L

50 25 0 -25 -50 50 0 -50-100-150 50 0O -50 -100-150 50 25 0 -25 -50
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Abbildung 4.9: NMR-Spektren der '?F-markierten Mag2-Analoga in POPC/POPG (9:1).
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Fiir diesen Zweck wurde POPC/POPG (9:1) aus den bereits untersuchten Lipidsyste-
men ausgewihlt (Abbildung 4.9). Fiir einige Proben wurde eine andere Vorbereitungs-
methode verwendet, die ein sublimierbares Additiv einsetzt (Naphtalin), welches die
Orientierung der Proben verbessern kann.[8?l Diese Proben wurden nicht eingefroren,
da sich das Lipidsystem somit immer iiberhalb der Phasensprungtemperatur befindet.
Auffallend ist in diesem Fall, dass in diesem Lipidsystem Mag2-'F-G18 nicht so stark
aggregieren zu scheint, da es eine mobile Aufspaltung zeigt und nur einen kleinen Pul-
veranteil. Die aus den in Abbildung 4.9 ermittelten Aufspaltungen sind in Tabelle 4.7
gezeigt.

Tabelle 4.7: 1YF-Aufspaltungen der verschiedenen Mag2-Analoga in POPC/POPG (9:1).

Peptid 0° 90°
[kHz] [kHz]
Mag2-9F-1,6 36 1,7
Mag2-F-G13 3.4 nicht aufgelost
(richtige Seite)®

Mag2-19F-A15 -3,7 1,7
Mag2-1°F-F16 9,9 -4,8
Mag2-19F-V17 43 2.2
Mag2-9F-G18 3,5 15

“Dies bedeutet, dass das Signal auf der gegeniiberliegenden Seite von -72 ppm erscheint, aber auf
Grund der Signalqualitat keine Aufspaltung ausgelesen werden kann.

Aus den in Tabelle 4.7 aufgefiihrten Aufspaltungen wurden erneut Wellen- und RMSD-
Darstellungen erstellt um Zugang zu Neigungwinkel 7, Rotationswinkel p und Ord-
nungsparameter S,,, zu erhalten. Diese sind in Abbildung 4.10 gezeigt.

15 1 180 RMSD / kHz
] 160 1=76° ! m 00-10
wq F16 p=163° I 20. 30
] 140 S, =073 | 30- 40
RMSD = 0,97 | 40- 5.0

1

1

1

120 5.0-

° 3 G13 c18

100

] L6 o S
)
5 A15 60

V17

Dipolare Kopplung / kHz
1
Neigungswinkel / Grad

20

I
I
40 - I
I
I
1

-15 --r—r—r—r—71T"T—TTTT T T T T T 77 0 —TTTTTT
0 100 200 300 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Position entlang der Helix / Grad Rotationswinkel / Grad

Abbildung 4.10: Aus den Aufspaltungen der 'F-NMR-Spektren erstellte RMSD- und
Wellen-Darstellungen fiir Mag2 alleine in POPC/POPG (9:1).
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In Gegenwart einer equimolaren Menge des PGLa-Wildtyps verdndert sich die Ori-
entierung von Mag2 nicht wesentlich. Die Spektren sind weitestgehend gleich und in
Abbildung 4.11 gezeigt.

31P vorher, 308 K 19F 0°, 308 K 19F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K
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Abbildung 4.11: NMR-Spektren der '°F-markierten Mag2-Analoga in Gegenwart einer
equimolaren Menge des PGLa Wildtyps in POPC/POPG (9:1).

Auch hier ist Mag2-'F-G18 gut orientiert und scheint nicht zu aggregieren. Die Auf-
spaltungen der Spektren sind in Tabelle 4.8 aufgefiihrt.

Tabelle 4.8: YF-Aufspaltungen der verschiedenen markierten Positionen in Gegenwart von
PGLa in POPC/POPG (9:1).

Peptid 0° 90°
[kHz] [kHz]

Mag2-1°F-L6 -1,7 nicht aufgeltst

(richtige Seite)?
Mag2-F-G13 2,9 nicht aufgelost

(richtige Seite)®
Mag2-'F-A15 -3,6 1,4
Mag2-1°F-F16 10,2 -5,0
Mag2-19F-V17 42 1,7
Mag2-F-G18 3,5 -1,7

“Dies bedeutet, dass das Signal auf der gegeniiberliegenden Seite von -72 ppm erscheint, aber auf
Grund der Signalqualitit keine Aufspaltung ausgelesen werden kann.

Die aus den Aufspaltungen erstellte Wellen- und RMSD-Darstellung ist in Abbil-
dung 4.12 gezeigt. Die errechneten Werte fiir den Neigungs- und Rotationswinkel sind
nahezu identisch mit denen, die in den Messungen ohne PGLa ermittelt wurden.
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Abbildung 4.12: Aus den Aufspaltungen der ?F-NMR-Spektren berechnete RMSD- und
Wellen-Darstellung fiir Mag2 in Gegenwart von PGLa in POPC/POPG
(9:1).

4.2. Diskussion

4.2.1. Lipidsysteme mit positiver spontaner Kriimmung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind graphisch vereinfacht in Abbildung 4.13
dargestellt. Hierbei sind die Peptide als Zylinder dargestellt (Mag2 - griin, PGLa -
rot, MSI-103 - blau). Der hydrophobe Bereich ist in gelb gezeigt. Der im Zuge dieser
Arbeit erstellte Datensatz wurde um die Daten von MSI-103 erweitert. Diese Daten
sind zum einen aus Strandberg et al. entnommen und zum Teil selbst erstellt worden,
allerdings in einem anderen Zusammenhang, welcher in den folgenden Kapiteln n&her

erliutert wird.[2!

Mag2 Mag2 + PGLa PGLa MSI-103

DLPC = LN N

DMPC . \ . \
DMPC/DMPG I \ \
oA S N

DPPC N \

A

I
L L L L]

Abbildung 4.13: Zusammenfassung der aus den N-Spektren bestimmten Orientierungen
fiir die Lipide mit positiver spontaner Kriimmung im Vergleich mit Daten
von MSI-103.12°]

Auffallend ist, dass es sich zwar um unterschiedliche Peptide handelt, sie sich jedoch
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recht &hnlich verhalten. Betrachtet man nur Mag2 (griin), so ist es, meist an der Ober-
fliche orientiert. In DLPC, DMPC, DMPC/DMPG (3:1) ist es in einem S-Zustand
orientiert, in DMPC /lyso-MPC (3:1) und DPPC hingegen ist es leicht in die Membran
geneigt. Im Falle von DMPC/lyso-MPC ist das ein erwarterter Effekt, da die Lysoli-
pide das Eindringen in die Membran erleichtern sollen. Bei DPPC hitte man eher ein
Verhalten wie in DLPC und DMPC erwartet. PGLa alleine hingegen (rot) verhilt sich
immer gleich. Es ist immer in allen untersuchten Lipidsystemen leicht in die Membran
geneigt. In der Gegeniiberstellung mit MSI-103 (blau) ist leicht ersichtlich, dass es sich
in den untersuchten Lipidsystemen genau so wie PGLa verhélt und sich leicht in die
Membran neigt (T-Zustand). Betrachtet man nun die Mischung der zwei Peptide PG-
La und Mag2, so lasst sich ein anderes Verhalten beobachten. Mag?2 ist, bis auf DLPC,
leicht in die Membran geneigt (T-Zustand). PGLa hingegen ist in allen Lipidsystemen
in der Lage eine transmembrane Orientierung einzunehmen (I-Zustand). Dies ist eine
besondere Eigenschaft, da dies ein Zeichen fiir Porenbildung sein kann. Fasst man nun
das Verhalten der Peptide in den Lipidsystemen mit positiver spontaner Kriimmung
zusammen, so ldsst sich sagen, dass PGLa und MSI-103 sich analog verhalten. Sie
sind in der Lage sich in die Membranen zu neigen. PGLa ist zudem in der Lage in
Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 eine transmembrane Orientierung ein-
zunehmen. Mag?2 hingegen verhdlt sich nicht immer gleich. Es nimmt sowohl S- als
auch T-Zusténde ein, scheint aber nicht in der Lage, eine transmembrane Orientierung
im hydrophoben Teil der Membran einzunehmen.

4.2.1.1. Orientierung unter Einbezug der 'YF-Daten

Bislang wurden die unterschiedlichen Lipidsysteme nur mittels "®N-Festkérper-NMR
untersucht. Diese Methode erlaubt den Zugang zu der ungefihren Orientierung der
Peptide. Genauere Information erhiilt man durch die F-NMR-Spektroskopie. Hier-
bei wird die Orientierung durch Einbringung mehrerer Markierungen aufgeklart und
gewdhrt Zugang zu weiteren Parametern, wie dem Rotationswinkel p und dem Ord-
nungsparameter S,,,;. Die in DMPC/lyso-MPC bestimmten Parameter wurden mit
bereits bestimmten Parametern in DMPC/DMPG (3:1) verglichen (Tabelle 4.9). Ver-
gleicht man nun die ermittelten Werte des Neigungswinkels 7 miteinander, so fallt
auf, dass sich die zwei Lipidsysteme in der Neigung leicht unterscheiden. Mag2 alleine
scheint in DMPC/lyso-MPC (3:1) weniger stark geneigt zu sein als in DMPC/DMPG
(3:1). Dies ist das Gegenteil der >N-Ergebnisse. In Gegenwart von PGLa ist die Ori-
entierung nahezu analog: Leicht in die Membran geneigt (DMPC/lyso-MPC) und
S-Zustand (DMPC/DMPG). Wobei dazwischen nur ein paar Grad liegen. Interessant
ist der Rotationswinkel p, welcher sich kaum zu &ndern scheint, egal ob PGLa anwe-
send ist oder um welches Lipidsystem es sich handelt. Sowohl der Rotations- als auch
der Neigungswinkel erfahren im Falle von Mag2 keine groke Anderung. Obwohl die
I5N-Ergebnisse leicht andere Orientierungen zeigen, fiihren sie dennoch zur gleichen
Aussage. Die Orientierung von Mag2 dndert sich nur geringfiigig in Gegenwart von
PGLa. Betrachtet man jedoch den Ordnungsparameter, so ist eine merkliche Ande-
rung festzustellen. Im Falle von Mag2 alleine, sei es in DMPC/lyso-MPC oder auch
DMPC/DMPG, ist der Ordnungsparameter S,,, 0,61 bzw. 0,76. Dies bedeutet, dass
Mag2 um die eigene Achse rotiert. Sobald PGLa in einer equimolaren Menge vor-
handen ist, &ndert sich der Ordnungsparameter nach ca. 1. Dies bedeutet, dass die
Mobilitdt des Peptids eingeschréinkt ist. Die Menge an Peptid (Teilchenzahl) in Rela-
tion zur Menge an Lipid ist in allen Messungen gleich und kann somit nicht der Grund
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fiir die Anderung der Mobilitét sein. Dies spricht fiir eine Interaktion zwischen PGLa
und Mag2. Die Zusammenfassung der Parameter und Ergebnisse ist in Abbildung 4.14
gezeigt.

Tabelle 4.9: Aus den Wellen- und RMSD-Darstellungen ermittelte Neigungswinkel 7, Ro-
tationswinkel p, Ordnungsparameter S,,,,; und RMSD-Werte fiir DMPC/lyso-
MPC (3:1) im Vergleich mit DMPC/DMPG (3:1).

Zusammensetzung T ) Siol RMSD
[l [l [kHz]

Mag2/DMPC/lyso-MPC 88 161 0,45 1,29

(2:75:25)

Mag2/DMPC/lyso-MPC (-G18) 93 157 0,61 1,18

(2:75:25)

Mag2/DMPC/DMPG* 74 163 0,76 0,86

(2:75:25)

Mag2/PGLa/DMPC/lysoMPC 98 153 0,95 1,81

(1:1:75:25)

Mag2/PGLa/DMPC/DMPG? 92 158 1,0 1,0

(1:1:75:25)

“Die Daten sind aus der Diplomarbeit entnommen. Die Wellen- und RMSD-Darstellungen sind im
Anhang aufgefiihrt.

[49]

CD-Ergebnisse
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Abbildung 4.14: Veranschaulichung der Reorientierung von Mag2 und PGLa durch das
Binden an Membranen in DMPC/DMPG (3:1).
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4.2. Diskussion Lipidabhéngige Orientierung von AMPs

4.2.2. Lipidsysteme mit negativer spontaner Kriimmung

Auch im Falle der Lipidsysteme mit negativer spontaner Kriimmung wurden die Er-
gebnisse zur Vereinfachung in einem Schaubild zusammengefasst (Abbildung 4.15).
Auch hier sind die Peptide wieder als Zylinder dargestellt (Mag2 = griin, PGLa =
rot, MSI-103 = blau). Der hydrophobe Bereich ist erneut in gelb gezeigt. Das Verhal-
ten der Peptide ist in allen Lipidsystemen gleich. Sie sind sowohl alleine als auch in
der Mischung immer an der Oberfliche der Membranen orientiert (S-Zustand).

Mag2 Mag2 + PGLa PGLa MSI-103
DMoPC ] : :
POPC/POPG ] : :
TOCL ; ; :
DEPC/DEPG ' ' '

Abbildung 4.15: Zusammenfassung der aus den N-Spektren bestimmten Orientierungen
fiir die Lipide mit negativer spontaner Kriimmung im Vergleich mit Daten
von MSI-103.12%]

4.2.2.1. Orientierung unter Einbezug der °F-Daten

Auch im Fall der Lipide mit negativer spontaner Kriimmung wurden Messungen mit-
tels YF-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Das gewihlte Lipidsystem war POPC/
POPG (9:1). In Tabelle 4.10 sind die zugehorigen Neigungswinkel, Rotationswinkel
und Ordnungsparameter zu sehen.

Tabelle 4.10: Aus den Wellen- und RMSD-Darstellungen ermittelte Neigungswinkel
7, Rotationswinkel p, Ordnungsparameter S,,,; und RMSD-Werte fiir
POPC/POPG (9:1) im Vergleich mit DMPC/DMPG (3:1).

Zusammensetzung T P Sl RMSD
] [’ [kHz]

Mag2/POPC/POPG 76 163 0,73 0,97

(2:90:10)

Mag2/DMPC/DMPG? 74 163 0,76 0,86

(2:75:25)

Mag2/PGLa/POPC/POPG 7 161 0,74 0,82

(1:1:90:10)

Mag2/PGLa/DMPC/DMPG 92 158 1,0 1,0

(1:1:75:25)

“Die Daten sind aus der Diplomarbeit entnommen. Die Wellen- und RMSD-Darstellungen sind im
Anhang aufgefiihrt.[*]
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4.2. Diskussion Lipidabhéngige Orientierung von AMPs

Diese Daten sind erneut im Vergleich mit den Daten in DMPC/DMPG (3:1) darge-
stellt. Vergleicht man nun das Lipidsystem mit positiver spontaner Kriimmung und
negativer spontaner Kriimmung, so erhélt man bei den Messungen mit Mag?2 alleine
nahezu identische Werte fiir den Neigungs-, Rotationswinkel und Ordnungsparame-
ter. Der Neigungswinkel ist mehr ein T-Zustand, welcher eigentlich ein S-Zustand sein
sollte (1°N), aber trotz dieser Tatsache sind die Werte nahezu identisch. In Gegenwart
einer equimolaren Menge des PGLa-Wildtyps ist nun ein deutlicher Unterschied zu
erkennen. Im Lipidsystem mit positiver spontaner Kriimmung dndert sich die Orien-
tierung des Peptids. Der wichtigste Faktor der sich dndert ist der Ordnungsparameter.
Dieser ist in diesem Falle 1, was auf eine eingeschrinkte Mobilitat schliefen ldsst. In
POPC/POPG (9:1) ist dies nicht der Fall. Hier &ndert sich keiner der Parameter
merklich im Vergleich zu den Messungen ohne PGLa. Auch der Ordnungsparameter
bleibt gleich. D. h. die Mobilitdt von Mag2 wird nicht eingeschrénkt durch die Gegen-
wart von PGLa. Die Zusammenfassung der 'YF-NMR Ergebnisse ist in Abbildung 4.16
dargestellt.

CD-Ergebnisse
¢ Schnelle
. Rotation
‘%,» um die
)
) Membran-
Membran- 0%’ normale 4: Membran-
bindung s, bindung
%
Dimerisierung

ARAAAA « - SANN

A AR 3 o]

THEIENG T ’,‘“‘i% Helix-
Magz bildung

Niedrige Hohe Niedrige

PGLa
Konzentration Konzentration Peptidmischung 1:1 Konzentration

bildung

Abbildung 4.16: Veranschaulichung der Orientierung von Mag2 und PGLa in
POPC/POPG (9:1).

4.2.3. Zusammenfassung

Die AMPs PGLa, Mag2 und MSI-103 zeigen ein von der spontanen Kriimmung ab-
héngiges Orientierungsverhalten. In Lipiden mit negativer spontaner Krimmung ori-
entieren sie sich nur an der Oberfliche der Membranen (S-Zustand). Lipidsysteme mit
positiver spontaner Kriimmung erlauben es allen drei Peptiden sich in die Membran
zu neigen. Im Falle von PGLa in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 ist das
Peptid sogar in die Membran eingebettet (I-Zustand). Da der I-Zustand von PGLa
in Gegenwart von Mag2 mit der Synergie korreliert wird und ein Anzeichen fiir Po-
renbildung sein kann, soll dies nun diskutiert werden. Die Argumentation ist einfach
gefiihrt:

¢ In allen Lipidsystemen mit positiver spontaner Kriimmung wurde der I-Zustand
fiir PGLa gefunden. Somit zeigen PGLa und Mag2 in all diesen Lipidsystemen
Synergie.

e In allen Lipidsystemen mit negativer spontaner Kriimmung wurde kein I-Zustand
fiir PGLa gefunden. Somit zeigen diese Peptide in all diesen Lipidsystemen keine
Synergie.

e Das FE. coli Lipidsystem besitzt eine negative spontane Kriimmung. Die Peptide
sind nur an der Oberfliche orientiert. Die Peptide zeigen keine Synergie.
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4.2. Diskussion Lipidabhéngige Orientierung von AMPs

e PGLa und Mag?2 zeigen synergistisches Verhalten gegen F. coli Bakterien.

Aus dieser einfach gefiihrten Argumentation ist klar ersichtlich, dass es vermutlich
doch nicht trivial ist synergistisches Verhalten gegen Bakterien mit der Orientierung
in der Festkérper-NMR zu korrelieren. Die Lipidwahl scheint hier entscheidend zu
sein. Es ist nicht ausreichend das K. coli Lipidsystem zu untersuchen, keine Orien-
tierungsdnderung zu finden und daraus zu schliefsen, dass keine Interaktion statt-
findet. Viel mehr muss die Frage gestellt werden: Ist die Interaktion in orientierten
Doppelschichten in einem Lipidsystem mit negativer spontaner Kriimmung moglich?
Vielleicht miissen die zwei Peptide die richtige Orientierung zueinander haben (PG-
La - I-Zustand, Mag2 - T-Zustand), damit sie interagieren kénnen (DMPC/DMPG,
Smot = 1). In Lipiden mit negativer spontaner Kriimmung ist es fiir diese Peptide
nicht moglich eine andere Orientierung als den S-Zustand einzunehmen (orientierte
Doppelschichten). Falls die Peptide nicht die richtige Orientierung zueinander haben,
kann keine Interaktion stattfinden und somit auch keine Interaktion festgestellt wer-
den (POPC/POPG, S,,, = 0,74). Die Feststellung, dass keine Interaktion stattfindet,
liefert noch nicht die Begriindung warum keine Interaktion stattfindet.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass eine Interaktion stattfindet, aber nicht sichtbar ist.
Die Festkorper-NMR liefert nur Zugang zur am stirksten vertretenen Orientierung.
Falls nur ein geringer Teil eine transmembrane Orientierung einnimmt, kann das im
Falle von Bakterien ausreichend sein, ist aber mittels '>N-Festkorper-NMR nicht sicht-
bar.

In den kommenden Kapiteln wird klar werden, dass die Festkorper-NMR bei richtiger
Lipidwahl ein hilfreiches Werkzeug sein kann, um die Auswirkung von Peptidmodifi-
kationen auf die Interaktion zwischen PGLa und Mag2 zu untersuchen.

4.2.4. Hydrophobe Schichtdicke versus spontane Kriimmung

In einer 2011 veroffentlichten Studie von Salnikov et al. wurden unterschiedliche Lipid-
systeme mit Mag2, PGLa und deren Mischungen untersucht. Sie verwendeten unter
anderem DMPC/DMPG (3:1), POPC, POPC/POPG (3:1), di-C20:1-PC, di-C12:0-
PC und di-C10:0-PC. Die Eigenschaften der Lipide sind in Tabelle 4.11 zusammenge-
fasst.

Tabelle 4.11: Lipidsysteme, die von Salnikov et al. untersucht wurden.!%°! Die Daten sind aus
[26] entnommen und mit Hilfe von [91] berechnet (Dy, - hydrophobe Schicht-
dicke, T, - Phasensprungtemperatur).

Lipidsystem Alkylketten D, T,,
[A] [C]
di-10:0-PC di-10:0-PC 16,6 -
DLPC di-12:0-PC 21,0 -1
DMPC/DMPG (3:1) di-14:0-PC/di-14:0-PG 25,4/25,4 24/23
POPC 16:0-18:1c9-PC 28,3 -2
POPC/POPG (3:1) 16:0-18:1c9-PC/16:0-18:1c9-PG ~ 28,3/28,3 -2/-2
di-20:1-PC di-20:1-PC 30,6 4173l

Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.17 zusammengefasst. Die Mischungen der beiden
Peptide wurden in POPC (S), POPC/POPG (S) und DMPC/DMPG (I/S) unter-
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4.2. Diskussion Lipidabhéngige Orientierung von AMPs

sucht. In dieser Studie wurden fiir Mag2 alleine oder in Mischung mit PGLa nur an
der Oberfliche orientierte Zustéinde aufgefunden. PGLa hingegen reorientiert sich in
Gegenwart von Mag2 in DMPC/DMPG transmembran (I-Zustand). In Lipiden un-
terschiedlicher Schichtdicken ist PGLa unterschiedlich stark geneigt, was hier mit der
Lénge der Helix korreliert wurde.

— —s —» @ —>
A “«— — —

B e IR
il

Abbildung 4.17: Darstellung der Orientierungsabhéngigkeit PGLa s von der hydrophoben
Schichtdicke (A) und die Wechselwirkung zwischen PGLa und Mag2 in
DMPC/DMPG (B).[5

Unter Anbetracht der Dicke der hydrophoben Schicht der untersuchten Lipidsysteme
sind die Annahmen von Salnikov et al. richtig. Daher wurden die in den vorange-
gangenen Kapiteln untersuchten Lipide auch nach diesem Kriterium betrachtet. Der
Anschaulichkeit halber wurden hierfiir vier Lipidsysteme ausgewéhlt und in Abbil-
dung 4.18 dargestellt.

Positive spontane Krimmung Negative spontane Kriimmung

AN AN

DPPC POPC
)

29.8 A 28.3A

\
/

lyso-MPC
DMPC

DMoPC I

19.2A

25,4 A

e - - = = = = — — SECRNGR ] _ _ .

Abbildung 4.18: Hydrophobe Schichtdicke versus spontane Kriimmung.

Auf der linken Seite sind zwei Lipidsysteme mit positiver spontaner Krimmung und
auf der rechten Seite zwei Lipidsysteme mit negativer spontaner Kriimmung darge-
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4.2. Diskussion Lipidabhéngige Orientierung von AMPs

stellt. In DPPC, welches ein wenig dicker ist als POPC, ist PGLa transmembran und
Mag2 in einem T-Zustand orientiert. Auf der anderen Seite ist DMoPC zu sehen,
welches diinner ist als DMPC. Hier sind alle Peptide nur an der Oberfliche orientiert.
In den in dieser Arbeit untersuchten Lipidsystemen ist somit keine Abhéngigkeit der
Peptidorientierung von der Dicke der Lipide zu finden. Unterteilt man die von Salni-
kov et al untersuchten Lipidsystem nach spontaner Kriimmung, so erhédlt man auch
nach der Hypothese der spontanen Kriimmung richtige Ergebnisse. Die Aufteilung ist
in Tabelle 4.12 zu sehen. Alle Messungen in Lipidsystemen mit negativer spontaner
Kriimmung zeigen an der Oberfliche orientierte Zustinde. Die Messungen in Lipidsys-
temen mit positiver spontaner Kriimmung zeigen groftenteils in die Membran geneigte
Zusténde.

Tabelle 4.12: Chemische Verschiebungen der '*N-NMR-Spektren in Lipidsysteme mit posi-
tiver (P) und negativer (N) spontaner Kriimmung.

Lipid Mag2 (1°N) Mag2 (1°N) PGLa (’N) PGLa (°N) Spontane

Lipidsystem [ppm] PGLa-WT Mag2-WT [ppm] Kriim-
[pPpm] [ppm] mung

di-10:0.PC  (S) - - 132 (T) P

DLPC - . . 155 (T) P

DMPC/DMPG - 82 (S) 178 (I) 108 (T) P

(3:1)

POPC - 84 (S) 89 (S) - N

POPC/POPG - 84 (S) 89 (S) - N

(3:1)

di-20:1-PC - - - 78 (S) N

Somit liegt Salnikov nicht richtig mit der Annahme, dass die Orientierung von der Di-
cke der hydrophoben Schicht abhingt. Da die Wahl der Lipidsysteme den Aspekt der
spontanen Kriimmung nicht beriicksichtigt, ist dies aus den Messungen nicht ersicht-
lich und fiihrte zu dieser Annahme. Erfreulich ist, dass diese Ergebnisse die Hypothese
bekréftigen, dass die Orientierung von AMPs von der spontanen Kriimmung von Li-
piden abhéngt.
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5. Interaktionsstudien mit Peptiden der
Mag2-Familie zur Bestimmung der
reaktiven Untereinheit, Lokalisation
und Starke der Interaktion

Das Augenmerk dieses Kapitels gilt sowohl den Randbedingungen der Interaktion
von PGLa und Mag2, als auch der Uberpriifung des equimolaren Verhiltnisses von
PGLa zu Mag?2 fiir die in dieser Arbeit verwendeten Experimente. In diesem Kapitel
soll der Zeitpunkt der Interaktion bestimmt werden. Wechselwirken PGLa und Mag?2
schon in Losung oder passiert dies erst, wenn sie an Lipidmembranen, welche die
CM imitieren, binden? Des Weiteren wurde in der Literatur beschrieben, dass PGLa
und Mag2 in der 1:1-Mischung die hochste Wechselwirkungsstiirke erreichen.®! Dies
sollte fiir die Untersuchungsmethoden Festkérper-NMR, und Fluoreszenzspektroskopie
tiberpriift werden. Um Auskunft {iber die Stabilitdt des PGLa/Mag2-Komplexes zu
erhalten wurden Festkérper-NMR-spektroskopische Untersuchungen an orientierten
Lipiddoppelschichten mit variierendem Peptidgehalt, sprich unterschiedlichem P /L,
durchgefiihrt. Der Grundgedanke ist in Abbildung 5.1 gezeigt. Die Peptide sind als
rote und griine Zylinder dargestellt. Ein stabiler Komplex sollte sich auch schon bei
niedrigem Peptid-Gehalt auf der Membran ausbilden. Ein labiler Komplex sollte bei
unterschiedlichen Konzentrationen ein unterschiedliches Verhalten zeigen. Aufschluss
iiber die Kooperativitat der Molekiile sollte eine weitere konzentrationsabhéngige Un-
tersuchung mittels Fluoreszenzspektroskopie in Form des Hill-Koeffizienten geben.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung unterschiedlicher Peptidkonzentrationen auf ei-
ner Lipiddoppelschicht.
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5.1. Bestimmung des molaren PGLa-Mag2-Verhiltnisses Natur der Interaktion

5.1. Bestimmung des molaren PGLa-Mag2-Verhiltnisses

5.1.1. Methode der kontinuierlichen Verinderung

Zu den in dieser Arbeit verwendeten Methoden gehért die Fluoreszenzspektrosko-
pie. Es konnte in vorangegangenen Arbeiten von Matsuzaki et ol. mittels fluoreszenz-
spektroskopischen Methoden mit Calcein gefiillten EYPG-Vesikeln gezeigt werden,
dass die equimolare PGLa/Mag2-Mischung das maximale Leakage verursacht (Abbil-
dung 1.13).58] In dieser Arbeit wurde das ANTS/DPX-Leakage aus POPC/POPG-
Lipidvesikeln (3:1) untersucht. Auf Grund der hohen Anzahl an Messungen ist es
nicht moglich alle an einem Tag durchzufithren. Um trotzdem eine Vergleichbarkeit
der Messungen zu gewihrleisten wurde an jedem Messtag ein Standard gemessen. Als
Standard wurde PGLa, Mag2 und die 1:1-Mischung gewahlt. Die Fluoreszenzspektro-
skopie bedient sich einer relativen Skala, in der das vom Peptid verursachte Leakage,
ins Verhéltnis zu einem 100%-Wert gesetzt wird. Als 100%-Wert wurde der durch ei-
ne Triton X-100 Losung (0,3 %) verursachte Wert genommen. Als Lipidsystem wurde
POPC/POPG (3:1) gewéhlt. Eigentlich wére es sinnvoll gewesen DMPC/DMPG (3:1)
als Lipidsystem zu verwenden, da es fiir die NMR-Messungen und die CD-Messungen
verwendet wurde. Der Effekt in der NMR war nur in DMPC detektiert worden, nicht
aber in POPC. Die hieraus hergestellten Vesikel sind jedoch sehr instabil und es
kommt ohne Peptid schon zu Leakage. POPC/POPG (3:1) bildet Vesikel, die iiber
einen Messtag stabil sind und wurde aus diesem Grund gewihlt.

100 q
90 -
80—-
70
60—- s
50—- E E

o] {

2 ] {

20

Leakage @10 min [%]

10 L

0 T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Molenbruch PGLa

Abbildung 5.2: Job-Darstellung der durch verschiedene PGLa/Mag2-Verhiltnisse verur-
sachten Leakagewerte gegen den PGLa-Molenbruch bei einem P/L von
1:161. Es wurde der Mittelwert aus je drei Messungen berechnet. Die Stan-
dardabweichung vom Mittelwert ist als Fehlerbalken gezeigt.
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5.1. Stoffmengenverhiltnis Natur der Interaktion

Es enthalt die gleiche Anzahl an Ladungstrigern wie DMPC/DMPG (3:1). Die Mess-
prozedur lief wie folgt ab: Das Peptid wurde in Puffer vorgelegt. Nach 100 s erfolgte
die Vesikelzugabe. Triton X-100 wurde nach 700 s, sprich 10 min nach Vesikelzugabe
zugegeben. Der Wert nach 10 min ist der Leakagewert, welcher nach Blindwertkor-
rektur (Messung der Vesikelsuspension ohne Peptid) in den folgenden Kapiteln als
Leakagewert angegeben wird. Da dieses Lipidsystem sehr sensitiv fiir die PGLa/Mag2-
Mischung ist, wurde das Peptid-zu-Lipid-Verhéaltnis so eingestellt, dass das durch die
equimolare Mischung verursachte Leakage ca. 60 % betrug. In Abbildung 5.2 ist die
Uberpriifung des equimolaren Verhiltnisses von PGLa und Mag2 gezeigt. Hier wurde
die Methode der kontinuierlichen Verdnderung, auch Job’s Methode genannt, ange-
wendet (nach P. Job benannt) und eine Job-Darstellung angefertigt."94] Hierbei wird
bei einem festen Peptid-zu-Lipidverhiltnis der Molenbruch einer Komponente variiert.
In diesem Falle wurde der PGLa-Molenbruch in Schritten von Ax = 0,1 von x = 0
nach x = 1 gemessen.

In allen Féallen wurden drei Mess-
werte an drei unterschiedlichen Ta-
gen ermittelt. Aus den drei Einzel- Tabelle 5.1: Lekagewerte verschiedener
Mag2/PGLa Stoffmengenverhélt-

werten (Leakage und Synergiefak- nisse (P/L, 1:161).

tor) wurde ein Mittelwert und die

jeweilige Standardabweichung vom Molenbruch  Leakage [%]
Mittelwert mit Gleichung 5.1 be- PGLa
0,1 174 +£21
0,2 31,0 + 4,6
Y(x — )2 0,3 434 + 6,1
%=\ o) (5.1) 0,4 474 + 2.7
0,5 61,8 = 1,2
o . . 0,6 45,5 + 5,0
Hierbei ist o, die Standardabwei- 0.7 398 + 4.6
chung, z der Einzelwert und z der 0:8 26:2 + 3:0
Mittelwert. Die Anzahl der Mes- 0,9 11,1 + 1,0
sungen bzw. Werte wird durch n 1 3,6 +0,2

beschrieben. Die fiir unterschied-
lichen PGLa-Molenbriiche erhalte-
nen Leakagewerte und die Standardabweichungen sind in Tabelle 5.1 aufgefiihrt. Die
Job-Darstellung der Mittelwerte ist in Abbildung 5.2 zu sehen. Die Standardabwei-
chungen sind als Fehlerbalken dargestellt. Das P /L war an allen drei Messtagen 1:161.
Das hochste Leakage verursachte die equimolare Mischung von PGLa und Mag2 bei
einem PGLa-Molenbruch von 0,5. Das Leakage betrug ca. 62 %.

5.1.2. ’N-Festkorper-NMR-Spektroskopie

Im Zuge dieser Arbeit und vieler vorangegangener Arbeiten und Verétfentlichungen
wurden basierend auf den Arbeiten von Matsuzaki et al. viele Messungen mit der 1:1-
Mischung durchgefiihrt.|®®] Um zu tiberpriifen, ob dies auch fiir die Festkérper-NMR-
Spektroskopie giiltig ist, wurden Messungen durchgefiihrt, die ein anderes Peptid-
zu-Peptid-Verhiltnis hatten. In diesem Fall wurden Messungen mit PGLa-'°N-A10
durchgefiihrt, da nur hier eine gravierende Anderung in der Orientierung in Gegen-
wart einer equimolaren Menge an Mag2 beobachtbar ist. Die Spektren sind in Abbil-
dung 5.3 gezeigt. Hier sind PGLa allein, in einer 2:1-Mischung mit dem Mag2-Wildtyp
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5.1. Stoffmengenverhiltnis Natur der Interaktion

und in einer 1:1-Mischung mit dem Mag2-Wildtyp zu sehen. Diese Messungen wurden
in DMPC/DMPG (3:1) durchgefiihrt. PGLa alleine ist, wie schon aus dem voran-
gegangenen Kapiteln bekannt, in einem T-Zustand orientiert. In der 1:1-Mischung
nimmt es eine transmembrane Orientierung ein (I-Zustand). In Spektrum zwei und
drei (!N), ist nun klar zu erkennen, dass zusitzlich zu dem I-Zustand von PGLa eine
weitere Orientierung vorhanden ist in Form eines T-Zustands.

31pP vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulver
PGLa-""N-A10

PGLa-'5N-A10

h

PGLa-15N-A10
+ Mag2-WT, 2:1
PI/L, 1:66,7

PGLa-5N-A10
+ Mag2-WT, 2:1
P/L, 1:50

PGLa-"°N-A10
+ Mag2-WT, 1:1

11
234
T

]

50 25 0 -25 -50 300 200 100 O 50 25 0 -25 -50
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Abbildung 5.3: Gegeniiberstellung von PGLa alleine, in einem 2:1-molaren Verhéltnis mit
dem Mag2-Wildtyp und in equimolarer Mischung mit dem Mag2-Wildtyp
(P/L, 1:50, 1:66,7).

Die Signalintensitéiten der beiden Zustinde in diesem Spektrum sind nicht gleich. Si-
gnale sind bei Kreuzpolarisationsexperimenten nicht quantitativ. Die Intensitit von
[-Zustand und T-Zustand hiangt von der Dynamik der Peptide und der N-H Bindungs-
orientierung zum Magnetfeld ab. Die optimale Kontaktzeit kann sich unterscheiden.
Aus diesem Grund kénnen Populationen der Peptide in I- und T-Zustinden aus die-
sem Spektrum nicht genau determiniert werden. In Tabelle 5.2 sind alle chemischen
Verschiebungen und Probenzusammensetzungen aufgefiihrt.

Tabelle 5.2: Gegeniiberstellung der aus den NMR-Spektren ermittelten chemischen Ver-
schiebungen von PGLa-1N-A10 alleine, in einem 2:1-molaren Verhéltnis zum
Mag2-Wildtyp und in equimolarer Mischung mit dem Mag2-Wildtyp.

Peptidmischung Chemische P/L
Verschiebung
[Ppm]
PGLa-'5N-A10 133 (T) 1:50
PGLa-1°N-A10, Mag2-WT, 2:1 197 (I), 117 (T) 1:66,7
PGLa-15N-A10, Mag2-WT, 2:1 186 (1), 95 (S) 1:50
PGLa-15N-A10, Mag2-WT, 1:1 205 (I) 1:50

62



5.2. CD-spektroskopische Interaktionstudien Natur der Interaktion

5.2. CD-spektroskopische Interaktionstudien

Ziel dieser Untersuchungen

mittels CD-Spektroskopie "

war es herauszufinden ob - -
PGLa und Mag2 schon \ /

in Losung wechselwirken,

oder ein dritter Faktor in
Form von Lipiden notwen-
dig ist. Hierzu wurden Ver-
suche mit einer sog. Dop-
pelkammerkiivette durch-

gefiihrt. Hierbei befinden

sich die Losungen der bei- Abbildung 5.4: Darstellung einer Doppelkammerkiivette.
Die Peptide PGLa (rot) und Mag2 (griin)
werden in Gegenwart von Lipidvesikeln in
unterschiedliche Kammern gefiillt.

den Peptide in unterschied-
lichen Kammern der Kii-
vette. Es werden hierbei die
Spektren der Peptide allein
und mit beiden Kammern befiillt gemessen. Anschlielend wird die Kiivette geschiit-
telt, was zu einer Durchmischung der beiden Lésungen in den zwei Kammern fiihrt.
Daraufhin wird erneut ein CD-Spektrum aufgenommen um etwaige Verdnderungen
zu detektieren. Eine Doppelkiivette ist in Abbildung 5.4 gezeigt. Hier sind zusétzlich
zu den Peptiden auch noch Lipidvesikel anwesend. Da beide Peptide in wéssrigem
Milieu ungeordnete Strukturen einnehmen wurden zuerst Untersuchungen in 10 mM
Phosphatpuffer durchgefiihrt. Diese Spektren sind in Abbildung 5.5 aufgefiihrt.

CD [mdeg]

-10 \\\

Mag2-WT (vorne)
—— PGLa-WT (hinten)

Mag2-WT, PGLa-WT
Mag2-WT, PGLa-WT (durchmischt)

-15 4

200 ' 220 ’ 240 ' 260
Wellenlange [nm]
Abbildung 5.5: CD-Spektren in Phosphatpuffer in einer Doppelkammerkiivette.
Die Spektren sind in mdeg angegeben. MRE Werte sind im Falle der Mischung unvor-

teilhaft. Im ersten Schritt wurden Spektren fiir die einzelnen Peptide aufgezeichnet.
Hier war jeweils nur eine Kammer der Kiivette befiillt. Anschliefsend wurden beide
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5.2. Lokalisation Natur der Interaktion

Kammern mit den beiden Peptidlésungen befiillt und ein Spektrum aufgenommen.
Danach wurden die beiden Kammern durchmischt und erneut ein Spektrum aufge-
nommen. Im Zuge der Interaktion sollte so eine Konformationsinderung detektiert
werden. Die Spektren der mit beiden Kammern befiillten Kiivette in Phosphatpuf-
fer unterscheiden sich im undurchmischten und durchmischten Zustand kaum. Da die
Kiivette eine Schichtdicke von 8,75 mm (2 x 4,375 mm) hat, ist die messbare Peptid-
konzentration limitiert. Vergleicht man die Spektren mit CD-Spektren, die mit diinne-
ren Schichtdicken gemessen wurden, so ist die gemessene Intensitdt geringer und der
niedrige Wellenldngenbereich ist schlechter aufgeltst. Meist werden CD-Messungen in
Kiivetten mit 1 mm Schichtdicke oder sogar kleiner durchgefiihrt. Die Konzentrations-
bzw. Wegldngenabhingigkeit ist durch das Lambert-Beer’sche Gesetz gegeben (Glei-
chung 3.3).[69] Da die Peptide sobald sie an Lipidmembranen binden a-helikale Struk-
turen ausbilden, sollte die Wechselwirkung in Losung in a-helikalem Zustand unter-
sucht werden. Hierzu wurde das Additiv TFE eingesetzt, da es a-Helizitdt induziert
(Abbildung 5.6).

40 + A\ Mag2-WT (vorne)
{17 \ —— PGLa-WT (hinten)
30/ \ Mag2-WT, PGLa-WT
I “ Mag2-WT, PGLa-WT (durchmischt)
> 20+
)
©
S
— 104
[a)
O .
0 — —
-10 —
-20 4

T T T T T T 1
200 220 240 260
Wellenlange [nm]

Abbildung 5.6: CD-Spektren in Phosphatpuffer und 30 % TFE.

Die Messungen wurden analog zu denen in Phosphatpuffer durchgefiihrt. Die Messun-
gen wurden in 30 %iger TFE/Phosphatpuffermischung durchgefiihrt. Hier ist deutlich
die gewlinschte a-helikale Struktur zu sehen. Aber auch hier sind die Spektren der un-
durchmischten und durchmischten Peptidlosungen nahezu identisch. Da nahezu alle
Messungen in dieser Arbeit in Gegenwart von Lipiden durchgefiihrt wurden, sollten
auch die Interaktionsmessungen mit Lipidvesikeln durchgefiihrt werden. Die Wahl des
Lipids ist in diesem Fall nicht trivial. Die hier verwendeten Peptide bilden in Gegen-
wart von negativ geladenen Lipiden a-helikale Strukturen aus. Der Nachteil an dieser
Tatsache ist, dass diese Peptide dann an die Lipid-Vesikel gebunden sind. Die Annah-
me dies geschehe in den zwei Kammern mit jeweils PGLa und Mag2 fiihrt zu dem
Schluss, dass ein Grofiteil der Peptide nach Durchmischung nicht in Wechselwirkung
treten kann, da sie auf unterschiedlichen Vesikeln lokalisiert sind. Das zweite Problem
ist, dass die a-helikale Struktur sehr prominent ist, d. h. Anderungen in der Sekundér-
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struktur sind schwer zu erkennen. Aus diesen zwei Griinden wurde ein Lipid gew#hlt
bei dem zunéchst keine Bindung erfolgt und die Peptide ungeordnet vorliegen. Die Idee
dahinter ist, dass PGLa und Mag?2 stark miteinander wechselwirken und zusammen an
die Membran binden und ein helikales Signal detektiert werden kann. Als Lipid wurde
DMPC gewihlt. Die Spektren sind in Abbildung 5.7 gezeigt und wurden bei einem
P/L von 1:20 aufgenommen. Hier ist nun ein weiteres Spektrum gezeigt. Dies ist die
berechnete Summe der Einzelspektren von PGLa und Mag2. Dieses Spektrum ent-
spricht ungefdhr dem gemessenen Spektrum der undurchmischten Einzellosungen in
unterschiedlichen Kiivettenkammern. Interessant ist die durchmischte Messung, denn
sie unterscheidet sich von dem Spektrum der undurchmischten Messung. Allerdings
ist auch hier keine klare neue Sekundérstruktur zu erkennen. Hieraus folgt, dass es
keine eindeutige Interaktion in Losung gibt.

i)
(0]
©
£
S 1R Mag2-WT
—— PGLa-WT
Mag2-WT + PGLa-WT
109 T Mag2-WT + PGLa-WT (durchmischt)
Berechnete Summe
Mischungseffekt
15 : : : : : : ,
200 220 240 260

Wellenlange [nm]

Abbildung 5.7: CD-Spektren in Phosphatpuffer und DMPC-Vesikeln bei einem P/L von
1:20.

5.3. Konzentrationsabhidngige Interaktionsuntersuchungen

5.3.1. Kooperativitat

5.3.1.1. Ergebnisse

Da die Mischung von PGLa und Mag2 deutlich aktiver ist als die Einzelkomponenten,
kann davon ausgegangen werden, dass die beiden Peptide miteinander wechselwirken.
In diesem Abschnitt bedienen wir uns einer Methodik aus der Enzymkinetik, um die
Interaktion zwischen den Molekiilen zu untersuchen. Sie wurde urspriinglich fiir Ha-
moglobin entwickelt und ist nach ihrem Erfinder Hill benannt. Durch sie erlangt man
Auskunft iiber die Kooperativitdt von Untereinheiten in Enzymen. In diesem Fall

65
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wird sie auf die Kooperativitit zwischen Peptidmolekiilen angewendet. Um die Ko-
operativitdt zu messen wurden erneut Fluoreszenzmessungen im POPC/POPG (3:1)
Lipidsystem durchgefiihrt. Hierbei wurde auch wie in den anderen Messungen die
Lipidkonzentration konstant gehalten (100 pmol/1) und die Peptidkonzentration va-
riiert. Bei den Fluoreszenzmessungen kann man die Anfangsgeschwindigkeiten (%/s)
fiir verschiedenen Konzentrationen bestimmen. Hierbei wird das Leakage pro Sekun-
de gemessen. Die Anfangssteigungen (15-20 s) fiir die verschiedenen Konzentrationen
wurden gegen die Konzentration aufgetragen. Anschlieftend erfolgte die Anpassung an
die sog. Hill-Gleichung (Gleichung 3.12) aus der der Hill-Koeffizient n, die halbma-
ximale Geschwindigkeit v,,q, und die Konstante Ko 5 bestimmt wurden.[9] Der Hill-
Koeffizient gibt Aufschluss dariiber wie stark die Molekiile miteinander kooperieren.
Dies wurde fiir PGLa, Mag2, MSI-103 und die PGLa/Mag2-Mischung (1:1) durchge-
fiithrt. In Abbildung 5.8a, Abbildung 5.8b, Abbildung 5.9a und Abbildung 5.9b sind
die Kurven fiir verschiedene Peptidkonzentrationen gezeigt. In Abbildung 5.10 sind
die Steigungen des durch verschiedene Konzentrationen der PGLa/Mag2-Mischung
verursachten Leakage aufgetragen (1). Sie wurden an die Hill-Gleichung angepasst.
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(a) PGLa-Konzentrationsserie (11). (b) MSI-103-Konzentrationsserie (111).

Abbildung 5.8: Ermittelte Kurven fiir verschiedene PGLa- und MSI-103-Konzentrationen.
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(a) Mag2-Konzentrationsserie (1). (b) PGLa/Mag2-Konzentrationsserie (11).

Abbildung 5.9: Fiir verschiedene Konzentrationen von Mag2 und der PGLa/Mag2-
Mischung (1:1) ermittelte Kurven.

66



5.3. Konzentrationsabhéngigkeit Natur der Interaktion

Modell Hill

Gleichung y=Vmax*x"n/(k"n+x"n)

1 ,6 - Chi-Quadr 4,76907E-4

Reduziert

Kor. R-Quadrat 0,99823

1.4+ Wert Standardfehler
? Vmax 2,05894 0,08627

Steigung k 0,75276 0,01744

1 ’2 - n 4,86895 0,25308
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Abbildung 5.10: Aus den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen der PGLa/Mag2-
Mischung (1) ermittelte Anfangssteigungen aufgetragen gegen die Peptid-
konzentration mit anschliefender Anpassung an die Hillgleichung.

5.3.1.2. Diskussion

In Tabelle 5.3 sind die fiir die verschiedenen Konzentrationsserien ermittelten Para-
meter aufgelistet. Im Falle von Mag?2 sind die Anpassungen der Kurven in Tabelle 5.4
aufgelistet. Alle fiir die Hill-Anpassungen verwendeten Steigungen sind im Anhang C
in Tabelle C.5 bis Tabelle C.8 aufgelistet. Im Falle der PGLa/Mag2-Mischung konnte
in zwei Féllen nur durch nicht Einbeziehen eines bzw. zweier Datenpunkte ein Konver-
gieren der Kurve erreicht werden. Die Punkte folgten offensichtlich nicht dem Trend
und sind im Anhang entsprechend markiert. Im Falle von MSI-103 wurde eine Kur-
venkonvergenz nur in einem Fall erreicht. Das hieraus ermittelte vy,q, wurde in den
anderen beiden Anpassungen fest gesetzt wodurch auch hier eine Kurvenkonvergenz
und eine gute Anpassung erreicht werden konnte.

Dies ist nach entsprechenden Datenanpassungen auch fiir Mag2 der Fall. Hier wurde
um ein Konvergieren zu erreichen ein Wert fest gesetzt. In diesem Fall wurde vy,qz
verwendet, da dies als einzige Grofe abgeschitzt werden kann. Es wurden ein eher
niedriger und ein hoher Wert fiir v,,,4, verwendet (siehe Tabelle 5.4). Eine Konvergenz
ohne Wert fest zu setzen konnte nur durch das Auslassen von vier Datenpunkten
erreicht werden. Dies waren die Datenpunkte bei niedrigeren Konzentrationen. Diese
Anpassungen sind nur unter Vorbehalt zu verwenden. In diesem Fall konnten nur zwei
verwertbare Datensitze ermittelt werden.

Es ist klar ersichtlich, dass man hier unterschiedlich starke Kooperativitit zwischen
den Peptiden selbst und der Mischung von PGLa und Mag2 sieht (Tabelle 5.3).
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MSI-103, das biologisch aktivste Peptid, hat einen Hill-Koeffizienten von ca. 2. Der
PGLa-Wildtyp scheint deutlich stérker mit sich selbst wechselzuwirken. Der Hill-
Koeffizient bewegt sich zwischen drei und vier. Noch hohere Kooperativitédt erreicht
die PGLa/Mag2-Mischung mit einem Hill-Koeffizienten von 4,4 bis 5. Dies erscheint
logisch, da die Mischung bei gleicher Gesamtpeptidkonzentration aktiver ist. Da in
den Fluoreszenzmessungen nur Lipide involviert sind, kénnen die zwei Peptide nicht
zwei unterschiedliche Mechanismen bedienen wie z. B. Membranaktivitdt und Kanal-
blockierung. Aus diesem Grund kann die hohere Aktivitdt nur durch Kooperation der
beteiligten Molekiile zustande kommen. Der Unterschied zwischen MSI-103 und PG-
La kann verschiedene Griinde haben. Eine Grund ist struktureller Natur und wird im
nichsten Kapitel ndher erlautert werden.

Tabelle 5.3: Aus den verschiedenen Konzentrationsserien durch entsprechende Kurvenan-
passungen berechnete Hill-Koeffizienten n, Maximalgeschwindigkeiten u,,q,
und Konstanten Ko 5.

Peptid n KQ,5 VUmax
[umol/L]  [%/s]
PGLa-WT (1) 3.3+ 04 5,6 + 2.4 20,1 + 19,0
PGLa-WT (11) 4,0 £0,3 4,0 + 0,4 8,2+ 1,5
PGLa-WT (1) 39403 3,7+03 6,9 + 1,0
MSI-103 (1)2 1,94+ 0,1 29,1 + 1,6 10,7
MSI-103 (11)® 1,9+ 0,1 31,6 + 2,8 10,7
MSI-103 (111) 2,0+ 0,2 20,5 + 10,4 10,7 + 7,8
PGLa-WT/Mag2-WT (I) 4,9 + 0,3 0,8 &+ 0,0 2,1 + 0,1
PGLa-WT/Mag2-WT (1) 5,0 + 0,7 0,7 + 0,0 2,1 & 0,2
PGLa-WT/Mag2-WT (lll) 4,4 + 0,6 0,7 + 0,0 2,1+ 0,2

“Hier wurde V., auf einen festen Wert gesetzt, der in (1ll) ermittelt wurde, da beim Anpassen
wechselseitige Abhangigkeiten entstanden und die Kurve nicht konvergiert ist.

Tabelle 5.4: Aus den verschiedenen Konzentrationsserien von Mag2 durch entsprechende
Kurvenanpassungen berechnete Hill-Koeffizienten n, Maximalgeschwindigkei-

ten vmq, und Konstanten Ko 5.

Peptid n K0’5 VUmazx
[pmol/L]  [%/s]
Mag2-WT (1)° 2,7+ 0,2 5,6 + 0,1 2,0 £ 0,0
Mag2-WT (1)° 1,9 +£0,1 17,1 £1,2 10,0 + 0,0
Mag2-WT (1)2 2,2+ 0,5 13,5 + 18,8 8,6 4 20,1
Mag2-WT (11)P 2,0 + 0,2 6,0 £ 0,2 2,0 £ 0,0
Mag2-WT (11)P 1,4 +0,1 26,5 + 2,6 10,0 £ 0,0
Mag2-WT (11)2 2,2+ 4 6,24+ 1,8 224 0,7

“Hier wurden vier Datenpunkte nicht in die Anpassung mit einbezogen.

Hier wurden je zwei Werte fiir v.nq. gesetzt (2 %/s, 10 %/s) . Der Hill-Koeffizient veriindert sich in
beiden Féllen kaum. Der niedrigere Wert scheint realistischer, da in keiner Messung ein héherer
Wert als 1,2 erreicht wurde.

Matsuzaki et al. fiihrten Studien zur Komplexbildung zwischen PGLa und Mag?2
durch. Sie fanden mittels fluoreszenzspektroskopischer Untersuchungen Unterschie-
de in der Verhaltensweise der Peptide. Dieser Studie zu Folge ist die Porenbildungs-
geschwindigkeit folgendermafen abgestuft: 1:1-Komplex > PGLa > Mag2. Die Le-
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bensdauer der Poren ist Mag2 > 1:1-Komplex > PGLa.l8 Hieraus folgt der Schluss,
dass die Bildung eines supramolekularen Komplexes zur Synergie fiihrt, welche durch
schnelle Porenbildung und moderate Porenstabilitit geprégt ist.

Betrachtet man nun die Form der in dieser Arbeit ermittelten Leakagekurven, so
ergibt sich ein anderes Bild. In Abbildung 5.11 sind fiir PGLa, MSI-103, Mag2 und
die PGLa/Mag2 Mischung verschiedener Konzentrationen, die ca. das gleiche Leakage
verursachen, die Kurven aufgetragen.
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Abbildung 5.11: Kurvenvergleich von PGLa, MSI-103, Mag2 und der PGLa/Mag2-
Mischung bei verschiedenen Konzentrationen.

Hier erkennt man deutlich, dass sich PGLa und MSI-103 dhnlich verhalten. Hier ist
ein nahezu linearer Zusammenhang zu erkennen, dass heifst es findet ein permanentes
Leakage statt. Das heifst aber auch, dass die Poren relativ stabil und permanent durch-
lassig sind. Mag2 und die PGLa/Mag2-Mischung haben Kurven, die relativ schnell an-
steigen und dann beginnen abzuflachen. Dies spricht fiir eine schnelle Porenbildung.
Diese Poren scheinen aber nicht sonderlich stabil zu sein. Im Falle der PGLa/Mag2-
Mischung scheinen diese Poren schneller gebildet zu werden, da sie schon bei gerin-
geren Konzentrationen auftreten. Somit ergibt sich, wenn man das von Matsuzaki
et al. verdffentlichte Schema verwendet, ein anderer Zusammenhang. Die Stabilitéit
der Poren bzw. deren Lebensdauer verhilt sich wie folgt: PGLa > Mag2 > Komplex.
Zur Bildungsgeschwindigkeit 14sst sich aus diesen Experimenten keine genaue Aussage
treffen, da die zeitliche Auflésung (1 s) zu gering ist.
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5.3.2. Konzentrationsabhingigkeit der Orientierung von PGLa

Da die Interaktion der Peptide PGLa und Mag2 eine Konzentrationsabhingigkeit
zeigt, soll in diesem Abschnitt ausgeschlossen werden, dass PGLa auch alleine bei
sehr hohen Konzentrationen auf der Membran in eine transmembrane Orientierung
iibergeht. Im Zuge der Diplomarbeit wurde gezeigt, dass Mag2 auch bei sehr hohen
Peptidkonzentrationen (P /L, 1:10) nur in die Membran geneigt ist (T-Zustand).[26:4%]
Es konnte von Tremouilhac et al. mittels 2H-NMR gezeigt werden, dass bei einem
P/L von 1:20 das Peptid nur in die Membran geneigt ist (T-Zustand).[! In diesem
Abschnitt wird das Orientierungsverhalten von PGLa mittels >N-NMR. untersucht.
Analog zu den Messungen mit Mag2 werden sehr hohe Konzentrationen auf der Mem-
bran verwendet. Es wurden P/L von 1:50, 1:25 und 1:10 untersucht. Sie sind im
Vergleich mit der 1:1-Mischung in Abbildung 5.12 gezeigt.
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Abbildung 5.12: NMR-Spektren von PGLa-°N-A10 bei verschiedenen P /L und in Gegen-
wart des Mag2-Wildtyps.

Es ist zu erkennen, dass sich bei einer Konzentrationserhhung die Orientierung von
PGLa &ndert. Jedoch ist das bei fiinffacher Konzentration nur eine Anderung von 20
ppm. Alle chemischen Verschiebungen sind in Tabelle 5.5 aufgelistet.

Tabelle 5.5: Chemische Verschiebungen von PGLa-!'N-A10 in DMPC/DMPG (3:1) bei ver-
schiedenen P /L.

P/L Chemische
Verschiebung
[ppm]

1:50 133 (T)

1:25 147 (T)

1:10 153 (T)
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5.3.3. YF-Festkérper-NMR-Spektroskopie
5.3.3.1. Ergebnisse

Da bislang noch keine Aussage iiber die Stérke des von PGLa und Mag2 gebil-
deten Komplexes gemacht wurde, wurden konzentrationsabhéngige Untersuchungen
an Mag2 mittels 'YF-Festkérper-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Die grundlegen-
de Fragestellung war: Bildet sich der PGLa-Mag2-Komplex, sobald beide Peptide auf
einer Lipidmembran zusammenkommen, oder bedarf es einer bestimmten Konzentrati-
on beider Peptide, damit die Wechselwirkung stattfindet? Eine starke Wechselwirkung
wiirde auch bei niedrigen Konzentrationen zustande kommen. Bei einer eher schwa-
chen Wechselwirkung bendtigt es eine ausreichende Peptiddichte auf der Membran,
um die beiden Peptide in ausreichende Ndhe zu bringen. Bisher wurden die Peptide
mittels Festkérper-NMR in DMPC/DMPG bei einem P/L von 1:50 untersucht. Hier
kann eine Interaktion in der Mischung festgestellt werden. Es findet hauptséchlich eine
Anderung des Ordnungsparameter S,,,; statt, sobald eine equimolare Menge an PGLa
vorhanden ist. Dies #ufert sich in einer Anderung der durch die verschiedenen Mar-
kierungen erzeugten Aufspaltungen. Am stirksten ist dies im Falle von Mag2-'F-G18
zu beobachten. In Abbildung 5.13 sind die Spektren von an verschiedenen Positionen
markierten Mag2-Peptiden bei einer niedrigen Peptidkonzentration auf der Membran
gezeigt (P /L, 1:500).
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Abbildung 5.13: NMR-Spektren der *F-markierten Mag2-Analoga in DMPC/DMPG (3:1)
bei einem P/L von 1:500.

Die Aufspaltungen sind denen bei einem P /L von 1:50 aufgenommenen Spektren #hn-
lich. Auch hier scheint das an Position 18 markierte Peptid zu aggregieren. Dies hat
jedoch keinerlei Einfluss auf seine Wechselwirkung mit PGLa. In mikrobiologischen
Untersuchungen (Anhang C in Tabelle C.2) von Giinther Pritz!®7 und fluoreszenz-
spektroskopischen Untersuchungen (Anhang C in Tabelle C.4) im Zuge dieser Arbeit
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konnte gezeigt werden, dass sich Mag2-'"F-G18 wie der Wildtyp verhilt, d.h. mit
dem PGLa-Wildtyp synergistisch interagiert. Aus den in DMPC/DMPG gemessenen
NMR-Spektren wurden die in Tabelle 5.6 aufgelisteten Aufspaltungen ermittelt. Nicht
aufgelst bedeutet, dass das Peptid mobil war, aber die Aufspaltung nicht ausgelesen
werden konnte. In Abbildung 5.14 sind nun die Spektren fiir Mag2 in Gegenwart einer
equimolaren Menge an PGLa-Wildtyp bei einem P /L von 1:500 gezeigt.

31P vorher, 308 K 9F 0°, 308 K 19F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K

Mag2-19F-L6

I I
- .
e | j.
S S N N
o I j

[ [

Mag2-19F-G18

Abbildung 5.14: NMR-Spektren der '"F-markierten Mag2-Analoga in Gegenwart einer
equimolaren Menge an PGLa-Wildtyp in DMPC/DMPG (3:1) bei einem
P/L von 1:500.

Die aus den in Abbildung 5.14 gezeigten NMR-Spektren ausgelesenen Aufspaltungen
sind in Tabelle 5.6 aufgelistet. Sie sind den aus Abbildung 5.13 ermittelten Aufspal-
tungen sehr dhnlich.

Tabelle 5.6: '"F-Aufspaltungen der verschiedenen in Mag2 markierten Positionen allein und
in Gegenwart einer equimolaren Menge an PGLa-Wildtyp in DMPC/DMPG
(3:1) bei einem P/L von 1:500.

Peptid YF-Mag2 YF-Mag2 + PGLa-WT
0° 90° 0° 90°
[kHz] [kHz] [kHz] [kHz]
Mag2-19F-L6 -1,9 0,8 -1,6 nicht
aufgelost
Mag2-F-G13 2,5 nicht 2,7 -1,5
aufgelost
Mag2-1F-A15 -1,8 nicht -2,7 1,3
aufgelost
Mag2-°F-F16 10,4 -5,2 10,1 -5
Mag2-F-V17 -4,3 2,2 -4.3 2
Mag2-F-G18 5 -2,2 2,6 -1,7
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5.3. Konzentrationsabhéngigkeit Natur der Interaktion

Zwei der markierten Peptiden wurden auch noch bei anderen Konzentrationen unter-
sucht: Das oben wegen seinem Aggregationsverhalten schon erwihnte Mag2-"F-G18
und Mag2-9F-V17. Die Spektren von Mag2-1F-G18 sind in Abbildung 5.15 gezeigt.

31P vorher, 308 K 19F 0°, 308 K 19F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K

I
TBO,N

»
jos)

i
L
T

Mag2-19F-G18
1:50

Mag2-'9F-G18
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1:1:1000

Mag2-"9F-G18
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1:1:400

Mag2-'9F-G18
PGLa
1:1:100
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Abbildung 5.15: NMR-Spektren von Mag2-19F-G18 in DMPC/DMPG (3:1) bei unter-
schiedlichen P /L sowohl in Gegenwart des PGLa-Wildtyps als auch ohne.

In Gegenwart von PGLa bildet sich eine grofe Aufspaltung zusétzlich zum Pulveran-
teil. Dies ist in der letzten Zeile zu sehen. Verfolgt man die verschiedenen Konzen-
trationen stufenweise so ist erkennbar wie trotz Gegenwart des PGLa-Wildtyps diese
Aufspaltung bei geringeren Konzentrationen verschwindet und nur noch die Aufspal-
tung bleibt, welche der von Mag2 alleine bei hohen Konzentrationen entspricht. Wie
bereits oben erwihnt hat das Aggregationsverhalten keinen Einfluss auf die Aktivitét
und die Interaktion mit dem PGLa-Wildtyp.
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Abbildung 5.16: Aus den Aufspaltungen der '"F-NMR-Spektren erstellte Wellen- und
RMSD-Darstellung fiir Mag2 alleine in DMPC/DMPG (3:1) bei einem
P/L von 1:500.

Aus den in Tabelle 5.6 aufgefiihrten Aufspaltungen wurde der Neigungswinkel 7, der
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5.3. Konzentrationsabhéngigkeit Natur der Interaktion

Rotationswinkel p, der Ordnungsparameter S,,, sowie der RMSD-Wert berechnet.
Die entsprechenden Wellen- und RMSD-Darstellungen sind in Abbildung 5.16 und
Abbildung 5.17 gezeigt.
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Abbildung 5.17: Aus den Aufspaltungen der °F-NMR-Spektren erstellte Wellen- und
RMSD-Darstellung fiir Mag2 in Gegenwart einer equimolaren Menge des
PGLa-Wildtyps in DMPC/DMPG (3:1) bei einem P /L von 1:500.

In Abbildung 5.18 sind die NMR-Spektren von Mag2-1F-V17 zu sehen.
31P vorher, 308 K 19F 0°, 308 K 9F 90°, 308 K 31P nachher, 308 K
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Abbildung 5.18: NMR-Spektren von Mag2-1F-V17 in DMPC/DMPG (3:1) bei unter-
schiedlichen P /L alleine und in Gegenwart des PGLa-Wildtyps .

Hier ist der Unterschied zwischen den Aufspaltungen nicht so grofs. Dennoch kann man
erkennen, dass sich bei hohen Konzentrationen die Aufspaltung éndert. Zwischenzeit-
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5.4. Zusammenfassung Natur der Interaktion

lich sind sogar zwei Spezies vorhanden. Die aus den Aufspaltungen ermittelten Daten
sind in Tabelle 5.7 aufgelistet.

5.3.3.2. Diskussion

Aus den Ergebnissen von Mag2-"F-V17 und Mag2-'19F-G18 lisst sich schliefen, dass
sich der Komplex zwischen PGLa und Mag2 zwischen einem P /L von 1:500 und 1:300
zu bilden beginnt bzw. sich das Gleichgewicht von den einzelnen Peptiden von der
Seite der Monomere auf die Seite des Komplexes verlagert. Vollstindig ausgebildet ist
er dann zwischen einem P /L von 1:200 und 1:100.

Tabelle 5.7: Aus den Wellen und RMSD-Darstellungen ermittelte Neigungswinkel 7, Rota-
tionswinkel p, Ordnungsparameter S,,,; und RMSD-Werte fir DMPC/DMPG

(3:1).

Zusammensetzung T P Sl RMSD
[°] [°] [kHz]

Mag2/DMPC/DMPG? 74 163 0,76 0,87
(2:75:25)
Mag2/DMPC/DMPG 81 159 0,78 1,44
(2:750:250)
Mag2/PGLa/DMPC/DMPG 75 162 0,69 1,01
(1:1:750:250)
Mag2/PGLa/DMPC/DMPG* 92 158 1,0 1,0
(1:1:75:25)

“Die Daten sind aus der Diplomarbeit entnommen. Die Wellen- und RMSD-Darstellungen sind im
Anhang aufgefiihrt.[*]

Aus Tabelle 5.7 wird deutlich, dass sich Mag?2 trotz Gegenwart von PGLa bei niedrigen
Peptidkonzentrationen auf der Membran so verhilt, als wire PGLa nicht anwesend.
Besonderes Augenmerk sollte man hier auf den Ordnungsparameter legen. Er gibt In-
formation iiber die Mobilitét eines Peptids. Fin Ordnungsparameter von eins bedeutet
dass die Mobilitdt des Peptids eingeschrankt ist. Dies ist nur der Fall bei einem P /L
von 1:50 in Gegenwart von PGLa. Aus den Ergebnissen folgt, dass die Interaktion nur
stattfindet bzw. seine volle Wirkung entfaltet, wenn eine Grenzkonzentration auf der
Membran {iberschritten wird, d.h. der Komplex ist eher instabil.

5.4. Zusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die Interaktion der Peptide PGLa und
Mag2 nicht in Losung stattfindet, sondern auf bzw. in Gegenwart von Lipidmembra-
nen. Des Weiteren bilden die zwei Peptide in den experimentellen Rahmenbedingungen
der in dieser Arbeit verwendeten biophysikalischen Methoden die stirkste Wechsel-
wirkung in der equimolaren Mischung aus. Dies ldsst darauf schliefen, dass die zwei
Peptide ein Hetero-2n-mer bilden (n = 1, 2, 3, ...). In Abbildung 5.19 ist die Kom-
plexbildung durch PGLa und Mag2 als Reaktionsgleichung dargestellt. Bei niedrigen
Konzentrationen ist die Lage des Gleichgewichts auf der Seite der Monomere, bei ho-
hen Konzentrationen auf der Seite des Hetero-2n-mers. Die Kooperativitit zwischen
PGLa und Mag?2 ist hoher als zwischen den einzelnen Peptiden. Die Interaktion ist
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5.4. Zusammenfassung Natur der Interaktion

auch in Gegenwart von Lipidmembranen nicht sonderlich stark. In DMPC/DMPG
(3:1) bedarf es, um den Komplex zu beobachten, eines P/L von ca. 1:200.

n[PGLa]+n[Mag2]

[PGLa+Mag2],
d

Abbildung 5.19: Reaktionsgleichung der Bildung des PGLa/Mag2-Komplexes aus den Mo-
nomeren.

Trotzdem hat diese schwache Wechselwirkung einen dramatischen Effekt auf die Ak-
tivitéit, welcher in den Leakage-Experimenten gezeigt werden konnte (Abbildung 5.2).
Im néchsten Kapitel wird die Interaktion genauer untersucht werden.
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6. Von PGLa nach MSI-103 und zuriick
oder der Einfluss von geladenen
Aminosauren und Glycinen auf die
Wechselwirkung zwischen PGLa und

Mag?2

In den vorangegangenen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die Wechselwirkung
zwischen PGLa und Mag2 von den gewéhlten Randbedingungen der Experimente ab-
héngt. Die beobachtbaren Ergebnisse in der Festkérper-NMR hingen vom gewéhlten
Lipidsystem und dem P/L bzw. der Peptidkonzentration auf den Modellmembranen
ab. Des Weiteren ist es sinnvoll das richtige Peptid-zu-Peptid-Verhéltnis fiir die Unter-
suchungen zu wihlen (1:1). All die Ergebnisse sprechen fiir eine orientierungsabhén-
gige Interaktion zwischen PGLa und Mag2. Grundlage fiir das folgende Kapitel sind
verschiedene Arbeitshypothesen, die auf verschiedenen Wechselwirkungstypen basie-
ren. Generell kénnen Peptide und Proteine durch Wasserstoffbriicken, Disulfidbriicken,
Salzbriicken und Van-der-Waals-Kréfte in Wechselwirkung treten. Fiir Disulfidbriicken
fehlen den zwei Peptiden die benétigten Cysteine. Diese Art der Wechselwirkung ist
somit auszuschliefen. Die im folgenden Kapitel beschriebenen Mutationen an PGLa
und an Mag2 basieren auf Salzbriicken und Van-der-Waals-Wechselwirkungen. Diese
beiden Wechselwirkungstypen héngen stark vom Abstand der beteiligten Molekiile
ab. Die elektrostatischen Wechselwirkungen werden iiber das Dipolmoment yu = q - r
(¢ - Ladung, r - Abstand) definiert. Die Van-der-Waals-Wechselwirkung hangt sogar

mit der sechsten Potenz vom Abstand ab (r—6).[9l

6.1. Salzbriickenmutationen

Da es sich bei PG-

La und Mag2 um ge- H;N-GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-COO
ladene Molekiile han- @ @ OO @ S] ©

delt und die Vermu-

tung nahe liegt, dass

zwischen den beiden

Molekillen eine Inter- @ o) ® @ ®
aktion stattfindet, lag H3N-GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,

das Augenmerk bei der
Selektion der Mutatio- Abbildung 6.1: Durch geladene Ar.ninoséure.p .herv‘orgeruf(?—
ne Ladungswechselwirkungsmdoglichkeiten zwi-

nen dieses Abschnit- schen PGLa und Mag2.

tes auf Ladungswech-
selwirkungen (Abbildung 6.1).
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6.1. Salzbriickenmutationen Interaktionsstudien

Beide Molekiile tragen positiv geladene Lysine in sich, aber nur Mag2 hat zwei negativ
geladene Reste in Form des C-Terminus und einer Glutaminsdure. Aus diesen mogli-
chen Salzbriicken wurden Ideen entwickelt, um deren Existenz oder Nichtexistenz zu
beweisen. Alle hieraus entwickelten Mutationen sind in Tabelle 6.1 gezeigt.

Tabelle 6.1: Fiir die Untersuchungen der Ladungsinteraktion verwendeten Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
PGLa-°N-A10 - GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PGLa-K5E - GMASEAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PGLa-K12E - GMASKAGAIAGEIAKVALKAL-NH,
PGLa-K15E - GMASKAGAIAGKIAEVALKAL-NH,
PGLa-K19E - GMASKAGAIAGKIAKVALEAL-NHs
PGLa-K19E-1"N-A10  Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALEAL-NH,
Mag2-WT - GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-OH
Mag2-amid - GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-NH,
Mag2-E19Q - GIGKFLHSAKKFGKAFVGQIMNS-OH
Mag2-E19K - GIGKFLHSAKKFGKAFVGKIMNS-OH
Mag2-E19K-amid - GIGKFLHSAKKFGKAFVGKIMNS-NH,

In PGLa wurden nach und nach alle Lysine durch je eine Glutaminsiure ersetzt. In
Abbildung 6.2 sind die PGLa-Mutationen in der Helikalen-Netz-Darstellung gezeigt.
Dies wiirde bei der richtigen Aminoséure zur Blockierung der Salzbriicke fiihren.

PGLa

PGLa-K5E

Abbildung 6.2: PGLa-Ladungsmutationen in der Helikalen-Netz-Darstellung.

In Mag2 wurde anstatt der Glutaminsdure ein Lysin eingefiihrt. Dies wiirde, sollte
diese Aminoséure fiir die Salzbriicke verantwortlich sein, zu einer Blockierung der
Salzbriicke fiihren. Untersucht man in diesem Zusammenhang eine der PGLa K/E
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6.1. Salzbriickenmutationen Interaktionsstudien

Austauschmutationen, sollten diese, bei der richtigen Partnerwahl, nun mit ausge-
tauschter Salzbriicke, erneut Synergie zeigen. Die Glutaminsidure wurde auch noch
durch Glutamin blockiert, welches ungeladen ist. Die negative Ladung in Mag2 am
C-Terminus wurde durch Amidierung blockiert. Beide negativen Ladungen wurden in
Form des Mag2-E19K-amids blockiert. Dies ist auch ein Ladungsaustauschmutant.

6.1.1. CD-Spektroskopie

Da die Einfithrung von Aminosduren in Peptide immer das Risiko birgt ungewollt
strukturelle Anderungen hervorzurufen, muss iiberpriift werden, ob die Sekundir-
struktur der Molekiile sich analog zum Wildtyp verhilt. Die Methode der Wahl ist die
CD-Spektroskopie. Sie gibt Aufschluss dariiber ob und welche charakteristischen Se-
kundéarstrukturmerkmale vorhanden sind. Zuerst wurden die Peptide in 10 mM Phos-
phatpuffer untersucht. In Abbildung 6.3a sind die CD-Spektren der PGLa-Mutationen
in Phosphatpuffer im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp gezeigt. Analoge Spektren
sind fiir den Mag2-Wildtyp und seine Mutationen in Abbildung 6.3b gezeigt.

5 50004 5 s000
g 5000 g 5000
I 2
£ £
o2 2
g 10000y —— PGLa-WT g 1000q —— Mag2-WT
O, k) .
I —— PGLa-K5E m Mag2-amid
o —— PGLa-K12E o —— Mag2-E19Q
S -15000 —— PGLa-K15E = 150007 —— Mag2-E19K
—— PGLa-K19E Mag2-E19K-amid
-20000 -20000
T T T 1 T T T 1
200 220 240 260 200 220 240 260
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

(a) Mag2-Mutationen in Phosphatpuffer.  (b) PGLa-Mutationen in Phosphatpuffer.

Abbildung 6.3: CD-Spektren der Salzbriickenmutationen in Phosphatpuffer im Vergleich
mit dem PGLa-Wildtyp und dem Mag2-Wildtyp.

In beiden Abbildungen ist durch das charakteristische Minimum bei ca. 200 nm klar
ersichtlich, dass es sich in allen Fillen um ungeordnete Strukturen handelt. Die Muta-
tionen verhalten sich sowohl im Falle von PGLa als auch von Mag2 wie die Wildtypen.
Die unterschiedlich starke Elliptizitat ist auf unterschiedliche Loslichkeit und Salz-
gehalt der Peptide zuriickzufiihren. Hinzu kommen Wige- und Pipettierfehler. Auf
Grund des Fehlens von Trp oder Tyr l4sst sich die Konzentration fiir die Berechnung
der MRE-Werte nur rechnerisch aus der Peptideinwaage und dem Volumen der Mess-
16sung ermitteln. In allen Messungen, sowohl in Phosphatpuffer, als auch in Gegenwart
der Vesikel, wurde die gleiche Stoffmenge an Peptid verwendet. Ein wichtiges Cha-
rakteristikum dieser Peptide ist die Eigenschaft a-Helices auszubilden, sobald sie an
Lipiddoppelschichten binden. Auf Grund des amphipathischen Charakters bildet sich
ein polarer, hydrophiler Bereich und ein hydrophober Bereich aus. Der hydrophobe
Bereich lagert sich in die Lipiddoppelschicht ein. Der hydrophile Bereich ist der wissri-
gen Phase zugewandt. Da PGLa sowie Mag2 positiv geladene Peptide sind, werden fiir
die Bindung an Lipidvesikel negativ geladene Lipidkopfgruppen benotigt. Fiir die Ve-
sikel wurde das auch in der Festkorper-NMR-Spektroskopie verwendete Lipidsystem
DMPC/DMPG (3:1) gewahlt. Dies enthélt eine ausreichende Menge an Ladungstri-
gern. Die Messungen wurden bei einem P /L von 1:50 durchgefiihrt. Dieses P/L wurde
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6.1. Salzbriickenmutationen Interaktionsstudien

auch in den meisten Proben bei der Festkdrper-NMR-Spektroskopie verwendet. Die
a-Helizitdt ist Grundvoraussetzung fiir die Annahmen die bei der Festkérper-NMR
gemacht werden. Ist dies nicht gegeben konnen die Spektren nicht ausgewertet wer-
den. Die Spektren des PGLa-Wildtyps und dessen Mutationen sind in Abbildung 6.4a
gezeigt. Analoges ist in Abbildung 6.4b fiir den Mag2-Wildtyp und dessen Mutationen
zu sehen. Hier ist klar erkennbar, dass sich in allen Féllen a-Helices ausbilden. Die
Mutationen verhalten sich in allen Fillen so wie die Wildtypen. Auch hier zeigt Mag?2
eine geringere Elliptizitat als PGLa. Hieraus ldsst sich schliefsen, dass die Veranderung
der Gesamtladung wenig Einfluss auf die Sekundarstruktur der Molekiile hat.

80000 - 80000
—— PGLa-WT —— Mag2-WT
£ 60000 / —— PGLa-K5E £ 600004 —— Mag2-amid
g / ——PGLa-K12E 2 \ —— Mag2-E19Q
B 40000 —— PGLa-K15E S 40000 —— Mag2-E19K
5 —— PGLa-K19E 5 —— Mag2-E19K-amid
o o
g 20000+ £ 20000
w w
g ’ % ' M
20000 4 M -20000 4 —
-40000 . . : ) 40000

T T T 1
200 220 240 260 200 220 240 260
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

(a) PGLa-Mutationen in Gegenwart von (b) Mag2-Mutationen in Gegenwart von
DMPC/DMPG-Vesikeln. DMPC/DMPG-Vesikeln.

Abbildung 6.4: CD-Spektren der Salzbriickenmutationen im Vergleich mit dem PGLa-
Wildtyp und dem Mag2-Wildtyp in Gegenwart von DMPC/DMPG (3:1)
bei einem P/L von 1:50.

Da nur gebundene Molekiile a-helikal sind, scheint die Bindungsaffinitdt trotz be-
trachtlicher Ladungsverdnderung kaum bzw. nicht abzunehmen.
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6.1.2. NMR-Spektroskopie

Fiir die Untersuchung der synergistischen Interaktion zwischen PGLa und Mag2 ist
die Festkorper-NMR-Spektroskopie eine geeignete Methode. Wie in Kapitel 4 und
Kapitel 5 beschrieben reorientiert sich PGLa im Lipidsystem DMPC/DMPG (3:1) in
Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 in einen I-Zustand. Bei gleichem P /L
(1:50) ist PGLa alleine in einem T-Zustand orientiert. Selbst bei einer starken Kon-
zentrationserhohung erreicht PGLa alleine keine transmembrane Orientierung. Dies
ist eine durch Mag2 verursachte Anderung, die genutzt werden kann um den Ein-
fluss von Verdnderungen an den beiden untersuchten Molekiilen zu beobachten. In
Abbildung 6.5 sind NMR-Spektren von PGLa-'"N-A10 alleine und in Gegenwart des
Mag2-Wildtyps sowie seiner Ladungsmutationen zu sehen. In der ersten und dritten
Spalte sind die Phosphorspektren vor und nach der 1°’N-Messung gezeigt. Die Orien-
tierung betrug zwischen 55 % und 78 %. Die 1°’N-Spektren sind in der mittleren Spalte
zu sehen.
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Abbildung 6.5: NMR-Spektren von PGLa-!°N-A10 alleine und in Kombination mit dem
Mag2-Wildtyp und seinen Salzbriickenmutationen in DMPC/DMPG (3:1)
bei einem P/L von 1:50.

In der ersten Zeile ist der PGLa-?N-A10 alleine gezeigt. Der T-Zustand ist durch
eine hellblaue Linie markiert. Alle Mag2-Ladungsmutationen bringen PGla dazu sich
in einen I-Zustand umzuorientieren. Es konnten geringfiigige Anderungen in der che-
mischen Verschiebung beobachtet werden. Die kleinste Anderung der chemischen Ver-
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schiebung wird durch Mag2-E19K-amid verursacht. Da die Umorientierung nur bei
PGLa beobachtet werden kann (Mag2 verdndert die Orientierung kaum), wurde nach
einer Ladungsmutante bei PGLa gesucht, die mit anderen Untersuchungsmethoden
keine Synergie zeigte. Eine vielversprechende Mutante war PGLa-K19E. Diese Mu-
tante wurde analog zu PGLa an Position 10 markiert und mittels 'N-Festkérper-
NMR-Spektroskopie untersucht. Die Spektren sind in Abbildung 6.6 zu sehen und
analog zu Abbildung 6.5 angeordnet.
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Abbildung 6.6: NMR-Spektren von PGLa-K19E-1°N-A10 alleine und in Kombination mit
dem Mag2-Wildtyp und seinen Salzbriickenmutationen in DMPC/DMPG
(3:1) bei einem P/L von 1:50.

Auch in diesem Fall fithrten alle Ladungsmutationen von Mag2 zu einer Reorientierung
von PGLa. Allerdings ist PGLa-K19E-'N-A10 alleine schon stiirker als der PGLa-
Wildtyp in die Membran geneigt. Alle aus den in Abbildung 6.5 und Abbildung 6.6
gezeigten Spektren ermittelten chemischen Verschiebungen sind in Anhang D in Ta-
belle D.1 gezeigt.
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6.1.3. Biologische Untersuchungen

Da die Peptide als Antibiotikaersatz eingesetzt werden sollen, miissen sie auch an Mi-
kroorganismen untersucht werden. Da hier der Einfluss auf die Interaktion zweier Mo-
lekiile untersucht werden soll, wurde ein spezieller Test verwendet. Er wird Damebrett-
Test genannt und ist in Material und Methoden beschrieben. Er ist eine Abwandlung
des Minimale-Hemm-Konzentrationstests (MHK, engl. MIC). Der MHK-Test ist eine
Verdiinnungsreihe des Peptids in 96 Vertiefungsplatten, bei dem untersucht wird was
die minimale Konzentration des Peptids ist, bei dem das Bakterienwachstum inhi-
biert wird. Der Damebrett-Test ist dhnlich. Er enthélt die Verdiinnungsreihen zweier
Peptide, die orthogonal zueinander verlaufen. In jeder Vertiefung ist ein unterschiedli-
ches Peptid-zu-Peptid-Verhiltnis. Mit einer entsprechenden Formel kann man ein Mafs
fiir die synergistische Interaktion bestimmen. Dieser Wert wird als FIC-Index (engl.
Fractional Inhibitory Concentration) bezeichnet und ist in Gleichung 6.1 gezeigt.[90:99]

MIC(A+B) | MIC(B +A)

FIc = MIC(A) MIC(B)

(6.1)

Hierbei gibt es nun drei Fallell:

FIC < 0,5: Synergie
FIC =~ 1: Additiver Effekt
FIC >2: Antagonistischer Effekt

MIC(A) und MIC(B) sind hierbei die niedrigsten Konzentrationen der Komponente A
bzw. B, die das Bakteriumwachstum inhibieren. Hierbei ist der MIC(A+B) die mini-
mal inhibierende Konzentration der Komponente A in der Mischung mit B (analog fiir
MIC(B+A)). Nicht etwa die Gesamtkonzentration beider Komponenten. Man erhilt
also ein Mak dafiir, wie stark die Komponente B die Komponente A verstirkt bzw. dies
eben nicht macht. Ein kleiner FIC-Index bedeutet synergistische Interaktion. Grofse
FIC-Indices bedeuten keine Synergie bzw. Antagonismus, d. h. Wirkungsabschwé-
chung. Die fiir die Untersuchungen verwendeten Bakterienstdmme sind sog. Kontroll-
stimme der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ).
Es handelt sich hierbei um Escherichia coli (DSM 1103), ein Gram-negatives Bak-
terium und um Staphylococcus aureus (DSM 1104), ein Gram-positives Bakterium.
Alle fiir die Ladungsmutationen von PGLa und Mag2 und deren Wildtyp ermittelten
FIC-Indices sind in Anhang D Tabelle D.2 gezeigt. Um diese Ergebnisse anschaulicher
zu gestalten, wurden filir diese Werte Mittelwerte errechnet und in Balkendiagrammen
dargestellt. Die Menge, die an Peptid bendtigt wird um einen solchen mikrobiologi-
schen Test durchzufiihren, ist enorm im Vergleich zu allen in dieser Arbeit verwendeten
biophysikalischen Tests. Auf Grund dieser Tatsache wurden pro Bakterienstamm nur
zwei Messungen durchgefithrt und daher ist die Aussagekraft dieses Tests nur qualitati-
ver Natur.['% In Abbildung 6.7 sind die PGLa-Ladungsmutationen im Vergleich zum
Wildtyp gezeigt. Die gestrichelte Linie bei einem FIC-Index von 0,5 stellt die Grenze zu
synergistischen Interaktion dar. Unterhalb von 0,5 wird von Synergie gesprochen. Bei
der Betrachtung dieser Grafik wird schnell klar, dass alle PGLa-Ladungsmutationen
analog zum PGLa-Wildtyp Synergie mit dem Mag2-Wildtyp zeigen. Dies ist sowohl
bei dem Gram-negativen als auch bei dem Gram-positiven Bakterium der Fall. Es ist
ein leichter Trend zu erahnen von PGLa-K5E nach PGLa-K19E.

83



6.1. Salzbriickenmutationen Interaktionsstudien

Bl = coli
0 s. aureus
0,8 1
0,6
L
T
0,4 -
0,2
0,0
PGLa PGLa-K5E PGLa-K12E PGLa-K15E PGLa-K19E
+ + + + +
Mag2-WT Mag2 Mag2 Mag2 Mag2

Abbildung 6.7: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die PGLa-
Ladungsmutationen im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp.

In Abbildung 6.8 sind die Mag2-Ladungsmutationen im Vergleich mit dem Mag2-
Wildtyp zu sehen.

Bl E. coli
[ s. aureus

0,8

FIC

PGLa PGLa PGLa PGLa PGLa
+ + + + +
Mag2-WT Mag2-amid Mag2-E19Q Mag2-E19K Mag2-E19K-amid

Abbildung 6.8: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die Mag2-
Ladungsmutationen im Vergleich mit dem Mag2-Wildtyp.

Fiir alle Mag2-Mutationen konnte eine synergistische Interaktion mit dem PGLa-
Wildtyp gegen E. coli gezeigt werden. Fiir das Gram-positive Bakterium S. aureus
hingegen zeigten zwei Mag2-Mutationen Synergie und zwei zeigten keine Synergie.
Die Mutationen Mag2-E19(Q) und Mag2-amid, bei denen nur eine Ladung blockiert
wurde, zeigten Synergie. Mag2-E19K und Mag2-E19K-amid zeigten keine Synergie.
Somit scheint die Interaktion hier vom Bakterienstamm abhéngig zu sein.
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6.1.4. Fluoreszenzspektroskopie

Eine weitere, bereits in Kapitel 5 beschriebene Methode um die Interaktion genauer zu
untersuchen, ist die Fluoreszenzspektroskopie. Die Messungen wurden analog zur in
Material und Methoden und der Methode der kontinuierlichen Verdnderung beschrie-
benen Vorgehensweise durchgefiihrt. In den meisten Féllen wurden drei Messwerte an
drei unterschiedlichen Tagen ermittelt. Fiir jeden dieser Werte wurde ein Synergie-
faktor ermittelt, der sich nach folgender Formel bestimmen l&dsst. Dies ist am Beispiel
von PGLa und Mag2 durch Gleichung 6.2 gezeigt.

Leakage(PGLa + Mag?2)
Leakage(PGLa) 4+ Leakage(Mag2)

Synergiefaktor = (6.2)

Hier beschreibt Leakage(PGLa+Mag2) das durch die Mischung verursachte Leaka-
ge aus den Lipidvesikeln. Leakage(PGLa) und Leakage(Mag2) ist das durch die ein-
zelnen Peptide verursachte Leakage. Ein Synergiefaktor von eins bedeutet additives
Verhalten, sprich die Summe der Finzelleakagewerte entspricht dem Leakagewert der
Mischung. Ab einem Wert von 2 spricht man von Synergie, da die Mischung dop-
pelt so viel oder mehr Leakage verursacht als die Summe der Einzelkomponenten. Im
Gegensatz zur Mikrobiologie (FIC-Index < 0,5 entspricht Synergie) sind hohe Syn-
ergiefaktoren (Synergiefaktor > 2) Ausdruck fiir die synergistische Interaktion. Aus
den drei Einzelwerten (Ausfluss und Synergiefaktor) wurden ein Mittelwert und die
jeweilige Standardabweichung vom Mittelwert mit Gleichung 6.3 bestimmt.

Y(x — )2

e (6.3)

Oy =

Der jeweilige Mittelwert und die dazugehorige Standardabweichung vom Mittelwert
sind in Tabelle D.3 aufgelistet. Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden
mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Ixcel berechnet, welches Gleichung 6.3 ver-
wendet. Hierbei ist o, die Standardabweichung, z der Einzelwert und T der Mittelwert.
Die Anzahl der Messungen bzw. Werte wird durch n beschrieben. Fiir die Untersu-
chungen der Salzbriickenmutationen betrug das P/L der Peptid-Mischung zwischen
1:153 und 1:160 und fiir die einzelnen Peptide zwischen 1:306 und 1:319. Alle ermit-
telten Werte sind in Anhang D in Tabelle D.3 aufgelistet. Zur Verdeutlichung sind die
Fluoreszenzergebnisse als Balkendiagramme dargestellt, welche in Abbildung 6.9 und
Abbildung 6.10 gezeigt sind. Die Standardabweichungen sind als Fehlerbalken ein-
gezeichnet. Auf Grund der Ubersichtlichkeit sind auch hier, wie schon im Abschnitt
6.1.1 die Ergebnisse der Mag2-Mutationen und der PGLa-Mutationen getrennt auf-
gefithrt. In Abbildung 6.9 sind die PGLa-Ladungsmutationen im Vergleich mit dem
Wildtyp gezeigt. Auch hier gibt es zwei Mutationen, die Synergie zeigen. Dies sind
PGLa-K5E und PGLa-K12E. PGLa-K15E und PGLa-K19E zeigen hingegen keine
Synergie mit dem Mag2-Wildtyp. Da in diesem Teil der Arbeit nicht nur das Aus-
schalten der Ladungsinteraktion, sondern auch der Austausch der Ladungsinteraktion
(z. B. Glu - Lys, Lys - Glu) geplant war, wurden die PGLa-Mutationen, die keine
Synergie zeigten, mit den Mag2-Mutationen die keine Synergie zeigten (Mag2-E19K,
Mag2-E19K-amid), untersucht. Da diese keine Wiederherstellung der synergistischen
Interaktion zeigten, wurden nur zwei Messungen durchgefiihrt. Die in Abbildung 6.10
gezeigten Mag2-Mutationen zeigen ein unterschiedliches Verhalten.
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Abbildung 6.9: Die durch die PGLa-Ladungsmutationen verursachten Leakagewerte alleine
und in Kombination mit dem Mag2-Wildtyp.

Mag2-amid und Mag2-E19Q) zeigen Synergie in Kombination mit dem PGLa-Wildtyp,
wobei sie im Fall des Mag2-amids stérker ausgepréigt ist als im Falle des Wildtyps.
Die zwei Mutationen Mag2-FE19K und Mag2-E19K-amid zeigen keine Synergie.
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Abbildung 6.10: Die durch die Mag2-Ladungsmutationen verursachten Leakagewerte allei-
ne und in Kombination mit dem PGLa-Wildtyp.
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6.1.5. Diskussion

Es gibt in diesem Abschnitt nun einige Dinge, die diskutiert werden miissen. Vier
der hier aufgefithrten Mutationen scheinen einen Einfluss auf die synergistische In-
teraktion zu haben. Dies wurde nur mittels Fluoreszenzspektroskopie und zum Teil
mittels Damebrett-Test bei S. aureus detektiert. Die Fluoreszenzspektroskopie scheint
somit die sensitivste Methode fiir strukturelle Anderungen zu sein. Vergleicht man die
Bedingungen der drei Methoden, so lasst sich die unterschiedliche Sensitivitat leicht
erkldren. In der NMR-Spektroskopie werden hohe Konzentrationen eingesetzt (P /L,
1:50), welches die Chance der Interaktion der Peptide erhoht. Auferdem setzt sie
DMPC/DMPG ein, welches eine positive spontane Kriimmung besitzt und es den
Peptiden erleichtert, sich in die Membran zu neigen. Zudem sind alle Peptide an die
Membran gebunden, da es keine Wasserphase gibt.

Vergleicht man die Mikrobiologie mit den anderen zwei Methoden, so ist sie auch eher
unsensitiv. Hier werden sogar noch hohere Peptidkonzentrationen eingesetzt (Zellkon-
zentration/mL = 10%; P/L, 100:1).1'° Andererseits enthalten die bakteriellen Mem-
branen hauptsichlich Lipide mit starker negativer spontaner Kriimmung. E. colt und
S. aureus haben zudem eine unterschiedliche Membranzusammensetzung und kénnen
unterschiedlich sensitiv sein. Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen im Zuge
einer Vertiefungsarbeit in einem Z. coli mimetischen Lipidsystem von Olga Kukha-
renko haben die geringe Sensitivitit dieses Lipidsystems bestétigt. Im Gegensatz zu
POPC/POPG (3:1, P/L, 1:160) wurden hier Peptid-zu-Lipid-Verhéltnisse von 1:25 -
1:35 verwendet um mit der Peptidmischung 60 % Leakage zu erreichen.[6?]

Die Fluoreszenzspektroskopie arbeitet bei niedrigeren Konzentrationen (P /L, von ca.
1:160) mit einem Lipidsystem mit negativer spontaner Kriimmung, welches das Ein-
tauchen in die Membran erschwert. Zudem wird hier in einer wissrigen Umgebung
gemessen, in der nicht alle Peptide gebunden sind. Aus diesen Griinden ist es nicht
verwunderlich, dass man eine Interaktion in der NMR sieht, zum Teil mittels Mikro-
biologie, aber nicht mittels Fluoreszenzspektroskopie.

Aus dem Vergleich der Randbedingungen lisst sich schlussfolgern, dass die Fluores-
zenzspektroskopie eine Abschwichung und auch den Verlust der Interaktion zeigen
kann. Die NMR-Spektroskopie kann zeigen, dass die Interaktion verschwunden ist.
Die Mikrobiologie liefert zum Teil zwiespéltige Ergebnisse, die jedoch auf die Kom-
plexitéit des betrachteten Systems zuriickzufiihren sind. In den fluoreszenzspektrosko-
pischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass PGLa-K15E und PGLa-K19E
keine synergistische Interaktion mit dem Mag2-Wildtyp zeigen. Doch vermutlich ist
nur eine der Aminosduren fiir eine Wechselwirkung mit Mag2 verantwortlich. Wie
aus Abbildung 6.11 ersichtlich, sind beide Mutationen in der Lage intramolekulare
Salzbriicken zwischen Lys und Glu auszubilden. In PGLa-K19E kann Glu-19 eine
Salzbriicke zu Lys-15 ausbilden. In PGLa-K15E kann Glu-15 zu Lys-12 und Lys-19 je
eine Salzbriicke ausbilden. In der dritten Helikalen-Netz-Darstellung ist PGLa-K12E
gezeigt. Hier kann eine Salzbriicke zwischen Glu-12 und Lys-15 entstehen. Aus die-
sen intramolekularen Salzbriicken lassen sich die zwei Interaktionsszenarien genauer
diskutieren.

1. Lys-19: Blockierung kann durch Glu-19 (PGLa-K19E) oder intramolekulare Salz-
briicke zu Glu-15 (PGLa-K15E) erreicht werden.

2. Lys-15: Blockierung kann durch Glu-15 (PGLa-K15E) oder intramolekulare Salz-
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briicke zu Glu-12 (PGLa-K12E) erreicht werden.

3. Lys-12: Blockierung kann durch Glu-12 (PGLa-K15E) oder intramolekulare Salz-
briicke zu Glu-15 (PGLa-K15E) erreicht werden.

Da PGLa-KI12E Synergie
zeigt und PGLa-K15E kei-
ne Synergie zeigt spricht
dies fiir Fall 1. Es ist
wahrscheinlicher, dass Lys-
19 die Aminosdure ist,
die fiir die Wechselwir-
kung verantwortlich ist. Die
Blockierung beider nega-
tiver Ladungen in Mag2
fiihrt zum Synergieverlust
(Mag2-E19K-amid).
Mag2-E19K zeigt jedoch
auch keine Synergie (Abbil-
dung 6.12). Dies ist wieder-
um durch eine intramoleku-
lare Salzbriicke erklérbar,
die zwischen C-Terminus
und Lys-19 entstehen kann.
Da hier eine Wechselwir-
kung der Ladungstriger
stattzufinden scheint, soll-
te der Austausch der Salz-
briicke auch funktionieren.
Eine mogliche Erkldrung
ist, dass Mag2 sich an der
Oberfliche der Membran Abbildung 6.11: Gegeniiberstellung der moglichen intra-
befindet, wo negative La- molekularen Salzbriicken bei Mutation
dungen lokalisiert sind. Ein von Lys-19, Lys-15 und Lys-12.

weiteres Lys (Lys-19) wird

vermutlich zuerst mit den naher lokalisierten Ladungstriagern der Membran wechsel-
wirken.

Das sich in der Membran
befindende Glu ist wei-
ter entfernt und schlech-
ter zur Wechselwirkung ge-
eignet. Ks wird vermutlich
durch intramolekulare Salz-
briicken kompensiert. Beim
Wildtypen ist das Glu

in der Membran bei La-
dungstriigern gleicher La- Abbildung 6.12: Intramolekulare Salzbriicke in Mag2-
E19K.

dung und es ist wesent-
lich wahrscheinlicher, dass
es mit einem Lys von PGLa wechselwirkt. Aus den Ladungsmutationen lésst sich
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schlussfolgern, dass die Salzbriicken nur einen kleinen Einfluss haben. Dieser reicht
jedoch fiir die fluoreszenzspektroskopischen Bedingungen aus. Es ist wichtig auch
schwache Interaktionen zu lokalisieren um die Orientierung der Peptide zueinander
zu determinieren. Die Unterbindung der Ladungsinteraktion reicht nicht aus um die
synergistische Interaktion vollstdndig zu unterbinden. Aus diesem Grund sind vermut-
lich andere Interaktionen involviert. Dies wird in den folgenden Abschnitten genauer
erortert werden.

6.2. Einschub: PGLa versus MSI-103

Vergleicht man das einer Optimierungsstudie entstammende MSI-103 mit dem aus
dem afrikanischen Frosch X. laevis entstammenden Mutterpeptid PGLa, so fillt auf,
dass diese zwei Peptide sich sehr dhnlich sind. Die Sequenzen sind in Tabelle 6.2
gezeigt. Aminoséduren, die in beiden Peptiden gleich sind, sind hellblau markiert und
die "'N-markierte Aminosiure ist fett markiert. Es handelt sich in beiden Féllen um
a-helikale, antimikrobiell aktive Peptide, welche aus je 21 Aminosduren bestehen. Da
MSI-103 mehr Lysine enthilt ist es starker positiv geladen (7). Es enthélt jedoch
alle Lysine, die auch in PGLa gegenwirtig sind.

Tabelle 6.2: Gegeniiberstellung der '°N-markierten Sequenzen von PGLa und MSI-103.

Peptid Substituierte Sequenz Ladung
Position

PGLa-'°N-A10 Alal0 GMASKAGAIA VALKAL-NH, +5

MSI-103-'°N-A10  Alal0 KIAGKIAKIA IAGKIA-NH, +7

Betrachtet man nun die Verteilung der Aminosduren in der Helikalen-Rad-Darstellung,
so sind sich auch die amphiphilen Profile recht dhnlich. Diese Darstellung ist in Ab-
bildung 6.13 gezeigt.

L ]
<\

9

Abbildung 6.13: Sequenzen der Peptide PGLa (links) und MSI-103 (rechts) in der
Helikalen-Rad-Darstellung. Die Aminosduren sind farblich in Gruppen ein-
geteilt (Positiv geladen - dunkelblau, polar - hellblau, Glycin - hellgriin,
hydrophob - gelb).

Wirft man einen genaueren Blick auf die Helikale-Rad-Darstellung so féllt auf, dass

89



6.2. Einschub: PGLa versus MSI-103 Interaktionsstudien

die Molekiile zwar relativ &hnlich sind, die Aminosdurenverteilung jedoch im Falle
von MSI-103 wesentlich symmetrischer ist. Dies ist nicht verwunderlich, da man die
Sequenz von MSI-103 auch als (KIAGKIA)3 schreiben kann. PGLa hat eine unregel-
maéaftige Sequenz. Bei Betrachtung aus einem anderen Blickwinkel wird klar, dass vor
allem die Glycine anders verteilt sind. Im Falle von PGLa sind sie im vorderen Teil
des Molekiils lokalisiert. In MSI-103 sind sie iiber das ganze Molekiil verteilt. Zusam-
mengefasst kann man sagen, die Molekiile sind sich trotz Optimierung immer noch
recht dhnlich.

Die biologische Aktivitdt ist fiir
MSI-103 héher als fiir PGLa, was

man nach einer Optimierungsstu- Tabelle 6.3: MHK-Werte von PGLa und MSI-103.

die auch erwarten kann. Die bio- Peptid MHK-Wert MHK-Wert
logischen Aktivititen fiir S. au- S. aureus E. coli
reus (DSM 1104) und E. co- [4mol/T] [#mol/L]
li (DSM 1103) sind in Tabel- PGLa-WT 32-64 16-32

le 6.3 aufgelistet. Sie sind in MSI-103 2-8 1-2

Form von MHK-Werten (Minimale-

Hemm-Konzentration) gezeigt. Bei zwei strukturell so dhnlichen Molekiilen kénnte
man sich vorstellen, dass beide Peptide zur Interaktion mit Mag2 befihigt sind, be-
sonders, da alle durch PGLa gebildeten Salzbriicken auch von MSI-103 gebildet wer-
den konnen. Aber MSI-103 zeigt keine synergistische Interaktion mit Mag2. In Ab-
bildung 6.14 sind die 'N-NMR-Spektren von N-markiertem PGLa und MSI-103
alleine und in Gegenwart des Mag2-Wildtyps in DMPC/DMPG (3:1) zu sehen.

31P vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulver
PGLa-"®N-A10

PGLa-15N-A10

PGLa-15N-A10
+ Mag2-WT

MSI-103-15N-A10

MSI-103-15N-A10
+ Mag2-WT

T

el |
RS
v
iy N
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Abbildung 6.14: NMR-Spektren von PGLa-'?N-A10 und MSI-103-1N-A10 alleine und in

Gegenwart einer equimolaren Menge des Mag2-Wildtyps (DMPC/DMPG
(3:1), P/L = 1:50).

Die Orientierung der beiden Peptide ohne Mag?2 ist relativ &hnlich (T-Zustand), aber
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mit Mag2 reorientiert sich PGLa in eine transmembrane Orientierung (I-Zustand)
wihrend MSI-103 seine Orientierung nicht &ndert (T-Zustand). Die chemischen Ver-
schiebungen der Spektren sind im Anhang D in Tabelle D.4 aufgefiihrt. Die Ergeb-
nisse der mikrobiologischen Untersuchungen mittels Damebrett-Test sind in Abbil-
dung 6.15a gezeigt. MSI-103 zeigt in Kombination mit dem Mag2-Wildtyp keine syn-
ergistische Interaktion gegen diese beiden Bakterienstimme. Auch die fluoreszenz-
spektroskopischen Untersuchungen, deren Ergebnisse in Abbildung 6.15b gezeigt sind,
zeigten, dass auch hier MSI-103 keine Synergie zeigt. Der Synergiefaktor ist ca. 1, so-
mit zeigen diese beiden Peptide additives Verhalten.

Bl E. coi

R Mischung
0,9 1 S. aureus

90 I Mag2-WT
[_]PGLa-WT, MSI-103

-
3
!

Leakage @10 min [%]
o
8

1 0 T m_‘
PGLa-WT MSI-103 MsI-103
+ + +
Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT

(a) Aus den Damebrett-Tests ermittelte (b) Fuoreszenzspektroskopisch — ermittelte
FIC-Indices. Leakagewerte.

Abbildung 6.15: FIC-Indices und Leakagewerte fiir PGLa und MSI-103 in Kombination
mit dem Mag2-Wildtyp.

Alle Daten fiir die in Abbildung 6.15a und Abbildung 6.15b gezeigten Balkendia-
gramme sind in Anhang D in Tabelle D.5 und Tabelle D.6 aufgelistet. Hier soll nun
vermerkt werden, dass MSI-103 alle Salzbriicken ausbilden kann, die PGLa auch aus-
bilden kann. Ihre Wichtigkeit fiir die synergistische Interaktion konnte im vorangegan-
genen Abschnitt gezeigt werden. Dies scheint MSI-103 jedoch nicht dazu zu befdhigen
mit dem Mag2-Wildtyp Synergie zu zeigen. Aus diesemn Grund muss es andere Ami-
nosduren geben, die wichtig fiir die Interaktion sind. Sie werden im Folgenden genauer
untersucht (Abschnitt 6.3).

6.3. Von PGLa nach MSI-103

6.3.1. Mehrfachmutationen

In Tabelle 6.4 sind die PGLa-Mutationen aufgefiihrt, die im Zuge dieses Abschnittes
untersucht wurden. Bei der Planung der Mutationen wurden die beiden Sequenzen
der Peptide verglichen. Sie sind in Abbildung 6.16 gegeniiberstellt. In beiden Molekii-
len identische Aminosiuren sind hellblau markiert. Die Aminosiuren die sich in den
beiden Peptiden unterscheiden, sind schwarz. Zuerst wurden drei Bereiche definiert
(A, B, C). Hierbei sind A und C die Bereiche, in denen sich die Molekiile unter-
scheiden. Da im Kapitel {iber Ladungsinteraktionen Lys-19 als wichtige Aminosdure
identifiziert wurde, ist Bereich C vermutlich wichtig und der Bereich in dem mdgli-
che Kontakte stattfinden. Durch sukzessives Austauschen von Aminosduren in PGLa
durch an dieser Stelle in MSI-103 vorhandene Aminosduren, sollten die Aminoséuren
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bzw. Aminosdure gefunden werden, die PGLa zur Interaktion mit Mag2 befdhigen,
bzw. dazu fiihren, dass MSI-103 nicht mehr dazu in der Lage ist.

PGLa

A

B C
A

A

Ve

A4 \Y4 \

GMASKAGATAGKIAKVALKAL-NH,

MSI-103 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,

Abbildung 6.16: Gegeniiberstellung der Sequenzen des PGLa-Wildtyps und MSI-103 (hell-

blau - gleiche Aminosiuren).

Die Aminosauren, die ersetzt wurden, sind in Tabelle 6.4 rot markiert. Dies war der
Versuch PGLa nach und nach der Sequenz von MSI-103 dhnlicher zu machen. Daher
wurden die Peptide mit dem Namen ,from PGLa to MSI* (PtM, deutsch: von PGLa
nach MSI-103) benannt. Im ersten Mutationszyklus wurden mehrere Aminosauren in
PGLa durch in MSI-103 vorhandene, Aminosduren ersetzt. In PtM-A1 und PtM-C1
ist das vollstédndige Segment ersetzt.

Tabelle 6.4: Fiir die Untersuchungen der PtM-Mutationen verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz
Position

PGLa-'5N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-C1-'®N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKIAGKIA-NH,
PtM-A1-15N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A2-15N-A10 Alal0 KIAGKAGAIAGKIAKVALKAL-NH
PtM-A3-15N-A10 Alal0 GMASKIAKIAGKIAKVALKAL-NH,
MSI-103-1°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,

6.3.1.1. CD-Spektroskopie

MRE [deg*cm’dmol™]

T T
220 240
Wellenlange [nm]

(a) Phosphatpuffer.

1
260

80000 4

60000

——PGLa-WT
— PtM-C1
—— PtM-A1
—— PtM-A2
—— PtM-A3
——MSI-103

40000

20000 -

0
- M

-40000

MRE [deg*cm?dmol™]

T T T |
200 220 240 260
Wellenlange [nm]

(b) DMPC/DMPG-Vesikel.

Abbildung 6.17: CD-Spektren der PtM-Mehrfachmutationen im Vergleich mit dem PGLa-

Wildtyp und MSI-103.
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Die Sekundarstruktur der Peptide wurde mittels CD-Spektroskopie untersucht und
mit der des PGLa-Wildtyps und MSI-103 verglichen (Abbildung 6.17a und Abbil-
dung 6.17b). Es wurden Spektren der Peptide in Phosphatpuffer und in Gegenwart
von DMPC/DMPG-Vesikeln (3:1) aufgenommen. Das P/L war 1:50. In Phosphat-
puffer sind alle Peptide ungeordnet und zeigen ein Minimum bei ca. 200 nm. Die
Spektren in Gegenwart der DMPC/DMPG-Vesikel zeigen eine a-helikale Struktur.
Die charakteristischen Minima sind bei ca. 210 und 220 nm. Die Maxima liegen bei
ca. 190 nm.

6.3.1.2. NMR-Spektroskopie

Alle Peptide wurden mittels " N-Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht. Zuerst
wurden Messungen des Peptids alleine in DMPC/DMPG (3:1) bei einem P/L von
1:50 durchgefiihrt. In Abbildung 6.18 sind die Spektren im Vergleich mit dem PGLa-
Wildtyp und MSI-103 gezeigt.

31p vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulver
PGLa-"SN-A10

PGLa-"5N-A10

PtM-C1-15N-A10

PtM-A1-15N-A10

PtM-A2-15N-A10

PtM-A3-15N-A10

MSI-103-15N-A10

Frirert
T

i

50 25 0 -25 -50 300 200 100 O 50 25 O -25 -50
ppm ppm ppm

Abbildung 6.18: NMR-Spektren der PtM-Mehrfachmutationen in DMPC/PG (3:1) bei ei-
nem P/L von 1:50.

Alle Peptide zeigen einen in die Membran geneigten Zustand mit unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen. PtM-C1 ist schwiicher geneigt als PGLa. Die Spektren
von PtM-A1, PtM-A2 und PtM-A3 sind stirker geneigt als PGLa. Um Orientierungs-
dnderungen zu detektieren wurden Spektren in Gegenwart einer equimolaren Menge
des Mag2-Wildtyps aufgenommen. Die Spektren sind in Abbildung 6.19 zu sehen. In
Gegenwart von Mag2 ist nun ein unterschiedliches Verhalten der vier Peptide zu be-
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obachten. PtM-C1 nimmt wie PGLa eine transmembrane Orientierung (I-Zustand)
ein. Hierbei durchlduft PtM-C1 eine &hnlich starke Orientierungsinderung wie PG-
La. PtM-A1 hingegen veréndert die Orientierung kaum und scheint somit nicht zur
Interaktion fahig zu sein. In PtM-A1 sind sechs Aminosduren im Vergleich zum PGLa-
Wildtyp geéndert und somit wurden kleinere Mutationen (3 Aminosiuren) in Form
von PtM-A2 und PtM-A3 synthetisiert und untersucht. PtM-A2 ist in Gegenwart von
Mag? fast so stark in die Membran geneigt wie PGLa und scheint somit zur synergis-
tischen Interaktion beféhigt zu sein. PtM-A3 besitzt die gleiche Anzahl an mutierten
Aminosduren, verhilt sich aber analog zu PtM-A1 und zeigt keine Interaktion.

31p vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulver
PGLa-"5N-A10

PGLa-'5N-A10
+ Mag2-WT

PtM-C1-15N-A10
+ Mag2-WT

PtM-A1-15N-A10
+ Mag2-WT
PtM-A2-15N-A10
+ Mag2-WT

PtM-A3-15N-A10
+ Mag2-WT

MSI-103-15N-A10

+MagZ-WT /Mm/\/\/\ h

50 25 0 -25 50 300 200 100 50 25 0 -25 -50
ppm ppm ppm

Abbildung 6.19: NMR-Spektren der PtM-Mehrfachmutationen in Gegenwart einer equimo-
laren Menge des Mag2-Wildtyps in DMPC/PG (3:1) bei einem P/L von
1:50.

Alle fiir diese Peptidklasse bestimmten chemischen Verschiebungen sind in Anhang D
in Tabelle D.7 zu sehen.
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6.3.1.3. Biologische Untersuchungen

Alle Peptide wurden in Kom-
bination mit dem Mag2-
Wildtyp mittels Damebrett-
Test untersucht. Die berech-
neten FIC-Indices sind in An-
hang D in Tabelle D.8 ge-
zeigt. Die FIC-Indices sind
in einem Balkendiagramm in
Abbildung 6.20 zu sehen. In
diesem Fall zeigt PtM-C1 in
Kombination mit dem Mag?2-
Wildtyp Synergie. Es verhilt
sich somit wie der PGLa-
Wildtyp. Das Peptid PtM-
A1 zeigt hingegen keine syn-
ergistische Interaktion mit
dem Mag2-Wildtyp. Auch
hier verhalten sich die Pepti-
de mit drei mutierten Amino-
sduren unterschiedlich. PtM-
A2 zeigt Synergie und PtM-
A3 zeigt keine Synergie.

0,8

0,6

04

0,2

L mim lm

Bl = coli
[ S. aureus

+
Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.20: Aus

6.3.1.4. Fluoreszenzspektroskopie

Alle fiir dieses Kapitel syn-
thetisierten Peptide wurden
mittels ANTS/DPX-Fluores-
zenz-Spektroskopie untersucht
(Anhang D in Tabelle D.9).
Hierbei wurden die Leakage-
werte fiir das Peptid selbst
und dessen Mischung mit
dem Mag2-Wildtyp ermit-
telt. Die Leakagewerte sind
in Abbildung 6.21 gezeigt.
Aus diesem Balkendiagramm
ist schnell ersichtlich, dass
PtM-A2 sich wie der PGLa-
Wildtyp verhélt und Syner-
gie in Kombination mit dem
Mag2-Wildtyp zeigt. Die an-
deren drei Peptide PtM-Al,
PtM-A3 und PtM-C1 hinge-
gen zeigen keine Synergie und
verhalten sich somit wie MSI-
103.

Leakage @10 min [%]

PGLa-WT! PIMC1 | PtM-A1 | PtM-A2 | PtM-A3 | MSI-103 |

+ + + + +

den Damebrett-Tests ermit-
telte FIC-Indices fiir die PtM-
Mehrfachmutationen im  Vergleich

mit dem PGLa-Wildtyp und MSI-103.

Y] Mischung
I Mag2-WT
[_1PGLa-WT, PtM, MSI-103

5,8
30
201
1 1,0
10 4 \ 0,8 0 ,7 0,7
o 1 N\ i e \N[_| Y
I pelawt T pmct T pPmar T pmaz T pvas T wmsi103
Mag;»WT Mag;»WT Mag;-WT Mag;-WT Mag;-Wl’ Mag;-WT

Abbildung 6.21: Balkendiagramm der Leakagewerte die

durch die PtM-Mehrfachmutationen
verursacht wurden im Vergleich mit
dem PGLa-Wildtyp und MSI-103.
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6.3.1.5. Zusammenfassung

In Abbildung 6.22 ist eine grafische Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt
6.3.1 gezeigt.

* NMR *[l@® Synergie
[l Biologie *HE® keine

Synergie
. Fluoreszenz
PGLa-WT Mag2-WT 1:1 Mischung PGLa-WT
PtM
MSI-103

28 K

= NN

«xHOe

S B

*xHO

*HOe

Abbildung 6.22: Zusammenfassung der Ergebnisse der PtM-Mehrfachmutationen.
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Auf der linken Seite ist das Peptid in der Helikalen-Netz-Darstellung zu sehen. Verédn-
derte Aminosdurereste im Vergleich zum PGLa-Wildtyp sind mit einem roten Kreis
umrandet. Auf der rechten Seite sind die Ergebnisse in Symbolform zusammengefasst.
Der Stern symbolisiert die NMR-Spektroskopie. Das Quadrat steht fir die Biologie
und stellt eine 96 Vertiefungsplatte dar. Der Kreis symbolisiert einen Vesikel und steht
fiir die Fluoreszenzspektroskopie. Ist eines der Symbole griin geférbt, so findet eine
synergistische Interaktion statt. Ein rotes Symbol bedeutet, dass keine synergistische
Interaktion stattgefunden hat. Zudem wurde die Orientierung der Peptide, wie schon
in Kapitel 4 durch Balken (orange - Mag2-WT, blau - PGLa-WT/PtM/MSI-103)
verdeutlicht. Der gelbe Quader stellt den hydrophoben Teil der Membran dar.

Durch die Mehrfachmutationen konnte somit ein Bereich von drei Aminosiduren im
N-terminalen Bereich ausgemacht werden, der starken Einfluss auf die synergistische
Interaktion zu haben scheint (Position 6-8). Im Falle von PtM-C1 wurde ein abwei-
chendes Ergebnis fiir die Fluoreszenz-Spektroskopie gefunden. Dies scheint, wie schon
bei den Ladungsmutationen angemerkt, die sensitivste Methode fiir molekulare An-
derungen zu sein. Dieses Peptid zeigt nur bei dieser Methodik keine synergistische
Interaktion. Aus den Ergebnissen ldsst sich folgern, dass zusétzlich zu der im vorange-
gangenen Abschnitt gefundenen Ladungsinteraktion fiir Lys-19, eine weitere schwache
Interaktion in Segment C vorhanden ist. Der Bereich mit starkem Einfluss ist in Ab-
bildung 6.23 rot, der mit schwachem Einfluss grau, hinterlegt.

CONH,

Abbildung 6.23: Markierung der Bereiche in PGLa, die Einfluss auf die Interaktion zu
haben scheinen.

Der Bereich mit dem starken Einfluss wird in Abschnitt 6.3.2 naher behandelt. Wel-
che Aminosiure fiir den schwachen Einfluss verantwortlich ist wird in Abschnitt 6.4
aufgeklart.

6.3.2. Einzelmutationen

Im vorangegangenen Abschnitt konnte der Bereich der Aminosduren, die fiir die In-
teraktion bzw. das Auftreten von Synergie zwischen PGLa und Mag2 verantwortlich
ist, stark eingegrenzt werden. In diesem Abschnitt wird auf die Aminosduren einge-
gangen, die einen starken Einfluss zu haben scheinen. Die Aminosiuren sind in Abbil-
dung 6.24 rot markiert. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde jede einzelne dieser
Aminosduren gegen die Aminosdure ausgetauscht, die an dieser Position in MSI-103
ist. Alle Mutationen sind in Tabelle 6.5 aufgefiihrt. Ausgetauschte Aminoséuren sind
rot markiert. Alle Peptide wurden mit N-Ala markiert. Die Markierung ist wie in
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allen anderen Mutationen an Position 10. In der Tabelle sind diese Aminosauren blau

markiert.

Abbildung 6.24: Markierung des Bereichs in PGLa, der starken Einfluss auf die Interaktion

zu haben scheint.

Tabelle 6.5: Fiir die Untersuchungen der PtM-Einzelmutationen verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
PGLa-'5N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-AGI-'°N-A10 Alal0 GMASKIGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-G7A-1°N-A10 Alal0 GMASKAAATAGKIAKVALKAL-NH,
PtM-A8K-'°N-A10 Alal0 GMASKAGKIAGKIAKVALKAL-NH,
MSI-103-1°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,

6.3.2.1. Ergebnisse

Wie auch im vorangegangenen Abschnitt wurde der Einfluss der Mutation auf die
Sekundéarstruktur mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die Spektren in Phosphat-
puffer und in Gegenwart von DMPC/DMPG-Vesikeln sind in Abbildung 6.25a und
Abbildung 6.25b gezeigt. Alle Peptide zeigen die gleiche Sekundérstruktur wie der

Wildtyp.

-5000

-10000

MRE [deg*cm’dmol™]

-15000 +

-20000 -

T T T
200 220 240
Wellenlange [nm]

(a) Phosphatpuffer.

1
260

80000

60000

40000 —_PCLawT

20000 ——MsI-103

0
s M

-40000

MRE [deg*cm?dmol]
2
=
3
H

T T T |
200 220 240 260
Wellenlange [nm]

(b) DMPC/DMPG-Vesikel.

Abbildung 6.25: CD-Spektren der PtM-Einzelmutationen im Vergleich mit dem PGLa-

Wildtyp und MSI-103.
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Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen zeigen ein relativ deutliches Bild. Alle
Peptide haben nahezu die gleiche chemische Verschiebung wie der PGLa-Wildtyp und
somit auch die gleiche Orientierung in DMPC/DMPG (3:1). Es handelt sich hierbei um
einen T-Zustand, d. h. die Peptide sind leicht in die Membran geneigt. Die Spektren
sind in Abbildung 6.26 gezeigt. Die Spektren sind wie in den vorigen Abschnitten
angeordnet.

31P vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulver
PGLa-"®N-A10

PtM-A61-15N-A10

PtM-AB1-15N-A10
+ Mag2-WT

I do
O e
o e
I ho
J A

PtM-G7A-15N-A10
+ Mag2-WT

PtM-A8K-15N-A10

PtM-A8K-"3N-A10
+ Mag2-WT

50 25 0 -25 -50 300 200 100 O 50 25 0O -25 -50
ppm ppm ppm

Abbildung 6.26: NMR-Spektren der PtM-Einzelmutationen alleine und in Gegenwart einer
equimolaren Menge an Mag2 in DMPC/PG (3:1) bei eine P/L von 1:50.

In Gegenwart einer equimolaren Menge des Mag2-Wildtyps verdndert sich die Orien-
tierung von PtM-A6I und PtM-A8K. Sie sind transmembran orientiert (I-Zustand).
PtM-G7A hingegen ist genauso orientiert wie ohne den Mag2-Wildtyp. Es ist nur
in die Membran geneigt. Alle chemischen Verschiebungen inklusive der Orientierung
sind in Anhang D Tabelle D.10 aufgefiihrt. Die Aktivitdt gegen Mikroorganismen wur-
de auch bei dieser Mutationsgruppe mittels Damebrett-Test untersucht. Die hieraus
ermittelten FIC-Indices sind in Anhang D in Tabelle D.11 gezeigt. Aus diesen FIC-
Indices wurden Mittelwerte errechnet und Balkendiagramme erstellt. Diese Balken-
diagramme sind in Abbildung 6.27 zu sehen. Die E. coli-Werte sind in blau und die
S. aureus-Werte in griin gezeigt. PtM-A8K und PtM-A61 zeigen beide Synergie mit
dem Mag2-Wildtyp gegen beide Stdmme. PtM-GT7A hingegen zeigt nur gegen E. coli
Synergie. Gegen S. aureus zeigt es keine Synergie. Die Interaktion scheint hier stam-
mabhéngig zu sein. Bei S. aureus ist ein Effekt jedoch klar zu erkennen.
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Bl coli
1 S. aureus

PGLa-WT PtM-AGI PtM-G7A PtM-A8K MSI-103
+ + + + +

Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT  Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.27: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die PtM-
Einzelmutationen im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp und MSI-103.

Die Peptide wurden wie bereits zuvor beschrieben mittels Fluoreszenzspektroskopie
untersucht. Alle Daten sind in Anhang D in Tabelle D.12 gezeigt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 6.28 zu sehen.
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J R Mischung
90 - [ Mag2-WT
[_1PGLa-WT, PtM, MSI-103 13,7

80 —
704 12,9
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S 40-

©
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10 0,8 0,7
S INNE__ I INST=INN__ IS

PGLawT | pPtv-a6l | PtMG7A | pPtv-AsK | Msi103 |
+ + + + +

Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.28: Balkendiagramm der Leakagewerte die durch die PtM-Einzelmutationen
verursacht wurden im Vergleich mit PGLa-Wildtyp und MSI-103.

Aus diesem Diagramm ist schnell ersichtlich, dass nur die Mutante PtM-GT7A keine
synergistische Interaktion mit dem Mag2-Wildtyp zeigt. Die beiden anderen Muta-
tionen zeigen Synergie, wobei diese bei PtM-A8K stirker ausgepriigt zu sein scheint
als bei PtM-AG6I. Da diese Untersuchungsmethode sehr sensitiv fiir Verdnderungen zu
sein scheint, wird hier nur zwischen Synergie und keiner Synergie unterschieden.
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6.3.2.2. Zusammenfassung

In Abbildung 6.29 ist wie schon bei den Mehrfachmutationen die vereinfachte Dar-
stellungsweise gezeigt.

%« NMR <@ Synergie
B Biologie *H@® keine
Synergie

. Fluoreszenz

PGLa-WT Mag2-WT 1:1 Mischung PGLa-WT

PtM
«*xHO

MSI-103

............................................................................................................................

*xHOe

Abbildung 6.29: Zusammenfassung der Ergebnisse der PtM-Einzelmutationen.
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Es ist klar ersichtlich, dass PtM-A6I und PtM-A8K bei allen drei verwendeten Tech-
niken Synergie zeigen. PtM-GTA hingegen zeigt keine Synergie. Die Ausnahme bildet
der Bakterienstamm FE. coli. Jedoch sind die mikrobiologischen Untersuchungen ein
sehr komplexes System und es konnen jede Menge Faktoren eine Rolle spielen, die
in einem Lipid-Modellsystem nicht gegeben sind. Gly-7 scheint eine wesentliche Rolle
bei der synergistischen Interaktion zu spielen.
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6.4. Von MSI-103 nach PGLa

Um zu zeigen, dass das Verschwinden der synergistischen Interaktion in PtM-GTA tat-
séchlich an dieser Aminosdure in PGLa lag, wurde der Versuch unternommen, diese
in MSI-103 wieder herzustellen. Dies sollte als Umkehrbeweis dienen. Die Peptide sind
hier ,from MST to PGLa“ benannt (deutsch: von MSI-103 nach PGLa). Alle in diesem
Abschnitt untersuchten Peptide wurden mittels CD-Spektroskopie untersucht. In Puf-
fer zeigen alle Peptide wie der PGLa-Wildtyp und MSI-103 eine ungeordnete Struktur
(Abbildung 6.30a). In Gegenwart von geladenen DMPC/DMPG-Vesikeln (3:1) bei ei-
nem P /L von 1:50 nehmen sie eine a-helikale Struktur an (Abbildung 6.30b).

W 80000 4 ——MsI-103
0 —— MtP-I6A
— MtP-A7G
—— MtP-K8A

600001 —— MtP-G4S-G18L

S 5000 S —— MtP-I6A- A7G
_g — PGLaWT _g —— MtP-KBA- A7G
o —— MiP-I6A S 40000 MPAs
g ——MtP-A7G S —— MtP-A4
> -10000 —— MtP-K8A k™ —— MtP-A7G-G18L
& —— MP-G4S-ATG & 20000 —— PGLa-WT
=i —— MtP-IBA-A7G =i
g —— MtP-K8A -A7G H‘J
S -15000 Y s 0
—— MtP-A7G-G18L
——MSI-103 200004
20000
T T T ) 40000 T T T ]
200 220 240 260 200 220 240 260
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
(a) Phosphatpuffer. (b) DMPC/DMPG-Vesikel.

Abbildung 6.30: CD-Spektren der MtP-Mutationen im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp
und MSI-103.

6.4.1. Einzelmutationen

Im ersten Schritt wurden die Positionen 6, 7 und 8 in MSI-103 mit ihren Gegen-
stiicken aus PGLa ersetzt. Der in MSI-103 betroffene Bereich ist in der Helikalen-
Netz-Darstellung in Abbildung 6.31 gezeigt. Alle Peptide mit Einzelmutationen sind
in Tabelle 6.6 aufgelistet. Verinderte Aminosiuren sind in rot und ®N-markierte Po-
sitionen sind in blau gezeigt.

Abbildung 6.31: Markierung des durch Mutationen verdnderten Bereichs in MSI-103.
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Tabelle 6.6: Fiir die Untersuchungen der MtP-Einzelmutationen verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
MSI-103-1°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-I6A-15N-A10 Alal0 KIAGKAAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-A7G-N-A10 Alal0 KIAGKIGKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-K8A-°N-A10 Alal0 KIAGKIAAIAGKIAKIAGKIA-NH,
PGLa-'°N-A10 Alal0 GMASKAGATAGKIAKVALKAL-NH,

6.4.1.1. NMR-Spektroskopie
Alle fiir diese Mutationsgruppe gemessenen Festkorper-NMR-Spektren sind in Abbil-

dung 6.32 gezeigt. Die Signalqualitét ist deutlich schlechter als bei den entsprechenden
PtM-Mutationen.

31P vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulv
MSI-103-"°N-A10

MtP-16A-15N-A10

MtP-I6A-15N-A10
+ Mag2-WT

MtP-A7G-15N-A10

MtP-A7G-15N-A10
+ Mag2-WT

MtP-K8A-15N-A10

MtP-K8A-15N-A10
+ Mag2-WT

T
L sest
T

50 25 0 -25 -50 300 200 100 0 50 25 0 -25 -50
ppm ppm ppm
Abbildung 6.32: NMR-Spektren der MtP-Einzelmutationen in DMPC/DMPG (3:1).
Alle Peptide zeigen alleine und in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag?2 die

gleiche Orientierung (T-Zustand). Alle aus den Spektren ermittelten chemischen Ver-
schiebungen inklusive Orientierung sind in Anhang D in Tabelle D.13 gezeigt.
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6.4. Von MSI-103 nach PGLa Interaktionsstudien

6.4.1.2. Biologie

Alle Peptide wurden auf ihre antimikrobielle Wirkung und Interaktion mittels Dame-
brett-Test untersucht. Die aus diesen Tests ermittelten FIC-Indices sind in Anhang D
in Tabelle D.14 aufgelistet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.33 zu sehen. Die Daten
sind wie auch in den vorangegangenen Abschnitten im Vergleich mit MSI-103 und dem
PGLa-Wildtyp gezeigt. Der FIC-Index von 0,5 ab dem von Synergie gesprochen wird,
ist als gestrichelte Linie eingezeichnet. Die Werte sprechen eine deutliche Sprache. Zwei
Peptide, MtP-I6A und MtP-K8A, zeigen keine Synergie. MtP-A7G hingegen zeigt
Synergie. In diesem Fall war die Wiederherstellung der synergistischen Interaktion
erfolgreich.

1,0 1
Bl = coli
[ S aureus

0,8 +

0,6

FIC

0.4

0,2 +

oo I

PGLa-WT | MtP-I6A | MtP-A7G | MtP-k8A | MSI-103 !
+ + + + +

Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.33: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die MtP-
Einzelmutationen im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp und MSI-103.

6.4.1.3. Fluoreszenzspektroskopie

Die drei Mutationen wurden mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht. Hierbei
wurde das ANTS/DPX-Leakage aus POPC/POPG-Vesikeln gemessen. Alle Messun-
gen wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Alle gemessenen und berechneten
Werte sind in Anhang D in Tabelle D.15 aufgelistet und in Abbildung 6.34 zu sehen.
Alle Peptide verhalten sich gleich. Sie zeigen in Kombination mit einer equimolaren
Menge an Mag2-Wildtyp keine Synergie. Die Wiederherstellung der synergistischen
Interaktion ist also in diesem Fall durch Austausch einer einzelnen Aminoséure nicht
moglich.
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Abbildung 6.34: Die durch die MtP-Einzelmutationen verursachten Leakagewerte alleine
und in Kombination mit dem Mag2-Wildtyp.

6.4.1.4. Zusammenfassung

Die Peptide MtP-16A und MtP-K8A zeigen in allen drei Untersuchungsmethoden kei-
ne synergistische Interaktion. Dies war auch zu erwarten, da Position 6 und 8 auch
in der PtM-Studie nennenswerten Einfluss zu haben schienen. MtP-A7G hingegen
zeigte in den biologischen Tests synergistische Interaktion, in den anderen zwei Ka-
tegorien jedoch keine synergistische Interaktion. Aus diesemm Grund wurden weitere
Mutationen synthetisiert und untersucht.

6.4.2. Doppelmutationen

Als néchstgrofere Einheit wurden Doppelmutationen vorgenommen. Die synthetisier-
ten und untersuchten Peptide sind in Tabelle 6.7 gezeigt.

Tabelle 6.7: Fiir die Untersuchungen der MtP-Doppelmutationen verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
MSI-103-1°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-G4S-A7G-1°N-A10  Alal0 KIASKIGKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-I6A-A7G-1°N-A10  Alal0 KIAGKAGKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-K8A-A7G-°N-A10 Alal0 KIAGKIGAIAGKIAKIAGKIA-NH,
PGLa-'5N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NHs

Allen drei Peptiden ist die Mutation A7TG gemein, da diese Position einen Einfluss
zu haben scheint. Die zweite Position war variabel. Zum einen wurden I6A und K8A,
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die zuvor nur Einzelmutationen waren, verandert. Zusétzlich dazu wurde G4S in einer
Mutation eingefiihrt.

6.4.2.1. NMR-Spektroskopie

Alle drei Peptide wurden mittels Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht. Im Fal-
le der Mischung war es nicht moglich ein Signal zu detektieren. Es wurden mehre-
re Proben hergestellt und unterschiedliche Kontaktzeiten verwendet. Die chemischen
Verschiebungen der Peptide alleine sind im Anhang D in Tabelle D.16 aufgefiihrt.

6.4.2.2. Biologie

Die Ergebnisse der biologischen Untersuchungen mittels Damebrett-Test sind in An-
hang D in Tabelle D.17 aufgelistet. Hier ist kein eindeutiges Verhalten erkennbar. Im
Falle von MtP-G4S5-A7G konnte im Falle von E. coli keine und im Falle von S. aureus
Synergie festgestellt werden. MtP-I6A-A7G zeigt sowohl gegen E. coli als auch gegen
S. aureus Synergie. Bei MtP-K8A-A7G konnte bei E. coli Synergie und bei S. aureus
keine Symnergie gezeigt werden. Da in allen drei Molekiilen A7G enthalten war, war
die Erwartung bei den mikrobiologischen Untersuchungen, dass alle drei Peptide zur
synergistischen Interaktion mit Mag2 befdhigt sind. Dies scheint nicht der Fall zu sein
bzw. es gibt eine Abhingigkeit vom Bakterienstamm.

1,0 5
B = coli
[ s aureus
0,8 1
0,6
o 1 _______ - -
L
0,4 1
0,2 1
o | | |
PGLa-WT MtP- MtP- MtP- MSI-103
+ G4S-A7G I16A -A7G K8A -A7G +
Mag2-WT + + + Mag2-WT

Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.35: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die MtP-
Doppelmutationen im Vergleich mit den Wildtypen.

6.4.2.3. Fluoreszenzspektroskopie

Alle Peptide wurden analog zu den im vorangegangen Abschnitt beschriebenen Pep-
tiden mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht (Anhang D in Tabelle D.18). Alle
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Interaktionsstudien

Mittelwerte und deren Standardabweichung sind erneut in einem Balkendiagramm in
Abbildung 6.36 aufgetragen.
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+ +

Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.36: Die durch die MtP-Doppelmutationen verursachten Leakagewerte alleine
und in Kombination mit dem Mag2-Wildtyp.

Auch diese drei Peptide verhalten sich gleich. Sie zeigen keine synergistische Interak-

tion.

6.4.2.4. Zusammenfassung

Die Verdnderung von zwei Aminosduren hat zu keinen eindeutigen Ergebnissen ge-
fiihrt. Die Ergebnisse sind wesentlich unklarer als im vorangegangenen Abschnitt mit
Einzelmutationen. Vollstdndige Wiederherstellung der Synergie konnte auch mit zwei
Mutationen nicht erreicht werden.
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6.4.3. Mehrfachmutationen

Da es nicht gelang mit Doppelmutationen die Synergie wiederherzustellen, wurden
grofere Mutationen ins Auge gefasst. Die erste Mutation war MtP-A3 und enthielt
drei Mutationen. Hier wurden die Positionen 6-8 durch die an dieser Position in PGLa
enthaltenen Aminosiuren ersetzt. Das Pendant der von PGLa nach MSI-103 Muta-
tionen ist PtM-A3. MtP-A3 und zwei weitere, in diesem Kapitel besprochene Mu-
tationen sind in Tabelle 6.8 gezeigt. Alle verdnderten Aminosiuren sind rot und die
I5N-Markierung ist in blau gezeigt.

Tabelle 6.8: Fiir die Untersuchungen der MtP-Mehrfachmutationen verwendeten Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
MSI-103-1°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-A3-15N-A10 Alal0 KIAGKAGATAGKIAKIAGKIA-NH,
MtP-A4-15N-A10 Alal0 KIAGKAGATIAGKIAKIALKIA-NH,
MtP-A7G-G18L-°N-A10  Alal0 KIAGKIGKIAGKIAKIALKIA-NH,
PGLa-'5N-A10 Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,

Alle im Folgenden verwendeten Techniken wurden so durchgefiihrt wie zuvor beschrie-
ben. In Abbildung 6.37 sind die NMR-Spektren der drei Peptide alleine und in Ge-
genwart einer equimolaren Menge des Mag2-Wildtyps gezeigt.
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Abbildung 6.37: NMR-Spektren der MtP-Mehrfachmutationen in DMPC/PG (3:1).
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MtP-A3 ist alleine in einem T-Zustand orientiert. In Gegenwart einer equimolaren
Menge an Mag2-Wildtyp reorientiert es sich in eine transmembrane Orientierung (I-
Zustand). Es verhilt sich somit analog zum PGLa-Wildtyp. In Anhang D in Tabel-
le D.19 sind die chemischen Verschiebungen aller MtP-Mehrfachmutationen allein und
in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 im Vergleich mit MSI-103 und dem
PGLa-Wildtyp aufgelistet.
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Bl E coli
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0,8 1
0,6 1
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L
0,4 -
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0,0 —. I |
PGLa-WT MtP-A3 MtP-A4 MtP-A7G-G18L  MSI-103
+ + + + +

Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT Mag2-WT

Abbildung 6.38: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices der MtP-
Mehrfachmutationen im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp.

Die mikrobiologischen Untersuchungen mittels Damebrett zeigten, dass auch MtP-A3
auch hier eine synergistische Interaktion zeigt. Die FIC-Indices aller MtP-Mehrfachmu-
tationen sind in Abbildung 6.38 gezeigt. Die FIC-Indices fiir S. aureus konnten nicht
ermittelt werden, da der MHK-Wert fiir MtP-A3 auf diesen Platten nicht bestimmt
werden konnte. Er wird hier als > 1024 pmol/L angenommen. Vermutlich ist er noch
grofer, was zu niedrigeren FIC-Indices fithren wiirde. Das Peptid hat jedoch eine
biologische Aktivitat fiir £. coli. Hier konnte ein FIC-Index bestimmt werden. Die
aus den Damebrett-Tests der MtP-Mehrfachmutationen ermittelten FIC-Indices sind
in Anhang D in Tabelle D.20 aufgelistet. Die fluoreszenzspektroskopischen Untersu-
chungen kommen zu einem anderen Frgebnis. Hier zeigt MtP-A3 keine synergistische
Interaktion mit dem Mag2-Wildtyp. Die fiir alle MtP-Mehrfachmutationen ermittel-
ten Leakagewerte und Synergiefaktoren sind in Abbildung 6.40 als Balkendiagramm
dargestellt. Alle mittels ANTS/DPX Fluoreszenzspektroskopie ermittelten Leakage-
mittelwerte, Synergiefaktoren und Standardabweichungen vom Mittelwert sind in An-
hang D in Tabelle D.21 aufgelistet. Da nur zwei von drei Techniken synergistische
Interaktion zeigten wurden weitere Mutationen ins Auge gefasst. Im Falle der PtM-
Mutationen gab es bei PtM-C1 im Falle der fluoreszenzspektroskopischen Untersu-
chungen keine synergistische Interaktion (Abschnitt 6.3). In Abbildung 6.39 sind die
Bereiche, die in PGLa (links) und MSI-103 (rechts) hiervon betroffen sind, mit einem
grauen Kasten hervorgehoben. Die Aminosdure, die den gravierendsten Unterschied
zwischen MSI-103 und dem PGLa-Wildtyp darstellt, ist Gly18. Hier ist in PGLa ein
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6.4. Von MSI-103 nach PGLa Interaktionsstudien

Alanin. MtP-A3 wurde um eine Mutation erweitert (G18L) und MtP-A4 getauft. Die
Sequenz ist in Tabelle 6.8 gezeigt. Es gibt in dem grau hinterlegten Bereich weitere
Aminoséuren, die sich in beiden Peptiden unterscheiden, aber Glycin und Leucin ist
der mit Abstand grofte und vielversprechendste Unterschied. Zudem ist Gly-18 direkt
neben Lys-19, welches auch einen Einfluss auf die synergistische Interaktion zu haben
scheint (Abschnitt 6.1). Die Festkérper-NMR-Untersuchungen (Abbildung 6.37) von
MtP-A4 zeigen, dass die Mutante allein schon sehr stark in die Membran geneigt ist
(T-Zustand).

CONH,

Abbildung 6.39: Bereiche die in PGLa (oben) und MSI-103 (unten) Einfluss auf die Syner-
gie hatten.

In Gegenwart von einer equimolaren Menge an Mag2-Wildtyp verdndert sich die Ori-
entierung jedoch noch einmal (I-Zustand). Der Unterschied zwischen den zwei Zustén-
den betrégt nur 30 ppm. Bei PGLa ist dies ca. 70 ppm. 30 ppm sind jedoch deutlich
genug um von einer Reorientierung zu sprechen. Erfreulicherweise ist die biologische
Aktivitdt von MtP-A4 héher als von MtP-A3. Die Mischung von MtP-A4 mit dem
Mag2-Wildtyp zeigt sowohl bei dem Gram-negativen als auch bei dem Gram-positiven
Bakterium Synergie (Abbildung 6.38). Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchun-
gen zeigen, dass die Verdnderung der vierten Aminosiure dazu fiihrt, dass in MtP-A4
die Fahigkeit zur Interaktion mit Mag2 wiederhergestellt ist (Abbildung 6.40).

Da das Ziel der Mutationen an MSI-103 war, mit mdglichst wenigen Verinderungen
die synergistische Interaktion mit dem Mag2-Wildtyp wiederherzustellen, wurde der
Versuch unternommen, die Zahl der modifizierten Aminoséuren zu verringern. Nur die
schwerwiegenden Mutationen sollten hierbei beibehalten werden. Zu diesen gehoren
GI18L und A7G. I6A und A8K wurden als weniger schwerwiegend erachtet. Die hieraus
geborene Mutation ist in Tabelle 6.8 gezeigt. Die Reduzierung der Mutationen hat
scheinbar keinen Einfluss auf die Wechselwirkung mit dem Mag2-Wildtyp. MtP-A7G-
G18L zeigt in allen drei Techniken synergistische Aktivitdt mit dem Mag2-Wildtyp
(Abbildung 6.37, Abbildung 6.38, Abbildung 6.40).
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Abbildung 6.40: Die durch die MtP-Mehrfachmutationen verursachten Leakagewerte allei-
ne und in Kombination mit dem Mag2-Wildtyp.

Es ist somit moglich die in MSI-103 nicht vorhandene Fahigkeit zur Interaktion mit
dem Mag2-Wildtyp durch Anderung zweier Aminosiuren herzustellen.
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6.4.3.1. Zusammenfassung

In Abbildung 6.41 sind die Peptide und die Zusammenfassung der Ergebnisse in der
Helikalen-Netz-Darstellung und Symboldarstellung gezeigt. Sie ist analog zu der bei
den PtM-Mutationen verwendeten Darstellungsweise aufgebaut.

x NMR ¥« @ Synergie
Bl Biologie M@ keine

Synergie
. Fluoreszenz
MSI-103 Mag2-WT 1:1 Mischung PGLa-WT
PtM
MSI-103

*HO
= SN N

«HO
— NN N

*xHe

«xHe

Abbildung 6.41: Zusammenfassung der Ergebnisse der MtP-Mutationen.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, die Interaktion zwi-
schen MSI-103 und dem Mag2-Wildtyp herzustellen indem man zwei Aminosduren
austauscht. Es bedurfte einiger Mutationen bis klar war welche Aminosduren betrof-
fen sind. Hier sind nur zwei der Mutationen gezeigt. Die Wiederherstellung hat zum
Teil schon in MtP-A7G funktioniert und wurde mit MtP-A7G-G18L vervollsténdigt.
Der genaue Einfluss der Aminosduren auf die Struktur ist schwer vorherzusagen. Die
Funktion dieser Aminosauren ist vermutlich unterschiedlich (Abbildung 6.42). Gly-18
ist in unmittelbarer Ndhe von Lys-19. Bei Glycin handelt es sich um eine sehr klei-
ne, flexible Aminoséure, die oftmals auch als Helixbrecher bezeichnet wird. Es kénnte
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auch sein, dass das stark hydrophobe Leu tiefer in die Membran taucht als das kleine
Gly und dadurch Lys-19 verschiebt.

Abbildung 6.42: Verschiedene Bereiche, die Einfluss auf das Interaktionsverhalten von MSI-
103 haben (Griin - Aminosiuren die am GxxxG-Motiv beteiligt sind; rot
- Gly in unmittelbarer Ndhe von Lys-19).

Da Lys-19, wie im Kapitel mit den Ladungsmutationen (Abschnitt 6.3) gezeigt, an
der Interaktion beteiligt zu sein scheint, fithrt ein Gly anstatt Leu an Position 18
vermutlich dazu, dass Lys-19 sich nicht in der richtigen Orientierung befindet um eine
Salzbriicke mit Mag2 auszubilden. Die Mutation an Position 7 fiihrt dazu, dass ein
sog. GxxxG-Motiv entsteht. Dieses ist ein charakteristisches Motiv in transmembranen
Segmenten von Proteinen.['92193] Man kann sich dies als Einbuchtungen in der Helix
vorstellen, die dazu fiihren, dass zwei Helices sich aneienander anlagern kénnen. Im
Abschnitt 6.5 wird der Einfluss dieses Motivs genauer untersucht.

6.5. Der Einfluss des GxxxG-Motivs

Wie schon beschrieben ist Gly-7 in PGLa Teil eines sog. GxxxG-Motivs, das in trans-
membranen Helixsegmenten von Proteinen vorkommt. Aus diesem Grunde wurde eine
weitere Mutation untersucht, PGLa-G111. Dieses Peptid war Teil einer Mutationsstu-
die von Sarah Flade, welche das Ziel hatte die Aktivitit von Mag2 zu erhdhen.[104
Diese Aminosdure ist in PGLa und MSI-103 gleich und konnte daher in den vorange-
gangenen Abschnitten nicht als wichtig identifiziert werden. Sollte das GxxxG-Motiv
einen Einfluss auf die Interaktion haben, so sollte diese Mutation keine synergisti-
sche Interaktion mehr zulassen. Zudem wurde untersucht, ob die Lage des GxxxG-
Motivs, bzw. der Abstand zwischen den Glycinen wichtig ist. Die Peptide wurden als
PGLa-GS1 und PGLa-GS2 (engl. GS - Gly shift, Gly-Verschiebung) bezeichnet und
sind in Abbildung 6.43 im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp in der Helikalen-Netz-
Darstellung gezeigt. In beiden Féllen handelt es sich um die gleichen Aminoséuren
wie im PGLa-Wildtyp, jedoch ist die Reihenfolge eine andere. Im Falle von PGLa-
GS1 wird das GxxxG-Motiv durch Verschieben eines Gly (Position 7) an Position
14 in ein GxxG-Motiv umgewandelt. Betrachtet man die Helikale-Rad-Darstellung,
so sieht man, dass dennoch mehr Raum zwischen den zwei Aminoséuren geschaffen
wird. Im Falle von PGLa-GS2 wurde das GxxxG-Motiv erhalten. Es wurde auf die
andere Seite der Helix, durch Verschieben beider Glycine um zwei Aminosduren (G7
— G9, G11 — GI13), transferiert. Bei diesem Peptid ist das GxxxG-Motiv auf die
andere Seite des hydrophoben Bereichs der Helix gespiegelt. Dieses Peptid sollte, da
die Interaktionsstelle vorhanden ist, genauso agieren wie der Wildtyp.
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Abbildung 6.43: Die neuen durch Gly-Verschiebung entstandenen Mutationen PGLa-GS1
(Mitte) und PGLa~-GS2 (rechts) im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp
(links).

Die Sequenzen sind in Tabelle 6.9 gezeigt. Die Mutationen sind rot markiert und die
I5N-Markierungen blau. Das GxxxG-Motiv (GxxG) ist aukerdem unterstrichen.

Tabelle 6.9: Fiir die Untersuchungen des GxxxG-Motivs verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz

Position
PGLa-WT Alal0 GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH,
PGLa-G11I-'5N-A10 Alal0 GMASKAGAIAIKIAKVALKAL-NH,
PGLa-GS1-15N-A10 Alal0 GMASKAAAIAGKIGKVALKAL-NH,
PGLa-GS2-1°N-A10 Alal0 GMASKAIAGAIKGAKVALKAL-NH,

6.5.1. Ergebnisse

In Abbildung 6.44a sind die CD-Spektren der in diesem Kapitel untersuchten Peptide
in 10 mM Phosphatpuffer gezeigt. Alle Peptide zeigen ein ungeordnete Struktur.
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Abbildung 6.44: CD-Spektren der GxxxG-Mutationen im Vergleich mit dem PGLa-WT.

In Gegenwart von DMPC/DMPG-Vesikeln (3:1) bei einem P/L von 1:50 nehmen alle
Peptide eine a-helikale Struktur ein (Abbildung 6.44b). Alle drei Peptide wurden mit-
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tels 1’ N-Festkorper-NMR-Spektroskopie untersucht. In Abbildung 6.45 sind die Spek-
tren der Peptide alleine und in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2-Wildtyp
gezeigt. Die Anordnung der Spektren ist analog zu den in den vorangegangenen Ab-
schnitten.
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Abbildung 6.45: NMR-Spektren der GxxxG-Mutationsgruppe alleine und in Gegenwart ei-
ner equimolaren Menge des Mag2-Wildtyps (DMPC/DMPG (3:1), P/L,
1:50).

Alle Spektren sind bei einem P /L von 1:50 aufgenommen worden. Die drei Peptide sind
unterschiedlich orientiert. PGLa-G11I alleine ist stérker in die Membran geneigt als die
anderen zwei Peptide (T-Zustand). PGLa-GS1 ist schwécher in die Membran geneigt
und PGLa-GS2 neigt sich gar nicht in die Membran (S-Zustand). Keines der drei Pep-
tide verdndert merklich die Orientierung in Gegenwart einer equimolaren Menge an
Mag2-Wildtyp. Es findet keine Interaktion mit dem Mag2-Wildtyp statt. Interessan-
terweise ist PGLa-GS2 nicht mehr in der Lage sich in einen T-Zustand zu orientieren.
Das Spektrum von PGLa-GS1 in Gegenwart des Mag2-Wildtyps weist eine sehr gerin-
ge Signalqualitit auf. Alle aus diesen Spektren ermittelten chemischen Verschiebungen
sind in Anhang D in Tabelle D.22 zu sehen. In Anhang D in Tabelle D.23 sind die
aus den Damebrett-Tests ermittelten FIC-Indices fiir diese drei Peptide zu sehen. Aus
je zwei FIC-Indices wurden Mittelwerte gebildet und in Abbildung 6.46 aufgetragen.
Alle drei Peptide zeigen auch in den mikrobiologischen Untersuchungen sowohl gegen
E. coli als auch gegen S. aureus keine Synergie mit dem Mag2-Wildtyp.
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Abbildung 6.46: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die GxxxG-
Mutationen im Vergleich mit dem PGLa-Wildtyp.

Die aus den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen der GxxxG-Mutationen er-
mittelten Leakagewerte und Synergiefaktoren sind in Abbildung 6.47 als Balkendia-

gramm dargestellt
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Abbildung 6.47: Die durch die verschiedenen GxxxG-Mutationen verursachten Leakage-
werte alleine und in Kombination mit dem Mag2-WT.

Das Procedere der Experimente und Auswertung war analog wie in den vorange-
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gangenen Abschnitten. Interessanterweise ist PGLa G111 wesentlich aktiver als der
PGLa-Wildtyp. Dies liegt vermutlich an der erhéhten Hydrophobizitdt. Die Gly-
Verschiebungen verhalten sich alleine ungefahr wie der Wildtyp und verursachen ein
Leakage von ca. 2 %. Keines der drei hier untersuchten Peptide zeigt jedoch eine
synergistische Interaktion mit dem Mag2-Wildtyp. Die Daten der fluoreszenzspektro-
skopischen Untersuchungen der GxxxG-Mutationen sind in Anhang D in Tabelle D.24
gezeigt. Alle Daten fiihren zu dem Schluss, dass auch der Austausch von Gly-11 zum
Verlust der Interaktion filhrt und somit tatsdchlich das GxxxG-Motiv ein Interak-
tionsgrenzfliche zu sein scheint. Die beiden Gly-Verschiebungen zeigen ebenso keine
Synergie, somit scheint auch die Lage dieser Aminosduren von Belang zu sein und vor
allem die Abfolge der Aminosduren in PGLa nicht trivial.

6.5.2. Diskussion

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass auch Gly-11 einen grofsen Einfluss
auf die Interaktionsféhigkeit von PGLa mit dem Mag2-Wildtyp hat. Es ist somit we-
der moglich Gly-7 oder Gly-11 durch eine hydrophobe Aminoséure zu ersetzen. Im
Falle von Gly-7 wurde Ala verwendet, welches eine kleine hydrophobe Aminoséure ist.
Desweiteren wurden der Abstand (i, i+3) zwischen diesen Aminosduren und ihre Po-
sition bei gleichbleibendem Abstand (i, i+4) variiert um herauszufinden, ob dies einen
Einfluss auf die Interaktion hat. Es konnte gezeigt werden, dass diese zwei Mafnah-
men dazu fiihren, dass es keine synergistische Interaktion zwischen diesen Peptiden
und dem Mag2-Wildtyp gibt. Hierbei muss zwischen den zwei Peptiden unterschie-
den werden. PGLa-GS1 ist zu vergleichen mit PGLa-G7A und PGLa-G111. In diesem
Peptid ist nur ein Gly verschoben. In PGLa-GS2 wurden beide Glycine verschoben.
Dies fiihrt nicht nur zu Verlust der Interaktion mit Mag2, sondern, erkennbar an der
chemischen Verschiebung der NMR-Spektren, auch zum Verlust der Eigenschaft von
PGLa sich in Membranen zu neigen. Dies ldsst darauf schliefen, dass die Lokalisation
des GxxxG-Motivs verantwortlich fiir eine PGLa-Interaktion ist. Vermutlich bildet
dieses Motiv eine Grenzfliche fiir ein Dimer, welches PGLa dazu befidhigt in Mem-
branen zu tauchen, bzw. sich in Gegenwart von Mag2 transmembran zu orientieren.
Ein Glycin ist somit genug fiir einen T-Zustand, aber um die Synergie zwischen PGLa
und Mag2 zu gewéhrleisten bedarf es beider Glycine.

Die ersten Arbeiten zu GxxxG-Motiven wurden von Lemmon et al. an Glycophorin A
(GpA) durchgefiihrt, dessen Homodimerisierung durch sieben Aminosauren der trans-
membranen Doméne vermittelt wird (LIxxGVxxGVxxT), welches ein rechtshéndiges
Uberkreuzen der transmembranen Doménen definiert.l'’! Das Dimer wird in die-
sem Fall durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen entlang des Dimers stabilisiert. Die
Interaktionsgrenzfliche setzt sich zusammen aus zwei Erhebungen und den dazuge-
horigen Vertiefungen. Im Dimer ist eine Erhebung eines Monomers in die Vertiefung
des gegeniiberliegenden Monomers gepackt.[19 Betrachtet man PGLa, so ist dieses
Motiv auch hier erkennbar. Die hydrophoben Erhebungen sind in diesem Falle klei-
ner (Ala6 und Alal0, GMAxxAGxxAGxxAKVALKAL-NH;) und es sind vermutlich
nur vier oder sogar nur zwei Aminosduren beteiligt. In Abbildung 6.48 sind die vier
Aminosduren in einer helikalen Darstellung von PGLa als Monomer gezeigt. Hierbei
gibt es natiirlich die Moglichkeit eines parallelen und eines antiparallelen Dimers. Die
Peptide sind in rot, Gly in griin und Ala in gelb dargestellt. Es gibt zwei Moglich-
keiten der Dimerisierung. Zum einen kann PGLa parallel dimerisieren. Hierbei liegen
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sich N-Terminus und C-Terminus der beiden Peptide gegeniiber.

Zum anderen kann das Peptid anti-
parallel orientiert sein. Hierbei lie-
gen sich je N- und C-Terminus der
zwei Peptide gegeniiber. In Abbil-
dung 6.49 sind beide Moglichkeiten
dargestellt. Hierbei sind die Mog-
lichkeiten des Andockens von Ala
an Gly durch Pfeile symbolisiert.
Im Falle des parallelen Dimers gibt
es vier Moglichkeiten. Im Falle des
antiparallen Dimers nur zwei Mo6g-
lichkeiten. Es gibt natiirlich auch
noch die Moglichkeit des Gly-Gly-
Kontakts. In diesem Fall stehen nur
die vier Glycine als Kontaktpunk-
te in Form von Einbuchtungen im
Molekiil zur Verfiigung. Die Fra-
ge welches Dimer wohl favorisiert
wird, wird in Abschnitt 6.8 genau-
er diskutiert. Mag2 enthilt kein sol-
ches Motiv. D. h. die Dimerisierung
iiber diesen Kontakt ist eher un-
wahrscheinlich. Zudem liegt Mag?2

Abbildung 6.48: Darstellung des PGLa-Wildtyps
in rot. Die Aminosiuren Gly7
und Glyl1l sind griin, Ala6 und
Alal0 sind gelb markiert.

an der Oberfliche der Membran, wihrend PGLa transmembran orientiert ist. Da
Mag2 mit Lys-19 wechselzuwirken scheint, welches am anderen Ende von PGLa liegt,
scheint das GxxxG-Motiv kein PGLa-Mag2-Interaktionsmotiv zu sein.

g&

Abbildung 6.49: Modelle fiir eine mdogliche GxxxG-Interaktionsfléche.

Da wir nicht genau wissen, welcher Teil von Mag2 noch involviert ist, wurden weitere
Mutationsversuche unternommen, die im néchsten Abschnitt beschrieben sind.

119



6.6. Einschub: MSI-103 versus Mag?2 Interaktionsstudien

6.6. Einschub: MSI-103 versus Mag?2

Im Falle von PGLa war es recht einfach durch MSI-103 auf die fiir die Interaktion
wichtigen Aminosduren zu kommen. Vergleicht man MSI-103 mit Mag2 so unterschei-
den sich schon deutlich mehr Aminoséuren in den zwei Peptiden. In Abbildung 6.50
sind die beiden Peptide in der Helikalen-Rad-Darstellung gegeniibergestellt.

Abbildung 6.50: Gegeniiberstellung von MSI-103 und Mag2 in der Helikalen-Rad-
Darstellung.

Diese zwei Peptide sind sich von der Aminosdurenverteilung nicht so dhnlich wie PG-
La und MSI-103. Jedoch sind es beides AMPs und sie haben beide einen hydrophilen
und eine hydrophoben Bereich. Sie bilden beide a-Helices, wenn sie an Lipiddoppel-
schichten binden. Als Modellsystem fiir grundlegende Mutationsgedanken ist MSI-103
vielleicht auch im Falle von Mag2 geeignet. Die CD-Spektren der zwei Peptide wur-
den schon in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt, daher wird hier darauf verzichtet.
Da hier MSI-103 mit Mag2 verglichen wird, wurde der PGLa-Wildtyp mit MSI-103
mittels N-Festkérper-NMR, untersucht (Abbildung 6.51).

31P vorher, 308 K 15N, 308 K 31P nachher, 308 K

Pulver
PGLa-"°N-A10

PGLa-"5N-A10
+ Mag2-WT

PGLa-"°N-A10

+ MSI-103 W

50 25 0 -25 -50 300 200 100 O 50 25 O -25 -50
ppm ppm ppm

Abbildung 6.51: NMR-Spektren von PGLa-'?N-A10 in Gegenwart des Mag2-Wildtyps und
MSI-103 in DMPC/DMPG (3:1).
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In Gegenwart von MSI-103 ist PGLa in einem T-Zustand (142 ppm) orientiert und
zeigt somit keine Synergie. Die aus den mikrobiologischen Tests bestimmten FIC-
Indices fiir E. coli und S. aureus und die fluoreszenzspektroskopischen Ergebnisse
sind in Abbildung 6.52a und Abbildung 6.52b gezeigt.

Bl E. coi

£y Mischung
0,9 [ s. aureus

90 [ VS1-103, Mag2-WT
[_IPGLa-WT

Leakage @10 min [%]
o
8

0,6

PGLa-WT T PGLa-WT

+ +
Mag2-WT MSI-103 Mag2-WT MSI-103

(a) Aus den Damebrett-Tests ermittelte (b) Fluoreszenzspektroskopische Ergebnis-
FIC-Indices. se.

Abbildung 6.52: Balkendiagramme der FIC-Indices und der Leakagewerte von PGLa in
Gegenwart des Mag2-Wildtyps und MSI-103.

MSI-103 zeigt sowohl in den mikrobiologischen Untersuchungsmethoden als auch mit-
tels Fluoreszenzspektroskopie keine Synergie. Die mittels Damebrett-Test ermittelten
FIC-Indices fiir E. coli und S. aureus sind in Anhang D in Tabelle D.25 aufgefiihrt.
Auch hier wurden Mittelwerte berechnet und in einem Balkendiagramm aufgetra-
gen. In Anhang D in Tabelle D.26 sind die Leakagewerte, Synergiefaktoren und deren
Standardabweichungen vom Mittelwert aufgelistet. Auch hier zeigt der PGLa-Wildtyp
keine synergistische Interaktion mit MSI-103. Somit zeigt PGLa in Gegenwart von
MSI-103 mit keiner der drei verwendeten Techniken Synergie. Die Grundvorausset-
zung fiir weitere Untersuchungen ist somit gegeben.
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6.7. Von MSI-103 nach Mag?2

Basierend auf den Ergebnissen des vorangegangenen Abschnitts wurden neue Mu-
tationen von MSI-103 entwickelt. Diese dienten dem Zweck herauszufinden, ob die
Ladungswechselwirkung tatséchlich eine entscheidende Rolle spielt. Im vorangegange-
nen Abschnitt wurden die zwei Peptide in der Helikalen-Rad-Darstellung gezeigt.

In Abbildung 6.53 sind
die verschiedenen Muta-
tionen in Helikalen-Rad-
Darstellungen gezeigt. Mag2
ist um 100 Grad gedreht,
damit der polare Sektor de-
ckungsgleich mit dem po-
laren Sektor von MSI-103
ist. Im Falle von MtM-
C1l wurde der C-terminale
Teil von Mag2 an den C-
Terminus bzw. den ver-
kiirzten C-Terminus ange-
héngt. Wichtig hierbei war,
dass die negativ geladene
Aminosiure und der nega-
tiv geladene C-Terminus an
der richtigen Position lan-
den. Im Falle von MtM-
C2 wurde zusétzlich Lys-
1 mit Gly-11 getauscht.
MtM-C3 enthielt zusétzlich
drei Phenylalanine (Positi-
on I2F, I6F, T13F). Die-
se Aminosiure kommt in
PGLa und MSI-103 nicht
vor. Die drei Phenylalani-
ne bilden ein Cluster, da
sie wie in Abbildung 6.53
gut zu erkennen in na-
hezu die gleiche Richtung
zeigen. Phenylalanine ha-
ben eine Art Ankerfunk-
tion bei membrangebunde-
nen Peptiden und Protei-
nen. In MtM-C4 wurde ver-
sucht einige der Aminosiu-
ren, die sich unterscheiden, Abbildung 6.53: MSI-103, Mag2-Wildtyp und MtM-
71 ersetzen und das Mole- Mutationen in der Helikalen-Rad-
Darstellung.

=
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e F
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"

o

kiill weniger hydrophob zu
machen (I12G, 19S, G11K,
[16A, G18I). Zudem wurde auch der negativ geladenen C-Terminus angehéngt. Al-
le Sequenzen sind in Tabelle 6.10 aufgelistet. Zusdtzlich wurde eine weitere Mutante
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synthetisiert, welche nur einen verdnderten N-Terminus hat (MtM-GIG). Die am C-
Terminus modifizierten Peptide enthalten 24 Aminosduren (Mag2, 23 Aminosduren)
und das am N-Terminus modifizierte Peptid nur 20 Aminosduren. Die Benennung der
Peptide kommt wie in den vorigen Abschnitten aus dem Englischen (MtM: ,from MSI
to Mag?2).

Tabelle 6.10: Fiir die Untersuchungen der MtM-Mutationen verwendete Peptide.

Peptid Substituierte Sequenz
Position

MSI-103-'°N-A10 Alal0 KIAGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NH,
MtM-C1 - KIAGKIAKIAGKIAKIAVGEIMNS—-OH
MtM-C2 - GIAGKIAKIAKKIAKIAVGEIMNS—OH
MtM-C3 - KFAGKFAKIAGKFAKIAVGEIMNS—OH
MtM-C4 - KGAGKIAKSAKKIAKAAVGEIMNS—OH
MtM-GIG - GIGKIAKIAGKIAKIAGKIA-NHo
Mag2-WT - GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS—-OH

Alle MtM-Peptide wurden mittels CD-Spektroskopie untersucht. Die Spektren in
Phosphatpuffer sind in Abbildung 6.54a gezeigt. Die Spektren in Gegenwart von
DMPC/DMPG-Vesikeln (3:1) bei einem P/L von 1:50 sind in Abbildung 6.54b ge-
zeigt.

0 80000 -
= — 60000
S 50004\ k]
[ —— MsI-103 £
2 —— MtM-C1 2 40000/ /)
g —— MtM-C2 g
b —— MtM-C3 B
o -10000 =
@ —— MtM-C4. F 4
k=) —MtM-GIG 3 20000
w —— Mag2-WT w
['4 ['4
= -15000 = 0
Mag2-WT -20000
-20000
T T T 1 -40000 T T T 1
200 220 240 260 200 220 240 260
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]
(a) Phosphatpulffer. (b) DMPC/DMPG-Vesikel.

Abbildung 6.54: CD-Spektren der MtM-Mutationen im Vergleich mit MSI-103 und dem
Mag2-Wildtyp.

Man kann in Phosphatpuffer zwei Gruppen ausmachen. Der Mag2-Wildtyp zeigt, so-
wie MtM-C3, welches auch Phenylalanin enthilt, die schwiichste Elliptizitat.['07 Die
anderen Peptide zeigen alle eine recht dhnliche Elliptizidt. Durch die Einfiihrung von
Phenylalaninen kommt es zu einer konformellen Anderung und das Minimum ver-
schiebt sich von 198 nm nach 200 nm. Phenylalanin hat eine Absorptionsbande die
bei ca. 260 nm liegt.[197] Die Absorptionsbande erstreckt sich von ca. 230 nm bis 270
nm. In Gegenwart von Vesikeln ist keine klare Gruppierung mehr festzustellen. Bei al-
len Peptiden liegt das linke Minimum (bei ca. 210 nm) tiefer als das rechte Minimum.
Bei MtM-C3 und Mag?2 liegt es ungefihr auf gleicher Hohe. MtM-C4 zeigt die gerings-
te Elliptizitéit. Dieses Peptid zeigt auch die geringste biologische Aktivitdt. Aus den
ermittelten FIC-Indices wurden Mittelwerte errechnet und in einem Balkendiagramm
aufgetragen (Abbildung 6.55). Keines der Peptide zeigt synergistische Interaktion mit
dem PGLa-Wildtyp. In Anhang D in Tabelle D.27 sind die aus den Damebrett-Tests
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ermittelten FIC-Indices fiir S. aureus und E. coli gezeigt.

1,24

Bl cE coi
1 s. aureus

PGLa-WT ! PGLa-WT ! PGLa-WT ' PGLa-WT ! PGLa-WT ' PGLa-WT
+ + + + + +

Mag2-WT  MtM-C1 MtM-C2 MtM-C3 MtM-GIG MSI-103

Abbildung 6.55: Aus den Damebrett-Tests ermittelte FIC-Indices fiir die MtM-Mutationen
im Vergleich mit dem Wildtyp.

Die Werte fiir MtM-C4 konnen nicht berechnet werden, da dieses Peptid keinen ge-
messenen MHK-Wert besitzt. Alle Peptide wurden mittels Fluoreszenzspektroskopie
mit Fluorophor-gefiillten Vesikeln untersucht (Abbildung 6.56).
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Mag2-WT  MtM-C1 MtM-C2 MtM-C3 MtM-C4  MtM-GIG  MSI-103

Abbildung 6.56: Die durch MtM-Mutationen verursachten Leakagewerte alleine und in
Kombination mit dem Mag2-Wildtyp.
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Die Leakagewerte und Synergiefaktoren sind in Anhang D in Tabelle D.28 aufgefiihrt.
MtM-C1, MtM-C2 und MtM-C3 sind deutlich aktiver als MSI-103. Dies ist vermutlich
auf die grofere Aminosdurenzahl (24) zuriickzufithren. Im Falle von MtM-C2 muss-
te die halbe Konzentration (sehr niedriges P/L) verwendet werden, da sonst nicht
ausreichend Spielraum fiir die synergistische Interaktion gewesen wire. Im Falle von
MtM-C4 scheint das Peptid vollstandig inaktiviert zu sein, denn es erzeugt nahezu kein
Leakage. MtM-GIG verhilt sich &hnlich wie MSI-103. Keines der Peptide zeigt eine
synergistische Interaktion mit dem PGLa-Wildtyp, d. h. die Umwandelung von MSI-
103 in Mag2 war in keinem Fall erfolgreich. Dies heift im Umkehrschluss nicht, dass
es keine Ladungswechselwirkung zwischen PGLa und Mag2 gibt, sondern nur, dass
andere Interaktionen zusidtzlich zu den elektrostatischen bendtigt werden. MSI-103
und Mag?2 sind sich weniger dhnlich als MSI-103 und PGLa und die oben angefiihrten
Mutationen waren nicht genug um die Synergie herzustellen.

6.8. Interaktionsmodelle

Auf Grund der in Kapitel 5 und Kapitel 6 gezeigten FErgebnisse kénnen nun verschiede-
ne Interaktionsmodelle entwickelt werden. Die Wechselwirkungen zwischen PGLa und
Mag?2 scheinen von eher schwacher Natur zu sein, da es eine konzentrationsabhéngige
Interaktion gibt. D. h. die Peptide miissen erst in rdumliche Néihe auf der Membran
kommen, damit eine Wechselwirkung stattfindet. Daraus folgt, dass es keine sonderlich
starke Wechselwirkung ist. Dies erschwert die Identifikation von beteiligten Amino-
siuren und das Aufstellen eines Modells merklich. Sobald eine Grenzkonzentration
auf der Membran erreicht ist, beginnen die Peptide miteinander wechselzuwirken. In
Kapitel 5 konnte gezeigt werden, dass die 1:1-Mischung am effektivsten ist. Daraus
folgt, dass je ein PGLa mit je einem Mag2 wechselwirkt. D. h. nicht, dass es sich
um ein Heterodimer handelt. Die funktionale Untereinheit kann aus zwei, vier, sechs
usw. Peptiden bestehen. Nur das Verhiltnis muss aus n PGLa und n Mag2 Peptiden
bestehen. Man kann hier von einem Hetero-2n-mer sprechen (n =1, 2, 3, ...).

Bezieht man die Orien-
tierung der beiden Pepti-
de in DMPC/DMPG (3:1)
mit ein, so konnen weitere
Riickschliisse getroffen wer-
den. In einer Verdffentli-
chung von Tremouilhac et Abbildung 6.57: Hypothetisches Modelll®?l versus aktuel-
al. wurde ein hypotheti- le Information aus N- und F-NMR-

sches Modell eines Hete- Spektroskopie (Mag2 - griin, PGLa - rot-
braun).

rodimers verdffentlicht, bei
dem PGLa und Mag2 einen
transmembrane Orientierung einnehmen.’®l Dies ist in Abbildung 6.57 gezeigt und
nicht richtig. Zu diesem Zeitpunkt war die Orientierung von Mag2 nicht bekannt.
Heute wissen wir, dass nur PGLa transmembran orientiert und Mag2 immer an der
Oberfliche der Membran orientiert ist.[26:60]

Im Zuge der Mutationen konnte festgestellt werden, dass unterschiedliche Mutations-
typen einen unterschiedlich starken Einfluss haben. Die Sensitivitidt der drei Untersu-
chungsmethoden scheint sich hierbei auch zu unterscheiden. Die Sensitivitdt nimmt
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von Fluoreszenzenzspektroskopie > Mikrobiologie > Festkérper-NMR ab. Um ein
verstdndliches Modell aufstellen zu kénnen werden dennoch die Orientierungsbilder
der Festkorper-NMR verwendet werden um schlussendlich ein Modell aufzustellen. In
Schritt A wurden verschiedene Ladungswechselwirkungen ins Auge gefasst. Basierend
auf dieser Arbeitshypothese wurden verschiedene Mutationen synthetisiert und un-
tersucht. Alle moglichen Ladungswechselwirkungen zwischen PGLa und Mag?2 sind in
Abbildung 6.58 gezeigt. Die Wechselwirkungen, die keinen Einfluss zu haben scheinen,

sind rot durchgestrichen.
! N C ® N N| C N N C
1 O
= ; 0 ol ! 975 ; Ve
® of ! ® ®
o1 o | o

Abbildung 6.58: Verschiedene Ladungswechselwirkungsmoglichkeiten zwischen PGLa und
Mag2.

Die Ladungsmutationen scheinen auf die Orientierung, die mittels Festkorper-NMR
bestimmt wurde, kaum einen Einfluss zu haben. Mittels Fluoreszenzspektroskopie und
zum Teil Mikrobiologie konnten fiir die Wechselwirkung wichtige Ladungstréiger ausge-
macht werden. Es kénnen allerdings einige Wechselwirkungen ausgeschlossen werden.
In PGLa scheinen Lys-5 und Lys-12 keinen Einfluss zu haben. Lys-15 und Lys-19
jedoch scheinen einen Einfluss auf die Interaktion zu haben. Auf Grund der Mdoglich-
keiten zur intramolekularen Salzbriickenbildung ist es jedoch am Wahrscheinlichsten,
dass die Interaktion iiber Lys-19 stattfindet.

Die Salzbriicken kénnen so-

wohl zum C-Terminus, als N C c
auch zu Glu-19 in Mag2 @E)_::;@
ausgebildet werden. Glul9

scheint jedoch favorisiert N

zu sein. Somit bleiben nur
zwei Moglichkeiten {ibrig,
die in Abbildung 6.59 ge-
zeigt sind. In einer Querver-
kniipfungsstudie, in der die Peptide via Disulfidbriicken verkniipft wurden, konnte von
Hara et al. gezeigt werden, dass die Dimere, die parallel verkniipft wurden (CC, NN),
die hochste Aktivitit zeigten.l6! Dies unterstiitzt die Ladungswechselwirkung zwi-
schen Lys-19 in PGLa und Glu-19 in Mag2 bzw. des C-Terminus. In Schritt B wurde
MSI-103 untersucht, welches ein einer Optimierungsstudie von PGLa entstammendes
Peptid ist (Abbildung 6.60). Dieses Peptid enthélt alle notwendigen Ladungstrager,
die PGLa auch enthilt plus einige zusitzliche. Trotz dieser Tatsache scheint es nicht
dazu in der Lage zu sein mit dem Mag2-Wildtyp synergistisch in Wechselwirkung zu
treten. Aus diesem Grund wurden neue Molekiile synthetisiert, die den Unterschied
zwischen PGLa und MSI-103 herauskristallisieren sollten. Hierbei wurden zuerst gro-
fsere Abschnitte in PGLa (rotbraun) durch an dieser Position in MSI-103 (orange)
lokalisierte Aminosduren ersetzt um den Bereich einzugrenzen (B1). Nachdem ein
Bereich von drei Aminosduren eingegrenzt werden konnte, der starken Einfluss auf die
Interaktion zu haben scheint, wurden die drei Aminosiuren einzeln ausgetauscht. In
Schritt B2 konnte Gly-7 als verantwortliche Aminosdure identifiziert werden. Gly-7
ist Teil eines GxxxG-Motivs, welches als eine Interaktionsfliche fiir transmembrane
Helices bekannt ist. Auf Grund dieser Tatsache, wurde PGLa-G11I (B3), welches Teil

Abbildung 6.59: Mogliche Ladungswechselwirkung zwi-
schen PGLa und Mag2.
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6.8. Interaktionsmodelle Interaktionsstudien

einer Aktivititsstudie von Sarah Flade war, untersucht (Abbildung 6.60). Diese Ami-
nosdure konnte bis dato nicht identifiziert werden, da sie auch in MSI-103 existiert.
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Abbildung 6.60: PGLa versus MSI-103.

Auch diese Aminosdure unterbindet die Interaktion zwischen PGLa und Mag2, was
zu dem Schluss fiihrte, dass tatsichlich das GxxxG-Motiv eine tragende Rolle bei der
Interaktion dieser zwei Molekiile spielt.

In Schritt C wurde der

schlussendlich erfolgreiche h?(a@@@
Versuch unternommen MSI- NEm—C ok : NI, c
103 die Fahigkeit zu geben c M%‘ 1
synergistisch mit Mag2 in oN !

Wechselwirkung zu treten
(Abbildung 6.61).

Es bedurfte einiger Mu-
tationen bis schlussendlich
zwel Aminosduren identifi-

z1ert. werden konnten. Zu NEEC c
Beginn wurde vermutet, e %E

Mehrere
Mutationszyklen

O

dass nur Gly-7 ausreicht, 2

doch dies hatte nur be- N

grenzten FErfolg bei den Apbildung 6.61: MSI-103 versus PGLa.
mikrobiologischen Untersu-

chungen. Es musste noch Gly-18 gegen Leucin ausgetauscht werden. Diese Aminoséure
hat vermutlich Einfluss auf die Lokalisation von Lys-19. In Schritt D wurde unter-
sucht, ob die Lage des GxxxG-Motivs in PGLa eine Rolle auf die Interaktion hat
(Abbildung 6.62). Hierbei wurden Gly-7 und Gly-11 im Molekiil verschoben. Es gab
zwei Mutationen. In der einen Mutation wurde nur Gly-7 verschoben, wodurch ein
GxxG-Motiv entstand. In der zweiten Mutation wurden beide Aminoséuren verscho-
ben. Das GxxxG-Motiv war in dieser Mutation auf der gegeniiberliegenden Seite der
Helix lokalisiert. Beide Peptide waren nicht mehr in der Lage zur Interaktion mit dem
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6.8. Interaktionsmodelle Interaktionsstudien

Mag2-Wildtyp. Im Falle der Verschiebung beider Glycine war das Peptid zudem nicht
mehr in der Lage dazu, sich in Membranen zu neigen. In vorangegangenen Arbeiten
von Glaser et al. wurde auf Grund der konzentrationsabhingigen Orientierung von
PGLa (Niedrige Konzentration - S-Zustand, hohe Konzentration - T-Zustand) die
Hypothese aufgestellt, dass PGLa dimerisiert. Damit eine Dimerisierung graphisch
realisiert werden kann, muss eines der Molekiile gespiegelt sein. Dies ist in Abbil-
dung 6.61 gezeigt und soll durch die spiegelverkehrten Buchstaben gezeigt werden.
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Abbildung 6.62: Auf dem GxxxG-Motiv beruhende Mutationen.

In der Realitét ist das natiirlich auch notwendig. Die Schlussfolgerung aus allen NMR-
Ergebnissen ist, dass PGLa mindestens ein Gly an Position 7 oder 11 braucht um
bei einem P/L von 1:50 T-Zusténde einzunehmen. Es werden jedoch zwei Glycine
bendétigt, damit PGLa eine transmembrane Orientierung einnimmt. Da das GxxxG
Motiv nur in PGLa vorkommt und zumindest Gly-11 sich bei einer transmembranen
Orientierung in der Mitte der Membran befindet, ist dieses Motiv vermutlich keine
Interaktionsfliche zwischen PGLa und Mag2, sondern zwischen PGLa und PGLa.
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Abbildung 6.63: Einfluss des GxxxG-Motivs auf die Dimerisierung und die transmembrane
Orientierung von PGLa.

Da trotzdem das Stoffmengenverhéltnis 1:1 ist, besteht die reaktive Untereinheit ver-

128



6.8. Interaktionsmodelle Interaktionsstudien

mutlich aus zwei PGLa-Molekiilen und zwei Mag2-Molekiilen. PGLa kann als paral-
leles Dimer oder antiparalleles Dimer vorliegen. Das parallele Dimer ist jedoch un-
wahrscheinlich. Zieht man eine Pore in Betracht, so zeigen bei einem parallelen Dimer
bei einem PGla die positiv geladenen Lysin-Seitenketten in den hydrophoben Teil der
Membran. Dies ist sehr unwahrscheinlich (Abbildung 6.64).

Abbildung 6.64: Paralleles Dimer P versus antiparalleles Dimer AP (blau - Lys, griin -
Gly-7, Gly-11, gelb - Ala-6, Ala-10).

Betrachtet man nun die Situation in der Realitét, so ist Mag2 fiir Symmetriezwecke auf
beiden Seiten des PGLa-Dimers benétigt (Hetero-2n-mer). Daher stellt sich bei einem
antiparallelen Dimer die Frage, wie Mag2 auf die andere Seite der Membran kommt.
Zu Beginn sind beide Peptide auf der einen Seite der cytoplasmatischen Membran.
Zieht man das SHM-Modell in Betracht (Abschnitt 1.6) so bildet Mag2 wahrschein-
liche, ringférmige, nicht stabile Poren aus und gelangt so auf die andere Seite der
Membran.?1-33] Diese Mag2-Molekiile kénnen nun das PGLa-Dimer mit auf der an-
deren Seite der Membran befindlichen Mag2-Molekiilen stabilisieren (Abbildung 6.65).
Fiir dieses Modell spricht wiederum die Kurvenform der Fluoreszenzmessungen. Hier
haben die Mag2- und PGLa/Mag2-Kurven eine dhnliche Form. Die Mag2-Kurven
sprechen fiir eine instabile Pore, da die Steigung stetig abnimmt. Die PGla-Poren
hingegen sind stabil {iber einen ldngeren Zeitraum.

In einer Studie von Carlier et al. wurden a-helikale AMPs, sog. Plasticine, die das
GxxxG-Motiv mehrfach in sich tragen, untersucht./'% Hier konnte kein Zusammen-
hang zwischen Oligomerisierung und diesem Motiv gefunden werden und die Vermu-
tung aufgestellt, dass die Oligomerisierung in transmembranen Proteinen {iber dieses
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Interaktionsstudien

Motiv anders funktioniert.['%8] In der Kombination von PGLa und Mag2 scheint eine
einzigartige Situation fiir die PGLa-Molekiile geschaffen zu sein, die es ihnen erlaubt

die Membran zu durchspannen.
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Abbildung 6.65: Paralleles Dimer versus antiparalleles Dimer in vereinfachter Ansicht.

Es konnte durch Punktmodifikationen mit NMR-Markierungen ein starker Einfluss der
drei Phenylalanine (Phe-Cluster) festgestellt werden. Bezieht man diese Information
in das Modell mit ein, so ist es leicht vorstellbar, dass die in die Membran ragenden

Phenylalanine (Anker) ein PGLa-Dimer stabilisieren konnten.|

55,109]

In einem Ubersichtsartikel von Conlon et al. wurden die Magainine (Magl & Mag2)
und PGLa-Molekiile verschiedener Frosche der Familie Pipidae verglichen und Amino-
sduren identifiziert, die in allen Organismen in diesen zwei Peptiden vorkommen bzw.
fast allen.[8] Diese Peptide und Organismen sind in Tabelle 6.11 und Tabelle 6.12

gezeigt.

Tabelle 6.11: Aus verschiedenen Vertretern der Familie Pipidae isolierte Mag2-Varianten
(* bedeutet: Hier ist keine Aminoséure).[8!

Peptid

Sequenz

X. laevis
tropicalis-ST1
epitropicalis-SE1

. petersii-P1

. borealis-B1

. borealis-B2

muelleri West-MW1
laevis xX. muelleri — LM1
pygmaeus-PG1
lenduensis-L1
lenduensis-1L2
amieti-AM1

. amieti-AM2
andrei-AN1

. andrei-AN2

bbb e b b B e g TR R

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
GLKEVAHSAKKFAKGEISGLTGS
GLKEVLHSTKKFAKGEFITGLTGQ
GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS
Gx *KFLHSAGKFGKAFLGEVMIG
GIGKFLHSAGKFGKAFLGEVMKS
GIGKFLHSAGKFGKAFLGEVMKS
GIGKFLHSAKKFAKAFVGEIMNS
GVGKFLHAAGKFGKALMGEMMKS
GIGKFLHSAKKFGKAFVGEVMKS
GISQFLHSAKKFGKAFAGEIMKS
GIKEFAHSLGKFGKAFVGGILNQ
GVSKILHSAGKFGKAFLGEIMKS
GIKEFAHSLGKEFGKAFVGGILNQ
GVSKILHSAGKFGKAFLGEIMKS

Die Aminosduren, die sehr hiufig vorkommen sind blau und diejenigen, welche {iber-
all vorkommen, rot markiert. In X. laevis wurde nur Mag2 gezeigt. Es wurden die
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Organismen ausgewahlt, in denen beide Peptide vorkommen. Von den in dieser Ar-
beit in Mag?2 identifizierten Aminoséuren ist Glu-19 eine der Aminosduren die in fast
allen Organismen vorkommt. Zudem werden die Phenlylalanine in Form von Phe-
5 und Phe-12 auch in fast allen Froschen bewahrt. In den PGLa-Vertretern ist das
GxxxG-Motiv in allen Vertretern vorhanden. Hieraus folgt, dass die identifizierten
Aminosduren in allen Organismen eine Rolle spielen und fiir die Funktion relevant
sind.

Tabelle 6.12: Aus verschiedenen Vertretern der Familie Pipidae isolierte PGLa-Varianten
(* bedeutet: Hier ist keine Aminosiure).[?®!

Peptid Sequenz

X. laevis GMASKAGAIAGKIAKVALK+AL-NHy
S. tropicalis-ST1 GMATKAGTALGKVAKAVIGAAL-NH,
S. epitropicalis-SE1 GMATKAGTALGKVAKAVIGAAL-NH,
X. petersii-P1 GMASTAGSIAGKIAKVALK*AL-NHy
X. borealis-B1 GMASKAGTIAGKIAKTAIKLAL-NHg
X. borealis-B2 GMASKAGSIVGKIAKIAL*GAL-NHy
X. muelleri West-MW1 GMASKAGSVLGKITKIAL*GAL-NH,
X. laevis xX. muelleri — LM1 GMASKAGSVAGKIAKFAL*GAL-NH,
X. pygmaeus-PG1 GMASKAGTIVGKIAKVAL*NAL-NHg
X. lenduensis-L1 GMASTAGSIFGKLAKTAL*GAL—NHg
X. lenduensis-L2 GMASTAGSVLGKLAKVAIKAAL-NH,
X. amieti-AM1 GMASKAGSVLGKVAKVALKAAL-NH,
X. amieti-AM2 GMASTAGSVLGKLAKAVAIGAL-NH,
X. andrei-AN1 GMASKAGSVLGKVAKVALKAAL-NHg
X. andrei-AN2 GMASKAGSVLGKLAKVAI *GAL-NHy
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Peptide der Mag2-Familie ein li-
pidabhéngiges Orientierungsverhalten zeigen. Die Peptide sind in Lipiden mit posi-
tiver spontaner Kriimmung in der Lage sich in die Membran zu neigen. PGLa ist
in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 sogar in der Lage transmembrane
Orientierungen einzunehmen. In Lipidsystemen mit negativer spontaner Kriimmung
hingegen verbleiben beide Peptide an der Oberflache. Schlieftt man MSI-103 ein, so
sind dies drei AMPs die sich gleich verhalten. Aus diesem Grund kénnte dies ein
generelles Orientierungsverhalten von AMPs sein. Es konnte fiir Festkorper-NMR-
Experimente und fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen gezeigt werden, dass
ein 1:1-Verhiltnis von PGLa zu Mag2 die stirkste Synergie zeigt. Des Weiteren konn-
te gezeigt werden, dass die zwei Peptide in Losung nicht in Wechselwirkung treten.
Dies ldasst darauf schliefsen, dass die Wechselwirkung zwischen PGLa und Mag2 erst
auf der cytoplasmatischen Membran stattfindet. Durch konzentrationsabhéngige Un-
tersuchungen mittels '9F-Festkorper-NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass
die PGLa/Mag2-Komplexbildung konzentrationsabhéngig ist und das Gleichgewicht
zwischen Komplex und Monomeren erst bei hohen Konzentrationen vollstindig auf der
Seite des Komplexes liegt. In konzentrationsabhéngigen fluoreszenzspektroskopischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Molekiile (MSI-103,
Mag2, PGLa, PGLa/Mag2) kooperatives Verhalten zeigen. Die Stirke der Koopera-
tivitdt lasst sich wie folgt gliedern: Mag2, MSI-103 < PGLa < PGLa/Mag2 (Trotz
hoher struktureller Ahnlichkeit ist MSI-103 weniger kooperativ als PGLa). Die hohe
Kooperativitdt in der Mischung ist nicht verwunderlich, da die zwei Peptide syner-
gistisch miteinander interagieren. Um an der Interaktion beteiligte Aminosduren zu
identifizieren, wurden basierend auf verschiedenen Interaktionskonzepten, Mutationen
in den zwei Molekiilen eingefiihrt. Es konnten unterschiedlich starke Wechselwirkun-
gen ausgemacht werden. Zum einen scheint es eine schwache Ladungswechselwirkung
zu geben. Diese findet vermutlich zwischen Glu-19 oder dem C-Terminus von Mag?2
und Lys-19 von PGLa statt. Einen starken Einfluss auf die Interaktion hat das in der
Mitte von PGLa lokalisierte GxxxG-Motiv (Gly-7, Gly-11). Dieses ist oftmals in trans-
membranen Segmenten von grofsen Proteinen anzutreffen. Auf Grund der Lokalisation
des Motivs wurde ein neues Interaktionskonzept entworfen. Dieses hat vier Molekiile
als Grundeinheit bestehend aus zwei PGLa- und zwei Mag2-Molekiilen. Hierbei bil-
den zwei PGLa-Molekiile ein antiparalleles Dimer, welches an beiden Enden durch ein
Mag2-Molekiil stabilisiert wird.

132



Literaturverzeichnis

1]

2]

3]

[4]

7]

8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

J. Himmelfarb, P. Stenvinkel, T. A. Ikizler, R. M. Hakim, The elephant in ure-
mia: oxidant stress as a unifying concept of cardiovascular disease in uremia,
Kidney Int. 2002, 62(5), 1524-1538.

A. Fleming, On the antibacterial action of cultures of a penicillium, with special
reference to their use in the isolation of B. influenzae. 1929, Bull. World Health
Organ. 2001, 79(8), 780-790.

R. J. Dubos, Studies on a bactericidal agent extracted from a soil bacillus: L.
protective effect of the bactericidal agent against experimental Pneumococcus
infections in mice, J. Fzp. Med. 1939, 70(1), 11-17.

R. J. Dubos, Studies on a bactericidal agent extracted from a soil bacillus: 1.
Preparation of the agent. It’s activity in vitro, J. Ezp. Med. 1939, 70(1), 1-10.

H. L. Van Epps, René Dubos: unearthing antibiotics, J. Fzp. Med. 2006, 203(2),
259.

D. A. Phoenix, S. R. Dennison, F. Harris, Antimicrobial peptides, 1. Aufl., Wiley-
VCH, Weinheim, 2013.

K. A. Brogden, Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic inhibitors in
bacteria?, Nat. Rev. Microbiol. 2005, 3(3), 238-250.

K. A. Brogden, A. J. De Lucca, J. Bland, S. Elliott, Isolation of an ovine pul-
monary surfactant-associated anionic peptide bactericidal for Pasteurella hae-
molytica, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1996, 93(1), 412-416.

M. Zasloff, Magainins, a class of antimicrobial peptides from Xenopus skin:
isolation, characterization of two active forms, and partial cDNA sequence of a
precursor, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84(15), 5449-5453.

G. F. Gause, M. G. Brazhnikova, Gramicidin S and its use in the treatment of
infected wounds, Nature 1944, 154, 703.

M. E. Selsted, M. J. Novotny, W. L. Morris, Y. Q. Tang, W. Smith, J. S. Cullor,
Indolicidin, a novel bactericidal tridecapeptide amide from neutrophils, J. Biol.
Chem. 1992, 267(7), 4292-4295.

M. Scocchi, A. Tossi, R. Gennaro, Proline-rich antimicrobial peptides: conver-
ging to a non-lytic mechanism of action, Cell. Mol. Life Sci. 2011, 68(13),
2317-2330.

V. N. Kokryakov, S. S. Harwig, E. A. Panyutich, A. A. Shevchenko, G. M.
Aleshina, O. V. Shamova, H. A. Korneva, R. I. Lehrer, Protegrins: leukocy-
te antimicrobial peptides that combine features of corticostatic defensins and
tachyplesins, FEBS Lett. 1993, 327(2), 231-236.

133



Literaturverzeichnis

[14] H. Kuwata, T. T. Yip, C. L. Yip, M. Tomita, T. W. Hutchens, Bactericidal
domain of lactoferrin: detection, quantitation, and characterization of lactofer-
ricin in serum by SELDI affinity mass spectrometry, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1998, 245(3), 764-773.

[15] S. Reifer, E. Strandberg, T. Steinbrecher, A. S. Ulrich, 3D hydrophobic moment
vectors as a tool to characterize the surface polarity of amphiphilic peptides,
Biophys. J. 2014, 106(11), 2385-2394.

[16] J. M. Berg, J. L. Tymoczko, L. Stryer, Biochemie, 4. Aufl., Spektrum, Heidel-
berg, 1999.

[17] S. J. Singer, G. L. Nicolson, The fluid mosaic model of the structure of cell
membranes, Science 1972, 175(23), 720-731.

[18] D. E. Vance et al., Biochemistry of lipids, lipoproteins and membranes, 5. Aufl.,
(Hrsg.: D. E. Vance), Elsevier, Amsterdam, 2008.

[19] A. Giacometti, O. Cirioni, W. Kamysz, G. D’Amato, C. Silvestri, A. Licci, P. Na-
dolski, A. Riva, J. Lukasiak, G. Scalise, In vitro activity of MSI-78 alone and in
combination with antibiotics against bacteria responsible for bloodstream infec-
tions in neutropenic patients, Int. J. Antimicrob. Agents 2005, 26(3), 235-240.

[20] Y. Jiang, X. Yi, M. Li, T. Wang, T. Qi, X. She, Antimicrobial activities of
recombinant mouse S-defensin 3 and its synergy with antibiotics, J. Mater. Sci.
Mater. Med. 2012, 23(7), 1723-1728.

[21] B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, P. Walter, Molecular
Biology of the cell, 5. Aufl., (Hrsg.: B. Alberts), Wiley-VCH, Weinheim, 2011.

[22] R. M. Epand, R. F. Epand, Bacterial membrane lipids in the action of antimi-
crobial agents, J. Pept. Sci. 2011, 17(5), 298-305.

[23] B. de Kruijff, Lipid polymorphism and biomembrane function, Curr. Opin.
Chem. Biol. 1997, 1(4), 564-569.

[24] R. M. Epand, Lipid polymorphism and protein-lipid interactions, Biochim. Bio-
phys. Acta 1998, 1376(3), 353-368.

[25] E. Strandberg, D. Tiltak, S. Ehni, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Lipid shape is a
key factor for membrane interactions of amphipathic helical peptides, Biochim.
Biophys. Acta 2012, 1818(7), 1764-1776.

[26] E. Strandberg, J. Zerweck, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Synergistic insertion
of antimicrobial magainin-family peptides in membranes depends on the lipid
spontaneous curvature, Biophys. J. 2013, 104(6), L9-11.

[27] B. Kollmitzer, P. Heftberger, M. Rappolt, G. Pabst, Monolayer spontaneous
curvature of raft-forming membrane lipids, Soft Matter 2013, 9(45), 10877
10884.

[28] G. Ehrenstein, H. Lecar, Electrically gated ionic channels in lipid bilayers, ).
Rev. Biophys. 1977, 10(1), 1-34.

[29] K. He, S. J. Ludtke, W. T. Heller, H. W. Huang, Mechanism of alamethicin
insertion into lipid bilayers, Biophys. J. 1996, 71(5), 2669-2679.

134



Literaturverzeichnis

[30] D. Maisch, P. Wadhwani, S. Afonin, C. Béttcher, B. Koksch, A. S. Ulrich, Chemi-
cal labeling strategy with (R)- and (S)-trifluoromethylalanine for solid state °F
NMR analysis of peptaibols in membranes, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131(43),
15596-15597.

[31] L. Yang, T. M. Weiss, R. I. Lehrer, H. W. Huang, Crystallization of antimicrobial
pores in membranes: magainin and protegrin, Biophys. J. 2000, 79(4), 2002—
20009.

[32] L. Yang, T. A. Harroun, T. M. Weiss, L. Ding, H. W. Huang, Barrel-stave
model or toroidal model? A case study on melittin pores, Biophys. J. 2001,
81(3), 1475-1485.

[33] K. Matsuzaki, O. Murase, N. Fujii, K. Miyajima, An antimicrobial peptide,
Magainin 2, induced rapid flip-flop of phospholipids coupled with pore formation
and peptide translocation, Biochemistry 1996, 35(35), 11361-11368.

[34] Y. Shai, Z. Oren, From carpet mechanism to de-novo designed diastereomeric
cell-selective antimicrobial peptides, Peptides 2001, 22(10), 1629-1641.

[35] Y. Shai, Mechanism of the binding, insertion and destabilization of phospholipid
bilayer membranes by a-helical antimicrobial and cell non-selective membrane-
lytic peptides, Biochim. Biophys. Acta 1999, 1462(1-2), 55-70.

[36] Y. Pouny, D. Rapaport, A. Mor, P. Nicolas, Y. Shai, Interaction of antimicrobial
dermaseptin and its fluorescently labeled analogues with phospholipid membra-
nes, Biochemistry 1992, 31(49), 12416-12423.

[37] M. Zasloff, Antimicrobial peptides of multicellular organisms, Nature 2002,
415 (6870), 389-395.

[38] J. M. Conlon, M. Mechkarska, Host-defense peptides with therapeutic potential
from skin secretions of frogs from the family Pipidae, Pharmaceuticals (Basel)
2014, 7(1), 58-77.

[39] D. S. Reilly, N. Tomassini, M. Zasloff, Expression of magainin antimicrobial
peptide genes in the developing granular glands of Xenopus skin and induction
by thyroid hormone, Dev. Biol. 1994, 162(1), 123-133.

[40] W. Hoffmann, K. Richter, G. Kreil, A novel peptide designated PYLa and its
precursor as predicted from cloned mRNA of Xenopus laevis skin, EMBO J.
1983, 2(5), 711-714.

[41] D. Andreu, H. Aschauer, G. Kreil, R. B. Merrifield, Solid-phase synthesis of
PYLa and isolation of its natural counterpart, PGLa [PYLa-(4-24)] from skin
secretion of Xenopus laevis, Eur. J. Biochem. 1985, 149(3), 531-535.

[42] W. L. Maloy, U. P. Kari, Structure-activity studies on magainins and other host
defense peptides, Biopolymers 1995, 37(2), 105-122.

[43] K. Lohner, F. Prossnigg, Biological activity and structural aspects of PGLa in-
teraction with membane mimetic systems, Biochim. Biophys. Acta 2009, 1788,
1656-1666.

[44] R. W. Glaser, C. Sachse, U. H. N. Diirr, P. Wadhwani, S. Afonin, E. Strandberg,
A. S. Ulrich, Concentration-dependent realignment of the antimicrobial peptide

135



Literaturverzeichnis

PGLa in lipid membranes observed by solid-state 'YF-NMR, Biophys. J. 2005,
88(5), 3392-3397.

[45] S. Afonin, S. L. Grage, M. leronimo, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Temperature-
dependent transmembrane insertion of the amphiphilic peptide PGLa in lipid
bilayers observed by solid state '"F NMR spectroscopy, J. Am. Chem. Soc.
2008, 130(49), 16512-16514.

[46] E. Strandberg, N. Kanithasen, D. Tiltak, J. Biirck, P. Wadhwani, O. Zwer-
nemann, A. S. Ulrich, Solid-state NMR, analysis comparing the designer-made
antibiotic MSI-103 with its parent peptide PGLa in lipid bilayers, Biochemistry
2008, 47(8), 2601-2616.

[47] J. Gesell, M. Zasloff, S. J. Opella, Two-dimensional 'H NMR experiments show
that the 23-residue Magainin antibiotic peptide is an a-helix in dodecylphos-
phocholine micelles, sodium dodecylsulfate micelles, and trifluoroethanol /water
solution, J. Biomol. NMR 1997, 9(2), 127-135.

[48] B. Bechinger, M. Zasloff, S. J. Opella, Structure and interactions of magainin
antibiotic peptides in lipid bilayers: a solid-state nuclear magnetic resonance
investigation, Biophys. J. 1992, 62(1), 12-14.

[49] J. Zerweck, Untersuchung der synergistischen Reorientierung der antimikrobi-
ellen Peptide Magainin 2 und PGLa in Lipidmembranen mittels "»N- und '9F-
Festkorper-NMR-Spektroskopie, Diplomarbeit, KIT, 2011.

[50] S. Ludtke, K. He, H. Huang, Membrane thinning caused by Magainin 2, Bio-
chemistry 1995, 84 (51), 16764-16769.

[51] S.J. Ludtke, K. He, W. T. Heller, T. A. Harroun, L. Yang, H. W. Huang, Mem-
brane pores induced by Magainin, Biochemistry 1996, 35(43), 13723-13728.

[52] M. Zasloff, B. Martin, H. C. Chen, Antimicrobial activity of synthetic magainin
peptides and several analogues, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85(3), 910—
913.

[53] J. H. Cuervo, B. Rodriguez, R. A. Houghten, The Magainins: sequence factors
relevant to increased antimicrobial activity and decreased hemolytic activity,
Pept. Res. 1988, 1(2), 81-86.

[54] M. Dathe, H. Nikolenko, J. Meyer, M. Beyermann, M. Bienert, Optimization of
the antimicrobial activity of magainin peptides by modification of charge, FEBS
Lett. 2001, 501(2-3), 146-150.

[65] E. Strandberg, J. Zerweck, D. Horn, G. Pritz, M. Berditsch, J. Biirck, P. Wad-
hwani, A. S. Ulrich, Influence of hydrophobic residues on the activity of the
antimicrobial peptide Magainin 2 and its synergy with PGLa, J. Pept. Sci.
2014, iibermittelt.

[56] H. V. Westerhoff, M. Zasloff, J. L. Rosner, R. W. Hendler, A. De Waal, A. Vaz
Gomes, P. M. Jongsma, A. Riethorst, D. Juretic, Functional synergism of the

magainins PGLa and Magainin 2 in Escherichia coli, tumor cells and liposomes,
Eur. J. Biochem. 1995, 228(2), 257-264.

[67] A.Vaz Gomes, A. de Waal, J. A. Berden, H. V. Westerhoff, Electric potentiation,

136



Literaturverzeichnis

cooperativity, and synergism of magainin peptides in protein-free liposomes,
Biochemistry 1993, 32(20), 5365-5372.

[58] K. Matsuzaki, Y. Mitani, K. Y. Akada, O. Murase, S. Yoneyama, M. Zasloff,
K. Miyajima, Mechanism of synergism between antimicrobial peptides Magainin
2 and PGLa, Biochemistry 1998, 37(43), 15144-15153.

[59] P. Tremouilhac, E. Strandberg, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Synergistic trans-
membrane alignment of the antimicrobial heterodimer PGLa/Magainin, J. Biol.
Chem. 2006, 281(43), 32089-32094.

[60] E.S. Salnikov, B. Bechinger, Lipid-controlled peptide topology and interactions
in bilayers: structural insights into the synergistic enhancement of the antimicro-
bial activities of PGLa and Magainin 2, Biophys. J. 2011, 100(6), 1473-1480.

[61] T. Hara, Y. Mitani, K. Tanaka, N. Uematsu, A. Takakura, T. Tachi, H. Koda-
ma, M. Kondo, H. Mori, A. Otaka, F. Nobutaka, K. Matsuzaki, Heterodimer
formation between the antimicrobial peptides Magainin 2 and PGLa in lipid
bilayers: a cross-linking study, Biochemistry 2001, 40(41), 12395-12399.

[62] O. Kukharenko, Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen des synergisti-
schen Verhaltens von Peptiden der Magainin-Familie im E. coli Lipidsystem,
Vertieferbericht, KIT, 2014.

[63] C.P.R. Hackenberger, The reduction of oxidized methionine residues in peptide
thioesters with NHyl - MesS, Org. Biomol. Chem. 2006, 4, 2291-2295.

[64] R. B. Merrifield, Solid phase peptide synthesis. I. The synthesis of a tetrapeptide,
J. Am. Chem. Soc. 1963, 85(14), 2149-2154.

[65] H. Rink, Solid-phase synthesis of protected peptide fragments using a
trialkoxydiphenyl-methylester resin, Tetrahedron Lett. 1987, 28, 3787-3790.

[66] S. Wang, p-Alkoxybenzyl alcohol resin and p-alkoxybenzyloxycarbonylhydrazide
resin for solid phase synthesis of protected peptide fragments, J. Am. Chem. Soc.
1973, 95, 1328-1333.

[67] L. Whitmore, B. A. Wallace, Protein secondary structure analyses from circular
dichroism spectroscopy: methods and reference databases, Biopolymers 2007,
89(5), 392-400.

[68] R. Winter, F. Noll, C. Czeslik, Methoden der Biophysikalischen Chemie, 2. Aufl.,
Vieweg+Teubner, Wiesbaden, 2011.

[69] U. Harten, Physik: Einfihrung fir Ingenieure und Naturwissenschaftler, 4. Aufl.,
Springer Berlin Heidelberg, 2009.

[70] A. J. Miles, B. A. Wallace, Synchrotron radiation circular dichroism spectros-
copy of proteins and applications in structural and functional genomics, Chem.
Soc. Rev. 2006, 35, 39-51.

[71] S. M. Kelly, T. J. Jess, N. C. Price, How to study proteins by circular dichroism,
Biochim. Biophys. Acta 2005, 1751, 119-139.

[72] B. A. Wallace, Protein characterisation by synchrotron radiation circular di-
chroism spectroscopy, ). Rev. Biophys. 2009, 42(4), 317-370.

137



Literaturverzeichnis

|73] Avanti Polar Lipids, URL: http://www.avantilipids.com [Stand: 4.11.14].

[74] E. Strandberg, A. S. Ulrich, NMR methods for studying membrane-active anti-
microbial peptides, Concepts Magn. Reson. A 2004, 23A, 89-120.

[75] M. Rance, R. A. Byrd, Obtaining high-fidelity spin-1/2 powder spectra in ani-
sotropic media: phase-cycled Hahn echo spectroscopy, J. Magn. Reson. 1983,
52, 221-240.

[76] J. K. Denny, J. Wang, T. A. Cross, J. R. Quine, PISEMA powder patterns and
PISA wheels, J. Magn. Reson. 2001, 152(2), 217-226.

[77] M. H. Levitt, D. Suter, R. R. Ernst, Spin dynamics and thermodynamics in
solid-state NMR cross polarization, J. Chem. Phys. 1986, 84, 4243-4255.

[78] P. K. Mikhailiuk, S. Afonin, A. N. Chernega, E. B. Rusanov, M. O. Platonov,
G. G. Dubinina, M. Berditsch, A. S. Ulrich, I. V. Komarov, Conformationally
rigid trifluoromethyl-substituted a-amino acid designed for peptide structure
analysis by solid-state '"F NMR spectroscopy., Angew. Chem. Int. Ed. 2006,
45(34), 5659-5661.

[79] A. S. Ulrich, Solid state '“F-NMR methods for studying biomembranes, Prog.
Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 2005, 46, 1-21.

[80] R. W. Glaser, C. Sachse, U. H. N. Diirr, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Orientation
of the antimicrobial peptide PGLa in lipid membranes determined from YF-
NMR dipolar couplings of 4-CFs-phenylglycine labels, J. Magn. Reson. 2004,
168, 153-163.

[81] L. Greenspan, Humidity fixed points of binary saturated aqueous solutions, J.
Res. Nat. Bur. Stand. 1976, 814, 89-96.

[82] K. J. Hallock, K. Henzler Wildman, D.-K. Lee, A. Ramamoorthy, An innovative
procedure using a sublimable solid to align lipid bilayers for solid-state NMR
studies, Biophys. J. 2002, 82(5), 2499-2503.

[83] S. Zhang, X. Wu, M. Mehring, Elimination of ringing effects in multiple-pulse
sequences, Chem. Phys. Lett. 1990, 173, 481-484.

[84] G. Metz, X. Wu, S. O. Smith, Ramped-amplitude cross polarisation in magic-
angle—spinning NMR, J. Magn. Reson. Series A 1994, 110, 219-227.

[85] P. C. A. van der Wel, E. Strandberg, J. A. Killian, R. E. Koeppe, 2nd, Geometry
and intrinsic tilt of a tryptophan-anchored transmembrane a-helix determined
by 2H-NMR, Biophys. J. 2002, 83(3), 1479-1488.

[86] P. W. Atkins, J. de Paula, Physikalische Chemie, 4. Aufl., Wiley VCH, Wein-
heim, 2006.

[87] A. S. Ladokhin, W. C. Wimley, S. H. White, Leakage of membrane vesicle
contents: determination of mechanism using fluorescence requenching, Biophys.
J. 1995, 69(5), 1964-1971.

[88] H. Ellens, J. Bentz, F. C. Szoka, pH-induced destabilization of
phosphatidylethanolamine-containing liposomes: role of bilayer contact,
Biochemistry 1984, 23(7), 1532-1538.

138



Literaturverzeichnis

[89] A. Cornish-Bowden, Fundamentals of Enzyme Kinetics, 4. Aufl., Wiley-
Blackwell, Hoboken, 2012.

[90] S. Ruden, K. Hilpert, M. Berditsch, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Synergistic inter-
action between silver nanoparticles and membrane-permeabilizing antimicrobial
peptides, Antimicrob. Agents Chemother. 2009, 53(8), 3538-3540.

[91] D. Marsh, Energetics of hydrophobic matching in lipid-protein interactions, Bio-
phys. J. 2008, 94(10), 3996-4013.

[92] J. Roll, Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen zur Interaktion von anti-
mikrobiellen und zellpenetrierenden Peptiden mit Biomembranen, Doktorarbeit,
KIT, 2011.

[93] P. Job, Formation and stability of inorganic complexes in solution, Annali di
Chimica Applicata 1928, 9, 113-203.

[94] C. Y. Huang, Determination of binding stoichiometry by the continuous varia-
tion method: the Job plot, Methods Enzymol. 1982, 87, 509-525.

[95] T. Steinbrecher, S. Prock, J. Reichert, P. Wadhwani, B. Zimpfer, J. Biirck,
M. Berditsch, M. Elstner, A. S. Ulrich, Peptide-lipid interactions of the stress-
response peptide TisB that induces bacterial persistence, Biophys. J. 2012,
103(7), 1460-1469.

[96] P. Tremouilhac, E. Strandberg, P. Wadhwani, A. S. Ulrich, Conditions affecting
the re-alignment of the antimicrobial peptide PGLa in membranes as monitored
by solid state 2H-NMR., Biochim. Biophys. Acta 2006, 1758(9), 1330-1342.

[97] G. Pritz, Untersuchung der synergistischen Aktivitdt der antimikrobiellen Pepti-
de PGLa und Magainin 2 mittels '>N- und 'YF-Festphasen-NMR-Spektroskopie,
Diplomarbeit, KIT, 2010.

[98] J. E. Huheey, E. A. Keiter, R. L. Keiter, Anorganische Chemie: Prinzipien von
Struktur und Reaktivitdt, 3. Aufl., (Hrsg.: R. B. Steudel), de Gruyter, Berlin
[u.a.], 2003.

[99] J. Siihnel, Evaluation of synergism or antagonism for the combined action of
antiviral agents, Antiviral Res. 1990, 13(1), 23-39.

[100] K. H. Rand, H. J. Houck, P. Brown, D. Bennett, Reproducibility of the micro-
dilution checkerboard method for antibiotic synergy, Antimicrob. Agents Che-
mother. 1993, 87(3), 613-615.

[101] W. C. Wimley, K. Hristova, Antimicrobial peptides: successes, challenges and
unanswered questions, J. Membr. Biol. 2011, 259(1-2), 27-34.

[102] A. Senes, D. E. Engel, W. F. DeGrado, Folding of helical membrane proteins:
the role of polar, GxxxG-like and proline motifs, Curr. Opin. Struct. Biol. 2004,
14(4), 465-479.

[103] W. P. Russ, D. M. Engelman, The GxxxG motif: a framework for transmem-
brane helix-helix association, J. Mol. Biol. 2000, 296(3), 911-919.

[104] S. Flade, Struktur-Aktivitdts-Beziehung der antimikrobiellen Peptide PGLa und
Magainin 2, Masterarbeit, KIT, 2013.

139



Literaturverzeichnis

[105] M. A. Lemmon, H. R. Treutlein, P. D. Adams, A. T. Briinger, D. M. Engelman,
A dimerization motif for transmembrane a-helices, Nat. Struct. Biol. 1994, 1(3),
157-163.

[106] K. R. MacKenzie, J. H. Prestegard, D. M. Engelman, A transmembrane helix
dimer: structure and implications, Science 1997, 276(5309), 131-133.

[107] E. Yeargers, L. Augenstein, UV spectral properties of phenylalanine powder,
Biophys. J. 1965, 5(5), 687-696.

[108] L. Carlier, P. Joanne, L. Khemtémourian, C. Lacombe, P. Nicolas, C. El Amri,
O. Lequin, Investigating the role of GxxxG motifs in helical folding and self-

association of plasticins, Gly/Leu-rich antimicrobial peptides, Biophys. Chem.
2014, 196C, 40-52.

[109] J. Wang, G. Vernier, A. Fischer, R. J. Collier, Functions of phenylalanine resi-
dues within the -barrel stem of the anthrax toxin pore, PLoS One 2009, 4(7),
e6280.

[110] G. B. Elion, S. Singer, G. H. Hitchings, Antagonists of nucleic acid derivatives.
VIIL. Synergism in combinations of biochemically related antimetabolites, J.
Biol. Chem. 1954, 208(2), 477-488.

(7.1)

140



A. Anhang Material und Methoden

Tabelle A.1: Molare Massen, Rohprodukt, gereinigtes Produkt und Ausbeute der in dieser
Arbeit synthetisierten Peptide.

Peptid M Roh Rein Ausbeute
[g/mol]  [mg] [mg] [%0]
Mag2-amid 2465 240 27,7 11,5
Mag2-E19Q 2465 571/160? 21,2 13,3
Mag2-E19K 2466 150 12,9 8,6
Mag2-E19K-amid 2465 734/300? 25,9 8,6
PGLa-K5E 1969 160 66,9 41,8
PGLa-K12E 1969 168,2 72 42,8
PGLa-K15E 1969 167,3 67,3 40,2
PGLa-K19E 1969 172 67,8 39,4
PGLa-K19E-15N-A10 1970 163,3 493 30,2
PGLa-1"N-A10 1970 161 68,9 42,8
MSI-103-'°N-A10 2063 195,9 57,9 29,6
PtM-C1 1926 143 73 51,0
PtM-C1'°N-A10 1927 164 46,8 28,5
PtM-A1 2105 192 93,5 48,7
PtM-A1-15N-A10 2106 92 49 53,3
PtM-A2 1991 182 80,4 44,2
PtM-A2-1N-A10 1992 152 38 25,0
PtM-A3-15N-A10 2082 172 41,5 24,1
PtM-A6I-'°N-A10 2011 187 55 29,4
PtM-G7A-1°N-A10 1983 128 41,1 32,1
PtM-A8K-1°N-A10 2026 200 86,6 43,3
MtP-I6A-'°N-A10 2021 189 55,8 29,5
MtP-A7G-'°N-A10 2049 191 50,2 26,3
MtP-K8A-1°N-A10 2006 194 35,3 18,2
MtP-G4S-A7G-15N-A10 2079 187 75,5 40,4
MtP-I6A-A7G-15N-A10 2007 180 76,8 42,7
MtP-K8A-A7G-1°N-A10 1992 166 82 49,4
MtP-A3-15N-A10 1950 171 60 35,1
MtP-A4-15N-A10 2006 169 74,7 442
MtP-A7G-G18L-15N-A10 2105 165 82 49,7
PGLa-G11I-'N-A10 2025 200 78 39,0
PGLa-GS1-1°N-A10 1970 176 73 41,5
PGLa-GS2-'°N-A10 1970 180 62,2 34,6
MtM-C1 2425 235 66 281
MtM-C2 2425 230 44 19,1
MtM-C3 2527 240 72,5 30,2
MtM-C4 2372 236 45 19,1
MtM-GIG 1920 170 92,3 54,3

“Hier wurde nur ein Teil gereinigt.
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Anhang Material und Methoden

Tabelle A.2: Im Zuge der Doktorarbeit verwendete Reinigungsgradienten.

Peptid Reinigungsgradient

Mag2-amid SP_7,5-20%B_26min_ 10mL/min, 35 °C
Mag2-E19Q SP_7,5-20%B_24min_10mL/min, 35 °C
Mag2-E19K SP_10-25%B_20min 10mL/min, 35 °C
Mag2-E19K-amid SP_10-25%B_20min 7mL/min, 35 °C
PGLa-K5E P_20—60%B_20m1n_16mL/m1n 35°C
PGLa-K12E P_2550%B_20min_12mL /min, 35 °C
PGLa-K15E P 30-50%B_20min_10mL/min, 35 °C
PGLa-K19E P 20-55%B_20min_10mL/min, 35 °C
PGLa-K19E-'N-A10 P 20-55%B_20min 10mL/min, 35 °C

PGLa-15N-A10
MSI-103-'°N-A10
PtM-C1
PtM-C1'°N-A10
PtM-A1
PtM-A1-15N-A10
PtM-A2
PtM-A2-15N-A10
PtM-A3-15N-A10
PtM-A6I-'°N-A10
PtM-G7A-1°N-A10
PtM-A8K-1°N-A10
MtP-I6A-1N-A10
MtP-A7G-1N-A10
MtP-K8A-1°N-A10
MtP-G4S-A7G-15N-A10
MtP-I6A-A7G-1°N-A10
MtP-K8A-A7G-1°N-A10
MtP-A3-°N-A10
MtP-A4-15N-A10
MtP-A7G-G18L-1°N-A10
PGLa-G11I-15N-A10
PGLa-GS1-15N-A10
PGLa-GS2-15N-A10
MtM-C1

MtM-C2

MtM-C3

MtM-C4

MtM-GIG

P 22550%B 20min_10mL/min, 35 °C

P 20-45%B_20min_10mL/min, 35 °

P_15 50%B_20m1n_10mL/m1n 35°
P 25-55%B_ 20min_10mL/min, 35 °
20min_ 10mL/min, 35 °
P 25-36%B_20min_10mL/min, 35 °

P_20-50%B_

aacacaaq

P 5-40%B_20min_10mL/min, 35 °C

P 15-40%B_20min_10mL/min, 35 °
P 20-60%B_20min_10mL/min, 35 °
20min_ 14mL/min, 35 °
20min_ 15mL/min, 35 °
P 15-50%B_20min_10mL/min, 35 °
P 10-35%B_20min_10mL/min, 35 °
20min_ 10mL/min, 35 °
P 20-35%B_20min_10mL/min, 35 °
20min_ 10mL/min, 35 °
P_10-50%B_20min_10mL/min, 35 °
P 10-50%B_20min_10mL/min, 35 °
P 15-35%B_20min_10mL/min, 35 °
P 15-35%B_20min_10mL/min, 35 °
20min_ 10mL/min, 35 °
P_25-50%B_20min_10mL/min, 35 °
P 25-40%B_20min_10mL/min, 35 °
P 25-40%B_20min_10mL/min, 35 °
P 10-50%B_20min_15mL/min, 35 °
20min_ 15mL/min, 35 °
20min_ 15mL/min, 35 °

P_30-40%B_
P_20-40%B_
P_15-40%B_

P_10-50%B_

P_10-50%B_

P_20-50%B _
P_10-50%B _
P _0-20%B_20min_9mL/min, 35 °C
P 10-50%B_20min_10mL/min, 35

oNoNoNoNoRoNololoNoNoNololoNoNoRoNoNONO!

°C
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Anhang Material und Methoden

Tabelle A.3: Im Zuge der Doktorarbeit eingesetzte Chemikalien

Material Firma

Acs,O Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Acetonitril Fischer Chemicals, Loughborough, UK
Aceton Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Acetylchlorid Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
ANTS Invitrogen, Eugene, USA

CHClj: spectroscopy grade
DMF

DCM

DIPEA

DMSO

DPX

Et20O

Ethandithiol

Ethanol

Fmoc geschiitzte Aminosiuren

HATU

HBTU

HCI 1m

HEPES

HOBt

K250,

LB-Agar

Lipide

MGQS

MeOH

MeOH: spectroscopy grade
Miiller Hinton-Medium

NH4I

NMP

Phenol

PyBOP
Piperidin
Resazurin
Sulfurylchlorid
TFA

Thioanisol
Triisopropylsilan
Tris-Puffer
TritonX-100
Wasser (Milli-Q)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biosolve Valkenswaard, Niederlande

Biosolve, Valkenswaard, Niederlande

Iris Biotech GmbH, Marktredwitz, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Eugene, USA

Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland,

Iris Biotech GmbH, Marktredwitz, Deutschland

Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Biosolve, Valkenswaard, Niederlande

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Biosolve, Valkenswaard, Niederlande

VWR International, West Chester, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Awvanti Polar Lipids, Alabama, USA

Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Fischer Chemicals, Loughborough, UK

Merck, Darmstadt, Deutschland

Mast Group Ltd., Merseyside, UK, Beckton, Dickinson
and Company, Sparks, USA

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Biosolve, Valkenswaard, Niederlande

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Biosolve, Valkenswaard, Niederlande

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Biosolve Valkenswaard, Niederlande

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Merck Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

VWR, Leuven, Belgien

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Millipore, Billerica, USA
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B. Anhang Lipidabhangige
Orientierung

Mag2-'5N-L6 Mag2-"5N-L6 PGLa-5N-A10 PGLa-5N-A10
+ POLa-WT + Mag2-WT

DLPC

DMPC

DMPC/DMPG

DMPC/lyso-MPC

DPPC

DMoPC

POPC/POPG

E. coli Imitat
POPE/POPG/TOCL

JIANINY
COErrrere
COETTTTT

DEPC/DEPG

N

50 25 0 -25 -50 50 25 O -25 -50 50 25 O -25 -50 50 25 O -25 -50
ppm ppm ppm ppm
Abbildung B.1: 3'P-NMR-Spektren von markierten Mag2- und PGLa-Analoga, alleine oder
in Gegenwart einer equimolaren Menge des PGLa- bzw. Mag2-Wildtyps,
in verschiedenen Lipiden und Lipidsystemen mit positiver und negativer
spontaner Kriimmung vor der '°?N-Messung.
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Anhang Lipidabhéngige Orientierung

Mag2-'5N-L6 Mag2-"5N-L6 PGLa-5N-A10 PGLa-"5N-A10
+ PGLa-WT + Mag2-WT

DLPC

DMPC

DMPC/DMPG

DMPC/lyso-MPC

DPPC

DMoPC

POPC/POPG

E. coli Imitat
POPE/POPG/TOCL

JINENY
COErrrere
COETTTTT

DEPC/DEPG

N

50 25 0 -25 -50 50 25 O -25 -50 50 25 O -25 -50 50 25 O -25 -50
ppm ppm ppm ppm
Abbildung B.2: 3'P-NMR-Spektren von markierten Mag2- und PGLa-Analoga, alleine oder
in Gegenwart einer equimolaren Menge des PGLa- bzw. Mag2-Wildtyps,
in verschiedenen Lipiden und Lipidsystemen mit positiver und negativer
spontaner Kriimmung nach der N-Messung.
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C. Anhang Interaktionsstudien

In Tabelle C.1 sind die MIC-Werte der CF3-L-Bpg-markierten Peptide aufgefiihrt.
Diese Daten und die FIC-Indices stammen aus der Diplomarbeit von Giinther Pritz.[%7]

Tabelle C.1: Biologische Aktivitét der CF3-L-Bpg-markierten Peptide.

Peptid E. coli DH5« E. helveticus K. rhizophila B. subtilis
+ PGLa + PGLa + PGLa + PGLa
Mag2-19F-L6 32 1 32 1 128 1 4 1
Mag2-F-G13 2 1 4 0,5 4 1 2 0,5
Mag2-19F-A15 16 2 16 2 16 2 2 05
Mag2-'9F-F16 8 1 8 1 16 1 2 05
Mag2-F-V17 8 1 8 0,5 8 1 2 0,5
Mag2-19F-G18 32 1 32 1 64 1 8 0,5
Mag2-WT 16 1 16 1 64 1 4 1
PGLa WT 2 - 4 - 1 - 1 -
Mit Gleichung C.1 wurden die FIC-Indices berechnet.[119]
MIC(Mag2+ PGLa MIC(Mag2+ PGLa
FIC =0,5- (Mag2 + ) (Mag2 + ) (C.1)
MIC(PGLa) MIC(Mag2)

In Tabelle C.2 sind die Ergebnisse der FIC-Berechnungen aufgelistet.

Tabelle C.2: Aus den MIC-Werten berechnete FIC-Indices der mit CF3-L-Bpg-markierten

Peptide.
Peptide E. coli DH5a E. helveticus K. rhizophila  B. subtilis
Mag2-19F-L6 0,27 0,14 0,50 0,63
Mag2-19F-G13 0,50 0,13 0,63 0,38
Mag2-19F-A15 0,56 0,31 1,06 0,38
Mag2-19F-F16 0,63 0,19 0,53 0,38
Mag2-19F-V17 0,63 0,19 0,56 0,38
Mag2-1"F-G18 0,27 0,14 0,51 0,28
Mag2-WT 0,28 0,16 0,51 0,63
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Tabelle C.3: Hamolysewerte der CF3-L-Bpg markierten-Peptide.[5?]

Peptid Hdamolyse
8 pmol /L 128 pmol/L

Mag2-19F-L6 17 + 11 35 £ 8
Mag2-19F-G13 77 £ 15 100 4 0
Mag2-19F-A15 14 £ 3 72 + 13
Mag2-'F-F16 27 + 4 84 + 20
Mag2-1F-V17 20 £ 5 95+ 9
Mag2-19F-G18 12 £ 6 24 £ 10
Mag2-WT 7+4 35+ 6

Tabelle C.4: Aus den fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen fiir Mag2-1°F-G18 er-
mittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit Standardabweichung vom

Mittelwert.

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[%]

PGLa 2,6 + 0,2

Mag2 3,7+ 0,3

PGLa/Mag2 58,5 + 1,0 94 £0,8

Mag2-F-G18 4.6 + 0,6

Mag2-1F-G18/PGLa 64,9 + 9,8 9,2+ 1,7

Kooperativitat

Tabelle C.5: Fiir die Bestimmung der Hill-Koeffizienten verwendete Steigungen fiir verschie-
dene PGLa-Konzentrationen.

Konzentrationen Steigungen (1) Steigungen (11)

pmol
L

£

£

Steigungen (111)

£

0,1
0,5
1
1,25
1,5
1,75
2
2,25
2,5
4

0,00861
0,03177
0,03430
0,07846
0,24006
0,37439
0,77141
1,08583
1,22632
4,99449

0,02529
0,03090
0,04418
0,06172
0,13788
0,24774
0,54837
0,71932
1,06759
4,08373

0,02166
0,03273
0,03481
0,07652
0,14395
0,47756
0,60947
0,90893
1,29092
4,04195
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Tabelle C.6: Fiir die Bestimmung der Hill-Koeffizienten verwendete Steigungen fiir verschie-
dene MSI-103-Konzentrationen.

Konzentrationen Steigungen (1) Steigungen (11) Steigungen (111)

0,5 0,03808 0,04830 0,03460
4 0,28581 0,25253 0,32298
4.5 0,27308 0,26840 0,48987
5 0,33528 0,28069 0,62798
5,9 0,43120 0,39215 0,71971
6 0,43479 0,41745 0,80528
6,5 0,51798 0,41048 0,93263
7 0,61136 0,48992 1,09347
7,5 0,70073 0,59220 1,23590
10 1,20749 1,07088 2,02925

Tabelle C.7: Fiir die Bestimmung der Hill-Koeffizienten verwendete Steigungen fiir verschie-
dene Mag2-Konzentrationen.

Konzentrationen Steigungen (1) Steigungen (11)
[M} % %

L S S
0,5 0,050532 0,070762
2 0,195042 0,29426%
2,5 0,25889* 0,32046*
3 0,38541? 0,36858
3,5 0,40175 0,46729
4 0,50271 0,61621
45 0,65936 0,73661
5 0,86181 0,76914>
5,5 0,97505 0,92830
6 1,19542 1,07352

“Diese Werte wurden beim Anpassen nicht verwendet.

Tabelle C.8: Fiir die Bestimmung der Hill-Koeffizienten verwendete Steigungen fiir verschie-
dene Konzentrationen der PGLa/Mag2-Mischung (1:1).

Konzentrationen Steigungen (1) Steigungen (11) Steigungen (111)

0,1 0,04204 0,03369 0,04565
0,35 0,05025 0,03267 0,06869
0,4 0,10868 0,07973 0,18266
0,45 0,13875 0,16052 0,30980
0,5 0,22965 0,17994 0,44405
0,55 0,379830 0,55035 0,49001
0,6 0,75130% 0,63699 0,77576
0,65 0,69349 0,69886 0,450912
0,7 0,83463 0,92444 0,60199*
1 1,64689 1,72891 1,75431

“Diese Werte wurden beim Anpassen nicht verwendet.
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Abbildung C.1: Aus den Aufspaltungen der ?F-Spektren berechnete Wellen- und RMSD-
Darstellung fiir Mag2 in DMPC/DMPG (3:1) bei einem P /L von 1:50.
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Abbildung C.2: Aus den Aufspaltungen der ?F-Spektren berechnete Wellen- und RMSD-
Darstellung fiir Mag2 in Gegenwart einer equimolaren Menge an PGLa in
DMPC/DMPG (3:1) bei einem P/L von 1:50.
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Salzbriickenmutationen

Tabelle D.1: Aus den 'SN-NMR-Spektren ermittelte chemische Verschiebungen § von
PGLa-'?N-A10 und PGLa-K19E-'°N-A10 alleine und in Kombination mit ver-
schiedenen Mag2-Mutationen und dem Wildtyp (DMPC/DMPG (3:1), P/L =

1:50).

Peptid PGLa-'"N-A10 PGLa-K19E-'°N-A10
[ppm] [Ppm]

PGLa-'°N-A10 133 (T) -

PGLa-K19E-'N-A10 - 165 (T)

Mag2-WT 205 (I) 207 (I)

Mag2-amid 193 (I) 205 (I)

Mag2-E19Q 192 (1) 197 (1)

Mag2-E19K 191 () 200 (I)

Mag2-E19K-amid 185 (I) 193 (I)

Tabelle D.2: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen fiir die Ladungsmutationen ermit-
telte FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli (DSM 1103) und S. aureus (DSM

1104).

Peptidkombination E. coli S. aureus

DSM 1103 DSM 1104

1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC

PGLa-WT/Mag2-WT 0,09 0,08 0,05 0,16
PGLa-K5E/Mag2-WT 0,08 0,06 0,06 0,06
PGLa-K12E/Mag2-WT 0,13 0,19 0,13 0,13
PGLa-K15E/Mag2-WT 0,28 0,19 0,25 0,25
PGLa-K19E/Mag2-WT 0,5 0,19 0,53 0,25
PGLa-WT/Mag2-amid 0,13 0,05 0,06 0,19
PGLa-WT/Mag2-E19Q 0,09 0,13 0,14 0,38
PGLa-WT/Mag2-E19K 0,31 0,19 0,52 0,63
PGLa-WT/Mag2-E19K-amid 0,38 0,31 0,5 0,75

150



Anhang Mutationsstudien

Tabelle D.3: Aus den fluoreszenzpektroskopischen Untersuchungen der Ladungsmutationen
ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit Standardabweichung vom
Mittelwert (P/L, 1:153-1:160; 1:306-1:319).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor

Leakage

[7%]
PGLa-WT 2,3+ 0,6
Mag2-WT 3,1 +£0,3
PGLa-WT + Mag2-WT 60,8 &+ 3,0 11,3 +£1,2
PGLa-K5E 3,56 +0,3
PGLa-K5E + Mag2-WT 20,7 £ 6,6 3,1+1,1
PGLa-K12E 3,1 £0,6
PGLa-K12E + Mag2-WT 289 + 12,5 4,8 £25
PGLa-K15E 2,9+0,3
PGLa-K15E + Mag2-WT 5,6 £ 2,0 0,9+04
PGLa-K15E + Mag2-E19K? 74+ 0,6 0,7+ 0,0
PGLa-K15E + Mag2-E19K-amid* 4,5 + 0,1 0,5+ 0,0
PGLa-K19E 3,0+ 0,7
PGLa-K19E + Mag2-WT 4,1+ 0,1 0,7+ 0,1
PGLa-K19E + Mag2-E19K? 58 +£0,3 0,6 £ 0,2
PGLaK19E + Mag2 E19K-amid® 3,1 + 1,1 04+ 0,3
Mag2-amid 3,7+ 1,0
PGLa-WT + Mag2-amid 792 £ 48 13,6 £ 2,5
Mag2-E19Q 59+ 1,2
PGLa-WT + Mag2-E19Q 30,2 + 5,9 3,7+ 0,2
Mag2-E19K 42408
PGLa + Mag2-E19K 6,8 +£1,2 1,1 £ 0,2
Mag2-E19K-amid 2,9+0,2
PGLa-WT + Mag2-E19K-amid 3,4+1,2 0,6 +£0,1

“In diesem Falle wurden nur zwei Messungen durchgefiihrt.
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PGLa versus MSI-103

Tabelle D.4: Chemische Verschiebungen § der Spektren von PGLa-®N-A10 und MSI-103-
15N-A10 alleine und in Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2-Wildtyp
in DMPC/DMPG (3:1) bei einem effektiven P/L von 1:50.

Peptid PGLa-'"N-A10 MSI-103-1°N-A10
[ppm] [ppm]

PGLa-'°N-A10 133 (T) -

MSI-103-15N-A10 - 144 (T)

Mag2-WT 205 (1) 128 (T)

Tabelle D.5: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen ermittelte FIC-Indices fiir die Bak-
terien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104
1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
PGLa-WT/Mag2-WT 0,09 0,08 0,05 0,16
MSI-103/Mag2-WT 0,38 0,75 1,01 0,5

Tabelle D.6: Aus den fluoreszenzpektroskopischen Untersuchungen von PGLa, MSI-103,
Mag2 und deren Kombinationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren
mit Standardabweichung vom Mittelwert (P/L, 1:161-1:167; 1:323-1:333).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[%]

PGLa-WT 2,5+0,1

Mag2-WT 3,6 £0,5

PGLa-WT + Mag2-WT 62,8 + 0,6 11,0 £+ 3.6

MSI-103 2,0 £0,2

MSI-103 + Mag2-WT 3,7+ 0,3 0,7+ 0,2
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Von PGLa nach MSI-103

Mehrfachmutationen

Tabelle D.7: Chemische Verschiebungen ¢ der PtM-Mehrfachmutationen alleine und in Ge-
genwart einer equimolaren Menge an Mag2 in DMPC/DMPG (3:1) bei einem
effektiven P /L von 1:50.

Peptid Peptid alleine + Mag2-WT
[ppm] [ppm]
PtM-C1-15N-A10 119 (T) 215 (I)
PtM-A1-15N-A10 152 (T) 165 (T)
PtM-A2-1N-A10 167 (T) 191 (1)
PtM-A3-15N-A10 159 (T) 160 (T)

Tabelle D.8: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen fiir die PtM-Mehrfachmutationen
ermittelte FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104

1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
PtM-C1/Mag2-WT 0,09 0,19 0,06 0,13
PtM-A1/Mag2-WT 0,50 0,50 0,50 0,52
PtM-A2/Mag2-WT 0,25 0,14 0,09 0,09
PtM-A3/Mag2-WT 0,51 0,50 0,5 0,51

Tabelle D.9: Aus den fluoreszenzpektroskopischen Untersuchungen fiir die PtM-
Mehrfachmutationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit
Standardabweichung vom Mittelwert (P /L, 1:160-1:167; 1:319-1:333).

Peptid /Peptidmischung

Mittelwert Synergiefaktor

Leakage

[%]
PGLa-WT 28 £0,7
Mag2-WT 33+12
PGLa-WT + Mag2-WT 61,2 + 2,3 10,4 £ 04
PtM-C1 1,4+ 04
PtM-C1 + Mag2-WT 41+ 1,0 0,8 £0,0
PtM-A1 4,7+ 1,1
PtM-A1 + Mag2-WT 5,5 £0,5 0,7 £ 0,0
PtM-A2 2,4 4+0,2
PtM-A2 + Mag2-WT 27,3 £ 44 5,8 £0,2
PtM-A3 33+04
PtM-A3 + Mag2-WT 7,0 £1,2 1,0+ 0,0
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Einzelmutationen

Tabelle D.10: Chemische Verschiebungen 6 der PtM-Einzelmutationen alleine und in Ge-
genwart einer equimolaren Menge an Mag2 in DMPC/DMPG (3:1) bei einem
effektiven P /L von 1:50.

Peptid Peptid alleine + Mag2-WT
[ppm] [ppm]
PtM-A6I-1°N-A10 135 (T) 194 (1)
PtM-G7A-1°N-A10 134 (T) 138 (T)
PtM-A8K-1°N-A10 143 (T) 193 (1)

Tabelle D.11: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen der PtM-Einzelmutationen er-
mittelte FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104

1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
PtM-A61/Mag2-WT 0,53 0,08 0,19 0,31
PtM-G7A/Mag2-WT 0,38 0,25 1,03 1,02
PtM-A8K /Mag2-WT 0,25 0,25 0,25 0,07

Tabelle D.12: Aus den fluoreszenzpektroskopischen  Untersuchungen der PtM-
Einzelmutationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit
Standardabweichung vom Mittelwert (P/L, 1:150-1:161; 1:300-1:323).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[7%]
PGLa-WT 2,1+1,1
Mag2-WT 33+1,1
PGLa-WT + Mag2-WT 60,0 = 2,7 12,9 £ 7,0
PtM-A6I? 2,0 £0,8
PtM-A6I + Mag2-WT? 16,3 £ 5,9 3,1+£23
PtM-GT7A 2,1 +0,7
PtM-G7A + Mag2-WT 4,1+0,5 0,8 +0,3
PtM-ASK 2,5 + 1,1
PtM-A8K + Mag2-WT 73,6 £ 10,7 13,7 £ 4,1

“In diesem Falle wurden nur zwei Messungen durchgefiihrt.
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Von MSI-103 nach PGLa

Einzelmutationen

Tabelle D.13: Chemische Verschiebungen 6 der MtP-Einzelmutationen alleine und in Ge-
genwart einer equimolaren Menge an Mag2 in DMPC/DMPG (3:1) bei einem
effektiven P /L von 1:50.

Peptid Peptid alleine + Mag2-WT
[ppm] [ppm]
MtP-I6A-15N-A10 121 (T) 124 (T)
MtP-A7G-15N-A10 105 (T) 95 (S)
MtP-K8A-15N-A10 106 (T) 96 (S)

Tabelle D.14: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen der MtP-Einzelmutationen er-
mittelte FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104

1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
MtP-I6A /Mag2-WT 0,50 0,75 0,56 0,50
MtP-A7G/Mag2-WT 0,28 0,09 0,19 0,38
MtP-K8A /Mag2-WT 0,52 0,63 0,63 0,63

Tabelle D.15: Aus den  fluoreszenzpektroskopischen — Untersuchungen der  MtP-
Einzelmutationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit
Standardabweichung vom Mittelwert (P/L, 1:150-1:161; 1:300-1:323).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[%]
PGLa-WT 2,1 +0,8
Mag2-WT 3,1+0,8
PGLa-WT + Mag2-WT 60,0 = 2,1 12,5 £ 5,0
MtP-I6A 1,6 £ 0,9
MtP-I6A + Mag2-WT 3,1+19 0,6 +£0,1
MtP-A7G 14+ 1,1
MtP-A7G + Mag2-WT 32+ 1,7 0,7+ 0,2
MtP-K8A 1,7 + 0,2
MtP-K8A + Mag2-WT 2,3+ 0,6 0,7+ 0,2
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Doppelmutationen

Tabelle D.16: Chemische Verschiebungen § der MtP-Doppelmutationen alleine und in Ge-
genwart einer equimolaren Menge an Mag2 in DMPC/DMPG (3:1) bei einem

effektiven P /L von 1:50.

Peptid Peptid alleine + Mag2
[Ppm] [ppm]
MtP-G4S-A7G-15N-A10 102 (T) a
MtP-I6A-A7G-1°N-A10 115 (T) -2
MtP-K8A-A7G-1°N-A10 93 (T) -a

“Es konnte in mehreren Versuchen kein Signal detektiert werden.

Tabelle D.17: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen der MtP-Doppelmutationen er-
mittelte FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104

1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
MtP-G4S-A7G/Mag2-WT 0,53 1,06 0,38 0,25
MtP-I6A-A7G/Mag2-WT 0,16 0,31 0,38 0,38
MtP-K8A-A7G/Mag2-WT 0,38 0,31 0,56 0,50

Tabelle D.18: Aus den

fluoreszenzpektroskopischen

Untersuchungen der  MtP-

Doppelmutationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit
Standardabweichung vom Mittelwert (P/L, 1:115-1:167; 1:231-1-333).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[7e]
PGLa-WT 2,3 £ 0,7
Mag2-WT 30£1,1
PGLa-WT + Mag2-WT 59,0 + 0,3 12,4 £ 45
MtP-G4S-A7G 1,44+ 0,9
MtP-G4S-A7G + Mag2-WT 3,84+09 1,0 £ 0,3
MtP-I6A-A7G 0,8 +£ 0,7
MtP-I6A-A7G + Mag2-WT 3,615 1,1 +0,3
MtP-K8A-A7G 1,3 £ 0,5
MtP-K8A-A7G + Mag2-WT 32108 0,9 + 0,0
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Mehrfachmutationen

Tabelle D.19: Chemische Verschiebungen ¢ der MtP-Mehrfachmutationen alleine und in
Gegenwart einer equimolaren Menge an Mag2 in DMPC/DMPG (3:1) bei
einem effektiven P/L von 1:50.

Peptid Peptid alleine + Mag2-WT
[ppm] [ppm]
MtP-A3-15N-A10 125 (T) 206 (1)
MtP-A4-15N-A10 163 (T) 188 (1)
MtP-A7G-G18L-1°N-A10 159 (T) 190 (1)

Tabelle D.20: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen der MtP-Mehrfachmutationen er-
mittelte FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104
1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
MtP-A3/Mag2-WT 0,38 0,25 -2 -2
MtP-A4/Mag2-WT 0,28 0,19 0,28 0,25
MtP-A7G-G18L/Mag2-WT 0,38 0,38 0,28 0,50

“Diese Werte sind nicht berechenbar da nur ein hypothetischer MIC existiert (MIC > 1024 pmol/L).

Tabelle D.21: Aus den

fluoreszenzpektroskopischen

Untersuchungen der  MtP-

Mehrfachmutationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit
Standardabweichung vom Mittelwert (P/L, 1:115-1:163, 1:231-1:326).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[7e]
PGLa-WT 2,5+0,3
Mag2-WT 3,2+ 0,6
PGLa-WT + Mag2-WT 599 + 2.3 10,7 + 1,7
MtP-A3 09+04
MtP-A3 + Mag2-WT 3,6 £0,5 0,9 + 0,2
MtP-A4 2,5+0,1
MtP-A4 + Mag2-WT 26,9 £+ 6,3 52+ 11
MtP-A7G-G18L 4,9 + 0,3
MtP-A7G-G18L + Mag2-WT 347+ 3,9 43+ 0,5
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Der Einfluss des GxxxG-Motivs

Tabelle D.22: Aus den '°N-Spektren entnommene chemische Verschiebungen § der GxxxG-
Mutationen alleine und in Gegenwart einer equimolaren Menge des Mag2-
Wildtyps in DMPC/DMPG (3:1) bei einem effektiven P /L von 1:50.

Peptid Peptid alleine + Mag2-WT
[ppm] [ppm]
PGLa-G11I-1°N-A10 143 (T) 154 (T)
PGLa-GS1-1°N-A10 122 (T) 118 (T)
PGLa-GS2-1°N-A10 72 (S) 80 (S)

Tabelle D.23: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen der GxxxG-Mutationen ermittel-
te FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104
1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
PGLa-G11I/Mag2-WT 0,50 1,03 1,00 1,01
PGLa-GS1/Mag2-WT 0,75 0,50 0,63 0,50
PGLa-GS2/Mag2-WT 0,75 0,63 0,51 0,51
Tabelle D.24: Aus den fluoreszenzpektroskopischen Untersuchungen der GxxxG-

Mutationen ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit Stan-
dardabweichung vom Mittelwert (P /L, 1:150-1:169, 1:300-1-337).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[7]
PGLa-WT 2,2 +0,7
Mag2-WT 3,2+0,8
PGLa-WT + Mag2-WT 60,4 £+ 2,3 12,3 £ 48
PGLa-G111I 11,0 £ 5,5
PGLa-G11I + Mag2-WT 20,9 + 10,5 1,5 £ 0,0
PGLa-GS1 1,9 £ 0,6
PGLa-GS1 + Mag2-WT 4,0 £ 0,4 0,7+ 0,1
PGLa-GS2 2,0 £ 0,6
PGLa-GS2 + Mag2-WT 4,0 £0,9 0,7+ 0,2
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Anhang Mutationsstudien

Einschub: MSI-103 versus Mag?2

Tabelle D.25: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen ermittelte FIC-Indices fiir die
Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104

1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
PGLa-WT/MSI-103 0,75 0,63 0,63 0,75

Tabelle D.26: Aus den fluoreszenzpektroskopischen Untersuchungen ermittelte Leakage-
werte und Synergiefaktoren mit Standardabweichung vom Mittelwert (P/L,
1:161-1:167, 1:323-1-333).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[%]

PGLa-WT 2,54+ 0,1

Mag2-WT 3,6 £0,5

PGLa-WT + Mag2-WT 62,8 + 0,6 11,0 + 3,6

MSI-103 2,0 £ 0,2

PGLa-WT + MSI-103 2,6 + 0,1 0,6 + 0,1
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Anhang Mutationsstudien

Von MSI-103 nach Mag?2

Tabelle D.27: Aus den mikrobiologischen Untersuchungen der MtM-Mutationen ermittelte

FIC-Indices fiir die Bakterien E. coli und S. aureus.

Peptidkombination E. coli S. aureus
DSM 1103 DSM 1104
1. FIC 2. FIC 1. FIC 2. FIC
PGLa-WT/MtM-C1 0,75 1,02 0,53 1,03
PGLa-WT/MtM-C2 1,5 0,63 0,56 0,56
PGLa-WT/MtM-C3 0,75 1,13 0,56 1,02
PGLa-WT/MtM-C4* - - - -
PGLa-WT/MtM-GIG 0,75 1,25 1,13 0,56

“Diese Werte sind nicht berechenbar da nur ein hypothetischer MIC existiert (MIC > 1024 pmol/L).

Tabelle D.28: Aus den fluoreszenzpektroskopischen Untersuchungen der MtM-Mutationen

ermittelte Leakagewerte und Synergiefaktoren mit Standardabweichung vom
Mittelwert (P/L, 1:115-1:169, 1:231-1-337).

Peptid /Peptidmischung Mittelwert Synergiefaktor
Leakage
[7%]
PGLa-WT 2,44+ 0,5
Mag2-WT 3,6 +14
PGLa-WT + Mag2-WT 60,0 + 2,4 10,7 + 3,3
MtM-C1 21,0 + 3,9
PGLa-WT + MtM-C1 38,8 + 3,3 1,7 £ 0,2
MtM-C2? 22,1 £ 6,4
PGLa-WT + MtM-C2 28,7 + 10,3 1,1 +£0,2
MtM-C3 24,2 + 4.9
PGLa-WT + MtM-C3 42,6 + 10,7 1,6 +£ 0,3
MtM-C4 0,1 + 0,1
PGLa-WT + MtM-C4 2,6 + 0,4 1,0 £0,1
MtM-GIG 2,9+ 1,3
PGLa-WT + MtM-GIG 4,3+ 0,3 1,0 £ 0,6

%Auf Grund der hohen Aktivitdt dieses Peptids wurde nur die halbe Peptidkonzentration eingesetzt.
Bei der Mischung ebenso. Das 1:1-Verhéltnis wurde durch Anpassung der PGLa-Konzentration

bewahrt.
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