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Summary

Recently, a new antimicrobial peptide, hydramacin-1, has been discovered in the fresh water
polyp Hydra magnipapillata. Hydramacin-1 participates in the polyp’s epithelial defense by
exhibiting strong bactericidal activity at micromolar concentrations. To characterize the
antibacterial mode of action of hydramacin-1, the tertiary solution structure of the protein was
determined using multidimensional heteronuclear NMR spectroscopy. In addition, the
interaction of hydramacin-1 with liposomes and bacteria was investigated. As a prerequisite
for structure/activity studies, a protocol for the recombinant production of hydramacin-1 using
a bacterial over-expression system and a purification protocol was established.

The three-dimensional structure of hydramacin-1 possesses a disulfide-bridge stabilized
ao/B-motif which is characteristic for the knottin-protein fold. Comparison with proteins of the
same protein fold showed that hydramacin-1 has the highest homology to the scorpion-toxin
like protein superfamily. This superfamily already has five protein families. Due to the
substantial sequence and structural differences to representative members of the five families,
hydramacin-1 represents the founding member of a new protein family that has been named
macins.

Investigation of the interaction of hydramacin-1 with liposomes and bacteria revealed a
membrane precipitation mechanism for activity. Based on the solution structure of
hydramacin-1 a model explaining this cell/liposome precipitation effect is presented.
Hydramacin-1 possesses two hydrophobic hemispheres which sandwich a band of positively
charged residues. The two hemispheres of the peptide immerse into the outer leaflets of two
membranes of different liposomes or bacteria. Thereby, the band of positively charged
residues of hydramacin-1 stabilizes the interface between the two-membrane-peptide
complexes by interaction with the negative surface charges of the polar head groups of the
two membranes. This leads to the progressive formation of aggregates of liposomes or
bacteria. Currently, a comparable model has not been described for the action of antimicrobial
proteins. Therefore, the model explaining the mode of action of hydramacin-1 extends our

knowledge of mechanisms of antimicrobial peptides.



Zusammenfassung

Die Untersuchung der epithelialen Abwehr des Siilwasserpolypen Hydra magnipapillata
fiihrte zur Entdeckung eines neuen, hochaktiven antimikrobiellen Peptids, Hydramacin-1.
Dieses totet Gram-negative und Gram-positive Bakterien im  mikromolaren
Konzentrationsbereich. Um den Wirkmechanismus von Hydramacin-1 zu charakterisieren,
wurde in der vorliegenden Arbeit seine Tertidrstruktur mit Hilfe der mehrdimensionalen
heteronuklearen NMR-Spektroskopie aufgeklirt sowie seine Interaktion mit Liposomen und
Bakterien untersucht. Dazu erfolgte zundchst die Etablierung eines Protokolls fiir die
rekombinante Herstellung des Peptids in Bakterien und seine Reinigung.

Die Tertidrstruktur des Hydramacin-1  zeigt ein  Disulfidbriicken-stabilisiertes
ao/B-Strukturmotiv, welches fiir die sogenannte Knottin-Faltungstopologie charakteristisch ist.
Der Vergleich mit den Knottin-Proteinen zeigt, das Hydramacin-1 zur Superfamilie der
Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine die hochste Strukturhomologie besitzt. In dieser
Superfamilie gibt es bereits fiinf Familien. Dennoch weist Hydramacin-1 im Vergleich mit
jeweils einem Reprdsentanten aus jeder Familie maBgebliche Sequenz- und
Strukturunterschiede auf. Hydramacin-1 ist daher das erste Mitglied einer neuen Familie
innerhalb der Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine, die fortan als Macin-
Familie bezeichnet wird.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Interaktion von Hydramacin-1 mit Liposomen und
Bakterien zeigen, dass dieses Peptid in der Lage ist, sowohl Liposomen als auch Bakterien zu
préazipitieren. Mit der Kenntnis der Tertidrstruktur von Hydramacin-1 konnte ein Modell
formuliert werden, welches diesen Prézipitationseffekt erkldrt: Hydramacin-1 besitzt zwei
hydrophobe Hemisphdren, welche durch ein Band aus kationischen Aminosdureresten
voneinander getrennt sind. Die beiden Hemisphiren des Peptids insertieren in die jeweils
duBere Lipidschicht der Membranen zweier Liposomen oder Bakterien. Der so gebildete
zwei-Membranen-Peptid-Komplex wird dabei durch das Band aus kationischen
Aminosdureresten  stabilisiert, welches in Wechselwirkung mit den negativen
Oberflachenladungen der Membranen tritt. Infolge der fortschreitenden Vernetzung vieler
verschiedener Liposomen beziehungsweise Bakterienzellen, bilden diese immer grofer
werdende Aggregate. Ein vergleichbares Modell wurde bisher noch nicht beschrieben und

erweitert somit den Kenntnisstand {iber die Wirkmechanismen antimikrobieller Peptide.
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1 Einleitung

Als Sir Alexander Fleming 1945 fiir die Entdeckung des Penicillins den Nobelpreis fiir
Medizin iiberreicht bekam, warnte er davor, dass Bakterien durch einen unbedachten Umgang
mit Antibiotika gegen diese resistent werden konnen [1]. Nur wenige Jahre darauf
bewahrheitete sich diese Warnung. Bereits ein Jahr nach der weltweiten Einflihrung von
Penicillin wurden erste Penicillin-resistente Bakterienstimme entdeckt [2]. Seither besteht ein
Wettkampf zwischen Mensch und pathogenen Mikroorganismen, in welchem die Suche des
Menschen nach neuen Antibiotika der enormen Anpassungsfahigkeit von Mikroorganismen
gegeniibersteht [3].

Auf Grund der wachsenden Zahl resistenter Bakterienstimme gegeniiber konventionellen
Antibiotika und insbesondere wegen des Erscheinens von multiresistenten Stimmen, sind in
den letzten Jahren die sogenannten antimikrobiellen Peptide (AMPs) immer weiter in den
Vordergrund geriickt [4]. Sie toten Mikroorganismen mittels weit weniger speziellen
Strategien, indem sie als Primédrziel mit deren Membran in Wechselwirkung treten und diese
zerstoren [5, 6]. Die Erlangung einer Resistenz gegeniiber AMPs wiirde eine grundlegende
Anderung der Zusammensetzung der Zellmembran erfordern [7]. Die Wahrscheinlichkeit
daftir ist jedoch durch die vielseitigen Anforderungen an die Eigenschaften einer
Zellmembran sehr gering, da eine derartige Anderung mit dem Uberleben nicht vereinbar ist.
AMPs sind somit der neue Hoffnungstriger der Medizin im Kampf gegen pathogene

Mikroorganismen.
1.1  Antimikrobielle Peptide — Ein Uberblick

Das Gewebe multizelluldrer Organismen stellt eine reichhaltige Nahrungsquelle fiir
Mikroorganismen dar [8]. Deshalb haben vielzellige Lebewesen epitheliale Abwehrsysteme
entwickelt um nicht vollstindig von Parasiten befallen oder verdaut zu werden [8, 9].

Antimikrobielle Peptide partizipieren als Teil des angeborenen Immunsystems an der ersten
Abwehrreaktion eines Vielzellers gegeniiber einer Infektion, beispielsweise mit Bakterien,
Pilzen oder auch Viren [10]. Sie sind aus Sicht der Evolution sehr alt und ihre Gene in vielen
verschiedenen vielzelligen Organsimen konserviert. Damit widersprechen sie der
allgemeinem Vorstellung, dass Mikroorganismen scheinbar gegeniiber jeder erdenklichen

Substanz eine Resistenz entwickeln konnten [6].
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Die nachfolgenden Abschnitte geben zunichst einen Uberblick iiber die Vielfalt der bisher
bekannten AMPs. Des Weiteren werden die verschiedenen Wirkmechanismen, welche die
antimikrobielle Aktivitit der Peptide erkldren, vorgestellt. AbschlieBend wird auf die AMPs
als Teil der epithelialen Abwehr des SiiBwasserpolyps Hydra eingegangen.

1.1.1  Vielfalt der antimikrobiellen Peptide

Die ersten publizierten AMPs waren die Cecropine A und B im Jahr 1980 [11, 12]. Seitdem
ist die Anzahl der entdeckten AMPs stark angestiegen. Mittlerweile sind weit {iber 800
verschiedene Peptide in der Antimicrobial Data Base (http:/aps.unmc.edu/AP/main.php;
Stand 06. Mai 2008) hinterlegt worden [13].

Es gibt verschiedene Ansdtze um AMPs zu gruppieren. Diese sind in der Tabelle 1

zusammengefasst.

Tabelle 1: Moglichkeiten der Unterteilung von AMPs [4, 6, 14, 15].

Gruppierungsmerkmal Beispiel

Anzahl, Anordnung sowie intramolekulare Verkniipfung Bactenecin 1, Protegrin 1,

vorhandener Cysteine Defensine

Positive oder negative Oberflachennettoladung Cecropine, Dermicidin

Amphiphiler Charakter Magainin, Cecropine

Abstammung von einem gemeinsamen Vorldaufermolekiil Cathelicidine, Buforin 2

Erhohter Gehalt bestimmter Aminosauren Prophenine, Indolicidine,
Histatine

Nicht-/Vorhandensein von Sekundirstrukturelementen Magainin, Defensine

Einige der in Tabelle 1 genannten Merkmale treten hiufig gekoppelt auf, so dass AMPs in
verschiedenen wissenschaftlichen Rezensionen in folgende zwei Gruppen unterteilt werden:
Peptide mit einer iiberwiegenden p-Faltblattstruktur und zwei bis vier intramolekularen
Disulfidverkniipfungen sowie a-helikale Peptide mit amphiphilem Charakter [6, 14, 16]. Des
Weiteren lassen sich AMPs auch anhand ihrer Tertidrstruktur unterteilen. Man unterscheidet
vier Klassen: p-Faltblatt-Peptide, o-helikale Peptide, Schleifen-Peptide und extended
peptides [17]. Letztere besitzen in Abwesenheit einer Zielmembran eine lineare, flexible
Konformation und beinhalten keine Sekundérstrukturelemente. Diese werden erst durch die

Wechselwirkung mit Lipiden der Zielmembran gebildet.
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Neben dem heterogenen Erscheinungsbild der AMPs zeigen sich auch starke Abweichungen
bei den jeweiligen Wirkungsspektren. Bis heute existieren jedoch nur wenige Modelle um die

Wirkungsweise der AMPs zu erkléren.

1.1.2  Wirkmechanismen von antimikrobiellen Peptiden

Die meisten AMPs besitzen eine positive Nettoladung oder amphiphile Ladungsverteilung auf
ihrer Oberfliche [14]. Die elektrostatische Wechselwirkung mit den negativ-geladenen
Bestandteilen der mikrobiellen Zielmembran ermoglicht die Anlagerung der AMPs, was bei
allen Mechanismen den initialen Schritt darstellt [5, 14]. Die auf die initiale Anlagerung
folgenden Schritte, welche zu einer Permeabilisierung der betroffenen Membran fiihren, sind
am besten fiir die Wechselwirtkung von AMPs mit der Membran von Bakterien
verstanden [6]. Anhand dieser wurden vier Modelle entwickelt [16].

Das aggregate model (Abb. 1A) beschreibt die Ausbildung von mizellendhnlichen
Zusammenlagerungen von Peptiden und Membranlipiden, wobei die Peptide keine
Vorzugsorientierung im Bezug auf die Membranebene vorweisen [16]. Die Aggregate fiihren
zur Bildung von ungleichféormigen Kanélen, welche in Gréfle und Halbwertszeit variieren.
Die Kandle konnen sowohl eine Membranpermeabilisierung bewirken als auch eine
Translokation von Peptiden durch die Membran, wenn die Aggregate zerfallen. Hingegen
beschreibt das toroidal pore model (Abb. 1B) die Ausbildung einer Pore. Diese ist aus den
senkrecht zur Membranebene orientierten Peptiden selbst und den reorientierten Kopfgruppen
benachbarter Membranlipide zusammengesetzt [16]. Letztere sind zum Lumen der Pore
exponiert. Im barrel-stave model (Abb. 1C) bilden die Peptide ebenfalls transmembrane
Poren [16]. Diese bestehen jedoch ausschlieBlich aus AMP-Oligomeren, wobei die
hydrophilen Molekiiloberflichen der Peptide zum Lumen der Pore gerichtet sind. Die
hydrophoben Molekiiloberflichen werden hingegen zum hydrophoben Kern der Membran
exponiert. Das carpet model (Abb. 1D) beschreibt die lokal konzentrierte Anordnung von
Peptidaggregaten an der Zielmembran [16]. Dabei werden die jeweiligen Membranbereiche,
wie durch einen Teppich, abgedeckt. Nach Erreichen einer Schwellenkonzentration kommt es
zu einem detergenzéhnlichen Effekt. Dieser kann dazu fiihren, dass sich die Membranlipide
zu Mizellen zusammenlagern, welche sich darauthin von der Membran 16sen und in dieser ein
Loch zuriicklassen.

Die in den vier Modellen beschriebenen Wechselwirkungen zwischen AMPs und Membran

fiihren letztendlich zu einer Storung der Integritdt beziehungsweise der Funktion der
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Membran [6]. Infolge dessen kann es zu einer Membrandepolarisierung oder zum Ausstromen
des Zellinhaltes kommen, was zum Tod der Zellen fiihrt.

Neben den zur Membranpermeabilisierung fithrenden AMPs existieren weitere, welche ihre
Zielzellen auf anderem Wege toten [16]. Thr Mechanismus beginnt ebenfalls mit der initialen
Anlagerung an die Zielmembran. Darauf folgt eine Translokation der Peptide ins Cytosol.
Dort angelangt, konnen die Peptide iiberlebenswichtige zelluldre Prozesse, wie die Synthese

von Nukleinsduren, Proteinen oder auch die Aktivitét essentieller Enzyme, stéren (Abb. 1E).

® ®

©
I-I —

Peptid dargestellt als Zylinder; rot und
v DNA-Replikation o blan indizieren hydrophile Thzw.
mRNA-Synthese hvdrophobe Moleldilbereiche
Protein-Synthese ' ,
Enzymaktivitie |l Baktenenmemiran

Abbildung 1: Modelle der Wirkmechanismen von antibakteriellen Peptiden.
(A) aggregate model. (B) toroidal pore model. (C) barrel-stave model. (D) carpet
model. (E) Storung iiberlebenswichtiger zelluldrer Prozesse (Aus: Jenssen et al. [16],

mit freundlicher Genehmigung; veréndert).
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1.1.3  Die epitheliale Abwehr von Hydra

Der phylogenetisch sehr alte Vielzeller Hydra gehort zum Stamm der Nesseltiere, welcher
sich bereits vor 500 Millionen Jahren entwickelte [18]. Dieser SiiBwasserpolyp besitzt
ausschlieBlich zwei Epithelien, das Endoderm und das Ektoderm, welche durch eine
extrazellulire Matrix, die Mesogloea, voneinander getrennt werden (Abb. 2) [18]. Die

Epithelzellen stellen mit 20 % den Hauptteil aller Zellen in Hydra dar [19].

}J:
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Hypostom '.:

| - Neuron
=

U {\sMmd| /A /]
A\ [/
\ \ - Interstitelle
o y Zelle
5 R
??i ! —-\@J
Gastralregion -5 } SN Nematozyte
|L|? ::i Fpnd
i 27 Nematoblast
1F — )
-_'j'; Endoderm fiones \ )
v | Foi = | e
‘R S Ektoderm b ; l;.-:nch:f-"J\
Basalscheibe « |13 [ Vgt RS /
~BE et | ——

r
\

Endoderm ! Ektoderm
Mesogloea

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Siifiwasserpolyps Hydra. (A)
Querschnitt durch die longitudinale Korperachse. (B) VergroBerte Darstellung des
mittels Rechteck markierten Epithelbereiches aus 2A. (Aus: Schaller et al. [20], mit

freundlicher Genehmigung; verandert).

Der Lebensraum von Hydra enthdlt ein breites Spektrum an fakultativ pathogenen
Organismen, wie Bakterien, Pilze, Algen und Parasiten [21, 22]. Das Epithel des Polypen
wird jedoch durch keine schiitzende Schicht, beispielsweise aus Chitin, von seiner Umwelt
abgeschirmt (Abb. 2). Die Hydra steht somit permanent in unmittelbarem Kontakt zu den
fakultativ pathogenen Organismen. Dennoch wurde das Vorliegen von Infektionen bei den
Tieren bis heute nicht beschrieben. Im Gegenteil, die Haltung von Hydra unter sterilen
Bedingungen fiihrt dazu, dass sie gravierende Entwicklungsstérungen entwickeln, welche erst
durch die Exposition der Tiere gegeniiber unsterilen Bedingungen kompensiert werden [23].
Fiir verschiedene Spezies konnte zudem gezeigt werden, dass sie eine speziesspezifische
Mikrofauna auf ihrem Epithel aufrechterhalten [22]. Sie ist die Folge aktiver

Selektionsmechanismen der epithelzellenvermittelten angeborenen Immunabwehr [22]. Diese
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stellt, wie bei allen Invertebraten, den einzigen Schutz dar, den Hydra zur Abwehr
mikrobieller Pathogene hat [24]. Der SiiBwasserpolyp Hydra besitzt keine adaptive
Immunabwehr. Offensichtlich ist die Gegenwart bestimmter Mikroorganismen und somit das
Funktionieren der angeborenen Immunabwehr fiir das Wohlergehen dieser Tiere von
essentieller Bedeutung.

Die angeborene Immunabwehr von Hydra umfasst auf zelluldrer Ebene unter anderem die
Féhigkeit der Epithelzellen zur Phagocytose [25]. Auf molekularer Ebene offeriert das Epithel
eine induzierbare starke antimikrobielle Aktivitdt, welche auf zelluldirer Ebene durch
Neuronen vermindert wird [26]. Zudem sind die meisten Komponenten des Toll/TLR-
Signalweges vorhanden, welcher einen wichtigen Bestandteil der angeborenen Immunabwehr
darstellt [27, 28]. Weitere Untersuchungen hinsichtlich der epithelialen Abwehrmechanismen
in Hydra konnten die Beteiligung von AMPs zeigen und fiihrten unter anderem zur
Entdeckung von Hydramacin-1 [29].

Hydramacin-1 wird ausschlieBlich im Endoderm exprimiert [29]. Die konstitutive Expression
des Hydramacin-1-Gens wird in Gegenwart des Endotoxins Lipopolysaccharid erh6ht. Damit
weist Hydra eine eindeutige Reaktion auf die Gegenwart von Gram-negativen Bakterien auf.
Das Hydramacin-1-Gen wird jedoch nicht durch doppelstringige Ribonukleinsdure
hochreguliert, die wie Lipopolysaccharid zu den sogenannten PAMPs (engl. pathogen-
associated molecular patterns) gehort [28].

Neben Hydramacin-1 wurden noch weitere AMPs in Hydra entdeckt [29, 30]. Die Gene
einiger dieser AMPs zeigten eine Zunahme ihrer Expression in Gegenwart einer wesentlich
groBeren  Zahl  verschiedener PAMPs  beziechungsweise  Gefahrensignale, wie
Lipopolysaccharid, doppelstringige Ribonukleinsdure, Flagellin, Signale apoptotischer Zellen
und Natriumurat [29].

Im Mittelpunkt der vorliegenden Dissertation steht das antimikrobielle Peptid Hydramacin-1

und die Aufkldrung seiner Tertidrstruktur.

1.2 Aufklarung der Tertidrstruktur von Proteinen

Die Funktion eines Proteins ist an dessen Tertidrstruktur gekoppelt [31]. Demnach ermdglicht
die Kenntnis der Tertidrstruktur eines Proteins seine Funktion zu verstehen. Durch den
Vergleich der Tertidrstrukturen von neu entdeckten Proteinen mit den Tertidrstrukturen von
Proteinen, deren Funktion bereits bekannt ist, ldsst sich einerseits die Funktion der neu

entdeckten Proteine vorhersagen. Andererseits stellt dieser Vergleich eine Moglichkeit dar,
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um Proteine zu klassifizieren. Dabei konnen auch solche Proteine einander zugeordnet
werden, die auf Grund ihrer Primérstrukturen keine Homologie aufweisen.

Eine Moglichkeit die Tertidrstruktur von Proteinen aufzukldren ist die mehrdimensionale
heteronukleare =~ Kernmagnetresonanz(=NMR, engl. = Nuclear-magnetic  resonance)-

Spektroskopie.

1.2.1  Grundlagen der NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie nutzt die Eigenschaft des Kernspins von Atomkernen. Der Kernspin
verursacht ein magnetisches Moment, welches mit einem &ufleren Magnetfeld in
Wechselwirkung treten kann. Diese Wechselwirkung fiihrt zu dem Phénomen der
kernmagnetischen Resonanz, welches die Aufspaltung der Energieniveaus des Kernspins
eines entsprechenden Atomkerns in mehrere Zustinde beschreibt [32].

Das Proton stellt den wichtigsten Atomkern fiir die NMR-Spektroskopie dar. In einem
duBeren homogenen Magnetfeld kann sich der Kernspin des Protons parallel (a-Zustand)
beziehungsweise antiparallel (B-Zustand) zu den Feldlinien des Magnetfeldes ausrichten. Der
a-Zustand weist dabei ein leicht niedrigeres Energieniveau auf als der B-Zustand. Weiterhin
rotiert das magnetische Moment eines entsprechenden Kerns in einer Prazessionsbewegung
um die Richtung der Feldlinien des dufleren Magnetfeldes. Die im Bereich von Radiowellen
liegende Frequenz dieser Rotation wird als Lamor-Frequenz bezeichnet und entspricht der
Resonanzfrequenz dieses Kerns. Zwischen dem o- und dem B-Zustand kann somit ein
Ubergang induziert werden, indem Radiowellen eingestrahlt werden, deren Frequenz dem
Energieunterschied zwischen den beiden Energieniveaus, das heiflt deren Lamor-Frequenz,
entspricht.

Die Lamor-Frequenz ist eine fiir jeden Kern desselben Elements charakteristische GroBe. Sie
wird jedoch durch die chemische Umgebung eines entsprechenden Kerns beeinflusst, weil
sowohl die Elektronen des betrachteten Kerns selbst, als auch die Elektronen der
Nachbaratome, schwache magnetische Felder erzeugen, welche die Atomkerne schwach aber
distinkt vom dufleren Feld abschirmen. Dieses Phanomen wird als chemische Verschiebung
bezeichnet. Daher lassen sich zwei Protonen desselben Molekiils mit unterschiedlichen
Nachbaratomen anhand ihrer voneinander abweichenden chemischen Verschiebungen
beziehungsweise Lamor-Frequenzen unterscheiden.

Auf Grund seines leicht niedrigeren Energieniveaus, nechmen von allen Protonen eines

Molekiils, welches in ein dulleres homogenes Magnetfeld gebracht wird, geringfiigig mehr
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Protonen den a-Zustand ein. Die magnetischen Momente aller Kernspins der Atome dieses
Molekiils lassen sich deshalb zu einer makroskopischen Gesamtmagnetisierung M, addieren,
welche ungleich Null ist. Die zeitliche Entwicklung dieser GroBe wird im Spektrometer
gemessen.

Die makroskopische Gesamtmagnetisierung hat vektoriellen Charakter und lésst sich in drei
Komponenten zerlegen, die jeweils in eine andere der drei Dimensionen eines Raums wirken.
Im thermodynamischen Gleichgewicht ist nur die Magnetisierungskomponente in Richtung
des Magnetfeldes vorhanden. Diese verlduft laut Definition in z-Richtung. Die transversalen
Komponenten in x- und y-Richtung weisen keine Vorzugsrichtung auf und kompensieren sich
daher. Beim Anlegen eines weiteren &dufleren Magnetfeldes in Form eines
Radiofrequenzpulses, = welcher  orthogonal zur z-Achse der makroskopischen
Gesamtmagnetisierung gerichtet ist, kann transversale x- beziehungsweise y-Magnetisierung
erzeugt werden, wenn die Kerne des Molekiils die Radiofrequenzen im Bereich ihrer Lamor-
Frequenzen absorbieren. Dies bringt die makroskopische Gesamtmagnetisierung aus dem
thermodynamischen Gleichgewicht und fiihrt zur Induktion einer detektierbaren Spannung in
einer Empfingerspule. Nach dem  Radiopuls strebt die  makroskopische
Gesamtmagnetisierung wieder in den Grundzustand. Dies wird als Relaxation bezeichnet und
durch die longitudinale Relaxationszeit T; sowie die transversale Relaxationszeit T,
charakterisiert. Sie wird durch die Wechselwirkung der Kernspins mit ihrer Umgebung (T})
beziehungsweise der Kernspins untereinander (T,) verursacht.

Bei kleinen Molekiilen besitzen T; und T, vergleichbare Werte. Grolere Molekiile, wie
Proteine, haben hingegen eine gegeniiber T; wesentlich kiirzere T,-Relaxation. Letztere ist
deshalb auch maRgeblich fiir die Abnahme der Spannung verantwortlich, welche in der
Empfangerspule induziert und detektiert wird, und bedingt das als FID (engl. Free-induction
decay, freier Induktionszerfall) bezeichnete Messsignal in der NMR-Spektroskopie. Mit Hilfe
der Fourier-Transformation wird der FID aus der Zeitdomédne in die Frequenzdomine
tiberfiihrt. Dadurch konnen all jene Lamor-Frequenzen, welche durch die einzelnen Kerne
eines gemessenen Molekiils emittiert wurden, in einem entsprechenden Spektrum als
chemische Verschiebung dargestellt werden.

Die einfachste Form der NMR-Spektroskopie ist das eindimensionale (1D-)Experiment. Es
besteht aus einem Préparations- und einem Detektionsschritt. Die Pridparation entspricht der
oben beschriebenen Anregung aller magnetisch aktiven Kerne mit Hilfe eines
Radiofrequenzpulses. Die Detektion umfasst die anschlieBende Messung des FID. Nach

Fourier-Transformation erhilt man ein 1D-NMR-Spektrum in dem die Signalintensitit der
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detektierten Frequenzen iiber der chemischen Verschiebung aufgetragen ist. Fiir groflere
Molekiile ist die Auswertung eines 1D-Spektrums unmoglich, weil sich die Signale der
einzelnen Kerne iiberlagern und nicht mehr voneinander unterschieden werden konnen. Die
Uberlagerungen kénnen jedoch sowohl durch die Einfilhrung zusitzlicher spektraler
Dimensionen als auch durch die Einbringung von anderen Kernen, welche die Eigenschaft des

Kernspins besitzen, kompensiert werden.

1.2.2  Mehrdimensionale heteronukleare NMR-Spektroskopie

Die Einfiihrung weiterer spektraler Dimensionen in ein NMR-Experiment wird durch die
Ausnutzung der Wechselwirkung zwischen magnetisch aktiven Kernen beziehungsweise
durch den zwischen ihnen moglichen Transfer von Magnetisierung erreicht [32]. Dabei sind
zwei Mechanismen fiir diesen Transfer wesentlich: Die skalare Kopplung und der Kern-
Overhauser-Effekt (NOE, engl. Nuclear-Overhauser effect). Die skalare Kopplung beschreibt
die Ubertragung von Magnetisierung zwischen Kernen, welche iiber die dazwischen
liegenden Bindungen direkt miteinander koppeln. In der Regel werden Kopplungen tiber mehr
als drei Bindungen nicht beobachtet. Beim NOE handelt es sich um eine {iber den Raum
wirkende Interaktion relaxierender Dipole. In erster Ndherung ist die Stirke dieser
Wechselwirkung umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des zwischen den Kernen
liegenden Abstands. Ein Transfer von Magnetisierung iiber den Raum kommt in der Regel
nur Zustande, wenn die entsprechenden Kerne nicht weiter als 5 A voneinander entfernt sind.

Gegeniiber dem 1D-Experiment kommen bei einem 2D-Experiment zwei weitere Schritte
hinzu, ndmlich Evolution und die Mischsequenz, welche zwischen Praparation und Detektion
eingefiigt sind. Wéhrend der Evolution konnen die angeregten Kerne iiber einen
vorgegebenen Zeitraum frei priazedieren. Wéahrend der Mischsequenz, welche aus Pulsen und
Wartezeiten besteht, wird der Zustand der Magnetisierung am Ende der Evolution abgefragt,
und zudem konnen die Kerne ihre Magnetisierung auf einen entsprechenden Nachbarkern
transferieren. Durch die Erhohung der Evolutionszeit um einen festen Betrag erhélt man eine
Serie von 1D-Spektren, welche in der Evolutionszeit moduliert sind. Wenn man die
Signalintensitidten aus der Serie von 1D-Experimenten iiber der zunehmenden Evolutionszeit
auftragt, l4sst sich ein weiterer FID beobachten. Durch Fourier-Transformation in Richtung
zunehmender Evolutionszeit wird schlieBlich das 2D-Spektrum erhalten. Die Erweiterung des

2D-Experimentes um eine weitere Evolutions- und Mischphase fiihrt zum Erhalt eines
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3D-Spektrums. Letzteres wird erforderlich, wenn trotz der Entzerrung der Signale eines
1D-Spektrums im 2D-Spektrum weiterhin zahlreiche Uberlagerungen auftreten.

Die dritte Dimension eines 3D-Spektrums kann einerseits durch die Einfithrung weiterer
magnetisch aktiver Kerne, sogenannter Heterokerne, ermdglicht werden und andererseits
durch die Verkniipfung zweier 2D-Experimente. Die beiden wichtigsten Heterokerne sind das
Stickstoffisotop ’N und das Kohlenstoffisotop *C. Mit der Einfithrung von Heterokernen
wird die Proteinstrukturaufklirung deutlich vereinfacht. Die Isotopen-markierten Proteine
ermoglichen die Aufnahme einer Fiille verschiedener Spektren, die jeweils eine andere
Teilinformation enthalten, deren Kombination der sequenzspezifischen Zuordnung dient.
Dabei wird jedes, der in diesen Spektren beobachteten Signale, einem bestimmten Proton im
Protein zugeordnet.

Das TOCSY(engl. Total-correlation spectroscopy)-Spektrum enthdlt Signale von skalar
gekoppelten Protonen, das heif3t es korreliert ausschlielich die intraresidualen Protonen der
Aminosduren eines Proteins. Zur Berechnung der Tertidrstruktur eines Proteins werden jedoch
interresiduale Proton-Proton-Abstidnde benétigt. Diese konnen im NOESY(engl. Nuclear-
Overhauser and exchange spectroscopy)-Spektrum identifiziert werden, welches alle Protonen
miteinander korreliert, die nicht weiter als 5 A voneinander entfernt sind. Es werden somit
einerseits die Signale aller intraresidualen Protonen einer jeweiligen Aminosiure detektiert.
Andererseits werden aber auch Signale detektiert, welche Protonen zugeordnet sind, die auf
Grund der Tertidrstruktur eine entsprechende rdumliche Néhe vorweisen. Die Differenzierung
zwischen den fiir die Strukturberechnung weniger bedeutsamen intraresidualen NOE-Signalen
einer Aminosdure und den wesentlichen interresidualen NOE-Signalen erfolgt durch
Vergleich des NOESY-Spektrums mit dem TOCSY -Spektrum.

Die Auswertung eines NOESY-Spektrums fiihrt zu einer Liste von Protonen-Absténden,
deren Grofle durch die Intensitdten der entsprechenden NOE-Signale im Spektrum gegeben
ist. Dabei ist die Signalintensitdt umgekehrt proportional zur sechsten Potenz des zwischen
zwei Kernen liegenden Abstands. Der kleinste mogliche Abstand wird dabei durch den
van-der-Waals-Radius eines Protons (1,8 A) vorgegeben und der grofte durch den
Mindestabstand, welcher zur Beobachtung eines NOEs erforderlich ist (5,0 A). Die
identifizierten Abstinde dienen als Randbedingung fiir die Strukturberechnung, welche zu
einem Ensemble von Strukturvorschligen fiihrt. Aus diesem Ensemble ldsst sich letztlich eine

mittlere Struktur ableiten.
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1.3  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der Tertidrstruktur des antimikrobiellen Peptids
Hydramacin-1 mit Hilfe der mehrdimensionalen heteronuklearen NMR-Spektroskopie sowie
die Untersuchung seines antimikrobiellen Wirkmechanismus. Dies erforderte zundchst die
Etablierung eines Protokolls, welches die Reinigung von nativem rekombinant hergestellten
Hydramacin-1 im erforderlichen Millimolar-Mallstab ermdglichte. Das Protokoll sollte
anschlieBend fiir die Herstellung von sowohl nicht-markiertem als auch von
einfach-""N-sowie doppelt-'’N-"*C-markiertem Peptid dienen. AbschlieBend wurde die nicht
markierte Variante des Peptids zur Untersuchung des antimikrobiellen Wirkmechanismus und

die markierten Varianten fiir die NMR-spektroskopische Strukturaufkldrung verwendet.
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Materialien und Methoden

2.1  Verwendete Medien, Losungsmittel und Puffer

e [B-Medium

Angefertigt mit dem Kapsel-System von MP Biomedicals, LLC.
25 Kapseln 10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt

10 g NaCl

= adlL H20dest.

» — autoklaviert und dann Zugabe von:

0 100 pg Carbenicillin Dinatriumsalz (=90 %, fiir die Biochemie, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

e [ B-Agar-Platte

12 g Agar-Agar (hochreine Qualitét, Carl Roth GmbH & Co. KG)

25 Kapseln fiir LB-Medium (MP Biomedicals, LLC.) = siche LB-Medium

ad 1 L HyOgest.

— autoklaviert und nach Abkiihlung auf ~50-60 °C Zugabe von:

0 50 pg Ampicillin Natriumsalz (> 99 %, f. d. Molekularbiologie, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

e Minimal-Medium

7,5 g Na,HPO4-2H,0 (= 99,5 %, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)

3,0 g KH,PO4 (= 99,5 %, Fluka)

2,0 g NaCl (= 99,5 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG)

ad 1 L HaOgest.

— autoklaviert und dann Zugabe von:

o0 0,2407 g MgSO,4 (wasserfrei, > 98 % (KT), Fluka)

0 0,82 g "NH4CI (> 98 atom %, Campro Scientific)

o 1,86 g D-"C-Glucose (>99 atom %, Campro Scientific), wenn doppelt
markiert oder 1,98 g a-D(+)-">C-Glucose-H,O (>99,5 %, Ph.Eur., Carl
Roth GmbH & Co. KG), wenn einfach markiert
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0 100 pg Carbenicillin Dinatriumsalz (> 90 %, fiir die Biochemie, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

e Lysepuffer

= 8,0 gNaCl (=99,5 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co. KQG)

= 0,2 gKCl (=99 %, Ph.Eur., USP, BP, Carl Roth GmbH & Co. KG)

* 1,44 g Na,HPO4-2H,0 (= 99,5 %, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)

= 0,202 g KH,PO4 (> 99,5 %, Fluka)

= 2 mL Tween® 20 (> 97 %, Ph.Eur., Carl Roth GmbH & Co. KG)

* ad 1 L HyOgest.

* pH 7.4 (eingestellt mit Salzsdure rauchend (ROTIPURAN®, 37%, p.a., ACS,
ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG))

e Waschpuffer

= Zusammensetzung wie Lysepuffer, ohne Tween® 20.

e Disaggregationspuffer
* 6 M Guanidinhydrochlorid (Roche)
= 50 mM TRIS (Ultra Qualitdit, PUFFERAN®, > 99,9 %, Carl Roth GmbH &
Co. KG)
* pH 7,2 (eingestellt mit Salzsdure rauchend (ROTIPURAN®, 37%, p.a., ACS,
ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG))

e Elutionspuffer
* 6 M Guanidinhydrochlorid (Roche)
= 50 mM TRIS (Ultra Qualitdit, PUFFERAN®, > 99,9 %, Carl Roth GmbH &
Co. KG)
» 250 mM Imidazol (> 99 %, p.a., Ultra Qualitét, Carl Roth GmbH & Co. KG)
* pH 8,0 (eingestellt mit Salzsdure rauchend (ROTIPURAN®, 37%, p.a., ACS,
ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG))
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Renaturierungslosung [

4 mM L-Glutathion reduziert (> 98 % fiir die Biochemie, Carl Roth GmbH &
Co. KQG)

0,4 mM Glutathion oxidiert (> 95 % (HPLC), Fluka)

Reinstwasser

pH ~9 (eingestellt mit 5 M NaOH (=99 %, p.a., ISO, Carl Roth GmbH &
Co. KQG))

Renaturierungspuffer II

50 mM TRIS (Ultra Qualitit, PUFFERAN®, > 99,9 %, Carl Roth GmbH &
Co. KG)

pH 8,0 (eingestellt mit Salzsdure rauchend (ROTIPURAN®, 37%, p.a., ACS,
ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG))

Laufmittel I fiir RP-HPLC

20 mL Acetonitril/0,1 % (v/v) TFA (ROTISOLV®, LC-MS Grade, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

ad 1L 0,1 % TFA (v/v) (ROTISOLV®, LC-MS Grade, Carl Roth GmbH &
Co. KG)

Laufmittel II fur RP-HPLC

950 mL Acetonitril/0,1 % (v/v) TFA (ROTISOLV®, LC-MS Grade, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

ad 1L 0,1 % TFA (v/v) (ROTISOLV®, LC-MS Grade, Carl Roth GmbH &
Co. KG)

2fach konzentrierter Laemmli-Puffer (reduzierend) fiir SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

2 mL Glycerin (> 99,9 %, Molecular Biology Grade, Calbiochem®)

4mL 10% (w/v) Natriumdodecylsulfat (ultra pure >99%, f. d.
Elektrophorese, Carl Roth GmbH & Co. KG)

1 mL 2-Mercaptoethanol (> 99 % (GC), Fluka)

0,002 mg Bromphenolblau (wasserloslich, Indikator, Reag.Ph.Eur., Riedel-de
Haén)
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= 25mL 0,5M Tris-HCL, pH6,8; TRIS (Ultra Qualitdit, PUFFERAN®,
> 99,9 %, Carl Roth GmbH & Co. KG); Salzsdure rauchend (ROTIPURAN®,
37%, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG)

- ad 10 mL H20dest.

e Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gele

Tabelle 2: Zusammensetzung der Gele fiir die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Sammelgel | Trenngel |Trenngel
7,5% 15% 18 %

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1), Carl Roth | 1,25 mL 6 mL 7,2 mL
GmbH & Co. KG)
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8%* 1,25 mL - -
1,5 M Tris-HCIl, pH 8,8* - 3mL 3mL
10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (ultra pure > 99 %, f. | 50 pL 120 pL 120 pL
d. Elektrophorese, Carl Roth GmbH & Co. KG)
Reinstwasser 2,45 mL 2,75 mL |[1,55 mL
10 % (w/v) Ammoniumperoxydisulfat (=98 % (RT),| 50 uL 120 uL 120 uL
Fluka)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (research grade, 5uL 6 uL 6 uL

SERVA Electrophoresis GmbH)

* TRIS (Ultra Qualitdt, PUFFERAN®, >999 %, Carl Roth GmbH & Co. KG); Salzsdure rauchend

(ROTIPURAN®, 37%, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co. KG)

e 10fach SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-Puffer
= 30,3 g TRIS (Ultra Qualitit, PUFFERAN®, >99.9 %, Carl Roth GmbH &

Co. KG)

* 144 g Glycin (=99 %, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)

* 10 g Natriumdodecylsulfat (ultra pure > 99 %, f. d. Elektrophorese, Carl Roth

GmbH & Co. KG)
= pHS,;3
= adlL H20dest.
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e (Coomassie-Farbe-Losung fiir Polyacrylamidgele

250 mL Methanol (ROTIPURAN®, >99,9 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

100 mL Essigsdure (ROTIPURAN®, 100%, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)
0,1 % (w/v) Brilliant Blau G 250 (Carl Roth GmbH & Co. KG)

ad 1 L HyOgest.

e Coomassie-Entfarbe-Losung fiir Polyacrylamidgele

100 mL Methanol (ROTIPURAN®, >99,9 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth
GmbH & Co. KG)

100 mL Essigsdure (ROTIPURAN®, 100%, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)
ad 1 L HaOgest.

e Liposomenpuffer I

10 mM HEPES (Roche)

1 mM EDTA (Ultra, > 99 % (KT), Fluka)

pH 7,4 (eingestellt mit 5M NaOH (=99 %, p.a., ISO, Carl Roth GmbH &
Co. KQG))

e Liposomenpuffer I1

Zusammensetzung wie Liposomenpuffer I, zusdtzlich 30 mM Calcein (for

fluorescence, Fluka)

e Liposomenelutionspuffer

10 mM HEPES (Roche)

1 mM EDTA (Ultra, > 99 % (KT), Fluka)

150 mM NacCl (> 99,5 %, p.a., ACS, ISO, Carl Roth GmbH & Co. KQG)

pH 7,4 (eingestellt mit 5M NaOH (=99 %, p.a., ISO, Carl Roth GmbH &
Co. KQG))
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Natriumphosphatpuffer
= NaH,PO42H,0 (=99 %, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)
=  Na;HPO4-2H,0 (> 99,5 %, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)
* — Der notwenige pH wurde durch Mischung der beiden Losungen gleicher

Konzentration eingestellt.

Natriumazidlosung
= 5¢gNaN;3(>99,9 %, p.a., Carl Roth GmbH & Co. KG)
= ad2mL H>04est.

10 %ige Glutaraldehydlosung
= 200 uL 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,8
= 400 pL 50 %ige Glutaraldehydldsung (Fluka)

= ad 2 mL Reinstwasser

3 %ige Osmiumséureldosung
* 5mL OsO4 (4 %ig, fir die Elektronenmikroskopie, Carl Roth GmbH &
Co. KG)
= 660 uL 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,8

= ] mL Reinstwasser

Agar 100 resin kit, Hard, Plano GmbH, Wetzlar
= 20 mL Agar 100 epoxy resin
= 9 mL Hardener, DDSA, EM grade
» 12 mL Hardener, MNA, EM grade
» 1,2 mL Accelerator, BDMA, c. 3 %, EM grade

Uranylacetat-Losung
» 2,5 g Uranylacetat-Dihydrat (Merck KGaA)

= ad 50 mL Reinstwasser
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e Reynolds-Losung

1,33 g Pb(NO3), (Merck KGaA)

1,76 g Na3(CsHs07)-2H,0 (Merck KGaA)
ad 30 mL Reinstwasser

— 30 min schiitteln

8 mL NaOH (Merck KGaA)

ad 50 mL Reinstwasser
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2.2 Durchfiihrung der Versuche

2.2.1  Klonierung

Hydramacin-1 wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas C. G. Bosch aus dem
Zoologischen Institut der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jens Michael Schroder aus der Universitéits-Hautklinik Kiel bei
Untersuchungen der Spezies Hydra magnipapillata entdeckt [29].

Die Nukleotidsequenz des Hydramacin-1-Gens, welche die aktive Form von Hydramacin-1
kodiert, wurde von PD Dr. Jiirgen Harder aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jens Michael
Schroder mittels PCR amplifiziert und in den Expressionsvektor pET-32a(+) (Novagen®)
ligiert. Die verwendeten Oligonukleotide wurden zu diesem Zweck mit den
Erkennungssequenzen fiir die beiden Restriktionsenzyme BglIl und Notl versehen. Dem
Oligonukleotid zur Synthese des kodierenden Stranges wurde zudem die Nukleotidsequenz,
welche die Schnittstelle fiir die Endoproteinase EnterokinaseMax'" (Invitrogen GmbH,

Karlsruhe) kodierte, eingefiigt. Die beiden Oligonukleotide sind in Abbildung 3 dargestellt.

Oligonukleotid zur Synthese des kodierenden Stranges:

5*-ACTGAGATCTGGGTACCGACGACGACGACAAGCAAATTGTTGATTGCTGGGAG-3¢

Oligonukleotid zur Synthese des komplementiren Stranges:

5*-ATTTGCGGCCGCTCAGTAACAGATGCAAGTCCA-3¢

Abbildung 3: Oligonukleotide fiir die Amplifikation der kodierenden Nukleotidsequenz des

Hydramacin-1-Gens.

Die Klonierung wurde so gestaltet, dass die Hydramacin-1-kodierende Nukleotidsequenz im
selben Leserahmen lag wie die Sequenzen, welche einen Thioredoxin‘tag und einen
Histidin'tag kodieren. Die Expression dieses Fusionsgens fiihrt zu einem entsprechenden

Fusionsprotein, dessen Struktur schematisch in Abbildung 4 dargestellt ist.
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HN* — Trx tag + 6xHis tag R[  HM-1  ESNe:
!

ECS

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Fusionsproteins. Das Fusionsprotein enthélt
einerseits einen Thioredoxin-tag (Trx-tag), einen Histidin-tag (6xHis'tag) sowie einen Rest (R)
der multiple cloning site des Vektors und andererseits Hydramacin-1, welches mit seinem
N-Terminus direkt an eine Schnittstelle (ECS) fiir die Endoprotease EnterokinaseMax™ an R

fusioniert vorliegt.

2.2.2  Transformation

680 ng des Plasmids wurden, gelost in einem Mikroliter Reinstwasser, zu 10 pL einer
Suspension von chemisch kompetenten Bakterien (Escherichia coli BL21 (DE3))
hinzugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte eine Erhitzung des
Transformationsansatzes bei 42 °C fiir eine Minute und eine anschlieBende Abkiihlung auf
Eis fiir drei Minuten. Nach Zugabe von 30 uL. LB-Medium wurde der Transformationsansatz
fiir eine Stunde bei 37 °C im Schiittler (Thermomixer comfort, Eppendorf-Netheler-Hinz
GmbH, Hamburg) bei 800 Umdrehungen pro Minute (UpM) inkubiert. Abschlieend erfolgte
die Ausplattierung der Bakteriensuspension auf eine Ampicillin-haltige LB-Agar-Platte sowie
deren Inkubation bei 37 °C iiber Nacht. Von den verschiedenen iiber Nacht gewachsenen
Klonen, wurden ausschlieflich die Zellen eines einzelnen Klons fiir die nachfolgende

Expression verwendet.
2.2.3  Expression

Die transformierten Bakterien wurden in 150 mL Carbenicillin-haltigem LB(engl. Lysogeny
broth)-Medium beziehungsweise Minimal-Medium suspendiert und iiber Nacht bei 37 °C im
Schiittler (GFL 3033, GFL mbH, Burgwedel) bei 180 UpM inkubiert. AnschlieBend wurden
jeweils 500 mL LB-Medium durch Uberfiihrung von 5 mL der iiber Nacht gewachsenen
Vorkultur inokuliert und ebenfalls bei 37 °C im Schiittler inkubiert. Die Expression des
Fusionsproteingens wurde bei einer optischen Dichte von 0,6 in LB-Medium beziehungsweise
von 0,2 in Minimal-Medium durch die Zugabe von jeweils 500 pL einer 1 M IPTG-Ldsung
zu jeweils 500 mL Bakterienkultur induziert. Nach der Induktion wurden die Bakterien fiir

drei bis vier Stunden weiter inkubiert.
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2.2.4  Proteinreinigung

Das Fusionsprotein wurde von den Bakterien in denaturierter, nicht-16slicher Form
synthetisiert. Dies fiilhrte zur Bildung groBer Molekiilaggregate, den sogenannten
Einschlusskorpern, welche den Ausgangspunkt zur Herstellung von nativem rekombinanten

Hydramacin-1 darstellten.

2.24.1 ZELLAUFSCHLUSS UND WASCHEN DER EINSCHLUSSKORPER

Nach Beendigung der Expression wurde die Bakteriensuspension fiir 15 min mit 10826 g
zentrifugiert (Sorvall-Zentrifuge RC-5B, Rotor GS-3, USA) und der Uberstand verworfen.
Der Zellaufschluss beziehungsweise das Waschen der Einschlusskorper wurde durch die
sechsmalige Wiederholung von Resuspendierung, Ultraschallbehandlung auf Eis und
Zentrifugation erreicht. Dabei wurde das Bakteriensediment wéhrend der ersten drei
Durchginge jeweils in Lysepuffer und in den letzten drei Durchgingen in Waschpuffer
resuspendiert. Im ersten Durchgang betrug die Lange der angewendeten Ultraschalldauer zum
Zwecke eines umfassenden Zellaufschlusses 3x1 min (Sonopuls GM 2200, UV 2200, TT13,
Bandelin electronic, Berlin) und in den nachfolgenden Durchgédngen jeweils eine Minute. Die
Zentrifugation erfolgte jedesmal mit 47850 g fiir 30 min (Sorvall-Zentrifuge RC-5B, Rotor
SS-34, USA). Das gewaschene Sediment wurde abschlieBend bei Raumtemperatur in
Disaggregationspuffer auf einem Rolltisch (roller mixer SRT1 stuart®, Bibby Sterilin Ltd,
UK) iiber Nacht inkubiert.

2.24.2 IMMOBILISIERTE-METALL-AFFINITATS-CHROMATOGRAPHIE

Die Separation der loslichen wund unloslichen Anteile, der {iiber Nacht im
Disaggregationspuffer inkubierten Probe, erfolgte mittels Zentrifugation bei 47850 g fiir
30 min (Sorvall-Zentrifuge RC-5B, Rotor SS-34, USA). Der Uberstand wurde auf eine mit
Disaggregationspuffer equilibrierte Ni**-Agarose-Matrix (Qiagen, Hilden) gegeben und bei
Raumtemperatur auf einem Rolltisch fiir 4 h inkubiert. Die Agarose mit adsorbierten Protein
wurde durch Zentrifugation (Varifuge 3.0R, Heraeus Instruments, Osterode) bei 870 g fiir
zwei Minuten sedimentiert, woraufhin der Uberstand, der den GroBteil ungebundener Proteine
enthielt, dekantiert werden konnte. AnschlieBend erfolgte ein fiinfmaliges Waschen der

Agarose mit Disaggregationspuffer um unspezifisch adsorbierte Proteine zu entfernen. Die
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Elution des Fusionsproteins von der gewaschenen Agarose erfolgte durch wiederholte
Inkubation mit Elutionspuffer. Der Verlauf der Proteinreinigung wurde sowohl mit Hilfe der
photometrischen Bestimmung der Proteinkonzentration in den jeweiligen Waschfraktionen
beziehungsweise FElutionen verfolgt als auch mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese.

2.2.4.3 BESTIMMUNG DER PROTEINKONZENTRATION

Die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Anwendung des
Lambert-Beer-Gesetzes nach Messung der Absorption der Proteinlésung bei 280 nm im
Zweistrahlphotometer (U-2001, Hitachi Instruments, Japan). Als Referenz diente die
Absorption bei 280 nm des jeweiligen Puffers. Der verwendete Extinktionskoeffizient betrug
fir das Fusionsprotein &30 =44300 M'em? und fir das rekombinante Hydramacin-1
€130 = 29940 M em™. Die beiden Koeffizienten wurden nach der Methode von Gill und
Hippel berechnet [33]. Die zur Berechnung der Proteinkonzentrationen bendtigten
Molekiilmassen betrugen fiir das Fusionsprotein 24061,3 Da und fiir das rekombinante

Hydramacin-1 7009 Da.

2.2.4.4 DISKONTINUIERLICHE SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE

Die diskontinuierliche Gelelektrophorese [34] wurde mit dem Mini-PROTEAN® 3
Elektrophoresesystem von BIO-RAD (CA, USA) bei 200 V durchgefiihrt. Entsprechende
Proben wurden 1:1 mit 2fach konzentriertem Laemmli-Puffer gemischt und fiir 5 min bei
95 °C erhitzt. Die Proteine wurden nach der Elektrophorese mittels Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht. Thr Molekulargewicht wurde durch Vergleich mit den Protein-Standards
#SM0431 (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot) beziechungsweise Mark12™ Unstained Standard
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe) verifiziert.

Bakterienhaltige Proben aus den Expressionskulturen wurden fiir 10 min zentrifugiert (5417R,
Eppendorf AG, Hamburg) und der Uberstand dekantiert. Nach Resuspendierung der
Bakterien in 8 M Harnstoff-Losung (Riedel-de Haén) erfolgte die Mischung mit 2fach
konzentriertem Laemmli-Puffer sowie die Erhitzung der Proben fiir 5 min. AnschlieBend
wurden diese erneut fiir 2 min zentrifugiert, fiir 1 min bei 95 °C erhitzt und der Uberstand auf

das Gel aufgetragen.
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2.245 RENATURIERUNG

Die Renaturierung des Fusionsproteins erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde die
Konzentration des im Disaggregationspuffer gelosten Fusionsproteins auf 0,3 mg/mL
eingestellt und diese Losung mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe (LKB-Pump P-1,
Pharmacia, Schweden) der stark geriihrten Renaturierungslosung I zugetropft (1 Tropfen pro
Sekunde). Das Volumen der Renaturierungslosung I betrug das Sfache der vorverdiinnten
Proteinlosung, so dass am Ende der Vermengung beider Losungen die Konzentration von
denaturierendem Guanidinhydrochlorid bei einem Mol pro Liter lag. Der pH-Wert dieser
Losung wurde auf 8,5 eingestellt. Danach wurde sie mit Stickstoff iiberschichtet und bei
Raumtemperatur unter leichtem Riihren fiir 72 h inkubiert.

Die Proteinlésung wurde anschlieBend mittels Vivaspin20-Konzentratoren (Vivascience AG,
Hannover) auf ein Zehntel des Ausgangsvolumens konzentriert und fiir 48 h, bei
Raumtemperatur und unter leichtem Riihren gegen einen 200fachen Volumeniiberschuss des
Renaturierungspuffers II dialysiert (ZelluTrans, MWCO: 4000-6000 Da, Carl Roth GmbH &
Co. KG). Nach 24h wurde die Dialyse in frisch angesetzten Renaturierungspuffer II
fortgefiihrt.

2246 PROTEOLYTISCHE SPALTUNG

Nach erfolgreicher Renaturierung konnte das Fusionsprotein mittels EnterokinaseMax ™
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe) im Renaturierungspuffer II proteolytisch gespalten werden.
Dabei wurden 0,1 u fiir die proteolytische Spaltung von 300 pg des Fusionsproteins
eingesetzt. Die Inkubation des Fusionsproteins mit der Endoprotease fand iiber Nacht bei
einer Temperatur von 37 °C unter leichtem Schwenken (90 UpM, GFL 3033, GFL mbH,
Burgwedel) statt.

2.24.7 GRADIENTEN-RP-HPLC UND LYOPHILISATION

Im Anschluss an die proteolytische Spaltung wurde das rekombinante Hydramacin-1 vom
Rest des urspriinglichen Fusionsproteins sowie von der zugesetzten EnterokinaseMax' ™ mit
Hilfe einer Gradienten-RP-HPLC getrennt (880-PU, Jasco GmbH Deutschland, Grof3-
Umstadt). Nach Equilibrierung der préparativen C;g-Sdule (VP250/10, Macherey-Nagel,
Diiren) auf 25 % (v/v) des Laufmittels 11 beziehungsweise 75 % (v/v) des Laufmittels I
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erfolgte die Auftragung und Trennung des Probengemisches. Dabei wurde der Anteil von
Laufmittel II kontinuierlich um 1,39 % (v/v) pro Minute und somit die Konzentration an
Acetonitril in der mobilen Phase erhoht. Beim Erreichen eines Anteils von 43 % (v/v) des
Laufmittels II wurde dieser innerhalb von drei Minuten auf den Hochstwert von 100 %
gebracht, um die maximale Elutionsrate zu erreichen. Die Detektion der eluierten Proteine
erfolgte im UV-Bereich bei 280 nm (875-UV, Jasco GmbH Deutschland, Gro3-Umstadt). Das
eluierte Hydramacin-1 wurde anschliefend gefriergetrocknet (Christ alpha 1-4, Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode) und seine Molekiilmasse mittels MALDI-
TOF(engl. Matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight)-Massenspektrometrie
(Proteomics Analyzer 4700 (MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer), Applied Biosystems,
Framingham, USA) bestitigt. Als Matrix diente o-Cyano-4-hydroxyzimtsdure, gelost in
60 % (v/v) Acetonitril/ 0,1 % (v/v) Trifluoressigsdure.

2.2.5 Circulardichroismus-Spektroskopie

Mit Hilfe der Circulardichroismus(CD)-Spektroskopie wurde die Sekundirstruktur des
rekombinant hergestellten Hydramacin-1 untersucht, sowie dessen Temperaturstabilitit in
einem Bereich von 20 °C bis 95 °C. Die Temperaturerhohung lag bei 1 °C pro Minute. Die
Messungen erfolgten an einem J-720 Spektropolarimeter (Jasco GmbH Deutschland, Grof3-
Umstadt) mit einer spektralen Bandbreite von 2 nm in Kiivetten verschiedener Schichtdicke aus
Quarzglas (Helma GmbH & Co. KG, Miillheim).

Die gemessene Elliptizitit (0,: in mgrad) wurde wie folgt auf die mittlere Molmasse der
Aminosiurereste des Proteins (engl. mean residue weight; MRW: in gmol™), auf die
Schichtdicke der Probenlosung (d: in cm) sowie auf ihre Konzentration (c: in gcm™)

bezogen:

mw W .
@n}:mw _ MRW . @,

d-c

Die Kalibrierung des Spektrometers erfolgte nach der Methode von Chen und Yang [35].
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2.2.6 Massenspektrometrie zur Analyse der intramolekularen Disulfidverkntpfung

Die Analyse der intramolekularen Disulfidverkniipfung mittels Massenspektrometrie wurde
freundlicherweise von Dr. Christoph Gelhaus (Zoologisches Institut der Christian-Albrechts-
Universitét zu Kiel, Massenspektrometrie) durchgefiihrt.

Zunichst erfolgte die Reduktion und Alkylierung von 2 pg Hydramacin-1 geldst in 10 pL
0,01 % (v/v) TFA/Reinstwasser (ROTISOLV® LC-MS Grade, Carl Roth GmbH & Co. KG).
Dafiir wurde die Probe mit 20 uL 50 mM Dithiothreitol (Roth) in SDS-Probenpuffer (10 %
(w/v) Glycerin; 3,1 % (w/v) SDS; 65 mM (w/v) Tris (pH 6,8); 0,01 % (w/v) Bromphenolblau)
fir 15 min bei 70 °C inkubiert. Auf die anschlieBende Zugabe von 1 M lodacetamid in
Reinstwasser bis zu einer finalen Konzentration von 150 mM lodacetamid folgte eine weitere
Inkubation bei 45 °C fiir 20 min. Danach wurden sowohl 2 pg Hydramacin-1 in reduzierter
und alkylierter Form als auch 2 pg Hydramacin-1 in nicht-reduzierter Form auf ein
diskontinuierliches 15 %iges Tricingel [36] ohne spacer gel aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte mit dem PerfectBlue'V-System (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen). Zur
Detektion der Proteinbanden wurde das Gel mit kolloidalem Coomassie-Brilliant-Blau [37]
gefdrbt. Aus den Banden wurde jeweils eine Probe ausgestanzt und das enthaltene Protein
tryptisch gespalten. Trypsinisierung und Peptidelution erfolgten nach Schmidt et al. [38]. Von
den beiden Proben wurden zunéchst Peptide mass fingerprints im positiven Reflectronmodus
(Proteomics Analyzer 4700 (MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer), Applied Biosystems,
Framingham, USA) erstellt und miteinander verglichen. Nachfolgend wurden diejenigen
Peptidionen selektiert, die im Falle der nichtalkylierten Probe vorhanden waren, aber nicht
durch die tryptische Spaltung des alkylierten Proteins entstanden sind. Die selektierten
Vorlauferionen wurden mittels collision induced dissociation Technologie weiter im Tandem-
Massenspektrometrie-Modus fragmentiert [38]. Die erhaltenen Massenspektrometrie- und
Tandem-Massenspektrometriespektren wurden mit dem Programm SearchXLinks [39]

analysiert.

2.2.7 Mehrdimensionale gepulste Fourier-Transform-NMR-Spektroskopie

Fir die NMR-Experimente wurden zwei unterschiedlich Isotopen-markierte Varianten von
Hydramacin-1 hergestellt: Eine '’N-markierte sowie eine '’N-'">C-markierte. Beide wurden in
50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 5,7) geldst. Dieser bestand im Falle der '°N-Variante aus
7 % (v/v) D20/93 % (v/v) H2O (99,96 atom % D, Isotec Inc., USA) und im Falle der doppelt
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markierten Variante zu 100 % aus D,0. Zu beiden Proben wurde Natriumazid bis zu einer
finalen Konzentration von 0,05 % (w/v) zugesetzt. Mit den beiden Proben wurden die im

nachfolgenden Text aufgelisteten Experimente durchgefiihrt.

2.2.7.1 DURCHFUHRUNG DER EXPERIMENTE

Die NMR-Experimente wurden an einem Bruker DRX600 Spektrometer, ausgestattet mit
einer fiir die Protonen-Detektion optimierten 5-mm z-Gradienten 'H/'°N/"*C-CryoProbe, bei
298 K durchgefiihrt.

Insgesamt erfolgten 14 verschiedene NMR-Experimente mit den Isotopen-markierten

Hydramacin-1-Proben. Sie sind in der Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Durchgefithrte NMR-Experimente.

Komplexe Punkte der Spektrale Breite

Datenmatrix (Kern) [Hz]
Experiment t) t2 t3 Fi F> F;3
HSQC [40-42] 2048 ('H) | 200 (°N) - 7508 | 2068 | -
HNCA [43-45] 2048 (‘"H) | 90 (°N) | 120 (**C) |8389 | 1923 | 4167
CBCANH [46] 2048 ("H) | 80 (°N) | 120 (°C) [7508 | 1886 | 9206
CBCA(CO)NH [47, 48] 2048 ("H) | 80 (°N) | 120 (*C) [7508 | 1886 | 9206
(H)C(CO)NH [49-54] 2048 ('H) | 40 (°N) | 140 (**C) |8389 | 1923 (10638
3D-H(N)CO [43-45] 2048 (‘"H) | 80 ("N) | 142 (*C) |7508 | 1886|2113
HCACO [55] 2048 ("H) | 102 (PC) | 142 (°C) |7508 | 4301 | 1962
H(CCO)NH [49-54] 2048 (‘'H) | 42 ("N)| 98 ('H) |8389 | 1923 | 8621
SN-editiertes TOCSY [56-58] 2048 (‘'H) | 82 (°N)| 256 ("H) |7788 | 2068 | 7788
BC-editiertes TOCSY [59] 1280 ("H) | 196 ('H) | 168 (°C) |4195 | 4195 [11312
N-editiertes NOESY-HSQC 2048 ("H) | 74 ("N) | 264 (‘H) |7508 | 2068 | 7508
[56-58, 60]
BC-editiertes NOESY-HSQC 2048 ('H) | 126 (*C) | 256 ("H) |7508 | 10718 | 7508
[56, 57, 61]
2D-H(N)CO _A [62] 2048 ('H) | 142 (°C) - 7508 | 2113 | -
2D-H(N)CO_B [62] 2048 ("H) | 142 (C) - 7508 | 2113 | -
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Die Prozessierung der FIDs der jeweiligen NMR-Experimente wurde mit dem Programm
NMRDraw [63] durchgefiihrt. Die Auswertung der erhaltenen Spektren erfolgte mit dem
Programm NMRView [64].

2.2.7.2 SEQUENZSPEZIFISCHE ZUORDNUNG

Die sequenzspezifische Zuordnung der intraresidualen Resonanzen der Aminosduren von
Hydramacin-1 wurde mit den folgenden Spektren durchgefiihrt: HSQC-Spektrum,
"N- bezichungsweise “C-editierte TOCSY-Spektren, sowie HNCA-, CBCANH-,
CBCA(CO)NH-, (H)C(CO)NH-, 3D-HNCO- und H(CCO)NH-Spektrum (siche Tabelle 3).

2.2.7.3 ZUORDNUNG STRUKTURRELEVANTER NMR-SIGNALE

Im Anschluss an die sequenzspezifische Zuordnung wurden in den '"N- beziehungsweise
PC-editierten NOESY-Spektren die fiir die Strukturberechnung wesentlichen interresidualen
Resonanzen von den intraresidualen Resonanzen unterschieden und analysiert.

Des Weiteren erfolgte ein Vergleich der beiden 2D-long range-HNCO-Spektren [65], um im

Protein vorkommende Wasserstoffbriicken zu identifizieren.
2.2.8  Strukturberechnung

Die in den NOESY-Spektren identifizierten strukturrelevanten NOE-Signale wurden mit dem
Programm NMRView [64] in Atomabstinde umgerechnet. Die Kalibrierung der Abstinde
erfolgte dabei so, dass die mittlere Intensitit aller NOE-Signale einem Abstand von 2.6 A
entsprach mit einer Toleranz vom 0,125fachen des entsprechenden Abstandes zum Quadrat.
Die Signalintensititen von Methylgruppen wurden halbiert. Weiterhin sind 1,8 A und 5,0 A
als unterste beziehungsweise oberste Abstandsbegrenzung definiert worden. In den
Berechnungen wurden zusitzlich 24 Abstinde zur Definition der vier Disulfidbriicken
integriert (2.0 <d(Sy", S;) <2.1 A; 3.0 <d(CF, ") <3.1 A; 3.0 <d(S7, CP) < 3.1 A) sowie 20
Abstinde, welche die beobachteten Wasserstoftbriicken beriicksichtigten. Dabei betrug der
Abstand zwischen dem Donatorwasserstoffatom und dem Akzeptorsauerstoffatom 1.8-2.0 A
und der Abstand zwischen dem Akzeptorsauerstoffatom und dem Stickstoffatom, das

kovalent an das Donatorwasserstoffatom gebunden war, 2.7-3.0 A.
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Anhand der vorgegebenen Abstinde wurden mit Hilfe des Programmes CYANA [66] 500
Strukturberechnungen durchgefiihrt. Gemessen an den niedrigsten Werten der target function
erfolgte die Generierung eines Ensembles von 20 Strukturen, in denen die vorgegebenen
Abstinde mit den geringsten Abweichungen erfiillt waren. Aus ihnen konnte mit dem
Programm WHATIF [67] eine mittlere Struktur errechnet werden, welche nachfolgend mit
dem Programm GROMOS [68] energieminimiert wurde.

Die graphischen Darstellungen der Strukturen erfolgte mit den Programmen RIBBONS [69]
und GRASP [70].

2.2.9  Untersuchung des Wirkmechanismus

Die Untersuchung des Wirkmechanismus von Hydramacin-1 erfolgte anhand der
Wechselwirkung mit mehreren Liposomentypen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung
sowie mit lebenden Bakterien. Zur Untersuchung der Wechselwirkung des Peptids mit
Liposomen wurden die CD-Spektroskopie, die Fluoreszenzspektroskopie und die
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. Die Wechselwirkung zwischen Hydramacin-1 und
lebenden Bakterienzellen wurde mit Hilfe der Licht- sowie der Elektronenmikroskopie
analysiert. Im folgenden Text werden die Herstellung der verwendeten Liposomen sowie die

oben aufgelisteten Methoden nédher beschrieben.

2.2.9.1 HERSTELLUNG VON LIPOSOMEN

Die verwendeten Liposomen wurden von Diplom-Biochemiker Matthias Michalek
(Biochemisches Institut der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel) hergestellt, maB3geblich
nach der Methode von Pick [71].

Zur Synthese dienten die folgenden Phospholipide von Avanti Polar Lipids Inc. (Alabaster,
AL, U.S.A.) sowie von Fluka (Buchs, Schweiz): Sphingomyelin, L-a-Phosphatidylcholin
(PO), L-a-Phosphatidylserin ~ (PS), L-a-Phosphatidylethanolamin ~ (PE), L-a-
Phosphatidylinositol (PI), L-a-Phosphatidyl-DL-glycerin (PG) oder Asolectin (von Fluka).
Die Suspensionen der jeweiligen Liposomtypen wurden abschlieBend mit Hilfe einer NAP-
5™_Ssule (Amersham Biosciences, Freiburg) entsprechend den Angaben des Herstellers in
Liposomenelutionspuffer iiberfiihrt. Von der Elution wurde nur das Volumen zwischen

0,3 mL und 0,65 mL als Ausgangssuspension flir die nachfolgenden Experimente verwendet.
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Es wurden sowohl Liposomen hergestellt, deren inneres Kompartiment den
Liposomenpuffer I beinhalteten, als auch Liposomen, welche den Fluoreszenzfarbstoft-

haltigen Liposomenpuffer II einschlossen.

2.2.9.2 UNTERSUCHUNG DER SEKUNDARSTRUKTUR VON HYDRAMACIN-1 IN GEGENWART

VON LIPOSOMEN MIT HILFE DER CIRCULARDICHROISMUS-SPEKTROSKOPIE

Die Untersuchung der Sekundirstruktur von Hydramacin-1 erfolgte mit verschiedenen
Liposomentypen, welche hinsichtlich der Membranphospholipide und somit in der
Oberflachennettoladung variierten. Es wurden CD-Spektren des Peptids vor und nach
Vermengung mit den Liposomen aufgenommen und anschlieBend miteinander verglichen.
Die Messungen erfolgten an einem J-720 Spektropolarimeter (Jasco GmbH Deutschland,
Grof3-Umstadt) in einer Tandem-Quartzkiivette (Helma GmbH & Co. KG, Miillheim) mit
einer Schichtdicke von 2x4,375 mm. Die Aufnahme jedes CD-Spektrums erfolgte in
vierfacher Wiederholung.

Die Kammern der Tandem-Kiivette wurden jeweils mit 800 uL befiillt, einerseits mit einer
Hydramacin-1-Losung (13 pg/mL) und andererseits mit einer 1:100-Verdiinnung der
entsprechenden Liposomensuspension. Die Experimente erfolgten sowohl bei pH 5,7 als auch
bei pH 7,4 in 50 mM Natriumphosphatpuffer, wobei die Hydramacin-1-Losung sowie die
Verdiinnung der Liposomensuspension mit 50mM  Natriumphosphatpuffer des
entsprechenden pH-Wertes hergestellt wurden. Die Vermischung von Peptid und Liposomen
erfolgte durch 40faches Umschwenken der Tandemkiivette. Die Mischung wurde 20 min

inkubiert bevor das entsprechende CD-Spektrum aufgenommen wurde.

2.2.9.3 UNTERSUCHUNG DES EINTAUCHENS VON HYDRAMACIN-1 IN DIE MEMBRAN VON

LIPOSOMEN MIT HILFE DER FLUORESZENZSPEKTROSKOPIE

Die Untersuchungen mittels Fluoreszenzspektroskopie erfolgten bei Raumtemperatur am
F-2500 Fluoreszenz-Spektrophotometer (Hitachi Ltd., Tokyo, Japan) in einem
Wellenldngenbereich zwischen 300 nm und 400 nm. Die Seitenketten der Tryptophane
wurden bei einer Wellenldnge von 280 nm zur Fluoreszenz angeregt.

Die Experimente erfolgten sowohl bei pH 5,7 als auch bei pH 7,4. Die gemessenen Proben
enthielten 620 uL eines 50 mM Natriumphosphatpuffers mit entsprechend eingestelltem

pH-Wert, in dem Hydramacin-1 mit einer Konzentration von 20 pg/mL gelost war. Zu diesem
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wurden 15 puL der jeweiligen Ausgangssuspension eines Liposomentyps gegeben.
Unmittelbar nach Zugabe und Mischung der Probe erfolgte die Aufnahme des

Fluoreszenzspektrums in dreifacher Wiederholung.

2.294 UNTERSUCHUNG DER AGGREGATION VON LIPOSOMEN MIT HILFE DER

FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Aus der Suspension mit Calcein-haltigen Asolectin-Liposomen wurden 0,75 pL entnommen
und mit 29,25 puL. eines 50 mM Natriumphosphatpuffers (pH 5,7) vermischt, der 20 ug/mL
Hydramacin-1 enthielt. Wihrend der Inkubation des Gemisches bei Raumtemperatur und
starkem Schiitteln (Thermomixer comfort, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg)
erfolgte nach 5 min sowie nach 30 min die Entnahme einer Probe von 1 pL. Diese wurde auf
einen Objekttrager aufgebracht und an der Luft getrocknet. Als Kontrollen dienten Calcein-
haltige Asolectin-Liposomen, welche nur mit 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 5,7)
inkubiert wurden. Die Analyse der getrockneten Proben erfolgte am CKX 41 Mikroskop fiir
Fluoreszenz- & Lichtmikroskopie (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg).

2.2.95 UNTERSUCHUNG DER AGGREGATION VON BAKTERIEN MIT HILFE DER

LICHTMIKROSKOPIE

Die verwendeten Bakterien der Gattungen Escherichia coli (DHS5A), Bacillus megaterium
(ATCC 14581) und Staphylococcus aureus (ATCC 12600) wuchsen iiber Nacht bei 37 °C
und 225 UpM im Schiittler (Certomat R und Certomat H, B. Braun Biotech International
GmbH, Melsungen). Die Bakterien wurden fiir 3 min mit 3800 g (Heareus Multifuge 3 Plus,
Thermo Electron Corporation, Langenselbold) sedimentiert, zweimal mit 10 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 5,7) gewaschen und auf eine finale optische Dichte von 4,6
eingestellt. Zwischen den Waschschritten erfolgte die Zentrifugation der Bakterien mit 3800 g
(5417R, Eppendorf AG, Hamburg) fiir jeweils zwei Minuten.

Zu 9.4 uL. der entsprechenden Bakteriensuspension wurden 0,6 L. einer Hydramacin-1-
Losung (in 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 5,7) gegeben, so dass die finale
Peptidkonzentration 5 uM betrug. Die Inkubation des 10 uL Ansatzes erfolgte bei
Raumtemperatur und 1000 UpM (Thermomixer comfort, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH,
Hamburg). Nach 5 min, 30 min, 1 h und 2 h wurde jeweils 1 pL. der Suspension entnommen,

auf einen Objekttrager aufgetragen und an der Luft getrocknet. Die Analyse der Proben wurde
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am CKX 41 Mikroskop fiir Fluoreszenz- & Lichtmikroskopie (Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg) durchgefiihrt.

2.2.9.6 UNTERSUCHUNG DER AGGREGATION VON BAKTERIEN M™MIT HILFE DER

ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Fir die Elektronenmikroskopie wurden Bakterien der Gattungen Escherichia coli (DH5),
Bacillus megaterium (ATCC 14581) und Staphylococcus aureus (ATCC 12600) verwendet.
Die Untersuchungen erfolgten sowohl mit Bakterien, welche sich in der stationdren Phase
befanden, als auch mit Bakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase. Die Anzucht der
Zellen erfolgte in beiden Féllen durch Dr. René Augustin aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Thomas C. G. Bosch am Zoologischen Institut der Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel.
Dabei orientierte sich die Anzucht der Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase an
der Methode von Sahly et al. [72]. Bakterien in der stationdren Phase stammten aus Kulturen,
welche iiber Nacht bei 37 °C und 225 UpM im Schiittler (Certomat R und Certomat H, B.
Braun Biotech International GmbH, Melsungen) inkubiert wurden.

Die entsprechenden Bakterien wurden fiir 3 min mit 3800 g (Heareus Multifuge 3 Plus,
Thermo Electron Corporation, Langenselbold) sedimentiert, zweimal in 10 mM
Natriumphosphatpuffer (pH 5,7) gewaschen und auf eine finale optische Dichte von 4,6
konzentriert. Zwischen den Waschschritten erfolgte die Zentrifugation der Bakterien mit
3800 g (5417R, Eppendorf AG, Hamburg) fiir jeweils zwei Minuten. Von der Suspension
gewaschener Bakterien wurden Aliquots in der Grofenordnung von mindestens 50 pL in
mehrere 1,5 mL Reagiergefdle (Sarstedt, Niimbrecht) verteilt. Zu den Aliquots wurden
verschiedene Mengen einer Hydramacin-1-Losung zugesetzt, so dass die finalen
Konzentrationen bei 5 uM, 100 uM oder 560 uM Peptid lagen. Bei den Kontrollen erfolgte
die Zugabe gleicher Volumina des entsprechenden Losungsmittels ohne Hydramacin-1.
Anschliefend wurden die Proben bei Raumtemperatur unter stetigem Schwenken (50 UpM,
Rotamax 120, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach) fiir 30 min, 60 min
beziehungsweise 120 min inkubiert.

Die nachfolgende Priparation der Proben fiir die Elektronenmikroskopie erfolgte durch Frau
Antje Thomas aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas C. G. Bosch am Zoologischen
Institut der Christian-Albrechts-Universitéit zu Kiel. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur

durchgefiihrt.
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Im Anschluss an die Inkubation mit Hydramacin-1 wurden die Bakteriensuspensionen mit
einer 10 %igen Glutaraldehydldsung versetzt, im Volumenverhiltnis 1:1, und nach kurzem
Durchmischen (vortex) unter stetigem Schwenken (50 UpM, Rotamax 120, Heidolph
Instruments GmbH & Co0.KG, Schwabach) fiir 2 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Uberfiihrung von jeweils einem Aliquot aus jeder Probe in Kapillaren (Cellulose Capillary
Tubes, Bal-Tec GmbH, Witten). Die Kapillaren wurden verschlossen und nach dem gleichen
Protokoll bearbeitet wie die verbleibenden Bakteriensuspensionen in den 1,5 mL
Reagiergefdflen. Bei den Kapillaren war jedoch zwischen den Waschschritten sowie fiir den
Austausch der eingesetzten Losungen eine Sedimentation durch Zentrifugation nicht
notwendig.

Nach der Prédparation der Kapillaren wurden die in den Reagiergefilien verbleibenden
Bakterien sedimentiert (30 s, Microcentrifuge, SD 220 VAC, 6000 rpm, Carl Roth GmbH &
Co. KG) und der Uberstand dekantiert. Die Bakteriensedimente beziechungsweise die
Kapillaren wurden nun dreimal mit 1,5 mL eines 10 mM Natriumphosphatpuffers (pH 7,8)
gewaschen. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 500 pL einer 3 %igen Osmiumséureldsung
und eine einstiindige Inkubation unter stetigem Schwenken (50 UpM, Rotamax 120, Heidolph
Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach). Danach wurden die Proben erneut sedimentiert
und dreimal in 1,5 mL des 10 mM Natriumphosphatpuftfers (pH 7,8) gewaschen. Als néchstes
erfolgte eine schrittweise Senkung (10 %-Schritte) des Wassergehaltes der Proben mit Hilfe
eines Ethanolgradienten, von 60 % bis 100 % EtOH (ROTIPURAN® > 99,8 %, p.a., Carl
Roth GmbH & Co. KG). Dafiir wurden die Bakteriensedimente beziehungsweise die
Kapillaren nacheinander mit jeweils 1 mL der entsprechenden Ethanollésung fiir 15 min
inkubiert. Den Abschluss des Ethanolgradienten bildete eine ebenfalls 15-miniitige Inkubation
mit 1 mL 100 % EtOH, welches mit einem Molekularsieb (0,3 nm, Perlform 2 mm, Merck
KGaA, Darmstadt) behandelt worden ist.

Nach erneuter Sedimentation wurden die Proben fiir mindestens 5 min mit 1,5 mL
1,2-Propylendioxid (fiir die Elektronenmikroskopie, Merck KGaA, Darmstadt), welches
ebenfalls mit einem Molekularsieb (0,3 nm, Perlform 2 mm, Merck KGaA, Darmstadt)
behandelt worden ist, inkubiert. Danach erfolgte ein schrittweiser Austausch des
Propylendioxids gegen Agar 100 resin, beginnend bei einem Mischungsverhéltnis (v/v) von
2:1 tber 1:1 und 1:2 von Propylendioxid zu Agar 100 resin, bezogen auf ein Volumen von
1,5 mL. Die jeweiligen Mischungen wurden jeweils fiir 30 min unter Umschwenken (Testtube

Rotator, Breda Scientific, Niederlande) inkubiert. Nach abschlieBender Resuspendierung der
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Sedimente beziechungsweise Kapillaren in 1,5 mL des Agar 100 resin erfolgte deren
Inkubation {iber Nacht unter Umschwenken.

Am nichsten Tag konnten die sedimentierten Proben unter der Verwendung von frisch
angesetztem Agar 100 resin eingebettet werden. In einer flachen EinbettungsgieSform wurde
das Harz dann bei 60 °C iiber Nacht ausgehirtet.

Von den ausgehérteten Proben konnten am Ultramikrotom (Ultracut S, Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar) mit einem Diamantmesser (histo, DiS-Galetzka, Weinheim) Diinnschnitte
mit einer Schnittdicke von 60 nm angefertigt werden. Die Schnitte wurden anschlieend auf
Kupfernetzchen (G2500C, Plano GmbH, Wetzlar) aufgenommen, welche mit einem Film aus
Pioloform F (Plano GmbH, Wetzlar) beschichtet waren. Der letzte Schritt der
Probenpriparation bestand in der Kontrastierung. Bei dieser wurden die Kupfernetzchen mit
den aufgetragenen Schnitten zundchst mit Uranylacetat-Losung benetzt und fiir 5 min
inkubiert. Nach anschlieBender Spiilung der Netzchen mit Reinstwasser erfolgte deren erneute
Benetzung mit Reynolds-Losung sowie eine Inkubation fiir 5 min. Die Kupfernetzchen
wurden danach wiederum mit Reinstwasser abgespiilt und dann getrocknet.

Die so vorbereiteten Schnitte konnten unter dem Elektronenmikroskop TEM 208 S mit
digitaler Bildauflosung (Philips GmbH, Hamburg) analysiert werden.

Alle elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Dr. Friederike Anton-Erxleben aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas C. G. Bosch am Zoologischen Institut der Christian-
Albrechts-Universitit zu Kiel erstellt.
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3  Ergebnisse

3.1  Expression, Proteinreinigung und Sekundiirstrukturanalyse

Das Fusionsprotein konnte bereits eine Stunde nach Induktion der Expression in den
Bakterien detektiert werden. Abbildung 5 zeigt das Ergebnis der gelelektrophoretischen
Analyse von Proben, welche vor und nach Induktion der Expression entnommen wurden. Auf
allen Gelbahnen wurde dieselbe Menge an Bakterien aufgetragen. Bereits eine Stunde nach
Induktion lésst sich deutlich die Anreicherung des Fusionsproteins in den Bakterien erkennen
(Abb. 5B). Wihrend alle Proteinbanden, welche bereits vor der Induktion vorhanden waren,
ihre Intensitét beibehielten, hat die Intensitit der Bande fiir das Fusionsprotein nach zwei
beziehungsweise nach drei Stunden zugenommen (Abb. 5C und D).

Das Fusionsprotein wurde in den Bakterien in denaturierter Form aggregiert und bildete in
wassriger Losung unlosliche Einschlusskorper. Diese wurden isoliert, gewaschen und
solubilisiert. Aus der erhaltenen Proteinlosung konnte das Fusionsprotein isoliert und
nachfolgend renaturiert werden, worauf es nahezu ohne Verunreinigungen durch andere
Proteine vorlag (Abb. 5E).

In nativer Form konnte das Fusionsprotein durch eine Endoprotease proteolytisch gespalten
werden. Die gelelektrophoretische Analyse der Probe nach der proteolytischen Spaltung ldsst
drei Proteinbanden erkennen (Abb. 5F). Die unterste dieser Banden lag beziiglich des
Molekulargewichtstandards mit 6 kDa bis 14,4 kDa in der Gréenordnung des rekombinanten
Hydramacin-1. Das Fusionsprotein war nach der proteolytischen Spaltung nicht mehr zu
detektieren. Bei den beiden anderen Banden handelt es sich um zwei Varianten des
N-terminalen Fusionsrestes. Von dem korrekt abgespaltenen Fusionsrest wurde durch die
Endoprotease nochmals ein 15-mer auf C-terminaler Seite abgeschnitten, was zu der kleineren
der beiden Banden fiihrte. Das 15-mer selbst konnte durch Massenspektrometrie

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5: Expression und Reinigung des Fusionsproteins sowie von
Hydramacin-1. A bis D zeigen die gelelektrophoretischen Trennungen von Proteinen
aus den Totallysaten von Bakterien, welche (A) vor der Induktion der Expression
sowie (B) 1 h, (C) 2 h und (D) 3 h nach der Induktion entnommen wurden. Der Pfeil
markiert die Lage des Fusionsproteins. E bis F zeigen den Zustand der Proteinprobe
wihrend der Reinigung. (E) Nach Renaturierung. (F) Nach EnterokinaseMax -

Inkubation. (G) Nach RP-HPLC und Lyophilisation. (M) Protein-Standards in kDa.

Die Losung des Fusionsproteins wurde nach erfolgter proteolytischer Spaltung mittels
RP-HPLC fraktioniert (Abb. 6). Hydramacin-1 konnte so bis zur Einzel-Peak-Reinheit
gereinigt werden (Abb. 5G und 6).
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Abbildung 6: Reinigung von Hydramacin-1 mit der RP-HPLC. Schwarz: Chromatogramm ohne
Injektion (Basislinie). Rot: Chromatogramm der Proteinprobe nach proteolytischer Spaltung des

Fusionsproteins. Blau: Acetonitrilkonzentration (v/v) am Sduleneingang. Links oben dargestellt ist

das MALDI-TOF-Massenspektrum des HPLC-Peaks bei 12 min. m/z = Masse/Ladungs-Verhiltnis.
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Die massenspektrometrische Analyse der Fraktionen zeigte fiir den Peak bei 12 min eine
Molekiilmasse von 7009 Da (Abb. 6). Dies entspricht der Masse von Hydramacin-1, wenn
dieses vier Disulfidbriicken enthilt.

Das gereinigte rekombinant hergestellte Hydramacin-1 wurde auf seine antimikrobielle
Aktivitit in der Arbeitsgruppe von Prof. Rainer Podschun am Institut fiir Infektionsmedizin,
Universititsklinikum Schleswig-Holstein — Campus Kiel, untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass das Peptid Gram-negative und Gram-positive Bakterien im mikromolaren
Konzentrationsbereich totet. Das antimikrobielle Spektrum umfasst unter anderem die
fakultativ humanpathogenen Spezies Citrobacter freundii, Enterobacter cloaceae,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca, Salmonella typhimurium,
Yersinia enterolitica, Staphylococcus hemolyticus sowie einige multiresistente
Stamme [29, 73].

Nach der erfolgreichen Reinigung des rekombinant hergestellten antimikrobiell aktiven
Hydramacin-1 wurde als erstes seine Sekundirstruktur analysiert. Das CD-Spektrum von
Hydramacin-1 und das Ergebnis der Analyse hinsichtlich der Sekundirstrukturanteile ist in
Abbildung 7 dargestellt. Die Berechnung der Sekundérstrukturanteile erfolgte nach der
Methode von Provencher [74]. Die Sekundarstruktur von Hydramacin-1 besteht zu anndhernd
zwei Dritteln aus bekannten Elementen (a-Helix, B-Faltblatt und turn), wihrend sich dem
verbleibenden Drittel keine bekannten Sekundérstrukturelemente (remainder) zuordnen

lassen.
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Abbildung 7: CD-Spektrum von Hydramacin-1. Dargestellt ist das mittlere
Spektrum des Peptids aus sieben aufeinanderfolgenden Messungen in 50 mM

Natriumphosphatpuffer (pH 5,7) bei Raumtemperatur und das Ergebnis der
Analyse hinsichtlich der Sekundérstrukturanteile.
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Die CD-Spektroskopie wurde ebenfalls zur Untersuchung der Temperaturbestéindigkeit von
Hydramacin-1 verwendet (Abb. 8). Die Intensitit der Elliptizitit bei 222 nm zeigt mit
zunehmender Temperatur eine kontinuierliche, schwache Abnahme. Jedoch ldsst sich eine
sprunghafte Verringerung des Signals, was die Denaturierung des Proteins indizieren wiirde,
nicht beobachteten. Ein Vergleich von CD-Spektren des Peptids vor Erhitzung und nach
Abkiihlung zeigt, dass diese identisch sind (Abb. 8). Die Ergebnisse belegen, dass

Hydramacin-1 eine hohe Temperaturstabilitit besitzt.
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Abbildung 8: Untersuchung der Temperaturstabilitit von Hydramacin-1.
Oben: Messung der Intensitit der Elliptizitit bei 222nm in einem
Temperaturbereich von 20 °C bis 95 °C. Unten: Vergleich der CD-Spektren
von Hydramacin-1 bei 20 °C vor Erhitzung (schwarzes Spektrum) und nach
Abkiihlung (rotes Spektrum). Beide Spektren wurden gemittelt aus jeweils
zweil Messungen in 50 mM Natriumphosphatpuffer (pH 5,7).
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3.2 Tertiarstruktur von Hydramacin-1

Zur Aufklirung der Tertidrstruktur von Hydramacin-1 erfolgte zunédchst eine
sequenzspezifische Zuordnung mit Hilfe der folgenden Spektren: HSQC, HNCA, CBCANH,
CBCA(CO)NH, (H)C(CO)NH, 3D-HNCO, HCACO, H(CCO)NH, ""N-editiertem TOCSY
und "C-editiertem TOCSY.

In Abbildung 9 ist das 2D-'"H-"’N-HSQC-Spektrum vom '*N-markierten Hydramacin-1
dargestellt. Es zeigt das Ergebnis der sequenzspezifischen Zuordnung. In dem Spektrum sind
71 Resonanzen zu erkennen, deren Zuordnung zur entsprechenden Aminosdure mit Hilfe der
dreidimensionalen Spektren erfolgte. Die Resonanzen von den Amidprotonen der

Tryptophanseitenketten konnten diesen nicht eindeutig zugeordnet werden.

103 =
105
A 0G39 0G3s
109 0G19
Glge !S46
i G210
; Q170N
- QI1(Ng)
I Rr3se 91205122
._ ________
40(Ne |
1s gGigs DB
31 0S16
= W 0T56 ;\'.28 -('jl
E- 20 8260 \\‘ﬁﬂ K520 0D29 0134
e 480
—_— 119}eE7 . C48
z E ok37 C270 o R36 o K14
E 0Q40 ; 5 R1le R47
121 ows '? il T
Lso. R30 |2'3J. w9 °CS
E420 o 0 AS40 " e 0 [
123 c41 E43 T Q17 WIi15s
K25 ol23
125 D4—V3 OKd4
: 101
°C57
127 Y600
129 ToN\
(+'1)
131 \1_ A
133
0I58

104 100 96 92 88 84 80 76 72 68
'HN [ppm|
Abbildung 9: 2D 'H-"*N HSQC-Spektrum von Hydramacin-1. Die Resonanzen sind
mit Namen (Ein-Buchstaben-Code) und sequentieller Position der jeweils zugehdrigen
Aminosdure beschriftet. Resonanzen innerhalb des Kreises gehdren zu den
Amidprotonen der Imino-Gruppen der Tryptophan-Seitenketten. Die
Aminprotonenresonanzen der Seitenketten von Asparagin und Glutamin sind jeweils

mit durchgingigen beziechungsweise gestrichelten Linien verbunden.
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Wie bereits erwihnt, machte erst die Analyse der oben genannten Spektren die Identifizierung
der im HSQC-Spektrum dargestellten Resonanzen mdoglich. Dennoch stellt das HSQC-
Spektrum den Anfang der sequenzspezifischen Zuordnung dar, weil jede Aminosédure
beziehungsweise deren stickstofthaltige Seitenketten durch ein Resonanzsignal dargestellt
wird.

Zunichst wurde im 3D-HNCA-Spektrum nach Informationen zur sequenzspezifischen
Zuordnung gesucht. In diesem erfolgte die Zuordnung der chemischen Verschiebungen
zweier Cy-Atome zu jedem im HSQC-Spektrum dargestellten Frequenzwertepaar. Dabei
gehort ein Co-Atom zur gleichen Aminosdure wie das Amidstickstoffatom auf dessen
Frequenz die beiden C,-Atome lagen. Das andere C,-Atom gehort zum N-terminalen
Nachbarn dieser Aminosdure. Somit werden im 3D-HNCA-Spektrum die chemischen
Verschiebungen der C,-Atome der Aminosduren i und i-1 mit den chemischen
Verschiebungen des Amidprotons und des Amidstickstoffatoms der Aminosaure i korreliert.
Auf Grund dieses Zusammenhangs fiihrten die in der Abbildung 10 dargestellten Resonanzen
aus Ausschnitten des 3D-HNCA-Spektrums zur Identifikation von vier sequentiell
benachbarten Aminosiuren. Die Kette beginnt bei den Resonanzen der Aminosdure mit der
relativen Primérstrukturposition i, und wird in Richtung des N-Terminus fortgefiihrt, wobei
die nachfolgenden Aminosduren beziehungsweise die entsprechend zugehdrigen Resonanzen
durch i-1, i-2 usw. gekennzeichnet sind. Diese Bezeichnung gilt gleichermaflen fiir alle

anderen in diesem Abschnitt dargestellten Spektren.
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Abbildung 10: Identifizierung sequentiell benachbarter Aminosiuren im
HNCA-Spektrum. In den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem
Ausschnitt des 3D-Spektrums, welcher durch die Amidstickstofffrequenz (oberhalb
der Rechtecke angegeben in ppm) definiert wird, dargestellt. Sie reprisentieren den
Zusammenhang zwischen den Resonanzen von vier sequentiell benachbarten

Aminoséuren.

Die Verkniipfung der vier Aminosdurereste konnte mit Hilfe des 3D-CBCANH-Spektrums
sowie des 3D-CBCA(CO)NH-Spektrums verifiziert werden. Das 3D-CBCANH-Spektrum
enthilt dieselbe Information wie das 3D-HNCA-Spektrum, zusétzlich werden jedoch auch die
Resonanzen der Cg-Atome detektiert. Somit werden im 3D-CBCANH-Spektrum die
chemischen Verschiebungen der C,- und Cg-Atome der Aminosduren i und i-1 mit den
chemischen Verschiebungen des Amidprotons und des Amidstickstoffatoms der Aminosaure i
korreliert.

Die Resonanzen der C,-Atome zeigen im 3D-CBCANH-Spektrum, welches in Abbildung 11
dargestellt ist, den gleichen Zusammenhang, wie im 3D-HNCA-Spektrum. Zusétzlich
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verifiziert der Zusammenhang zwischen den Resonanzen der Cg-Atome die sequentielle

Nachbarschaft der entsprechenden vier Aminoséurereste.
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Abbildung 11: Identifizierung sequentiell benachbarter Aminosiduren im
CBCANH-Spektrum. In den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus
einem Ausschnitt des 3D-Spektrums, welcher durch die Amidstickstofffrequenz
(oberhalb der Rechtecke angegeben in ppm) definiert wird, dargestellt. Sie zeigen

die Verbindung zwischen den Resonanzen von vier sequentiell benachbarten

Aminosiuren.

Die Differenzierung der im 3D-CBCANH-Spektrum dargestellten Resonanzen der C,- und
Cp-Atome von den beiden Aminosduren i und i-1 erfolgte mit Hilfe des 3D-CBCA(CO)NH-
Spektrums. In diesem werden nur die chemischen Verschiebungen der C,- und Cg-Atome der
Aminosdure i-1 mit den chemischen Verschiebungen des Amidprotons und des
Amidstickstoffatoms der Aminosédure i korreliert. Das 3D-CBCA(CO)NH-Spektrum ist in
Ausziigen in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Darstellung der Resonanzen der C,- und Cg-Atome von vier
sequentiell benachbarten Aminosiuren im CBCA(CO)NH-Spektrum. In den
vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem Ausschnitt des
3D-Spektrums, welcher durch die Amidstickstofffrequenz (oberhalb der Rechtecke
angegeben in ppm) definiert wird, dargestellt.

Als néchstes wurde mit Hilfe des 3D-(H)C(CO)NH-Spektrums iiberpriift, wieviele
Kohlenstoffatome in den Seitenketten des jeweiligen N-terminalen Nachbars von jeder der
vier sequentiell benachbarten Aminosduren enthalten sind. Das 3D-(H)C(CO)NH-Spektrum
korreliert die chemischen Verschiebungen des C,-Atoms sowie der Kohlenstoffatome der
Seitenkette der Aminosdure i-1 mit den chemischen Verschiebungen des Amidprotons und
des Amidstickstoffs der Aminoséure i.

Das 3D-(H)C(CO)NH-Spektrum zeigte, dass in dem gesuchten Aminosduresequenzabschnitt
zwel benachbarte Aminosduren vorkommen mussten, welche neben dem C,-Atom noch vier
Kohlenstoffatome in ihren Seitenketten besitzen (Abb. 13). Dafiir kamen ausschlielich die
Aminosduren Leucin, Isoleucin sowie Lysin in Betracht. Des Weiteren deuteten die weit

auseinanderliegenden Resonanzen fiir die Aminosdure in der Position i-2 darauf hin, dass es
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sich bei diesen um die Resonanzen des C,- und Cg-Atoms der Aminosdure Alanin handeln

konnte.
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Abbildung 13: Darstellung der Resonanzen der Kohlenstoffatome aus den
Seitenketten von vier sequentiell benachbarten Aminosiuren im
(H)C(CO)NH-Spektrum. In den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen
aus einem  Ausschnitt des  3D-Spektrums, welcher durch die
Amidstickstofffrequenz (oberhalb der Rechtecke angegeben in ppm) definiert
wird, dargestellt.

Der Vergleich mit der Primirstruktur von Hydramacin-1 zeigte, dass die gesuchte
Konstellation nur einmal, in Form zweier benachbarter Lysine an den Positionen 52
beziehungsweise 53, vorkam. Weiterhin enthdlt Hydramacin-1 insgesamt nur ein Alanin.
Dieses ist direkt benachbart mit den beiden Lysinen und liegt an Position 54. Somit geniigte
in diesem Fall bereits die Auswertung der Informationen des 3D-(H)C(CO)NH-Spektrums,

um die Aminosduren eindeutig zu identifizieren. Es handelte sich um die Sequenz K53-A54-
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W55-T56. In vielen anderen Féllen war der Informationsgehalt des 3D-(H)C(CO)NH-
Spektrums jedoch nicht ausreichend. Fiir diese konnten weitere Informationen aus dem
3D-H(CCO)NH-Spektrum entnommen werden. Dieses Spektrum ist in Auszligen in
Abbildung 14 veranschaulicht.

Die am 3D-(H)C(CO)NH-Spektrum erfolgte Identifizierung der vier sequentiell benachbarten
Aminoséurereste konnte mit Hilfe des 3D-H(CCO)NH-Spektrums verifiziert werden. Dieses
korreliert die chemischen Verschiebungen aller Wasserstoffatome der Aminoséure i-1 mit den
chemischen Verschiebungen des Amidprotons und des Amidstickstoffatoms der
Aminosdure i. Das heifit neben der Information iiber die Anzahl der in den Seitenketten
enthaltenen Kohlenstoffatome konnte auch die Anzahl der vorhandenen Seitenketten-
Protonen bestimmt werden.

Die Anzahl der im 3D-H(CCO)NH-Spektrum beobachteten Resonanzen zeigt, dass die
Aminosduren an den Positionen i-1 und i-2 sowohl o- als auch B-Protonen besitzen. Dies
korreliert mit den erwarteten Resonanzen fiir die Aminosduren Tryptophan beziehungsweise
Alanin. Die Aminoséuren i-3 und i-4 zeigen jeweils vier Signale und somit ein Signal weniger
als theoretisch fiir Lysin zu erwarten ist. Diese Beobachtung lisst sich durch Uberlagerung
der jeweiligen Signale erkldren. Jedoch zeigt das Spektrum fiir beide Aminosduren ein
deutliches Signal bei einer chemischen Verschiebung in der GréBenordnung von ca. 3 ppm,
wobei es sich um die mittlere chemische Verschiebung des e-Protons handeln konnte. Die
nach Auswertung des 3D-(H)C(CO)NH vorgeschlagenen alternativen Aminosduren Leucin
und Isoleucin fiir die Positionen i-3 beziehungsweise i-4, lassen bei der chemischen
Verschiebung von 3 ppm kein Signal erwarten. Dadurch wird die bisherige Identifizierung der
vier Aminosduren bestétigt. Eine eindeutige Aussage beziiglich der tatsdchlichen Lage der
chemischen Verschiebungen aller Seitenketten-Protonen ldsst sich jedoch erst durch die

Auswertung der TOCSY-Spektren treffen (sieche unten).
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Abbildung 14: Darstellung der Resonanzen der Protonen aus den
Seitenketten von vier sequentiell benachbarten Aminosiuren im
H(CCO)NH-Spektrum. In den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen
aus einem  Ausschnitt des  3D-Spektrums, welcher durch die
Amidstickstofffrequenz (oberhalb der Rechtecke angegeben in ppm) definiert
wird, dargestellt.

Die aus dem 3D-H(CCO)NH-Spektrum gewonnene Kenntnis {iber die chemischen
Verschiebungen der a-Protonen bot zusdtzlich die Moglichkeit, die bereits getétigte
sequenzspezifische Zuordnung an Hand der folgenden Spektren zu verifizieren. Im
3D-HCACO-Spektrum werden die chemischen Verschiebungen des
Carbonylkohlenstoffatoms, des C,-Atoms und des Hy-Atoms von jeweils derselben
Aminosdure miteinander korreliert. Das hei3t den bereits identifizierten C,- und
H,-Frequenzen der Aminosdure i konnte nun zusétzlich die Frequenz ihres
Carbonylkohlenstoffs zugeordnet werden. Entsprechende Abschnitte des 3D-HCACO-
Spektrums sind in der Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: Darstellung der Resonanzen der Carbonylkohlenstoffatome
von vier sequentiell benachbarten Aminosiuren im HCACO-Spektrum. In
den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem Ausschnitt des
3D-Spektrums, welcher durch die a-Protonfrequenz (oberhalb der Rechtecke
angegeben in ppm) definiert wird, dargestellt.

Die identifizierte chemische Verschiebung des Carbonylkohlenstoffatoms der Aminoséure i-1
wird wiederum im 3D-HNCO-Spektrum mit den chemischen Verschiebungen des
Amidprotons und des Amidstickstoffs der Aminosdure i korreliert. Entsprechende Abschnitte

des 3D-HNCO-Spektrums sind in Abbildung 16 gezeigt.
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Abbildung 16: Darstellung der Resonanzen der Carbonylkohlenstoffatome
von vier sequentiell benachbarten Aminosiuren im HNCO-Spektrum. In
den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem Ausschnitt des
3D-Spektrums, welcher durch die Amidstickstofffrequenz (oberhalb der
Rechtecke angegeben in ppm) definiert wird, dargestellt.

Die chemischen Verschiebungen des Amidprotons und des Amidstickstoffatoms der
Aminosdure i werden ihrerseits im 3D-HNCA-Spektrum sowie im 3D-CBCANH-, im
3D-CBCA(CO)NH- und im 3D-(H)C(CO)NH-Spektrum mit einer entsprechenden
Cq-Frequenz von den Aminosduren i beziechungsweise i-1 korreliert. Das heifit, die im
3D-HCACO gefundenen korrelierenden chemischen Verschiebungen des C,-Atoms und des
Carbonylkohlenstoffatoms der Aminosdure i-1 mussten jeweils im 3D-HNCO- sowie im
3D-HNCA-Spektrum zu denselben Werten der chemischen Verschiebungen des Amidprotons
und des Amidstickstoffatoms fiir die Aminoséure i fithren. Diese Korrelation ist im Uberblick
in der Tabelle 4 fiir die Aminoséuren i und i-1 dargestellt und konnte fiir alle 60 Aminosiduren

von Hydramacin-1 verifiziert werden.
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Tabelle 4: Verifizierung der Identifikation von zwei sequentiell benachbarten Aminosiuren. Die
beiden farblich hervorgehobenen chemischen Verschiebungen von den Atomen Ca und *CO der
Aminosdure i-1 (W55), welche im 3D-HCACO-Spektrum korreliert werden, fithren jeweils im
3D-HNCO und im 3D-CBCA(CO)NH zu den chemischen Verschiebungen von den Atomen "°N und
'"HN derselben Aminosdure i (T56).

3D-HCACO 3D-HNCO 3D-CBCA(CO)NH
BCaiy 57,5 ppm 57,5 ppm
"Ha,, 4,69 ppm
BCOo:.s 176,5 ppm 176,5 ppm
BN; 117,7 ppm 117,7 ppm
"HN; 9,4 ppm 9,4 ppm

Den Abschluss der sequenzspezifischen Zuordnung bildete die Zuordnung der Resonanzen in
den C- und "“N-editierten 3D-TOCSY-Spektren. Im "“C-editierten 3D-TOCSY-Spektrum
werden die chemischen Verschiebungen aller kohlenstoffgebundenen Wasserstoffatome einer
Aminosdure untereinander sowie mit den chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome
dieser Aminoséure korreliert. In Abbildung 17 wird die Zuordnung ausschlieBlich am Beispiel
der Aminosdure K53 dargestellt. Auf Grund des enormen Informationsgehaltes des
PC-editierten 3D-TOCSY-Spektrums und den damit bendtigten Platz zur Darstellung der
entsprechenden Resonanzen werden die anderen bisher pridsentierten Aminosiduren (A54,
W55 und T56) vernachléssigt. Die Beschriftung der jeweiligen Resonanzen in den beiden
3D-TOCSY-Spektren orientiert sich an den statistisch gemittelten Werten von beinahe
170000 chemischen Verschiebungen, welche bis zum 02. Februar 1999 in der
BMRB(engl. Biological Magnetic Resonance Data Bank)-Datenbank hinterlegt wurden [75].

In Abbildung 17 lésst sich bei den chemischen Verschiebungen der jeweilig betrachteten
Kohlenstoffatome des Lysins 53, deren Werte aus dem 3D-(H)C(CO)NH-Spektrum stammen,
jeweils das gleiche Muster der chemischen Verschiebungen der im Lysin enthaltenen
Protonen erkennen. Dabei zeigen die Signale eine deutliche Uberlagerung der chemischen
Verschiebungen des HP2-Atoms und der Ho2/1-Atome. Dies konnte erst durch die
Entzerrung der Signale in der “C-Dimension entschliisselt werden und erklirte die im

3D-H(CCO)NH-Spektrum (Abb. 14) getitigten Beobachtungen.
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Abbildung 17: Darstellung der Resonanzen der Protonen aus der Seitenkette
der Aminosiure Lysin 53 im “C-editierten TOCSY-Spektrum. In den fiinf
Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem Ausschnitt des 3D-Spektrums,
welcher durch die Frequenzen (oberhalb der Rechtecke angegeben in ppm) der
jeweiligen Kohlenstoffatome des Lysinrestes (Bezeichnung in Klammern oberhalb

der Rechtecke angegeben) definiert wird, dargestellt.

Im ""N-editierten 3D-TOCSY-Spektrum werden die chemischen Verschiebungen aller
kohlenstoffgebundenen = Wasserstoffatome einer Aminosdure mit den chemischen
Verschiebungen ihres Amidprotons und ihres Amidstickstoffatoms korreliert. In der
Abbildung 18, welche Abschnitte des *N-editierten 3D-TOCSY-Spektrums zeigt, sind neben
der Zuordnung der Resonanzen fiir die Aminosdure K53 auch wieder die Aminosiduren A54,
W55 und T56 beriicksichtigt.

Die im 3D-H(CCO)NH-Spektrum (Abb. 14) beobachteten und im C-editierten TOCSY-
Spektrum (Abb. 17) entschliisselten Uberlagerungen treten ebenfalls im '°N-editierten
TOCSY-Spektrum auf. Thre Zuordnung erfolgte gemdB der Zuordnung im *C-editierten
TOCSY-Spektrum.



Abbildung 18: Darstellung der Resonanzen von Protonen der Seitenketten
der Aminosiuren K53, A54, W55 und T56 im '“N-editierten TOCSY-
Spektrum. In den vier Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem
Ausschnitt des 3D-Spektrums, welcher durch die Amidstickstofffrequenz
(oberhalb der Rechtecke angegeben in ppm) der jeweiligen Aminosédure (Name

und Sequenzposition in Klammern oberhalb der Rechtecke angegeben)

definiert wird, dargestellt.

Die Ubertragung der in den TOCSY-Spektren identifizierten Resonanzen in die '’N- und
BC-editierten 3D-NOESY-Spektren ermdglichte die Differenzierung zwischen intra- und
interresidualen NOE-Signalen. Dies ist in Abbildung 19 beispiclhaft an den *N-editierten

'HN [ppm]|
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3D-NOESY-Spektren der Aminosduren T56 und W55 dargestellt. Auf die gleiche Art und
Weise wurden die Resonanzen in den *C-editierten 3D-TOCSY und 3D-NOESY-Spektren

verglichen und zugeordnet (Daten nicht gezeigt). Der Vergleich der beiden in Abbildung 19

dargestellten Spektrenausschnitte ldsst eine gro3e Anzahl von interresidualen Resonanzen bei

beiden Aminosauren erkennen.
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Abbildung 19: Differenzierung von intra- und interresidualen NOE-
Signalen bei den Aminosiduren T56 und W55. In den vier Rechtecken sind
jeweils die Resonanzen aus einem Ausschnitt des "N-editierten 3D-TOCSY-
beziehungsweise des '"N-editierten 3D-NOESY-Spektrums, welcher durch die
Amidstickstofffrequenz (oberhalb der Rechtecke angegeben in ppm) der
jeweiligen Aminosdure (Name und Sequenzposition in Klammern innerhalb der

Rechtecke angegeben) definiert wird, dargestellt.

Nach der Differenzierung der intra- und interresidualen Resonanzen erfolgte die Analyse der
3D-NOESY-Spektren nach strukturrelevanten NOE-Signalen. Dabei konnten aus dem
N-editierten 3D-NOESY-Spektrum ausschlieflich Kontakte, welche zwischen den Protonen
der Aminosdurereste und den Amidprotonen beziehungsweise zwischen den Amidprotonen
untereinander vorlagen, identifiziert werden. So zeigt das Amidproton der Aminosdure W55
zwei interresiduale long range NOE-Signale mit dem a-Proton sowie dem Amidproton der
Aminosduren C5 und W6, welche beziiglich der Priméarstruktur weit vom W55 entfernt sind

(Abb. 20).
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Abbildung 20: Identifizierung von interresidualen long range NOE-Signalen
zwischen den Aminosiuren W55, C5 und W6 im '*N-editierten NOESY-
Spektrum. In den drei Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem
Ausschnitt des Spektrums, welcher durch die Amidstickstofffrequenz (oberhalb
der Rechtecke angegeben in ppm) der jeweiligen Aminosdure (Name und
Sequenzposition in Klammern oberhalb der Rechtecke angegeben) definiert
wird, dargestellt. Entsprechende Resonanzen sind mit den Bezeichnungen der in

Wechselwirkung stehenden Atome beschriftet.

Die aus dem '’N-editierten 3D-NOESY-Spektrum gewonnenen Informationen gaben
vorrangig Aufschluss {iber die Konformation des Proteinriickgrats. Mit Hilfe des
BC-editierten 3D-NOESY-Spektrums konnten die strukturellen Informationen um die
Kontakte, welche zwischen den Protonen der Aminosédurereste untereinander bestanden,
erweitert werden. So zeigt das a-Proton der Aminoséure C5 ein interresiduales NOE-Signal
mit dem B-Proton der Aminoséure T56, welche beziiglich der Primérstruktur weit vom C5

entfernt ist. Dies ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Identifizierung eines interresidualen long range NOE-Signals
zwischen den Aminosiuren C5 und T56 im “C-editierten NOESY-Spektrum.
In den beiden Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus einem Ausschnitt des
Spektrums, welcher durch die Frequenz (oberhalb der Rechtecke angegeben in
ppm) des a- beziehungsweise B-Kohlenstoffatoms (Bezeichnung in Klammern

oberhalb der Rechtecke angegeben) der jeweiligen Aminoséure definiert wird,

dargestellt.

Nach dem Muster, der in den beiden Abbildungen 20 und 21 dargestellten Beispiele, erfolgte
die Identifikation weiterer interresidualer NOE-Signale zwischen den Atomen der anderen im
Hydramacin-1 enthaltenen Aminoséuren.

Des Weiteren konnte durch Vergleich der beiden 2D-HNCO-Spektren, welche auszugsweise
in der Abbildung 22 dargestellt sind, zehn Wasserstoftbriicken identifiziert werden. Die
Wasserstoftbriicken fithrten zu einem intermolekularen Transfer von Magnetisierung.
Dadurch verloren die Resonanzen der entsprechenden Atome aus den beteiligten

funktionellen Gruppen, welche eine Wasserstoffbriicke ausbilden, an Intensitit. Gleichzeitig
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entstanden neue Resonanzen, die jeweils auf der chemischen Verschiebung des
Carbonylkohlenstoffatoms der Protonenakzeptorfunktion beziehungsweise auf der
chemischen Verschiebung des Amidprotons der Protonendonatorfunktion lagen.

In der Abbildung 22 ist beispielhaft die Identifizierung der von zwei Wasserstoffbriicken
verursachten Resonanzen dargestellt. Im Spektrum B — aufgenommen nach verldngerter
Dephasierung — lassen sich unter anderem die beiden neuen Resonanzen, bezeichnet mit X
und Y, detektieren. Die Resonanz X lag auf der chemischen Verschiebung des
Carbonylkohlenstoffatoms der Aminosdure T56 sowie auf der chemischen Verschiebung des
Amidprotons der Aminosdure E42. Gleichzeitig waren die Resonanzen von 42.HN-41.CO
und 57.HN-56.CO im Spektrum B nicht mehr priasent. Die mit Y bezeichnete Resonanz lag
auf der chemischen Verschiebung des Carbonylkohlenstoffatoms der Aminosdure R38 sowie
auf der chemischen Verschiebung des Amidprotons der Aminosdure Y60. Im Gegensatz zum
ersten beschriebenen Fall waren die Resonanzen von 39.HN-38.CO und 60.HN-59.CO jedoch
weiterhin vorhanden. In beiden Fillen zeigen die neuen Resonanzen eine zwischen den

entsprechenden funktionellen Gruppen liegende Wasserstoffbriicke auf.
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Abbildung 22: Identifizierung von Wasserstoffbriicken im HNCO-Spektrum.

In den beiden Rechtecken sind jeweils die Resonanzen aus demselben Ausschnitt
der Spektren (A) vor und (B) nach dem Magnetisierungstransfer iber die

Wasserstoffbriicken dargestellt.

Neben den aus den NMR-Spektren fiir die spitere Strukturberechnung gewonnenen
Randbedingungen in Form von Abstandsvorgaben wurde von Dr. Christoph Gelhaus mit
Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie eine Analyse der
Cysteinseitenkettenverkniipfungen durchgefiihrt.

Das Massenspektrum der nicht-reduzierten Form von Hydramacin-1 wies im Vergleich zum
Spektrum der reduzierten und alkylierten Form eine Reihe von zusétzlichen Massen auf
(Daten nicht gezeigt). Diese gehorten zu den Peptidfragmenten, welche iiber eine
Disulfidbriicke verbunden waren. Ihre Masse entsprach somit der Summe der Massen von den
jeweils miteinander verbundenen Fragmenten minus der Massen von zwel
Wasserstoffatomen, wegen des Wasserstoff-Defizits der oxidierten Cysteine. Solche Peptide,

die mutmaflich eine intermolekulare Disulfidbriicke beinhalteten, wurden mittels Tandem-
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Massenspektrometrie fragmentiert und die entsprechenden Fragmentierungsmuster mittels der
Web-basierten Software SearchXLinks [39] analysiert. Zusammengefasst zeigen die
Ergebnisse dieser Untersuchung, dass jeweils die Cysteine an den Positionen 5 und 48 sowie
an den Positionen 12 und 41 eine Disulfidbriicke ausbilden. Des Weiteren kann
ausgeschlossen werden, dass die Cysteine an den Positionen 27 und 31 sowie 57 und 59
jeweils iiber ein Disulfidbriicke verbunden sind.

Vorlédufige Strukturberechnungen, welche mit den aus den NMR-Spektren und der MALDI-
TOF-Massenspektrometrie vorgegebenen Randbedingungen durchgefiihrt wurden, ergaben
schlieBlich nur noch eine mogliche Verkniipfung der verbliebenen vier Cysteinreste.
Einerseits bilden die Cysteine an den Positionen 27 und 57 eine Disulfidbriicke und

andererseits die Cysteine an den Positionen 31 und 59.

Letztendlich konnten insgesamt 1090 Atomabstdnde identifiziert werden, welche in der
Tabelle 5 zusammengefasst sind. Auf deren Grundlage erfolgte die Berechnung von 500
Strukturen mit dem Programm CYANA [66]. Von diesen wurden 20 Strukturen, welche die
vorgegebenen Randbedingungen am Besten erfiillten, ausgewihlt und zur Berechnung einer
mittleren Struktur von Hydramacin-1 verwendet. Die Analyse der Diederwinkelpaare des
Proteinriickgrats der mittleren Struktur von Hydramacin-1 nach Ramachandran [76] ist

ebenfalls in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Statistik der Strukturberechnung der 20 besten Konformere von
Hydramacin-1. Die teilweise aufgetretenen Abweichungen von den Abstandsvorgaben lagen

in allen Strukturen unterhalb von 0,5 A. Rmsd = Root mean square deviation.

Abstandsvorgaben Anzahl
Intraresidual (Ji-j| = 0) 521
Sequentiell (Ji-j| =1) 179
medium-range (2 < i-j| < 4) 84
long-range (Ji-j| = 5) 262
Wasserstoffbriicken 20
Disulfidbriicken 24
Insgesamt 1090
Paarweise rmsd

Mittlere rmsd des Riickgrats 1.13+0.15 A
Mittlere rmsd der schweren Atome 1.90+£0.18 A
Paarweise rmsd fur die Sekundéarstrukturbereiche*

Mittlere rmsd des Riickgrats 0.58+0.12 A
Mittlere rmsd der schweren Atome 1.23£0.21 A
Ramachandran-Diagramm fur die mittlere Struktur

Meistbegiinstigte Bereiche (%) 67,7 %
Zusitzlich erlaubte Bereiche (%) 27,5 %
Allgemein erlaubte Bereiche (%) 0,0 %
Nicht erlaubte Bereiche (%) 5,9 %

*fiir die Bereiche 10-14, 27-33, 38-42 und 56-60

Die Abbildung 23 stellt die Diederwinkelpaare des Proteinriickgrats der mittleren Struktur
von Hydramacin-1 im Ramachandran-Diagramm dar. Die weillen Flichen reprédsentieren
nicht erlaubte Bereiche und umfassen Konformationen mit hoher potentieller Energie. Drei
Aminoséurereste von Hydramacin-1 (I2, K25 und A54) liegen bei der gegebenen mittleren
Struktur in diesen nicht erlaubten Bereichen. Sie befinden sich jedoch alle jeweils nahe dem

allgemein erlaubten Konformationsraum (hellblaue Flache).
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Abbildung 23: Ramachandran-Diagramm fiir die mittlere
Struktur von Hydramacin-1. Die statistische Verteilung der
Diederwinkelpaare des Proteinriickgrats entspricht den Angaben in

Tabelle 5.

Das Ensemble der 20 besten Strukturen ist in Abbildung 24A dargestellt. Die Strukturen
weichen nur in wenigen Bereichen des Molekiils, das heif3t direkt am N-Terminus sowie an
der N-terminal gelegenen Helix und in der Schleife zwischen den beiden Helices, voneinander
ab. Dies weist auf eine groflere Flexibilitidt des Molekiils in diesen Regionen hin.

Aus den 20 besten Strukturen konnte abschlieBend eine mittlere Struktur von Hydramacin-1
berechnet werden, welche nachfolgend energieminimiert wurde. Die mittlere Struktur ist in
Abbildung 24B dargestellt. Hydramacin-1 enthélt auf N-terminaler Seite zwei kleinere
a-Helices sowie ein C-terminal gelegenes zweistridngiges B-Faltblatt. In beiden Féllen werden
die Sekundirstrukturelemente durch grofe Schleifen getrennt, wobei jene zwischen den
Helices eine sehr hohe Flexibilitit besitzt, was aus dem Ensemble (Abb. 24A) abgeleitet
werden kann. Das Peptid wird in seinem hydrophoben Kern durch acht Cysteine, welche vier
Disulfidbriicken in einer leiterformigen Anordnung bilden, stabilisiert. Interessanterweise
zeigt das Molekiil eine Teilung sowohl horizontal in einen mehr und einen weniger flexiblen
Bereich (Abb. 24A) als auch vertikal in einen Helix-Schleife-Helix- und einen Faltblatt-
Schleife-Faltblatt-Bereich (Abb. 24B).

Hydramacin-1, wie in Abbildung 24C dargestellt, enthdlt fiinf Tryptophane, die alle in die
Umgebung des Peptids exponiert sind. Dies war fiir die nachfolgende Untersuchung des

Wirkmechanismus von Bedeutung (siche unten).
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Abbildung 24: Die Tertilirstruktur von Hydramacin-1. (A) Spaghetti-Présentation des Ensembles der 20
besten Strukturen. (B) Darstellung der mittleren Struktur von Hydramacin-1 im Bandmodell. Disulfidbriicken
sind in gelb dargestellt. (C) Anordnung der fiinf Tryptophane in der im Bandmodell dargestellten mittleren

Struktur von Hydramacin-1. N und C bezeichnen N- und C-Terminus.

Die mittlere Struktur von Hydramacin-1 erlaubte die Ableitung seines elektrostatischen
Oberfliachenladungspotentials, das in Abbildung 25A veranschaulicht ist. Die Betrachtung des
Oberflichenladungspotentials 14sst erkennen, dass die Oberfliche von Hydramacin-1 aus zwei
groBflachigen, ungeladenen Arealen besteht, welche durch ein Band aus positiven Ladungen
voneinander getrennt sind. Die ungeladenen Flidchen enthalten zudem {iberwiegend

hydrophobe Reste (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Die molekulare Oberfliche von Hydramacin-1. (A) Elektrostatisches
Oberflachenladungspotential mit kationischen Arealen in blau und anionischen Bereichen in
rot. Weile Areale sind ungeladen. (B) Verteilung von hydrophoben (gelb) und kationischen

(blau) Aminoséureresten an der Oberfliche von Hydramacin-1.
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3.3  Vergleich der Tertidrstrukturen von Hydramacin-1 und Reprisentanten der

Skorpiontoxin-dhnlichen Proteinsuperfamilie

Die mittlere Struktur von Hydramacin-1 ermdglichte es einen Vergleich mit allen im Dali-
Server [77] hinterlegten Strukturen durchzufiihren. Dieser Vergleich zeigte eine strukturelle
Homologie zu zwei antimikrobiellen Peptiden aus Pflanzen. Es handelt sich dabei um die
Defensine Petunia hybrida defensin 1 (PhD1, pdb-Zugangscode: 1n4n) [78] und Nicotiana
alata defensin 1 (NaD1, pdb-Zugangscode: 1mr4) [79]. Beide gehoren zur Familie der
Pflanzendefensine, welche die Knottin-Faltungstopologie aufweisen. Diese umfasst ein
Disulfidbriicken-stabilisiertes o/p-Motiv. Die Knottin-Faltungstopologie wird durch eine
besondere Anordnung von drei Disulfidbriicken und Teilen des Proteinriickgrats
charakterisiert, welche zu einem Knoten fithren. GemiB der Einordnung durch SCOP (engl.
Structural Classification of Proteins [80]) gehort die Familie der Pflanzendefensine zur
Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine in der Klasse der kleinen Proteine.

Der Vergleich der Tertidrstrukturen von Hydramacin-1 mit denen der beiden
Pflanzendefensine  zeigt  deutlich das gemeinsame  Disulfidbriicken-stabilisierte
o/B-Strukturmotiv (Abb. 26). Dieses umfasst die beiden C-terminalen B-Stringe, die von
diesen N-terminal gelegene a-Helix sowie drei Disulfidbriicken, welche zwischen den
Sekundérstrukturelementen des Strukturmotivs eine leiterartige Anordnung im Kern der
Molekiile vorweisen. Jedoch sind auch Strukturunterschiede zu erkennen. Hydramacin-1
besitzt eine zusdtzliche o-Helix. Dafiir ist die Helix, welche in allen drei Molekiilen
vorkommt, beim Hydramacin-1 um eine Windung kiirzer. Auf der anderen Seite zeigen die
beiden Pflanzendefensine einen zusitzlichen B-Strang. Ein weiterer Unterschied besteht bei
den zwei groflen Schleifen von Hydramacin-1. Diese sind bei den beiden Defensinen nicht
vorhanden. Des Weiteren weicht die vierte Disulfidbriicke beim Hydramacin-1 deutlich von
der Position der vierten beziehungsweise auch von der fiinften Briicke (von PhD1) bei den

Pflanzendefensinen ab.
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Abbildung 26: Vergleich der Strukturen von Hydramacin-1, PhD1 und NaD1. Béandermodelle von (A)
Hydramacin-1, (B) Petunia hybrida Defensin 1 und (C) Nicotiana alata Pflanzendefensin 1. Konservierte

Cysteinbriicken der Knottin-Faltungstopologie sind in gelb dargestellt, nicht konservierte Cysteinbriicken in
blau.

Die Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine umfasst insgesamt fiinf Familien: Die
langen Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine, die kurzen Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine, die
MGD-1 Defensin-Familie, die Insektendefensine und die Dbereits erwihnten
Pflanzendefensine. Im Hinblick auf eine detailliertere Analyse der Disulfidbriicken wurde aus
jeder dieser Familien jeweils ein reprisentatives Mitglied zu einem Strukturvergleich
herangezogen. Der Vergleich zeigte, dass die sechs zum Faltungsmotiv gehorenden Cysteine
von Hydramacin-1 in vier von fiinf Fillen mit den entsprechenden Cysteinen der anderen
Proteine identische rdumliche Positionen aufweisen (Daten nicht gezeigt). Die einzige
Abweichung besteht bei Heliomicin, bei dem einer der Cysteinreste gegeniiber dem
entsprechenden Cysteinrest im Hydramacin-1 eine abweichende rdumliche Position besitzt.
Ein darauffolgender ausgedehnter Vergleich der Tertidrstrukturen von Hydramacin-1 und
anderen Mitgliedern der Insektendefensinfamilie ergab, dass diese Abweichung auch bei
anderen, aber nicht bei allen, Mitgliedern vorhanden ist (Daten nicht gezeigt).

Auf der Grundlage der rdumlichen Konservierung der Cysteine in den Tertidrstrukturen der
Reprisentanten aller Familien aus der Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine,
wurden diese in einem Sequenz-alignment cinander zugeordnet (Abb. 27). Der Vergleich
zeigt, dass zwischen den konservierten Cysteinen 1 und 2 sowie 4 und 5 beim Hydramacin-1
Insertionen von bis zu 13 Aminosduren vorhanden sind beziehungsweise bei den anderen
Proteinen der fiinf Familien (I bis V) entsprechend groe Deletionen vorliegen. Neben der

Konservierung der Cysteinreste des Strukturmotivs konnen drei weitere konservierte
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Aminosduren beobachtet werden: Ein Lysin und zwei Glycine. Diese liegen jeweils zwischen
den konservierten Cysteinen 3 und 4 aller Molekiile. Die Primérstrukturen von Hydramacin-1
und den Vertretern der fiinf Proteinfamilien sind ansonsten sehr heterolog.

Hydramacin-1 besitzt hinsichtlich der Primérstruktur eine starke Homologie zu den beiden
antimikrobiellen Peptiden Theromacin und Neuromacin (Abb. 27). Der Vergleich der
Aminoséduresequenzen zeigt, dass auch die anderen beiden Peptide die rdumlich konservierten
Aminoséuren besitzen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass im Gegensatz zum alignment mit
den anderen Strukturen, welches auf Grundlage der Ubereinstimmung der riumlichen
Anordnung der Cysteine sowie ihrer Verkniipfung erstellt wurde, das alignment mit

Theromacin und Neuromacin auf Grundlage ihrer Sequenzhomologie basiert.
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Abbildung 27: Sequenz-alignment. Das alignment von Hydramacin-1 mit Représentanten aus den fiinf
Familien (I bis V) der Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine sowie mit Theromacin und
Neuromacin basiert auf der rdumlichen Konservierung der Cysteinreste 1 bis 6. Wellenlinien sowie Pfeile
oberhalb der Sequenzen indizieren die Positionen von o—Helices beziehungsweise B-Faltblattstrukturen im
Hydramacin-1. Cysteine, welche in der Tertidr- beziehungsweise in der Primérstruktur konserviert vorliegen,
sind gelb markiert, zusétzlich konservierte Reste sind rot markiert. Konservierte Reste in den Priméarstrukturen
der Macin-Proteinfamilienmitglieder sind grau hinterlegt. HM-1, Hydramacin-1; TM, Theromacin [81, 82]; NM,
Neuromacin [82]; I, Mediterranean Mussel Defensin (MGD-1) [83]; 1I, Nicotiana alata plant defensin 1
(NaD1) [79]; and Petunia hybrida Defensin 1 (PhD1) [78]; III, Buthus martensi toxin 1 (BmTX1) [84];
IV, Heliomicin [85]; V, Centruroides sculpturatus Ewing variant 2 toxin (CsE-v2) [86].

3.4  Wechselwirkung von Hydramacin-1 mit Modellmembranen

Mit Hilfe der CD-Spektroskopie wurde die Wechselwirkung von Hydramacin-1 mit den
verschiedenartig zusammengesetzten Modellmembranen von Liposomen untersucht. Mit
dieser Methode sollte gezeigt werden, ob die Interaktion zwischen Peptid und Membran zu
einer Konformationsidnderung des Hydramacin-1 fithren wiirde. In der Abbildung 28 sind
stellvertretend die Spektren von zwei der insgesamt sieben untersuchten Liposomentypen

dargestellt.
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Der Vergleich der CD-Spektren vor und nach der Inkubation zeigte bei allen negativ
geladenen Liposomen deutliche Verdnderungen im gemessenen CD-Signal. Dabei konnte in
den entsprechenden Spektren eine unterschiedlich starke Abnahme der Intensitit des
jeweiligen Signals beobachtet werden. Die stirkste Abnahme erfolgte bei der Untersuchung
mit PG-Liposomen (Abb. 28).

Der Effekt der Intensititsabnahme war die Folge einer Prizipitation von Peptid und
Liposomen. Die Prézipitate fiihrten zu einer Triibung der entsprechenden Peptid-Liposomen-
Gemische, welche deutlich mit bloBem Auge erkennbar waren. Diese Triibung blieb bei den
Untersuchungen mit den zwitterionischen Liposomen aus, ebenso wie eine signifikante
Intensititsabnahme im CD-Spektrum. Die Abbildung 28 zeigt die CD-Spektren von
Hydramacin-1 in Gegenwart und Abwesenheit von PC-Liposomen als Stellvertreter fiir

Liposomen mit zwitterionischer Oberfldchenladung.
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Abbildung 28: Untersuchung der Konformation von
Hydramacin-1 in Gegenwart von Modellmembranen. Oben:
Spektrum von Hydramacin-1 ohne PG-Liposomen (schwarz) und mit
PG-Liposomen (rot). Unten: Spektrum von Hydramacin-1 ohne

PC-Liposomen (schwarz) und mit PC-Liposomen (rot).
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Der Einfluss der Prézipitate stellt einen unberechenbaren Einfluss auf die CD-Spektren dar, so
dass diese hinsichtlich des Konformationszustandes des Peptids nicht aussagekréftig sind. Es
lasst sich somit nicht sagen, ob die beobachteten Abweichungen zwischen den CD-Spektren
vor und nach Inkubation infolge von Konformationsinderungen zustande kommen.
Zusammenfassend ldsst sich jedoch sagen, dass ausschlieBlich die Interaktion mit negativ
geladenen Liposomen zu einer Prézipitation fiihrte. Dabei war die beobachtete Abnahme des
CD-Signals jeweils stirker im saurem pH-Bereich beziehungsweise schwicher im neutralen
pH-Bereich (Daten nicht gezeigt). Die Inkubation von Hydramacin-1 mit zwitterionischen

Liposomen ergab hingegen keine signifikanten Abweichungen bei den CD-Spektren.

Die Exposition der flinf intramolekularen Tryptophane zum umgebenden Losungsmittel (Abb.
24C) bietet die Moglichkeit zu untersuchen, ob Hydramacin-1 bei der Interaktion mit
Modellmembranen in diese eintaucht. Tryptophane lassen sich zur Fluoreszenz anregen,
wobei die Wellenldnge, bei der das Maximum der Fluoreszenzemission erscheint, von der
chemischen Umgebung der Tryptophane abhingig ist. Wenn einer oder mehrere der
Tryptophanreste beim Eintauchen von Hydramacin-1 in die Modellmembran beteiligt sind,
kommt es zu einer Verschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums in Richtung kleiner
werdender Wellenldngen, wegen des Wechsels von einer hydrophilen zu einer hydrophoben
chemischen Umgebung. Der Effekt der Prizipitation hat auf die Auswertung des
Fluoreszenzsignals der intramolekularen Tryptophane keine Auswirkung, weil die
moglicherweise  auftretende Streuung des Fluoreszenzlichts lediglich zu einer
Intensitdtsabnahme fiihren konnte, nicht jedoch die Verschiebung der Wellenldnge des
Emissionsmaximums bewirkt.

Die Ergebnisse der Fluoreszenzspektroskopie sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
AusschlieBlich die Inkubation von Hydramacin-1 mit negativ geladenen Liposomen fiihrte zu
einer Verschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximus von unterschiedlich starkem AusmaB.
Die starkste Verschiebung kann fiir die Interaktion des Peptids mit PG-Liposomen beobachtet
werden. Sie betrdgt 9,5 nm im sauren pH-Bereich. Darauf folgen die Verschiebungen, welche
durch Asolectin-, PS- und PI-Liposomen vermittelt wurden. Sie liegen, ebenfalls fiir den
sauren pH-Bereich, in der GroBenordnung von 7,0 nm und 5,0 nm. Die Interaktion von
Hydramacin-1 mit den zwitterionischen PC-, PE und Sphingomyelin-Liposomen fiihrte zu
keiner Verschiebung der Wellenlédnge des Fluoreszenzemissionsmaximums.

Die Ergebnisse der Experimente, welche bei einem neutralen pH-Wert durchgefiihrt wurden,

zeigen ein dhnliches Ergebnis (Tabelle 6). Dabei ldsst sich ebenfalls nur bei der Interaktion
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mit den negativ geladenen PG-, Asolectin-, PS- und PI-Liposomen eine Verschiebung
beobachten. Auch hier zeigt die Interaktion mit PG-Liposomen die stirkste Verschiebung,
gefolgt von den anderen drei Liposomentypen. Insgesamt ist das Ausmal} der Verschiebungen

jedoch um den Faktor 1,6 bis 5 geringer als bei einem sauren pH-Wert.

Tabelle 6: Wechselwirkung von Hydramacin-1 mit Modellmembranen. Gezeigt sind die detektierten
Wellenlidngen des Fluoreszenzemissionsmaximums der Tryptophanreste des Peptids in Abwesenheit (Basiswert)
und in Anwesenheit von Liposomen bei pH 5,7 und pH 7,4. Die Werte in Klammern entsprechen den

Differenzen zu den Werten der Wellenldngen der jeweiligen Basiswerte. Die Einheit aller Werte ist nm.

pH 5,7 pH 7,4
Basiswert 345.5 343.5
Liposomen mit negativer Oberflachenladung
Phosphatidylglycerin (PG) 336,0 (-9,5) 337,5 (-6,0)
Asolectin 338,5 (-7,0) 340,0 (-3,5)
Phosphatidylserin (PS) 340,5 (-5,0) 342,5 (-1,0)
Phosphatidylinositol (PI) 340,5 (-5,0) 342,5 (-1,0)
Liposomen mit zwitterionischer Oberflachenladung
Sphingomyelin 346,0 (+0,5) 344,5 (+1,0)
Phosphatidylcholin (PC) 345,0 (-0,5) 345,0 (+1,5)
Phosphatidylethanolamin (PE) 345,5 (0,0) 343,5 (0,0)

Unabhéngig von der Intensitit der Verschiebung des Fluoreszenzemissionsmaximums konnte,
wie bereits bei der CD-Spektroskopie, bei jedem der Fluoreszenz-Experimente mit den
negativ geladenen Liposomen eine deutliche Triibung des entsprechenden Peptid-Liposomen-
Gemisches beobachtet werden.

Das Phidnomen der Prézipitation sollte mit Hilfe der Fluoreszenzmikrokopie hinsichtlich der
Morphologie der Prizipitate sowie der Zeitabhingigkeit ihrer Formierung untersucht werden.
Dazu erfolgte eine erneute Inkubation von Hydramacin-1 mit Asolectin-Liposomen, welche
den Fluoreszenzfarbstoff Calcein einschlossen. Die hohe Konzentration des Fluorophors
fiihrte dazu, dass dieser in  den  Ausgangsliposomen  infolge eines
Fluoreszenzausloschungseffektes nicht zur Fluoreszenz angeregt werden konnte. Daher
ergaben die Liposomen, welche nicht mit Hydramacin-1 behandelten worden sind, unter dem
Fluoreszenzmikroskop ein schwarzes Bild (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie sind in Abbildung 29 dargestellt. Bereits flinf
Minuten nach Inkubation mit Hydramacin-1 lassen sich fluoreszierende Prézipitate
beobachten (Abb. 29A). Thre Gro3e nimmt innerhalb weiterer 25 Minuten um ein vielfaches

zu (Abb. 29B). Die Prézipitate zeigen einerseits eine scharfe Abgrenzung des
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Fluoreszenzsignals zur Umgebung (Abb. 29C). Andererseits ist die Intensitidt des Signals

innerhalb der Prézipitate deutlich heterogen.

Abbildung 29: Untersuchung der Prizipitation von Liposomen mit Hilfe der

Fluoreszenzmikroskopie. (A) Nach 5 min Inkubation des Liposom-Hydramacin-1-Gemisches;
Balken = 200 pm. (B) Nach 30 min Inkubation des Liposom-Hydramacin-1-Gemisches; Balken
=200 pm. (C) VergroBerung des eingerahmten Bereiches in B; Balken =30 pm.

3.5 Wechselwirkung von Hydramacin-1 mit Bakterien

Im Anschluss an die Untersuchung der Wechselwirkung von Hydramacin-1 mit
Modellmembranen stand die Untersuchung seines Effektes auf komplexer aufgebaute
Bakterienmembranen beziehungsweise -zellwidnde im Mittelpunkt. In Abbildung 30 sind
lichtmikroskopische Aufnahmen von Hydramacin-1 behandelten Bakterien dargestellt.
Sowohl bei den behandelten Gram-negativen (Abb. 30B) als auch Gram-positiven Bakterien
(Abb. 30D) lassen sich bereits nach fiinf Minuten Inkubation mit Hydramacin-1 deutliche
Verdnderungen beziiglich deren Verteilung im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollbakterien (Abb. 30A und 30C) erkennen. In beiden Fillen kam es zu einer
Aggregation der Zellen. Bei Proben, welche zu spiteren Zeitpunkten genommen wurden,

erfolgte die gleiche Beobachtung (Daten nicht gezeigt).
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Als Negativkontrolle wurden Zellen des Gram-positiven Bakteriums Staphylococcus aureus
verwendet. Sie zeigten bei Aktivititsversuchen keinerlei Sensitivitit gegeniiber
Hydramacin-1[29], und auch in der lichtmikroskopischen Betrachtung konnte keine

Aggregation der Zellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 30: Untersuchung der Aggregation von Bakterien. Gram-negative Bakterien (A)

ohne und (B) mit Hydramacin-1 nach fiinfminiitiger Inkubation. Gram-positive Bakterien (C)
ohne und (D) mit Hydramacin-1 nach fliinfminiitiger Inkubation. Balken = 50 pm.

Den  Abschluss der Experimente stellten  Untersuchungen mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie dar. Sie sollten einen detaillierteren Blick auf die Zellaggregate
erlauben, welche bei der Lichtmikroskopie beobachtet wurden.

Abbildung 31 zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen von Bakterien der Gattungen
Escherichia coli und Staphylococcus aureus, vor und nach Inkubation mit Hydramacin-1. Die
Aufnahmen zeigen, dass Gram-negative Escherichia coli Bakterien bei einer Konzentration
von 5 uM Hydramacin-1 untereinander elektronendichte Kontaktstellen ausbilden (Abb.
31B). Unbehandelte Escherichia coli Zellen (Abb. 31A) sowie behandelte Zellen des Gram-
positiven Kontrollbakteriums Staphyllococcus aureus (Abb. 31D) weisen diese Kontaktstellen
nicht auf. Die Behandlung der Bakterien mit einer iiber 100fach hoheren Peptidkonzentration

von 560 uM fiihrte bei den Gram-negativen Bakterien einerseits zu einem Verlust der
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Morphologie sowie zu einer Quellung und partiellen Ablosung der Membran (Abb. 31C).
Andererseits konnte die Ausbildung von fingerartigen Ausstiilpungen der Zellmembranen, mit

denen sich die Zellen gegenseitig zu penetrieren scheinen, beobachtet werden.

Abbildung 31: Untersuchung der Aggregation von Bakterien in der stationiren

Wachstumsphase mit Hilfe der Elektronenmikroskopie. (A) Kontrolle: Mit
Natriumphosphatpuffer behandelte Escherichia coli Bakterien. (B) Escherichia coli Bakterien
mit 5 uM Hydramacin-1 inkubiert. (C) Escherichia coli Bakterien mit 560 uM Hydramacin-1
inkubiert. (D) Staphylococcus aureus mit 5 uM Hydramacin-1 inkubiert.

In Abbildung 32 sind elektronenmikroskopische Aufnahmen von Gram-positiven Bakterien
der Gattung Bacillus megaterium, vor und nach Inkubation mit Hydramacin-1, dargestellt.
Interessanterweise lassen sich die bei Escherichia coli beobachteten Kontaktstellen bei
Bacillus megaterium fiir die Konzentration von 5 uM Peptid nicht beobachten (Abb. 32B).
Die Zell-Zell-Kontakte sind bei Bacillus megaterium erst bei der hohen Konzentration von
560 uM Hydramacin-1 zu erkennen (Abb. 32C). Sie weisen jedoch, anders als die
Kontaktstellen zwischen den Escherichia coli Bakterien, keine erhohte Elektronendichte auf.
Andererseits zeigen die Bacillus megaterium Bakterien bei der hohen Peptidkonzentration
eine deutliche Quellung sowie eine partielle Auflosung der Membran, welche auch bei
Escherichia coli beobachtet wurde. Die Zellform der Bacillus megaterium Bakterien scheint

hingegen unverédndert.
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Abbildung 32: Untersuchung der Aggregation von Bakterien in der stationiren

Wachstumsphase mit Hilfe der Elektronenmikroskopie. (A) Kontrolle: Mit
Natriumphosphatpuffer behandelte Bacillus megaterium Bakterien. (B) Bacillus megaterium
Bakterien mit 5 uM Hydramacin-1 inkubiert. (C) Bacillus megaterium Bakterien mit 560 uM
Hydramacin-1 inkubiert.

Sowohl die Lichtmikroskopie- als auch die Elektronenmikroskopie-Experimente wurden mit
Bakterien aus der stationdren Phase durchgefiihrt. Diese konnen sich in der
Membranbeschaffenheit gegeniiber Bakterien aus der exponentiellen Wachstumsphase
unterscheiden [87], was zu einer verdnderten Empfindlichkeit gegeniiber AMPs [88]
beziehungsweise in diesem Fall gegeniiber Hydramacin-1 fithren konnte. Deshalb wurden mit
Hilfe der Elektronenmikroskopie auch Gram-negative Escherichia coli Bakterien, die sich in
der exponentiellen Wachstumsphase befanden, untersucht. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen, welche die Auswirkungen des Peptids auf die Zellen zeigen, sind in Abbildung
33 veranschaulicht. Bei einer geringen Konzentration von 5 uM bildeten sich Kontaktstellen
mit hoher Elektronendichte zwischen den Zellen (Abb. 33B), vergleichbar zu den
Beobachtungen mit den Bakterien aus der stationdren Phase. Bei hdheren
Peptidkonzentrationen von 100 pM Hydramacin-1 kam es ebenfalls zu signifikanten

Verianderungen der Zellmorphologie (Abb. 33C).
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Abbildung 33: Untersuchung der Aggregation von Bakterien in der exponentiellen
Wachstumsphase mit Hilfe der Elektronenmikroskopie. (A) Kontrolle: Mit
Natriumphosphatpuffer behandelte Escherichia coli Bakterien. (B) Escherichia coli Bakterien
mit 5 uM Hydramacin-1 inkubiert. (C) Escherichia coli Bakterien mit 100 uM Hydramacin-1
inkubiert.
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4 Diskussion

Das Disulfidbriicken-stabilisierte o/f-Motiv des Hydramacin-1 bedingt seine Einordnung in
die Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine. Auf Grund der eindeutigen
Strukturunterschiede, welche Hydramacin-1 zu den Vertretern der dort bereits vorhandenen
fiinf Familien besitzt, kann es als erster Vertreter einer neuen Familie innerhalb der
Superfamilie der Skorpiontoxin-dhnlichen Proteine angesehen werden. Diese wird
nachfolgend als Macin-Familie bezeichnet.

Zu der neuen Familie der Macine gehdren auf Grund der Sekundirstrukturvorhersagen
(Abb. 34) mit hoher Wahrscheinlichkeit auch die beiden AMPs, Theromacin und
Neuromacin, aus dem Blutegel Hirudo medicinalis [81, 82]. Ein Vergleich der
Sekundérstrukturvorhersage [89] mit der tatsichlich gefundenen Sekundirstruktur des
Hydramacin-1 weist fiir dessen C-terminale Molekiilhilfte eine hohe Ubereinstimmung auf,
was die Verlésslichkeit der Vorhersagemethode belegt. Die Vorhersage fiir Neuromacin ist
mit der fiir Hydramacin-1 nahezu identisch, und auch fiir Theromacin wurde eine sehr
dhnliche Sekundirstrukturvorhersage erhalten. Andererseits zeigen die drei Peptide im
N-terminalen Bereich, bei dem die Vorhersage fiir Hydramacin-1 mit der tatsdchlich
vorliegenden Verteilung der Sekundérstrukturelemente nicht iibereinstimmt, eine starke
Homologie hinsichtlich der Primirstruktur. Letztere ist ausschlaggebend fiir die
Konformation eines Proteins [31]. Dies, sowie die =zusitzlichen weitreichenden
Primérstrukturhomologien, insbesondere die Konservierung von acht Cysteinresten (Abb. 34),
welche einen wesentlichen Teil des Disulfidbriicken-stabilisierten o/B-Motivs des
Hydramacin-1 darstellen, legen deshalb nahe, dass auch Neuromacin und Theromacin

dieselbe Struktur wie Hydramacin-1 besitzen und somit der Macin-Familie zuzuordnen sind.
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HM_Vorh QIVDCWETWSRCTKWSQGGTGTLWKSCNDRCKEL » »GRKRGQCEEKP SR eCPL #SKKAWTCICY
BRB Bp o Bp BRBEP

HM_NMR  QIVDCWETWSRCTKWSQGGTGTLWKSCNDRCKEL # « GRKRGQCEEKP SR« CPL o SKKAWTCICY
[VOve DI BEER BRRR

NM DCYEDWSRCTPGTSFLTGILWKDCHSRCKEL » »GHRGGRCVDSP SKHCPGVLKNNKQCHCY
BBB oo BRRE BRBE
™ GCFEDWSRCSPSTASATGVLWRSCDSYCKVCFK » ADRGECYDSP SLNCPHRLPNNKQCRCINARTAKDNRNPTCWA
BRBRB BRB Bp BRBRRE PBE

Abbildung 34: Sekundirstrukturvorhersagen fiir die Macine. Gezeigt sind die Primérstrukturen
sowie die entsprechenden Sekundérstrukturvorhersagen fiir Hydramacin-1 (HM_Vorh), Neuromacin
(NM) und Theromacin (TM). Des Weiteren wird die tatsdchlich gefundene Verteilung der
Sekundérstrukturelemente in der NMR-Struktur von Hydramacin-1 (HM_NMR) gezeigt.
Konservierte Cysteine in den Primérstrukturen sind gelb hinterlegt. & = Aminosiurereste in a-Helix;
B = Aminosdurereste in B-Faltblatt. Die Vorhersagen wurden online mit dem PredictProtein

Server [89] erstellt.

Die auffilligsten Strukturunterschiede zwischen Hydramacin-1 und den Reprisentanten
anderen fiinf Proteinfamilien bestehen sowohl bei den beiden groBen und teilweise sehr
flexiblen Schleifen als auch bei der zusatzlichen Helix am N-Terminus des Hydramacin-1.
Die Helix konnte als Verldngerung der zweiten im Hydramacin-1 vorkommenden Helix,
welche zum konservierten Disulfidbriicken-stabilisierten o/f-Motiv gehort, betrachtet werden.
Es wire moglich, dass die beiden Helices aus einer einzelnen Vorgédngerhelix entstanden sind,
die erst durch eine Insertion der flexiblen Schleife getrennt wurde. Inwieweit sich die
zusitzliche Helix beziehungsweise die groBen Schleifen des Hydramacin-1 auf seine
antimikrobielle Aktivitdt auswirken, kann anhand dieser Arbeit nicht beurteilt werden. Dieser
Aspekt, welcher zum Verstindnis der Struktur-Funktion-Beziehung des Peptids beitragen
konnte, sollte Gegenstand nachfolgender Untersuchungen sein.

Der Vergleich der Strukturen von Hydramacin-1 und Repridsentanten der anderen fiinf
Proteinfamilien zeigt neben den oben beschriebenen Unterschieden auch eine Konservierung
von drei Aminosdureresten — neben den konservierten Cysteinen. Eine derartige
Konservierung belegt 1m Allgemeinen die hohe Relevanz der entsprechenden
Aminoséurereste beziiglich der biologischen Funktion des Molekiils, welche untrennbar an
seine Tertidrstruktur gekoppelt ist. Interessanterweise belegen hunderte von Proteinen mit
unterschiedlichen  Primérstrukturen  eine  scheinbar  natiirlich  selektierte  hohe
Aminosduresequenztoleranz des Disulfidbriicken-stabilisierten o/p-Strukturmotivs, bei dem
ausschlieflich die beteiligten Cysteinreste konserviert sind [90]. So kommt dieses

Strukturmotiv auch bei Proteinen vor, die an den entsprechenden Positionen andere
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Aminosdurereste besitzen [90]. Zudem weisen die Proteine, welche das Disulfidbriicken-
stabilisierte a/B-Strukturmotiv beinhalten, insgesamt stark voneinander abweichende
Funktionen auf: Sie wirken sowohl als Toxine oder als antimikrobielle Substanzen, aber auch
als Liganden fiir Geschmacksrezeptoren [90]. Innerhalb der Superfamilie der Skorpiontoxin-
dhnlichen Proteine variieren die jeweiligen Funktionen sowie ebenfalls die Wirkungsspektren:
Z.B. wirkt NaD1 antifungal und insektizid, MGD-1 wirkt hauptsdchlich gegen Gram-positive
Bakterien @ und  Hydramacin-1 wirkt  hauptsdchlich  gegen  Gram-negative
Bakterien [73, 79, 83]. Es lassen sich jedoch keine gemeinsamen, einander {iberschneidenden
Funktionen erkennen, wie sie hinsichtlich konservierter Aminosaurereste erwartet werden
konnten. Es ist somit unwahrscheinlich, dass die Konservierung der entsprechenden drei
Aminosdurereste mit der Funktion beziehungsweise der Struktur der Proteine in
Zusammenhang steht. Die Kldrung der Bedeutsamkeit der drei konservierten Aminosdurereste
sollte ebenfalls Gegenstand nachfolgender Untersuchungen sein, bei denen Hydramacin-1 in

den entsprechenden Positionen mutiert wird.

Die Analyse des molekularen antimikrobiellen Wirkmechanismus von Hydramacin-1 war
bereits Gegenstand vorangehender Untersuchungen. Diese zeigten eindeutig die Féhigkeit von
Hydramacin-1 Bakterienmembranen zu permeabilisieren [73]. Das Peptid bildet bei den zur
Permeabilisierung notwendigen Konzentrationen jedoch keine Poren [73]. Das schlie3t die
beiden oben skizzierten Wirkmechanismen, ndmlich das toroidal pore model sowie das
barrel-stave model [16], welche die Bildung von Poren beschreiben, aus. Die Ergebnisse der
vorliegenden Dissertation zeigen des Weiteren eine Prizipitation von mit Hydramacin-1
behandelten Liposomen beziehungsweise Bakterien. Dieses Phinomen wird in den beiden
verbleibenden oben skizzierten Mechanismen, aggregate model und carpet model [16], nicht
beschrieben, wodurch auch sie als mogliche Wirkmechanismen ausscheiden. Der
antibakterielle Wirkmechanismus von Hydramacin-1 weicht somit eindeutig von den vier
bisher beschriebenen Wirkmechanismen ab. Jedoch wurde der Effekt der Prizipitation von
Bakterien beziehungsweise von in Suspension vorliegenden Partikeln mit negativer
Oberflichenladung bereits fiir das kationische Polypeptid Flo, aus dem Meerrettichbaum
Moringa oleifera, beschrieben, welches ebenfalls antibakterielle Aktivitit besitzt [91].

Nachfolgende Untersuchungen an Flo, welche die Identifikation der fiir die bakterizide
Aktivitat und der fiir die Prazipitation verantwortlichen Molekiilbereiche des Peptids zum Ziel
hatten, zeigten, dass der fiir die Prizipitation verantwortliche Molekiilteil positiv-geladen

sowie reich an Glutamin sein musste [92]. Dieser Bereich formt zudem eine a-Helix. Aus
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thren Ergebnissen formulierten die Autoren den folgenden Zwei-Stufen-Mechanismus: Die
positiven Ladungen dienen zundchst zur Bindung und Neutralisierung der negativen
Oberflichenladungen der zu sedimentierenden Partikel/Bakterien [92]. Der glutaminreiche
Teil fiihrt hingegen zur einer Peptid-Peptid-Wechselwirkung, die letztlich die Vernetzung und
damit die Sedimentation der peptidgebundenen Partikel/Bakterien bewirkt [92]. Ein
korrespondierender Bereich konnte in der Struktur von Hydramacin-1 nicht identifiziert
werden. Offensichtlich muss Hydramacin-1 die Prézipitation von Bakterien durch einen
anderen Mechanismus bewirken als dem des ebenfalls zur Aggregation von Bakterien fdhigen
Flo-Peptids.

Das Vermogen von Hydramacin-1 in die Membran von Liposomen einzutauchen zeigt, dass
die Interaktion des Peptids mit einer moglichen Zielmembran Rezeptor-unabhédngig verlaufen
kann. Fiir die Wechselwirkung scheint eine negative Oberflichennettoladung zu geniigen. Die
Analyse der elektrostatischen Oberflichenladungsverteilung zeigte zudem eine auffillige
Verteilung von hydrophoben beziehungsweise von positiv geladenen Aminosdureresten an
der Molekiiloberfliche von Hydramacin-1. Anhand dieser Ergebnisse ldsst sich das
nachfolgend beschriebene Modell vorschlagen, welches im weiteren Text als
barnacle(Klette)-Modell bezeichnet wird und schematisch in Abbildung 35 dargestellt ist:
Hydramacin-1 taucht mit seinen hydrophoben Molekiilbereichen jeweils in die &duBleren
Schichten der Membranen zweier Liposomen oder Bakterien ein. Die negativen Ladungen der
Membranphospholipide werden dabei durch das Band aus positiven Ladungen, welches das
Peptid umgibt, neutralisiert. Dies fiihrt zu einer Stabilisierung des Peptid-Zwei-Membran-
Komplexes. Durch die fortschreitende Vernetzung der Membranen einzelner Liposomen
beziehungsweise Bakterien bilden diese stetig wachsende Aggregate. Ob die Wechselwirkung
zuerst durch elektrostatische Attraktion oder zuerst durch hydrophobe Interaktionen entsteht,

lasst sich anhand der durchgefiihrten Untersuchungen nicht kldren.
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Membran

<——— Hydramacin-1

Membran N !

Lipid mit negativer Ladung

Abbildung 35: Schematische Darstellung des barnacle-Modells zur
Erklirung des Aggregationseffekts auf Bakterienzellen und
Liposomen durch Hydramacin-1. Dargestellt sind zwei Membranen mit
negativen Oberfldachenladungen, die durch Hydramacin-1
zusammengehalten werden. Hydrophobe Oberflichenbereiche von
Hydramacin-1 sind gelb dargestellt, wohingegen positiv geladene Bereiche

der Molekiiloberflache blau dargestellt sind.

Infolge der erzwungenen rdumlichen Nidhe der beiden Membranen sind nun auch
Fusionsvorgédnge zwischen ihnen denkbar. Den Vorgang einer Fusion zeigen die Ergebnisse
fiir die Untersuchung der Prizipitation von Calcein-haltigen Asolectin-Liposomen. Die
Fluoreszenz kann nur zustande kommen, wenn die Konzentration des Fluorophors gesenkt
und damit der Selbstausloschungseffekt kompensiert wird. Es gibt zwei Moglichkeiten der
Konzentrationssenkung: Erstens, der Fluoreszenzfarbstoff wird in die Umgebung entlassen
oder zweitens, der Fluoreszenzfarbstoff wird in den Liposomen verdiinnt. Im ersten Fall
kommt es zu einer homogenen flichigen Verteilung des Fluoreszenzsignals, was nicht
beobachtet wurde. Die zweite Moglichkeit der Verdiinnung scheint die erhaltenen Ergebnisse
zu erkldren. Die Verdiinnung entsteht dabei durch einen Prozess vergleichbar mit dem einer
leaky fusion [93]. Dabei fiihrt die Hydramacin-1-vermittelte Fusion der Liposomen zu einer
voriibergehenden Durchldssigkeit ihrer Membranen. Dies ermdglicht den Einstrom des
umgebenden Losungsmittels und damit die Authebung der Fluoreszenzausloschung. Dass es
sich bei den Prézipitaten um mizellare Aggregate handelt, kann ausgeschlossen werden, da
Carboxyfluorescein hydrophil ist und deshalb mit Mizellen nicht in Wechselwirkung tritt. Die
beobachteten fluoreszierenden Aggregate wiirden sich in diesem Fall nicht bilden, weil das

Carboxyfluorescein nicht in die Mizellen integriert werden kann.
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Im Gegensatz zu den untersuchten Liposomen konnte bei den Bakterien eine Fusion anhand
der Elektronenmikroskopieaufnahmen nicht beobachtet werden. Auf den entsprechenden
Bildern (Abb. 31 und 32) weisen die Zellen distinkte Abgrenzungen zueinander auf. Eventuell
war der Untersuchungszeitraum zu kurz um Fusionsvorgidnge beobachten zu konnen, welche
infolge der groferen Komplexitit der Bakterienmembranen beziehungsweise —zellwéinde
kinetisch kontrolliert sein konnten. Unter Umsténden ist eine Zellfusion zur Ausbildung der
bakteriziden Aktivitit nicht erforderlich und die Fusion der Liposomen ein Artefakt ihrer
homogenen Membranbeschaffenheit.

Das barnacle-Modell erklart das Phanomen der Aggregation von Bakterien sowie die Fusion
von Liposomen in Gegenwart von Hydramacin-1. Die dariiber hinausgehenden
morphologischen Verdnderungen bei den behandelten Bakterien lassen sich jedoch nur
partiell erkldren. So macht die Vorstellung der Insertion von Hydramacin-1 in die
Bakterienmembran deren Quellung nachvollziehbar. Die Veranderung der Zellgestallt bei den
Gram-negativen Bakterien (Abb. 31C und 33C) beziechungsweise ihr Ausbleiben bei den
Gram-positiven Bakterien (Abb. 32C) entziehen sich jedoch einer Erkldarung durch dieses
Modell. Sie konnten auf Sekundéreffekte, zum Beispiel durch Stimulation oder Inhibition der
De-/Polymerisation von Cytoskelettfilamenten [94], zuriickzufithren sein. Das barnacle-
Modell selbst kann in keinen direkten molekularen Zusammenhang mit der bakteriziden
Aktivitdit von Hydramacin-1 gebracht werden. Weitere Untersuchungen sind notwendig um

diesen Punkt zu kliren.

Die hohe bakterizide Aktivitdt von Hydramacin-1 [29, 73] stellte einen malBigeblichen Grund
fiir das groBe Interesse an der Aufkldarung seiner Tertidrstruktur dar. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen legen nahe, dass Hydramacin-1 neben seiner aktiven Rolle als Bakterizid
eine passive Rolle als Vermittler bei der epithelialen Abwehr von Hydra besitzt. Letzteres
steht im Zusammenhang mit der durch Hydramacin-1 bedingten Prazipitation von Bakterien.
Diese fiihrt zu einer Einschrinkung ihrer Motilitit sowie zu einer raumlichen Konzentrierung
der Bakterien. Dadurch schafft Hydramacin-1 ein fokussiertes Angriffsfeld fiir weitere
antimikrobielle Wirkstoffe. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen somit die
biologische Implikation von Hydramacin-1 in die endodermale epitheliale Abwehr von

Hydra.
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5 Ausblick

Das antimikrobielle Wirkspektrum von Hydramacin-1 umfasst mehrere fakultativ
humanpathogene Spezies, darunter Citrobacter freundii, Enterobacter cloaceae, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae and K. oxytoca, Salmonella typhimurium and Yersinia
enterolitica [73]. Diese werden bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen von weniger als
1 uM getdtet. Von besonderer Bedeutung ist dabei, dass Hydramacin-1 bakterizide Wirkung
gegeniiber verschiedenen multiresistenten Stimmen zeigt, wenn auch erst bei hoéheren
Konzentrationen. Diese Ergebnisse machen das Peptid attraktiv als Vorlage zur Suche und
Entwicklung einer neuen Klasse von Antibiotika, welche die herkdmmlichen Antibiotika
erginzt. Das in dieser Arbeit etablierte Protokoll zur rekombinanten Expression und
Aufreinigung von Hydramacin-1 stellt diesbeziiglich die Mdoglichkeit einer preiswerten
biotechnologischen Produktion in Aussicht.

In Anbetracht der knappen globalen Trinkwasservorkommen sollte, abweichend von seiner
Einsatzmdglichkeit in der Medizin, hinsichtlich seines Prézipitationseffekts der Einsatz von
Hydramacin-1 als Klirmittel iiberpriift werden. Ahnlich dem kationischen Polypeptid Flo aus
dem Meerrettichbaum Moringa oleifera, konnte es somit zur primiaren Wasseraufbereitung
genutzt werden [91].

Zukiinftige Experimente sollten sich vor allem darauf konzentrieren, das in der vorliegenden
Arbeit beschriebene Modell zur Erklédrung der Aggregation von Bakterien zu verifizieren
sowie dessen Bedeutung fiir die bakterizide Wirkung von Hydramacin-1 zu beleuchten.
Neben der Untersuchung von Hydramacin-1-Mutanten, konnte die Aufkldrung der
Tertidrstrukturen sowie die Untersuchung der molekularen Wirkmechanismen der beiden
AMPs Neuromacin und Theromacin in diesem Zusammenhang einen wesentlichen Beitrag

leisten.
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Abkiirzungen

AMP(s)
ATCC
BmTX1
CD
CsE-v2
CYANA
dest.
FID
HM-1
HSQC
LB
MALDI-TOF
MGD-1
MRW
NaDl1
NM
NMR
NOE(s)
NOESY
PAMPs
PC

PCR
pdb

PE

PG
PhD1

PI

PS

rmsd

RP-HPLC

Antimikrobielle(s) Peptid(e)

American-type culture collection

Buthus martensi toxin 1

Circulardichroismus

Centruroides sculpturatus Ewing variant 2 toxin
Combined-assignment and dynamics algorithm for NMR applications
destilliert

Free-induction decay

Hydramacin-1

Heteronuclear-single quantum coherence
Lysogeny broth

Matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight
Mediterranean Mussel Defensin-1
Mean-residue weight

Nicotiana alata defensin 1

Neuromacin

Nuclear-magnetic resonance
Nuclear-Overhauser effect(s)
Nuclear-Overhauser and exchange spectroscopy
Pathogen-associated molecular patterns
L-a-Phosphatidylcholin

Polymerase-chain reaction

Protein-data base
L-a-Phosphatidylethanolamin
L-a-Phosphatidyl-DL-glycerin

Petunia hybrida defensin 1
L-a-Phosphatidylinositol

L-a-Phosphatidylserin

Root-mean square deviation

Reversed-phase high performance liquid chromatography
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SCOP
SDS
TFA
™
TOCSY
UpM

Structural classification of proteins
Sodium dodecyl sulfate

Trifluoric acid

Theromacin

Total-correlation spectroscopy

Umdrehungen pro Minute
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