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1. Einleitung

Der Begriff der Antiloise wurdebereits 1889 von Paul Vuillemin gepragt Uaitet sich aus den grie-

chischen Wortern anti (gegen) und bidsben) alf1]. Grob ist darunter die Beziehung verschiede-

ner Organismen einer Art oder unterschiedlicherefwrzu versteha, in der ein Organismus den an-

deren schadigt, am Wachstum hindert und/odétet.

Die Antibiose wurde 192%on Sir Alexander Flemirgeobachtet als er das Protein Lysozym entdeck-

te, welches z.B. in menschlicher Tranenflissigkeit und Huhnereiweil3 vorkondrin der Lagest,

Bakterienkulturen abzutttefi2]. Dieser antibiotische Effekt trat allerdings nur bei Bakterien auf, die

nicht humanpathogen sindBei einer mit einem Pilz kontaminierten Staphylokokkenkultureaner

AgarPlatte entdeckte Flemin$928 erreut einen antibiotischen Effekt, der von dem Pilz auszugehen

schien. Er identifizierte diesen Pilz Blsnicillium notatunund nannte die chemische Substanz mit

dem antibiotischen Effekt PenicilljB]. Er kultivierte den Pilz, testete unterschiedliche humanpatho-

gene Bakterienstamme und identifizierte diejenigen Stamme auf die Penicillin eine antibiotische Wir-

kung hatte.Auch stellte er fest, dass Penicillin im Gegensatz zu anderen antibiotisahetat®zen

nicht fur humane Lymphozyten toxisch iSlie Extraktion konzentrierten, reinen Penicillins gelang

ihm jedoch nicht. Bt nach Einfiihrung dethemisch synthetisierteBulfonamidd4, 5] als Antibiot-

kaund der Entdeckung des ersten antimikrobiellen Pept&svurdenDr. Chain und Sir Floreyf-

merksam auf Penicillin und publizierten 19di@ erfolgreiche Herstellung konzentrierten Penicillins

aus Penicillium notatuni7]. Bereits 1945 wéahrend seines Nobelpreisvortrages machte Fleming auf

die bestehende Gefahr der raschen Resistenzentwicklung der Bakterien aufmédfsam

Dem Penicillinwelches dz

WirkmechanismenTabellel.1).

R SLyctamen gehort, folgten weitere Substanzkks mit anderen

Tabellel.1 Einfihrung neuer antibakterieller Substanzklassen fir die TherapieMenschen nach8]

Jahr Klasse Target Beispiel

1935 Sulfonamidgsynth.) Folséuresynthese Prontosil

1940 i -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.) DNAReplikation Ciprofloxacin
1962 Streptogramine Proteinbiosynthese Pristinamycin
X

2000 Oxazolidione (synth.) Proteinbiosynthese Linezolid

2003 Lipopeptide Bakterielle Membran Daptomycin
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Durch die Behandlung mit einer antibiotischen Substanz entsteht fir Bakterien ein Evolutionsdruck,
der das selektive Uberleben resistenter Bakterienzellen beglnstigt. Es sind bereits eine Vielzahl an
Resistenzmechanismdf] beschrieben undlie medizinische Relevanz multiresistenter Organismen
wird immer gréRer8].

1.1 Antimikrobielle Peptide

Bereits 1939 entdeckte Dubos das erste antimikrobielle P€pfidP)in einemBacillusStamm Bacil-

lus brevi3, welchen er aus dem Erdreich isolief@. Dieses Peptid nannte er Gramicidin und esiwir
noch heute in antibiotischen Komigtiongraparaten zur duleren Anwendung verwendet. Darauf-
hin folgte die Entdeckung weitereméimikrobieller Peptide wie Tyrocidin, welches gegen Grantd
Gram-Bakterien wirkt aber auch fir menschliche Blutzellen ot ist[10]. Dieses wird noch heute

in Kombination mit Gramicidin bei Infektionen der Mundhdhle und des Rachenraums eingesetzt. Es
folgten die Islation des pflanzlichen Purothionins, welches fir Pilze und einige pathogene Bakterien-
stamme toxisch igtl1] und desDefensirs, das erste entdeckte tierische AMP, isoliert aus Heuko-
zyten von Kaninche[l2]. Mit der Zeit wurden immer neue AMPs entdeckt und charakterisiert. Sie
kommen sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten vor und haberefisctie Organismen meist
eine bedeutende Funktion béier Immunabwehr. Auch ihr Wirkungsspektrum stellt sich als deutlich
breiter heraus, als zu Beginn gedacb sind inzwischen nicht nur antibakterieflendern auch an-
tivirale, antifungale[13], antiparasitdre und antitumorale Peptide bekard#, 15]. Einige haben
zusdzlichchemotaktische Aktivita16]. Fur Invertebraten sind AMPs die Haupteffektormolekiis
Immunsystems und ihre Produktionngioft durch Kontakt mit pathogenen Bakterien ausge[ds].

In Vertebraten beeinflussen AMPs audas adaptivdmmunsysteni18].

Bei antimikrobiellen Peptidehandelt es sich zumeist um maximal 100 Aminosddange Peptide,
welche keine Funktionspezifische Konsensussequenz sondern ahnligenschaften wie positive
Ladung, hydrophobe Bereiche und amphipathische Struktbesitzen Klassifiziert werden kdren
AMPs aufgrund ihrer hohen Variabilithtsher nach Herkunft, biologischer Aktivitat (antibakteriell,
antiviral etc.) und nde strukturellen Gesichtspunktdgi4].

1.1.1 Einteilung nach Herkunft

Antimikrobielle Peptide kommen ubiquitar vor. DMobildungl.1 zeigt die Haufigkeiten der AMPs
die in derAntimicrobial Peptide Databag&DP) 19, 20] im Marz 2013 erfasst warelie haufigsten
Quellen sind daben aufsteigender Reihenfoldggakterien, Pflanzen und Tiere.

Baderiocine

Die AMPs der Bakterien wexd Bacteriocine genannt und dienen der Antibiose gegeniber konkur-
rierenden Bakteriengattungen. Das erste entdeckte Bakteriocin war Colicin, welches toxisatofiir

ist [21]. Es folgten das schon erwdhnied von Dubo®t al. entdeckteGramicidin[6] und die Bacte-
riocine von Milchs&aurebakterier{lactic acid bacterialLAB) welchdir die Konservierungon Le-
bensmitteln eingesetzt werdefil4]. Bacteriocineaus GramBakterienwerden grob in zwei unter-
schiedliche Kssen unterteilt: Lantibiotika unichtLantibiotika.Lantibiotika werderposttranslati-

onal modifiziert undvurdenaufgrund eines ihnen gemeinsamen intramolekularen Rirgdn den
11



ThioetherAminosauren Lan un®lethylanthionin geformt wird, Lantibtika genannt. Zu den be-
kanntesten Vertretern gehdren Nisine, Ericine und Lactaddie.NichtLantibiotika sind einesehr
heterogene Gruppe von Peptiden die kein Lanthionin altén und aus Aminosauren ohne chemi-
sche Modifikationen besteherDie Bacteriocine von GrasBakterien werden irposttranslational
modifizierteMicrocine (<&Da), Microcinenit Disulfidbriicken oder lineare Peptide mité&@minaler
chemischer Modifikatior§5-10 kDa) und Colicine (>KDa) unterteilt{14].

synthetisch;
_34; 2%

_Bakterien;
~181; 8%

.~ Protozoen ; 5;

! 0%

‘_ Pilze ; 10;
1%

ﬁﬂanzen; 293;
13%

Abbildungl1.1 Urspriingeder in der ADP erfassteAMPs nact22] modifiziert

Pflanzliche AMPs

Pflanzliche AMPwerden nach Sequenzéhnlichkeitd Cysteinmotiven in 7 Familien untertdit3].

Dazu gehoren die Defensine und Thionine als bekannteste Familien. Diese werden smsttutk/

als auch bemikrobielle Infektion von Pflanzen gebildeie meisén dieser Peptide attackieren die
auRere Membran der Mikrobefil4]. Sie sind vorwiegend positiv geladen und besitzen meist eine
durch die Disulfidbriicken stabilister Tertiarstruktur. Thionine wirken antibakterigl4] und De-
fensine eher antifungdll3]. Eine weitere Familie der pflanzlichen AMPs sind die Cyclotide, welche
27-37 Aminosaurenlang sindund sechs Cysteine besitzen die drei Disulfidbriicken ausbilden.
Dadurch bildet sich ein typisches CystKimtenMotiv aus[25]. Cyclotidesind insektizide Peptide,

die aber auch antimikrobielle und antivirale Eigenschaften besitz4n

Tierische AMPs

Sowohl Vertebraten als audhvertebraten produzieren AMPs, meistens insbesondere dort, wo sie
Kontakt zu Mikroben haben (z.B. Epithelig2§]. Diese AMPs sind Bestandteil des angeborenen Im-
munsystemsEine Klassifizierung ist hier sehr komplBxe entdeckten AMPs der Amphibien, der
Insekten und der Séugetiere sind zahlenmaliig dominierBiel AMPs der Amphibien sind sequenti-

ell sehr divers und werden nach strukturellen Gesichtspunkten geordnet. So gibt es lineare kationi-
a4 0KS | YLK AhelikalekPeptid® [r&l kationische Peptide mit einerte@ninalen Uber eine
Disulfidbriickeverbunderen Loop.Die Magainine, Dermaseptinend Temporine gehdren zur Gruppe

RS NJ f A ¥iclikaldiiEP¢ptide, wahrend diBrevinineeinen Gterminalen Disulfieoopbesitzen.

Viele dieser AMPs haben eine weitreichende Toxizitat gegen Bakterien, Pilze und &rfidro

%dz RSY ! at a RSNJ Ly as {-helkalen GeSriping BigulfidRiickandbifdgh8el NSy N
Defensine und Prolireiche Peptidg14]. Diese sind meist antibaktiell und antifungal und werden

als Antwot auf eine Infektion produziert.
12



Die bekanntesten Familien der AMPs in S&ugetieren sind die Defensine, die Cathelicidine und die
Histatine. Cathelicidinéilden eine Gruppe von Peptiden mit einer konservierteAekminalen

a/ I (&8 NK WrhRzdeNZ7] und einem Gterminalen antinikrobiellen kationischen Peptid
(Cathelicidin) welches sehr varialsein kann.Diese AMPs wirken schnell und haben ein breites an-
timikrobielles Wirkspektruni28, 29]. Bekannte Cathelicidine sind das humane3LZL das murine
CRAMP, RB9 aus dem Schwein und Protegririzie Defensine der 8§etiere sind Cysteireiche
Peptide mit intramolekularen Disulfidbriicken und entfernt verwandt mit den Insekted Pflan-
zenDefensinen[30]. Sie sind aktiv gegen Bakterien, Pilze und behillte {B&n32]. Sie werden

' YKFYR RSNJ 5AadzZ FA-RE RN Q EESTSSE/AaA 336k Sk, Riele” digser h
AMPs haben zusatzlich chemotaktische Wirkungen. Histatine sind Higtidne Peptide, hemmen
bakterielle Proteasen und sind sowohl antibakterddl auch antifungadktiv[33].

1.1.2 Einteilung nach strukturellen Merkmalen

lata 11 yySy 3INHKSRAS IR byd udskuktbrierten Peptiden uatschie-
den werden[14].

Y%dz REEajblatthaltigen! at & 3 S K I-hhiligFPeRideSindidie Defensine. Bekda Vertre-
ter sind Protegrin [34], Lactoferricin{35] dzy’ RDefensin3 (HBE3) [36]. Diese attackieren die Bak-
terienmembran, haben allerdings haufig auch intrazellulare Zielstrukturen mit denen sie irdegagi
und die Bakterien schadigen. Zusatzlich besitzen ebéfensine chemotaktische AktivitHt6].
Unstrukturierte AMPs sind meist sehr Argiifiryptophan und Prolirhaltig, wie Indolicidin und
Tritrpticin, welche antibakteriell wirksam sindiese Peptide stdren meist nicmiir die Membranin-
tegritat, sondern haben intrazellulare Angriffspunk8f-40Q].

5 A Shelikalen Rptide nehmen ihre Struktur meisgrst in hydrophober Umgebung amd sind sehr
gut untersucht. Bekannte Vertreter sind-37 [41], Magainin[42], sowie die Cecropinpt3]. Diese
Peptide sind dafur bekannt vorrangiie Membran zu schadigef87]. Bufoin 1l bildet mit seiner
Fahigkeit durch die Membran zu transierenund mit DNA zu interagieren eine Ausnahme unter
R S yhelikalen AMP§44, 45].

1.1.3 Y I A 2 y-Helka&lekASMPs'und ihr Wirkmechanismus

Der GrofRteil del.J2 a A G A @ =h8ikaleiRPSpfide ynteragiert mit Membranbestandteilen der
Bakterien. Interessanterweise haben viele dieddPseine Spezifitafir ProkaryoteaAMembranen

und innerhalb dieser Gruppe wiederum viele eine Spezifitat fir Grader Gram-Bakterien Der
genaue Grund fur die Selektivitat konnte noch nicht definitiv bestimmt werden. Dies hangt sicherlich
damit zusammen, dass noch kaumfiditive Mechanismen der Interaktion von Peptid mit Membran
aufgeklart sind, was wiederuneme Ursache in dem recht vag®vissen Uber die bakterielle Memb-
ranarchitektur und Zusammensetzung hda diese sowohl innerhalb eines Bakterienstammes als
auch zvischen den Bakterienstammesariiert (Abbildungl.2) [46].
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Abbildung1.2 Aufbau bakterieller Biomembranemach[46] modifiziert

CAP = kovalent gebundenes Protainvalently attached protejn IMP = in-

tegrales Membranprotein|L.P = Lipoprotein, LPS = Lipopabcharid, LTA =
Lipoteichonsaure, OMP = @eres Membranproteinquter membrane pro-

tein), WTA = Zellwand Teichonsaunal| teichoic aciyl

Die Begrundung der Spezifitat liegt sicher in der Membrankomposition. Dabei werden als Haupt-
grinde fur die Selektivitat die neutrale Lipaposition (Phosphadylcholin, Sphingomyelin) und

der Cholesterolgehaltler EukaryoteiMembran angegeberj47-50Q]. Viele der Membraraktiven

AMPs konnen zusatzlich LPS binden und réeigen damit fir die Membranoberflachenstabilitat
notwendige Kalziumund Magnesiumionen aus deren Bindetaschen, welche carboxylierte und phos-
phorylierte Lipidkopfgruppen miteinander quervernetzen. Somit kdnnen sie die Efatde der LRS

Schicht durchdrigen[51, 52].

CNNJ RAS LYyGSNr{aGA2y YAG RSNJ . F{GSNASYyYBavde NI y 3IA
{ O I -M&él [5355], dasa tréda-t 2 N¥bdell [37, 56] und das o / I NIAMISéIl [57-59]

(Abbildung 1.3). Alle drei Modelle haben als Ausgangisaiion unstrukturierte AMPs in wassriger

' Y3Sodzyd 3ASYSAyalyYI RAS aA0K Rdz2NOK . AYRSY |y R
| St A0Sa AGNYzl GdzZNASNBY dzyR YAG RSY K@RNRBRB#K206SY !
re{ O I -MI&él ist das dltest Modell und beschreibt, dass die AMPs durch direktes Eindringen in

die Membran Poren formen. Dabei bilden sie innerhalb der Membran Oligomere. Durch Rekrutierung
weiterer AMRMonomere kann die Pore vergroRert werden. Die hydrophilen Anteile der AMPs bil-

den dabei das Lumen der Pore. tmirédat-t 2 N¥bdell formen die AMPs ein Biindel innerhalb der

Membran, was die Lipidschicht dazu zwingt sich zu krimmen, sodass die Membranlipidenm

AMPs die Pore formen. lon / | N1ASMBdéll bedecken die Peptide @iMembran undwirken ab

einer bestimmten Konzentration wigin Detergens, die Membran zerfallt, was zur Lyse der Bakterien

fuhrt [60Q].
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Zellmembran AMP in wassriger Umgebung
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e

Abbildung 1.3 Membraninteraktionsmodelle der AMPs nadi60] modifiziert
Dargestellt sind drei Intél | G A 2 y a-heik&ed AMPS. Die hydrophoben
(blau) Anteile der AMPs und die hydrophilen Anteile (rot) sind gekennzeichnet.

1.1.4 Intrazellulare Angriffspunkte

Neben den AMRBswelchevorrangg Membraren angreifen gibt eswie bereits erwdhntAMPsdie
durchdie Bakterienmembran gelangen und mit intrazellularemul8uren interagieren und sBakte-
rien abtdten. Einige inhibieren die DNANnd Proteinsynthese wie Buforih[61], Indolicidin [40] und
PR39[27].

1.1.5 Potentiele Anwendungen

Antimikrobielle Peptide besitzen eine Vielzahl von Anwendungsmdéglichkeiten. Zur auzeren Anwen-
dung bei Infektionen werden Substanzen wie Gramicidin, Tyrocidin, PolyBiywid Daptomycin
verwendet[62]. Auch der Einsatz von freigf3] sowie Oberflachemgebundenen AMPES4, 65] zur
Bidfilmbekanpfung wird untersucht. Systemische Anwendungen der AMPs wurden ebenfalls unter-
sucht, ware aber bisher wenig erfolgreich da hier verstarkt Toxizitatsprobleme auftié@n

1.1.6 Resstenzen

Wie bei den Antibiotika gibt es auch gegen AMPs Resistenzentwicklungerresistente Bakterien
besitzen haufig verschiedene und Uberlappende Resistenzstrategien die Qjenonregulierte
Stressreaktionerkontrolliert werden[67]. Ein Mechanismus ist die Veranderung der bakteriellen
Membranzusammensetzung. Ein Beispiel ist die Reduzierung der negativen Ladung der Oberflache
durch Maskierung des negatijeladenen LPS.ipid A durch Anfiigen von Ethanolamimdu
4-Amino-4-deoxyT-arabirose in GramBakterien[68] und die DAlanylierung von Teidms&uren

bzw. die Inkorporation von-Lysin in Phosphatidylglycerol bei GralBakterien[69]. Einige Bakterien
haben sogar die Fahigkeit, kationische AMPs in ihrer Umgebung zu detektieren und daraufhin die
enzymatische LP®odifikation zu aktivieref70]. Andere Bakterienstdmme steigern durch verschie-
dene Mechanismen die Rigiditat der Membran oder produzieren Kapg&lrv2]. Weitere Mecha-
nismen sind die Modulation der AMBenexpression, die Ausbildung widerstandsfahiger Biofiliee

Kationenchelatierende DNA sekretierdid3, 74], Abbau der Peptide durch bakterielle Protea§éh
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76], EffluxPumpen[77] und das Abfangen von AMPs darsekretierte Proteine mit AMHR(ffinitat

[78] und bakterielle Oberflachenproteing79]. Bei diesen Resistenzmechanismen handelt es sich
zumeist um durch Koevolution von Wirtsorganiss und Pathogen entstandene Mechanisnjé|.
Generell treten Resistenzen gegen AMPs deutlich seltanéals bei der Antibiotikatherapig66].
Nicht zuletzt, weil AMPs haufigehrere antibakterielle Mechanismen verfolgendueinekomplette
Resistenizm Falle vieler AMPaumBespielnur durch eine gravierend&nderung der Membranarchi-
tektur erreichbar warg60].

1.2 Ceropine

/ SONR LA y S 3 Shelikhld vntirhikdpbi®iényPeptiden, welche Teil des-izelen Immun-

systems in Insekten singhd deren Expression durch Infektion induziert wiBknannt wurden sie

von Hultmarket al. und Steineret al. die sie zuerst aus deluppen des Nachtfalteddylaphora ce-
cropiaisolierten und charakterisiertefB80, 81]. Sie isolierten Ceopin A und B und spater auch Ce-

cropin D[82] ausHylaphora cecropidn den folgenden Jabn wurden Aquivalente dies Cecropine

aus anderen SchmetterlingsarteRliegenartenund Spulviirmern isoliert. Alle Cecropine haben ei-

nen NTerminus mit vielen positiven Ladungen und einen hydrophobmeist amidierten

CTerminus. Konserviert sind das Tiggphan an Positior2, die Lysine an Positi@&und 9, sowie

Arginin an Position 1pL7]. Cecropine werden als geére Vorlauferproteine mit ungéhr 60 Amino-

sauren exprimiert und von einer Dipeptidylpeptidase prozes$&sjt Die erste Struktur eines Cecro-

pins wurde 1987 von Hola#t. alin 15%1,1,1,3,3,3Hexafluora2-propanol (HFIPgel6st und als ein

Peptidl dza I-Hel®ds dié durch ein GlyeRrolina D S f @gbidinden sind, charakterisier2011

wurde die Struktur von Papiliocin (aBswpilio xuthul ein Cecropiréhnliches Peptid (78 Sequenz-

homologie zu Cecropif), in DodecylphosphocholiMizellen (DRC) mit NMRSpektroskopiggeldst.

Die Struktur besteht ebenfalls aus zwei Helices die durch ein flexibles-Btptima DSt Sy 1 a YA G S
nander verbunden sin(Abbildungl.4) [84].

N C:Terminus . £ _C-Terminus
o ,-_31\-,7.:7‘_.; 4 ( "r'
~k ';&(
N-Terminus ~

Abbildung 1.4 Struktur von Papiliocin in 30nM ¢DPG
Mizellen nach[84] modif.

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

Die Cecropine besitzen ein breites Wirkspektrum. So sind Cedkopimal B toxisch fur Gramund
Gram-Bakterien, wahrend Cecropid nur furE.coli und Acinetobacter calcoaceticusxisch ist{85].

Es wurde auch gezeigt, dass Cecropine selektiv Bakterien lysieren und nicht eukaryotischamdellen
dass diese bakterielle lse stéchiometrisch verlauf81]. Uber die Synthese vdEnantiomeren und
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die Determinierung der Toxizitat derGecropine und ECecropine konnte gezeigt werden, dass diese
nicht mit bakteriellen Strukturen interagieren, welche Chiralitat fur die Interaktion erfordern (z.B.
Rezeptoren)[86]. Neueste Studien am Cecroginlichen Peptid Palcin mit LPStimulierten
Mausmakrophagen weisen dem Peptid anfiammatorische Aktivitat nacf84].

Als positiv geladene-helikale Peptidegehdren Cecropineu den AMPsdie bakterielle Membranen
lysieren. Der Mechanismus ist hierbei nicht eindeutig geklart, aber es gibt fiur jedes Modell unterstit-
zende StudienStudien von Christenseet al. mit Cecropinen undinstlichenLipiddoppelschichten
propagieren spanmgsabhéngige Porel87], Gazitet al. propagieren fir die Cecropine aus Faden-
wiirmern einena / | MI1ISWEcthanismug88, 89] und Gregoryet al. sprechen von einer ungeord-
neten undefinierten Pore die deo ¢ 2 N2 2 Ribtell am nachsten komnjo0).

1.3 Cecropin P1

CecropirPl (P sporcineengl. fir aus dem Schwein stammend) wurde 1989 aus dem Schweinedarm
isoliert und zunéchst fiir das erste Saugetxcropin gehaltefi9l]. Erst 2003 wurde klar, dass Ce-
cropinP1 von SpulwirmernA&caris suum, Ascaris lumbricoid€sxocara canjggebildet wird, wel-

che im Darm ihres Wirts einer Vielzahl von Bakterien ausgesetz{%#hdPillaiet al. suchten nach

der Entdeckung der fir GrarBakterien toxischen ASABRs¢aris suum antibacterial factgraach
neuen Transkripterwelche durch bakterielle Injektion isscaris suunmduziert werden. Dabei iden-
tifizierten sie CecropiP1l und drei weitere \f@anten, welche sie Cecropi®2, P3 und P4 nannten
[93]. Abbildungl.5 zeigt die Sequenzen der vier Proteine. Die CecrBfeptide weden als gréRere
Vorlauferproteine mit einer sekretorischen Signalsequenz afefthinus und einer @rminalen
Pro-Region die durch die Prozessieruegtfernt wird, produziert. Die dtrabasische Sequenz
w@Qowkl Oww GANR @2y t NRGSI &S yAucts dig Meymyndle Seguenz 3Sa OK
9{ @{2[{Y¢ ¢ CoPpirBYyliagti® BHéndatz zu den Insektencecropinen nicht amidiert
vor, ist amidiert aber toxischer fiir GramBakerien [91]. Auch Cecropi®24 sind wie CecropirP1

am CGTerminusnicht 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__+RRXVst——xsxx-+#x#xxxxx#xstE+

berechneter pl : ; berechneter pl

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

Abbildung1.5 Sequenzen der Cecroph Peptide vorAscaris suunmach[93] modif.
Gezeigt md die Sequenzen der Vorlauferproteine. Die tetrabasische Schnittstelle ist unterstrichen. * = hydrophobe Amino-
sauren (AS), # = hydrophile AS, + = basische=/saure AS, + = geladene AS, x = nicht konserviert

17



1.1.7 Toxizitdt von CecropiRl

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

Wahrend Leect al. die Toxizitat des Cecropiil bestimmten und zu dem Schluss kamen, dass es
hauptséachlich aktiv gegen GraBakterien ist(E.coli, Salmonella typhimurium, Acinetobacter cal-
coaceticus, Proteus vulgarBseudomonas aeruginosachien es in dewon Pillaiet al. durchgefiuhr-

ten Testsgleich toxisch zu seifauch inS.aureus, Bsubtilis, M.luteus. Diese Unterschiede kénnen
nur durch die Methodik der Toxizitatsermittlung erklart werden, da z.B. der gl8cgreusStamm
genutzt wurde(Tabellel.2). Innerhdb der vier CecropiR Peptide gab es kaum Toxizitatsunterschie-
de, sodass di@orhandenen Sequenzvariationen keinen signifikanten Unterschied fur die Toxizitat
machen(Abbildungl.5) [93].

Tabellel.2 Bestimmte MIGWerte fir CecropirP1

Organismus MIC[uM] Quelle
E.coli (verschied. Stamme) 0,20,9 [94
0,3 [88]
0,40,8 [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 (Polymyxif resistent) 2 [97]
K. pneumoniae 1,6 [95]
P. mirahlis >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 [97]
S.aureus > 520 [97]
0,6 [93]
S. cerevisiae 90 [93]
C. albcans 60 [93]

CecropirPl lysiert Bakterien wie Insektencecropine auf eine stéchiometrische Weise und ist fur
E.coli gleichbleibend toxischunabhangig von einevorgeschéadigten auf3eren Bakterienmembran
[94]. Arcidiaconcet al. stellten fest, dass Bakterien die mit einer minimalen inhibitorischen Konzent-
ration von Cecropif?l inkubiert weden in weniger als 3fin getotet werden. Weiterhin weisen sie
nach, dass Cecropiil LPS bdet, diese Bindung aber nichokzentrationsabhéngig isf96).
Vunnamet al. synthetisierten und testeten unterschiedliche CecropihVariationen. Dazu gehdrten
das DEnantiomer, CecropiRl Retrosequenz und die Retrosequenz sahbellich mit
D-Aminosauren. Zusatzlich wurden all diese Peptide miirisinaler Acetyierung bzw. @erminaler
Amidierung getestet. Di&ntersuchung des Effektes auf die Toxizitat @g¢erminalen Amidierung
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von CecropifP1von Vunnanet al. bestatigte die schon von Les al. beobachtete gesteigerte Toxi-
zitat gegenuber GrafrBakterien. D8 Nterminal acetylierten Peptide waren inaktiv, wodurch die
Autoren schlussfolgerten, dass ein freieffBrminus fir die Toxizitat wichtig ist. Die Verwendung von
D-Enantiomer CecropiR1 hatte keien signifikanten Effekt, sodass vermutet wurdass dieChirali-

tat des Peptids die Toxizitat nicht beeinflugas).

Gazitet al. entwarfen ein CecropiR1 mit einem Prolin an Position 22, welches in den Insektence-
cropinen konserviert ist. Dies fuhrte zu einer deutlichen Verminderung derif&xiz allen geteste-

ten Bakterienstammeif88].

1.1.8 CecropinP1 und Membranen

Im Jahr 1992 publizierten Sipes$ al. die mittels NMRSpektroskopie ermitteltedreidimensionale
Struktur von CecropiR1 in 3®%deuteriertem HFIR welches als hydrophobe Umgebung die Memb-
ran nachahmen sollteSie postulierten, dasCecropirP1 im Gegensatz zu den Insektencecropinen
SAYS R dzNO-Keikal& SrykRiSeinhimmt, da das Prolin an Position 22 zu dem flexiblen Gly-
cinProlina D S f &ig &sdn Insektencecropinerorkommt, fehlt[99]. Daraus wurde geschluss-

gert, dass CecropiRl andersnit der Bakterienmembran interagrt als die Insktencecropine[89].
Gazitet al. fuhrten mit nicht in ihrer Toxizitat beintrachtigten-fdrminal Fluorophoimarkiertem
CecropinP1-Peptiden Bindungsstudien durctie zeigten, dass Cecrogfi besser amsaure Phos-
phatidylserin/PhosphatidylcholiP3PC}Vesikel bindet als an zwitterionische Phosphatidylcholin
Vesikel. AuBerdem stellten sie fest,sdaCecropirPl die Vesikdbei Peptidkonzentrationen, die zur
Ausbitlung einer durchgehenden Peptidschicht genigeermeabilisiert[88]. In weiteren Studien
untersuchen sie die Orientierung des Cecrdpin an multiplen Phophatidyethanola-
min/PhosphatidylglycerefPEPG-Lipiddoppelschichtenwelche die bakterielle Membran imitieren
soltend { AS aiGStft Sy RI-befikale ShrukiyirSlesNPopBds Iest GnehBeyidthe an-
nahernd parallele Orientierung zur Membranoberflache, wobei Ceci®pinicht in den Kohlenwas-
serstoffkern der Membranen eindringt. Aus diesem Grund postaliersie einen o / | NIAS (S &
Mechanismug89].

1.1.9 Anwendungsansétze flr Cecropti

Smeiano\et al. untersuchten die Toxizitat von HA.37 und CecropiPl fir sechs uropatlgene Bak-
terienstdmme und flnfLactobacillusStamme. Fir alle uropathogenen Stamme stellte sich Cecro-
pin P1 als toxisch heraus, wahrend es fir keinenldmtobacillusStamme toxisch war. Smeianev

al. sehen darin potentiellen Nutzen bei der lokalen Beatiang von Harnwegsinfektiong85].
Zakharchenkeet al. generierten transgene Pflanzen (Leindott&€amelina sativa welche das syn-
thetische Gen fur Cecropiil truigen und auch exprimierten. Deren Pflanzenextrakte waren antimik-
robiell aktiv gegen das PflanzenpathogEmwinia carotovoraund die Pflanzen der oF und k-
Generationwiesenkeine phanotypische Veranderumgf. Zusatzlich waren die transgenen Pflanzen
resistenter gegeniber Stress durch hohe Salzkonzentratifh@®}. Zakharchenket al. diskuieren
aufgrund ihrer Ergebnisse das Verwenden von Cecii@pials Transgen im Pflanzenschutz.

Weiterhin wurde die potentielle Verwendung von Cecropihals Biosensor untersucht. Gregety

al. banden dafiir CecropiR1 kovalent auf Mikrotiterplatten undrimobilisierten soE.coliK12 und
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E.coli O157:H7, wobei die Immobilisation vdhcoli O157:H7deutlich starker ausfie]101]. Diese
Arbeiten wurdervon Strauset al. fortgefuhrt. Sie immobilisierten Cecrogil auf unterschiedlichen
Oberflachen und untersuchten den Einfluss dieser unterschiedlichen Oberflachen auf die Toxizitat
des Cecropi®l. Die Toxizitat war dabei stark abhangig von der Immatiissmethode. @erminal
tber eine Thiolbindun@uf Goldimmobilisiertes CecropiR1-Cys konnte nur 4 der 12 getesteten
E.colirStamme toten, wahrend das an Silikonnitrit gebundene Ceci@piralle 12 Stamme tdten
konnte. Weiterhin stellten sie fest, dase Anhaftung der Bakterien an Cecropibh fur E.colr
Stdmme mit langen @ntigen am starksten wafl02Z]. Im Zusammenhang mit der Nutzung von
AMPs als BiossorenuntersuchtenHan et al. ebenfallsdie CecropirPl-Immobilisierung undon-
formation auf einer Polymeroberflache. Sie verwendetesie Strausset al. CecropinP1l mit
Cterminalem Cystein und zeigtemlass das auf dePolystyreaMaleimid-Oberflache immoliiserte
Cecropin P1 in 50 mM Kaliumphosptatzf ¥ S NE  LdhelikalesStruktBrieiyirinme, obwohl es
in wassrigen Puffesungen unstrukturiert vorliedl03)].

1.4 Zielsetzung

Antimikrobielle Peptide sind natirlich vorkommende Peptide mit einem breiten Wirkspektrum gegen
eine Vielzahl vompathogenenMikroorganismen lhre Toxizitat ist dabeselektiv fir diese Pathogene

und multifaktoriell, sodass eine Resistenzeitkiung unwahrscheinlicher wird. Ein weiterer Vorteil
gegenuber konventionellen Antibiéi ist die Toxizitdt gegenuberuftiresistenten Erregern, die
Fahigkeit Endotoxineu neutralisieren und das Immsiystem durch verschilene Mechanismen zu
unterstiitzen (z.B. Chemotaxigp6]. Dies macht sie fir die medizinische Anwendung dufR3erst interes-

&l y i dhelikdled 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 Membrahl Ky £ A OKSNJ ! Y3 S0 dzy 3 -hdlildden| SYukifrdnLiditahn K A & O K &
und die Membranen lysieren. Um diese Peptide medizinisch einsetzen zu kénnen, muissen diese
pharmakologisch optimiert werden (z.® m{ G 60 Af AGNG X RBIDMNG Gpnzierumg{ LIST A F
solcher Peptide ist es hilfreich den genauen Wirkmechanismus maglichst detailliert aufzuklaren und
die fur die Toxizitat und Spezifitdt notwendigen Charakteristika der Peptide zu identifizieren.

Ziel dieser Arbeit war die systematische/ i S NB dzOK dzy' 3 Shelk&len AMPS tnit bakfed Sy b
riellen Membranen als Zielstruktur. Zu diesem Zweck sollte zunachst das AMP CBérogkombi-

nant und**N-markiert hergestelltverden um anschlieRenaeine Charakterisierung der Struktur und
Dynanik des Peptides durchzufihren. Weiterhin sollten Methoden zur Erfassung der Toxizitat von
CecropinP1 laborintern etabliert werderum mit Hilfe von entwickelten Cecropii-Varianten die

flr die Toxizitat wichtigen Parameter (Hydrophobizitat, Lange, Ladyrajtativ und quantitativ zu
bestimmen. Diese Arbeiten sollen die Grundvorausset4unglie Entschlisselung des Membranin-
teraktionsmechanismus und die systematische Charakterisierung der fur die Toxizitat wichtigen Ei-
genstaften schaffen. AnschlieRenalbe es moglichsein dieses Wissen auf dhnliche Peptide zu
Ubertragen und ein rationaleBesignmedizinisch einsetzbarer antimikrobieller Peptide zu erleich-

tern.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalia

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Laborchialien wurden von den Herstellern Roth (Karlsruhe),
SigmaAldrich (Seelze) und Merck (Darmstadt) bezogen.

Name Hersteller
AA/Bis Rotiphorese Gel 30 Roth
Agarose Roth
N-Ammoniumchlorid NH,CI) Cambridge Isotopes
Ammoniunperoxodisulfat (APS) Roth
Antifoam Sigma
Biotin AppliGiem
BSA NEBRoth
Calciumchlorid Dihydrat Roth
Chloramphenicol Roth
Cmomassie Brilliant Blue-&50 Serva
5-Cyana2,3-di-(p-tolyl)tetrazolium chloride (CTC Sigma
Deuteriumoxid (0) 999 % Deutero GmbH
Dithiothreitol (DTT) Biomol
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
D-Saccharose Roth
Eisen(ll)Citrat SigmaAldrich
Ethylendiamintetraessigsawdi-Natriumsalz (EDTA) Roth
Ethidumbromid Roth
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Calbiochem
Fleischextrakt Fluka
Hefeextrakt Roth
Isopropy¥ -D-thiogalactopyranosid (IPTG) Applichem
Glucose Roth
Glycerin 86% Roth
Kaliumdihydrogenphosphat Roth
Kaliumchlorid Roth
Kanamycinsulfat Roth
Magnesiumsulfat Fluka
Natriumazid Roth
Natriumcholat Applichem
Natriumdihydrogenphosphat Heptahydrat Roth
Natriumdihydrogenphosphaivasserfre) Roth
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Natriumchlorid Roth

Orange G Roth
Pepton Fluka
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth
POPE Avanti Polar Lipids
POPG Sigma
Natriumlaurylsulfat (SDS) Roth
TBMedium Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Thiaminchloriehydrochlorid (Vitamin B Merck
Tris(hydroxymethyfaminomethan (Tris) Roth
Tricin Roth
Triton %100 Applichem
Trypton Roth
Tween20 Roth
2.1.2 Marker

Als DNAMarker wurden die 100 bp und 1 Kuickoad-Marker von NEB genutzt. Die verwendeten
Proteinmarker sind delPage Ruler unstained broad ranged low rangeder Firma Thermo Scientific
(Abbildung2.1).

kDa kDa
— =100 —— =250
——=150
=30 =100
& &
-10 -30
—=20
2 -15
-3,4 =10
5
PRuLR PRuBR

Abbildung2.1 verwendete Proteinmarker
PRULR =Page Ruler unstained broad
range PRuBR= Page Ruler unstained
broad range

2.1.3 Puffer, Lésungen und Kits

CoomassieFarbeldsung 1,25g Comassie BB 25G
227ml Ethanol
46ml Essigsaure
227ml H,0
Entfarbelésung 50 ml Essigséaure
75 ml Ethanol
875 ml HO
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FPLcPuffer

Basispuffer
Bindepuffer Basispuffer +
Waschpuffer Basispuffer +
Elutionspuffer Basispuffer +
Gelfiltrationspuffer
NMRProbenpuffer
Kaliumphosphatpuffer
Transferpuffer
TrisTricinGele[104]
AnodenPuffer
GelPuffer
KathodenPufer
Probenpuffer (4x) 4 ml
4.8 ml
164¢g
4 mg
optional

TrisAcetatEDTAPuffer (1x) (TAPRuffer)

TS250x)

23

50 mM
150 mM
20 mM
1%

50 mM
0,25 M
50 mM
150 mM

50 mM

25mM
192 mM
20%

0,2M

3M
0,3%

0,1M
0,1M
0,1%
05M
86 %

ad
0,05 M

40 mM
1mM
20 mM

2M
50 mM

Tris/HCI pH 8.0
NacCl

Imidazol

Triton
Natriumchdat
Imidazol
Tris/HCpH 80
NaCl

pH 6,5

Tris pH 8,3
Glycin
Methanol

Tris/HCI pH 8,9

Tris/HCpH 8,45
SDS

Tris

Tricin

SDS

Tris/HCI pH 6,8
Glycerin

Ss

Caomassie BB 25G
10 ml mit ddHO
DTT vor Gebrauch

TrispH 8,5
EDTAN&-Salz
Essigsaure

TrisAcetatpH 8,3
EDTA



10xPBS

80¢g NacCl

29 KCI

14,199 NaHPQ (wasserfrei)

2,49 KHPQ

adpH 7,4 HCI

ad1l ddHO
1000 x Spurenelemente

20 mM Cad

10 mM MnCb

10 mM ZnSQ

2 mM Cod

2 mM Cud

2mM NiCh

2 mM NaeMoOy

2mM NaSeQ

2mM H:BQ

C autoklavieren und danach mit 100 mM FeGh
120 mM HCI geldst) 1:1 mischen.

Kits

DNA Pré&parationskit Mini: Nucleo Spin®Plagd (MachereyNagel)

Gelreinigungsit: Nucleo Spin®Extrac{Macherey Nagel)

Zieberichtete Mutagenese QuikChange SitBirected MutagenesiKit (Agilent
Technologies)

PierceECL Substrate Thermo Scientific

2.1.4 Nahrmedien

Autoinduktionsmedium N052-Medium[105]
50 mM NaHPO4
50 mM KHPQ
lg NH,CI
2mM MgSQ
0,2x  Spurenelemente 1000 x
0,5 % Glycerol
0,05% Glucose
0,2 % Lactose
ad 1 I mit ddHO, pH 7,4 eingestellt mit NaOH
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LBMedium

LBAgarPlatten

MH-Medium (Fluka)

MH-Agar (Roth)

M9-Minimalmedium

59 Hefeextrakt

10g Trypton

10g NaCl

ad 1 I mit ddHO, pH 7,4 eingestellt mit NaOH

15g Agar
ad 11 LBMedium

23g MH-Medium
ad 1 | mit ddHO

38g MH-Agar
ad 1 I mit ddHO

48 mM NgHPQ

39 KHPQ

05g NacCl

1g BNHCI

2mM MgSQ

2ml  TS250 x

10 mM Fe(lll)Citrat

20 ml 20% Glucose
100l 1M CadGl

100 pl 0,5%Vitamin B
ad 1 I mit ddHO, pH 7,4 eingestellt mit NaOH

Minimales PhosphatmediurfMedium P)Y105

SO&Medium

50 mM NaHPQ

50 mM KHPQ

5mM NaSQ

2mM MgSQ

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

4 g/l Glucose

10 mg Thiaminhydrochlorid

10 mg Biotin

549 Pepton

34d FleischExtrakt

ad 1 | mit ddHO
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TBMedium
50,8 g TBMedium (Roth)
4ml  86% Glycerin
ad 1 | mit ddHO

2.1.5 Antibiotika

Alle Antibiotikastocklésungewurden 1:1000 eingesetzt. Kanamycin und Ampicillin lagen in@dH
geldst vor, Chloramphenicol in Isopropanol. Die Stockldsungen wurde@méC gelagert und nach
Anbrechen bei 4 °C.

Tabelle2.1 Ubersicht iber verwendete AntibiotikaStockldsungen

Antibiotikum Stocklésung [mg/ml]
Ampicillin 100
Chloramphenicol 34
Kanamycin 50

2.1.6 Bakterienstamme

Fur die Vermehrung der PlasriNA wurderE. coli ElectroSHQ@r Firma Bioline verwendeDie
Expressionsanalysemurden mit den E. colic StammenBL21(DE3J 1R, C43 DE3, C43 pLys DE3, C41
DES3 durchgefuhrt=r die MIE€Testsund die Fluoreszenzmikroskopiairde derE.coli- StammML3

mit der DSM- Nummer 1058 verwendet.

Tabelle2.2 Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm Genotyp Firma
E.coli ElectroSHO> F mcrAn(mrr-hsdRM8ncrBC)y80lacZ
competent cells NM15 nlacX74 rec:Al endAl anal39 Bioline
nolk N¥ 3z £ Sdz0 7 mpabiSH:
nupG<
E.coliBLZ(DE3TIR F ompT hsd&rs mg) gal dcm<(DE3) Sigma
tonA
E.coliC43 DE3 FgompT hsdSB (¢kBnB-) gal dcm (DE3 Erhalten von AG Ehrmann

E.coliC43 pLys DE3  F¢ompT hsdSB (rBnB-) gal dcm (DE3
Erhalten von AG Ehrmann
pLysS (CmR)

E.coliC41 DE3 F¢ompT hsdSB (rBnB-) gal dcm (DE3

E.coli ML3 DSM DSMZ(Deutsche Sammlung va
Nummer: 1058 Sero Mikroorganismen und Zellkultu
typ: O13:H11 ren GmbH)
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2.1.7 Peptide

Tabelle2.3 Genutzte Peptide

Sequenz Bezechnung Firma

SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPF  wildtyp Ce- China Pep-
cropin P1 (WT) tides

FITCGAhx-LSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQC FITGh { m2 + Caslo Aps

Peptid
SWLSKTAKKLENSAKKRISE n H-3M1 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAEAIQGGP 124E Caslo Aps

SWLSKTAKKLENSAKKRISEGALAVAIGGF 21-27 ALAVAI Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGKGKSEEGC 21-27KGKSEE Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGVVGPRLG 21-27VVLVVL Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIQGGPR N H-26 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIQGGPR N H-PO6 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIAIQGG +A27, 128 Caslo Aps
SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIAIAIAQ +A27,128, A29, Caslo Aps

130

2.1.8 Enzyme
DNA¢ Ligase T4 DNA Ligase (Metabion)
DNAg Polymerase PfuDNA Polymerase (Metabion)
Polynukleotidkinase T4 Polynukleotidkinase (NEB)
Lysozym Serva
SUMC Protease laborinternexprimiert und gereinigt von Alma Rippel
Restriktionsenzyme Bsal (NEB

BamHlI(fast digest)  (Fermenta$

BamHI (NEB)

Sacll (NEB

Dpnl (Agilent Technologigs

2.1.9 Plasmide undligonukleotide

Fur alle wahrend dieser Arbeit generierten Konstrukte wurden folgende Ausgangsplasmide verwen-
det (Tabelle2.4). Das von GeneArt bestellte Plasmid enthielt das flir Cecropin P1 codierende Gen.
Der pETSUMGVektor von Invitrogen wurddaborintern modifiziert und als VektoiGerustfir alle
generierten Konstrukte genutzt.
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Tabelle2.4 Verwendete Plasmide

Vektor laborinterne BGNummer Firma
Cecropin P1 in pMR-Kana 952 GeneArt
pEFSUMOadapt 903.1 Invitrogen (modif.)

In Tabelle2.5 sind alle genutztem®ligonukletide aufgefuhrt. Fir PCR2.3.2) und Klonierung(2.3.95
wurden diese mittels FPLC gereinigt. Fur die zielgerichtete Mutagé€2ssd wurden dieOligonuk-
leotide mittels HPLC gereinigt. Die Synthese und Reinigung @ligonukleotidewurde durchdie
FirmaMetabiondurchgeftihrt.

Tabelle2.5 VerwendeteOligonukleotide
Die bincenden Bereiche sind jeweils unterstrichen. Mutationen sind rot gekennzeichnet.

Oligonukleotid { Sl dzS y-¢ Riéhtyingp W
996F CACACA GGTCTCATGGITGGCTGTCGAAAA
997R GGTTGG GGATCC AACEAGGACCACCCTGA
1009F GGGTGGT CCGSTAATGGATBEGC
1010R GCTTGSICCATTECGIGG ACCACCC
1011F GG GGC TGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAA
1012R GATCC CTTATTTCTCGAACTGAGGATGTGAC
CccGC

Die Oligonukleotide966F/997R wurden fir digervielfaltigungdes Cecropin P1 Gens aus dem pMK
T-KanaVektor genutzt.Die Oligonukleotde 1009F/1010R dienten der zielgerichteten Mutagenese
der Restriktionsschnittstelle Sacll um anschlieend mit Hilfeldigonukleotidel011F/1012R einen
Streplitag mittels der Sacilund der BamHSchnittstelle einzufligerTabelle2.6 gibt eine Ubersicht
Uber die erstellten Konstrukte.

Tabelle2.6 Generierte Konstrukte

Insert Vektor Modifikation laborinterne  BC genutzte Oligonuk-
Nummer leotide

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

Cecropin P1  pET Sacll 975 1009F/1010R
SUMOadapt

Cecropin P31 pET Insertion Streptag via 976 1011F/1012R

Streptag 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
Papiertlicher
Pipettenspitzen

PolyL-Lysin beschichtete Deckgléschen

Reaktionsgefalie 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml; 5 ml

Reaktionsgefalie 15 ml; 50 ml

Filter-Papier

2.1.11 Gerate

Autoklav
CDSpektrometer
Enkanal Pipetten
ElektrophoreseKammer

SemiDry-Blotting
Feinwaage
FPLC

Inkubatoren

Konzentratoren

Laborwaage
Magnetrihrgerate
MALDIMassenspektrometer
Mikroskop

PCRGerat
pH-Meter
Photometer

Pumpen
Rotoren

Schiittler
Spektrometer

H+P Varioklav 2T
Jasco-J15

XCellSuré.ock XCell™

XCell Mini Protean 3

blotting table

ABJ 8AM

Akta FPLC P920

Duo Flow

Thermomixercomfort

Mikrobiol. Inkubator BD53
Vivaspin 2000 MWCO, 15R
Vivaspin 10 000 MWCO, 20

EG 62BN

Assistant RM5
AutoflexspeedMALDITOF

Nikon Eclipse Ti

Yokogawa CSUXXspinning disc unit
x100, 1.49 NA Objektiv

Andor iXon X3 EMCCD (Kamera)
Mastercycler epgradient

Bio Photometer

UV/Vis NBE1000
Hochvakuumpumpe RZ 2.5
Ti45

JI:25.5

Duomax 1030
NMRSpektrometer 700 MHz
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VWR

Whatman
Thermo scientific
KimberlyClark
Sarstedt

BD Bioscience
Eppendorf
Sarstedt

Albet

Oberschleifheim

Jasco Analytical Instruments

Eppendorf
Invitrogen
Biorad
Biometra

Kern

GE Healthcare
Biorad
Eppendorf
Binder
Sartorius
Sartorius

Kern

Heidolph Instruments
Bruker

Nikon

Eppendorf

Mettler Toldeo
Eppendorf

peglab

Vacuubrand GmbH
Beckman

Beckman

Heidolph Instruments
Bruker



Sterilbank
Stromversorgungseinheit

Hera safe

Ultraschallsonde Sonoplus HD2200

Vortexer Vortex Genie 2
Wasseraufbereitung Milli-Q Bocel

Zentrifugen TischKuhlzentrifuge 5415R
Zentrifuge 5810R

Tischzentrifuge Minispin Plus

Avanti JE

Optima LEBOK Ultrazentrifuge

2.2 Datenauswertung und verwendetgoftware

Thermo Scientific
Biometra

Bandelin

Scientific Industries
Millipore

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Beckman

Beckman

Tabelle2.7 VerwendeteSoftware

Programm Verwendung

Referenz/Firma

Bioedit Version 7.0.9.0 Sequenzalignments (DNA)
SnapGene Viewer Versic Sequenzalignments (DNA)
2.2.2

T-Coffee

PymolVersion 1.2r.1

Topspin 3.0
CCPN Analysis 2.3
Spektren
Cyana 2.1 Strukturberechnung

Spectramanager 2.0 Auswertung der CI3pektren

GraphpadPrism Version 5  Allgemeine Datenauswertung

Ibis Biosciences
GSL Biotech LLC

Multiple Sequenzalignments (Protein) [106]
Visualisierung von Proteinstrukturen [107]
NMRSektrenaufnahme und Prozessierung Bruker
Visualisierung und Auswertung der NM [108§]

Jasco
GraphPad Soft
ware

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNAlsolation und Reinigung

Um reine PlasmiDNA zu erhalten, wurde zunéachst eiBe coiKultur angezogen und anschlieRend
durch Zentrifugieen geerntet (400 g, 10min, 4 °Q. 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 durchgefituch ausder PCR (Polymeragdéettenreaktion)

und der Restriktion resultierende DNA wurde mit Hilfe Nesleo Spin®Extracidits aufbereitet.

2.3.2 PCR

Mit Hilfe der PCR kann durch Einsatz der entsprecherfi@mer ein genau definierter DNA
Abschnitt synthetisiert und vetelfaltigt werden. Dabei wird zu Beginn die eingesetZimplate
DNA bei 95C denaturiert. Dem folgt da&nnealing im Verlaufe dessen dierimermit der DNA hyb-
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ridisieren. Anschlielend wird wahrend der Elongation durch die-Pdlymerase demantisense
Strang synthetiert. Dieser Zyklus wird zwischen-20 Mal wiederholt, wobei nun auch bereits die
neu synthetisierte DNA altemplatedient. Als Polymerase wurddie thermostabilePfu-Polymerase
(Pyrococcus furiosugSNB SY RS & { ApSBxoduslaaseaktivitadis Exyishsrepabaturen
ermdoglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurdias von GeneArt synthetisierte Gen fur Cecropin P1 mittels PCR ver-
vielfaltigt, um es anschlieend in den pEMOadap¥ektor einzubringenDas zu erwartende PER
Produkt ist inAbbildung2.2 dargestellit.

Bsal
cAcacA GGTCTCA TGGT TCTTGGCTGTCGAAAAC

GGTCTCA|TGGT TCTTGGCTGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCA
TTGCCATTGCCATTCAGGGTGGTCCTCGT TAAT G| GATCC

TTCAGGGTGGTCCTCGT TAAT G GATCC ccaacc
BamHI

Abbildung2.2 Sequenz des zu erwartenden P®@Roduktesund der genutzten Primer
In Grausind die verwendeterPrimerabgebildet.Die flir CecropifP1l codierende Sequenz ist schwarz und das Stopcodon in
kursivdargestellt

Der Tabelle2.8 ist die Zusammensetzung des PAIRatzes zu entnehmemls Primer wurden die
Oligonukleotide996F und 997R genutzigbelle2.5).

Tabelle2.8 PCRAnsatz zur Amplifikation von DNA

Bestandteil Menge
PCRPuffer 10 x 5ul
dNTPs 10 mM 4 ul
Primer (10 pmol/ul) je2ul
Template DNA 500 ng
Pfu- Polymerase(funits/ul) 1l
ddH.O ad 50ul

Abbildung2.3 zeigt den bei der Amplifikation des Cecropin@®dns verwendeten Temperaturzyklus.
Dabei wurde mit einer sehr hohelnnealingTemperatur begonnerum vorrangig eine sehr spezifi-

sche Amplifikation des korrekten P®PRdduktes zu gewdhrleisten. Bei sehr hohAnnealing
Temperaturen, Uber der erwarteten Schmelztemperatur, bindenRtienerentweder hochspezifisch

oder Uberhaupt nichtDeshalb wurde ansckeBend dieAnnealingTemperatur schrittweise gesenkt.

Mit dieser Methodik die TouchdowAPCR genannwird, kdnnen beispielsweis@rimedimere und
andere ungunstige Nebenprodukte vermieden werden. Die Elongationszeit wurde an die Lange des
zu erwartenden PGRroduktes angepasst, da bei zu langen Elongationszeiten ebenfalls unerwiinsch-
te Nebenprodukte entstehen kénnen. Ddu-Polymerase bendtigt fir kb zwei Minuten, weswegen

in dieser PCR nur Uber 2%longiert wurde.
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Abbildung2.3 Temperaturzyklus zur Amplifikation des Cecropin €Eragmentes

Die Denaturierung der Templaf@NA wurde bei 95C durchgefihrt. Im ersten Abschnitt wurde Uber 5 Zyklen jeweils
die Annealingemperatur um 3 °C gesenkt. Im zweitAbschnitt wurde sie nach dem gleichen Schema W@ 8rhoht.
AnschlieRend wurde mit 62 °C uber 30 Zyklen gearbeitet. Am Ende des Zyklus wurde einmal fur 1 mig lekd-2
biert und anschlieRend auf*€abgekdhlt.

2.3.3 Restriktion

Restriktionsendonkleasendienen dem gezielten Ausschneiden eines EM&gmentesaus Plasmi-

den oder grofReren DNRragmenten.Hierbei werden die PhosphodiestBindungen der DNA
Stréange an der Erkennungsstelle der Restriktionsenzyme gespalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die Restitionsenzyme BsalGGTCTCA|TGEL BamHI(G|GATCTund Sacll@CGC|Gverwendet.

Fur die Generierung des ersten Konstruktes, bestehend aus der fur Cecropin P1 codierenden DNA
Sequenz in einem pESUM@dapt Vekta, wurde der Restriktionsansatz irabelle2.9 verwendet.

Die Restriktion erfolgte hierbei bei 3T fir 1h.

Tabelle2.9 Restriktionsansatz fuinsert-DNA und VektoiDNAI

Bestandteil Menge
NEBPuffer310 x 5ul
BamHI 1pl
Bsal 1l
BSA 5 l
DNA 1ug
ddHO ad50pl
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Fir das zweite Konstrukt wurde nazlelgerichteter Mutagenese2(3.4) innerhalb des ersten Kon-
struktesmit resultierenderSacHSchnittstelle(Tabelle2.6 ) verdaut um spater eine fur den Strepll
tag coderende DNASequenz einzufiigerics wurde in diesem AnsafzieheTabelle2.10) zunachst

fur 1 h bei 37°C nur mitSacll verdaut und anschlie3end furr mit BamHI

Tabelle2.10 Restriktionsansatz fitnsertDNA und VektoiDNA

Bestandtell Menge
Puffer G 10 x 5ul
BamHlI(fast diges) 1u
Sacll 2ul
DNA 1 g
ddHO ad 50 pl

Die Restriktionsansatze wurden direkt iveg verwendet. VektotDNA undinsertDNA wurden mit
Hilfe der entsprechenden Kits vor der Ligation gereifdd.1).

2.3.4 Zielgerichtete Mutagenese

Mit der zielgeichteten Mutagenesést es moglich Basdan einerDNASequenzu mutierenzudele-

tieren oder auch einzufiigennnerhalb dieser Arbeit wurddierfir das QuikChange SitBirected
MutagenesisKit von Agilent Technologies verwenddieses Kit ermdglicht eber eine PCR mit
mutagenenOligonukleotidenund doppelstrangiger Plasm@NA mit Hilfe dePfuTurboDNA Poly-
merasedie gewiinschten Veranderungen am Ausgangsplasmid vorzunehmen. Anschlie3end wird das
resultierende Produkt mit Dpnl &m6ATE3") verdaut. ese Endonuklease ist spezifisch flr methy-
lierte DNA, was dazu fiihrt, dass das urspriinglich eingesetzte Ausgangsplasmid verdaut und nur die
mutierte neu synthetisierte DNA erhalten wirDies ist mdglich, da die DNA aus den meigecoh
Stammen methylig vorliegt und aufgrund dessedurch Dpnl verdaut werden kann. Die erhaltene

neu synthetisierte DNA mit den gewinschten Mutationen wird anschlieBend in kompekenteli
ElectroSHOXansformiert (Tabelle2.2).

Die zielgerichtete Mutagenese wurde in dieser Arbeit fir die Generierung einerSthuaiittstelle

mittels zweier Punktmutationen genutzt. Das Ausgangskonstrukt hierfiir war das Cecropin P1 Gen im
pPEFSUMQ@udapt Vektor. Dieser wurde al§emplatefur eine PCRit den mutagenerPrimen 1009F

und 1010RTabelle2.5) verwendet.Der PCHRAnsatz ist deffabelle2.11 zu entnehmen.

Der genutzte Temperaturzyklus wurde den Herstelleraegattes Kits entnommen und mit 16 Zyklen
durchgefuhrt. Nach Beendigung der PR&aktion wurde dem Ansatz Qb Dpnl (10J/pl) hinzuge-

figt und bei 37C fur 2h inkubiert. Anschlieend wurdel des Ansatzes i&. coli ElectroSHOX
transformiert .3.7). Die erhaltenen Klone wurden kultiviedie DNA isoliert und anschliel3end se-
quenziert.
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Tabelle2.11 PCRAnNsatz fur die zielgerichtete Mutagenese

Bestandteil Menge
PCRPuffer 10 x 2,5l
dNTRMix 0,5ul
Primer(10 pmol/ul) jel,4pl
Template DNA 50ng
PfuTurboPolymerase(2,qunits/ul) 0,5ul
ddHO ad25pl

2.3.5 Klonierung miOligonukleotidiimeren aldnsert

Ausgangsplasmid fur diese Klonierung war das durchidigerichtete Mutagenese erzeugte Kon-
strukt mit SacHschnittstelle(2.3.4). Alsinsertdienten dieOligonukleotidel011F und 1012Rrabelle
2.5), welche fir den Strepthg codieren.Fir die nachfolgende Ligatiamurden diese erst mit Hilfe
RSNJ ¢n t 2f &y dz]-Hy&exyieimirusipfidspgh@ylidfMebelfs2a 2).

Tabelle2.12! y & | (i FPhosphmvyiesing

Bestandteil Menge
T4 Ligaséuffer 10 x 2,5ul
Oligonukleotide(10 uM) je 10 ul
T4 Polynukleotidkinas€2,5 units/ul) 0,5 ul
ddH.O ad 25 pl

Der Ansatz wurde t bei 37°C und anschliel3end fiir b@in bei 95°C inkubiertim Anschluss erfolg-
te eine Inkubation bei 63C Uber 1,% und eine Abkihlungsphase von @@ bei RTDas Ausgangs-
plasmid wurde wie in Kapit@.3.3beschrieben verdaut und gereinigt, utlanach mit dererzeugten

p -¥hosphorylierten Oligonukleotiddimeren ligiert werden zu konii2:13.6).

2.3.6 Ligation

Mit Hilfe der T4 Ligase wird die Ausbildung von Phosphodigsigungen zwischenieer freien
p -Phosphatgruppe und einer SrA S y Hydrd®ygruppe zweier doppelstrangiger DRéagmente
katalysiert. Um das Cecropin P1 Gen in den {JIM@dapt-Vektor einzufuhren, wurden vor der
Ligation beide mit den gleichen Restriktionsenzymen ver@agt3. AnschlieBenétonntendann die
komplementéar Gberstehenden Enden vamsertund Vektor ligiert werdenDie Zusammensetzung
dieses Ligationsansatzes sind'abelle2.13 dargestellt.
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Tabelle2.13 Zusammensetzunder Ligationsansatze
Bestandteil Menge
T4 LigasdéPuffer 10 x 2 ul

Vektor-DNA 50 ng

InsertDNA 150 ng(1:3Y50 ng(1:1)Y 0 ng (KO)
T4 Ligase 1l

ddHO ad 20 pl

Es wurden drei Ansétzenit unterschiedlichen Verhéltnissen von Vektosert bzw. zur Kontrolle
auch ohndnsertpipettiert. Die Ansatze wurden furibei 16°C inkubiert und anschliel3end die Liga-

se bei 65°C fur 10min hitzeinaktiviert. Je Rl der Ligationsansatze wurden i coli EctroSHOX
transformiert .3.7), einzelne Kolonien von den Agarplatten gepickt, angezogen und die DNA isoliert
(2.3.0) und sequenziert.

Eine weitere Ligation wurde thi RSy R dzNXghospghdndiertan IDNgonpkiotiddimeren die
fir den StrepHag codieren (nser) und dem mit Sacll nd BamHIl verdauten Cecropin
pETSUMGdapt Konstruktdurchgefiihrt.Die Zusammensetzurdgr Ligationsangtzeist der Tabelle
2.14 zu entnehmen.Diese wurden bei 18C Uber Nacht inkubiert und am darauf folgenden Tag
10min bei 65°C die Ligase hitzeinaktiviert. Anschlie3end wurde jeweils 1 il ooli ElectroSHOX
transformiert(2.3.7).

Tabelle2.14 Zusammensetzungder Ligationsansatze

Bestandteil Menge

T4 Ligaséuffer 10 x 2ul

Vektor-DNA 50 ng

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

ddHO ad 20 pl

2.3.7 DNATransformation

Alle Arbeiten bei der Transformation von DNA wurden steril durchgefiihrt.-DisiAsformationen
wurden nach den Ligationsreaktionen und fur das Einbringen fertiger Konstrukteat- Expressi-
onsstammegenutzt.

Transformdion in elektrokompetenteE.coli-Zellen

Diese Transformatiovon DNAwurde fir alle Stamme auRer derk. coliBL21(DE3JIR-Stamm
(Tabelle 2.2) in elektrokompetente E. coli Zellen durchgefiihrt.Hierbei wurden zunéhst ein
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40 pl-Aliquot der kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. Die gewiinschte Menge der entsprechenden
DNA wird auf die kompetenten Zellen pipettiert, sanft gemixt undii auf Eis inkubiert. Die Zellen
werden anschlie3end in die vorgekiihlte Elektropimaskivette Uberflhrt, elektroporiert und sofort

in ein Reaktionsgefal? mit 3Q0 vorgewarmtemSO&Medium tberfuhrt. Der Transformationssatz

wird 1 h bei 37°C und 300pm inkubiert.

Transformation inlsemisch kompetentd.coli-Zellen

Einem 40 pl Aligot des chemisch kompetente. coliBL21(DE3)1R-Stammes wurde die gewiinsch-
te Menge der entsprechenden DNA hinzugefligtl 20 min auf Eis gelagefann wurden die Zellen
fur 45sbei42°C und anschlieRend wieder bei 2 min aufitisbiert Danachwurden die Zellen mit
300pl vorgewarmtemSOGMediumfur 1 h bei37 °Cund 600rpm geschiittelt.

Nach der Transformation wurden die Ansatze auSeRktivplattenausplattiertund bei 37°C inku-
biert oder direkt in LBMedium mit dem entspgchenden Antibiotikum Bierfihrt und bei 37C schiit-
telnd kultiviert.

2.4 Mikrobiologische Methoden

2.4.1 Kultur vonE. coli

E. coli¢ Flussigkulturen wurden, wenn nicht anders angegeben, im entsprechenden Medium (gege-
benenfalls mit dem entsprechenden Antibiotikum) bei 37 °C in einem ®dinktibator kultiviert.
Ausgestrichenee. coli¢ Kulturen wurden auf den entsprechenden Adatten mit den entspre-
chenden AntibiotikeZuséatzen bei 37 Kultiviert.

2.4.2 Expression
Expressionsund Ldslichkeitests

Expressionstests

Fur die Expressionstestvurde dasentsprechendePlasmidin die gewlinschterkE.coli ¢ Stamme
transformiert @.3.7), auf LBSelektivplatten mit Kanamycin ausgestrichen und UN bé&C3inkubiert.
AnschlieBend wurde von einer der friscansformiertenE.coli-Kolonien UN eine Flussigkultur ange-
zogen R.41). Es wurden unterschiedliche Bakterienstimme, MedladpktionsZeitpunkte,Expres-
sionszeiten,Temperaturen und IPT@®&onzentrationen getest. Der grundlegende Aufbau der Tests
ist dabei identischim Folgendenverden nur die ausschlggbenden Testdetailliert aufgefihrt

Der erste Expressionstest wurde EcolicBL2IDE3)TIR (Tabelle 2.2) mit dem Cecropin P1 im
pPpETSUM@dapt Vektor durctlyefiihrt. Dafir wurden 16énl TB;Medium (30 pg/ml Kanamycin) mit
2% [v/v] der UNKultur beimpft und bei 37 °C und 160 rpm schiittelnd inkubiert. Nach Erreichen
einer optischenDichte (OD) bei 600m von 1,0wurde die Kultur in3x 50ml Kulturen geteilt mit
0,5mM IPTG induzierDie verbleibenden 10 ml wurden atgcht induzierte Kontrolle bei 300Gpm
fur 10min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das verbleibende Bakterienpellet2BéiC
gelagert.Je eineder drei Flussigkulturen wurdeei 25°C, 3°C und 37C bei 160pm inkubiert Vom

Zeitpunkt der Induktion mit IPTG wurde nazh, 4h, 6h und 18h die Ol gemessen und 1l
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jeder Bakterienkultur zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Bapellet bei-20°C gela-
gert.

En zweiter Expressionstesbon Cecropin P1 im pESUM@daptVektor wurde mit E.coli C43 DE3
(Tabelle2.2) durchgefihrt. Dafir wurden 50@1 LB¢ Medium (30ug/ml Kanamycin) mit 1,% [v/v]
einer UNKultur beimpft. Die Stimulation mit IPTG erfolgte hier bei eineg@@n 0,9. Zuvor wurden
wie oben beschrieben 1l der Kultur als Kontrolle abgenommen, zentrifugiert und das resultieren-
de Bkterienpellet bei-20 °C gelagert-Ur diesa Test wurde ebenfalls mit 58@I-Kulturen gearbeitet.

Die getesteten Parameter sirder Tabelle2.15 zu entnehmenEs wurdenebensozu den entspre-
chenden Zeitpunkterdie ORo gemessen10ml der Bakterienkulturerabgenommen, zentrifugiert
und die entstandenen Bakterienpellets b2D °C gelagert.

Tabelle2.15 Verwendete Parameter fur Expressionstests

Parameter Werte
Temperatur [°C] 25/30/37
IPTGKonzentration [mM] 0,25/0,75/1
Expressionsdaudh] 2/4/6/18

Basierend auf den Ergebnissen des zweiten Expressionstests, winrdeeiterer Expressionstest
durchgefuhrt. Dabei wurde mit 0,48M IPTG bei einer variablen €8X1,0/2,0/2,5) der Bakterien-
kulturen induziert Nach 2h Expression bei 3T und 160 rpmwvurden die Bakterienkituren zu je
5x10ml aliquotiert, zentrifugiert und bei20 °C gelagert.

Alle so entstandenen Bben wurden wie folgt behandelflle Arbeiten wurden hierbei auf Eis ausge-
fuhrt. Die bei-20°C gelagerten Bakterienpellets wurdenjenl ml 50mM Tris/HCI pH8,0, 150mM

NaCl mit InM PMSF aufgenommen undx30s bei 30% mit Hilfe einer Ultraschallsonde aufge-
schlossen. Anschlielend wurde fih bei 4°C und 13,2 krpm zentrifugiert, um die iékken Be-
standteile im Uberstand von den unléslichen Bestandteilen im Bakterienpellet zu trennen. Von dem
entstandenen Uberstand wden 20ul abgenommen und mit der gleichen Menge ZrisfTricinGet
Probenpuffer vermischt und fiir @in bei 95°C inkubiertDer Rest der Uberstandeunde verworfen

und das verbleibende Pellet wiederum580pl des oben genannten Pufferssuspendiert und 2{l

davon mit der gleichen MengexX2TrisTricinGelProbenpufferversetzt undoei 95°C fur 5min inku-

biert. Anschlie3ed wurde wie in KapiteR.5.5beschrieben eine TrigticinPAGE durchgefihrt.

Loslichkeitstest

Mit den aus dem letzten Exgssionstest erhaltenen Aliquots (Induktion mit 0/ IPTG bei
ODyoo= 2,5, Expressiont2 bei 160 rpm) wurde ein Loslickeitstest durchgefiihrt. Der beim Zellauf-
schluss verwendete Grundpuffer bestancheut aus 5anM Tris/HCI pH8,0 mit 150mM NaClund

1mM PMSF. Zuséatzlich wurde dieser Puffer m#o Jv/v] Triton X100, 1% [w/v] CHAPS oder

1 %][v/v] NonidetP40versetzt. AnschlieRend wurden die Zellen, wie oben beschrieben, aufgeschlos-
sen und SDBroben der Uberstande und der Pellets erzewgh analysieren zu konnen, ob die ver-

wendeten Detergenzien in der Lage sind, das unlésliche Proteffeilat zu 16senDabei wurde der
37



restliche Uberstand nicht verworfen sondern jeweils mjil SUMGProtease fiir 1& bei 4°C inku-
biert um auch die Proteaseaktivitat unter Detergeimfluss nachweisen zu kénnen.

Expressionstest in minimalen Phosphatmedien

Fur die Expressionstesn Phosphatmediunwurden die transformiertere.coli C43 DE3 im Autoin-
duktionsmedium *N-5052 und 2.1.4 und zum Vergleich auch in M8edium (Induktion mit
0,25mM IPTG bei Qfy= 10) bei einer Temperatur von Z&C bzw. 37C und bei 16@om schittelnd
kultiviert [105]. Eswurden nach 2, 4h, 6h, 8h und 24h fiir das Autoinduktionsmedium undi2

und 18h Stunden nach Induktion fir das M®edium Proben abgenommennd wie bereitsunter
oExpressionstestebeschrieben, die erhaltenen Bakterienpellets aufgeschlossen und zur Analyse des
Expresionstest SD8roben generiert.

In einemweiteren Expressionstest wurdennterschiedlche Beimpfungsmdglichkeiten in Medium P
(2.1.4 getestet. Marley et al. [109 beschreiben eine Verbesserung da&usbeute von Isotopen
markiertem rekombinanten Protein durch Nutzung einer Vorkultur in Vollmed{@oc = 0,81) die

dann in nur einem Viertel des Volumens minimalem Phosphatmediums inokuiidrt w

Es wurdenalso zum VergleictKulturen direkt mit 1% [v/v] einer transformiertere.coli C43 DE3
UN-Kultur beimpft,bei 37°C und 180pm inkubiert,bei einer Oy = 2,2 mit 0,75nM IPTG induziert

und wie bereits bBschriebemach 2h, 4h und 18h Proben abgenommen. Fir die zweite Gruppe an
Kulturen wurde eine Kultur transformiertét.coli C43 DE3 in ERedium bei 37°C und 180pm bis

zu einer Okyo = 0,95kultiviert und bei 21°C 15min bei 3000pm zentrifugiert. Das resultierende
Bakterienpellet wurde in einem Viertel des Volumens der urspringlichen Kultur in Medium P inoku-
liert und nach einer Inkubation vontibei 37°C und 180pm mit 0,75 mM IPTG induziert. Es wurden
2h, 4h und B8 h nach Induktion wie beschrieben Proben abgenommen undP3bi&n generiert.

Expression des Fusionsproteins

Die Expressiondes mit einem MNerminalen 5x Histidistag versehenen SUM@ecropin P41
Fusionsprotein wurde wie nachfolgend beschriebdnrchgefihrt.Frisch transformiertee.coli C43
DE3wurden UN in LBledium kultiviert. Mit 22 % [v/v] dieser Kultur wurden vierl|Xolben (je 1
LBMedium mi 35pug/ml Kanamycin) beimpft und bis zu einer &von ca. 2,5bei 37°C und
160rpm kultiviert. AnschlieBend wurde die Expression mit @i IPTG induziertund die Zellen
nach 2h Expression bei 600Ppm und 4°C fur 10min zentrifugiert. Die Bakterigrellets wurden an-
schlielRend in BindepuffeR (1.3 resuspendiert und beR0 °C gelagert.

Die Expression deé&N-markierten Fusionsproteins wurde wie folgt durchgefiilvier 51 Kolben mit
je 11 LBMedium (50 pg/ml Kanamycin) wurden mit-2 % [v/v] einer UNKultur bestehend aus frisch
transformierten E.coli C43 DE3 beimpft und bis zu einer¢don 2,53,0 bei 377C und180rpm
inkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen bei’®5und 5000pm fur 15min zentifugiert und die
resultierenden Bakterienpellets vorsichtig in jd Medium P (8 Schikanekolben, 50g/ml Ka-
namycin) inokuliertNach 1h Inkubation bei 37Cund 130rpm wurdedie Expressiomit 0,75mM
IPTG induziert und die Bakterienkulturen nach der Expression bdi°C und 6000pm fur 15min
zentrifugiert Die resultierenden Bakterienpellets wurden in Bindepuff2ril (3 resuspendiert und

bei-20°C gelagert.
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2.4.3 MIGTest

Der hier durchgefuihrte MKTest,dient der Ermittlung einer minimalen inhibitorischen Konzentration
(MIC) vonantimikrobiellen Substanzen. DMIC ist dabei die geringste Konzentration einer antimik-
robiellen Substanz, bei der unteen bestehenden Testbedingungeas sichtbare Bakterieraghs-
tum inhibiert wird. In dieser Arbeit wurde die von Wiegagtdal. etablierte Microplate Broth Dilution
Methode zur Ermittlung von MICs genufatl(]. Dabei handelt es sich um einen Test imV9él-
Format.

Fur die MICTests wurde E.coliML3 {Tabelle2.2) genutzt, da diesaicht zu den KL2-Stdammenge-
hdren. Somit istE.coliML3ein nicht signifikant genetisch verandertLaborstammund &hnelt E.col
Wildtyp-Stammen[111]. Vor Einsatz im MIiTest wurde die Korrelation zwischen der dDind der
Anzahl der Koloniéormenden Einheiten pro Millilite{cfu/ml), wie von Wieganckt. al [110] be-
schrieben, ermittd], um definierte Zellzahlen fir die MIt&sts verwenden zu kdnnen

Der grundsatzliche Aufbau isbbildung2.4 zu entnehmen. Die Peptide wurden, wenn nicht anders
erwahnt in 50mM Kaliumphosphatpuffer pB,0 mit 150 mM NaClgelost. Es wurde eine serielle
Verdinnungsreihe erstellt, dieedd mit der gleichen Methode determinierten M\@ert (3 UM) von
Cecropin P1 abdeck®6]. Die verdiinnten Peptiel wurden 1:10 im MIC eingesetzt, wobei das Endvo-
lumen in denWells100 pl betrugDie ORuo der erstelltenUN-Kultur vonE.col-ML3 wurde gemes-
sen und fur den Einsatz in den MIQ@seeZellsuspension mit ungeféd@x1® 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

Abbildung2.4 Aufbau des MICTests

Die Sterilitats und Wachstumskontrolle wurden jeweils 1:10 mit dem entsprechenden Losungsmit-
tel der Peptide versetztDie verwendete Zellsuspension wurde 1010nd 1:1000 in MHMedium
verdinnt und jeweils 100l auf MHAgarplatten ausplattiert, um die verwendete Zellzahl zu Uber-
prufen. Nachinkubation bei 37C flrl8 h wurde die Ok (Platereadey gemessen und der MIC er-
mittelt. Die gewachsenen Kolonien awdrdAgarplatten wurden gezahit und die verwendete Zellzahl
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[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 gringste Konzentration an Peptid, bei der diesgdDer der Sterilitatskontrolle entsprach,
determiniert.

2.4.4 Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie ermdglicht Zellen und intrazellulare Struktonéels Markierung mit Flu-
orophoren zu visualisieren.nerhalb dieser Arbeit wurde eine dreifache Farbung mit den Fluoropho-
ren 5Cyane2,3-di-(p-tolyl)tetrazoliumchlorid (CTC),n -Riamidine2-phenylindotdihydrochlorid
(DAPI) und Fluorescein isothiocyanate isomer | (FITC) durchgefuhrt. CTC wurde hierbei ganutzt
metabolisch aktive Mikroorganismen nachzuweisen. DAPI wurde fiir die Markierung der Bakterien
DNA verwendet. FITGkn hingegen nur intrazellular vorliegen, wenn die Membranen der Bakterien
bereits vorgeschadigt und somit permeabler sjhd?)].

Herstellung dePréparae

Die Prparate wurden wie von Mangorst al. [112], [113] beschieben vorbereitet.E. coliML3in

20ml MH-Medium (Tabelle2.2) wurden UN bei 37°C und 180pm inkubiert AnschlieBendvurden

die Zellen5 min bei 3000pm und 27 °C zentrifugiert und i10mM Natriumphosphatpu#r pH7,4

(NaPP)esuspendiert. Nach zweifacher Wiederholung dieses Waschschuittee die Ol gemes-
sen und die Zellsuspension mit Hilfe von NaPR2auf0? cfu/ml eingestellt.Jeweils50 pl der Zellsus-
pension wurden mit 5Qul Peptidlésung in NaPP wetzt und firl h bei 37°C und 600pm inkubiert.

Die verwendeten Endkonzentrationen der Peptide sind Teelle2.16 zu entnehmenAls Kontrol-
len wurden einmal 5@l Zellsupension in 508 NaPP und einmal 50 mit 50ul NaPP mit
5 %l]v/v] Triton (in Endkonzentration) verwendet.

Tabelle2.16 verwendete Peptidkonzentrationen

Peptid Konzentration
subletal letal

Wildtyp CecropirP1 - 250pg/ml

FITG { m ZPeptid Identische Konzentratignwie die 5 fache Konzentration, widie im
im MIC verwendete Ausgangsko MIC verwendete Ausgangsko
zentration zentration(nichtletal)

N H-3 100 pg/ml -

21-27 ALAVAI 1,5ug/ml 250ug/mi

21-27VVLVVL 1,5pg/ml 250 ug/ml

Nach Inkbation der Zellen mit den entsprechenden Peptiden wurden den Ansatzempl9€ider
5mM CT@.6sung in X PBS hinzugegeben, gefolgt von einer Inkubation b&C3Bei 300pm fiir
90min. AnschlieBend wurden die Ansataef polyl-Lysin beschichtete Deckgthen in einer
24-Well-Platte gegeben und fir 4%in bei 30°C inkubiertum die Adhasion der Bakterienzellen zu
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ermdoglichen. Danach wurde die CI&Sung verworfen und % mit NaPP gewaschen. Bakteren-

zellen wurden dann mit finl (20 ug/ml) DAPI in X PBS fiir 3@nin bei 30°C inkubiert, anschlielRend

3x mit NaPP gewaschen und dann unter den pkicBedingungen mit thl FITC (1Qg/ml in
1xPBS) inkubiert und %sgewaschen. DaBITEnS1W2Peptid wurde nicht mit FITC inkubiggon-

dern einfach in NaPPeftassen. AnschlieBend wurden die Praparate hergestellt. Tropfen von
Mounting Medium wurden auf Objektrager gegeben und die Deckglaschen mit der Oberseite nach
unten darauf leicht angedriickt. Die fertigen Praparate wurtibei RT lichtgeschiitzt getrocknet
und dann bei £C gelagert.

2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 AgaroseGelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosé&elelektrophorese ist es mdglich, DIRFagmente anhand ihrer Gré3e aufzu-
trennen. Die Agarosekonzentration im Gel beeinflusst die Porengréf3e und somit dien@etigkeit

mit der die negativ geladenen DN&agmente bei Anlegen einer konstanten Spannung von der Ka-
thode zur Anode durch das Gel wandern.

Abhangig von der Grol3e der zu untersuchenden {B¥ymente wurden 0,86-1,2 %ige [wiv] Gele
genutzt. Die entsprehende Menge Agarose wurde in FRE&ffer .1.3 geldst und bis zum vollstén-
digen Ldsen der Agarose aufgekocht. Dem noch fllissigen Agarosegel wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,8g/ml zugefiigt Dieses interkaliert in die spater aufgetragenen BNA
Fragmente und ermdglicht eine Visualisierung dieser untet_idit. Das ausgehéartete Gel wurde in
die Elektrophoresekammer Ubéitirt und mit den Proben beladen, diwrher mit dem Farbstoff
OrangeG vesetzt wurden Als Grél3enreferenz dienten ein 180 Marker und ein kb Marker
(2.1.2. Die Elektrophorese wurde bei einer Spang von 100/ durchgefuhrt. Nach der Elektropho-
rese wurden die DN:Rroben mittels W-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 geldst und gerenigi)(

2.5.2 Photometrische Bestimmung der DN#ad Proteinkonzentration

Die DNA und Proteinkonzentrationsbestimmung wurde mit Hilfe von Ultravielett
Absorptionsspektrekopieam Nanodrop (Peglab) durchgefihrt. Fir die Konzentrationsbestimmung
von DNA wurde das charakteristische Abs@psmaximum bei 266m genutzt.

Zur Konzentrationsbestimmung der Peptide bzw. der Proteine wurde das Absorptionsmaximum aro-
matischer Aminosauren bei 280n gemessen. Mit Hilfe eines anhand der Aminosaurezusammenset-
zung abgeschatzten Extinktionskoeffizientéwildtyp-CecropirP1 = 5500 xcm?) wurden die
Konzentrationemmit Hilfe des LambetBeetchen Gesetze&¢rmel2.1) bestimmt[114].

Q ‘|'|'% O]

Formel2.1 Lambert. § § NMGeekzS &
lo = Intensitat des eingestrahlten Lichtes R&h2]; | = Intensitét ded.ichtesnach ProbendurchtritfW xm28 T = holarer

(dekadscher)Extinktionkoeffizient [n?xmol] 6 SA R S NJ 2 Sf=tkényehtityod der Probe [mdl], d = Weglén-
ge des Lichstrahls durch die Probe [m]
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2.5.3 Zellaufschluss

Die nach der Expression b2D°C gelagerten Bakterienpellets wurdbei RT aufgetaut und mit dem
Proteaseinhibitor PMSF (EKmM), 5mg/ml Lysozym und der entsprechenden Menge einer 2000
AntifoamL6sung versetzt. Die Bakteriensuspension wurde flr babdi 4°C unter Rihren inkubiert.
Nachfolgend wurden digellen af Eismittels einer Utraschallsonde aufgeschlossenig 10 x 3® bei
60% Intensitat) Die aufgeschlossenen Bakterienzellen wurden anschlie®endt°C ca. h mit
35000rpm zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde abgenommen, filtriert unchaiteren
Proteinreinigung verwendet.

2.5.4 Proteinreinigung

Histag-Affinitatschromatografie

Die Reinigung des Fusionsproteins, bestehend aus dem SMeEN mit Nterminalem6 x Histidin

tag und Cecropin P1, wurde mittels einer hg-IMAC {mmobiized metalion affinity chromato-
graphy) durchgefiihrt. Die Matrix der fUr die Reinigung verwendeten Saule ist dabeiemim
Ni*-Nitroloessigsaureomplex versehen. Die Nickieinen sind in der Lage, je zwei Histdinreste zu
binden, wodurch nur Proteine mit peligidinsequenzen an der Saulenmatrix gebundearden

Fur die anschlieBende Elution wird dabei zur Steigerung der Reinheit des Proteins ein Gradient mit
dem Eluenten Imidazol verwendet undsiau reinigende Protein aufgefangen.

Das nach dem Zellaufschlus3a.5(3 erhaltene, filtrierte Proteingemisch wurde mit Hilfe einer
NiZ*-NTASaule an der FPiADlage (AktaFPLC) gereinigt. Das Protokoll der durchgefiihrten Reinigung
ist Tabelle2.17 zu entnehmen.

Tabelle2.17 Protokoll der an der FPLBnlage 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 11l Basispuffer 50 2
Elutionsgradient  Basispuffer/Elutionspuffer 50 1
(0¢80%)
Elution Elutionspuffer 30 1

Wahrend der Elutionsschritte wurde die eluierte Proteinldsung fraktioniedr Reinigungsverlauf
wurde beieiner Wellenlange von 28@m verfolgt. Die dasusionspotein enthaltenen Fraktionen
wurden zusammengefihrt,konzentriert (Vivaspin 1500dWCO 20, Sartorius), anschlieRend in
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50mM Kaliumphosphatpuffer p8,0 und 150nM NaCl umgpuffert und auf 2,5¢ 3,0ml kon-
zentiert.

Spaltung des Fusionsproteins mit Hilfe der SURtGtease

Um reines Cecropin P1 awhalten, wurde das Fusionsprotein in ein Reaktionsgefal tberfihrt und
mit 1mM DTT und 2l SUMGProtease (3ng/ml) versetzt. ldch einer Inkubation bei 4 WNwur-

de die Proteinldsung fir 1@in bei 4°C mit 13000rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde das ge-
schnittene Protein mittels einer Spritze direkt auf eguilibrierte (50mM Kaliumphosphatpuffer
pH 8,0, 150 mM NaCl) MNTASé&ule gegeben und mit Hilfe einer PeristaRikmpe Uber 50nl mit
dem gleichen Puffer das geschnittene Cecropin P1 eluiert und aufgefangen. DasPgbidi©Omit
dem Nterminalen 6x Histag bleibt debei an der Saule gebunden und nda nach der Elutio des
Cecropin P1 mit Elutionspuffe2.0.3 ebenfalls von der Saule eluiert.

Das nun reine Cecropin P1 wurde wiederum konzentriert (Vivaspin 2000 MWCO 15R, Saridrius)
in NMRProbenpuffer umgepuffertbis ad ein Volumen von ca. 600 pl konzentriert, lyophilisiert und
anschliel3end beR0 °C gelagert.

2.5.5 Tris/TricinPAGE

Durch die Tris/TrichPolyacrylamideklektrophorese werden Proteine der Grof3e nach aufgetrennt.
Das SDS im Probenpuffer denaturiert die Praeimd verursacht eine einheitliche negative Ladung
dieser. So werden sie durch das Anlegen einer Spanmangiegendanhand ihrer GréRe aufge-
trennt. Mit Hilfe standardisierter Markeist die GréRe der in der Probe enthaltenen Proteine be-
stimmbar(2.1.2. In dieser Arbeit wurden Tris/TriefBele nach Schagger und Jaga®4] verwendet,

da diese besonders fir die GrolRenbestimmung kleiner Proteine {Dapgeeignet sind. Die Zu-
sammensetzung der Gele Babelle2.18 zu enthehme.

Tabelle2.18 Zusammensetzung der Tris/Trici@ele nach Schagger und Jagpld4]

12,5 %Trenngel 10% SpacerGel 6 % Sammelgl
30% AA/Bis 42 ml 1,66 mi 1ml
GelPuffer 3,5ml 1,75 mi 1,25 ml
Glycerin(86 %) 1,66 ml - -
ddH0 0,58 ml 1,56 ml 2,72 ml
10% APS 50 ul 25 ul 25 pl
TEMED 10 10 pl 10 ul
Endvolumen 10 mi 5mi 5mi

Die Elektrophorese wurde bei RT durchgefiihrt. Wahrend die Proben durch das Sammelgel wander-
ten, war eine konstante Spannung vaB0V angelegt Bei Durchwanderung de3paceiGelswurde

die Spannung auf konstante YOerhoht und bei Erreichen des Trenngels nochmal auf konstante
150V eingestellt.Nach der Elektrophorese wide das Gel mit @omassieLosung gefarbt und an-
schlief@nd mit Entfarber entfarbt, bis Proteine in Form von lelaiBanden erkennbar sind.
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2.5.6 Western Blot

Nach Durchfiihrung einer Tris/Tricioder SDFAGE kann man die Proteine innerhalb der Gele auf
eine Membran transferieren und anschlie3end mittels eines spezifischen Antikbrpers das Zielprotein
nachweisenDer Trasfer der Proteine vom Gel auf die Nitrocellulosemembran wurde fimibbei
120mA (konstant) durchgefiihrt. Danach wurde die Membran fir hit 10% Milchpulver in PBST
(1xPBS mit0,05% Tween) geblockt. Die Membran wurde anschlieRend mit deAntikérper
(mouseanti-HisAntikérper, Quiagen, Verdinnung 1:2000 if63BSA in PBST) UN béC4inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membranx35min mit PBST gewaschen und dann mit dem 2. Antikorper
(anti-mouseAKHRPgekoppelt, Amersham, Verdinnung 1:1000 #BSA in PBST) furr@h bei RT
inkubiert. Danach wurde erneutxX35min mit PBST gewaschen und das Signal mit Hilfe eingsitsC
(Amersham) auf Grundlage d€éhemilumineszendetektiert.

2.5.7 AnalytischeGelfiltration (SEC)

Die Gelfiltration ist eine GroBausschlusschromatografie. Die Poren der verwendeten Saulenmatrix
besitzen eine homogene, definierte GroRe. GréRere Proteine kénnen dadurch schneller durch die
Saulenmatrix wandern als kleine Proteine, die in die Saulenmatrix diffundieren kénnen und somit
langer bendtiga, um die Saule zu durchwandern.

Die analytische SEC wurde raibher Superdex Peptide (30 pg) 10/300 GL (GE Healthcare) an der
AktaFPL@nlagebei 4°Cdurchgefiihrt. Dazu wurde ein 5Ql-Probenschlauch verwendet und tber
35ml mit 0,5ml/min eluiert. Alle Durchlaufe wurden im identischen Gelfiltrationspuff&agitel

2.1.3 durchgefliihrt. Zunachst wurde ein Kai@sungdauf mit Proteinen bzw. Substanzen bekannter
GroRedurchgefiihrt Tabelle2.19). Anschlielend wurde sowohl synthetisches als auch rekombinan-
tes CecropirP1 in unterschiedlichen Konzentratiananter den gleichen Bedingungeimgesetzt.

Tabelle2.19 Fir die Kalibrierung genutzte Substanzen

Protein Konzentration [mg/ml] Grol3e [kDa]
Lysozym 20 14,6
Aprotinin 3 6,5

Vitamin B> 10 19
Tryptophan 10 0,2

2.5.8 Lipidpréparationen

Grol3e unilamedire Vesikel (englarge unilanellar vesiclesLUV)

Fur die LW-Praparation wurden die Lipide -Qleoytl-palmitoytsnglycere3-phospherac
(1-glyceral), kurz POPG, und  -HéxadecanoyR-(9Zoctadecenoybsnglycere3-
phosphoethanolamine, kurz POPE, benubabei wurden die Lipide POPE:POPG im Verhéltnis 80:20
einge®tzt, welches Moreiret al. [115] als das natlrliche Verhaltnis iniltyp-E.coli beschreiben

Die Lipide wurden in 26M Kaliumphosphatpuffer pB,0 geldst und & im Wechsel mit Flissigstick-

stoff schockgefroren und fiir ®in bei 40°C bei 400 rpm inkubiert. Anschligitewurde der Ansatz
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fiir 7min bei 1200rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen und fiir die Circulardichrois-
mus-Messunger(2.6.2 genutzt.

Bizellen

Fur die Praparation von Bizellen wurde ein gefriergdtnetes Gemisch (Avanti Polaipids) von
1,2-Dimyristoytsn-glycere3-phosphocholine (DMPC) und IRhexanoylsn-glycerc3-
phosphocholin(DHPC) mit einem molaren Verhéltnis von 3,25:1 verwendet. Diese wurden in Wasser
mit 10% DO geldst und mehrfach mElissigstickstoff schockgefroren und anschlieBenairbbei

38°C inkubiertAnschlieRend wurde gefriergetrocknetes Cecrdpinin 60Qul der Bizellpraparation
gelost.

2.6 Biophysikalische Methoden

2.6.1 MALDIMassenspektrometrie

Die massenspektrometrische AnalyserdPeptide und Proteine wurde an einem Autoflsgeed
MALDITOF Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen) durchgefiihrt. Die Proben wurden mit-
tels SupelTips C18 (Sigmaldrich, Seelze) entsalzt und mit2A S A y-Gemisghes (viv)iaus Ace-
tonitril und 0,1% Trifluoressigséure (TFA) (in Wasser) eluiert. AnschlieRend wurde das eluierte Pro-
tein in einem Verhaltnis von 1:1:1 (v/v) mie2 TFA (in Wasser) und Matrixlosung gemischt. Die Mat-
rixldsung wurde hergestellt, indem 7np6g 2,5:Dihydroxyacetophenoin 375>t | yI f @ 0 A aOKSY
nol so weit wie moglich gelést und 185t S A y' S Nl6saryg vori BAkmyhibniumhydrogencitrat

(in  Wasser) hinzugefiigt wden. 0,5 f R S & -GemisdhesYwurden auf  eine
MTP384groundsteelTargetPlatte (Bruker Daltonics, Brem) aufgetragen. Die aufgetragene Probe
wurde bei RT getrocknebD¢ied dropletMethode). AnschlieBend wurden die Proben auf der Target
Platte mit demMassenspektrometemit Methoden aus der Bruker Standardbibliothahtersucht.

2.6.2 CDSpektrskopie

Bei der CEBpektrskopiewird zirkular polarisiertes Licht verwendet. Dieses Licht ist in der Lage mit
chiralen Molekilen, wie Proteinen, zu interagier&swird abwechselnd die gleiche Menge an rechts
und linkszirkularpolarisierten Licht auf eine Proteinprobéngestrahlt. Die Differenz in der Wellen-
lAngenabhéngigen Absorption ist hierbei der sogenannte Circulardichroismus und ergibt ein charak-
teristisches CEpektrum, welches Aussagen uber die Sekundarstrukturen iattesiner Protein-
probe zul&sst.

Alle Messungn wurden am}715 (Jasco)nit synthetischem Cecropin P120 mM Kaliumphosphat-
puffer pH8 bei 37°C durchgefiihrt, sofern nicht anders angegeldeiir. alle Messungen wurde eine
Absorptionskuvette mit einer Schichtdicke vyl cm verwendet (Hellma Analys¢ Millheim). Von

den erhaltenen Spektren wurde das gemessene Spektrum des Puffers abgezogen. Die Messparame-
ter fur die unterschiedlichen Experimente sifidbelle2.20 zu entnehmen.
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Tabelle2.20 Verwendete Parameter fir die GBpektrometrie

Experiment Proteinkon- data Daten- Verz6- Band- Wellenlan-
zentration pitch[  punkte gerung breite  genbereich
[uM] nmj [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 260190
hangigkeit 40; 50; 60
Temperaturabhan- 60 0,1 601 1 1,0 260-200
gigkeit

2.6.3 NMRSpektrskopie

Kernmagnetische Resonanz (engliclear magnetic resonancBlMR) trit bei Atomkernen mit einem
Eigendrehimpuls (Kernspih ) auf, wahrend sie innerhalb eines statischen Magnettsléinem
Radiofrequenzpuls (RFuls) ausgesetzt sinWenn der RFPuls die Rotationsfrequenz der Kernspins
trifft, kommt es zur Resonanz, was eine veranderte Ausrichtung des Eigendrehimpusage irat.

Die dabei absorbierte Energie wird Uber Relaxationsprozesse wieder abgegeben, sodass das System
in den energiearmeren Zustand der Gleichgewichtsmagnetisierung zuriickfallt. Diese Anderungen
lassen sich mit geeigneter instrumenteller Anordnung sees Die gemessenen Signale sind abhéngig
von der chemischen Umgebung der Atomkerne und der Atomtypen innerhalb der gemessenen Pro-
be. Mit den Informationen, die man aus den unterschiedlichen NEB®Perimenten erhalt, ist es mog-

lich innerhalb eines Proteink®valent verknilipfte Atome zu identifizieren und auch ihre geometrische
Anordnung zueinander zu analysieren. Auch rdumlich benachbarte nicht kovalent miteinander ver-
knupfte Atome kbnnerilber dipolare WechselwirkunggiKernOverhauser Effekd) identifiziert wer-

den.

Probenvorbereitung

Fur die Aufnahme von homonuklearen -3pektren H'H-NOESY, 'H-'H-TOCSY und
H-15N-SOFASHMQCwurde synthetische CecropinP1 in Konzentrationen vofi-4 mM in 50mM
Kaliumphosphatpuffer pld verwendet.Fir die heteronuklearen 2mind 3DSpektren wurde rekom-
binantes'®N-markiertes CecropiR1 in Konzentrationen vas00uM bis 1mM in 50mM Kaliumpho-
sphatpuffer pH6,5 genutzt. Alle ProbeEndvolumen 60@l) wurden mit 10% BO und 1ul 30mM
DSS als internen Standard versetzt.

Messbedingungen

Die Messungen wurden an einem Bruker Ultrashield-N8RSpektrometer (Bruker, Biospin) bei
einer Protonenfrequenz von 7M@Hz durchgefuhrt. Als Probenkopf wurde ein inverser Triple
ResonanryeProbenkopf (700MHz) mit aktiv abgeschirmten &tientenspulen in alle drei Raum-
richtungen verwendet. Die Temperatur wurde bei den Messungen Uber eine BVT3000
Kontrolleinheit (Bruker, Biospin) gesteuellas den Proben zugesetztediente als iterner Feld-

frequenzLock. Alle verwendeten Pulsprogrammaeirden der Bruker Standardiliothek entnom-
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men, sofern nicht anders angegebérabelle2.21 stellt alle durchgefiihrten NMHRExperimente mit
Pulsprogrammen und wichtigen Parametedar. Alle Spektrenwurden bei 35°C aufgenommen,
sofern nicht anders angegeben.

Tabelle2.21 Verwendete Parameter fur di#erwendetenNMR-Spekten
Inumber of scangsweep width3size of FID

Experiment (Puls- F1 F2 F3 Ret
programm)
NS SW(Hz) TD SW (Hz) D SW TD
3

*H (zgpr) - - - -

H1H-COSY 64 10504,189 512 10504,202 2048 - - [116]

(cosygpprdf)

H1H-TOCSY 128 11203,597 512 11160,714 2048 - - [117);

(dipsi2etgpsil9) [118;
[119,

'H-1H-NOESY 128 10504,189 512 10504,202 2048 - - [117);

(noesygpph19) (119
[120

H-N-HSQC 4 2833,433 256 11261,262 2048 - - [121;

(hsqcetf3gpsi) [122;
[123

H-1°N-SOFAST 800 2412,668 256 9803,922 1024 - - [124)

HMQC

(sthmqcf3gpph)

H-N-HSQE 16 9102,903 128 1986,903 80 9090,909 204 [12]]

TOCSY 8

(dipsihsqgcf3gpsi3d)

Relaxationsund Dynamikmessungen

Wenn die angeregten Kernspins in den Gleichgewzelstand zuriickkehren, spricht man v&e-

laxation. Dabei unterscheidet man zwei Arten der Relaxation. Die longitudinale Relaxation erfolgt in
Richtung des Hauptmagnetfeldd3ie longitudinale Relaxationszeitkonstarfegibt die Zeit an, die
gebraucht wirdum 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 Wwhggsigege-

ben. Die transversale Relaxationszeitkonstante Aimmt mit hoherer Anzahl an Protonen ab, da

diese uber dipolare Wechselwirkungen miteinander interagief@re Ruckkehr in den Gleichge-
wichtszustand erfolgt so, dass sich beide RelaxationspreZ@ssr exponentielle Gesetze beschrei-

ben lassenKormel2.2) [125]. Das Verhdltnis vomTund TB-Zeitkonstante kann mit dem Molekular-
gewicht der Molekilen der Probe korreliert werderDies wird tGber die Berechnung der Rotations-

1 2 NNBf | iibegdinghit FdBmel23).5A S w2 (A 2y &heBchd dabeiidieRgta i S A
tionsdiffusion von Partikeln in Lésung. Dabei handelt es sich um eine Zeitkonstante, die die Dauer
beschreibt, die ein Partikel bendtigtim um ein Bogenmal} zu rotieren.rBib ist die Rotationskorre-

f | GA 2yuénld& RaitikelgrolRe abhéngig.
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0 O

Formel2.2 Signallntensitaten in Abhangigkeit vorler fiir die RelaxatiorverwendetenZSA G Sy 6 _ 0

I=Intensitatlol LYy GSYy&AGNG AY DNHzyRT ¢BEATbzwRer _ ' wStIEFGAZ2y ATl SAd
P i
to @— .,—
° Ty X

Formel23w2 G GA2ya] 2NNBfFGA2yal SAG
#n= Resonanzfrequenz vé#N [Hz]die bei 700MHz entspricht 16,44T) 70,971 x 1051 betragt

Zur weiteren Charakterisierung der Dynamik von CecrBfiiwurde eintH-*N-HSQCNOE §belle
2.23) aufgenommen, welches nach dem Prozessieren zwei Spektren dégbEgnalintensitat der
gemessenen NOEs ist abhéngig von den Bewegungen des jeweiligen detektieten H
Bindungsvektors. Beeinflusst wird der NOE von der Gesamtrotation des Peptides, welches als starre
Kugel angenommen wird urelichdurch lokale Fluktuationsbesgungen. Dabeznthalt der erhalte-
ne NORalle Bewegungsmaoglichkeiten, die die dipolaren Kopplungen iBensich beeinflussen. Die
zwei resultierenden Spektren aus dieser Messung enthalten sowohl nur posigjy@<glauch positive
und negative Signales{). Berechnet wird der hetNOE uber den Quotienten anuhd kq (Formel
2.4).
' s ds
Formel2.4 heteronukearerb h 9 6 ' 0

Die Relaxationsund Dynamikmessungewurden fir die bessere Vergleichbarkeit mit Literaturwer-
ten bei 25°C durchgefiihrt. Daftr wurde 1pM **N-CecropirP1 n 50mM Kaliumphosphatpuffer
pH6,6 verwendet.Fir die Ermittlung der i und T-Relaxatioszeitkonstanten wurde bei den Mes-
sungendie ¥ S A[ias] zwischen den Pulsen variiert, uten angeregten Kernen zu ermdglichen, in
den Grundzustand zurilickzehren. D& verwendeten Zeitesind derTabelle2.22 zu entnehmen.

Tabelle2.22Verwendete’2SA GSY 6.0 FTNNJ RAS wStlIEFGAZ2Y

. wYas

T 20, 100, 150, 200, 30(
500, 750, 1000, BD

Tz 10, 30, 50, 90, 130, 17(
210, 250

Die bei den Messungen der Dynamik verwendeten Pulsprogramme und Parameter sifiabdte
2.23zu entnehmen.

Tabelle2.23 Verwendete Parameter fur die Dynamiklessungen

Experiment (Pulsprogramm) F1 F2 Referenz

NS SW[Hz] TD SW][Hz] TD
Ti-Zeiten (hsqdletf3gpsi2) 8 1986,909 128 9090,909 2048

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

IH-15N-HSQGIOE (hsgnoef3gpsi) 52 1986,909 256 9090,909 2048 [126], [127]
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Prozessierenler Spektra

Fur die Aufnahme undas Prozessieretler Spektren wurde das Programm Topspin 3.0 (Bruker Bio-
spin) verwendet. Die FID&de induction decayswurden vor der FourieFransformation in £ auf

eine Menge vorl096 Datenpunkten aufgefilltzgro filling, umdie digitale Aufldsung zu verbessern.
lfa CAf GSNIFdzy T dA 2-yeghabsndzBiRu®ger Sinusguadratfunktionen verwen-
det [128]. Die Basislinienkorrektur wurde standardmafig mit den in Topspin 3.0 implertent
absBefehl, im Falle von 2Bpektren, und dentabs-Befehl, im Falle von 3Bpektren, durchgefihrt.
Die alternierend aufgenommenetH-*N-HSQCNGEpektren wurden durch desplit 2 geteilt und
ebenfalls prozessiert und die Basislinie korrigiert.

Auswetung der Spektren

Strukturaufklarung

Die Zuordnungaller Protonen des PeptiRickgrats und der Seitenkettemittels desChaintracing
Verfahrens[129 erfolgte mit Hile vonHH-COSYund H-H-TOCS®pektren(Tabelle2.21). Das
IH1N-HSQETOCSY wurde unterstitzend genutain die Zuordnung de¥HtH-TOCSYs durch eine
zusatzliche Dimension zu erleichtern. Die SignalHiftd-NOESY wurdesls Eingabedaten fir Cyana
2.1 verwendet, welches die Strukturrechnung mit dem automatischen-A3ijnment kombiniert.

Cyana behandelt dabei das Peptid als eine Reihe von Festkdrpern, welche tber drehbare Verbindun-

gen verknlpft sind. Dabei ween die Torsionswinkel der drehbaren Verbindungen dokumentiert.
Die Abbildung2.5 bietet einen Uberblick tiber die Funktionsweise von Cyana.

A Primirsequenz B

Sequenzspezifisches R LAY
Alignment = ; _ - , _ 2|2 2
g Ve S ow S (dy-by) +w. S 1 2(r) 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 Festkérperk
(Massc my,
Trigheitstensor li)

Geschwindigkeit vic

Zentrum der Masse

e Ok
Torsions-

winkel

Festkorper p(k)

Referenzpunkt re

NOE-Assignments
3D-Struktur

Abbildung2.5 Cyana3.0nach[130, 13]]

A: Schema der Funktionsweise von Cyana 3.0. DasA¢6ignment ist an die Strukturresting gekoppelt und durch-
lauft mehrere (meist 7) Zyklel®: CyanazA St Fdzy { A2y ® 9& $dzZNRSYy 206SNB dzy R
Rhi T A80KSY 1T6SA 1G2YSy h dzyR i dzyR O2yaid NI AydGa * A

alR L@ adSttSy SAyS wSAKS @2y | {2 YL} | Nistanzidegrénzuhgen darilai 2 6 S NB
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ist eine Reihe von Torsionwinkedstraints. wu, wl, wv, und wa sind die Wichtungsfaktoren fiir die verschiedenen cons-

NI AY(G@D AWNAEYAYVOKH 06SYySyyid RAS KIfoS OSNB2iGSYBY § &l ¢gzy B Si &
GrolRe der TorsionswinkebnstraintVerletzung.C: Schematische Darstellung der verschiedenen Teilnehmer in Struk-
turberechnungen mittels Torsionwinkel. Abbildumach[130, 131].

Relaxationsund Dynamiknessungen

Die Signale der Spektren aus den Relaxationsmessungetemmit Hilfe eines vollstandig zugeord-
neten H-°N-HSQESpektrumsentsprechendidentifiziert. Aus den Signalintensitatewurden mit
Hilfe von CCPN &belle2.7) und der Formel2.2 die jeweiligen Relaxationszeiten berechnBieer-
haltenen Relaxationszeitefi und T je Aminosaure wurden Uber die Peptidsequenz gemittelt und
anschlieRend fur die Berechnung der Rotationskorrelationgg@tmel 2.3) verwendet. Die zwei
durch das Prozessieren erhaltend#'>N-HSQCNGOEpektren wurden ebenfalls mit Hilfe eines voll-
standig zugeordnetefH-'*N-HSQESpektrumsson CecropirP1 identifiziert, die Intensitaten mit Hilfe
von CCPN bestimmt unédhetNOE fir die einzelnen Aminosauren berect{fetmel2.4).
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3. Ergebnisse

Die strukturelle Charakterisierung von Cecropih die Analyse der Dynamik und auch die Untersu-
chungen zur Interaktion mit unterschiectien Membrarihnlichen Systemen mittels NMR
Spektroskopie erforderten die Synthese ViN-IsotopenangereichertenCecropinP1. Dafiir wurde
das Cecropi?1 codierende Gen in einen Expressionsvektor kloniertamsdhlie3end die Expression
des Proteins inE.coli unter verschiedenen Bedingungen analysiert und optimiert. Die NMR
Spektroskopie erfordert auRerdem eine hohe Reinlts zu untersuchenden Proteindach der
Optimierung der Expression wurde die Reinigung elgzimierten Fusionsprotein, bestehendaus
N-terminalemHistag, SUMGProtein und CecropiR1etabliert, um reines Peptid mit nativer Amino-
sauresequenz zu erhalten.

3.1 Klonierung von Cecropinl

Fur die rekombinante Expression Ecoli wurde zunéchst das fir Cecropil codierende Gen in
einen Epressionsvektor mit FPromotor kloniert.Dazu wurde das von der FirmeneArterhaltene
Gen(geliefert im pMKT Vektor) welches fur CecropiR1 codiert, amplifizier{Abbildung Al), ge-
schnitten(Bsal/BamHIund in einen pEISUMOadapd/ektor mit Nterminalem Histidikag und SU-
MO-Fusiongrotein kloniert (Abbildung3.1 A). Dieses Fusionsprotein hat den Vorteil, dass es mit
Hilfe der SUMG@Protease UlpEpezifisch geschnittewerden kann und man letztendlich natives Ce-
cropinP1 erhalt. Die durch die Ligation erhaltenen Klone wurden anschlieBend durch die Firma Me-
tabion sequenziert (Anhandgequenzierungénund ein korrekter Klon in o einer bei-80°C in
Glycerin gelagerte&.coliKultur und in Form von gereinigter PlasiddNA konserviert.

Da das Protein Cecropii potentiell sehr toxisch flE. coliist, wurde ein weiteres Konstrukt gene-
riert, um zuséatzlich zum Nerminusauch denGTerminusbei der Expression mit einem Strgy zu
maskieren Dazu wurde zunachst in das bestehende Konstalkd dem CecropiRl-Gen und
pETSUMOadapWektor mittels zielgerichteter Mutagenese eine S&cDK Yy A (i G a&ERlé de§ ' Y o
CecropinP1-Gens eaigefligt. AnschlieRend war es moglich die mit Hilfe dePdWnukleotidkinase
hybridisierten OligonukleotideK@pitel2.3.5), welche fiir den Streptag codieren, tUber die Saelind
BamHiSchnittstellen einzufgen @Abbildung3.1 B).Dieser Strepthg kann nach Expression und Rei-
nigung durch Thrombin vom Cecrofd abgespalten werden, sodass nach Verdau mit SUMO
Protease und anschlieRendem Verdau mit Thrommatives Ceaopin 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

Abbildung3.1 Klonierstrategie fur die CecropiR1 Konstrukte

A zeigt das generierte KonstruKkpEFSUMOadapt mit Cecropil, unten)aus dem CecropiR1-Gen in einem pMKR-
Vektor (Mr.Gene oben linky und dem pE-BUMOadapi/ektor (oben rechts) Beide Vektoren begien ein Kanamycin
Resistenzgen (KanM.In das erhaltene Konstrukt wurde anschlieRend eine Satihittstelle eingefiihrt. Die mutierten
Basen sind dabei rot gefarbt. Dakannten die hybridisierten Oligokieotide, welche fur den Strefag codieren via Sacll
und BamHI eingefiigverden Der fiir denStreptag codierende Bereich ist blau geféarbt. Zwischen der Satihittstelle

und der Strephttag codierenden Sequenz wurde cio das fir Glycin codierende Basentriplet (rot) eingefligt um ein spateres
Schneiden des exprimierten Fusionsproteins mit Thrombin zu erleichtern.

3.2 Expression und Reinigung von Cecrdpin

Nach der erfolgreichen Klonierung der fir Cecrdplncodierenden Péanide, sdte das Fusionspro-
tein bestehend aus SUMO und Cecrdpirexprimiert und gereinigt werden.

Trotz der zu erwartenden Toxizitdt des Proteiwsy es vorteilhaft diesesn E.coli zu exprimieren.
Zum einenwird ®N-markiertesProtein fiir die NMFSpektroskopiebendtigt, welches relativ kosten-
gunstig zurzeit nur irE.coli hergestellt werden kannAuch die zu erwartenden Ausbeuten sinad
Vergleichzu anderen genutzten Expressionssystemen wie +tafer Insektenzellehoch Die Toxizi-
tat der Konstruke sollte hierbei durchdie N-terminale bzw. Nund Gterminale Maskierunglurch
das SUM€&Protein bzw. den Strefiag mdglichst reduzierwerden Fir die Expressionvon Cecro-
pin P1 wurden zunéachst die Expressionsbedingurigeviollmedium und auch in Phosphatdium
mit N-angereichertem Ammoniumchlorid als einziger Stickstoffquptkestet und optimiert.

3.2.1 Optimierung deiExpressionsbedingungen fir das Histitiig-SUMGCecropinP1

Zunachst wurden die optimalen Expressionsbedingungen fir das KonstreBtJMI3-CecropinPl1
ermittelt. Es wurden zunachst die laborinternen Standardparameter (Expressionsdauer, Temperatur,
Medium) variiert.Abbildung3.2 zeigtexemplarischein Tris/TricirGelnach Induktion deExpression

des Histidintag-SUMQCecropinP1 Konstruktesin E.coli BL21 durch 0,5mM PTG Auf dem
Tris/TricinGel konnte die Expressiomicht zweifelsfreigezeigt werdenMittels eines Westernblots
(Kapitel2.5.6), konnte aber eine schwake Proteinexpression nachgewiesen werden (Belichtungszeit
1h). Das Protein ist dabei immer im Pellet lokalisiert und das Signal ist meder2Expression am
starksten und nimmt Gber die Expressionsdauer Abisatzlich konnte schon vor Induktion der Ex-
pression mit IPTG ein stark verlangsamtes Wachstumo(@m,3 2,5 nach Animpfen mit 2 einer
UN-Kultur) derE. coliKulturen beobachtet werden.
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Die Zelldichte wurde wéahrend des VersuchsBeinahme der Proben mitteld\-Spektroskopieei

600 nm bestimmt(Abbildung 3.3).

2h 4h 6h UN KO 2h 4h 6h UN KO
kba Mm U p U P U P UP U Pkpam U P 0O P U P U P U P

Abbildung3.2 Proteinnachweis naclExpression irkE.coliBL21 fei 37°C

Links ist das Tri$ticinGel zum Expressionstest abgebildgls GréRamarker (M) wurde derPRuBR
(links) und dePRp (rechts)von Thermo Scientifieerwendet.Als Negativkontrolle (KQ@ljente E.colr
Lysat aus einer nicht mit IPTG stimulierten Probm eine Aussage Uber die Loslichkeit treffen zu
kénnen, wurden jeweils Bben des Uberstande®)) und des Pellet§P)aufgetragen Esist keine Pro-
teinexpression erkennbaRechts ist der dazugehérige Western Blot (1. AK: 1:200Hisitag, 2. AK:
1:1000 antimouseHRP) abgebildet. Bei einelfolekulargewichtvon ca. 1’kDades Fusionsproteins,
liegt die entsprechende Bandaut Western Blokurz tiber der 2&DaBande de®®RuBRViarkers.

Die Zelldichte nimmt nach Induktion der Expresgiton0 h Expressionsdauebgi allen drei geteste-
ten Temperaturen ab und dann wieder zu. [Bdfekt ist am deutlichsteim Falle delExpression bei
37°C erkennbar. Schon nachhaat sich die Zelldichte um die Halfte verringert, was der generellen
Proteinausbeute abtraglich ist und auf eine Toxizitat des exprimierten Prdtgidsutet.

2.57
- 37°C

2.01 = 30°C
25°C

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

Expressionsdauer [h]

Abbildung 3.3 Zelldichten wahrend der Expression Excoli BL21

Die Zelldichten sinken tendendidlei allen Temperaturen nach In-
duktion der Expression mit IPTG um dann relativ langsam anzustei-
gen. Bei der Expssion bei 37C ist dieser Effekt am stérksten zu
beobachten. Die Zelldichten bei Expression beiGand 25C ver-
laufen &hnlich.

Die unter den getesteten Bedingungen nachgewiesene Proteinexpression ist zu gering, um mit dem
daraus erzeugten Protein NMEpektroskopische Experimente durchzufuhren.

Das Problem der méglichen Toxizitat des Fusionsproteins aus SUMO und Cetredrderte eine
andere Herangehensweise an die Expressionsproblentatikvurde die Expression des Fusionspro-
teins in anderert.cdi-Stammen getestetTabelle2.2), welche generiert wurden um die Expression

von toxischen Proteinen und auch MembranproteinerkEincolizu erleichtern. Bei diesen Stammen
handelt es sich unk.coliBL22Abkémmlirge mit Mutationen die phanotypisch anharitirer Toxizi-
tatstoleranz ausgesucht wurden. DErcolrStamm C43 lieferte dabei die besten Ergebnisse in den
ersten Expressionstestaljbildung3.4).
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Abbildung3.4 Proteinnachweis naclexpressionstest ii.coli C43
Tris/TricirnGele zum Nachweis der Proteinexpressials. Marker (M) diente der PRuBR. Die Expression bt 3@er
2h, 4h und 6h zeigt leichte Proteinbareh bei 20kDa. Nach & und 4h der Expression liegt das Protein zu ungefahr
50% im Pelle{P)und 50% im UberstandU) vor. Bei einer Expression (ibehdst die Bande im Uberstand deutlich
schwécher als im Pellet. Die Expression bei@esultiert indeutlich schwécheren Proteinbanden bei KDa, wah-
rend sie bei einer Expression bei D nicht zu erkennen sind.

Der Test zeigt, dass eine Expression des Proteins & 8Y der gréfdten Proteinmenge resul-
tiert. Allerdings nur bei einer Expressionsdauen maximal &, da in der Uber Nacht exprimier-

ten Kulturkein Proteinmehr nachgewiesemwerden kann.Eine Expressiohis zu éh scheint je-

doch nicht sinnvoll zu sein, da die Proteinbanden neidler Expressiasalauer von Zh, 4 h und

6 h etwa gleich starlsind Die Zelldichten wurden erneut Uber die Expressionsdauer dokumen-
tiert (Abbildung3.5). Das Wachstum deE.coli C43Kultur vor der Induktion der Expression mit
IPTG war vergleichbar mit dem WachstunEieol BL21. Nach Induktion erhghte sich die Zell-
dichte im Gegensatz zii.coli BL21Kultur und fiel auch nur bei der Expression beG0und
37°C nach £ 6 h leicht ab. Die sinkenden Zelldichten kénnten daher ein Indiz fur die Expression
des vermutlich toischen Fusionsproteins sein, da unter diesen Temperaturen auch eine Protein-
expression nachgewiesen werden konnidbildung3.4).
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Abbildung3.5 Zelldichten wahraxd der Expression ii.coli C43

Die Zelldichten steigen bei Expression zundchst an und sinken
nach 4h Expressionsdauer bei 3G und 37C leicht ab. Bei Ex-
pression bei 20C nimmt die Zelldichte hingegen zu.

3.2.2 Optimierung der ProterAusbeute
Die Expresen inE.coliC43 erwies sich als effektiver als di€icoliBL21. Dennoch war eine weitere
Optimierung zur Steigerunder Proteinausbeute notwendigm ausreichend konzentrierte Protein

Proben fur die NMFSpektroskopie zu generiereazu wurden zwei uarsciedliche Strategien
verfolgt: Zum einenwurde die initiale Zelldichte deE.coliKulturen bei Induktion der Expression
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variiert. Bei einer sehr kurzen Expressionsdauer Uber rtuk@nnte einer Erhdhung der initialen
Zellanzahl auch die Ausbeute Bosionsprotein erhdhen. Aus diesem Grund wurde ein Expressions-
test inE.coliC43 tber 2 bei 37°C mit variierenden initialen Zelldichten (vor Induktion mit 518

IPTG) durchgefuihfAbbildung3.6 A). Sind dieProteinbanden bei einer initialen optischen Dichte von
1,0 und 2,0 noch vergleichbar stark, so sind sie bei eingsaben Dichte von 2,5 etwastarker.Die

aus dieser Kondition gewonnenen Bakterienpellets wurden anschliel3end gleich fir den zweiten L6-
sungansatz zur Erhéhung der Proteinausbeute genutzt.Adilmldung3.4 und Abbildung3.5 A wird
ersichtlich, dass ungefahr 8@ der geamten Proteinausbeute der Pelletfrakibn der generierten
Bakterienlysate vorliegDurch Losen dieses Proteinanteils aus dem Pellet, kdnnte somit die Ausbeu-
te an loslichem Fitein nahezu verdoppelt werderDazu wurden die Bakterienpellets im gleichen
Puffer mit variierenden Detergenzien % [v/v] Triton X100, 1% CHAPS [w/V],

1 %NonidetP40[v/v]) aufgenommenund die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossembhildung

3.6 Bist das Ergebnis erkennbar. Im Vergleich zur Kontrolle, welche im BufferDetergens aufge-
schlossen wurde, wurde das Protein bei allen drei getesteteerfenzien komplett aus ddvellet-
fraktion gelost.

3.2.3 Nachweis der Funktionalitidt der SUMRDotease

Nach Etablierung der Expression ausreichender Mengen deSUHiEOCecropn P1-Fusionsproteins
wurde die Proteinausbeute durch Verwendung héherer Zelldichten und Herauslésen des Fusionspro-
teins aus der Pelletfraktion erhdhim letzten Schritt der Optimierunmusste nun noch die Aktivitat

der SUMGProtease in Gegenwart dieser Dajenzien getestet werdempbildung3.6 C), um letzt-
endlich reines vom SUMPxrotein getrenntes Cecropil erhalten zu kdnnerDafur wurden die
Uberstande aus dem Loslichkeitstest direkt weiter verwendet und mNM@Brotease versetzt.
Durch das Schneiden mit der SUMtease sollte die Fusionsprotédande auf der Hohe von kurz

Uber 20kDa verschwinden und zwei neue Proteinbanden bei ca&k3z3(Cecropiil) und ca. 1BDa
(HisSUMGProtein) sichtbar werdenBei allen getesteten Konditionen ist eine uldiche Verschie-

bung der Bnde von tber @kDa aufunter 20kDa erkennbar, was die Funktionalitdt der Protease
nachweist.Bei 3kDa sind keine Proteinbanden nachweisbar. Diese sind zu schwach fir eine Detekti-
on unterden gewahlten Bedingungen.

Anhand der gegebenen Informationen aus den Expressionstests wurde die Expression des rekombi-
nanten Cecropif*l in Vollmedium mit 0,78M IPTG bei einer optischen Dichte von ca. 2,5 b&37

tber 2h durchgefiihrt.
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Abbildung3.6 Proteinnachweis naclexpressionsund Loslichkeitstest zur Erhéhung der Proteinausbeute

Tris/TricinGele zum Nachweis der Proteinexpression und LoslichKsitMarker (M) diente der PRuBRzeigt die Kpres-

sion des Fusionsproteins nach Induktimit 0,75mM IPTCGder Expression bei unterschiedlichen Zelldichten. Die Protein-
banden bei knapp Uber ZKDa sind bei Induktion bei einer optischen Dicf@Dyog) von 1 und 2 vergleichbar starbie
Proteinbandenbei einer initialen optischen Dichte von 2,5 sind deutlich stérBezeigt dieProteinverteilung im Ldslich-
keitstest. Im Kontrollansatz (KO) mit Aufschlusspuffer ohne Detergens, liegt das Protein zur Halfte im Pellet vor. Bei allen
verwendeten Detergenzie(1% [v/v] Triton, 1% [w/v] CHAPS,% [v/v] Nonidet P40) wurde das Protein aus der Pelletfrak-

tion geldst.Czeigt die Funktionalitét der Protease unter Detergenseinfluss. Hier ist unter allerntiioad die Funktionali-

tat der SUMGProtease nachweisbaZu erkenna ist dies an einer Verschiebudgr Proteinbande von knapp tber RDa

zu deutlich unter 2&Da.

3.2.4 Optimierung der Expressionvon !N-markiertem HisSUMGCecropinP1-
Fusionsprotein

Nach Optimierung der Expression des rekombinanten CecRibsionsproteins in Vollmedium
wurde eine erste Expression4rl minimalem Phosphatmedium (M9) durchgefiihrt. Dabeigte sich
erneut, dass die laborinternen standardisierten Expressionsmethoden nicht geeignet fiir die Expres-
sion dieses Cecropiil-Fusionspreeins waren Die Bakterienzellen wurden inl Mollmedium bis zu
einer optischen Dichte von 1erangezogerund anschlielend in UM9-Medium inokuliert. e
Wachstunsgeschwindigkeitler Zellen war im Vergleich zur Verwendung von Vollmedium stark redu-
ziett und erreichte Uber & nur eine optische Dichte von 1Bie Proteinausbeute war dabei zu ge-
ring fur die weitere Verwendung (Abbildung 3.9). Daher musste die Expression von
N-isotopenangereichertenCecropirP1 unter Verwendung von Phosphatmedium optimiert wer-
den. Bei allenin Phosphatmedien durchgefiihrten Expressiong®airden die Zellen anschlielend
mit 1 %][v/v] Triton X100im Aufschlusspuffer aufgeschlosseveshalb sich das gesamte exprimierte
CecropinP1-Fusionsprotein im Uberstand der Bakterienlysate befinden sollte.

Zunachstwurde die Expression in einem Autoinduktionsmedium (5082dium) mit der Expression

in M9-Medium verglichenAbbildung3.7). Erkennbar istdass die Expression im Autoinduktionsme-
dium noch deutlich geringer ist, als in M@ dium.Nach 24h Inkubation in Autoinduktionsmedium
sind sehr schwache Proteinbanden bei KBBa erkennbar. Bei Expression des CecrBfin
Fusionsproteins in M®ledium bei J °C ist hingegen eine deutlich starkere Proteinbande zwei Stun-
den nach Induktion erkenbar, welche 1& nach Induktiorschwécher ausfallt.
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Abbildung3.7 Proteinnachweis nactexpressionstest in Phosphatien

Tris/TricinGele zum Proteinnachwei8ls GréRenmarker (M) wurde der PRuBR verwendet. Im Autoinduktions-
medium 5052 ist bei Expression bei’ZDkeine Proteinbande bei den erwartetenkia sichtbarErst nach 24

sind im Uberstand leichte Banden exknbar. Im Expressionstest unter Verwendung von-M&lium ist bei
20°C ebenfalls keine Proteinexpression des gewunschten Proteins nachweisbar°8és8iiach B und nach

18h eine leichte Proteinbande auf erwarteter Héhe zu erkennen.

B4 20 —
—

Da die Expressn unter diesen Bedingungefiir die NMRSpektroskopie keine ausreichend hohen
Audeuten liefert, nussten andere Lésungsansatze getestet werden. Hierflr wurde ein modifiziertes
Phosphatmediun{Medium P, Kapite?.1.1) mit héherean Ammoniumchloridgehalt (8/1 statt 1g/l),
anderer Spurenelememtisammensetzung und 1@/ml Biotin getestet[105]. Zusatzlich wurden
unterschiedliche Beimpfungstechniken fir die Bakterieftkeh in Phosphatmedium untersuchDie
erse war das direkte Beimpfen des Phosphatmediums n%& inerE.coli-UN-Kultur und anschlie-
Bender Induktion der Expression bei einer optischen Dichte vor{AhBildung3.8 B). Die zweite
Beimpfungsmethodik erforeite eine Vorkulturn Vollmedium deren Volumen demeéevifachen der
finalen Kultur in Phosphatmedium entsprach. Dazu wurden die Zellen imBQ8Medium bis zu
einer Oy = 1 kultiviert,zentrifugiert und in nur 101l Phogphatmedium inokuliert. Nach & fort-
gesetzterKultivierung wurde die Expression induzi€te Abbildung3.8 A zeigt den Proteinnachweis
zu dieser BeimpfungstechniBeide Methoden zeigen deutliche Expressionsbanden leicht déer
20kDaBandedes Makers. Wieder ist das Cecrod#i-Fusionsproteinnicht mehr bei einer Expressi-
onsdauer von 19 21 h nachweisbar. Die Starke der Proteinbanden nimmt nabhd2r Expression
auch nicht weiter zu. Bei Vergleich der Proteinbanden beREmpfungsmetho@n erscheinen die
der direkten Behpfung @Abbildung3.8 B) schwacher.
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Abbildung3.8 Proteinnachweis nacliexpressionstesbei 37°Cin Medium P mit verschiedeneBeimpfungsmethoden
Tris/TricinGele zum Proteinnachweigls GroRenmarker (M) wurde der PRUBR verwendleteigt den Proteinnachweis
nach Expressionstest mit Beimpfung durch eine Vorkulilmer Expressionsdauern vorh24h und 6h ist eine nahezu
gleich stark bleibende Proteinbande in den Uberstanden nachweisbar, welche natmizhit mehr zu sehen isB zeigt
den Proteinnachweis nach Expressionstest mit direkter Beimpfung des Phosphatmedium8&bnein@r Gber Nacht ge-
wachsenerE.coli-FlissigkulturUber Expressionsdauern vornind 4h sind die erwarteten Proteinbanden im Uberstand
kurz Uber 2kDa der Markerbande zu erkennebiese fallen im Vergleich zur Beimpfungsmethoda @eutlich schwacher

ausDie Beimpfung mit einer Vorkultur mit dem Mfachen des Volumens der Kultur in Phosphatme-
dium, in dem die eigentliche Expression d@¢isotopenangereicherten Cecropii-Fusionsproteins
ablauft, ist bei einer Expression inl £hosphatmedium nicht praktikabel. Deshalb wurde in einem
letzten Test a@ie E.coli C43Kultur in 11 LBMedium bis zu einer optischen Dichte von 2,6 kultiviert,
zentrifugiert und in 1 des Medium P inokuliert. Nach einer Stunde der Kultivierung b&C3tfolgte
dann die Induktion der 4tlindigen Expression mit 0,7 IPTGAbbildung3.9 zeig die Expression

in Phosphatmediummach Aufschluss der Zellen mifA Tritonrhaltigem Aufschlusspuffevor und

nach der Optimierung
M94L _MP1L

kba m O P U P

[ _—

Abbildung 3.9 Vergleich der Expressiom Phosphatmedien vor und nach der Opti-
mierung

Tris/TricinGel zum Proteinnachweisls GroRenmarker (M) PRuBR genutzt. Verglichen
wird hier die Expression des CecropibFusionsproteingaus 41 M9-Medium (M9) vor

und 11 Medium P (MP) nach der Optimierung der Expression in Phosphatmeiien.
Bande des in CecropRil-Fusionsproteins ist bei der Expression in Medium P sehr viel
starker (Pfeile).

Es ist zu erkennen, dass die Bande des CecRdghusionsproteins in der Expressimit 11 Medi-
umP deutlich starker ist als die Bande bei Expression lirvi8-Medium. Die Expression des
BN-isotopenangereicherten Cecropifi-Fusionsproteins wurde anschlieBend immer mit dieser Vor-
gehensweise durchgefiihrt. Dazu wurden Hieoli C43Kulturen in 41 LBMedium bis zu einer Qg
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von ca. 2,5 3,0 herangezogeranschlieRend in #MediumP inokuliert und nach eimeStunde mit
0,75mM IPTG die-4tindige Expression induziert.

3.2.5 Optimierung derExpressionsbedingungen fir das Histidig-SUMGCecropinPl-
Streplitag-Konstrukt

Auch die Expression dieses Konstruktes wurde zunachst unter Variation der laborinternen Standard-
parameter wie Temperatur, Expressionsdauer etc. untersucht. Allerdings konnte unter alleregetest
ten Bedingungen keine odewr einegeringfligige Expression nachgewiesen werden. Auch die Nut-
zung desE.coliC43 Stammes und der hohen Zelldichten bei Induktien Expressioergaben nur

eine geringflgige Expression d€scropinPl-Fusionsproteindm Vergleich zum erwendetet Kon-

strukt ohne Streptag. Aus diesem Grund und weil dieses Fusionsprotein einen zusatzligrdaw

zur Entfernung des Strejpag benottigen wiirde um CecropirP1 mit nativer Sequenz zu erhalten,
wurde auf die Expression dieses Konstruktes im weiteren Verlawtribert verzichtet.

3.2.6 Etablierung der Reinigung von Cecropih

Fur die geplanten NMBpektroskopischen Untersuchungamrde sehr reines CecropRil benotigt.
Dazumusste das Cecropil-Fusionsprotein mit Hilfe des 6xHistieag Uber eine Higag-IMAC
(immobilized metal ion affinity chromatographyKapitel2.5.4 gereinigt und das Cecropfil vom
SUMGProtein getrennt werdenDaflr wurden die aus der Expressitapitel2.4.2 erhaltenen Bak-
terienpellets zunéchst aufgeschlossgapitel2.5.3) und das erhaltene Gemisch aus Iéslichen Protei-
nen fir die Higag-IMAC verwendet. Abbildung3.10 zeigt eine Ubersicht des Reinigungsverlaufs.
Zunachst wurde das Proteingemisalif die NF-NTAS&ule gegeben, gefolgt von Waschschritten. Der
elementarste Waschschritt war hierbei der mit Natriumcheiattigem Puffer. Dieser hatte zwei
positive Efékte. Zum einen wurde eine Vielzahl der unspezifisch bindenden Verunreinigungen be-
reits wahrend dieses Waschschrittes eliminiert. Zum zweiten ist es durch Natriumcholat moglich
auch das im Aufschlusand Bindepuffer enthaltene Tritok100 restlos zu etinieren.Im Gegen-

satz zu TritonX-100 lasst sich Natriumcholat anschlieend durch einfaches Spullen der Saule entfer-
nen. Das Entfernen des Tritoisd aus zweierlei Grinden sinnvolder Reinigungsverlauf wurde bei
einer Wellenlangeron 280nm, bei der sowhl aromatische Aminoséurensabuch Tritork-100 ab-
sorbieren, verfolgt, sodass das Triton die Detektion der Proteinsignale zum Teil Gberdeckt. Aus die-
sem Grund und um am Ende Detergédreses Protein fur die weiteren Messungen zu erhajtenr-

de der Natrimcholathaltige Waschpuffer verwendetim das TritorX-100 zu entfernenAbbildung
3.10 A zeigt den Verlauf des Elutionsschrittes dertBlisIMAC. Um restliche schwach bindende Ver-
unreinigungen zu entfernen undomn gewiinschten Protein zu treen, wurde ein Gradient von
0-80% des 27nM Imidazolhaltigen Elutionspuffers Uber das zehnfache Saulenvolumen verwendet.
AnschlieRend wurde Uber das sechsfache Saulenvolumen mit reinem Elutionspuffer @ligiler&nd

der Eutionsschritte wurde das gesamte Eluatfraktionierter FormaufgefangenZu erkennen ist,

dass gleich zu Beginn des Elutionsgradienten ein scharfes hohes Gagekitiert wird. Daran schlief3t

sich einbreiteres Signal mit drei Maxima und ein schwachigaé&wahrend der Elution mit 109
Elutionspufferan. Um die Gréf3en der enthaltenen Proteine nachzuweisen, wuwda den entspre-
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chenden Signale®D&Proben generiert und eine Tris/TriciRAGE 2.5.5 durchgefinrt (Abbildung

3.10 B). In Abbildung3.10 B wird deutlich, dass das erste starke Signal nur aus schwach arder Ni
NTAMatrix bindenden Proteinen besteht. Danach folgea 8ignalederen FraktionerCecropinP1-
Fusionsprotein enthaltenDie aufgefangenen Fraktionen dieser Sighale wurden zusammengefihrt
und in einen fur die SUM®rotease geeigneten Puff@hne ImidazoMiafiltriert und anschlieRend
konzentriert (Kapite.5.4).
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Abbildung3.10 Reinigungverlaufvon rekombinantemCecropinP1

A zeigt den Verlauf der Elutionsschritieer Konzentratiosverlaufdes Elutionspuffers witend des Gradienten und danach
ist in grau dargestellt. Die einzelnen Signalmaximeaden nummeriert (35) und von den FraktioneBDSProben generiert.
Der Verlauf deAbsorption bei 280m ist in bau dargestelltB stellt den Proteinnachweis zu den Sigmaxima aus der
Elution dar. Die Nummerierung der Signalmaxima entspricht dabei der Nummerierung des Tri€G&lciAls GrolRenmar-
ker (M) wurde der PRUBR verwendBer Grol3teil des Cecropiil-Fusionsroteins liegt in den Signalmaximg 38 vor.C
zeigtden Proteinnachweis dediafiltrierten und konzentrierten CecropiR1-Fusionsproteins vor) und nach (Schere) dem
Shneiden mit der SUM@®rotease. In den nachfolgenden Geltaschen ist der Verlauf der erneuten Elution iber %ine Ni
NTAS&aule zu sehen, idem hier das abgetrennte Histidiag-SUMGProtein an die Saulenmatrix gebunden wird und so
eine Trennung vom Cecropiti-Peptid ermdglichtD zeigt das MALEMassenspektrum einer der eluierten Cecropit
Fraktionen. Die Signale entsprechen dabei deragteten Masse von Cecropiil (3339 Da) und dessen halber Masse
(1670). Der Mangel an weiteren Signalen nicht passender Grof3en ist aulRerdem ein Nachweis fur die Reinheit des Proteins.

Die Abbildung3.10 C zeigt daglidfiltrierte, konzentrierte Fusionsprotein vor)(und nach (Schere)
dem Schneiden mit Hilfe der SUMotease. Nacdem Trennen von CecropRil und dem Hitag-
SUMGProtein wurde das Protein erneut Uber eine?NNTAS&ule gegeben, wobei das #hsg-
SUMD-Protein und die restlicheendogenen HistidialtigenE.coli-Proteinean der Saule gebunden
werden und das freie Cecropii eluiert, gesammelt, in NMHRuffer diafiltriert und konzentriert
wurde. Zum Nachweis der korrekten Grof3e und der Reinheit desnggten CecropiPl wurde ein
MALDIMassenspektrum aufgenomme’l§bildung3.10 D). Detektiert werden konnten zwei Signale
60



bei der korrekten Massenzahl von 33B8 sowie der halben Massenzahl von 18 Die Abwsen-
heit weiterer signifikanter Signale beweist die Reinheit des Cecropin P1, die notwsntlig die
NMRSpektroskopie.

3.3 Bestimmung defl oxizitat von Cecropin P1

3.3.1 Etablierung des MKTests

Fur die Bestimmung der Toxizitdbn CecropifPl und dessen zukiigen Mutanten musste zu-
nachst ein passendes Testsystem innerhalb dieses Labors etabliert wealkém.wurde auf schon
andeorts etablierte Methoden zurtickgegriffdi10]. Diese Methoden ermdglichen die Determinie-
rung deg minimalen inhibitorischen Konzentration (MIGninimal inhibitory concentrationgeteste-

ter Substanzen. Die MIC ist dabei die niedrigste Konzentration einer antimikrobiellen Substanz, wel-
che wnter den getesteten Bedingungesas sichtbare Bakterienwachstuinhibiert. Wiegancet al.

[110] beschreiben zwei unterschiedliche Anséatze, die Agaund die Flussigmedium
Verdinnungsmethode.Die FlussigmediuAviethode besitzt mehrere Vorteile:Bei der Agar
Verdunnungsmethode werdeBakterienkulturen mit definierter Zellzahl auf AgRlatten mit unter-
schiedlichen Konzentrationen der antimikrobiellen Peptide verteilt und nach Inkubation die erhalte-
nen Kolonien gezahlt. Dies erfordert hthere Peptidmendarch das grof3ere Volumen der akg
Platten (mehrere Milliliterund eine langwierigere Auswertung mit héherem Fehlerpoterdiaich
manuelles Auszéhlen der KolofiZmenden EinheitenAus diesen Grinden wurde fir diese Arbeit
die Fliussigmediurverdinnungsmethode gewahiKapitel 2.4.3. Durchgefuhrt wurde diese in
96-WellPlatten mit nur 10Qul Endvolumen inWell, was die Menge an bendtigten Peptiden deutlich
verringert. Zusatzlichwurden alle verwendeten Peptidkonzentrationen dreifach getesten hand-
werkliche Fehler zu minimieren. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe eines Photometers, welches
Plattenkompatibel ist bei einer Wellenlange von 6@0n. Als Sterilitdtkontrolle wurde Medium und

als Wachstumskontrolle die verwendete Zellsusgien, beides mit gleicher genutzter Menge des
Peptidldsungsmittels, verwendeklr die genutzten seriellen Peptidverdiinnungen wurde sich an den
Literaturwerten(Tabelle1.2) von CecropirP1 orientiert.Als E.col-Stamm wurde einim Gegensatz

zu E.coliK12Stammen, kaum genetisch verandertercoli ML3 Laborstamm genutzUm ungeféahr

die gleichen Zellzahlen bei den Tests verwenden zu kénnen, wurde die optische Dichte @i 600
der UNKulturen vonE.coli ML3 mit der Anzahl andionie-formenden Einheiten (cfu solony for-

ming unit9 korreliert(Tabelle3.1).

Tabelle3.1 Korrelation der gemessenen Zelldichten bei 60 und der Kolonieformenden Einheiternpro ml

UN-Kultur ODso0 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 16 2,08 x 16

2 0,17 808 206 8,08 x 16 2,06 x 16

3 0,19 1088 480 1,09 x 18 48x16

Mittelwert 0,18 875 289 8,75 x 16 2,98 x 16

Furdas Einstellen der ungeféahren Zellzahl wurde anschlielRend die Korreldligi= 0,18 entspricht

ungefahr 2,98 x 10cfu/ml, genutzt.Nach Verwenden der Zellsuspension im MIC wurden zur genau-
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en Uberpriifung der tatséchlichen Zellzahl 100 pl einer 1:100 und 1:1000 Verdiinnung der Zellsuspen-
sion auf Agarplatten ausplattiert, Gber Nacht bei 7 inkubiert, anschlieBend die Kolonie
formenden Einheiten gezahlt und die Zelzentrationin cfu/ml berechnet.

Nach ersten Tests mit kommerziell erwerbbaren Antibiotika, wurde die MICywihedisiertem und
rekombinantemCecropinP1lsowie die des Hitag-SUMGCecropinP1-Proteinsbestimmt (Abbildung

3.11).

0.4+
-&- synth. WT-CecP1

0.3 & rekomb. WT-CecP1

% SUMO-CecP1
0.24

ODEOO nm

0.1+

0.0

0.001 0.01 01 1

-0.1-
[mg/ml] 5
6,29*10° cfu/ml

Abbildung 3.11 Determinierung der MIC$n=3)

Aufgetragen wurden hier die gemessenen Werte der optischen Dichte bei
600 nm (ODyg) gegen die verwendeten Peptidkonzentrationen iniog
[mg/ml]. Synthetisches undekombinantes CecropiRl1 haben eine identi-
sche MIC, auch wenn die Zelldichte bei Inkubation mit synthetischen Peptid
schon bei kleineren Peptidkonzentrationen stérker sinkt. Auch databhs

SUMGCecropirP1-Protein erweist sich als toxistbtkennbar istdas
synthetisches und rekombinantes Cecropih die gleica MIC aufweisen. Allerdingseginntdie Ver-
ringerung der Zelldichtén Falle des synthetischen Peptigishon bei kleineren Peptidkonzentratio-
nen als beim rekombinanten CecropiR1. Die schon verntete Toxizitat des Hitag-SUMQ
CecropirP1-Proteinswurde ebenfalls nachgewieseAllerdings liegt die MI®ei diesem Konstrukt
Uber das 1€fache hoher alsm Falleder kurzenPeptide Die MIG der einzelnen Peptide sind der
Tabelle3.2 zu entnehmen.

Tabelle3.2 Ubersicht tiber die MIGon CecropirP1 und SUMO©
CecropinP1-Fusionsprotein

MIC[ug/ml] MIC [uM] n

synthet. WFCecP1 6,25 1,9 3
rekomb. WFCecP1 6,25 1,9 3
SUMGCecP1 50-100 1530 3

*Konzentrationsangaben beziehen sich zur besseren Vergleich-
barkeit nur auf den Cecropil-Anteils des Fusionsproteins

Fur die bessere Vergleichbarkeit der MIC beziehen sich die Konzentrationsangaben fir das Fusions-
protein nur auf den @cropinP1-Anteil des Proteins.

62



3.3.2 Etablierung einer Dreifacharbung zur lioreszenzmikroskopischen Untersuchung
der Toxizitat von Cecropin P1

Zusatzlich zuBestimmungder MIC des Cecropl wurde eine Dreifachrluoreszenzfarbung nach
Mangoniet al.[113] zur genaueren Untersuchung der Toxizitat etabliert (Kagit¢l4). Diese Drei-
fach-Farbung nach Inkulti@an von Bakterien mit antimikrobiellen Substanzen ermdgliesitAussa-
gen uber die metabolische Aktivitat der Bakterien (CTC), die Membranpermeabilitéat (FITC) und die
totale Anzahl an Bakterien (DARKapitel2.4.4 zu treffen Das mit den Bakterien inkubierte- 5
Cyana2,3-ditolyltetrazoliumchlorid (CTC) bildet bei Reduktion ein intrazellulares, rotréiszieren-
des Formazan (CTF), welclaés Indikator der respiratorischen Aktivitat verwendet wird. Die Farbung
mit FITC (grtn) soll eine reduzierte Membranintegritat nachweisen, da es nur durch geschadigte
Membranen in die Zellen gelangen kann. DAPI (blau) wurde verwendet um die Bakibideanzu-
farben und damit méglichst alle Bakterien zu detektieren.
Zunachstvurde die zu verwendende optimale Zelldichte auf 20f cfu/ml bestimmtund sowohl die
verwendeten Konzentrationemon DAPI (20 pg/ml) als au€hTC (10 pg/ml) angepas§tie Abbil-
dung3.12 zeigterste Ergebnisse eser Farbung

KO + 5 % Triton X-100

WT-CecP1 letal

Abbildung3.12 Fluoreszenmikroskopische Aufnahmen

Der Messbalken entspricht 10 ur&s istdie Uberlagerung aller drei
Fluoreszenzegezeigt DAPI ist itblau, CTC in rot und FITC in grim-da
gestellt.Als Kontrolle (KO) wurden Bakterienzellen in Puffer inkubiert.

Die zur Kontrolle (KO) nur maur Lésung der Peptide verwendet®uffer anstatt mit Peptid inku-
bierten Bakterien sind mehrheitlich metabolisch aktiv, was man anhand der roten FadeurBakte-
rienzellen erkennt. Einige wenige Zellen sind nur positiv fur die DAPI und diEl&df€szenz, was
auf eine Schadigung der Membran hinweist und fehlende metabolische Aktivitéat. Die mit Puffer
mit 5% Triton inkubierten Bakterien sind hirggnvon Beginn der Inkubation an nicht mehr Stoff-
wechselaktiv. Aber auch das Signal fir die HF@reszenz ist im Vergleich zur Kontrolle, welche
normalerweise keine Membranschadigung und somit keine Fluoreszenz ben#&igen dirfte,
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schwacher.Die mit synthetischem WildtygCecropinP1l (WTCecP1) inkubierten Bakteriereigen

einige wenige Formazansignale (CTC in rot) die nichtdeniDAPFluoreszenz Uberlappeie Fluo-
reszenz bei 488m (FITC) ist wieder geringer als die der NegativkontrBlie.Bakterien werden

durch die letale Dosis mit WildtypecropirP1l getttet, was durch die wenigen nicht intrazellulér
liegenden Formazansignale erkennen kann. Die Zellen sind aber weder bei der Positivkontrolle mit
5% Triton noch beim WTecP1lpositiv fur da FITCSignal, was darauf hindeutet, dass die Zellen
nicht ausreichend permeabilisiert wurden um das FVIalekdl in die Zellen gelangen zu lassen.

3.4 Strukturelle Charakterisierung von Cecropin P1

Die drukturelle Charakterisierung des Cecropifist interessant,da sie zur Aufklarung des genauen
Wirkmechanismus beitragen kénntBabei treten mehrere Fragestellungen auf. Ist es mdglich, dass
CecropinPl unter bestimmten Bedingungen Multimere bilgetie Christenseet al. und Durellet al

fur die Cecropine gstulierten[87, 132]? Ist CecropiPl in wassriger Losungridich unstrukturiert,

wie Siposet. al festgestellt haberf99]? Welche Informationen Uber die Dynamik vonc@mpinP1
kann man gewinnen®ie verhalt sich Cecropll in wassriger Umgebung und wie, wenn es die
Moglichkeit hat mit Membranen zu interagieren?

3.4.1 Untersuchung eineméglichen Multimerisierung des Cecropi

Analytische GréRenausschlusschromatografie@esropin P1

Zum Nachweiiner moglichen Multimerisierung wurden zun&chst analytische Gelfiltrationen
50mM Tris pH 8,0 und 150M NaCKSEC size exclusion chromatographynter Variation der Pep-
tidkonzentration durchgefuhr{Kapitel2.5.7). Fir diese Gelfiltrationemusste zunachst ein Kalibrie-
rungdauf mit geeignetenmonomererProteineriSubstanzen bekannter Gro3aturchgefihrt wer-
den, um das MolekulargewichfLOGo[MW]) mit dem Zeitpunkt der Elution {&ton)my) zu korelie-
ren (Abbildung3.13).

2
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< 600+ = 40
o é Tryptopharrg,2 kD
Q - 30 yiram
c . - Vitamin B12 1,885 kDa
‘5 4007 8 e & e
e Lysozym 5 201 Tl rofinin 6,5 kDa
.g 2004 >5 | o Lysozym 14,6 kDa
o 10
o Vit By, 2
5 J V (Elution] = -8,5338x + 26,096 R = 0,9679
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Abbildung3.13 Chromatogramm zur SEC des Kalibrierutggs und dessen Auswertung

Auf der linken Seite ist das Clmatogramm zur GréRenausschlusschromatografie (SEC) zu sehen. Aufgetragen ist dabei der
Verlauf der Absorption bei 28im (mAU) gegen das Elutionsvolumen (dm)der Auswertung dieser SE@chts)wurden

die jeweiligen Elutionsvolumina der Proteine/Substam (\tuton] mp) 9egen den log des entsprechenden Molekularge-
wichts in kDa aufgetragen.
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AnschlieRend an die Kalibrierumgirden analytische SHG@Gufe mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen an synthetischem Cecrogfi durchgefuhr{Abbildung3.14).
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Abbildung 3.14 analytische konzentrationsabfingige SEC des syntheti-
schen Ceropin P1

Der Verlauf der Absorption bei 28®n (blau) wurde gegen das Elutionsvo-
lumen [ml] aufgetragen.Die Signale aller verwendeten Peptidkonzentrati-
onen kommerewischen den Elutionsvolumina-21 ml. Bei einer Konzent-
ration von 50uM CecropirP1gibt es einschwaches Signal bei 14 ml Eluti-
onsvolumen.

Die Maxima der Signale der untersctleehen genutzten Peptidkonzentrationen kommewischen
den Elutionsvolumina 21 ml. Die Tabelle3.3 zeigt die mit Hilfe der Formel ausbbildung3.13
berechneten Moleklargewichte in kDa mit Hilfe der eingesetzten Elutionsvolundi@aSignalmaxi-
ma aus der analytischen SEC.

Tabelle3.3 Ubersicht tiber die Ergebnisse der analytischen SEC von Cedpdpin
PeptidkonzentrationenmM]  Viewtion [MI]  10gio [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 fur das Molekulargewicht schwanken bei den einzelnen Konzentrationen zwi-
schen 6,7 und 9,8Da. Dies wirde dgBrol3e eines Dimers bzw. eines Trimers @esropinP1 ent-
sprechen.

Relaxationsmessungen und Abschéatzung der Rotationskorrelationszeit von Cé&opin

In einem weiteren Schritt wurd&N-isotopenangereicherte€ecropinrP1l NMRspektroskopisch un-
tersucht. Zudchstwurden Relaxationsmessungen urane daraus resultierende Abschéatzung der
Rotationskorrelationszeit durchgefuh{2.6.3), wodurch wiederum Rickschlisse auf die unter NMR
Bedingungen vorliegende GroRRe des Cecr&dirund emit die potentielle Multimerisierung gezogen
werden konnen. Hierfir notwendig war ein moglichst vollstandig zugeordnetes™®N-HSQE
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Spektrum zur Auswertung der Relaxationsmessungd&apitel 3.4.2. Es wurde eine Reihe von
HIN-HSQE LIST GNBY dzy G SNJ = NRFGA2Y RSNI %SAG _ | dzF3Sy
einzelnen Signale der Aminoséauren fuhrt. Die zu den unterschiedlichen Zeiten gemessenen Intensita-

ten der Signale dejeweiligen Aminosaure wurden anschlielend ohir Formel2.2 gefittet. Abbil-

dung3.15 zeigt exemplarischie Kurvenanpassung det-Tnd T-Werte von Glutama®O.

T, von E20 T,von E20
2.0x10 82,1003
1.50M 4 o -5.040%
w, s J—
v -
10540 "\ é -1.0x10% ,r",
\“‘ k= yr’
5.0x10% "I-.‘__ -1.5x101! a
o
Te—-
0 T T J -2.0>101! T T ]
0 500 1000 1500 0 100 200 300
A T [ms] B T [ms]

Abbildung3.15 Exemplarische iF und T-Kurvenanpassungen
A zeigt die Kurvenanpassung der Intensitaten @lotamat20 (E2®0 N6 SNJ RA S @S NP S BREIMS Kur-.SA Sy ¢
venanpassung der Intensitaten von Glutar2@t(E20) tber die verwendeten Zeiten dar.

Fur die Aussagen zu dem Tnd den 3-Zeiten der einzelnen Aminosauren wurden nur eindeutige
Kurvenanpassungen nfi€x  n(I)duddRx T2 derwendet.

Die Abbildung3.16 stellt die mit Hilfe der Kurvenanpassungdrerechneten T-Zeiten dar, welche
Uber die Sequeneerteilt um die 600ms betragen (Mittelwert: 623,6ns).

1500
1000+

Lttt

Ty [ms]

o

YV OERERSy Y SO IPIeR &
Sequenzposition
Abbildung3.16 Berechnete T-Zeitenfur CecropinP1
Dargestellt sind die aus den Kurvenanpassungen gewonnenggifEn mit Standardabwei-
chungaufgetragen gegen diAminosaurenit ihrer Sequenzpositian

Abbildung3.17 zeigt die berechnetenylZeiten. Dabei ist zu erkennen, dass diese Uber die Sequenz
starker variieren als dieiZeiten. Die gemittelte ;fZeit des CecropiR1 liegt bei 349,&s.
2500+
2000-

15004

T, [ms]

1000+

5001

o
O PORRRRY RNY S PPk &
Sequenzposition
Abbildung3.17 Berechnete FZeiten fiir CecropirP1
Die aus den Kurvenanpassungen der einzelnen Aminosauren erhalteigart€ mit Stan-

dardabweichung sind aufgetragen gegen die entsprechenden Aminoséauren einschlielich d
ren Sequenzpositian
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Die gemittelten T- und T-Zeiten des Cecropirl wurden zur Berechnung der Rotationskorrelations-
1 S aniit Hilfe derFormel2.3 (Kapitel2.6.3 verwendet.

p ¢ chpd i

fo S hxpofic @ otmmi X Pepmi cpel

T

Es ergibt sich dabei fir Cecropim  SAy S w2 (1 (A 2 yod P, PoMMBhilduig3. By a1 SA
1 S A 3 {-WedRd Ster vergleichbarerBedingungen gemessener Proteihekannter GroRg133

und deren lineare Regressior?(R0,94).Zum Vergleich ist in dunkelbld®A S 6 S NE@C§S (i S
cropinP1 gegen @s Molekulargewicht unter Berlcksichtigung def®N-Isotopenanreicherung

(3,4kDa),aufgetragenDie Verlangerung der Regressionslinie der Vergleichsproteine zeigt, dass eine
monomere CecropiPl-C 2 NI Y A ivon2A64sSaxd wahrscheinlichsten ist. Daraus kann ge-
schlussfolgarwerden, dass Cecroplil unter den gegebenen Messbedingungen (imB0 Kali-
umphosphatpuffer pH 6,6; c= 1,5 mM, T =°29 als Monomer vorliegt.
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51 e
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Abbildung 3.18 + SNE f S A Oviin dRGaNJ
pin P1 mit denen von bekannten Proteinen
(133

' dzZF3SGONI 38y aAiyfWeieigé 06SNBOKySiGSy
gen die Molekulargewichte unter Berticksichti-

gung der verwendeten IsotopeMarkierung.

CecropinP1 ist in dunkelblawalle anderen Pro-

teine in hellblau dargestellt. Die lineare Regres-

sion wurde zur besseren Anschaulichkeit ver-

langert(bisx=1)

3.4.2 Struktur und Dynamik von Cecropin P1

Vorausgehende Arbeiten an Cecropinen und CecrBfiirkonzentierten sich auf die Struktur in
Membrandahnlicher Umgebung in Form rdl,1,1,3,3,3Hexafluore2-propanol (HFIR und kinstli-
chen Membransysteme[#3, 88, 89, 99, 134, 135. Um die Interaktion von Cecropil mit Membra-
nen naher untesuchen zu kdénnen, solli@eshalbzu Beginrals Ausgangspunkt die Struktur und Dy-
namik des Peptids in wassriger Losuggnaueruntersucht werden.Zunachst wurden Sequenz
abhangig@ Sekundarstrukturvorhersagen durchgefihftbbildung3.19), welcheauf eine Uberwie-

3 S y {Relikale Struktur des Peptidsndeuten Die Sekundérstrukturvorhersagen decken sich dabei
sehr gut, was die vorhergesagt&ekundarstrukturanteile in den verschiedenen Bereichen betrifft.
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Abbildung 3.19 Sequenzabhangige Sekundarstrukturvorhersagen fir

CecropinP1

Dargestellt sind die Ergebnisse der Sekundérstrukturvsdgen GOR4

[136] und die der ChodrasmarSekundarstrukturvorhersage (CFSSP)

[137,138.. SARS al 3Sy S AdefkaleNGCRAESPHASY R N

CFSSP = 71%) Struktur voraus. Hh ENX A Y € Sy . SNBAOK S6ANR SAy
Strang durch beide Methoden vorhergesagt.

CDSpektroskopische Analyse des Cecrdgiin

Die CBESpektroskopische Analys2.6.2 wurde durchgefuhrt um diétruktur von CecropiRl in
hydrophiler Umgebung n&hr zu untersuchenDabei wurden Peptidkonzentratiorabhéngige und
Temperaturabhangige Spektren vo@ecropinP1 aufgenommen Alle Messungen wurden msyn-
thetischem CecropiRl in 2 mM Kaliumphosphatpuffer mit pH 8J0ei 37°C durchgeflihrt, sofern
nicht anders angegebeie Abbidung 3.20 zeigt die konzentrationsabhangige -Spektroskopische
Analyse des CecropRil. InAbbildung3.14 A sind die Spektren aller verwendeten Cecrdpin
Konzentrationen Uber einen Wellenlangenbereich von 8D nm dargestellt. Es fallt auf, dass die
Spektren aller verwendeten Konzentrationen ungeféhr im Bereich2@nm bis 260hm identisch
verlaufen.Um die CBspektroskopischen Messung&éher zu analysieremwurde eine inAbbidung
3.20 B dargestellte Sekundarstrukturanalyse mit dem in den Spectramanager 2.0 impler@ntie
CDPro durchgefiihrt. Dazu wurden die CONItMethode und die CDSS'Mrethode verwendet

[139].
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Abbildung 3.20 Konzentrationsabhéngige GBpektroskopie von CecropiRl und Sekundarstrukturanalysen

Die CDSpektren abhéngig von der Konzentration von CecrBfiisind links dargestellDiese verlaufen im Beich von ca.
205nm bis 26hm identisch Die Sekundarstrukturanigse nach der CONTMethode wird rechts dargestellDie verwen-

deten Peptidkonzentrationen sind gegen den prozentualen Anteil der Sekundarstrukturelemente aufgetragen. Bei einer
Peptidkonzatration von 5uM liegt CecropiPl zu 47: -helikal und zu 586 mit unstrukturierten und.oopBereichen

vor. Bei einer Konzentration von 30a f A $30G S& CORaltblattiuddNzir Hafte #h (urSstrulktufiertén uricbop

Teilen vor. Bei einer Konzgation von 4060 uM liegt das Peptid zu 693 -helikal mit geringen Loepnteilen und

kaum unstrukturiert vor.

Grundsétzlich scheint sich danfangliche! y (i S A-belikalgyi Sthukturanteilevon 47% mit stei-

gender Peptidkonzentration zu Lasten desuukturierten Anteilsauf 73%zu erhéhen (Ausnahme

30uM). Gleiches gilt fur die hier nicht gezeigte Analyse unter Nutzung der Che8itRe.

Da die analytische Gelfiltration beiP@ und die CiIMessungen bei 37C durchgefihrt wurden, wur-

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

pin P1 untersucht. DiAbbildung3.21 A zeigt die bei unterschiedlichen Temperaturen und gleich-
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bleibender Peptidkonzentration (§6M) aufgenommenen GBpektren. Dabei sind um 22n leich-

te Differenzen zwischen den Spektren bé&bund 20C im Vergleich zu den Spektren beiG7und
50°C festzustellen. Die mit der CONTLIMNMethode durchgefiihrte Sekundarstrukturanalyse
(Abbildung321. 0 T SA 3G R-BejikaldnIStukturaintSigbn 61% bei einer Temperatur von
37°C. Der anfanglich hohe Antain unstrukturierten Bereichenimmt bis dahin auf ein Minimum
Fod 5AS IFsfthled irfdl®opsing nahezu gleich bleibenbBie CBSpektroskopischen Analy-
aSy SNHSO6SYy:S RI&a RA-felikdemStrukifeh urikl §ia AbhayimieSn dnstrukk y
turierten Anteilen mit Zunahme der Peptidkonzentration und Zunahme der Temperatur i 37

korrelieren.
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Abbildung3.21 Temperaturabhdnge Ci3pektroskopie und Sekundarstrukturanalyse von Cecropih

Die Abbildungzeigt die bei unterschiedlichen Temperaturen aufgenommenerS@é&ktren von Cecropinl (links) Um
220nm gibt es eine leichte iferenz zwischen den Spektren der beiden niedrigeren Temperaturen verglichen mit den
Spektren der beiden héheren TemperaturdRechts istdie mit der CONTHML durchgefiihrte Sekundarstrukturanalyse
abgebildet Bei 37%c / K | helikal§ Aidteil sein Maximum und der unstrukturierte Anteil sein Minimum. Die Anteile an
LoopStrukturen und unstrukturierten Bereichen ist dabei Uber die gemessenen Temperaturen nahezu konstant.

NMRSpektroskopische Analyse der &t von CecropirPl

Im nachsten Schritt wurdeNMRSpektroskopische Analysen durchgefiihrt dim dreidimensionale
Struktur des CecropiRlin hydrophiler Umgebungaher zu untersucheni® entsprechenden Spek-
tren H-H-TOCSYH'H-COSYIH-'H-NOESY untH-*N-TOCSHSQGwurden (Tabelle2.21) aufge-
nommen Fur die Aufnahme homonuklearer Spektren Detektionder Resonanzen der Protonen
wurde synthetisches Cecropitll verwendet fiir das heteronuklearéH->N-TOCSHSQC wurde re-
kombinantest®N-markiertes Cecropi®1 genutzt

Die erhaltenen Signale aus deimzelnen Spektren wurdemittels Chaintracinghach Withrichet al.
[129] denentsprechenden Atomen zugeordnetrihang und fur die Strukturrechnung (Kapit2l6.3
verwendet.Die Tabelle3.4 listet die Daten zu den 10 Strukturen aus 100 gerechneten Strukturen auf.
Dabei wurden insgesamt 156 NSkgnale fur die Strukturrechng verwendet. DiI®RMSDOroot mean
square deviatiopiber das Peptidickgrat ist mit 3,1 sehr hoch Uberlagertman die Helices (Hl

1 AS 37, Helix 2 AS 120) der 10 Strukturen miteinander wirdedRMSD mit Werten zwischen
0,25A(Helix 1) und 0,5A (Helix 2) deutlich geringeDie berechneten Strukturen aben einen
durchschnittlichen Sekundarstrukturanteil von 44,8 -Helix und 55,26 eher unstrukturierten Be-
reichen.
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Tabelle3.4 Statistik des mit Cyana 2.0 berechneten Ensembles aus 10 CecRipin

Strukturen
ZuordnungVollstandigkeit (H/Hn)
insgesamt 170
fehlend 18
Vollstandigkeit 88,1%
NOEAbstandsbeschrankungen
Intraresidual (i,i) 74
Sequentiell (i, i+1) 58
aAllStoSAG O6XOAX Abno 12
Weitreichend (>i, i+4) 12
Total 156
RamachandranploRegionen(% aller Aminosauren
Favorisiert 80,4
Erlaubt 19,6
Aulerhalb liegend 0
Root mean square deviatio(RMSD [A])
Peptidrickgrat (durchschnittl.) 3,12+0,75
Schwere Atome (durchschnittl.) 404+0,D
Helix 1 (AS-3) 0,25 + 0,05
Helix 2 (AS 120) 0,57 +0,29
Durchschnittlicher Sekundarstrukturgehalt [%]
h-Helix 44.8
Schleife/ungeordnet 55,2

Derebenfalls von Cyana ausgegebene Ramachardhainfiir das Ensemble aus den 10 Cecréfdin
Strukturen ist inAbbildung3.22 dargestellt.Dabei befinden sich 80% der Amioséuren in favori-
sierten und 19,86 in zusatzlich erlaubten Bereichen.
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Abbildung 3.22 RamachandrarPlot des Ce-
cropinP1 Ensembles

In Abbildung3.23 ist das Ergenis aus der Strukturrechnung mit Cyana 2.0 visualisiertABieldung
3.23 A zeigt beispielhaft drei Strukturen aus dem 10 Strukturen beinhaltenden Ensemble. Es sind
1T 6SA . SNBAOKS A RSy dHelk AvbrilegeNBire Ndirzeres SélibO istSdirekt fasn
N-Terminus lokalisier(Helix 1 AS-3) an die sichunterbrochen durcheinenLoopeine zweite mini-
mal langere Helix anschlie@telix 2 AS 120). Der CTerminus (ab G3liegt unstrukturiert vor, ist
aber in allen Strukturen des Ensembles zur zweiten HatixgebogenAbbildung3.23 B zeigt das

0 90 180

0
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Proteinriickgrat der 10 berechneten Strukturen des Ensembles. Diese wurden ausgerichtet am h&u-
FTAIAGSY @2 NdelxBerelly (RIR\E20). Die Farbung gibt dabei hohe RMB&te (rot)
und niedrige RMD-Werte (blau) an. Grau gefarbte Berdeécwurden nicht bertcksichtigt. Es wird

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

N

N-Terminus

Abbildung3.23 Die Struktur von CecropiR1

A zeigt drei Cecropi1 Strukturen des Ensembles in @artoonDarstellung. Di¢.oopBereiche sind i@rangetdnen
dargestellt, die helikalen Bereiche in Blautdndbie Lange und Ausrichtung der Helices zueinander varii€@enC
terminale Bereich (G2R31) ist unstrukturigrund mit der Gterminalen Aminoséure zur zweiten Helix hin geboden.
stellt die Peptidriickgrate der 10 berechneten Strukturen von Ceci®pidar. Diese wurden anhand des Struktu-
ren-Ensembleam haufigsten vorkommenden HeBereiches (StB20) ausgethtet. Die Farbng bezieht sich auf die
RMSD der Strukturen. Blau zeigt geringe RM&iBte wahrend Rofir hohe RMSBVerte steht. Graweférbte Berei-
che wurden nicht aligniert.

Fur weitere NMRSpektroskopische Untersuchungen des CecrBgdinwvar ein vollstédig zugeordne-

tes HN-HSQESpektrum notwendig (Kapited.4.1 Relaxationsmessunger8.4.2 Dynamik).Zu-
nachstwurde ein'H'*N-SOFASHMQC unter Nutzung des natirlich vorkommendeM-Isotops im
synthetischen Cecropi®1 aufgenommen und mit Hilfe déH-Zuordnungaus den homonuklearen
2D-Spektren die®N-Resonanzerden entsprechenden Aminosauren zugeordnet. Die durchzufiihren-
den Messungen (Kapit@.4.1 Relaxationsmesswen, 3.4.2 Dynamik) erforderten die Verwendung

von rekombinantem'*N-isotopenangereicherterCecropinPl, da die Mengen an natirlich vorkom-
menden®N-Isotopzu gering sind und die Messzeiten dadurch untragbare AusmaRe annehiimen

den. Das aufgenommene und zugeordnete->N-SOFASHMQC des synthetischen Cecropitil

wurde mit dem aufgenommenefH->"N-HSQESpektrum des rekombinanteliN-markierten Cecro-

pin P1 verglichenum zu Uberprifenob sich rekombinantes und synthetischepfEunter gleichen
Messbedingungen(50mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5, 3T) auch vergleichbar verhalten
(Abbildung3.24). Es zeigt sich, dass die Spektren bis auf einige zusatzliche Sigheil&MHSQE
Spektum des rekombinanten Cecropil deckungsgleich sind. Diese zusatzlichen Signale werden
Uber die Messzeit stéarker und es ist zu vermuten, dass es sich dabei um Signale die dureh Peptid
Abbau entstehen, handeliAnhandder Abbildung3.24 wird deutlich dass sich synthetisches und
rekombinantes CecropiR1 unter gleichen Messbedingungen auch gleich verhalten. Somit sind alle
mit rekombinanten Protein gemessenen Spektren und daraus resultierende Erkenntnisse fur Cecro-
pin P1 unabhéngig von den vemaeten Synthesemethoden gltig.
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Abbildung 3.24 Uberlagerung destH-15N-HSQCs von rekombinantem undes H-15N-SOFAST
HMQCs vom synthetischeGecropinP1

Aufgenommen wurdemie Spektren unter gleichen Messbedingungen imB@ Kaliumphosphat-

puffer pH 6,5 bei 37C.In den Spektren sind die jeweiligen Kopplungen zwischen gd?rbtonen

und den NAtomen der einzelnen Aminosauren erkennbar. Das Spektrum des rekombinanten Ce-
cropin P1 istorangedargestellt und das Spektrum des synthetischen Cect®piist in dunkelblau
dargestellt. Die den Signalen zugeordneten Aminosduren sind im Einbuchstabencode mit Se-
guenzposition gekennzeichnet. Ersichtlich wird, dass die Spektren, bénggé zuséatzliche Signa-

le im Spektrum des rekombinanten Cecropih, deckungsgleich sind. Diese sind wahrscheinlich
auf einen Abbau des Peptids zurtickzufiihren.

Untersuchung zur Dynamik von Cecropih

Bis heute wurden NMSpektroskopische UntersuchungeardCecropine nur in Membrashnlicher
Umgebung zur strukturellen Charakterisierung durchgefijd3, 99, 134]. Eine NMR
Spektroskopische Untersuchung der Dynamik wurde in ErmangeluntjNcomarkiertem Peptidbis-
her vernachlassigt. Die Untersuchung des CecrBfiim Hinblick auf die Dynamik in hydrophiler Um-
gebung ist aufgrund seiner geringen Strukturierung’(45-Helix, 53% unstrukturiert) und der ho-
hen Flexibilitat (RMSD Uber Peptidrickgrat = 3,12) sehr interessant.

Zur Charakterisierung der Dynamik von Cecrdplnwurde eintH->N-HSQCNOH ébelle2.23) auf-
genommenund ausgewerte{Kapitel2.6.3. Die Zuordnung der NG&ignale des Spekims erfolgte
mit Hilfe einesvollstandig zugeordnetefH->*N-HSQESpektruns (Abbildung3.24). Die Sigralintensi-
tat des gemessenenhetNOEs ist abhéngig von den Bewegungen des jeweiligen detektierten
Hy-BindungsvektorsDas hetNOESignal enthaltalle Bewegungsmadglichkeiten, ddie dipolaren
Kopplungerim nsBereich beeinflussen. Berechnet wird der hetNOE Uber den Quotienteg.auxll

leq (FOormel2.4).

Jegliche Dynamik wird dabei beeinflusst von der Grol3e eines Peptids oder Proteide Pep.
Proteinederen Produkt aus detamorfrequenz von Stickstoff () und der Rotationskorrelationszeit
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(Lo deutlich kleiner als 1. (v_c « 1) sind schnelle rotierende Grenzfal#40]. Dies giltnicht fiir Ce-
cropinP1.
Denni b ¢ “ t ¢ “ xXTwxppnO th pri

Dabei istfn die Resonanzfrequenz vofiN, welchebei 700 Mkt (entspricht 16,44 T) 70,9716° s
betragt Wenn. = 4,4x10s? betragtund _cmit 2,16ns berechnet wurde (Kapit8l4.1), dann ist
1o H th pri cpo pmii mwe p.
Fur CecropiPl ist das Produkt ni c_nicht deutlich kleiner ald aber es gilt. ni c.< 1 Bei kleinen
Peptiden wie Cecropin M Yyhck 1 werden dabeletNOR2 SNIIS AY . SEBWwadd @2y N
[1417]. Derdurch Auswertung der Spektren erhalteheteronukleare NOE ist dabei das MaR fir die
DynamikFormel 2.4 berechnet(Kapitel2.6.3. Abbildung3.25 stellt die berechneten hetNOEs der
einzelnen Aminoséauren dar.

[ ]
O PO R @RI IR PO B

Sequenzposition

Abbildung3.25 Die heteronukleare NOEdes CecropirP1

Abgebildet sind die heteronuklearen NOEs fie dinzelnen Aminosduren des Cecropih

DN} dz dzy § SNI $3G aAyR RAS . SNoikadb&nd. DitabgBbildete dzi o6 SNBOKy S
Struktur des Peptids ist modifiziedm eine bessere Vergleichbarkeit mit dem hetNOE zu er-

méglichen. Deutlich wird, das RA S ! YA y 2 & N dzNBelicesimif UberBiegBntl (K RS NJ b
sitivenWerten unflexibler sind als der-@rminale Loop(G22R31) welcher deutlich negativere

Werte besitzt und somit flexibler zu segtheint.

N>

Die errechneterhetNOEWerte zeigen, dass die-derminale Halfte des CecropRil weniger flexibel
ist, als die @erminale Halfte Wahrend die Nerminale Halfte des CecropiPil (AS 4.8) positive und
schwach negative hetNGEerte annimmt, ist der hetNOE dert€@minalen Halfte von Cecropinl

(AS 181)durchgehend negativ.

3.5 Interaktion von CecropiR®1 mit membranahnlichen Systemen

Die Untersuchung der Interaktion von CecroBih mit Membranen ist nicht nur interessant, weil
gezeigt wurdedass die Cecropine sich in Membi@mnlicher Umgebung faltef3, 88, 89, 99, 134,

135], sondern auch weil ihre Toxizitat in Bakterien auf eine Interaktion mit der Bakterienmembran
zurtckgefuhrt wird94, 142-144). Der genaue Mechanismus dieser Interaktion wird dabei weiterhin
diskutiert.

Die Interaktion von Cecropipl mit Baterienmembranen ndher zu verstehen, setzt voraus, dass
man sowohl geeignete Messmethoden als auch die geeigneten Membransystenderfiigung hat.
Siposet al. nutzten dafiir die Cbund NMRSpektroskopiamit synthetischem CecropiR1 in 30% im

Falle derNMRMessungendeuteriertem, HFIP[99]. Mittels CDSpektroskopie zeign sie, dass bei
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3¢ | CLt SA y-helikhldt Sekundasthikturantei23,8 ASyon CecropitPl erreicht wird
und l6sten daraufhin die Struktur des Peptides mit Hilfe der F@gBktroskopie in 3% deuterier-
tem HFIP.

Fur einen direkten Vergleich wwed aindchst mit synthetischem Cecrogdlin 30% deuteriertem
HFIPH-'HTOCSY H'H-COSY H-'H-NOESYund 'H-*N-SOFASHMQGCSpektrenaufgenommen
und de Signaleim *H-'*N-SOFASHMQGSpektrumzugeordnet.Die Abbildung3.26 zeigt das zuge-
ordnete Spektrum von synthetischem CedroPl in 30% deuteriertem HFIFDie Signale sind hier
sehr gut verteilt und die Zuordnung deckt sich mit der von S#pad. [99]. Nachfolgend wurden Tit-
rationsmessungen mit steigenden bzw. sinkendefPH®nzentrationen durchgefihrt umen Uber-
gang wm Zustand des Cecropitl in 30% HFIP in ein hydrophiles Mileu (und umgekehrt) naher
analysieren zu kdnneWahrend der Titrationen kam dsei Zugabe von % HFIRuU einem sprung-
haften Ubergang zwischen dem Zustates Cecropil in wassriger Umgebung dlem Zustand,
welcher bei 3@ HFIP vorliegApbbildung3.26).
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Abbildung 3.26 ZugeordnetestH-1*N-HSQESektrum von CecropirPl in
30%HFIR>

Das Spektrum zdiglie Kopplungen zwischen den-Rrotonen und den N
Atomen jeder einzelnen Aminosaure des Peptids. Die Signale sind gut verteilt
und ihre Frequenzen decken sich mit denen von Sapas [99].

Da es mit Hilfe der Titrationsexperimente unter Nutzung von HFIP nicht moglich war, den Ubergang
zwischen den Zustdnden des Cedéndpl von hydrophilen zu hydrophobem Milieu néaher zu untersu-
chen sollten andere Membra#ihnliche Systeme getestet werden.
Dafir wurden zundchstCDSpektren mit synthetischem Cecropti und unterschiedlichen Memb-
ran-dhnlichen Umgebungen aufgenommégapiel 2.6.2. Eine erste Titrationsreihe wurde mit LUV
(large unilanellar vesicles durchgefihrt, welchenach Moreinet. alin ihrer Lipidzisammensetzung
(POPE:POPG im Verhaltnis 802@oliMembranen &hnelrj115 (Kapitel2.5.8 (Abbildung3.27). Zu
erkennen ist, dss mit zunehmender Menge an&/é { St y R SNédlikalgh{S&khridarstruktu- h
relementensichtbar zunimmt. Das GEpektrum des ifrationsendpunktes (10Q1 LUVPraparation)
nimmt dabeiS A y T Mélikal8sAPéptid chakteristisches Spektrum aBie Gegewart von Vesi-
keln induzierty | OK g SA & f A OK -hBlikafer Seldmid@rstriokirdn/ 3 b
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SekundarstrukturanteiRechts ist die Sekundarstrukturanalyse CONTINbeden Titrationsverlauf dargestellt.

LUV eignen sich aufgrund ihrer variablen Grof3e und ihrer fortschreitenden Figowulie Zeit nicht

fur die NMRSpektroskopieUm einzuschatzerwie &hnlich sich dazein sehwiel artifizielleres, aber

fur die NMRSpektoskopie geeignetes System in Form von SB8zellen verhaltwurde eine zwei-

te Titration mit SDS durchgefiihrt und die Spektren der Anfamgd Endpunkte der Titrationen mit-
einander verglichenAbbildung3.28). Die EndpunkSpektren beider Titrationsreihen, deuten auf das
+ 2 NK I Yy RSy &héikagn S8Rundarstrukturen hin. Die Sekundéarstrukturanalyse (CQNYIN
siehtsowohl fur das Spektrum nach Zugabe von lODUV als auch fiir das Spektrum nach Zugabe

von 0,1% SD®ahezu 100G

-HelixAnteil voraus.Trotzdem verhalten sich die Spektren in ihrem

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

weist.

-H

6000

4000+

2

2000

-2000-

-4000

O yrw [degxem “xdecimol

T T T

T T 1
190 200 210 220 230 240 250 260

Wellenlange [nm]

0,0 % SDS
— 0,1% SDS
— oplLUV
— 100 I LUV

[%]

100-
80+

60-

40 ™

> 2
9
& <(’b

&

[ Kontrolle
B 0,1% SDS
m Il 100 pl LUV

Abbildung3.28 Vergleich der CEspektren aus den Titrationsexperimenten mit LUV und SDS

Die Abbildungeigt dieCDSpektren der Ausgangsnd Endpunkte der SBEnd LUVTitration mit CecropirP1(links) Beide
Spektren zeigen eine charakteristische Veranderung&dny S Y dzy & (0 NHz] G dzNA S NIi BefikalbrdPeiid.y SY No S
Die Spektren der Endpunkte sind dabei nicht identigdchts istdie Sekundérstrukturanalyse der Spektren (CONTIN
dargestellt Ausgangspunkt ist ein Peptid mit c&., 45 -felikalem Sekutérstrukturanteil und nahezu gleich viel unstruktu-

riertem Anteil. Die Zugabe von 0% SDS und 10 LUVt NNLJ NI (A 2y

0 S 6 A Ndlikhles Papyidm Wer-K ST dz

gleich zur Kontrolle bestehend aus infdM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 geldstem Peptid

Aufgrund der CBMessungen wurde anschlie3end ein Membransystem getestet, dass sowohl eine
Doppellipidschicht als auch die Mdglichkeit besitzt mittels NBpiektroskopie untersucht zu werden.
Daftur wurde gefriergetrocknetes®N-markiertes CecropiPl (h 50mM Kaliumphosphatpuffer
pH®6,5) in 60Qul einer Bizellpraparation (9% HO und 10% d0O) aufgenommen (Kapitél5.8.
Zunachstwurden bei verschiedenen Temperaturéh->N-HSQESpektren aufgenommenda die
Bizdlen sich abhangig von der Temperaturterschiedlichverhalten Zu beobachten war, dass die
Probe bei 15C klar, bei 28C milchig und bei 39 wieder klar waiDie Abbildung3.29 zeigt die drei
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uberlagerten Speren, die bei den verschiedenen Temperaturen aufgenommen wurden. Deutlich zu
erkennen ist hier, dass eine Steigerung der Messtemperatur zu weniger Signalen in den Spektren
fuhrt. Eine breitere Verteilung der Signale verglichen mit dem Spektrum % BIBP ist nicht zu be-

obachten.
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Abbildung 3.29 1H-15N-HSQESpektren von CecP1 mit Bizellpréparation bei
variierenden Temperaturen

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

Bei Vergleich detH-'>N-HSQESpektren von Cecropidl mit und ohne Bizellen bei 26 fallt auf,
dass die Signalder Aminoséauren 23 bis 2@ den Spektren mit der Bizellpraparatidnrchgehend
fehlen @Abbildung3.30). Dabei handelt es sich um den hydrophobeT&minus 23-AIAIQG&9)
des CecropiPl.
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Abbildung 3.30 H-15N-HSQESpektren von CecP1 mit und ohne Bizell-
praparation bei 25°C

Die Abbildung zeigt die Spektren von Cecrdpiinmit (dunkelblau) und
ohne Bizellpraparation (hellblaip 50mM Kaliumphosphatpuffer pH
6,5. Gekennzeichnet sind allAminoséresignale, die im Spektrum mit
Bizellen verschwinderAufféllig ist dabei besonders, dadie Signale
der Gterminalen Aminosauren 229 (AIAIQGGkomplett verschwin-
den.
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3.6 Funktionelle Charakterisierung von Cecropih

Um die Determinanteifz.B. Hdrophobizitat, Langeder Toxizitat von CecropiR1l ndher bestimmen
zu kénnen und Ruckschlisse auf den dahinterliegenden Mechanismus zu ziehen, wurden verschiede-
ne Variantendes CeropinP1 entworfen und irE.coli auf ihre Toxizitat hin getesteUm Variaten
von CecropiPl zu entwerfenwurde zunachst nach schon vorhandenen und getestéeptiden
gesucht und ein aktuelles multiples Sequenzalignment aller Cecropine angefertighnsmrvierte
und nicht konservierte Bereiche innerhalb der Cecropine eatifizieren Die Abbildung3.31 zeigt
das multipleSequenzalignment {Toffee[106]) der bekannten Cecropind 06]. Hier wird deutlich,
dass der Nerminale Abschnit(AS 116 in CecropifP1)mit seinem hohen Anteil an geladenen Ami-
nosauren (Lysin, Glutamat) relativ stark konserviert ist. Der@inale SequenBereich(AS 1730 in
CecropinPl) welcher vorrangig aus hydrophoben Aminosauren bestghh Hinblick atidie Amino-
sauresequenz nicht konservieie CGterminalen Positionen2-3 AS)sind laut Sequenzalignment
hingegen eine Gemeinsamkeit der Cecropine.

Cecropin P1 [Ascaris suum] 1 SMUCR-———ISE GIAIAT------- Q-GG 31
Cecropin [Glossina spec.] 1 [RDATVKG-LEVAQ---QAANVA- 39
Cecropin C [Glossina spec.] 1 ATIQG-LGIAQ---QAANVA- 39
Cecropin 1 [Ceratitis capitata] 1 ATIQT-IAVAQ---QOAANVA- 39
Cecropin 2 [M.domestica] 1 RDATIQT-IGVAQ---QAANVA-A 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 FNAAEKA I.PVVA---G----I- 35
Cecropin Al [Aedes albopictus] 1 FKASEKA-LPVAV---G- 36
Cecropin B [Aedes albopictus] 1 ASEKA-LPVLT---G- 35
Cecropin B [Hyalophora cecropia] 1 IRNGIVKA-GPAIAVLGEAK 37
Cecropin A [Heliothis virescens] 1 IRDGVIKA-APAIEVLGQA 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!SU.P 39
PX-Cecropin Al [Plutella xylostella] 1 IMGIIRYlGPAVAVIG 31
Cecropin P2 [Ascaris suum] 1 AKKR----ISE-GIAIAT------- Q-GG 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 NE RDAIISA-GPAVATVAQA---T- 36

conserved 1 [ EINNSENINNG i Il 4«

BAD AVG GOOD

Abbildung3.31 Multiples Sequenzalignment der Cecrimg

Das multiple Sequenzalignmeninfasst alle CecropiBequenzen aus deékntimicrobialPeptide Databasgl9, 20]. Eszeigt
eine starkere Sequergonservierung (rot) in der-drminalen Halfte der analysierten Sequenzen. Dier@inale Halfte
der Sequenzen ist schwakbnserviert (griin und blau). Diet€rminale Aminosaure ist hingegen wieder gut konserviert.

Die neistenbereits durchgefuhrterModifikationen der Cecropine wurden innerhalb der konservier-
ten Aminosauren durchgefiihrt und untersucl@8, 143 145. Dies Bezieht das-Nerminale Tryp-
tophan (W2) und die GlyciRrolinSequenz (G2P22) mit einChristenseret al.tauschten innerhalb

der CecropingCecropin AB und Dpanze Bereiche mit unterschiedlichen Eigenschaften (Amphipa-
thie, Hydroplobizitat, Flexibilitdt)gegeneinander aug87] und Vunnamet al. untersuciten unter
anderem das Verhaltemon D-CecropinP1, amidiertem Cecropifl, RetreCecropinP1 und vielen
mehr [98]. In den meisten Studien wurde demtBrminalenBereich der Cecropine aufgrund seiner
Amphipathie mehr Bedeutung zugesprochen als dem hydrophob&er@inus mit der geringen
Sequenzhomologie innerhalb der Cecropine.
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3.6.1 Die Rolleder Hydrophobizitat de§terminalen Bereichs von Cecropin P1

Aufgrund dervorausgehenden durchgefiihrten Studien und des multiplen Sequenzalignments der
Cecropine Abbildung3.31) wurden zunachst Variationen von Cecropih entworfen, die sich im
hydrophoben €Terminus des Peptides unterscheidddieserwurde 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 Aminoséuren gemeinsam.

Abbildung 3.32 bietet eine Ubersicht tiber dientworfenen und getsteten Peptide. Mit Cecro-

pin P1n H-3L sollte zundchst die Notwendigkeit desT€minusfir die Toxizitat gtestet werden.

Mit CecropinP1I24E sollte Uberprift werden, inwiefern eine einzige negative Ladung im hydropho-
ben Bereich des-Termirus, die Toxizitat beeinflussCecropirP122-27 ALAVAI wurde als eine al-
ternative ebenfalls hydrophobe Sequenz gewahlt, um zu testen, wie Segpearifisch die Toxizitat

sich verhalt Bei CecropiR122-27 KGKSEE wurde der hydrophobeaelindurch einen hydrophilen,
h-helikalen Bereictaus TroponirCersetzt (INCX.pd1L46]. Letztendlich wurde ein weiteres Peptid

mit alternativer hydrophober Sequenz entworfed,SA RSNJ RA S |-HeixdunwaRrdzy 3 S A
scheirlich ist (Cecropi122-27 VVLVVL). Durch die letzten beiden Peptide, wurde somit der Frage-
a0Stftdzy3d yl OK3ISAI y3S y-Helixkoymatios dh&bhkyigig $dn e HydropAdbiA OK S b
zitat fur die Toxizitat notig ware.

Zusatzlich wurdesin Peptid entwofen, welchesanstatt des gut konservierten hydrophoben Tryp-
tophans am Nlerminus, einen hydrophoben Farbst¢RITC)Yiber einen Aminohexahinker (Ahx)
gebunden hatEs sollte hier Gberprift werden, inwiefern der Farbstoff das nachweislich fir die Toxi-
Zitét notige Tryptopharj145 ersetzen kann und sollte gleichzeitig eine Visualisierung des Peptides in
Membranen erméglichen.

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

Abbildung3.32 Ubersichtiiber die entworfenen Cecropif1-Variationen |
Ubersicht uiber die modifizierten Peptide undrde Sequenzen im Vergleich zunldtyp-
CecropinP1. Modifizierte Bereiche sind dabei in Blau gekennzeichnet.

Die Toxizat der Peptide wurde dann mit Hilfe des etablierten Mi€sts (KapiteB.3.1), unter De-
terminierung derminimalen inhibitorischen Koentration (MIC) untersuchtAbbildung3.33 zeigt
einen der mit den entworfenen Pep&a durchgefilhrten MIdests. Durchdas vollige Fehlen des
GTerminus  (CecropiR1n H-81) wund die Umkehrung der Hydrophobdzi (Cecro-

pin P1AS22-27 KGKSHEst keine MIC unter den getesteten Peptidkonizationen mehr determi-
nierbar. Die restlichen hydrophoben Peptide besitzen hingegen die gleiche MIC wie das Wildtyp
CecropinPl, auch das Peptid dessen hydrophober Bereich durch eine negative Liahenigrochen

wird (CecropirP1124E)(Tabelle3.5).
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Abbildung3.33 MIG-Determinierung fiir Cecropil Varianten (n=3)

Die Zelldichte gemessen bei 600m ist aufgetragen gegen deatekadischen
Logarithmus der verwenden Peptidkonzentration. Alle Uberwiegend hyd-
rophoben Peptide sind in Blau dargestellt, wahrend Peptide mit einem hyd-
rophilen oder fehlenden -Terminus durch Orangetdne dargestellt sind. Die
hydrophoben Peptide verhalten sich allen durchgefiihrten MiTests (n=3)
gleich.

Die MICs wurden mit vergleichbaren Zellzahlen vor328% 10° cfu/ml durchgefuihrt. Dabei lag die
toxische Konzentration aller imabelle3.5 aufgefiihrten Peptide mehrheitlich bei 3,38y/ml, was
0,94uM CecropinPl entspricht. Im Folgenden werden fiir die bessere Vergleichbarkeit mit Litera-
turwerten die MICs in [ug/ml] und [uM] angegeben.

Tabelle3.5 MICs der Cecropif1-Peptide

Peptid MIC [pg/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 Cecropi®l Peptid mit Merminalem FIT@®/lolekil (FIT@&hxn { m2 v/ SOt M0 12y yidS
die anderen Peptide in einer Konzentration vom@/ml in 50mM Kaliumphosphatpuffer p8,0 und
150mM NaCl gelost werden. Es wurdemg des Peptides nur unvollstéandig in sben Puffer ver-

mengt mit 60% (Endkonz.DMSQOgeldst. Die Konzentratio konnte nicht bestimmt werdenda es

nicht moglich wareine definierte Masse an Peptid vollstéandig zu I6sen und das DM$&®@nzent-
rationsbestimmuig tber das Fluoreszenzsignal des FITC verfalscht. Somit kann nur gesagt werden,
dassdie Ausgangskonzentration dieses PeptidesngIml ist. Die Stocklésung unbekannter Konzent-
ration wurde dann wie die aller Peptide 1:10 in der héchsten Konzentration eingesetzt und dann
seriell verdinnt.Abbildung3.34 zeigt die bei eiar Zellzahl von 3,3 3,5cfu/ml getesteten FITC
Peptide und die dazugehdrigen Wachstumskontroliemjéweils gleichen Farbtongei Betrachtung

der Wachstumskontrollen il\bbildung3.34 fallt auf, dassder Puffer in dem das Peptid geldst ist,
allein scheinbar toxischer ist alg&e meisten Ansatze mit Peptid. Die Wachstumskontrollen sind dabei
mit dem LOsungsmittel des Peptides 1:10 versetzt (EndkéaD®SO).
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Abbildung 3.34 MICTest fir FIT@hxn { m2 H
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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 unterdriickerDer Verlauf der
Zelldichte und die dazugehdrige Wachstums-
kontrolle (orange und hellblauymit Peptidl6-
sungsmittel sind jeweils im gleichen Farbton
aufgetragen.

3.6.2 Die Rolle der Lange degé&minalen hydrophoben Bereichs des Cecrdpin

Die geringe Toxizitdides CecPf21-31-Peptids lieferte Hinwse auf eine Notwendigkeit des
GTerminus von Cecropidl.Der Austausch der hydrophoben Aminosauren gegen hydrophile Ami-
nosauren verdeutlichte auch die Notwendigkeit der Hydrophobizitat dieses Bereiches fir die Toxizi-
tat. Einezweite Gruppe entworfener Peptide sollte klaren, inwieweit die Langendehiweislich
notwenigen hydrophoben Bereichs des Cecrdpineine Rolle fiir die Toxizitat spiddie Abbildung

3.35 zeigt die dafur entwodnen Peptide. Dabei wurde das urspriingliche hydrophobe -MoAv
gekurzt 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

Abbildung3.35 Ubersichtiiber die entworfenen CecropifP1-Variationen Il
Die Abbildung zeigt dienéworfenen Petide und dasWildtyp-CecropirP1. Der veranderte Bereich ist in
allen Peptiden in blau dargestelit.

Diese Peptide wurden ebenfalls im direkten Vergleich zum WH@sgropinP1 im MICTest getestet
(Abbildung3.36). Dabei wird deutlich, dass die MIC de® zwei Aminosauren reduzienidPeptices
(CecPh HAS)mit der MIC des Wildtyps identisch ist (6 2§/ml). Eine weitere Reduktion um insge-
samt 4 Aminosauren vergré3ert die Md@f das Zweibis Vierfache (12,525 pg/ml) Das Hinzufu-

gen von 2 Aminosauren hat hingegen eine viel grofRere negatiuswirkung auf die Toxizitat
(MIC=23,5ug/ml), wéahrend fur das um 5 Aminoséauren verlangerte Peptid keine MIC mehr feststell-

bar ist.
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Abbildung3.36 MIG-Determinierung fuir Cecropi?l Varianterll (n=2)
Aufgetragen sind die Zelldichten gemessen bei 18®0gegen die ver-
wendeten PeptidkonzentrationerDie verkirzten Peptide sind in Oran-
getdnen und die verlangerten Peptide in Blautdnen dargestbkiit-

lich erkennbar ist, dass sowohl die Verkiirzung alshadie Verlange-
rung des CecropiR1 einen negativen Effekt auf die Toxizitat hat. Dabei
ist der Effekt bei einer Verlangerung des Peptides grol3er als bei einer
Verkirzung.

Tabelle3.6 zeigt die gemessenen MIC fliedPeptide. Hier zeigt sich deutlich, dass das um zwei Ami-
nosauren gekirzte Peptid bei sehr viel geringeren Konzentrationen toxigdhi&t= 6,2%g/ml), als
das um zwei Aminosauren verlangerte Peg#id,5ug/ml).

Tabelle3.6 MICder CecropirP1-Peptide 11

Peptid MIC [ug/mi)/[uM]

Versuch [n] 1 2
nn ! { 25/8,4 12,594,2
n H 1{ 6,25/1,98 6,25/1,98
+2 AS - 23,5/6,6

Viele der getesteten Peptide haben die gleiche MIC, aber unterschiedliche Kutdefeedie iden-

tische MIC héangt damit zusammen, dass die Peptide seriell verdiinnt und somit immer die gleichen
Peptidkonzentrationen miteinander verglichen wurden. Die tatsdchliche MIC kann dabei auch im
Konzentrationsbereich zwischen zwei getesteten Rioinzentrationen liegen, wird aber nicht er-
fasst. Die unterschiedlichen Kurvenverlaufe (flache Neigung, steile Neigung) bei gleicher MIC ver-
deutlichen diesen nicht detektierten Unterschied in der MUéh die Unterschiede im Kurvenverlauf

zu quantifizierenund die Auswirkungen der veranderter Hydrophobizitat und Lange desr@nalen
Bereichs des Cecropitilgenauerzu analysiererwurde mit GraphPad Prism die AliEe@ under the

curve fur die einzelnen Peptidkurven berechnet und gegen die Lange bzwoptydizitat aufge-
tragen(Abbildung3.37 und Abbildurg 3.38). Dabei gilt, jehdher der Wertfir die AUC, desto geringer

ist die Toxizitat. Als Grenzen fur derechnungdAUCwurdendie hdchste und niedrigste verwendete
Peptidkonzentration genutzt.

Abbildung3.37 zeigt die AUC der Peptide aufgetragen gegen die Hydrophobizitat diesgmd2en-
tuale Hydrophobizitabezieht sichhier nur auf den G@erminalen Teil der Peptide (ab AS 21), da der
N-terminale Bereiclpbei allen Peptidemndentisch und somit vernachlassigbar Babei wird deutlich,
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dass eine Hydrophobizitat desT@rminus von ca. 4655 % bendtigt wird um die toxische Wirkgn

des Cecropi?l zu erhalten. H6here und niedrigere Werte fuihren zu einer Abnahme der Toxizitat.
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Abbildung 3.37 Einfluss der Hydrophobizitddes Gterminalen Bereichs des

CecropinP1

Aufgetragen ist dieAUC grea under the curjeals MaR fiir die Toxizitat
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fehler des Mittelwerts dar (SEM). Erkennbar ist, dass die Toxizitat im Bereich

von @. 45%55 % der Hydrophobizitat dest€rminalen Bereichs mit der des

Wildtyp-CecP1 (dunkelblau) ubereinstimmt. Werte auerhalb dieses Berei-
ches haben negative Auswirkungen auf die Toxizitat.

Abbildurg 3.38 zeigt den Zusammenhang zwischen der Toxizitdt und der Lange -tiersnibalen

Bereichs der Cecropil-Peptide Wahrend die Verkiirzung des Wiip-CecP1 um zwei Aminoséau-
I dzf RAr@bnanné&def tdxid NG K|

NBY onp w !'{0 {SAySy 9FFS{i
schen Wirkung. Den gleichen Effekt auf die Toxizitat hat auch eine Verlangerung des hydrophoben

Gterminalen Bereichs.
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Abbildung 3.38 Einfluss der Langeées hydrophoben &erminusdes

CecropinP1

Aufgetragen ist die AUC gegen die ¢géirdes €erminus(n [AS]) Dabei
wurde die Lange dewildtyp-CecP1 null gesgt. Die Fehlerbalkerstellen

den SEM daiEs 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 Aminosauren siatx

stark negativ auf die Toxidt aus.

3.6.3 Fluoreszenzmikroskopische
pin P1-Varianten

Charakterisigrun der  Toxizitat

der

Cecro-

Zusétzlich zur Determinierung der minimalinhibitorischen Konzentration der Cecropi Varian-
ten, sollte die Toxizitat auch mit Hilfe der Dreifdélnoreszenzidung (KapiteB.3.2 naher unter-
sucht werden. Die Zellen wurden dafir mit sethlen undletalen Dosen der PeptidéKapitel2.4.4)
fur eine Stunde inkubiert und adslieBend gefarbt.Diese Dreifacharbung nach Inkubation von
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Bakterien mit antimikrobiellen Substanzen ermdglicht Aussagen tber die metabolische Aktivitat der
Bakterien (CTC), die Membranpermeabilitat (FITC) und die totale Anzahl an Bakterien (DABI) (Kapit
2.4.4 nach Inkubation mit den PeptideAbbildung3.39 zeigt die mitverschiedenerPeptiden inku-
bierten Bakterien in Uberlagerung der drei FluoreszenEnfallt af, dass auch die Kontrolle ohne
vorheriger Peptidinkubation positiv fir die FHFlDoreszenist. Zusatzlich istlie FITE&luoreszenz in

den Probendie mit Peptiden inkubiert wurden, mit dekontrolle vergleichbarDie Farbung lasst
deswegen keine Schildsetgerungen Ulber die Membranintegritat der mit Peptitkubierten Bakteri-
enzellen zuBis auf die mit der letalen Dosis an Wild@pcPlund Tritoninkubierten Bakterien, sind

alle weiteren Bakterien nachtider Inkubation mit letan und subletalen Dosetter Pepide immer

noch metabolisch aktiv, wiedas rote Fluoreszenzsignal beweigDbwohl also die Peptide
CecPR2-27 ALAVAI und CecR2-27VVLVVL die gleiche MIC besitzen wie das WiHaggtid
(Tabelle3.5), gbt estrotzdem einen Unterschied in der Toxizitat. Da die Peptide hier im Gegensatz
zum MIC nur fur eine Stunde mit den Bakterien inkdbreurden, 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

Abbildung3.39 Fluoreszenzmikroskopischeuthahmender mit CecP¥eptiden inkubierten Bakterien
Der Messbalken entspricht 10m. Die Aufnahmen zeigen die Uberlagerung der @aty, FITQgriin)und DAP(blau) Fluo-
reszenz. Die Kontrolle (KO) wunder mit Peptidldsungsmittel inkubiert, die Kontrolle mit Triton diente als Negativkontrolle
fur die metabolische Aktivitat und auch als Positivkontrolle fiir die-Fli@reszenz-ur letzteres erwies sich das Triton als
ungeeignet (Vgl. KOBRis auf diemit einer letalen Dosis des WildtypecP1 inkubierten Bakterien sind alle mit Peptiden
inkubierten Bakterien respiratorisch aktiv.

Zusatzlich wurde auch das PeptidTGhS1W2 CecP1 untersucht. Die Farbung wurde dabei unter
Auslassung der FIFRarbung durchefihrt, um stattdessen die FITRuoreszenz des Peptides detek-
tieren zu kbnnenDie Bakterien wurden mit der 1x initialen Dosis aus dem MIC und dem 5x der initia-
len Dosis inkubiertAbbildung3.40). Die Uberlagerug 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-Hl&eszenz erkennbabas erlaubt die Schluss-
folgerung, dass das FIFC{ m 2CacP1 nicht inlie Bakterien eindringt und auch nichitrazellular
lokalisiert ist.
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FITC-AS1W2 1x FITC-AS1IW2 5x

Abbildung 3.40 FluoreszenzmikroskoptAufnahmen nach Inkubati-
onmitFITgh { m2 1 / SOt m

Der Messhlken entspricht 1Qum. Dargestellt ist die Uberlagerung
dreier Fluoreszenzen (DAPI, CTC, FITC). Di¢labr€szenz war da-
bei nicht detektierbar. Die mit der einfachen Dosis an Peptid inku-
bierten Zellen sind scheinbar respiratorisch aktiver als die rait d
funfachen Dosis inkubierten.
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4. Diskussion

Alsdas ArbeitdibergreifendeHauptinteresse, kann man sicherlich die grundlegende und griindliche
Untersuchung eines antimikrobiellen Peptides ansehen, um letztendlich definitive Aussagen uber die
Interaktion mt Biomembranen und Uber die Determin@m seiner Toxizitat zu tatige®afir muss-

ten innerhalb dieser Arbeizunéachst die erforderlichen Grundvoraussetzungen geschaffen werden.
Um zum Beispiel einen detaillierten Blick auf atomarem Level zu erhaltenjsersieh die NMR
Spektroskopie als geradezu ideal. Fur viele der interessantenBK@&imentein hydrophiler und

auch in Membraréhnlicher Umgebungst mindestens eine Anreicherunigs Peptidsnit dem Isotop

5N notwendig. So stand zu Beginn d@&bliering der Expressiordes °®N-isotopenangereicherten
CecropirPlin E.coliin ausreichenden Mengen im Vordergrundicle der bei der Etablierung der
Expression erworbenen Erkenntnisse kénnten anschlie@end auch bei der Produktion anderer anti-
mikrobieller Peptie auBerst nitzlich seiBis heute ist die ProduktioffN-isotopenangereicherten
Proteins durch Expression Ecoli die ertragreichste und dab kostengiinstigste Moéglichkeit und
ermoglicht eine Vielzahl an Experimenten, die fur die Aufklarung des Vgskugchanismus sehr
ndtzlich sein kdénnten.

Weiterhin sind die Informationen zu Cecroft in hydrophiler Umgebung ohne Interaktion mit
Membranen auf3erst begrenzt, obwohl die Charakterisierung des Peptides in eben dieser Umgebung
als Ausgangspunkt fur diatéraktion 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 strukell als auch dynamisch.

Darauf aufbauend solltelie Interaktion von CecropiRl mit Membranen charakterisiert werden.
Auch hierfir miussen erst die Voraussetzungen geschaffen werdereildigge dreidimensionale
Struktur des Cecropinm Ay o aSYo NI y dzNMRSEukiyr ThB0AdauierieBeinyHE

[99 5+ 6SA Aad RASAS aaSYo NIy dwangs BomanbraaEOist i &
also prinzipiell von Interesse Cecropifh in Interaktion mit natirlicheren Membransysteman un-
tersuchen um deCharakterisierung der Membraninteraktion naher zu komni@azu wurden auf-
grund der Komplexitat innerhalb diesArbeit zunéchst erste Vorversuche realisiert.

Hinzu kommt, dass die Determinanten der Toxizitat von Cecipibis heute nichdystematischund
zusammenhangendntersucht wurden. Dazu war es zunachst nétig, geeignete Testmethoden zur
Abschatzung und Chéadrisierung der Toxizitat zu finden, anzupassen und laborintern zu etablie-
ren. AnschlieBend wurdemnerhalb dieser Arbeit verfigbare Imfoationen aus der Literatur, Be-
obachtungen aus der Etablierung der Expression und die Analyse eines multiplen Ségoerents
genutzt um erste Cecropiil-Variationenzu entwickelnund deren Toxizitat vergleichend zu deter-
minieren undzu charakterisieen.

4.1 Das toxisch€ecropinPlistin E.coliexprimierbarund reinigbar

Das insbesondere fiE.coli und andere Gram Bakterien hoch toxische Cecropti sollte inE.coli
exprimiert werden, was auf den ersten Bliakifgrund seines toxischen Charaktels ein Wagnis
erscheint, aber auch gleichzeitig die kostengunstigste und ertragreichste Methodenissotopen
angerechertes Peptid zu erhalten. Baes durchaus mdglich ist antimikrobielle Peptide und Proteine
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in E.coli Isotopenangereichert in ausreichenden Mengen zu produzierearde gezeig{147-15Q.

Dies geschah zumeist unter Verwenduran Fusionsproteign, wodurchdie exprimierten Proteine

in inclusionbodies[148, 149 oder unldslich vorlagefil47, 150]. Diese mussten dann aufwendigs

den unléslichen Einschlusskdrperchen isoliert und gereinigt werderschlieRend wurdelas Fusi-
onsproteindurch Spaltung mit toxischem Bromcyan vom gewiinschten Zielpeptid getfrb4)t149

oder musste danach noch zurtickgefaltet wergem ein Schneiden mit dgreastubiquitin hydrolase

zu ermdglicherjl47]. Zudem waren diese Fusionsproteine zum Teil immer noch toxisch und die Ex-
pressiors-Srategie mussteweiter angepasst werdenDie Verwendung eines léslichen Fusionspro-
teins, wie dem SUM@rotein, fir die Expressionines antimikrobiellen Peptids birgtbensodie
Gefahren der Toxizitat flE.coli. Allerdings ist die Reinigung eines solchen Igslichen Fusionsproteins
unkomplizierter und das Schneiden mit Hilfe der SURtGtease ist spezifisch, ungiftig und man
erhalt Pgotid mit nativer Aminosauresequenkine sehr dhnliche Strategie verfolgten etwal. wel-

che fir die Expression von CecropirEircoli einen Vektor konstruierten der als Fusionsprotein das
l6sliche E.coli-Protein Thioredoxin versehen mit einenmx @Histidn-tag trug. Uber die Enterokinase
erhielten sie ebenfalls Cecropin mit nativer ApséAuresequenz[151]. Eine Expression von
BN-markiertem Protein wurde dabei nitliurchgefihrt. Ein chimeres Peptid aus Cecr@piand D
wurde mit cem SUMGFusionsproteinerfolgreich exprimiert{152). Fur die Expression wurde ein
B.subtilisExpressionssystem genutzt, welches fir die Expression mit Isctopétiertem Protein
nicht nutzbar istBommariuset al. optimierten die Expression und Reinigungnve kationischen
AMPs (u. a. :B7) mit Hilfe eines SUM@ET28a Vektors. Keines der 7 Fnspyoteine war toxisch
[153]. Dies war fir die Fusion aus Cecrdpinund dem SUM®Troteinin dieser Arbeinicht der Fall.
Deswegen wurdeauf dask.coli Bl21 DE3 Derivat C43a54, 155 zurlickgegriffenwelches fii die
Expression toxischer undembransandiger Proteine optimiert wurde. Es sind laut Herstellerfirma
bis heute 350 fliE.coli toxische oder Membranproteine mit Hilfe dé&.coliStamme C43 und C41
exprimiert worden. Darunter ist bis zum heutigen Zeitpunkt kein einziges AMP aufgeAiiffidlig

ist, das die meisten etablierten Expressionssysteme flir die Herstellung rekombinanter antimikrobi-
eller Peptide auf die Herstellung anderer antimikrobieller Peptide Ubertragbar sein sollen. Dies ist
jedochmeist nicht der Fall. Oft handelt es sich unaldgeschneiderte Expressiensd Reinigungs-
strategien, die flr andere antimikrobielle Peptide nicht funktionieren, was man an den fehlenden
Folgepublikationen zu diesem Expressionssystemen erkéwuah innerhalb dieser Arbeit verdeut-
licht sich dieser Eimdck. Allein das Hinzufligen einesl@minalen Streppags fuhrte dazu, dass das
Fusionsprotein unter den getesteten Bedingungen nicht mehr exprimierbadi@Verwendungler
I6slichen Fusionsproteine Thexloxin und SUMO scheint abeine erfolgreicheund effizienteStra-

tegie bei der Herstaling rekombinanter AMPs zu seibaut Li wurden 2% derexprimiertenAMPSs
erfolgreich mit Thioredoxi als Fusionsprotein exprimiert, aber auch SUMO wurde als erfolgreicher
Fusionspartner gewertet, welcher zu diesenitignkt (2010) aber noch recht neu wgr56|.
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4.2 Die Struktur und Dynamik von Cecropih in hydrophiler Umgebung

Die strukturelleCharakterisierung des Cecrogih in hydrophober Umgebung als Ausgangspunkt fur
weitere Untersuchungen in Verbindung mit Biomembranen und kinstlickeembransystemen
fuhrte zufolgenden wesentlichen Erkenntnissen:

4.2.1 CecropinP1 bildet in hydrophiler Umgebung keine Multimere

Ein Teil der vausgehenden Arbeiten zum Mechanismus der Membraninteraktion von Cecropinen
thematisierte Dimere, welche mit der Membran interagieren und letztendlich Poren aushéden

132]. Die zunéchst durchgefihrten analytischen GroéfRenausschlusschromatografien mit variierender
Peptidkonzentration deuteten ebenfalls auf eine nicht Peptidkonzentrataitgingige Ausldung

von Dimeren hinDie GréfZenausschlusschromatografie ist aber nicht nur abhéngig vom Molekular-
gewicht, sondern auch von der Molekdlstruktur und dem hydrodynamischen Radius eines Molekiils
[157]. Dabei wird vom Idealfall eines strukturierten, globuldren Proteins ausgegangen. Ist ein zu ana-
lysierendes Peptid wie Cecrogiil unstrukturiert und flexibel, so vergroRRert sich der hydrodynami-
sche Radius im Vergleich einem strukturierten globularen Peptid mit gleichem Molekulargewicht.
Demzufolge wirde Cecropiil aufgrund seines grolReren hydrodynamischen Radius weniger Zeit
bendtigen um durch die Sdulenmatrix zu wandern. Die tatsadchliche Gro3e des Proteins wiitde som
Uberschéatzt werdenZusatzlich kénnte es zu einer ungewollten Interaktion des Peptides mit der Sau-
lenmatrix kommer{157], was das Laufverhalten des Peptidesdwend der GroRenaustauschchroma-
tografie ebenfalls beeinflusst und somit das Ergebnis verfalschen kdDig&rgebnise der Relaxa-
tionsmessungn und die daraus resultierende berechnate2 G I G A 2 y &1 2 NXBténleid A 2y al S
unter den Messbedingungen (50M Kaliumphosphatuffer pH6,5 1,5mM Peptid, 25°C)als Mono-

mer vorliegendes Cecropiil Ein Vergleich mit Rotationskorrelationszeiten anderer kationischer
h-helikaler bis unstrukturierter AMPs ist leider nicht méglich, da hierzu keine Daten gefunden we
den konnten. Ein Grund daflr ist, dass fir die Mehrheit der StudienBxperimente unmarkiertes
syntheisches Protein verwendeturde. Die Herstellung votN-markierten AMPs ist sehr aufwendig

in E.coliund deren chemische Synthese teuer, weshalb daraeist verzichtet wird Fir die Mes-
sungen der Dynamikon AMPsnittels NMR ist die Verwendurt@\N-markierter Peptide aber Voraus-
setzung.

4.2.2 CecropinPl istein dynamisches unllaum strukturieres Peptidin hydrophiler Um-
gebung

Bis zum heutigen Zeitpunkt wued nur die dreidimensionalen Strukturen von Cecropinn
15%HFIP[43], CecropirPl in 30% HFIH99] und einemHybrid aus CecropiA und Melittin in
30%HFIP[134] aufgeldst. Die Stuktur der Cecropine in Wasser vade mittels CESpektroskopie
untersucht undals unstoukturiert (random coi) beschrieber{99, 142, 143).

Innerhalb dieser Arbeit wurden CMessungen durchgefiihrt die mittels des CONIIMIgorithmus
analysiert wurden. Unter den hier vorherrschenden Bedingungen vauVb@eptid in 50nM Kali-
umphosphatpuffer mit einem phVert von 8 gemessen bei 3T konnte ein preentualer Sekun-
darstrukturanteil von bis zu 60 -Helix kalkuliert werden. Dies ist ein deutlich héherer Anteil als in
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den in Wasser gemessenen-Spektren von Sipost al. [99] (157 -Melix bei 25C und 40C) Die
durchgefihrten SekundéarstrukturvorhersageAbbildung 3.19), berechneten einen Anteil von
55-7%": -Helix.Fur die Detektion relativ instabiler Sekundarstrukturelemente rha#é vermutlich
dynamischer Peptide, ist die €Ipektroskopie aber eher ungeeignet. Auch wenn die Peptide in hyd-
rophiler Umgebung eher unstrukturiert vorliegen, kdnnte eine genauere Untersuchung mittels NMR
SpektroskopieAufschliisse Uber Bereiche geberme dchon in hydrophiler Umgeburegste, wenig
stabile Sekundarstrukturen ausbilddbie dominierend in den 10 besten berechneten Strukturen des
Cecropit m @2 NJ 2 Y-MefioggR(Befix 1NAS73 Helix 2 AS 130) machen einen Anteil von
448% aus. Die Dberechneten RM®2rte fir die beiden Helices (RM®D
ix1=0,25A, RMSReix2=0,57 A), zeigen, dass diese gut definiert sind wéahrend RIMSD (iber das
Peptidriickgramit 3,12A sehr hoch ist und auf einsgesamflexibles Peptid hindeutet.

Unter der Berlicksichtigung dér-*N-HSQESpektren von CecrapiP1(50mM Kaliumphosphatpuf-

fer pH 6,5) deren Signalverteilung derines unstrukturiertenPeptices entsprichtund den nur 170

fur die Strukturrechnung genutzten N€Hgnalen(Tabelle3.4), mit gerade fir die wenigen mittel-
weit und weitreichenda NOESignalen schlechten @Ferten @uality functior) (Anhang, NMR, NGE
restraintg, kann man von einem Uberwiegend unstrukturierten Peptid ausgebém.Charakterisie-
rung der Dynamik mit Hilfe ddretNOEs der Aminosauremn CecropiPl bestatigt aberdass der
NGSNXYAY I ES . S-Ndicei Verglkith zir8G@fmitus (ab S19 durchgehend negative
Werte) weniger flexibel ist.

Die erste Struktur eines Cecropins wurde von Helakl. [43] von synthethischemCecropin A in
15%HFIP gelost. Diese StrukirS A y K £ G4 SG 1 ¢ $Heliced daii ASFBS thd ASA28NI S b
welche durch ein innerhalb der Cecropine konserviertes flexibles Gyolma DSt Sy { ¢ 3IS G NB
sind Der Winkel der beiden Helices zueinander konnte nicht ndher bestimmt werden. Pndapagie
wurde aber, dass alle berechneten Konformationen gleich wahrscheinlichAiddung4.1 zeigt

die berechneten StrukturerDabei wurden die Strukturen zun&chst an detelNminalen eher amphi-

pathischen Helix a@entiert (Abbildung 4.1 A) und anschéiZend an der eher hydrophoben
Gterminalen HelixAbbildung4.1 B)[43].

Abbildung4.1 Strukturen von Cecropin A nach Holakal. [43]
A zeigt die Uberlagemg des GRiickgrats der gerechneten Strukturen gefittet an den Aminosauh &er Nterminalen
Helix.B zeigt selbiges gefittet an den Amisiuren 2437 der zweiten Helix.

88



Die zweite gloste Struktur eines Cecropingar die Struktur vonsynthetischemCecropinP1 in
30%HFIP[99]. Siposet al. postulierten eine von Cecropin A dirden andererinsekterCecropina

dzy § SNBA OKA SRt A OKS { { NXz] (0 dzNX» {Helix vorSAS @6 Digk BeeiShyona A S S A
Glu20 auf Gly21 wird hier aber aufgrund ddMRSpektroskopieDaten mit dem GlycifProlin

a DSt S ylhsdkteCSdapne verglichen.Trotzdem wirdletztendlichS A Yy S R dzND-KeiS KSy RS
postuliert. Die Abbildung4.2 zeigt den Ausschnitt aus einem Sequenpatignt modifiziert nach Lee

et al.[91]. Die konservierten Aminosauresind dabei fett gedruckt und dieonservierten 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
Abbildung4.2 Alignment von Cecropin A und Cecrogii nach91] modif.

Ausschnitt aus einenSequenzalignment der Cecropine. Konservierte Aminosauren sind fett
gedrud G ® 51 & 12yaSNWBASNIS DfeOAy AY aDStSyla T 6Aa0KSy
unterlegt.

Diese Eigenschaften der Helicdsr Cecroping die durch ein GlyciRrolina DSt Sy 1 ¢ YA GSA Y
verbunden sind und die wahrend dieser Arbeit gewonnen Datssen vermuten, dass die Struktu-

ren derlnsekterCecropinedenen des CecropiRl mehr ahneln als zunachst angenommen. Der N
terminale, ebenfalls amphipathischBereich des Cecropil zeigtereits in hydrophiler Umgebung

S NXK | K-fiefikglen 'Sekundarstrukturanteil und eine im Vergleich zueninus geringere Flexi-

bilitat genau bis zum Bereich der AS SeBIg21, welcher auch in ddnsektenCecroping | £ & o DS
t Syla AYYSNKLF f o RSNJ { G NXz] (0 daNRl. 0a6nde® RINAdaSsSde 6 A NR
NMRspektroskopischen Daten auf eine mogliche Krimmung in der Region um-GI¢2D hinwei-

sen[99]. Der anschlieRende Sequenzbereich, welchae in allen Cecropinerauch in Cecropin R1
hydrophaob ist und auch von Sipesal.in 30% HFIP als helikal beschrieben wird, liegt hier in hydro-

philer Umgdung komplett unstrukturiert vor. Gleiches trifft aber auch fir Cecrdpinu, welches

sich erst in Gegenwart von 20 HFIH143 oder Membranéhnlicher Umgebung falt€tl35]. Auch

die wahrend dieser Arbeit durchgefiihrten ®f2ssungen mit gro3en unilamellaren Vesikeln (LUV)
undSD@R AT St t Sy 1 SA 3Sy -hdikalgnSSekuraiffdtrikivrénteiltc® KécropiPl bis

auf nahezu 10056.

Anhand der erhobenen Daten und des Vergleichs mit bereits verdffentlichten Informationen, kann
geschlussfolgert werden, dass Cecrdpinin seiner Struktur den Insekte@ecropinen mehr &hnelt

als bisher angenommen. Selbst wenn das in Insekiecropinen postulierte ProkGlycina DSt Sy | &
durch das fehlende Plio an Position22 in CecropifPl nicht so ausgepragt sein sollte, ist eine
Krimmungn diesem Bereich durchaus denkbar. Auf3erdem scheint sich-tiarihale Helix zuerst

zu formieren, da sie schon in hydrophiler Umgebung in schwacher Auspragung vorhandem ist. De
Gterminale hydrophobe Sequenzbereich sctiaine Interaktion mit Membras&hnlicherUmgebung

1 dzNJ ! dz& 6 A thRikalemStrékiuryzS Behotigen.

89



4.3 Determinanten der Toxizitat fur Cecro@l und mdglicher Interaktionsmechanismus
mit bakteriellen Membranen

Um herauszufinden welche Charakteristika des Ceci®piausschlaggeind sind fir dessen Toxizi-
tat in Bakterien, wurden Variationen des Cecropihentworfen Abbildung3.32, Abbildung3.35).

Um sinnvolle Varianten von Cecrofit zu entwedn, wurden zunachst bereits durchgefiihrte Modi-
fikationen und die damit durchdéhrten Messungen recherchiert.

Andreuet al. untersuchten 6 modifizierte Cecropk Sequenzen mittels CEpektroskopie und an
vier verschiedenen bakteriellen Testorganismen Opin A 2-37, W2ECecropinA, L4RCecropinA,
E6KCecropinA, L6KCecropinA, EBRCecropinA). Das aromatische Tryptophan an Position 2 stellte
sich fur alle getesteten Organismen als wichtig fur die Aktivitat heraus. Aretrali resimieren,
Rl & a -h&likal® Région (AB11) von Cecropi fur die Toxizitat irE.coli keine signifikante Rolle
spielt, aber fir die Toxizitat gegéhaeruginosaB. megateriumund M. luteus[143.

AuchSteineret al. untersuchten die Rolle des konservierten Tryptophans (W2) von Cedkoyiral
unterbrachen die NI'erminaleh-Helix durch da Einfugen von Prolinen (L4P PE8Getestet wurden
die Peptide mit Hilfe eines Liposom&gseAssay Die Deletion des Tryptophans fuhrte zur Inaktivie-
rung des Peptidsdas heil3t die Liposomen wurden nicht mehr lysi@tirch Substitutioniees Phe-
nylalanins konnte die Aktivitat wieder gesteigert werden. Das SchwéacherHelexstabilitat der
N-i S NJ¥ A yHielix8uyth die eingefiigten Proline, fuhrte ebenfalls zu einer erniedrigten Lyse der
Liposomer{145.

Christenseret al. untersuchtendie bis dahin bekannten Cecropi) B und D und Variationen dieser
Die WildtypCecropine wurden fur die Modifikationeim 3 Bereiche unterteiltEiner amphipathi-
schen Nterminalen Sequenz, einer flexiblen zentralen Sequenz mit dem konservierten-Bitgtim
Motiv als Abschluss und einer anschlieBenden hydrophoben SegaeszhlieRend wurden diese
Bereiche verschieden kombiniert umdie Stromstarkednderungen aramaren Lipiddoppelschichten
durch Kanalbildung innerhalb der Membranen gemessen. Keine Aktivitat konntdldieigerVer-
wendung der amphipathischen Sequenz des CecrApjASL-11) und bei Verwendung von Cecro-
pinDn »8 mit fehlender amphipathischer Segnz festgestellt werdef87].

CecropirPlwurde das erste Mal voheeet al. aus dem Schweinedarisoliert. Es wurde gezeigt
dass die Toxizitat dest€minal amidierten CecropiR1 gegeniiber GratBakterien erhoht ist, aber
CecropinP1 natirlicherweise nicht amidiert vorliegt und Uberwiegend fur Giaakterien toxisch ist
[91].

Die Toxizité unterschiedlicher Cecropirl-Analoge auf Bakteriemurde von Vunnamet al. unter-
sucht Getestet wurden das -Bnantiomer, die Retrosequenz, eine RefxEnantiomerSequenz-
alle mit und ohne Nterminale Acetylierungind Gterminaler Amidierung Die Toxizitat der Retro
Peptide war gegeniber dem Wildtyp reduzidbie Gterminale Amidierung zeigte eine gesteigerte
Toxizitat gegeniibeGrant-Bakterienwie sie auch schon Lex al. zeigten[91]. Die Nterminal a&ty-
lierten Peptide warennaktiv, wodurch die Autoren schlussfolgerten, dass ein freidrekminus fur
die Toxizitat wichtig ist. Die-Bnantiomere waren fiur di€&ram-Bakterienédmme etwas weniger
toxisch, fur dieGrant Testorganismen zeigte sich hingegen egeeingfligiggesteigerte ToxizitatDer
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Effekt ist allerdings so gering, dass die Chiratig® Peptidslie Toxizitat nur sehr geringfiigig beein-
flusst[99].

Es lasst sich feststellen, dass sich viele der durchgefihrten Studien auf den amphipathischen
N-terminalen Bereich der Cecropine konzentriefdd3, 145. Andere befasn sich wiederum mit

dem generellen Aufbau87, 98], testeten die modifizierten Cecropine aber nur an kinstlichen
Membransystemelji87, 145].

Das aktuelle multiple Sequenzalignment mit allen Cecropinen au&rdienicrobial Peptide Database

[19, 20] verdeutlicht noch einmal eren Gemeinsamkeiterwelche auch schon Christensen al.
erkannten[87]. Sie bestehen aus eineiMterminalen amphipathischen sequenziell starker konser-
vierten Bereich und einenGterminalen hydrophobenAnteil, dessenSequenz von hydrophoben
Aminosauren (A, V, |, L) dominiert w{gbbildung3.31). Konserviert und wichtig fiir die Toxizitat ist
dabei nachweislich das Tryptophan an Position 2 (/23, 145]. Auf Basis der bereits durchgefihr-

ten Studien und des multiplen Sequenzalignments wurde beschlossen sich zunachst systematisch mit
der Rolle detis dahin kaum untersuchteHydrophobizitdt des -Terminus von Cecropil zu be-
schaftigen und die Auswirkungen der Cecrdpifivarianten direkt arE.coli zu testen (MIE€Test
Fluoreszenzmikroskopigjatt an kiinstlichen Membransystemen.

4.3.1 Toxizitat von synthetischem und rekombinantem WildtgpcropinP1 und dem His
SUMOCecropinPI-Fusionsprotein

Zu Beginn wurde die Toxizitat des synthetischen und rekombinanten WiltkgpopinP1 verglichen,

um nachzuweiserdass diese sich in ihrer Toxizitiguivalent verhalten, was der Fall iBann wurde
unter Verwendung des synthetischen Wildi@ecropinP1 eine Dreifachfarbung fir die Fluores-
zenzmikroskopismach Mangoniet al. etabliert [113]. Das WildtypCecropinP1 verhalt sichm Ver-
gleich zur Negakontrolle (Bakterien in Peptidldsemittetpxisch.Das FITESignal ist jedoch nicht
starker als in der Negativkontrolle und bei weitem nicht so eindeutig wie bei Marggatidie diese
Farbung mit Temporih durchfihrten. Mdglich ist, dass Cecropibdie Membran nicht stark genug
permeabilisiert sodasgdasiiber 300Dalton groReFITC in die Zellen gelanggimkte. Um dies auszu-
schliel3en, sollte anstatt Trita¢100 als Positivkontrolle, Tempotringenutzt werden. Fallt die FFTC
Farbung unter Nutzungon TemporirnL eindeutig positiv aus, wirkt Cecroft inE.coli einfachun-
terschiedlich zum Temporig was aweh beivielen anderen AMPs wie Sarcotoxin, Mellitin und
Magainin der Fall i§tL13].

Zusatzlichwurde das HisSUMQCecropinP1 Fusionsprotein auf seine Toxizitéat hin untersucht. Dabei
liel3 sich eine MIC feststelledie im Vergleich am WildtypCecropinrP1 um das 45 fache erhéht

und damit weniger toxdich war Der freie NTerminus scheint also wie von Vunnamal. postuliert
wichtig fur die Toxizitat zu se[@8]. Dieses Nerminal maskierte CecropiR1 ist ébei toxischer als
das Cecropi1n 21-31, bei dem keine MIC unter den getesteten Peptidkonzentrationen mehr fest-
stellbar ist. Interessant ware hier, ob die Toxizitat des Cect@pidurch eine @&rminale Maskie-
rung statt durch eine Deletion desTermirus (AS21-31) wieder gesteigert werden kdnnteder
nicht. Wirde es durch die-trminale Maskierung nicht zu einer Steigerung der Toxizitat im Ver-
gleich zu CecropiR1n H-BL kommen, 4gedie Vermutung nahe, dass dert€@minale Bereich des
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CecropinP1 furdie Toxizitat gegek.coli notwendiger ist, als der ferminale BereichAndreuet al.
zeigten bereits fir Cecropiy, dass die ersten 11 Aminosauren fir die Toxizit&. aolinicht so ent-
scheidend sind, wie fiGrant-Bakterien[143].

4.3.2 Toxizitat des=ITen { m ZCacropinPl

DasFIT@n { m 2CecropinP1-Peptid wurde zum einen entworfemm die Rolle des Tryptophans an
Position 2 zu untersucheissollte die Toxizitat dieses Peptides abgeschaentden, um zu sehen
ob das hydrophobe FITi@olekll in der Lage ist das Tryptophan zu substituieBtaineret al. zeig-
ten bereits, dass das ebenfalls aromatische und hydrophobe Phenylalanin die Toxizitat der Cecropine
teilweise wiederherstellen kanifil45. Zuséatzlich ermoglicht das FH@bel weitere methodische
Ansatze um die Wirkungsweise des Cecréiim.B. Uber Fluoreszenzmikroskogienauer zu charak-
terisieren. Gazitet al. zeigten, dass mit Rhodamine und Nitrobenzoxdiaztérishinal gelabelte Ce-
cropinP1-Peptide im InhibitionsZonerAssaymit vier verschiedenen Bakterienstammemahezu
genauso toxisch il wie das WildtygCecropinP1[88]. Dies scheint bei dem hier veewdetenFITC

n { mZCacropirPl nicht der Fall zu sein. Selbst wenurigrund der schlechten Ldslichkeit des Pep-
tids die verwendetet Ausgangsverdinnung staft0 ugml eventuellnur 25ug/ml betrug, hatte eine
MIC feststellbar sein missen (Miypcecropir = 6,25pg/ml). Die Unterschiede liegen hier in der
Verwendung unterschiedlichékssaydgur die Ermittlung der MIC, der Verwendung eines -Rimkers
(FITen { m ZLCecropirPl) im Vergleiclzum direktem Binden des Fluorophoen den NTerminus
und der dritte Unterscied liegt in de Abwesenheit der ersten zwei-fdrminalen Aminosauren im
FITG { m ZCacropinPl1 im Vergleich zur Wildtypequenz welche von Gaeital. verwendet wurde.

Zu vermuten ist, dass dasHlende Tryptophan an Position zwei hauptverantwortlichfistdie ge-
ringe Toxizitat, da die Abwesenheit dieses Tryptophans innerhalb der Ceé&apitie nachweislich
einen negativen Einfluss auf die Toxizitat Ha3, 145).

In Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen war die-Fli@eszenz bei beiden verwendeten Kon-
zentrationen (Ix und 5x konzentriert im Vgl. zu den Mit&sts) desITG { m ZCacropinP1 weder
Membranlokalisiert noch intrazellular nachweisb&tauklandet al. stellten mit Hilfe von Transemis-
sionsmikroskpie fest, dass Cecropil in E.coli nicht intrazellular sondern Membrarmgebunden
vorliegt [158]. Wenn sich da&IT@h { m ZCacropinP1 genauso verhalten sollte, misste ein FITC
Fluoreszenzsignal an den Bakterienmembranen feststellbar Bess das Peptid im Verlauf des Ex-
perimentes vollstandig von den Bakterienmembranen gespult wurde, ist unwahrscheinlich. In den
Expresionstests hat sich gezeigt, dass nur ein Sonifizieren mit Hilfe von Detdrgiéigem Puffer
das Cecropi®l aus den unldslichen Membranbestandteilen der Bakterien 16st. Wahrscheinlicher ist,
dass dasIT@n { m ZCecropinPl nur schwach oder gar nicli die Bakterienmembran bindet, was
auch die geringe Toxizitdt im MI@st und des Fluoreszenzmikroskepigperimentes erklaren wiir-
de.

4.3.3 Toxizitat des hydrophobenCGerminus

Weiterhin wurden CecropiR1-Peptide getestet, deren Hydrophobizitat idtterminalenBereich von
AS22-1AIAR-27 variiert wurden. Zunachst wurde eine einzelne positive Ladung in diesen hydropho-

ben Bereich gesetzt (Cecrof1|24E) oder auch die komplette hydrophobe Sequenz durch eine
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hydrophile " -helikale Squenz ausgetauscht (Cecroi22-27 KGKSBEDas Hinzufuigen einer La-
dungan dieser Positiohat dabeinochkeinen Einfluss auf die MI@illaiet al. verglichen die Cecro-
pin P-Peptide in Hinblick auf ihre Toxizitat und stellten fest, dassNdittoladung durch ein Lysin an
Position 27 in Cecropin P3 (Nettoladung +6) im VerglaicBecropifP1l mit Glutamrm an Position 27
(Nettoladung +% die Toxizitat nicht signifikant beeinflug88]. Durch das Austauschen der komplet-
ten hydrophoben Sequenz lasst sich hingegen unter den getesteten Peptidkonzentrationen keine
MIC mehr feststellen. Alle Cecropti-Peptide mit hydrophoben Aminosauren (Cecro-
pin P122-27 ALAVAI, 227 VVLVV) besitzendie gleiche MIC wie das Wildi@ecropinP1¢ egal ob
RAS | dza 0 A f-HeldzyhRiesBmi Befid wahrscheinli€etropinP122-27 ALAVAI) oder un-
wahrscheinlicCecropinP122-27 VVLVVL) isDies lasst den Schluss, riass die Hydghobizitat in
diesem Bereich eiausschlaggebendd-aktor flir die Toxizitat von Cecrofl gegenlbeE.coliist.
Die mit diesen Peptiden durchgefihrte Fluoreszenzmikroskopie zeigte allerding8adkasrien nach
einstiindiger Inkubation fh letalen Dosen (je 25QAg/ml CecropirP122-27 ALAVAI, Cecro-
pin P122-27VVLVVL) noch vital waren, im Gegensatz zu mit WidggropinP1l (25Qug/ml) inku-
bierten Bakterien.Der Unterschied zum MiTest liegt dabei nur in der Inkubationsdauerh(¥ss.
18h) mit Peptid und in der verwendeten Zellzahl (ca.12° cfu/ml vs. 2x 10° cfu/ml). Die Toxizitdt-
reaktion von CecropirP1 verhalt sich,wie Bomanet al. gezeigt habenstéchiometrisch[94]. Um
mehr Zellen zu téten, muss also mehr Peptid eingesetzt werD@s wurde aber Uber Dosen die
weit Uber der MIC liegefMIC =3,136,25 pg/ml bei % 10°cfu/ml im Vergleich zweingesetzten
250ug/ml bei 2x 1 cfu/ml) berticksichtigtDiese Dosis reicht bei Verwendung von 2&ml Wild-
typ-CecropinP1 auch ausim die Bakterien zu tétenwas man an nur vereinzelten C3ignalen die
nicht mit der DARFluoreszenz uberlappen, erkenriBei CecropifP122-27 ALAVAI und Cecro-
pin P122-27 VVLVVIst dies nicht der Fall. Die beiden Peptide scheinen also nabhril&ibation mit
E.coli die gleiche MIC zu haben, doch die Toxizitatsreaktion scheint langsamer abzuklaudene
hydrophobe Motive im Bereich der Aminosaduren22 des CecropiR1 veranden somit zwar nicht
die MIC des Peptids, aber die Kinetik der Toxizigtidiaconcet al. bestimmten die MIC (RM) von
CecropirP1 viaMicroplate BrothDilution Assayn E.coli ML35 undstellten fest, dass die Bakterien
(1x10 cfu/ml) durch Inkubationfir maximal 30min mit 3uM CecropirP1 vollstandig eliminiert
wurden[96]. Aus diesem Grund sollten die MI@stsfur alle toxischerPeptidezeitabhangig weder-
holt werden um diesen Effekt naher zu untersuchen.

Um den Einfluss der Lange dieseefninalen hydrophoben Sequenz (%27 1AIAIQ) auf die Toxi-
zitat zu untersuchen wurden weitere Peptide entworfém denen das IAIAWotiv verklrzt oder um
alternierende IsoleucifAlaninSequenzen verlangert wurd8owohl die Verktrzung als auch die Ver-
lAngerung dieser Sequenz haben einen negativen Effekt auf die Toxizitat des Cetrojitncoli. Im
Vergleich zur Verlangerung des Cecrdpinum zwei AminosauregfMIC = 23,ug/ml), hatdie Ver-
kirzung des Peptids um zweAminosduren keinen negatime Effekt auf die Toxizitat
(MIC=6,25pg/ml). Vergleichbare Studien wurdenghier kaum getétigt. Was die Lange der AMPs
generell angeht, werden aber-& Aminoséuren alsotwendig betrachtet um eine amphipatische
h-Helix mit sich gegenliberliegenden hydrophoben und hydrophilen Bereichen auszUbiiiewas
fur die Toxizitat dieser AMPs nachweislich notwendig8gt 143 145. Dies ist bei den hier verwen-

93



deten CecropirfP-Vaianten gegeben, wenn man didelical WheeDarstellungen irAbbildung4.3
betrachtet.

Abbildung4.3 Helical WheeProjektionenvon CecropirP1

Dargestellt sind die  Helical Wheel  Projektionen erstellt Uber  http://iwww -
nmr.cabm.rutgers.edu/bioinformatics/Proteomic_tools/Helical_wheedn John K. Everett. In den strukturell in
wassriger Losung édhtifizierten Helices (links und Mitte) sowie unter Nutzung der Aminosaus2@ [Begen sich
hydrophobe Aminosauren (beige) und geladene Aminasdgrin und violett) gegeniiber, wie es in einer am-
LIK A LI (0 Mali© deSHall ware.

Um bakerielle Membrane im Sinne dedBarretStaveModells zudurchspannen, waren bei einem
h-helikalen Peptidnindestens22 Aminosauren notwendifl59. Dies wuirde fur alle verkiten ge-
testeten Peptide, bis auf das Cecropihn H-3L welches aber auahicht mehr toxisch ist, zutreffen
Eine neue Erkenntnis isiass bei Verlangerung diesesdhyphobenBereiches die Toxizitat gegen
E.coli negativ beeinflusst wird. Ein Grund kdentdie mit der erhéhten Hydrophobizitat einherge-
hende beobachtete erschwerte Liitlkeit der Peptide sein. Antikriobielle Peptide sind von Natur
aus gut Iosliche Peptide. Dies macht auch fir Ceci®pisinn, da egor der Interaktion mit Bakte-
rien in wassger Umgebung vorliegt undach der Interaktion mit der &uReren Membran vBrcoli
durch den periplasmatischen Spalt, einer eher hydrophilen Umgebung, zur inneren Megdbaan
gen muss um mit diesenteragierenzu kdnnen46]. Eine erniedrigte Loslichkeait wassrigem Milieu
ist somit fur die AMPs generell nicharteilhaft.

4.3.4 CecropirP1 und moégliche Membraninteraktionen

Fur das grundsétzliche Verstandnis der Wirkungsweise von antimikrobiellen Peptiden ist die Charak-
terisierung der Membraninteraktion ein entscheidender Faktor, denn die Bakterienmembran ist in
jedemFall der initiale Interaktionsbereich von antimikrobiellen Peptiden mit Bakterien. Ngriyan

und viele anderdeschreben die verschiedensten Modellmechanismen fur die Membraninteraktion.
Dabei betonen sie, dass die einzelnen Mechanismen fir ein &ntimelles Peptid meist nicht exklu-

siv auftreten, sondern mehrere der Mechanismen fur ein bestimmtes AMP gultig B6@{ Eine
zusatzliche Problematik besteht darin, dass Informationen aus kiinstlichen Membransysheffiren
grund voéllig verschiedener Messbedingungen (z.B. PeptidAMerhéltnis)schwermit aus ellbasier-

ten Experimenten gewonnenen Erkenigsen verglichen werden kénngh61] oder Effekte die in
kunstlichen Membransystemen beobachtet werden nicht in Bakterienzellen auftf@&). Dies ist
ebensoder Fall fur die Gruppe der Cecropine. Verschiedenste Studien wurden mit den Cecropinen
durchgefiihrt, um den Mechanismus der Membraninteraktion zu beschreiB@meinsam haben

alle durchgefiihrten Studien, dass die in Losung unstrukturierten Cecropine in hydrophober Umge-
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0 dzy delikale Strukturen ausbilden.aBkonnte auch durch in dieser Arbeit durchgefiihrte Experi-
mente bestatigt werden. Die GpektrometrischerMessungen zgen eine deutliche Zunahme des
h-helikalen Sekundarstrukturanteils bei Tritrationsexperimenten mit LUV undMsiz8en. Die
Spektren unterscheiden sich allerdings, trotz im Ergebnis fast identischer Sekundarstrukturanalyse,
visuell voneinande Es ist davon auszugehen, dass die Auswahl des Membransystems einen ent-
scheidenden Einfluss adés Ergebnis des jeweiligen Experimentes hat.

Je nach Methodik und Membravodell kommt eswas den Mechanismus der Membraninteraktion
betrifft zu unterschietichen Schlussfolgerungeh988 postulierten Christensest al. aufgrund von
Experimenten an planaren Lipiddoppelschichten (aus Diphytanoylphosphatidylcholin und Phos-
phatidylserin), dass Cecropine in der bakteriellen Plasmamembran Poren fderDurellet al.
modellierten aufgrund dieser experimentellen Daten in Lésung vorliegende Ce@opare und die
Struktur von CecropionenkanalenTyp | und IDnider bakteriellen Membratil32]. Innerhalb die-

ser Abeit wurde gezeigt, dass€ropinP1 in Losung als flexiblaastrukturiertes Monomer vorliegt,

also keine Dimere bildet. Falls Cecropihwie Temporii. Poren bildet, hatten die fur die Fluores-
zenzmikroskopie mit CecropR1l inkubierten Bakterien positifiir die FIT&luoreszenz sein missen.
Diese Experimente sollten zum besseren Vergleich noch einmal mit TerhpalsnPositivkontrolle
wiederholt werden. Falls sich durch Cecropih Poren bilden, sind diesenter den untersuchten
Bedingungen jedochicht grof3 genug fur das ca800Dalton groRe FIF®lolekl.

Aktuellere Studien beschreiben fiir die Cecropine eine parallele Orientierung zur Mefi@8 39,

102 135, 163. Wenn es um die anschlieRentigeraktionsweise mit der Membran geht, ergeben
sich neue DifferenzerGazitet al. propagieren nach Untersuchungenittels ATRFTIR (abgeschwéach-

te Totalreflexionlnfrarotspektroskopiepn PE/P@J/ultidoppellipidschichterfiir CecropirP1 einCar-
pet-Modell und schieRen die Bildung von Poren jeglicher Art aus. Dies begriinden sie zum einen mit
experimentellen Daten, welche ausschliel3en, dass CecRdpin den Kohlenwasserstoffkern der
Membran eindringf89]. Hinzu kommemolekulardynamische Studien fur die als Ausgangsstruktur
SAYS f-HeixenhitE wurde, wie Sipas al. sie in 30% HFIP beschreibg@9]. Weiterhin fiih-

ren sie aus, dass AFHIR ideal ist zur Untersuchung der Orientierung von Peptiden mit einer einzel-
Yy Sy 3S 3 i-NbxGrh G&ghsatz zu den Insektencecropinen mit ihrer delxS f -Beliy
Struktur. Dass die CecropirPeptide den Insektgcecropinen wahrscheinlich strukturell &hnlicher
sind als bis jetzt vermutet, wurde bereits ausgefihrt (Kapitél?. Eine gewisse Flexibilitat ist in
diesem Bereich gegeben, was auch Sitosl. beobachteten[99]. Gazitet al. begriinden ihre Hypo-
these, dass CecropRil nicht in die Doppetflidschicht eindringen kann, aber genau mit der Abwe-
senheit dieser flexiblen Reg um das Glycin an Position.21

Gregoryet al. stellten bei Untersuchungon CecropirA mit POPEund POPE/POPRI@ltigen LUVS

fest, dass die Bindung des Peptads Vesikel reversibel istund die Peptide an der Membran keine
Oligomere ausbilden, watas Ausbilden einer stabilen Pore unwahrscheintiettht[90]. Es wurden

auch solidstate NMRspektroskopische Messungen mit selekfi¥-markiertem CecropinA (V11 in

Helix 1 und A27 in Helix 2p Phospholipiddoppelschichten (DMPC/DMi@hgefuhrt[163. Ma-
rassiet al. stellten in diesen Studien fest, dass die-Rididungen von V11 und A27 ungefahr parallel
zur Doppellipidschichtrientiert sind. Sie raumen aber ein, dass eine exakte Analyse der Orientierung

95



von Cecr@in A nur mit voll aufgelésten und zugeordneten Resonanzen aus homonuklearen multidi-
mensionalensolid-state NMR Spektrenmdéglich ist.lhr vorgeschlagener Mebmaninterakionsme-
chanismus isbei hohen Peptidkonzentrationen und dadurch nahender Ausbildung eie@omole-
kularen PeptidSchichtauf der Membrandie Porenbildung. Sie argumentieren, dass eine Porenbil-
dung zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nsivlidstate NMR oder Flareszenzmessungen 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 wére.
Zum ersten Mal ist es nun mdoglich ketdindig®N-markiertes Cecropif?1 rekombinant herzustellen.

Mit Hilfe der vollstandigen Markierung verbunden mit verschiedenen Mlktroskopischen Expe-
rimenten ist es nun maoglich, die Struktund Dynamilkdes Cecropifl in Membransystemen detail-
liert zu analysieren. Erste Versuche hienairden in Bizellen durchgefihrt, die Herstellung dieser mit
CecropirPl muss aber zundchst weiter optimiert werden. Die hier gemessenen
H-"N-HSQESpektren zeigen keine Veranderung der Signalverteilung wie man sieineen bei
Membraninteraktionh -helikalen und strukturierterCecropinP1 erwarten wirde. Einzige Auffallig-
keit ist, dass die Signale dete€@minaleniberwiegend hydrophobeAminosauren 229 verschwin-

den. Dies deutet eher auf geldste Lipide hin, die an die hydrophobe Region desi€Bdrdyinden

und somit die Signalintensitat schwachéwch andere Membransysteme sollten in Erwagung gezo-
gen werden. So ware auch der Einsatz manodiscsunter Verwendung unterschiedlicher Lipidkom-
positionen denkbaf164]. Vergleichend dazu ware audh-cell NMR inE.coli als nicht artifizielles
Membransystem interessafi65|.
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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 umh\esitzen. Ihre Toxizitat ist meist spezifisch
und de Gefahr der Resistenzbildung Wergleich zu medizinisch angewendeten Antibiotika gering.
Dies macht sie fur die medizinische Forschung und Anwendung sehr interessadiedéniPeptide
rational phamakologisch zu optimieren ohne die Vorteile der AMPs gegendbeAntibiotika ein-
zubliRen, miusseder grundlegende Mechanismus der AMBBkterieninteraktion entschlisselt und

die fur die Toxizitat nétigen Eigenschaften der Peptide identifiziert werden.

Innerhalb dieser Arbeit wurdedas PeptidCecropinPlaus dem Spulwurm des Schwemssgewahilt,
welchesspezifischmit bakteriellen Membranen ieragiert und Bakterien lysiert. Fir die Charakteri-
sierung der Struktur und Dynamiknittels NMRSpektroskopiewurde das synthetische Cecro-

pin P1-Gen in einen pEBUMGVektor mit Histag kloniert, in E.coli C43*N-markiertexprimiert und

das Peptid anschlieBende Uber eine-tdig-Affinitatschromatografie gereinigDie erstmals durchge-
fuhrte NMRspektroskopische Analgsdes CecropiR1 in wassriger Umgebung ergab das Bild eines
Y2Yy2YSNBY t SLIIARSa Yhelikale® ampiSpsthissherStariainaem Kiiftdkund
einer im Vergleich dazu flexibleren unstrukturiertesie@minalen Héalfte mit einer hydrophoben Se-
guenz Auffallig ist dabei, dass der flexible Bereich nahe des Glycins an Position 21 beginnt, was da-
rauf hindeutet, dass Cecropiil den Insektencecropinen nit K NBlelikaD-PraD S f ShyHelik
Strukturin Membranumgebung &hnlichést als bisher angenoman.

Weiterhin wurden CecropiR1-Varianten entworfen um systematisch die Rolle ¢hydrophobizitat

und Léange des hydrophoben Bereichs ifeithinalen Abschnitt von CecropRifiir die Toxizitain

E.coli zu untersuchenDie Toxizitat der Cecropiil Variaten wurde dafir Uber die Ermittlung der
minimalen inhibitorischen Konzentration (MIC) im laborintern etablief&inroplate Broth Dilution

Test abgeschatzt und zusétzlich mit einer DreHaktloreszenfarbung naher charakterisiert. Diese
Art der Charaktasierung lasstAussagen uber die totale Zellzahl, Viabilitdit und Membranintegritat
der E.colirZellen nach Inkbation mit den Peptiden zwDie gro3te Toxizitat hatten hier Peptideit
einem 45 bis 58 hydrophoben Terminus. Die Substitution der hydroprerb Aminosaureran
Position 22 bis 2durch andere hydrophobe Aminosauren ergab zwar eine identische MIC, verander-
te jedoch die Kinetik der Toxizitdine Verlangerung underkiirzung der hydrophoben Sequenz im
Gterminalen Bereich des Cecrogii um weitee hydrophobe Aminoséuren Hiite zu einer Vermin-
derung der Toxizitat. Dabei war eine Verkirzung um 2 Aminosduren noch genauso toxisch wie das
Wildtyp-CecropinP1, die Verlangerung um 2 Aminosauren verringelite Toxizitatsignifikant.Die
Arbeiten zeigengdass veiterfiihrende Studien zur Kinetdker Toxizitéswirkungder einzelnenCecro-

pin P1-Varianten und Visualisierung mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskeipean noch detaillierteren
Einblick in denToxizitismechanismugles CecropifPl geben kénnten Die estmalige Expression
von IsotopenmarkiertemCecropinP1erlaubt zudem eine strukturelle und auch dynamische Analyse
des Cecropi®1l mit Hilfe der NMfSpektroskopie in verschiedenen Membransystemen erdog-

licht den Interaktionsmechanismus von Cecropibmit Biomembranen detailliert zu untersuchen.
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Abstract

Antimicrdbial peptides are common in all living organisms. They have kspactrum activity against
bacteria, fungi, parasitesd viruses. Their toxicity is specific and the development of resietless
probable compared to conventional antibiotics. These characteristase the medical use @nti-
microbial peptidesa matter of interest. For this reason the peptides have to be pharmacologically
optimized withoutlosingtheir benefits. Thereforetiis reasonable to get insights into the molecular
basis of peptidenembrane interactioomechanismand the determinants othe toxicity.

Here Cecropi?1 from the porcine round wormscaris suunwas chosen, which is known to interact
with bacterial membraas and finally causes lysis of bactefia.enable the structural and dgmical
characterization of the gptide the synthetic gene encoding @epinP1l was cloned into a
PETSUMO vector with a Hisg, afterwards the®N-labeledpeptide was expressed ia.coliC43 and
purified via immobilized metal ion affinity chromatography.

First NMRspectroscopystudieson CecropirP1 in an agueous environment indieaa monomeric
peptide with an Ni S NJY Ahglical striictured part and a comparativehore flexible unstructured
Gterminal 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-hielge-helix structurewell
known forthe Cecropins of insect3his suggests a higher structural similarity of CecrBgirto the
Cecropins of insects as expected.

Furthermore Cecropin P1 variants were designed to analyze the relevance of hydrophabitity
length of the hydrophobic sequence of the&minal part of the peptiddor the toxicity inE. coli

The toxicity of the variants was quantified with an established microplate broth dilution assay, which
results in a minimal inhibitory concentratidiMIC)of the peptide needd to completely kill the bac-
teria. Additionally a triple fluorescence staining of bacterniaubated with peptide variantsvhich
gives information about total cell number, viability and membramegrity was used to characterize
the toxicity in detail CecropirP1 variants with 4%5% hydrophobic @rminus were most toxic,
while the substitution of the hydrophobic amino acids-22 with different hydrophobic amino acids
led to an identic MIC but altered kinetics of toxicity. Egation with additional hydrophobic amino
acidsand shortening of the hydrophic-t€rminal sequenceof CecropirP1resulted in a decreased
toxicity.

These experiments indicate, that future studies on the kinetics of toxicity of the Cedtpiariants
andvisualization of bacteria threatened with peptide via fluorescence microscopy could give deeper
insights into the mechanism of toxicity of Cecropih For the first timé°N-labeled Cecropif1 was
produced and enables a structural and dynamical charaaBon of the peptide with different
membrane modelswhichfacilitates the detailed analysis of peptideembrane interaction.
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Anhang

Klonierung

Abbildung Al AgaroseGel der PCR (Kapit8l1)
Das zu erwartende PEHRodukt (114 bpjst deut-
lich erkennbar.

5.1.1 Sequenzierungen

BC955

Alignment of Sequence_1: [AlignmentCecP1Sumo Sollsequenz .gb.xdna] Sequence_2:
[BC903.1_CecP1_132 -T7.seq]

Similarity : 1183/5767 (20,51 %)

*QFPSRN NFV*L*EGDIHM

Seq_1 241 GATAACAATTCCCCTCTAGAAATA- ATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATG 299
Hitttt e | A DT

Seq. 21 - aa- ttCCTengANTatTTTGTTTaCTTTANGANGGagaTaTaCaTATG 47

GSSHHHHHHGSGLVPRGSAS
Seg_1 300 GGCAGCAGCCAT - CATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAG 358

(TR AA T
Seq_2 48 GGCAGCAGCCATncnen - tCatctATCACGGCAGCGGCCTGGICGCGCGGCAGCGCTAG 106

MSDSEVNQEAKPEVKPEVKP
Seg_1 359 CATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCC 418

T RS
Seq_2 107 CATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCC 166

ETHINLKVSDGSSEIFFKIK
Seq_1 419 TGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAA 478

e RS
Seq 2 16 7 TGAGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAA 226

KTTPLRRLMEAFAKRQGKEM
Seq_1 479 AAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAAT 538

T T [T
Seq_2 227 AAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAagcGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAAT 286

DSLRFLYDGIRIQADOQQTPED
Seq_1 539 GGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGA 598

I T RTTE I RRRENEL
Seq_2 287 GGACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGA 346

LDMEDNDIIEAHREQIGGSW
Seq_1 599 TTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTG 658

UL R T
Seq_2 347 TTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTG 406

LSKTAKKLENSAKKRISEGI
Seqg_1 659 GCTGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAABRETCAGTGAGGGCAT 718
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I|I|||I||||||||||I|I|I|I|I|I|I|I|I||||||||||I|||I|I|I|I|I|I|
GAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCAT 466

AITAITQGGPR*WIQACGRLEK
Seq_1 719 TGCCATTGCCATTCAGGGTGGICCTCGTTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAA 778

TR TR
Seq_2 467 TGCCATTGCCATTCAGGGTGGTCCTCGTTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGRIBA

TSLGIYSAQSASGDAANLVE
Seq_1 779 GACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGA 838

T T
Seq_2 526 GACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGA 585

HHHHHH*DPAANKARK EAEL
Seq_1 839 GCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTT 898

TR TR
Seq_2 586 GCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTT 645

AAATAEQ* LA*PLGASKRVL
Seq_1 899 GGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTT 958

(RO
Seq_2 646 GGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTT 705

R GFLLKGGTISGLANGTRPYV
Seq_1 959 GAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGT 1018

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGOGEGACGCGCCCTGT 765

AAH*ARRVWWLRAA*PLHLP
Seq_1 1019 AGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 1078

TS RETRTEE
Seq_2 766 AGCGGCGCATTAAGCGCGGGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC 825

AP*RPLLSLSSLPFSPRSPA
Seq_1 1079 AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGC 1138

T TR
Seq_2 82 6 AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGC 885

FPVKL*IGGSL*GSDLVLYG
Seqg_1 1139 TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGG 1198

PRI [T
Seq_2 886 TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCYGGGGCTcCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGG 945

TSTPKNLIRVMVHVVGHRPD
Seq_1 1199 CACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG 1257

(TR AN
Seq_2 946 CACCTCGACCCCaAAAAACTTGATTaaGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTG 1005

RRFFAL*RWSPRSLIVDSCS
Seq_1 1258 ATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGN 1

RN RRRRE Y
Seq_2 1006 ATAGACGGTTTTTCgcCCtTTGACGTTGGantCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTT 1065

KLEQHSTLSRSILLIYKGEFC
Seqg_1 1318 CCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTAIMT TTGATTTATAAGGGATTTT 1377

PRI PR PR DO
Seq_2 1066 CCaAACTGGAACAACacTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTtnnaagGGattTT 1125

RFRPIG*KMS*FNKNLTRIL
Seq_1 1378 GCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTT 1437

(PRI PR
Seq_2 1126 GCCGaTTTCGGCCTaTTGGTTAAAAAaTgnnctgaTttannnAAAATTTAACQCgAATTT 1185

TKY*RLQFRWHFSGKCARN

Seq_1 1438 TAA - CAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAAC 1496
| ||| ||| | B R R

Seq_2 1186 Taann - aAatatTAAcg 1201
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BC975

Alignment of Sequence_1: [6QC1 a_ Sollsequenz.gh.xdna] with Sequence_2:
[QC_Sacll_BC955 K2 -T7.seq]

Similarity : 1044/5767 (18,10 %)

*QFPSRNNFV*L*EGDIHMG

Seq_1 241 GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGG 300
idatidiasiae e W | i e | (e Ve | TR T AATT

Seq 21 - A-tT -- cccTC- TagannatTTTGTTTaCTTTANGANGGagataTaCaTATGG 49

SSHHHHHHGSGLVPRGSASM
Seq_1 301 GCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGRGEBANG

TR
Seq_2 50 GCAGCAGCCATcancctCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 109

SDSEVNQEAKPEVKPEVKPE
Seq_1 361 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 420

T E
Seq_2 110 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 169

THINLKVSDGSSEIFFKIKK
Seq_1 421 AGACTCACATCA ATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 480

III||II||I|||I|||I|I|I|III|III|III||II||II||II||IIIIIIIIIIII
CATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 229

TTPLRRLMEAFAKRQGKEMD
Seq_1 481 AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 540

TSRS
Seq_2 230 AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 289

SLRFLYDGIRIQA DQTPEDL
Seq_1 541 ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 600

T TR
Seq_2 290 ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 349

DMEDN DITEAHREQIGGSWL
Seq_1 601 TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTGGC 660

R e
Seq_2 350 TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTASG

SKTAKKLENSAKKRISEGIA
Seq_1 661 TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 720

SR RTE TR
Seq_2 410 TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCEAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 469

IATQGGPR*"WIQACGRLEKT
Seq_1 721 CCATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAAGA 780

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII#II
Seq_2 CATTGCCATTCA GGGTGGTCCGCGGTAATGGATCCAAGCTTGCGGCCGCOGAGRBA

SLGIYSAQSASGDAANLVEH
Seq_1 781 CAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGC 840

R R
Seq_2 529 CAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGC 588

HHHHH*DPAANKARKEAELA
Seq_1 841 ACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGG 900

T [T
Seq_2 589 ACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGG 648

AATAEQ*LA*PLGASKRVLR
Seqg_1 901 CTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA 960

[T T
Seq_2 649 CTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA 708

GFLLKGGTISGLANGTRPVA
Seq_1 961 GGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTI®ZAG
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I|I|||I||||||||||I|I|I|I|I|I|I|I|I||||||||||I|||I|I|I|I|I|I|
TTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAG 768

AH*ARRVWWLRAA*PLHLPA
Seq_1 1021 CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACBGGGTGACCGCTACACTTGCCAG 1080

T T AR
Seq_2 769 CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 828

P*RPLLSLSSLPFSPRSPAF
Seg_1 1081 CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT 1140

T T
Seq_2 829 CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT 888

PVKL*IGGSL*GSDLVLYGT
Seq_1 1141 TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCA 1200

OO e
Seq_2 889 TCCCCGTCAAGCTCTaAATCggGgGCTCCCTTTAgGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGYCA 948

STPKNLIRVMVHYV VGHRPDR
Seq_1 1201 CCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATA 1260

TR
Seq_2 949 CCTCGACCCCaAAAAACTTGATTAGGGTgatGGTTCACGTantggGCCAtcgcCCTGATa 1008

RFFA L*RWSPRSLIVDSCS
Seq_1 1261 GA - CGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCC 1319
g (TR AR RATITIS nistiisiaa

Seq_2 1009 Aann - gtTTTTcnncCttTGacgtTGGantCCAcGTTCtTTAataGTgna ~ -------- -- 1057
BC976
Alignment of Sequence_1: [BC976_Sollsequenz.gb.xdna] with Sequence_2:

[Strepll_BC975_K2 - T7.seq]
Similarity : 976/5793 (16,85 %)

*QFPSRNNFV*L*EGDIHMG

Seq_1 241 GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTAAGAAGGAGATATACATATGG 300
#ttttt e A | T

Seq 21 W seeemeemeeeeeemeeeeeees atatTTTGTTTaCTTTAnGangGaGaTaTaCaTATGG 37

SSHHHHHHGSGLVPRGSASM
Seq_1 301 GCAGCAGCCATCAT CATCATCATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 360

IIIIIIIIII I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIII
CAGCAGCcancntCATCatcATCACGGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCGCTAGCA 97

SDSEVNQEAKPEVKPEVKPE
Seqg_1 361 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 420

R TR RO
Seq_2 98 TGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTG 157

THINLKVSDGSSEI FFKIKK
Seq_1 421 AGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 480

TR ERRTRE
Seq_2 158 AGACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAA 217

TTPLRR LMEAFAKRQGKEMD
Seq_1 481 AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGG 540

TR SRR
Seq_2 218 AGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAARTGG

SLRFLYDGIRIQADQTPEDL
Seq_1 541 ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATT 600

PRI
Seq_2 278 ACTCCTTAAGATTCTTGTACGACGGTATTAGAATTCAAT GATCAGACCCCTGAAGATT 337
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DMEDNDIIEAHREQIGGSWL
Seq_1 601 TGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTGGC 660

TR TR
Seq_2 338 TGGACATGGAGGATAA CGATATTATTGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTTCTTGGC 397

SKTAKKLENSAKKRISEGIA
Seq_1 661 TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 720

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TGTCGAAAACTGCTAAAAAACTGGAAAACTCGGCGAAAAAACGTATCAGTGAGGGCATTG 457

IAIQGGPRGWSHPQFEK*GS
Seq_1 721 CCATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGGGCTGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAATAAGGAT 780

I|I|I|I||||||I|||I|I|I|I|I|I|I|I|I|||I|||||| [
ATTGCCATTCAGGGTGGTCCGCGGGGCTGGTCACATCCTCAGTTCGAGAAATAAGGAT 517

KLAAASRRQA*VFIRRKVRR
Seq_1 781 CCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAAGACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTC 840

LT AT
Seq_2 518 CCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGAGACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTC 576

VMLPT*SSTTTTTTEIRLLT
Seq_1 841 GGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCUAA 90

(RPN
Seq_2 577 GGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA 636

KPERKLSWLLPPLSNN*HNP
Seq_1 901 CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCBGIAATAACTAGCATAACC 960

R
Seq_2 637 CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC 696

LGPLNGS*GVFC*KEELYPD
Seq_1 961 CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGG 1020

TR RRTRE R
Seq_2 697 CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGG 756

WRMGRAL*RRIKRGGCGGYA
Seq_1 1021 ATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACG 1080

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACG 816

QRDRYTCQRPSARS FRFLPF
Seg_1 1081 CGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCT 1140

TRy
Seq_2 817 CGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCT 876

LSRHVR RLSPSSSKSGAPEFR
Seq_1 1141 TCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTA 1200

TR RO Y
Seq_2 877 TCCTTTCTCGcencGTTCGCCGGCTTTcCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTI8G

VPI* CFTAPRPQKT*LG*WF

Seq_1 1201 GGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGT 1260
(TR VOO DTN ettt

Seq_2 937 gGGTTCcGaTttantGCTTTACGGCACCTngaCccca AAAAACTE-------------- 981

NMR
Tabelle Al Auflistung aller zugeordneten Protonerund Stickstoffresonanzen (IUPAC Nomenklatur)
AS Hn Hn H H H. H. 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
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AS Hn H H H H, H N
7A 8.133 4,304 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
10L 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
13S 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 4,354 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
19S 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 4131 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
H“ o H)’ H H)’ o} H' H NB N{ H
2W  7.520 7.649 7.260 7.173 129.570 - -
12N - - - - - 112.543 -
27Q - - - - 112.124 - -
5.1.2 Verwendete NOIestraints

Intraresidual(i,i)

17 ARG H 17 ARG B 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 QD 3.66 #peak934

8 LYS H 8 LYS B 3.27 #peak653

10 LEU H 10 LEU QQD 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 #peakl214 #SUPO0.9%#QF0.92

22 ILE HA 22 ILE QG2 3.55 #peakl214 #SUPO0.9%#QF0.92

3 LEU HA 3 LEU QQD 343 #peakl216 #SUP0.9%#QF0.48

15 LYS HA 15 LYS QD 459 #peak882 #SUP0.98QF0.92

16 LYS HA 16 LYS QD 4.85 #peak882 #SUPO0.98QF0.92

15 LYS QB 15 LYS QE 5.50 #peak935 #SUPO0.98QF0.53

16 LYS QB 16 LYS QE 5.50 #peak935 #SUPO0.98QF0.53

15 LYS QD 15 LYS QE 2.98 #peak939 #SUP1.08QF0.98

5 LYS QD 5 LYS QE 2.58 #peak944 #SUP0.98QF0.90

9 LYS QD 9 LYS QE 2.76 #peak945 #SUPO0.3%#QF0.34

15 LYS QB 15 LYS QG 2.97 #pe&k975 #SUPO.78QF0.45

15 LYS QG 15 LYS QD 2.58 #peak976 #SUPO0.58#QF0.30

16 LYS QG 16 LYS QD 2.77 #peak976 #SUPO0.58#QF0.30

3 LEU QB 3 LEU QQD 3.80 #peak1005 #SUPO0.88QF0.35

27 GLN HB2 27 GLN QG 2.62 #peak1105 #SUPO0.8#QF0.81

11 GLU HB3 11 GLU QG 2.84 #peak1106 #SUPO0.78QF0.51

27 GLN HB3 27 GLN QG 2.62 #peak1107 #SUPO0.88QF0.80

11 GLU HB2 11 GLU QG 2.84 #peak1108 #SUPO0.98QF0.75

6 THR HA 6 THR QG2 3.03 #peakl1211 #SUPO0.58QF0.59

5 LYS H 5 LYS HA 2.85 #peak516 #SUPO0.44QF0.44

6 THR H 6 THR HB 4.01 #pe&527 #SUP0.88QF0.80

31 ARG HA 31 ARG HE 4.99 #peak529 #SUP0.58QF0.50
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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 HA
18 ILE HA
10 LEU HA
11 GLU HA
20 GLU H
22 ILE HA
24 ILE H
24 ILE HB
26 ILE QG2
27 GLN H
27 GLN QB
31 ARG H
31 ARG HA

us]

I T I I I I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIOII

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

QA
QB
HD1
QD
QG
QG
HB
HB
HB
HB
QB
HG2
QB
HG3
QB
HG13
QB
QB
QB
QB
QG1
QG2
HG1
HG12
QG2
QG2
QD1
QD2
QQD
QG2
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
5.21
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
3.31
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
#pek722
#peak723
#peak799
#peak825
#peak868
#peakg1l
#peak631
#peak832
#peak703
#peak978
#peak1009
#peak1219
#peakl1105
#peak642
#peak801

#peak701
#peak704
#peak625
#peak636
#peak665
#peak804
#peak569
#peak812
#peak803
#peak804
#pealB06
#peak755
#peak721
#peak720
#peak717
#peak715
#peak699
#peak701

#SUP0.98QF0.93
#SUP1.08QF0.93
#SUP0.98QF0.99
#39JP0.8F#QF0.87
#SUP1.08QF0.90
#SUP1.08QF0.90
#SUP0.58QF0.38
#SUP0.94QF0.94
#SUP0.78QF0.70
#SUP0.78QF0.60
#SUP0.99QF0.99
#SUP0.98QF0.93
#SUP0.88QF0.88
#SUP0.98QF093
#SUP1.08QF0.99
#SUP0.98QF0.99
#SUP0.98QF0.99
#SUP0.98QF0.99
#SUP1.00
#SUP1.00
#SUP0.98QF0.90
#SUP0.78QF0.40
#SUP0.78QF0.40
#SUP0.99QF0.99
#SUP0.99QF0.99
#SUP0.98QF0.99
#SUP0.98QF0.34
#SUP0.98QF0.34
#SUP1.08QF0.86
#SUP1.08QF0.86
#SUP1.08QF0.30
#SUP0.38QF0.39
#SUP0.48QF0.48
#SUP0.98QF0.94
#SUP0.87QF0.59

#SUP0.84QF0.67
#SUP0.4BQF0.45
#SUP0.92QF0.92
#SUP0.48QF0.45
#SUPO0.24QF0.24
#SUP0.98QF0.34
#SUP1.00

#SUP0.94QF0.94
#SUP0.2#QF0.24
#SUP0.68QF0.42
#SUP0.98QF0.98



6

6

23
25
-

14
16
10
11
10
17
13
16
4

19
26
3

21
22
25
23
10
9

8

22
24
21
20
2

17
20
20
26
24
16
9

3

24
16
21

a A
26
20
20
14
3
3
25
14
14
3
3
14

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

aGSt
ILE
GLU
GLU
ALA
LEU
LEU
ALA
ALA
ALA
LEU
LEU
ALA

Q&

I
@

IIIIIIIIIIIOOOOOO
TO®E®®

HG13

6 SA
QG1
QB
HA
HA
QB
QB
QB
HA
HA
QQD
QQD
HA

Weitreichend(> i,i+4)

15
14
15
15
15
15
14
14

LYS
ALA
LYS
LYS
LYS
LYS
ALA
ALA

H

HA
HA
HA
QB
HA
HA

QB

7 ALA  H
7 ALA  H
24 ILE H
26 ILE H
8 LYS H
15 LYS H
17 ARG H
11 GLU H
12 ASN H
11 GLU H
18 ILE H
14 ALA  H
17 ARG H
5 LYS H
20 GLU H
27 GLN H
4 SER H
22 ILE H
23 ALA  H
26 ILE H
24 ILE H
11 GLU H
10 LEU H
9 LYS H
23 ALA  H
25 ALA  H
22 ILE H
21 GLY QA
3 LEU H
18 ILE H
21 GLY H
21 GLY H
27 GLN H
25 ALA H
17 ARG H
10 LEU H
4 SER H
25 ALA H
17 ARG  HA
22 ILE  QG1
6X AZAbno
28 GLY H
22 ILE H
22 ILE H
17 ARG H
5 LYS H
7 ALA  H
28 GLY H
17 ARG  HB2
17 ARG  HB3
5 LYS H
7 ALA  H
17 ARG QB
31 ARG H
31 ARG H
31 ARG H
30 PRO  HB3
30 PRO HA
30 PRO  HB2
31 ARG QB
31 ARG QB

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
5.038
5.50
4.78
534

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
#peakl16
#peakl16
#peakl26
#peakl149
#peak150
#peak498
#peak499
#peak503
#peak513
#peak522
#peak534
#peak542
#peak561
#peak563
#peak581
#peak584
#peak625
#peak630
#peak638
#peak643
#peak649
#peak651
#peak671
#peak674
#peak798
#peak673

#peak670
#peakl1247
#peak506
#peak511
#peak669
#peak669
#peak693
#peak790
#peak874
#peak1246
#peak1246
#peak790

#peakl129
#peak509
#peak519
#peak782
#peak788
#peak811l
#peak775
#peak979

#SUP0.98QF0.97
#SUP0.98QF0.97
#SUP1.00
#SUP0.98QF0.79
#SUP0.82QF0.82
#SUP0.78QF0.73
#SUP1.08QF0.45
#SUP0.88QF0.89
#SUP0.58QF0.53
#SUP0.67QF0.67
#SUP0.28QF0.25
#SUP0.54QF0.54
#SUP1.08QF0.36
#SUP0.68QF0.66
#SUP1.08QF0.43
#SUP1.08QF0.43
#SUP1.08QF0.86
#SUP0.98QF0.96
#SUP®8#QF0.98
#SUP0.62QF0.21
#SUP0.58QF0.53
#SUP1.08QF0.29
#SUP0.57QF0.29
#SUP0.47QF047
#SUP0.68QF0.68
#SUP0.78QF0.73
#SUP1.00
#SUP0.48QF0.34
#SUP0.98QF0.98
#SUP0.97QF0.97
#SUP0.78QF0.70
#SUP0.78QF0.78
#SUP1.08QF0.99
#SUP0.98QF0.96
#SUP0.98QF0.57
#SUP0.99QF0.99
#SUP0.92QF0.84
#SUP0.98QF0.97
#SUP0.32QF0.32

#SUP0.38QF0.38
#SUP0.58QF0.53
#SUP0.64QF0.49
#SUP0.64QF0.49
#SUP0.28QF0.28
#SUP0.48QF0.46
#SUP0.88QF0.80
#SUP0.62QF0.48
#SUP0.62QF0.48

#SUP0.78QF0.79
#SUPO0.78QF0.75
#SUP0.72QF0.72
#SUP0.58QF0.56
#SUP0.58QF0.58
#SUP0.58QF0.25



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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#peak668
#peak665
#peak811l
#peak881
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