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1. Einleitung

Der Begriff der Antibiose wurde bereits 1889 von Paul Vuillemin gepragt und leitet sich aus den grie-
chischen Wortern anti (gegen) und bios (Leben) ab [1]. Grob ist darunter die Beziehung verschiede-
ner Organismen einer Art oder unterschiedlicher Arten zu verstehen, in der ein Organismus den an-
deren schadigt, am Wachstum hindert und/oder totet.

Die Antibiose wurde 1922 von Sir Alexander Fleming beobachtet als er das Protein Lysozym entdeck-
te, welches z.B. in menschlicher Tranenflissigkeit und Hihnereiweil vorkommt und in der Lage ist,
Bakterienkulturen abzutoten [2]. Dieser antibiotische Effekt trat allerdings nur bei Bakterien auf, die
nicht humanpathogen sind. Bei einer mit einem Pilz kontaminierten Staphylokokkenkultur auf einer
Agar-Platte entdeckte Fleming 1928 erneut einen antibiotischen Effekt, der von dem Pilz auszugehen
schien. Er identifizierte diesen Pilz als Penicillium notatum und nannte die chemische Substanz mit
dem antibiotischen Effekt Penicillin [3]. Er kultivierte den Pilz, testete unterschiedliche humanpatho-
gene Bakterienstdmme und identifizierte diejenigen Stamme auf die Penicillin eine antibiotische Wir-
kung hatte. Auch stellte er fest, dass Penicillin im Gegensatz zu anderen antibiotischen Substanzen
nicht fir humane Lymphozyten toxisch ist. Die Extraktion konzentrierten, reinen Penicillins gelang
ihm jedoch nicht. Erst nach Einfihrung der chemisch synthetisierten Sulfonamide [4, 5] als Antibioti-
ka und der Entdeckung des ersten antimikrobiellen Peptids [6] wurden Dr. Chain und Sir Florey auf-
merksam auf Penicillin und publizierten 1940 die erfolgreiche Herstellung konzentrierten Penicillins
aus Penicillium notatum [7]. Bereits 1945 wahrend seines Nobelpreisvortrages machte Fleming auf
die bestehende Gefahr der raschen Resistenzentwicklung der Bakterien aufmerksam [4].

Dem Penicillin, welches zu den B-Lactamen gehort, folgten weitere Substanzklassen mit anderen

Wirkmechanismen (Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1 Einfiihrung neuer antibakterieller Substanzklassen fiir die Therapie am Menschen nach [8]

Jahr Klasse Target Beispiel

1935 Sulfonamide (synth.) Folsduresynthese Prontosil

1940 B-Lactame Zellwandbiosynthese Penicillin G
1949 Polyketide Proteinbiosynthese Tetracyclin
1949 Phenylpropanoide Proteinbiosynthese Chloramphenicol
1950 Aminoglykoside Proteinbiosynthese Tobramycin
1952 Makrolide Proteinbiosynthese Erythromycin A
1958 Glycopeptide Zellwand Vancomycin
1962 Chinolone (synth.) DNA-Replikation Ciprofloxacin
1962 Streptogramine Proteinbiosynthese Pristinamycin
2000 Oxazolidione (synth.) Proteinbiosynthese Linezolid

2003 Lipopeptide Bakterielle Membran Daptomycin
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Durch die Behandlung mit einer antibiotischen Substanz entsteht fiir Bakterien ein Evolutionsdruck,
der das selektive Uberleben resistenter Bakterienzellen begiinstigt. Es sind bereits eine Vielzahl an
Resistenzmechanismen [9] beschrieben und die medizinische Relevanz multiresistenter Organismen

wird immer gréRer [8].

1.1 Antimikrobielle Peptide

Bereits 1939 entdeckte Dubos das erste antimikrobielle Peptid (AMP) in einem Bacillus-Stamm (Bacil-
lus brevis), welchen er aus dem Erdreich isolierte [6]. Dieses Peptid nannte er Gramicidin und es wird
noch heute in antibiotischen Kombinationsprdparaten zur duBeren Anwendung verwendet. Darauf-
hin folgte die Entdeckung weiterer antimikrobieller Peptide wie Tyrocidin, welches gegen Gram* und
Gram™-Bakterien wirkt, aber auch fiir menschliche Blutzellen toxisch ist [10]. Dieses wird noch heute
in Kombination mit Gramicidin bei Infektionen der Mundhdhle und des Rachenraums eingesetzt. Es
folgten die Isolation des pflanzlichen Purothionins, welches fiir Pilze und einige pathogene Bakterien-
stamme toxisch ist [11] und des Defensins, das erste entdeckte tierische AMP, isoliert aus den Leuko-
zyten von Kaninchen [12]. Mit der Zeit wurden immer neue AMPs entdeckt und charakterisiert. Sie
kommen sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten vor und haben fiir tierische Organismen meist
eine bedeutende Funktion bei der Immunabwehr. Auch ihr Wirkungsspektrum stellt sich als deutlich
breiter heraus, als zu Beginn gedacht. So sind inzwischen nicht nur antibakterielle, sondern auch an-
tivirale, antifungale [13], antiparasitdre und antitumorale Peptide bekannt [14, 15]. Einige haben
zusatzlich chemotaktische Aktivitat [16]. Fiir Invertebraten sind AMPs die Haupteffektormolekile des
Immunsystems und ihre Produktion wird oft durch Kontakt mit pathogenen Bakterien ausgel6st [17].
In Vertebraten beeinflussen AMPs auch das adaptive Immunsystem [18].

Bei antimikrobiellen Peptiden handelt es sich zumeist um maximal 100 Aminosauren lange Peptide,
welche keine Funktions-spezifische Konsensussequenz sondern dhnliche Eigenschaften wie positive
Ladung, hydrophobe Bereiche und amphipathische Strukturen besitzen. Klassifiziert werden kénnen
AMPs aufgrund ihrer hohen Variabilitdt bisher nach Herkunft, biologischer Aktivitat (antibakteriell,

antiviral etc.) und nach strukturellen Gesichtspunkten [14].

1.1.1 Einteilung nach Herkunft

Antimikrobielle Peptide kommen ubiquitar vor. Die Abbildung 1.1 zeigt die Haufigkeiten der AMPs,
die in der Antimicrobial Peptide Database (ADP) [19, 20] im Marz 2013 erfasst waren. Die haufigsten

Quellen sind dabei in aufsteigender Reihenfolge Bakterien, Pflanzen und Tiere.

Bacteriocine

Die AMPs der Bakterien werden Bacteriocine genannt und dienen der Antibiose gegeniiber konkur-
rierenden Bakteriengattungen. Das erste entdeckte Bakteriocin war Colicin, welches toxisch fir E. coli
ist [21]. Es folgten das schon erwdhnte und von Dubos et al. entdeckte Gramicidin [6] und die Bacte-
riocine von Milchsdurebakterien (lactic acid bacteria, LAB) welche fiir die Konservierung von Le-
bensmitteln eingesetzt werden [14]. Bacteriocine aus Gram*-Bakterien werden grob in zwei unter-
schiedliche Klassen unterteilt: Lantibiotika und Nicht-Lantibiotika. Lantibiotika werden posttranslati-

onal modifiziert und wurden aufgrund eines ihnen gemeinsamen intramolekularen Rings der von den
11



Thioether-Aminosduren Lan und Methylanthionin geformt wird, Lantibiotika genannt. Zu den be-
kanntesten Vertretern gehéren Nisine, Ericine und Lactacine. Die Nicht-Lantibiotika sind eine sehr
heterogene Gruppe von Peptiden die kein Lanthionin enthalten und aus Aminosduren ohne chemi-
sche Modifikationen bestehen. Die Bacteriocine von Gram™Bakterien werden in posttranslational
modifizierte Microcine (<5 kDa), Microcine mit Disulfidbriicken oder lineare Peptide mit C-terminaler
chemischer Modifikation (5-10 kDa) und Colicine (>10 kDa) unterteilt [14].

synthetisch;
_34; 2%

_Bakterien;
~181; 8%

.~ Protozoen ; 5;

! 0%

“_Pilze ; 10;
1%

ﬁﬂanzen; 293;
13%

Abbildung 1.1 Urspriinge der in der ADP erfassten AMPs nach [22] modifiziert

Pflanzliche AMPs

Pflanzliche AMPs werden nach Sequenzdhnlichkeit und Cysteinmotiven in 7 Familien unterteilt [23].
Dazu gehoren die Defensine und Thionine als bekannteste Familien. Diese werden sowohl konstitutiv
als auch bei mikrobieller Infektion von Pflanzen gebildet. Die meisten dieser Peptide attackieren die
duBere Membran der Mikroben [14]. Sie sind vorwiegend positiv geladen und besitzen meist eine
durch die Disulfidbriicken stabilisierte Tertidrstruktur. Thionine wirken antibakteriell [24] und De-
fensine eher antifungal [13]. Eine weitere Familie der pflanzlichen AMPs sind die Cyclotide, welche
27-37 Aminosduren lang sind und sechs Cysteine besitzen die drei Disulfidbriicken ausbilden.
Dadurch bildet sich ein typisches Cystein-Knoten-Motiv aus [25]. Cyclotide sind insektizide Peptide,

die aber auch antimikrobielle und antivirale Eigenschaften besitzen [14].

Tierische AMPs

Sowohl Vertebraten als auch Invertebraten produzieren AMPs, meistens insbesondere dort, wo sie
Kontakt zu Mikroben haben (z.B. Epithelien) [26]. Diese AMPs sind Bestandteil des angeborenen Im-
munsystems. Eine Klassifizierung ist hier sehr komplex. Die entdeckten AMPs der Amphibien, der
Insekten und der Sdugetiere sind zahlenméaRig dominierend. Die AMPs der Amphibien sind sequenti-
ell sehr divers und werden nach strukturellen Gesichtspunkten geordnet. So gibt es lineare kationi-
sche amphipathische a-helikale Peptide und kationische Peptide mit einem C-terminalen Uber eine
Disulfidbriicke verbundenen Loop. Die Magainine, Dermaseptine und Temporine gehéren zur Gruppe
der linearen a-helikalen Peptide, wahrend die Brevinine einen C-terminalen Disulfid-Loop besitzen.
Viele dieser AMPs haben eine weitreichende Toxizitat gegen Bakterien, Pilze und Protozoen [15].

Zu den AMPs der Insekten gehoren die linearen a-helikalen Cecropine, Disulfidbriicken-ausbildende
Defensine und Prolin-reiche Peptide [14]. Diese sind meist antibakteriell und antifungal und werden

als Antwort auf eine Infektion produziert.
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Die bekanntesten Familien der AMPs in Saugetieren sind die Defensine, die Cathelicidine und die
Histatine. Cathelicidine bilden eine Gruppe von Peptiden mit einer konservierten N-terminalen
»Cathelin-Vorlaufer“-Domane [27] und einem C-terminalen antimikrobiellen kationischen Peptid
(Cathelicidin) welches sehr variabel sein kann. Diese AMPs wirken schnell und haben ein breites an-
timikrobielles Wirkspektrum [28, 29]. Bekannte Cathelicidine sind das humane LL-37, das murine
CRAMP, PR-39 aus dem Schwein und Protegrine. Die Defensine der Saugetiere sind Cystein-reiche
Peptide mit intramolekularen Disulfidbriicken und entfernt verwandt mit den Insekten- und Pflan-
zen-Defensinen [30]. Sie sind aktiv gegen Bakterien, Pilze und behillte Viren [31, 32]. Sie werden
anhand der Disulfidbriicken eingeteilt in a-Defensine, B-Defensine und 0-Defensine. Viele dieser
AMPs haben zusatzlich chemotaktische Wirkungen. Histatine sind Histidin-reiche Peptide, hemmen

bakterielle Proteasen und sind sowohl antibakteriell als auch antifungal aktiv [33].

1.1.2 Einteilung nach strukturellen Merkmalen

AMPs kénnen grundlegend nach a-helikalen, B-Faltblatt und unstrukturierten Peptiden unterschie-
den werden [14].

Zu den B-Faltblatt-haltigen AMPs gehoren die B-hairpin-Peptide und die Defensine. Bekannte Vertre-
ter sind Protegrin | [34], Lactoferricin [35] und B-Defensin-3 (HBD-3) [36]. Diese attackieren die Bak-
terienmembran, haben allerdings haufig auch intrazellulare Zielstrukturen mit denen sie interagieren
und die Bakterien schadigen. Zusatzlich besitzen einige Defensine chemotaktische Aktivitat [16].
Unstrukturierte AMPs sind meist sehr Arginin-, Tryptophan- und Prolin-haltig, wie Indolicidin und
Tritrpticin, welche antibakteriell wirksam sind. Diese Peptide stéren meist nicht nur die Membranin-
tegritat, sondern haben intrazellulare Angriffspunkte [37-40].

Die a-helikalen Peptide nehmen ihre Struktur meist erst in hydrophober Umgebung an und sind sehr
gut untersucht. Bekannte Vertreter sind LL-37 [41], Magainin [42], sowie die Cecropine [43]. Diese
Peptide sind dafiir bekannt vorrangig die Membran zu schadigen [37]. Buforin Il bildet mit seiner
Fahigkeit durch die Membran zu translozieren und mit DNA zu interagieren eine Ausnahme unter
den a-helikalen AMPs [44, 45].

1.1.3 Kationische a-helikale AMPs und ihr Wirkmechanismus

Der Grof3teil der positiv geladenen a-helikalen Peptide interagiert mit Membranbestandteilen der
Bakterien. Interessanterweise haben viele dieser AMPs eine Spezifitat fir Prokaryoten-Membranen
und innerhalb dieser Gruppe wiederum viele eine Spezifitdt flir Gram™- oder Gram*-Bakterien. Der
genaue Grund fir die Selektivitdt konnte noch nicht definitiv bestimmt werden. Dies hangt sicherlich
damit zusammen, dass noch kaum definitive Mechanismen der Interaktion von Peptid mit Membran
aufgeklart sind, was wiederum seine Ursache in dem recht vagen Wissen Uber die bakterielle Memb-
ranarchitektur und Zusammensetzung hat, da diese sowohl innerhalb eines Bakterienstammes als

auch zwischen den Bakterienstammen variiert (Abbildung 1.2) [46].
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Abbildung 1.2 Aufbau bakterieller Biomembranen nach [46] modifiziert

CAP = kovalent gebundenes Protein (covalently attached protein), IMP = in-
tegrales Membranprotein, LP = Lipoprotein, LPS = Lipopolysaccharid, LTA =
Lipoteichonsdure, OMP = duReres Membranprotein (outer membrane pro-
tein), WTA = Zellwand Teichonsaure (wall teichoic acid)

Die Begriindung der Spezifitat liegt sicher in der Membrankomposition. Dabei werden als Haupt-
grinde fiur die Selektivitat die neutrale Lipidkomposition (Phosphatidylcholin, Sphingomyelin) und
der Cholesterolgehalt der Eukaryoten-Membran angegeben [47-50]. Viele der Membran-aktiven
AMPs konnen zusatzlich LPS binden und verdrangen damit fir die Membranoberflachenstabilitat
notwendige Kalzium- und Magnesiumionen aus deren Bindetaschen, welche carboxylierte und phos-
phorylierte Lipidkopfgruppen miteinander quervernetzen. Somit kénnen sie die erste Hirde der LPS-
Schicht durchdringen [51, 52].

Fiir die Interaktion mit der Bakterienmembran gibt es einige Modelle. Dazu gehoéren das ,Barrel-
Stave“-Modell [53-55], das , Toroidal-Pore“-Modell [37, 56] und das , Carpet-like“-Modell [57-59]
(Abbildung 1.3). Alle drei Modelle haben als Ausgangssituation unstrukturierte AMPs in wassriger
Umgebung gemeinsam, die sich durch Binden an die Bakterienmembran zu amphipathischen a-
Helices strukturieren und mit dem hydrophoben Anteil parallel zur Membran orientieren. Das ,,Bar-
rel-Stave“-Modell ist das dlteste Modell und beschreibt, dass die AMPs durch direktes Eindringen in
die Membran Poren formen. Dabei bilden sie innerhalb der Membran Oligomere. Durch Rekrutierung
weiterer AMP-Monomere kann die Pore vergrofRert werden. Die hydrophilen Anteile der AMPs bil-
den dabei das Lumen der Pore. Im , Toroidal-Pore“-Modell formen die AMPs ein Bilindel innerhalb der
Membran, was die Lipidschicht dazu zwingt sich zu kriimmen, sodass die Membranlipide mit den
AMPs die Pore formen. Im , Carpet-like“-Modell bedecken die Peptide die Membran und wirken ab
einer bestimmten Konzentration wie ein Detergens, die Membran zerfallt, was zur Lyse der Bakterien
fihrt [60].
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Abbildung 1.3 Membraninteraktionsmodelle der AMPs nach [60] modifiziert
Dargestellt sind drei Interaktionsmodelle a-helikaler AMPs. Die hydrophoben
(blau) Anteile der AMPs und die hydrophilen Anteile (rot) sind gekennzeichnet.

1.1.4 Intrazelluldre Angriffspunkte

Neben den AMPs, welche vorrangig Membranen angreifen gibt es, wie bereits erwahnt, AMPs die
durch die Bakterienmembran gelangen und mit intrazellularen Strukturen interagieren und so Bakte-
rien abt6ten. Einige inhibieren die DNA- und Proteinsynthese wie Buforin Il [61], Indolicidin [40] und
PR-39 [27].

1.1.5 Potentielle Anwendungen

Antimikrobielle Peptide besitzen eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten. Zur duReren Anwen-
dung bei Infektionen werden Substanzen wie Gramicidin, Tyrocidin, Polymyxin B und Daptomycin
verwendet [62]. Auch der Einsatz von freien [63] sowie Oberflachen-gebundenen AMPs [64, 65] zur
Biofilmbekdampfung wird untersucht. Systemische Anwendungen der AMPs wurden ebenfalls unter-

sucht, waren aber bisher wenig erfolgreich da hier verstarkt Toxizitatsprobleme auftreten [66].

1.1.6 Resistenzen

Wie bei den Antibiotika gibt es auch gegen AMPs Resistenzentwicklungen. AMP-resistente Bakterien
besitzen haufig verschiedene und Uberlappende Resistenzstrategien die (iber Operon-regulierte
Stressreaktionen kontrolliert werden [67]. Ein Mechanismus ist die Veranderung der bakteriellen
Membranzusammensetzung. Ein Beispiel ist die Reduzierung der negativen Ladung der Oberflache
durch Maskierung des negativ-geladenen LPS Lipid A durch Anfligen von Ethanolamin und
4-Amino-4-deoxy-T-arabinose in Gram™-Bakterien [68] und die D-Alanylierung von Teichonsduren
bzw. die Inkorporation von T-Lysin in Phosphatidylglycerol bei Gram*-Bakterien [69]. Einige Bakterien
haben sogar die Fahigkeit, kationische AMPs in ihrer Umgebung zu detektieren und daraufhin die
enzymatische LPS-Modifikation zu aktivieren [70]. Andere Bakterienstimme steigern durch verschie-
dene Mechanismen die Rigiditdt der Membran oder produzieren Kapseln [71, 72]. Weitere Mecha-
nismen sind die Modulation der AMP-Genexpression, die Ausbildung widerstandsfahiger Biofilme die

Kationen-chelatierende DNA sekretieren [73, 74], Abbau der Peptide durch bakterielle Proteasen [75,
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76], Efflux-Pumpen [77] und das Abfangen von AMPs durch sekretierte Proteine mit AMP-Affinitat
[78] und bakterielle Oberflachenproteine [79]. Bei diesen Resistenzmechanismen handelt es sich
zumeist um durch Koevolution von Wirtsorganismus und Pathogen entstandene Mechanismen [67].
Generell treten Resistenzen gegen AMPs deutlich seltener auf als bei der Antibiotikatherapie [66].
Nicht zuletzt, weil AMPs haufig mehrere antibakterielle Mechanismen verfolgen und eine komplette
Resistenz im Falle vieler AMPs zum Bespiel nur durch eine gravierende Anderung der Membranarchi-

tektur erreichbar ware [60].

1.2 Cecropine

Cecropine gehoren zu den a-helikalen antimikrobiellen Peptiden, welche Teil des zell-freien Immun-
systems in Insekten sind und deren Expression durch Infektion induziert wird. Benannt wurden sie
von Hultmark et al. und Steiner et al. die sie zuerst aus den Puppen des Nachtfalters Hylaphora ce-
cropia isolierten und charakterisierten [80, 81]. Sie isolierten Cecropin A und B und spater auch Ce-
cropin D [82] aus Hylaphora cecropia. In den folgenden Jahren wurden Aquivalente dieser Cecropine
aus anderen Schmetterlingsarten, Fliegenarten und Spulwiirmern isoliert. Alle Cecropine haben ei-
nen N-Terminus mit vielen positiven Ladungen und einen hydrophoben meist amidierten
C-Terminus. Konserviert sind das Tryptophan an Position 2, die Lysine an Position 8 und 9, sowie
Arginin an Position 12 [17]. Cecropine werden als groRRere Vorlauferproteine mit ungefdhr 60 Amino-
sauren exprimiert und von einer Dipeptidylpeptidase prozessiert [83]. Die erste Struktur eines Cecro-
pins wurde 1987 von Holak et. al in 15 % 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) gel6st und als ein
Peptid aus zwei a-Helices die durch ein Glycin-Prolin-,Gelenk” verbunden sind, charakterisiert. 2011
wurde die Struktur von Papiliocin (aus Papilio xuthus), ein Cecropin-dhnliches Peptid (78 % Sequenz-
homologie zu Cecropin A), in Dodecylphosphocholin-Mizellen (DPC) mit NMR-Spektroskopie gelost.
Die Struktur besteht ebenfalls aus zwei Helices die durch ein flexibles Glycin-Prolin-,Gelenk” mitei-
nander verbunden sind (Abbildung 1.4) [84].

C-Terminus

Abbildung 1.4 Struktur von Papiliocin in 300 mM 4DPC-
Mizellen nach [84] modif.

Dargestellt sind die 20 besten berechneten Strukturen (links)
und die durchschnittliche Struktur von Papiliocin (rechts) mit
den hydrophoben (rot) und hydrophilen (blau) Aminosauren.

Die Cecropine besitzen ein breites Wirkspektrum. So sind Cecropin A und B toxisch fiir Gram*- und
Gram™-Bakterien, wahrend Cecropin D nur fir E. coli und Acinetobacter calcoaceticus toxisch ist [85].
Es wurde auch gezeigt, dass Cecropine selektiv Bakterien lysieren und nicht eukaryotische Zellen und,

dass diese bakterielle Lyse stéchiometrisch verlduft [81]. Uber die Synthese von D-Enantiomeren und
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die Determinierung der Toxizitat der L-Cecropine und D-Cecropine konnte gezeigt werden, dass diese
nicht mit bakteriellen Strukturen interagieren, welche Chiralitat fir die Interaktion erfordern (z.B.
Rezeptoren) [86]. Neueste Studien am Cecropin-dhnlichen Peptid Papiliocin mit LPS-stimulierten
Mausmakrophagen weisen dem Peptid anti-inflammatorische Aktivitat nach [84].

Als positiv geladene a-helikale Peptide gehéren Cecropine zu den AMPs, die bakterielle Membranen
lysieren. Der Mechanismus ist hierbei nicht eindeutig geklart, aber es gibt fir jedes Modell unterstiit-
zende Studien. Studien von Christensen et al. mit Cecropinen und kiinstlichen Lipiddoppelschichten
propagieren spannungsabhdngige Poren [87], Gazit et al. propagieren fir die Cecropine aus Faden-
wirmern einen , Carpet-like“-Mechanismus [88, 89] und Gregory et al. sprechen von einer ungeord-

neten undefinierten Pore die dem ,, Toroidal-Pore“-Modell am nachsten kommt [90].

1.3 Cecropin P1

Cecropin P1 (P = porcine engl. fir aus dem Schwein stammend) wurde 1989 aus dem Schweinedarm
isoliert und zunachst fir das erste Sdugetier-Cecropin gehalten [91]. Erst 2003 wurde klar, dass Ce-
cropin P1 von Spulwiirmern (Ascaris suum, Ascaris lumbricoides, Toxocara canis) gebildet wird, wel-
che im Darm ihres Wirts einer Vielzahl von Bakterien ausgesetzt sind [92]. Pillai et al. suchten nach
der Entdeckung der fiir Gram*-Bakterien toxischen ASABFs (Ascaris suum antibacterial factors) nach
neuen Transkripten, welche durch bakterielle Injektion in Ascaris suum induziert werden. Dabei iden-
tifizierten sie Cecropin P1 und drei weitere Varianten, welche sie Cecropin P2, P3 und P4 nannten
[93]. Abbildung 1.5 zeigt die Sequenzen der vier Proteine. Die Cecropin P Peptide werden als gréRere
Vorlauferproteine mit einer sekretorischen Signalsequenz am N-Terminus und einer C-terminalen
Pro-Region die durch die Prozessierung entfernt wird, produziert. Die tetrabasische Sequenz
RU(R/H)RR wird von Proteasen erkannt und geschnitten (Pfeil). Auch die N-terminale Sequenz
ES{ SWLSKT wird entfernt. Cecropin P1 liegt im Gegensatz zu den Insektencecropinen nicht amidiert
vor, ist amidiert aber toxischer fiir Gram*-Bakterien [91]. Auch Cecropin P2-4 sind wie Cecropin P1

am C-Terminus nicht amidiert [93].

Sekretorisches Signal reifes Peptid Pro-Region

1 10 20 30 40 <7 50 60 70 80
cecropin P1 ‘ SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR
TSR 2 I F ATRRATL CMG 1 YLLVOTAE S|ISWL SKTHKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR
cecropin P3 ATRRALJJCMFL 1 YLLVQTAES|EMSWLSKTAKKLENSAKKR | SEG | AIAIJGGER
cecropin P4 PRRALACMFLTYLLVQTYES) T ‘ HEQ)
concensus M=AXRRA#==( M+ YL+VQTXES  SWLSKTXKKLENSAKKRISEG*+AIAIxGGXR__+RRxV+#i— x*xxﬂ#x#xxxxx#x*t&*

berechneter pl : ; berechneter pl

cecropin P1 10.56 : 4.75
cecropin P2 10.29 P 4.18
cecropin P3 10.66 : 6.00
cecropin P4 ! 10.29 ' ! 4.63

Abbildung 1.5 Sequenzen der Cecropin P Peptide von Ascaris suum nach [93] modif.
Gezeigt sind die Sequenzen der Vorlduferproteine. Die tetrabasische Schnittstelle ist unterstrichen. * = hydrophobe Amino-
sauren (AS), # = hydrophile AS, + = basische AS, - = saure AS, + = geladene AS, x = nicht konserviert
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1.1.7 Toxizitat von Cecropin P1

Die Toxizitat antimikrobieller Substanzen wird durch verschiedene Methoden ermittelt, welche als
Resultat eine minimale inhibitorische Konzentration (MIC) der Substanz ermitteln, die fiir die getes-
teten Erreger todlich ist.

Wahrend Lee et al. die Toxizitdat des Cecropin P1 bestimmten und zu dem Schluss kamen, dass es
hauptsachlich aktiv gegen Gram™-Bakterien ist (E. coli, Salmonella typhimurium, Acinetobacter cal-
coaceticus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa), schien es in den von Pillai et al. durchgefiihr-
ten Tests gleich toxisch zu sein (auch in S. aureus, B. subtilis, M. luteus). Diese Unterschiede kénnen
nur durch die Methodik der Toxizitatsermittlung erklart werden, da z.B. der gleiche S. aureus-Stamm
genutzt wurde (Tabelle 1.2). Innerhalb der vier Cecropin P Peptide gab es kaum Toxizitatsunterschie-
de, sodass die vorhandenen Sequenzvariationen keinen signifikanten Unterschied fir die Toxizitat
machen (Abbildung 1.5) [93].

Tabelle 1.2 Bestimmte MIC-Werte fiir Cecropin P1

Organismus MIC [uM] Quelle
E. coli (verschied. Stimme) 0,2-0,9 [94]
0,3 [88]
0,4-0,8 [91]
1,6 [95]
1,8 [93]
3 [96]
S. typhmurium 1,7 [91]
1,8 [93]
A. calcoaceticus 0,5 [91]
0,42 [88]
P. vulgaris 12 [91]
P. aeruginosa 0,6 [93]
13 [91]
16,9 [88]
25 [95]
A. baumannii (Polymyxin B resistent) 2 [97]
K. pneumoniae 1,6 [95]
P. mirabilis >100 [95]
S. marcescens 6 [93]
E. faecalis > 100 [95]
B. megaterium 4,7 [88]
53 [91]
B. subtilis 0,6 [93]
S. epidermidis >100 [95]
M. luteus 2,4 [93]
S. pyogenes 44 [91]
S. aureus >520 [91]
0,6 [93]
S. cerevisiae 90 [93]
C. albicans 60 [93]

Cecropin P1 lysiert Bakterien wie Insektencecropine auf eine stéchiometrische Weise und ist fir
E. coli gleichbleibend toxisch, unabhangig von einer vorgeschadigten duReren Bakterienmembran
[94]. Arcidiacono et al. stellten fest, dass Bakterien die mit einer minimalen inhibitorischen Konzent-
ration von Cecropin P1 inkubiert werden in weniger als 30 min getétet werden. Weiterhin weisen sie
nach, dass Cecropin P1 LPS bindet, diese Bindung aber nicht Konzentrations-abhangig ist [96].

Vunnam et al. synthetisierten und testeten unterschiedliche Cecropin P1-Variationen. Dazu gehorten
das D-Enantiomer, CecropinP1 Retrosequenz und die Retrosequenz ausschlieBlich mit
D-Aminosauren. Zusatzlich wurden all diese Peptide mit N-terminaler Acetylierung bzw. C-terminaler
Amidierung getestet. Die Untersuchung des Effektes auf die Toxizitat der C-terminalen Amidierung
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von Cecropin P1 von Vunnam et al. bestatigte die schon von Lee et al. beobachtete gesteigerte Toxi-
zitat gegeniber Gram®-Bakterien. Die N-terminal acetylierten Peptide waren inaktiv, wodurch die
Autoren schlussfolgerten, dass ein freier N-Terminus fir die Toxizitat wichtig ist. Die Verwendung von
D-Enantiomer Cecropin P1 hatte keinen signifikanten Effekt, sodass vermutet wurde, dass die Chirali-
tat des Peptids die Toxizitat nicht beeinflusst [98].

Gazit et al. entwarfen ein Cecropin P1 mit einem Prolin an Position 22, welches in den Insektence-
cropinen konserviert ist. Dies flihrte zu einer deutlichen Verminderung der Toxizitat in allen geteste-

ten Bakterienstammen [88].

1.1.8 Cecropin P1 und Membranen

Im Jahr 1992 publizierten Sipos et al. die mittels NMR-Spektroskopie ermittelte dreidimensionale
Struktur von Cecropin P1 in 30 % deuteriertem HFIP, welches als hydrophobe Umgebung die Memb-
ran nachahmen sollte. Sie postulierten, dass Cecropin P1 im Gegensatz zu den Insektencecropinen
eine durchgehende a-helikale Struktur einnimmt, da das Prolin an Position 22 zu dem flexiblen Gly-
cin-Prolin-,Gelenk” wie es in Insektencecropinen vorkommt, fehlt [99]. Daraus wurde geschlussfol-
gert, dass Cecropin P1 anders mit der Bakterienmembran interagiert als die Insektencecropine [89].
Gazit et al. fihrten mit nicht in ihrer Toxizitdt beintrachtigten N-terminal Fluorophor-markiertem
Cecropin P1-Peptiden Bindungsstudien durch, die zeigten, dass Cecropin P1 besser an saure Phos-
phatidylserin/Phosphatidylcholin-(PS/PC)-Vesikel bindet als an zwitterionische Phosphatidylcholin-
Vesikel. AuBerdem stellten sie fest, dass Cecropin P1 die Vesikel bei Peptidkonzentrationen, die zur
Ausbildung einer durchgehenden Peptidschicht genligen, permeabilisiert [88]. In weiteren Studien
untersuchen sie die Orientierung des CecropinP1 an multiplen Phophatidyethanola-
min/Phosphatidylglycerol-(PE/PG)-Lipiddoppelschichten, welche die bakterielle Membran imitieren
sollten. Sie stellen dabei eine liberwiegend a-helikale Struktur des Peptids fest und malien eine an-
nahernd parallele Orientierung zur Membranoberflache, wobei Cecropin P1 nicht in den Kohlenwas-
serstoffkern der Membranen eindringt. Aus diesem Grund postulierten sie einen ,Carpet-like”-

Mechanismus [89].

1.1.9 Anwendungsansatze fir Cecropin P1

Smeianov et al. untersuchten die Toxizitdt von FA-LL37 und Cecropin P1 fiir sechs uropathogene Bak-
terienstdamme und flinf Lactobacillus-Stamme. Fir alle uropathogenen Stamme stellte sich Cecro-
pin P1 als toxisch heraus, wahrend es fir keinen der Lactobacillus-Stamme toxisch war. Smeianov et
al. sehen darin potentiellen Nutzen bei der lokalen Behandlung von Harnwegsinfektionen [95].
Zakharchenko et al. generierten transgene Pflanzen (Leindotter, Camelina sativa), welche das syn-
thetische Gen flr Cecropin P1 trugen und auch exprimierten. Deren Pflanzenextrakte waren antimik-
robiell aktiv gegen das Pflanzenpathogen Erwinia carotovora und die Pflanzen der Fo- und F:-
Generation wiesen keine phanotypische Veranderung auf. Zusatzlich waren die transgenen Pflanzen
resistenter gegenilber Stress durch hohe Salzkonzentrationen [100]. Zakharchenko et al. diskutieren
aufgrund ihrer Ergebnisse das Verwenden von Cecropin P1 als Transgen im Pflanzenschutz.

Weiterhin wurde die potentielle Verwendung von Cecropin P1 als Biosensor untersucht. Gregory et

al. banden dafiir Cecropin P1 kovalent auf Mikrotiterplatten und immobilisierten so E. coli K12 und
19



E. coli O157:H7, wobei die Immobilisation von E. coli 0157:H7 deutlich starker ausfiel [101]. Diese
Arbeiten wurden von Strauss et al. fortgefiihrt. Sie immobilisierten Cecropin P1 auf unterschiedlichen
Oberflachen und untersuchten den Einfluss dieser unterschiedlichen Oberflachen auf die Toxizitat
des Cecropin P1. Die Toxizitdt war dabei stark abhangig von der Immobilisationsmethode. C-terminal
Uber eine Thiolbindung auf Gold immobilisiertes Cecropin P1-Cys konnte nur 4 der 12 getesteten
E. coli-Stamme toten, wahrend das an Silikonnitrit gebundene Cecropin P1 alle 12 Stamme toten
konnte. Weiterhin stellten sie fest, dass die Anhaftung der Bakterien an Cecropin P1 fiir E. coli-
Stamme mit langen O-Antigen am starksten war [102]. Im Zusammenhang mit der Nutzung von
AMPs als Biosensoren untersuchten Han et al. ebenfalls die Cecropin P1-Immobilisierung und Kon-
formation auf einer Polymeroberflache. Sie verwendeten wie Strauss et al. Cecropin P1 mit
C-terminalem Cystein und zeigten, dass das auf der Polystyren-Maleimid-Oberflache immobiliserte
Cecropin P1 in 50 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 6,5 eine a-helikale Struktur einnimmt, obwohl es

in wassrigen Puffer-Losungen unstrukturiert vorliegt [103].

1.4 Zielsetzung

Antimikrobielle Peptide sind natirlich vorkommende Peptide mit einem breiten Wirkspektrum gegen
eine Vielzahl von pathogenen Mikroorganismen. lhre Toxizitat ist dabei selektiv fur diese Pathogene
und multifaktoriell, sodass eine Resistenzentwicklung unwahrscheinlicher wird. Ein weiterer Vorteil
gegeniber konventionellen Antibiotika ist die Toxizitdt gegenliber multiresistenten Erregern, die
Fahigkeit Endotoxine zu neutralisieren und das Immunsystem durch verschiedene Mechanismen zu
unterstitzen (z.B. Chemotaxis) [66]. Dies macht sie fiir die medizinische Anwendung dulRerst interes-
sant. Die a-helikalen kationischen AMPs, wie die Cecropine, sind sehr gut untersucht und greifen
selektiv Membranen von Mikroben an. Bekannt ist, dass diese AMPs in Losung unstrukturiert vorlie-
gen, sich aber in Membran-dhnlicher Umgebung zu amphipathischen a-helikalen Strukturen falten
und die Membranen lysieren. Um diese Peptide medizinisch einsetzen zu kénnen, miissen diese
pharmakologisch optimiert werden (z.B. ‘Stabilitdt, | GroBe, Spezifitit). Fur die Optimierung
solcher Peptide ist es hilfreich den genauen Wirkmechanismus moglichst detailliert aufzuklaren und
die fur die Toxizitat und Spezifitdt notwendigen Charakteristika der Peptide zu identifizieren.

Ziel dieser Arbeit war die systematische Untersuchung eines bekannten a-helikalen AMPs mit bakte-
riellen Membranen als Zielstruktur. Zu diesem Zweck sollte zunachst das AMP Cecropin P1 rekombi-
nant und ®N-markiert hergestellt werden, um anschlieBend eine Charakterisierung der Struktur und
Dynamik des Peptides durchzufiihren. Weiterhin sollten Methoden zur Erfassung der Toxizitat von
Cecropin P1 laborintern etabliert werden, um mit Hilfe von entwickelten Cecropin P1-Varianten die
fur die Toxizitdt wichtigen Parameter (Hydrophobizitdt, Lidnge, Ladung) qualitativ und quantitativ zu
bestimmen. Diese Arbeiten sollen die Grundvoraussetzung fiir die Entschliisselung des Membranin-
teraktionsmechanismus und die systematische Charakterisierung der fir die Toxizitat wichtigen Ei-
genschaften schaffen. Anschlielend sollte es moglich sein dieses Wissen auf dhnliche Peptide zu
Ubertragen und ein rationales Design medizinisch einsetzbarer antimikrobieller Peptide zu erleich-

tern.

20



2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Laborchemikalien wurden von den Herstellern Roth (Karlsruhe),

Sigma-Aldrich (Seelze) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Name Hersteller
AA/Bis Rotiphorese Gel 30 Roth
Agarose Roth

BN-Ammoniumchlorid (**NH4Cl)

Cambridge Isotopes

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth
Antifoam Sigma
Biotin AppliChem
BSA NEB/Roth
Calciumchlorid Dihydrat Roth
Chloramphenicol Roth
Coomassie Brilliant Blue G-250 Serva
5-Cyano-2,3-di-(p-tolyl)tetrazolium chloride (CTC) Sigma

Deuteriumoxid (D,0) 99,9 %

Deutero GmbH

Dithiothreitol (DTT) Biomol
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
D-Saccharose Roth
Eisen(lll)Citrat Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsdure-di-Natriumsalz (EDTA) Roth
Ethidiumbromid Roth
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Calbiochem
Fleischextrakt Fluka
Hefeextrakt Roth
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Applichem
Glucose Roth
Glycerin 86% Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
Kaliumchlorid Roth
Kanamycinsulfat Roth
Magnesiumsulfat Fluka
Natriumazid Roth
Natriumcholat Applichem
Natriumdihydrogenphosphat Heptahydrat Roth
Natriumdihydrogenphosphat (wasserfrei) Roth
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Natriumchlorid

Orange G

Pepton

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
POPE

POPG

Natriumlaurylsulfat (SDS)
TB-Medium
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Thiaminchlorid-hydrochlorid (Vitamin B1)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tri
Tricin

Triton X-100

Trypton

Tween20

2.1.2 Marker

Als DNA-Marker wurden die 100 bp und 1 kb Quickload-Marker von NEB genutzt. Die verwendeten

Proteinmarker sind der Page Ruler unstained broad range und low range der Firma Thermo Scientific

(Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1 verwendete Proteinmarker
PRULR = Page Ruler unstained broad

range, PRuBR =
broad range

2.1.3 Puffer, Lésungen und Kits

Coomassie-Farbeldsung

Entfarbel6sung

Page Ruler unstained

1,25 g Coomassie BB 250-G

227 ml Ethanol

46 ml Essigsaure

227 ml H,0

50 ml Essigsaure

75 ml Ethanol
875 ml H,0
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Roth

Roth

Fluka

Roth
Avanti Polar Lipids
Sigma
Roth

Roth

Roth
Merck
Roth

Roth
Applichem
Roth

Roth



FPLC-Puffer

Basispuffer

Bindepuffer Basispuffer +
Waschpuffer Basispuffer +
Elutionspuffer Basispuffer +

Gelfiltrationspuffer

NMR-Probenpuffer
Kaliumphosphatpuffer
Transferpuffer

Tris-Tricin-Gele [104]

Anoden-Puffer

Gel-Puffer

Kathoden-Puffer

Probenpuffer (4x) 4 ml
4,8 ml
16¢g
4 mg

optional
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (1x) (TAE-Puffer)

TS2 (50x)
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50 mM
150 mM
20mM
1%

50 mM
0,25 M
50 mM
150 mM

50 mM

25 mM
192 mM
20%

0,2M

3M
0,3%

0,1M
0,1M
0,1%
0,5M
86 %

ad
0,05 M

40 mM
1mM
20mM

2M
50 mM

Tris/HCl pH 8.0
NaCl

Imidazol
Triton
Natriumcholat
Imidazol
Tris/HCl pH 8,0
NaCl

pH 6,5

Tris pH 8-8,3
Glycin
Methanol

Tris/HCl pH 8,9

Tris/HCI pH 8,45
SDS

Tris

Tricin

SDS

Tris/HCl pH 6,8
Glycerin

SDS

Coomassie BB 250-G
10 ml mit ddH,0
DTT vor Gebrauch

Tris pH 8,5
EDTA-Na,-Salz

Essigsaure

Tris-Acetat pH 8,3
EDTA



10 x PBS

80¢g NacCl

2g KCl

14,19¢g Na;HPO,4 (wasserfrei)

24¢g KH,PO4

adpH 7,4 HCl

ad1l ddH,0
1000 x Spurenelemente

20mM CaCl,

10 mM MnCl,

10 mM ZnS0,4

2 mM CoCl,

2 mM CucCl,

2mM NiCl,

2mM Na;MoO4

2mM Na,SeOs

2mM H3BO3

=>» autoklavieren und danach mit 100 mM FeCls (in
120 mM HCl gel6st) 1:1 mischen.

Kits
DNA Praparationskit Mini: Nucleo Spin®Plasmid (Macherey-Nagel)
Gelreinigungs-Kit: Nucleo Spin®Extract Il (Macherey Nagel)
Zielgerichtete Mutagenese QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies)
Pierce ECL Substrate Thermo Scientific

2.1.4 N&hrmedien

Autoinduktionsmedium N-5052-Medium [105]
50 mM Na;HPO4
50 mM KH,PO4
lg NH4CI
2mM MgS0O,
0,2x Spurenelemente 1000 x
0,5% Glycerol
0,05 % Glucose
0,2% Lactose
ad 1| mit ddH,0, pH 7,4 eingestellt mit NaOH
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LB-Medium

LB-Agar-Platten

MH-Medium (Fluka)

MH-Agar (Roth)

M9-Minimalmedium

5g Hefeextrakt

10g Trypton

10g Nadcl

ad 1| mit ddH,0, pH 7,4 eingestellt mit NaOH

15g Agar
ad 11 LB-Medium

23g  MH-Medium
ad 11 mit ddH,0

38g MH-Agar
ad 1| mit ddH,0

48 mM NazHPO4

3g KH,PO,
0,5g NadCl

1lg NH,4C
2mM  MgSO,
2ml  TS250x

10 mM Fe(lll)Citrat

20 ml 20 % Glucose

100 pl 1M CaCl,

100 pl 0,5 % Vitamin B

ad 1 | mit ddH-0, pH 7,4 eingestellt mit NaOH

Minimales Phosphatmedium (Medium P) [105]

SOC-Medium

50 mM Na;HPO4

50 mM KH,PO4

5mM NazSO4

2mM MgS0,4

ad 1| mit ddH,0, pH 7,4 und autoklavieren
56 mM NH,CI

4g/l  Glucose

10 mg Thiaminhydrochlorid

10 mg Biotin

5g Pepton

3g Fleisch-Extrakt

ad 1 | mit ddH,0
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TB-Medium
50,8 g TB-Medium (Roth)
4ml 86 % Glycerin
ad 1 I mit ddH,0

2.1.5 Antibiotika

Alle Antibiotikastocklosungen wurden 1:1000 eingesetzt. Kanamycin und Ampicillin lagen in ddH,0
gelost vor, Chloramphenicol in Isopropanol. Die Stocklosungen wurden bei -20 °C gelagert und nach
Anbrechen bei 4 °C.

Tabelle 2.1 Ubersicht iiber verwendete Antibiotika-Stocklésungen

Antibiotikum Stockldsung [mg/ml]

Ampicillin 100
Chloramphenicol 34
Kanamycin 50

2.1.6 Bakterienstamme

Fir die Vermehrung der Plasmid-DNA wurden E. coli ElectroSHOX der Firma Bioline verwendet. Die
Expressionsanalysen wurden mit den E. coli — Stimmen BL21(DE3)-T1R, C43 DE3, C43 plLys DE3, C41
DE3 durchgefiihrt. Fiir die MIC-Tests und die Fluoreszenzmikroskopie wurde der E. coli - Stamm ML3

mit der DSM - Nummer 1058 verwendet.

Tabelle 2.2 Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm Genotyp Firma
E. coli ElectroSHOX F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZ
competent cells AM15 AlacX74 recAl endAl ara A139 Bioline
A(ara, leu)7697 galU galK - rpsL (Str®)
nupG \°
E. coli BL21(DE3)-T1R F- ompT hsdSs(rs” mg’) gal dcm A(DE3)
tonA Sigma
E. coli C43 DE3 F —ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)  Erhalten von AG Ehrmann

E. coli C43 pLys DE3 F —ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)
pLysS (CmR)

Erhalten von AG Ehrmann

E. coli C41 DE3 F —ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3)

E.coli ML3 DSM- DSMZ (Deutsche Sammlung von
Nummer: 1058 Sero- Mikroorganismen und Zellkultu-
typ: 013:H11 ren GmbH)
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2.1.7 Peptide

Tabelle 2.3 Genutzte Peptide

Sequenz Bezeichnung Firma
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR wildtyp Ce- China Pep-
cropin P1 (WT) tides
FITC-Ahx-LSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR FITC-AS1W2- Caslo Aps
Peptid
SWLSKTAKKLENSAKKRISE A21-31 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAEAIQGGPR 124E Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGALAVAIGGPR 21-27 ALAVAI Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGKGKSEEGGPR 21-27 KGKSEE Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGVVLVVLGGPR 21-27 VVLVVL Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIQGGPR A22-26 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIQGGPR A25-26 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIAIQGGPR +A27,128 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIAIAIAQGGPR  +A27,128, A29, Caslo Aps
130
2.1.8 Enzyme
DNA — Ligase T4 DNA Ligase (Metabion)
DNA — Polymerase Pfu DNA Polymerase (Metabion)
Polynukleotidkinase T4 Polynukleotidkinase (NEB)
Lysozym Serva
SUMO - Protease laborintern exprimiert und gereinigt von Alma Rippel
Restriktionsenzyme Bsal (NEB)
BamHI (fast digest) (Fermentas)
BamHI (NEB)
Sacll (NEB)
Dpnl (Agilent Technologies)

2.1.9 Plasmide und Oligonukleotide

Fiir alle wahrend dieser Arbeit generierten Konstrukte wurden folgende Ausgangsplasmide verwen-
det (Tabelle 2.4). Das von GeneArt bestellte Plasmid enthielt das fiir Cecropin P1 codierende Gen.
Der pET-SUMO-Vektor von Invitrogen wurde laborintern modifiziert und als Vektor-Gerist fiir alle

generierten Konstrukte genutzt.
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Tabelle 2.4 Verwendete Plasmide

Vektor laborinterne BC-Nummer Firma
Cecropin P1 in pMK-T-Kana 952 GeneArt
pET-SUMOadapt 903.1 Invitrogen (modif.)

In Tabelle 2.5 sind alle genutzten Oligonukleotide aufgefiihrt. Fiir PCR (2.3.2) und Klonierung (2.3.5)
wurden diese mittels FPLC gereinigt. Fiir die zielgerichtete Mutagenese (2.3.4) wurden die Oligonuk-
leotide mittels HPLC gereinigt. Die Synthese und Reinigung aller Oligonukleotide wurde durch die
Firma Metabion durchgefihrt.

Tabelle 2.5 Verwendete Oligonukleotide
Die bindenden Bereiche sind jeweils unterstrichen. Mutationen sind rot gekennzeichnet.

Oligonukleotid Sequenz in 5‘-3‘-Richtung
996F CACACA GGTCTCATGGT TCTTGGCTGTCGAAAAC
997R GGTTGG GGATCC ATTA ACGAGGACCACCCTGAA
1009F GGGTGGT CCGCGG TAATGGATCCAAGC
1010R GCTTGGATCCATTA CCGCGG ACCACCC
1011F GG GGC TGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAA TAAG
1012R GATCC CTTA TTTCTCGAACTGAGGATGTGACCA GCC
CCGC

Die Oligonukleotide 966F/997R wurden fiir die Vervielfaltigung des Cecropin P1 Gens aus dem pMK-
T-Kana-Vektor genutzt. Die Oligonukleotide 1009F/1010R dienten der zielgerichteten Mutagenese
der Restriktionsschnittstelle Sacll um anschlieRend mit Hilfe der Oligonukleotide 1011F/1012R einen
Strepll-tag mittels der Sacll- und der BamHI-Schnittstelle einzufiigen. Tabelle 2.6 gibt eine Ubersicht

Uber die erstellten Konstrukte.

Tabelle 2.6 Generierte Konstrukte

Insert Vektor Modifikation laborinterne BC- genutzte Oligonuk-
Nummer leotide

Cecropin P1 pET- Insertion 955 996F/997R
SUMOadapt via Bsal/BamHI

Cecropin P1 pET- Sacll 975 1009F/1010R
SUMOadapt

Cecropin P1- pET- Insertion Strep-tag via 976 1011F/1012R

Strep-tag SUMOadapt Sacll/BamHI

2.1.10 Verbrauchsmaterialien

24-Well-Platten Greiner
96-Well-Platten Greiner
Einmalkivetten Roth
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Handschuhe

Nitrocellulosemembran (0,22 uM Poren)

Objekttrager
Papiertiicher

Pipettenspitzen

Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen

ReaktionsgefdaRe 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml; 5 ml

ReaktionsgefaRe 15 ml; 50 mi

Filter-Papier

2.1.11 Gerate

Autoklav
CD-Spektrometer
Einkanal Pipetten

Elektrophorese-Kammer

Semi-Dry-Blotting
Feinwaage
FPLC

Inkubatoren

Konzentratoren

Laborwaage
Magnetrihrgerate
MALDI-Massenspektrometer
Mikroskop

PCR-Gerat
pH-Meter

Photometer

Pumpen

Rotoren

Schittler

Spektrometer

H+P Varioklav 2T
Jasco J-715

XCell SureLock XCell I™
XCell Mini Protean 3
blotting table

ABJ 80-4M

Akta FPLC P920

Duo Flow

Thermomixer comfort
Mikrobiol. Inkubator BD53
Vivaspin 2000 MWCO, 15R
Vivaspin 10 000 MWCQO, 20
EG 620-3N

Assistant RM5

Autoflex speed MALDI-TOF
Nikon Eclipse Ti

Yokogawa CSU X-1 spinning disc unit

x100, 1.49 NA Objektiv

Andor iXon X3 EMCCD (Kamera)

Mastercycler epgradient

Bio Photometer

UV/Vis ND-1000
Hochvakuumpumpe RZ 2.5
Ti45

JL-25.5

Duomax 1030
NMR-Spektrometer 700 MHz
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VWR

Whatman
Thermo scientific
Kimberly-Clark
Sarstedt

BD Bioscience
Eppendorf
Sarstedt

Albet

OberschleiBheim
Jasco Analytical Instruments
Eppendorf

Invitrogen

Biorad

Biometra

Kern

GE Healthcare

Biorad

Eppendorf

Binder

Sartorius

Sartorius

Kern

Heidolph Instruments
Bruker

Nikon

Eppendorf

Mettler Toldeo
Eppendorf

peqlab

Vacuubrand GmbH
Beckman

Beckman

Heidolph Instruments

Bruker



Sterilbank Hera safe Thermo Scientific
Stromversorgungseinheit Biometra
Ultraschallsonde Sonoplus HD2200 Bandelin

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Wasseraufbereitung Milli-Q Biocel Millipore
Zentrifugen Tisch-Kihlzentrifuge 5415R Eppendorf
Zentrifuge 5810R Eppendorf
Tischzentrifuge Minispin Plus Eppendorf

Avanti JE Beckman

Optima LE-80K Ultrazentrifuge Beckman

2.2 Datenauswertung und verwendete Software

Tabelle 2.7 Verwendete Software

Programm Verwendung Referenz/Firma

Bioedit Version 7.0.9.0 Sequenzalignments (DNA) Ibis Biosciences

SnapGene Viewer Version Sequenzalignments (DNA) GSL Biotech LLC

2.2.2

T-Coffee Multiple Sequenzalignments (Protein) [106]

Pymol Version 1.2r.1 Visualisierung von Proteinstrukturen [107]

Topspin 3.0 NMR-Spektrenaufnahme und Prozessierung Bruker

CCPN Analysis 2.3 Visualisierung und Auswertung der NMR- [108]

Spektren

Cyana 2.1 Strukturberechnung

Spectramanager 2.0 Auswertung der CD-Spektren Jasco

GraphpadPrism Version 5 Allgemeine Datenauswertung GraphPad Soft-
ware

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Isolation und Reinigung

Um reine Plasmid-DNA zu erhalten, wurde zunéchst eine E. coli-Kultur angezogen und anschliefend
durch Zentrifugieren geerntet (4000 x g, 10 min, 4 °C). Die Isolierung und Reinigung des in der Bakte-
rienkultur enthaltenen Plasmids wurde mit Hilfe der entsprechenden Kits der Firma Macherey und
Nagel nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Auch aus der PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

und der Restriktion resultierende DNA wurde mit Hilfe des Nucleo Spin®Extract II-Kits aufbereitet.

2.3.2 PCR

Mit Hilfe der PCR kann durch Einsatz der entsprechenden Primer, ein genau definierter DNA-
Abschnitt synthetisiert und vervielfaltigt werden. Dabei wird zu Beginn die eingesetzte Template-

DNA bei 95 °C denaturiert. Dem folgt das Annealing, im Verlaufe dessen die Primer mit der DNA hyb-
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ridisieren. AnschlieBend wird wahrend der Elongation durch die DNA-Polymerase der antisense-
Strang synthetisiert. Dieser Zyklus wird zwischen 20-30 Mal wiederholt, wobei nun auch bereits die
neu synthetisierte DNA als Template dient. Als Polymerase wurde die thermostabile Pfu-Polymerase
(Pyrococcus furiosus) verwendet. Sie besitzt eine 3‘-5-Exonucleaseaktivitat, die Exzisionsreparaturen
ermoglicht.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde das von GeneArt synthetisierte Gen fir Cecropin P1 mittels PCR ver-
vielfaltigt, um es anschliefend in den pET-SUMOadapt-Vektor einzubringen. Das zu erwartende PCR-
Produkt ist in Abbildung 2.2 dargestellt.
Bsal

cAcacA GGTCTCA TGGT TCTTGGCTGTCGAAAAC

GGTCTCA|TGGT TCTTGGCTGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCA

TTGCCATTGCCATTCAGGGTGGTCCTCGT TAAT G| GATCC

TTCAGGGTGGTCCTCGT TAAT G GATCC ccaacc
BamHI

Abbildung 2.2 Sequenz des zu erwartenden PCR-Produktes und der genutzten Primer
In Grau sind die verwendeten Primer abgebildet. Die fiir Cecropin P1 codierende Sequenz ist schwarz und das Stopcodon in
kursiv dargestellt.

Der Tabelle 2.8 ist die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zu entnehmen. Als Primer wurden die
Oligonukleotide 996F und 997R genutzt (Tabelle 2.5).

Tabelle 2.8 PCR-Ansatz zur Amplifikation von DNA

Bestandteil Menge
PCR-Puffer 10 x 5ul
dNTPs 10 mM 4 ul
Primer (10 pmol/ul) je2ul
Template-DNA 500 ng
Pfu- Polymerase(5 units/pl) 1l
ddH;0 ad 50 pl

Abbildung 2.3 zeigt den bei der Amplifikation des Cecropin P1-Gens verwendeten Temperaturzyklus.
Dabei wurde mit einer sehr hohen Annealing-Temperatur begonnen, um vorrangig eine sehr spezifi-
sche Amplifikation des korrekten PCR-Produktes zu gewidhrleisten. Bei sehr hohen Annealing-
Temperaturen, Uber der erwarteten Schmelztemperatur, binden die Primer entweder hochspezifisch
oder Uberhaupt nicht. Deshalb wurde anschlieBend die Annealing-Temperatur schrittweise gesenkt.
Mit dieser Methodik, die Touchdown-PCR genannt wird, kénnen beispielsweise Primerdimere und
andere unglinstige Nebenprodukte vermieden werden. Die Elongationszeit wurde an die Lange des
zu erwartenden PCR-Produktes angepasst, da bei zu langen Elongationszeiten ebenfalls unerwiinsch-
te Nebenprodukte entstehen kénnen. Die Pfu-Polymerase benétigt fir 1 kb zwei Minuten, weswegen

in dieser PCR nur (Gber 25 s elongiert wurde.
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Abbildung 2.3 Temperaturzyklus zur Amplifikation des Cecropin P1 — Fragmentes

Die Denaturierung der Template-DNA wurde bei 95 °C durchgefiihrt. Im ersten Abschnitt wurde tber 5 Zyklen jeweils
die Annealingtemperatur um 3 °C gesenkt. Im zweiten Abschnitt wurde sie nach dem gleichen Schema um 3 °C erhoht.
AnschlieBend wurde mit 62 °C Uber 30 Zyklen gearbeitet. Am Ende des Zyklus wurde einmal fiir 1 min bei 72 °C inku-
biert und anschlieRend auf 4 °C abgekihlt.

2.3.3 Restriktion

Restriktionsendonukleasen dienen dem gezielten Ausschneiden eines DNA-Fragmentes aus Plasmi-
den oder groReren DNA-Fragmenten. Hierbei werden die Phosphodiester-Bindungen der DNA-
Strange an der Erkennungsstelle der Restriktionsenzyme gespalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die Restriktionsenzyme Bsal (GGTCTCA|TGGT), BamHI (G|GATCC) und Sacll (CCGC|GG) verwendet.
Fiir die Generierung des ersten Konstruktes, bestehend aus der fiir Cecropin P1 codierenden DNA-
Sequenz in einem pET-SUMOadapt Vektor, wurde der Restriktionsansatz in Tabelle 2.9 verwendet.
Die Restriktion erfolgte hierbei bei 37 °C flir 1 h.

Tabelle 2.9 Restriktionsansatz fiir Insert-DNA und Vektor-DNA |

Bestandteil Menge
NEB-Puffer 3 10 x 5ul
BamHI 1l
Bsal 1l
BSA 5 pl
DNA 1lug
ddH,0 ad 50 pl
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Fiir das zweite Konstrukt wurde nach zielgerichteter Mutagenese (2.3.4) innerhalb des ersten Kon-
struktes mit resultierender Sacll-Schnittstelle (Tabelle 2.6 ) verdaut, um spater eine fiir den Strepll-
tag codierende DNA-Sequenz einzufiigen. Es wurde in diesem Ansatz (siehe Tabelle 2.10) zunéachst

fur 1 h bei 37 °C nur mit Sacll verdaut und anschlieRend fiir 15 min mit BamHI.

Tabelle 2.10 Restriktionsansatz fiir Insert-DNA und Vektor-DNA

Bestandteil Menge
Puffer G 10 x 5 ul
BamHI (fast digest) 1 ul
Sacll 2 ul
DNA 1ug
ddH,0 ad 50 pl

Die Restriktionsansatze wurden direkt weiter verwendet. Vektor-DNA und Insert-DNA wurden mit

Hilfe der entsprechenden Kits vor der Ligation gereinigt (2.3.1).

2.3.4 Zielgerichtete Mutagenese

Mit der zielgerichteten Mutagenese ist es moglich Basen in einer DNA-Sequenz zu mutieren, zu dele-
tieren oder auch einzufiigen. Innerhalb dieser Arbeit wurde hierflr das QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit von Agilent Technologies verwendet. Dieses Kit ermoglicht es Gber eine PCR mit
mutagenen Oligonukleotiden und doppelstrangiger Plasmid-DNA mit Hilfe der PfuTurbo DNA Poly-
merase die gewlinschten Verdnderungen am Ausgangsplasmid vorzunehmen. AnschlieBend wird das
resultierende Produkt mit Dpnl (5"-Gm6ATC-3") verdaut. Diese Endonuklease ist spezifisch fir methy-
lierte DNA, was dazu fihrt, dass das urspriinglich eingesetzte Ausgangsplasmid verdaut und nur die
mutierte neu synthetisierte DNA erhalten wird. Dies ist moglich, da die DNA aus den meisten E. coli-
Stammen methyliert vorliegt und aufgrund dessen durch Dpnl verdaut werden kann. Die erhaltene
neu synthetisierte DNA mit den gewiinschten Mutationen wird anschlieRend in kompetente E. coli
ElectroSHOX transformiert (Tabelle 2.2).

Die zielgerichtete Mutagenese wurde in dieser Arbeit fiir die Generierung einer Sacll-Schnittstelle
mittels zweier Punktmutationen genutzt. Das Ausgangskonstrukt hierfiir war das Cecropin P1 Gen im
pET-SUMOadapt Vektor. Dieser wurde als Template fiir eine PCR mit den mutagenen Primern 1009F
und 1010R (Tabelle 2.5) verwendet. Der PCR-Ansatz ist der Tabelle 2.11 zu entnehmen.

Der genutzte Temperaturzyklus wurde den Herstellerangaben des Kits entnommen und mit 16 Zyklen
durchgefihrt. Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde dem Ansatz 0,5 pl Dpnl (10 U/ul) hinzuge-
flgt und bei 37 °C fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pul des Ansatzes in E. coli ElectroSHOX
transformiert (2.3.7). Die erhaltenen Klone wurden kultiviert, die DNA isoliert und anschliefend se-

quenziert.
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Tabelle 2.11 PCR-Ansatz fiir die zielgerichtete Mutagenese

Bestandteil Menge
PCR-Puffer 10 x 2,5 ul
dNTP-Mix 0,5 ul
Primer (10 pmol/ul) je 1,4 ul
Template-DNA 50 ng
PfuTurbo Polymerase(2,5 units/pl) 0,5 ul
ddH,0 ad 25 pl

2.3.5 Klonierung mit Oligonukleotiddimeren als Insert

Ausgangsplasmid fur diese Klonierung war das durch die zielgerichtete Mutagenese erzeugte Kon-
strukt mit Sacll-Schnittstelle (2.3.4). Als Insert dienten die Oligonukleotide 1011F und 1012R (Tabelle
2.5), welche fiir den Strepll-tag codieren. Fir die nachfolgende Ligation wurden diese erst mit Hilfe

der T4 Polynukleotidkinase am 5‘-Hydroxyterminus phosphoryliert (Tabelle 2.12).

Tabelle 2.12 Ansatz zur5‘-Phosphorylierung

Bestandteil Menge
T4 Ligase-Puffer 10 x 2,5 ul
Oligonukleotide (10 uM) je10 ul
T4 Polynukleotidkinase (2,5 units/pl) 0,5 pl
ddH;0 ad 25 pul

Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C und anschlieBend fiir 10 min bei 95 °C inkubiert. Im Anschluss erfolg-
te eine Inkubation bei 63 °C liber 1,5 h und eine Abkiihlungsphase von 30 min bei RT. Das Ausgangs-
plasmid wurde wie in Kapitel 2.3.3 beschrieben verdaut und gereinigt, um danach mit den erzeugten

5‘-phosphorylierten Oligonukleotiddimeren ligiert werden zu kénnen (2.3.6).

2.3.6 Ligation

Mit Hilfe der T4 Ligase wird die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer freien
5‘-Phosphatgruppe und einer freien 3‘- Hydroxygruppe zweier doppelstrangiger DNA-Fragmente
katalysiert. Um das Cecropin P1 Gen in den pET-SUMOadapt-Vektor einzufiihren, wurden vor der
Ligation beide mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut (2.3.3). AnschlieRend konnten dann die
komplementar (iberstehenden Enden von Insert und Vektor ligiert werden. Die Zusammensetzung

dieses Ligationsansatzes sind in Tabelle 2.13 dargestellt.
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Tabelle 2.13 Zusammensetzung der Ligationsansatze

Bestandteil Menge
T4 Ligase-Puffer 10 x 2 pl

Vektor-DNA 50 ng

Insert-DNA 150 ng (1:3)/50 ng (1:1)/ 0 ng (KO)
T4 Ligase 1ul

ddH.0 ad 20 pl

Es wurden drei Ansdtze mit unterschiedlichen Verhdltnissen von Vektor:Insert bzw. zur Kontrolle
auch ohne Insert pipettiert. Die Ansatze wurden fiir 1 h bei 16 °C inkubiert und anschliefend die Liga-
se bei 65 °C fiir 10 min hitzeinaktiviert. Je 2 pl der Ligationsansdtze wurden in E. coli ElectroSHOX
transformiert (2.3.7), einzelne Kolonien von den Agarplatten gepickt, angezogen und die DNA isoliert

(2.3.1) und sequenziert.

Eine weitere Ligation wurde mit den durch die PNK 5‘-phosphorylierten Oligonukleotiddimeren die
fir den Strepll-tag codieren (Insert) und dem mit Sacll und BamHI verdauten Cecropin
pPET-SUMOadapt Konstrukt durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der Ligationsansatze ist der Tabelle
2.14 zu entnehmen. Diese wurden bei 16 °C tber Nacht inkubiert und am darauf folgenden Tag
10 min bei 65 °C die Ligase hitzeinaktiviert. AnschlieBend wurde jeweils 1 pl in E. coli ElectroSHOX

transformiert (2.3.7).

Tabelle 2.14 Zusammensetzung der Ligationsansatze

Bestandteil Menge

T4 Ligase-Puffer 10 x 2 ul

Vektor-DNA 50 ng

Insert-DNA 2 pl/1 /0,1 ul/0 ul (KO)
T4 Ligase 1l

ddH,0 ad 20 pl

2.3.7 DNA-Transformation

Alle Arbeiten bei der Transformation von DNA wurden steril durchgefiihrt. DNA-Transformationen
wurden nach den Ligationsreaktionen und fiir das Einbringen fertiger Konstrukte in E. coli- Expressi-

onsstamme genutzt.

Transformation in elektrokompetente E. coli-Zellen

Diese Transformation von DNA wurde fiur alle Stimme auBer dem E. coli BL21(DE3)-T1R-Stamm

(Tabelle 2.2) in elektrokompetente E. coli- Zellen durchgefiihrt. Hierbei wurden zunachst ein
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40 pl-Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Die gewilinschte Menge der entsprechenden
DNA wird auf die kompetenten Zellen pipettiert, sanft gemixt und 1 min auf Eis inkubiert. Die Zellen
werden anschliefend in die vorgekihlte Elektroporationskivette Gberfiihrt, elektroporiert und sofort
in ein ReaktionsgefaR mit 300 pl vorgewarmtem SOC-Medium Uberfiihrt. Der Transformationsansatz
wird 1 h bei 37 °C und 300 rpm inkubiert.

Transformation in chemisch kompetente E. coli-Zellen

Einem 40 pl Aliquot des chemisch kompetenten E. coli BL21(DE3)-T1R-Stammes wurde die gewtinsch-
te Menge der entsprechenden DNA hinzugefiigt und 20 min auf Eis gelagert. Dann wurden die Zellen
fir 45 s bei 42 °C und anschlieRend wieder bei 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit
300 pl vorgewdarmtem SOC-Medium fiir 1 h bei 37 °C und 600 rpm geschiittelt.

Nach der Transformation wurden die Ansatze auf LB-Selektivplatten ausplattiert und bei 37 °C inku-
biert oder direkt in LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum tberfihrt und bei 37 °C schiit-

telnd kultiviert.

2.4 Mikrobiologische Methoden

2.4.1 Kultur von E. coli

E. coli — Flussigkulturen wurden, wenn nicht anders angegeben, im entsprechenden Medium (gege-
benenfalls mit dem entsprechenden Antibiotikum) bei 37 °C in einem Schiittelinkubator kultiviert.
Ausgestrichene E. coli — Kulturen wurden auf den entsprechenden Agar-Platten mit den entspre-
chenden Antibiotika-Zusdtzen bei 37 °C kultiviert.

2.4.2 Expression
Expressions- und Loslichkeitstests

Expressionstests

Fiir die Expressionstests wurde das entsprechende Plasmid in die gewiinschten E. coli — Stamme
transformiert (2.3.7), auf LB-Selektivplatten mit Kanamycin ausgestrichen und UN bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde von einer der frisch transformierten E. coli-Kolonien UN eine Flissigkultur ange-
zogen (2.4.1). Es wurden unterschiedliche Bakterienstimme, Medien, Induktions-Zeitpunkte, Expres-
sionszeiten, Temperaturen und IPTG—Konzentrationen getestet. Der grundlegende Aufbau der Tests
ist dabei identisch. Im Folgenden werden nur die ausschlaggebenden Tests detailliert aufgefiihrt.

Der erste Expressionstest wurde in E. coli-BL21(DE3)-T1R (Tabelle 2.2) mit dem Cecropin P1 im
PET-SUMOadapt Vektor durchgefuhrt. Dafiir wurden 160 ml TB—Medium (30 pg/ml Kanamycin) mit
2 % [v/v] der UN-Kultur beimpft und bei 37 °C und 160 rpm schiittelnd inkubiert. Nach Erreichen
einer optischen Dichte (OD) bei 600 nm von 1,0 wurde die Kultur in 3 x 50 ml Kulturen geteilt mit
0,5 mM IPTG induziert. Die verbleibenden 10 ml wurden als nicht induzierte Kontrolle bei 3000 rpm
fir 10 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das verbleibende Bakterienpellet bei -20 °C
gelagert. Je eine der drei Flissigkulturen wurde bei 25 °C, 30 °C und 37 °C bei 160 rpm inkubiert. Vom

Zeitpunkt der Induktion mit IPTG wurde nach 2 h, 4 h, 6 h und 18 h die ODgg gemessen und 10 ml
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jeder Bakterienkultur zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Bakterienpellet bei -20 °C gela-
gert.

Ein zweiter Expressionstest von Cecropin P1 im pET-SUMOadapt-Vektor wurde mit E. coli C43 DE3
(Tabelle 2.2) durchgefiihrt. Dafiir wurden 500 ml LB — Medium (30 pg/ml Kanamycin) mit 1,5 % [v/v]
einer UN-Kultur beimpft. Die Stimulation mit IPTG erfolgte hier bei einer ODsoo von 0,9. Zuvor wurden
wie oben beschrieben 10 ml der Kultur als Kontrolle abgenommen, zentrifugiert und das resultieren-
de Bakterienpellet bei -20 °C gelagert. Fiir diesen Test wurde ebenfalls mit 50 ml-Kulturen gearbeitet.
Die getesteten Parameter sind der Tabelle 2.15 zu entnehmen. Es wurden ebenso zu den entspre-
chenden Zeitpunkten die ODsoo gemessen, 10 ml der Bakterienkulturen abgenommen, zentrifugiert

und die entstandenen Bakterienpellets bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.15 Verwendete Parameter fiir Expressionstests

Parameter Werte
Temperatur [°C] 25/30/37
IPTG-Konzentration [mM] 0,25/0,75/1
Expressionsdauer [h] 2/4/6/18

Basierend auf den Ergebnissen des zweiten Expressionstests, wurde ein weiterer Expressionstest
durchgefiihrt. Dabei wurde mit 0,75 mM IPTG bei einer variablen ODsoo (1,0/2,0/2,5) der Bakterien-
kulturen induziert. Nach 2 h Expression bei 37 °C und 160 rpm wurden die Bakterienkulturen zu je

5 x 10 ml aliquotiert, zentrifugiert und bei -20 °C gelagert.

Alle so entstandenen Proben wurden wie folgt behandelt: Alle Arbeiten wurden hierbei auf Eis ausge-
fuhrt. Die bei -20 °C gelagerten Bakterienpellets wurden in je 1 ml 50 mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM
NaCl mit 1 mM PMSF aufgenommen und 3 x 30 s bei 30 % mit Hilfe einer Ultraschallsonde aufge-
schlossen. Anschliefend wurde fiir 1 h bei 4 °C und 13,2 krpm zentrifugiert, um die I6slichen Be-
standteile im Uberstand von den unléslichen Bestandteilen im Bakterienpellet zu trennen. Von dem
entstandenen Uberstand wurden 20 pl abgenommen und mit der gleichen Menge 2 x Tris/Tricin-Gel-
Probenpuffer vermischt und fiir 5 min bei 95 °C inkubiert. Der Rest der Uberstinde wurde verworfen
und das verbleibende Pellet wiederum in 500 pl des oben genannten Puffers resuspendiert und 20 pl
davon mit der gleichen Menge 2 x Tris/Tricin-Gel-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C fiir 5 min inku-

biert. AnschlieBend wurde wie in Kapitel 2.5.5 beschrieben eine Tris/Tricin-PAGE durchgefiihrt.

Loslichkeitstest

Mit den aus dem letzten Expressionstest erhaltenen Aliquots (Induktion mit 0,75 mM IPTG bei
ODeoo-= 2,5, Expression 2 h bei 160 rpm) wurde ein Loslickeitstest durchgefiihrt. Der beim Zellauf-
schluss verwendete Grundpuffer bestand erneut aus 50 mM Tris/HCI pH 8,0 mit 150 mM NaCl und
1 mM PMSF. Zusatzlich wurde dieser Puffer mit 1% [v/v] Triton X-100, 1% [w/v] CHAPS oder
1 % [v/v] Nonidet-P40 versetzt. AnschlieRend wurden die Zellen, wie oben beschrieben, aufgeschlos-
sen und SDS-Proben der Uberstidnde und der Pellets erzeugt, um analysieren zu kénnen, ob die ver-

wendeten Detergenzien in der Lage sind, das unldsliche Protein im Pellet zu |6sen. Dabei wurde der
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restliche Uberstand nicht verworfen sondern jeweils mit 5 ul SUMO-Protease fiir 18 h bei 4 °C inku-

biert um auch die Proteaseaktivitat unter Detergenseinfluss nachweisen zu kénnen.

Expressionstest in minimalen Phosphatmedien

Fiir die Expressionstests in Phosphatmedium wurden die transformierten E. coli C43 DE3 im Autoin-
duktionsmedium '*N-5052 und (2.1.4) und zum Vergleich auch in M9-Medium (Induktion mit
0,25 mM IPTG bei ODgoo = 1,0) bei einer Temperatur von 20 °C bzw. 37 °C und bei 160 rpm schiittelnd
kultiviert [105]. Es wurden nach 2 h, 4h, 6 h, 8 h und 24 h fir das Autoinduktionsmedium und 2 h
und 18 h Stunden nach Induktion fiir das M9-Medium Proben abgenommen und wie bereits unter
»Expressionstests” beschrieben, die erhaltenen Bakterienpellets aufgeschlossen und zur Analyse des
Expressionstest SDS-Proben generiert.

In einem weiteren Expressionstest wurden unterschiedliche Beimpfungsmaoglichkeiten in Medium P
(2.1.4) getestet. Marley et al. [109] beschreiben eine Verbesserung der Ausbeute von Isotopen-
markiertem rekombinanten Protein durch Nutzung einer Vorkultur in Vollmedium (ODego = 0,8-1) die
dann in nur einem Viertel des Volumens minimalem Phosphatmediums inokuliert wird.

Es wurden also zum Vergleich Kulturen direkt mit 1 % [v/v] einer transformierten E. coli C43 DE3-
UN-Kultur beimpft, bei 37 °C und 180 rpm inkubiert, bei einer ODgoo = 2,2 mit 0,75 mM IPTG induziert
und wie bereits beschrieben nach 2 h, 4 h und 18 h Proben abgenommen. Fiir die zweite Gruppe an
Kulturen wurde eine Kultur transformierter E. coli C43 DE3 in LB-Medium bei 37 °C und 180 rpm bis
zu einer ODgoo = 0,95 kultiviert und bei 21 °C 15 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Das resultierende
Bakterienpellet wurde in einem Viertel des Volumens der urspriinglichen Kultur in Medium P inoku-
liert und nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C und 180 rpm mit 0,75 mM IPTG induziert. Es wurden

2 h, 4 h und 18 h nach Induktion wie beschrieben Proben abgenommen und SDS-Proben generiert.

Expression des Fusionsproteins

Die Expression des mit einem N-terminalen 5x Histidin-tag versehenen SUMO-Cecropin P1-
Fusionsproteins wurde wie nachfolgend beschrieben durchgefiihrt. Frisch transformierte E. coli C43
DE3 wurden UN in LB-Medium kultiviert. Mit 1-2 % [v/v] dieser Kultur wurden vier 5| Kolben (je 11
LB-Medium mit 35 ug/ml Kanamycin) beimpft und bis zu einer ODgo von ca. 2,5 bei 37 °C und
160 rpm kultiviert. AnschlieRend wurde die Expression mit 0,75 mM IPTG induziert und die Zellen
nach 2 h Expression bei 6000 rpm und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden an-
schlieBend in Bindepuffer (2.1.3) resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

Die Expression des ®N-markierten Fusionsproteins wurde wie folgt durchgefiihrt: vier 5 | Kolben mit
je 11 LB-Medium (50 ug/ml Kanamycin) wurden mit 1-2 % [v/v] einer UN-Kultur bestehend aus frisch
transformierten E. coli C43 DE3 beimpft und bis zu einer ODgyo von 2,5-3,0 bei 37 °C und 180 rpm
inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen bei 25 °C und 5000 rpm flr 15 min zentrifugiert und die
resultierenden Bakterienpellets vorsichtig in je 1| Medium P (51 Schikanekolben, 50 ug/ml Ka-
namycin) inokuliert. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C und 130 rpm wurde die Expression mit 0,75 mM
IPTG induziert und die Bakterienkulturen nach 4 h der Expression bei 4 °C und 6000 rpm fiir 15 min
zentrifugiert. Die resultierenden Bakterienpellets wurden in Bindepuffer (2.1.3) resuspendiert und

bei -20 °C gelagert.
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2.4.3 MIC-Test

Der hier durchgefiihrte MIC-Test, dient der Ermittlung einer minimalen inhibitorischen Konzentration
(MIC) von antimikrobiellen Substanzen. Die MIC ist dabei die geringste Konzentration einer antimik-
robiellen Substanz, bei der unter den bestehenden Testbedingungen das sichtbare Bakterienwachs-
tum inhibiert wird. In dieser Arbeit wurde die von Wiegand et al. etablierte Microplate Broth Dilution
Methode zur Ermittlung von MICs genutzt [110]. Dabei handelt es sich um einen Test im 96-Well-
Format.

Fiir die MIC-Tests wurden E. coli ML3 (Tabelle 2.2) genutzt, da diese nicht zu den K-12-Stdmmen ge-
horen. Somit ist E. coli ML3 ein nicht signifikant genetisch veranderter Laborstamm und ahnelt E. coli-
Wildtyp-Stammen [111]. Vor Einsatz im MIC-Test wurde die Korrelation zwischen der ODgoo und der
Anzahl der Kolonie-formenden Einheiten pro Milliliter (cfu/ml), wie von Wiegand et. al [110] be-
schrieben, ermittelt, um definierte Zellzahlen fur die MIC-Tests verwenden zu kdnnen.

Der grundsatzliche Aufbau ist Abbildung 2.4 zu entnehmen. Die Peptide wurden, wenn nicht anders
erwahnt in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 mit 150 mM NaCl gelost. Es wurde eine serielle
Verdiinnungsreihe erstellt, die den mit der gleichen Methode determinierten MIC-Wert (3 uM) von
Cecropin P1 abdeckt [96]. Die verdiinnten Peptide wurden 1:10 im MIC eingesetzt, wobei das Endvo-
lumen in den Wells 100 pl betrug. Die ODeqo der erstellten UN-Kultur von E. coli-ML3 wurde gemes-

sen und fiir den Einsatz in den MICs eine Zellsuspension mit ungefahr 2 x10° cfu/ml erstellt.

1 0,5 0,25 0,125 0,063 0,031 0,016 0,008 0,004 0,002 Peptidkonzentrationen [mg/ml]

serielle Verdlinnung Peptid A

serielle Verdiinnung Peptid B

0,1

0,1 - Dreifachbestimmung Peptid A

0,1

|- Dreifachbestimmung Peptid B

| L——— Sterilitatskontrolle
Wachstumskontrolle

Abbildung 2.4 Aufbau des MIC-Tests

Die Sterilitdats- und Wachstumskontrollen wurden jeweils 1:10 mit dem entsprechenden Losungsmit-
tel der Peptide versetzt. Die verwendete Zellsuspension wurde 1:100 und 1:1000 in MH-Medium
verdiinnt und jeweils 100 pl auf MH-Agarplatten ausplattiert, um die verwendete Zellzahl zu liber-
prifen. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 18 h wurde die ODeqo (Platereader) gemessen und der MIC er-

mittelt. Die gewachsenen Kolonien auf den Agarplatten wurden gezahlt und die verwendete Zellzahl

39



[cfu/ml] berechnet. Die Daten wurden mit Graphpad Prism 5.0 ausgewertet. Es wurden die Mittel-
werte aus den Dreifachbestimmungen und den Kontrollen berechnet und Graphen erstellt. Als MIC
wurde die geringste Konzentration an Peptid, bei der die ODsoo der der Sterilitdtskontrolle entsprach,

determiniert.

2.4.4 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht Zellen und intrazelluldare Strukturen mittels Markierung mit Flu-
orophoren zu visualisieren. Innerhalb dieser Arbeit wurde eine dreifache Farbung mit den Fluoropho-
ren 5-Cyano-2,3-di-(p-tolyl)tetrazolium-chlorid (CTC), 4',6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid
(DAPI) und Fluorescein isothiocyanate isomer | (FITC) durchgefiihrt. CTC wurde hierbei genutzt, um
metabolisch aktive Mikroorganismen nachzuweisen. DAPI wurde fiir die Markierung der Bakterien-
DNA verwendet. FITC kann hingegen nur intrazellular vorliegen, wenn die Membranen der Bakterien

bereits vorgeschadigt und somit permeabler sind [112].

Herstellung der Praparate

Die Praparate wurden wie von Mangoni et al. [112], [113] beschrieben vorbereitet. E. coli ML3 in
20 ml MH-Medium (Tabelle 2.2) wurden UN bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen 5 min bei 3000 rpm und 27 °C zentrifugiert und in 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4
(NaPP) resuspendiert. Nach zweifacher Wiederholung dieses Waschschrittes wurde die ODgoo gemes-
sen und die Zellsuspension mit Hilfe von NaPP auf 2 x 108 cfu/ml eingestellt. Jeweils 50 pl der Zellsus-
pension wurden mit 50 ul Peptidlésung in NaPP versetzt und fiir 1 h bei 37 °C und 600 rpm inkubiert.
Die verwendeten Endkonzentrationen der Peptide sind der Tabelle 2.16 zu entnehmen. Als Kontrol-
len wurden einmal 50 ul Zellsupension in 50 Il NaPP und einmal 50 pl mit 50 ul NaPP mit

5 % [v/v] Triton (in Endkonzentration) verwendet.

Tabelle 2.16 verwendete Peptidkonzentrationen

Peptid

Konzentration

subletal letal
250 pg/ml

Wildtyp Cecropin P1 -

FITC-AS1W2-Peptid

A21-31
21-27 ALAVAI

21-27 VVLVVL

Identische Konzentration, wie die
im MIC verwendete Ausgangskon-
zentration
100 pg/ml

1,5 pg/ml

1,5 pg/ml

5 fache Konzentration, wie die im
MIC verwendete Ausgangskon-

zentration (nicht letal)

250 pg/ml

250 pg/ml

Nach Inkubation der Zellen mit den entsprechenden Peptiden wurden den Ansatzen 900 ul einer
5 mM CTC-Lésung in 1 x PBS hinzugegeben, gefolgt von einer Inkubation bei 37 °C bei 300 rpm fir
90 min. Anschlieend wurden die Ansadtze auf poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen in einer

24-Well-Platte gegeben und fir 45 min bei 30 °C inkubiert, um die Adhasion der Bakterienzellen zu
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ermoglichen. Danach wurde die CTC-Losung verworfen und 5 x mit NaPP gewaschen. Die Bakterien-
zellen wurden dann mit 1 ml (20 pug/ml) DAPI in 1 x PBS fiir 30 min bei 30 °C inkubiert, anschlieRend
3 x mit NaPP gewaschen und dann unter den gleichen Bedingungen mit 1 ml FITC (10 pg/ml in
1 x PBS) inkubiert und 5 x gewaschen. Das FITC-AS1W2-Peptid wurde nicht mit FITC inkubiert, son-
dern einfach in NaPP gelassen. AnschlieRend wurden die Prdparate hergestellt. Tropfen von
Mounting Medium wurden auf Objektrager gegeben und die Deckglaschen mit der Oberseite nach
unten darauf leicht angedriickt. Die fertigen Priparate wurden UN bei RT lichtgeschiitzt getrocknet

und dann bei 4 °C gelagert.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ist es moglich, DNA-Fragmente anhand ihrer GroRRe aufzu-
trennen. Die Agarosekonzentration im Gel beeinflusst die PorengroBe und somit die Geschwindigkeit
mit der die negativ geladenen DNA-Fragmente bei Anlegen einer konstanten Spannung von der Ka-
thode zur Anode durch das Gel wandern.

Abhingig von der GroRe der zu untersuchenden DNA-Fragmente wurden 0,8 %-1,2 %ige [w/v] Gele
genutzt. Die entsprechende Menge Agarose wurde in TAE-Puffer (2.1.3) gel6st und bis zum vollstan-
digen Losen der Agarose aufgekocht. Dem noch fliissigen Agarosegel wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,3 ug/ml zugefligt. Dieses interkaliert in die spater aufgetragenen DNA-
Fragmente und ermdglicht eine Visualisierung dieser unter UV-Licht. Das ausgehartete Gel wurde in
die Elektrophoresekammer (berfiihrt und mit den Proben beladen, die vorher mit dem Farbstoff
Orange G versetzt wurden. Als GroRenreferenz dienten ein 100 bp Marker und ein 1 kb Marker
(2.1.2). Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V durchgefiihrt. Nach der Elektropho-
rese wurden die DNA-Proben mittels UV-Licht visualisiert und mit Hilfe einer Digitalkamera doku-
mentiert. DNA, die zur weiteren Verarbeitung diente, wurde mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel

entfernt und nach Herstellerangaben aus dem Gel gel6st und gereinigt (2.3.1).

2.5.2 Photometrische Bestimmung der DNA- und Proteinkonzentration

Die DNA- und Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe von Ultraviolett-
Absorptionsspektroskopie am Nanodrop (Peqlab) durchgefihrt. Fir die Konzentrationsbestimmung
von DNA wurde das charakteristische Absorptionsmaximum bei 260 nm genutzt.

Zur Konzentrationsbestimmung der Peptide bzw. der Proteine wurde das Absorptionsmaximum aro-
matischer Aminosauren bei 280 nm gemessen. Mit Hilfe eines anhand der Aminosdurezusammenset-
zung abgeschitzten Extinktionskoeffizienten (wildtyp-Cecropin P1 = 5500 M x cm™) wurden die

Konzentrationen mit Hilfe des Lambert-Beer‘schen Gesetzes (Formel 2.1) bestimmt [114].
Io
E\= log(l—) = aXcxd
1

Formel 2.1 Lambert-Beer‘sches-Gesetz
lo = Intensitat des eingestrahlten Lichtes [W x m™2]; | = Intensitat des Lichtes nach Probendurchtritt [W x m2]; €\ = molarer

(dekadischer) Extinktionskoeffizient [m2 x mol] bei der Wellenldnge A; C = Konzentration der Probe [mol x L], d = Weglan-
ge des Lichstrahls durch die Probe [m]
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2.5.3 Zellaufschluss

Die nach der Expression bei -20 °C gelagerten Bakterienpellets wurden bei RT aufgetaut und mit dem
Proteaseinhibitor PMSF (EK: 1 mM), 5 mg/ml Lysozym und der entsprechenden Menge einer 1000 x
Antifoam-Losung versetzt. Die Bakteriensuspension wurde fiir ca. 1 h bei 4 °C unter Rihren inkubiert.
Nachfolgend wurden die Zellen auf Eis mittels einer Ultraschallsonde aufgeschlossen (bis 10 x 30 s bei
60 % Intensitat). Die aufgeschlossenen Bakterienzellen wurden anschlieBend bei 4 °C ca. 1 h mit
35000 rpm zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde abgenommen, filtriert und zur weiteren

Proteinreinigung verwendet.
2.5.4 Proteinreinigung

His-tag-Affinitatschromatografie

Die Reinigung des Fusionsproteins, bestehend aus dem SUMO-Protein mit N-terminalem 6 x Histidin-
tag und Cecropin P1, wurde mittels einer His-tag-IMAC (immobilized metal ion affinity chromato-
graphy) durchgefiihrt. Die Matrix der fiir die Reinigung verwendeten Saule ist dabei mit einem
Ni%* -Nitroloessigsdurekomplex versehen. Die Nickel-lonen sind in der Lage, je zwei Histdinreste zu
binden, wodurch nur Proteine mit poly-Histidinsequenzen an der Sdulenmatrix gebunden werden.
Fir die anschliefende Elution wird dabei zur Steigerung der Reinheit des Proteins ein Gradient mit
dem Eluenten Imidazol verwendet und das zu reinigende Protein aufgefangen.

Das nach dem Zellaufschluss (2.5.3) erhaltene, filtrierte Proteingemisch wurde mit Hilfe einer
Ni?*-NTA-Saule an der FPLC-Anlage (AktaFPLC) gereinigt. Das Protokoll der durchgefiihrten Reinigung

ist Tabelle 2.17 zu entnehmen.

Tabelle 2.17 Protokoll der an der FPLC-Anlage durchgefiihrten Reinigung

Puffer Volumen Flussrate
[ml] [ml/min]
Aquilibration Bindepuffer 50 2
Auftrag ~ 150 ml 1
Waschschritt | Bindepuffer 50 2
Waschschritt Il Waschpuffer 50 2
Waschschritt 1l Basispuffer 50 2
Elutionsgradient  Basispuffer/Elutionspuffer 50 1
(0—-80%)
Elution Elutionspuffer 30 1

Wahrend der Elutionsschritte wurde die eluierte Proteinlosung fraktioniert. Der Reinigungsverlauf
wurde bei einer Wellenlange von 280 nm verfolgt. Die das Fusionsprotein enthaltenen Fraktionen

wurden zusammengefihrt, konzentriert (Vivaspin 15000 MWCO 20, Sartorius), anschliefend in
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50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 und 150 mM NaCl umgepuffert und auf 2,5 — 3,0 ml kon-

zentriert.

Spaltung des Fusionsproteins mit Hilfe der SUMO-Protease

Um reines Cecropin P1 zu erhalten, wurde das Fusionsprotein in ein Reaktionsgefa tberfihrt und
mit 1 mM DTT und 20 ul SUMO-Protease (5 mg/ml) versetzt. Nach einer Inkubation bei 4 °C UN wur-
de die Proteinlosung fir 10 min bei 4 °C mit 13 000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das ge-
schnittene Protein mittels einer Spritze direkt auf eine aquilibrierte (50 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 8,0, 150 mM NaCl) Ni**-NTA-Sdule gegeben und mit Hilfe einer Peristaltik-Pumpe iber 50 ml mit
dem gleichen Puffer das geschnittene Cecropin P1 eluiert und aufgefangen. Das SUMO-Protein mit
dem N-terminalen 6 x His-tag bleibt dabei an der Sdule gebunden und wurde nach der Elution des
Cecropin P1 mit Elutionspuffer (2.1.3) ebenfalls von der Saule eluiert.

Das nun reine Cecropin P1 wurde wiederum konzentriert (Vivaspin 2000 MWCO 15R, Sartorius) und
in NMR-Probenpuffer umgepuffert, bis auf ein Volumen von ca. 600 ul konzentriert, lyophilisiert und

anschlieRend bei -20 °C gelagert.

2.5.5 Tris/Tricin-PAGE

Durch die Tris/Tricin-Polyacrylamidgelelektrophorese werden Proteine der GroRBe nach aufgetrennt.
Das SDS im Probenpuffer denaturiert die Proteine und verursacht eine einheitliche negative Ladung
dieser. So werden sie durch das Anlegen einer Spannung vorwiegend anhand ihrer GréRe aufge-
trennt. Mit Hilfe standardisierter Marker ist die GroRe der in der Probe enthaltenen Proteine be-
stimmbar (2.1.2). In dieser Arbeit wurden Tris/Tricin-Gele nach Schigger und Jagow [104] verwendet,
da diese besonders fir die GroRenbestimmung kleiner Proteine (< 20 kDa) geeignet sind. Die Zu-

sammensetzung der Gele ist Tabelle 2.18 zu entnehmen.

Tabelle 2.18 Zusammensetzung der Tris/Tricin-Gele nach Schiagger und Jagow [104]

12,5 % Trenngel 10 % Spacer-Gel 6 % Sammelgel
30 % AA/Bis 4,2 ml 1,66 ml 1ml
Gel-Puffer 3,5 ml 1,75 ml 1,25 ml
Glycerin (86 %) 1,66 ml - -
ddH,0 0,58 ml 1,56 ml 2,72 ml
10 % APS 50 ul 25 ul 25 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
Endvolumen 10 ml 5ml 5ml

Die Elektrophorese wurde bei RT durchgefiihrt. Wahrend die Proben durch das Sammelgel wander-
ten, war eine konstante Spannung von 30V angelegt. Bei Durchwanderung des Spacer-Gels wurde
die Spannung auf konstante 70 V erhoht und bei Erreichen des Trenngels nochmal auf konstante
150 V eingestellt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit Coomassie-Losung gefarbt und an-

schlieRend mit Entfarber entfarbt, bis Proteine in Form von blauen Banden erkennbar sind.
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2.5.6 Western Blot

Nach Durchflihrung einer Tris/Tricin- oder SDS-PAGE kann man die Proteine innerhalb der Gele auf
eine Membran transferieren und anschlieBend mittels eines spezifischen Antikérpers das Zielprotein
nachweisen. Der Transfer der Proteine vom Gel auf die Nitrocellulosemembran wurde fiir 45 min bei
120 mA (konstant) durchgefiihrt. Danach wurde die Membran fir 1 h mit 10 % Milchpulver in PBST
(1 x PBS mit 0,05 % Tween) geblockt. Die Membran wurde anschlieBend mit dem 1. Antikérper
(mouse-anti-His-Antikérper, Quiagen, Verdiinnung 1:2000 in 3 % BSA in PBST) UN bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran 3 x 5 min mit PBST gewaschen und dann mit dem 2. Antikorper
(anti-mouse AK HRP-gekoppelt, Amersham, Verdiinnung 1:1000 in 3 % BSA in PBST) fiir 30 min bei RT
inkubiert. Danach wurde erneut 3 x 5 min mit PBST gewaschen und das Signal mit Hilfe eines ECL-Kits

(Amersham) auf Grundlage der Chemilumineszenz detektiert.

2.5.7 Analytische Gelfiltration (SEC)

Die Gelfiltration ist eine GréRenausschlusschromatografie. Die Poren der verwendeten Saulenmatrix
besitzen eine homogene, definierte GrofRe. Grollere Proteine kdnnen dadurch schneller durch die
Sdulenmatrix wandern als kleine Proteine, die in die Sdulenmatrix diffundieren kdnnen und somit
langer benotigen, um die Saule zu durchwandern.

Die analytische SEC wurde mit einer Superdex Peptide (30 pg) 10/300 GL (GE Healthcare) an der
AktaFPLC-Anlage bei 4 °C durchgefiihrt. Dazu wurde ein 50 pl-Probenschlauch verwendet und {ber
35 ml mit 0,5 ml/min eluiert. Alle Durchldufe wurden im identischen Gelfiltrationspuffer (Kapitel
2.1.3) durchgefiihrt. Zunachst wurde ein Kalibrierungslauf mit Proteinen bzw. Substanzen bekannter
GroRe durchgefiihrt (Tabelle 2.19). AnschlieRend wurde sowohl synthetisches als auch rekombinan-

tes Cecropin P1 in unterschiedlichen Konzentrationen unter den gleichen Bedingungen eingesetzt.

Tabelle 2.19 Fiir die Kalibrierung genutzte Substanzen

Protein Konzentration [mg/ml] Gro6Re [kDa]
Lysozym 20 14,6
Aprotinin 3 6,5

Vitamin B1; 10 1,9
Tryptophan 10 0,2

2.5.8 Lipidpraparationen

GroRe unilamellare Vesikel (engl. large unilamellar vesicles, LUV)

Fir die LUV-Praparation wurden die Lipide 2-Oleoyl-1-palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-
(1-glycerol), kurz POPG, und 1-Hexadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine, kurz POPE, benutzt. Dabei wurden die Lipide POPE:POPG im Verhaltnis 80:20
eingesetzt, welches Morein et al. [115] als das natiirliche Verhaltnis in Wildtyp-E. coli beschreiben.
Die Lipide wurden in 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 gel6st und 4 x im Wechsel mit Fllssigstick-

stoff schockgefroren und fiir 5 min bei 40 °C bei 400 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz
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fir 7 min bei 14200 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen und fiir die Circulardichrois-

mus-Messungen (2.6.2) genutzt.

Bizellen

Fiir die Praparation von Bizellen wurde ein gefriergetrocknetes Gemisch (Avanti Polar Lipids) von
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) und 1,2-Dihexanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DHPC) mit einem molaren Verhaltnis von 3,25:1 verwendet. Diese wurden in Wasser
mit 10 % D,0 geldst und mehrfach mit Flissigstickstoff schockgefroren und anschlieBend 5 min bei
38 °C inkubiert. AnschlieRend wurde gefriergetrocknetes Cecropin P1 in 600 pl der Bizellpraparation

gelost.

2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 MALDI-Massenspektrometrie

Die massenspektrometrische Analyse der Peptide und Proteine wurde an einem Autoflex speed
MALDI-TOF Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) durchgefiihrt. Die Proben wurden mit-
tels Supel-Tips C18 (Sigma-Aldrich, Seelze) entsalzt und mit 2 ul eines 50:50-Gemisches (v/v) aus Ace-
tonitril und 0,1 % Trifluoressigsdure (TFA) (in Wasser) eluiert. AnschliefRend wurde das eluierte Pro-
tein in einem Verhaltnis von 1:1:1 (v/v) mit 2 % TFA (in Wasser) und Matrixlésung gemischt. Die Mat-
rixlosung wurde hergestellt, indem 7,6 mg 2°,5"-Dihydroxyacetophenon in 375 pl analytischem Etha-
nol so weit wie moglich gelést und 125 pl einer 18 mg/ml-Lésung von Di-Ammoniumhydrogencitrat
(in  Wasser) hinzugefigt wurden. 0,5ul des 1:1:1-Gemisches wurden auf eine
MTP 384 ground steel Target-Platte (Bruker Daltonics, Bremen) aufgetragen. Die aufgetragene Probe
wurde bei RT getrocknet (Dried droplet Methode). AnschlieRend wurden die Proben auf der Target-

Platte mit dem Massenspektrometer mit Methoden aus der Bruker Standardbibliothek untersucht.

2.6.2 CD-Spektroskopie

Bei der CD-Spektroskopie wird zirkular polarisiertes Licht verwendet. Dieses Licht ist in der Lage mit
chiralen Molekiilen, wie Proteinen, zu interagieren. Es wird abwechselnd die gleiche Menge an rechts
und links zirkular polarisierten Licht auf eine Proteinprobe eingestrahlt. Die Differenz in der Wellen-
langen-abhadngigen Absorption ist hierbei der sogenannte Circulardichroismus und ergibt ein charak-
teristisches CD-Spektrum, welches Aussagen Uber die Sekundarstrukturen innerhalb einer Protein-
probe zulasst.

Alle Messungen wurden am J-715 (Jasco) mit synthetischem Cecropin P1 in 20 mM Kaliumphosphat-
puffer pH 8 bei 37 °C durchgefiihrt, sofern nicht anders angegeben. Fir alle Messungen wurde eine
Absorptionskiivette mit einer Schichtdicke von 0,1 cm verwendet (Hellma Analytics, Millheim). Von
den erhaltenen Spektren wurde das gemessene Spektrum des Puffers abgezogen. Die Messparame-

ter fir die unterschiedlichen Experimente sind Tabelle 2.20 zu entnehmen.
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Tabelle 2.20 Verwendete Parameter fiir die CD-Spektrometrie

Experiment Proteinkon- data Daten- Verzo- Band- Wellenlan-
zentration pitch[  punkte gerung breite genbereich
[kM] nm] [s] [nm] [nm]
Titration mit LUV 65,17 0,1 701 1 1,0 260-190
Titration mit SDS 32,59 0,1 701 1 1,0 260-190
Konzentrationsab- 5; 10; 20; 30; 0,1 701 1 1,0 260-190
hangigkeit 40; 50; 60
Temperaturabhdan- 60 0,1 601 1 1,0 260-200
gigkeit

2.6.3 NMR-Spektroskopie

Kernmagnetische Resonanz (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) tritt bei Atomkernen mit einem
Eigendrehimpuls (Kernspin # 0) auf, wahrend sie innerhalb eines statischen Magnetfeldes einem
Radiofrequenzpuls (RF-Puls) ausgesetzt sind. Wenn der RF-Puls die Rotationsfrequenz der Kernspins
trifft, kommt es zur Resonanz, was eine verdanderte Ausrichtung des Eigendrehimpulses zur Folge hat.
Die dabei absorbierte Energie wird tiber Relaxationsprozesse wieder abgegeben, sodass das System
in den energiedrmeren Zustand der Gleichgewichtsmagnetisierung zuriickfillt. Diese Anderungen
lassen sich mit geeigneter instrumenteller Anordnung messen. Die gemessenen Signale sind abhangig
von der chemischen Umgebung der Atomkerne und der Atomtypen innerhalb der gemessenen Pro-
be. Mit den Informationen, die man aus den unterschiedlichen NMR-Experimenten erhilt, ist es mog-
lich innerhalb eines Proteins kovalent verknlpfte Atome zu identifizieren und auch ihre geometrische
Anordnung zueinander zu analysieren. Auch rdaumlich benachbarte nicht kovalent miteinander ver-
kniipfte Atome kénnen Uber dipolare Wechselwirkungen (Kern-Overhauser Effekte) identifiziert wer-

den.

Probenvorbereitung

Fir die Aufnahme von homonuklearen 2D-Spektren 'H-'H-NOESY, 'H-'H-TOCSY und
1H-1>N-SOFAST-HMQC wurde synthetisches Cecropin P1 in Konzentrationen von 1-4 mM in 50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6 verwendet. Fiir die heteronuklearen 2D- und 3D-Spektren wurde rekom-
binantes *N-markiertes Cecropin P1 in Konzentrationen von 500 uM bis 1 mM in 50 mM Kaliumpho-
sphatpuffer pH 6,5 genutzt. Alle Proben (Endvolumen 600 pl) wurden mit 10 % D,0 und 1 pl 30 mM

DSS als internen Standard versetzt.

Messbedingungen

Die Messungen wurden an einem Bruker Ultrashield 700-NMR-Spektrometer (Bruker, Biospin) bei
einer Protonenfrequenz von 700 MHz durchgefiihrt. Als Probenkopf wurde ein inverser Triple-
Resonanz-Cryo-Probenkopf (700 MHz) mit aktiv abgeschirmten Gradientenspulen in alle drei Raum-
richtungen verwendet. Die Temperatur wurde bei den Messungen Uber eine BVT3000-
Kontrolleinheit (Bruker, Biospin) gesteuert. Das den Proben zugesetzte D,0 diente als interner Feld-

frequenz-Lock. Alle verwendeten Pulsprogramme wurden der Bruker Standardbibliothek entnom-
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men, sofern nicht anders angegeben. Tabelle 2.21 stellt alle durchgefiihrten NMR-Experimente mit
Pulsprogrammen und wichtigen Parametern dar. Alle Spektren wurden bei 35 °C aufgenommen,

sofern nicht anders angegeben.

Tabelle 2.21 Verwendete Parameter fiir die verwendeten NMR-Spektren
lnumber of scans, 2sweep width, 3size of FID

Experiment (Puls- F1 F2 F3 Ref.
programm)
NSt SW2(Hz) TD  SW (Hz) ™  SW D
3

'H (zgpr) - - - -

'H-'H-COSY 64 10504,189 512 10504,202 2048 - - [116]

(cosygpprdf)

'H-'H-TOCSY 128 11203,597 512 11160,714 2048 - - [117];

(dipsi2etgpsil9) [118];
[119],

'H-'H-NOESY 128 10504,189 512 10504,202 2048 - - [117];

(noesygpph19) [119];
[120]

IH-15N-HSQC 4 2838,433 256 11261,262 2048 - - [121];

(hsgcetf3gpsi) [122];
[123]

1H-15N-SOFAST- 800 2412,668 256 9803,922 1024 - - [124]

HMQC

(sfhmqcf3gpph)

'H-15N-HSQC- 16 9102,903 128 1986,903 80 9090,909 204 [121]

TOCSY 8

(dipsihsqcf3gpsi3d)

Relaxations- und Dynamikmessungen

Wenn die angeregten Kernspins in den Gleichgewichtszustand zurickkehren, spricht man von Re-
laxation. Dabei unterscheidet man zwei Arten der Relaxation. Die longitudinale Relaxation erfolgt in
Richtung des Hauptmagnetfeldes. Die longitudinale Relaxationszeitkonstante T. gibt die Zeit an, die
gebraucht wird um 63 % der Energie des Grundzustandes nach Anregung zu erreichen. Die transver-
sale Relaxation beschreibt die zeitlich abnehmende Phasenkoharenz der Spins. Bei diesem Prozess
wird die Energie zwischen benachbarten Kernen ausgetauscht und nicht an die Umgebung abgege-
ben. Die transversale Relaxationszeitkonstante T. nimmt mit héherer Anzahl an Protonen ab, da
diese Uber dipolare Wechselwirkungen miteinander interagieren. Die Riickkehr in den Gleichge-
wichtszustand erfolgt so, dass sich beide Relaxationsprozesse liber exponentielle Gesetze beschrei-
ben lassen (Formel 2.2) [125]. Das Verhaltnis von T;- und T,-Zeitkonstante kann mit dem Molekular-
gewicht der Molekiile in der Probe korreliert werden. Dies wird {iber die Berechnung der Rotations-
korrelationszeit t. bestimmt (Formel 2.3). Die Rotationskorrelationszeit t. beschreibt dabei die Rota-
tionsdiffusion von Partikeln in Lésung. Dabei handelt es sich um eine Zeitkonstante, die die Dauer
beschreibt, die ein Partikel bendtigt, um um ein BogenmaR zu rotieren. Somit ist die Rotationskorre-

lationszeit 1. von der PartikelgrofRe abhdngig.
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Formel 2.2 Signal-Intensitdten in Abhdngigkeit von der fiir die Relaxation verwendeten Zeiten (t)
| = Intensitat; /o= Intensitat im Grundzustand; t = Relaxationszeit in ms; T = T; bzw. T,

Formel 2.3 Rotationskorrelationszeit t.
un = Resonanzfrequenz von >N [Hz] die bei 700 MHz (entspricht 16,44 T) 70,971 x 106 s betragt

Zur weiteren Charakterisierung der Dynamik von Cecropin P1 wurde ein 'H->N-HSQCNOE (Tabelle
2.23) aufgenommen, welches nach dem Prozessieren zwei Spektren ergibt. Die Signalintensitat der
gemessenen NOEs ist abhdngig von den Bewegungen des jeweiligen detektierten Hy-
Bindungsvektors. Beeinflusst wird der NOE von der Gesamtrotation des Peptides, welches als starre
Kugel angenommen wird und auch durch lokale Fluktuationsbewegungen. Dabei enthalt der erhalte-
ne NOE alle Bewegungsmoglichkeiten, die die dipolaren Kopplungen im ns-Bereich beeinflussen. Die
zwei resultierenden Spektren aus dieser Messung enthalten sowohl nur positive (leg) als auch positive
und negative Signale (lsat). Berechnet wird der hetNOE iiber den Quotienten aus ls: und leg (Formel
2.4).
N = lsat/leq

Formel 2.4 heteronuklearer NOE (n)

Die Relaxations- und Dynamikmessungen wurden fiir die bessere Vergleichbarkeit mit Literaturwer-
ten bei 25 °C durchgefiihrt. Dafir wurde 1,5 mM *N-Cecropin P1 in 50 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 6,6 verwendet. Fir die Ermittlung der T:- und T»-Relaxationszeitkonstanten wurde bei den Mes-
sungen die Zeit T [ms] zwischen den Pulsen variiert, um den angeregten Kernen zu ermoéglichen, in

den Grundzustand zuriickzukehren. Die verwendeten Zeiten sind der Tabelle 2.22 zu entnehmen.

Tabelle 2.22 Verwendete Zeiten (1) fiir die Relaxation

T [ms]
T1 20, 100, 150, 200, 300,
500, 750, 1000, 1400
T, 10, 30, 50, 90, 130, 170,
210, 250

Die bei den Messungen der Dynamik verwendeten Pulsprogramme und Parameter sind der Tabelle

2.23 zu entnehmen.

Tabelle 2.23 Verwendete Parameter fiir die Dynamik-Messungen

Experiment (Pulsprogramm) F1 F2 Referenz

NS SWI([Hz] TD SW][Hz] TD
Ti-Zeiten (hsqctletf3gpsi.2) 8 1986,909 128 9090,909 2048

T,-Zeiten (hsqct2etf3gpsi) 8 1986,909 128 9090,909 2048

'H-1SN-HSQCNOE (hsqcnoef3gpsi) 52 1986,909 256 9090,909 2048 [126], [127]
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Prozessieren der Spektren

Fiir die Aufnahme und das Prozessieren der Spektren wurde das Programm Topspin 3.0 (Bruker Bio-
spin) verwendet. Die FIDs (free induction decays) wurden vor der Fourier-Transformation in F2 auf
eine Menge von 4096 Datenpunkten aufgefiillt (zero filling), um die digitale Auflésung zu verbessern.
Als Filterfunktionen wurden m/4- bis m/2-verschobene Sinus- oder Sinusquadratfunktionen verwen-
det [128]. Die Basislinienkorrektur wurde standardmaRig mit den in Topspin 3.0 implementierten
abs-Befehl, im Falle von 2D-Spektren, und dem tabs-Befehl, im Falle von 3D-Spektren, durchgefiihrt.
Die alternierend aufgenommenen H->N-HSQCNOE-Spektren wurden durch den split 2 geteilt und

ebenfalls prozessiert und die Basislinie korrigiert.
Auswertung der Spektren

Strukturaufklarung

Die Zuordnung aller Protonen des Peptid-Riickgrats und der Seitenketten mittels des Chaintracing-
Verfahrens [129] erfolgte mit Hilfe von H-'H-COSY- und 'H-'H-TOCSY-Spektren (Tabelle 2.21). Das
!H-1>N-HSQC-TOCSY wurde unterstiitzend genutzt, um die Zuordnung des H-H-TOCSYs durch eine
zusatzliche Dimension zu erleichtern. Die Signale im *H-'H-NOESY wurden als Eingabedaten fiir Cyana
2.1 verwendet, welches die Strukturrechnung mit dem automatischen NOE-Assignment kombiniert.
Cyana behandelt dabei das Peptid als eine Reihe von Festkérpern, welche tber drehbare Verbindun-
gen verknUpft sind. Dabei werden die Torsionswinkel der drehbaren Verbindungen dokumentiert.

Die Abbildung 2.5 bietet einen Uberblick tiber die Funktionsweise von Cyana.

A Primirsequenz B

Sequenzspezifisches ., LA
i = ; B ) - = 2
Alignment Ve S ow S (dy-by) +w. S 1 2(5) A
NOESY-peaks e=uwly  (wp)E, 1€y i

Position und Volumen

NOE-

Assignment

SN

Evaluierung Struktur-
des Assignments rechnung

Winkel -
geschwindigkeit ok

lineare Eestkérper k
(Massc my,

Trigheitstensor li)

Geschwindigkeit vic

Zentrum der Masse

e Ok
Torsions-

winkel

Festkorper p(k)

Referenzpunkt re

NOE-Assignments
3D-Struktur

Abbildung 2.5 Cyana 3.0 nach [130, 131]

A: Schema der Funktionsweise von Cyana 3.0. Das NOE-Assignment ist an die Strukturrechnung gekoppelt und durch-
lduft mehrere (meist 7) Zyklen. B: Cyana-Zielfunktion. Es wurden obere und untere Grenzen, baf, fir die Distanzen
dap zwischen zwei Atomen a und B und constraints 6i in Form erlaubter Intervalle [Bimin, Bimax] angenommen. Iu, Il,
and lv stellen eine Reihe von Atompaaren (a, B) mit oberen, unteren oder van der Waals-Distanzbegrenzungen dar. la
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ist eine Reihe von Torsionwinkel-restraints. wu, wl, wv, und wa sind die Wichtungsfaktoren fiir die verschiedenen cons-
traints. I = m — (Bimax - 6imin)/2 benennt die halbe verbotene Spannweite der Torsionswinkel-restraints und Ai ist die
GroRRe der Torsionswinkel-constraint-Verletzung. C: Schematische Darstellung der verschiedenen Teilnehmer in Struk-
turberechnungen mittels Torsionwinkel. Abbildung nach [130, 131].

Relaxations- und Dynamikmessungen

Die Signale der Spektren aus den Relaxationsmessungen wurden mit Hilfe eines vollstandig zugeord-
neten H-®N-HSQC-Spektrums entsprechend identifiziert. Aus den Signalintensititen wurden mit
Hilfe von CCPN (Tabelle 2.7) und der Formel 2.2 die jeweiligen Relaxationszeiten berechnet. Die er-
haltenen Relaxationszeiten T; und T, je Aminosaure wurden Uber die Peptidsequenz gemittelt und
anschliefend fir die Berechnung der Rotationskorrelationszeit (Formel 2.3) verwendet. Die zwei
durch das Prozessieren erhaltenen H-1>N-HSQCNOE-Spektren wurden ebenfalls mit Hilfe eines voll-
standig zugeordneten *H-*N-HSQC-Spektrums von Cecropin P1 identifiziert, die Intensitidten mit Hilfe

von CCPN bestimmt und der hetNOE fiir die einzelnen Aminosauren berechnet (Formel 2.4).
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3. Ergebnisse

Die strukturelle Charakterisierung von Cecropin P1, die Analyse der Dynamik und auch die Untersu-
chungen zur Interaktion mit unterschiedlichen Membran-dhnlichen Systemen mittels NMR-
Spektroskopie erforderten die Synthese von ®N-Isotopenangereichertem Cecropin P1. Dafiir wurde
das Cecropin P1 codierende Gen in einen Expressionsvektor kloniert und anschliefend die Expression
des Proteins in E. coli unter verschiedenen Bedingungen analysiert und optimiert. Die NMR-
Spektroskopie erfordert auBerdem eine hohe Reinheit des zu untersuchenden Proteins. Nach der
Optimierung der Expression wurde die Reinigung des exprimierten Fusionsproteins, bestehend aus
N-terminalem His-tag, SUMO-Protein und Cecropin P1 etabliert, um reines Peptid mit nativer Amino-

sduresequenz zu erhalten.

3.1 Klonierung von Cecropin P1

Fiir die rekombinante Expression in E. coli wurde zunéachst das fir Cecropin P1 codierende Gen in
einen Expressionsvektor mit T7-Promotor kloniert. Dazu wurde das von der Firma GeneArt erhaltene
Gen (geliefert im pMK-T Vektor), welches fiir Cecropin P1 codiert, amplifiziert (Abbildung A 1), ge-
schnitten (Bsal/BamHl) und in einen pET-SUMOadapt-Vektor mit N-terminalem Histidin-tag und SU-
MO-Fusionsprotein kloniert (Abbildung 3.1 A). Dieses Fusionsprotein hat den Vorteil, dass es mit
Hilfe der SUMO-Protease Ulpl spezifisch geschnitten werden kann und man letztendlich natives Ce-
cropin P1 erhélt. Die durch die Ligation erhaltenen Klone wurden anschlieRend durch die Firma Me-
tabion sequenziert (Anhang, Sequenzierungen) und ein korrekter Klon in Form einer bei -80 °C in
Glycerin gelagerten E. coli-Kultur und in Form von gereinigter Plasmid-DNA konserviert.

Da das Protein Cecropin P1 potentiell sehr toxisch fiir E. coli ist, wurde ein weiteres Konstrukt gene-
riert, um zusatzlich zum N-Terminus auch den C-Terminus bei der Expression mit einem Strep-tag zu
maskieren. Dazu wurde zunichst in das bestehende Konstrukt aus dem Cecropin P1-Gen und
pET-SUMOadapt-Vektor mittels zielgerichteter Mutagenese eine Sacll-Schnittstelle am 3‘-Ende des
Cecropin P1-Gens eingefiigt. AnschlieRend war es moglich die mit Hilfe der T4-Polynukleotidkinase
hybridisierten Oligonukleotide (Kapitel 2.3.5), welche fiir den Strepll-tag codieren, tber die Sacll- und
BamHI-Schnittstellen einzufiigen (Abbildung 3.1 B).Dieser Strepll-tag kann nach Expression und Rei-
nigung durch Thrombin vom Cecropin P1 abgespalten werden, sodass nach Verdau mit SUMO-

Protease und anschlieRendem Verdau mit Thrombin natives Cecropin P1 vorliegt.
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1. QC Sacll (CCGC| GG)
...CCGC | GGTAATG | GATCC,

2. c-terminaler Strepll-tag

pMEK-T mit Cecropin P1

pET-SUMOadapt pET-SUMOadapt mit
Cecropin P1
Sacll Gly Strepll-tag Stop BamHI
GG GGC TGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAA TAAG

CG CC CCG ACCAGTGTAGGAGTCAAGCTCTTT ATTC CCTAG

pET-SUMOadapt mit
Cecropin P1

pET-SUMOadapt mit
Cecropin P1

Abbildung 3.1 Klonierstrategie fiir die Cecropin P1 Konstrukte

A zeigt das generierte Konstrukt (pET-SUMOadapt mit Cecropin P1, unten) aus dem Cecropin P1-Gen in einem pMK-T-
Vektor (Mr. Gene, oben links) und dem pET-SUMOadapt-Vektor (oben rechts). Beide Vektoren besitzen ein Kanamycin-
Resistenzgen (KanR). B In das erhaltene Konstrukt wurde anschlieBend eine Sacll-Schnittstelle eingefiihrt. Die mutierten
Basen sind dabei rot gefarbt. Dann konnten die hybridisierten Oligonukleotide, welche fiir den Strep-tag codieren via Sacll
und BamH]I eingefligt werden. Der fiir den Strep-tag codierende Bereich ist blau gefarbt. Zwischen der Sacll-Schnittstelle
und der Strepll-tag codierenden Sequenz wurde noch das fir Glycin codierende Basentriplet (rot) eingefligt um ein spateres
Schneiden des exprimierten Fusionsproteins mit Thrombin zu erleichtern.

3.2 Expression und Reinigung von Cecropin P1

Nach der erfolgreichen Klonierung der fiir Cecropin P1 codierenden Plasmide, sollte das Fusionspro-
tein bestehend aus SUMO und Cecropin P1 exprimiert und gereinigt werden.

Trotz der zu erwartenden Toxizitdt des Proteins, war es vorteilhaft dieses in E. coli zu exprimieren.
Zum einen wird ®N-markiertes Protein fiir die NMR-Spektroskopie benétigt, welches relativ kosten-
glinstig zurzeit nur in E. coli hergestellt werden kann. Auch die zu erwartenden Ausbeuten sind im
Vergleich zu anderen genutzten Expressionssystemen wie Hefe- oder Insektenzellen hoch. Die Toxizi-
tat der Konstrukte sollte hierbei durch die N-terminale bzw. N- und C-terminale Maskierung durch
das SUMO-Protein bzw. den Strep-tag moglichst reduziert werden. Fiir die Expression von Cecro-
pin P1 wurden zundchst die Expressionsbedingungen in Vollmedium und auch in Phosphatmedium

mit N-angereichertem Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquelle getestet und optimiert.

3.2.1 Optimierung der Expressionsbedingungen fiir das Histidin-tag-SUMO-Cecropin P1

Zunachst wurden die optimalen Expressionsbedingungen fiir das Konstrukt His-SUMO-Cecropin P1
ermittelt. Es wurden zunachst die laborinternen Standardparameter (Expressionsdauer, Temperatur,
Medium) variiert. Abbildung 3.2 zeigt exemplarisch ein Tris/Tricin-Gel nach Induktion der Expression
des Histidin-tag-SUMO-Cecropin P1 Konstruktes in E.coli BL21 durch 0,5mM IPTG. Auf dem
Tris/Tricin-Gel konnte die Expression nicht zweifelsfrei gezeigt werden. Mittels eines Westernblots
(Kapitel 2.5.6), konnte aber eine schwache Proteinexpression nachgewiesen werden (Belichtungszeit
1h). Das Protein ist dabei immer im Pellet lokalisiert und das Signal ist nach 2 h der Expression am
starksten und nimmt Uber die Expressionsdauer ab. Zusatzlich konnte schon vor Induktion der Ex-
pression mit IPTG ein stark verlangsamtes Wachstum (ODgoo = 0,3 2,5 h nach Animpfen mit 2 % einer

UN-Kultur) der E. coli-Kulturen beobachtet werden.
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Die Zelldichte wurde wahrend des Versuchs bei Enthahme der Proben mittels UV-Spektroskopie bei

600 nm bestimmt (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.2 Proteinnachweis nach Expression in E. coli BL21 bei 37 °C

Links ist das Tris/Tricin-Gel zum Expressionstest abgebildet. Als Gr6Renmarker (M) wurde der PRUBR
(links) und der PRp* (rechts) von Thermo Scientific verwendet. Als Negativkontrolle (KO) diente E. coli-
Lysat aus einer nicht mit IPTG stimulierten Probe. Um eine Aussage liber die Loslichkeit treffen zu
kénnen, wurden jeweils Proben des Uberstandes (U) und des Pellets (P) aufgetragen. Es ist keine Pro-
teinexpression erkennbar. Rechts ist der dazugehorige Western Blot (1. AK: 1:2000 anti-His-tag, 2. AK:
1:1000 anti-mouseHRP) abgebildet. Bei einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa des Fusionsproteins,
liegt die entsprechende Bande laut Western Blot kurz Gber der 20 kDa-Bande des PRuBR-Markers.

Die Zelldichte nimmt nach Induktion der Expression (t = 0 h Expressionsdauer) bei allen drei geteste-
ten Temperaturen ab und dann wieder zu. Der Effekt ist am deutlichsten im Falle der Expression bei
37 °C erkennbar. Schon nach 2 h hat sich die Zelldichte um die Halfte verringert, was der generellen

Proteinausbeute abtraglich ist und auf eine Toxizitat des exprimierten Proteins hindeutet.
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Abbildung 3.3 Zelldichten wahrend der Expression in E. coli BL21
Die Zelldichten sinken tendenziell bei allen Temperaturen nach In-
duktion der Expression mit IPTG um dann relativ langsam anzustei-
gen. Bei der Expression bei 37 °C ist dieser Effekt am starksten zu
beobachten. Die Zelldichten bei Expression bei 30 °C und 25 °C ver-
laufen dhnlich.

Die unter den getesteten Bedingungen nachgewiesene Proteinexpression ist zu gering, um mit dem
daraus erzeugten Protein NMR-spektroskopische Experimente durchzufihren.

Das Problem der moglichen Toxizitdt des Fusionsproteins aus SUMO und Cecropin P1 erforderte eine
andere Herangehensweise an die Expressionsproblematik. So wurde die Expression des Fusionspro-
teins in anderen E. coli-Stammen getestet (Tabelle 2.2), welche generiert wurden um die Expression
von toxischen Proteinen und auch Membranproteinen in E. coli zu erleichtern. Bei diesen Stammen
handelt es sich um E. coli BL21-Abkémmlinge mit Mutationen die phdnotypisch anhand ihrer Toxizi-
tatstoleranz ausgesucht wurden. Der E. coli-Stamm C43 lieferte dabei die besten Ergebnisse in den

ersten Expressionstests (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Proteinnachweis nach Expressionstest in E. coli C43
Tris/Tricin-Gele zum Nachweis der Proteinexpression. Als Marker (M) diente der PRuBR. Die Expression bei 37 °C tber
2 h, 4 h und 6 h zeigt leichte Proteinbanden bei 20 kDa. Nach 2 h und 4 h der Expression liegt das Protein zu ungefahr
50 % im Pellet (P) und 50 % im Uberstand (U) vor. Bei einer Expression iiber 6 h ist die Bande im Uberstand deutlich
schwacher als im Pellet. Die Expression bei 30 °C resultiert in deutlich schwacheren Proteinbanden bei 20 kDa, wah-
rend sie bei einer Expression bei 20 °C nicht zu erkennen sind.

Der Test zeigt, dass eine Expression des Proteins bei 37 °C in der groRten Proteinmenge resul-
tiert. Allerdings nur bei einer Expressionsdauer von maximal 6 h, da in der Gber Nacht exprimier-
ten Kultur kein Protein mehr nachgewiesen werden kann. Eine Expression bis zu 6 h scheint je-
doch nicht sinnvoll zu sein, da die Proteinbanden nach einer Expressionsdauer von 2 h, 4 h und
6 h etwa gleich stark sind. Die Zelldichten wurden erneut Uber die Expressionsdauer dokumen-
tiert (Abbildung 3.5). Das Wachstum der E. coli C43-Kultur vor der Induktion der Expression mit
IPTG war vergleichbar mit dem Wachstum in E. coli BL21. Nach Induktion erhéhte sich die Zell-
dichte im Gegensatz zur E. coli BL21-Kultur und fiel auch nur bei der Expression bei 30 °C und
37 °C nach 4 — 6 h leicht ab. Die sinkenden Zelldichten kdnnten daher ein Indiz fiir die Expression
des vermutlich toxischen Fusionsproteins sein, da unter diesen Temperaturen auch eine Protein-

expression nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.4).

- 37°C
= 30°C
—+— 25°C

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Expressionsdauer [h]

Abbildung 3.5 Zelldichten wahrend der Expression in E. coli C43
Die Zelldichten steigen bei Expression zundchst an und sinken
nach 4 h Expressionsdauer bei 30 °C und 37 °C leicht ab. Bei Ex-
pression bei 20 °C nimmt die Zelldichte hingegen zu.

3.2.2 Optimierung der Protein-Ausbeute

Die Expression in E. coli C43 erwies sich als effektiver als die in E. coli BL21. Dennoch war eine weitere

Optimierung zur Steigerung der Proteinausbeute notwendig um ausreichend konzentrierte Protein-

Proben flr die NMR-Spektroskopie zu generieren. Dazu wurden zwei unterschiedliche Strategien

verfolgt: Zum einen wurde die initiale Zelldichte der E. coli-Kulturen bei Induktion der Expression
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variiert. Bei einer sehr kurzen Expressionsdauer (iber nur 2 h kénnte einer Erhéhung der initialen
Zellanzahl auch die Ausbeute an Fusionsprotein erhéhen. Aus diesem Grund wurde ein Expressions-
test in E. coli C43 lber 2 h bei 37 °C mit variierenden initialen Zelldichten (vor Induktion mit 0,75 mM
IPTG) durchgefiihrt (Abbildung 3.6 A). Sind die Proteinbanden bei einer initialen optischen Dichte von
1,0 und 2,0 noch vergleichbar stark, so sind sie bei einer optischen Dichte von 2,5 etwas starker. Die
aus dieser Kondition gewonnenen Bakterienpellets wurden anschlieBend gleich fiir den zweiten Lo-
sungsansatz zur Erhéhung der Proteinausbeute genutzt. Aus Abbildung 3.4 und Abbildung 3.5 A wird
ersichtlich, dass ungefahr 50 % der gesamten Proteinausbeute in der Pelletfraktion der generierten
Bakterienlysate vorliegt. Durch Losen dieses Proteinanteils aus dem Pellet, konnte somit die Ausbeu-
te an l6slichem Protein nahezu verdoppelt werden. Dazu wurden die Bakterienpellets im gleichen
Puffer mit variierenden Detergenzien (1% [v/v] Triton X-100, 1% CHAPS [w/v],
1 % Nonidet P40 [v/v]) aufgenommen und die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. In Abbildung
3.6 B ist das Ergebnis erkennbar. Im Vergleich zur Kontrolle, welche im Puffer ohne Detergens aufge-
schlossen wurde, wurde das Protein bei allen drei getesteten Detergenzien komplett aus der Pellet-

fraktion geldst.

3.2.3 Nachweis der Funktionalitat der SUMO-Protease

Nach Etablierung der Expression ausreichender Mengen des His-SUMO-Cecropin P1-Fusionsproteins
wurde die Proteinausbeute durch Verwendung héherer Zelldichten und Herausldsen des Fusionspro-
teins aus der Pelletfraktion erhdht. Im letzten Schritt der Optimierung musste nun noch die Aktivitat
der SUMO-Protease in Gegenwart dieser Detergenzien getestet werden (Abbildung 3.6 C), um letzt-
endlich reines vom SUMO-Protein getrenntes Cecropin P1 erhalten zu kénnen. Daflir wurden die
Uberstinde aus dem Léslichkeitstest direkt weiter verwendet und mit SUMO-Protease versetzt.
Durch das Schneiden mit der SUMO-Protease sollte die Fusionsprotein-Bande auf der Hohe von kurz
Uber 20 kDa verschwinden und zwei neue Proteinbanden bei ca. 3,3 kDa (Cecropin P1) und ca. 13 kDa
(His-SUMO-Protein) sichtbar werden. Bei allen getesteten Konditionen ist eine deutliche Verschie-
bung der Bande von Uber 20 kDa auf unter 20 kDa erkennbar, was die Funktionalitat der Protease
nachweist. Bei 3 kDa sind keine Proteinbanden nachweisbar. Diese sind zu schwach fir eine Detekti-
on unter den gewahlten Bedingungen.

Anhand der gegebenen Informationen aus den Expressionstests wurde die Expression des rekombi-
nanten Cecropin P1 in Vollmedium mit 0,75 mM IPTG bei einer optischen Dichte von ca. 2,5 bei 37 °C
Uber 2 h durchgefihrt.
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Abbildung 3.6 Proteinnachweis nach Expressions- und Loslichkeitstest zur Erh6hung der Proteinausbeute

Tris/Tricin-Gele zum Nachweis der Proteinexpression und Loslichkeit. Als Marker (M) diente der PRUBR. A zeigt die Expres-
sion des Fusionsproteins nach Induktion mit 0,75 mM IPTG der Expression bei unterschiedlichen Zelldichten. Die Protein-
banden bei knapp liber 20 kDa sind bei Induktion bei einer optischen Dichte (ODggo) von 1 und 2 vergleichbar stark. Die
Proteinbanden bei einer initialen optischen Dichte von 2,5 sind deutlich starker. B zeigt die Proteinverteilung im L&slich-
keitstest. Im Kontrollansatz (KO) mit Aufschlusspuffer ohne Detergens, liegt das Protein zur Hélfte im Pellet vor. Bei allen
verwendeten Detergenzien (1 % [v/v] Triton, 1 % [w/v] CHAPS, 1 % [v/v] Nonidet P40) wurde das Protein aus der Pelletfrak-
tion gelost. C zeigt die Funktionalitdt der Protease unter Detergenseinfluss. Hier ist unter allen Konditionen die Funktionali-
tat der SUMO-Protease nachweisbar. Zu erkennen ist dies an einer Verschiebung der Proteinbande von knapp tiber 20 kDa
zu deutlich unter 20 kDa.

3.2.4 Optimierung der Expression von °N-markiertem His-SUMO-Cecropin P1-

Fusionsprotein

Nach Optimierung der Expression des rekombinanten Cecropin P1-Fusionsproteins in Vollmedium
wurde eine erste Expression in 4 | minimalem Phosphatmedium (M9) durchgefiihrt. Dabei zeigte sich
erneut, dass die laborinternen standardisierten Expressionsmethoden nicht geeignet fiir die Expres-
sion dieses Cecropin P1-Fusionsproteins waren. Die Bakterienzellen wurden in 1 | Vollmedium bis zu
einer optischen Dichte von 1,2 herangezogen und anschlieend in 41 M9-Medium inokuliert. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen war im Vergleich zur Verwendung von Vollmedium stark redu-
ziert und erreichte Uber 8 h nur eine optische Dichte von 1,8. Die Proteinausbeute war dabei zu ge-
ring fir die weitere Verwendung (Abbildung 3.9). Daher musste die Expression von
1>N-isotopenangereichertem Cecropin P1 unter Verwendung von Phosphatmedium optimiert wer-
den. Bei allen in Phosphatmedien durchgefiihrten Expressionstests wurden die Zellen anschlieRend
mit 1 % [v/v] Triton X-100 im Aufschlusspuffer aufgeschlossen, weshalb sich das gesamte exprimierte
Cecropin P1-Fusionsprotein im Uberstand der Bakterienlysate befinden sollte.

Zunachst wurde die Expression in einem Autoinduktionsmedium (5052-Medium) mit der Expression
in M9-Medium verglichen (Abbildung 3.7). Erkennbar ist, dass die Expression im Autoinduktionsme-
dium noch deutlich geringer ist, als in M9-Medium. Nach 24 h Inkubation in Autoinduktionsmedium
sind sehr schwache Proteinbanden bei 20 kDa erkennbar. Bei Expression des Cecropin P1-
Fusionsproteins in M9-Medium bei 37 °C ist hingegen eine deutlich starkere Proteinbande zwei Stun-

den nach Induktion erkennbar, welche 18 h nach Induktion schwéacher ausfillt.
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Abbildung 3.7 Proteinnachweis nach Expressionstest in Phosphatmedien

Tris/Tricin-Gele zum Proteinnachweis. Als GréRenmarker (M) wurde der PRuBR verwendet. Im Autoinduktions-
medium 5052 ist bei Expression bei 20 °C keine Proteinbande bei den erwarteten 20 kDa sichtbar. Erst nach 24 h
sind im Uberstand leichte Banden erkennbar. Im Expressionstest unter Verwendung von M9-Medium ist bei
20 °C ebenfalls keine Proteinexpression des gewlinschten Proteins nachweisbar. Bei 37 °C ist nach 2 h und nach
18 h eine leichte Proteinbande auf erwarteter Hohe zu erkennen.

Da die Expression unter diesen Bedingungen fiir die NMR-Spektroskopie keine ausreichend hohen
Ausbeuten liefert, mussten andere Losungsansatze getestet werden. Hierflr wurde ein modifiziertes
Phosphatmedium (Medium P, Kapitel 2.1.1) mit hdherem Ammoniumchloridgehalt (3 g/I statt 1 g/l),
anderer Spurenelementzusammensetzung und 10 pg/ml Biotin getestet [105]. Zuséatzlich wurden
unterschiedliche Beimpfungstechniken fiir die Bakterienkulturen in Phosphatmedium untersucht. Die
erste war das direkte Beimpfen des Phosphatmediums mit 2 % einer E. coli-UN-Kultur und anschlie-
Render Induktion der Expression bei einer optischen Dichte von 2,2 (Abbildung 3.8 B). Die zweite
Beimpfungsmethodik erforderte eine Vorkultur in Vollmedium deren Volumen dem Vierfachen der
finalen Kultur in Phosphatmedium entsprach. Dazu wurden die Zellen in 400 ml LB-Medium bis zu
einer ODeggo = 1 kultiviert, zentrifugiert und in nur 100 ml Phosphatmedium inokuliert. Nach 1 h fort-
gesetzter Kultivierung wurde die Expression induziert. Die Abbildung 3.8 A zeigt den Proteinnachweis
zu dieser Beimpfungstechnik. Beide Methoden zeigen deutliche Expressionsbanden leicht tGber der
20 kDa-Bande des Markers. Wieder ist das Cecropin P1-Fusionsprotein nicht mehr bei einer Expressi-
onsdauer von 19 — 21 h nachweisbar. Die Starke der Proteinbanden nimmt nach 2 h der Expression
auch nicht weiter zu. Bei Vergleich der Proteinbanden beider Beimpfungsmethoden erscheinen die

der direkten Beimpfung (Abbildung 3.8 B) schwécher.
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Abbildung 3.8 Proteinnachweis nach Expressionstest bei 37 °C in Medium P mit verschiedenen Beimpfungsmethoden

Tris/Tricin-Gele zum Proteinnachweis. Als GréRenmarker (M) wurde der PRUBR verwendet. A zeigt den Proteinnachweis
nach Expressionstest mit Beimpfung durch eine Vorkultur. Uber Expressionsdauern von 2 h, 4 h und 6 h ist eine nahezu
gleich stark bleibende Proteinbande in den Uberstinden nachweisbar, welche nach 21 h nicht mehr zu sehen ist. B zeigt
den Proteinnachweis nach Expressionstest mit direkter Beimpfung des Phosphatmediums mit 2 % einer Gber Nacht ge-
wachsenen E. coli-Fliissigkultur. Uber Expressionsdauern von 2 h und 4 h sind die erwarteten Proteinbanden im Uberstand
kurz Gber 20 kDa der Markerbande zu erkennen. Diese fallen im Vergleich zur Beimpfungsmethode in A deutlich schwéacher

aus.Die Beimpfung mit einer Vorkultur mit dem Vierfachen des Volumens der Kultur in Phosphatme-
dium, in dem die eigentliche Expression des >N-isotopenangereicherten Cecropin P1-Fusionsproteins
ablauft, ist bei einer Expression in 4 | Phosphatmedium nicht praktikabel. Deshalb wurde in einem
letzten Test eine E. coli C43-Kultur in 1| LB-Medium bis zu einer optischen Dichte von 2,6 kultiviert,
zentrifugiert und in 1 | des Medium P inokuliert. Nach einer Stunde der Kultivierung bei 37 °C erfolgte
dann die Induktion der 4 stiindigen Expression mit 0,75 mM IPTG. Abbildung 3.9 zeigt die Expression
in Phosphatmedium nach Aufschluss der Zellen mit 1 % Triton-haltigem Aufschlusspuffer vor und

nach der Optimierung.
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Abbildung 3.9 Vergleich der Expression in Phosphatmedien vor und nach der Opti-
mierung

Tris/Tricin-Gel zum Proteinnachweis. Als GréBenmarker (M) PRUBR genutzt. Verglichen
wird hier die Expression des Cecropin P1-Fusionsproteins aus 4 | M9-Medium (M9) vor
und 1| Medium P (MP) nach der Optimierung der Expression in Phosphatmedien. Die
Bande des in Cecropin P1-Fusionsproteins ist bei der Expression in Medium P sehr viel
starker (Pfeile).

Es ist zu erkennen, dass die Bande des Cecropin P1-Fusionsproteins in der Expression mit 1 | Medi-
um P deutlich starker ist als die Bande bei Expression in 4| M9-Medium. Die Expression des
1>N-isotopenangereicherten Cecropin P1-Fusionsproteins wurde anschlieRend immer mit dieser Vor-

gehensweise durchgefiihrt. Dazu wurden die E. coli C43-Kulturen in 4 | LB-Medium bis zu einer ODeggo
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von ca. 2,5 — 3,0 herangezogen, anschlieend in 4 | Medium P inokuliert und nach einer Stunde mit

0,75 mM IPTG die 4-stiindige Expression induziert.

3.2.5 Optimierung der Expressionsbedingungen fiir das Histidin-tag-SUMO-Cecropin P1-
Strepll-tag-Konstrukt

Auch die Expression dieses Konstruktes wurde zunachst unter Variation der laborinternen Standard-
parameter wie Temperatur, Expressionsdauer etc. untersucht. Allerdings konnte unter allen geteste-
ten Bedingungen keine oder nur eine geringfligige Expression nachgewiesen werden. Auch die Nut-
zung des E. coli-C43 Stammes und der hohen Zelldichten bei Induktion der Expression ergaben nur
eine geringfligige Expression des Cecropin P1-Fusionsproteins im Vergleich zum verwendetet Kon-
strukt ohne Strep-tag. Aus diesem Grund und weil dieses Fusionsprotein einen zusatzlichen Verdau
zur Entfernung des Strep-tag bendtigen wiirde, um Cecropin P1 mit nativer Sequenz zu erhalten,

wurde auf die Expression dieses Konstruktes im weiteren Verlauf der Arbeit verzichtet.

3.2.6 Etablierung der Reinigung von Cecropin P1

Fiir die geplanten NMR-spektroskopischen Untersuchungen wurde sehr reines Cecropin P1 bendtigt.
Dazu musste das Cecropin P1-Fusionsprotein mit Hilfe des 6xHistidin-tag Uber eine His-tag-IMAC
(immobilized metal ion affinity chromatography) (Kapitel 2.5.4) gereinigt und das Cecropin P1 vom
SUMO-Protein getrennt werden. Dafir wurden die aus der Expression (Kapitel 2.4.2) erhaltenen Bak-
terienpellets zunachst aufgeschlossen (Kapitel 2.5.3) und das erhaltene Gemisch aus l6slichen Protei-
nen fir die His-tag-IMAC verwendet. Abbildung 3.10 zeigt eine Ubersicht des Reinigungsverlaufs.
Zunichst wurde das Proteingemisch auf die Ni**-NTA-Siule gegeben, gefolgt von Waschschritten. Der
elementarste Waschschritt war hierbei der mit Natriumcholat-haltigem Puffer. Dieser hatte zwei
positive Effekte. Zum einen wurde eine Vielzahl der unspezifisch bindenden Verunreinigungen be-
reits wahrend dieses Waschschrittes eliminiert. Zum zweiten ist es durch Natriumcholat méglich,
auch das im Aufschluss- und Bindepuffer enthaltene Triton X-100 restlos zu eliminieren. Im Gegen-
satz zu Triton X-100 lasst sich Natriumcholat anschlieRend durch einfaches Spilen der Saule entfer-
nen. Das Entfernen des Tritons ist aus zweierlei Griinden sinnvoll: Der Reinigungsverlauf wurde bei
einer Wellenlange von 280 nm, bei der sowohl aromatische Aminosaduren als auch Triton X-100 ab-
sorbieren, verfolgt, sodass das Triton die Detektion der Proteinsignale zum Teil tiberdeckt. Aus die-
sem Grund und um am Ende Detergens-freies Protein flir die weiteren Messungen zu erhalten, wur-
de der Natriumcholat-haltige Waschpuffer verwendet, um das Triton X-100 zu entfernen. Abbildung
3.10 A zeigt den Verlauf des Elutionsschrittes der His-tag-IMAC. Um restliche schwach bindende Ver-
unreinigungen zu entfernen und vom gewiinschten Protein zu trennen, wurde ein Gradient von
0-80 % des 270 mM Imidazol-haltigen Elutionspuffers tiber das zehnfache Saulenvolumen verwendet.
AnschlieBend wurde Uber das sechsfache Sdulenvolumen mit reinem Elutionspuffer eluiert. Wahrend
der Elutionsschritte wurde das gesamte Eluat in fraktionierter Form aufgefangen. Zu erkennen ist,
dass gleich zu Beginn des Elutionsgradienten ein scharfes hohes Signal detektiert wird. Daran schlieRt
sich ein breiteres Signal mit drei Maxima und ein schwaches Signal wahrend der Elution mit 100 %

Elutionspuffer an. Um die GroRen der enthaltenen Proteine nachzuweisen, wurden von den entspre-
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chenden Signalen SDS-Proben generiert und eine Tris/Tricin-PAGE (2.5.5) durchgefiihrt (Abbildung
3.10 B). In Abbildung 3.10 B wird deutlich, dass das erste starke Signal nur aus schwach an der Ni%-
NTA-Matrix bindenden Proteinen besteht. Danach folgen die Signale, deren Fraktionen Cecropin P1-
Fusionsprotein enthalten. Die aufgefangenen Fraktionen dieser Signale wurden zusammengefiihrt
und in einen fir die SUMO-Protease geeigneten Puffer ohne Imidazol diafiltriert und anschlieBend
konzentriert (Kapitel 2.5.4).
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Abbildung 3.10 Reinigungsverlauf von rekombinantem Cecropin P1

A zeigt den Verlauf der Elutionsschritte. Der Konzentrationsverlauf des Elutionspuffers wahrend des Gradienten und danach
ist in grau dargestellt. Die einzelnen Signalmaxima wurden nummeriert (1-5) und von den Fraktionen SDS-Proben generiert.
Der Verlauf der Absorption bei 280 nm ist in blau dargestellt. B stellt den Proteinnachweis zu den Signalmaxima aus der
Elution dar. Die Nummerierung der Signalmaxima entspricht dabei der Nummerierung des Tris/Tricin-Gels. Als GroRenmar-
ker (M) wurde der PRuBR verwendet. Der GroRteil des Cecropin P1-Fusionsroteins liegt in den Signalmaxima 3 — 5 vor. C
zeigt den Proteinnachweis des diafiltrierten und konzentrierten Cecropin P1-Fusionsproteins vor (-) und nach (Schere) dem
Schneiden mit der SUMO-Protease. In den nachfolgenden Geltaschen ist der Verlauf der erneuten Elution Gber eine Ni2*-
NTA-Saule zu sehen, in dem hier das abgetrennte Histidin-tag-SUMO-Protein an die Sdulenmatrix gebunden wird und so
eine Trennung vom Cecropin P1-Peptid ermdoglicht. D zeigt das MALDI-Massenspektrum einer der eluierten Cecropin P1-
Fraktionen. Die Signale entsprechen dabei der erwarteten Masse von Cecropin P1 (3339 Da) und dessen halber Masse
(1670). Der Mangel an weiteren Signalen nicht passender GréRen ist auBerdem ein Nachweis fir die Reinheit des Proteins.

Die Abbildung 3.10 C zeigt das diafiltrierte, konzentrierte Fusionsprotein vor (-) und nach (Schere)
dem Schneiden mit Hilfe der SUMO-Protease. Nach dem Trennen von Cecropin P1 und dem His-tag-
SUMO-Protein wurde das Protein erneut lber eine Ni?*-NTA-Siule gegeben, wobei das His-tag-
SUMO-Protein und die restlichen endogenen Histidin-haltigen E. coli-Proteine an der Sdule gebunden
werden und das freie Cecropin P1 eluiert, gesammelt, in NMR-Puffer diafiltriert und konzentriert
wurde. Zum Nachweis der korrekten GroRe und der Reinheit des gereinigten Cecropin P1 wurde ein
MALDI-Massenspektrum aufgenommen (Abbildung 3.10 D). Detektiert werden konnten zwei Signale
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bei der korrekten Massenzahl von 3339 Da sowie der halben Massenzahl von 1670 Da. Die Abwesen-
heit weiterer signifikanter Signale beweist die Reinheit des Cecropin P1, die notwendig ist fir die
NMR-Spektroskopie.

3.3 Bestimmung der Toxizitdt von Cecropin P1

3.3.1 Etablierung des MIC-Tests

Fiir die Bestimmung der Toxizitdt von Cecropin P1 und dessen zukilinftigen Mutanten musste zu-
nachst ein passendes Testsystem innerhalb dieses Labors etabliert werden. Dafilir wurde auf schon
anderorts etablierte Methoden zurlickgegriffen [110]. Diese Methoden ermdglichen die Determinie-
rung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC = minimal inhibitory concentration) geteste-
ter Substanzen. Die MIC ist dabei die niedrigste Konzentration einer antimikrobiellen Substanz, wel-
che unter den getesteten Bedingungen das sichtbare Bakterienwachstum inhibiert. Wiegand et al.
[110] beschreiben zwei unterschiedliche Ansdtze, die Agar- und die Flissigmedium-
Verdinnungsmethode. Die Flissigmedium-Methode besitzt mehrere Vorteile: Bei der Agar-
Verdinnungsmethode werden Bakterienkulturen mit definierter Zellzahl auf Agar-Platten mit unter-
schiedlichen Konzentrationen der antimikrobiellen Peptide verteilt und nach Inkubation die erhalte-
nen Kolonien gezahlt. Dies erfordert hohere Peptidmengen durch das grofRere Volumen der Agar-
Platten (mehrere Milliliter) und eine langwierigere Auswertung mit hoherem Fehlerpotential durch
manuelles Auszdhlen der Kolonie-formenden Einheiten. Aus diesen Griinden wurde fir diese Arbeit
die Flissigmedium-Verdinnungsmethode gewdhlt (Kapitel 2.4.3). Durchgefiihrt wurde diese in
96-Well-Platten mit nur 100 pl Endvolumen im Well, was die Menge an bendtigten Peptiden deutlich
verringert. Zusatzlich wurden alle verwendeten Peptidkonzentrationen dreifach getestet, um hand-
werkliche Fehler zu minimieren. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines Photometers, welches
Platten-kompatibel ist, bei einer Wellenlange von 600 nm. Als Sterilitatskontrolle wurde Medium und
als Wachstumskontrolle die verwendete Zellsuspension, beides mit gleicher genutzter Menge des
Peptidlosungsmittels, verwendet. Fiir die genutzten seriellen Peptidverdiinnungen wurde sich an den
Literaturwerten (Tabelle 1.2) von Cecropin P1 orientiert. Als E. coli-Stamm wurde ein, im Gegensatz
zu E. coli K12-Stammen, kaum genetisch veranderter E. coli ML3 Laborstamm genutzt. Um ungefdhr
die gleichen Zellzahlen bei den Tests verwenden zu kénnen, wurde die optische Dichte bei 600 nm
der UN-Kulturen von E. coli ML3 mit der Anzahl an Kolonie-formenden Einheiten (cfu = colony for-

ming units) korreliert (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1 Korrelation der gemessenen Zelldichten bei 600 nm und der Kolonie-formenden Einheiten pro ml

UN-Kultur ODsoo cfu cfu cfu/ml cfu/ml

E. coliML3 Nr. 1:30 Verd. der (10° Verd.) (10 Verd.) (10 Verd.) (10 Verd.)
UN-Kultur

1 0,18 728 208 7,28 x 108 2,08 x 10°

2 0,17 808 206 8,08 x 108 2,06 x 10°

3 0,19 1088 480 1,09 x 10° 4,8 x 10°

Mittelwert 0,18 875 289 8,75 x 108 2,98 x 10°

Fir das Einstellen der ungefahren Zellzahl wurde anschlieRend die Korrelation ODgoo = 0,18 entspricht

ungefahr 2,98 x 10° cfu/ml, genutzt. Nach Verwenden der Zellsuspension im MIC wurden zur genau-
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en Uberpriifung der tatsdchlichen Zellzahl 100 pl einer 1:100 und 1:1000 Verdiinnung der Zellsuspen-
sion auf Agarplatten ausplattiert, iber Nacht bei 37 °C inkubiert, anschlieBend die Kolonie-
formenden Einheiten gezahlt und die Zellkonzentration in cfu/ml berechnet.

Nach ersten Tests mit kommerziell erwerbbaren Antibiotika, wurde die MIC von synthetisiertem und
rekombinantem Cecropin P1 sowie die des His-tag-SUMO-Cecropin P1-Proteins bestimmt (Abbildung
3.11).

0.4q
-&- synth. WT-CecP1

0.3 & rekomb. WT-CecP1
c - SUMO-CecP1
c 0.2+
g
S o011

0.0

0.001 0.01 01 1
-0.1-
[mg/ml]

6,29*10° cfu/ml

Abbildung 3.11 Determinierung der MICs (n=3)

Aufgetragen wurden hier die gemessenen Werte der optischen Dichte bei
600 nm (ODego) gegen die verwendeten Peptidkonzentrationen in logio
[mg/ml]. Synthetisches und rekombinantes Cecropin P1 haben eine identi-
sche MIC, auch wenn die Zelldichte bei Inkubation mit synthetischen Peptid
schon bei kleineren Peptidkonzentrationen starker sinkt. Auch das His-tag-

SUMO-Cecropin P1-Protein erweist sich als toxisch.Erkennbar ist, dass
synthetisches und rekombinantes Cecropin P1 die gleiche MIC aufweisen. Allerdings beginnt die Ver-
ringerung der Zelldichte im Falle des synthetischen Peptids schon bei kleineren Peptidkonzentratio-
nen als beim rekombinanten Cecropin P1. Die schon vermutete Toxizitdt des His-tag-SUMO-
Cecropin P1-Proteins wurde ebenfalls nachgewiesen. Allerdings liegt die MIC bei diesem Konstrukt
Uber das 10-fache hoher als im Falle der kurzen Peptide. Die MICs der einzelnen Peptide sind der

Tabelle 3.2 zu entnehmen.

Tabelle 3.2 Ubersicht iiber die MIC von Cecropin P1 und SUMO-
Cecropin P1-Fusionsprotein

MIC [ug/ml] MIC [uM] n

synthet. WT-CecP1 6,25 1,9 3
rekomb. WT-CecP1 6,25 1,9 3
SUMO-CecP1* 50 -100 15-30 3

*Konzentrationsangaben beziehen sich zur besseren Vergleich-

barkeit nur auf den Cecropin P1-Anteils des Fusionsproteins

Fiir die bessere Vergleichbarkeit der MIC beziehen sich die Konzentrationsangaben fiir das Fusions-

protein nur auf den Cecropin P1-Anteil des Proteins.

62



3.3.2 Etablierung einer Dreifach-Farbung zur fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung

der Toxizitat von Cecropin P1

Zusatzlich zur Bestimmung der MIC des Cecropin P1 wurde eine Dreifach-Fluoreszenzfarbung nach
Mangoni et al. [113] zur genaueren Untersuchung der Toxizitat etabliert (Kapitel 2.4.4). Diese Drei-
fach-Farbung nach Inkubation von Bakterien mit antimikrobiellen Substanzen ermdglicht es, Aussa-
gen Uber die metabolische Aktivitat der Bakterien (CTC), die Membranpermeabilitdt (FITC) und die
totale Anzahl an Bakterien (DAPI) (Kapitel 2.4.4) zu treffen. Das mit den Bakterien inkubierte 5-
Cyano-2,3-ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) bildet bei Reduktion ein intrazellulares, rot fluoreszieren-
des Formazan (CTF), welches als Indikator der respiratorischen Aktivitdt verwendet wird. Die Farbung
mit FITC (grin) soll eine reduzierte Membranintegritdt nachweisen, da es nur durch geschadigte
Membranen in die Zellen gelangen kann. DAPI (blau) wurde verwendet um die Bakterien-DNA anzu-
farben und damit moglichst alle Bakterien zu detektieren.

Zunichst wurde die zu verwendende optimale Zelldichte auf 2 x 108 cfu/ml bestimmt und sowohl die
verwendeten Konzentrationen von DAPI (20 pg/ml) als auch FITC (10 pg/ml) angepasst. Die Abbil-
dung 3.12 zeigt erste Ergebnisse dieser Farbung.

KO +5 % Triton X-100

WT-CecP1 letal

Abbildung 3.12 Fluoreszenmikroskopische Aufnahmen

Der Messbalken entspricht 10 pm. Es ist die Uberlagerung aller drei
Fluoreszenzen gezeigt. DAPI ist in blau, CTC in rot und FITC in griin dar-
gestellt. Als Kontrolle (KO) wurden Bakterienzellen in Puffer inkubiert.

Die zur Kontrolle (KO) nur mit zur Losung der Peptide verwendeten Puffer anstatt mit Peptid inku-
bierten Bakterien sind mehrheitlich metabolisch aktiv, was man anhand der roten Farbung der Bakte-
rienzellen erkennt. Einige wenige Zellen sind nur positiv fir die DAPI und die FITC-Fluoreszenz, was
auf eine Schadigung der Membran hinweist und auf fehlende metabolische Aktivitat. Die mit Puffer
mit 5 % Triton inkubierten Bakterien sind hingegen von Beginn der Inkubation an nicht mehr Stoff-
wechsel-aktiv. Aber auch das Signal fiir die FITC-Fluoreszenz ist im Vergleich zur Kontrolle, welche

normalerweise keine Membranschadigung und somit keine Fluoreszenz bei 488 nm zeigen dirfte,
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schwécher. Die mit synthetischem Wildtyp-Cecropin P1 (WT-CecP1) inkubierten Bakterien zeigen
einige wenige Formazansignale (CTC in rot) die nicht mit der DAPI-Fluoreszenz tiberlappen. Die Fluo-
reszenz bei 488 nm (FITC) ist wieder geringer als die der Negativkontrolle. Die Bakterien werden
durch die letale Dosis mit Wildtyp-Cecropin P1 getotet, was durch die wenigen nicht intrazellular
liegenden Formazansignale erkennen kann. Die Zellen sind aber weder bei der Positivkontrolle mit
5 % Triton noch beim WT-CecP1 positiv fiir das FITC-Signal, was darauf hindeutet, dass die Zellen

nicht ausreichend permeabilisiert wurden um das FITC-Molekil in die Zellen gelangen zu lassen.

3.4 Strukturelle Charakterisierung von Cecropin P1

Die strukturelle Charakterisierung des Cecropin P1 ist interessant, da sie zur Aufklarung des genauen
Wirkmechanismus beitragen konnte. Dabei treten mehrere Fragestellungen auf. Ist es moglich, dass
Cecropin P1 unter bestimmten Bedingungen Multimere bildet, wie Christensen et al. und Durell et al
fiir die Cecropine postulierten [87, 132]? Ist Cecropin P1 in wassriger Losung wirklich unstrukturiert,
wie Sipos et. al festgestellt haben [99]? Welche Informationen lber die Dynamik von Cecropin P1
kann man gewinnen? Wie verhalt sich Cecropin P1 in wassriger Umgebung und wie, wenn es die

Moglichkeit hat mit Membranen zu interagieren?
3.4.1 Untersuchung einer méglichen Multimerisierung des Cecropin P1

Analytische GroRenausschlusschromatografie des Cecropin P1

Zum Nachweis einer moglichen Multimerisierung wurden zunachst analytische Gelfiltrationen in
50 mM Tris pH 8,0 und 150 mM NaCl (SEC = size exclusion chromatography) unter Variation der Pep-
tidkonzentration durchgefiihrt (Kapitel 2.5.7). Fir diese Gelfiltrationen musste zunéachst ein Kalibrie-
rungslauf mit geeigneten monomerenProteinen/Substanzen bekannter GroRBen durchgefiihrt wer-
den, um das Molekulargewicht (LOG1o [MW]) mit dem Zeitpunkt der Elution (V(etion; (mij) ZU korrelie-
ren (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13 Chromatogramm zur SEC des Kalibrierungslaufs und dessen Auswertung

Auf der linken Seite ist das Chromatogramm zur GréRenausschlusschromatografie (SEC) zu sehen. Aufgetragen ist dabei der
Verlauf der Absorption bei 280 nm (mAU) gegen das Elutionsvolumen (ml). In der Auswertung dieser SEC (rechts) wurden
die jeweiligen Elutionsvolumina der Proteine/Substanzen (Vigution] [mi]) gegen den logio des entsprechenden Molekularge-
wichts in kDa aufgetragen.
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AnschlieBend an die Kalibrierung wurden analytische SEC-Laufe mit unterschiedlichen Konzentratio-

nen an synthetischem Cecropin P1 durchgefiihrt (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 analytische konzentrationsabhangige SEC des syntheti-
schen Cecropin P1

Der Verlauf der Absorption bei 280 nm (blau) wurde gegen das Elutionsvo-
lumen [ml] aufgetragen. Die Signale aller verwendeten Peptidkonzentrati-
onen kommen zwischen den Elutionsvolumina 17-21 ml. Bei einer Konzent-
ration von 50 uM Cecropin P1 gibt es ein schwaches Signal bei 14 ml Eluti-
onsvolumen.

Die Maxima der Signale der unterschiedlichen genutzten Peptidkonzentrationen kommen zwischen
den Elutionsvolumina 17-21 ml. Die Tabelle 3.3 zeigt die mit Hilfe der Formel aus Abbildung 3.13
berechneten Molekulargewichte in kDa mit Hilfe der eingesetzten Elutionsvolumina der Signalmaxi-

ma aus der analytischen SEC.

Tabelle 3.3 Ubersicht iiber die Ergebnisse der analytischen SEC von Cecropin P1
Peptidkonzentrationen [MM]  Vieiution [MmI]  logio [MW] MW [kDa]

20 19,04 0,83 6,72
50 18,36 0,91 8,06
100 17,71 0,98 9,62
220 18,63 0,87 7,49

Die kalkulierten Werte fiir das Molekulargewicht schwanken bei den einzelnen Konzentrationen zwi-
schen 6,7 und 9,6 kDa. Dies wiirde der GroRRe eines Dimers bzw. eines Trimers des Cecropin P1 ent-

sprechen.

Relaxationsmessungen und Abschatzung der Rotationskorrelationszeit von Cecropin P1

In einem weiteren Schritt wurde *N-isotopenangereichertes Cecropin P1 NMR-spektroskopisch un-
tersucht. Zunachst wurden Relaxationsmessungen und eine daraus resultierende Abschatzung der
Rotationskorrelationszeit durchgefiihrt (2.6.3), wodurch wiederum Riickschliisse auf die unter NMR-
Bedingungen vorliegende GroéRe des Cecropin P1 und somit die potentielle Multimerisierung gezogen

werden kénnen. Hierfiir notwendig war ein méglichst vollstindig zugeordnetes H->N-HSQC-
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Spektrum zur Auswertung der Relaxationsmessungen (Kapitel 3.4.2). Es wurde eine Reihe von
1H-1>N-HSQC-Spektren unter Variation der Zeit T aufgenommen, was zu Intensitdtsunterschieden der
einzelnen Signale der Aminosauren fiihrt. Die zu den unterschiedlichen Zeiten gemessenen Intensita-
ten der Signale der jeweiligen Aminosaure wurden anschlieRend mit der Formel 2.2 gefittet. Abbil-

dung 3.15 zeigt exemplarisch die Kurvenanpassung der T;- und T,-Werte von Glutamat 20.
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Abbildung 3.15 Exemplarische T;- und T>-Kurvenanpassungen
A zeigt die Kurvenanpassung der Intensitdten von Glutamat 20 (E20) Gber die verwendeten Zeiten (t [ms]). B stellt die Kur-
venanpassung der Intensitaten von Glutamat 20 (E20) tiber die verwendeten Zeiten dar.

Fiir die Aussagen zu den T;- und den T,-Zeiten der einzelnen Aminosauren wurden nur eindeutige
Kurvenanpassungen mit R2> 0,99 (T1) und R?> 0,9 (T,) verwendet.
Die Abbildung 3.16 stellt die mit Hilfe der Kurvenanpassungen berechneten T;-Zeiten dar, welche

Uber die Sequenz verteilt um die 600 ms betragen (Mittelwert: 623,6 ms).
15001
1000

Lttt

Ty [ms]
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Sequenzposition
Abbildung 3.16 Berechnete T;-Zeiten fiir Cecropin P1
Dargestellt sind die aus den Kurvenanpassungen gewonnenen T;-Zeiten mit Standardabwei-
chung aufgetragen gegen die Aminosaure mit ihrer Sequenzposition.

Abbildung 3.17 zeigt die berechneten T,-Zeiten. Dabei ist zu erkennen, dass diese liber die Sequenz
starker variieren als die T;-Zeiten. Die gemittelte T,-Zeit des Cecropin P1 liegt bei 349,3 ms.

2500-
2000-
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5001
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O PORRRRY RNY S PPk &
Sequenzposition
Abbildung 3.17 Berechnete T,-Zeiten fiir Cecropin P1
Die aus den Kurvenanpassungen der einzelnen Aminosauren erhaltenen T,.-Werte mit Stan-
dardabweichung sind aufgetragen gegen die entsprechenden Aminosauren einschlieBlich de-
ren Sequenzposition.
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Die gemittelten T1- und T,-Zeiten des Cecropin P1 wurden zur Berechnung der Rotationskorrelations-

zeit . mit Hilfe der Formel 2.3 (Kapitel 2.6.3) verwendet.

1 623,6 ms
= X X ————
4 X X 70971 x 10°s71 349,3 ms

e —7=216%x10"°%s = 2,16 ns

Es ergibt sich dabei fiir Cecropin P1 eine Rotationskorrelationszeit 1. von 2,16 ns. Abbildung 3.18
zeigt die t-Werte unter vergleichbaren Bedingungen gemessener Proteine bekannter GroRe [133]
und deren lineare Regression (R? = 0,94). Zum Vergleich ist in dunkelblau die berechnete t.von Ce-
cropin P1 gegen das Molekulargewicht, unter Berlicksichtigung der °N-Isotopenanreicherung
(3,4 kDa), aufgetragen. Die Verlangerung der Regressionslinie der Vergleichsproteine zeigt, dass eine
monomere Cecropin P1-Form mit einer t.von 2,16 ns am wahrscheinlichsten ist. Daraus kann ge-
schlussfolgert werden, dass Cecropin P1 unter den gegebenen Messbedingungen (in 50 mM Kali-

umphosphatpuffer pH 6,6; c= 1,5 mM, T = 25 °C) als Monomer vorliegt.
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Abbildung 3.18 Vergleich der t. von Cecro-
pin P1 mit denen von bekannten Proteinen
[133]

Aufgetragen sind die berechneten t.-Werte ge-
gen die Molekulargewichte unter Bertcksichti-
gung der verwendeten Isotopen-Markierung.
Cecropin P1 ist in dunkelblau, alle anderen Pro-
teine in hellblau dargestellt. Die lineare Regres-
sion wurde zur besseren Anschaulichkeit ver-
langert (bis x=1).

3.4.2 Struktur und Dynamik von Cecropin P1

Vorausgehende Arbeiten an Cecropinen und Cecropin P1 konzentrierten sich auf die Struktur in
Membran-ahnlicher Umgebung in Form von 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) und kiinstli-
chen Membransystemen [43, 88, 89, 99, 134, 135]. Um die Interaktion von Cecropin P1 mit Membra-
nen naher untersuchen zu kénnen, sollte deshalb zu Beginn als Ausgangspunkt die Struktur und Dy-
namik des Peptids in wassriger Losung genauer untersucht werden. Zunachst wurden Sequenz-
abhangige Sekundarstrukturvorhersagen durchgefiihrt (Abbildung 3.19), welche auf eine (iberwie-
gend a-helikale Struktur des Peptids hindeuten. Die Sekundarstrukturvorhersagen decken sich dabei

sehr gut, was die vorhergesagten Sekundarstrukturanteile in den verschiedenen Bereichen betrifft.
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Abbildung 3.19 Sequenz-abhangige Sekundarstrukturvorhersagen fiir
Cecropin P1

Dargestellt sind die Ergebnisse der Sekundarstrukturvorhersagen GOR4
[136] und die der Chou-Fasman-Sekundarstrukturvorhersage (CFSSP)
[137, 138]. Beide sagen eine lUberwiegend a-helikale (GOR4 = 55%,
CFSSP = 71%) Struktur voraus. Im C-terminalen Bereich wird ein B-
Strang durch beide Methoden vorhergesagt.

CD-Spektroskopische Analyse des Cecropin P1

Die CD-Spektroskopische Analyse (2.6.2) wurde durchgefihrt um die Struktur von Cecropin P1 in
hydrophiler Umgebung naher zu untersuchen. Dabei wurden Peptidkonzentrations-abhangige und
Temperatur-abhangige Spektren von Cecropin P1 aufgenommen. Alle Messungen wurden mit syn-
thetischem Cecropin P1 in 20 mM Kaliumphosphatpuffer mit pH 8,0 bei 37 °C durchgefiihrt, sofern
nicht anders angegeben. Die Abbildung 3.20 zeigt die konzentrationsabhangige CD-spektroskopische
Analyse des Cecropin P1. In Abbildung 3.14 A sind die Spektren aller verwendeten Cecropin P1-
Konzentrationen (iber einen Wellenlangenbereich von 190 -260 nm dargestellt. Es fallt auf, dass die
Spektren aller verwendeten Konzentrationen ungefahr im Bereich von 205 nm bis 260 nm identisch
verlaufen. Um die CD-spektroskopischen Messungen naher zu analysieren, wurde eine in Abbildung
3.20 B dargestellte Sekundarstrukturanalyse mit dem in den Spectramanager 2.0 implementierten
CDPro durchgefiihrt. Dazu wurden die CONTIN-LL-Methode und die CDSSTR-Methode verwendet
[139].
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Abbildung 3.20 Konzentrationsabhangige CD-Spektroskopie von Cecropin P1 und Sekundarstrukturanalysen

Die CD-Spektren abhéngig von der Konzentration von Cecropin P1 sind links dargestellt. Diese verlaufen im Bereich von ca.
205 nm bis 260 nm identisch. Die Sekundarstrukturanalyse nach der CONTIN-Methode wird rechts dargestellt. Die verwen-
deten Peptidkonzentrationen sind gegen den prozentualen Anteil der Sekundarstrukturelemente aufgetragen. Bei einer
Peptidkonzentration von 5 uM liegt Cecropin P1 zu 47 % a-helikal und zu 53 % mit unstrukturierten und Loop-Bereichen
vor. Bei einer Konzentration von 30 uM liegt es ca. zur Halfte in B-Faltblatt und zur Halfte in unstrukturierten und Loop-
Teilen vor. Bei einer Konzentration von 40-60 uM liegt das Peptid zu 60-95 % a-helikal mit geringen Loop-Anteilen und
kaum unstrukturiert vor.

Grundsatzlich scheint sich der anfangliche Anteil an a-helikalen Strukturanteilen von 47 % mit stei-

gender Peptidkonzentration zu Lasten des unstrukturierten Anteils auf 73 % zu erhdhen (Ausnahme

30 uM). Gleiches gilt fur die hier nicht gezeigte Analyse unter Nutzung der CDSSTR-Methode.

Da die analytische Gelfiltration bei 4 °C und die CD-Messungen bei 37 °C durchgefiihrt wurden, wur-

de anschlieBend noch die Auswirkung der Temperatur auf die Sekundarstrukturverteilung des Cecro-

pin P1 untersucht. Die Abbildung 3.21 A zeigt die bei unterschiedlichen Temperaturen und gleich-
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bleibender Peptidkonzentration (60 uM) aufgenommenen CD-Spektren. Dabei sind um 220 nm leich-
te Differenzen zwischen den Spektren bei 5 °C und 20 °C im Vergleich zu den Spektren bei 37 °C und
50 °C festzustellen. Die mit der CONTIN-LL-Methode durchgefiihrte Sekundarstrukturanalyse
(Abbildung 3.21 B) zeigt den hochsten a-helikalen Strukturanteil von 61 % bei einer Temperatur von
37 °C. Der anfanglich hohe Anteil an unstrukturierten Bereichen nimmt bis dahin auf ein Minimum
ab. Die Anteile an B-Faltblatt und Loop sind nahezu gleich bleibend. Die CD-Spektroskopischen Analy-
sen ergeben, dass die Zunahme des Anteils an a-helikalen Strukturen und die Abnahme an unstruk-

turierten Anteilen mit Zunahme der Peptidkonzentration und Zunahme der Temperatur bis 37 °C

korrelieren.
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Abbildung 3.21 Temperaturabhange CD-Spektroskopie und Sekundarstrukturanalyse von Cecropin P1

Die Abbildung zeigt die bei unterschiedlichen Temperaturen aufgenommenen CD-Spektren von Cecropin P1 (links). Um
220 nm gibt es eine leichte Differenz zwischen den Spektren der beiden niedrigeren Temperaturen verglichen mit den
Spektren der beiden héheren Temperaturen. Rechts ist die mit der CONTIN-LL durchgefiihrte Sekundarstrukturanalyse
abgebildet. Bei 37 °C hat der a-helikale Anteil sein Maximum und der unstrukturierte Anteil sein Minimum. Die Anteile an
Loop-Strukturen und unstrukturierten Bereichen ist dabei liber die gemessenen Temperaturen nahezu konstant.

NMR-Spektroskopische Analyse der Struktur von Cecropin P1

Im nachsten Schritt wurden NMR-Spektroskopische Analysen durchgefiihrt um die dreidimensionale
Struktur des Cecropin P1 in hydrophiler Umgebung naher zu untersuchen Die entsprechenden Spek-
tren H-'H-TOCSY, 'H-'H-COSY, H-'H-NOESY und 'H-®N-TOCSY-HSQC wurden (Tabelle 2.21) aufge-
nommen. Fir die Aufnahme homonuklearer Spektren zur Detektion der Resonanzen der Protonen
wurde synthetisches Cecropin P1 verwendet, fiir das heteronukleare *H->N-TOCSY-HSQC wurde re-
kombinantes >N-markiertes Cecropin P1 genutzt.

Die erhaltenen Signale aus den einzelnen Spektren wurden mittels Chaintracing nach Wuthrich et al.
[129] den entsprechenden Atomen zugeordnet (Anhang) und fir die Strukturrechnung (Kapitel 2.6.3)
verwendet. Die Tabelle 3.4 listet die Daten zu den 10 Strukturen aus 100 gerechneten Strukturen auf.
Dabei wurden insgesamt 156 NOE-Signale fiir die Strukturrechnung verwendet. Die RMSD (root mean
square deviation) Uiber das Peptidriickgrat ist mit 3,12 A sehr hoch. Uberlagert man die Helices (Helix
1 AS 3-7, Helix 2 AS 13-20) der 10 Strukturen miteinander wird die RMSD mit Werten zwischen
0,25 A(Helix 1) und 0,57 A (Helix 2) deutlich geringer. Die berechneten Strukturen haben einen
durchschnittlichen Sekundarstrukturanteil von 44,8 % a-Helix und 55,2 % eher unstrukturierten Be-

reichen.
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Tabelle 3.4 Statistik des mit Cyana 2.0 berechneten Ensembles aus 10 Cecropin P1-
Strukturen

Zuordnung-Vollstandigkeit (Hx/Hn)

insgesamt 170
fehlend 18
Vollstandigkeit 88,1%
NOE-Abstandsbeschrankungen

Intraresidual (i,i) 74
Sequentiell (i, i+1) 58
Mittelweit (<(i, i+4) 12
Weitreichend (>i, i+4) 12

Total 156
Ramachandranplot-Regionen (% aller Aminosauren)

Favorisiert 80,4
Erlaubt 19,6
AulRerhalb liegend 0

Root mean square deviation (RMSD [A])

Peptidrickgrat (durchschnittl.) 3,12+0,75
Schwere Atome (durchschnittl.) 4,04 +0,70
Helix 1 (AS 3-7) 0,25+ 0,05
Helix 2 (AS 13-20) 0,57 +0,29
Durchschnittlicher Sekundarstrukturgehalt [%]

a-Helix 44,8
Schleife/ungeordnet 55,2

Der ebenfalls von Cyana ausgegebene Ramachandran-Plot flir das Ensemble aus den 10 Cecropin P1
Strukturen ist in Abbildung 3.22 dargestellt. Dabei befinden sich 80,4 % der Aminosduren in favori-

sierten und 19,6 % in zusatzlich erlaubten Bereichen.
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Abbildung 3.22 Ramachandran-Plot des Ce-
cropin P1 Ensembles

In Abbildung 3.23 ist das Ergebnis aus der Strukturrechnung mit Cyana 2.0 visualisiert. Die Abbildung
3.23 A zeigt beispielhaft drei Strukturen aus dem 10 Strukturen beinhaltenden Ensemble. Es sind
zwei Bereiche identifizierbar, welche als a-Helix vorliegen. Eine kiirzere Helix ist direkt am
N-Terminus lokalisiert (Helix 1 AS 3-7) an die sich unterbrochen durch einen Loop eine zweite mini-
mal langere Helix anschlielt (Helix 2 AS 13-20). Der C-Terminus (ab G21) liegt unstrukturiert vor, ist

aber in allen Strukturen des Ensembles zur zweiten Helix hin gebogen. Abbildung 3.23 B zeigt das
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Proteinrlickgrat der 10 berechneten Strukturen des Ensembles. Diese wurden ausgerichtet am hau-
figsten vorkommenden a-Helix-Bereich (513 — E20). Die Farbung gibt dabei hohe RMSD-Werte (rot)
und niedrige RMSD-Werte (blau) an. Grau gefarbte Bereiche wurden nicht bericksichtigt. Es wird

deutlich, dass der Hauptteil der Strukturen mit nur geringen Abweichungen tberlagert werden kann.

N-Terminus

——

L A< \
& IM F
0‘ =, W

A B

Abbildung 3.23 Die Struktur von Cecropin P1

A zeigt drei Cecropin P1 Strukturen des Ensembles in der Cartoon-Darstellung. Die Loop-Bereiche sind in Orangeténen
dargestellt, die helikalen Bereiche in Blautonen. Die Lange und Ausrichtung der Helices zueinander variieren. Der C-
terminale Bereich (G21-R31) ist unstrukturiert und mit der C-terminalen Aminosaure zur zweiten Helix hin gebogen. B
stellt die Peptidriickgrate der 10 berechneten Strukturen von Cecropin P1 dar. Diese wurden anhand des im Struktu-
ren-Ensemble am haufigsten vorkommenden Helix-Bereiches (513-E20) ausgerichtet. Die Farbung bezieht sich auf die
RMSD der Strukturen. Blau zeigt geringe RMSD-Werte wahrend Rot fir hohe RMSD-Werte steht. Grau gefarbte Berei-
che wurden nicht aligniert.

Fiir weitere NMR-Spektroskopische Untersuchungen des Cecropin P1 war ein vollstdndig zugeordne-
tes 'H-’'N-HSQC-Spektrum notwendig (Kapitel 3.4.1 Relaxationsmessungen, 3.4.2. Dynamik). Zu-
nachst wurde ein 'H-1>N-SOFAST-HMQC unter Nutzung des natiirlich vorkommenden °N-Isotops im
synthetischen Cecropin P1 aufgenommen und mit Hilfe der *H-Zuordnung aus den homonuklearen
2D-Spektren die °N-Resonanzen den entsprechenden Aminosauren zugeordnet. Die durchzufiihren-
den Messungen (Kapitel 3.4.1 Relaxationsmessungen, 3.4.2. Dynamik) erforderten die Verwendung
von rekombinantem °N-isotopenangereicherten Cecropin P1, da die Mengen an natiirlich vorkom-
menden ®N-Isotop zu gering sind und die Messzeiten dadurch untragbare AusmaRe annehmen wiir-
den. Das aufgenommene und zugeordnete 'H-°N-SOFAST-HMQC des synthetischen Cecropin P1
wurde mit dem aufgenommenen 'H->N-HSQC-Spektrum des rekombinanten *N-markierten Cecro-
pin P1 verglichen, um zu lberprifen, ob sich rekombinantes und synthetisches Peptid unter gleichen
Messbedingungen (50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5, 37 °C) auch vergleichbar verhalten
(Abbildung 3.24). Es zeigt sich, dass die Spektren bis auf einige zusatzliche Signale im *H->N-HSQC-
Spektrum des rekombinanten Cecropin P1 deckungsgleich sind. Diese zusatzlichen Signale werden
Uber die Messzeit starker und es ist zu vermuten, dass es sich dabei um Signale die durch Peptid-
Abbau entstehen, handelt. Anhand der Abbildung 3.24 wird deutlich, dass sich synthetisches und
rekombinantes Cecropin P1 unter gleichen Messbedingungen auch gleich verhalten. Somit sind alle
mit rekombinanten Protein gemessenen Spektren und daraus resultierende Erkenntnisse fiir Cecro-

pin P1 unabhdngig von den verwendeten Synthesemethoden giiltig.

71



©,-*H [ppm]

290G 108
221Gy,  * 5
" 110
288
P o 112
6L " 114
45, 195 —116
B " 118
a 135 oK F
> 22| L
= -
A 120N 26l=s=y7) r120
g 17R®15K" L
116§ =18 —122
2 SgK C
2067 3L E
. oL ® 124
278 e u
1452 C 126
78 31R .
23K%5A —128
2W © 130

T T T T T 7T T T T 7 T T T T T T
10.‘2 | 9|.8 | 9‘.4 l 9.0 | 8|.6 ! 8.2 | 7!8 | 7.4 l 7‘.0 |

Abbildung 3.24 Uberlagerung des H-15N-HSQCs von rekombinantem und des 'H-15N-SOFAST-
HMQCs vom synthetischen Cecropin P1

Aufgenommen wurden die Spektren unter gleichen Messbedingungen in 50 mM Kaliumphosphat-
puffer pH 6,5 bei 37 °C. In den Spektren sind die jeweiligen Kopplungen zwischen den Hy-Protonen
und den N-Atomen der einzelnen Aminosauren erkennbar. Das Spektrum des rekombinanten Ce-
cropin P1 ist orange dargestellt und das Spektrum des synthetischen Cecropin P1 ist in dunkelblau
dargestellt. Die den Signalen zugeordneten Aminosauren sind im Einbuchstabencode mit Se-
qguenzposition gekennzeichnet. Ersichtlich wird, dass die Spektren, bis auf einige zusatzliche Signa-
le im Spektrum des rekombinanten Cecropin P1, deckungsgleich sind. Diese sind wahrscheinlich
auf einen Abbau des Peptids zurlickzufiihren.

Untersuchung zur Dynamik von Cecropin P1

Bis heute wurden NMR-Spektroskopische Untersuchungen der Cecropine nur in Membran-ahnlicher
Umgebung zur strukturellen Charakterisierung durchgefihrt [43, 99, 134]. Eine NMR-
Spektroskopische Untersuchung der Dynamik wurde in Ermangelung von *N-markiertem Peptid bis-
her vernachlassigt. Die Untersuchung des Cecropin P1 in Hinblick auf die Dynamik in hydrophiler Um-
gebung ist aufgrund seiner geringen Strukturierung (45 % a-Helix, 55 % unstrukturiert) und der ho-
hen Flexibilitdt (RMSD Uber Peptidriickgrat = 3,12) sehr interessant.

Zur Charakterisierung der Dynamik von Cecropin P1 wurde ein *H->N-HSQCNOE (Tabelle 2.23) auf-
genommen und ausgewertet (Kapitel 2.6.3). Die Zuordnung der NOE-Signale des Spektrums erfolgte
mit Hilfe eines vollstindig zugeordneten H->N-HSQC-Spektrums (Abbildung 3.24). Die Signalintensi-
tat des gemessenen hetNOEs ist abhangig von den Bewegungen des jeweiligen detektierten
Hn-Bindungsvektors. Das hetNOE-Signal enthalt alle Bewegungsmoglichkeiten, die die dipolaren
Kopplungen im ns-Bereich beeinflussen. Berechnet wird der hetNOE (iber den Quotienten aus ls,: und
leq (Formel 2.4).

Jegliche Dynamik wird dabei beeinflusst von der Grofle eines Peptids oder Proteins. Peptide bzw.

Proteine deren Produkt aus der Lamorfrequenz von Stickstoff (wn) und der Rotationskorrelationszeit
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(tc) deutlich kleiner als 1 (wn'Tc « 1) sind schnelle rotierende Grenzfalle [140]. Dies gilt nicht fir Ce-
cropin P1.
Denn:wn =2 X Xun=2XTX70971 x 10657t =44 x 108s71,

Dabei ist uy die Resonanzfrequenz von N, welche bei 700 MHz (entspricht 16,44 T) 70,971x10° s*

betragt. Wenn wy = 4,4x108 s betrdgt und tc mit 2,16 ns berechnet wurde (Kapitel 3.4.1), dann ist
wN X Tc=4,4%x1085"1x216%x107% = 0,96 ~ 1.

Fiir Cecropin P1 ist das Produkt wn-tc nicht deutlich kleiner als 1 aber es gilt: wn-tc < 1. Bei kleinen

Peptiden wie Cecropin P1 mit wn'tc < 1 werden dabei hetNOE-Werte im Bereich von < -0,5 erwartet

[141]. Der durch Auswertung der Spektren erhaltene heteronukleare NOE ist dabei das Mal} fiir die

Dynamik Formel 2.4 berechnet (Kapitel 2.6.3). Abbildung 3.25 stellt die berechneten hetNOEs der

einzelnen Aminosauren dar.
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Abbildung 3.25 Die heteronukleare NOEs des Cecropin P1

Abgebildet sind die heteronuklearen NOEs fiir die einzelnen Aminosauren des Cecropin P1.
Grau unterlegt sind die Bereiche die laut berechneter Struktur a-helikal sind. Die abgebildete
Struktur des Peptids ist modifiziert, um eine bessere Vergleichbarkeit mit dem hetNOE zu er-
moglichen. Deutlich wird, dass die Aminosauren im Bereich der a-Helices mit (iberwiegend po-
sitiven Werten unflexibler sind als der C-terminale Loop (G21-R31) welcher deutlich negativere
Werte besitzt und somit flexibler zu sein scheint.

Die errechneten hetNOE-Werte zeigen, dass die N-terminale Halfte des Cecropin P1 weniger flexibel
ist, als die C-terminale Halfte. Wahrend die N-terminale Hélfte des Cecropin P1 (AS 4-18) positive und
schwach negative hetNOE-Werte annimmt, ist der hetNOE der C-terminalen Halfte von Cecropin P1
(AS 19-31) durchgehend negativ.

3.5 Interaktion von Cecropin P1 mit membrandhnlichen Systemen

Die Untersuchung der Interaktion von Cecropin P1 mit Membranen ist nicht nur interessant, weil
gezeigt wurde, dass die Cecropine sich in Membran-dhnlicher Umgebung falten [43, 88, 89, 99, 134,
135], sondern auch weil ihre Toxizitat in Bakterien auf eine Interaktion mit der Bakterienmembran
zuriickgefiihrt wird [94, 142-144]. Der genaue Mechanismus dieser Interaktion wird dabei weiterhin
diskutiert.

Die Interaktion von Cecropin P1 mit Bakterienmembranen naher zu verstehen, setzt voraus, dass
man sowohl geeignete Messmethoden als auch die geeigneten Membransysteme zur Verfligung hat.
Sipos et al. nutzten dafir die CD- und NMR-Spektroskopie mit synthetischem Cecropin P1in 30 %, im
Falle der NMR-Messungen deuteriertem, HFIP [99]. Mittels CD-Spektroskopie zeigten sie, dass bei

73



30 % HFIP ein maximaler a-helikaler Sekundarstrukturanteil (23,8 AS) von Cecropin P1 erreicht wird
und |6sten daraufhin die Struktur des Peptides mit Hilfe der NMR-Spektroskopie in 30 % deuterier-
tem HFIP.

Fiir einen direkten Vergleich wurden zunachst mit synthetischem Cecropin P1 in 30 % deuteriertem
HFIP H-'H-TOCSY-, 'H-'H-COSY-, 'H-'H-NOESY- und H-®>N-SOFAST-HMQC-Spektren aufgenommen
und die Signale im H->N-SOFAST-HMQC-Spektrum zugeordnet. Die Abbildung 3.26 zeigt das zuge-
ordnete Spektrum von synthetischem Cecropin P1 in 30 % deuteriertem HFIP. Die Signale sind hier
sehr gut verteilt und die Zuordnung deckt sich mit der von Sipos et al. [99]. Nachfolgend wurden Tit-
rationsmessungen mit steigenden bzw. sinkenden HFIP-Konzentrationen durchgefiihrt um den Uber-
gang vom Zustand des Cecropin P1 in 30 % HFIP in ein hydrophiles Mileu (und umgekehrt) naher
analysieren zu kénnen. Wahrend der Titrationen kam es bei Zugabe von 5 % HFIP zu einem sprung-
haften Ubergang zwischen dem Zustand des Cecropin P1 in wéssriger Umgebung zu dem Zustand,
welcher bei 30 % HFIP vorliegt (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26 Zugeordnetes 'H-1>N-HSQC-Spektrum von Cecropin P1 in
30 % HFIPg,

Das Spektrum zeigt die Kopplungen zwischen den Hy-Protonen und den N-
Atomen jeder einzelnen Aminosaure des Peptids. Die Signale sind gut verteilt
und ihre Frequenzen decken sich mit denen von Sipos et al. [99].

Da es mit Hilfe der Titrationsexperimente unter Nutzung von HFIP nicht méglich war, den Ubergang
zwischen den Zustdanden des Cecropin P1 von hydrophilen zu hydrophobem Milieu naher zu untersu-
chen, sollten andere Membran-ahnliche Systeme getestet werden.

Daflir wurden zunachst CD-Spektren mit synthetischem Cecropin P1 und unterschiedlichen Memb-
ran-ahnlichen Umgebungen aufgenommen (Kapitel 2.6.2). Eine erste Titrationsreihe wurde mit LUV
(large unilamellar vesicles) durchgefihrt, welche nach Morein et. al in ihrer Lipidzusammensetzung
(POPE:POPG im Verhaltnis 80:20) E. coli Membranen dhneln [115] (Kapitel 2.5.8) (Abbildung 3.27). Zu
erkennen ist, dass mit zunehmender Menge an Vesikeln der Anteil an a-helikalen Sekundarstruktu-
relementen sichtbar zunimmt. Das CD-Spektrum des Titrationsendpunktes (100 ul LUV-Praparation)
nimmt dabei ein fiir ein a-helikales Peptid charakteristisches Spektrum an. Die Gegenwart von Vesi-

keln induziert nachweislich die Ausbildung a-helikaler Sekundarstrukturen.
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Abbildung 3.27 CD-Spektren der LUV-Titration
Die CD-Spektren (links) zeigen mit zunehmender LUV-Konzentration (hellblau zu schwarz) einen zunehmenden a-helikalen
Sekundarstrukturanteil. Rechts ist die Sekundarstrukturanalyse CONTIN-LL Giber den Titrationsverlauf dargestellt.

LUV eignen sich aufgrund ihrer variablen GroRe und ihrer fortschreitenden Fusion Uber die Zeit nicht
fiir die NMR-Spektroskopie. Um einzuschatzen, wie dhnlich sich dazu ein sehr viel artifizielleres, aber
fiir die NMR-Spektroskopie geeigneteres System in Form von SDS-Mizellen verhalt, wurde eine zwei-
te Titration mit SDS durchgefihrt und die Spektren der Anfangs- und Endpunkte der Titrationen mit-
einander verglichen (Abbildung 3.28). Die Endpunkt-Spektren beider Titrationsreihen, deuten auf das
Vorhandensein von a-helikalen Sekundarstrukturen hin. Die Sekundarstrukturanalyse (CONTIN-LL)
sieht sowohl flr das Spektrum nach Zugabe von 100 ul LUV als auch fiir das Spektrum nach Zugabe
von 0,1 % SDS nahezu 100 % a-Helix-Anteil voraus. Trotzdem verhalten sich die Spektren in ihrem

Verlauf nicht identisch, was auf nicht durch CD-Spektroskopie quantifizierbare Unterschiede hin-

weist.
—
: 100~
S 6000 ]
£ 0,0 % SDS 80- [ Kontrolle
S 4000 — 0,1% SDS 60- B 0,1% SDS
E’ 2000 —oultov 401 ™ = I 100 ul LUV
" i _ — a0l
£ oouLy ¥ 1
x 04~ 8-
= -2000+ 4
2+ |
s -4000 ‘ T ‘ T T ‘ . 0- i - |_|. ‘
@ 190 200 210 220 230 240 250 26 o S R &
Wellenlinge [nm] < O N
R " &
< 3
AN (\:,5
N

Abbildung 3.28 Vergleich der CD-Spektren aus den Titrationsexperimenten mit LUV und SDS

Die Abbildung zeigt die CD-Spektren der Ausgangs- und Endpunkte der SDS- und LUV-Titration mit Cecropin P1 (links). Beide
Spektren zeigen eine charakteristische Veranderung von einem unstrukturierten zu einem Gberwiegend a-helikalem Peptid.
Die Spektren der Endpunkte sind dabei nicht identisch. Rechts ist die Sekundarstrukturanalyse der Spektren (CONTIN-LL)
dargestellt. Ausgangspunkt ist ein Peptid mit ca. 45 % a-helikalem Sekundarstrukturanteil und nahezu gleich viel unstruktu-
riertem Anteil. Die Zugabe von 0,1 % SDS und 100 pl LUV-Prédparation bewirkt ein nahezu rein a-helikales Peptid im Ver-
gleich zur Kontrolle bestehend aus in 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 geldstem Peptid.

Aufgrund der CD-Messungen wurde anschlieRend ein Membransystem getestet, dass sowohl eine
Doppellipidschicht als auch die Moéglichkeit besitzt mittels NMR-Spektroskopie untersucht zu werden.
Dafiir wurde gefriergetrocknetes *N-markiertes Cecropin P1 (in 50 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 6,5) in 600 pl einer Bizellpraparation (90 % H,0O und 10 % d,0) aufgenommen (Kapitel 2.5.8).

Zunichst wurden bei verschiedenen Temperaturen *H->N-HSQC-Spektren aufgenommen, da die
Bizellen sich abhadngig von der Temperatur unterschiedlich verhalten. Zu beobachten war, dass die
Probe bei 15 °C klar, bei 25 °C milchig und bei 39 °C wieder klar war. Die Abbildung 3.29 zeigt die drei
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Uberlagerten Spektren, die bei den verschiedenen Temperaturen aufgenommen wurden. Deutlich zu
erkennen ist hier, dass eine Steigerung der Messtemperatur zu weniger Signalen in den Spektren

fiihrt. Eine breitere Verteilung der Signale verglichen mit dem Spektrum in 30 % HFIP ist nicht zu be-

obachten.
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Abbildung 3.29 1H-15N-HSQC-Spektren von CecP1 mit Bizellpriparation bei
variierenden Temperaturen

Gezeigt sind die Spektren gemessen bei 15 °C (hellblau), 25 °C (dunkelblau)
und 39 °C (orange). Deutlich zu erkennen ist, dass die Signale mit zunehmen-
der Messtemperatur teilweise verschwinden.

Bei Vergleich der 'H-*N-HSQC-Spektren von Cecropin P1 mit und ohne Bizellen bei 25 °C fillt auf,
dass die Signale der Aminosduren 23 bis 29 in den Spektren mit der Bizellprdparation durchgehend
fehlen (Abbildung 3.30). Dabei handelt es sich um den hydrophoben C-Terminus (23-AIAIQGG-29)
des Cecropin P1.
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Abbildung 3.30 *H-15N-HSQC-Spektren von CecP1 mit und ohne Bizell-
prdparation bei 25 °C

Die Abbildung zeigt die Spektren von Cecropin P1 mit (dunkelblau) und
ohne Bizellpraparation (hellblau) in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH
6,5. Gekennzeichnet sind alle Aminosauresignale, die im Spektrum mit
Bizellen verschwinden. Auffallig ist dabei besonders, dass die Signale
der C-terminalen Aminosauren 23-29 (AIAIQGG) komplett verschwin-
den.
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3.6 Funktionelle Charakterisierung von Cecropin P1

Um die Determinanten (z.B. Hydrophobizitat, Lange) der Toxizitdt von Cecropin P1 naher bestimmen
zu kdnnen und Rickschlisse auf den dahinterliegenden Mechanismus zu ziehen, wurden verschiede-
ne Varianten des Cecropin P1 entworfen und in E. coli auf ihre Toxizitat hin getestet. Um Varianten
von Cecropin P1 zu entwerfen, wurde zunachst nach schon vorhandenen und getesteten Peptiden
gesucht und ein aktuelles multiples Sequenzalighment aller Cecropine angefertigt, um konservierte
und nicht konservierte Bereiche innerhalb der Cecropine zu identifizieren. Die Abbildung 3.31 zeigt
das multiple Sequenzalignment (T-Coffee [106]) der bekannten Cecropine [106]. Hier wird deutlich,
dass der N-terminale Abschnitt (AS 1-16 in Cecropin P1) mit seinem hohen Anteil an geladenen Ami-
nosauren (Lysin, Glutamat) relativ stark konserviert ist. Der C-terminale Sequenz-Bereich (AS 17-30 in
Cecropin P1), welcher vorrangig aus hydrophoben Aminosauren besteht ist in Hinblick auf die Amino-
sduresequenz nicht konserviert. Die C-terminalen Positionen (2-3 AS) sind laut Sequenzalignment

hingegen eine Gemeinsamkeit der Cecropine.

Cecropin P1 [Ascaris suum] 1 31
Cecropin [Glossina spec.] 1 39
Cecropin C [Glossina spec.] 1 39
Cecropin 1 [Ceratitis capitata] 1 39
Cecropin 2 [M.domestica] 1 2 39
Cecropin A2 [Drosophila melanoglaster] 1 [RDATIQG-LGIAQ---QAANVA-A 39
Cecropin B [Drosophila melanoglaster] 1 [RDASIQV-LGIAQ---QAANVA-A 39
Cecropin C [Aedes albopictus] 1 NAAEKA-LPVVA---G----A- 35
Cecropin Al [Aedes albopictus] 1 36
Cecropin B [Aedes albopictus] 1 35
Cecropin B [Hyalophora cecropia] 1 IRNGIVKA-GPAIAVLGEAK- 37
Cecropin A [Heliothis virescens] 1 IRDGVIKA-APATIEVLGQA-- 35
Cecropin B [Antheraea pernyi] 1 IRNGIIKA-GPAVAVLGEA-- 35
Cecropin A [Hyalophora cecropia)] 1 IRDGIIKA-GPAVAVVGQAT - 37
Cecropin B [Bombyx mori] 1 E RNIRDGIVKA-GPAIEVLGSA 35
PX-Cecropinl [Plutella xylostella] 1 IRDGIIKA- GPAVAVIGQA!SH.P 39
PX-Cecropin Al [Plutella xylostella] 1 IMGIIRYlGPAVAVIG 31
Cecropin P2 [Ascaris suum] 1 AKKR----ISE-GIAIAI- 31
Cecropin P3 [Ascaris suum] 1 SAKKR----ISE-GIAIAI-------K-GGS 31
Cecropin P4 [Ascaris suum] 1 AKKR----ISE-GVAIAI------- L-GG: 31
Gm-Cecropin D-like-peptide [Galleria mellonella] 1 N RDAIISA-APAVETLAQAQKII-K 39
Cecropin D [Antheraea pernyi] 1 N RDAIISA-GPAVATVAQA---T- 36

conserved 1 [ EINNSENINNG | Il 4«

BAD AVG GOOD
Abbildung 3.31 Multiples Sequenzalignment der Cecropine
Das multiple Sequenzalignment umfasst alle Cecropin-Sequenzen aus der Antimicrobial Peptide Database [19, 20]. Es zeigt
eine starkere Sequenz-Konservierung (rot) in der N-terminalen Halfte der analysierten Sequenzen. Die C-terminale Halfte
der Sequenzen ist schwach konserviert (griin und blau). Die C-terminale Aminosaure ist hingegen wieder gut konserviert.

Die meisten bereits durchgefiihrten Modifikationen der Cecropine wurden innerhalb der konservier-
ten Aminosduren durchgefiihrt und untersucht [88, 143, 145]. Dies Bezieht das N-Terminale Tryp-
tophan (W2) und die Glycin-Prolin-Sequenz (G21, P22) mit ein. Christensen et al. tauschten innerhalb
der Cecropine (Cecropin A, B und D) ganze Bereiche mit unterschiedlichen Eigenschaften (Amphipa-
thie, Hydrophobizitat, Flexibilitdt) gegeneinander aus [87] und Vunnam et al. untersuchten unter
anderem das Verhalten von D-Cecropin P1, amidiertem Cecropin P1, Retro-Cecropin P1 und vielen
mehr [98]. In den meisten Studien wurde dem N-terminalen Bereich der Cecropine aufgrund seiner
Amphipathie mehr Bedeutung zugesprochen als dem hydrophoben C-Terminus mit der geringen

Sequenzhomologie innerhalb der Cecropine.
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3.6.1 Die Rolle der Hydrophobizitat des C-terminalen Bereichs von Cecropin P1

Aufgrund der vorausgehenden durchgefiihrten Studien und des multiplen Sequenzalignments der
Cecropine (Abbildung 3.31) wurden zunachst Variationen von Cecropin P1 entworfen, die sich im
hydrophoben C-Terminus des Peptides unterscheiden. Dieser wurde bisher kaum untersucht und
wenn auch die Sequenzhomologie in diesem Bereich innerhalb der Cecropine nicht sehr hoch ist, so
ist ihnen das haufige Vorkommen hydrophober Aminosdauren gemeinsam.

Abbildung 3.32 bietet eine Ubersicht iiber die entworfenen und getesteten Peptide. Mit Cecro-
pin P1 A21-31 sollte zunachst die Notwendigkeit des C-Terminus fiir die Toxizitdt getestet werden.
Mit Cecropin P1 I124E sollte Giberprift werden, inwiefern eine einzige negative Ladung im hydropho-
ben Bereich des C-Terminus, die Toxizitat beeinflusst. Cecropin P1 22-27 ALAVAI wurde als eine al-
ternative ebenfalls hydrophobe Sequenz gewdahlt, um zu testen, wie Sequenz-spezifisch die Toxizitat
sich verhalt. Bei Cecropin P1 22-27 KGKSEE wurde der hydrophobe Anteil durch einen hydrophilen,
a-helikalen Bereich aus Troponin C ersetzt (1NCX.pdb) [146]. Letztendlich wurde ein weiteres Peptid
mit alternativer hydrophober Sequenz entworfen, bei der die Ausbildung einer a-Helix unwahr-
scheinlich ist (Cecropin P1 22-27 VVLVVL). Durch die letzten beiden Peptide, wurde somit der Frage-
stellung nachgegangen, inwiefern eine mogliche a-Helix-Formation unabhangig von der Hydrophobi-
zitat fur die Toxizitat notig ware.

Zusatzlich wurde ein Peptid entworfen, welches anstatt des gut konservierten hydrophoben Tryp-
tophans am N-Terminus, einen hydrophoben Farbstoff (FITC) iber einen Aminohexan-Linker (Ahx)
gebunden hat. Es sollte hier Giberprift werden, inwiefern der Farbstoff das nachweislich fir die Toxi-
zitat notige Tryptophan [145] ersetzen kann und sollte gleichzeitig eine Visualisierung des Peptides in

Membranen ermdglichen.

Peptid Sequenz

Wildtyp-Cecropin P1 SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR
FITC-Ahx-AS1W2-CecPl FITC-Ahx- LSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR
Cecrcpin P1 A21-31 SWLSKTAKKLENSAKKRISE

Cecrcopin P1 I24E SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAEAIQGGPR
Cecropin Pl 22-27 ALAVAI SWLSKTAKKLENSAKKRISEGALAVAIGGPR
Cecropin Pl 22-27 KGKSEE SWLSKTAKKLENSAKKRISEGKGKSEEGGPR
Cecrcpin P1 22-27 VVLVVL SWLSKTAKKLENSAKKRISEGVVLVVLGGPR

Abbildung 3.32 Ubersicht iiber die entworfenen Cecropin P1-Variationen |
Ubersicht tber die modifizierten Peptide und deren Sequenzen im Vergleich zum Wildtyp-
Cecropin P1. Modifizierte Bereiche sind dabei in Blau gekennzeichnet.

Die Toxizitat der Peptide wurde dann mit Hilfe des etablierten MIC-Tests (Kapitel 3.3.1), unter De-
terminierung der minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) untersucht. Abbildung 3.33 zeigt
einen der mit den entworfenen Peptiden durchgefiihrten MIC-Tests. Durch das véllige Fehlen des
C-Terminus  (Cecropin P1 A21-31) wund die Umkehrung der Hydrophobizitit (Cecro-
pin P1 AS 22-27 KGKSEE) ist keine MIC unter den getesteten Peptidkonzentrationen mehr determi-
nierbar. Die restlichen hydrophoben Peptide besitzen hingegen die gleiche MIC wie das Wildtyp-
Cecropin P1, auch das Peptid dessen hydrophober Bereich durch eine negative Ladung unterbrochen
wird (Cecropin P1 124E) (Tabelle 3.5).
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Abbildung 3.33 MIC-Determinierung fiir Cecropin P1 Varianten | (n=3)

Die Zelldichte, gemessen bei 600 nm ist aufgetragen gegen den dekadischen
Logarithmus der verwendeten Peptidkonzentration. Alle Gberwiegend hyd-
rophoben Peptide sind in Blau dargestellt, wahrend Peptide mit einem hyd-
rophilen oder fehlenden C-Terminus durch Orangeténe dargestellt sind. Die
hydrophoben Peptide verhalten sich in allen durchgefiihrten MIC-Tests (n=3)
gleich.

Die MICs wurden mit vergleichbaren Zellzahlen von 2,5-3,8 x 10° cfu/ml durchgefiihrt. Dabei lag die
toxische Konzentration aller in Tabelle 3.5 aufgefiihrten Peptide mehrheitlich bei 3,13 pg/ml, was
0,94 uM Cecropin P1 entspricht. Im Folgenden werden fiir die bessere Vergleichbarkeit mit Litera-

turwerten die MICs in [ug/ml] und [uM] angegeben.

Tabelle 3.5 MICs der Cecropin P1-Peptide

Peptid MIC [ug/ml])/[uM]

Versuch [n] 1 2 3
WT-CecP1 3,13/0,94 6,25/1,9 3,13/0,94
124E 3,13/0,94 3,13/0,94 3,13/0,94
22-27 ALAVAI 3,13/0,94 6,25/1,9 3,13/0,94
22-27 VVLVVL 3,13/0,94 6,25/1,9 3,13/0,94

Das Cecropin P1 Peptid mit N-terminalem FITC-Molekil (FITC-Ahx-AS1W2 CecP1) konnte nicht wie
die anderen Peptide in einer Konzentration von 1 mg/ml in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 und
150 mM NaCl gelost werden. Es wurden 2 mg des Peptides nur unvollstindig in diesem Puffer ver-
mengt mit 60 % (Endkonz.) DMSO geldst. Die Konzentration konnte nicht bestimmt werden, da es
nicht moglich war, eine definierte Masse an Peptid vollstiandig zu |I6sen und das DMSO eine Konzent-
rationsbestimmung Uber das Fluoreszenzsignal des FITC verfalscht. Somit kann nur gesagt werden,
dass die Ausgangskonzentration dieses Peptides <1 mg/ml ist. Die Stocklésung unbekannter Konzent-
ration wurde dann wie die aller Peptide 1:10 in der hoéchsten Konzentration eingesetzt und dann
seriell verdunnt. Abbildung 3.34 zeigt die bei einer Zellzahl von 3,3 - 3,5 cfu/ml getesteten FITC-
Peptide und die dazugehdrigen Wachstumskontrollen (im jeweils gleichen Farbton). Bei Betrachtung
der Wachstumskontrollen in Abbildung 3.34 fallt auf, dass der Puffer in dem das Peptid geldst ist,
allein scheinbar toxischer ist als die meisten Ansatze mit Peptid. Die Wachstumskontrollen sind dabei

mit dem Losungsmittel des Peptides 1:10 versetzt (Endkonz 6 % DMSO).
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Abbildung 3.34 MIC-Test fiir FITC-Ahx-AS1W2
CecP1

Gezeigt ist der Verlauf der Zelldichte gegen die
verwendeten Peptidkonzentrationen (dunkel-
blau und braun). Die verwendeten Konzentrati-
onen reichen nicht aus, um das sichtbare Bakte-
rienwachstum zu unterdriicken. Der Verlauf der
Zelldichte und die dazugehorige Wachstums-
kontrolle (orange und hellblau) mit Peptidl6-
sungsmittel sind jeweils im gleichen Farbton
aufgetragen.

3.6.2 Die Rolle der Lange des C-terminalen hydrophoben Bereichs des Cecropin P1

Die geringe Toxizitdt des CecP1 A21-31-Peptids lieferte Hinweise auf eine Notwendigkeit des
C-Terminus von Cecropin P1. Der Austausch der hydrophoben Aminosaduren gegen hydrophile Ami-
nosauren verdeutlichte auch die Notwendigkeit der Hydrophobizitat dieses Bereiches fiir die Toxizi-
tat. Eine zweite Gruppe entworfener Peptide sollte klaren, inwieweit die Lidnge des nachweislich
notwenigen hydrophoben Bereichs des Cecropin P1 eine Rolle fiir die Toxizitat spielt. Die Abbildung
3.35 zeigt die dafiir entworfenen Peptide. Dabei wurde das urspriingliche hydrophobe IAIAI-Motiv

gekirzt oder verlangert.

Peptid Sequenz

Cecropin Pl A4 AS SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIQGGPR

Cecropin P1 A2 AS SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIQGGPR
Wildtyp-Cecropin Pl SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIATIATIQGGPR
Cecropin P1 +2 AS SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIATAIAIQGGPR
Cecropin Pl +5 AS SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIATIAIAIATAQGGPR

Abbildung 3.35 Ubersicht iiber die entworfenen Cecropin P1-Variationen Il
Die Abbildung zeigt die entworfenen Peptide und das Wildtyp-Cecropin P1. Der veranderte Bereich ist in
allen Peptiden in blau dargestellt.

Diese Peptide wurden ebenfalls im direkten Vergleich zum Wildtyp-Cecropin P1 im MIC-Test getestet
(Abbildung 3.36). Dabei wird deutlich, dass die MIC des um zwei Aminosaduren reduzierten Peptides
(CecP1 A2 AS) mit der MIC des Wildtyps identisch ist (6,25 pug/ml). Eine weitere Reduktion um insge-
samt 4 Aminosauren vergroRert die MIC auf das Zwei- bis Vierfache (12,5 - 25 ug/ml). Das Hinzufu-
gen von 2 Aminosauren hat hingegen eine viel groRere negative Auswirkung auf die Toxizitat
(MIC = 23,5 pg/ml), wahrend fir das um 5 Aminosauren verlangerte Peptid keine MIC mehr feststell-

bar ist.
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Abbildung 3.36 MIC-Determinierung fiir Cecropin P1 Varianten Il (n=2)
Aufgetragen sind die Zelldichten gemessen bei 600 nm gegen die ver-
wendeten Peptidkonzentrationen. Die verkiirzten Peptide sind in Oran-
getonen und die verlangerten Peptide in Blautdnen dargestellt. Deut-
lich erkennbar ist, dass sowohl die Verkilrzung als auch die Verlange-
rung des Cecropin P1 einen negativen Effekt auf die Toxizitat hat. Dabei
ist der Effekt bei einer Verlangerung des Peptides grofer als bei einer
Verkirzung.

Tabelle 3.6 zeigt die gemessenen MIC fiir die Peptide. Hier zeigt sich deutlich, dass das um zwei Ami-
nosauren gekirzte Peptid bei sehr viel geringeren Konzentrationen toxisch ist (MIC = 6,25 pg/ml), als

das um zwei Aminosauren verlangerte Peptid (23,5 pug/ml).

Tabelle 3.6 MIC der Cecropin P1-Peptide Il

Peptid MIC [ug/ml])/[uM]

Versuch [n] 1 2
A4 AS 25/8,4 12,5/4,2
A2 AS 6,25/1,98 6,25/1,98
+2 AS - 23,5/6,6

Viele der getesteten Peptide haben die gleiche MIC, aber unterschiedliche Kurvenverldufe. Die iden-
tische MIC hdngt damit zusammen, dass die Peptide seriell verdiinnt und somit immer die gleichen
Peptidkonzentrationen miteinander verglichen wurden. Die tatsachliche MIC kann dabei auch im
Konzentrationsbereich zwischen zwei getesteten Peptidkonzentrationen liegen, wird aber nicht er-
fasst. Die unterschiedlichen Kurvenverldufe (flache Neigung, steile Neigung) bei gleicher MIC ver-
deutlichen diesen nicht detektierten Unterschied in der MIC. Um die Unterschiede im Kurvenverlauf
zu quantifizieren und die Auswirkungen der veranderter Hydrophobizitdt und Lange des C-terminalen
Bereichs des Cecropin P1 genauer zu analysieren, wurde mit GraphPad Prism die AUC (area under the
curve) fur die einzelnen Peptidkurven berechnet und gegen die Ldnge bzw. Hydrophobizitdt aufge-
tragen (Abbildung 3.37 und Abbildung 3.38). Dabei gilt, je hoher der Wert fir die AUC, desto geringer
ist die Toxizitat. Als Grenzen fiir die Berechnung AUC wurden die héchste und niedrigste verwendete

Peptidkonzentration genutzt.

Abbildung 3.37 zeigt die AUC der Peptide aufgetragen gegen die Hydrophobizitit dieser. Die prozen-
tuale Hydrophobizitat bezieht sich hier nur auf den C-terminalen Teil der Peptide (ab AS 21), da der

N-terminale Bereich bei allen Peptiden identisch und somit vernachlassigbar ist. Dabei wird deutlich,
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dass eine Hydrophobizitat des C-Terminus von ca. 45 — 55 % benotigt wird um die toxische Wirkung

des Cecropin P1 zu erhalten. Hohere und niedrigere Werte fiihren zu einer Abnahme der Toxizitat.

0.03 -
0.02- O 22-27 KGKSEE
0.014 0 A4AS
i B A2AS
Y 00067 B +2AS
2 B +5AS
.004+
000 W 124E
0.002 ﬁ B synth. WT-CecP1
= 0 22-27 WLWL
0.000 _— 22-27 ALAVAI

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Hydrophobizitat [%)]

Abbildung 3.37 Einfluss der Hydrophobizitidt des C-terminalen Bereichs des
Cecropin P1

Aufgetragen ist die AUC (area under the curve) als Mal fiir die Toxizitat
(T™AUC = | Toxizitat) gegen die prozentuale Hydrophobizitdt des C-Terminus
der Peptide ab Aminosdureposition 21. Fehlerbalken stellen den Standard-
fehler des Mittelwerts dar (SEM). Erkennbar ist, dass die Toxizitdt im Bereich
von ca. 45 %-55 % der Hydrophobizitdt des C-terminalen Bereichs mit der des
Wildtyp-CecP1 (dunkelblau) Gbereinstimmt. Werte aullerhalb dieses Berei-
ches haben negative Auswirkungen auf die Toxizitat.

Abbildung 3.38 zeigt den Zusammenhang zwischen der Toxizitdt und der Linge des C-terminalen
Bereichs der Cecropin P1-Peptide. Wahrend die Verkiirzung des Wildtyp-CecP1 um zwei Aminosau-
ren (A 2 AS) keinen Effekt auf die Toxizitat hat, flihrt eine weitere Verklirzung zur Abnahme der toxi-
schen Wirkung. Den gleichen Effekt auf die Toxizitat hat auch eine Verlangerung des hydrophoben

C-terminalen Bereichs.
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Abbildung 3.38 Einfluss der Lange des hydrophoben C-Terminus des
Cecropin P1

Aufgetragen ist die AUC gegen die Lange des C-Terminus (n [AS]). Dabei
wurde die Lange des Wildtyp-CecP1 null gesetzt. Die Fehlerbalken stellen
den SEM dar. Es zeigt sich, dass eine Reduktion um 2 AS kaum einen Effekt
auf die Toxizitat hat. Eine weitere Reduktion fuhrt aber zur Verringerung
der Toxizitat. Auch eine Verlangerung um 2 und 5 Aminosduren wirkt sich
stark negativ auf die Toxizitat aus.

3.6.3 Fluoreszenzmikroskopische  Charakterisierung  der  Toxizitdt der  Cecro-

pin P1-Varianten

Zusatzlich zur Determinierung der minimalen inhibitorischen Konzentration der Cecropin P1 Varian-
ten, sollte die Toxizitdt auch mit Hilfe der Dreifach-Fluoreszenzfarbung (Kapitel 3.3.2) ndher unter-
sucht werden. Die Zellen wurden dafiir mit subletalen und letalen Dosen der Peptide (Kapitel 2.4.4)

fiir eine Stunde inkubiert und anschliefend gefarbt. Diese Dreifach-Farbung nach Inkubation von
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Bakterien mit antimikrobiellen Substanzen ermdoglicht Aussagen liber die metabolische Aktivitat der
Bakterien (CTC), die Membranpermeabilitdt (FITC) und die totale Anzahl an Bakterien (DAPI) (Kapitel
2.4.4) nach Inkubation mit den Peptiden. Abbildung 3.39 zeigt die mit verschiedenen Peptiden inku-
bierten Bakterien in Uberlagerung der drei Fluoreszenzen. Es fillt auf, dass auch die Kontrolle ohne
vorheriger Peptidinkubation positiv fiir die FITC-Fluoreszenz ist. Zusatzlich ist die FITC-Fluoreszenz in
den Proben, die mit Peptiden inkubiert wurden, mit der Kontrolle vergleichbar. Die Farbung lasst
deswegen keine Schlussfolgerungen Uber die Membranintegritat der mit Peptid inkubierten Bakteri-
enzellen zu. Bis auf die mit der letalen Dosis an Wildtyp-CecP1 und Triton inkubierten Bakterien, sind
alle weiteren Bakterien nach 1 h der Inkubation mit letalen und subletalen Dosen der Peptide immer
noch metabolisch aktiv, wie das rote Fluoreszenzsignal beweist. Obwohl also die Peptide
CecP1 22-27 ALAVAI und CecP1 22-27 VVLVVL die gleiche MIC besitzen wie das Wildtyp-Peptid
(Tabelle 3.5), gibt es trotzdem einen Unterschied in der Toxizitdt. Da die Peptide hier im Gegensatz
zum MIC nur fiir eine Stunde mit den Bakterien inkubiert wurden, liegt ein zeitlicher Unterschied in

der toxischen Wirkung nahe.

KO + 5 % Triton X-100 22-27 ALAVAI subletal 22-27 ALAVAI letal

A 21-23 subletal WT-CecP1 letal 22-27 VVLVVL subletal 22-27 VVLVVL letal

Abbildung 3.39 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit CecP1-Peptiden inkubierten Bakterien
Der Messbalken entspricht 10 um. Die Aufnahmen zeigen die Uberlagerung der CTF (rot), FITC (griin) und DAPI (blau) Fluo-
reszenz. Die Kontrolle (KO) wurde nur mit Peptidlésungsmittel inkubiert, die Kontrolle mit Triton diente als Negativkontrolle
fir die metabolische Aktivitat und auch als Positivkontrolle fir die FITC-Fluoreszenz. Fir Letzteres erwies sich das Triton als
ungeeignet (Vgl. KO). Bis auf die mit einer letalen Dosis des Wildtyp-CecP1 inkubierten Bakterien sind alle mit Peptiden
inkubierten Bakterien respiratorisch aktiv.

Zusatzlich wurde auch das Peptid FITC-AS1W2 CecP1 untersucht. Die Farbung wurde dabei unter
Auslassung der FITC-Farbung durchgefiihrt, um stattdessen die FITC-Fluoreszenz des Peptides detek-
tieren zu kénnen. Die Bakterien wurden mit der 1x initialen Dosis aus dem MIC und dem 5x der initia-
len Dosis inkubiert (Abbildung 3.40). Die Uberlagerung der drei Fluoreszenzen zeigt, dass bei der In-
kubation mit 1x Peptiddosis deutlich mehr Bakterien respiratorisch aktiv sind, als bei der Inkubation
mit der 5x Dosis. Es ist bei beiden Proben keine FITC-Fluoreszenz erkennbar. Das erlaubt die Schluss-
folgerung, dass das FITC-AS1W2-CecP1 nicht in die Bakterien eindringt und auch nicht intrazellular

lokalisiert ist.
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FITC-AS1W2 1x FITC-AS1IW2 5x

Abbildung 3.40 Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen nach Inkubati-
on mit FITC-AS1W2 CecP1

Der Messbalken entspricht 10 um. Dargestellt ist die Uberlagerung
dreier Fluoreszenzen (DAPI, CTC, FITC). Die FITC-Fluoreszenz war da-
bei nicht detektierbar. Die mit der einfachen Dosis an Peptid inku-
bierten Zellen sind scheinbar respiratorisch aktiver als die mit der
finfachen Dosis inkubierten.

84



4. Diskussion

Als das Arbeits-lbergreifende Hauptinteresse, kann man sicherlich die grundlegende und griindliche
Untersuchung eines antimikrobiellen Peptides ansehen, um letztendlich definitive Aussagen Uber die
Interaktion mit Biomembranen und Uber die Determinanten seiner Toxizitat zu tatigen. Daflir muss-
ten innerhalb dieser Arbeit zunachst die erforderlichen Grundvoraussetzungen geschaffen werden.
Um zum Beispiel einen detaillierten Blick auf atomarem Level zu erhalten, erweist sich die NMR-
Spektroskopie als geradezu ideal. Fir viele der interessanten NMR-Experimente in hydrophiler und
auch in Membran-dhnlicher Umgebung ist mindestens eine Anreicherung des Peptids mit dem Isotop
5N notwendig. So stand zu Beginn die Etablierung der Expression des N-isotopenangereicherten
Cecropin P1 in E. coli in ausreichenden Mengen im Vordergrund. Viele der bei der Etablierung der
Expression erworbenen Erkenntnisse kdnnten anschlieBend auch bei der Produktion anderer anti-
mikrobieller Peptide duBerst niitzlich sein. Bis heute ist die Produktion *N-isotopenangereicherten
Proteins durch Expression in E. coli die ertragreichste und dabei kostengilinstigste Moglichkeit und
ermoglicht eine Vielzahl an Experimenten, die fir die Aufklarung des Wirkungsmechanismus sehr
nitzlich sein kdnnten.

Weiterhin sind die Informationen zu Cecropin P1 in hydrophiler Umgebung ohne Interaktion mit
Membranen dulerst begrenzt, obwohl die Charakterisierung des Peptides in eben dieser Umgebung
als Ausgangspunkt flr die Interaktion mit Membranen ebenfalls Einsichten in den Mechanismus ge-
ben kdnnte. Deshalb war es ein Ziel dieser Arbeit, den Zustand in hydrophiler Umgebung so gut wie
moglich zu charakterisieren, sowohl strukturell als auch dynamisch.

Darauf aufbauend sollte die Interaktion von Cecropin P1 mit Membranen charakterisiert werden.
Auch hierfir missen erst die Voraussetzungen geschaffen werden. Die einzige dreidimensionale
Struktur des Cecropin P1 in ,Membranumgebung” ist eine NMR-Struktur in 30 % deuteriertem HFIP
[99]. Dabei ist diese ,Membranumgebung” recht weit entfernt von relevanten Biomembranen. Es ist
also prinzipiell von Interesse Cecropin P1 in Interaktion mit natiirlicheren Membransystemen zu un-
tersuchen um der Charakterisierung der Membraninteraktion naher zu kommen. Dazu wurden auf-
grund der Komplexitat innerhalb dieser Arbeit zunachst erste Vorversuche realisiert.

Hinzu kommt, dass die Determinanten der Toxizitat von Cecropin P1 bis heute nicht systematisch und
zusammenhangend untersucht wurden. Dazu war es zundchst notig, geeignete Testmethoden zur
Abschatzung und Charakterisierung der Toxizitdt zu finden, anzupassen und laborintern zu etablie-
ren. AnschlieBend wurden innerhalb dieser Arbeit verfiigbare Informationen aus der Literatur, Be-
obachtungen aus der Etablierung der Expression und die Analyse eines multiplen Sequenzalignments
genutzt, um erste Cecropin P1-Variationen zu entwickeln und deren Toxizitat vergleichend zu deter-

minieren und zu charakterisieren.

4.1 Das toxische Cecropin P1 ist in E. coli exprimierbar und reinigbar

Das insbesondere fir E. coli und andere Gram™- Bakterien hoch toxische Cecropin P1 sollte in E. coli
exprimiert werden, was auf den ersten Blick aufgrund seines toxischen Charakters als ein Wagnis
erscheint, aber auch gleichzeitig die kostenglinstigste und ertragreichste Methode ist, um Isotopen-

angereichertes Peptid zu erhalten. Dass es durchaus moglich ist antimikrobielle Peptide und Proteine
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in E. coli Isotopen-angereichert in ausreichenden Mengen zu produzieren, wurde gezeigt [147-150].
Dies geschah zumeist unter Verwendung von Fusionsproteinen, wodurch die exprimierten Proteine
in inclusion bodies [148, 149] oder unloslich vorlagen [147, 150]. Diese mussten dann aufwendig aus
den unl6slichen Einschlusskérperchen isoliert und gereinigt werden. Anschliefend wurde das Fusi-
onsprotein durch Spaltung mit toxischem Bromcyan vom gewlinschten Zielpeptid getrennt [148, 149]
oder musste danach noch zuriickgefaltet werden, um ein Schneiden mit der yeast ubiquitin hydrolase
zu ermoglichen [147]. Zudem waren diese Fusionsproteine zum Teil immer noch toxisch und die Ex-
pressions-Strategie musste weiter angepasst werden. Die Verwendung eines |6slichen Fusionspro-
teins, wie dem SUMO-Protein, fiir die Expression eines antimikrobiellen Peptids birgt ebenso die
Gefahren der Toxizitat fir E. coli. Allerdings ist die Reinigung eines solchen I6slichen Fusionsproteins
unkomplizierter und das Schneiden mit Hilfe der SUMO-Protease ist spezifisch, ungiftig und man
erhélt Peptid mit nativer Aminosaduresequenz. Eine sehr dhnliche Strategie verfolgten Xu et al. wel-
che fir die Expression von Cecropin in E. coli einen Vektor konstruierten der als Fusionsprotein das
I6sliche E. coli-Protein Thioredoxin versehen mit einem 6 x Histidin-tag trug. Uber die Enterokinase
erhielten sie ebenfalls Cecropin mit nativer Aminosduresequenz [151]. Eine Expression von
5N-markiertem Protein wurde dabei nicht durchgefiihrt. Ein chimeres Peptid aus Cecropin A und D
wurde mit dem SUMO-Fusionsprotein erfolgreich exprimiert [152]. Fiir die Expression wurde ein
B. subtilis-Expressionssystem genutzt, welches fiir die Expression mit Isotopen-markiertem Protein
nicht nutzbar ist. Bommarius et al. optimierten die Expression und Reinigung von 7 kationischen
AMPs (u. a. LL-37) mit Hilfe eines SUMO-pET28a Vektors. Keines der 7 Fusionsproteine war toxisch
[153]. Dies war fiir die Fusion aus Cecropin P1 und dem SUMO-Protein in dieser Arbeit nicht der Fall.
Deswegen wurde auf das E. coli BL21 DE3 Derivat C43 [154, 155] zurickgegriffen, welches fiir die
Expression toxischer und membransténdiger Proteine optimiert wurde. Es sind laut Herstellerfirma
bis heute 350 fir E. coli toxische oder Membranproteine mit Hilfe der E. coli-Stdmme C43 und C41
exprimiert worden. Darunter ist bis zum heutigen Zeitpunkt kein einziges AMP aufgefiihrt. Auffallig
ist, dass die meisten etablierten Expressionssysteme fir die Herstellung rekombinanter antimikrobi-
eller Peptide auf die Herstellung anderer antimikrobieller Peptide Ubertragbar sein sollen. Dies ist
jedoch meist nicht der Fall. Oft handelt es sich um maRgeschneiderte Expressions- und Reinigungs-
strategien, die fir andere antimikrobielle Peptide nicht funktionieren, was man an den fehlenden
Folgepublikationen zu diesem Expressionssystemen erkennt. Auch innerhalb dieser Arbeit verdeut-
licht sich dieser Eindruck. Allein das Hinzufligen eines C-Terminalen Strep-tags fihrte dazu, dass das
Fusionsprotein unter den getesteten Bedingungen nicht mehr exprimierbar war. Die Verwendung der
I6slichen Fusionsproteine Thioredoxin und SUMO scheint aber eine erfolgreiche und effiziente Stra-
tegie bei der Herstellung rekombinanter AMPs zu sein. Laut Li wurden 25 % der exprimierten AMPs
erfolgreich mit Thioredoxin als Fusionsprotein exprimiert, aber auch SUMO wurde als erfolgreicher

Fusionspartner gewertet, welcher zu diesem Zeitpunkt (2010) aber noch recht neu war [156].
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4.2 Die Struktur und Dynamik von Cecropin P1 in hydrophiler Umgebung

Die strukturelle Charakterisierung des Cecropin P1 in hydrophober Umgebung als Ausgangspunkt fir
weitere Untersuchungen in Verbindung mit Biomembranen und kiinstlichen Membransystemen

flhrte zu folgenden wesentlichen Erkenntnissen:

4.2.1 Cecropin P1 bildet in hydrophiler Umgebung keine Multimere

Ein Teil der vorausgehenden Arbeiten zum Mechanismus der Membraninteraktion von Cecropinen
thematisierte Dimere, welche mit der Membran interagieren und letztendlich Poren ausbilden [87,
132]. Die zundchst durchgefiihrten analytischen GroRRenausschlusschromatografien mit variierender
Peptidkonzentration deuteten ebenfalls auf eine nicht Peptidkonzentrations-abhangige Ausbildung
von Dimeren hin. Die GroRenausschlusschromatografie ist aber nicht nur abhangig vom Molekular-
gewicht, sondern auch von der Molekiilstruktur und dem hydrodynamischen Radius eines Molekiils
[157]. Dabei wird vom Idealfall eines strukturierten, globuldren Proteins ausgegangen. Ist ein zu ana-
lysierendes Peptid wie Cecropin P1 unstrukturiert und flexibel, so vergroRert sich der hydrodynami-
sche Radius im Vergleich zu einem strukturierten globuldren Peptid mit gleichem Molekulargewicht.
Demzufolge wiirde Cecropin P1 aufgrund seines groBeren hydrodynamischen Radius weniger Zeit
bendtigen um durch die Sdulenmatrix zu wandern. Die tatsdchliche GroRe des Proteins wiirde somit
Uberschéatzt werden. Zusatzlich konnte es zu einer ungewollten Interaktion des Peptides mit der Sdu-
lenmatrix kommen [157], was das Laufverhalten des Peptides wahrend der GroRenaustauschchroma-
tografie ebenfalls beeinflusst und somit das Ergebnis verfdlschen kdnnte. Die Ergebnisse der Relaxa-
tionsmessungen und die daraus resultierende berechnete Rotationskorrelationszeit tc zeigten ein
unter den Messbedingungen (50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 1,5 mM Peptid, 25 °C) als Mono-
mer vorliegendes Cecropin P1. Ein Vergleich mit Rotationskorrelationszeiten anderer kationischer
a-helikaler bis unstrukturierter AMPs ist leider nicht mdglich, da hierzu keine Daten gefunden wer-
den konnten. Ein Grund dafiir ist, dass fir die Mehrheit der Studien und Experimente unmarkiertes
synthetisches Protein verwendet wurde. Die Herstellung von >’N-markierten AMPs ist sehr aufwendig
in E. coli und deren chemische Synthese teuer, weshalb darauf meist verzichtet wird. Fiir die Mes-
sungen der Dynamik von AMPs mittels NMR ist die Verwendung *N-markierter Peptide aber Voraus-

setzung.

4.2.2 Cecropin P1 ist ein dynamisches und kaum strukturiertes Peptid in hydrophiler Um-

gebung

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden nur die dreidimensionalen Strukturen von Cecropin A in
15 % HFIP [43], Cecropin P1 in 30 % HFIP [99] und einem Hybrid aus Cecropin A und Melittin in
30 % HFIP [134] aufgelost. Die Struktur der Cecropine in Wasser wurde mittels CD-Spektroskopie
untersucht und als unstrukturiert (random coil) beschrieben [99, 142, 143].

Innerhalb dieser Arbeit wurden CD-Messungen durchgefiihrt die mittels des CONTIN-LL-Algorithmus
analysiert wurden. Unter den hier vorherrschenden Bedingungen von 60 uM Peptid in 50 mM Kali-
umphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 8 gemessen bei 37 °C konnte ein prozentualer Sekun-

darstrukturanteil von bis zu 60 % a-Helix kalkuliert werden. Dies ist ein deutlich hoherer Anteil als in

87



den in Wasser gemessenen CD-Spektren von Sipos et al. [99] (15 % a-Helix bei 25 °C und 40 °C). Die
durchgefiuhrten Sekundérstrukturvorhersagen (Abbildung 3.19), berechneten einen Anteil von
55-71 % a-Helix. Fiir die Detektion relativ instabiler Sekundarstrukturelemente innerhalb vermutlich
dynamischer Peptide, ist die CD-Spektroskopie aber eher ungeeignet. Auch wenn die Peptide in hyd-
rophiler Umgebung eher unstrukturiert vorliegen, kdnnte eine genauere Untersuchung mittels NMR-
Spektroskopie Aufschliisse lber Bereiche geben, die schon in hydrophiler Umgebung erste, wenig
stabile Sekundarstrukturen ausbilden. Die dominierend in den 10 besten berechneten Strukturen des
Cecropin P1 vorkommenden a-Helices (Helix 1 AS 3-7, Helix 2 AS 13-20) machen einen Anteil von
44,8% aus. Die berechneten RMSD-Werte fiir die beiden Helices (RMSDye-
ix1= 0,25 A, RMSDheix2= 0,57 A), zeigen, dass diese gut definiert sind wahrend die RMSD uber das
Peptidriickgrat mit 3,12 A sehr hoch ist und auf ein insgesamt flexibles Peptid hindeutet.

Unter der Beriicksichtigung der *H->N-HSQC-Spektren von Cecropin P1 (50 mM Kaliumphosphatpuf-
fer pH 6,5), deren Signalverteilung der eines unstrukturierten Peptides entspricht und den nur 170
fiir die Strukturrechnung genutzten NOE-Signalen (Tabelle 3.4), mit gerade fiir die wenigen mittel-
weit und weitreichenden NOE-Signalen schlechten QF-Werten (quality function) (Anhang, NMR, NOE-
restraints), kann man von einem Uberwiegend unstrukturierten Peptid ausgehen. Die Charakterisie-
rung der Dynamik mit Hilfe der hetNOEs der Aminosauren von Cecropin P1 bestatigt aber, dass der
N-terminale Bereich mit den a-Helices im Vergleich zum C-Terminus (ab S19 durchgehend negative
Werte) weniger flexibel ist.

Die erste Struktur eines Cecropins wurde von Holak et al. [43] von synthethischem Cecropin A in
15 % HFIP gel6st. Diese Struktur beinhaltet zwei gut definierte a-Helices von AS 5-21 und AS 24-37,
welche durch ein innerhalb der Cecropine konserviertes flexibles Glycin-Prolin-,Gelenk” getrennt
sind. Der Winkel der beiden Helices zueinander konnte nicht ndher bestimmt werden. Propagiert
wurde aber, dass alle berechneten Konformationen gleich wahrscheinlich sind. Abbildung 4.1 zeigt

die berechneten Strukturen. Dabei wurden die Strukturen zundchst an der N-terminalen eher amphi-

pathischen Helix orientiert (Abbildung 4.1 A) und anschlieRend an der eher hydrophoben
C-terminalen Helix (Abbildung 4.1 B) [43].

Abbildung 4.1 Strukturen von Cecropin A nach Holak et al. [43]
A zeigt die Uberlagerung des Co-Riickgrats der gerechneten Strukturen gefittet an den Aminosiuren 5-21 der N-terminalen
Helix. B zeigt selbiges gefittet an den Aminosduren 24-37 der zweiten Helix.
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Die zweite geloste Struktur eines Cecropins war die Struktur von synthetischem Cecropin P1 in
30 % HFIP [99]. Sipos et al. postulierten eine von Cecropin A und den anderen Insekten-Cecropinen
unterschiedliche Struktur. So beschrieben sie eine gut definierte a-Helix von AS 3-26. Der Bereich von
Glu20 auf Gly21 wird hier aber aufgrund der NMR-Spektroskopie-Daten mit dem Glycin-Prolin-
»,Gelenk” der Insekten-Cecropine verglichen. Trotzdem wird letztendlich eine durchgehende a-Helix
postuliert. Die Abbildung 4.2 zeigt den Ausschnitt aus einem Sequenzalignment modifiziert nach Lee
et al. [91]. Die konservierten Aminosauren sind dabei fett gedruckt und die konservierten Glycine in

dem als flexibel postulierten Bereich zusatzlich dunkelblau unterlegt.

1 37
Hyalophora A KW--KLFKKI EKVGQNIRDG IIKAEPAVAV VGQATQIAK
Porcine Pl SWLSKTAKKL ENSAK-KR-- -ISE[EIAIAI QGGPR

1 31
Abbildung 4.2 Alignment von Cecropin A und Cecropin P1 nach [91] modif.

Ausschnitt aus einem Sequenzalignment der Cecropine. Konservierte Aminosduren sind fett
gedruckt. Das konservierte Glycin im ,Gelenk” zwischen den Helices ist zusatzlich dunkelblau
unterlegt.

Diese Eigenschaften der Helices der Cecropine, die durch ein Glycin-Prolin-,,Gelenk” miteinander
verbunden sind und die wahrend dieser Arbeit gewonnen Daten, lassen vermuten, dass die Struktu-
ren der Insekten-Cecropine denen des Cecropin P1 mehr dhneln als zunachst angenommen. Der N-
terminale, ebenfalls amphipathische Bereich des Cecropin P1 zeigt bereits in hydrophiler Umgebung
erhohten a-helikalen Sekundarstrukturanteil und eine im Vergleich zum C-Terminus geringere Flexi-
bilitdt genau bis zum Bereich der AS Ser19-Gly21, welcher auch in den Insekten-Cecropinen als ,,Ge-
lenk” innerhalb der Struktur beschrieben wird. Auch Sipos et al. rdumen ein, dass die
NMR-spektroskopischen Daten auf eine mogliche Krimmung in der Region um Glu20-Gly21 hinwei-
sen [99]. Der anschlieende Sequenzbereich, welcher wie in allen Cecropinen, auch in Cecropin P1,
hydrophob ist und auch von Sipos et al. in 30 % HFIP als helikal beschrieben wird, liegt hier in hydro-
philer Umgebung komplett unstrukturiert vor. Gleiches trifft aber auch fir Cecropin A zu, welches
sich erst in Gegenwart von 10 % HFIP [143] oder Membran-dhnlicher Umgebung faltet [135]. Auch
die wahrend dieser Arbeit durchgefiihrten CD-Messungen mit groRen unilamellaren Vesikeln (LUV)
und SDS-Mizellen zeigen eine Zunahme der a-helikalen Sekundarstrukturanteile von Cecropin P1 bis
auf nahezu 100 %.

Anhand der erhobenen Daten und des Vergleichs mit bereits veroffentlichten Informationen, kann
geschlussfolgert werden, dass Cecropin P1 in seiner Struktur den Insekten-Cecropinen mehr dhnelt
als bisher angenommen. Selbst wenn das in Insekten-Cecropinen postulierte Prolin-Glycin-,Gelenk”
durch das fehlende Prolin an Position 22 in Cecropin P1 nicht so ausgepragt sein sollte, ist eine
Krimmung in diesem Bereich durchaus denkbar. AuRerdem scheint sich die N-terminale Helix zuerst
zu formieren, da sie schon in hydrophiler Umgebung in schwacher Ausprdgung vorhanden ist. Der
C-terminale hydrophobe Sequenzbereich scheint eine Interaktion mit Membran-ahnlicher Umgebung

zur Ausbildung einer a-helikalen Struktur zu bendtigen.
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4.3 Determinanten der Toxizitat fiir Cecropin P1 und moglicher Interaktionsmechanismus

mit bakteriellen Membranen

Um herauszufinden welche Charakteristika des Cecropin P1 ausschlaggebend sind fiir dessen Toxizi-
tat in Bakterien, wurden Variationen des Cecropin P1 entworfen (Abbildung 3.32, Abbildung 3.35).
Um sinnvolle Varianten von Cecropin P1 zu entwerfen, wurden zunachst bereits durchgefiihrte Modi-
fikationen und die damit durchgefiihrten Messungen recherchiert.

Andreu et al. untersuchten 6 modifizierte Cecropin A Sequenzen mittels CD-Spektroskopie und an
vier verschiedenen bakteriellen Testorganismen (Cecropin A 2-37, W2E Cecropin A, L4P Cecropin A,
E6K Cecropin A, L6K Cecropin A, E8P Cecropin A). Das aromatische Tryptophan an Position 2 stellte
sich fur alle getesteten Organismen als wichtig flir die Aktivitat heraus. Andreu et al. resiimieren,
dass die a-helikale Region (AS 1-11) von Cecropin A fiir die Toxizitat in E. coli keine signifikante Rolle
spielt, aber fiur die Toxizitat gegen P. aeruginosa, B. megaterium und M. luteus [143].

Auch Steiner et al. untersuchten die Rolle des konservierten Tryptophans (W2) von Cecropin A und
unterbrachen die N-Terminale a-Helix durch das Einfligen von Prolinen (L4P, E8P). Getestet wurden
die Peptide mit Hilfe eines Liposomen-Lyse-Assay. Die Deletion des Tryptophans fuhrte zur Inaktivie-
rung des Peptids, das heiflt die Liposomen wurden nicht mehr lysiert. Durch Substitution eines Phe-
nylalanins konnte die Aktivitdt wieder gesteigert werden. Das Schwachen der Helixstabilitat der
N-terminalen a-Helix durch die eingefligten Proline, fiihrte ebenfalls zu einer erniedrigten Lyse der
Liposomen [145].

Christensen et al. untersuchten die bis dahin bekannten Cecropin A, B und D und Variationen dieser.
Die Wildtyp-Cecropine wurden fir die Modifikationen in 3 Bereiche unterteilt: Einer amphipathi-
schen N-terminalen Sequenz, einer flexiblen zentralen Sequenz mit dem konservierten Glycin-Prolin-
Motiv als Abschluss und einer anschlieBenden hydrophoben Sequenz. AnschlieBend wurden diese
Bereiche verschieden kombiniert und die Stromstarkednderungen an planaren Lipiddoppelschichten
durch Kanalbildung innerhalb der Membranen gemessen. Keine Aktivitdt konnte bei alleiniger Ver-
wendung der amphipathischen Sequenz des Cecropin A (AS 1-11) und bei Verwendung von Cecro-
pin D A1-8 mit fehlender amphipathischer Sequenz festgestellt werden [87].

Cecropin P1 wurde das erste Mal von Lee et al. aus dem Schweinedarm isoliert. Es wurde gezeigt,
dass die Toxizitat des C-terminal amidierten Cecropin P1 gegeniiber Gram*-Bakterien erhdht ist, aber
Cecropin P1 natlrlicherweise nicht amidiert vorliegt und tUberwiegend fiir Gram™-Bakterien toxisch ist
[91].

Die Toxizitat unterschiedlicher Cecropin P1-Analoge auf Bakterien wurde von Vunnam et al. unter-
sucht. Getestet wurden das D-Enantiomer, die Retrosequenz, eine Retro-D-Enantiomer-Sequenz -
alle mit und ohne N-terminale Acetylierung und C-terminaler Amidierung. Die Toxizitat der Retro-
Peptide war gegeniiber dem Wildtyp reduziert. Die C-terminale Amidierung zeigte eine gesteigerte
Toxizitat gegenliber Gram*-Bakterien wie sie auch schon Lee et al. zeigten [91]. Die N-terminal acety-
lierten Peptide waren inaktiv, wodurch die Autoren schlussfolgerten, dass ein freier N-Terminus fir
die Toxizitat wichtig ist. Die D-Enantiomere waren flir die Gram™-Bakterienstamme etwas weniger

toxisch, fur die Gram™* Testorganismen zeigte sich hingegen eine geringfligig gesteigerte Toxizitat. Der

90



Effekt ist allerdings so gering, dass die Chiralitat des Peptids die Toxizitat nur sehr geringfligig beein-
flusst [98].

Es lasst sich feststellen, dass sich viele der durchgefiihrten Studien auf den amphipathischen
N-terminalen Bereich der Cecropine konzentrieren [143, 145]. Andere befassen sich wiederum mit
dem generellen Aufbau [87, 98], testeten die modifizierten Cecropine aber nur an kiinstlichen
Membransystemen [87, 145].

Das aktuelle multiple Sequenzalignment mit allen Cecropinen aus der Antimicrobial Peptide Database
[19, 20] verdeutlicht noch einmal deren Gemeinsamkeiten, welche auch schon Christensen et al.
erkannten [87]. Sie bestehen aus einem N-terminalen amphipathischen sequenziell starker konser-
vierten Bereich und einem C-terminalen hydrophoben Anteil, dessen Sequenz von hydrophoben
Aminosauren (A, V, |, L) dominiert wird (Abbildung 3.31). Konserviert und wichtig flr die Toxizitat ist
dabei nachweislich das Tryptophan an Position 2 (W2) [143, 145]. Auf Basis der bereits durchgefiihr-
ten Studien und des multiplen Sequenzalignments wurde beschlossen sich zunachst systematisch mit
der Rolle der bis dahin kaum untersuchten Hydrophobizitdt des C-Terminus von Cecropin P1 zu be-
schaftigen und die Auswirkungen der Cecropin P1-Varianten direkt an E. coli zu testen (MIC-Test,

Fluoreszenzmikroskopie) statt an kiinstlichen Membransystemen.

4.3.1 Toxizitdt von synthetischem und rekombinantem Wildtyp-Cecropin P1 und dem His-

SUMO-Cecropin P1-Fusionsprotein

Zu Beginn wurde die Toxizitat des synthetischen und rekombinanten Wildtyp-Cecropin P1 verglichen,
um nachzuweisen, dass diese sich in ihrer Toxizitdt dquivalent verhalten, was der Fall ist. Dann wurde
unter Verwendung des synthetischen Wildtyp-Cecropin P1 eine Dreifachfarbung fur die Fluores-
zenzmikroskopie nach Mangoni et al. etabliert [113]. Das Wildtyp-Cecropin P1 verhalt sich im Ver-
gleich zur Negativkontrolle (Bakterien in Peptidlosemittel) toxisch. Das FITC-Signal ist jedoch nicht
starker als in der Negativkontrolle und bei weitem nicht so eindeutig wie bei Mangoni et al. die diese
Farbung mit Temporin L durchfiihrten. Moglich ist, dass Cecropin P1 die Membran nicht stark genug
permeabilisiert, sodass das tiber 300 Dalton grof3e FITC in die Zellen gelangen kdnnte. Um dies auszu-
schlieBen, sollte anstatt Triton X-100 als Positivkontrolle, Temporin L genutzt werden. Fallt die FITC-
Farbung unter Nutzung von Temporin L eindeutig positiv aus, wirkt Cecropin P1 in E. coli einfach un-
terschiedlich zum Temporin L, was auch bei vielen anderen AMPs wie Sarcotoxin, Mellitin und
Magainin der Fall ist [113].

Zusatzlich wurde das His-SUMO-Cecropin P1 Fusionsprotein auf seine Toxizitdt hin untersucht. Dabei
lieR sich eine MIC feststellen, die im Vergleich zum Wildtyp-Cecropin P1 um das 8-15 fache erhoht
und damit weniger toxisch war. Der freie N-Terminus scheint also wie von Vunnam et al. postuliert
wichtig flr die Toxizitat zu sein [98]. Dieses N-terminal maskierte Cecropin P1 ist dabei toxischer als
das Cecropin P1 A 21-31, bei dem keine MIC unter den getesteten Peptidkonzentrationen mehr fest-
stellbar ist. Interessant ware hier, ob die Toxizitdt des Cecropin P1 durch eine C-terminale Maskie-
rung statt durch eine Deletion des C-Terminus (AS 21-31) wieder gesteigert werden kénnte oder
nicht. Wirde es durch die C-terminale Maskierung nicht zu einer Steigerung der Toxizitdt im Ver-

gleich zu Cecropin P1 A21-31 kommen, lage die Vermutung nahe, dass der C-terminale Bereich des
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Cecropin P1 fir die Toxizitat gegen E. coli notwendiger ist, als der N-terminale Bereich. Andreu et al.
zeigten bereits fiir Cecropin A, dass die ersten 11 Aminosduren fir die Toxizitat in E. coli nicht so ent-

scheidend sind, wie fiir Gram*-Bakterien [143].

4.3.2 Toxizitat des FITC-AS1W2-Cecropin P1

Das FITC-AS1W2-Cecropin P1-Peptid wurde zum einen entworfen, um die Rolle des Tryptophans an
Position 2 zu untersuchen. Es sollte die Toxizitat dieses Peptides abgeschatzt werden, um zu sehen
ob das hydrophobe FITC-Molekil in der Lage ist das Tryptophan zu substituieren. Steiner et al. zeig-
ten bereits, dass das ebenfalls aromatische und hydrophobe Phenylalanin die Toxizitdt der Cecropine
teilweise wiederherstellen kann [145]. Zusatzlich ermdglicht das FITC-Label weitere methodische
Ansatze um die Wirkungsweise des Cecropin P1 z.B. iber Fluoreszenzmikroskopie genauer zu charak-
terisieren. Gazit et al. zeigten, dass mit Rhodamine und Nitrobenzoxdiazol N-terminal gelabelte Ce-
cropin P1-Peptide im Inhibitions-Zonen-Assay mit vier verschiedenen Bakterienstimmen nahezu
genauso toxisch sind wie das Wildtyp-Cecropin P1 [88]. Dies scheint bei dem hier verwendeten FITC-
AS1W?2-Cecropin P1 nicht der Fall zu sein. Selbst wenn aufgrund der schlechten Loslichkeit des Pep-
tids die verwendetet Ausgangsverdinnung statt 100 pg/ml eventuell nur 25 pg/ml betrug, hatte eine
MIC feststellbar sein mussen (MICwildtyp-cecropinp1 = 6,25 pg/ml). Die Unterschiede liegen hier in der
Verwendung unterschiedlicher Assays fir die Ermittlung der MIC, der Verwendung eines Ahx-Linkers
(FITC-AS1W2-Cecropin P1) im Vergleich zum direktem Binden des Fluorophors an den N-Terminus
und der dritte Unterschied liegt in der Abwesenheit der ersten zwei N-terminalen Aminosauren im
FITC-AS1IW2-Cecropin P1 im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz welche von Gazit et al. verwendet wurde.
Zu vermuten ist, dass das fehlende Tryptophan an Position zwei hauptverantwortlich ist flr die ge-
ringe Toxizitdt, da die Abwesenheit dieses Tryptophans innerhalb der Cecropin-Familie nachweislich
einen negativen Einfluss auf die Toxizitat hat [143, 145].

In Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen war die FITC-Fluoreszenz bei beiden verwendeten Kon-
zentrationen (1 x und 5 x konzentriert im Vgl. zu den MIC-Tests) des FITC-AS1W2-Cecropin P1 weder
Membran-lokalisiert noch intrazelluldr nachweisbar. Haukland et al. stellten mit Hilfe von Transemis-
sionsmikroskopie fest, dass Cecropin P1 in E. coli nicht intrazelluldr, sondern Membran-gebunden
vorliegt [158]. Wenn sich das FITC-AS1W2-Cecropin P1 genauso verhalten sollte, misste ein FITC-
Fluoreszenzsignal an den Bakterienmembranen feststellbar sein. Dass das Peptid im Verlauf des Ex-
perimentes vollstandig von den Bakterienmembranen gespult wurde, ist unwahrscheinlich. In den
Expressionstests hat sich gezeigt, dass nur ein Sonifizieren mit Hilfe von Detergens-haltigem Puffer
das Cecropin P1 aus den unléslichen Membranbestandteilen der Bakterien |6st. Wahrscheinlicher ist,
dass das FITC-AS1W2-Cecropin P1 nur schwach oder gar nicht an die Bakterienmembran bindet, was
auch die geringe Toxizitat im MIC-Test und des Fluoreszenzmikroskopie-Experimentes erklaren wiir-
de.

4.3.3 Toxizitdt des hydrophoben C-Terminus

Weiterhin wurden Cecropin P1-Peptide getestet, deren Hydrophobizitdat im C-terminalen Bereich von
AS 22-1AIAIQ-27 variiert wurden. Zunachst wurde eine einzelne positive Ladung in diesen hydropho-

ben Bereich gesetzt (Cecropin P1124E) oder auch die komplette hydrophobe Sequenz durch eine
92



hydrophile a-helikale Sequenz ausgetauscht (Cecropin P1 22-27 KGKSEE). Das Hinzufiigen einer La-
dung an dieser Position hat dabei noch keinen Einfluss auf die MIC. Pillai et al. verglichen die Cecro-
pin P-Peptide in Hinblick auf ihre Toxizitat und stellten fest, dass die Nettoladung durch ein Lysin an
Position 27 in Cecropin P3 (Nettoladung +6) im Vergleich zu Cecropin P1 mit Glutamin an Position 27
(Nettoladung +5) die Toxizitat nicht signifikant beeinflusst [93]. Durch das Austauschen der komplet-
ten hydrophoben Sequenz lasst sich hingegen unter den getesteten Peptidkonzentrationen keine
MIC mehr feststellen. Alle Cecropin P1-Peptide mit hydrophoben Aminosduren (Cecro-
pin P122-27 ALAVAI, 22-27 VVLVVL) besitzen die gleiche MIC wie das Wildtyp-Cecropin P1 — egal ob
die Ausbildung einer a-Helix in diesem Bereich wahrscheinlich (Cecropin P1 22-27 ALAVAI) oder un-
wahrscheinlich (Cecropin P1 22-27 VVLVVL) ist. Dies ldsst den Schluss zu, dass die Hydrophobizitat in
diesem Bereich ein ausschlaggebender Faktor fiir die Toxizitat von Cecropin P1 gegeniiber E. coli ist.
Die mit diesen Peptiden durchgefiihrte Fluoreszenzmikroskopie zeigte allerdings, dass Bakterien nach
einstindiger Inkubation mit letalen Dosen (je 250 ug/ml Cecropin P122-27 ALAVAI, Cecro-
pin P1 22-27 VVLVVL) noch vital waren, im Gegensatz zu mit Wildtyp-Cecropin P1 (250 pg/ml) inku-
bierten Bakterien. Der Unterschied zum MIC-Test liegt dabei nur in der Inkubationsdauer (1 h vs.
18 h) mit Peptid und in der verwendeten Zellzahl (ca. 2 x 10° cfu/ml vs. 2 x 108 cfu/ml). Die Toxizitats-
reaktion von Cecropin P1 verhélt sich, wie Boman et al. gezeigt haben, stéchiometrisch [94]. Um
mehr Zellen zu téten, muss also mehr Peptid eingesetzt werden. Dies wurde aber Gber Dosen die
weit Uber der MIC liegen (MIC = 3,13-6,25 pg/ml bei 2 x 108 cfu/ml im Vergleich zu eingesetzten
250 pg/ml bei 2 x 102 cfu/ml) bericksichtigt. Diese Dosis reicht bei Verwendung von 250 pg/ml Wild-
typ-Cecropin P1 auch aus um die Bakterien zu tdten, was man an nur vereinzelten CTC-Signalen die
nicht mit der DAPI-Fluoreszenz Uberlappen, erkennt. Bei Cecropin P122-27 ALAVAI und Cecro-
pin P1 22-27 VVLVVL ist dies nicht der Fall. Die beiden Peptide scheinen also nach 18 h Inkubation mit
E. coli die gleiche MIC zu haben, doch die Toxizitatsreaktion scheint langsamer abzulaufen. Andere
hydrophobe Motive im Bereich der Aminosduren 22-27 des Cecropin P1 verdandern somit zwar nicht
die MIC des Peptids, aber die Kinetik der Toxizitdt. Arcidiacono et al. bestimmten die MIC (3 uM) von
Cecropin P1 via Microplate Broth Dilution Assay in E. coli ML35 und stellten fest, dass die Bakterien
(1x10° cfu/ml) durch Inkubation fiir maximal 30 min mit 3 pM Cecropin P1 vollstindig eliminiert
wurden [96]. Aus diesem Grund sollten die MIC-Tests fiir alle toxischen Peptide zeitabhangig wieder-
holt werden, um diesen Effekt ndher zu untersuchen.

Um den Einfluss der Lédnge dieser C-terminalen hydrophoben Sequenz (AS 22-27 IAIAIQ) auf die Toxi-
zitat zu untersuchen wurden weitere Peptide entworfen, in denen das IAIAI-Motiv verkiirzt oder um
alternierende Isoleucin-Alanin-Sequenzen verlangert wurde. Sowohl die Verkirzung als auch die Ver-
langerung dieser Sequenz haben einen negativen Effekt auf die Toxizitat des Cecropin P1 in E. coli. Im
Vergleich zur Verldngerung des Cecropin P1 um zwei Aminosauren (MIC = 23,5 pug/ml), hat die Ver-
kiirzung des Peptids um zwei Aminosduren keinen negativen Effekt auf die Toxizitat
(MIC = 6,25 pg/ml). Vergleichbare Studien wurden bisher kaum getatigt. Was die Lange der AMPs
generell angeht, werden aber 7-8 Aminosauren als notwendig betrachtet um eine amphipatische
a-Helix mit sich gegeniiberliegenden hydrophoben und hydrophilen Bereichen auszubilden [60], was

fiir die Toxizitat dieser AMPs nachweislich notwendig ist [87, 143, 145]. Dies ist bei den hier verwen-
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deten Cecropin P1-Varianten gegeben, wenn man die Helical Wheel Darstellungen in Abbildung 4.3

betrachtet.

Abbildung 4.3 Helical Wheel Projektionen von Cecropin P1

Dargestellt sind die Helical Wheel Projektionen erstellt tber http://www-
nmr.cabm.rutgers.edu/bioinformatics/Proteomic_tools/Helical_wheel/ von John K. Everett. In den strukturell in
wassriger Losung identifizierten Helices (links und Mitte) sowie unter Nutzung der Aminosauren 3-20 liegen sich
hydrophobe Aminosauren (beige) und geladene Aminosauren (grin und violett) gegeniiber, wie es in einer am-
phipatischen a-Helix der Fall ware.

Um bakterielle Membranen im Sinne des Barrel-Stave-Modells zu durchspannen, waren bei einem
a-helikalen Peptid mindestens 22 Aminosauren notwendig [159]. Dies wiirde fir alle verkiirzten ge-
testeten Peptide, bis auf das Cecropin P1 A21-31 welches aber auch nicht mehr toxisch ist, zutreffen.
Eine neue Erkenntnis ist, dass bei Verlangerung dieses hydrophoben Bereiches die Toxizitdt gegen
E. coli negativ beeinflusst wird. Ein Grund konnte die mit der erhéhten Hydrophobizitit einherge-
hende beobachtete erschwerte Loslichkeit der Peptide sein. Antimikrobielle Peptide sind von Natur
aus gut I6sliche Peptide. Dies macht auch fiir Cecropin P1 Sinn, da es vor der Interaktion mit Bakte-
rien in wassriger Umgebung vorliegt und nach der Interaktion mit der duBeren Membran von E. coli
durch den periplasmatischen Spalt, einer eher hydrophilen Umgebung, zur inneren Membran gelan-
gen muss um mit dieser interagieren zu kdnnen [46]. Eine erniedrigte Loslichkeit in wassrigem Milieu

ist somit fur die AMPs generell nicht vorteilhaft.

4.3.4 Cecropin P1 und mogliche Membraninteraktionen

Fiir das grundsatzliche Verstandnis der Wirkungsweise von antimikrobiellen Peptiden ist die Charak-
terisierung der Membraninteraktion ein entscheidender Faktor, denn die Bakterienmembran ist in
jedem Fall der initiale Interaktionsbereich von antimikrobiellen Peptiden mit Bakterien. Nguyen et al.
und viele andere beschreiben die verschiedensten Modellmechanismen fiir die Membraninteraktion.
Dabei betonen sie, dass die einzelnen Mechanismen fiir ein antimikrobielles Peptid meist nicht exklu-
siv auftreten, sondern mehrere der Mechanismen fiir ein bestimmtes AMP giiltig sind [160]. Eine
zuséatzliche Problematik besteht darin, dass Informationen aus kiinstlichen Membransystemen auf-
grund vollig verschiedener Messbedingungen (z.B. Peptid/Lipid-Verhaltnis) schwer mit aus zellbasier-
ten Experimenten gewonnenen Erkenntnissen verglichen werden kdnnen [161] oder Effekte die in
kiinstlichen Membransystemen beobachtet werden nicht in Bakterienzellen auftreten [162]. Dies ist
ebenso der Fall fiir die Gruppe der Cecropine. Verschiedenste Studien wurden mit den Cecropinen
durchgefihrt, um den Mechanismus der Membraninteraktion zu beschreiben. Gemeinsam haben

alle durchgefiihrten Studien, dass die in Losung unstrukturierten Cecropine in hydrophober Umge-
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bung a-helikale Strukturen ausbilden. Das konnte auch durch in dieser Arbeit durchgefiihrte Experi-
mente bestatigt werden. Die CD-spektrometrischen Messungen zeigen eine deutliche Zunahme des
a-helikalen Sekundarstrukturanteils bei Tritrationsexperimenten mit LUV und SDS-Mizellen. Die
Spektren unterscheiden sich allerdings, trotz im Ergebnis fast identischer Sekundarstrukturanalyse,
visuell voneinander. Es ist davon auszugehen, dass die Auswahl des Membransystems einen ent-
scheidenden Einfluss auf das Ergebnis des jeweiligen Experimentes hat.

Je nach Methodik und Membran-Modell kommt es was den Mechanismus der Membraninteraktion
betrifft zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen. 1988 postulierten Christensen et al. aufgrund von
Experimenten an planaren Lipiddoppelschichten (aus Diphytanoylphosphatidylcholin und Phos-
phatidylserin), dass Cecropine in der bakteriellen Plasmamembran Poren bilden [87]. Durell et al.
modellierten aufgrund dieser experimentellen Daten in Losung vorliegende Cecropin-Dimere und die
Struktur von Cecropin-lonenkanalen (Typ | und Il) in der bakteriellen Membran [132]. Innerhalb die-
ser Arbeit wurde gezeigt, dass Cecropin P1 in Losung als flexibles unstrukturiertes Monomer vorliegt,
also keine Dimere bildet. Falls Cecropin P1 wie Temporin L Poren bildet, hatten die fiir die Fluores-
zenzmikroskopie mit Cecropin P1 inkubierten Bakterien positiv fur die FITC-Fluoreszenz sein miissen.
Diese Experimente sollten zum besseren Vergleich noch einmal mit Temporin L als Positivkontrolle
wiederholt werden. Falls sich durch Cecropin P1 Poren bilden, sind diese unter den untersuchten
Bedingungen jedoch nicht grof} genug fiir das ca. 300 Dalton grofRRe FITC-Molekail.

Aktuellere Studien beschreiben fiir die Cecropine eine parallele Orientierung zur Membran [88, 89,
102, 135, 163]. Wenn es um die anschlieBende Interaktionsweise mit der Membran geht, ergeben
sich neue Differenzen. Gazit et al. propagieren nach Untersuchungen mittels ATR-FTIR (abgeschwach-
te Totalreflexion-Infrarotspektroskopie) an PE/PG-Multidoppellipidschichten fiir Cecropin P1 ein Car-
pet-Modell und schlieRen die Bildung von Poren jeglicher Art aus. Dies begriinden sie zum einen mit
experimentellen Daten, welche ausschliefen, dass Cecropin P1 in den Kohlenwasserstoffkern der
Membran eindringt [89]. Hinzu kommen molekulardynamische Studien fiir die als Ausgangsstruktur
eine lineare a-Helix genutzt wurde, wie Sipos et al. sie in 30 % HFIP beschreiben [99]. Weiterhin flih-
ren sie aus, dass ATR-FTIR ideal ist zur Untersuchung der Orientierung von Peptiden mit einer einzel-
nen gestreckten a-Helix im Gegensatz zu den Insektencecropinen mit ihrer Helix-,Gelenk“-Helix-
Struktur. Dass die Cecropin P-Peptide den Insektencecropinen wahrscheinlich strukturell ahnlicher
sind als bis jetzt vermutet, wurde bereits ausgefiihrt (Kapitel 4.2.2). Eine gewisse Flexibilitat ist in
diesem Bereich gegeben, was auch Sipos et al. beobachteten [99]. Gazit et al. begriinden ihre Hypo-
these, dass Cecropin P1 nicht in die Doppellipidschicht eindringen kann, aber genau mit der Abwe-
senheit dieser flexiblen Region um das Glycin an Position 21.

Gregory et al. stellten bei Untersuchung von Cecropin A mit POPE- und POPE/POPG-haltigen LUVs
fest, dass die Bindung des Peptids an Vesikeln reversibel ist und die Peptide an der Membran keine
Oligomere ausbilden, was das Ausbilden einer stabilen Pore unwahrscheinlich macht [90]. Es wurden
auch solid-state NMR-spektroskopische Messungen mit selektiv >N-markiertem Cecropin A (V11 in
Helix 1 und A27 in Helix 2) an Phospholipiddoppelschichten (DMPC/DMPG) durchgefiihrt [163]. Ma-
rassi et al. stellten in diesen Studien fest, dass die NH-Bindungen von V11 und A27 ungefahr parallel

zur Doppellipidschicht orientiert sind. Sie rdumen aber ein, dass eine exakte Analyse der Orientierung
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von Cecropin A nur mit voll aufgeldsten und zugeordneten Resonanzen aus homonuklearen multidi-
mensionalen solid-state NMR-Spektren maoglich ist. Ihr vorgeschlagener Membraninteraktionsme-
chanismus ist bei hohen Peptidkonzentrationen und dadurch nahender Ausbildung einer monomole-
kularen Peptid-Schicht auf der Membran die Porenbildung. Sie argumentieren, dass eine Porenbil-
dung zu diesem Zeitpunkt nicht mehr mit solid-state NMR oder Fluoreszenzmessungen detektiert
werden kann, da die parallel zur Membran orientierten Peptide den Hauptanteil an Peptid ausma-
chen und nur ein kleiner nicht messbarer Anteil an Peptid senkrecht zur Membran orientiert ware.

Zum ersten Mal ist es nun mdglich vollstindig *°N-markiertes Cecropin P1 rekombinant herzustellen.
Mit Hilfe der vollstandigen Markierung verbunden mit verschiedenen NMR-spektroskopischen Expe-
rimenten ist es nun moglich, die Struktur und Dynamik des Cecropin P1 in Membransystemen detail-
liert zu analysieren. Erste Versuche hierzu wurden in Bizellen durchgefiihrt, die Herstellung dieser mit
CecropinP1 muss aber zunachst weiter optimiert werden. Die hier gemessenen
'H-1>N-HSQC-Spektren zeigen keine Verdnderung der Signalverteilung wie man sie bei einem bei
Membraninteraktion a-helikalen und strukturierten Cecropin P1 erwarten wiirde. Einzige Auffallig-
keit ist, dass die Signale der C-terminalen tGiberwiegend hydrophoben Aminosauren 23-29 verschwin-
den. Dies deutet eher auf geloste Lipide hin, die an die hydrophobe Region des Cecropin P1 binden
und somit die Signalintensitat schwachen. Auch andere Membransysteme sollten in Erwagung gezo-
gen werden. So ware auch der Einsatz von nanodiscs unter Verwendung unterschiedlicher Lipidkom-
positionen denkbar [164]. Vergleichend dazu ware auch in-cell NMR in E. coli als nicht artifizielles

Membransystem interessant [165].
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5. Zusammenfassung

Antimikrobielle Peptide sind in allen Lebewesen verbreitete Peptide, welche ein breites Wirkspekt-
rum gegen Bakterien, aber auch Pilze, Parasiten und Viren besitzen. lhre Toxizitat ist meist spezifisch
und die Gefahr der Resistenzbildung im Vergleich zu medizinisch angewendeten Antibiotika gering.
Dies macht sie fiir die medizinische Forschung und Anwendung sehr interessant. Um diese Peptide
rational pharmakologisch zu optimieren ohne die Vorteile der AMPs gegeniiber der Antibiotika ein-
zubiBen, missen der grundlegende Mechanismus der AMP-Bakterien-Interaktion entschlisselt und
die fur die Toxizitat notigen Eigenschaften der Peptide identifiziert werden.

Innerhalb dieser Arbeit wurde das Peptid Cecropin P1 aus dem Spulwurm des Schweins ausgewahlt,
welches spezifisch mit bakteriellen Membranen interagiert und Bakterien lysiert. Flr die Charakteri-
sierung der Struktur und Dynamik mittels NMR-Spektroskopie wurde das synthetische Cecro-
pin P1-Gen in einen pET-SUMO-Vektor mit His-tag kloniert, in E. coli C43 ®*N-markiert exprimiert und
das Peptid anschlieBende Uber eine His-tag-Affinitatschromatografie gereinigt. Die erstmals durchge-
flihrte NMR-spektroskopische Analyse des Cecropin P1 in wassriger Umgebung ergab das Bild eines
monomeren Peptides mit einer Gberwiegend a-helikalen amphipathischen N-terminalen Halfte und
einer im Vergleich dazu flexibleren unstrukturierten C-terminalen Halfte mit einer hydrophoben Se-
quenz. Auffallig ist dabei, dass der flexible Bereich nahe des Glycins an Position 21 beginnt, was da-
rauf hindeutet, dass Cecropin P1 den Insektencecropinen mit ihrer a-Helix-,Gly-Pro-Gelenk“-a-Helix-
Struktur in Membranumgebung dhnlicher ist als bisher angenommen.

Weiterhin wurden Cecropin P1-Varianten entworfen um systematisch die Rolle der Hydrophobizitat
und Lange des hydrophoben Bereichs im C-terminalen Abschnitt von Cecropin P1 fiir die Toxizitat in
E. coli zu untersuchen. Die Toxizitat der Cecropin P1 Varianten wurde dafir liber die Ermittlung der
minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) im laborintern etablierten Microplate Broth Dilution-
Test abgeschatzt und zusatzlich mit einer Dreifach-Fluoreszenzfarbung naher charakterisiert. Diese
Art der Charakterisierung lasst Aussagen Uber die totale Zellzahl, Viabilitdit und Membranintegritat
der E. coli-Zellen nach Inkubation mit den Peptiden zu. Die groRte Toxizitdt hatten hier Peptide mit
einem 45 bis 55 % hydrophoben C-Terminus. Die Substitution der hydrophoben Aminosauren an
Position 22 bis 27 durch andere hydrophobe Aminosauren ergab zwar eine identische MIC, verander-
te jedoch die Kinetik der Toxizitat. Eine Verlangerung und Verkiirzung der hydrophoben Sequenz im
C-terminalen Bereich des Cecropin P1 um weitere hydrophobe Aminosauren fiihrte zu einer Vermin-
derung der Toxizitat. Dabei war eine Verkiirzung um 2 Aminosduren noch genauso toxisch wie das
Wildtyp-Cecropin P1, die Verlangerung um 2 Aminosduren verringerte die Toxizitdt signifikant. Die
Arbeiten zeigen, dass weiterfiihrende Studien zur Kinetik der Toxizitatswirkung der einzelnen Cecro-
pin P1-Varianten und Visualisierung mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie einen noch detaillierteren
Einblick in den Toxizitatsmechanismus des Cecropin P1 geben kdnnten. Die erstmalige Expression
von Isotopen-markiertem Cecropin P1 erlaubt zudem eine strukturelle und auch dynamische Analyse
des Cecropin P1 mit Hilfe der NMR-Spektroskopie in verschiedenen Membransystemen und ermog-

licht den Interaktionsmechanismus von Cecropin P1 mit Biomembranen detailliert zu untersuchen.
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Abstract

Antimicrobial peptides are common in all living organisms. They have broad-spectrum activity against
bacteria, fungi, parasites and viruses. Their toxicity is specific and the development of resistances less
probable compared to conventional antibiotics. These characteristics make the medical use of anti-
microbial peptides a matter of interest. For this reason the peptides have to be pharmacologically
optimized without losing their benefits. Therefore it is reasonable to get insights into the molecular
basis of peptide-membrane interaction mechanism and the determinants of the toxicity.

Here Cecropin P1 from the porcine round worm Ascaris suum was chosen, which is known to interact
with bacterial membranes and finally causes lysis of bacteria. To enable the structural and dynamical
characterization of the peptide the synthetic gene encoding Cecropin P1 was cloned into a
pET-SUMO vector with a His-tag, afterwards the >N-labeled peptide was expressed in E. coli C43 and
purified via immobilized metal ion affinity chromatography.

First NMR-spectroscopy studies on Cecropin P1 in an aqueous environment indicate a monomeric
peptide with an N-terminal a-helical structured part and a comparatively more flexible unstructured
C-terminal half including a hydrophobic sequence. The enhanced flexibility starts around the con-
served glycine at position 21, which is part of the flexible hinge in the helix-hinge-helix structure well
known for the Cecropins of insects. This suggests a higher structural similarity of Cecropin P1 to the
Cecropins of insects as expected.

Furthermore Cecropin P1 variants were designed to analyze the relevance of hydrophobicity and
length of the hydrophobic sequence of the C-terminal part of the peptide for the toxicity in E. coli.
The toxicity of the variants was quantified with an established microplate broth dilution assay, which
results in a minimal inhibitory concentration (MIC) of the peptide needed to completely kill the bac-
teria. Additionally a triple fluorescence staining of bacteria incubated with peptide variants which
gives information about total cell number, viability and membrane integrity was used to characterize
the toxicity in detail. Cecropin P1 variants with 45-55 % hydrophobic C-terminus were most toxic,
while the substitution of the hydrophobic amino acids 22-27 with different hydrophobic amino acids
led to an identic MIC but altered kinetics of toxicity. Elongation with additional hydrophobic amino
acids and shortening of the hydrophic C-terminal sequence of Cecropin P1 resulted in a decreased
toxicity.

These experiments indicate, that future studies on the kinetics of toxicity of the Cecropin P1 variants
and visualization of bacteria threatened with peptide via fluorescence microscopy could give deeper
insights into the mechanism of toxicity of Cecropin P1. For the first time *N-labeled Cecropin P1 was
produced and enables a structural and dynamical characterization of the peptide with different

membrane models, which facilitates the detailed analysis of peptide-membrane interaction.
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Anhang

Klonierung

Abbildung A 1 Agarose-Gel der PCR (Kapitel 3.1)
Das zu erwartende PCR-Produkt (114 bp) ist deut-
lich erkennbar.

5.1.1 Sequenzierungen

BC955

Alignment of Sequence 1: [AlignmentCecPlSumoSollsequenz.gb.xdnal] Sequence 2:
[BCS903.1 CecPl 132-T7.seq]

Similarity : 1183/5767 (20,51 %)

* Q F P S R N N F VvV * L * E G D I H M

Seq_l 241 GATAACAATTCCCCTCTAGAAATA-ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG 299
g aAnSE R AR S ANNE S ANE AN RN

Seq 2 1  —-mm-m——————- aa-ttCCTcngAnTatTTTGTTTaCTTTANGANGGagaTaTaCaTATG 47

G S S H H H H H H G S G L V P R G S A S
Seq 1 300 GGCAGCAGCCAT-CATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAG 358

R ARt AR RN N RN R R R RN RN NN
Seq 2 48 GGCAGCAGCCATncncn-tCatcATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAG 106

M s D S E VvV N Q E A K P E V K P E V K P
Seq 1 359 CATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCC 418

Frrrrerreerrerrrerrrerrrerr e e e e e e e e e e
Seq 2 107  CATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCC 166

E T H I N L K v s D GG S s E I F F K I K
Seq 1 419 TGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAA 478

Frrrrrrreerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Seq 2 167  TGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAA 226

K T T p L R R L M E A F A K R Q G K E M
Seq 1 479 AAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAAT 538

Frrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e
Seq 2 227  AAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAagcGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAAT 286

p s L R F L Y D G I R I Q9 A D Q T P E D
Seq 1 539 GGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGA 598

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
Seq 2 287  GGACTCCTTAAGATTCTTIGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGA 346

L DM EDNDTITIEHA AUHTREU QTIGTG S W
Seq 1 599  TTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTG 658
FErrrrerrrerrrrr et et e et e e e e e e e e e

Seq 2 347  TTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTG 406

L S K T A K K L E N S A K K R I S E G I
Seq 1 659 GCTGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCAT 718
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[
Seq 2 407 GCTGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCAT

A I A I 9 G G P R * W I 0 A C G R L E K
Seq 1 719 TGCCATTGCCATTCAGGGTGGTCCTCGTTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAA

FEEEETEE e et e b e e e e e e e e e e e e e b e e e i
Seq 2 467  TGCCATTGCCATTCAGGGTGGTICCTCGTTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGA-

T s L 66 I ¥ S A Q S A S G D A A N L V E

Seq 1 779 GACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGA
Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrre et ettt e

Seq 2 526 GACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGA

H H H H H H * D P A A N K A R K E A E L
Seq 1 839 GCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTT

Frrrrerreerrerrrerrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 586  GCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTT

A A A T A E Q * L A * P L G A S K R V L

Seq 1 899 GGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTT
Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e et e et e

Seq 2 646 GGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTT

R G F L. L. XK 6 G T I S GG L A N G T R P V
Seq 1 959 GAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 706  GAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGT

A A H * A R RV W WL R A A * P L H L P
Seq 1 1019 AGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 766  AGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGIGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC

AP * R P L L s L S s L P F S P R S P A
Seq 1 1079 AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGC

Frerrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 826  AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGC

F PV KL * I G G S L * GG s D L V L Y G
Seq 1 1139 TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGG

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrr e e e e e e e e e
Seq 2 886  TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCYGGGGCTcCCTITAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGG

T s T P K N L I R v M v H VvV VvV G H R P D
Seq 1 1199 CACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTA-GGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG

FEETETEE e e e e e e bbb e e e e e e e e e e el
Seq 2 946  CACCTCGACCCCaAAAAACTTGATTaaGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG

R R F F AL * R W S P R S L I Vv D S C S
Seq 1 1258 ATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT

FEEEEEEEr et et e e e et tr e e e e e e e
Seq 2 1006 ATAGACGGTTTTTCgcCCtTTGACGTITGGantCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT

K L. £ Q H s T L S R S I L L I Y K G F C
Seq 1 1318 CCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTT

FErrrrrrrrrrerrrerr e e e e e e e e e e e s e e
Seq 2 1066 CCaAACTGGAACAACacTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTtnnaagGGattTT

R F R P I G * KM s * F N KN L T R I L
Seq 1 1378 GCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTT

FEEETTEEE et r et b bbb be e e DL EEEE el
Seq 2 1126 GCCGaTTTCGGCCTaTTGGTTAAAAAaTgnnctgaTttannnAAAATTTAACGCgAATTT

T K vy » R L Q F R W HF S G K C A R N

Seq 1 1438 TAA-CAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAAC
EE AN i ididdididitiddiddidididiiddiddidididdiddiddiddiddaddii

Seq 2 1186 Taann-aAatatTAACg-————————————————————— -

112

466

778

525

838

585

898

645

958

705

1018

765

1078

825

1138

885

1198

945

1257

1005

1317

1065

1377

1125

1437

1185



BC975

Alignment of Sequence 1: [6QCla  Sollsequenz.gb.xdna] with Sequence 2:
[QC SacII BC955 K2-T7.seq]

Similarity : 1044/5767 (18,10 %)

* Q F P S R N N F V * L * E G D I H M G

Seq_ 1 241 GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGG 300
igiasz2 AR AR AR AN AR S SRE ANNE S AN NN AN

Seq 2 1  ---—-—- A-tT--cccTC-TagannatTTTGTTTaCTTTANnGANGGagataTaCaTATGG 49

S S H H H H HHG S G L V P R G S A S M
Seq 1 301 GCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 360

FEEEEEEErr st et e e e e e et e e e e e e e e e e e e
Seq 2 50 GCAGCAGCCATcancctCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 109

s b S E V N Q E A K P E V K P E V K P E

Seq 1 36l TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 420
Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer et e et

Seq 2 110 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 169

T H I N L K V S D G S S E I F F K I K K

Seq 1 421  AGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 480
Frrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrr e e e e e e e e e

Seq 2 170  AGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 229

T T p L R R L. M E A F A K R Q G K E M D
Seq 1 481 AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 540

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 230  AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 289

s L R F L Y D G I R I O A D Q T P E D L
Seq 1 541 ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 600

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
Seq 2 290  ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 349

pbp M E b N D I I E A H R E Q I G G S W L
Seq 1 601 TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTGGC 660

Frrrrerreerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 350  TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTIGGC 409

s K T A K K L E N S A K K R I S E G I A
Seq 1 661 TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 720

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 410  TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTIGAGGGCATTG 469

I A I 9 G G P R * W I Q0 A C G R L E K T
Seq 1 721 CCATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAAGA 780

RN R R RN R N RN R R R R RN R R RN N
Seq 2 470  CCATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGA-GA 528

s L 6 I Yy S A Q S A S G D A A N L V E H
Seq 1 781 CAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGC 840

Frrrrrrrrrrrrrrrerrr e e et e e e e e e e e
Seq 2 529 CAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGC 588

H H H H H * D P A A N K A R K E A E L A
Seq 1 841 ACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGG 900

Frrrrrrrerrrrrrrererrrrrrrrrr e rrrr e e et e e
Seq 2 589 ACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGG 648

A A T AE Q * L A * P L G A S KR V L R

Seq 1 901  CTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA 960
Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e

Seq 2 649  CTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTITGA 708

G Fr L L X G G T I s 6 L A N G T R P V A
Seq 1 961 GGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAG 1020
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Frrrrerrrrrrererrrrerrrrrre et e et e e e
Seq 2 709 GGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAG 768

A H * AR R V W W L R A A * P L H L P A
Seq 1 1021 CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 1080

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 769  CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGIGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 828

p * R P L L S L s s L P F s P R S P A F
Seq 1 1081 CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT 1140

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrre et ettt e
Seq 2 829 CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT 888

p v K L »I 6 6 s L * G s D L V L Y G T
Seq 1 1141 TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCA 1200

Frrrrerreerrerrrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e
Seq 2 889  TCCCCGTCAAGCTCTaAATCggGgGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACggCA 948

s T p K N L I R V M V H V V G H R P D R
Seq 1 1201 CCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATA 1260

Frerrrrrrer et et et et et e et ettt el
Seq 2 949 CCTCGACCCCaAAAAACTTGATTAGGGTgatGGTTCACGTantggGCCAtcgcCCTGATa 1008

R F F A L * R W S P R S L I V D S C S
Seq 1 1261 GA-CGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCC 1319

AL AN R RN RN S £ £ 5 2 5 5 5 2

Seq 2 1009 Aann-gtTTTTcnncCttTGacgtTGGantCCACGTTCtTTAataGTgna-—--——------ 1057
BC976

Alignment of Sequence 1: [BC976_Sollsequenz.gb.xdna] with Sequence_ 2:

[StrepII BCO975 K2-T7.seq]
Similarity : 976/5793 (16,85 %)

* Q F P S R N N F V * L * E G D I H M G

Seq 1 241 GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGG 300
iggaddddsaaaddiaaaad i a A ANNE L ANE NN RN

Seq 2 1  —mmmmmmmmmmm——————————— atatTTTGTTTaCTTTAnGangGaGaTaTaCaTATGG 37

S S H H H HHHG S G L V P R G S A S M
Seq 1 301 GCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 360

FEEEEEEE R et b e e e e e e
Seq 2 38 GCAGCAGCcancntCATCatcATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 97

s D S E V N Q E A K P E V K P E V K P E
Seq 1 361 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 420

Frrrrrrrrrrrerrrerrrrrr e e e e e e e e e e e e
Seq 2 98 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 157

T H I N L KV S D G S S E I F F K I K K

Seq 1 421  AGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 480
Frrrrrrrrerrerrrerrrrrr e e e e e e e e e e e e

Seq 2 158  AGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 217

T T p L R R L.M E A F A K R Q G K E M D
Seq 1 481 AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 540

Frrrrrrreerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
Seq 2 218  AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 277

s L R F L Y D G I RTI QADOQTPE DL

Seq 1 541  ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 600
Frrrrrrrrerrrrrrererrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e

Seq 2 278  ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 337
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p M B DN D I I E A H R E Q I G G S W L
Seq 1 601 TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTGGC 660
Frrerrrrrrerrrrrrerrrerrerrrerrrrrr et e r e e e
Seq 2 338 TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTGGC 397
s K T A K K L E N s A K K R I S E G I A
Seq 1 661 TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 720
FEErrrrrrrrrerrrrrrer et et et r e e e
Seq 2 398 TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 457
I A I 9 G G P R G W S H P Q F E K * G S
Seq 1 721 CCATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGGGCTGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAATAAGGAT 780
Frrerrrrrrerrrerrerrrerrrrrr e e e e et e e e e
Seq 2 458 CCATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGGGCTGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAATAAGGAT 517
K L. A A A S R R Q A * V F I R R K V R R
Seq 1 781 CCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAAGACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTC 840
[ A
Seq 2 518 CCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGA-GACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTC 576
v M L. p T * s s T T T T T T E I R L L T
Seq 1 841 GGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 900
Frrrrrerrrerrrrrrrrreerrerrr e rrrr e et e e e
Seq 2 577 GGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 636
K P E R K L $S W L L P P L S N N * H N P
Seq 1 901 CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC 960
Frrrrrerrrerrrrrrrrreerrerrr e rrrr e et e e e
Seq 2 637 CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC 696
L G P L NGS * GV F C * K E E L Y P D
Seq 1 961 CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGG 1020
FEEErErrrrrrerr et e e et e ettt r e e e
Seq 2 697 CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGG 756
W R M G R A L * R R I K R G G C G G Y A
Seq 1 1021 ATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACG 1080
Frrerrerrrerrrrrrerreerr e e et et e e e e
Seq 2 757 ATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACG 816
Q R DR Y T CQ R P S A R S F R F L P F
Seq 1 1081 CGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCT 1140
FEEErErrrrrrerr et e e et e ettt r e e e
Seq 2 817 CGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCT 876
L S R H VvV RIRL S P S S S K S G A P F R
Seq 1 1141 TCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTA 1200
FEETEEErrrrrs et e et e et ettty
Seq 2 877 TCCTTTCTCGccncGTTCGCCGGCTTTcCCCGTCAAGCTCTAAATCYGGGGCTCCcTTTA 936
v P I * C F T A P R P Q K T * L G * W F
Seq 1 1201 GGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGT 1260
RN R R RN s 22 s S22 2 £ 45
Seq 2 937 gGGTTCcGaTttantGCTTTACGGCACCTngaCccca”AAAAACTL——————————————— 981
NMR

Tabelle A 1 Auflistung aller zugeordneten Protonen- und Stickstoffresonanzen (IUPAC Nomenklatur)

AS Hy Ha Hp H, Hs He N

1S - - - - - - -

2W - - 3.309 - 7.288 10.139 -

3L 7.981 4.131 1.469 1.469 0.914 - 123.722

4s  8.283 4.462 3.878 - - - 116.484

5K 8.128 4.288 - - 1.681 3.000 -

6T  8.006 4.279 4.200 1.196 - - 114.173




AS Hn Ho Hg H, Hs He N
7A  8.133 4304 1.403 - - - 126.455
8K 8.062 4.261 1.759 - - - 119.718
9K  8.217 4.288 1.775 - 1.691 2.996 122.607
0L 8.241 4.340 1.650 1.650 0.889/0.929 - 123.780
11E  8.380 4.296 1.965/2.075 2.277 - - 122.091
12N  8.465 - 2.851 - 6.909/7.611 - 120.015
13 8.291 4.472 3.876 - - - 119.079
14A 8.224 4.304 1.425 - - - 125.601
15K 8.165 4.246 1.801 1.424 1.725 2.990 120.712
16K 8.166 4.246 1.801 1.424 1.725 2.990
17R  8.315 4354 1.780/1.863 1.661/1.610 3.211 7.154 122.502
181 8.177 4.194 1.903 1.216/0.933 - - 122.148
195 8.029 4.329 3.815/3.904 - - - 116.442
20E  8.389 4.332 1.964/2.075 2.276 - - 122.988
21G  8.339 3.960 - - - - 109.350
221 7.856 4.180 1.868 1.456/1.177/0.916 - - 119.949
23A 8.293 4.367 1.377 - - - 127.875
241  7.980 4.131 1.847 1.195/1.469/0.913 - - 120.140
25A 8.245 4.360 1.374 - - - 127.795
261 8.054 4.155 1.864 1.475/1.207/0.904 - - 120.275
27Q  8.409 4.366 2.129/2.017 2.392 - 6.825/7.485 124.462
28G 8.412 4.004 - - - - 110.688
29G 8.097 4.069/4.176 - - - - 108.864
30P 4.197 1.8847/1.464 1.623 2.986/3.217 - -
31R 7.958 4.199 1.874/1.725 1.625 3.211 7.154 126.450

Hes Hz Hz Hn2 N Ns2
2W  7.520 7.649 7.260 7.173 129.570 - -
12N - - - - - 112.543 -
27Q - - - - 112.124 - -

5.1.2 Verwendete NOE restraints

Intraresidual(i,i)

17 ARG H 17 ARG QB 3.43 #peak639

17 ARG H 17 ARG QG 4.42 #peak658

17 ARG HA 17 ARG QG 3.23 #peak869

17 ARG QB 17 ARG QDb 3.66 #peak934

8 LYS H 8 LYS QB 3.27 #peak653

10 LEU H 10 LEU QD  4.09 #peak721

11 GLU H 11 GLU QB 3.27 #peak631

11 GLU QB 11 GLU QG 2.44 #peak1108

18 |ILE HA 18 ILE QG2 3.28 #peak1214 #SUP0.97#QF0.92
22 ILE HA 22 ILE QG2 3.55 #peak1214 #SUP0.97#QF0.92
3 LEU HA 3 LEU QD  3.43 #peak1216 #SUP0.94#QF0.48
15 LYS HA 15 LYS QD 4.59 #peakss? #SUP0.99#QF0.92
16 LYS HA 16 LYS Qp 4.85 #peakss2 #SUP0.99#QF0.92
15 LYS QB 15 LYS QE 5.50 #peak93s #SUP0.99#QF0.53
16 LYS QB 16 LYS QE 5.50 #peak93s #SUP0.99#QF0.53
15 LYS Qb 15 LYS QE 2.98 #peak9a39 #SUP1.00#QF0.98
5 LYS Qb 5 LYS QE 2.58 #peakoss #SUP0.98#QF0.90
9 LYS Qb 9 LYS QE 2.76 #peak94s #SUP0.34#QF0.34
15 LYS QB 15 LYS QG 2.97 #peak975 #SUP0.78#QF0.45
15 LYS QG 15 LYS QD 2.58 #peaka76 #SUP0.51#QF0.30
16 LYS QG 16 LYS QD 2.77 #peaka76 #SUP0.51#QF0.30
3 LEU QB 3 LEU QaD  3.80 #peak1005 #SUP0.86#QF0.35
27 GLN HB2 27 GLN QG 2.62 #peak1105 #SUP0.81#QF0.81
11 GLU HB3 11 GLU QG 2.84 #peak1106 #SUP0.75#QF0.51
27 GLN HB3 27 GLN QG 2.62 #peak1107 #SUP0.80#QF0.80
11 GLU HB2 11 GLU QG 2.84 #peak1108 #SUP0.93#QF0.75
6 THR HA 6 THR QG2 3.03 #peak1211 #SUP0.59#QF0.59
5 LYS H 5 LYS HA 2.85 #peak516 #SUP0.44#QF0.44
6 THR H 6 THR HB 4.01 #peaks527 #SUP0.86#QF0.80
31 ARG HA 31 ARG HE 4.99 #peaks529 #SUP0.50#QF0.50
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21 GLY
4 SER
2 TRP
17 ARG
11 GLU
20 GLU
18 ILE
22 ILE
26 ILE
24 ILE
9 LYS
17 ARG
10 LEU
17 ARG
3 LEU
22 ILE
14 ALA
7 ALA
23 ALA
25 ALA
18 ILE
6 THR
6 THR
22 ILE
18 ILE
22 ILE
10 LEU
10 LEU
3 LEU
24 ILE
26 ILE
9 LYS
18 ILE
10 LEU
11 GLU
20 GLU
22 ILE
24 |ILE
24 |ILE
26 ILE QG2
27 GLN H
27 GLN QB
31 ARG H
31 ARG HA

oI
o]

I r I r r r r r r I I XX I I I IIIIIIIIII I IT>XT

I T T T T T T I
w > > > > >

Sequentiell(i,i+1)
24 ILE QG1
22 ILE QG1
20 GLU QB
17 ARG QB
17 ARG QG
17 ARG QG
19 SER QB
16 LYS QG
8 LYS HA
17 ARG HG2
17 ARG HG3

12 ASN H

24 ILE QG2
26 ILE QG2
22 ILE QG2
21 GLY H

18 ILE QG1
24 ILE HG12

21

17
11
20
18
22
26
24

17
10
17

22
14

23
25
18

22
18
22
10
10

24
26

18
10
11
20
22
24
24
26
27
27
31
31

25
23
21
18
18
18
20
17

18
18
13
25
27
23
22
19
25

GLY
SER
TRP
ARG
GLU
GLU
ILE
ILE
ILE
ILE
LYS
ARG
LEU
ARG
LEU
ILE
ALA
ALA
ALA
ALA
ILE
THR
THR
ILE
ILE
ILE
LEU
LEU
LEU
ILE
ILE
LYS
ILE
LEU
GLU
GLU
ILE
ILE
ILE
ILE
GLN
GLN
ARG
ARG

ALA
ALA
GLY
ILE
ILE
ILE
GLU
ARG
LYS
ILE
ILE
SER
ALA
GLN
ALA
ILE
SER
ALA

QB
HD1
Qb
QG
QG
HB
HB
HB
HB
QB
HG2
QB
HG3
QB
HG13
QB
QB
QB
QB
QG1
QG2
HG1
HG12
QG2
QG2
QD1
Qb2
Qab
QG2
QG2
(0])
QG1
HG
QG
QB
QG1
QG1
QG1
QG1
QE2
QG
QB
QB

I T T T T

HA
Qb
HA
HA

I T

QG2

2.92
4.05
3.53
5.50
4.42
4.84
3.81
3.12
3.27
3.56
3.63
5.21
3.11
521
3.59
3.80
3.49
3.50
3.10
3.13
3.71
4.14
4.57
3.80
4.03
3.92
4.83
4.83
4.18
4.49
4.26
3.78
3.68
3.95
4.25
3.48
3.48
4.58
2.47
3.22
5.34
2.22
3.49
2.64

4.77
4.84
4.27
331
5.34
3.94
4.17
5.50
4.18
4.82
4.82
4.77
4.97
4.66
3.62
5.47
4.07
5.50
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#peak560
#peak570
#peak580
#peak583
#peak618
#peak618
#peak636
#peak640
#peak641
#peak642
#peak651
#peak658
#peak659
#peak664
#peak675
#peak677
#peak679
#peak686
#peak690
#peak691
#peak698
#peak703
#peak703
#peak707
#peak716
#peak719
#peak721
#peak721
#peak722
#peak722
#peak723
#peak799
#peak825
#peak868
#peak871
#peak631
#peak832
#peak703
#peak978
#peak1009
#peak1219
#peak1105
#peak642
#peak801

#peak701
#peak704
#peak625
#peak636
#peak665
#peak804
#peak569
#peak812
#peak803
#peak804
#peak806
#peak755
#peak721
#peak720
#peak717
#peak715
#peak699
#peak701

#SUP0.93#QF0.93
#SUP1.00#QF0.93
#SUP0.99#QF0.99
#SUPO0.87#QF0.87
#SUP1.00#QF0.90
#SUP1.00#QF0.90
#SUP0.58#QF0.38
#SUP0.94#QF0.94
#SUPO0.70#QF0.70
#SUPO.70#QF0.60
#SUP0.99#QF0.99
#SUP0.93#QF0.93
#SUP0.88#QF0.88
#SUP0.93#QF0.93
#SUP1.00#QF0.99
#SUP0.99#QF0.99
#SUP0.99#QF0.99
#SUP0.99#QF0.99
#SUP1.00

#SUP1.00

#SUPO0.90#QF0.90
#SUPO0.79#QF0.40
#SUPO0.79#QF0.40
#SUPO0.99#QF0.99
#SUPO0.99#QF0.99
#SUP0.99#QF0.99
#SUP0.99#QF0.34
#SUPO0.99#QF0.34
#SUP1.00#QF0.86
#SUP1.00#QF0.86
#SUP1.00#QF0.30
#SUP0.39#QF0.39
#SUPO0.48#QF0.48
#SUP0.98#QF0.94
#SUP0.87#QF0.59

#SUPO0.84#QF0.67
#SUPO0.45#QF0.45
#SUP0.92#QF0.92
#SUP0.45#QF0.45
#SUPO0.24#QF0.24
#SUP0.99#QF0.34
#SUP1.00

#SUP0.94#QF0.94
#SUPO0.24#QF0.24
#SUPO0.63#QF0.42
#SUP0.98#QF0.98



6 THR QG2
6 THR HG1
23 ALA QB
25 ALA QB
7 ALA QB
14 ALA QB
16 LYS QG
10 LEU QB

11 GLU H
10 LEU H
17 ARG H
13 SER H
16 LYS H
4 SER H
19 SER H
26 ILE H
3 LEU H
21 GLY H
22 ILE H
25 ALA HA
23 ALA HA
10 LEU HA
9 LYS HA
8 LYS HA
22 ILE HA
24 ILE HA
21 GLY QA
20 GLU H
2 TRP QB
17 ARG Qb

20 GLU HB3
20 GLU HB2
26 ILE HB
24 |ILE HB
16 LYS QB
9 LYS QB
3 LEU QB

24 |ILE HG13

16 LYS Qb
21 GLY H

Mittelweit(< i,i+4)
26 ILE QG1
20 GLU QB
20 GLU HA
14 ALA HA
3 LEU QB
3 LEU QB
25 ALA QB
14 ALA HA
14 ALA HA
3 LEU Qab
3 LEU QQb
14 ALA HA

Weitreichend(> i,i+4)

15 LYS H

14 ALA HA
15 LYS HA
15 LYS HA
15 LYS QB
15 LYS HA

14 ALA HA
14 ALA QB

24
26

15
17
11
12
11
18
14
17

20
27

22
23
26
24
11
10

23
25
22
21

18
21
21
27
25
17
10

25
17
22

31
31
31
30
30
30
31
31

ALA
ALA
ILE
ILE
LYS
LYS
ARG
GLU
ASN
GLU
ILE
ALA
ARG
LYS
GLU
GLN
SER
ILE
ALA
ILE
ILE
GLU
LEU
LYS
ALA
ALA
ILE
GLY
LEU
ILE
GLY
GLY
GLN
ALA
ARG
LEU
SER
ALA
ARG
ILE

GLY
ILE
ILE
ARG
LYS
ALA
GLY
ARG
ARG
LYS
ALA
ARG

ARG
ARG
ARG
PRO
PRO
PRO
ARG
ARG

IIIIIIIIIIgIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

T
8=
=

5.49
5.50
3.75
4.51
3.69
3.75
5.50
4.33
4.09
4.89
5.06
3.80
5.45
4.74
5.17
5.50
4.93
4.37
4.65
3.38
2.88
3.38
2.96
2.99
2.64
2.77
2.74
5.50
4.63
5.50
4.91
4.91
4.70
4.18
4.05
4.12
5.03
5.50
4.78
5.34

5.34
5.34
5.50
3.30
5.50
5.50
5.50
4.02
4.02
5.50
5.50
3.39

4.32
4.78
4.03
3.83
4.11
3.83
5.34
4.90
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#peak702
#peak702
#peak692
#peak689
#peak681
#peak685
#peak678
#peak660
#peak53

#peak62

#peak64

#peak73

#peak93

#peak104
#peakl116
#peakl16
#peak126
#peak149
#peak150
#peak498
#peak499
#peak503
#peak513
#peak522
#peak534
#peak542
#peak561
#peak563
#peak581
#peak584
#peak625
#peak630
#peak638
#peak643
#peak649
#peak651
#peak671
#peak674
#peak798
#peak673

#peak670
#peak1247
#peak506
#peak511
#peak669
#peak669
#peak693
#peak790
#peak874
#peak1246
#peak1246
#peak790

#peak129
#peak509
#peak519
#peak782
#peak788
#peak811
#peak775
#peak979

#SUP0.99#QF0.97
#SUP0.99#QF0.97
#SUP1.00

#SUP0.98#QF0.79
#SUP0.82#QF0.82
#SUPO0.73#QF0.73
#SUP1.00#QF0.45
#SUP0.89#QF0.89
#SUPO0.53#QF0.53
#SUPO0.67#QF0.67
#SUPO0.25#QF0.25
#SUPO0.54#QF0.54
#SUP1.00#QF0.36
#SUPO0.66#QF0.66
#SUP1.00#QF0.43
#SUP1.00#QF0.43
#SUP1.00#QF0.86
#SUP0.96#QF0.96
#SUP0.98#QF0.98
#SUP0.62#QF0.21
#SUPO0.53#QF0.53
#SUP1.00#QF0.29
#SUPO0.57#QF0.29
#SUPO0.47#QF0.47
#SUPO0.68#QF0.68
#SUPO0.73#QF0.73
#SUP1.00

#SUPO0.49#QF0.34
#SUP0.98#QF0.98
#SUPO0.97#QF0.97
#SUPO0.70#QF0.70
#SUPO0.78#QF0.78
#SUP1.00#QF0.99
#SUPO0.96#QF0.96
#SUP0.98#QF0.57
#SUP0.99#QF0.99
#SUP0.92#QF0.84
#SUP0.98#QF0.97
#SUP0.32#QF0.32

#SUP0.38#QF0.38
#SUPO0.53#QF0.53
#SUPO0.64#QF0.49
#SUPO0.64#QF0.49
#SUPO0.28#QF0.28
#SUP0.46#QF0.46
#SUP0.88#QF0.80
#SUPO0.61#QF0.48
#SUP0.61#QF0.48

#SUPO.79#QF0.79
#SUPO.75#QF0.75
#SUPO0.72#QF0.72
#SUPO0.56#QF0.56
#SUPO0.58#QF0.58
#SUPO.59#QF0.25



15
15
15
15

LYS
LYS
LYS
LYS

HA
HA

30
30
30
30

PRO
PRO
PRO
PRO

QB
QG
QB
QG

3.71
5.35
3.07
4.68
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