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Zusammenfassung

Der sogenannte ,Charge Zipper stellt ein neuartiges Assemblierungsmotiv fiir membran-
stdndige Proteine dar, welches kiirzlich in der Proteintranslokase Tat, in Form einer ,Leiter
oder eines ,Reifverschlusses” von Salzbriicken in den porenbildenden Segmenten entdeckt
wurde. Basierend auf dieser Beobachtung sollten in dieser Arbeit weitere Charge Zipper Mo-
tiv enthaltende Proteine identifiziert werden. Zusétzlich sollten an ausgew#hlten Beispielen
die Relevanz der gefundenen Charge Zipper Motive fiir deren jeweilige Proteinstruktur und
Funktion iiberpriift werden.

Hierzu war es zu Beginn ndtig, einen entsprechenden Algorithmus zu entwickeln, der an-
hand von Primérstrukturen Charge Zipper Motive auffinden kann. Dies konnte entspre-
chend realisiert werden, und dadurch war es mdoglich, alle etwa 540000 Proteinsequenzen in
der UNIPROT Datenbank, sowie die etwa 2200 Sequenzen in der APD auf Charge Zipper
Motive zu untersuchen. Es konnten dabei etwa 6100 TatAg dhnliche Proteine identifiziert
werden. Leider lagen fiir diese Proteine keine hochauflésenden Strukturen vor, so dass
nicht tiberpriift werden konnte, ob die entsprechenden Aminoséuren tatsidchlich miteinan-
der Salzbriicken ausbilden. Diese etwa 6100 Proteine stellen allerdings eine Grundlage fiir
viele Jahre Forschung auf dem Gebiet der Proteininteraktion in Membranen iiber geladene
Reste dar. Unter anderem konnten das Protein E™ aus dem bovinen Virusdiarrhoe-Virus,
humanes Dermcidin und das membranaktive Peptid TisB identifiziert werden.

Die Rolle des Charge Zippers im E™S Protein wird hier auf Basis der bisherigen Litera-
turdaten zu Struktur und Funktion von E™® diskutiert, wohingegen TisB und Dermcidin
auch experimentell untersucht wurden.

Zur strukturellen Charakterisierung des antimikrobiellen Proteins Dermcidin aus mensch-
lichem Schweiff wurde dieses rekombinant in . coli hergestellt. Hierbei konnte im Vergleich
zu Literaturwerten die hochste bisher erreichte Ausbeute erhalten werden. Auch die an-
timikrobielle Aktivitdt des rekombinanten Dermcidins wurde iiberpriift. Hierbei konnte
im Gegensatz zu den Literaturdaten keine antimikrobielle Aktivitdt von Dermcidin fest-
gestellt werden, obwohl die Masse den Literaturwerten entspricht. Anschliefend wurde
Dermcidin strukturell mittels CD-Spektroskopie untersucht. Hierbei konnte ein hoher a-

helikaler Anteil in membranimitierenden Detergezien bestimmt werden. Ebenfalls sollte die
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Membranorientierung von Dermcidin {iber Festkorper-NMR-Experimente ermittelt werden.
Dermcidin nimmt dabei einen oberflichlich gebundenen Zustand auf orientierten Lipiddop-
pelschichten ein. Da hier kein Transmembran-Zustand beobachtet wurde, konnte noch keine
abschliefende Aussage zur biologischen Relevanz des Charge Zippers in Dermcidin getrof-
fen werden.

Weiterhin wurde das bakterielle ,Stress-response” Peptid TisB aus E. coli strukturell und
funktionell untersucht. TisB faltet sich in eine amphipathische a-Helix, die sich in Ab-
hingigkeit von der Temperatur und der Proteinkonzentration senkrecht in eine orientierte
Lipiddoppelschicht einlagert. Fluoreszenzspektroskopische Messungen ergaben, dass TisB
keine grofsen Poren wie andere, bekannte membranaktive Peptide bildet, sondern lediglich
einen Protonengradienten abbauen kann. Mit diesen und anderen Ergebnissen aus dem
Arbeitskreis ist es moglich, einen Funktionsmechanismus fiir TisB auf Basis der Char-
ge Zipper Theorie zu erstellen. Hierbei lagern sich zwei TisB Molekiile antiparallel unter
Ausbildung von vier Salzbriicken zusammen und kénnen dadurch in der Membran einen
polaren Pfad bilden. Durch diesen kénnen Protonen oder OH™ entlang eines Wasserfadens
und entlang ihres Konzentrationsgradienten wandern und somit den Potenzial- und pH-
Gradienten der inneren bakteriellen Membran entkoppeln. Auf diese Weise leitet TisB bei
E. coli die Bildung von dormanten Zellen und Biofilmen ein, und das Charge Zipper Motiv
ist somit nicht nur ein strukturbildendes sondern auch ein neues mechanistisches Prinzip

in Membranproteinen.



1 Einleitung

1 Einleitung

Interaktionen zwischen Proteinen miissen hochspezifisch sein, damit ein bestimmtes Si-
gnal, beispielsweise vermittelt durch Rezeptor/Ligand Wechselwirkung, auch die betreffen-
de Wirkung erzielen kann. Diese spezifische Eigenschaft wird unter anderem iiber komple-
mentire Oberflichen der beteiligten Proteine gewihrt, so dass wie bei einem Puzzlespiel ein
Teilchen ins andere passen muss, um eine bestimmte Aktion auszulésen. Diese Interaktion
kann lediglich stattfinden, wenn sich die beteiligten Proteine in einem &ufberst komplexen
Prozess vom linearen Polypeptid in ein strukturell und funktionelles Protein falten [1]. Nur
dadurch sind spezifische Interaktionen mit anderen Proteinen gewihrleistet.

Zuerst miissen sich aus Polypeptidketten, Sekundarstrukturen wie a-Helices oder 5-Stringe
bilden, bevor sich diese Strukturen wiederum in die finale Tertiérstruktur eines Proteins an-
ordnen kénnen. Es kann durch die Zusammenlagerung von mehreren Protein ein sogar noch
hoéherer Organisationsgrad erreicht werden. Diese Quartarstrukturen spielen bei fast allen
zelluldren Prozessen eine Rolle. Ohne diese makromolekularen Proteinassemblierungen wi-
re es unmoglich einen Organismus am Leben zu erhalten. Solche funktionellen Quartér-
strukturen sind jedoch nur méglich, wenn sich die beteiligten Tertidrstrukturen und damit
die Sekundéarstrukturen sehr dicht zusammenlagern, um beispielsweise das katalytische
Zentrum eines Enzyms zu bilden. Damit solch eine Ebene der Proteinintegritit erreicht
werden kann, muss die dichte Packung von Sekundirstrukturen {iber spezifische Interak-
tionen stabilisiert werden. Hierzu z&hlen hydrophobe Interaktionen, beziehungsweise der
hydrophobe Effekt, kovalente Bindungen iiber Isopeptidbindungen oder Disulfidbriicken,
Wasserstoffbriicken und elektrostatische Interaktionen iiber komplementdr geladene Sei-

tenketten. Letztere spielen eine permanente Rolle in dieser Arbeit.

1.1 Packungsprinzipien von Sekundirstrukturen

Neben Schleifen stellen helikale und S-Strang Faltungen den Grofsteil der Sekundérstruk-
turen in Proteinen dar. Vor allem die a-Helix ist nahezu omniprésent in Proteinen. Die
a-Helix nimmt dabei eine hochkondensierte, zylinderartige Struktur ein, iiber welche es
dem Protein moglich ist, sich sehr dicht zu packen. Die Seitenketten der beteiligten Amino-

sduren zeigen dabei in einer helikalen Anordnung weg vom Zylinder. Stabilitédt gewinnt die



1 Einleitung

a-Helix durch Wasserstoftbriicken zwischen jedem Carboxylsauerstoffatom der Aminosiure
an Position ¢ und dem Amidproton der Aminoséure an Position ¢ + 4 im Proteinriickgrat.
Diese sich wiederholende Anordnung fiihrt zu etwa 3,6 Aminosduren pro 360° Drehung
und einem 100° Winkel zwischen benachbarten Aminosduren im Bezug auf des Zentrum
der Helix. Daher liegen benachbarte Aminosduren anndhernd auf gegeniiberliegenden Sei-
ten der Helix, wihrend Aminosiuren die durch 3 oder 4 Reste voneinander entfernt sind,

auf der selben helikalen Seite positioniert sind.

Abbildung 1 — Moglichkeiten der Helix-Helix Packung. (A) Die Erhéhungen von zwei a-Helices
getrennt durch vier Reste sind jeweils gelb und blau gekennzeichnet (1, 2a). Um zu interagieren
muss Helix 2 um 180° gedreht werden (2b). Um nun die Erhchungen von Helix 2 in den Vertiefungen
von Helix 1 zu positionieren, muss Helix 2 um etwa 50° gedreht werden. (B) In Helix 1 sind die
Erhchungen um vier Reste voneinander getrennt (1), wihrend in Helix zwei die Erh6hungen drei
Reste voneinander getrennt sind (2a). Um die Erhéhungen von Helix 2 in den Vertiefungen von
Helix 1 zu positionieren, muss Helix 2 wiederum um 180° gedreht werden (2b). Anschliefend kénnen
diese in die Vertiefungen von Helix 1 gelangen, wenn Helix 2 um etwa 20° gedreht wird. Modifiziert
nach [2]

Durch diese Arrangement von Aminosduren entsteht eine besondere Topologie der Helix.
Es entstehen Erhohungen und Vertiefungen auf der Oberfliche der Helix, die eine sehr
dichte Packung zulassen. Dabei werden zwei Helices so positioniert, dass die Erh6hungen
einer Helix, in die Vertiefungen einer anderen Helix zeigen.

Dabei sind zwei Arten von Erhéhungen zu beobachten. Erhéhungen die durch Aminosiu-
ren entstehen, die drei Reste voneinander entfernt sind und Erhohungen die durch vier
Reste voneinander getrennt sind. Dieser Unterschied fithrt prinzipiell zu zwei verschiede-
nen Arten, wie sich Helices zusammenlagern konnen (Abbildung 1). Wenn die Erh6hungen
durch vier Reste voneinander getrennt sind und diese in den Vertiefungen von einer ande-
ren Helix positioniert werden, so nehmen die Helices einen Winkel von etwa 50° entlang

der Helixachsen ein (Abbildung 1A). Dieses Packungsprinzip wird in globuliren Proteinen
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wie beispielsweise Himoglobin in humanen Erythrozyten beobachtet [3]. Die andere Art,
wie Helices sehr dicht gepackt werden kénnen, besteht darin die Erhéhungen die durch drei
Reste voneinander entfernt sind in den Vertiefungen einer anderen Helix zu positionieren.
Hierdurch entsteht ein Winkel von etwa 20° (Abbildung 1B). Diese Art der Helixanordnung
wird in der prominenten 4-Helixbiindelanordnung, wie sie beispielsweise in Cytochromen
vorkommen, beobachtet. Auch ermdglicht diese Anordnung hydrophobe Interaktionen von
amphipathischen Helices in wissriger Umgebung wie dem Zytoplasma [2,4].

Neben a-Helices kénnen sich S-Strange beziehungsweise S-Faltbldtter ebenfalls sehr dicht
aneinander lagern. Die -Strang Konfiguration besteht dabei aus einer regelméfigen Ab-
folge von Aminosduren, deren Seitenketten abwechselnd um 180° gedreht sind und somit
alternierend im Bezug zum Proteinriickgrat nach oben und unten zeigen. Diese Strénge
kénnen sich dann, verkniipft durch Wassrstoffbriicken zwischen den Carbonylsauerstoffa-
tomen eines Stranges und den Amidprotonen eines anderen Stranges, zu [-Faltblattern
zusammenlagern (Abbildung 2). Dies kann entweder parallel oder antiparallel erfolgen.
Dieses Packungsprinzip ist zum Beispiel nahezu perfekt in Spinnenseide realisiert. Spin-
nenseide aus Bombyx mori besteht aus zwei Proteinen: Sericin und Fibroin. Dabei besitzt
Fibroin in seiner Primérstruktur ein hochkonserviertes Sequenzmotif aus sechs Aminosiu-
ren: GAGAGS. Dieses Motiv kommt in sehr hohen Wiederholungsraten in Fibroin vor und
bildet antiparallele g-Faltblatter, welche iiber Wasserstoffbriicken miteinander verbunden
sind. Der Hauptgrund weshalb Spinnenseide ein so extrem robustes Material ist, liegt in
der Art und Weise begriindet, wie diese antiparallelen S-Faltblatter gepackt sind. Dabei
interkalieren die gegeniiberliegenden, volumingseren Alanin- und Serinreste und die kleine-
ren Glycinreste gleiten aneinander vorbei. So bilden sich eng gepackte g-Faltblattschichten,

die die feste Struktur und hohe Materialstédrke von Spinnenseide erklaren [5].
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Abbildung 2 — -Strange und S-Faltblitter des Seidenfibroins. (A) Antiparallele 5-Stréange sind
iiber Wasserstoffbriicken (griin) verkniipft. Es bilden sich grofe, antiparallele S-Faltblétter. (B) Die
,Glitschigkeit des Seidenfibroins wird durch die enge Packung von geschichteten g-Faltblittern
ermoglicht, indem die Glycin-Ebenen aneinander vorbei gleiten konnen und die volumindseren
Seitenketten von Alanin (grau) bzw. Serin (blau), welche sich gegeniiber liegen, interkalieren.

1.2 Sekundéarstrukturinteraktionen in wissriger Umgebung

Sekundarstrukturinteraktionen im Zytoplasma sind allgegenwértig. Nur durch entsprechen-
de rdumliche Anordnung kénnen Proteine miteinander interagieren. Dimerisierungsmotive
ermoglichen beispielsweise die Interaktion von a-Helices. Fines davon ist die so genannte
Heptadwiederholung. Eine Heptadwiederholung ist iiblicherweise dadurch charakterisiert,
dass eine regelméfige Wiederholung von sieben Aminoséuren abcdefg in der Primérstruk-
tur der betreffenden Proteine auftritt. Helikale Proteine, die diese Heptadwiederholung
enthalten, kénnen sich umeinander winden und somit eine Supersekundérstruktur einneh-
men. Solch eine spiralformige Anordnung der gewundene Helices wird auch als coiled-coil
bezeichnet.

Eine bekannte coiled-coil Proteinklasse sind die Leucin-Zipper Proteine. Bei ihnen treten
an jeder Position d der Heptadwiederholung die unpolaren Aminosduren Leucin, Valin
oder Isoleucin auf. Diese konstante Wiederholung der Heptadsequenz fiihrt zu einer am-
phipathischen Helix, die auf einer Seite die polaren Reste trigt, und auf der anderen Seite
der Helix die unpolaren Aminosiuren Leucin, Valin und Isoleucin. Diese amphipathischen
Helices winden sich dann zu einem coiled-coil umeinander, indem die unpolaren Aminosiu-
renseitenketten der beiden Helices miteinander in Wechselwirkung treten [6]. Die grofen
Seitenketten der unpolaren Aminosiuren sind dann wie bei einem Reifiverschluss ineinan-
der verzahnt, was zu einer starken Interaktion der beiden Helices fiihrt. Hierbei wird der
hydrophobe Effekt ausgenutzt, da die unpolaren Seitenketten nicht mehr gegeniiber dem

polaren Medium exponiert sind [7]. Leucin-Zipper kénnen dadurch doppelstriangige DNA
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binden und sind aus diesem Grund in Transkriptionsfaktoren stark vertreten. In Abbildung
3A ist exemplarisch der Leucin-Zipper des Transkriptionsfaktors GCN4 aus S. cerevisiae

dargestellt.
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Abbildung 3 — Leucin-Zipper des Proteins GCN4 aus S. cerevisiae (A) und Protein G aus S.
aureus. (A) Die hydrophoben Leucine in GCN4 interagieren miteinander und sorgen fiir eine stabile
Supersekundérstruktur. (B) Immunglobulin-Bindedoméne aus Protein G besitzt ein Helix-Turn-
Sheet Motiv. Die Leucinreste in GCN4 sind gelb markiert, das S-Faltblatt in Protein G blau.
Aus [8,9]

Eine weitere bekannte Supersekundérstruktur ist die Helix-Turn-Sheet Struktur. Diese
kommt beispielsweise in der Immunglobulin-Bindedoméne des Protein G aus Streptococcus
spec. vor (Abbildung 3B). Dieses Protein besitzt eine hohe Affinitat zu F.-Regionen von
Antikérpern des Typs IgG [10]. Die Supersekundérstruktur ldsst sich am einfachsten als
Helix, gefolgt von einer Schleife aus 2 bis 4 Aminosduren und einem anschlieffenden anti-
parallelen S-Faltblatt aus zwei S-Stringen beschreiben. Die S-Stringe interagieren dabei
iiber Wasserstoffbriicken im Riickgrat der Polypeptidkette. Ebenfalls stabilisieren Wasser-

stoffbriicken und Dipol-Dipol Wechselwirkungen die Supersekundérstruktur.
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1.3 Sekundarstrukturinteraktionen in biologischen Membranen

Die Interaktion von Sekundérstrukturen in biologischen Membranen unterscheidet sich von
Interaktionen in wassriger Umgebung. Wahrend in hydrophiler Umgebung polare Wechsel-
wirkungen, wie Wasserstoffbriicken oder van-der-Waals Kréfte vornehmlich an der Inter-
aktion beteiligt sind, so scheint es zunéchst energetisch unvorteilhaft fiir die Zelle zu sein,
polare Aminoséuren in der hydrophoben Membranumgebung unterzubringen. Gleichzeitig
sind aber Sekundérstrukturinteraktionen, vermittelt durch polare Wechselwirkungen, auf-
grund der hydrophoben Membranumgebung und der daraus resultierenden sehr niedrigen
Permittivitdt, thermodynamisch wesentlich stabiler. Auch lassen sich immer mehr Proteine
identifizieren, deren transmembrane Regionen iiber polare oder geladene Reste miteinander
interagieren [11]. Aus diesem Grund stehen elektrostatische Interaktionen in hydrophober
Membranumgebung, im Mittelpunkt dieser Arbeit.

Neben Heptadsequenzen wie sie in Abschnitt 1.2 beschrieben wurden, vermitteln spezielle
Dimerisierungsmotive Helix-Helix Interaktionen in Membranen. Hierzu zdhlt beispielswei-
se das GXXXG Motiv [12]. Hier steht G fiir die Aminoséure Glycin und X fiir eine beliebige
Aminosdure. Nichtkovalente Helix-Helix Interaktionen kénnen dabei sehr stark sein, dass
es sogar moglich ist in denaturierenden SDS-PAGE Experimenten Dimere nachzuweisen.
So auch fiir das Transmembranprotein Glycophorin A (GpA). Ein Sialoglykoprotein in
humanen Erythrozyten [13]|. Es wurde durch Mutagenese und Deletion von Aminosauren
gezeigt, dass lediglich die a-helikale Transmembranregion von GpA zur Dimerisierung not-
wendig ist. Die Mutation von unter anderem Gly79 und Gly83 in der Transmembranregion
des Proteins durch andere hydrophobe Aminosduren ist dabei ausreichend die Dimerisie-
rung vollstdndig zu verhindern. So konnten diese beiden Glycin-Reste als Interaktionsstelle
identifiziert werden [14]. Die Strukturaufklirung des Dimers brachte ein rechtsgingiges
coiled-coil hervor und sorgte fiir ein besseres Verstiandnis der starken Interaktion der bei-
den Monomere [15]. Den beiden identifizierten Glycin-Reste in der Transmembranregion
kommt dabei besondere Bedeutung zu. Diese sehr kleinen Aminosduren sind dabei durch
drei Reste getrennt und liegen damit auf der selben Seite der Helix. Durch die geringe
Groke der Glycine entsteht eine Vertiefung in der Helix. Uber diese Vertiefung und mit

der Vertiefung der anderen Helix, ist es dem GpA Dimer moglich sehr eng zu packen und
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damit stabile Dimere zu bilden (Abbildung 4).
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Abbildung 4 — Das GXXXG Motiv in der Transmebrandoméne von Glycophorin A. (A) Aminosiu-

reabfolge der Transmembrandoméne von GpA. Die beiden Glycine sind fett markiert. (B) Struktur

des Transmembrandimers von GpA. Die beiden Glycin-Reste des Dimerisierungsmotivs sind griin
hinterlegt. Modifiziert nach [15]

Das GXXXG Motiv ist dabei auch in der Lage kiinstliche Transmembransequenzen zu di-
merisieren. Wird dieses Motiv in Polyleucin-Helices eingebracht, so beobachet man auch
hier eine starke Dimerisierung [16]. Genomweite Suchen haben iiberdies ergeben, dass das
GXXXG Motiv in Transmembranproteinen iiberreprisentiert ist und somit ein allgemeines
Prinzip fiir Helix-Helix Interaktionen in Membranen darstellt [12].

Neben dem GXXXG Motiv kénnen auch polare Seitenketten eine Interaktion von Trans-
membrandoménen bewirken. Das Motiv QXXS in der Transmembranregion des bakteriellen
Aspartatrezeptors Tar ist essentiell fir die Dimerisierung dieses Proteins [17]. Werden die-
se beiden Aminosduren durch unpolare Reste ersetzt, so kann keine Dimerisierung mehr
stattfinden. Interessanterweise fithrte das Einbringen eines GXXXG Motivs nicht zu einer Di-
merisierung, wahrend die Umkehr des QXXS Motivs in ein SXXQ Motiv das Dimer genauso
stabilisierte. Die Autoren begriindeten dies mit der Ausbildung von Wasserstoffbriicken
zwischen Glutamin und Serin-Resten zwischen den Interaktionsflichen der beiden Helices.
Neben Serin und Glutamin kénnen auch Histidin-Reste a-helikale transmembrane Helix-
dimere stabilisieren. Dies wird allerdings nur bei Anwesenheit eines GXXXG Dimerisierungs-
motivs beobachtet [18].

Salzbriicken tragen ebenfalls zur Interaktion von Sekundérstrukturen in Membranprotei-

nen bei. Die Lactosepermease LacY in E. coli besteht aus insgesamt 417 Aminosduren und



1 Einleitung

besitzt dabei 12 Transmembranregionen. Uber extensive Mutationsstudien wurde nachge-
wiesen, dass zwischen den Resten Asp237 in der transmembranen Helix VII und Lys358 in
Helix XI, sowie Asp240 in Helix VII und Lys319 in Helix X, Salzbriicken entstehen. Wer-
den diese Reste durch unpolare Aminoséuren ersetzt, so kommt es zu einem Verlust der
Transportaktivitit. Werden jedoch an Stelle der komplementér geladenen Reste Cysteine
eingefiigt, wird eine vollstindige Wiederherstellung des Lactosetransports beobachtet. Die
Autoren schlossen aus ihrer Arbeit, dass die Salzbriicken nicht nur wichtig fiir die struk-
turelle Integritdt der Permease sind, sondern auch effektiv zur Funktion des Transporters
beitragen [19-21].

Transporter und Poren kénnen nicht nur von a-helikalen Strukturen ausgebildet werden,
sondern auch von (B-Strang-haltigen Proteinen. Dabei bilden §-Stringe, wie in Abschnitt
1.1 bereits beschrieben, amphiphile Strukturen aus, indem abwechselnd polare und un-
polare Reste in der Primérstruktur auftreten. Dabei zeigen die unpolaren Reste zur hy-
drophoben Membranumgebung, wihrend die polaren Seitenketten im Inneren der Pore
positioniert sind. Mehrere §-Stringe lagern sich iiber Wasserstoftbriicken zusammen und
bilden eine geschlossene Pore. Somit entsteht ein polarer Kanal, durch welchen ein Stoff-
austausch stattfinden kann.

Solche Strukturen werden als 3-barrels bezeichnet und werden durch zwei grundsétzliche
Parameter beschrieben. Die Anzahl an S-Stréngen die an der Pore beteiligt sind (n) und die
Schiebung S, welche ein Maf fiir den Versatz der 5-Stringe im S-Faltblatt darstellt. Diese
beiden Parameter legen dabei die Steigung der S-Faltbldtter und den Porendurchmesser
fest. Damit sich Wasserstoffbriicken zwischen den (-Stréngen ausbilden konnen, missen
diese zusétzlich noch gebeugt und gedreht werden.

Prominente §-barrels kommen in bakteriellen Porinen vor. Diese befinden sich in der dufe-
ren Membran von Gram negativen Bakterien und ermdéglichen die Diffusion von hydrohpilen
Stoffen, ohne dabei eine Substratspezifitit zu zeigen [22]. Das wohl bekannteste [-barrel
Protein ist das Homotrimer OmpF aus E. coli |23]. Es besteht aus insgesamt 16 transmem-
branen [-Stréngen, die es dem Protein erlauben, eine wassergefiillte Pore iiber die Ionen

und Nahrstoffe ausgetauscht werden, zu bilden.
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1.4 TatA4 und die Charge Zipper Hypothese

Ein weiteres Transmembranprotein, in welchem Salzbriicken zur Struktur und Funktion
beitragen, ist das TatAgq Protein aus Bacillus subtilis. TatAq ist dabei eine Komponente
des twin-arginine-transport (Tat)-Systems in Bakterien, Archien und pflanzlichen Chloro-
plasten. Im Zusammenspiel mit TatC bilden TatA Proteine einen multimeren Komplex in
der bakteriellen Membran von B. subtilis. In Gram negativen Organismen wie £. coli ist
ein weiteres Protein am Tat-System beteiligt: TatB.

Der TatA(B)C Komplex hat die Aufgabe gefaltete Proteine iiber biologische Membranen
zu transportieren [24]. Die Fracht wird dabei iiber ein Doppelargininmotiv in der Signalse-
quenz des zu transportierenden Proteins erkannt [25]. Das TatAq Protein lasst sich struk-
turell in drei verschiedene Regionen einteilen: Fin N-terminales a-helikales Transmem-
bransegment, welches iiber eine flexible Region mit einer amphipathischen Helix (APH)
verbunden ist und ein unstrukturierter, stark geladener C-Terminus (densly charged re-
gion, DCR) [26-28].

Der Tat-Komplex kann transiente Poren mit variablen Durchmessern bilden. Wie genau
dies bewerkstelligt wird, ist noch nicht genau geklart. Daher existieren mehrere Modelle
um die Funktion des Tat-Komplexes zu erkldren. Unter anderem der sogenannte Falltiir-
Mechanismus: Nachdem das zu exportierende Protein mit seinem Doppelargininmotiv
an den Tat-Komplex gebunden hat, integriert die APH Region zusammen mit dem C-
terminalen Bereich in die Membran. Dadurch entsteht eine hydrophile Pore, die es erlaubt
das Protein nach aufien zu transportieren [29]. Bisher wurde dieses Modell nicht experi-
mentell nachgewiesen. Vor kurzem jedoch konnte iiber Mutationsstudien und Immunoblot-
ting Techniken sowie MD Simulationen ein neuartiger Mechanismus fiir den Proteinexport
durch das Tat-System beschrieben werden [30]. Hierbei fanden Walther et al. eine spezielle
Anordnung von komplementir geladenen Aminosiuren in der Primérstruktur von TatAg.
Wirft man einen genaueren Blick auf die Anordnung der geladenen Reste in TatAg4, so
kann man erkennen, dass die Ladungen der Reste an einer imagindren Spiegelebene kom-
plementir abgebildet sind. Diese komplementir geladenen Aminosdurenpaare kénnten sich
zu Salzbriicken aneinander lagern. Ein so bezeichneter ,Charge Zipper” kénnte die Bildung

einer Pore erkliren (Abbildung 5). Die DCR Region konnte sich dabei mit Hilfe von intra-
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molekularen Salzbriicken auf die APH-Region zuriickfalten. Dadurch wiren die Ladungen
neutralisiert und die Integration in die Membran erleichtert. Ein grofsporiger Kanal kénnte
nun durch intermolekulare Salzbriicken entstehen, indem die noch freien geladenen Reste
nun Salzbriicken mit ihren Charge Zipper Partnern auf benachbarten TatAgq Molekiilen

ausbilden.

MFSNIGPGL ILIFVIALII FGPSKLPEIG RAAGRTLLEF KSATKSLVSG DEKEEKSAEL TAVKQDKNAG

Abbildung 5 — Der Charge Zipper in der Primérstruktur von TatAy. Die komplementér geladenen
Aminosdurenpaare sind mittels Klammern verbunden. Negativ geladene Reste sind rot markiert,
wihrend positiv geladene Reste blau markiert sind. Modifiziert nach [30]

Bildet man die APH Region aus TatAq in der Helical Wheel und der Helical Net Projektion
ab, so lassen sich zwei Regionen an geladenen Resten auf der Oberfliche der Helix erken-
nen. Diese beiden Bereiche liegen dabei auf der selben Seite der Helix und sind lediglich
durch Leu38 voneinander getrennt (Abbildung 6A). Durch diese sterische Voraussetzung
kénnte ein Bereich fiir die intramolekularen Salzbriicken mit dem C-terminalen Teil von
TatAq sorgen, wihrend der andere Bereich die intermolekularen elektrostatischen Wechsel-
wirkungen mit den am Charge Zipper beteiligten Aminosduren eines benachbarten TatAg
Molekiils ausbilden kann (Abbildung 6B). Durch Substitutions- und Abstokungsmutanten,
sowie durch MD Simulationen konnte gezeigt werden, dass dieses Modell der Porenbildung

sterisch und energetisch sinnvoll ist.
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Abbildung 6 — Der Charge Zipper in TatAq als inter- und intramolekulares Assemblierungsmotiv.
(A) Helical Wheel und Helical Net Darstellung der APH Doméne von TatAq4. Deutlich sind zwei
Bereiche mit hoher Ladungsdichte zu erkennen. (B) Multimerisierung von TatA4 Molekiilen in der
Membran, stabilisert durch inter- und intramolekulare Salzbriicken. Aus [30]

Allgemein lassen sich Charge Zipper als eine lineare Abfolge von komplementér gelade-
nen Aminosduren in der Primérstruktur von Proteinen beschreiben, die eine imaginére
Spiegelebene in der Mitte der Charge Zipper Sequenz tragen, so dass die einander gegen-
iiberliegenden geladenen Reste sich gegenseitig neutralisieren kénnen.

Die Entdeckung von Charge Zippern in der Primérsequenz von TatAq ldsst vermuten, dass
auch andere Proteine {iber solch ein Motiv verfiigen. Mit dessen Hilfe wire es fiir Proteine
moglich, iber die Verbriickung von amphipathischen a-Helices ihre Ladungen zu neutra-
lisieren und so die grofsen Unterschiede in den Dielektrizitdtskonstanten des Cytosols und
der Membran zu iiberwinden. So kénnten diese Proteine in die Membran integrieren oder
sie sogar durchqueren.

Es sind mehrere Moglichkeiten denkbar, wie ein Charge Zipper solch eine Konstellation
ermdoglichen kénnte: Zum einen kénnten Charge Zipper die Ausbildung von a-helikalen
Haarnadelschleifen ermdéglichen, die nun &ufserlich gédnzlich unpolar sind und somit leicht
in die Membran eindringen koénnten. Zum anderen kénnten sie in kiirzeren Helices die gera-
de einmal lang genug sind um die Membran zu durchspannen, als Multimerisierungsmotiv
dienen. Uber einen Charge Zipper konnten sich so Dimere oder hohere Oligomere bilden,
welche dann zum Beispiel Poren in der Membran ausbilden (Abbildung 7). Der Charge
Zipper fiihrt in dieser Konstellation zu intermolekularen Salzbriicken, wihrend beim ersten
Fall intramolekulare Salzbriicken ausgebildet werden. Auch eine gleichzeitige Ausbildung
von inter- und intramolekularen Salzbriicken, wie sie hchstwahrscheinlich in TatAy vor-

kommen, ist denkbar.

11
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Abbildung 7 — Moglichkeiten der strukturellen Realisierung von Charge Zippern (A) Die Ausbil-
dung einer a-helikalen Haarnadelschleife konnte iiber intramolekulare Ausbildung von Salzbriicken
zwischen den am Charge Zipper beteiligten geladenen Aminosduren zu Stande kommen. Dies wiir-
de es dem Protein ermdglichen in die Membran einzudringen. (B) Der Charge Zipper als Mul-
timerisationsmotiv. Uber den Charge Zipper konnten sich kurze a-helikale Proteine antiparallel
zusammenlagern und dadurch in die Membran integrieren. Der Charge Zipper bildet in diesem
Beispiel intermolekulare Salzbriicken aus. (C) Denkbar sind ebenso Mischformen wie sie in TatAq4
vorkommen und die dann zu hoheren Oligomeren fiihren wiirden. Hier finden sich intra- und inter-
molekulare Salzbriicken.
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2 Hintergrund und Ziel der Arbeit

Die in TatA4q gefundene Abfolge an komplementéir geladenen Aminoséuren, auch als Char-
ge Zipper Motiv bezeichnet, wurde erst kiirzlich als Membranproteinassemblierungsmotiv
beschrieben [30]. Walther et al. haben gezeigt, dass der Charge Zipper in anderen TatA
Proteinen weitestgehend konserviert ist und damit sogar ein allgemeines Prinzip darstellen
konnte, wie Proteine einen Ubergang zwischen den unterschiedlichen Dielektrizitéitskon-
stanten des Cytosol und in der hydrophoben Membran bewiltigen kénnen.

Dabei kénnen Charge Zipper theoretisch auf unterschiedliche Arten eine Membraninte-
gration von Proteinen induzieren. Zum einen kénnen durch intramolekulare Ausbildung
von Salzbriicken die geladenen Reste von amphipathischen Molekiilen neutralisiert werden
und somit den Energiebedarf fiir eine Ingertion in die Lipiddoppleschicht herabsetzen. Des
weiteren kann das Charge Zipper Motiv auch als Multimerisierungsmotiv genutzt werden,
indem sich beispielsweise kurze a-helikale Proteine iiber ihren Charge Zipper komplementar
aneinanderlagern und somit eine Integration in die Membran iiber Ladungsneutralisation
herbeifiihren.

Vor diesem Hintergrund sollten in dieser Arbeit weitere Charge Zipper tragende Proteine
identifiziert werden. Hierzu musste zuerst ein geeigneter Algorithmus zur Suche der entspre-
chenden Proteine entwickelt werden. Im Anschluss daran sollte mittels Proteindatenbanken
eine genomweite Suche nach Charge Zippern durchgefiihrt werden. Dabei sollte ein beson-
deres Augenmerk auf Proteine gelegt werden, welche dhnliche strukturelle Eigenschaften
wie TatAq aus B. subtilis haben. Neben dieser speziellen Suche sollte auch allgemein nach
Proteinen gesucht werden, bei denen ein Charge Zipper moglicherweise eine tragende Rolle
in der Struktur und Funktion spielt. Ebenfalls sollte die Identifizierung von Charge Zipper
haltigen Proteinen auf die Antimicrobial Peptide Database (APD) ausgeweitet werden.
Wenn bei der Suche entsprechende Sequenzen gefunden werden sollten, so sollten diese
Proteine auch experimentell untersucht werden. Um dazu gréfsere Mengen an Protein zur
Verfiigung zu haben, sollten ausgewdhlte Proteine rekombinant hergestellt werden. Ins-
besondere sollten Strukturuntersuchungen mittels Zirkulardichroismus- und Festkdrper-
NMR-Spektroskopie durchgefiihrt werden, um die biologische Relevanz der postulierten

Charge Zipper in den jeweiligen Proteinen zu iiberpriifen.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien finden sich in Anhang 6.1 wieder.

3.1 Methoden
3.1.1 Molekularbiologische Methoden

Zellkultivierung Zur Herstellung von Vorkulturen fiir die Proteinexpression und ge-
nerelle Manipulation von DNA wurden zu 20 mL LB-Medium mit einem entsprechenden
Antibiotikum supplementiert und mit einem Kryokiigelchen, welches die transformierten E.
coli Zellen trug, inokuliert. Alternativ wurde eine Kultur von einer Agarplatte mittels einer
Pipettenspitze gepickt und damit das Medium inokuliert. Die Herstellung der Kryokiigel-
chen erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers. Die Kultur wurde danach {iber Nacht
bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Fiir eine Expressionskultur wurde am n#chsten Morgen
zu 1L LB- oder M9-Medium in einem 2L, Erlenmeyerkolben, ein entsprechendes Antibio-
tikum und 1 mL der Vorkultur gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 220 rpm bis
zu einer ODgoo von 0,7. Anschliefend wurde die Proteinexpression gestartet (Abschnitt

3.1.3).

Transformation von E. coli Zellen Zur Hitzeschocktransformation wurden 60 pL Ali-
quots von kompetenten E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Anschliefend wurden etwa 100 ng
Plasmid-DNA zugegeben und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Zwischenzeitlich wurde
das Wasserbad auf 42°C erwdrmt. Nach der Inkubatioszeit auf Eis wurde die Zell-/DNA-
Suspension fiir 1 min im Wasserbad erwérmt. Daraufhin wurden sofort 900 pL. vorgewérm-
tes, sterils LB-Medium zugegeben und das Ganze fiir 1 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert.
Die Zellsuspension wurde anschliefend bei 3000 rpm fiir 3 min zentrifugiert, 900 pL. Uber-
stand verworfen und das Pellet im restlichen Uberstand resuspendiert. Die Zellsuspension
wurde danach auf einer LB-Platte, die mit dem entsprechenden Antibiotikum supplemen-

tiert war, ausplattiert.

Vermehrung und Isolation von Plasmid DNA Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben,

wurde eine 5mL E. coli Zellkultur hergestellt. Die Ubernachtkultur anschliefend in ein
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15 mL Reaktionsgefifs iiberfithrt und 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert. Im Anschluf daran
wurde zur Plasmidisolierung das Quiagen MiniPrep Kit, nach Angaben des Herstellers,

verwendet.

Herstellung von hitzekompetenten Zellen E. coli DH5a und BL21 (DE3) hitzekom-

petente Zellen wurden nach der Inoue-Methode hergestellt [31].

3.1.2 Generelle Methoden zur DNA Manipulation

Agarose Gelelektrophorese Zur Lingenauftrennung von DNA wurden Agarosegele
mit 0,8%, 1% und 1,5% Agarose (w/v) verwendet. Zur Herstellung der Gele wurde die
entsprechende Menge an Agarose abgewogen und mit TAE Puffer, durch Erhitzen in der
Mikrowelle, aufgelost. Nachdem sich die Lésung auf etwa 70 °C abgekiihlt hatte, wurden zu
50mL Losung, 5 uL Ethidiumbromidlésung gegeben, dreimal invertiert und anschliefend in
den vorbereiteten Gelgiefstand gefiillt. Zur Herstellung von Taschen zur Probenapplikation,
wurde ein Kamm in die Lésung gesteckt. Nachdem das Gel vollstindig erstarrt war, wurde
die Gelkassette in die Elektrophoreseapparatur eingebracht, vollstindig mit TAE Puffer
bedeckt und der Kamm gezogen. Nun wurden die DNA Proben mit einem Fiinftel ihres
Volumen an 6 x DNA Ladepuffer versetzt, gevortext und in die Geltaschen pipettiert. Zur

Auftrennug wurden 100V fiir etwa 50 min angelegt.

Polymerase Kettenreaktion (PCR) Um DNA Abschnitte zu amplifizieren wurde die
Polymerase Kettenreaktion verwendet. Fiir gewohnlich wurde ein 50 pL Reaktion ange-
setzt (Tabelle 1). Bei mehreren 50 pL. Ansétzen wurde die Menge an Komponenten mit
dem Faktor 1,1 multipliziert. Die Temperaturzyklen zur eigentlichen Amplifizierung der

parentalen DNA sind in Tabelle 2 angegeben.
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Tabelle 1 - PCR Ansatz

Bestandteil Menge fiir 1x Ansatz

Parentale DNA
Primer fwd (10 umol)
Primer rev (10 pmol)
Puffer (10x)

dNTPs (10 mmol)
Taq Polymerase
ddH»0

100ng

1pL
1pL
5pL
1pL
0,5U

ad 50 pL

Tabelle 2 — Temperaturzyklen der PCR

Abfolge Zyklen Beschreibung Temperatur °C Zeit min

1 1 Denaturierung 95 )

2 30 Denaturierung 95 0,5
Annealing 55 0,5
Elongation 74 0,75

3 1 Elongation 74 5)

Sequenzierung Nach erfolgreicher PCR und visueller Bestétigung einer Bande, die der

Grofse des zu ingerierenden Fragment, entsprach, wurde eine Probe des Vektors zur Firma

Eurofins geschickt, die die Sequenzierung durchfiihrte (siche Anhang 27).

Bestimmung der DN A Konzentration in Lésung Zur DNA Konzentrationsbestim-

mung wurde ein Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer verwendet. Hierzu wurde mit Elu-

tionspuffer ein Referenzwert bestimmt und die Konzentration gegen diesen Wert ermittelt.

Restriktionsverdau Tabelle 3 gibt die Menge an verwendeter DNA und Restriktions-

enzym an. Als Puffer wurden die jeweiligen empfohlenen Puffer der Firma Fermentas ver-
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wendet. Die Inkubation des Verdaus erfolgte fiir 3h bei 37°C.

Tabelle 3 — Restriktionsverdauanséitze

Bestandteil 25ulL Ansatz 50pL Ansatz

DNA lpg 8nug
Puffer 5 x 5puL 10 pL
Nuklease 1pL 5puL
ddH,0O ad 25l ad 50 L

Ligation Zur Ligation von DNA wurde das RapidLigation Kit der Firma Fermentas
verwendet und nach dessen Protokoll vorgegangen. Das Vektor zu Insert Verhiltnis betrug
3:1. Der Ligationsschritt wurde zur Wahrung einer konstanten Temperatur im PCR, Cycler
durchgefiihrt. Anschlieffend wurde nicht wie im Kit angegeben 2pL bis 5 puli verwendet,

sondern die gesamten 20 L.

3.1.3 Generelle Methoden zur Protein Manipulation

Bestimmung der Proteinkonzentration in Lésung Zur Bestimmung der Protein-
konzentration in Losung wurde das Nanodrop ND-1000 Spektrophotometer verwendet und
die Absorption der Proteinldsung bei 280 nm gemessen. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizien-
ten (siehe Anhang Tabelle 21) konnte die Konzentration photometrisch bestimmt werden.
Bei Proteinen die keinen Extinktionskoeffizienten besitzen wurde die Konzentration iiber

die Einwaage bestimmt.

Massenspektrometrie (MALDI-TOF) von Proteinen Zum Nachweis und zur Rein-
heitsiiberpriifung von Proteinen wurden MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionisation - Time of Flight) Messungen durchgefiihrt. Hierzu wurde eine sehr geringe Men-
ge an lyophilisierten Protein mit etwa 15 uL bis 25 nL Wasser versetzt. Hierzu wurde eine
Matrixlésung von geséttigter 2,5-Dihydroxybenzoesiure im Verhiltnis 1:3 zugegeben. An-
schlieliend erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 5000 rpm fiir 10min. Daraufhin wurde
1 pL der Losung auf das Target (Metalltréger) pipettiert. Nach dem Eintrocknen der Pro-

be wurde das Target in den Spektrometer platziert und die Messungen durchgefiihrt.
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Coomassie Fiarbung Nach der SDS-PAGE wurde das Gel aus der Elektrophoreseap-
paratur ausgebaut und das Sammelgel entfernt. Das Trenngel wurde anschliefend 30 min
schiittelnd in Fixierlésung inkubiert. Anschlieffend wurde die Losung entfernt und das Gel
iiber Nacht in Féarbelosung inkubiert. Am n#chsten Morgen wurde die Farbelésung ver-
worfen und das Gel in Entfarbelosung gewaschen. Das Gel wurde anschliefend mit einem

Gerit digitalisiert.

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) Zur SDS-
PAGE wurden Polyacrylamidgele nach Tabelle 4 hergestellt. Nach dem Aufbau der Glas-
platten und des Gelgiefsistandes, wurden zuerst alle Komponenten des Trenngels gemischt
und anschlieliend zur Polymerisation in den Gelgiefistand pipettiert. Die Losung wurde dar-
aufhin mit HsO bidest. iiberschichtet. Nach der Polymerisation wurden die Komponenten
des Sammelgels gemischt, das Wasser welches das Trenngel iiberschichtet entfernt und die
Sammelgellosung auf das polymerisierte Trenngel gegeben. Zuletzt wurde ein Kamm der
fiir die Aussparungen zum Auftragen der Proteinproben sorgt, zwischen die Glasplatten
gesteckt.

Nach der Polymerisation wurden die Glasplatten aus dem Gelgiefstand ausgebaut und in
die Elektrophoreseapparatur eingebaut. Der Kamm wurde gezogen und die vorbereiteten
Proben in die Aussparungen pipettiert. Darauthin wurden Anoden- und Katothenpuffer in
die entsprechenden Aussparungen gegeben. Zuletzt wurde die Apparatur verschlossen und

eine Spannung von 150 V iiber einen Zeitraum von 4,5 h angelegt.

Tabelle 4 — Zusammensetzung der SDS-PAGE Gele nach [32]

Bestandteil Trenngel (16 %) mL Sammelgel (4,5 %) mL
Acrylamid/Bisacrylamid 5,2 0,68
Trenngelpuffer pH 8,45 3,3 —
Sammelgelpuffer pH 6,8 - 1,29
Glyzerin 1,7 —
ddH20 0,4 3,2
TEMED 0,005 0,005
APS 0,035 0,035
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Pufferaustausch und Aufkonzentrieren von Proteinen Zum Entsalzen und zum
Austausch von Puffern bei Proteinlésungen wurden Amicon Konzentratoren der Firma
MerckMillipore, in 3kDa und 10kDa Porendurchmesser, verwendet. Diese wurden jeweils

bei 5000 rpm und 30 min bzw. 45 min verwendet.

Proteinexpression und Zellernte Nachdem die Vorkultur entsprechend Abschnitt
3.1.1 vorbereitet wurde und die und Zellkultur eine ODggp von 0,7 erreicht hatte, wur-
de die Kultur 15 min bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurden 300 pL: einer 1 M IPTG Lésung
zugegeben (finale IPTG Konzentration von 300 pM) und die Kultur bei 220 rpm und 18 °C
iiber Nacht geschiittelt. Am néchsten Morgen erfolgte die Zellernte, wobei die Kultur in
zwei 1L Zentrifugenbecher aufgeteilt und bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde. Der
Uberstand wurde anschlieRend verworfen und das Pellet in 30mL kalten Lysispuffer re-
suspendiert. Im Anschlufs daran erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei
4°C und 5000 rpm. Auch hier wurde ebenfalls der Uberstand verworfen und das Zellpellet,

sofern es nicht sofort weiterverarbeitet wurde, bei —20°C gelagert.

Zellaufschluss Frisches oder 30 min auf Eis aufgetautes Zellpellet (Aschnitt 3.1.3) wurde
in 25mL kalten Lysispuffer resuspendiert. Die Suspension wurde in ein Ultraschallgefifs
iiberfithrt und 2 — 3 X 3min bei 70 % der maximalen Leistung sonifiziert. Die Sonifizierung
erfolgte unter Kiihlung im Eisbad. Zwischen den Durchgingen lag eine Pause von 2 min. Im
Anschluss an den Zellaufschluss wurde das Lysat 2h bei 4 °C und 26 000 rpm zentrifugiert.

Zur weiteren Aufreinigung wurde nur der Uberstand verwendet.

3.1.4 Chromatographie

Nickel-Affinitdtschromatographie zur Vorreinigung von Dermcidin Das Zellly-
sat aus Abschnitt 3.1.3 wurde mittels eines 0,22 um Filters filtriert und in eine 50 mL
Ladeschleife gegeben. Im Vorfeld wurden 3 x 5mkL HisTrap S&ulen verschraubt und an die
FPLC Anlage angeschlossen. Die insgesamt nun 15 mL Sdule wurde bei einer Flussrate von
5mLmin~! mit 50 mL Lysispuffer dquilibriert. Daraufhin wurde iiber die Ladeschlaufe der
FPLC Anlage das Zelllysat aufgebracht, als Laufmittel diente ebenfalls Lysispuffer (Fluss-

rate 1mLmin~!). Nach dem Auftragen des Zelllysats wurde die Flussrate auf 5 mL min~!
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erhdht, bis die Aggp unter 0,2 AU lag. Darauthin wurde mit 3 Sdulenvolumen Waschpuf-
fer und im Anschluss 3 Siulenvolumen Lysispuffer dquilibriert (jeweils 5mL min~—!). Nun
erfolgte die Elution des His-getaggten Konstrukts iiber mehrere Stufen. Durch den Gradi-
entenmischer der FPLC Anlage wurde nacheinander mit 5%, 15 % und 30 % Elutionspuffer
eluiert. Das gewiinschte Protein eluierte quantitativ erst bei 30 % Elutionspuffer. Als kom-
plementierendes Laufmittel diente Lysispuffer. Die Elutionsflussrate lag bei 5mL min~!.

Im Anschluss daran wurde das Eluat, welches das Dermcidinkonstrukt enthielt, wie in

Abschnitt 3.1.3 beschrieben auf etwa 5mL aufkonzentriert.

Grofsenausschlusschromatographie und Enterokinaseverdau von Dermcidin  Vor
der weiteren Aufreinigung des Dermcidinkonstrukts wurde eine HiLoad 26 /60 Superdex 200
Séule mit 600 mL an Enterokinasepuffer dquilibriert (0,5mL min~!). Das aufkonzentrierte
Eluat aus Abschnitt 3.1.4 wurde daraufhin mittels einer 50 mL. Ladeschleife auf die dqui-
librierte Siule aufgebracht und bei einer Flussrate von 1,75 mL min~" eluiert. Die Elution
des Dermcidinkonstrukts erfolgte nach etwa 200mL. Als Laufmittel diente ebenfalls En-
terokinasepuffer. Die einzelnen Fraktionen wurden in einem 50 mL Falcon Tube vereinigt
und die Proteinkonzentration, wie in Abschnitt 3.1.3 beschrieben, bestimmt. Anschlie-
Bend wurden pro mg Protein, 0,5 U Enterokinase hinzugegeben. Der Verdau inkubierte bei

Raumtemperatur, iiber Nacht und bei 15rpm auf einem Tischschiittler.

Nickel-Affinitdtschromatographie zur finalen Aufreinigung von Dermcidin Na-
tives Dermcidin wurde nun mittels einer finalen Nickel-Affinitdtschromatographie vom ab-
gespaltenen Tag befreit, in dem wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben 3 HisTrap Séulen vor-
bereitet wurden. Die Verdaul6sung wurde ebenfalls {iber eine 50 mL Probenschleife auf
die Siule aufgebracht (1 mL min~! Flussrate). Nachdem die Verdauldsung vollstindig auf-
gebracht wurde, wurde mit 20 mL Lysispuffer gespiilt. Der komplette Durchfluss enthielt
natives Dermcidin und wurde aufgefangen. Im Anschluss daran wurde die Sdule regene-
riert, indem zuerst iiber den Gradientenmischer mit 50 % Elutionspuffer eluiert (50mL)
und danach mit 50mL ethanolischer Losung (20 % (v/v)) gespiilt wurde. Der erhaltene
Durchfluss von der Auftragung des Verdaus und dem anschlielenden Spiilvorgang wurde

aufkonzentriert, entsalzt und letztendlich lyophilisiert.
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3.1.5 Apgardiffusionsassays

Zur Durchfiihrung von Agardiffusionsassays wurde eine Ubernachtkultur hergestellt (siehe
Abschnitt 3.1.1). Diese Ubernachtkultur wurde am n#chsten Morgen auf eine OD3s59 von
0,2 mit Hilfe von sterilem LB-Medium verdiinnt. Die verdiinnte Kultur wurde bis zu einer
ODs55¢ von etwa 2, fiir 3h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Anschliekend wurde die Kultur
auf eine ODss50 von 0,2 (S. aureus) und 0,125 (E.coli) mit sterilem LB-Medium verdiinnt.
Danach wurden 100 uL dieser Zellsuspension zu 17 mL geschmolzenem LB-Agar gegeben,
vermischt und in eine Petrischale gegossen. Nach dem Erstarren des Agars wurde mit Hilfe
eines kleinen Metallrohres, pro Probe, ein etwa 9mm breites Loch in den Agar gestanzt.
Jedes Loch wurde im Anschluss daran mit 50 pL. Lésung befiillt, fiir ungefihr eine Stunde
bei Raumtemperatur stehen gelassen und im Anschluss, iiber Nacht, bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert. Am néchsten Morgen wurde der Durchmesser der Hemmhofe um die

gestanzten Locher gemessen.

3.1.6 Fluoreszenzspektroskopische Methoden

Vesikelpridparation Zur Vorbereitung der fluoreszenzspektroskopischen Methoden wur-
den Lipidvesikel (LUVs) prépariert. Die entsprechenden Mengen an Lipid wurden einge-
wogen (bei heterogenen Membranen im molaren Verhéltnis) und Rhodamin markiertes
PE im molaren Verhiltnis von 1:10~% zugegeben. Hierdurch konnte spektroskopisch die
Lipidmenge nach der Vesikelprédparation genau bestimmt werden. Die eingewogenen Lipi-
de wurden daraufhin in Chloroform gel6st, unter einem milden Ns-Strom das Chloroform
abgedampft. Schlussendlich wurde iiber Nacht, im Vakuum, die Lipide vom restlichen Chlo-
rofrom befreit. Nun wurde zu den getrockneten Lipiden der entsprechende Puffer gegeben
und griindlich gevortext (10x1min). Nachdem nun eine milchige Suspension entstand,
wurden Gefrier-/Tauzyklen durchgefiihrt, indem die Suspension abwechselnd in fliissigem
Stickstoff eingefroren und daraufhin in einem temperierten Wasserbad (40°C) aufgetaut
wurde. Nach dem vollstdndigen Verschwinden von Eiskristallen wurde die Suspension fiir
weitere 3min im Wasserbad inkubiert. Dieser Ablauf wurde 8 x wiederholt. Um nun LUVs
zu generieren, wurde die Suspension mittels eines Extruder und einer Polycarbonatmem-

bran mit einem Porendurchmesser von 100 nm, extrudiert. Dabei wurde die Suspension so
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lange abwechselnd durch die Membran gedriickt, bis eine deutliche Klédrung der Suspension
zu erkennen war, mindestens jedoch 31 x. Im Anschluss daran wurde die nun klare Vesi-
kelsuspension mittels einer 0,5 mL Gelfiltrationssdule vom {iberschiissigen Farbstoff befreit,
indem 65uL Suspension auf die Sdule gegeben wurden und und 2min bei 1500 g zentrifu-
giert wurde. Der Durchfluss enthielt die gereinigten Vesikel. Die Gelfiltrationssdule wurde

im Vorfeld mit dem entsprechenden Puffer der zur Messung verwendet wurde, dquilibriert.

ANTS/DPX Leakage-Assays Fiir die ANTS/DPX Leakage Experimente wurde wie
in Kapitel 3.1.6 beschrieben, Vesikel mit ANTS /DPX-Losung verwendet. Zur Lipidmengen-
bestimmung wurde vor jeder Messung die Lipidkonzentration mittels Rhodaminfluoreszenz
bestimmt, so dass das Volumen an hinzuzugebender Vesikelmenge, um final eine 200 pM
Lipidkonzentration zu erreichen, bestimmt werden konnte. Das entsprechende Volumen an
gewaschenen Lipidvesikeln (zwischen 30 nL bis 45 pL. wurde in eine 1,5 mL Quarzglaskiivet-
te gegeben und mittels ANTS/DPX freiem Puffer auf 1,5 mL aufgefiillt. Der Kiivetteninhalt
wurde mit Hilfe eines Magnetriihrers wihrend der Messung stéindig homogenisiert. Die An-
regungswellenlidnge lag bei 422nm (6 mm Spaltbreite), wihrend die Emissionswellenléinge
bei 515nm (Spaltbreite 6 mm) detektiert wurde. Zur Vermeidung von Artefakten durch
Streuung, wurde ein optischer Kantenfilter verwendet. Die Messtemperatur lag bei 30 °C,
bei einer Messdauer von 30 min nach Zugabe des Peptids. Peptide wurden aus einer 500 pM
Stammlosung hinzugegeben. Zur Beendigung der Messung wurden 0,5 vol% Triton-X-100
zugegeben. Die im Anschluss daran gemessene Fluoreszenz stellte gleichzeitig den 100 %

Leakagewert dar.

Kaliumleakage-Assays Fiir Kaliumleakage Experimente wurden wie in Abschnitt 3.1.6
beschrieben, Vesikel hergestellt. Als Puffer diente hier Kaliumpuffer. Fiir das eigentliche
Experiment wurde der Farbstoff 1,17,3,3,3’ 3"-hexamethylindo-dicarbocyanin Iodid (DilC,
Invitrogen) verwendet. Vor der Messung wurde die Lipidkonzentration iiber die Rhoda-
minfluoreszenz bestimmt. In einer 1,5 mlL Quarzglasakiivette wurde unter Riihren zuerst
Natriumpuffer vorgelegt, anschliefend der Farbstoff in 2 mol% zu den Vesikeln (4 pM), hin-
zugegeben. Der Farbstoff wurde in einer 90 % ethanolischen Losung gelost. Nachdem sich

das Fluoreszenzsignal stabilisiert hatte, wurde die entsprechende Menge an Vesikeln hinzu-
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gegeben (200 pM). Durch die Zugabe der Vesikel stieg das Fluoreszenzsignal ebenfalls an.
Nach der erneuten Stabilisierung des Signals wurden 80nM Valinomycin in die Kiivette
pipettiert. Auch hier erhdhte sich ebenfalls das Fluoreszenzsignal ein weiteres mal. Nach-
dem sich das Signal stabilisiert hat, wurden verschiedene Konzentration an Peptid (aus
500 M Stammlésung) zugegeben, jedoch immer 20 pL, so dass das finale Volumen in der
Kiivette stets 1,5mL betrug (siehe [33]). Der 100 % Potentialverlustwert wurde erreicht,
indem 40 pM Alamethicin hinzugegeben wurden. Die Anregung des Farbstoffes efolgte bei

620 nm und Emission bei 680 nm. Die Temperatur betrug bei allen Messungen stets 30 °C.

Protonenleakage-Assays Zur Messung des Abbaus eines Protonengradienten wurden
Vesikel nach Abschnitt 3.1.6 hergestellt. Diese Vesikel enthielten im inneren einen HPTS-
haltigen MES Puffer mit pH 6,5. Durch Messung der Rhodaminfluoreszenz nach der Auf-
reinigung der Vesikel wurde die entsprechende Vesikelmenge fiir eine Konzentration von
200 M berechnet. Ublicherweise betrug die Menge zwischen 30 L und 45 pL. Die ent-
sprechende Vesikelmenge wurde in eine Quarzglaskiivette gegeben und mit pH 7,5 HEPES
Puffer auf 1500 mL aufgefiillt. Daraufhin wurde die Absorption von HPTS um 512nm bei
Anregungswellenldingen von 403nm und 454nm bestimmt. Aus den ermittelten Werten
wurde dann nach Anhang 6.6 der pH Wert der Vesikel vor und nach der Messzeit von
30min bestimmt. Die Messung wurde durch die Zugabe von jeweils 48 nl. Peptidlosung
(mit unterschiedlichen Peptidkonzentrationen) gestartet. Die Messtemperatur betrug bei
allen Messungen stets 30°C. Die Umrechnung des erhaltenen Fluoreszenzsignals in pll-

Einheiten erfolgte wie in Abschnitt 6.6 beschrieben.

Bestimmung des Hill-Koeffizienten Zur Bestimmung des Hill-Koeflizienten wurden
die Anfangssteigungen der ANTS/DPX Leakagesignale bei der Zugabe von unterschied-
lichen TisB Konzentrationen bestimmt. Hierzu dienten die ersten 30s des Signalverlaufs.
An das Fluoreszenzsignal der ersten 30s wurde mittels Microsoft EXCEL manuell eine
Gerade angelegt, aus welchen die Steigungen entnommen werden konnten. Diese Anfangs-
geschwindigkeiten wurden gegen die verwendeten TisB Konzentrationen aufgetragen und
mittels der Software ORIGIN (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) eine im

Programm hinterlegte Hill-Funktion (Gleichung 1) angefittet. Der Fit lieferte unter ande-
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rem den Hill-Koeffizienten n.

kn_cn

V(e) = Vinax X <C> (1)

3.1.7 Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Vesikelpridparation Zur Herstellung von CD- und SRCD-Proben wurden Lipidstamm-
16sungen von 5mgmL~! in Methanol/Chloroform (1:1) hergestellt. Zur Probenvorberei-
tung von TisB Proben wurden dem entsprechenden P /L Verhiltnis nach, TisB in Me-
thanol (60 ntM bis 120 pM) und eine entsprechende Menge an Lipidstammlosung in einem
2mL Schraubdeckelglass vereinigt. Unter mildem Stickstoffstrom wurde das Losemittel
anschlielend abgedampft. Zur vollstindigen Entfernung des Lésemittels wurden die ein-
getrockneten Proben fiir 4h ins Vakuum gestellt. Im Anschluss daran erfolgte die Zugabe
des Puffers (gewthnlich 10 mM Phosphatpuffer). Die Suspension wurde daraufthin 10 min
gevortext und anschliefsend 8 Gefrier- /Tauzyklen unterzogen (siehe 3.1.6). Danach erfolgte
eine Ultraschallbehandlung fiir 3 x 3min.

Fiir Dermcidin Proben wurden die Vesikel ohne Dermcidin hergestellt. Dieses wurde nach

der Ultraschallbehandlung aus einer 5mgmL~! Stammlsung zugegeben.

CD- und SRCD-Spektroskopie Nachdem die Probe, wie im Abschnitt 3.1.7 beschrie-
ben, vorbereitet wurde, wurden zur Messung 250 1L Probe in eine 0,1 cm Messkiivette
gegeben und diese in das Spektrometer eingebracht. Vor jeder Messung wurde die Mess-
kammer mit Stickstoff gespiilt (Flussrate 15Lmin~!) und wihrend der Messung aufrecht
erhalten (Flussrate 3L min~!). Diejenige Verdiinnung wurde zur Datenauswertung ver-
wendet, bei welcher die HT bei 185 nm, einen maximalen Wert von etwa 500V annahm,
damit auch Daten im niedrigen Wellenldngenbereich zur Auswertung verwendet werden
konnten (normalerweise eine 10x Verdiinnung). Nach der Messung wurde die Probe aus
der Kiivette entnommen und in einem 1,5mI Reaktionsgefdaf bei 4°C gelagert (nur CD-
Spektroskopie). Tabelle 5 gibt die verwendeten Messparameter bei der CD- ,als auch bei der
SRCD-Spektroskopie wieder. Vor jeder Messung wurde ein Referenzwert vom verwendeten
Puffer aufgenommen, der durch die Software (SpektraManager der Firma Jasco) direkt

vom Messwert abgezogen wurde. Zur Prozessierung wurde das ebenfalls durch die Software
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aus drei Einzelspektren gemittelte Spektrum geglattet und die Basislinie korrigiert. Hierbei

wird die ermittelte Elliptizitdt bei 260 nm auf den Wert 0 gesetzt.

Tabelle 5 — Messparameter fiir die CD- und SRCD-Spektroskopie

Parameter CD-Wert SRCD-Wert
Probenvolumen 250 pLL 4l
Kiivette 0,1cm 13,1 pm
Temperatur 30°C 30°C
Messbereich 180 nm bis 260nm  170nm bis 240 nm
Response 8s 8s
Spektrale Breite 1nm 1nm
Aufnahmen 3 3

1 1

Messgeschwindigkeit 10 nm min~ 10 nm min~

Um die einzelnen Sekundérstrukturanteile mit Hilfe des erhaltenen Spektrums zu bestim-
men, war es notig die Elliptizitdtswerte der Spektren, gemessen in mdeg in mittlere, mo-
lare Elliptizitatswerte pro Peptidbindung umzurechnen (|O|yre). Dieses geschah mittels
Gleichung 2. Die [O|yrr Werte wurden anschliefend mittels hinterlegter Algorithmen auf
dem DICHROWEB Server dekonvoliert [34-36]. Zur Dekonvolution gewdhnlicher CD Da-
ten, diente der CONTINLL Algorithmus [37,38]. Als Referenzproteinset diente Set 7 fiir
konventionelle CD-Daten und fiir SRCD-Daten das Set SP175 [39]. Die beiden Dekonvo-

lutionsergebnisse mit dem besten Fit wurden gemittelt.

C)
10 xnx M xd

[O]MrE =

Hierbei gilt:

O = Elliptizitét in mdeg
n = Anzahl der Aminosduren im Protein
M = Molare Masse in gmol !

d = Schichtdicke der Kiivette in cm
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Orientierte CD-Spektroskopie (OCD) Fiir OCD Proben wurden Vesikel wie fiir die
CD-Spektroskopie vorbereitet. Die entsprechende Mengen an Peptid/Vesikel Suspension
wurde daraufhin auf ein kreisférmiges Quarzglasplittchen pipettiert und unter dem Ab-
zug eintrocknete. Fiir gewohnlich wurden maximal 170 pg Lipid und die nach dem P/L
Verhéltnis entsprechende Menge an Peptid aufgetragen. Nach dem Eintrocken wurden die
Glasplédttchen in die OCD-Messzelle eingebaut, welche mit einer geséttigten KoSO4-Losung
befiillt war. Hierdurch wurde {iber Nacht die Probe hydratisiert. Gleichzeitig fand eine Tem-
perierung durch den angeschlossenen Thermostaten statt.

Zum Starten der Messung wurde die Messzelle in das Spektrometer eingebaut und die
Feuchtigkeit der Probe ermittelt. Die eingestellten Parameter finden sich in Tabelle 6 wie-

der. Zur Auswertung wurden die Spektren der verschiedenen Winkel der OCD Zelle geglit-

Tabelle 6 — Messparameter fiir die OCD-Spektroskopie

Parameter Wert
Proteinmenge <15pg
Lipidmenge <17pg
Temperatur 30°C
Messbereich 180 nm bis 260 nm
Response 8s
Spektrale Breite 1nm
Aufnahmen 3

Gemessene Winkel 0°, 45°, 90°, 135°, 180°, 225°, 270° und 315°
Messgeschwindigkeit 10 nm min~!

tet, gemittelt und basislinienkorrigiert. Hierzu wurde wiederum der Messwert bei 260 nm

auf 0 gesetzt.

3.1.8 Festkorper-Kernspinmagnetresonanz-(ssNMR)-Spektroskpie

Fiir Festkorper NMR-Messungen wurden 1 mg »N-markiertes Dermcidin in ein 1,5 mL Re-
aktionsgefafs abgewogen. Im Anschluss wurde eine dem molaren Verhéltnis entsprechende
Menge an Lipid in ein separates 1,5 mL Reaktionsgefafs abgewogen. Zu den Lipiden wurde
nun 450 pl. Puffer zugegeben, und 10 x 1 min mit Ultraschall behandelt. Nach der Ultra-
schallbehandlung wurde die abgewogene Menge an Dermcidin in 50 pL Puffer gelést und

zu den entstandenen Vesikeln gegeben. Nun folgte eine Inkubationszeit von 30 min und
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erneut 2 x 1min Ultraschallbad.

Daraufhin wurden jeweils 50 pL der Peptid/Vesikelsuspension auf 10 zuvor mit Methanol
gereinigte Glasplittchen gegeben (7,5 mm x 9mm). Die Glaspldttchen wurden eingetrock-
net, gestapelt und zuletzt mit einem weiteren Glasplittchen der selben Groéfse als Deckel
versehen. Die gestapelten Plattchen wurden anschliefiend in eine Hydratationskammer mit
gesittigter KoSO4-Losung gegeben. Diese wurde verschlossen und iiber Nacht im Brut-
schrank bei 48 °C inkubiert. Hierdurch entstanden orientierte Lipiddoppelschichten. Zur
Messung im Spektrometer wurden die Glasplattchen zuerst mittels Parafilm luftdicht ver-
schlossen und anschliefiend mit drei Schichten Klarsichtfolie umwickelt.

Die Messungen erfolgten an einem Bruker 500 MHz Spektrometer. Als Probenkopf diente
ein HXY-Modell ebenfalls von der Firma Bruker. An diesem Probenkopf war zur Pro-
benaufnahme eine Flachspule fiir Glasplittchen montiert. Fiir die Messungen der 3'P-
NMR-Spektren wurde die Protonen-entkoppelnde Hahn-FEcho-Pulssequenz verwendet. Re-
ferenziert wurden die 3'P-NMR-Spektren iiber 85% Phosphorsiure. Hierzu wurde das
Intensitdtsmaximum des erhaltenen Spektrums auf Oppm gesetzt. Die eindimensionalen
15N-Spektren wurden durch die Benutzung eines Kreuzpolarisationspulsprogramms auf-
genommen [40]. Wihrend der Akquisition fand eine heteronukleare 'H-'N-Entkopplung
statt. Dies geschah iiber die SPINAL-16 Pulssequenz [41]. Zur Referenzierung diente bei
den "N Messungen, festes '>’NH,4SO4, wobei das Intensititsmaximum auf 26,8 ppm festge-
legt wurde. Protonen wurden auf 4,7 ppm fiir Wasser referenziert. Die Prozessierung und

Visualisierung Der Daten erfolgte mit der Software Topspin der Firma Bruker.

3.1.9 Bioinformatische Methoden

Das Programm SEQUENZ wurde mit Hilfe des Programmes Microsoft Visual Studio 2010
in der Programmiersprache C++ geschrieben. Die Datenaufbereitung und die Erstellung
von artifiziellen Datenbanken wurde mit dem Programm FEclipse in der Sprache Python
durchgefiihrt. Alle Skripte zur Datenprozessierung, sowie die Rohdaten der Analyse, das
Programm Protein Origami und SEQUENZ stehen zum Download unter der in Anhang

6.7 angegebenen Adresse zur Verfiigung.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Datenbankanalyse
4.1.1 Datenbanken als Quelle von Proteinsequenzen

Um global nach Charge Zippern in membranstindigen oder membranaktiven Proteinen zu
suchen, werden zunéchst einmal grofe Datenbanken mit moglichst vielen Proteinsequenzen
aus unterschiedlichsten Organismen bendtigt. Eine Datenbank, die diese Kriterien erfiillt,
ist die grofte bioinformatische Datenbank fiir Proteine aller Lebewesen und Viren, die Uni-
versal Protein Database (UNIPROT) [42]. Diese Datenbank enthélt auch viel Information
iiber die Proteinfunktionen, sowie iiber die Proteinstrukturen. Die UNIPROT Datenbank
stellt ein Konsortium aus dem FEuropean Bioinformatics Institute (EBI), dem Swiss Insti-
tute of Bioinformatics (SIB) und der Protein Information Resource (PIR), der National
Biomedical Research Foundation (NBRF) dar.

Die UNIPPROT Datenbank beinhaltet drei Elemente, die es dem Anwender erlauben,
je nach spezifischem Gebrauch, darauf zuzugreifen: Die UNIPROT Reference Cluster er-
moglicht einen schnellen Zugriff auf nicht redundante Proteinsequenzen. Hierbei ist der
Informationsgehalt geringer, jedoch iiber Querverkniipfungen leicht einsehbar. Das UNI-
PROT Archive dient zur Speicherung aller 6ffentlich erhéltlichen Proteinsequenzdaten und
beinhaltet bis auf die Proteinsequenz relativ wenig Information zum gesuchten Protein.
Als dritte Subdatenbank enthilt UNIPROT die UNIPROT Knowledge Database (UNI-
PROTKB). Sie stellt die zentrale und ausfiihrlichste Datenbank innerhalb der UNIPROT
Umgebung dar. Hier finden sich detaillierte Informationen zu Funktion, Struktur und Klas-
sifikation der gesuchten Proteine. Unter anderem auch Eintrége zur subzellularen Lokali-
sation des entsprechenden Proteins, sofern bekannt, aber auch eine genaue Annotation der
Proteinsequenz, welche Aminoséuren sich beispielsweise in a-helikaler Konformation befin-
den und welche Reste zu einer gegebenenfalls vorhandenen Transmembranregion gehéren.
Neben all diesen funktionellen und strukturellen Informationen bietet die UNIPROTKB
auch eine ausfiithrliche Literaturliste zum gesuchten Protein an.

Jedes der Mitglieder des Konsortium pflegt diese Datenbank, so dass sie in regelméfigen

Rhythmus erneuert wird. Im Moment umfasst die UNIPROTKB Datenbank etwa 540000
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Proteinsequenzen (Stand August 2013). Hierdurch erfiillt die Uniprot Datenbank alle Kri-
terien die bendtigt werden, um nach Charge Zippern zu suchen. Die Daten wurden im Flat
File Format heruntergeladen, was gewisse Vorteile mit sich bringt. Durch das Voranstellen
von zweibuchstabigen Tags, kann direkt nach den entsprechenden Funktionen des Proteins
innerhalb der Flat File Datei zugegriffen werden. Dies ist bei der Auswertung der Daten
von grofem Vorteil.

Neben der UNIPROT Datenbank bildet die Antimicrobial Peptide Database (APD) die
Grundlage fiir weitere Ergebnisse in dieser Arbeit [43]. Die APD stellt eine Sammlung von
derzeit etwa 2100 antimikrobiellen Peptiden dar, fiir die zum grofsen Teil weder die Struktur
noch der genaue Wirkmechanismus bekannt sind. Da antimikrobielle Peptide fiir gewohn-
lich die Membranintegritidt durch die Ausbildung von Poren stéren, und so ihre Wirkung
entfalten konnen, liegt es durchaus auf der Hand, dass Interaktionen zur Ausbildung ei-
ner Pore {iber geladene Reste und damit iiber beispielsweise Charge Zipper entstehen. Auf
dieser Grundlage dient die APD als weitere Quelle an potentiell Charge Zipper tragenden

Proteinen.

4.1.2 SEQUENZ - Ein Programm zur Identifizierung von hypothetischen

Charge Zipper Motiven

In dieser Arbeit wird zwischen drei verschiedenen Charge Zipper Definitionen unterschie-
den: Hypothetische Charge Zipper Motive (HCZ-Motive) beschreiben das Auftreten der
komplementar geladenen Aminosdurenanordnung in der Primérstruktur eines Proteins.
Potentielle Charge Zipper Motive (PCZ-Motive) sind aufgrund der Sekundérstrukturen,
auf welchen die am HCZ-Motiv beteiligten Reste zu finden sind, theoretisch in der Lage
ihre Ladungen gegenseitig zu neutralisieren, wahrend der Begriff realisiertes Charge Zipper
Motiv (RCZ-Motiv) fiir tatséchlich ausgebildete Salzbriicken steht, welche aufgrund der
rdumlichen Anordnung der am PCZ-Motiv beteiligten Reste, entstehen.

Es liegt auf der Hand, dass sehr grofse Datenmengen, wie sie in der UNIPROT Datenbank
vorliegen, nicht manuell auf HCZ-Motive durchsucht werden kénnen. Aus diesem Grund
war es notig eine Software zu entwickeln, die diese Aufgabe in ansprechender Zeit und
mit absoluter Genauigkeit erledigt. Hierzu wurde in Zusammenarbeit mit Hartmut Heinz-

mann und Johannes Peters vom Institut fiir Biologische Grenzflichen 2 (IBG2) am KIT
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das Programm SEQUENZ erstellt. Dieses erfiillt alle erforderlichen Aufgaben mit hoher

Prézision.

Algorithmus zur Identifikation von hypothetischen Charge Zipper Motiven
Der Algorithmus zur Identifizierung von HCZ-Motiven arbeitet in vier Schritten (Abbil-
dung 8). Zuerst wird aus den Flat File Dateien der UNIPROT Datenbank die entsprechende
Primérstruktur extrahiert (Schritt 1). Anschliefend werden in der Primérstruktur geladene
Aminosduren markiert (Asp, Glu, Lys und Arg). Diese werden von der restlichen Proteinse-
quenz in ihrer jeweils auftretenden Reihenfolge ausgelagert und entsprechend ihrer Ladung
in eine Abfolge von +1 und —1 iibersetzt. Dabei werden Asp und Glu in —1, sowie Lys
und Arg in +1 umgewandelt (Schritt 2). Im néichsten Schritt erfolgt die eigentliche Suche
nach einer HCZ-Motiv.

Beginnend an der N-terminalen Position 2 der Sequenz (Position i), startet das Programm
mit der Suche, indem die entsprechende Zahl mit der Zahl an Position ¢ — 1 multipliziert
wird. In Abbildung 8 entspricht Position ¢ = —1 und Position ¢ — 1 ebenfalls —1. Das
Ergebnis dieser Multiplikation ist +1 und entspricht somit keinem Aminosdurenpaar mit
komplementirer Ladung. Anschliefsend verschiebt das Programm die Startposition auf die
Position i+ 1, die nun neu als Position i definiert wird. Nun wird ebenfalls eine Multiplika-
tion mit dem Rest ¢ — 1 durchgefiihrt. Dieser ist im besprochenen Beispiel in Abbildung 8
—1, was zu dem Ergebnis —1 nach der Multiplikation fiihrt (Position ¢ = 1). Hier handelt es
sich also um ein Paar mit komplementérer Ladung. Ist so ein Paar ausgemacht worden, so
werden die Flanken des Paares nach weiteren komplementiren Ladungspaaren abgesucht.
Es findet nun zuerst eine Multiplikation der Reste i+ 1 und ¢ — 2 statt. Ergibt das Ergebnis
der Multiplikation ebenfalls —1, so wird weiter gesucht, indem die Reste ¢ + 2 und ¢ — 3
miteinander multipliziert werden. Im Falle der Abbildung 8 gibt es keinen Rest ¢ — 3, was
zum Abbruch der Flankensuche fiihrt und die urspriingliche Position i 4+ 2 als Position i
neu definiert. Die Flankensuche wiirde ebenfalls abbrechen, sofern es den Rest ¢ — 3 geben
und die Multiplikation zum Ergebnis +1 fiihren wiirde.

Die nun neu definierte Position i wird wiederum mit Position ¢ — 1 multipliziert. Im ab-
gebildeten Beispiel kann hier kein komplementires Ladungspaar identifiziert werden und

die Position 7 wird erneut um einen Rest C-terminal verschoben. Wiederum findet eine
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Multiplikation mit dem Rest ¢ — 1 statt. Das Ergebnis der Multiplikation ist —1, so dass
auch hier die Flanken des Paares abgesucht werden. In diesem Fall gibt es keinen Rest ¢+ 1.
Damit endet die Analyse der Proteinsequenz, und die Suchergebnisse werden in Form von

Klammern zwischen den identifizierten Ladungspaaren ausgegeben.

Schritt 1: Extraktion der Proteinsequenz SAFGDLMNFDIHRLLVKQWDHHI
Schritt 2: Identifizierung der geladenen Reste und DDRKD
Ubersetzung in +1 und -1 ——+++
Schritt 3: Identifizierung von Charge Zippern:
i i i i
- - - = = qp qp = = = qp qp = = = qp qp =
t! s tyl ta]
2. 2
3.
a) b) c) d)
Schritt 4: Ausgabe des Ergebnisses - -+ + - hier Identifizierung von m =1und m =2

Abbildung 8 — Algorithmus zur Identifizierung von hypothetischen Charge Zipper Motiven.
Schritt 1 extrahiert die Sequenz aus der Proteindatei, Schritt 2 Ubersetzt die geladenen Reste
in +1 und —1, Schritt 3 filhrt dann ausgehend von Position ¢ eine Multiplikation mit dem Rest
i—1 durch und ermittelt iiber das Ergebnis der Multiplikation eine eventuelles HCZ-Motiv. Schlus-
sendlich wird das Ergebnis in Schritt 4 ausgegeben.

4.1.3 Mathematisches Modell zur Erwartungswertberechnung von

hypothetischen Charge Zipper Motiven

Nachdem eine Datenbank die Proteinsequenzen enthélt ausgewdhlt und ein Algorithmus
entwickelt wurde, der diese Proteinsequenzen auf HCZ-Motive untersucht, stellt sich die
Frage wie wahrscheinlich es ist, dass ein Protein mit einer Anzahl an positiv geladenen
Resten und einer Anzahl an negativ geladenen Resten ein HCZ-Motiv ausbilden kann. Al-
ternativ ldsst sich das Ganze auch als Wahrscheinlich der Ausbildung einer Primérstruktur
beschreiben, die eine definierte Abfolge von geladenen Resten trégt.

Um diese Wahrscheinlichkeit zu beschreiben, beziehungsweise eine einen Erwartungswert
fiir ein HCZ-Motiv mit der Anzahl an komplementéren Ladungspaaren m vorherzusagen,

wurde von Stephan Grage am IBG2 empirisch eine Formel entwickelt, die dies erfiillt. Als
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Grundlage dieser Formel dient der Binomialkoeffizient (Z)

W)=mom

Der Binomialkoeffizient gibt an, auf wieviele verschiedene Arten man k£ Objekte aus einer
Menge von n verschiedenen Objekten auswéhlen kann, ohne diese zuriickzulegen und ohne
Beachtung der Reihenfolge.

Mit Hilfe des Binomialkoeffizienten war es nun moglich Erwartungswerte vorherzusagen.
Hierzu miissen allerdings drei verschiedene Félle unterschieden werden. In Abhéngigkeit
der Variablen n, p und damit auch N, kann der Erwartungswert Ny, eines HCZ-Motivs

der Linge m vorhergesagt werden. Fs gelten folgende Definitionen:

N = Summe der geladenen Aminosduren
n = Anzahl negativ geladener Aminosduren
p = Anzahl positiv geladener Aminosduren

m = Anzahl der komplementéiren Ladungspaare, bzw. Linge des HCZ-Motivs

Fall: n>m+4+2und m<p<m+1:

Nm—2m-(N—2)-(m—1)~<N_2m>+2-<N_2m) (3)

Fal 2 m<n<m+1undp>m+ 2:
N —2 N -2
Nm:2m-(N—2)~(m—1)-< m>+2~< m) (4)

p—m—2 p—m

Fall 3: Trivialer Fall, hier ist m gleich die Anzahl an n und p:

Ny = 2m (5)
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4.1.4 Hypothetische Charge Zipper Motive in der UNIPROT Datenbank

Bevor spezifisch nach TatAgq Analoga gesucht wurde, wurde zuerst das allgemeine Auftre-
ten von Charge Zippern in der UNIPROT Datenbank und der APD untersucht. Hierzu
wurden zu Beginn der Analyse die etwa 540000 Sequenzen der UNIPROT Datenbank in
zwei Gruppen eingeteilt: Losliche Proteine und Membranproteine. Als Kriterium fiir die
Einordnung in die entsprechende Gruppe diente das Vorhandensein einer nachgewiesenen
oder potentiellen Transmembranregion, was im entsprechenden Proteineintrag hinterlegt
ist. Findet sich ein entsprechender Eintrag, so wird das Protein der Membranproteinfrak-
tion zugewiesen. Wird ein solcher Eintrag nicht gefunden, wird es in die 16sliche Fraktion
eingeteilt. Durch die Tatsache, dass die antimikrobiellen Peptide der APD selbst membran-
aktiv sind um ihre Wirkung zu entfalten, wurden diese nicht gruppiert.

Nachdem die Gruppierung anhand dieses Kriteriums abgeschlossen war, konnten fiir die
16sliche Fraktion 466934 Proteine identifiziert werden, wohingegen die Gruppe der Mem-
branproteine 73612 Proteine umfasste. Die UNIPROT Datenbank enthéalt somit 86,4 %
lésliche Proteine und 13,6 % Membranproteine. Neben der Einteilung in transmembrane
und nicht transmembrane Proteine, wurde auch die Langenverteilung und die prozentuale
Aminosidurenzusammensetzung untersucht (Abbildung 9). Dieses dient als Grundlage fiir
die spétere Generierung von artifiziellen Datenbanken, welche ebenfalls auf das Auftreten
von HCZ-Motiven untersucht werden, um somit eventuell eine Aussage zur biologischen
Relevanz von HCZ-Motiven treffen zu konnen (Abschnitt 4.1.5).

Abbildung 9A zeigt die Langenverteilung der Aminosiduresequenzen der gefundenen 16sli-
chen und transmembranen Proteine. Hierbei liegt die mittlere Linge fiir transmembrane
Proteine bei etwa 200 AS und fiir 16sliche Proteine bei etwa 190 AS. Der prozentuale Anteil
an vorkommenden Aminosduren unterscheidet sich ebenfalls. Die hauptséchlichen Unter-
schiede zwischen 16slichen und transmembranen Proteinen liegen in den geladenen und
unpolaren Aminoséuren. Wahrend der Anteil an geladenen Aminoséuren (E, D, K und R)
bei den 16slichen Proteinen deutlich grofer ist, so ist der Anteil an unpolaren Aminoséuren
(I, L und V) bei den transmembranen Proteinen erhoht. Interessanterweise ist der Anteil
an polaren Aminoséuren wie beispielsweise S und T, bei den Membranproteinen héher, als

bei den 16slichen Proteinen.
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Die selben Analysen wurden auch fiir die APD durchgefiihrt. Hier ergibt sich eine mittlere
Lénge von etwa 30 AS. Die Aminosiurenzusammensetzung unterscheidet sich iiberraschen-
derweise stark von der der Membranproteine. Extreme Unterschiede bestehen im hohen
Anteil an C, G und K, im Vergleich zu Membranproteinen, wihrend der Anteil an Leucin
(L) im Vergleich zu den transmembranen Proteinen geringer ist. Im néchsten Schritt wur-
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Abbildung 9 - Aminosduren- und Langenverteilung in Proteindatenbanken. (A) Aminosiuren-
sequenzlidngenverteilung von 16slichen und transmembranen Proteinen. Proteine mit mehr als 1000
AS wurden in dieser Darstellung nicht beriicksichtigt. (B) Vergleich des Aminoséurenprofils zwi-
schen I6slichen und transmembranen Proteinen. (C) Aminosiurensequenzléngenverteilung in der
APD. (D) Vergleich des Aminosdurenprofils zwischen der APD und transmembranen Proteinen
und 16slichen Proteinen aus der UNIPROT Datenbank.

den die drei Datenbanken (losliche Proteine, Membranproteine und antimikrobielle Peptide
der APD) auf HCZ-Motive untersucht (Abbildung 10), dass heift ob sie eine dafiir geeigne-
te Reihenfolge von geladenen Aminosduren in ihrer Sequenz aufweisen. Dabei wurden die
Ergebnisse fiir m = 1, was den trivialen Fall von einer positiv geladenen Aminosidure und
einer negativ geladenen Aminoséure darstellt, nicht beriicksichtigt. In Abbildung 10A und
B finden sich die Ergebnisse fiir die l6slichen Proteine wieder. Wie nach dem Binomialkoef-
fizienten zu erwarten war, nimmt die Gesamtanzahl der HCZ-Motive mit steigender Linge

m ab. Wihrend die Abnahme fiir die Gesamtanzahl an HCZ-Motiven eher exponentiell
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abnimmt, so nimmt die Zahl an Proteinen mit einem HCZ-Motiv der Linge m sigmoi-
dal ab (Abbildung 10B). Dabei wurden HCZ-Motive mit einer Lénge von bis zu m = 59
sowohl fiir 16sliche als auch fiir transmembrane Proteine gefunden. Auch die Gruppe der
Membranproteine zeigt die selbe HCZ-Motiv Verteilung (Abbildung 10C und D). Ebenfalls
wurde in der APD eine grofe Anzahl an HCZ-Motiven entdeckt (Abbildung 10E und F).
Interessanterweise ist hier entgegen der Wahrscheinlichkeitsverteilung durch den Binomi-
alkoeffizienten die Anzahl an Proteinen mit einem HCZ-Motiv der Linge m = 3 grofer
als die Anzahl an Proteinen mit einem HCZ-Motiv der Linge m = 2. In dieser Datenbank

wurden keine HCZ-Motive gefunden, die langer als m = 9 sind.

Um nun die Verteilung der HCZ-Motive zwischen den drei Datensitzen zu vergleichen,
wurde das Auftreten der mittleren Anzahl an HCZ-Motiven der Linge m, je 100 Amino-
sduren ermittelt. Um dies zu ermdglichen wurde die Gesamtanzahl an HCZ-Motiven in den
einzelnen Datenbanken durch die Gesamtanzahl an Aminosiuren geteilt. Die Ergebnisse
hierzu sind in Abbildung 11 dargestellt. Wihrend es in 16slichen Proteinen zum Auftreten
von etwa 3 HCZ-Motiven der Linge m = 2 je 100 AS kommt, so liegt diese Zahl bei den
Proteinen in der APD und den Membranproteinen bei etwa 2. Generell gleicht das Auftre-
ten der HCZ-Motive in der APD eher dem der Membranproteine. Erst ab einer Lange von
m = 4 unterscheiden sich auch Membranproteine und APD Proteine deutlich voneinander.
Das Auftreten von HCZ-Motiven der Linge m ist in 16slichen Proteinen daher wahrschein-
licher, als in den Proteinsequenzen der APD und der Membranproteine, wahrscheinlich weil

erstere prozentual mehr geladene Aminosiuren besitzen, wie in 9 deutlich wird.

Abbildung 11 - Mittlere Anzahl von
HCZ-Motiven je 100 AS in Membran- 4
proteinen, l6slichen Proteinen und den
Proteinen der APD.
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Abbildung 10 — Hypothetische Charge Zipper Motiv Verteilungen in Proteindatenbanken. Ge-
samtanzahl an HCZ-Motiven der Lange m und der Anzahl an Proteinen mit HCZ-Motiven der
Lénge m in 16slichen Proteinen (A, B), Membranproteinen (C, D) und den Proteinen der APD (E,
F). Fiir die Abbildungen B, D und F werden HCZ-Motive der Linge m nicht mehrfach gezihlt,
also erscheinen nicht unter m — 1, m — 2, etc.
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4.1.5 Statistische Wahrscheinlichkeit des zufilligen Auftretens eines

hypothetischen Charge Zipper Motivs

Um Aussagen iiber die tatsdchliche Haufigkeit von HCZ-Motiven in Aminosduresequen-
zen von Proteinen zu treffen, war es notig die statitische Wahrscheinlichkeit zu berechnen,
mit der ein HCZ-Motiv rein zufillig in einer Proteinsequenz auftritt. Es liegt nahe, dass
HCZ-Motive rein statistisch auftreten, ohne dabei eine biologische Relevanz zu besitzen.
Je langer ein Protein ist und umso mehr geladene Aminosduren vorkommen, desto hoher
ist die Wahrscheinlichkeit fiir ein HCZ-Motiv.

Es wurden artifizielle Datenbanken erstellt, die sowohl in der Langenverteilung als auch in
der Aminosiureverteilung mit der zu testenden Datenbank iibereinstimmen. Hierbei un-
terscheiden sich die zu iiberpriifende Datenbank und die artifiziellen Datenbank lediglich
in der zufilligen Abfolge von Aminosduren in den Sequenzen der artifiziellen Datenbank.
Dadurch war es moéglich Aussagen iiber eine eventuelle Bevorzugung von Charge Zippern
der Liange m in der zu untersuchenden Datenbank zu treffen.

Die Léngenverteilung konnte dabei exakt umgesetzt werden, wohingegen die Aminoséure-
verteilung lediglich anndhernd die Werte der Vergleichsgruppe annehmen konnte. Zur Fr-
stellung der kiinstlichen Datenbanken wurde ein spezieller Algorithmus verwendet. Durch
Vorgaben der zu verwendenden Aminosduren und deren prozentualen Anteilen in der Ver-
gleichsgruppe, wurden auf dieser Grundlage die Sequenzen der artifiziellen Datenbank er-
stellt. Dabei ging der Algorithmus folgendermafen vor: Aus dem Pool der zu verwendenden
Aminosiuren wurde willkiirlich eine Aminosiure gezogen. Anschliefsend erfolgte ebenfalls
die zufillige Ziehung einer Zahl zwischen Null und Eins. Hierbei entspricht die Zahl Null
0% und Eins 100 % prozentualem Auftreten Im néchsten Schritt wurde die ermittelte Zahl
mit der vorgegebenen Aminosdurenverteilung verglichen. Lag die ermittelte Zahl iiber der
des prozentualen Anteils, so wurde diese Aminosdure verworfen und eine andere Amino-
sdure gezogen. Es erfolgte wiederum die Ermittlung einer Zahl zwischen Null und Eins.
Lag diese ermittelte Zahl nun unter dem Wert des prozentualen Anteils der neu gezoge-
nen Aminosdure, oder waren beide Werte identisch, so wurde diese Aminosdure an die
zu erstellende Sequenz angehéngt. Dies geschah so lange bis die Anzahl an Aminosduren

fiir die entsprechende Léngenvorgabe erreicht wurde. Dies wurde so oft wiederholt, bis die
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vorgegebene Anzahl n an Proteinen mit der Lange [ Aminoséuren erstellt worden sind. So
konnten alle Léngen an Proteinen in entsprechender Anzahl generiert werden.

Zum Vergleich mit der Kontrollgruppe wurden drei artifizielle Datenbanken erstellt, deren
Mittelwerte in Abbildung 12 zu sehen sind. Wie bereits erwdhnt unterscheiden sich die
Aminosiurezusammensetzungen der artifiziellen Datenbank und der der Membranprotei-
ne. Zum einen auf Grund der Tatsache, dass lediglich 3 x 73612 Sequenzen erstellt wurden,
so dass die Anzahl an Sequenzen relativ gering ist, um die Verteilung der Aminosédure-
zusammensetzung von Membranproteinen exakt wieder zu spiegeln und zum anderen durch
die Tatsache, dass in Membranproteinen auch andere, nicht kanonische Aminoséuren, zu
finden sind. Desweiteren gibt es auch einen sehr geringen Anteil an Sequenzen in der Grup-
pe der Membranproteine, fiir die nicht die komplette Sequenz vorliegt und daher Fehlstellen
zu finden sind. Diese Fehlstellen an denen nicht genau bestimmt ist, welche Aminosiure
auftritt, tragen ebenfalls zu einer leicht abweichenden Aminosiurenverteilung bei.

Wie in Abbildung 12B zu erkennen ist, unterscheiden sich die HCZ-Motiv Langenverteilun-
gen der Membranproteine und der artifiziellen Datenbanken nicht voneinander. Falls doch,
s0 liegen die Werte der artifiziellen Datenbank innerhalb der Fehlertoleranz. Der Vergleich
der gefundenen Proteine mit einem HCZ-Motiv der Lange m (Abbildung 12C) zeigt hier ein
etwas anderes Bild. So ist die Anzahl an Proteinen mit einem HCZ-Motiv der Linge m in
der artifiziellen Datenbank leicht erhdht. Erst ab m = 6 liegen die Werte fiir die artifizielle
Datenbank innerhalb der Fehlertoleranz. Die Anzahl an HCZ-Motiven je 100 Aminosiuren
(Abbildung 12D) ist — im Gegensatz zur Anzahl an Proteinen mit einem HCZ-Motiv der

Liange m — nahezu identisch mit der der artifiziellen Datenbank.
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Abbildung 12 - Vergleich der HCZ-Motiv Verteilung mit artifiziellen Datenbanken. (A) Amino-
sdureverteilung in Membranproteinen und der artifiziellen Datenbank. (B) Gefundene HCZ-Motive
in Membranproteinen und der artifiziellen Datenbank. (C) Anzahl der Proteine mit einem HCZ-
Motiv der Linge m in Membranproteinen und der artifiziellen Datenbank. (D) HCZ-Motive je 100
AS in Membranproteinen und der artifiziellen Datenbank.
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4.1.6 TatAg4 dhnliche Proteine

Nachdem die allgemeine Analyse des Auftretens von HCZ-Motiven in der UNIPROT Da-
tenbank und in der APD abgeschlossen wurde, wurde speziell nach TatAgq dhnlichen Pro-
teinen gesucht. So wurden zur Suche spezifische strukturelle Eigenschaften von TatAgq zu
Grunde gelegt: Zuerst musste eine nachgewiesene oder potentielle transmembrane Region
in der Priméarsequenz des Proteins vorhanden sein. Dieses Kriterium schrinkt die Anzahl
an Treffern erheblich ein. Es wurden daher lediglich die 73612 identifizierten Membran-
proteine als Grunddatensatz verwendet. Als n#chstes sollten die gesuchten Proteine ein
HCZ-Motiv mit einer minimalen Linge von m = 5 besitzen, wobei die Linge des Charge

Zippers in TatAgq m = 7 betrigt. Dabei stellte sich heraus, dass dies auf 30034 Proteine

zutrifft.
Tabelle 7 — TatAy dhnliche Proteine in der UNIPROT Datenbank
Kriterium Anzahl Proteine
Schritt 1 Transmembranregion 73612
Schritt 2 Charge Zipper > m =5 30034
Schritt 3 Charge Zipper maximal 10 Reste von der Trans- 10618
membranregion entfernt
Schritt 4 Bereinigung um homologe Proteine 6437
Schritt 5  Strukturelle Informationen vorhanden 158
Schritt 6  Strukturelle Informationen des Bereichs des Auf- 0

treten des Charge Zippers

Die Anzahl an Proteinen konnte weiter eingeschrinkt werden, indem ein weiteres struk-
turelles Kriterium des TatAgq Proteins zu Grunde gelegt wurde. In TatAq beginnt das
HCZ-Motiv 4 Aminosduren entfernt vom C-Terminus der letzten an der Transmembranre-
gion beteiligten Aminosdure. Dieser Abstand wurde auf maximal 10 Aminosduren gesetzt.
Um nun die HCZ-Motive der verbliebenen 30034 Proteine auf diese Eigenschaft hin zu
iiberpriifen, wurde das Programm SEQUENZ erweitert. Es lieferte nun nicht mehr nur die

HCZ-Motiv Anzahl und Lokalisation in der Primérstruktur eines Proteins, sondern konnte
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auch iiber die in der Datenbank hinterlegte Information der Position der Transmembranre-
gion die relative Position des HCZ-Motivs bestimmen. Des weiteren konnte auch bestimmt
werden, ob sich das HCZ-Motiv C- oder N-terminal von der Transmembranregion befindet.
Durch diese Programmerweiterung wurde die Anzahl an potentiellen Treffern noch einmal
wesentlich eingeschrankt. Es wurden 10618 Proteine ermittelt, die den strukturellen Eigen-
schaften des TatAyq Proteins entsprechen kénnten.

Um diese Anzahl an Sequenzen weiter einzuschrinken, wurde die Sequenzliste um homologe
Proteine aus verschiedenen Spezies bereinigt. Es verblieben noch 6437 Sequenzen von un-
terschiedlichen Proteinen. Diese Proteinliste findet sich in Anhang 6.7. Nachfolgend wurde
nun untersucht, ob fiir diese Proteine (und fiir die zuvor entfernten Homologen) struk-
turelle Informationen in Form von Rontgenkristallographie- oder NMR-Daten vorliegen.
Dies war nur fiir 158 Proteine der Fall. Eine weitere Eingrenzung fand statt, indem unter-
sucht wurde, ob strukturelle Information fiir den Bereich des Proteins vorliegt, der auch
das HCZ-Motiv triagt. Dies war bei keinem der identifizierten Membranproteinen der Fall,
da die Kristall- oder NMR-Strukturen haufig ohne die Transmembransegmente und deren
Umgebung gelost worden waren. Es konnte somit nicht iiberpriift werden, ob in TatAgq
dhnlichen Proteinen ein CZ-Motiv vorliegt. Eine Ubersicht der Identifizierung findet sich

in Tabelle 7 wieder.

4.1.7 Hypothetische Charge Zipper Motive in antimikrobiellen und

membranassoziierten Proteinen

Neben der Suche nach TatAg dhnlichen Proteinen wurde des weiteren ein spezieller Fo-
kus auf membranassoziierte und membranaktive Proteine gelegt. Hierbei dienten ebenfalls
Informationen des jeweiligen UNIPROT Datenbankeintrags als Auswahlkriterium. Neben
dieser funktionellen Bedingung, sollte auch ein HCZ-Motiv mit mindestens m = 6 vorhan-
den sein. Hierbei wurde nicht nur die UNIPROT Datenbank durchsucht, sondern auch die
APD. Unter den Ergebnissen der UNIPROT Datenbank fand sich unter anderem (siehe
Anhang 6.7) eine interessante Proteinfamilie identifiziert: Die E™S Proteine der Pestiviren.
Das E™® Protein stellt dabei mit einer einzigartigen RNase Funktion ein Hiillprotein des
Virions, dar. Es besitzt einen HCZ-Motiv der Groke m = 6. Dieser ist fiir die 185 Da-

tenbankeintrige der E™® Proteinfamilie weitestgehend konserviert. Dabei befindet sich das
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HCZ-Motiv im E™? Protein auf einem relativ langen o-helikalen Bereich und kann deshalb
als PCZ-Motiv betrachtet werden. Aus diesen Griinden wird die Rolle des PCZ-Motivs im
E™S Protein in Abschnitt 4.1.8 genauer untersucht.

Wie in Abschnitt 1.4 beschrieben wurde, kénnen PCZ-Motive nicht nur als intramolekula-
res Assemblierungsmotiv, sondern potentiell auch als intermolekulare Erkennungssequenz
zur Multimerisierung dienen. Um membranaktive Proteine zu identifizieren, die dieses Se-
quenzmotiv als intermolekulares Signal zur Multimerisierung nutzen, wurde ebenfalls die
UNIPROT Datenbank durchsucht. Hierbei wurden Randbedingungen verwendet, die es
ermdglichen, spezifische Proteine aus der unzihligen Menge an Proteinen zu identifizieren.
Das PCZ-Motiv durfte hierbei nicht langer als m = 3 (dies entspricht sechs geladenen Ami-
nosduren) sein und auf der nachgewiesenen oder vorhergesagten transmembranen Region
des Proteins liegen. Die typische Linge einer Transmembranhelix betrigt etwa 23 AS. Zu-
sdtzlich wurde eine nachgewiesene oder vorhergesagte a-helikale Konformation des Prote-
ins an der Stelle des Auftretens des HCZ-Motivs vorausgesetzt. Um die Wahrscheinlichkeit
eines PCZ-Motivs als Multimerisierungssequenz zu erhéhen, wurde als letzte Randbedin-
gung festgesetzt, dass das Protein nicht aus mehr als 35 Aminoséuren bestehen soll, also
die Membran nur einmal durchspannen kann.

Diesen Randbedingungen entspricht ein weiteres interessantes Protein: TisB aus FE. coli.
TisB spielt eine essentielle Rolle bei der Ausbildung von persistenten Zellen und damit
bei der Biofilmentstehung. Die TisB Sequenz besteht aus 29 Aminosiuren, wobei hier ein
HCZ-Motiv mit m = 2 vorliegt. Strukturelle Eigenschaften fiir TisB sind bisher nur in der
Arbeitsgruppe Ulrich untersucht worden, und eine transmembrane, a-helikale Konformati-
on wurde vorausgesagt [44,45|. TisB besitzt also ein PCZ-Motiv. Da TisB als Beispiel fiir
eine iiber das PCZ-Motiv vermittelte Multimerisationssequenz dient, wird es in Abschnitt
4.3 strukturell und funktionell genauer untersucht.

Auch die APD wurde auf PCZ-Motive durchforstet. Hier wurden die selben Kriterien ange-
wandt, wie sie auch fiir das '™ Proteins zutreffen und zusétzlich musste eine nachgewiesene
oder vorhergesagte a-helikale Konformation vorhanden sein. Um mogliche membranaktive
Proteine zu identifizieren, bei denen das PCZ-Motiv als intramolekulares Assemblierungs-
motiv dienen kdnnte, wurde die maximale Linge auf 80 Aminosiuren festgelegt. Uber das

PCZ-Motiv wére es fiir diese Proteinen moglich, eine a-helikale Haarnadelschleife zu bil-
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den, die iiber Salzbriicken stabilisiert wird. Damit konnten die antimikrobiellen Peptide
beispielsweise in die Membran integrieren und Poren ausbilden. Von gegenwirtig 2295 Ein-
triagen in der APD (Stand September 2013) haben 58 Proteine eine zumindest teilweise

a-helikale Konformation (Anhang 6.7). Von dieser Menge an Proteinen besitzen lediglich

7 Proteine ein HCZ-Motiv mit der Lénge m > 4 (Tabelle 8).

Tabelle 8 — a-helikale Proteine mit einem HCZ-Motiv der Linge m > 4

Name

Sequenz

m

Nm

Amoebapore C

Caenopore 5

Dermcidin

Im-1

Porcine NK-Lysin

SP-BN

Vejovine

IPVLCPVCTS
LETLCAKADG
ILEGGSAKLI
RSALSCQMCE
FDAECKKLFH
THELEGGTAP
SSLLEKGLDG
SVGKGAVHDV
FSFKRLKGFA
KNFAKDMLSE
GLICESCRKI
ASQVCDKLKI
LTGKKPQAIC
AGANDLCQEC
RKFLEQECDI
VIDYFQGQIK
GIWSSIKNLA
NKFVADKIGV

LVGKLIDLVL
LVETLCTKIV
CGLTHAC

LVVKKYEGSA
TIPFGTRECD
KDVCTKLNEC
AKKAVGGLGK
KDVLDSV

KKLWNSKLAR
GEEAPPAAEP
IQKLEDMVGP
LRGLCKKIMR
VDIKICKEKT
EDIVHLLTKM
LPLKLLVPRC
PKAICSHVGL
SKAWNSDIGQ
TPSQAASMTL

GGAVDKVTDY
SYGIDKLIEK

DKDANVIKKD
HYVNSKVDPI
P

LGKDAVEDLE

KIRTKGLKYV
PVEAPQ
QPNEDTVTQA
SFLRRISWDI
GLI
TKEDAFQDTI
RQVLDVYLPL
C
SLRNKAAGAI
DEIVDAMYYD

4

6,4 -

1,9

2,6 -

1,9

2.3

7,2

3,5

1077

1073

1073

1073

1076

107°

-1073

So konnte beispielsweise Caenopore 5 aus C. elegans identifiziert werden. Dieses Protein
tragt ein HCZ-Motiv mit m = 6. Desweiteren Im-1, ein antimikrobielles Peptid aus dem
Skorpion Isometrus maculatus. Im-1 enthilt ebenfalls ein HCZ-Motiv mit m = 6. Ein
weiteres interessantes Protein mit einem HCZ-Motiv der Lénge m = 7 ist Dermcidin.
Dermcidin ist ein antimikrobielles Peptid aus dem menschlichen Schweiss. Durch die a-
helikale Konformation, die sehr kurze Proteinsequenz und das Vorhandensein eines sehr

langen HCZ-Motivs, stellt Dermcidin ein Protein dar, bei welchem die Wahrscheinlichkeit

43



4 Ergebnisse und Diskussion

eines RCZ-Motivs hoch ist. Der Charge Zipper kénnte, wie auch beim E™® Protein, eine a-
helikale Haarnadelschleife verbriickt durch das PCZ-Motiv ausbilden, wodurch Dermcidin
als oligomere Pore seine antimikrobielle Aktivitdt entfalten kénnte. Aus diesem Grund
wurde Dermcidin in dieser Arbeit strukturell und funktionell untersucht. Die Ergebnisse
finden sich in Abschnitt 4.2.

Neben der Suche nach HCZ-Motiven tragenden Proteinen die sich in a-helikaler Konfor-
mation auf sich selbst zuriickfalten und dadurch antimikrobiell wirken kénnten, wurde die
APD noch auf TisB dhnliche Proteine untersucht. In diesem Fall wurde speziell auf das
Vorhandensein eines HCZ-Motivs der Lingen m = 2 und m = 3 Wert gelegt. Dariiber
hinaus sollte die Nettoladung nicht mehr als £2 betragen, so dass mindestens zwei Drit-
tel der geladenen Aminosduren am Charge Zipper beteiligt sind. Des weiteren sollten die
gesuchten Proteine eine a-helikale Konformation besitzen und aus nicht mehr als 35 AS
bestehen.

Proteine die diesen Anforderungen entsprechen finden sich in Tabelle 9 wieder. Ebenfalls
sind die Erwartungswerte N, angegeben. Es konnten insgesamt 37 Proteine mit m = 2
identifiziert werden und 9 Proteine mit m = 3. Darunter finden sich antimikrobielle Pepti-
de von Froschen wie Cearine, Dermaseptine oder Brevinine. Auch konnte Isracidin aus der
Rindermuttermilch ausgemacht werden. Die Helical Wheel Darstellungen der in Tabelle 9

auftretenden Proteine sind in Anhang 6.2 und 6.3 zu finden.

Tabelle 9 - HCZ-Motiv tragende Proteine mit m = 2 und m = 3

Name Sequenz AS Nm
m =2
Odorranain-N1 DEKGPKWKR 9 83-1072
Histone H6-like protein PKRKSATKGD EPA 13 8,3-1072
Metalnikowin I VDKPDYRPRP RPPNM 15 &8,3- 1072
Metalnikowin ITA VDKPDYRPRP WPRPN 15 8,3 1072
Metalnikowin IIB VDKPDYRPRP WPRNMI 16  8,3- 1072
Metalnikowin III VDKPDYRPRP WPRPNM 16 83- 1072
a-Basrubrin GADFQECMKE HSQKQHQHQG 20 0,125
Andersonin-X1 GLFSKFAGKG IVNFLIEGVE 20 0,25
Ocellatin-4 GLLDFVTGVG KDIFAQLIKQ I 21 0,25
Salivaricin A KRGSGWIATI TDDCPNSVFV CC 22 0,25
Caerin 4.1 GLWQKIKSAA GDLASGIVEG IKS 23 0,125
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Tabelle 9 — HCZ-Motiv tragende Proteine mit m = 2 und m = 3 (Fortsetzung)

Name Sequenz AS Nm

Caerin 4.2 GLWQKIKSAA GDLASGIVEA IKS 23 0,125

Caerin 4.3 GLWQKIKNAA GDLASGIVEG IKS 23 0,125

Isracidin RPKHPIKHQG LPQEVLNENL LRF 23 8.3 1072

Brevinin-1-OR3 IDPFVAGVAA EMMQHVYCAA SKKC 24 0,25

Brevinin-1-OR6 TIPFVAGVAA EMMEHVYCAA SKKC 24 0,25

Brevinin-1-ORS8 ILPFVAGVAA EMMEHVYCAA SKKC 24 0,25

Brevinin-1-OR9 TLPFVAGVAA MEMEHVYCAA SKKC 24 0,25

Brevinin-2-OA4 GLLDTFKNLA INAAESAGVS VLNSLSCKLS 33 0,125
KTC

Delta-Lysin I MAADIISTIG DLVKLIINTV KKFQK 25 8,3 1072

Dermaseptin-DIb GLWSKIKEAA KTAGLMAMGF VNDMV 25 0,125

Dermaseptin-H15 GLWSKIKDVA AAAGKAALGA VNEAL 25 0,125

Dermaseptin-H7 GLWSKIKDVA AAAGKAALGA VNEAL 25 0,125

Dermaseptin-H4 GLWSTIKNVG KEAATAAGKA ALGALGEQ 28 0,125

Dermaseptin-Hb5 GLWSTIKNVG KEAATAAGKA VLGSLGEQ 28 0,125

Dermaseptin-HS8 GLWSTIKQKG KEAATAAAKA AGQAVLNSAS 33 8.3 1072
EAL

Dermaseptin-H9 GLWSTIKQKG KEAATAAAKA AGQAALNAAS 33 8.3 1072
EAL

Maculatin 3.1 GLLQTIKEKL ESLESLAKGI VSGIQA 26 6,3 1072

Enterocin NKR-5-3D TPGGIDFISG GPHVAQDVLN AIKNFFK 27 0,25

Hyen A CGESCVYIPC TVTALLGCSC KDKVCYKN 28 0,125

Plantaricin W KCKWWNISCD LGNNGHVCTL SHECQVSCN 29 0,25

Staphylococcin C55 CSTNTFSLSD YWGNKGNWCT ATHECMSWCK 30 0,25

Vhi-1 SISCGESCAM ISFCFTEVIG CSCKNKVCYL 31 0,25
N

Dermatoxin Al SLGSFMKGVG KGLATVGKIV ADQFGKLLEA 33 8,3 1072
GQG

Dolabellanin B2 SHQDCYEALH KCMASHSKPF SCSMKFHMCL 33 0,125
QQQ

Hb-3-P-1 AANFGPSVFT PEVHETWQKF LNVVVAALGK 33 0,25
QYH

Sushipeptide 3 HAEHKVKIGV EQKYGQFPQG TEVTYTCSGN 34 6,3 1072
YFLM

m=3

Caerin 3.1 GLWQKIKDKA SELVSGIVEG VK 22 6,3 1072

Eryngin ATRVVYCNRR SGSVVGGDDT VYYEG 25 6,3 1072
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Tabelle 9 — HCZ-Motiv tragende Proteine mit m = 2 und m = 3 (Fortsetzung)

Name Sequenz AS Nm
Ocellatin-2 GVLDIFKDAA KQILAHAAEK QI 22 6,3 1072
Ocellatin-5 AVLDILKDVG KGLLSHFMEK V 21 6,3 1072
Ocellatin-V3 GVLDILTGAG KDLLAHALSK LSEKV 25 6,3 1072
Odorranain-F-OA3 GFMDTAKNVA KNEAGNLLDN LKCKITKAC 29 4,2 1072
Ranatuerin-2 CPa GIMDTIKDTA KTVAVGLLDK IKCKITGC 28 4,2 1072
Ranatuerin-2 PLb GIMDTVKNAA KDLAGQLLDK LKCRITGC 28 4,2 1072
Ranatuerin-2 PLf GIMDTVKNAA KDLAGQLDKL KCRITGC 27 4,2 1072
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4.1.8 Zusammenfassung und Diskussion

Dass RCZ-Motive zur Stabilisierung von Membranproteinen beitragen, stellt ein neues
Konzept der Interaktion von Proteinen in Membranen dar. Hierbei kommt es durch die
komplementir geladenen Reste zur Bildung von Salzbriicken die die Ladungen neutralisie-
ren und es somit dem Protein ermdglichen, sich in die unpolare Umgebung der Membran
zu integrieren. Die Besonderheit dieses Assemblierungsmotivs liegt in der Tatsache be-
griindet, dass die Einbringung von einzelnen polaren oder sogar geladenen Resten in die
hydrophobe Membranumgebung grundsétzlich einen energetisch sehr ungiinstigen Zustand
darstellt [46]. In der Vergangenheit wurden verschiedene Hydrophobizitéitsskalen entwickelt,
um die benoétigte Energie zur Integration von geladenen Resten in hydrophobe Membra-
nen zu bestimmen [47,48|. Es stellte sich heraus, dass fiir das Einbringen einer einzigen
polaren Gruppe, wie sie in Serin oder Threonin-Seitenketten vorkommen, ein Energieauf-
wand von etwa 0,3 kcalmol™! bis 1kcal mol~! aufgebracht werden muss. Die Integration
einer ungeschiitzten Peptidbindung oder gar einer geladenen Seitenkette bendtigt im Ver-
gleich dazu einen noch héheren Energieaufwand (2kcalmol™! bis 6 kcalmol™!). In einer
Studie zur Berechnung von Solvatationsenergien konnte allerdings gezeigt werden, dass die
Ausbildung einer Salzbriicke und die damit verbundene Neutralisation der Ladungen den
energetischen Aufwand um etwa 0,4 kcal mol~! heruntersetzen kann [49]. Dies gilt ebenso
fiir Wasserstoftbriickenbildung zwischen polaren Resten in der hydrophoben Membran.

Aktuell ist der Wissenstand auf dem Gebiet der Helix-Helix Interaktion, vermittelt iiber
geladene Reste, noch sehr gering. Wahrend man bis vor einiger Zeit davon ausging, dass
diese eine Dimerisierung ihrer ungeladenen Form positiv beeinflussen kénnen, so mehren
sich neuerdings die Hinweise auf eine Interaktion zwischen geladenen Resten |50|. Dabei
konnen Helix-Helix Interaktionen vermittelt iiber geladene Seitenketten und damit {iber
eine Salzbriickenausbildung, durchaus vorkommen. Ob nun geladene Reste von artifiziel-
len Transmembrandoménen zur Dimerisierung und damit zur Helix-Helix Interaktion in
biologischen Membranen beitragen kénnen, wurde von Herrmann et al. iiberpriift [51]. Die
Autoren testeten mittels TOXCAT-Assays die Fahigkeit zur Dimerisierung von a-helikalen
Transmembrandomaénen iiber geladene Reste. Dabei stellte sich heraus, dass Salzbriicken

durchaus zur Stabilitdt von Helix-Helix Interaktion in biologischen Membranen beitragen
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konnen. Eine a-helikale Transmembrandoméne die geniigend hydrophobe Aminoséuren
enthielt um in die Membran zu integrieren, diente dabei als Ausgangssequenz. Zusitz-
lich enthielt diese Sequenz ein GXXXG Dimerisierungsmotiv. In diese Sequenz wurden an
unterschiedlichen Positionen Ladungsmutationen eingefiigt und die Fahigkeit zur Dimeri-
sierung tiberpriift. Interessanterweise konnten nur die Mutanten dimerisieren, bei welchen
sich die gegensitzlich geladenen Reste auf der selben Héhe und in grofter rdumlichen Nihe
auf der Helix befanden. Dabei konnten Dimerisierungen zwischen Transmembranregionen
beobachtet werden, die jeweils bis zu vier komplementér geladene Reste enthielten. Die
Interaktion konnte allerdings nur bei gleichzeitigem Vorhandensein eines GXXXG Motivs be-
obachtet werden. Wurde die Dimerisierung von Abstofungsmutanten iiberpriift, so konnte
trotz der Anwesenheit eines GXXXG Motifs, eine deutliche Verminderung der Dimerisierungs-
fahigkeit beobachtet werden. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen nicht nur, dass
Salzbriicken zur Dimerisierung von Transmembranhelices dienen kénnen, sondern auch,
dass zur Ausbildung eines Dimers, die geladenen Reste korrekt auf der Helix positioniert
sein miissen. Diese Positionierung konnte moglicherweise durch das GXXXG Motiv unter-
stiitzt werden.

Faltung und Assemblierung von Proteinen, vor allem von Transmembranproteinen, stellt
einen sehr komplexen Prozess dar [52,53]. Dabei miissen Proteine intramolekulare als auch
intermolekulare Wechselwirkungen eingehen. So konnte fiir das Protein TatAq gezeigt wer-
den, dass RCZ-Motive sowohl iiber inter- als auch intramolekulare Salzbriicken ausgebildet
werden und somit zur Struktur und Funktion der Pore beitragen [30]. Auf dieser Grund-
lage wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen nach TatAq4 dhnlichen und zum anderen
nach sonstigen a-helikalen Proteinen gesucht, die einen mdoglicherweise biologisch relevan-
ten Charge Zipper tragen.

Hierzu wurde die UNIPROT Datenbank in transmembrane Proteine und l6sliche Proteine
aufgeteilt. Es stellte sich heraus, dass etwa 13 % der hinterlegten Proteine eine nachgewie-
sene oder vorhergesagte Transmembranregion besitzen. Diese Zahl ist ungefdhr nur halb
so grof wie postuliert, da bekanntlich etwa 30 % der ORFs (open reading frames) von Or-
ganismen fiir Membranproteine codieren [54]. Dieser Unterschied lasst sich méglicherweise
dadurch erkldren, dass die UNIPROT Datenbank lediglich die Summe aller hinterlegten

Proteinsequenzen darstellt. Diese sind offensichtlich recht ungleichméfig verteilt. Wahrend
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nahezu alle Proteine die in . coli vorkommen hinterlegt sind, so ist dies fiir andere, weni-
ger beachtete Organismen nicht der Fall.

Neben der Einteilung in Membranproteine und 16sliche Proteine, wurde auch die Amino-
sdurenverteilung in den einzelnen Gruppen analysiert. Dies wurde ebenfalls fiir die Proteine
in der APD durchgefiihrt. Wie zu erwarten, waren hydrophobe Aminoséiuren in Transmem-
branproteinen {iberreprisentiert, wohingegen in der APD es einen drastisch hheren Anteil
von Cystein und positiv geladenen Aminoséuren (Lys, Arg) gab. Eine typische Eigenschaft
von antimikrobiellen Peptiden ist eine positive Nettoladung, um mit der negativ geladenen
bakteriellen Membran zu interagieren [55]. Dies begriindet den erhéhten Anteil an positiv
geladenen Aminosduren. Der hohe Cysteinanteil rithrt von der grofen Anzahl an zirkuliren
Peptiden her. Diese konnen entweder iiber den N- und C-Terminus zyklisiert werden, oder
aber durch Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen Cysteinresten. Letztere spielen vor
allem bei pflanzlichen Cyclotiden eine Rolle [56]. Die Ergebnisse zur Aminosdurenvertei-
lung in dieser Arbeit scheinen sich auf den ersten Blick von einer Studie von Arkin und
Brunger zu unterscheiden [57]. Diese fithrten ebenfalls eine Analyse der Aminosdurenver-
teilung in Transmembranproteinen durch und ermittelten einen deutlich hoherer Anteil an
unpolaren Aminosduren als in dieser Studie. Dieser ist darin begriindet, dass Arkin und
Brunger lediglich die transmembranen Bereiche der Proteine analysiert haben. Durch die
Einbeziehung aller Bereiche der Membranproteine lassen sich die abweichenden Ergebnisse
in dieser Arbeit erkldren.

Die generelle Aminosdurenverteilung von Proteinen wurde auch schon von Eitner et al.
untersucht [58]. Hierbei konnte eine nahezu identische Verteilung zu der in dieser Arbeit
gefundenen Verteilung, beobachtet werden. Ebenfalls nutzten die Autoren die UNIPROT
Datenbank als Grundlage, allerdings bestand diese zum Zeitpunkt der Analyse (2010) le-
diglich aus etwa 450000 Sequenzen.

Ziel dieses Kapitels war die gezielte Suche nach HCZ-Motiven. Diese nehmen in ihrer Hiu-
figkeit ab, je mehr Aminosdurenpaare daran beteiligt sind. Salzbriicken tragen dabei zur
Stabilitdt von Proteinen durchaus bei, indem die gegenséitzlich geladenen Aminosduren
eine elektrostatische Wechselwirkung eingehen. Generell werden Salzbriicken als solche be-
zeichnet, wenn sich die beteiligten chemischen Gruppen innerhalb einer Distanz von 4A

befinden. Kumar und Nussinov [59] untersuchten hierzu die Kristallstrukturen von 36 nicht
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homologen Proteinen. Es konnten im Mittel etwa 3 Salzbriicken pro 100 AS identifiziert
werden. In Proteinen von thermophilen Organismen ist die Anzahl an Salzbriicken pro
100 AS etwas erhoht [60]. Die Anzahl an Salzbriicken héngt nicht nur von der Haufig-
keit polarisierbarer Reste ab, sondern auch von der Anzahl an Aminosduren, die in der
Primérsequenz zwischen den beteiligten Resten liegen [61]. Etwa 80 % der identifizierten
Salzbriicken liegen nicht mehr als 5 Reste auseinander.

Uber artifizielle Datenbanken sollte hier nun iiberpriift werden, ob statistische Abweichun-
gen im Vergleich zur UNIPROT Datenbank auftreten, um daraus Riickschliisse auf die
strukturelle Relevanz von HCZ-Motiven ziehen zu kénnen. Der Verteilungsvergleich zeigte
jedoch kein gehduftes Auftreten von HCZ-Motiven im Vergleich mit der artifiziellen Da-
tenbank. HCZ-Motive treten wie in der Einfiihrung bereits erwihnt auch statistisch auf, so
dass es durchaus moglich ist, dass eine Subgruppe von Proteinen, bei welchen RCZ-Motive
vorkommen, iiberdeckt werden. Um dies genauer zu eruieren, wére es notig, die sehr grofe
Datenbank in kleinere Gruppen anhand spezieller Kriterien zu gruppieren.

Ein erster Ansatz zur Bestimmung solcher Kriterien war es, nach TatA4 dhnlichen Protei-
nen zu suchen. Dabei konnten etwa 6000 Proteine identifiziert werden, die den Suchkriterien
entsprachen. Allerdings lagen fiir die gefundenen Proteine keine dreidimensionalen Struktu-
rinformationen vor, so dass nicht iiberpriift werden konnte, ob diese Proteine RCZ-Motive
tragen. Hochstwahrscheinlich miissen die gefundenen Proteine noch weiter untergruppiert
werden, da vermutlich nur in sehr wenigen der gefundenen Proteine, aufgrund der zufélli-
gen Verteilung der Ladungen, ein RCZ-Motiv realisiert ist.

Neben TatAgy dhnlichen Proteinen wurde auch generell nach HCZ-Motiven in der UNI-
PROT und der APD gesucht. Dabei fand sich in der UNIPROT Datenbank das bakterielle
Stress-response Protein TisB, welches in Abschnitt 4.3 genauer besprochen wird. Auch das

E™® Protein aus dem bovinen Virusdiarrhoe-Virus CP7 wurde identifiziert.

Das E™® Protein Die Genome von Pestiviren codieren fiir mehrere Proteine, darunter
auch das Hiillprotein-RNAse-secreted (E™F). Dieses stellt ein essentielles Protein im Ge-
nom von Pestiviren dar. Hierbei nimmt es die Funktion eines Hiillproteins ein, und ist dort
ein wesentlicher Bestandteil des Virions [62].

E™S besteht aus 227 Aminosduren (25,7kDa). Dabei liegt E™® {iber ein Cystein verkniipft
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als Homodimer vor. Desweiteren ist das E™® Dimer sehr stark glykosyliert [63]. Die genomi-
sche RNA von Pestiviren codiert fiir ein etwa 4000 AS grofes Polypeptid, welches co- und
posttranslational prozessiert wird. Mindestens 12 Proteine sind codiert: NP C, E™ E1,
E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B. Am N-terminalen Ende des Polyprote-
ins ist eine Protease (NP™) lokalisiert. Diese kann sich autokatalytisch abspalten. Dadurch
entsteht der N-Terminus des Protein C [64]. Weiter C-terminal folgt eine Signalsequenz, die
die Translokation der Strukturproteine E™ E1 und E2 ins Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) initiiert. Im ER erfolgt die Prozessierung der Proteine. Hierbei wird das
Polyprotein in die einzelnen Proteine mittels Signalpeptidasen zerlegt [63]. Interessanter-
weise schneiden Signalpeptidasen nur an transmembranen Bereichen in Proteinen, aber auf
dem E™® Protein befindet sich im Gegensatz zu den Proteinen E1 und E2, keine derartige
Sequenz, die fiir eine transmembrane Insertion sorgen konnte [65,66]. Trotzdem wird E™S
von der Signalpeptidase geschnitten und bleibt anschliefend peripher auf der Virushiille
gebunden. Dieses ungewdhnliche Phinomen kénnte durch das im E™® Protein identifizierte

HCZ-Motiv erklart werden.

Eine mdogliche Rolle des HCZ-Motivs im E™® Protein Trotz allgemein sehr hohen
Mutationsraten in RNA Viren zeigen die BVDV Stdmme eine nahezu 100 % Sequenzho-
mologie in E™® [67]. In Abbildung 13 findet sich ein Vergleich der Primérstrukturen der
Proteine aus verschiedenen BVD Virenstdmmen. Das HCZ-Motiv ist in diesen Sequenzen
weitestgehend konserviert. Im Vergleich zur CP7 Sequenz weisen beispielsweise die Stam-
me Braidwood und Oregon C24V eine Mutation in Aminosiure 170 des E™® Proteins auf.
Hierbei fand eine Umwandlung von Asp zu Glu statt, und damit eine Konservierung der
Ladung. Dies trifft nicht nur fiir negativ geladene Reste zu, sondern auch fiir positiv ge-
ladene Aminosduren. In den Stdmmen Bega und Trangie Y546 fand eine Substitution des
Restes 207 von Lys zu Arg statt. Dies bedeutet, dass nicht nur die Hydrophilie wichtig fiir
diesen Teil des Proteins sein muss, sondern auch die Nettoladung.

Neben den verschiedenen BVD Virenstdmmen findet sich auch in der E™® Sequenz anderer
Pestiviren ein HCZ-Motiv. Sowohl in der CSFV Sequenz als auch in der BDV Sequenz ist
dieses Ladungsmuster konserviert. Auch Giraffen, Antilope und Rentier Erreger tragen ein

HCZ-Motiv.
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Erns BVDV 1-CP7 HBICTSVIQ G TAFLTTWLGH QLGILGEiL NKSKTWFGAY
Erns BVDV type 1lb HINCTSVIQ G TANLTTWLGH QLGILGISNLIY NKSKTWEGAY
Erns BVDV 839cp HICTSVIQ G TA!LTTWLGP QLGILG!!L NKSKTWFGAY
Erns BVDV 799cp HINCTSVIQ G TA!LTTWLG\' QLGILGgL NKSKTWEFGAY
Erns BVDV 799ncp HICTGVIQ G TA!LTTWLGP QLGILGISNLIY NKSKTWFGAY
Erns BVDV 839ncp HIBCTSVIQ G TA!LTTWFG\' QLGILGgL NKSKTWFGAY
Erns BVDV type la HICTNVIQ G TA!LTTWLGP QLGILGISNLIY NKSKTWFGAH
Erns BVDV strain Braidwood HIZCTSVEQ G TAI LTTWLGa QLGILG%L NKSKTWFGAY
Erns BVDV strain Bega HICTNVEQ G TANLTTWLGH QLGILGSNLIY NKSKTWFGAY
Erns BVDV strain Trangie Y546 RTSVIQ G TA!LTTWLG! QLGILG%L NKSKAWFGAY
Erns BVDV 1-SD1 HICTNVEQ G SAILTTWLG! QLGELGIANLIY NKSKTWEGAY
Erns BVDV strain Oregon C24V HIZCTGVEQ G TA!LTTWLG\ QLGILGEL NKSKTWFGAY
Erns BVDV 1 strain ZM-95 HICTGMEFQ G TANLTTWLGH QLGRLGENLIY NKSKTWFGAY
Erns BVDV 1-Osloss HIZCTGVEQ G TA!LTTWLG\ QLGILG%L NKSKTWFGAY
Erns BVDV 1-NADL AAHCTNIFQ G TAINLTTWLG QLGILGISNLIY NKSKTWFGAY
Erns BVDV 2 T SMFQ G TA!LTTWLG\ QLGILG%L NKSKTWFGAY
Erns BVDV type 2 HIHAT SMEQ G TAINLTTWLG QLGILGISNLIY NKSKTWFGAY
Erns BVDV 1 Ind S1456 HIHAT SMEQ G TA!LTTWLG\ QLGILG%L NKSKTWFGAY
Erns BVDV 2-New York'93 HICGNMLQ G TANLTTWLGY QLGILGI#SLIY NKSKAWFGAH
Erns BVDV 1 Ind S1226 HIFCGSLLQ G AA!VTSWLGV QLSTAGIILIY GRSKTWFGAY
Erns BVDV 1 Ind S1449 BHIXCGSLLQ G AA!VTSWLG! QLSTAGLIY GRSKTWFGAY
Erns BVDV 3 Th/04_KhonKaen HIZCGSLLQ G AAEATSWLG& QLSTAGg!D GRSKAWFGAY

CSFV Alfort

BDV

PV reindeer-1 V60-Krefeld
PV Giraffe-1

PV Pronghorn antelope

CGSLLQ
» CGNMLQ
CGSLLQ
MHIXCGSLLQ
CGSLLQ

T

GARVG TAINLTTWLGI QLGILGRSL)> NKSNAWEFGAH A

NA!QG AA!VTSWLGP QLSTAGIeSLI¥ RRSKTWFGAY AA
NAIOG AA!VTSWLG! QLSTAGIesLI> RRSKTWEGAY AA
INAOG AAEVTSWLGE QLSTAGI##L}¥ RRSKTWFGAY AA

NAZoG AAH\/TSWLGE OURIAGIGIE GRSKTWFGAY A

Abbildung 13 — Alignment der letzten 60 C-terminalen Reste des E™® Proteins mit anderen
BVDV Stammen und weiteren Pestiviren. Positiv geladene Reste sind blau und negativ geladene
Reste sind rot hinterlegt.

Fiir den C-terminalen Bereich des E™® Proteins, wo das HCZ-Motiv liegt, konnte ein lan-
ger a-helikaler Bereiche nachgewiesen werden, welcher amphipathische Eigenschaften be-
sitzt [68]. Dieser Bereich ist verantwortlich fiir die Bindung an die ER Membran [69] und
konnte auf die letzten etwa 60 C-terminalen Reste des E™® Proteins aus dem Schweine-
pestvirus Alfort mit Hilfe von Deletionsmutanten festgelegt werden. Dabei zeigt diese Art
von Membrananker ungewthnliche Eigenschaften. Durch verschiedene Extraktionsmetho-
den konnte gezeigt werden, dass E™® sich weder so leicht von der Membran 16st, wie ein
iibliches peripheres Protein, noch so fest wie ein transmembranes Protein verankert ist [70].
Interessanterweise befindet sich das HCZ-Motiv im E™® Protein in der selben Region, fiir
die auch eine a-helikale Faltung nachgewiesen wurde (Abbildung 14). Durch die amphipa-
thische Figenschaft dieser a-helikalen Region liegen die am HCZ-Motiv beteiligten Reste
auf der selben Seite der Helix, so dass sich ohne sterische Probleme Salzbriicken zwischen
den beteiligten Resten ausbilden kénnten. Durch dieses PCZ-Motiv wiirde sich ein Mecha-
nismus der E™® Prozessierung und Membranaffinitdt erkldren lassen.

Nach der Translokation ins ER Lumen interagiert die amphipathische Helix im C-terminalen

Bereich von E™® mit der ER Membran. Dabei kénnte sich ein Gleichgewicht einstellen, in
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Abbildung 14 — Das HCZ-Motiv im E™® Protein liegt in der a-helikalen, C-terminalen Regi-
on des Proteins. Zur Verdeutlichung der amphipatischen Struktur sind Helical Wheels iiber den
entsprechenden Bereichen dargestellt.

dem es zur Ausbildung der Salzbriicken und zur reversiblen Insertion in die hydrophobe
ER Membran kommen konnte. Dieses Modell wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass
etwa 20 Reste in a-helikaler erforderlich sind, um eine biologische Membran zu durch-
spannen. Da der helikale Teil im C-Terminus von E™ aus etwa 60 Aminosduren besteht,
kénnten sich zwei amphipathische Bereiche ausbilden, eine C-terminale, vorwiegend an-
ionische Helix und eine N-terminale kationische Helix. Diese beiden Helices kénnten nun
iiber die Ausbildung von Salzbriicken zwischen den Resten des PCZ-Motivs, eine a-helikale
Haarnadelschleife bilden. Diese konnte, bedingt durch die Neutralisation der Ladungen im
aphipatischen Bereich, unter geringerem energetischen Aufwand in die Membran insertie-
ren. Darauthin wére es fiir die Signalpeptidase moglich, das Polyprotein zu prozessieren.
Nach erfolgter Prozessierung wire es denkbar, dass die Haarnadelschleife ihr Gleichgewicht
zwischen integriertem Zustand und oberflichlich gebundenem Zustand nach rechts ver-
schiebt. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtungen, dass zum einen E™®
im Serum von befallenen Rinder nachgewiesen werden konnte, also nicht fest an die ER
Membran bindet, wie beispielsweise Transmembranproteine, und dass die Prozessierung
durch die Signalpeptidase ldnger dauert als der Signalpeptidaseschnitt zwischen dem E1
und dem E2 Protein [63,71]. Wéahrend dieser zeitlichen Verzogerung konnte sich zuerst die
C-terminale Region in ihre a-helikale ,Hairpin“-Konformation falten und anschliefsend wie
beschrieben in die ER Membran integrieren. Um diesen vorgeschlagenen E™® Prozessie-

rungsmechanismus experimentell zu untersuchen, miisste der C-terminale Teil des Proteins
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rekombinant oder peptidsynthetisch hergestellt werden. Mit Hilfe der OCD-Spektroskopie
konnte unter der Verwendung verschiedener Lipidumgebungen die relative Orientierung
des C-terminalen Bereichs zur Mebrannormalen relativ leicht bestimmt werden. Zusatzlich
kénnte mit Hilfe von Festkorper-NMR-Spektroskopie ebenfalls die Membranorientierung
untersucht werden. Ein Vorteil dieser Methode liegt darin, dass nicht wie in der OCD-
Spektroskopie eine qualitative Aussage, also ein Mittel iiber alle Orientierungen ermittelt
werden kann, sondern auch einzelne Zustédnde erfasst werden kénnen, so dass man durch
eine Messung auch Aussagen dariiber treffen kann, ob mehrere Orientierungen gleichzeitig
vorliegen. Hierdurch wire es moglich genauere Aussagen iiber ein Gleichgewicht zwischen
oberflichlich orientierten und transmembranen Zustand des C-terminalen E™®° Bereichs zu

treffen.

Q@'ﬂ'O'O'O'O}{Q’G’G’G’G’O@ 9'0'0'0'0'0)_{0’9‘0‘0’0’0)

Abbildung 15 — Mogliche Rolle des PCZ-Motivs im E™® Protein. Nach der Translokation ins ER
Lumen interagiert die amphipathische Helix im C-terminalen Bereich von E™* mit der ER Membran
(links). Darauthin kommt es zur Ausbildung der Salzbriicken im PCZ-Motiv und der Insertion in
die Membran. Nun kann die Signalpeptidase das Polyprotein weiter prozessieren (Mitte). Nach
erfolgter Prozession lagert sich der amphipathische, helikale C-Terminus von E™® wieder parallel
zur Membran an (rechts). Die Schere symbolisiert die Signalpeptidase.
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HCZ-Motive in der APD In der APD wurden HCZ-Motiv tragende Proteine iiber zwei
Analysen mit unterschiedlichen Randbedingungen gesucht. Zum einen sollte nach E™® dhn-
lichen Proteinen gesucht werden (a-helikale Proteine mit m > 6) und zum anderen nach
TisB dhnlichen Proteinen. Hier sollten die Proteine ebenfalls a-helikal gefaltet sein und
zusitzlich nicht mehr als insgesamt 6 bzw. 8 Ladungen tragen, wobei m = 2 bzw. m = 3
gefordert und die Linge auf maximal 35 Aminosduren begrenzt wurde.

So ergab sich eine Reihe an interessanten Proteinen die in der vorliegenden Arbeit naher un-
tersucht werden. Zum einen Dermcidin, welches dem E™® Typ entspricht und in Abschnitt
4.2 genauer besprochen wird. Desweiteren wurde SP-BN, ein Protein aus M. musculus,
gefunden, welches den N-terminalen Bereich des SPB (surfactant protein B) darstellt. Da-
bei besitzt es antimikrobielle Aktivitét nur bei sauren pH-Werten [72]. Hier zeigte sich ein
HCZ-Motiv der Lange m = 7. Betrachtet man die Primérsequenz von SP-BN so fillt auf,
dass relativ viele Proline, vor allem im C-terminalen Bereich, wo sich auch das HCZ-Motiv
befindet, vorkommen. Proline sind dafiir bekannt, dass sie helikale Strukturen stéren und
Briiche in der Sekundérstruktur verursachen [7]. Es ist daher anzunehmen, dass das iden-
tifizierte HCZ-Motiv in SP-BN aufgrund sterischer Hinderung nicht realisiert werden kann
(Abbildung 16).

Neben SP-BN wurde auch Im-1, ein antimikrobielles Peptid aus dem Skorpion Isometrus
maculatus identifiziert. Der Charge Zipper hier hat eine Lénge von m = 6. Im-1 besitzt
neben einer antimikrobiellen Aktivitdt auch eine Toxizitdt gegeniiber Insekten. Wie schon
in SP-BN kommen auch in Im-1 sehr viele Proline im Bereich des Charge Zippers vor.
Allerdings sind diese auf die letzten 12 C-terminalen Reste konzentriert. Es konnte hier
beispielsweise durch die Entstehung einer Polyprolinhelix zur Ausbildung der Salzbriicken
im Charge Zipper kommen. Leider sind sowohl fiir SP-BN als auch fiir Im-1 weder hoch-

auflosende Strukturen noch genauere Funktionsuntersuchungen bekannt.
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Dermcidin

SP-BN
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Abbildung 16 — Helical Wheel Darstellungen von Dermcidin, SP-BN und Im-1. Die beiden kom-
plementéren Seiten der HCZ-Motive sind iiber der entsprechenden Primérsequenz als Helical Wheel
Projektion dargestellt. Weitere Abbildungen aus Tabelle 8 finden sich im Anhang.
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Proteine, die zu kurz sind um sich auf sich selbst zuriickzufalten und dadurch iber Multi-
merisierung via Charge Zipper ihre Wirkung entfalten kénnten, wurden ebenfalls gefunden
(TisB dhnliche Proteine). Insgesamt wurden 37 Proteine mit dieser Eigenschaft (m = 2)
identifiziert. Darunter Delta-Lysin 1 aus Staphylococcus warneri. Delta-Lysin I besitzt ei-
ne antimikrobielle Aktivitidt gegeniiber Gram negativen Organismen, sowie eine deutliche
hamolytische Aktivitdt [73]. Fiir Delta-Lysin I kennt man noch keinen genauen Wirkme-
chanismus. Stellt man Delta-Lysin I in der Helical Wheel Projektion dar, so erkennt man
eine perfekte amphipathische Helix, bei welcher die geladenen Reste gleichméfig iiber die
polare Seite der Helix verteilt sind (Abbildung 17). Wird das Protein in der Helical Net
Projektion dargestellt, so lasst sich wie auch bei TisB (Abschnitt 4.3), eine Anordnung der
geladenen Reste entlang eines schmalen Streifens beobachten. Uber diesen polaren Streifen
konnte Delta-Lysin I mit anderen Delta-Lysin Molekiilen ein RCZ-Motiv ausbilden und so

seine antimikrobielle Aktivitat entfalten.
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Abbildung 17 — Helical Wheel und Helical Net Projektion von Delta-Lysin I. (A) Delta-Lysin 1
faltet sich womdglich in eine amphipathische Helix. (B) Helical Net Projektion von Delta-Lysin.
Die geladenen Reste sind nicht komplett iiber die Helixbreite verteilt.

Legt man die Ergebnisse von Herrmann et ol. zu Grunde, dann ergeben sich fiir zukiinf-
tige Forschungsprojekte weitere Kriterien, die erfiillt sein sollten, damit ein RCZ-Motiv
gefunden werden kann. Dies wére zum einen eine korrekte Positionierung der Reste in
der richtigen Hohe der transmembranen Helix und zum einen die rdumliche N&he. Diese
kann sehr leicht iiber {iber Darstellungen der Transmembranregion mittels Helical Wheel
Projektion herausgefunden werden. Dies kénnte helfen, die mehr als 6000 TatAyq dhnli-

chen Proteine zu gruppieren und dadurch weitere Sequenzen zu identifizieren, bei welchen
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Charge Zipper Motive eine tragende Rolle fiir Struktur und Funktion der entsprechenden

Proteine spielen.
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4.2 Dermcidin
4.2.1 Einleitung

Eines der identifizierten Proteine, die einen Charge Zipper tragen, ist das humane Dermci-
din. Zu Beginn des Jahrtausends wurde ein Gen gefunden, welches in humanen, merokrinen
Schweifidriisen exprimiert und anschliefend in den Schweiss sekretiert wird [74]. Es handelt
sich um Dermcidin, ein antimikrobielles Peptid auf der Haut von Menschen. Hierbei wird
Dermcidin sehr restriktiv exprimiert. Die Expression findet lediglich in der Haut statt [75].
Genauer in den dunklen muké&sen Zellen des Sekretionsganges der merokrinen Schweifidrii-
sen. Hier ist das Dermcidin Praprotein im Golgi Komplex und den sekretorischen Vesikeln
lokalisiert. Das Priprotein wird dabei konstant in den menschlichen Schweifs abgegeben
und sehr schnell in kleinere Fragmente prozessiert [76]. Typische Schweifkonzentrationen
fiir Dermcidin und seine Derivate unterschieden sich von Mensch zu Mensch und betragen
fiir den Schweif an der Stirn etwa 70pgmL~! [77]. Nachdem das 19 Aminosiuren lan-
ge Signalpeptid abgespalten wurde, wird das Protein weiter zerlegt. Hierbei entsteht eine
Prodoméne und das 48 Aminosduren lange Dermcidin (DCD1L). Ausgehend von DCD1L

entstehen durch weitere Spaltung bis zu 13 weitere DCD1L Derivate [78].

Tabelle 10 — Antimikrobielles Spektrum von Dermcidin und seinen Derivaten

Organismus DCD1/DCDI1L ICyy SSL25 ICgg Literatur
S. aureus (MSSA) 9 bis 45 9 bis 48 [79-84]
S. aureus (MRSA) 8 35 [81]
S. epidermidis 10 bis 50 6 [81,85]
E. coli 45 bis 84 10 [79-81]
P. aeruginosa 95 bis 200 15 bis 200 [81,82]
C. albicans 10 bis 477 nb [79,80]
S. typhimurium 68 nb [80]
L. monocytogenes 108 nb [80]
P. putida 0,5 (ICsp) nb [79]

Inhibitorische Konzentration, die 90 % der Mikroorganismen im Versuch abtotet (ICgo), Angaben in
pgmL ™!, nb: nicht bestimmt. Modifiziert nach [86]

Dermcidin und seine Abkémmlinge besitzen dabei ein breites Spektrum an antimikrobiel-

ler Aktivitdt und dabei gleichzeitig keine hdmolytische Aktivitdt. Am hochsten im Schweifs
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konzentriert sind die anionischen Peptide DCD1L und das Derivat DCD1 (um ein Leu-
cinrest verkiirzt), sowie die kationischen Peptide SSL25 und SSL23. Alle Peptide zeigen
unabhéngig von ihrer Nettoladung ein breites und iiberlappendes antimikrobielles Spek-
trum (Tabelle 10). Die Peptide sind gegen pathogenen Mikroorganismen wie beispielsweise
P. aeruginosa oder C. albicans aktiv [84]. Dariiber hinaus besitzen sie sogar antimikrobielle
Aktivitdt gegeniiber gefdhrlichen Stdmmen wie methicillin-resistente S. aureus.

Ebenfalls besitzt rekombinant hergestelltes Dermcidin antimikrobielle Aktivitét, obwohl
durch den Expressionsprozess einzelne Aminosduren am N- bzw. C-Terminus verblieben
sind [79,80]. Allerdings besitzen diese Peptide wesentlich geringere antimikrobielle Aktivi-
tat im Vergleich zu den aus Schweiff gewonnenen oder synthetisch hergestellten Dermci-
dinen. Der Mechanismus von Dermcidin, der zum Absterben der Bakterien fithrt ist noch
nicht ganz aufgekldrt. Unabhéingig von der Nettoladung des Peptids interagiert es mit
Phospholipidmembranen. Dabei fiithrt dies zum Absterben von Gram negativen Bakterien,
ohne grofere Poren in der Membran zu bilden [81,82]. Diese Eigenschaft und die Tatsache,
dass DCDI1L ein anionisches Peptid, im Gegensatz zu den meisten anderen antimikrobi-
ellen Peptiden (AMPs) ist, legt nahe dass sich der Wirkmechanismus von anderen AMPs
unterscheidet. Desweiteren bleibt die antimikrobielle Aktivitdt auch {iber einen breiten
pH-Bereich, sowie unter hohen Salzkonzentrationen, die den Bedingungen im menschlichen
Schweif sehr nahe kommen, erhalten.

Die Struktur von DCD1L wurde in verschiedenen Umgebungen bestimmt. Dermcidin be-
steht in 50 % TFE aus vier helikale Bereichen: Reste 5 bis 7 (Helix 1), Reste 10 bis 12 (Helix
2), Reste 27 bis 31 (Helix 3) und Reste 37 bis 43 (Helix 4). Dabei ist die Gesamtstruktur
sehr flexibel, vor allem der N-Terminus (Reste 1 bis 23) [87]. In Abschnitt 4.2.6 wird genauer
darauf eingegangen. Auch konnte gezeigt werden, dass DCD1L bevorzugt mit negativ ge-
ladenen Phospholipiden interagiert. Durch OCD-Experimente konnte die Orientierung von
Dermcidin in negativ geladenen DMPC/DMPG (3:1) Vesikeln bestimmt werden. Hierbei
nimmt Dermcidin bei einem P/L-Verhéltnis von 1:50 eine parallel zur Membran gelegene
Orientierung (S-state) ein. Bei der Interaktion mit der Lipiddoppelschicht bildet Dermci-
din einen oligomeren Komplex, der wahrscheinlich durch divalente Kationen wie Zn?t oder
Mg? " stabilisiert wird. Hierzu fithrten Paulmann et al. antimikrobielle Assays mit und ohne

zweiwertige Kationen durch. Bei Anwesenheit von Zn?* oder Mg?* war die antimikrobielle
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Aktivitdt um ein Vielfaches héher. Ebenfalls konnte bei hoheren TFE Konzentrationen
und der Zugabe von 2T eine hohere Anzahl an DCDIL Oligomeren beobachtet werden als
im Versuch ohne Zn?". Durch Anwesenheit von zweiwertigen Kationen entsteht vermutlich
ein lonenkanal der die antimikrobielle Aktivitat begriindet [88].

Homo sapiens SSLLIEEGLEG ANIAVGGLGH
)G AIMNMAVGGLG
DERAK VGGLGE

Pan troglodytes SSLLIMNAGL

SV ‘GAVEEV ROVIIESVL
SVGRGAVHRY I8VLESVL

Gorilla gorilla SSLLIMNGL SVGEAGAVHXV MVLESVL
Pongo abelii SSLLIHNAGLING AlNMAVGGLGN SVGRGAVHBRV 1T LESVL
Macaca mulatta ASLLI!GL G AENTLGGLGN SVGIGAVHDNV |4V IySVL
Papio hamadryas ASLLIMAGLIX¥G ARNTLGGLGN SVGNGAVHDNV |40V I)ySVL
Callithrix jacchus SSLLINAGIMG —-—-—-——— LiEN NTGQUETIHBA JVLIESALQ

Abbildung 18 — Sequenzalignment von Dermcidin aus verschiedenen Organismen. Negativ ge-
ladene Reste sind rot hinterlegt, wohingegen positiv geladene Aminosduren blau hinterlegt sind.
Modifiziert nach [86]

Bisher konnten keine homologen Gene oder Proteine im Menschen identifiziert werden.
Allerdings kommt Dermcidin in anderen Primaten vor (Abbildung 18). Homologe Proteine
konnten lediglich fiir sehr nahe Verwandte des Menschen identifiziert werden, wobei die
Sequeziibereinstimmung auf Proteinebene fiir Schimpanse und Gorilla (P. troglodytes und
G. gorilla) 100 % betrdgt. Bei evolutiondr etwas weiter entfernten Verwandten wie dem
Orang-Utan (P. abelii) oder Makaken (M. mulata) besteht Dermcidin zwar auch aus 48
Aminosduren und die Sequenz ist weitgehend identisch mit der humanen Sequenz, jedoch
ist Lys20 in der Orang-Utan Sequenz zu Asn (Nettoladung: -3) und in der Makaken Sequenz
sogar ein weiterer Lysinrest (Lysl3) ebenfalls zu Asn mutiert (Nettoladung: -4). Dadurch
haben diese beiden Sequenzen kein perfektes HCZ-Motiv mehr. Die Sequenzhomologie
nimmt mit der Entfernung der evolutiondren Verwandtschaft weiter ab. So verschwindet
das HCZ-Motiv in der Pavian Sequenz ( P. hamadryas) ebenfalls durch Mutation von Lys13
und Lys20 zu Asn. Die Dermcidinsequenz des Weifbiischelaffen (C. jacchus) hat nicht nur
eine geringere Anzahl an Aminosduren als die humane Sequenz (Deletion von 7 Resten),
sondern auch zwei zusétzliche Mutationen, bei denen zwei Glycin Reste (Gly19 und Gly35
der humanen Sequenz) zu den negativ geladenen Resten Glu und Asp mutiert sind. Da-
mit weift diese Dermcidinsequenz eine Nettoladung von -6 auf. Das HCZ-Motiv ist hier
definitiv nicht mehr realisiert. Interessanterweise ist der N-terminale und der C-terminale
Bereich zwischen den Spezies hochkonserviert (Reste 1 bis 10 und 40 bis 48). Der Bereich

dazwischen weist eine hohere Mutationsrate auf, wobei die positiv geladenen Reste weniger
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konserviert sind als die negativ geladenen Reste. Je weiter der evolutiondre Abstand zum

Menschen ist, desto negativer wird die Nettoladung der Dermcidinhomologe.

SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVL

Abbildung 19 — Ds HCZ-Motiv in Dermcidin umfasst 7 Ladungspaare. Negativ geladene Reste
sind rot, wahrend positiv geladene Reste blau markiert sind.

Wie genau Dermcidin einen Ionenkanal bildet wurde experimentell noch nicht eindeutig
nachgewiesen. Als urspriingliches Modell und Arbeitshypothese kénnte Dermedin mit Hilfe
des vorhandenen HCZ-Motivs (Abbildung 19) eine oligomere Pore bilden. Das HCZ-Motiv
in Dermcidin umfasst sieben Ladungspaare. Diese sieben Ladungspaare kdnnten sich iiber
eine Riickfaltung auf sich selbst innerhalb des Dermcidinmolekiils gegenseitig neutralisie-
ren, und es konnte eine iiber Salzbriicken verbriickte a-helikale Haarnadelschleife entstehen.
Diese Haarnadelschleife wiirde dann als Grundeinheit fiir einen oligomeren Dermcidinkom-
plex dienen, wobei sich durch intra- und intermolekulare Salzbriicken ein h6heres Oligomer
bilden koénnte. Dieses Oligomer wire nun in der Lage einen Kanal zu bilden und somit die
antimikrobielle Wirkungsweise von Dermcidin zu erkléren. Eine weitere Arbeitshypothese
wire, dass nur der kationische N-Terminus eine toroidale Pore bildet [88]. Aufgrund einer
Kristallstruktur vin Dermcidin die wahrend dieses Projekts publiziert wurde, ist auch ein
drittes Modell zur Struktur und Funktion moglich [89]. Auf dieses wird in Abschnitt 4.2.6
genauer eingegangen. Fine Zusammenfassung der Modelle zur antimikrobiellen Wirkweise

von Dermcidin findet sich in Abbildung 20.
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Abbildung 20 - Strukturmodelle von Dermcidin. (A) Modell anhand der Kristallstruktur von
Song et al.. Dermcidin bildet eine hexamere Pore mit gestreckten, a-helikalen Monomeren aus [89]
(B) Modell nach Paulmann et al.. Nur der kationische N-Terminus integriert in die Membran
und bildet eine toroidale Pore [88] (C) Charge Zipper Modell von Dermcidin. Uber komplementiir
geladene Aminosaurenpaare bildet sich eine Pore die durch inter- und intramolekulare Salzbriicken
stabilisiert wird. Der N-terminale Bereich ist blau dargestellt und der C-terminale Bereich rot.
Modifiziert nach [88,89]

4.2.2 Expression und Aufreinigung von Dermcidin

Fir nachfolgende Struktur- und Funktionuntersuchungen an Dermcidin um die drei Mo-
delle eindeutig zu unterscheiden, war es ndtig grofkere Mengen an Protein herzustellen.
Hierzu boten sich zwei Mdéglichkeiten: Zum einen mittels Peptidsynthese und zum anderen
iiber rekombinate Expression in Bakterien. Aufgrund der geplanten '">"N-NMR Experimente
wurde Dermcidin rekombinant hergestellt.

Zur Expression und Aufreinigung wurde das Plasmid pETGBla verwendet, das einen
N-terminalen His-Tag und einen nachfolgenden GB1-Tag enthélt, gefolgt von einer TEV-
Schnittstelle und der MCS-Region, in die das Gen fiir humanes Dermcidin eingebracht
wurde. Die TEV-Protease schneidet zwar sehr effizient, jedoch fiihrt die Verwendung dieses
Enzyms zu C- bzw. N-terminal verbleibenden Aminoséuren. Dieser Nachteil wurde iiber-
gangen, indem die TEV-Schnittstelle durch eine Enterokinase-Schnittstelle ersetzt wurde.
Enterokinase schneidet C-terminal hinter ihrer Erkennungssequenz, was zu keinen zusitz-

lichen Aminosaureresten fiihrt [90].
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Die Aufreinigungsstrategie ergibt sich nun aus den einzelnen Funktionen des Dermcidinkon-
strukts. Zuerst wurde eine erste Nickel-Affinitdtschromatographie (IMAC1) durchgefiihrt,
um die Expressionskonstrukte aus dem Zelllysat zu extrahieren. Fiir die Strukturunter-
suchungen war es ndtig sehr reines Dermcidin zu gewinnen, da nachfolgende Experimen-
te empfindlich auf Verunreinigungen reagieren und dies zu verfélschten Ergebnissen fiih-
ren konnte. Aus diesem Grund wurde das Expressionskonstrukt mittels Grokenausschluk-
chromatographie (SEC) weiter von Verunreinigungen befreit. Im letzten Schritt wurde der
GBla-Tag proteolytisch entfernt und von nativem Dermcidin mittels einer weiteren IMAC

(IMAC?2) abgetrennt. Die Abbildung 21 zeigt das Schema der Aufreinigung von Dermcidin.

GB1alpha 3 DCDAL

Zelllysat IMAC1 SEC IMAC2
—X3 —_ =

Abbildung 21 — Illustration der Aufreinigung von Dermcidin. (A) Schematische Darstellung des
Dermcidin-Expressionskonstruktes. H = His-Tag, E = Enterokinaseschnittstelle, DCD1L = Derm-
cidin. (B) Aufreinigung von Dermcidin. Nach dem Zellaufschluss erfolgt eine Vorreinigung des
Expresisonskonstruks iiber eine erste IMAC. Daran schliesst sich eine SEC an, auf die der pro-
teolytische Verdau mit Enterokinase folgt. Zuletzt wird natives Dermcidin iiber eine zweite IMAC
vom abespaltenen Tag abgetrennt.

Nach erfolgreicher Klonierung und Transformation in E. coli BL21 Zellen wurde mit der
rekombinanten Herstellung von Dermcidin begonnen. Abbildung 22A zeigt die Expression
in E. coli BL21 Zellen vor und nach der Induktion der Proteinexpression. Im Anschluss
an Expression und Zellaufschluf konnte eine erste IMAC durchgefiihrt werden (Abbildung
22B). Das mit einem His-Tag versehene Konstrukt wurde hierdurch spezifisch aufkonzen-

triert und grob von Proteinverunreinigungen befreit.
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Abbildung 22 - Expression von Dermcidin und erste Aufreinigung von Dermcidin. (A) Nach der
Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von 300 pM IPTG (+) ensteht im Vergleich zur nicht
induzierten Probe (-) eine Proteinbande bei etwa 20kDa (Probe 16 h nach IPTG Zugabe). (B) Nach
dem Laden der Sdule und anschliefendem Abfall der Absorption bei 280 nm wurde die Sdule mit
sehr salzhaltigen Puffer gespiilt. Hierbei ist deutlich zu erkennen, dass weitere Verunreinigungen von
der Saule gespiilt wurden. Mittels eines Imidazolgradienten von 32 mM, 54 mM und 97 mM wurde
eluiert (entspricht 7,5%, 15% und 30 % Elutionspuffer), wobei bei einer Imidazolkonzentration
von etwa 97 mM das Expressionskonstrukt quantitativ von der Siule eluierte. Expression in M9-
Medium; 16 % Tris-Tricin Gel; M = Grofenstandard, Angaben in kDa

Nach der ersten IMAC wurde eine SEC durchgefiihrt, um das Dermcidinkonstrukt weiter
aufzureinigen (Abbildung 23A). Dies war notig, da eventuelle Verunreinigungen zu feh-
lerhaften Ergebnissen bei nachfolgenden Struktur- und Funktionsuntersuchungen fiihren

kénnten.

65



4 Ergebnisse und Diskussion

700 2500
2000
_- 500 —
[} [}
= = 1500
5 300 S
'*E_ '~§_1000
2 2
2 100 2 500
0 0
Laden Elution
0 50 100 150 200 250 300 0 10 20 30 40 50 60
Volumen / ml Volumen / mi

Abbildung 23 - Gelfiltration und finale Affinitdtschromatographie von Dermcidin. (A) Nach etwa
200mL (Flussrate 1,75 mLmin~1!) eluiert das Expressionskonstrukt. Deutlich zu erkennen sind die
beiden nachfolgenden Peaks bei etwa 230 mL und 250 mL. Die Fraktionen des grau unterlegten Be-
reichs enthielten das getaggte Dermcidin. Diese wurden vereinigt. (B) Nach dem Auftragen auf die
Siule, konnte bei etwa 10mL ein leichter Anstieg der Absorption bei 280 nm beobachtet werden,
welcher hauptsichlich auf die unterschiedlichen Pufferbedingungen der aufgetragenen Proteine zu-
riickzufithren ist. Ab diesem Zeitpunkt wurde begonnen 30 mL des Durchflusses zu sammeln. Ein
groferer Anstieg der Absorption konnte nicht beobachtet werden, was auf eine sehr hohe Reinheit
des Proteins zuriickschlieffen lasst. Schlussendlich wurde der abgetrennte Tag von der Sdule eluiert
(Elution).

Nach der Gelfiltration wurde eine ausreichende Reinheit erhalten, so dass der Tag mit Hilfe
von Enterokinase entfernt werden konnte. Durch die Behandlung mit Enterokinase entste-
hen zwei Spezies: natives Dermcidin, welches keine aromatischen Aminoséuren besitzt, die
bei 280nm absorbieren, und der Expressionstag, bestehend aus His- und GBla-Tag. Der
GBla-Tag enthilt eine bei 280 nm absorbierende Aminoséure, so dass die Reinheit leicht
bei einer zweiten IMAC {iberpriift werden konnte. Da durch diesen zweiten Affinitéts-
chromatographieschritt der GBla-Tag von Dermcidin getrennt werden sollte, wurde der
Durchfluss beim Beladen der Sdule gesammelt, in welchem sich aufgereinigtes Dermci-
din befand. Im Anschluss daran, wurde der Tag von der Sdule eluiert (Abbildung 23B).
Wihrend die Absorption beim Beladen der S&ule fast nicht ansteigt, erhoht sie sich erwar-

tungsgemadls bei der finalen Elution des GBla-Tags.
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L FT IMAC1 SEC M -EK  +EK  IMAC2

Abbildung 24 — Zusammenfassung der Dermcidinaufreinigung. Wahrend im Zelllysat die Expres-
sionskonstruktbande (bei etwa 18 kDa) zu sehen ist, so wurde nach der Beladung der Affinitssdule
das Konstrukt fast quantitativ aus dem Lysat entfernt (FT). Die erste IMAC fiihrte zu einer An-
reicherung des Konstrukts, wobei hauptséichlich Verunreinigungen niedrigerer Massen zu erkennen
sind (IMAC1). Diese Verunreinigungen konnten durch einen Gelfiltrationsschritt nahezu quanti-
tativ entfernt werden (SEC/-EK). Die Zugabe von Enterokinase bewirkte dann einen Verlust der
Proteinbande bei etwa 18 kDa (+EK) und dem Auftreten der Dermcidinbande bei etwa 5 kDa. Dies
geschieht durch eine quantitative Umsetzung des Expressionskonstrukts in Dermcidin und Tag. Die
finale IMAC fiihrte dann zur vollstdndigen Entfernung des abgespaltenen Tags und einer Anreiche-
rung der Dermcidinbande bei etwa 5kDa. L. = Zelllysat, FT = Durchfluss nach der ersten IMAC,
IMAC1 = Elutionsfraktionen der ersten IMAC, SEC/-EK = Fraktionen nach der SEC, +EK =
Nach Enterokinaseverdau, IMAC2 = Nach Tag-Abtrennung, M = Marker, 16 % Tris-Tricin Gel

Der gesamte Aufreinigungsprozess und damit die Reinheit des gewiinschten Dermcidins
kann in Abbildung 24 nachverfolgt werden. Wahrend nach der ersten IMAC noch Ver-
unreinigungen vorhanden sind, konnten diese fast quantitativ nach der darauf folgenden
SEC entfernt werden. Abbildung 24 zeigt auch, dass der nachfolgende Schritt, der En-
terokinaseverdau zur Tag-Entfernung, quantitativ ablief. Nach Aufreinigung, Umpuffern
und Lyophilisation wurde zur Uberpriifung der Reinheit und des Molekulargewichts ein
Massenspektrum von unmarkierten und >N vollmarkierten Dermcidin aufgenommen (Ab-
bildung 25). Sowohl fiir das unmarkierte als auch fiir das markierte Dermcidin konnten die
zu erwartenden Massen (siehe Abschnitt 6.1) nachgewiesen werden. Die finale Ausbeute

betrug pro Liter Zellkultur 13,9 + 1,1 mg (N markiert: 7,5 & 0,9 mg).
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Abbildung 25 — Massenspektren von nativen (A) und *N markierten Dermcidin (B). Die Késten
oben links in den Spektren zeigen eine Vergroferung der Bereiche um den jeweiligen Hauptpeak.
Neben den beiden Hauptmassenpeaks ist bei der unmarkierten Probe das zweifach geladene Derm-

cidinmolekiil zu identifizieren, wihrend es bei der markierten Probe nur angedeutet zu erkennen
ist.
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4.2.3 Agardiffusionsassays zur Uberpriifung der antimikrobiellen Aktivitt

von Dermcidin

Zur Uberpriifung der antimikrobiellen Aktivitit des rekombinanten Dermcidins wurden
Agardiffusionsassays durchgefiihrt (Abbildung 26). Hierbei werden Petrischalen mit Agar
ausgegossen, der mit einer bestimmten Konzentration an Bakterien beimpft ist. Nach dem
Erkalten werden Locher ausgestanzt, in welche die auf antimikrobielle Aktivitit zu testende
Substanz, in Losung, eingefiillt wird. Nach Inkubation iiber Nacht bilden sich, sofern eine
antimikrobielle Aktivitdt vorhanden ist, Hemmhéfe um die gestanzen Lécher. Je grofer der
Hemmbhof ist, desto aktiver ist die Substanz gegen die getesteten Bakterien im Agar.

Wihrend eine Gramicidin S Lésung sowohl bei S. aureus und auch E. coli zu Hemm-
hofen fithrt, so konnten fiir Dermcidinkonzentration bis zu 40 mgmL~!, unabhingig vom

Losungsmittel, keine Hemmhdéfe beobachtet werden.

Abbildung 26 — Exemplarische Ergebnisse der Agardiffusionsassays. Wahrend es bei einer Grami-
cidin S Konzentration von 50 ugmL~! (pos) bei S. aureus und E. coli zu Hemmhé&fen kommt, so
konnten diese fiir Dermcidin, unabhéngig von Konzentration, nicht beobachtet werden. Auch die
verwendeten Losungsmittel Wasser (A) und kiinstlicher Schweiss (B) zeigten keinen Einfluss auf
die antimikrobielle Aktivitéit von Dermcidin. DCD1L: Demcidin 2mgmL~!, neg: Losungsmittel
ohne Dermcidin.
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4.2.4 Untersuchungen zur Sekundirstruktur von Dermcidin

Zur Ermittlung der quantitativen Sekundérstrukturzusammensetzung von Proteinen, bie-
tet sich die gut etablierte optische Methode der Zirkulardichroismus-(CD)-Spektroskopie
an. Hierbei wird linear polarisiertes Licht verwendet. Dies entsteht durch die Uberlagerung
zweier gegenldufiger, links und rechts zirkularpolarisierter Komponenten die sich in gleicher
Phase befinden und die selbe Frequenz aufweisen. Das CD-Spektrum stellt die Elliptizitét
O (in mdeg), die proportional zur Absorptionsdifferenz von links und rechts zirkular pola-
risiertem Licht ist, als Funktion der Wellenlénge, dar.

Von besonderem Interesse in Proteinen sind hauptsichlich die Peptidbindungen (Absorp-
tion unter 240 nm) und manchmal werden auch Disulfidbriicken und die Seitenketten von
aromatischen Aminoséuren (Absorption 320 nm bis 260 nm) betrachtet. Wenn sich solche
Chromophore in rdumlicher Nidhe von chiralen Komponenten wie beispielsweise dem C,-
Atom von Aminosduren, befinden, so konnen sie links und rechts zirkular polarisiertes
Licht unterschiedlich absorbieren, was zu Banden im CD-Spektrum fiihrt. Unterschiedliche
Sekundérstrukturelemente von Proteinen fithren zu charakteristischen CD-Spektren. Wer-
den beispielsweise die Elektronen des nicht-bindenden 7-Orbitals der Peptidbindung und
des n-Orbital des freien Elektronenpaars des Sauerstoffs angeregt, so gelangen diese in das
anti-bindende 7*-Orbital. In einer a-helikalen Konformation fiihrt dies zu den charakteris-
tischen Banden eines a-helikalen Spektrums bei 193 nm (Maximum), 208 nm (Minimum)
und 222nm (Minimum). Um nun mittels des CD-Spektrums den spezifischen Anteil von
einzelnen Sekundérstrukturelementen zu bestimmen, stehen eine Reihe von Algorithmen
zur Verfligung, die darauf beruhen, das Spektrum in Linearkombinationen aus verschiede-
nen Termen zu zerlegen. Die einzelnen Terme der Linearkombinationen entsprechen dann
jeweils 100 % Anteil an einer Sekundérstruktur und es ist moglich, die prozentualen Anteile
zu berechnen. Solche Algorithmen sind beispielsweise CONTINLL [37,38], Selcon3 [91,92]
und K2D [93]. Diese Algorithmen verwenden als Grundlage ihrer Berechnungen Struktur-
informationen von Proteinen, deren dreidimensionalen Strukturen mittels Rontgenkristal-

lographie oder NMR-Spektroskopie aufgekliart worden sind.
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Abbildung 27 - Normierte CD- Tr
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In Abbildung 27A finden sich die CD-Spektren von Dermcidin in unterschiedlichen Lo-
sungsmitteln. Neben dem anionischen Detergenz SDS wurde die Konformation von DCDI1L
in 10mM Phosphatpuffer, dem ungeladenen Detergenz Dodecylmaltosid (DDM) und in
50 % TFE (Trifluorethanol)-Losung untersucht. Die Spektren kénnen unabhéngig von der
Proteinkonzentration verglichen werden, da die CD-Daten in MRE-Werte angegeben sind.
Hier ist zu erkennen, dass DCD1L in der Umgebung von negativ geladenen SDS-Detergenz-
molekiilen eine dominierende a-helikale Konformation einnimmt. Ein Maximum bei etwa
193nm und zwei charakteristische Minima bei 208 nm und 222nm belegen dies. Zusitz-
lich liegt das Verhéltnis der beiden Minima bei 208 nm und 222nm bei etwa 2:1 was auf
einen sehr hohen a-helikalen Anteil hindeutet. In 50 % TFE zeigen sich fast die gleichen
o-helikale Charakteristika wie in SDS Umgebung, allerdings sind die Minima und Maxima
leicht in den niederwelligen Bereich verschoben, was auf einen im Vergleich zu SDS niede-
ren Helixanteil schliefsen ldsst. Zusdtzlich ist der Absolutwert des Maximums im Vergleich
zur SDS-Probe deutlich geringer. Ebenfalls ist das Verhiltnis zwischen globalem Maximum
und globalem Minimum nicht 2:1 wie in 100 % helikalen Spektren, sondern eher 1,5:1. Diese
beiden Punkte deuten auf einen héheren Anteil an unstrukturierten Bereichen. Diese Beob-
achtungen treffen verstirkt auch auf das Spektrum mit DDM Umgebung zu. Hier sind die
Banden noch weiter nach links verschoben, wihrend die Intensitit und das Verhéltnis der
globalen Mini- und Maxima weiter abnimmt. Der unstrukturierte Anteil ist hier bedeutend
hoher als in SDS-Umgebung. Eine nahezu komplett unstrukturierte Konformation zeigt

DCDIL in 10mM Phosphatpuffer (pH 7,2). Hier findet sich kein Maximum mehr und das
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globale Minimum liegt bei etwa 198 nm. Auch nimmt die absolute Intensitdt des Spektrums

ab.

Tabelle 11 — Dekonvolution von Dermcidin in verschiedenen Losungsmitteln. Angaben in Prozent,
NRMSD Wert ohne Einheit.

Losungsmittel Helices S-Strands Turns Coil NRMSD

10mM PB 5,1% 8,4% 78% 787% 0,016
2mM DDM 32,8% 45% 146% 481% 0,045
30mM SDS 74,9 % 24% 87% 140% 0,048
50% TFE 53,9 % 3,6 % 118% 298% 0,092

Tabelle 11 gibt die Dekonvolutionsergebnisse wieder. Hierbei spiegeln sich die Aussagen zu
den einzelnen Spektren wieder. Wihrend der Helixanteil von Dermcidin, gelst in anioni-
schen SDS Micellen, bei etwa 75 % liegt, so ist er in 50 % TFE Losung bei nur 54 %. Der
unstrukturierte Anteil ist hier gegentiber der SDS Probe doppelt so hoch (14 % in SDS,
30% in 50 % TFE). Auch im ungeladenen Detergenz DDM iiberwiegt der unstrukturierte
Anteil, wihrend sich so wie auch aus Abbildung 27 ersichtlich, Dermcidin in 10 mM Phos-
phatpuffer im fast vollstindig ungeordneten Zustand befindet (knapp 80 %).

Die NRMSD Werte geben Auskunft iiber die Qualitdt der Dekonvolution. Fiir den hier
angewendeten Algorithmus CONTINLL sollte dieser nicht iiber 0,1 liegen. Fiir alle 4 De-
konvolutionen lag dieser stets unter 0,1, so dass auf ein verldssliches Ergebnis geschlossen
werden kann.

Neben der Konformation in unterschiedlichen, membranimmitierenden Detergenzien, wur-
de auch die Abhéngigkeit der Sekundérstruktur von Dermcidin in verschiedenen Puffersys-
temen mit unterschiedlichem pH-Wert untersucht (Abbildung 28). Dermcidin liegt sowohl
im sauren Bereich als auch im basischen Bereich ungeordnet vor. Tabelle 12 gibt die De-

konvolutionsergebnisse wieder.
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Abbildung 28 - CD-Spektren von
Dermcidin in wéssrigem Puffer bei un-
terschiedlichen pH-Werten. Unabhin-
gig vom pH-Wert liegt Dermcidin in

wissrigem Puffer ungeordnet vor.
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Tabelle 12 — Dekonvolution von Dermcidin bei unterschiedlichen pH-Werten.

Vesikel Helices p-Strands Turns Coil NRMSD
pH 5,2 7,4% 9,6 % 80% 17, 7% 0,018
pH 6,2 45% 10,2 % 5% T77,.8% 0,025
pH 7,2 4,6 % 8,5% 73% 79,6 % 0,022
pH 8,2 42% 9,2% 74%  792% 0,028
pH 9,2 4.4% 8,7% 7.3% 79,6% 0,024
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4.2.5 Membranorientierung von Dermcidin

Um die Orientierung von Dermcidin in Lipidmebranen zu untersuchen, wurden Festkorper-
NMR-Experimente durchgefiihrt und die chemische Verschiebung der >N Isotopenmarkie-
rungen analysiert. Diese ist dabei abhingig von der Orientierung der zu messenden Mole-
kiile im Magnetfeld. In Fliissigkeiten kommt es aufgrund der schnellen Reorientierung der
Probe zu einer Mittelung aller Orientierungen und damit zu einer isotropen chemischen
Verschiebung. Im Festkorper hingegen ist diese Mittelung der Orientierung eingeschrankt
und somit stellt das erhaltenen Spektrum die Summe aller Orientierungen der Molekiile
dar (anisotrope chemische Verschiebung). In einer makroskopisch orientierten Membran-
probe kann nun iber die chemischen Verschiebungen des erhaltenen Spektrums Auskunft
dariiber erhalten werden, welche Orientierungen die Peptide relativ zur Lipiddoppelschicht

einnehmen.

50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50ppm 50 40 30 20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50ppm
31P 3(P

Abbildung 29 — *'P-NMR Spektrum von Dermcidin rekonstituiert in DMPC (A) und DMPC/PG
(B) Lipiddoppelschichten. P/L=1:100, T=37°C

Dermcidin wurde in orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituiert. Vor der 'N-NMR
Messung musste sichergestellt werden, dass es sich auch um eine gut orientierte Probe
handelt. Dazu musste zunichst die Orientierung der Phospholipide in der Probe bestimmt
werden. In Abbildung 29 sind die 3'P-NMR Spektren von Dermcidin rekonstituiert in
DMPC und in DMPC/PG (3:1) Lipiden dargestellt. Da sich die Hauptintensititen der
beiden Signale bei etwa 30 ppm links von der isotropen Position (bei 0 ppm) befinden, zei-
gen die 3'P-NMR Spektren eine ausreichend gute uniaxiale Orientierung der Phospholipide
mit der Membrannormalen parallel zum Magnetfeld. Es konnten lediglich geringe Intensi-

tdten von unorientierten Lipiden bis etwa —15 ppm detektiert werden, was somit bedeutet,
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dass die Lipide orientierte Doppelschichten ausgebildet haben.

Nachdem sichergestellt wurde, dass sich die Probe im orientierten Zustand befand, wurden
die eigentlichen N-NMR Messungen zur Orientierungsbestimmung von Dermcidin in Li-
pidumgebung durchgefiihrt. Hierzu wurden Experimente an N vollmarkiertem Dermcidin
durchgefiihrt. Wenn ein a-helikales Protein einen transmembranen Zustand einnimmt und
dadurch aufrecht in die Membran eingebettet ist, so zeigt sich eine typische anisotrope che-
mische Verschiebung im Bereich von etwa 150 ppm bis 220 ppm. Nimmt es im Gegensatz
dazu einen oberflachlich gebundenen Zustand ein und damit eine parallele Orientierung
zur Membran, so dufsert sich das in einer anisotropen chemischen Verschiebung von etwa

70 ppm bis 100 ppm.

r T T T T T T T 1 r T T T T T T T 1
300 250 200 150 100 50 0 -50  -100ppm 300 250 200 150 100 50 0 -50  -100ppm
15\ 15N

|
—

300 250 200 150 100 50 O  -50 -100ppm 300 250 200 150 100 50 O  -50 -100ppm
15N N

Abbildung 30 — "*’N-NMR Spektrum von Dermcidin in orientierten Lipiddoppelschichten. Derm-
cidin wurde bei diesen Messungen in DMPC (A), DErPC (B) und DMPC/lyso MPC 3:1 rekonsti-
tuiert(C). Abbildung D zeigt das nicht orientierte Pulverspektrum von Dermcidin (gemessen als
lyophilisertes Dermcidin im Glasréhrchen). P/L=1:100, T=37°C

In Abbildung 30 sind '®N Spektren von Dermcidin in orientierten Lipiddoppelschichten
dargestellt. Das Spektrum von Dermcidin in DMPC (Abbildung 30A) zeigt dabei ein sehr
breites Signal zwischen 70 ppm und 220 ppm, welches den kompletten Bereich der anisotro-

pen chemischen Verschiebung umfasst. Die sehr hohe Signalintensitét zwischen 70 ppm und
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100 ppm, sowie eine mittlere Intensitit in den Bereichen zwischen 100 ppm und 230 ppm
deutet darauthin, dass das Protein in einem nicht orientierten Zustand vorliegt. Als Ver-
gleich hierzu dient das reine Pulverspektrum von Dermcidin in Abbildung 30D. Hier wurde
unorientiertes Dermcidin ohne Lipide direkt gemessen. Dieses Spektrum zeigt eine sehr dhn-
liche Linienform wie die DMPC Probe. Die hohe Intensitéit des Signals bei etwa 40 ppm
stammt von der Aminogruppe in den Seitenketten der in Dermcidin vorkommenden Lysine.
Im Unterschiede zum DMPC Spektrum zeigt rekonstituiertes Dermcidin im langeren Lipid
DErPC (di-C20:1) ein schmales Signal bei 60 ppm-110 ppm. Das nahezu vollkommende
Fehlen von Intensitét zwischen 130 ppm und 230 ppm ldsst auf einen oberflichlich an die
Membran gebundenen Zustand schliefen. Dies wird in DMPC/lysoMPC (3:1) Lipiddop-
pelschichten beobachtet (Abbildung 30C). Hier ist das Signal sogar noch schérfer als im
DErPC Spektrum. In diesem Spektrum wurden ausschlieflich Intensitdten zwischen etwa

70 ppm und 90 ppm (Lysinseitenkettensignal ausgenommen) beobachtet.

300 250 200 150 100 50 O -50 -100ppm 300 250 200 150 100 50 O -50 -100ppm
- N

300 250 200 150 100 50 O -50 -100ppm 300 250 200 150 100 50 O  -50 -100ppm
- N

Abbildung 31 — 'N-NMR Spektrum von Dermcidin in orientierten Lipiddoppelschichten mit
Zinkzusatz. (A) DMPC Lipiddoppelschichten mit 0,1 molaren Aquivalenten (zum Peptid) Zinksul-
fat (Spektrum ohne Zn?* in grau). (B) DMPC Lipiddoppelschichten mit 3 molaren Aquivalenten
Zinksulfat (Spektrum ohne Zn?" in grau). (C) Dermcidin rekonstituiert in DMPC/DMPG (3:1)
Lipiddoppelschichten und Zusatz von 3 Aquivalenten Zinksulfat (Spektrum ohne Zn>' in grau).
(D) POPC/POPG (3:1) Lipiddoppelschichten mit 3 Aquivalenten Zinksulfat in MES Puffer pH
6,0. P/L=1:100, T=37°C
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Wie in Abschnitt 4.2.1 bereits erwiithnt, spielen Zn?"* und andere zweiwertige Kationen eine
Rolle bei der antimikrobiellen Aktivitdt von Dermcidin. Desweiteren konnte mittels der CD-
Ergebnisse aus Abschnitt 4.2.4 bestimmt werden, dass Dermcidin eine zumindest in Lésung
negativ geladene Detergenzumgebung bendtigt, um sich in seine a-helikale Konformation
zu falten. Aus diesem Grund wurden Proben in negativ geladenen Lipiddoppelschichten
mit verschiedene molaren Aquivalenten an Zinkionen gemessen (Abbildung 31).

Der Zusatz von 0,1 molaren Aquivalenten an Zinksulfat (in Bezug auf die Peptidmolaritiit)
in DMPC Lipiddoppelschichten brachte keine grofen Verdnderungen in den Intensititen
der anisotropen chemischen Verschiebung im Vergleich zur DMPC Probe ohne Zink (Ab-
bildung 31A). Eine Erhéhung der Zinkmenge auf 3 molare Aquivalente zeigte hingegen eine
Anderung im Spektrum. Die Signalintensitit zwischen etwa 150 ppm und 230 ppm wurde
erheblich reduziert. Die Anderungen lassen darauf schliefen, dass sich durch Zinkzusatz
Dermcidin oberflachlich orientiert hat (Abbildung 31B).

Die Verwendung von negativ geladenen DMPC/DMPG (3:1) orientierten Lipiddoppel-
schichten mit 3 molaren Aquivalenten Zinksulfat resultierte ebenfalls in einer oberflich-
lichen Orientierung von Dermcidin in Bezug auf die Lipiddoppelschicht (Abbildung 31C).
In Abbildung 31D ist das Spektrum von Dermcidin in negativ geladenen POPC/POPG
(3:1) Lipiddoppelschichten mit 3 Aquivalenten Zinkionen zu sehen. Im Unterschied zu al-
len anderen Messungen wurde hier nicht Phosphatpuffer pH 7,0 verwendet, sondern MES
Puffer mit einem pH von 6,0. Auch diese Anderung im pH Wert und der Dicke der Lipid-

doppelschichten resultierte ebenfalls in einer oberflichlichen Orientierung von Dermcidin.

300 250 200 150 100 50 O  -50 -100ppm 300 250 200 150 100 50 O -50 -100ppm
- N

Abbildung 32 — Vergleich der'>"N-NMR Spektrum von Dermcidin in orientierten Lipiddoppel-
schichten. (A) Dermcidin DMPC/PG Lipiddoppelschichten bei 0° (grau) und 90° (schwarz) Pro-
benorientierung. (B) Dermcidin in POPC/PG Lipiddoppelschichten bei 0° (grau) und 90° (schwarz)
Probenorientierung. P/L=1:100, T=37°C
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Um nun die laterale Beweglichkeit und Diffusion von Dermcidin in der Membranebene zu
untersuchen, wurden Experimente mit einer 90° Ausrichtung der Probe in Bezug auf das
Magnetfeld durchgefiihrt. Wird die Probe in einem 90° Winkel zum Magnetfeld gemessen,
so verschieben sich bei einem frei diffundierenden Peptid die Signale von orientierten Antei-
len um die isotrope Position (120 ppm) um den Faktor —1/2. Im Gegensatz dazu verschie-
ben sich die Signalintensitéten von immobilisierten Molekiilen zu einer anderen, breiteren
Linienform. Das Pulverspektrum von unorientierten Molekiilen sollte sich hingegen nicht
verdndern. Somit sollten sich in beiden Fillen von orientierten Peptiden (mobil und im-
mobilisiert) von Dermcidin die 90° Spektren deutlich von den 0° Spektren unterscheiden.
Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse dieser Messserie im Vergleich zu den 0° Messungen fiir
DMPC/DMPG und POPC/POPG Lipiddoppelschichten.

Bei beiden Spektren ist zu erkennen, dass im Gegensatz zu den 0° Spektren sich die Signal-
intensititen zwischen 130 ppm und 230 ppm verstirkt haben, wihrend sich die Signale um
die oberflachliche Orientierung nicht verandert haben. Die deutlich breiteren Linienformen
bei den 90° Messungen von Dermcidin in Abbildung 32 weisen auf eine Immobilisierung

hin.
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4.2.6 Zusammenfassung und Diskussion

Antimikrobielle Peptide stellen fiir ihre Wirtsorganismen einen wichtigen Bestandteil der
Pathogenabwehr dar. So auch das antimikrobielle Peptid Dermcidin auf der Haut von Men-
schen. Dermcidin wurde in dieser Arbeit als ein Protein identifiziert, welches einen HCZ-
Motiv der Linge m = 7 trégt. Durch den hohen a-helikalen Anteil in der Sekundérstruktur
von Dermcidin, liegen die am HCZ-Motiv beteiligten Reste auf der selben Seite der Helix

(sieche Abbildung 16). Dadurch besitzt der Dermcidin einen amphipathische Struktur.
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Abbildung 33 — Die mogliche Rolle des Charge Zippers in der antimikrobiellen Funktion von
Dermcidin. Nach der Anlagerung an bakterielle Membranen koénnte sich Dermcidin in eine a-
helikale Konformation falten (A). Darauthin wére es moglich, dass die am Charge Zipper beteiligten
Aminosdurenpaare untereinander Salzbriicken ausbilden. Es kommt zu einer Haarnadelschleife die
in die Membran integriert (B). Anschlieftend kann es zur Oligomerisierung von Haarnadelschleifen
kommen, die iiber intermolekulare Salzbriicken eine Pore ausbilden koénnten (C).

Da der genaue Wirkmechanismus von Dermcidin bisher noch unbekannt ist, ist es mdglich
mittels des PCZ-Motivs in Dermcidin eine Hypothese zur Wirkweise aufzustellen. Sobald
der kationische N-Terminus von Dermcidin mit negativ geladenen Membranen, wie sie
in Bakterien vorkommen in Kontakt tritt, faltet es sich in seine a-helikale Konformati-
on. Die dadurch entstehende amphiphile Helix legt sich entsprechend ihrer Polaritdt an
die Membran (Abbildung 33A). Nun koénnten die 7 am Charge Zipper Motiv beteiligten
Aminosdurenpaare Salzbriicken ausbilden. Diese Salzbriicken wiirden bewirken, dass sich
eine a-helikale Haarnadelschleife ausbildet, die nun durch die Neutralisation der geladenen

Reste und der Abschirmung mittels der unpolaren Seiten der beiden Teilhelices, in die
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Membran eintauchen kénnte (Abbildung 33B). Darauthin konnte es mittels mehrerer ver-
briickten Helices zu einer oligomeren Pore kommen, indem sich teilweise Salzbriicken l6sen
und die beteiligten Aminosduren sich mit ihren komplementiren Charge Zipper Partnern
auf benachbarten Dermcidinmolekiilen verbinden. Die so entstandenen intermolekularen
Salzbriicken kénnten eine Pore stabilisieren und dadurch fiir die antimikrobielle Aktivitéit
des Dermcidinmolekiils sorgen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde Dermcidin rekombinant hergestellt. Die Expressi-
on erfolgte sowohl in Komplexmedium als auch in >N markiertem Minimalmedium. Sowohl
im Komplex- als auch im Minimalmedium konnten ausreichende Mengen an Dermcidin fiir
Strukturuntersuchungen gewonnen werden. Die Ausbeute pro Liter betrug fiir die Expressi-
on in Komplexmedium 13,9 mg+1,1 mg, wohingegen sie im Minimalmedium 7,5 mg+0,9 mg
betrug. Ebenfalls konnten die theoretischen Massen des unmarkierten und N markierten
Dermcidins zweifelsfrei nachgewiesen werden, so dass sichergestellt ist, dass keine fehlerhaf-

ten Expressionsprodukte fiir nachfolgende Strukturuntersuchungen verwendet worden sind.

Abbildung 34 — Vergleich der Ausbeu-
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Bisher sind drei Veroffentlichungen zu finden, in welchen Dermcidin rekombinant herge-
stellt wurde. Cipakova et al. nutzen zur rekombinanten Herstellung eine Strategie {iber
Inclusion Bodies [80]. Hierbei wurde Dermcidin hinter einen KSI-Tag kloniert, der dafiir
sorgt, dass das Expressionskonstrukt in Inclusion Bodies zu finden ist. Anschlieffend erfolg-
te eine Renaturierung und die Abspaltung des KSI-Tags mittels Cyanbromid. Hierdurch

entstand ein Homoserinlacton am C-Terminus von Dermcidin. Die Ausbeute lag bei et-
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wa 2,5mg Dermcidin pro Liter Kulturmedium. Inpyo et al. griffen zur Herstellung auf
einen Ansatz basierend auf der autokatalytischen Aktivitdt von Inteinen zuriick [94]. Nach
der Expression konnte durch Zugabe eines Reduktionsmittels die Autokatalyse und Frei-
setzung von Dermcidin induziert werden. Uber Dialyse konnten danach etwa 10mg pro
Liter Kulturmedium erhalten werden. Wie auch schon bei Cipakova et al. enthielt das
finale Dermcidinprodukt eine im Vergleich zum Wildtyp zusétzliche chemische Modifika-
tion. Hier verblieb ein Methioninrest am N-Terminus von Dermcidin. Fine Methode zur
rekombinanten Herstellung von Dermcidin ohne zusétzliche Aminoséuren oder chemische
Modifikationen schafften Lai et al. [79]. Diese nutzen eine Kombination aus Expressionstag
und enzymatische Spaltung. Dabei wurde ein Thioredoxin-Tag N-terminal an das Dermci-
dingen kloniert. Zwischen Thioredoxin und Dermcidin wurde zusétzlich eine Schnittstelle
fiir Faktor Xa eingebracht. Die hydrolytische Spaltung durch dieses Enzym findet dabei
am C-Terminus der Erkennugsstelle statt. Somit verbleibt keine zusétzliche Aminosaure
am N-Terminus der Zielproteine.

Ein dhnlicher Ansatz wurde in dieser Arbeit verfolgt. Dermcidin wurde dabei C-terminal
an einen GB1-Tag kloniert. Dieser wurde von Protein G aus Streptococcus spec. abgeleitet
und bindet nativ an die F.-Regionen von Immunglobulinen [10]. Hierbei ergaben sich gleich
mehrere Vorteile: Zum einen induziert der GB1-Tag eine wesentlich hohere Expressions-
rate, zum anderen fordert er durch die B1 Doméne die Loslichkeit des zu exprimierenden
Proteins. Des weiteren ist er auch relativ klein, so dass er fiir Strukturuntersuchungen an
groferen Proteinen nicht zwangslaufig abgespalten werden muss [95,96]. Zwischen GB1-Tag
und Dermcidin wurde zusétzlich eine Erkennungssequenz fiir Enterokinase kloniert. Wie
auch schon Faktor Xa, schneidet Enterokinase C-terminal von der Erkennungssequenz und
hinterldsst somit keine zusdtzlichen Aminoséuren am N-Terminus von Dermecidin [90]. Al-
lerdings ist die Effektivitdt der Enterokinasespaltung abhéngig von der ersten Aminoséure
die C-terminal auf die Erkennungssequenz folgt. In der Literatur wird dabei die Effizienz
bei einem Schnitt mit nachfolgendem Serin, wie es bei Dermcidin der Fall ist, mit ledig-
lich 78 % angegeben [90]. Es sollte also beim Enterokinaseverdau noch etwa ein Viertel an
ungeschnittenem Expressionskonstrukt zu detektieren sein. Dies war nach Abbildung 24
nicht der Fall. Hier konnte ein quantitativer Enterokinaseverdau beobachtet werden. Ein

Vergleich der Ausbeuten der drei verschiedenen Arbeiten findet sich in Abbildung 34. Im
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Vergleich zu den Literaturwerten konnten in dieser Arbeit (SP) die hochsten Ausbeuten
an rekombinantem Dermcidin erhalten werden.

Nach erfolgreicher Expression wurden zur Uberpriifung der antimikrobiellen Aktivitit,
Agarplattendiffusionstests fiir unterschiedliche Konzentration von Dermcidin und in ver-
schiedene Losungsmittel an E. coli und S. aureus Stdimmen durchgefiihrt. Erstaunlicherwei-
se konnte unabhéingig von der Konzentration und des verwendeten Losungsmittels weder
an FE. coli noch an S. aureus Stdmmen eine antimikrobielle Aktivitéit fiir Dermcidin nach-
gewiesen werden. Dies steht im Gegensatz zu den publizierten Ergebnissen in Tabelle 10.
In diesen Verdffentlichungen zur rekombinanten Herstellung von Dermcidin waren auch
antimikrobielle Funktionspriifungen an den rekombinanten Produkten durchgefiihrt wor-
den. Cipakova et al. fiihrten ebenfalls Agarplattendiffusionstests durch. Hier konnte fiir den
Stamm E. coli ML-35p bei einer Konzentration von 20 pgmL ™! ein Hemmbhof beobachtet
werden. Fiir den Stamm S. aureus 29/58 musste die Konzentration auf etwa 40 pgmL !
erhdht werden, um einen Hemmhof zu beobachten. Als Losungsmittel diente hier Wasser.
Auch das rekombinante Dermcidin von Lai et al. zeigte eine antimikrobielle Aktivitdt. Hier
wurde der LCsq Wert ermittelt. Er gibt an, ab welcher Konzentration an Protein 50 %
der Bakterien absterben. Fiir das rekombinante Dermcidin konnte fiir den Stamm FE. coli
CMCC(B)44102 ein LCsy Wert von 1,8 pjgmL~! ermittelt werden. In der Studie von Inpyo
et al. wurde fiir das rekombinante Dermcidin mit N-terminalem Methioninrest ebenfalls
antimikrobielle Aktivitdt nachgewiesen. Hier wurden sogar identische Versuchsbedingun-
gen wie in dieser Arbeit verwendet. Bei einer Konzentration von 10mgmL~! konnte dort
ein deutlicher Hemmhof gefunden werden.

Trotz all dieser positiven Ergebnissen beziiglich der antimikrobiellen Aktivitdt von Derm-
cidin konnte in einer anderen Studie iiber Schweifl, keine antimikrobielle Aktivitdt fiir
synthetisch hergestelltes Dermcidin festgestellt werden [97]. Hierbei untersuchten Murata-
ki et al. HPLC Fraktionen von menschlichem Schweift. Dort konnte zweifelsfrei Dermcidin
nachgewiesen werden. Die Dermcidin enthaltende HPLC Fraktion wurde qualitativ auf an-
timikrobielle Aktivitdt {iberpriift, wobei eine geringe Hemmhofbildung beobachtet wurde.
In weiteren Versuchen wurde synthetisch hergestelltes Dermcidin, neben anderen mensch-
lichen Peptiden (LL-37 und dessen Fragmente), untersucht. Hierbei zeigte sich weder fiir

Gram positive, noch fiir Gram negative Stédmme eine antimikrobielle Aktivitit fiir Derm-
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cidin. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnisse, dass LL-37 in menschlichem Schweifs
weiter prozessiert wird und die entsprechenden Derivate wesentlich aktiver sind als das
Proprotein. Schlussfolgerungen im Bezug auf die fehlende antimikrobielle Aktivitdt von
Dermcidin blieben die Autoren allerdings schuldig.

Dermcidin konnte ebenfalls posttranslational modifiziert und dadurch erst antimikrobiell
aktiv werden. Eine Acetylierung an Lys6 wurde mittels Massenspektrometrie an Dermci-
din in einem Hochdurchsatzverfahren ermittelt [98]. In dieser Studie testeten die Autoren
ein neues Verfahren zur Identifizierung von Acetylierungsstellen im menschlichen Proteom.
Dabei wurde Dermcidin als acetyliertes Protein identifiziert. Méglicherweise befinden sich
im menschlichen Schweiff Acetylasen, die Dermcidin spezifisch acetylieren und somit an-
timikrobiell aktiv werden lassen. Es stellt sich dariiber hinaus grundséatzlich die Frage,
ob das 48 Aminosduren lange Dermcidin iiberhaupt eine antimikrobielle Funktion besitzt.
Denn nebens einer angeblichen antimikrobiellen Aktivitat wurde auch eine immunstimu-
latorische Wirkung fiir Dermcidin beschrieben [99]. Niyonsaba et al. konnten zeigen, dass
Dermcidine (DCD und DCD1L) humane Keratinozyten durch Induktion der proinflamma-
torischen Cytokine TNF-q, IL-8, CXCL10 und CCL20 aktivieren. Somit kénnte Dermcidin
lediglich der Regulation der unspezifischen Immunabwehr der Haut dienen, die auch {iber
eine Membranbindung vermittelt werden kdénnte.

So wurde hier nun auch die Sekundérstruktur von Dermcidin mittels CD-Spektroskopie
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass negativ geladene Detergenzien nétig sind, um
Dermcidin in a-helikale Konformation zu bringen. Ebenfalls konnte ein hoher a-helikaler
Anteil in TFE-haltiger Losung beobachtet werden. Der pH-Wert der Umgebung scheint fiir
die Sekundarstruktur von Dermcidin keine Rolle zu spielen. Weder im sauren Bereich, noch
im alkalischen Bereich konnte mittels CD-Spektroskopie eine Faltung beobachtet werden.
Dermcidin lag hier unter allen getesteten Bedingung ungeordnet vor.

Diese Ergebnisse entsprechend weitestgehend den Literaturdaten [87]. Jung et al. fanden
ebenfalls nur fiir negativ geladene Detergenzmolekiile und TFE-haltige Losungen eine a-
helikale Konformation von rekombinantem Dermcidin. Desweiteren zeigten auch NaCl Kon-
zentrationen bis zu 150mM und die Anwesenheit von negativ geladenen DOPC/DOPG
Vesikeln (pH 7,0) keine Anderung der ungeordneten Konformation [81]. Dieses Verhal-

ten ist typisch fiir antimikrobielle Peptide, welche in wéssriger Umgebung iiberwiegend
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unstrukturiert vorliegen [55]. Zur Bestimmung der relativen Ausrichtung von Dermcidin
in orientierten Lipiddoppelschichten wurden Festkdrper-NMR-Experimente durchgefiihrt.
In DMPC Doppelschichten konnte keine spezielle Orientierung von Dermcidin festgestellt
werden. Dermcidin lag nicht orientiert vor. Wurde die Dicke der Lipiddoppelschicht durch
die Verwendung von lingerkettigen Lipiden erhéht, so fand sich ein oberflichlich, parallel
zur Membran ausgerichteter Zustand fiir a-helikales Dermcidin. Das selbe konnte bei Zu-
gabe von hoheren Mengen an Zink-Ionen beobachtet werden. Nach Zugabe von Zink zeigte
Dermcidin auch in kiirzerkettigen DMPC Lipiddoppelschichten eine oberflachliche Orien-
tierung. Wenn die Membran durch eine 3:1 molare Mischung aus ungeladenen und negativ
geladenen Lipidmolekiilen besteht (DMPC/DMPG und POPC/POPG), konnte ebenfalls
eine Orientierung die parallel zur Membran verlduft, beobachtet werden. Um diesen Zu-
stand genauer zu untersuchen, wurden die Proben im 90° Winkel gemessen. Es stellte sich
heraus, dass die Orientierungsdnderung der Probe, in Bezug auf das Magnetfeld, zu einer
Linienverbreiterung im Spektrum fiihrt.

Eine mégliche Erklérung fiir diese Beobachtung konnte sein, dass es bei Zusatz von Zinkio-
nen zu einer planaren Assemblierung der Dermcidinmolekiile parallel zur Membranober-
fliche kommt, die dazu fiihrt, dass die Molekiile in der Membranebene nicht mehr lateral

beweglich und dadurch Diffusion und Rotation eingeschrinkt sind.

Abbildung 35 — Vorgeschlagenen Kristallstruktur und Funktionsmechanismus von Dermecidin.
(A) Kristallstruktur von Dermcidin. Dermcidin bildet dabei ein Trimer aus antiparallelen Dimeren.
Hierbei sind zwei Interaktionsflichen der Dimere zu beobachten (IF1 und IF). (B) Vorgeschlagener
Funktionsmechanismus von Dermcidin auf der Basis von MD Simulationen. Entnommen aus [89]

Vor kurzem wurde eine Kristallstruktur fiir Dermcidin zusammen mit einem moglichen
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Funktionsmechanismus vorgeschlagen [89]. Song et al. haben ein Trimer aus a-helikalen,
antiparallelen Dermcidin Dimeren beobachten (Abbildung 35). Das entstandene Hexamer
hat eine Hohe von etwa 8 nm und einen Durchmesser von 4nm. Das Hexamer wird durch
Zn%" lonen stabilisiert. Diese verbinden die drei antiparallelen Dimere. Die Reste Glu5
und Aspll von einem Peptid sowie Asp41 und His38 vom benachbarten Peptid sind an der
Zinkbindung beteiligt. Aminoséurenpaare die sich nach dem Charge Zipper Modell mittels
Salzbriicken verbinden sollten, sind in der Kristallstruktur nicht realisiert.

Mittels MD Simulationen wurde iiberpriift, ob und wie diese Kristallstruktur Poren in
Membranen bilden kénnte. Es wurde ein neuartiger, bisher in der Literatur nicht bekann-
ter Mechanismus vorgeschlagen. Hierbei scheint es nach den MD Simulationen denkbar,
dass Ionen seitlich am Dimerinterface 1 (IF1 Abbildung 35A) eindringen koénnen, den Ka-
nal durchqueren und seitlich auf der extrazelluldren Seite des Dermcidinkanals austreten
(Abbildung 35B).

Wirft man einen genaueren Blick auf die Kristallstruktur, so scheint es jedoch relativ un-
wahrscheinlich, dass Dermcidin auf die vorgeschlagene Art und Weise eine antimikrobielle
Aktivitdt entfaltet. Mit 8 nm Léinge wire der porenbildende Dermcidinkomplex etwa dop-
pelt so lang wie die Dicke einer typischen bakteriellen Membran (3 nm bis 4 nm) [100]. Dies
hétte zur Folge, dass nach Abbildung 35B der obere und untere Bereich des Kanals aus
der Lipiddoppelschicht zeigen wiirden. Dies wire energetisch eine unglinstige Position, da
die Kristallstruktur fiir das Aufiere des Kanals lediglich unpolare Aminosiuren beschreibt.
Diese Problematik ist in Abbildung 35B zu erkennen. Die grauen Bereiche um den Kanal
reprisentieren dabei Wassermolekiile, wahrend lediglich die freien Bereiche zwischen den
Wasserschichten die Membran definieren.

Weiter wurden in der Verdffentlichung von Song et al. ebenfalls '°N- und 2H-Festkdrper-
NMR-Experimente durchgefiihrt. Im Unterschied zu dieser Studie jedoch wurde zum einen
synthetisches DCD1L verwendet und zum anderen lediglich eine '>N Markierung an Gly22.
Die Ergebnisse stimmen mit der in dieser Arbeit gefundenen Orientierung von Dermecidin
iiberein. In negativ geladenen POPE/POPG (3:1) Lipiddoppelschichten zeigte Dermcidin
sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Zink-Tonen eine oberflachliche Orientie-
rung. Die oberflachliche Orientierung von Dermcidin war auch schon in OCD-Experimenten

mit negativ geladenen Lipiddoppelschichten gezeigt worden [88].
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Neben der Kristallstruktur und den Festkdrper-NMR-Experimenten wurden auch elektro-
physiologische Patch-Clamp Messungen an Dermcidin in Diphytanoylphosphatidylcholin
(DPhPC)/Cholesterol (9:1) Membranen durchgefiihrt. Hier konnte fiir Membranen in Ab-
wesenheit von Zn?T eine sehr geringe Leitfihig ermittelt werden, wohingegen Zinkzusatz
die Leitfahigkeit erhohte. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass in der Gegenwart von Zink
spezifische Dermcidinkanéle geformt wurden.

Die Verwendung der Patch-Clamp Methode setzt voraus, dass ein Membranpotential vor-
handen ist. Moglicherweise benotigt Dermcidin ein Membranpotential um einen funktio-
nellen, membrandurchspannenden Kanal zu bilden. Dies wiirde die Abwesenheit von trans-
membranen Zustdnden in den NMR~ und OCD-Experimenten erkldren. Aufgrund der sehr
hohen Sensibilitdt der Patch-Clamp Methode zur Leitfihigkeitsmessung kann alternativ
angenommen werden, dass nur sehr wenige Dermcidinmolekiile in der Gesamtpopulation
iiberhaupt einen funktionellen Kanal bilden. Die NMR- und OCD-Spektroskopie kann da-
hingegen sehr geringe Populationen an membrandurchspannender Orientierung nicht sehr
gut wiedergeben. Die aufgenommenen Spektren zeigen die Orientierung aller Molekiile, und
somit kann das sehr geringe Signal der funktionellen Molekiile im Spektrum méoglicherweise
nicht erkennbar sein.

Abschliefsend kénnten auch die bisher verwendeten artifiziellen Membranen und chemischen
Umgebungen nicht die richtigen sein, um eine transmembrane Orientierung von Dermci-
din in artifiziellen Membranen zu erreichen. So spielen neben der Art der verwendeten
Lipide auch die Nettoladung der Lipiddoppelschicht, die Temperatur und damit der Ag-
gregatszustand der Lipide, das Hydratationsniveau und auch die Peptidkonzentration eine
Rolle bei der Orientierung von antimikrobiellen Peptiden [55,101]. So bendtigt beispielswei-
se das antimikrobielle Peptid PGLa negativ geladene Lipiddoppelschichten und ein P/L-
Verhéltnis von mindestens 1:100, sowie eine Temperatur unter der Phaseniibergangsgrenze
zum fliissig-kristallinen Zustand des verwendeten Lipids, um senkrecht in die Membran zu
integrieren [102,103].

Die fehlende antimikrobielle Aktivitit im rekombinant hergestellten Protein wirft zusitz-
liche Fragen zur Funktion des Proteins auf. So kénnte es durchaus sein, dass es durch
den Aufreinigungsprozess oder die anschliefsende Lyophilisation zu Umlagerungen oder gar

chemischen Modifikationen gekommen ist. Ebenfalls kénnte das natiirliche Peptid post-
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translationale Modifikationen erfordern. Vor diesem Hintergrund kann daher noch keine

endgiiltige Aussage zur Rolle des Charge Zipper Motivs in Dermcidin getroffen werden.
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4.3 TisB
4.3.1 Einleitung

Ein weiteres interessantes Protein, bei ein HCZ-Motiv eine bedeutende Rolle in der Struk-
tur und damit in der biologischen Funktion spielen kénnte, ist das in E. coli vorkommende
Protein TisB. TisB ist Teil der Stress-Antwort in E. coli, was die Wissenschaft bei der
Entwicklung von wirksamen Medikamenten gegen bakterielle Erkrankungen vor grofse Pro-
bleme stellt, da in ihrer Folge Biofilme entstehen kénnen. Ausloser in diesem Fall ist ein
Toxin/Antitoxin-(TA)-System. TA-Module bestehen aus mindestens zwei Genen, bei dem
eines als Toxin und das andere als Antitoxin dient [104]. Ublicherweise werden durch das
freie Toxin wichtige zelluldre Funktionen wie Replikation oder Transkription herunterregu-
liert. Im Komplex mit dem Antitoxin jedoch wird das Toxin auf RNA Ebene inaktiviert.
Bisher wurden 33 TA-Systeme in E. coli identifiziert [105]. Diese TA-Module kénnen auf
unterschiedliche Weise induziert werden, beispielsweise durch die DNA-schadeninduzierte
SOS Antwort. Hierbei kommt es nach dem Auftreten von vermehrten DNA-Schiden zur
Expression von LexBox haltigen Genen. Unter diesen Genen befindet sich auch das #i-
sAB/istR1 Modul, welches kiirzlich direkt mit der Entstehung von Biofilmen in Verbin-
dung gebracht wurde [106]. Der Genlocus kodiert fiir zwei Proteine: TisA, welches nicht
exprimiert wird und TisB, welches in Abschnitt 4.1.6 als Protein mit einem HCZ-Motiv
identifiziert wurde.

Das Antitoxin istR1 stellt eine nichtcodogene RNA dar, die unabhingig von tisAB tran-
skribiert wird, mit #sB mRNA einen Komplex bilden kann und dadurch die Translation
von TisB verhindert [107, 108]. Desweiteren induziert istR1 den Abbau des gebildeten
Komplex mit tisB RNA durch RNAselll [109,110]. Um E. coli unter Stressbedingungen
zu schiitzen wird vermehrt TisB exprimiert, welches daraufhin an der inneren bakteriellen
Membran lokalisiert. Nachfolgend fiihrt dieser Prozess zu einem Zusammenbruch des Pro-
tonengradienten iiber der inneren, bakteriellen Membran und der Verringerung der ATP
Konzentration in der Zelle [44]. Dieses wiederum fiihrt schlussendlich zu zelluldrer Dormanz
und der Entstehung von antibiotikaresistenten persistenten Zellen.

Die Art und Weise wie TisB die zellulire ATP Konzentration verringert und seine biolo-

gische Rolle erfiillt, sind bisher nicht bekannt. Eine Absenkung der ATP Konzentration
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lasst allerdings darauf schliefsen, dass TisB wohlmoglich einen lonen-Kanal in der inneren
bakteriellen Membran bilden kénnte und es so zu einem Zusammenbruch der protonenmoto-
rischen Kraft kommt. Um nun einen Kanal zu bilden, miisste das Molekiil multimerisieren.
Diese Multimerisation konnte mit Hilfe des identifizierten HCZ-Motivs erfolgen. Hierzu
wurden im Folgenden verschiedene Experimente durchgefiihrt um Struktur und Funktion

von TisB genauer zu untersuchen.

4.3.2 Bioinformatische Analyse von TisB

Zur Vorhersage von Sekundéarstrukturelementen wurde TisB mit unterschiedlichen Algo-
rithmen untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Es wurden jeweils
a-helikale Anteile von etwa 70 % bis 85 % ermittelt. Die verwendeten Vorhersageprogram-
me basieren zumeist auf der Technik der artifiziellen neuralen Netzwerke (ANN) oder auf
dem Hidden Markov Model (HMM). Hierbei stellt die ANN ein Netzwerk von Programm-
komponenten dar, welches lernfihig ist [111]. Das Netzwerk lernt, indem es mit einem
groken Datensatz aus Proteinsequenzen und den dazugehorigen, experimentell nachgewie-
senen Sekundirstrukturen, einem sogenannten Trainings-Satz, gespeist wird. Beim HMM
wird von einem Ausgangszustand aus einer Reihe von Zustdnden ausgegangen, die durch
Ubergangswahrscheinlichkeiten miteinander in Verbindung stehen [112]. Im Falle der Pro-
teinsekundirstrukturvorhersage werden Ubergangswahrscheinlichkeiten bestimmt, indem
das Vorkommen einer kurzen Abfolge von Aminosduren in der untersuchten Sequenz mit
bekannten Sequenzen verglichen wird. Aus diesem Grund sind grofe Datenbanken von
Proteinen mit bereits bekannten Strukturen nétig. Dies gilt ebenfalls fiir ANN, da in die-
sem Fall eine grofsere Anzahl an Trainingssidtzen zu einer genaueren Vorhersage fithren

kann [113,114].
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Tabelle 13 — Sekundérstrukturvorhersage von TisB

Programm  a-Helix p-Strang Turn Ungeordnet Literatur

Porter 86 % - - 14% [115]
GOR 69 % 10% - - [116]
Jnet 79% - - 21% [117]
PredictProtein 90 % - - 10% [118]
CFSSP 97 % - - 3% [119]

Da TisB an der inneren E. coli Membran lokalisiert, ist es mit weiteren in silico Analysen
auch moglich, transmembrane Anteile an der Primérsequenz von TisB zu bestimmen. Die
Ergebnisse hierzu sind in Tabelle 14 gelistet. Jedes der sechs verschiedenen Programme

und damit Algorithmen sagt fiir TisB einen transmembranen Anteil voraus.

Tabelle 14 — Vorhersage von transmembranen Bereichen in der TisB Priméarstruktur

Programm Beginn TM-Region Ende TM-Region Literatur

TMPred Leu3 Leu2l [120]
TopPred Met1 Leu21 [121]
HMMTop Ile6 Val25 [122]
TMHMM Ile6 Leu28 [123]
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4.3.3 Ermittlung der Sekundirstrukturzusammensetzung von TisB

Zur Ermittlung der Sekundarstrukturzusammensetzung wurde TisB, wie auch in Abschnitt
4.2.4 an Dermcidin durchgefiihrt, mit Hilfe von CD-Messungen untersucht. Daraus wurde
die Sekundarstrukturzusammensetzung TisB in unterschiedlichen Detergenzien und Lipid-
vesikeln berechnet. Die Auswirkungen von verschiedenen Detergenzien auf die Sekundér-

struktur von TisB sind in Abbildung 36 zu sehen.

Abbildung 36 - CD-Spektren von 101
TisB in verschiedenen Detergenzien ol
und Losungsmitteln. Dermcidin nimmt AR - 201;:?0”
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TisB zeigt — mit Ausnahme der Probe in 10mM Phosphatpuffer (pH 7,2) — in jeder Pro-
be ein deutlich a-helikales Spektrum mit den charakteristischen Minima bei 208 nm und
222 nm, sowie einem Maximum bei etwa 193 nm. Die Linienformen lassen auf sehr hohe he-
likale Anteile schliefen. Einzig die Probe in 10 mM Phosphatpuffer zeigte ein abweichendes
Spektrum. Wihrend die absolute Intensitét des Spektrums um etwa ein Drittel niederiger
ist als bei den restlichen Proben, so ist auch die relative Lage der beiden Minima bei 208 nm
und 222 nm unterschiedlich. Hier ist die 208 nm Bande positiver als die 222 nm Bande, was
auf eine teilweise Aggregation von TisB schliefsen ldsst. Hierbei kommt es zu einer ungleich-
méfigen Verteilung und Abschattungseffekten der Chromophore innerhalb der Probe. Dies
fithrt zu einer Absorptionsabflachung im Spektrum (absorption flattening).

Tabelle 15 gibt die prozentuale Sekundirstrukturzusammensetzung von TisB in unter-
schiedlichen Detergenzien und Lésungsmitteln wieder. Mit Ausnahme der 10mM Phos-
phatpuffer Probe fiihren alle getesten Konditionen zu einem helikalen Anteil zwischen 83 %
und 90 %. Auch die zugehorigen NRMSD Werte lagen alle im zuléssigen Bereich von < 0, 1.

Der helikale Anteil in der Phosphatpufferprobe lag trotz absorption flatting noch bei etwa
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40 %. Bei der Bewertung dieses Ergebnisses muss man allerdings den zugehérigen NRMSD
Wert beriicksichtigen. Dieser liegt gerade an der Grenze zu einer verlisslichen Dekonvolu-

tion (0,1).

Tabelle 15 — Dekonvolution von TisB in verschiedenen Losungsmitteln

Losungsmittel Helices p-Strands Turns Coil NRMSD

H,0 83,3 % 0,2% 89% 84% 0,074
10mM PB 39,5 % 113%  11,7% 312% 0,1

0,1% Triton 89,7 % - 104% - 0,036
30mM SDS 88,0 % 0,3% 109% 09% 0,081
50% TFE 88,9 % - 108% 0,1% 0,072

Neben verschiedenen Detergenzien wurde die Sekundédrstruktur von TisB auch fiir ver-
schiedene Lipidvesikelumgebungen bestimmt. Durch die Verwendung von Lipiden mit un-
terschiedlicher Kettenldnge konnte die Abhéangigkeit der TisB Sekundarstruktur von der

Membrandicke bestimmt werden. Abbildung 37 zeigt die Ergebnisse.

Abbildung 37 - CD-Spektren von
TisB in verschiedenen Lipidvesikeln.
Trotz dem Auftreten von absorpti-
on flattening in den CD-Messungen,
zeigt TisB iiberwiegend a-helikale Kon-
formation in Lipidvesikeln. Das P/L-
Verhéltnis betrug bei allen Messungen
1:100.
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Jedes der unterschiedlichen Vesikelspektren von TisB zeigt eine generelle a-helikale Grund-
form. Auch die Verhiltnisse der absoluten positiven und negativen Intensititen von etwa
2:1 finden sich in den Spektren wieder. Trotz der helikalen Grundform sind die prozen-
tualen Anteile an der Sekundérstruktur von TisB in allen fiinf Spektren niedriger als in

den Detergenzspektren. Dies liegt an den Intensititen der 208 nm und 222 nm Banden. Die
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208 nm Bande ist in jedem Fall positiver als die 222 nm Bande, was ein deutliches Anzeichen
fiir Proteinaggregation und damit absorption flattening ist. Die Spektren der kurzkettigen
Lipide DMPC (di-C14:0) und DLPC (di-C12:0) haben nur eine geringe Intensitét, was sich
auch in der anschlieflenden Dekonvolution bemerkbar macht (Tabelle 16). Hier liegen die
zugehdrigen NRMSD-Werte iiber dem kritischen Wert von 0,1, so dass die Dekonvolution
fiir diese beiden Proben als nicht zuverlissig gilt. Die ldngerkettigen Vesikelproben mit
DPPC (di-C16:0), DOPC(di-C18:1) und DErPC (di-C20:1) ergeben helikale Anteile von
etwa 44 %, 54 % und 49 %. Hier liegen die NRMSD-Werte im verldsslichen Bereich.

Tabelle 16 — Dekonvolution von TisB in Lipidvesikeln (CD-Daten)

Vesikel (P/L) Helices p-Strands Turns Coil NRMSD

DLPC (1:100)  6,4% 355%  189% 393% 0,616
DMPC (1:100)  16,9% 284%  187% 36,1% 0,174
DPPC (1:100)  435% 171%  165% 229% 0,069
DOPC (1:100)  54,1% 141%  137% 182% 0,052
DEPC (1:100)  48,8% 14,4%  155% 21,5% 0,087

Das Auftreten von absorption flattening in allen erhaltenen Spektren ldsst eine korrek-
te Aussage zur Sekundirstrukturzusammensetzung von TisB in Lipidvesikeln nicht zu.
Deshalb war es nétig mittels Synchrotronstrahlung-CD-(SRCD)-Spektroskopie die Sekun-
dérstrukturanteile in Lipidvesikeln zu bestimmen. SRCD-Spektroskopie bietet Vorteile ge-
geniiber konventioneller CD-Spektroskopie, da neben dem zusitzlichen Informationsgehalt
im niederwelligen Bereich auch das Signal-/Rausch-Verhéltnis verbessert wird, was es er-
moglicht wesentlich weniger Protein einzusetzen und damit mogliche Proteinaggregationen

zu umgehen [124,125].
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Abbildung 38 - SRCD-Spektren 101
von TisB in verschiedenen Lipidvesi-
keln. TisB zeigt in den gewonnenen
SRCD-Daten eine nahezu vollkomme-
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Verhéltnis betrug bei allen Messungen
1:100.
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Abbildung 38 zeigt die Ergebnisse der durchgefithrten SRCD-Experimente. Hierzu wurden
unilamellare DMPC, POPC und DOPC Vesikel nach Abschnitt 3.1.7 hergestellt und die
Proben entsprechend vorbereitet. Die Messungen wurden an der Beamline UVCD-12 am
ANKA Synchrotron des KIT durchgefiihrt. Die erhaltenen Spektren zeigen fiir alle drei
Proben fast ideale a-helikale Spektren, die nahezu deckungsgleich sind. Sehr gut sind die
Intensitdten der beiden Minima bei 208 nm und 222 nm zu erkennen, wobei im Unterschied
zu den CD-Proben in Abbildung 36B kein absorption flattening zu beobachten ist. Die
Intensitét der 208 nm Bande ist negativer als die der 222nm Bande und das Verhéltnis
nahezu 2:1. Auch das Maximum bei 193 nm ist bei allen drei Spektren deutlich ausgeprigt,
wobei das Verhéltnis der absoluten positiven und negativen Intensitdten mit 2:1 als ideal
angesehen werden kann. Die Dekonvolutionsergebnisse geben diese Beobachtungen wieder.
Alle drei Spektren weisen einen sehr hohen helikalen Anteil auf (74 % bis 78 %). Hier liegen
die berechneten NRMSD Werte alle deutlich unter der kritischen Grenze von 0,1. Die

Dekonvolution ist somit als zuverlédssig zu bezeichnen (Tabelle 17).

Tabelle 17 — Dekonvolution von TisB in Lipidvesikeln (SRCD-Daten)

Vesikel (P/L) Helices p-Strands Turns Coil NRMSD

DMPC (1:100)  78,3% - 97% 12,0% 0,048
POPC (1:100)  738% 1,4% 87% 16,1% 0,042
DOPC (1:100)  77,0% 0,3% 82% 145% 0,035
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4.3.4 Membranorientierung von TisB

Mit Hilfe der Orientierten CD-Spektroskopie (OCD-Spektroskopie), deren Grundlagen auf
der CD-Spektroskopie beruhen, ist es mdglich qualitative Aussagen iiber die Struktur
und die relative Orientierung von Helices in orientierten Lipiddoppelschichten zu tref-
fen [126,127]. Hierbei ist das Auftreten und die Intensitét der charakteristischen "Finger-
abdruckbande” um 208 nm von besonderem Interesse. Anhand dieser Bande ist es moglich
abzuschétzen, ob ein Protein waagerecht auf einer orientierten Lipiddoppelschicht aufliegt
(Surface-(S)-state), ob ein Protein schriag in die Membran integriert ist (Tilted-(T)-state),
oder ob das Protein senkrecht zur Membrannormalen in die Lipiddoppelschicht eingebet-
tet ist (Inserted-(I)-state). Nimmt die 208 nm Bande vergleichbare negative Werte wie bei
225nm an, so liegt ein S-state vor, wihrend man bei einer negativen Bande bei 208 nm
und einem Intensitatsverhiltnis von 1:2 zwischen dieser und der 225 nm Bande, von einem
T-state spricht. Betrégt die Intensitdt der 208 nm Null oder nimmt diese gar positive Werte

an, so liegt ein I-state vor.

OCD normiert/ A.U.
OCD normiert / A.U.

TRy -5

- -10
200 210 220 230 240 250 260 200 210 220 230 240 250 260

Wellenldnge / nm Wellenldnge / nm

Abbildung 39 - OCD-Spektren von TisB. (A) Einfluss der Kettenlinge auf die relative Orientie-
rung von TisB. (B) Einfluss der Proteinkonzentration auf die Orientierung von TisB. Falls nicht
anders angegeben, betrug das P/L-Verhéltnis 1:100. Zur vergleichbaren Darstellung wurden die
Spektren auf 225 nm normalisiert. Die 208 nm Bande wird durch die senkrechte, gestrichelte Linie
hervorgehoben.

Abbildung 39A zeigt die Ergebnisse der OCD-Spektroskopie von TisB in unterschiedli-
chen Lipiden mit verschiedener Kettenliange. Hierzu wurde TisB nach Abschnitt 3.1.7 in
verschiedenen Lipiden rekonstituiert, die alle im fliissig-kristallinen Zustand vorlagen. Be-
ginnend mit dem kurzen DMPC (di-C14:0) iiber die langeren DPPC (di-C16:0) und DOPC
(di-C18:1), bis hin zum langen DErPC (di-C20:1). In all diesen Lipiden mit unterschied-
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licher Kettenlinge und damit verschiedener Membrandicke, zeigte TisB unabhingig vom
verwendeten Lipid eine Intensitét der Bande bei 208 nm von gréfser Null und damit einen
senkrecht zur Normalen, insertierten Zustand (I-state). Im Kurvenverlauf unterscheiden
sich DMPC, DOPC und DPPC kaum, was den Schluss zu ldsst, dass TisB in allen der
drei Lipidumgebungen einen #hnlichen Neigungswinkel einnimmt. Einzig in der DErPC
Umgebung nimmt das Spektrum ab etwa 220 nm positivere Werte an, was auf einen noch
senkrechteren Zustand von TisB im Vergleich zu den anderen drei Lipiden schliefsen lésst.
Uberdies ist zu beobachten, dass bei identischem P /L-Verhaltnis, das DMPC Signal we-
sentlich mehr Rauschen zeigt als die iibrigen drei Spektren. Die schlechte Qualitit des
Spektrums riihrt vermutlich von Streuartefakten und damit von Proteinaggregation her.
Dariiber hinaus zeigt TisB auch eine konzentrationsabhingige Orientierung in DOPC Li-
pidmembranen (Abbildung 39B). Wihrend man bei einem P/L-Verhéltnis von 1:50 eine
positive Bande um 208 nm beobachten kann und damit einen senkrecht insertierten Zustand
(I-state) vorfindet, so nimmt die Intensitit der Bande bei sinkender Proteinkonzentration
ab. Ab einem P/L-Verhéltnis von 1:100 nimmt die 208 nm Bande negative Werte an und
TisB damit einen auf der Membran aufliegenden Zustand (S-state).

Neben der Konzentrationsabhingigkeit in Bezug auf die relative Membranorientierung,
zeigt auch die Temperatur einen Einfluss auf die Orientierung von TisB in DMPC Li-
piddoppelschichten. Wahrend bei einer Temperatur um 15°C eine negative Intensitit der
208 nm Bande zu beobachten ist, so nimmt die Intensitét bei einer Temperatur von 30°C
einen leicht positiven Wert an. Dies rithrt vom unterschiedlichen Aggregatszustand von
DMPC bei diesen beiden Temperaturen her. Wahrend sich DMPC bei 15°C im Gelzu-
stand befindet, so hat sich der Aggregatszustand bei 30°C in den fliissig-kristallinen und

damit in den physiologisch bedeutsamen Zustand umgewandelt.
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Abbildung 40 — Temperaturabhingi- 151
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4.3.5 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen an TisB

Nachdem Sekundérstruktur und Membranorientierung von TisB bestimmt worden wa-
ren, wurden fluoreszenzspektroskopische Messungen zur Untersuchung der Funktion von
TisB durchgefiihrt. Da TisB die ATP Konzentration in der Zelle senkt und in der inneren
Membran von E. coli lokalisiert, liegt es sehr nahe, dass TisB eine Pore in der inneren
Membran bilden kénnte. Um diese Moglichkeit genauer zu untersuchen, wurden drei ver-
schiedene Arten von ,Leckschlagung® untersucht: Leakage des Fluorophor/Quencher Paares
ANTS/DPX, Kaliumleakage und Protonenleakage (Abbildung 41). Diese drei verschiede-
nen Leakage-Experimente lassen qualitative Riickschliisse auf die Grofe und Struktur einer
eventuellen TisB Pore zu, indem sukzessiv kleiner werdende Molekiile im Verlauf der drei
Assays durch die Poren dringen. Das relativ volumingse ANTS/DPX Paar, die kleineren
Kaliumionen und sehr kleine Protonen. Hieriiber ist es nicht nur mdglich, eine Selektivitit
fiir bestimmte Molekiilgréfsen zu bestimmen und damit Aussagen iiber Struktur und Funk-
tion einer TisB Pore zu treffen, sondern auch iiber den zeitlichen Verlauf der Anderung des

Fluoreszenzsignals Riickschliisse auf die Kinetik der Porenbildung zu treffen.

97



4 Ergebnisse und Diskussion

= ~\/ ¢ N

N 15 mM Kalium . 15 mM Kalium
i ) v : LI S
- ¢ ) e -
7 v/ 3" 7@
- x Y
- - @ <] 3%
- - § 150 mM Kalium 15 mM Kalium
- - i \
= - \ ® 4
3 e e 3
)\. P o l\'
L 4
[ 4
pH 6,5 \ pH 6,5
N ANTS/DPX
s
N
( Kalium
v
pH7,5 pH 6,5
-
A Protonen

Abbildung 41 — Ubersicht der fluoreszenzspektroskopischen Versuche. (A) ANTS/DPX Lipidve-
sikelassays vor (links) und nach der Zugabe (rechts) von membranaktiven Peptiden. (B) Kalium-
leakageassay: Durch den Zusammenbruch des Potentials (rechts) erniedrigt sich die Fluoreszenz
(C) Protonenleakageassays: Nach Zugabe von Peptid sinkt der intravesikuldre pH-Wert und damit
die Fluoreszenz (links) (D) Sensibilitidt der Assays gegeniiber der Grofie des entweichenden Stoffes.
Wiéhrend fiir den Austritt von ANTS/DPX eine Pore mit groffem Durchmesser entstehen muss, so
sinkt der notwendige Porendurchmesser iiber den Kaliumleakageassay bis hin zum Protonengradi-
entenassay kontinuierlich.
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ANTS/DPX Leakage Zu Beginn der Funktionsuntersuchungen an TisB wurden Mes-
sungen mit dem ANTS/DPX Fluorophor/Quencher Paar durchgefiihrt. Hierzu wurden uni-
lamellare Vesikel wie in Abschnitt 3.1.6 beschrieben hergestellt. Die ANTS/DPX-haltigen
Vesikel wurden bei laufender Messung in iso-osmolaren Puffer gegeben, wobei dadurch das
Fluoreszenzsignal anstieg. Nach 200s wurde TisB in unterschiedlichen Konzentrationen
zugegeben. Ab diesem Zeitpunkt wurde das Fluoreszenzsignal fiir 30 min gemessen. Mem-
branaktive Peptide fithren im Laufe der Messung zu einem Anstieg der Fluoreszenz, da
die Integritét der Lipidvesikel die das Fluorophor/Quencher Paar enthalten, gestort wird.
Nach 30 min erfolgte die Zugabe des Detergenz Triton X-100, durch welches die Lipidvesikel
aufgeldst werden. Die Signalintensitét nach der Zugabe von Triton entspricht dem 100 %
Leakage Wert. Anhand der Signalintensitdt bei Zugabe der Peptide und der Signalinten-
sitdt nach Tritonbehandlung kann die relative Leakageaktivitdt eines Peptids berechnet

werden (Abbildung 42).
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Abbildung 42 — Ergebnisse der ANTS/DPX Leakage Experimente mit TisB. Fluoreszenzsignal
umgerechnet in relatives Leakage in Abhéngigkeit vom P /L-Verhéltnis (A). Linearer Anstieg des
relativen Leakages in Abhéngigkeit von der TisB Konzentration (B). 200 uM DOPC Vesikel, 30 °C,
Messdauer 30 min.

Die Leakageaktivitdt von TisB ist deutlich vom verwendeten P/L-Verhiltnis abhingig.
Waihrend bei niedrigen Konzentrationen die Leakageaktivitdt im einstelligen Prozentbe-
reich liegt, so steigt die TisB Leakageaktivitdt mit zunehmender TisB Konzentration line-
ar an. Um Referenzwerte zu erhalten, wurde die Leakageaktivitdat von TisB mit anderen
membranaktiven Peptiden und Substanzen verglichen. Wihrend das antimikrobielle Ala-

methicin und das synergistisch wirkende Paar PGLa und Magainin zu einem sofortigen
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Anstieg des Fluoreszenzsignal bis hin zu 100 % fiihren, so zeigt der niedermolekulare Proto-
nencarrier CCCP nach Zugabe nahezu keine Anderung des Fluoreszenzsignals (Abbildung
43).
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Abbildung 43 — ANTS/DPX Leakage Vergleich zwischen membranaktiven Peptiden und TisB
in DOPC Vesikeln. Wahrend die Zugabe der porenbildenden antimikrobiellen Peptide Alamethi-
cin und PGLa/Magainin (1:1) zur sofortigen Freisetzung des Farbstoffs aus den Vesikeln fiihrt,
so fiithrt die Zugabe von TisB und CCCP in der selben Konzentration kaum zum Anstieg der
Fluoreszenz und damit zum Farbstoffaustritt (A). Vergleich der Leakagewerte von Alamethicin,
PGLa/Magainin, CCCP und TisB (B). P/L-Verhéltnis 1:100, 200 uM DOPC Vesikel, 30 °C, Mess-
dauer 30 min.

Kaliumleakage Neben ANTS/DPX Leakage Assays wurden auch Kaliumleakage Mes-
sungen durchgefiihrt. Diese stellen ein sensibleres System im Bezug auf die Molekiilgrofe
des auszutretenden Stoffes dar. Wihrend bei den vorherigen Leakagemessungen der Aus-
tritt des recht grofsen Molekiils ANTS verfolgt wurde, so wurde hier die Verdnderung der
Fluoreszenz durch den Austritt kleiner Kaliumionen gemessen. Hierbei werden Vesikel wie
in Abschnitt 3.1.6 beschrieben mit Kaliumpuffer hergestellt. Zu Beginn der Messung wird
der potentialabhéngige und hydrophobe Farbstoff DilC vorgelegt. Anschliefsend erfolgt die
Zugabe von Natriumpuffer und den Vesikeln mit Kaliumpuffer. Zuletzt wird Valinomycin
zugegeben, welches selektiv Kaliumionen iiber die Membran transportiert.

Durch die unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen innerhalb und ausserhalb der Vesikel
entsteht mit Hilfe des selektiven K -Ionophors Valinomycin ein Potential fiir Kalium, wel-
ches etwa —60mV (innen) betrigt. Die Fluoreszenz ist nun am stéirksten und stellt gleich-
zeitig den 0% Leakagewert dar. Nachdem das System &dquilibriert wurde, wurde TisB in
unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben. Eine auftretende Pore oder ein Kanal fiihrt

zum Austritt von Kalium und damit zu einer Erniedrigung des Potentials. Dies hat zur
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Folge, dass die Fluoreszenzintensitdt abnimmt. Nach einer Messdauer von 30 min wurde
Triton zugegeben, worauthin es zur sofortigen Freisetzung der Kaliumionen innerhalb der
Vesikel kommt und damit zum sofortigen Zusammenbruch des Potentials. Die Intensitit
der Fluoreszenz nach der Zugabe von Triton stellt den 100 % Kaliumleakagewert dar.
Wie auch schon bei den ANTS/DPX Leakagemessungen beobachtet werden konnte, so
fiihrt auch die Zugabe von verschiedenen Mengen an TisB zu den DOPC Vesikeln zu einer
konzentrationsabhéngigen Fluoreszenzerniedrigung. In Abbildung 44 sind die Ergebnisse
dargestellt. Wéhrend niedrige P /L-Verhéltnisse und damit geringe TisB Konzentrationen
zu keiner nennenswerten Verdnderung des Potentials fithren, so wird das Potential mit
steigender Konzentration linear erniedrigt.
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Abbildung 44 — Abbau des Kaliumpotentials durch TisB in DOPC Vesikeln. Das Kaliumpotential
verringert sich in Abhéngigkeit von der TisB Konzentration (A). Der Abbau des Potentials erfolgt
linear in Abhéngigkeit von der Konzentration (B). 200 uM DOPC Vesikel, 30 °C, Messdauer 30 min.

Ebenfalls wurde der Einfluss von anderen membranaktiven Peptiden auf das Kaliumpo-
tential mit TisB verglichen. Wie auch schon bei den vorangegangenen Messungen konnte
nach Zugabe von Alamethicin beziehungsweise einem dquimolaren Verhéltnis von PGLa
und Magainin ein sofortiger Fluoreszenzabfall und damit ein sofortiger Abbau des Kalium-
potentials beobachtet werden. Die Zugabe des Protonenentkopplers CCCP fiihrte zu keiner

nennenswerten Verdnderung des Kaliumpotentials (Abbildung 45).

101



4 Ergebnisse und Diskussion

Peptid Triton

100%

T~
e 100% — ]

—— PGLa/Magainin
Alamethicin
TisB

ccep

80%

80%

60% 60%

40% 40%

20% 20%

Potentialzusammenbruch / rel.
Potentialzusammenbruch / rel.

s D S AT /
500 1000 1500 2000 Alamethicin PGLa/ CCCP TisB
Zeit | sec Magainin

.l

Abbildung 45 — Vergleich der Kaliumpotentialverringerung zwischen membranaktiven Peptiden
und TisB. Alamethicin und PGLa/Magainin (1:1) fithren sofort nach der Zugabe zu einem Verlust
des Kaliumpotentials (A). Die Potentialerniedrigung durch CCCP und TisB liegen bei 1 % und 5 %
(B). P/L-Verhiltnis 1:100, 200 pM DOPC Vesikel, 30 °C, Messdauer 30 min.

Protonenleakage In der Zelle erniedrigt TisB die protonenmotorische Kraft iiber der
inneren Zellmembran, was zu einer Erniedrigung der ATP-Konzentration fithrt [44]. Aus
diesem Grund wurden fluoreszenzspektroskopische Messungen durchgefiihrt, die genau die-
se Situation wiederspiegeln sollen. Die Verfolgung eines eventuellen Abbaus eines Protonen-
gradienten stellt die sensibelste Methode im Bezug auf die zu transportierende Stoffgréfse
dar.

Hierbei wurden Lipidvesikel wie in Abschnitt 3.1.6 beschrieben mit einem Puffer herge-
stellt, der den pH-Wert von 7.5 hat. Diese Vesikel enthalten zusétzlich den pH-abhangigen
Farbstoff Pyranin. Mit Hilfe dieses Farbstoffes ldsst sich der pH-Wert im Inneren der Vesikel
bestimmen, so dass zur Auswertung das Fluoreszenzsignal in pH-Einheiten umgerechnet
werden kann. Zur eigentlichen Messung wurden die Vesikel in einen MES-Puffer gegeben,
welcher einen pH-Wert von 6,5 hat und somit eine um den Faktor 10 hohere Konzentration
an Protonen gegeniiber dem intravesikuldren Puffer. Bei der Zugabe von membranaktiven
Peptiden ist nun ein Abfallen des Fluoreszenzsignals und damit des pH-Werts innerhalb

der Vesikel zu erwarten.

102



4 Ergebnisse und Diskussion

Peptid

100%r
= _-®
- e -7
S = sowt T
: £ -
o B ®--"
3 & ol _#" y=0,0121x + 0,5608
. o[
5 z .
s S
. S 0%
T S b
< 5
c
]
£ 20%f
«
®
N
6,4F
0 500 1000 1500 2000 0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit | sec TisB Konzentration / uM

Abbildung 46 — Abbau eines Protonengradienten in Abhéngigkeit von der TisB Konzentration.
Schon eine Konzentration von 2uM TisB (P/L:1/100) fiihrt zu einem Abbau des Protonengradi-
ents um etwa 55 %. Das Fluoreszenzsignal wurde zur besseren Veranschaulichung in pH-Einheiten
umgerechnet (Anhang 6.6) (A). Hohere TisB Konzentrationen verursachen einen schnelleren pH-
Ausgleich. Der Abbau des Protonengradients korreliert positiv mit der TisB Konzentration (B).
200 uM DOPC Vesikel, 30 °C, Messdauer 30 min.

In Abbildung 46 ist die Auswirkung unterschiedlicher TisB Konzentrationen auf den intra-
vesikuldren pH-Wert als Funktion der Zeit aufgefiihrt. Schon sehr geringe Konzentrationen
an TisB fithren zu einer Erniedrigung des pH-Werts innerhalb der Vesikel, jedoch nicht
zu einer volligen Angleichung gegeniiber dem extravesikuliren Wert. Erst die Zugabe von
hoheren TisB Konzentrationen (>32uM) fithrt zu einem vollstdndigen Ausgleich des pH-
Werts innnerhalb und ausserhalb der Vesikel.

Abbildung 47 zeigt den Vergleich von TisB mit Alamethicin, PGLa/Magainin und CCCP
in Bezug auf den Abbau des angelegten Protonengradienten. Wie zu erwarten war fithrte
schon die Zugabe von geringen Mengen an Alamethicin und PGLa/Magainin (1:1) zu einem
sofortigen Abbau des Gradienten. Ebenfalls wurde erwartet, dass es bei einer Zugabe von
CCCP zu einem Abbau des Gradienten kommt. Die dquimolare Menge an TisB (in Bezug
zu CCCP) jedoch, schaffte es nicht ganz den Protonengradienten innerhalb der Messzeit
abzubauen. Wihrend die Zugabe von CCCP einen Abbau des Protonengradienten von et-
wa 94 % bewirkte, so kam es bei TisB Applikation lediglich zu einem Zusammenbruch des
Gradienten von 55 %. Im Unterschied zu Alamethicin und PGLa/Magainin, die zu einem
sofortigen Abbau des Gradienten fithren, dhneln sich die langsamen Abbaukinetiken von

CCCP und TisB.
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Abbildung 47 — Vergleich des Abbaus eines Protonengradienten zwischen TisB und membran-
aktiven Peptiden. Niedrige Konzentrationen an Alamethicin und PGLa/Magainin bauen den an-
gelegten Protonengradienten sehr schnell ab, wihrend die Zugabe von CCCP zwar auch zu einem
fast vollstdndigen Abbau des Gradienten fiihrt, so findet dies graduell iiber die gesamte Messzeit
statt (A). Eine TisB Konzentration von 2uM fiihrt zu einem Abbau von 55 %, wihrend die selbe
Konzentration an CCCP im Verlauf der Messung zu einem Zusammenbruch des Gradienten von
94 % fiihrt (B). P/L-Verhéltnis 1/100, 200 uM DOPC Vesikel, 30 °C, Messdauer 30 min.

Bestimmung des Hill-Koeffizienten Anhand der ANTS/DPX Leakage-Messungen
lassen sich nicht nur Aussagen iiber den Porendurchmesser von TisB treffen, sondern an-
hand der Kinetiken auch Aussagen iiber die Kooperativitit des Leakageprozesses. Unter
Kooperativitéit versteht man in der Biochemie generell, dass die Bindungsstirke eines Li-
ganden davon abhéngt, ob andere Untereinheiten bereits einen Liganden tragen. Im Falle
von TisB also, ob am Prozess des Farbstoffaustritts TisB als Monomermer involviert ist,
oder ob der Farbstoffaustritt durch die Bildung von TisB Multimeren zustande kommt. Eine
geeignete Methode um Kooperativitdten zu messen, ist die Erstellung eines Hill-Diagramms
und der Bestimmung des Hill-Koeffizienten. Uber den Hill-Koeffizienten n lassen sich dann
Aussagen zur Kooperativitdt téitigen. Wird n — 1 erhalten, so bedeutet dies, dass TisB
keine kooperativen Eigenschaften besitzt. Erhidlt man einen Hill-Koeffizienten von n > 1,
so bedeutet dies positive Kooperativitéit. [m Falle von TisB wiirde das bedeuten, dass nicht
das Monomer alleine fiir die Bildung eines Kanals zustédndig ist, sondern dass mindestens
ein weiteres TisB Molekiil am Transport beteiligt sein muss. Aufgrund der mathematischen
Bedingungen, kann n nicht grofer sein als die Anzahl der Untereinheiten.

Zur Bestimmung des Hill-Koeffizienten wurde die Anfangssteigung des Fluoreszenzsignals
der ANTS/DPX Leakage Messungen fiir verschiedene TisB Konzentrationen bestimmt.

Diese wurden umgerechnet in Farbstoffaustritt pro Sekunde. Diese Anfangsgeschwindig-
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keiten wurden gegen die jeweilige TisB Konzentration aufgetragen und mit Hilfe der Hill-
Gleichung eine Kurve angelegt (Abbildung 48, Einzelheiten siche Abschnitt 3.1.6). Es stellte
sich heraus, dass TisB fiir den Austritt von ANTS/DPX aus DOPC Vesikeln, einen Hill-

Koeffizienten von 1,93 besitzt, was wiederum positive Kooperativitdt bedeutet.
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Abbildung 48 — Bestimmung des Hill-Koeffizienten von TisB. Exemplarische Darstellung der An-
fangssteigungsbestimmung des TisB-induzierten ANTS/DPX Leakage in DOPC Vesikeln (A). Zur
Ermittlung der mittleren Steigung zu Beginn wurden die ersten 30 s nach Zugabe von TisB verwen-
det. Die Anfangsgeschwindigkeit des ANTS/DPX Austritts als Funktion der TisB Konzentration
(B). Die gefittete Hill-Kurve ergab einen Koeffizienten von n = 1,93.
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4.3.6 Zusammenfassung und Diskussion

Eine der grofsen medizinischen Herausforderung heutzutage stellt die Bekimpfung von bak-
teriellen Biofilmen dar. Ursache dieses Problems sind sogenannte persistenten Zellen. Ob-
wohl diese Zellen genetisch identisch mit gewShnlichen bakteriellen Zellen sind, kénnen sie
sich in einem dormanten Zustand begeben. Dieser ist durch einen anderen Phénotyp ge-
kennzeichnet, welcher {iber eine sehr hohe Toleranz gegeniiber konventionellen Antibiotika
verfiigt. Leider ist der Mechanismus der Entstehung von persistenten Zellen und damit von
Biofilmen bisher nicht richtig verstanden [128]. Eine Hauptrolle bei der Entstehung von
persistenten Zellen spielt das Protein TisB aus E. coli. In diesem Protein wurde in dieser

Arbeit ein HCZ-Motiv identifiziert, mit der Linge m = 2 (Abbildung 49).

MNLVDIAILILKLIVAALQLLDAVLKYLK

Abbildung 49 — Hypothetisches Charge Zipper Motiv in der TisB Sequenz von E. coli K12.

Vergleicht man die Primérsequenz von TisB aus E. coli K12 mit den Sequenzen von ho-
mologen Proteinen aus anderen Prokaryoten, so lasst sich feststellen, dass die Anordnung

der geladenen Aminosduren konserviert ist (Abbildung 50).
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Escherichia coli K12
Escherichia coli 0103:H4
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Enterobacter sp. SST3
Klebsiella oxytoca
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Salmonella choleraesuis
Salmonella enterica
Salmonella paratyphi
Salmonella typhimurium
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Abbildung 50 — TisB aus E. coli K12 im Vergleich mit TisB Homologen aus unterschiedlichen
Prokaryoten. Das HCZ-Motiv ist in den homologen Proteinen konserviert. Negativ geladene Ami-
nosduren sind rot unterlegt, wahrend positiv geladenen Aminosiuren blau unterlegt sind. GIn19
ist ebenfalls konserviert (hellblau hinterlegt).

Die TisB Sequenzen bestehen dabei hauptsichlich aus unpolaren Aminoséduren, die einen

wesenlich geringeren Konservierungsgrad zeigen als die geladenen Reste. Gleichzeitig ist zu
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erkennen, dass ein Glutaminrest (GInl9) ebenfalls konserviert ist. Die Konservierung des
Charge Zippers Motivs deutet die Wichtigkeit dieser Ladungsabfolge fiir die Funktion von
TisB an.

Zu Beginn wurde die TisB Priméarsequenz mittels in silico Methoden sowohl auf die Se-
kundarstrukturzusammensetzung als auch auf das potentielle Vorhandensein einer Trans-
membranregion untersucht. Hierbei wurde ein a-helikaler Anteil zwischen 70 % und 90 %
vorausgesagt. Auch die Integration in eine biologische Lipiddoppelschicht schein nach den
erhaltenen Daten wahrscheinlich zu sein.

Zur Ermittlung der Sekundérstrukturzusammensetzung wurde TisB mittels CD-Spektros-
kopie untersucht. Dabei konnte bereits eine a-helikale Faltung in der Abwesenheit von
Lipiden beobachtet werden. Der a-helikale Anteil in wéssriger Umgebung betragt fiir TisB
etwa 83 %. Dies ist relativ untypisch fiir membranaktive Peptide, wie beispielsweise an-
timikrobielle Peptide. Diese sind in wissrigen Umgebungen weitestgehend unstrukturiert,
wohingegen erst die Anwesenheit von negativ geladenen Lipidvesikeln eine Induktion der
a-helikalen Faltung bewirkt [55,129]. Doch nicht nur a-helikale Peptide zeigen dieses Ver-
halten, auch Peptide mit 3-Strang Konformation. So ist beispielsweise KIGAKI, ein kiinst-
lich hergestelltes antimikrobielles Peptid, in Lésung ungeordnet und nimmt erst in der
Gegenwart von Membranen eine 8-Strang Konformation ein. Wird die Peptidkonzentrati-
on erhoht, so bilden sich immobilisierte KIGAKI S-Faltblatter [130].

Desweiteren wurden aufgrund des Auftretens von absorption flattening SRCD-Experimente
von TisB, rekonstituiert in Lipidvesikeln, durchgefiihrt. Hier konnten in ungeladenen DOPC,
POPC und DMPC Vesikeln ebenfalls sehr hohe a-helikale Anteile bestimmt werden (etwa
80 %). Diese experimentellen Nachweise stimmen sehr gut mit den durch in silico Analysen
erhaltenen Daten iiberein.

Die Tatsache einer a-helikalen Konformation in wéssriger Losung lasst den Schluss zu, dass
TisB eventuell bereits vor der Interaktion mit einer biologischen Membran multimerisiert.
Dies kénnte zum Beispiel iiber elektrophoretische Methoden herausgefunden werden. Uber
eine Nativ-PAGE sollten TisB Multimere erkennbar sein. Alternativ bietet sich auch eine
analytische Ultrazentrifugation an.

Nachdem experimentell nachgewiesen wurde, dass TisB nahezu vollstdndig a-helikal vor-

liegt, wurde die Membranorientierung von TisB bestimmt. Hierzu wurden OCD-Experi-
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mente durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass TisB unabhéngig vom verwendeten
Lipid senkrecht in die Membran integriert. Faktoren die die relative Orientierung von TisB
in Bezug auf biologische Membranen beeinflussen, sind die Proteinkonzentration und die
Temperatur. Wahrend hohere Konzentrationen zu einer senkrechten Orientierung fiithren,
so konnte beobachtet werden, dass geringe Konzentrationen an TisB zu einer oberflichli-
chen, beziehungsweise leicht schrigen Orientierung in der Membran fithren. Diese Eigen-
schaft ist weit verbreitet unter membranaktiven Peptiden. Das porenbildende antimikro-
bielle Peptid PGLa muss hierzu ein P/L Verhéltnis von mindestens 1:100 erreichen, um
vom oberflichlich gebundenen Zustand in einen T-state iiberzugehen [131]. In Bezug auf
die Temperaturabhingigkeit verhélt sich das Peptid PGLa entgegengesetzt zu TisB. Wah-
rend bei TisB das Absenken der Temperatur unter den Phageniibergang vom Gelzustand
in den fliissig-kristallinen Zustand das Peptid hindert eine transmembrane Orientierung
einzunehmen, so bewirkt das Absenken der Temperatur bei PGLa das Gegenteil. Dieser
physiologisch nicht relevante Aggregatszustand der Lipide ermoglicht es PGLa einen trans-
membranen Zustand (I-state) anzunehmen. In der fliissig-kristallinen und damit physiolo-
gisch relevanten Lipidphase, liegt ledigliche ein schrige Orientierung (T-state) von PGLa
vor [103].

Nachdem Sekundérstruktur und Orientierung in Lipiddoppelschichten bestimmt worden
waren, wurden Funktionsuntersuchungen mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen durchge-
fiihrt. Dabei konnte beobachtet werden, dass TisB weder grofse Poren bilden kann um
beispielsweise das Fluorophor/Quencherpaar ANTS/DPX aus Vesikeln zu entlassen, noch
dass Kaliumionen durch die Pore treten konnen. Im Unterschied dazu, zeigte TisB er-
hohte Aktivitdt bei Protonenleakageversuchen. Hier konnte eine drastische Absenkung des
intravesikuldren pH-Werts beobachtet werden. Eine grofsere Pore verursacht durch antimi-
krobielle Peptide wie PGLa/Magainin, Alamethicin oder durch bakterielle Toxine wie bei-
spielsweise a-Hamolysin aus S. aureus, konnte also nicht beobachtet werden. a-Hamolysin
wird von S. aureus sekretiert und verursacht Zelllysis, indem es zuerst an die Membran
bindet und anschlieftend oligomerisiert. Dies fiihrt zu einer wassergefiillten Pore. Diese Pore
ist durchlissig fiir Ionen und andere cytosolisch geléste Stoffe, so dass dies zum Absterben
der betroffenen Zelle fiihrt [132].

Aus diesem Grund muss der Porendurchmesser von TisB relativ klein sein. Fiir eine Pore
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mit kleinem Durchmesser wiirden auch weniger TisB Molekiile benotigt, so dass der Oligo-
merisierungsgrad von TisB sehr gering sein sollte. Um dies zu iiberpriifen, wurde anhand der
Anfangssteigungen der ANTS/DPX Leakagemessungen, der Hill-Koeffizient n bestimmt.
Dieser gibt Hinweise auf den Oligomerisierungszustand des aktiven TisB Proteins. Er stell-
te sich heraus, dass dieser bei etwa 2 liegt und somit TisB in Dimerform die Membran
entkoppeln kénnte. Ob es sich nun um ein paralleles oder antipralleles Dimer handelt kann
daraus nicht bestimmt werden. Hauptanwendung findet der Hill-Koeffizient in der Enzym-
kinetik, wo er zur Bestimmung der Kooperativitdt zwischen Enzym und Ligand eingesetzt
wird. Soong et al. konnten erfolgreich zeigen, dass sich das Anwendungsgebiet durchaus
erweitern ldsst. Sie untersuchten dabei die Transmembrandoméne des FGFR3 (fibroblast
growth factor receptor 3) Proteins. Hier wurde wurde ein Hill-Koeffizient von 1,2 in Lipid-
doppelschichten bestimmt, was in diesem Fall einer Dimerisierung entspricht. Desweiteren
schlossen sie aus ihren Ergebnissen, dass der Hill-Koeffizient ein durchaus geeignetes Mittel

darstellt um Helix-Helix Interaktionen in Membranen zu untersuchen [133].

Abbildung 51 — Helical Wheel und Helical Net Projektionen von TisB. (A) Helical Wheel von
TisB. TisB faltet sich in eine amphipathische Helix. (B) Helical Net Projektion von TisB. Die
geladene und polaren Aminosiduren sind entlang eines schmalen Streifens entlang der TisB Helix
angeordnet (schwarzer Kasten).

Betrachtet man die Helical Wheel Darstellung von TisB in Abbildung 51 so féllt auf, dass
TisB sich in eine amphipathische Helix faltet, bei welcher die geladenen Reste iiber die
polare Seite der Helix verteilt sind (Abbildung 51A). Faltet man nun diese Helix auf und
betrachtet die Helical Net Darstellung (Abbildung 51B), so sind die geladenen Reste und
GInl9 nicht {iber die gesamte Breite der Helix verteilt, sondern bilden einen sehr schma-

len, polaren Streifen entlang der Helix. So ldsst sich mit dem PCZ-Motiv in TisB und den
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erhaltenen experimentellen Ergebnissen ein Mechanismus aufstellen, der die Membranent-

kopplung in Bakterien erkldren kdénnte.

Cytosol Cytosol

D5 2K, @ 20

Periplasma Periplasma

Abbildung 52 — Postulierter Mechanismus der TisB Membranentkopplung. (A) Die amphipatische
TisB Helix lagert sich entsprechend ihrer Polaritdt an die Membran an. Steigt die Konzentration an
TisB Molekiilen, so findet iiber das PCZ-Motiv und GIn19 eine Dimerisierung und die Integration
in die Membran statt (B). Dies fiihrt zur Entkopplung des H-Gradienten iiber die Membran und
zur Bildung von persistenten Zellen.

Die amphipathische TisB Helix lagert sich entsprechend ihrer Polaritdt an die Membran an
(Abbildung 52). Sobald eine Schwellenkonzentration an TisB Molekiilen {iberschritten ist,
findet iiber den Charge Zipper eine antiparallele Dimerisierung statt. Diese wird iiber den
sehr schmalen Streifen an geladenen Aminosduren entlang der TisB Helix realisiert. Dieses
Dimer kann dann durch Ausbildung von Salzbriicken und die damit verbundene Neutra-
lisation der geladenen Reste in die Membran integrieren (Abbildung 52B). Es entsteht
ein schmaler polarer Pfad entlang der Leiter aus Salzbriicken, welcher nach Aufen durch
die groken, unpolaren Reste gegeniiber der hydrophoben Membranumgebung abgeschirmt
wird. Uber diesen wahrscheinlich hydratisierten Pfad kénnen nun méglicherweise Protonen
oder OH -Ionen mittels eines Grotthuf Mechanismus entlang ihres Konzentrationsgradien-
ten ins Zellinnere gelangen [45]. Das Dimer koénnte dabei zusétzlich iiber eine Wasserstoff-
briicke zwischen GInl9 der beiden TisB Monomere stabilisiert werden. Es konnte unter
anderem gezeigt werden, dass Wasserstoffbriicken zwischen polaren Resten innerhalb einer
Transmembranhelix zur Stabilisierung eines Dimers beitragen kénnen. Allerdings nur in
relativ geringem Umfang [134].

Das Auftreten von geladenen Resten in der unpolaren Lipiddoppelschicht ist ein energetisch

sehr aufwindiger und damit unwahrscheinlicher Zustand. Trotzdem sind solche strukturel-
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len Anordnungen durchaus moglich vor allem wenn die freien Ladungen durch Salzbriicken
kompensiert werden. Die Fihigkeit zur Dimerisierung von a-helikalen Transmembrando-
ménen, die geladene Reste tragen, wurde von Shigematsu et al. iiberpriift [135]. Hierbei
verwendeten die Autoren das a-helikale Modellpeptid Poy. Zuséitzlich wurden in Poy fluo-
reszente Gruppen eingebracht, iiber welche eine Dimerisierung verfolgt werden konnte. Es
stellte sich heraus, dass die Einbringung von geladenen Resten in die unpolare Transmem-

bransequenz eine Dimerisierung verstirken kann.
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Abbildung 53 — Direkter Nachweis der biologischen Relevanz des Charge Zippers in TisB. (A)
Protonenleakageassays der Ladungsmutanten von TisB im Vergleich zum Wildtyp. (B) Ladungsab-
folge der TisB Mutanten. Die Daten wurden freundlicherweise von Herrn Benjamin Zimpfer (KIT)
zur Verfiigung gestellt.

Vor kurzem wurde der direkte Beweis erbracht, dass das HCZ-Motiv in TisB wichtig fiir
die Funktion ist. Hierbei wurden Ladungsaustauschmutanten von TisB synthetisiert und
mittels Protonenleakageassays untersucht (Abbildung 53A). Es konnte gezeigt werden, dass
bei identischer Nettoladung im Vergleich zum Wildtyp, allerdings mit einer Ladungsabfol-
ge die kein HCZ-Motiv zuldsst (Abbildung 53B), die Protonenleakageaktivitit drastisch
erniedrigt wird (Benjamin Zimpfer, KIT, unvertffentlichte Ergebnisse). Tauscht man je-
doch alle Ladungen in TisB gegen ihre jeweils komplementidren Ladungen aus, so entsteht
ebenfalls ein HCZ-Motiv. Diese Mutante zeigte wieder eine vergleichbare Protonenleakage-
Aktivitdt wie der Wildtyp. Durch ein realisiertes Charge Zipper Motiv ldsst sich somit die
membranentkoppelnde Aktivitat von TisB erkldren.

Membranentkoppler sind in der Natur weit verbreitet. Vor allem die UCP (uncoupling
proteins) Proteinfamilie spielt dabei eine tragende Rolle. UCPs kommen in der inneren

mitochondriellen Membran vor und regulieren dort die oxidative Phosphorylierung [136].
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Obwohl viel {iber die Regulation dieser Entkoppler bekannt ist, gibt es noch kein allgemein
akzeptiertes Modell des genauen Entkopplungsmechanismus oder gar deren Struktur. Zur
Debatte stehen das Flip-Flop Modell, das Kofaktor-Modell und das funktionale Kompeti-
tionsmodell [137]. Im Kofaktor-Modell dienen Fettsdureanionen als Aktivator des Proton-
transports in die mitochondrielle Matrix. Das funktionale Kompetitionsmodell beschreibt
den Transport von Protonen {iber eine allosterische Wechselwirkung der Fettsdureanionen
mit den UCPs. Hierdurch wird eine negative Regulation durch Nukleotide iiberwunden und
der Kanal damit aktiviert. Beim Flip-Flop-Modell werden konjugierte Fettsduren in ihrer
anionischen Form exportiert. Diese werden daraufthin protoniert und das anschliefsend neu-
trale Molekiil kann via Flip-Flop auf die Matrixseite gelangen, von wo das Proton wieder
abdissoziieren kann.

Eine solche Art und Weise des indirekten Protonentransports ist durchaus auch fiir TisB
denkbar. Neuere MD Simulationen liefern Hinweise darauf, dass nicht Protonen durch den
TisB Kanal dringen, sondern OH -Ionen. Dabei wurde die PMF (Potential of Mean Force)
berechnet. Diese beschreibt, wie sich der Energiezustand eines Systems entlang eines Re-
aktionskoordinatenparameters verandert [138]. Dabei wurden verschiedene Molekiile wie
Wasser oder OH -Ionen und auch Protonen mit Hilfe eines Kraftfeldes durch die TisB
Dimerkontaktfliche gezogen. Hierbei zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit einer OH"
Wanderung durch den Kanal héher ist, als die fiir Protonen (Thomas Steinbrecher, KIT,
unveréffentlichte Ergebnisse).

Dies unterstiitzt die Tatsache, dass Gurnev et al. zeigen konnten, dass der TisB Kanal
selektiv Anionen passieren ldsst [139]. Die Autoren schlossen weiterhin aus ihren Experi-
menten an planaren Lipiddoppelschichten, an welche ein Potential angelegt wurde, dass
die TisB Pore zum einen sehr klein sein muss und zum anderen es sehr wahrscheinlich ist,
dass antiparallele TisB Molekiile an der Kanalbildung beteiligt sind.

Weitere Experimente zum Nachweis eines antiparallelen Dimers kénnten zum einen mittels
Fluoreszenzexperimenten durchgefiihrt werden. Hierbei wiirden fluoreszente Molekiile an
N- und oder C-Terminus synthetisch angebracht und mittels FRET Messungen in Lipid-
vesikeln untersucht werden. Alternativ bieten sich verschiedene NMR-Experimente an. So
beispielsweise REDOR, Experimente, um die Abstdnde zwischen den am Charge Zipper

beteiligten Aminoséduren zu bestimmen [140].
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TisB stellt damit den bisher kleinsten bekanntesten Ionen-Kanal dar und reprisentiert

neben TatAy ein weiteres Beispiel zur biologischen Relevanz von Charge Zippern.
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6 Anhang

6.1 Material
Geridtschaften und Verbrauchsmaterial

Die in Tabelle 18 aufgefithrten Gerdtschaften und Verbrauchsmaterialien wurden fiir diese

Arbeit verwendet.

Tabelle 18 — Geritschaften und Verbrauchsmaterial

Geréatschaft

Verwendung

Hersteller

Akta Purifier 10

Chromatographiegerit fiir IMAC
und SEC

GE Healthcare

Alufolie Abdeckung von Gefilen Roth
Autoklav VX-95 Autoklavieren von Losungen und Systec
Feststoffen
Autoklavierband Indikation von sterilen Bedingun- 3M
gen
Brutschrank Incucell Inkubationsraum Medcenter
FEinrichtungen
GmbH
CD-Messkiivette  Suprasil QS  Messgefih fliir CD-Messungen Hellma Optik
0,1cm
CD-Spektropolarimeter Gerit fiir CD-Spektroskopie Jasco  Indus-
tries
Chromatographiesdule HisTrap Nickel-Affinitatschromatographie = GE Healthcare
dmL
Chromatographiesdule  HiLoad Gelfiltrationssiule GE Healthcare
26/60 Superdex 200 prep grade
Einmal-Spritzen Inject 5mL, Probenaufnahme, Injektion B. Braun
10 mL und 20 mL
Einmal-Filter 0,22 ym, steril Filtern von Proben Roth
Einmal-Handschuhe latex, nitril ~ Arbeitssicherheit, steriles Arbei- VWR
ten
Elektrophorese  Stromversorger Netzteil fiir die Elektrophorese- Consort
E455 kammer
Elektrophoresekammer fiir Aga- Agarosegelelektrophorese Peqlab  Bio-
rosegele technologie
GmbH
Extruder Herstellung von LUVs Avanti  Polar
Lipids
Falcon Tubes 15 mL und 50 mL Reaktions- und Lagergefafe Sarstedt
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Tabelle 18 — Geritschaften und Verbrauchsmaterial (Fortsetzung)

Geridtschaft Verwendung Hersteller

Gelgiefsstand mit Einsétzen Gelgiefistand Peql.ab  Bio-
technologie
GmbH

Halbmikrokiivetten 0,1 mL Messgefif zur OD-Bestimmung Sarstedt

Heizblock HB-2

MALDI-TOF Massenspektrome-
ter autoflexx III smartbeam
Mikrowelle M1712N

Nanodrop ND-1000

NMR-Spektrometer 500 MHz

Parafilm Laboratory film

Pasteur Pipetten
PCR Cycler PCR Express Hybaid

Petrischalen

pH-Messgerat pH 3151

Pipetten 10uL, 100pnL, 1000 pL
und 5000 pLL

Pipettenspitzen 10uL, 200pL,
1000 pLL und 5000 uL
Pipettenspitzen 5 ml
Polycarbonatmembran (100 nm

Porengrofe
Reaktionsgefiafse 0,5mL, 1,5mL
und 2mL

Reinraumbank Herasafe

Reinstwasseranlage

SDS-PAGE Elektrophoresekam-
mer und Zubehor
SDS-PAGE  Netzteil
PACK 300

POWER

Denaturierung von SDS-PAGE
Proben

Massenbestimmung von Protei-
nen

Erhitzen von Gelen

Bestimmung von Protein- und
DNA-Konzentrationen in Lésung
NMR-Messungen

Abdichtung von Gefiken

pH-Wert Einstellung
Durchfiithrung von PCRs

Herstellung von Agarplatten
pH-Wert Messung
Volumenabmessungen

Volumenabmessungen

Volumenabmessungen
Herstellung von LUVs

Allgemeine Reaktionsgefifse

Steriles Arbeiten

Produktion entionisierten

Wasser
SDS-PAGE

von

SDS-PAGE

Wealtec Corp.

Bruker

nics

Dalto-

Samsung
Labtech Int.

Bruker

nics

Dalto-

American Na-
tional Can
WU Mainz
Labsystems
GmbH
Sarstedt
WTW
Eppendorf

Sarstedt

Finnpipette
Avanti  Polar
Lipids

Sarstedt

Heraeus Instru-
ments
Millipore

BioRad

BioRad
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Tabelle 18 — Geritschaften und Verbrauchsmaterial (Fortsetzung)

Geridtschaft Verwendung Hersteller
Transilluminator TCP-20-M Visualisierung von ethidiumbro- PeglLab  Bio-
midbehandelter DNA technologie
GmbH
Trockenschrank Sterilisation von Glasgerdten Memmert
GmbH
Ultraschallgerdat BANDELIN So- Zellaufschluss, Losen von Sub- BANDELIN
noplus GM2200 stanzen electronic
UV /VIS-Spektrophotometer OD-Messungen von Zellsuspen- BioRad
Smart Spec 3000 sionen
Videogeldokumentationssystem Auswertung und Dokumentation PeqlLab  Bio-
215-SI von SDS-Gelen technologie
GmbH
Vortexer Genie K-550-GE Losen und Mischen von Substan- Bender und
zen Hobein AG
Waage CP 64 Abwaage von Feststoffen Sartorius
Waage M2P Abwaage von Feststoffen Sartorius
Wiigeschilchen Abwaage von Feststoffen Roth
Wasserbad 006T Erwarmen von Losungen Lauda
Wasserbad Thermostat A100 Transformation von Bakterien Lauda
Zentrifuge 5415 C Zentrifugation Eppendorf
Zentrifuga Sigma 3-18K Zentrifugation Sigma-Aldrich
Zentrifuge RC 5B Plus mit Rotor Zentrifugation Sorvall

S5S34

Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 19 — Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Hersteller

1,17,3,3,3’,3’-hexamethylindo-
dicarbocyanin lodid (DilC)

8-Aminonaphthalin-1,3,6-trisulfonsdure

(ANTS)

8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonsidure

(HPTS)
Acrylamid (30 %)
Agar

Invitrogen

Invitrogen

Sigma-Aldrich

AppliChem
Roth
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Tabelle 19 — Chemikalien und Reagenzien (Fortsetzung)

Chemikalie

Hersteller

Agarose

Ammoniumsulfat >N 99 %
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz
Bactotrypton

Bromphenolblau
Calciumchlorid

Coomassie Brilliant Blue R250
Dithiothreitol

DNA Standard GeneRuler 1kb
DNA Standard GeneRuler 0,1kb
Essigsiure

Ethanol

Glucose

Glyzerin

Hefeextrakt

Imidazol

Isopropanol

IPTG

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Magnesiumsulfat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumdihydrogenphosphat
p-Xylen-bis-pyridiniumbromid (DPX)
Salzsdure
Thiamin-Hydrochlorid

Tricin

Tris

DMPC

DMPG

DOPC

POPC

DOPC

Sigma-Aldrich
Spectra Stable Isotopes
AppliChem

Roth

Roth

Merck

Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Fermentas
Fermentas

Roth

Merck

Fluka

Roth

Roth

Roth

Fisher Scientific
AppliChem

Roth

AppliChem

Roth

Merck

Roth

Fisher Scientific
Merck

Fluka

Invitrogen
AppliChem
AppliChem
AppliChem

Roth

Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
Avanti Polar Lipids
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Tabelle 19 — Chemikalien und Reagenzien (Fortsetzung)

Chemikalie Hersteller
DErPC Avanti Polar Lipids
DNPC Avanti Polar Lipids
POPG Avanti Polar Lipids
MES Roth
Zinksulfat Roth

Molekularbiologische Kits

In Tabelle 20 finden sich kommerzielle Kits wieder, welche in dieser Arbeit verwendet
wurden. Entgegen der Anleitung zum QIAprep Spin Midiprep Kit, wurde das peqGOLD
XChange Plasmid Purification Kit zur finalen Aufreinigung von Plasmid DNA verwendet.

Tabelle 20 — Kommerzielle molekularbiologische Kits

Kit Hersteller
pegGOLD XChange Plasmid Purification Kit PeqlLab Biotechnologie GmbH
QIAquick Gel Extraction Kit (50) Quiagen
QTAquick PCR Purification Kit (50) Quiagen
QIAquick Spin Midiprep Kit (50) Quiagen
QTAquick Spin Miniprep Kit (50) Quiagen
Rapid Ligation Kit Fermentas

Enzyme und Proteine

In Tabelle 21 finden sich die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Proteine. Die
Sequenzen und theoretischen Massen des Expressionskonstruktes zur Aufreinigung von

Dermcidin vor und nach der Behandlung mit Enterokinase finden sich in Tabelle 22 wieder.

Tabelle 21 — Verwendete Enzyme und Proteine

Enzym /Protein Herkunft
Benzonase (>250 U/uL) Sigma-Aldrich
Restriktionsenzyme Fermentas
T4 DNA Ligase Fermentas
Enterokinase New England Biolabs
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Tabelle 22 — Sequenzen und physikalische Daten der verwendeten Proteine

Name Sequenz AS Masse €
HisGBla- MKHHHHHHPM KQYKLILNGK TLKGETTTEA 138 14883.4 12950
DCDI1L VDAATAEKVF KQYANDNGVD GEWTYDDATK

TFTVTEGSGS GSENLYFQGA MADYKDDDDK
SSLLEKGLDG AKKAVGGLGK LGKDAVEDLE
SVGKGAVHDV KDVLDSVL
His-GBla MKHHHHHHPM KQYKLILNGK TLKGETTTEA 90 10082,9 12950
VDAATAEKVF KQYANDNGVD GEWTYDDATK
TFTVTEGSGS GSENLYFQGA MADYKDDDDK
DCDI1L SSLLEKGLDG AKKAVGGLGK LGKDAVEDLE 48 4818,5 —
SVGKGAVHDV KDVLDSVL
15N DCDIL  SSLLEKGLDG AKKAVGGLGK LGKDAVEDLE 48 4875,5 -
SVGKGAVHDV KDVLDSVL
TisB MNLVDIAILT LKLIVAALQL LDAVLKYLK 29 3222,1 1490
Alamethicin Ac-UPUAUAQUVU GLUPVUUQQ-Phol 20 1964,31 -
PGLa GMASKAGATA GKIAKVALKA L-NH, 21 1984.4 —
Magainin GIGKFLHSAK KFGKAFVGEI MNS 23 2466,9 -
Medien und Nihrbdden
e Lysogeny broth (LB)-Medium e LB-Agar
— 20g Trypton — 20g Trypton
— 5 g Hefeextrakt — 5g Hefeextrakt
— 5g NaCl — 5g NaCl
— ad 1L Hs0O bidest. — 10g Agar-Agar
- pH 75 — ad 1L Hy0O bidest.

—pHT7,5
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e Miiller Hinton (MH)-Medium e MH-Agar

— 23 g MH-Medium 23 ¢ MH-Medium

— ad 1L HyO bidest. — 15g Difco Noble Agar
- pHT74 — ad 1L HyO bidest.
- pHT74
e M9-Minimalmedium o LB-Agar salzfrei
— 100 mL M9-Salzlésung (10x) — 10g Trypton
— 10mL Spurenelementlésung — 5 g Hefeextrakt
(100x) — ad 1L Hy0
— 20mL 20 % Glucose (w/v) ~ 15g Difco Noble Agar
— 1mL MgSO,4 (1M) ~pH7

0,3mL CaCly (1M)
— 1mL Biotin (1 mgmL~1)

— 1mL Thiamin-HCI
(1mgmL™1)

— ad 1L H>0O bidest.
— pH 7,5

Lésungen
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e Spurenelemente-Losung (100x)

5g EDTA

— 830mg FeCls - 3 HoO
— 84mg ZnCly

— 13mg CuCls - 2 HyO

— 10mg CoCly - 6 HoO

— 1,6 mg MnCls - 6 H2O
—ad 1L H50O

- pHT75

— steril filtrieren

[ ] CaClg (1 M)
— 11g CaCly

— ad 100mL H5O bidest.

— steril filtrieren

o KIT-Schweikldsung

4g NaCl

1g KCl1

276 mg CaCly - 6 HoO
17mg MgCl, - 6 HoO
155mg NH,sHCO3

96 mg NasSOy

7,5mg NaoHPO3
525mg NH4Cl

2,25 g L-(+4)-Milchsaure
170 mg Glucose

300 mg Harnstoff

520 mg L-Serin

270 mg L-Alanin

230 mg L-Glycin

210 mg L-Citrullin

160 mg L-Histidin

220 mg Glycerol Trioleat
40mg Tween 80

[} MgSO4 (1 M)

12g MgSOy
ad 100 mL H5O bidest.

steril filtrieren
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e Thiamin-HCI (1mgmL~!)
— 25mg Thiamin-HCl
— ad 25 mL HsO bidest.

— steril filtrieren

e Ampicillin (1000x, 75 mgmL~1)

— 750 mg Ampicillin-Natriumsalz

— ad 10mL HsO bidest.

— Lagerung bei —20°C

e IPTG-Losung (1 M)
~ 2,38 IPTC
— ad 10mL HsO bidest.

— Lagerung bei —20°C

Puffer

e TAE-Puffer (50x)

242 g Tris-Cl

— 57,1 mL Essigsaure

— 100mL 0,5M EDTA-Losung
— ad 1L H5O bidest.

e Glucose (20% (w/v))
— 10 g Glucose
— ad 50mL H5O bidest.

— steril filtrieren

e Kanamycin (1000x, 50mgmL~1)
— 500 mg Kanamycin
— ad 10mL ml HyO bidest.

— Lagerung bei —20°C

e Ethanol-Lésung 20% (v/v)
— 200 mL Ethanol, vergillt
— ad 1L HsO bidest.

e Ethidiumbromid-Lésung
— 10mg Ethidiumbromid
— ad 1L HsO bidest.
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e Anodenpuffer e Kathodenpuffer

— 121,1 g Tris-Cl 12,1 g Tris-Cl
— ad 5L HyO bidest. — 17,9 g Tricin

— pH 8.9 — 1g SDS

ad 1L HsO bidest.

e Sammelgelpuffer e Trenngelpuffer

— 6,05g Tris-Cl 182 g Tris-Cl

— ad 100mL H5O bidest. ad 5L Hy0 bidest.

— pH 6,8 mit HCL (1 M) — pH 8,45 mit HCI (1 M)
— steril filtrieren — steril filtrieren
— 0,4g SDS zugeben — 1,5g SDS zugeben
e SDS-Probenpuffer (2x, reduzierend) e Ammoniumpersulfat-Losung (10 %
~ 1,75mL 1M Tris-Cl pH 6,8 (w/v))
~ 1,5mL Glyzerin — 100 pg Ammoniumpersulfat
— 5mL SDS 10% (W/V) — ad 1mL H5O bidest.
~ 0,24g DTT

— ad 10mL HsO bidest.

— eine kleine Spatelspitze Brom-

phenolblau
e Fixierldsung e Firbeldsung
— 500 mL Ethanol, vergillt — 250mg Coomassie Brilliant

— 100mL Essigsiure Blue R250

— ad 1L H50 bidest. — 50mL Essigsiure
— 450 mL Ethanol, vergallt

— ad 1L Hs0 bidest.
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e Entfirbelosung e Losung zum Lagern von Poly-
— 250 mL Ethanol, vergéllt acrylamidgelen
— 50mL Essigsdure — 50mL Essigsdure
— ad 1L H0 bidest. — ad 1L H,0 bidest.
e Lysispuffer o Waschpuffer
— 20mM Tris — 20mM Tris

10 mM Imidazol 10 mM Imidazol

— 150 mM NaCl — 1M Na(Cl
— pH 8,0 — pH 8,0

e Elutionspuffer e Enterokinase-Puffer
— 20mM Tris — 20mM Tris
— 300mM Imidazol — 50mM NaCl
— 150mM Na(Cl — 2mM CaCly
— pH 8,0 — pH 8,0

e Phosphatpuffer e ANTS/DPX-Losung 1,2x
— 100mM NagHPO4/NaHyPO4 — 15mM ANTS
— pH-Werte 6 bis 8 — 54mM DPX

— 32mM NaCl

— in 20mM Phosphatpuffer pH
7,4
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e Natriumpuffer e Kaliumpuffer

72,5 mM NagSOy

72,5mM KoSO4

— 15mM K550y — 15mM NasSOy4
— 1mM EDTA — 1mM EDTA
— 10mM HEPES — 10mM HEPES
— pH 7,5 mit 1 M NaOH, Na™ fi- — pH 7,4 mit 1M KOH, K" final:
nal: 150 mM 150 mM
e MES Puffer e HEPES Puffer
— 20mM MES — 10mM HEPES
— 0mM HPTS — 1mM EDTA
— 1mM EDTA — pH 7,5 mit 0,1 M KOH

pH 6,5 mit 0,1 M KOH

Plasmide und Gensynthese

Zur Herstellung von rekombinantem Dermcidin wurden in dieser Arbeit zwei Plasmide
verwendet. pEX-DCDI1L diente als Tragerplasmid fiir das synthetisierte Dermcidin Gen,
wihrend pETGB1a als Expressionsplasmid verwendet wurde. Abbildung 54 zeigt die Plas-
midkarte von pEX-DCDI1L und pETGB1a. Die Gensynthese wurde von der Firma Eurofins

MWG Operon, Ebersberg durchgefiihrt.

DCD1L

DCD1L
Enterokinase-
Schnittstelle

GB1-Tag

pETGB1a-
DCD1L

5690 bp

pEX-DCD1L

2635 bp
His-Tag

Amp(R)

Abbildung 54 — Verwendete Plasmide zur Herstellung von rekombinantem Dermcidin
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DNA Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden die in Tabelle 26 aufgefithrten DNA Oligonukleotide verwendet.

Tabelle 26 — Verwendete DNA Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz [5°-3’] Verwendung

DCDI1L fwd AAG CCC ATG GCA GAC DCDI1L Primer in downstream-Richtung
TAT AAG GAC GAT

DCDIL rev AGG TGG ATC CTT ACA DCDI1L Primer in upstream-Richtung

GCA CCG AAT C

Bakterienstimme

Zu Klonierungs- und Plasmidamplifikationszwecken wurden E. coli DIba Zellen verwen-

det, wahrend zur Proteinexpression E. coli BL21(DE3) Zellen verwendet wurden.

6.2 Helical Wheel und Helical Net Darstellungen (m=2)
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Caerin 4.1
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Caerin 4.3
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Dermaseptin DI5
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Dermaseptin H5
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Dermaseptin HS8
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Dermaseptin H15
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Salivaricin A
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Sushipeptide 3
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6.3 Helical Wheel und Helical Net Darstellungen (m=3)
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6.4 Helical Wheel und Helical Net Darstellungen (m<4)
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Caenopore 5
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Porcine-NK Lysin
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6.5 Sequenzierergebnisse

Sequenzierung des Plasmids pETGB1a-DCDI1L:

Tabelle 27 — Sequenzierung des Plasmids pETGB1a-DCDI1L

Basenabfolge von 5’ nach 3’

GTCTGGTTCT

TAAACATATG

AGGCCTTGAT

AGAAGATCTG

GGTGCTGTAA

CGAAAGGAAG

GCCTCTAAAC

CAGGACGGGT

CAGGACTGGG

TTGCATCAAC

GACGATATCC

CAGGGTGACG

ACTGCGTTAG

TCAAACATGA

CACAATTCCA

AGTGAGCTAA

GTCGTGCCAG

CATCATCATC

ACCATGGCAG

GGTGCCAAGA

GAAAGTGTTG

GGATCCGGTA

CTGAGTTGGC

GGGTCTTGAG

GTGGTCGCCA

CGGCGGCCAA

GCATATAGCG

CGCAAGAGGC

GTGCCGAGGA

CAATTTAACT

GAATTCGTAA

CACAACATAC

CTCACATTAA

CTGCATTAAT

ATCATCATAG

ACTATAAGGA

AAGCTGTTGG

GCAAAGGTGC

ACTAACTAAG

TGCTGCCACC

GGGTTTTTTG

TGATCGCGTA

AGCGGTCGGA

CTAGCAGCAC

CCGGCAGTAC

TGACGATGAG

GTGATAAACT

TCATGTCATA

GAGCCGGAAG

TTGCGTTGCG

GAATCGGCCA

CAGCGGCATC

CGATGACGAC

AGGTTTGGGG

AGTCCATGAT

ATCCGGTAAG

GCTGAGCAAT

CTGAAAGGAG

GTCGATAGTG

CAGTGCTCCG

GCCATAGTGA

CGGCATAACC

CGCATTGTTA

ACCGCATTAA

GCTGTTTCCT

CATAAAGTGT

CTCACTGCCC

ACGCGCGGGG

GAAGGCCGCG

AAAAGCTCCT

AAACTCGGCA

GTGAAAGATG

ATCCGGCTGC

AACTAGCATA

GAACTATATC

GCTCCAAGTA

AGAACGGGTG

CTGGCGATGC

AAGCCTATGC

GATTTCATAC

AGCTTATCGA

GTGTGAAATT

AAAGCCTGGG

GCTTTCCAGT

GCCGCTTAAT

TACTGGAGAA

AAGATGCGGT

TGCTGGATTC

TAACAAAGCC

ACCCCTTGGG

CGGATATCCA

GCGAAGCGAG

CGCATAGAAA

TGTCGGAATG

CTACAGCATC

ACGGTGCCTG

TGATAAGCTG

GTTATCCGCT

GTGCCTAATG

CGGGAAACCT

6.6 Bestimmung des pH-Werts in Vesikeln

Zur Bestimmung des pH-Werts in den Vesikeln wurde pH-sensitive Farbstoff Pyranin (8-
Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonséure) verwendet. Er zeigt bei den beiden Anregungswellen-
langen 404 nm und 454 nm eine negativ korrelierte Zu- beziechungsweise Abnahme der Fluo-
reszenzintensitdt bei 512 nm. Durch Erstellung einer Kalibrationskurve kann hierdurch un-

abhéngig von der Farbstoffkonzentration der pH-Wert im inneren von Vesikeln berechnet
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werden.

Die Erstellung der Kalibrierkurve erfolgte mit POPC/POPG Vesikeln bei 7:3 molaren Ver-
haltnis (Abschnitt 3.1.6). Zur Abdeckung eines pH-Bereichs von pH 5,0 bis 10,0 wurden
diese mit MES, HEPES und AMPSO Puffer (jeweils 20mM) hergestellt. Zum Ausgleich
des pH-Wertes der Vesikel mit dem des verwendeten extravesikuldren Puffers, wurden 5 M
CCCP und 50nM Valinomycin zugegeben. Der Ausgleich fand innerhalb von 5 min statt.
Mittels eines einfachen Henderson-Hasselbalch Ansatz wurde die Berechnung des Quotien-
ten durchgefiihrt (Gleichung 6)

R([H+]) = Rmax X (1 - [I{Ef]{j_][(s) (6)

Uber einen Fit wurden die Parameter des Maximalwertes Rmax (3,000, 02) und der Siu-
rekonstante K'g beziehungsweise des pKg (7,93+0,03) erhalten. Der Regressionskoeffizient
betrug 0,99963.

Durch diese Parameter konnte mit Hilfe des Programmes EXCEL der Firma Microsoft die
Umkehrfunktion berechnet werden, welche es erlaubt nach der Messung der Spektren und
Bestimmung des Quotienten R den pH-Wert in den Vesikeln zu berechnen.

Ebenfalls wurde mittels einer zweiten Kalibrierkurve die Parameter fiir die Umrechnung
der Fluoreszenzamplitude in pH-Einheiten bestimmt. Dazu diente wiederum ein Henderson-
Hasselbalch Ansatz (Gleichung 7)

.
F(H) = Fana (1 _ [HLI]Z]K) (7)

Fiir den pKg lieferte der Fit einen leicht unterschiedlichen Wert (7,48=+0, 02). Der Regressi-
onskoeffizient jedoch stellt mit 0,99925 eine sehr gute Anpassung dar. In dieser Anpassung
stellt der Amplitudenwert Finax einen reinen Skalierungsfaktor dar, fiir welchen ebenso mit
Hilfe von EXCEL eine Umkehrfunktion berechnet wurde.

Um nun den Signalverlauf der Fluoreszenzamplitude in pH-Einheiten umzurechnen, sind
zwei Schritte notwendig: Zu Beginn einer Messung musste der Quotient R und durch diesen
der pH-Wert im vesikelinneren bestimmt werden. Anschliefend konnte mit diesem Wert

Fhax bestimmt werden mittels welchem jede Fluoreszenzamplitude in den entsprechenden
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pH-Wert umgerechnet werden konnte (Abbildung 55) [141].

1200

1000 ped
800 |

600

Amplitude

400

200

pH

Abbildung 55 — Veranschaulichung der Umrechnung Fluoreszenzsignal in pH-Wert. Am Anfang
einer Messung wird zum Beispiel ein innerer pH-Wert von 8,25 bestimmt (roter Punkt). Um diesen
Fixpunkt (Amplitude = 1000 cts) lasst sich nun fiir jeden Amplitudenwert der entsprechende pH-
Wert berechnen.

6.7 Analysedaten und Skripte

Tabellen mit den identifizierten Charge Zipper tragenden Proteinen, Analyseskripte, sowie
die Programme Sequenz und Protein Origami kdnnen unter
https://www.dropbox.com/sh/8bel5lw3k52pn75/9EkBk 0Ocsq

heruntergeladen werden. Die Datei ,,Ubersicht.txt“ enthilt nihere Informationen zum In-

halt der Ordner und Dateien.
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