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Zusammenfassung

Verschiedene Probleme, darunter der GbermaRige Einsatz von Antibiotika, haben zur Entwicklung von
bedrohlichen multiresistenten Bakterienstammen gefiihrt, die die Entwicklung neuer Antibiotika
erforderlich machen. Ein Viertel der aktuellen klinischen Phase-lll-Antibiotika-Kandidaten zielen auf
die Translation ribosomaler Proteine ab. Fir die Entwicklung neuartiger Antibiotika stellt die Target-
Identifizierung einen besonders kritischen Schritt in der Entdeckung neuartiger Antibiotika dar. Fiir die
Target-ldentifizierung von Antibiotika, die die Translation inhibieren, steht unter anderem die zellfreie
Proteinsynthese zur Verfligung. Weiterhin findet die zellfreie Proteinsynthese breite Anwendung fir
die Synthese von Membranproteinen. Von besonderem Interesse im Kontext der Membranproteine
ist die Identifizierung neuer Substrate. Eine neuartige Hochdurchsatz-Methode, welche wenig
storanfallig ist, stellt die Bio-Layer-Interferometrie (BLI) dar, welche vor allem zur Messung von
Affinitdten genutzt wird. Eine Nutzung der BLI zum Substrat-Screening fiir Membranproteine wiirde
eine neue Anwendung schaffen. In dieser Arbeit werden zwei verschiedene Fragestellungen
angegangen.

Einerseits wird ein effektives zellfreies in vitro Screening-System fir Inhibitoren der bakteriellen
Ribosomenaktivitdt mit direkter Fluoreszenzmessung beschrieben. Unter Verwendung von
ribosomalen S30-Extrakten aus Escherichia coli, Salmonella enterica und Pseudomonas putida wird
eine Validierung dieses Systems durch konzentrationsabhangige Hemmung der Translation durch eine
Reihe verschiedener Klassen von Inhibitoren, die auf die Translation abzielen, demonstriert. Die
zellfreie Ein-Kompartimenten-Translation Reaktion ist mit multi-well-Formaten kompatibel. Die
Fluorophorbildung des griin fluoreszierenden Proteins oder des monomeren NeonGreen erfolgt
innerhalb einer Stunde und bendétigt ein geringes Volumen. Als markierungsfreies Readout ermoglicht
die Dosisreaktion auRerdem die 1Cso-Bestimmung im gleichen Aufbau. Diese Arbeit zeigt, dass die
zellfreie Produktion von fluoreszierenden Proteinen fiir die Entdeckung von Antibiotika, die auf
Ribosomen abzielen, durchfiihrbar ist und sich fiir Hochdurchsatz-Anwendungen eignet.

Zum Zweiten wird in dieser Arbeit fiir die Etablierung der BLI als Substrat-Screening-Methode ein
Testsystem eingefiihrt. Hier wurden die beiden Aquaglyceroporine Plasmodium falciparum (PfAQP1)
sowie die Isoform 2 aus Trypanosoma brucei (TbAQP2) zellfrei synthetisiert und in Liposomen
rekonstituiert. Die Funktionalitdt der Liposomen wurde anhand einer Charakterisung des Schrumpf-
und Schwellverhalten gegeniiber verschiedenen hyperosmotischen Zuckeralkoholen an der stopped
flow-Methode gezeigt. Es wurden die initiale Leitfahigkeit von Glycerol fir PfAQP1 und von
verschiedenen Zuckeralkoholen sowie in Abhdngigkeit verschiedener Glycerol-Konzentrationen fiir
TbAQP2 ermittelt. Weiterhin wurden erste Daten bezlglich der Bindung der Liposomen Uber eine
biotinylierung an Streptavidin-Sensoren der BLI sowie des Verhaltens gegeniiber verschiedenen
isosomtischen Gradienten von Glycerol fiir PFAQP1-Liposomen gezeigt. Dabei wurden erste kritische
Parameter wie die Dichtigkeit der Liposomen-Membran fir die Entwicklung der Methode aufgezeigt.
Zur Erhohung der Membran-Dichtigkeit wurden neben biologischen E. coli-Lipiden chemisch,
synthetisierte Lipide zur Herstellung der Liposomen eingefiihrt. Somit liefert diese Arbeit erste
Erkenntnisse zur Etablierung eines Testsystem, welches fir die BLI verwendet werden kann.

Vil



Abstract

Various problems, including the overuse of antibiotics, have led to the development of threatening
multidrug-resistant bacterial strains that require the development of new antibiotics. A quarter of
current phase lll clinical antibiotic candidates target the translation of ribosomal proteins. For the
development of novel antibiotics, target identification is a particularly critical step in the discovery of
novel antibiotics. For target identification of antibiotics that inhibit translation, cell-free protein
synthesis is one of the methods available. Furthermore, cell-free protein synthesis is widely used for
the synthesis of membrane proteins. Of particular interest in the context of membrane proteins is the
identification of new substrates. Bio-layer interferometry (BLI) is a novel high-throughput method that
is less susceptible to interference and is mainly used to measure affinities. Using BLI for substrate
screening of membrane proteins would create a new application. In this work, two different questions
are addressed.

On the one hand, an effective cell-free in vitro screening system for inhibitors of bacterial ribosome
activity with direct fluorescence measurement is described. Using ribosomal S30 extracts from
Escherichia coli, Salmonella enterica and Pseudomonas putida, a validation of this system is
demonstrated by concentration-dependent inhibition of translation by a number of different classes
of translation-targeting inhibitors. The cell-free one-compartment translation reaction is compatible
with multi-well formats. Fluorophore formation of the green fluorescent protein or monomeric
NeonGreen occurs within one hour and requires a small volume. As a label-free readout, the dose
response also allows ICsp determination in the same setup. This work demonstrates that cell-free
production of fluorescent proteins for antibiotic discovery targeting ribosomes is feasible and suitable
for high-throughput applications.

Secondly, for the establishment of BLI as a substrate screening method, a test system is introduced in
this work. Here, the two aquaglyceroporins Plasmodium falciparum (PfAQP1) and isoform 2 from
Trypanosoma brucei (TbAQP2) were synthesised cell-free and reconstituted in liposomes. The
functionality of the liposomes was demonstrated by characterising the shrinkage and swelling
behaviour towards different hyperosmotic sugar alcohols using the stopped flow method. The initial
conductivity of glycerol for PFAQP1 and of different sugar alcohols as well as in dependence of different
glycerol concentrations for TbAQP2 were determined. Furthermore, first data concerning the binding
of liposomes via biotinylation to streptavidin sensors of BLI as well as the behaviour towards different
isosomal gradients of glycerol for PfAQP1 liposomes were shown. This revealed the first critical
parameters such as liposome membrane tightness for the development of the method. To increase
membrane tightness, chemically synthesised lipids were introduced to produce the liposomes, in
addition to biological E. coli lipids. Thus, this work provides the first insights into the establishment of
a test system that can be used for BLI.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entwicklung von antibakteriellen Wirkstoffen

Die Entwicklung neuartiger Antibiotika stellt eine herausfordernde Arbeit dar (Brown et al. 2016). In
allen anderen therapeutischen Gebieten besteht liblicherweise eine positive Korrelation zwischen dem
Kenntnisgewinn und der Fahigkeit zur Entdeckung neuer Wirkstoffkandidaten. Im Kontext der
Antibiotika erscheint dieser Zusammenhang paradoxerweise umgekehrt. Trotz steigendem
Kenntnisgewinn fihrt die gleichzeitig zunehmende Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber den
Antibiotika zu einem Mangel an therapeutisch wirksamen Antibiotika (Lewis 2020).

1928 entdeckte Alexander Fleming das Antibiotikum Penicillin, indem er eine Agarplatte mit
Staphylokokken beimpfte und tber die Sommerferien inkubieren liel3. Als er am 28. September 1928
wieder zurick kehrte, stellte er fest, dass in der Nachbarschaft der Schimmelpilze der Gattung
Penicillium, welche in die Staphylokokken-Kulturen hineingeraten, die Bakterien in ihrem Wachstum
gehemmt wurden (Fleming 1929). 1944 wurde das Antibiotikum Streptomycin entdeckt, indem Albert
Schatz Boden-Aktinomyzeten hinsichtlich ihrer Fahigkeit das Wachstum von Testpathogenen in einer
Zone auf einer Petrischale zu inhibieren, untersuchte (Schatz et al. 1944). Die goldene Ara der
Entdeckung antibakterieller Hemmstoffe begann und zahlreiche Wirkstoffklassen wurden mit Hilfe der
von Schatz geschaffenen Screening-Plattform in kurzer Zeit entdeckt (Abbildung 1.1).

Nichtsdestotrotz endete diese Ara in den 1960ern abrupt, nachdem aufkommende Resistenzen und
das akkumulierte Wissen Uber Antibiotika sich aufhoben (Lewis 2020). Antibiotische Resistenzen
entstehen, wenn es beispielweise zu Zielmutationen oder posttranslationale Modifikationen kommt.
Ein weiterer Grund kann in der Verdanderung der Zellmembran liegen aufgrund derer das Antibiotikum
nicht mehr aufgenommen werden kann. (Dabour et al. 2016; Nikolic et al. 2023). In der Folge ist die
Wirkung der Antibiotika gegeniiber dem Bakterium abgeschwacht oder sogar ganz neutralisiert.
Resistente Bakterien produzieren resistente Sporen, deren einzige Aufgabe es ist, zu (iberleben. Sobald
das Antibiotikum abgesetzt wird, beginnt das Bakterium erneut zu wachsen, sodass es zu einer
Reinfektion kommt (Alekshun et al. 2007). Aus diesem Grund wurden fortan vor allem bestehende
Wirkstoffklassen wie Aminoglykoside, Makrolide, Tetracycline, B-Laktame und Chloramphenicol
weiter optimiert, um eine bessere Gewebe-Penetration und damit Wirksamkeit gegeniber weiteren
Bakterienarten zu erzielen. Die einfach zu entdeckenden Antibiotika vor allem aus der Gattung der
Actinomyces waren ausreichend erforscht (Lewis 2020). Anfang der 2000er Jahren verscharfte sich die
weltweite Resistenz-Krise weiter. Es fehlten Antibiotika, die gegen multiresistente Keime wirksam sind.
Entwickelt wurden vor allem Antibiotika, welche zuvor technisch zu anspruchsvoll in der Optimierung
waren oder zuriickgestellt wurden (Bergen et al. 2012; Novak 2011; Theuretzbacher et al. 2015). Nur
flinf neue Wirkstoffklassen wurden in diesem Jahrtausend entwickelt, wobei die Lipiarmycine aus dem
Jahr 2011 die zuletzt entwickelte Klasse darstellen (Abbildung 1.1).

Schatzungen gehen davon aus, dass 700.000 Menschen weltweit jedes Jahr an einer Infektion mit
multiresistenten Keimen sterben und diese Zahl bis 2050 bis auf 10 Millionen Menschen steigen
konnte, sofern die antimikrobielle Resistenz nicht adressiert wird (AMR Industry Alliance 2020).



Einleitung

Insbesondere im Kontext der Infektion mit einem multiresistenten Keim waren teure Medikamente,
eine langere Krankheits- und Behandlungsdauer sowie gesteigerte Gesundheitskosten die Folge.
Zudem konnten Organtransplantationen oder auch Chemotherapien fir den Patienten auf Grund
moglicher Infektionen gefédhrlicher werden (World Health Organization 2020). Aus diesem Grund stellt
die Entwicklung neuer Antibiotika eine hohe Prioritat dar.
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Abbildung 1.1: Zeitlicher Uberblick iiber die Entwicklung von antibakteriellen Wirkstoffen und
Resistenzentwicklung. Modifiziert nach Stennet et al. (2022). Gelbe Balken stellen den Zeitraum von
der Entdeckung einer neuen Wirkstoffklasse bis hin zur Markteinfiihrung dar. Blaue Balken
kennzeichnen den Zeitraum, in welchem keine Resistenzen in der Literatur beschrieben sind. Der graue
Hintergrund zwischen 1942 bis 1963 markiert die goldene Ara der Entdeckung neuartiger Antibiotika.
Fett geschrieben sind alle Wirkstoffklassen mit dem Target der ribosomalen Proteinbiosynthese.
Hinweis: Der Zeitpunkt der Resistenzentwicklung gegeniiber Aminoglykosiden, Cephalosporinen,
Tetracylinen, Makroliden und Nicotinamiden ist der Literatur nicht eindeutig zu entnehmen,
weswegen kein Resistenzfenster angegeben ist.

Zur Entdeckung neuartiger Antibiotika stellen die Ribosomen infektioser Bakterien besonders
wertvolle Angriffspunkte fiir antibakterielle Wirkstoffe dar, da sie in die prokaryotische
Proteintranslation eingreifen. Da sich die Struktur der prokaryotischen Ribosomen der Bakterien von
denen des Menschen unterscheiden, zeigen Antibiotika eine geringe Toxizitat. 33 % der entwickelten
Wirkstoffklassen sowie 25 % der derzeitigen Antibiotika in klinischen Studien der Phase lll zielen auf
die ribosomale Proteinbiosynthese ab (World Health Organization 2022).

1.2 Struktur und Aufbau von Ribosomen

Die Biosynthese an ribosomalen Proteinen ist eine Grundlage des Lebens. Die Ubersetzung von Boten-
RNA-Transkripten in naszierende Proteinketten findet im Zytoplasma aller lebenden Zellen statt, von
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den Archaea und Prokaryota bis zu den Eukaryota. Ribosomen haben eine GréRe von ungefahr 20 nm
und bestehen zu etwa einem Drittel aus ribosomalen Proteinen (r-Proteinen) und zu etwa zwei Dritteln
aus ribosomaler RNA, der rRNA (Kurland 1960). Wahrend die r-Proteine hauptsachlich als
stabilisierendes Geriist dienen, ist die Aufgabe der rRNA, die Bildung von Peptidbindungen wahrend
der Translation und Translokation zu katalysieren (Green et al. 1997; Khaitovich et al. 1999; Nissen et
al. 2000). Die messenger-RNA (mRNA), welche Sequenzinformationen zur Synthese von Proteinen
Ubertragt, sowie die flir den Transport von Aminosaduren verantwortlichen transfer-RNA (tRNA) spielen
eine entscheidende Rolle in der Proteinbiosynthese ((Green et al. 1997; Klein et al. 2001; Ogle et al.
2005).

Anhand der Svedberg-Einheit, die als ein MaR fiir die Sedimentationsrate bei der Zentrifugation gilt,
konnte gezeigt werden, dass Prokaryonten aus einer 50S- und einer 30S-Untereinheit ein 70S-Ribosom
bilden, das sich in seiner Struktur grundlegend von dem eukaryotischen 80S-Ribosom unterscheidet,
die aus einer 60S- und 40S-Untereinheit aufgebaut ist (Abbildung 1.2). In Escherichia coli ist die kleine
30S-Untereinheit aus 21 r-Proteinen sowie einer 16S-rRNA mit 1541 Nukleotiden aufgebaut und die
grofSe Untereinheit aus 31 r-Proteinen sowie 2 rRNAs, der 5S-rRNA aus 115 Nukleotiden und der 23S-
rRNA aus 2904 Nukleotiden (Schuwirth et al. 2005a; Schuwirth et al. 2005b).

A B C

Zusammensetzung
E. coli Ribosom

50S 31r-Proteine
5S-rRNA
23S-rRNA

16S-rRNA

Abbildung 1.2: Struktur eines 70S E. coli Ribosoms A. sowie B. um 180° um die eigene Achse gedreht.
C Zusammensetzung eines E. coli Ribosoms. Rot: kleinere 30 S Untereinheit. Blau: gréRere 50 S
Untereinheit. Hell: Proteine, Dunkel: rRNA; PDB 2AVY, 2AW4 (Schuwirth et al. 2005a; Schuwirth et al.
2005b). Erstellt mit Maestro.

Ribosomen enthalten an jeder Untereinheit jeweils drei Bindestellen fir tRNAs: Eine A-Stelle
(aminoacyl), welche eine ankommende aminoacylierte tRNA bindet, eine P-Stelle (peptidyl), an
welcher die tRNA mit einer wachsenden Peptidkette lokalisiert ist sowie eine E-Stelle (exit), welche die
deacetylierte tRNA hélt, bevor diese das Ribosom verldsst (Ramakrishnan 2002). Wahrend der
Proteinbiosynthese durchlaufen die tRNAs nacheinander die A-, P- und E-Stelle, bevor diese das
Ribosom verlassen. Weiterhin liegen auf den Ribosomen mit dem Dekodierungszentrum (DC) sowie
dem Peptidyltransferasezenrum (PTC) die zwei Hauptfunktionszentren des Ribosoms. Das DC liegt auf
der kleinen Untereinheit des Ribosoms und ist fiir die korrekte Paarung des Codons der mRNA mit dem
Anticodon der tRNA mit der passenden Aminosaure verantwortlich. Durch das PTC auf der grof3en
Untereinheit wird die Peptidbindungsbildung katalysiert (Arenz et al. 2016).
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Die 16S-rRNA wird auf Grund der hohen Konservierung zur Bestimmung der Taxonomie von Bakterien
genutzt (Woese et al. 1977). Obwohl das 165-rRNA hoch konserviert ist und die meisten Bakterien-
Stamme 97 % Sequenzdhnlichkeit aufweisen (Konstantinidis et al. 2005), enthalt die 16S-rRNA neun
hypervariable Regionen, welche zur Differenzierung der unterschiedlichen Bakterien genutzt werden
kénnen (Nguyen et al. 2016).

1.3 Die Proteinbiosynthese als Target fiir Antibiotika

Die Translation stellt ein wichtiges Target fir Antibiotika dar. Dabei interagieren die antibakteriellen
Hemmstoffe der ribosomalen Proteinbiosynthese vor allem mit der ribosomalen RNA (Fourmy et al.
1996; Moazed et al. 1987). Interaktionen mit den ribosomalen Proteinen spielen eine untergeordnete
Rolle. Inhibitoren, die auf die Translation abzielen, konnen entweder direkt auf das Ribosom selbst
oder indirekt auf assoziierte enzymatische Proteine wirken, z. B. auf den Elongationsfaktor G, der fir
die Translokation der mRNA und tRNAs durch das Ribosom erforderlich ist (Bodley et al. 1969). Es
wurden spezifische Aminosdure- und Ribonukleotid-Positionen im prokaryotischen Ribosom
identifiziert, die die Selektivitdt von Inhibitoren bestimmen.

Wahrend der Initialphase der Translation bindet ein Ribosomen an die ribosomale Bindungsstelle (RBS)
auf der mRNA, welche komplementar zur 16S-rRNA ist. AnschlieRend wandert das Ribosom unter
Einfluss von Initiationsfaktoren so lange an der mRNA entlang, bis es auf das Startcodon stot, welches
vor allem das Basentriplett AUG darstellt. Die Initiator-tRNA (N-Formylmethionyl-tRNA) bindet an das
komplementare Anticodon der mRNA, sodass der 30S-Initationskomplex entsteht (Abbildung 1.3). Aus
der Assoziation der 50S-Untereinheit resultiert der 70S-Initationskomplex. Dabei ist zu Beginn die
Initiator-tRNA an das Startcodon AUG der Peptidyl-Stelle (P-Stelle) der mRNA gebunden, wahrend die
Aminoacyl-Stelle (A-Stelle) unbesetzt ist (Arenz et al. 2016; Nakamoto 2011).

Ein Beispiel flr eine Wirkstoffklasse, die am Initiationskomplex angreifen sind die Oxazolidone mit dem
synthetischen Vertreter Linezolid. Oxazolidinone binden an die 23S-rRNA der 50S-Untereinheit und
blockieren damit die Bildung des 70S-Initationskomplexes (Lambert 2012). Oxazolidinone wirken
bakteriostatisch gegeniber Enterokokken und Staphylokokken sowie bakterizid gegeniber
Streptokokken. Von besonderer Bedeutung ist die Wirksamkeit gegeniiber Metbhicillin- und
Glykopeptid-resistenten Staimmen (MRSA, VRE) (Pontefract et al. 2020; Wunderink et al. 2012).

Wahrend der Elongation bindet eine weitere aminoacylierte tRNA an der A-Stelle auf der mRNA (Arenz
et al. 2016). Aminoglykoside, wie Kanamycin oder Neomycin, und Tetracycline inhibieren dabei die
Interaktion des Codons mit dem Anticodon, indem diese an der 30S-Untereinheit die Akzeptorstelle
der Aminoacyl-tRNA blockieren (Doi et al. 2007). Weiterhin binden Aminoglykoside irreversibel an die
Aminoglykosid-Stelle der 16S-rRNA der 30S-Untereinheit, welche eine intramolekulare Schleife der
rRNA bildet. Es kommt zu Lesefehlern, sodass falsche Aminosaduren eingebaut werden und nonsense
Proteine gebildet werden. Diese nicht funktionalen Proteine lagern sich in der Membran ein und
verdndern die Permeabilitdt der Zelle, sodass es zum Zelltod kommt (Mingeot-Leclercq et al. 1999).
Wahrend Aminoglykoside ein breites Wirkungsspektrum gegen vor allem gramnegativen Bakterien wie
Enterobakterien und Vertreter der Kanamycin-Gentamicin Gruppe gegen Pseudomonaden wirksam
sind (Umezawa et al. 1971), sind Enterobacter-Arten und Pseudomonaden gegeniiber Tetracyclin
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weitestgehend resistent. Klinisch relevant ist die Wirkung von Tetracyclin vor allem gegen
intrazelluldre Keime wie Legionellen und Mykoplasmen (Duggar 1948).

@ Translation

505
Oe Qe
305

Angriffspunkte antibakterieller Inhibitoren

Blockade des Blockade der

P Interaktion von Inhibition der Inhibition der
éntlat:ons— Codon und Alenimdt Transacylierung Translokation
BIILERES Anticodon

Makrolide,
Lincosamide

Aminoglykoside,

Sy Aminoglyoside Chloramphenicol

Oxazolidinone

Abbildung 1.3: Angriffspunkte von Antibiotika mit dem Target der Proteinbiosynthese. A. zeigt den
normalen Ablauf der Translation. B. stellt die verschiedenen Angriffspunkte der ribosomalen
Proteinbiosynthese dar.

Im néachsten Schritt der Elongation katalysiert die Peptidyltransferase im PTC die Peptidbindung
zwischen der o-Aminogruppe des N-Terminus der Aminoacyl-tRNA an der A-Stelle mit der
Carboxylgruppe am C-Terminus der Peptidyl-tRNA an der P-Stelle. Die P-Stelle ist deacetyliert und die
A-Stelle um eine Aminosaure verlangert. Uber den Translokationskanal der groRen Untereinheit tritt
die wachsende Peptidkette aus (Kapp et al. 2004; Lin et al. 2015).

Makrolide, wie Erythromycin, binden an die 23S-rRNA der 50S-Untereinheit und blockieren damit den
Peptidkanal, aus dem die wachsende Peptidkette austritt. Eingesetzt werden Makrolide gegen
grampositive Bakterien wie beispielweise Mycoplasmen (Kannan et al. 2011). Lincosamide, wie
Chloramphenicol, binden an 23S-rRNA der 50S-Untereinheit der Peptidyltransferase, sodass die
Verlangerung der Peptidkette auf Grund sterischer Anspriiche inhibiert wird (Tenson et al. 2003).
Wirksam sind Lincosamide ausschlieRlich gegenliber grampositiven Bakterien, da sie die Porine der
gramnegative Bakterien nicht Glberwinden kénnen (Brisson-Noél et al. 1988).

AnschlieBend kommt es wahrend der Proteinbiosynthese zur Translokation, sodass die Peptidyl-tRNA
um ein Basentriplett von der A-Stelle zur P-Stelle wandert und die deacylierte tRNA von der A-Stelle
dissoziiert. Diese Schritte werden so lange wiederholt bis die mRNA auf eins der drei Stoppcodons
UAG, UGA, UAA gelangt, da fir diese keine passenden tRNA-Molekiile vorhanden sind. Stattdessen
gelangen Terminations- oder Freisetzungs-Faktoren an die A-Stelle und verandern die
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Substratspezifitat der Peptidyltransferase, sodass Wasser die Bindung zwischen der Peptidkette und
der tRNA spaltet und das synthetisierte Protein freisetzt (Kapp et al. 2004).

1.4 Resistenzen im Kontext der Proteinbiosynthese und deren Entstehung

In den letzten Jahrzehnten hat der Gibermafige Einsatz von Antibiotika im Gesundheitswesen und der
Landwirtschaft sowie die unsachgemalle Entsorgung der Antibiotika zur Entstehung von
Multiresistenzen von Bakterien gefiihrt, die die Entwicklung neuer Antibiotika erforderlich machen
(Conlon et al. 2016; Harms et al. 2016; Miethke et al. 2021). In Bezug auf die Translation ribosomaler
Proteine entsteht die Resistenz durch Mutationen von Bestandteilen der Ribosomen oder
Translationsfaktoren sowie durch die Aktivitdt von ribosomalen Schutzproteinen. Weiterhin kann das
fehlerhafte Ablesen zur Resistenzentwicklung fihren (Hurtado-Rios et al. 2022).

Modifikationen der Ribosomen wie z.B. die Methylierung durch Methyltransferasen an der grof3en
Untereinheit der 23S-rRNA oder der kleinen Untereinheit an der 16S-rRNA fiihren dazu, dass
antibakterielle Wirkstoffe nicht mehr binden kénnen und somit unwirksam sind. Modifikationen der
Ribosomen sind zwar effektiv gegeniliber Antibiotika, resultieren gleichzeitig in einer zu geringen
Effizienz in der Proteinbiosynthese und damit zu einem verminderten Uberleben des Bakteriums.
Deswegen werden Modifikationen an Ribosomen durch Antibiotika nur bei einer geringeren
Uberlebensfihigkeit der Bakterien induziert (Gupta et al. 2013).

Ein Beispiel fiir die Induktion von Methyltransferasen stellt der Einsatz des Antibiotikums Erythromycin
dar. Erythromycin inhibiert die Translation sodass es zu einer Pausierung des Leitpeptids kommt. Durch
die Pausierung des Leitpeptids formt sich das Transkript in einer Weise, dass die Shine-Dalgarno-
Sequenz fiir ermC frei zuganglich wird, sodass ermC exprimiert werden kann (Weisblum 1995). ErmC
methyliert anschlieBend den Peptid-Exit-Tunnel und verhindert eine weitere Bindung von
Erythromycin. Das Bakterium S. aureus exprimiert ermC konstitutiv (Gupta et al. 2013). Auch
Methylierungen der rRNA kdnnen zu Resistenzen fiihren. Mycobacterium tuberculosis enthdlt nur eine
Kopie jedes rRNA-Gens. Es wurde gezeigt, dass eine Punktmutation A1408G in der 16S-rRNA dazu
flhrt, dass Aminoglykoside schlechter binden. Auf Grund der reduzierten Effizienz der ribosomalen
Proteinbiosynthese reguliert M. tuberculosis die Methyltransferase tlyA hoch, welche das neben der
A1408G liegende (C1409 in der 16S-rRNA methyliert, was gleichzeitig die Resistenzentwicklung
mindert. Somit stellt M. tuberculosis einen Mittelweg zwischen optimaler Fitness und effektiver
Resistenz dar (Freihofer et al. 2016).

Weiterhin kann es auf Grund von Mutationen an den ribosomalen Proteinen zu einer verringerten
Aktivitat der Translation kommen. Beispielweise wurde in M. tuberculosis und in vivo beobachtet, dass
Mutationen im S12-Protein der kleinen Untereinheit zur Resistenzentwicklung von Antibiotika fihren,
da es zu Ablesefehlern kommt (Gregory et al. 2001). Das S12-Protein ist fiir die korrekte Paarung des
Codons mit dem Anticodon wahrend der Translation verantwortlich. Mutationen flihren zu einer
verringerten ribosomalen Genauigkeit und wirken einer Antibiotika-Aktivitat entgegen (Sharma et al.
2007). Mutationen am Translationsfaktor bzw. dem Elongationsfaktor G (EF-G) flhren dazu, dass
Antibiotika wie Fusidinsaure nicht mehr binden kénnen. Derartige Mutationen wurden in klinischen
Isolaten wie S. aureus identifiziert (Besier et al. 2003).
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Viele Bakterien exprimieren ribosomale Schutzproteine, welche die Aktivitdt von Antibiotika durch
reversibles Binden an die 50S- oder 30S-Untereinheit des Ribosoms oder Verdrangung der Antibiotika
am Ribosom verhindern. Dabei wird die ribosomale Effizienz nicht beeinflusst (Wilson 2016). Die
Bindung von TetM oder TetO fiihrt zu einer Konformationsanderung der Ribosomen, sodass wichtige
Wechselwirkungen zwischen Tetracyclin und dem Ribosom nicht mehr vorliegen und Tetracyclin
verdrangt wird (Brodersen et al. 2000). Da Tetracyclin nicht mehr binden kann, kommt es zu einer
Wirkungsverstarkung der Resistenz (Li et al. 2013).

Auch das fehlerhafte Ablesen am Ribosom kann zur Resistenz gegeniiber antibakteriellen Wirkstoffen
fliihren. Wahrend der Translation muss jedes Codon sich mit der korrespondierenden aminoacylierten-
tRNA paaren. Dabei kommt es bei jedem 10000. Codon zu einem Ablesefehler (Kramer et al. 2007).
Beispielweise kann es zur fehlerhaften Ablesung wahrend der Aminoacylierung der tRNAs kommen.
Mutationen in der Aminoacyl-tRNA-Synthetase (aaRS) fiihren zu falsch acetylierten tRNAs, welche auf
Grund der nicht verfligbaren Aminosduren deacetyliert verbleiben. Die Akkumulierung der
deacetylierten tRNAs aktiviert in der Zelle Efflux-Pumpen, welche Antibiotika ausschleusen. Klinische
Isolate von E. coli mit Mutationen der aaRS wurden bereits identifiziert (Clark et al. 2012).

Auf Grund des breiten Einsatzes der Antibiotika mit dem Target der ribosomalen Proteinbiosynthese
ist mittlerweile fiir nahezu jedes Antibiotikum ein Mechanismus zur Resistenzentwicklung bekannt
(Stennett et al. 2022; Ventola 2015). Weiterhin unterscheiden sich trotz starker Sequenzkonservierung
der Bakterien die Antibiotikabindung und die Resistenzbildung zwischen verschiedenen
Bakterienklassen deutlich (Lin et al. 2018; Polacek et al. 2005), was die Entwicklung rationaler
Arzneimittel erschwert und neue Screening-Anséatze erforderlich macht (Payne et al. 2007; Tommasi
et al. 2015).

1.5 Assays mit dem Target der ribosomalen Proteinbiosynthese

Die Entwicklung von neuartigen antibakteriellen Wirkstoffen besteht neben der Testung der
antibakteriellen Aktivitdit vor allem aus dem deutlich herausfordernden Schritt der Target-
Identifizierung (Osterman et al. 2016). Zur Testung der antibakteriellen Aktivitdt werden als primares
Screening vor allem Agar-Diffusions-Methoden, welche von Fleming entwickelt wurden (Fleming
1929), oder Dinnschichtchromatographie-Bioautographie genutzt. Bei letzterer werden
antibakterielle Pflanzenextrakte chromatographisch getrennt und anschlieBend mikrobiellen
Suspensionen ausgesetzt (Kagan et al. 2014).

Zur ldentifizierung von Inhibitoren der ribosomalen Proteinbiosynthese stehen zahlreiche Methoden
zur Verfligung (Lowell et al. 2015; Ramadoss et al. 2013; Raneri et al. 2015; Riitten et al. 2022).
Ublicherweise werden zundchst Hochdurchsatzmethoden auf Basis von Biosensoren zur
Identifizierung des Targets fir Inhibitoren der Translation genutzt. AnschlieRend erfolgt die
Bestatigung der Hits durch in vitro-Translations-Assays und letztendlich einer Untersuchung des
Wirkmechanismus (Osterman et al. 2016). Fir letzteres hat sich unter anderem die SPARK-sensitive
Methode bewahrt. Dabei wird ein Reaktionspartner der Peptidyltransferase-Reaktion (ber
radioaktives Wasser markiert und der andere Reaktionspartner biotinilyliert, sodass die Effizienz der
Peptidbindungsbildung messbar ist (Polacek et al. 2002). Weiterhin kann das toe-printing zum
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Nachweis des Reaktionsmechanismus genutzt werden. Hierbei wird der mRNA-Ribosomenkomplex
mit einem stromaufwarts gebundenen Oligonukleotid blockiert, sodass es zu einem spezifischen Stopp
der Translation kommt, der Aufschluss auf das Antibiotikum ermdglicht (Orelle et al. 2013). So wird
Uberprift, ob das Antibiotikum wahrend der Initiation, der Elongation oder der Termination Einfluss
auf die Translation ausuibt.

Assays auf Basis von Biosensoren basieren unter anderem auf Stressreaktion-Assays (Bianchi et al.
1999), spezifischen Antibiotika-Detektion-Assay oder auch Transkriptionssensoren auf der Grundlage
von Promotor-Bibliotheken (Goh et al. 2002). Stressreaktion-Assays zielen darauf ab, dass die
Anwendung eines Antibiotikums auf die Zelle Stress induziert (Bianchi et al. 1999). Das Antibiotikum
Chloramphenicol induziert cold schock proteins wie z.B. CspA, wahrend die Antibiotika Streptomycin
und Neomycin zur Induktion von heat schock proteins wie z.B. IbpA fihren. Durch ein luc-Reportergen,
welches stromaufwarts von IbpA und CspA liegt, kann die verdanderte Chemilumineszenz-Reaktion
anhand der Synthese einer Luciferase nachgewiesen werden (Goldstein et al. 1990; VanBogelen et al.
1990). Weiterhin steht fiir Tetracyclin ein spezifischer Assay zur Verfligung. Hier wird ein Tetracyclin-
sensitiver-Promotor und ein Tetracyclin-Repressorgen stromaufwarts von einem Reportergen
eingesetzt. Bei Abwesenheit von Tetracyclinen bindet der Repressor an den Promotor und inhibiert die
Expression. Bei Anwesenheit von Tetracyclinen dissoziiert der Komplex und aktiviert die Expression.
Diese Methode ist sehr sensitiv fiir die Detektion von Tetracyclinen (Kurittu et al. 2000). Screenings auf
dem Prinzip der Transkriptionssensoren beruhen auf dem Prinzip, dass Antibiotika wie Erythromycin
und Rifampicin in niedrigen Konzentrationen die bakteriellen Transkriptionsmuster verandern. Durch
Hemmung oder Stimulierung von einem Reportergen werden Hits identifiziert (Goh et al. 2002).

Als in vitro-Methoden stehen unter anderem die zellfreie Proteinsynthese (Svetlov et al. 2006) sowie
die Bindung von Antibiotika, welche mit Fluoreszenz-markierten Ribosomen interagieren, zur
Verfliigung. Mikroskopische Analysen der markierten Ribosomen ermdoglichen nach einer
Dichtegradientenzentrifugation Rickschliissen auf potenzielle Hits (Llano-Sotelo et al. 2009).
Weiterhin besteht die Moglichkeit in vivo Methoden in die Entwicklung von Inhibitoren mit dem Target
der Proteinbiosynthese mit einzubeziehen. Diese beruhen unter anderem auf der
Fluoreszenzmikroskopie, der Proteom-Analytik sowie resistenz-basierten-Assays zur Erfassung der
Wirkmechanismen (Ritten et al. 2022).

1.6 Zellfreie Proteinsynthese

Fir die Identifizierung von Inhibitoren der Proteinbiosynthese kann die zellfreie Proteinsynthese
eingesetzt werden. Die zellfreie Proteinsynthese stellt ein gekoppeltes in vitro-Transkriptions-
/Translationssystem fur die Herstellung von Proteinen auf Basis einer T7-RNA-Polymerase und
bakterieller S30-Extrakte, die Ribosomen einschlieBlich ihrer assoziierten Proteine enthalten, dar
(Schwarz et al. 2007a).

Bei der zellfreien Proteinsynthese wird template-DNA eingesetzt, welche eine unter der Kontrolle eines
T7-Promotors stehende proteincodierende Sequenz enthalt, lber die T7-RNA-Polymerase in mRNA
transkribiert wird (Abbildung 1.4). AnschlieRend erfolgt die Translation der mRNA in eine
Proteinsequenz an extrahierten Ribosomen. Hierzu werden proteinogenen Aminosauren und tRNA aus
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E. coli sowie Folinsaure, die zur Bildung des initialen Formyl-Methionins notwendig ist, zugegeben. Da
es wahrend der mRNA-Synthese zum Verbrauch von Nukleosidtriphosphaten (NTPs) kommt, wird ein
Energieregenerierungssystem benétigt. Dies kann durch den Zusatz von ATP und GTP sowie als
sekundare Energiequelle Acetyl-Phosphat (AcP) sowie Phosphoenolpyruvat (PeP) in Kombination mit
der zugehorigen Acetat-Kinase und Pyruvat-Kinase erzielt werden. Dabei ist die Acetat-Kinase ein
Bestandteil des gewonnenen S30-Extrakts. Als Oxidationsschutz diente DTT. Um die Viskositat des
Cytoplasmas zu imitieren, wird Polyethylenglykol verwendet (Schwarz et al. 2007a).
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T7-RNA-
Polymerase

< NTP

NTP-Regenerierungssystem:
Acetylphosphat + Acetat-Kinase
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Abbildung 1.4: Gekoppeltes Transkriptions-/Translationssystem der zellfreien Proteinsynthese.
Angelehnt an Schwarz et al. (2007b).
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Im Kontext der Identifizierung von Inhibitoren der Translation kann mittels der zellfreien
Proteinsynthese eine Luciferase hergestellt werden. Im nachsten Schritt wird nach Zugabe von
Luciferin die Chemielumineszenz-Reaktion detektiert. Bei Anwesenheit von Inhibitoren der
Proteinbiosynthese wird die Synthese der Luciferase inhibiert, sodass es zu einer Abnahme des
Chemilumineszenz-Signals kommt (Fyfe et al. 2012; Wang et al. 2018). Der Screening-Ansatz der
zellfreien Proteinsynthese bietet attraktive Eigenschaften: a) Das System ist offen flir Manipulationen,
z. B. fur die Verwendung von Ribosomen aus verschiedenen Bakterienarten, einschlielRlich E. coli
(Caschera et al. 2014) oder P. putida (Wang et al. 2018) und fir die Optimierung der
Zusammensetzung und der Konzentrationen der Reaktionskomponenten. b) Die von den Screening-
Substanzen ausgel6sten hemmenden Wirkungen kénnen spezifisch auf die Interferenz mit der Protein-
Translationsmaschinerie zurlickgefiihrt werden, was eine robuste Identifizierung der Zielmolekile
ermoglicht. c) Die Herstellung l6slicher Proteine ist technisch unkritisch und ermdoglicht ein direktes
funktionelles Auslesen schneller als bei zellbasierten Systemen.

Neben dem Einsatz der zellfreien Proteinsynthese zur Identifizierung von Inhibitoren der
Proteinbiosynthese, stellt die zellfreie Proteinsynthese eine etablierte und weithin akzeptierte
Methode fir die Proteomik-Analytik (Yokoyama 2003) sowie fiir die Herstellung |6slicher Proteine und
Membranproteinen dar (Schwarz et al. 2007a).

1.7 Losliche Fluoreszenzproteine wie GFP und mNeongreen

Mit Hilfe der zellfreien Proteinsynthese kdnnen l6sliche Fluoreszenz-Proteine wie beispielweise das
grin fluoreszierende Protein (GFP) hergestellt werden. GFP ist ein endogenes Protein aus der
biolumineszenten Qualle Aequora victoria (Shiomura et al. 1962) und findet eine weit verbreitete
Anwendung, da die heterologe Expression des Gens in anderen Organismen zu einer griinen
Fluoreszenz fihrt (Inouye et al. 1994). GFP wird als Fluoreszenz-Marker in der Gen-Expression, zur
Protein-Lokalisierung sowie fiir nicht-invasiven Biosensoren eingesetzt (Zimmer 2002). Da zuvor
angeregtes GFP als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer- (FRET)-Akzeptor Energie auf einen
zweiten in raumlicher Nahe befindenden Farbstoff Gibertragen kann, wird GFP weiterhin flir Protein-
Protein-Interaktionen eingesetzt (Kikuchi 2010). Im Kontext der zellfreien Proteinsynthese findet GFP
fiir die Untersuchung von Fusionsprotein mit C-terminalen GFP-tag zur Faltungskontrolle Anwendung
(Mdller-Lucks et al. 2012).

Die Kristallstruktur von GFP zeigt eine B-Faltblattstruktur, welche von elf B-Strangen durchzogen
werden (Abbildung 1.5 A-C). Die Struktur ermdoglicht die Ausbildung und Stabilisierung des Fluorophors
durch zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen der umgebenden Aminosduren aus der B-
Faltblattstruktur und schitzt es vor dem umgebenem Bulk-Wasser (Bokman et al. 1981; Stavrov et al.
2006). Weiterhin scheinen die Wasserstoffbriickenbindungen das Fluorophor vor Sauerstoff zu
schitzen, sodass das Quench-Vorgange reduziert werden und eine erh6he Quantenausbeute resultiert
(Ormo et al. 1996). Die Proteinfaltung ist mageblich fir die Fluoreszenz, weswegen denaturiertes GFP
nicht fluoresziert (Heim et al. 1994; Zimmer 2002). Weiterhin flhrt die Tertidrstruktur zu verminderten
intramolekularen Bewegungen des Fluorophors, sodass eine strahlungslose Inaktivierung minimiert
wird (Cody et al. 1993; Remington 2011). Zur Ausbildung der griinen Fluoreszenz muss das Fluorophor-
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Rickgrat, welches aus dem Tripeptid Seres-Tyres-Glys; besteht, gefaltet, zyklisiert, oxidiert und
dehydriert werden (Rosenow et al. 2004).

Abbildung 1.5: Kristallstruktur von eGFP als Monomer (PDB 1EMA) A. Ansicht von vorne und B. oben.
C. Zyklisiertes Fluorophor der Tripeptidsequenz Serss-Tyres-Glysz. Die Abbildung wurde mit PyMOL
erstellt. Alle Wassermolekiile wurden aus der Abbildung entfernt.

Nach der Entdeckung des Wildtyp-GFPs wurden dessen pH-Empfindlichkeit, Chlorid-lonen-
Empfindlichkeit und schlechte Photostabilitdit durch GFP-Varianten, welche nach einer
ortsspezifischen Mutagenese erhalten wurden, verbessert. Weiterhin wurde die Quantenausbeute,
der molare Absorptionskoeffiezient und daraus resultierend die Helligkeit optimiert (Soleja et al.
2018). Zudem wurde das Farbspektrum unter anderem durch blaue, cyan-farbende und gelbe GFP-
Varianten erweitert (Heim et al. 1996; Rodriguez et al. 2017).

Im Genom des Lanzettenfisch Branchiostoma lanceolatum konnten 21 Gene identifiziert werden,
deren resultierende Proteine eine groRe Ahnlichkeit mit GFP aufweisen. Dazu gehdort beispielsweise
lanYFP. Ein Monomerisierungsschritt von lanYFP wurde durch Mutationen anhand eines Vergleiches
mit TurboGFP, welches ein |6sungs-optimiertes GFP darstellt, realisiert und fiihrte zu einem hell
leuchtenden gelben oder griinen fluoreszierenden Protein mNeonGreen (Evdokimov et al. 2006;
Shaner et al. 2013). Das Fluoreszenzprotein mNeonGreen weist eine nahezu ideale Quantenausbeute
(Q>0,95) und einen hohen molaren Absorptionskoeffizienten (g =150.000 | mol® cm™) auf, sodass es
als das vermutlich am hellsten leuchtende griin-gelbe monomere Fluoreszenzprotein gilt. Eingesetzt
wird mNeonGreen als Fusions-tag zur Bildgebung sowie als FRET-Akzeptor fir cyan-fluoreszierende
Proteine (Shaner et al. 2013). Das Fluorophor von mNeeongreen wird in analoger Weise wie das von
GFP in einer Kavitat der B- Faltblattstruktur sowie durch zwei kurze a-Helices stabilisiert (Abbildung
1.6 A-C).
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Abbildung 1.6: Kristallstruktur von mNeonGreen (PDB 5LTR) A. Ansicht von vorne und B. oben.
C. Fluorophor. Die Abbildung wurde mit PyMOL erstellt.

1.8 Membranproteine: Aquaglyceroporine

Die zellfreie Proteinsynthese wird ebenfalls zur Produktion von Membranproteinen genutzt. Auf Grund
des hydrophoben Charakters miissen die Membranproteine liber Detergenzien stabilisiert werden, um
die Entstehung von Prazipitaten zu verhindern. Zwar kénnen die Prazipitate resolubilisiert werden,
jedoch resultiert die Resolubilisierung in einer verminderten Ausbeute. Weiterhin kann die
zwischenzeitliche Denaturierung der Proteine deren Funktionalitdt negativ beeinflussen (Kai et al.
2010; Schwarz et al. 2007b).

Zu den Membranproteinen gehoéren unter anderem die Aquaporine (AQP), welche Mitglieder der
major intrinsic protein Familie (MIP) sind (Agre et al. 1998). Die ubiquitaren Kanalproteine sorgen fir
die Permeation von Wasser und gelosten Stoffen liber die Zellmembran hinweg. AQPs formen
Tetramere, wobei jedes Protomer einen schmalen Kanal von 25 A in der Linge bildet (Abbildung 1.7).
Im Kanal treffen sich die positiven Enden von zwei kurzen Helices aufeinander. Diese tragen das NPA-
Motiv (Asn-Ala-Pro), welches auf Grund des positiven elektrostatischen Feldes Kationen abweist.
Wahrend das Asn fast invariant ist, erscheint die Position vom Pro und Ala variabel zu sein (Beitz et al.
2006; Eriksson et al. 2013; Wu et al. 2015). Weiterhin verengt die NPA-Region den Kanal auf 3-4 A im
Durchmesser (Murata et al. 2000). Eine weitere Verengung - der Aromaten/Arginin-Selektivitatsfilter
(ar/R) - befindet sich an der extrazelluldren Kanalmiindung und fuhrt ebenfalls zum Ausschluss von
Kationen (ber einen positiv-geladenen Arginin-Rest (Beitz et al. 2006; Eriksson et al. 2013; Fu et al.
2000). Dessen Aminosaurezusammensetzung entscheidet Gber den Durchmesser des ar/R-Filters und
fihrt zur Differenzierung zwischen einerseits den wasserselektiven, orthodoxen Aquaporinen
(= 2,8 A) und andererseits den Aquaglyceroporinen (>3,4 A) (Schmidt et al. 2021). Aquaglycerporine
leiten kleine, ungeladene Molekile (Wu et al. 2007), wie Glycerol (Heller et al. 1980), Harnstoff (Stroud
et al. 2003), Ammoniak (Jahn et al. 2004), Carbonyl-Komponenten (Pavlovic-Djuranovic et al. 2006),
Arsen (Wu et al. 2010) und Wasser, wobei die Wasserleitfahigkeit der Aquaglyceroporine geringer als
die der orthodoxen Aquaporine ist (Newby et al. 2008). Zu den Aquaglyceroporinen gehdren unter
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anderem das Aquaporin aus Plasmodium falciparum (PfAQP1) sowie die Isoform 2 aus Trypanosoma
brucei (TbAQP2).

Abbildung 1.7: Kristallstruktur von PfAQP1. Die Abbildung wurde aus der RCSB Protein Data Bank
(3€02) entnommen (Newby et al. 2008).

PfAQP1 gehort zu den vermutlich am besten charakterisierten Solut-leitenden Aquaporinen (Song et
al. 2012). Die beiden NPA-Motive sind zu einem NLA (Asn-Leu-Ala) im N-terminalen Teil sowie NPS
(Asn-Pro-Ser) im C-terminalen Teil mutiert, wobei sich die Funktion nicht beeintrachtigt (Newby et al.
2008). Weiterhin zeigt PFAQP1 eine ungewdhnlich hohe Leitfahigkeit von Glycerol und Wasser und ist
dabei so effizient wie Glycerol- oder Wasser-Kanale. Weiterhin ist es fir die Permeation von
Zuckeralkoholen bis zu einer Kettenlange von fiinf Kohlenstoffatomen verantwortlich, wobei die
Leitfahigkeit mit steigendem sterischen Anspruch abnimmt (Hansen et al. 2002). Sorbitol dringt zwar
in die Pore ein, blockiert diese aber, sodass es zu einer Hemmung jeglicher Solute kommt (Song et al.
2012).

PfAQP1 spielt eine entscheidende Rolle in der Vermehrung und im Uberleben des Parasiten. Einerseits
schiitz es den Parasiten vor harschen osmotischen Bedingungen in der Niere des Wirts. Andererseits
ist PFAQP1 an der Synthese von Lipiden beteiligt, indem es notwendige Substrate wie Glycerol zur
Verfligung stellt (Newby et al. 2008). Die Lipide werden im intraerythrozytaren Stadium auf Grund der
schnellen Vermehrung des Parasiten bendétigt (Vial HJ, Ancelin M L 1992). Weiterhin sorgt PfAQP1 fiir
den Efflux von Ammoniak, welcher wahrend der Vermehrung im Erythrozyten durch Abbau von
Aminosduren entsteht, sodass eine Akkumulierung von Ammoniak im Parasiten und daraus
resultierend dessen Tod verhindert wird. Nach dem Efflux von Ammoniak wird Ammoniak protoniert,
sodass der Gradient aufrechterhalten wird (Zeuthen et al. 2006).

Im Genom von Trypanosoma brucei finden sich drei fir Aquaglyceroporine kodierende Sequenzen. Die
Isoformen 1 bis 3, welche eine Sequenzadhnlichkeit von 77 % untereinander aufweisen. (Uzcategui et
al. 2004). Wahrend TbAQP1 und TbAQP3 eine hochkonservierte NPA-Region aufweisen, zeigt TOAQP2
ein unkonventionelles Asn-Ser-Ala sowie Asp-Pro-Ser (NSA/NPS)-Motiv. Zudem weist TbAQP2 statt
einem Arginin ein neutrales Leucin im ar/R-Selektivitasfilter auf (Baker et al. 2011). Trotz Fehlen des
natlrlichen ar/R-Filters sowie den Abweichungen in der NPA-Region wurde die Funktionalitit des
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Kationenfilters gezeigt. Weiterhin stellte sich Pentamidin als nanomolarer Inhibitor fiir TbAQP2 heraus
(Song et al. 2016). Besondere Bedeutung findet ToAQP2 in der Behandlung der Schlafkrankheit, welche
durch Trypanosomen ausgeldst wird und durch den Stich der Tsetsefliege Glossina morsitans auf den
Menschen Gbertragen wird (Brun et al. 2010). Eine Behandlungsmaoglichkeit gegen die Schlafkrankheit
stellt Pentamidin dar. Gleichzeitig flihrt ein Genknockout von TbAQP2 zur Resistenzentwicklung
gegeniber Pentamidin (Alsford et al. 2012)

Neben Wasser und Glycerol leitet TbAQP2 in analoger Weise zu PfAQP1 Zuckeralkohole mit geringem
sterischen Anspruch wie Erythritol, Ribitol und Sorbitol. Die diastereomere Zuckeralkohol Xylitol,
Arabitol und Mannitol werden nicht geleitet (Uzcategui et al. 2004).

1.9 Bio-Layer-Interferometrie

Zur funktionellen Charakterisierung von Membranproteinen stehen verschiedene Methoden zur
Verfligung. Unter anderem wird mit Hilfe der stopped flow-Methode das Schrumpf- und
Schwellverhalten von Liposomen, welche mit dem zellfrei synthetisierten Membranprotein
rekonstituiert wurden, gegentiber einem hyperosmotischen Gradienten gemessen (Helmstetter et al.
2019). Diese Methode eignet sich allerdings nicht zum Hochdurchsatz, sodass ein Screening zur
Entdeckung neuer Substrate von Membranproteinen nicht durchfiihrbar ist. Eine alternative Methode,
welche zum Hochdurchsatz geeignet ist, stellt die Bio-Layer-Interferometrie (BLI) dar. Die BLI wird
genutzt, um Interaktionen in Echtzeit durch Bindung eines Analyten an eine biokompatible
Sensoroberfliche wie beispielweise Streptavidin zu beobachten (Dysinger et al. 2012) und wurde
bereits flr die funktionelle Charakterisierung von zellfrei synthetisierten Membranproteinen genutzt
(Hajek et al. 2019).

Die BLI gehort zu den optischen Analysemethoden, wobei weiRes Licht entlang eines Biosensors auf
zwei Oberflachen trifft (Abbildung 1.8). Eine innere Oberflache, welche konstant ist und sich nicht
verandert, sowie eine duBere biokompatible Sensoroberfliche, welche variabel ist. Von beiden
Oberflachen wird ein Teil des weilen Lichts reflektiert und es kommt zur konstruktiven oder
destruktiven Interferenz der beiden Teilstrahlen am Detektor. Wenn die biokompatible
Sensoroberflache, welche mit einem Target immobilisiert wurde, in eine Losung mit Analyten getaucht
wird, kann es zur Bindung des Analyten an den Liganden kommen. Die Zunahme der Schichtdicke des
gebunden Sensors der duBeren Oberflache fihrt zu einer Veranderung des Interferenzmusters, sodass
es zu einer Verschiebung der Wellenldnge A bzw. einer nm-Verschiebung kommt. Neben der
Schichtdicke korreliert die nm-Verschiebung mit der Schichtdichte. Ungebundene Molekiile in der
Losung haben keinen Einfluss auf die nm-Verschiebung, sodass Messungen in Zell-Lysaten moglich sind
(Kumaraswamy et al. 2015; Miiller-Esparza et al. 2020).

Die Beladung von Liganden an die biokompatible Sensoroberflache stellt einen wichtigen Schritt in der
BLI dar und kann kovalent iber Lysin-Reste des Zielproteins mit Carboxylgruppen auf dem Biosensor
sowie durch Bindung eines biotinilylierten Restes mit Streptavidin-beschichteten Sensoren erfolgen.
Hierfir muss das Protein gereinigt vorliegen. Ein weitere nicht-kovalente Alternative stellen site-
directed oder capture-basierte Biosensoren dar, welche mit einem hochaffinen Antikérper oder
Protein vorimmobilisiert wurden und an den Proteinliganden (iber einen tag binden. Auf Grund der
hohen Spezifitat erfolgt eine Bindung ebenfalls mit ungereinigten Proben (Kumaraswamy et al. 2015).
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Herkdmmliche Methoden, welche auf einer Endpunktbestimmung oder Gleichgewicht-Bindungstests
beruhen, liefern keine vollstandigen Informationen tiber die Bindung. Andere Technologien wie ELISAs,
HPLC, native PAGE-Gele, Kapillareletrophorese weisen langere Testzeiten oder einen geringen
Durchsatz auf oder benétigen Enzym- oder Fluoreszenz-Markierung (Petersen 2017; Rich et al. 2010).
Die BLI ermoglicht die Hochdurchsatzmessungen im 96-well bis hin zum 384-well-Format und ist wenig
storanfallig (Concepcion et al. 2009; Shah et al. 2014). Weiterhin ist eine Markierung von
Biomolekilen, welche zeitaufwendig und teuer ist sowie zu einer Veranderung der Proteinaktivitat
oder einer sterischen Blockade der Bindestelle flihren kann, nicht notwendig (Kumaraswamy et al.
2015; Petersen 2017).
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Abbildung 1.8: Prinzip der Bio-Layer-Interferometrie. Ein Sensor wird in verschiedene Losungen
nacheinander getaucht (Oben). Dabei kommt es zu einer nm-Verschiebung in Abhéngigkeit der Zeit
(unten).

Mit Hilfe der BLI werden wichtige pharmazeutische Parameter wie Informationen Gber molekulare
Interaktionen, kinetische Geschwindigkeitskonstanten, Affinitatsbindungskonstanten und die
Quantifizierung spezifischer Molekile gemessen (Petersen 2017). Im Arbeitskreis kam die Idee auf, ob
mit Hilfe der BLI neben Interaktionsmessungen auch Transportvorgdnge oder Diffusionsvorgange bei
der Nutzung von Proteoliposomen gemessen werden kdnnen. Dies wiirde eine vollig neue Anwendung
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der BLI und neuartige Screening-Maoglichkeit fiir Membranproteine darstellen. Somit ergaben sich zwei
Fragestellungen, die im Rahmen dieser Arbeit angegangen wurden.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es einerseits zu untersuchen, ob mit Hilfe der BLI ein neues Screening-Verfahren
moglich ist, welches geeignet ist, unbekannte Substrate von Membranproteinen zu identifizieren.

Zum zweiten war das Ziel der Arbeit die Entwicklung einer schnellen, zellfreien in-vitro-Screening-
Plattform zur Entdeckung arzneistoffahnlicher Molekile, die die Funktionalitdt von Ribosomen
hemmen, um neue Hit-Lead-Drug-Entwicklungen im Bereich der Antibiotika zu initiieren.
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2 Material

2.1 Plasmide

Fir die zellfreie Proteinsynthese wurden das Plasmid pIVEX2.3w_GFPAM1 eingesetzt. Die Vektorkarte
wurden mit SnapGene (2.7, Software) erstellt.

(4294) Zral AatII (4296)
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Abbildung 2.1: Das Plasmid pIVEX2.3w_GFPAM1 fir die zellfreie Proteinsynthese von GFP-
Fusionsproteinen mit einem C-terminalen Hisio-tag.
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2.2 Oligonukleotide

Zur Erstellung der RBS-Datenbank wurden die folgenden Oligonukleotid-Sequenzen eingesetzt.

Weiterhin sind die Oligonukleotid-Sequenzen zur Sequenzierung bzw. einer ortsspezifischen

Mutagenese dargestellt (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Oligonukleotid-Sequenzen fiir die Erstellung unterschiedlicher RBS, einer ortsspezifischen
Mutagenese sowie zur Sequenzierung. Fett geschrieben sind diejenigen Schnittstellen, welche
identisch mit den Nukleotiden, welche einem Restriktionsverdau mit Xba | bzw. Sgs | erhalten werden.
Unterstrichen sind die Abweichungen zur Referenz-Sequenz.

Name Sequenz

RBS1_fw CTAGATCATAAATTGAATATCAGGAGGCTCGAGG

RBS1_rv CGCGCCTCGAGCCTCCTGATATTCAATTTATGAT

RBS2_fw CTAGATCAGAAATTGAATATCAGGAGGTTCGTGG

RBS2_rv CGCGCCACGAACCTCCTGATATTCAATTTCTGAT

RBS3_fw CTAGATCAGAAATTGAATATAAGGAGGTTCGAGG

RBS3_rv CGCGCCTCGAACCTCCTTATATTCAATTTCTGAT

RBS4_fw CTAGAGTTGACATGACAATCAAGGCGGTTCGAGG

RBS4_rv CGCGCCTCGAACCGCCTTGATTGTCATGTCAACT

RBS5_fw CTAGAGTTTACCGTGATAACAAGGAGGTTCGAGG

RBS5_rv CGCGCCTCGAACCTCCTTGTTATCACGGTAAACT

RBS6_fw CTAGAATTTACATTGAATAAAAGGAGCTTCGA

RBS6_rv CGCGCCTCGAAGCTCCTTTTATTCAATGTAAATT

RBS7_fw CTAGAGTTGACCGGACATACAAGGAGGTTCGAGG

RBS7_rv CGCGCCTCGAACCTCCTTGTATGTCCGGTCAACT

RBS8_fw CTAGAGCTGACATGACAATCAAGGCGGTTTAGG

RBS8_rv CGCGCCTAAACCGCCTTGATTGTCATGTCAGCT

RBS9_fw CTAGAGTTGACATGACATACAAGGAGGTTCGAGG

RBS9_rv CGCGCCTCGAACCTCCTTGTATGTCATGTCAACT

RBS10_fw CTAGAGTTGACATGACAATTAGCGCGGTTTAAGG

RBS10_rv CGCGCCTTAAACCGCGCTAATTGTCATGTCAACT

RBS11_fw CTAGACGGGGCAGGTTGCCCTTTGCAAGATAACATTTTAAGGTAGGTTTTTT
RBS11_rv CGCGCCAAAAAACCTACCTTAAAATGTTATCTTGCAAAGGGCAACCTGCCCCG
RBS_E.coli_fw CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGG
RBS_E. coli_rv CGCGCCATATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTT
GCA_fw TATTTTCTTCCACACGCAAAGCTTATCG

GCA_rv GCTTTGCGTGTGGAAGAAAATATTTGTAC

Seq_1_GFP CAG GTAGTTTTCCAG TAG TG

Seq_2_GFP TAG TGA CAAGTG TTG GCC ATG

Xhol_fw GAATGGATGAACTCTATAAAGGAGGTCTCGAGAAA

Xhol_rv TTTCTCGAGACCTCCTTTATAGAGTTCATCCATTC

Spel_fw TTTACTAGTATGGCGTCGAAGGGCGAAGAGGATAATATG
Spel_rv CATATTATCCTCTTCGCCCTTCGACGCCATACTAGTAAA

pIVEX2.3w-(GFP) T7_fw
pIVEX2.3w-(GFP) T7_rv

TAATACGACTCACTATAGGG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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2.3 Kodierende DNA-Sequenzen

Die wahrend dieser Arbeit zellfrei exprimierten Proteine sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt.

Tabelle 2.2: Kodierende DNA-Sequenzen (GenBank, (Clavel et al. 2016; Pédelacq et al. 2006).

Name Beschreibung Gen-Bank Accession PDB
Number
mNeonGreen Fluoresezenzprotein aus Branchiostoma KC295282 5LTP
lanceolatum
TbAQP2 Aquaglyceroporin 2 aus Trypanosoma CAG27021.1
brucei
PfAQP1 Aquaporin aus Plasmodium falciparum XP_001348009.1 3C02
Folding reporter GFP Griin fluoreszierendes Protein aus 2B3Q

Aequorea victoria

2.4 Bakterien-Stamme
Die verwendeten Bakterien-Stdmme sind der Tabelle 2.3 zu entnehmen.

Tabelle 2.3: verwendete Bakterien-Stamme. (DSM; DSZM, German Collection of Microorganisms,
Braunschweig, Deutschland).

Bakterium Genotyp Herkunft/Referenz
E. coli DH5a F~980/acZ6M15 6 (lacZYA-argF) U169 recAl ThermoFisherScientific,
endAl hsdR17 (rx —, mg +) phoA supE44 Schwerte

A— thi-1 gyrA96 relAl

E. coli BL21(DE3) F~ ompT hsdSB(rs—, mg—) gal dcm (DE3) Schwarz et al. (2007a)
P. putida mt-2 KT2440 DSM-6125

S. enterica subsp. Enterica DSM-11320

B. megaterium DSM-32

B. subtilis CU1050 DSM-5545

2.5 Enzyme, Antikorper, Kits, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Der S30-Extrakt und die T7-RNA-Polymerase fiir die zellfreie Proteinproduktion wurden in Anlehnung
an das Protokoll von Schwarz et al. (2007a) hergestellt. Dabei erfolgte die Extraktion der E. coli
basierten S30-Extrakte nach einem Fermentationsprozess aus einem Fermenter in Zusammenarbeit

19


https://www.fpbase.org/organism/7740/
https://www.fpbase.org/organism/7740/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001348009.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=Z7PX1SF5013
https://www.fpbase.org/organism/6100/

Material

mit weiteren Arbeitsgruppenmitgliedern oder aus einem Erlenmeyerkolben (3.2.9). Die liber weite
Teile der Arbeit verwendete T7-RNA-Polymerase (3.2.10) wurde freundlicherweise von Dr. Folknand
Helmstetter zur Verfligung gestellt. Eine weitere, verwendete Charge der T7-RNA-Polymerase wurde

in Zusammenarbeit mit Christian Hansen hergestellt.

Das eingesetzte Pentamidin wurde von Bjorn Henke synthetisiert und zur Verfigung gestellt.

Am Pharmazeutischen Institut der Christian-Albrechts-Universitat (CAU) in Kiel

verwendete

Antikorper, Enzyme, Kits und Chemikalien sind im Folgenden nach ihrem Hersteller alphabetisch

sortiert gelistet.

Enzyme

Agilent Technologies, Waldbronn
PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5 U ul™), Pfu reaction buffer (10x)
Roche, Mannheim
Pyruvatkinase from rabbit muscle (10 mg ml™, ca. 200 U mg™)
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Restriktionsendonukleasen und Puffer, T4-DNA-Ligase (5 U pl ) und Puffer

Antikorper

Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK

Peroxidase AffiniPure IgG Goat Anti-Mouse, light chain specific (0,2 mg ml™, 1:5000)
Qiagen, Hilden

Anti-Penta-His, mouse, monoclonal (0,2 mg ml™, 1:5000)
Roche, Mannheim

Anti-Hamagglutin (Anti-HA), mouse, monoclonal (0,2 mg ml™, 1:5000)

Anti-GFP, mouse, monoclonal Antikérper (0,4 mg ml?, 1:10000)

Kits

Bio-Rad, Miinchen
Clarity™ Western ECL Substrate, Quick Start™ Bradford Protein Assay
Jena Bioscience, Jena
Membrane HTS96™
Machery-Nagel, Diren
NucleoBond® PC 500
Promega, Mannheim
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
Sud-Laborbedarf, Gauting
HiYield® PCR Clean-up/Gel Extraction
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Chemikalien

Anatrace, Maumee, USA
n-Dodecyl-B-D-maltopyranosid (DDM) ANAGRADE, n-Decyl-B-D-maltopyranosid (DM)
ANAGRADE
AppliChem, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS), Phosphoenolpyruvat (Kaliumsalz), Tween® 20
Avanti Polar lipids, Alabaster, USA
E. coli Polar Lipid Extract powder, 4AME 16:0 PC 1,2-Diphytanoyl-sn-glycerol-3-
phosphocholin, DSPE-PEG(2000) Biotin 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-[biotinyl(polyethylene glycol)-2000] (Ammonium-Salz)
Becton Dickinson, Heidelberg
Bacto™ Peptone
Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat  (APS, (NH4),S,0s), Bromphenolblau (Natriumsalz),
Ammoniumsulfat ((NH4)2S04, = 99,5 %), Calciumchlorid (CaCl, - 2 H,0), Chloramphenicol
(> 98,5 %),Dithiothreitol (DTT), Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Ethanol (= 99,8 %),
Glycerol ROTIPURAN® (> 99,5 %, wasserfrei), Glycin, 2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-
yllethansulfonsdure (HEPES), Isopropanol (> 99,8 %), Kaliumacetat, Kaliumchlorid (KCl),
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,), Kaliumhydrogenphosphat (K;HPQ,), Kaliumhydroxid
(KOH), Kieselgel 60, LB-Agar (Lennox), LB-Medium (Lennox), L-Leucin, Lithiumacetat, 2-
Mercaptoethanol, 2-(N-Morpholin)ethansulfonsaure (MES), Milchpulver (blotting grade,
fettarm), 3-(N-Morpholino)-propansulfonsdure (MOPS, PUFFERAN®, > 99,5 %),
Natriumazid (NaNs), Natriumchlorid (NaCl), Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,),
Natriumhydroxid (NaOH), Neomycin, Orange G, L-Prolin, Rotiphorese® Gel 40 (40 %, 29:1),
Rotiphorese® Blau R (Konzentrat), D(+)-Saccharose (= 99,5 %), Tetracyclin Hydrochlorid,
Triton™ X-100, Tris- (hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
L-Alanin, L-Glutamat (Kalium-Monohydratsalz), L-Serin
Genaxxon bioscience, Ulm
Ampicillin (Natriumsalz), Agarose LE, Bovine Albumin Fraktion V (pH 7,0) (bovine
serum albumin, BSA), N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)
GE Healthcare, Freiburg
Q-Sepharose Fast Flow
J.T. Baker, Miinchen
Essigsdure, Methanol (HPLC grade), Salzsdure
MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich
Ethidiumbromid
Oxoid, Basingstoke, UK
Bakteriologischer Agar
Peqlab, Erlangen
peqGOLD Protein Marker Il (prestained)
Qiagen, Hilden
Nickel-Nitrilotriessigsdure-Agarose (Ni?*-NTA)
Roche, Mannheim
cOmplete™-Proteaseinhibitor-Cocktail (EDTA-frei), tRNA aus E. coli MRE600
Sigma Aldrich, Miinchen
Acetylphosphat (Lithium-Kaliumsalz), Adenosin-5'-triphosphat (ATP, Dinatriumsalz),
Clindamycin-Hydrochlorid, L-Arginin (Hydrochloridsalz), L-Asparagin (Monohydrat), L-
Aspartat (Natrium-Monohydratsalz), Brij® 78, L-Cystein, Cytidin-5"-triphosphat (CTP,
Dinatriumsalz), Dimethylsulfoxid (DMSO, = 99,8 %), Erythromycin-Hydrat (96 %) Folinsdure
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(Calciumsalz), L-Glutamin, Guanosin-5’-triphosphat (GTP, Natriumsalz), L-Histidin

(Hydrochlorid-Monohydratsalz), Imidazol, L-Isoleucin, L-Lysin (Hydrochloridsalz),

Magnesiumacetat  (Tetrahydratsalz), L-Methionin,  L-Phenylalanin,  Pentamidin

(Isethionatsalz), Polyethylenglykol 3350, Polyethylenglykol 8000, Polypropylenglykol 2000,

L-Threonin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, Uridin-5’-triphosphat (UTP, Trinatriumsalz), L-Valin
Thermo Fisher Scientific, Schwerte

2‘'-Desoxyadenosin-5'triphospat (dATP, 100 mM), 2‘-Desoxycytidin-5‘-triphosphat

(dCTP, 100 mM), 2‘-Desoxyguanosin-5‘-triphosphat (dGTP, 100 mM), 2‘-Desoxythmidin-

5‘-triphosphat (dTTP, 100 mM), Iso-Sensitest-Bouillon, Lambda-DNA, Linezolid 98%,

RibolLock RNase-Inhibitor (40 U ul™), Soybean-Casein Digest Medium

Verbrauchsmaterialien

Beckmann Coulter, Krefeld
UltrazentrifugengefaR (1,5 ml, PP)
Bemis, Neenah, USA
Parafilm® M
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Beads®SM-2, Poly-Prep® Chromatography Columns (2 ml S&ulenvolumen, 10 ml
Reservoir)
Carl Roth, Karlsruhe
Dialyseschlauch Visking® (14k MWCO)
Eydam, Kiel
Einmalspritzen NORM-JECT®
Fisher Scientific, Schwerte
Slide-A-Lyzer® Dialysis Casettes (10k MWCO, 3 ml)
GE Healthcare, Freiburg
AmershamTM HybondTM 0.45 PVDF, Whatman® Grade 3 MM Chr Blotting Paper
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Microplatte, 96 Well, PP, F-Boden (Kaminform)
Hellma, Jena
Quarzkivette (10 mm)
Henke-Sass Wolf, Tuttlingen
Einmalkaniilen (21G, 0,8 x 40 mm)
Merck, Darmstadt
Zentrifugierfiltereinheiten Amicon® Ultra-4, Ultra-15 (je Ultracel-100 und Ultracel-30)
Pall FortéBio, Portsmouth
Dip and Read™ Streptavidin (SA) Biosenseoren, Super-Streptavidin-Sensoren, Penta-His-
Sensoren
Sarstedt, NUmbrecht
96-well-Platten (halbflachig, konisch mit klarem Boden), MikroreagiergefdaRe, PCR-
Reagiergefdall Multiply®-Pro (0,2 ml, PP), PCR-Streifen (8-strip opt. clear flat caps),
Pipettenspitzen, Polystyrol-Kiivetten (10 x 4 x 45 mm), Reagenz- und Zentrifugenréhrchen,
Serologische Pipetten, Sterilfilter Filtropur S (@ 0,2 um)
Schott Instruments, Mainz
Glasbehalter und -kolben
Sigma Aldrich, Miinchen
Fleischextrakt, Glaskiigelchen, (sduregewaschen, @ 425-600 pm)
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2.6 Nahrmedien, Losungen & Puffer

Nahrmedien fiir E. coli, P. putida, S. enterica, B. megaterium, B. subtilis

Alle Nahrmedien wurden nach der Herstellung autoklaviert. Zugesetzte Antibiotika
zur Selektion wurden erst nach dem Abkiihlen der Autoklavierung hinzugefigt.

Nahrmedien fur E. coli:

LB LB-Agarplatten
20 g LB-Medium 35 g LB-Agar
11 Aqua bidest. 11 Aqua bidest.

Als Selektionsmarker wurden ggf. 100 ug ml™ Ampicillin oder Kanamycin hinzugegeben.

Nahrmedium fiir B. subtilis, B. megaterium, P. putida:

Medium 1 Agar-Medium 1
5,0 g Pepton 5,0 g Pepton

3,0 g Fleischextrakt 3,0 g Fleischextrakt
10 mg MnSO4 15,0 g Agar

11 Aqua bidest.; pH 7,0 10 mg MnSO4

11 Aqua bidest.; pH 7,0
Bei der Herstellung von Nahrmedium fiir P. putida wurde kein MnSO, hinzugegeben

Nahrmedium fur S.enterica:

Medium 92 Agar-Medium 92

30,0 g Soybean-Casein-Digest-Medium 30,0 g Soybean-Casein-Digest-Medium
3,0 g Hefeextrakt 3,0 g Hefeextrakt

11 Aqua bidest. 7,5 g Agar

11 Aqua bidest.

Losungen fiir die Molekularbiologie und Proteinbiochemie

Agarosegelelektrophorese von DNA:

TAE-Puffer Probenpuffer (10x)
40 mM TRIS-Acetat, pH 8,0 0,4 % Orange G
1 mM EDTA 30 % Glycerol

Ethidiumbromid (10 mg ml?)
1 Tabl. Ethidiumbromid
10 ml Aqua bidest.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE):

Trenngel (12 %) Sammelgel (5 %)

2625 ul Aqua bidest. 1200 ul Aqua bidest.

1500 pl Trenngelpuffer (4x) 500 pl Sammelgelpuffer (4x)
1875 pul Rotiphorese® 40 300 pl Rotiphorese® 40

5 ul TEMED 3 ul TEMED

40 ul APS (10 %) 12,5 ul APS (10 %)
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Trenngelpuffer (4x)
1,5 M TRIS

0,4 % SDS

pH 8,8 mit HCI

Sammelgelpuffer (4x)
0,5 M TRIS

0,4 % SDS

pH 6,8 mit HCI

SDS-Ladepuffer (4x)
250 mM TRIS

40 % Glycerol

0,02 % Bromphenolblau
8 % SDS

400 mM DTT

pH 6,8 mit HCI

Western Blot:
Transferpuffer (5x)
12,5 mM TRIS
96 mM Glycin
0,2 % SDS
pH 8,3 mit HCI

TBS (10x)

0,2 M TRIS

1,35 M NacCl

Ad 1| Aqua bidest.
pH 7,6 mit HCI

APS (10 %)
5 g (NH4)25208
Ad 50 ml Aqua bidest.

Kathodenpuffer
2,5 mM TRIS

19,2 mM Glycin
0,1 % SDS

pH 8,2-8,6 mit HCI

Transferpuffer

10 ml Transferpuffer (5x)
10 ml Methanol

Ad 50 ml Aqua bidest.

TBST
100 ml TBS (10x)
1 ml Tween® 20

MTBST
1,2 g Milchpulver
Ad 40 m| TBST

Medien, Lésungen und Puffer fiir die Produktion und Reinigung zellfreier Proteine

Nahrmedien und Puffer flir die S30-Extrakt-Herstellung:
Bis auf die Aminosadureldsung und den Phosphatpuffers fiir das YPTG-Medium,
die wahrend der S30-Extrakt-Herstellung zusammen mit dem Bioreaktor
autoklaviert wurden, wurden die nachfolgenden Lésungen filtriert (@ 2 um).

YPTG-Aminosaduren

80 g Bactotrypton

25 g NaCl

50 g Bacto-Yeast-Extract
Ad 4,5 | Aqua bidest.

YPTG-Glukose
99 g Glukose-Monohydrat
Ad 200 ml Aqua bidest.

YPTG-Phosphatpuffer, pH 7,6
14,95 g KH,PO,4

45,65 g K;HPO,

Ad 250 ml Aqua bidest.
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Die S30-Puffer A, B und C (50x) wurden durch Verdiinnen mit Aqua bidest. um den Faktor 50
erhalten. Weitherin wurden 0,042 % 2-Mercaptoethanol (Puffer A), 0,05 % DDT (2 M) (Puffer B)
beziehungsweise 0,025 % DTT (2 M) (Puffer C) vor der Verwendung hinzugefiigt.

$30-Puffer A/B (50x) $30-Puffer C (50x)

500 mM TRIS 500 mM TRIS

30 mM KClI 30 mM Kaliumacetat

700 mM Magnesiumacetat 700 mM Magnesiumacetat
pH 8,2 mit Essigsaure pH 8,2 mit Essigsaure

Puffer fur die Bestimmung der MHK:
McFarland-Standard
0,1791 M H,SOq4
0,24 mM BaCl,

Losungen fir die zellfreie Proteinsynthese:

$30-Puffer HEPES/EDTA-Puffer (24x)
10 mM TRIS 2,4 M HEPES, pH 8,0

14 mM Magnesiumacetat 20 mM EDTA

0,6 mM KCl Filtrieren @ 2 um
Filtrieren @ 2 um Bei —20 °C lagern

Bei 4 °C lagern

cOmplete™ (50x) RCWMDE

1 Minitablette cOmplete™ Je 16,7 mM: L-Arginin, L-Cystein,

1 ml Aqua bidest. L-Trypthophan, L-Methionin,

Bei —-20 °C lagern L-Asparaginsaure,
L-Glutaminsaure

NTP-Mix (75x) Bei —20 °C lagern

90 mM ATP

Je 60 mM GTP, CTP, UTP
Filtrieren @ 2 um
Bei —20 °C lagern

Aminosdure-Mix (50x)

Je 4 mM: L-Arginin, L-Asparagin, L-Alanin, L-Aspartat, L-
Cystein, L-Glutamat, L-Glutamin, Glycin, L-
Histidin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Lysin, L-
Methionin, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Serin, L-
Threonin, L-Tryptophan, L-Tyrosin, L-Valin

Bei —20 °C lagern

Proteinreinigung an Ni**-NTA-Agarose:
Reinigungspuffer
20 mM TRIS
150 mM NaCl
0-500 mM Imidazol
+ Detergens (i.d.R. Brij 78 0,05%)
auf pH 8,0 eingestellt
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T7-RNA-Polymerase

T7-Puffer | T7-Puffer Il

30 mM TRIS-HCI 30 mM TRIS-HCI

10 mM EDTA 10 mM EDTA

50 mM Natriumchlorid 20 mM Natriumchlorid

5 % Glycerol 5 % Glycerol

10 mM B-Mercaptoethanol 10 mM B-Mercaptoethanol
auf pH 8,0 eingestellt auf pH 8,0 eingestellt

T7-Dialysepuffer

10 mM TRIS-HCI

1 mM EDTA

10 mM Natriumchlorid
1mMDTT

auf pH 8,0 eingestellt

Puffer fiir die funktionelle Proteincharakterisierung

Assaypuffer flr Stopped-Flow-Lichtstreuungsmessungen:

Liposomenpuffer Gradientenl6sung

50 mM HEPS 50 mM HEPS

50 mM MES 50 mM MES

200 — 1000 mM Saccharose 200 —1000 mM Saccharose

auf pH 6,8 eingestellt 100-400 mM Glycerol, Erythritol, Ribitol, Sorbitol

auf pH 6,8 eingestellt

Assaypuffer fur BLI-Messungen:

Isoosmotischer Puffer

50 mM HEPS

50 mM MES

100-190 mM Saccharose

10-100 mM Sorbitol oder Glycerol

mit oder ohne 0,5 % BSA

auf pH 6,8 eingestellt

2.7 Gerate & Software

Gerate

Agarosegelelektrophorese und Dokumentation:

IDA Image Documentation & Analysis Raytest, Straubenhardt

Mikrowelle NN-E245W Panasonic, Wiesbaden

Netzgerat EPS 300 Pharmacia Biotech, Diibendorf, Schweiz
UV-Transilluminator Herolab, Wiesloch
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Bio-Layer-Interferometrie
Octet RED96e System
Brutschranke & temperierbare Geréte:
Brutschrank Kelvitron® T
Brutschrank Minitron
Heizblock DRI-BLOCK DB-20
Thermozykler Primus
Mischer und Schiittler:
Kolben-Orbitalschiittler Certomat ©
Rotationsmischer fiir Reagenzglaser TC-7
Rotator-Mixer Grant-bio PTR-30 Grant
Vortex-Genie 2
Wippschittler WS 10
S30-Extrakt-Produktion:
BIOSTAT® A plus
French Press cell disrupter FA-078
Wasserbad 183
SDS-PAGE & Western Blot:
GelgieRstand und Laufkammer
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Lumi ImagerTM F1
ECL Chemostar
GelgieRstand und Laufkammer
Stopped-Flow-Apparatur:

Pall FortéBio, Portsmouth

Heraeus, Hanau

Infors HAT, Bottmingen, Schweiz
Techne, Cambridge, UK

Peqlab, Erlangen

MO Il Sartorius, Gottingen

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Instruments, Shepreth, UK

Scientific Industries, Bohemia, USA
Edmund Bihler, Hechingen

Sartorius, Gottingen
Thermo Fisher Scientific, Schwerte
GFL, Burgwedel

Peqlab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Intas Science Imaging, Gottingen
Peqlab, Erlangen

Jasco, GroR-Umstadt

Klvette FC-15/7.5, Mischeinheit SFM-2000, Monochromator BH-10-61 UV, MPS 70/2
Mikrokompressor Einheit, PCl Verbindungs Einheit 6221, Photomultiplier PMS 250,
Spannungsquelle ALX 250, UV/Vis- und Fluoreszenzspektrometer MOS-200

Zentrifugen:
Ultrazentrifuge Optima™ XL-80K
Ultrazentrifugen-Rotor 50.2 Ti
Multifuge 1S-R Centrifuge
PerfectSpin 24 Plus
Perfect Spin 24 R refrigerated
micocentrifuge

Sonstiges:
BioPhotometer
Digital-pH-Meter Lab 850 Schott

Software
Bio-Kine Version 4.74.2

BioPAT® MCFS/DA Version 3.0

ChemDraw Professional V. 15.1.0.144

GrahPad Prism 9.5.

Maestro Version 2021-02

Microsoft Office Version 2008

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Heraeus, Hanau
Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg
Instruments, Mainz

Biologic, Claix, Frankreich
Sartorius, Gottingen

Perkin Elmer, Waltham, MA, US
GraphPadPrism Boston, USA

Schrédinger, Inc., New York, USA

Microsoft Corporation, Redmond, WA, US
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Octet System Data Analyses Pall FortéBio, Portsmouth

PyMOL Molecular Graphics System Version Schrédinger, Inc., New York, USA
1.7.41

SigmaPlot for Windows Version 11.0 Systat Software, Erkrath

SnapGene Viewer Version 6.2.1 Insightful Sciene, GSL Biotech, San Diego,
CA, US

Unicorn Version 5.2 GE Healthcare, Freiburg
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung kompetenter E. coli

Zur Herstellung kompetenter E. coli vom Stamm DH5a wurde die Calciumchlorid-Methode verwendet
(Cohen et al. 1972). Zunachst wurden die Bakterien-Suspension auf einer LB-Agarplatte ausgestrichen
und bei 37 °C Giber Nacht kultiviert. AnschlieBend wurde aus einer einzelnen Kolonie ein 5 ml Inokulum
hergestellt und fiir 8 bis 9 h bei 37 °C bei 200 rpm inkubiert. Am Abend wurde mit dieser Vorkultur 100
ml LB-Medium angeimpft und Gber Nacht bei 200 rpm und 20 °C bis zum Erreichen einer ODggo von
0,4- 0,6 inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 10 min lang auf Eis gekihlt und zur Zellernte 10 min
lang bei 2.000 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Zugabe von 30 ml kalter 0,1 M Calciumchlorid-L6sung
wurde 10 min lang auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde das Pellet resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation bei 2000 g fiir 10 min und 4 °C wurde mit 10 ml kalter 0,1 M Calciumchlorid-L6sung
nach der 10-mindtigen Inkubation auf Eis resuspendiert. Die Zellen wurden fiir 10 min lang bei 2.000
g und 4 °C pelletiert und mit 20 % Glycerol versetzter Calciumchlorid-Losung (0,1 M) aufgenommen
und fur 4 h auf Eis inkubiert. Die kompetenten E. coli wurden zu 100 ul aliquotiert und bei — 80 °C
gelagert. Es wurden nur diejenigen kompetenten Zellen verwendet, die nach einer Transformation von
1 ng Plasmid-DNA ein Wachstum von mindestens 10° KBE/ug zeigten.

3.1.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli

Ein bei — 80 °C gelagertes Aliquot mit kompetenten E. coli (3.1.1) wurden fir 3 min auf Eis gelagert,
sodass diese gerade angetaut waren. AnschlieBend wurde 10 pl vom Ligationsansatz (3.1.7) oder 5 pl
vom PCR-Produkt (3.1.8) hinzugegeben und flr 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei
42 °C fur 45 s, wurde der Ansatz 2 min auf Eis inkubiert und anschlieend mit 900 ul LB-Medium
versetzt. Daraufhin wurde im Schittelrad (6 rpm) bei 37 °C fiir 45 — 60 min lang inkubiert. Die Zellen
wurden bei 30.000 g fiir 10 s zentrifugiert und 900 pl des Uberstands verworfen. Das Pellet wurde in
den verbliebenen 100 ul des Uberstands resuspendiert. Zur Selektion wurden die transformierten
Klone auf einer LB-Agarplatte mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

Zur Schnelltransformation chemisch kompetenter E. coli wurde ein bei — 80 °C gelagertes Aliquot mit
kompetenten E. coli (3.1.1) wurden fiir 3 min auf Eis gelagert, sodass diese gerade angetaut waren. Es
wurden 100-200 ng DNA aus einer Miniprep (3.1.4) hinzugegeben und fir 15 min auf Eis inkubiert. Zur
Selektion wurden 40 pl der Zellen auf LB-Agarplatten mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum
ausgestrichen und (iber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.1.3 Dauerkulturen von Bakterien

Um Bakterienkulturen Uber einen langeren Zeitraum lagern zu kdnnen, wurde eine einzelne Kolonie
Uber Nacht in 5 ml LB-Medium mit einem geeigneten Selektionsantibiotikum bei einer geeigneten
Temperatur unter Rotation (6 rpm) inokuliert. Am nachsten Morgen wurden 1000 pl der frischen
Bakterien-Ubernachtkultur mit 500 pl Glycerol 80 % vermischt und sorgfiltig gevortext. Die Lagerung
erfolgte bei — 80 °C.

3.1.4 DNA-Isolierung aus E. coli

Die DNA-Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit Hilfe von kommerziell verfligbaren Kits
durchgefihrt. Fiir eine Miniprdperation wurde das Wizard® Plus SV Minipres DNA Purification System
verwendet. Abweichend von den Herstellerangaben wurde keine alkalische Protease-Losung nach der
Zelllyse hinzugegeben. Weiterhin wurde die Plasmid-DNA mit 20 - 50 ul autoklaviertem Aqua bidest.
statt mit den vorgeschriebenen 100 pl eluiert.

Fir die Maxipraperation wurde das NucleoBond® PC 500 Plasmid DNA Purification Kit genutzt. Dafir
wurde zunachst eine Vorkultur angesetzt, indem ein Inokulum in 5 ml LB-Amp-Medium bei 37 °C fiir 6
- 8 h im Schittelrad (6 rpm) inkubiert wurde. AnschlieBend wurde 250 oder 500 ml LB-Amp-Medium
in einem 1| Erlenmeyerkolben mit der Vorkultur angeimpft. Es wurde Giber Nacht bei 37 °C bei 200 rpm
auf einem Kippschiittler inkubiert. Am folgenden Tag wurde das Kit nach Herstellerangaben benutzt
mit der Abweichung, dass bei der Alkoholfédllung bei 4 °C statt bei Raumtemperatur zentrifugiert
wurde. Das DNA-Pellet wurde fiir 1 h bis 3 d getrocknet. Das trockene Pellet wurde mit 50 - 100 pl
autokalviertem Aqua bidest. resuspendiert.

3.1.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration sowie zur Uberpriifung der Reinheit von Plasmid-DNA wurde eine
mit autoklaviertem Aqua bidest. verdinnte Plasmid-DNA Losung photometrisch bestimmt. Als
Referenz diente autoklaviertes Aqua bidest. Die Konzentration wurde mit Hilfe folgender Gleichung bei
einer Wellenlange von 260 nm vom Geréat bestimmt.

c(ugml™) = A2600m 50 - f (Gleichung 3.1)

c: Konzentration der Plasmid-DNA
Azs0: Absorption bei A =260 nm
f: Verdlinnungsfaktor

Die Reinheit wurde Uiber das Verhaltnis der Absorption von 260 nm und 280 nm berechnet. Es wurde
ein Verhaltnis von Axeo zu Azso von 1,8 —2,0 angestrebt.
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3.1.6 Restriktionsverdau

Es wurden 1000 ng DNA mit den entsprechenden Restriktionsenzymen in einem geeigneten
Restriktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 10 ul verdaut. Die Dauer, die Temperatur, die Menge
des Restriktionsenzyms und die Wahl des Restriktionspuffers erfolgtem nach der Empfehlung des
Herstellers.

3.1.7 Ligation

Fir die Ligation wurden kompatible Enden mit Hilfe einer T4-DNA-Ligase zusammengefiigt. Dabei
wurde ein Insert mit einem Plasmid-Vektor im Verhéltnis 5 + 3 oder 7 + 1 gemischt und mit 1 ul T4-
DNA-Ligase-Puffer sowie 1 pl T4-DNA-Ligase gemischt und fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.1.8 Ortsspezifische Mutagenese

Zum Einfligen oder Austausch einzelner DNA-Basen in einem Gen-Abschnitt wurde in Anlehnung nach
dem QuikChange® Site Directed Mutagenesis Protokoll von Stratagene genutzt. Dabei wurden
ungefahr 100 ng template-DNA eingesetzt (Tabelle 3.1). Der forward-Primer enthielt in der Mitte
seiner Sequenz einen Basenaustausch fir die gewlinschte Mutation. Der reversed-Primer setzte direkt
nach der Mutationsstelle komplementar zur template-DNA ein. Beim Design der Primer wurde
weiterhin auf die Schmelztemperatur, den GC-Gehalt und auf mogliche Dimer- und
Sekundarstrukturen geachtet, sodass es zu Abweichungen kommen konnte. Die Lédnge der Primer lag
bei ungefdhr 30 bp. Fir die Amplifizierung wurde die PfuTurbo-DNA-Polymerase eingesetzt. Das
Temperaturprogramm wahrend der PCR wurde durch einen Thermocycler gesteuert (Tabelle 3.2). Die
Zeit der Elongation wurde dabei in Abhangigkeit der GroRe des PCR-Produkts angepasst, da die Pfu-
Polymerase 500 bis 1000 bp pro Minute amplifizierte. Die Annealing-Temperatur richtete sich nach
den Primern und wurde Uber folgende Formel berechnet:

600

TAnnealing =60+ 0,41 *GC (%) — W

(Gleichung 3.2)

GC (%): GC-Gehalt des Primers in %
bp (Primer): Anzahl der Basenpaare des Primers
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Tabelle 3.1 Pipettierschema eines PCR-Ansatzes

Komponente Menge

Template-DNA (200-500 pg ml?, 1:100 verdiinnt) 1,0 pl

Pfu-Reaktionspuffer (10 x) 5,0 ul
dNTPs (2,5 mM) 4,0 ul
Forward-Primer 1,5 ul
Reverse-Primer 1,5 ul
PfuTurbo-DNA-Polymerase (2,5 U pl?) 0,8 ul
Autoklaviertes Aqua bidest. ad 50 pl

Tabelle 3.2 Temperaturprogramm eines PCR-Ansatzes

Schritt Temperatur/ °C Zeit/ s
Initiale Denaturierung 95 30
Denaturierung 95 30
Annealing 55-70 60
Elongation 72 120-1200
Finale Elongation 72 1200
Lagerung 8 oo

AnschliefRend wurde das PCR-Produkt mit 1 U bzw. 1 pl des Restriktionsenyzms Dpn | fiir mindestens
3 h bei 37°C verdaut. Dpn | ist in der Lage methylierte DNA zu schneiden. So wurde die template-DNA
von dem PCR-Produkt entfernt. 10 ul des PCR-Produkts wurden daraufhin nach dem PCR-Clean-Up-
Protokoll (3.1.12) gereinigt und fir die Transformation von E. coli verwendet (3.1.2). Nach der DNA-
Isolierung (3.1.4) wurde die Mutation durch eine Sanger-Sequenzierung (3.1.10) Gberprift.

3.1.9 Touchdown-PCR

Die Touchdown-PCR wurde genutzt, um zwei komplementdre einzelstrangige Oligonukleotide zu
hybridisieren. Hierfir wurden beide Oligonukleotide mit autoklavierten Aqua bidest. zu einer
Konzentration von 2 uM verdiinnt. Je 25 ul der Oligomere wurden im dquivalenten Verhaltnis gemischt
und zur Zerstorung sekundarer Strukturen im Thermocycler bei 95 °C flir 2 min erhitzt. AnschlieRend
wurde die Temperatur schrittweise bis 8 °C erniedrigt (-0,5 °C s). Da die Annealing-Temperatur durch
den Gradienten nur kurz unterhalb der Denaturierungstemperatur lag, war die Primer-Bindung und
damit das Amplifikat hochst spezifisch.

3.1.10 Sanger-Sequenzierung

Um die Sequenz von DNA hinsichtlich eingefligter gewollter oder ungewollter Mutationen zu
Uberprifen, wurde der externe Service der Sanger-Sequenzierung des Instituts fir Klinische
Molekularbiologie der CAU in Kiel genutzt. Dafiir wurden 300 ng DNA mit 1 pl eines geeigneten
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Sequenzierungsprimers (4,8 uM) zu einer Gesamtmenge von 4 ul autoklavierten Aqua bidest.
gemischt.

Bei der Sanger-Sequenzierung bzw. der Kettenabbruch-Synthese hybridisiert sich ein
fluoreszenzmarkiertes 2,3-Didesoxyribonukleosid-5-triphosphat an die schon bekannte zu
sequenzierende DNA. Durch die fehlende 3‘-OH Gruppe kann es zu keiner weiteren
Kettenverlangerung kommen, sodass es zum Kettenabbruch kommt. Uber eine folgende
Kapillarelektrophorese kénnen die GréRe und damit die Position der DNA-Base bestimmt werden
(Sanger et al. 1977).

3.1.11 Agarosegelelektrophorese

Linearisierte DNA wurde durch ein Agarosegel elektrophoretisch nach ihrer GroRRe getrennt. Dafir
wurde ein 1-2 % (m/V) Agarosegel hergestellt. Zur Herstellung eines 1%-igen Agarosegels wurden 0,5 g
Agarose in 50 ml TAE-Puffer unter Aufkochen in einer Mikrowelle gel6st und Verdunstungsverluste mit
Wasser erganzt. AnschlieBend wurde 1 pl DNA-interkalierendes Ethidiumbromid (10 mg ml?)
hinzugegeben und die Flissigkeit wurde zum Aushérten in einen GelgielRstand fiir eine Flachbett-
Elektrophorese gegossen. Nach dem Ausharten des Gels wurde dieses in eine mit TAE gefillte
Elektrophorese-Kammer (berfiihrt. Die Proben wurden 1:10 mit Orange G Puffer (10 x) versetzt. Es
wurden bis zu 20 ul aufgetragen. Als GroRenmarker diente Pst | verdaute A-DNA (5 pl). Die DNA wurde
bei 120 V fir 30 - 60 min elektrophoretisch getrennt. Zur Visualisierung wurde das Gel auf einem UV-
Tisch bei A =366 nm untersucht.

3.1.12 Extraktion und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion und Reinigung von Agarosegelen diente das HiYield® PCR Clean-up/Gel Extraction Kit.
Nach der elektrophoretischen Trennung (3.1.11) wurde mit Hilfe eines Skalpells die gewilinschten DNA-
Fragmente unter UV-Licht (A = 366 nm) aus dem Agarosegel herausgeschnitten. Die DNA wurde unter
Verwendung des Gel-Extraction-Protokolls isoliert und gereinigt. Die Elution erfolgte mit 10-20 ul
autoklavierten Aqua bidest. Zur Reinigung von PCR-Prdukten wurde dasselbe Kit nach dem PCR-Clean-
Up-Protokoll befolgt. Dabei wurde mit 50 pl autoklavierten Aqua bidest. eluiert.

3.1.13 Erstellung einer Ribosomenbindestellen-Datenbank

Zur Erstellung einer Ribosomen-Bindestelle (RBS)-Datenbank wurde der RBS-Rechner nach Salis et al.
(2009) verwendet. Hierzu wurde zundchst ein Organismus gewdhlt, die minimale Translations-
Initiations-Rate wurde auf 100 und die maximale Translations-Initiations-Rate auf den Maximalwert
von 1.000.000 festgelegt. Der RBS-Rechner erstellte im Anschluss eine RBS-Datenbank mit
unterschiedlichen Oligonukleotid-Sequenzen. Daflir wurde ein thermodynamisches Model, welches
die Initilerung der Translation tiber die Anderung der Gibbs-Energie der Ribosomen-Bindung an das
MRNA-Transkript in Abhangigkeit der Proteinsequenz berechnete, genutzt (Salis 2011)
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3.2 Allgemeine proteinchemische Methoden

3.2.1 Proteinquantifizierung nach Bradford

Um die Konzentration von Proteinen zu bestimmen, wurde der Bio-Rad Protein-Assay verwendet.
Dafir wurden 2-10 pl der Proteinldsung mit autoklaviertem Aqua bidest. zu 800 pl verdiinnt und
anschlieRend mit 200 pl des Rotiquant®-Reagenzes gemischt. Die Mischung wurde nach einer 5-60-
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur am BioPhotometer bei A = 595 nm in Plastikkiivetten
vermessen. Als Referenz diente eine Mischung aus 800 ul autoklaviertem Aqua bidest. mit einer
reprasentativen Menge an Reinigungspuffer und 200 pl des Rotiquant®-Reagenzes. Zuvor wurde eine
Kalibrierung mit unterschiedlichen Konzentrationen von Rinderserum-Albumin (BSA) erstellt und
vermessen.

3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur elektrophoretischen Trennung von Proteinen anhand ihrer GréRe wurde die diskontinuierliche
SDS-PAGE eingesetzt. Das zugesetzte Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfat, SDS) diente dabei
der Denaturierung der Proteine und der Uberladung der Proteine mit einer negativen Ladung.

Es wurde ein Trenngel in die Auftrennungsapparatur gegossen. AnschlieBend wurde das Gel mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Aushéarten des Gels wurde der Isopropanol entfernt und das
Sammelgel in gleicher Weise hinzugegeben. Es wurde ein Kamm mit zehn bis zw6lf Taschen in das
noch fliissige Sammelgel gesteckt.

Die Proteinproben wurden 3:1 mit 4x SDS-Ladepuffer versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Neben den Proben wurde 3-5 pl des GroRenmarkers peqGOLD Protein Marker Il in eine Tasche des
Gels aufgetragen und elektrophoretisch bei 160-200 V getrennt. Das abgetrennte Trenngel wurde zur
Immundetektion (3.2.3), flr eine Coomassie-Farbung (3.2.4) oder eine In-Gel-Fluoreszenz (3.2.5)
verwendet.

3.2.3 Western Blot-Analyse

Der Trans-Blot SD semi-dry Transfer von Bio-Rad wurde genutzt, um mit der SDS-PAGE (3.2.2)
getrennte Proteine von einem Trenngel auf eine PVDF-Membran zu (ibertragen, um die Proteine
anschlieRend immunologisch nachzuweisen. Die PVDF-Membran wurde dafiir in Methanol fir 20-60
s aktiviert. AnschlieBend wurde die Membran sowie sechs Whatman®-Papieren flir mindestens 5 min
mit 1x-Transferpuffer benetzt. Es wurde ein Western Blot-Sandwich gebildet, indem drei Whatman®-
Papiere, die PVDF-Membran, ein SDS-Trenngel und erneut drei Whatman®-Papiere
Ubereinandergelegt wurden. Der Proteintransfer erfolgte fiir 1 h bei 17 V.

Die Membran wurde im Anschluss fir 1 h bei Raumtemperatur in MTBST-Puffer zum Blockieren
unspezifischer Bindungen inkubiert. Dieser Schritt sowie alle weiteren wurden auf einem

Wippschittler oder auf einem Flachbettschiittler durchgefiihrt. Nach Zugabe eines in 10 ml MTBST
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gelosten Primarantikdrpers wurde entweder Uber Nacht bei 4 °C oder fiir 1,5 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Sekundarantikorper wurde entweder ein goat anti-mouse oder ein goat anti-rabbit
Antikorper fir 1-2 h bei Raumtemperatur eingesetzt, welcher mit einer Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt war. Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte nach Herstellerangaben zwischen 1:2.000 oder
1:10.000. Nach dem Entfernen der jeweiligen Antikorper wurde jeweils dreimal mit ungefahr 15 ml
TBST fir 10-15 min bei Raumtemperatur gewaschen. Die Entwicklung erfolgte mit dem Clarity™
Western ECL Substrate Kit. Die Chemilumineszenz wurde Uber den Intas-Chemostar detektiert.

3.2.4 Coomassie-Farbung von Proteinen

Zum unspezifischen Nachweis von Proteinen wurde eine Trenngel mit der Farbstoff-L6sung
Rotiphorese®-Blau-R-Losung fiir 1-2 h bei Raumtemperatur auf einem Wippschittler gefarbt. Der
Hintergrund wurde mit Entfarber-Losung (essigsaurer Ethanol 30 % (V/V)) und Aqua bidest. so lange
entfarbt, bis spezifische Proteinbanden zu erkennen waren.

3.2.5 In-Gel-Fluoreszenz

Zur Visualisierung von In-Gel Floreszenzen wurden die mit der SDS-PAGE (3.2.2) getrennten Proteine
auf einen dunklen Hintergrund Uberfiihrt. Die Detektion erfolgte Gber den Intas-Chemostar. Die
Anregungs- und Emmisionswellenlange wurde durch einen blauen Filter festgelegt.

3.2.6 Entfernung von Imidazol vom Membranprotein liber PD-MidiTrap G-25-Saulen

Durch die Nickel-Affinitdtschromatographie (3.3.3) enthielt das solubiliserte Membranprotein groRere
Mengen an Imidazol. Zur Abtrennung wurden die GréRenausschlusschromatographie-Saulen PD-
MidiTrap G-25 mit einem 5 kDa cut-off nach Herstellerangaben benutzt.

3.2.7 Protein-Konzentrierung

Zellfrei hergestellte Membranproteine wurden mit den Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Devices mit
einem 30 kDa oder 100 kDa cut-off nach Herstellerangaben konzentriert. Um die Integritat des Filters
zu gewadhren, wurde die Proteinlosung vor der Zentrifugation so verdinnt, dass eine
Imidazolkonzentration unter 100 mM erreicht wurde. Wenn das zellfrei hergestellte Protein zur
Rekonstitution in Liposomen (3.5.1) verwendet werden sollte, wurde durch weiteres Verdiinnen des
Proteins mit Detergenshaltigen Reinigungspuffer so lange aufkonzentriert, bis die
Imidazolkonzentration unterhalb von 1 mM lag.
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3.2.8 TCA-Fillung

Stark verdiinnte Proteinlésungen wurden durch eine Protein-Prazipitation mit Trichloressigsaure (TCA)
aufkonzentriert. Dafir wurden 4 Teile Proteinlésung mit 1 Teil TCA (100 % m/V) gemischt und fiir 30
min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurde 10 min lang bei 4 °C bei 13.000 g zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Das Pellet wurde dreimal mit 875 pl Aceton gewaschen. Dabei wurde jeweils fiir
5 min bei 4 °C inkubiert und der Uberstand nach einer Zentrifugation bei 4 °C fiir 5 min und 13.000 g
abpipettiert. Um das Aceton vollstdandig zu entfernen, wurde das offene Reaktionsgefal fiir 5 min in
einen auf 70 °C temperierten Heizblock getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 20 ul PBS-Puffer
resuspendiert.

3.2.9 Gewinnung von S30-Extrakten aus verschiedenen Bakterien

Fir die zellfreie Proteinsynthese sind einige essentielle Komponenten wie Ribosomen, die Aminoacyl-
tRNA-Synthethase sowie Transkriptions- und Translationsfaktoren notwendig, die unter anderem
durch die Herstellung eines S30-Extrakts gewonnen werden (Schwarz et al. 2007a). Bei der Herstellung
wurden die Zellen anfangs bis zu einer bestimmten ODgoo vermehrt, durch Zentrifugation geerntet, mit
Hilfe von Ultraschall oder eines Hochdruckhomogenisators aufgeschlossen, dialysiert und
anschlieRend zur Gewinnung des Uberstands bei 30.000 g zentrifugiert (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Gewinnung eines S30-Extrakts.

Die S30-Extrakte wurden nach bekannten Protokollen hergestellt (Helmstetter et al. 2019; Schwarz et
al. 2007a). Dafiir wurde der gewiinschte Bakterien-Stamm auf einem geeigneten Medium bei einer
geeigneten Inkubationstemperatur geziichtet (Tabelle 3.3). Einzelne Kolonien wurden in 5 ml flissiges
LB-Medium Ubertragen und 6-8 h bei den angegebenen Temperaturen und 200 rpm schittelnd
bebritet. Die Kulturen wurden auf 50 ml LB expandiert und tiber Nacht bei 200 rom herangezogen.

AnschlieBend wurde entweder im kleinen Malistab aus einer 500 ml Bakterienkultur im 2,5 |
Erlenmeyerkolben oder aus einer 5000 ml Bakterienkultur in einem 5-I-Fermenter ein S30-Extrakt
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gewonnen. Zur Herstellung des Extrakts im kleinen MaRstab wurde in einem Erlenmeyerkolben 450 ml
YTPG-Aminosauren, 25 ml YTPG-Phosphatpuffer sowie 20 ml YTPG-Glucose-L6sung mit 5 ml der
Ubernachtkultur kultiviert. Bei Verwendung eines 5-I-Fermenters erfolgte die Fermentation mit 5 |
Wachstumsmedium, welches 4,5 | YTPG-Aminosduren, 0,025 mM Polypropylenglykol 2000, 250 ml
YTPG-Phosphatpuffer, 200 ml YTPG-Glucose-Lésung sowie die Ubernachtkultur enthielt. Als
Inprozesskontrollen wurden wahrend des Fermentationsprozesses der pH-Wert, die Temperatur, die
Luftzufuhr sowie die ODsyo gemessen. Die Einstellungsparameter wahrend der Fermentation im
Bioreaktor und nach Beendigung der Fermentation sind der Tabelle 3.4 zu entnehmen.

Tabelle 3.3: Nahrmedien und Inkubationstemperaturen fiir die Herstellung eines S30-Extrakts aus
ausgewadhlten Bakterien.

Bakterium Nahrmedium Inkubationstemperatur
Bacillus megaterium Medium 1 30°C
Bacillus subtilis Medium 1 30°C
E. coli BL21(DE3) LB-Medium 37°C
Pseudomonas putida mTK 2240 Medium 1 28 °C
Salmonella enterica subsp. enterica Medium 92 37°C

Tabelle 3.4 Gewahlte Parameter flir den Fermentationsprozess.

Parameter Kennwert

BioPAT® MCFS/DA 3.0
Biostat® A plus

Software
Kontrolleinheit

Fermentation Temperatur Wachstumsoptimum
Rotorgeschwindigkeit 900 rpm
Druck der Luftzufuhr 1,5 bar
Belliftungsrate 10 vwm

Stopp des Fermentationsprozesses Temperatur 12 °C
Rotorgeschwindigkeit 5 rpom
Druck der Luftzufuhr 1,5 bar
Beltftungsrate 5 vvm

Das Zellwachstum wurde in der exponentiellen Phase durch 45-miniitiges Kiihlen in einer Eis-Wasser-
NaCl-Mischung gestoppt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 4.500 g, 4 °C flir 15 min geerntet
und dreimal mit Puffer A gewaschen. Die Pellets wurden gewogen und bei -80 °C gelagert. Fir den
Zellaufschluss wurden die Pellets durch Zugabe von 110 % des Pelletgewichts von Puffer B
resuspendiert. Die Lyse erfolgte mit einem French Press Zellaufschlussgerdt bei 20.000 psi. Bei
Volumina, welche kleiner als 5 ml waren, wurde eine Sonotrode mit zw6lf Zyklen (60 s on/off) bei einer
Amplitude von 50 % verwendet, wobei die Proben bei dem off-Zyklus auf Eis gelagert wurden. Die
$30-Uberstinde wurden durch Ultrazentrifugation bei 30.000 g, 4 °C fiir 30 Minuten erzeugt, gefolgt
von der Zugabe von NaCl bis zu einer Endkonzentration von 400 mM und Inkubation bei 42 °C fir
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45 min. Die Suspension wurde bei 4 °C gegen Puffer C dialysiert (14 kDa Cut-off) und bei 30.000 g, 4 °C
fiir 30 min zentrifugiert. Aliquotes wurden bei -80 °C gelagert.

3.2.10 Gewinnung einer T7-RNA-Polymerase

Flr die Transkription bei der zellfreien Proteinsynthese wurde die T7-RNA-Polymerase eingesetzt. Zur
Gewinnung der T7-RNA-Polymerase wurde eine Dauerkultur der BL21(DE3) pAR12129 auf einem LB-
Amp-Agarplatte kultviert. Vier einzelne Kolonien wurden je in einem 5 ml LB-Amp-Medium tber Nacht
bei 37 °C unter Schiitteln bei 200 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden 500 ml LB-Amp-Medium mit je
einer Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODgg von 0,6-0,8 bei 37 °C und 200 rpm auf einem
Wippschuttler kultiviert. Die Expression wurde durch Zugabe von 500 ul 1 M IPTG induziert und fir
weitere 5 h bei 37 °Cund 200 rpm geschiittelt. Die Zellen wurden bei 4 °C fiir 15 min bei 4500 g geerntet
und in 60 ml T7-Puffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation unter den vorherigen Bedingungen
wurde das Zellpellet bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 30 ml T7-Puffer II
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch dreifache Passage eines French-Press bei ungefahr
20.000 psi. Nach Zentrifugation fiir 30 min bei 4 °C bei 20.000 g wurde der Uberstand entnommen
und tropfenweise mit Streptomycin-Sulfat zu einer finalen Konzentration von 2 % versetzt. Die DNA
wurde durch Zentrifugation bei 30.000 g fiir 30 min bei 4 °C prazipitiert. Anschliefend wurde die DNA
mit einer Sepharose Q-Saule lGber eine Anionenaustauschchromatographie gereinigt. Daflr wurde die
Saule erst mit 2 Sdulenvolumen T7-Puffer dquilibriert und dann die Probe aufgetragen. Es wurde mit
steigendem NaCl-Gradienten von 20-500 mM in T7-Puffer mit dem 21-fachen Saulenvolumen eluiert.
AnschlieBend wurde mit dem dreifachen Sadulenvolumen 1 M NaCl-haltigen T7 Puffer und dem
dreifachen Saulenvolumen 20 % ethanolhaltigen-haltigen T7 Puffer nachgespiilt. Es wurden je
Elutionsfraktion 15 ml aufgefangen und die einzelnen Fraktionen bei 280 nm mit photometrisch
untersucht unter einer Western-Blot-Analytik (3.2.3) unterzogen, indem als Primarantikorper ein T7-
RNA-Polyermase-Antikorper eingesetzt wurde. Die Fraktionen mit den hochsten Konzentrationen an
T7-RNA-Polymerase wurden vereinigt und mit einem Amicon Ultra-4 Centrifugal Filter Devices mit
einem 30-kDa-cut-off konzentriert. Die Dialyse erfolgte (iber Nacht mit 1 | T7-Dialysepuffer durch eine
Membran mit 14 kDa cut-off bei 4 °C. Anschliefend wurde die T7-RNA-Polymerase mit Glycerol so
versetzt dass eine Endkonzentration von 50 % Glycerol erhalten wurde. Nach der Alliquotierung wurde
die T7-RNA-Polymerase bei —-80 °C gelagert. Die Aktivitat der T7-RNA-Polymerase wurde durch den
Vergleich mit einer alten Charge Uber die Synthese von zellfrei hergestelltem mNeonGreen im Ein-
Kompartiment-System (3.3.2) tberpriift.

3.3 Zellfreie Proteinsynthese

Zur in-vitro-Herstellung von Proteinen wurde die zellfreie Proteinsynthese verwendet. Die zellfreie
Proteinsynthese erfolgte entweder im Ein-Kompartiment- oder im Zwei-Kompartiment System.
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3.3.1 Zellfreie Proteinsynthese im Zwei-Kompartiment-System

Um groRRere Mengen an Protein zellfrei zu synthetisieren, wurde das continuous-exchange-cell-free-
System (CECF) genutzt. Dies ermoglichte den Austausch niedermolekularer Komponenten entlang
ihres Konzentrationsgradienten lber zwei Kompartimente, die durch eine semipermeable Membran
voneinander getrennt waren.

In dem Kompartiment mit dem reaction mixture (RM) fand die Transkription und Translation statt. Das
zweite Kompartiment enthielt den feeding mixture (FM) mit allen niedermolekularen Stoffen. Durch
das deutlich héhere Volumen des zweiten Kompartiments (RM:FM = 1:15-17) wurden frische Edukte
zur Proteinbiosynthese zur Verfligung gestellt. Inhibierende Nebenprodukte wie Pyrophosphat
wurden in gleicher Weise stark verdinnt. Sofern Membranproteine synthetisiert wurden, wurde ein
geeignetes Detergens bei der Synthese hinzugefliigt. Das zugesetzte Detergens diente der
Stabilisierung des Membranproteins. Nachdem alle benétigten Stammldsungen mit Ausnahme der
Enzyme auf Eis aufgetaut wurden, wurde ein Mastermix (MM) pipettiert (Tabelle 3.5). Durch Zugabe
weiterer Komponenten entstanden der FM und RM.

39



Methoden

Tabelle 3.5: Pipettierschema fir die zellfreie Proteinsynthese.

Komponente Konzentration der MM (ul) FM (pl) RM (ul)
Stammldsung

NaNs 10% 90,0

PEG 8000 40% 900

Kaliumacetat 4,0 M 678,6

Magnesiumacetat 1,0M Variabel

HEPES/EDTA-Puffer 24x 660

cOmplete™ 50x 360

Folinsdure 10 mg ml? 180 2338

DTT 0,5M 72,0

NTP-Mix 75x 240

PEP 1,0M 360

AcP 1,0M 360

Aminosaure-Mix 4,0 mM 2250

RCWMDE 17 mM 1080

Brij® 78 960

Mastermix variabel Variabel

S30-Puffer 1x 5950

Pyruvatkinase 10 mg ml? 8,0

E.coli-tRNA 40 mg ml? 17,5

T7-RNA-Polymerase 350 U pl?t 42,9

RiboLock RNAse Inhibitor 40 U pl? 7,5

Plasmid-DNA variabel Variabel

S30-Extrakt 1x 350,0

Aqua bidest. ad 17000 ad 1000

Total (ul) 2variabel 2 17000 2 1000

Anmerkung: Das Volumen der Plasmid-DNA war abhangig von der jeweiligen Konzentration der
Maxipraperation. Die Zielkonzentration betrug 0,03 mg ml™. Die Mg*-Konzentration betrug je nach
Optimum der S30-Extrakt-Charge zwischen 10-14 mM Mg?*. MM = Mastermix; FM = feeding mixture;
RM = reaction mixture.

3.3.1.1 Zellfreie Proteinsynthese im praparativen MaR3stab

Der FM wurde in eine Reaktionskammer, die in der Werkstatt des Pharmazeutischen Instituts
hergestellt wurde, vorgelegt. Der RM wurde in eine Dialysekette (10 kDa cut-off) mit Hilfe von einer
1- ml Spritze und Kandlen Gberfiihrt. AnschlieBend wurde die Dialysekassete in der Reaktionskammer
so positioniert, dass die Flussigkeitsspiegel des FM und des RM in Kontakt zueinander traten.

Die Kammer wurde mit zwei Schrauben verschlossen und fiir 20-24 h in einem bewegten Wasserbad
bei 30 °C inkubiert. Der RM wurde der Dialysekammer entnommen und die Kammer zum Spilen mit 1
ml 1x Reinigungspuffer mit Detergens nachgespiult. Nach Vereinigung des RM und der Spulflissigkeit
wurde die Mischung zur abschlieBenden Proteinfaltung fiir 1 h auf Eis inkubiert. Das zellfrei
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hergestellte Protein wurde entweder direkt weiteren funktionellen Untersuchungen unterzogen oder
durch eine Nickel-Affinitdtschromatographie (3.3.3) gereinigt.

3.3.1.2 Zellfreie Proteinsynthese im analytischen MaRstab

Um die Qualitdt eines neu hergestellten S30-Extrakts zu Uberpriifen, wurde die zellfreie
Proteinsynthese im kleineren MaRstab (RM =55 pl, FM = 850 ul) durchgefiihrt. Weiterhin wurde mit
Hilfe der analytischen Testung lberprift, ob verschiedene Detergenzien fir die CECF als Zusatz zur
Synthese von Membranproteinen geeignet waren (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Verwendete Detergenzien sowie deren kritische Mizell-Konzentration (CMC) und
eingesetzte Endkonzentration.

Detergens CMC (%) Endkonzentration (%)
Brij 35 0,011 0,2
Brij 58 0,0086 1,5
Brij 78 0,005 1,0
Brij 98 0,0029 0,2
DDM 0,087 0,4

Hierflir wurden selbstgebaute ReaktionsgefdR aus der Werkstatt des Pharmazeutischen Instituts in
Anlehnung an das Protokoll von Schneider et al. (2010) verwendet (Schneider et al. 2010). Es wurde
eine mit Aqua bidest. benetzte Dialsyemembran (14-kDa-cut-off) auf einen Stempel gespannt und mit
einem Teflonring fixiert. Nachdem in eine 24-well-Zellkulturplatte der FM vorgelegt wurde, wurden die
Stempel in den FM eingetaucht. Auf die Dialysemembran wurde der RM hinzugegeben. Die Platte
wurde mit Parafilm und dem Deckel der Zellkulturplatte verschlossen. Die weiteren
Inkubationsschritte erfolgten analog zur Herstellung im praparativen Ansatz.

3.3.2 Zellfreie Proteinsynthese im Ein-Kompartiment-System

Die Standardproteinproduktion erfolgte aus 30 ng ul?! Plasmid-DNA in 120 mM HEPES-Puffer, pH 8,0,
der auBerdem 160,7 mM Kaliumacetat, 26,19 mM Lithiumkaliumacetylphosphat, 9,9 mM
Magnesiumacetat, 23,96 mM EDTA, 2,62 mM Dithiothreitol und 2,62 % Polyethylenglykol 8000 sowie
15 % (V/V) S30-Extrakt enthielt. Weitere Bestandteile waren Transkriptionsreagenzien (5 U ul™ T7 RNA-
Polymerase, 0,39 U pl-1 RibolLock; Nukleotide (9,6 mM ATP, je 6,4 mM von GTP, UTP, CTP), ein
Energiertickgewinnungssystem (26,19 mM Phosphoenolpyruvat, 0,10 mg ml? Pyruvatkinase),
Translationsreagenzien (0,92 mg ml? E. coli tRNA-Mischung, 0,13 mg/ml? Folinsdure, 0,50 mM jeder
der 20 proteinogenen Aminosduren sowie 1,31 mM von Arg, Cys, Trp, Met, Asp, Glu),

™), Variationen der zellfreien

Proteaseinhibitoren (0,07 % Natriumazid und cOmplete
Standardreaktionsbedingungen wahrend des Optimierungsprozesses sind im Ergebnis-Teil
beschrieben. 20 ul der Reaktionsmischung wurden in die Vertiefungen einer 96-well-Platte
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(halbflachig, konisch, klarer Boden) mit oder ohne Zugabe von 1 ul der Inhibitorlésung gegeben.
Kontrollen ohne Zugabe des Inhibitors wurden mit 1 pl autoklavierten Aqua bidest. versetzt. In
Abhéangigkeit der Loslichkeit des Inhibitors wurde dieser in autoklaviertem Aqua bidest. oder in
21% (V/V) DMSO gelost, sodass eine Endkonzentration des Inhibitors von 1% (V/V) DMSO erzielt
wurde. Die Reaktionen wurden bei 32 °C fiir 2 h gehalten.

Mit S30-Extrakten aus S. enterica und P. putida wurden die Reaktionen in 40 pl mit 2 pl Inhibitor Losung
oder 2 pl autoklavierten Aqua bidest.(Gesamtvolumen 42 pl) fiir 4 h bei 26 °C (P. putida) oder 32 °C
(S. enterica) durchgefiihrt. Die Fluoreszenzintensitdat wurde (Aex=480 nm, Aem= 517 nm) mit einem
Fluoreszenz-Imager (ChemoStarintas) oder einem Plattenlesegerdt (TecanReader) gemessen. Die
Hintergrundfluoreszenz wurde fiir jeden Versuch aus Vertiefungen bestimmt, die die vollstandige
Reaktionsmischung mit Ausnahme der Plasmid-DNA enthielten.

3.3.2.1 Datenauswertung und statistische Analyse im Ein-Kompartiment-System

Zur Optimierung der zellfreien Ein-Komparitment-Reaktionsbedingungen wurde jeder Datenpunkt fiir
einen S30-Extrakt aus E. coli aus drei biologischen Praparationen ermittelt und auf die GFP-
Fluoreszenzintensitat (auf 1 gesetzt) normalisiert, die mit den zuvor etablierten kontinuierlichen Zwei-
Kompartiment-Austauschreaktionsbedingungen erhalten wurde.

Fir die Berechnung ICsp-Werte (n = 3) wurden die Fluoreszenzintensitidten als Prozentskala
ausgedriickt, wobei die Fluoreszenzintensitdt der nicht gechemmten Reaktion auf 100 % und die der
vollstandig gehemmten Reaktion auf 0 % gesetzt wurde (Walloch et al. 2020). Zuvor wurde der
Hintergrund, welche alle Bestandteile des RM mit Ausnahme der Plasmid-DNA enthielt, von allen
Messwerten abgezogen. Die sich ergebenden sigmoidalen Kurven wurden an die Hill-Gleichung mit
variabler Steigung mit GraphPad Prism angepasst, um die ICso-Werte zu erhalten. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) an.

Zur Evaluierung der Screening-Qualitdt wurde der z-Faktor nach Zhang et al. (1999) berechnet. Dazu
wurde folgende Formel verwendet:

38D (Protein)—3SD (Hintergrund)
Mittelwert (Protein)—Mittelwert (Hinter grund)

z=1 (Gleichung 3.3).

SD (Protein) = Standardabweichung des ungehemmeten Protein
SD (Hintergrund) = Standardabweichung aus wells ohne codierende Plasmid-DNA
Mittelwert (Protein) = Mittelwert des ungehemmeten Protein

Mittelwert (Hintergrund) = Mittelwert aus wells ohne codierende Plasmid-DNA
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3.3.3 Nickel-Nitrilotriessigsdure- (Ni**-NTA)-Affinitidtschromatographie

Die zellfrei synthetisierten Proteine wurden {ber ihren terminalen Hisio-tag mit Hilfe einer
Affinitatschromatogrphie tiber eine Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni>*-NTA) enthaltende Matrix gereinigt.
Das Protein bildete mit dem zweiwertigen Nickel Chelatkomplexe, welche mit steigenden
Konzentrationen von Imidazol eluiert wurde (Hengen 1995). Proteinverunreinigungen mit fehlendem
poly-His-Tag wurden so abgetrennt. Fir die Reinigung wurde bei Membranproteinen ein
Reinigungspuffer eingesetzt, der zusatzlich ein Detergens enthielt. Bei l6slichen Proteinen wurde auf
diesen Zusatz verzichtet.

Fiir die Reinigung analytischer Ansatze wurden pro 55 pl RM 7,5 pl einer Ni2*-NTA-Agarose Matrix als
50%-ige Suspension mit Reinigungspuffer gewaschen und anschlieRend mit dem RM vereinigt. Die
Mischung wurde bei 4 °C rotiert und am nachsten Tag auf Fritten Uberfiihrt. Es wurde mit dem
flinffachen Saulenvolumen an Reinigungspuffer mit 20 mM Imidazol und nach 15 mintiger Inkubation
mit dem zehnfachen Saulenvolumen vom Reinigungspuffer, der 300 mM Imidazol enthielt, bei
Raumtemperatur eluiert.

Fur die Reinigung praparativer Ansatze wurden pro Milliliter RM 150 pl einer Ni>*-NTA-Agarose Matrix
als 50%-ige Suspension auf eine Fritte gegeben. Die Matrix wurde mehrfach mit dem Reinigungspuffer
gewaschen und mit dem RM vereint. Das Gesamtvolumen betrug dabei das Achtfache des RM. Die
Mischung wurde Uber Nacht bei 4 °C rotiert und am nachsten Tag auf eine Fritte Gberfiihrt. Der
Durchfluss sowie alle weiteren Fraktionen wurden bei 4 °C gelagert. Zum Waschen wurde mit dem
zwanzigfachen Saulenvolumen und zum Eluieren mit dem flinffachen Saulenvolumen mit
Reinigungspuffer bei 4 °C gespllt. Der Imidazol-Gadient wurde bei der Reinigung von 20 mM auf bis zu
500 mM schrittweise erhoht. Die Matrix wurde in einem Volumen Reinigungspuffer aufgenommen,
das dem funffachen Sdulenvolumen entsprach.

3.4 Bestimmung der Minimalen Hemmkonzentration (MHK)

Die MHK wurde mit der Inokulum-Methode wie zuvor beschrieben bestimmt (Andrews 2001). Es
wurden die Bakterien Gber Nacht auf LB-Agarplatten bei 37 °C (E. coli und S. enterica) oder 28 °C (P.
putida) gezlichtet. Einzelne Kolonien wurden in 5 ml Iso-Sensitest-Bouillon Gberfihrt und bei 37 °C fur
6-8 h bei 6 rom bebriitet. Die Tribung der Zellsuspension wurde auf den McFarland-Standard
eingestellt. 75 pl der Kultur wurden mit 75 pl der Lésungen der Prifsubstanz (Endkonzentrationen: 64,
32,16,8,4,2,1,0,5, 0,25 und 0,125 pg ml?) gemischt und bei 37 °C (iber Nacht in 96-Well-Platten
bebriitet (Abbildung 3.2). Unbehandelte Kulturen dienten als Kontrollen fiir ungehemmtes Wachstum.
Vertiefungen mit Medien ohne Inokulum wurden zur Uberpriifung der Sterilitit verwendet.
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Abbildung 3.2: Pipetierschema zur Bestimmung der MHK. Amp = Ampicillin; Lin = Linezolid;
Tet = Tetracyclin; Kan = Kanamycin; Cli = Clindamycin; Ery = Erythromycin; Chlo = Chloramphenicol;
K = reines Inokulum; - = well ohne Inokulum.

3.5 Praparation und Charakterisierung von Liposomen

Die Praparation von Liposomen diente der funktionellen Charakterisierung von zellfrei synthetisierten
Proteinen wie TbAQP2 und PfAQP1. Liposomen, die mit diesem Protein rekonstituiert wurden, werden
im Folgenden als Proteoliposomen bezeichnet, wahrend Liposomen ohne Membranprotein die
Bezeichnung Leerliposomen tragen.

3.5.1 Herstellung von Liposomen

Es wurde einerseits mit biologischen Lipiden und andererseits mit chemisch, synthetisierten Lipiden
gearbeitet. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die Lipide Avanti E. coli-Lipidextrakt als E. coli-Lipide
und die 2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine als 4Me 16:0 PC-Lipide bezeichnet.

Zur Herstellung von Liposomen wurden 25 mg Lipide Avanti E. coli-Lipide oder 4Me 16:0 PC-Lipide
bezeichnet werden, in 1 ml Chloroform auf Eis gelost. Sofern die Lipide biotinilyliert werden sollten,
wurden 902 ul der Lipid-Chloroform-Mischung mit 98 ul DSPE-Biotin (10 pg ul?) versetzt, sodass 1%
biotinilylierte Lipide erhalten wurden. Die geldsten Lipide wurden mit Stickstoff begast und parallel die
Reagenzglaser auf Eis so gedreht, dass sich ein Lipidifilm an der Glasinnenwand bilden konnte. Um
Losungsmitellriickstdande vollstdndig zu entfernen, wurde der Lipidfilm unter Anlegen eines
Hausvakuum von - 450 bis - 600 mbar fiir mindestens 4 h getrocknet. Der getrocknete Lipidfilm wurde
nach Zugabe mit 1 ml 20 mM B-Mercaptoethanol im Liposomenpuffer fiir 1 h bei Raumtemperatur
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inkubiert. Der Lipidfilm wurde danach unter vorsichtigem Vortexen resuspendiert. Die Lipidsuspension
wurde aliquotiert (5 mg 200 pl?), in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei — 80 °C gelagert.

3.5.2 Rekonstitution von Proteinen in Liposomen mit der Verdiinnungsmethode

Es wurde ein Aliquot der Liposomen (3.5.1) auf Eis aufgetaut und 20 pl Liposomenpuffer (50 mM MES,
50 mM HEPES, 200 mM Saccharose, pH 6,8) hinzugegeben. Die Mischung wurde in Glasgefalle
Gberfihrt, mit Stickstoff begast und fiir 90 min im Hot-Spot eines Ultraschallbads (20-25 °C) gestellt.
Zur Herstellung von Proteoliposomen wurde 3,3 pl 15 % Brij® 78 sowie 100 pg des Proteins
hinzugegeben. Anschliefend wurde der Ansatz mit dem Liposomenpuffer auf 1000 ul aufgefillt und
gemischt. Bei den Leerliposomen wurde mit Ausnahme der Zugabe des Proteins in gleicher Weise
verfahren. Nach einer 30-minitigen Inkubation wurde die Liposomen-Mischung in ein mit 25 ml
Liposomenpuffer befiilltes Ultrazentrifugationsrohrchen mit einer 21 Gauge-Kaniile injiziert. Dabei
wurde die CMC von Brij 78 (0,0005 %) unterschritten, wodurch das Protein aus Detergensmizelle oder
der Detergens-Lipid-Mischmizelle in die Liposomen rekonstituiert wurde. Nachdem fiir 45-60 min bei
140.000 g bei 4 °C zentrifugiert wurde, wurde das Pellet mit 600 ul Liposomenpuffer durch vorsichtiges
Vortexen resupendiert. Um unilammelare Liposomen zu erzeugen, wurden die Liposomen mit dem
liposoFast® Extruder durch 21-fache Passage einer 200-nm-Membran extrudiert. Die verschiedenen
Praparationen wurden durch Zugabe des Liposomenpuffers auf die gleiche ODggo eingestellt.

3.5.3 Rekonstitution von Proteinen in Liposomen mit Bio-Beads® SM-2

Die Rekonstitution erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Dr. Annika Muller-Lucks, welches eine
Abwandlung verschiedener Protokolle darstellte (Kai et al. 2010; Verdoucq et al. 2008). Die Liposomen-
Mischung (3.5.1) wurde auf Eis aufgetaut und zur Destabilisierung der Liposomen mit 0,5 % Triton™
X-100 versetzt, sodass die Mischung klar wurde. Es wurden 250 ug Protein hinzugegeben und fir 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detergenzien wurden durch Zugabe von 2-mal 200 mg zuvor
aktivierter Bio-Beads® SM-2 entfernt. Es wurde Gber Nacht und anschliefend fiir wenige Stunden bei
4 °Cinkubiert. Die Liposomen wurden durch eine 200 nm Membran extrudiert.

3.5.4 Dichtegradientenzentrifugation

Um zu lberprifen, dass die Proteine in den Liposomen rekonstituiert wurden, wurden mit Hilfe von
verschiedenen Saccharose-Gradienten die Proteoliposomen einer Zentrifugation unterzogen.

Zunachst wurden 350 pl 60 % Saccharose in Zentrifugationsrohrchen (Seton open-top centrifuge tubes
polyclear®, 11 x 60 mm) vorgelegt und mit 350 pl Liposomen gemischt. AnschlieRend wurde durch ein
auf der Oberflache platziertes Korkstiick je 700 pl Saccharose-Losung mit absteigender Konzentration
(25 %, 20 %, 15 %, 5 % und 0 %) aufeinander geschichtet. Das Korkstlick wurde entfernt und die Gefille
mit 0 % Saccharose-Losung untereinander austariert. Nach der Zentrifugation bei 164.000 g fiir 6 h bei
4 °C in einem Swinging-Rotor (Beckmann™ SW60Ti, Serie E16601) wurden die einzelnen Schichten in
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefallen lUberfiihrt. Nach der Dichtegradientenzentrifugation wurde die
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einzelnen Schichten einer TCA-Fallung (3.2.8) sowie der SDS-PAGE (3.2.2) und einem Western-Blot
(3.2.3) unterzogen.

3.5.5 Lichtstreumessungen mit der stopped-flow-Apparatur

Die stopped-flow-Methode bzw. flussunterbrechende Analyse diente der Bestimmung der
Transportrate und -kapazitat von Proteoliposomen. Dabei wurde das Schrumpf- und Schwellverhalten
von Liposomen gegeniiber einem hyperosmotischen Gradienten Uber die 90°-Streulichtanderung
untersucht.

Die Liposomenpraperation (3.5.2, 3.5.3) wurde mit einer Gradientenmischung, die neben den
Pufferbestandteilen zusatzlich ein Substrat fiir die Kanalproteine enthielt, im Verhaltnis 1:1 gemischt
und unter den beschriebenen Messbedingungen in Tabelle 3.7 vermessen. Der Gradient bestand aus
20mM bis 200 mM Glycerol, Erythritiol, Ribitol oder Sorbitol. Die Lichtstreuung verhielt sich dabei
antiproportional zur GroRe der Liposomen.

Tabelle 3.7: Einstellungsparamater der stopped flow-Apparatur.

Parameter Kennwert
Xe/Hg-Bogenlampe 100 W
Monochromator 524 nm
Output-Filter 300 ps
Photomultiplier 400 x V
Temperatur der Messkiivette 20°C
Injektionsvolumen 100-150 pl
Mischungsverhaltnis 1:1
Injektionsgeschwindigkeit 14-16 ml s™
Erwartete Totzeit Ims
Anzahl Datenpunkt 8000
Messdauer 10-80s

Auswertung der Kurven

Mit Hilfe der stopped-flow-Methode wurde das Streulichtsignal in Abhdngigkeit der Zeit gemessen. Die
aufgenommenen Kurven wurden mit Hilfe der Software Bio-Kine32® V4.74.2 ausgewertet, indem 4-9
Kurven gemittelt und anschlieBend normiert wurden. Fiir die Normierung wurde der Startpunkt auf
den Koordinatenursprung verschoben und die Kurve durch Multiplikation eines Faktors auf den
Maximalwert von 1 gestaucht oder gestreckt. Der Verlauf der aufgenommen Kurven wurde nach
folgender Kurve beschrieben:

y = at + b — ¢, et + ¢y, e 4ot (Gleichung 3.4).
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a: Steigung der Geraden
t: Messzeit
b: Streulichtsintensitatswert nach unendlicher Messzeit
cw: Amplitude des Wasserausstroms
dw: Ratenkonstante des Wasserausstroms
Csoi: Amplitude des Soluteinstroms
dsoi: Ratenkonstante des Soluteinstroms
Der Soluteinstrom wurde durch die 1. Ableitung des zweiten Terms isoliert betrachtet:
Y= Cor* € Lott (Gleichung 3.5),

Y = —dg * Cgpp * € Fsolt (Gleichung 3.6).

Bei t= 0 entsprach der Wert der initialen Ratenkonstante des Soluteinstroms kso:
kso1 = |—dso1 * Cs01 | (Gleichung 3.7).
Die Werte fir cso und dsoywurden Gber die Fittingfunktion entnommen.

Die Differenz aus der Transportrate der Proteoliposomen mit den Leerlipsomen beschrieb die
Transportrate des Soluts:

Ksorut = Kkso1(Proteoliposomen) — kg, (Leerliposomen) (Gleichung 3.8).

3.6 Bio-Layer-Interferometrie

Die Bio-Layer-Interferometrie (BLI) wurde genutzt, um das hyperosmotische Schwellverhalten von
Proteoliposomen und Leerliposomen zu untersuchen. Es wurde mit Streptavidin- und, Super-
Streptavidin-Sensoren, welche eine starke nicht kovalente Interaktion zu Biotin ausbilden (Livnah et al.
1993), sowie Penta-His-Sensoren gearbeitet.

Die Sensoren wurden zur Entfernung der Saccharose-Schicht vor der Nutzung 30 min lang im
Liposomenpuffer gelagert. In die Vertiefungen der 96-well-Plate wurden 200 pl Puffer oder Probe
hinzugegeben. Die Sensoren wurden mit Liposomenpuffer fiir 1200 s gewaschen. Es folgte die
Beladung der Sensoren fiir 1000 s sowie die Equilibrierung der beladenen Sensoren fiir 1400 s. Die
Beladung erfolgte mit biotinilylierten Proteo- und Leerliposomen (3.5.1-3.5.2). Die beladenen
Sensoren wurden in unterschiedlichen Messpuffern eingetaucht und die nm-Verschiebung gegen die
Zeit detektiert. Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur. Die Platten wurden durchgéngig bei 1000
rpm geschuttelt.
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Fir die Auswertung der aufgenommen Kurven wurden vor jedem Beladungs-Schritt oder der
Interaktion der beladenen Liposomen-Sensoren mit einem Messpuffer eine Basislinie aufgenommen.
Die dargestellten Kurven wurden anschlieRend auf den letzten Messpunkt der Basislinie normiert,
indem der letzte Datenpunkt von allen Messwerten subtrahiert wurde. Da es zu einem Anstieg der nm-
Verschiebung kam, wenn der Sensor von einem well zum nachsten well Giberfiihrt wurde, wurde diese
nm-Verschiebung ebenfalls subtrahiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellfreie Produktion von fluoreszierenden Proteinen fiir die Entdeckung
neuer gegen Ribosomen-gerichteter Antibiotika

Die zunehmende Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber Antibiotika flihrt zu einem Mangel an
therapeutisch wirksamen Antibiotika. Aus diesem Grund hat die Entwicklung neuer Screening-
Methoden zur Entdeckung neuer antibakterieller Wirkstoffe eine hohe Prioritdt. (Lewis 2020;
Osterman et al. 2016).

In der Arbeitsgruppe war ein Zwei-Kompartiment-System fir die zellfreie Proteinsynthese unter
Verwendung eines ribosomalen S30-Extrakts aus E. coli gut etabliert (Florio et al. 2022; Hajek et al.
2019; Helmstetter et al. 2019; Holm-Bertelsen et al. 2016; Miiller-Lucks et al. 2012; Pfeifer et al. 2021).
Dieses System war auf langere Reaktionszeiten und damit eine héhere Proteinausbeute ausgelegt. Fur
Screening-Zwecke ist jedoch keine Maximierung der Ausbeute notwendig. Stattdessen stehen ein
einfacherer Aufbau und kiirzere Reaktionszeiten im Vordergrund. Daher war ein Ziel dieser Arbeit, das
etablierte System an ein Ein-Kompartiment-System fir die Verwendung in einer Multi-well-Platte
anzupassen. Da bei erfolgreicher zellfreier Produktion von GFP die Fluoreszenz bereits innerhalb von
0,5-2 h nachweisbar ist (Schwarz et al. 2007a), wurde dies als Grundlage fiir ein Ribosomen-Inhibitor-
Screening verwendet. Bei Inhibition der ribosomalen Proteinbiosynthese sollte eine reduzierte bis
keine GFP-Fluoreszenz messbar sein (Abbildung 4.1).

®
Puffer/ Bestandteile

in vitro Transkription- Inhibitoren erscheinen in wells
Translation-Reaktion dunkel

Abbildung 4.1: Prinzip einer in vitro-Screening-Plattform unter Verwendung eines bakteriellen S30-
Ribosomenextrakts fiir die Translation von fluoreszierenden Proteinen, z. B. GFP. Die Reaktion wird in
einem Ein-Kompartiment-System durchgefiihrt, das alle Komponenten fiir eine gekoppelte
Transkription und Translation enthalt (links). Die Fluoreszenz wird innerhalb von zwei Stunde im Multi-
well-Format nachgewiesen (rechts). Substanzen, die zielgerichtet die Translation inhibieren, fihren zu
einer reduzierten Fluoreszenz (dunkle wells).
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4.1.1 Herstellung und Qualitat eines ribosomalen Extrakts aus E. coli

Zunachst wurde ein S30-Extrakt aus einer 5-I-Kultur von E. coli des Stammes BL21(DE3) gewonnen
(3.2.9). Die Fermentation wurde anhand von Inprozesskontrollen tiberwacht (Abbildung 4.2 A-C).
Dabei wurde Uber finf unabhdngige Fermentationsprozessen unter Mitarbeit von verschiedenen
Personen eine Generationszeit in der exponentiellen Phase von 30 £ 3 min gemessen.

Weiterhin sdauerte sich das Medium um 0,10 + 0,01 pH-Einheiten leicht an. Wahrend der Fermentation
nahm die O,-Sattigung kontinuierlich um 0,12 + 0,01 % min ab. Der Fermentationsprozess wurde in
der exponentiellen Wachstumsphase durch Kihlen auf Eis gestoppt. AnschlieRend wurden die Zellen
geerntet und gewaschen. Es wurden feuchte Pellets von 28,0 + 2,0 g erhalten, aus denen final ungefahr
15 ml S30-Extrakt gewonnen wurden.
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Abbildung 4.2: In-Prozess Kontrollen bei der Herstellung eines S30-Extrakts aus E. coli. A. In der
exponentiellen Wachstumsphase verdoppelten sich die BL21(DE3) Zellen alle 30 min. B. Das Medium
wurde wahrend der Fermentation angesduert. C. Die 0,-Sattigung sank kontinuierlich wahrend des
Prozesses. Die dargestellten Daten stammen aus der Charge mit der Nummer 26. Die Generationszeit,
die Anderung des pH-Werts sowie der O,-Sattigung wurden als arithmetisches Mittel + S.E.M. aus fiinf
unterschiedlichen Fermentationsprozessen berechnet. D. In-Gel Fluoreszenz von GFP
(Belichtungsdauer 2,7 s) zur Uberpriifung der Qualitit einer neu hergestellten S30-Extrakt-Charge
sowie zur Bestimmung der optimalen Mg?*-Konzentration.
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Die Qualitat und Eignung einer neuen S30-Extrakt Charge wurde unter Verwendung des
Fluoreszenzproteins GFP im Vergleich zu einer dlteren Charge bestimmt. (Abbildung 4.2 D) Dabei
wurden verschiedene Mg*-Konzentrationen getestet, da der optimale Konzentrationsbereich
einerseits sehr eng ist und andererseits besonders kritisch ist (Schwarz et al. 2007a). Die fiunf
hergestellten Chargen zeigten dabei jeweils ihr Optimum in dem von Schwarz et al. (2007)
beschriebenen Konzentrationsbereich bei 10-14 mM Mg?*. Weiterhin wurde eine kontinuierliche
Abnahme alterer Chargen hinsichtlich ihrer Aktivitat Gber die Lagerungszeit festgestellt. Es wurde
festgestellt, dass die Gewinnung eines S30 Extrakts aus E. coli robust und gut kontrollierbar ist.

4.1.2 Herstellung und Qualitdt der T7-RNA-Polymerase aus E. coli

Die T7-RNA-Polymerase wurde in Anlehnung an Schwarz et al. (2007a), wie in Kapitel 3.2.10.
beschrieben, hergestellt. Die Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie wurden hinsichtlich
ihres Proteingehalts durch Messung der Absorption bei 280 nm untersucht (Abbildung 4.3.A). Dabei
wurde zu Beginn der Reinigung zwischen den Fraktionen 6 bis 15 ein besonders hoher Proteingehalt
nachgewiesen, was auf mogliche Verunreinigungen, welche zuerst eluieren, hindeuten konnte.
Weiterhin wurde ein hoher Proteingehalt von A = 0,2-1,0 Uber fast alle Fraktionen beobachtet.

Die Elution der T7-RNA-Polymerase wurde bei einem Gradienten zwischen 150 bis 250 mM NaCl
erwartet (Schwarz et al. 2007a), was den Fraktionen 26 bis 50 entsprach. Zur Uberpriifung der Elution
der T7-RNA-Polymerase wurden die Proteinbestandteile der einzelnen Fraktionen mit Hilfe einer SDS-
PAGE (3.2.2) voneinander getrennt und mit Hilfe eines Western-Blots mit anschlieRender
Chemilumineszenz-Reaktion (3.2.3) untersucht (Abbildung 4.3.B). Die erfolgreiche Herstellung der T7-
RNA-Polymerase, welche eine theoretische Grofle von 99 kDa aufweist (Tsuji et al. 2021) wurde unter
Verwendung eines a-T7-RNA-Polymerase-Antikérpers auf einer Hohe von ungefdhr 85 bis 120 kDa
nachgewiesen. Weiterhin wurde die T7-RNA-Polymerase in fast allen Fraktionen nachgewiesen. Es
wurden die Fraktionen 33 bis 53 vereinigt, sodass ein finales Volumen von ungefdhr 15 ml (V/V)
erhalten wurde. Das gewonnene Volumen reicht fiir ungefdhr 200 RM-Ansdtze der zellfreien
Proteinsynthese im praparativen Ansatz (3.3) aus.

Weiterhin wurde die Aktivitdt der T7-RNA-Polymerase im Ein-Kompartiment-System untersucht,
indem das Fluoreszenzprotein GFP nach zellfreier Herstellung quantifiziert wurde. Als Vergleich diente
eine dltere Charge, welche von Dr. Folknand Helmstetter hergestellt wurde und liber weite Teile dieser
Arbeit ebenfalls genutzt wurde (Abbildung 4.3.C). Trotz mehrjahriger Lagerung der &lteren
Vergleichscharge wurden keine groBen Unterschiede in der Aktivitdt der Polymerase im Vergleich zur
neu hergestellten Charge festgestellt. Weiterhin wurden lber einen weiten Konzentrationsbereich von
2-9 U pl?t keine groRen Unterschiede in der Aktivitidt der T7-RNA-Polymerase festgestellt. Dies deckt
sich auch gut damit, dass auch unter Schwarz et al. (2007a) kein enger Konzentrationsbereich
angegeben ist. Um flr weitere Untersuchungen ressourcen-schonend die T7-RNA-Polymerase
einzusetzen, wurde bei Verwendung der neu hergestellten Charge mit einer Aktivitit von 4 U - pl?!
gearbeitet.
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Abbildung 4.3: Herstellung einer T7-RNA-Polymerase aus E. coli. A. Absorption bei 280 nm der
einzelnen Elutionsfraktionen mit steigendem NaCl-Gradienten. B. Western Blot einzelner
Elutionsfraktionen unter Verwendung eines Anti-T7-RNA-Polymerase-Antikérpers. C. Screening
unterschiedlicher T7-RNA-Polymerase Aktivitditen mit Hilfe von GFP im Vergleich zu einer alteren
Charge (schwarz), welche eine optimale Aktivitat bei 4 U pl? zeigte. Die optimale Aktivitit der neuen
Charge ist in hellgriin dargestellt. Die normalisierte Intensitat wurde als arithmetisches Mittel + S.E.M.
aus drei technischen Replikaten berechnet.
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4.1.3 Optimierung eines auf E. coli basierenden zellfreien Transkriptions-
Translationssystems mit einem Ein-Kompartiment-System

Zur Erhohung der Proteinausbeute und Optimierung des Ein-Kompartiment-Systems wurden die
Konzentrationen der kritischen Reaktionskomponenten variiert, wobei die etablierten Bedingungen
des Zwei-Kompartimenten-Systems mit kontinuierlichem Austausch als Ausgangspunkt verwendet
wurden (12 mM Mg?*, 290 mM K*, 30 °C, 15 U ul?* T7-Polymerase, 35 % S30-Extrakt). Zum Auslesen
wurde GFP in 96-well-Platten mit 20 ul Reaktionsvolumen lber 2 Stunden produziert.

Die hintergrundkorrigierten Fluoreszenzintensitdten wurden auf die Intensitdt normalisiert, die mit
den Standardreaktionsbedingungen fiir kontinuierlichen Austausch erhalten wurde. Zunachst wurde
die Mg**-Konzentration angepasst, da ihr optimaler Arbeitsbereich besonders eng ist (Schwarz et al.
2007b). Hier erreichte die GFP-Fluoreszenz ihren Hohepunkt bei 12 mM Mg, was ein Signal-zu
Hintergrundverhiltnis von 4,8 ergab (Abbildung 4.4 A). Es wurde die Mg?* -Konzentration konstant bei
12 mM gehalten und die K*-Konzentration variiert (Abbildung 4.4 B). Da die Fluoreszenzintensitat bis
zu 440 mM konstant blieb, wurde die urspringliche K*-Konzentration von 290 mM beibehalten. Eine
Reaktionstemperatur von 32 °C erwies sich als am besten geeignet (Abbildung 4.4 C). Es wurde bereits
friher beobachtet, dass die Proteinproduktion in einem einzelnen Kompartiment in der Regel
innerhalb von 30-120 min endet, da der Nahrstoffaustausch und die Abfallproduktion als limitierende
Faktoren fehlen (Schwarz et al. 2007a). Unter den beschriebenen Bedingungen wurde die Produktion
von GFP und die Bildung des Fluorophors tiber 150 Minuten aufrechterhalten (Abbildung 4.4 D). Um
die Versuchsdauer so kurz wie moglich zu halten, wurde entschieden die Inkubation nach 120 Minuten
zu beenden, da bereits eine ausreichende Fluoreszenzintensitat vorlag. SchlieRlich wurden die
Konzentrationen des S30-Extrakts und der T7-RNA-Polymerase in der Reaktion angepasst (Abbildung
4.4 E-F). Um den Verbrauch dieser wertvollen Komponenten so gering wie moglich zu halten, wurden
fur die folgenden Assays Konzentrationen von 15 % (V/V) S30-Extrakt und 5 U pl'* T7-RNA-Polymerase
gewahlt.
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Abbildung 4.4: Optimierung der zellfreien GFP-Produktion fiir die Verwendung in einem Ein-
Kompartiment-System. Angepasste Parameter waren: A. Mg**-Konzentration, B. K*-Konzentration, C.
Reaktionstemperatur, D. Inkubationszeit, E. Menge des S30-Ribosomenextrakts und F. Menge der T7-
Polymerase. Die Fluoreszenzintensitat wird als beliebige bildgebende Lichteinheiten (BLU) (A) oder als
relative, hintergrundkorrigierte Intensitdit angegeben, die auf die mit den urspriinglichen
Reaktionsbedingungen erreichte, Intensitdt normalisiert ist (B-F). Die Hintergrundfluoreszenz wurde
aus wells ohne GFP-kodierende Plasmid-DNA ermittelt und (B-F). abgezogen. Die griinen Balken zeigen
die fur die Inhibitor-Screening-Experimente gewdahlten Bedingungen an. Die dargestellten Daten
wurden als arithmetisches Mittel £ S.E.M. aus drei unter Verwendung von drei unterschiedlichen S30-
Extrakt-Chargen.
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4.1.4 Konzeptnachweis: Reduzierte GFP-Fluoreszenz als Marker fiir eine Translations-
hemmung

Unter Verwendung der optimierten Reaktionsbedingungen fir die zellfreie GFP-Synthese (Abbildung
4.4, griine Balken) wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung bekannter Antibiotika auf die erzielte
Fluoreszenzintensitat untersucht (Abbildung 4.5 A).
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Abbildung 4.5: Hemmung der Translation von E. coli-Ribosomen mit GFP-Fluoreszenz-Auslesung im
Multi-well-Format. A. Wirkung von Antibiotika auf die zellfreie GFP-Produktion. Die Verbindungen
(Amp, Ampicillin; Lin, Linezolid; Tet, Tetracyclin; Kan, Kanamycin; Cli, Clindamycin; Ery, Erythromycin;
Cap, Chloramphenicol) wurden den Reaktionen in seriellen Verdiinnungen ab der MHK zugesetzt.
Unbehandelte Vertiefungen (—) dienten als Kontrollen fiir nicht gehemmtes Wachstum.
B. Konzentrationsabhadngige Dosis-Wirkungsbeziehung der Fluoreszenzintensitat. Die Daten wurden
an sigmoidale Hill-Gleichungen angepasst, um die ICso-Werte zu bestimmen (siehe Tabelle 4.3). Die
Kurven stammen aus drei unabhangigen biologischen Experimenten. Die dargestellten Kurven wurden
als arithmetisches Mittel £ S.E.M. aus drei unterschiedlichen Fermentationsprozessen berechnet.
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Der S30-Extrakt aus E. coli ist reprasentativ fir die Bakterienklasse der Enterobacteriaceae und bietet
daher einen Wert, der Giber den reinen Nachweis des Konzepts hinausgeht. Zu den Reaktionen wurden
serielle Verdiinnungen der Antibiotika zugegeben, beginnend mit der minimalen Hemmkonzentration
(MHK), die klassisch durch Vergleich der Triibung von fliissigen Bakterienkulturen bestimmt wurde
(3.4). Die erhaltenen MHKs stimmten mit friiher veroffentlichten Daten Gberein (Fyfe et al. 2012). Die
Inkubation mit Ampicillin, einem B-Lactam-Antibiotikum, das unabhangig von den Ribosomen auf die
bakterielle Zellwandbiosynthese wirkt, diente als Kontrolle. Ampicillin zeigte erwartungsgemaR Uber
den gesamten getesteten Konzentrationsbereich keine Auswirkung auf das Fluoreszenzsignal und
lieferte die gleichen Intensitaten wie die ungehemmten ReaktionsgefdRe (Abbildung 4.5 A). Die
verschiedenen verbleibenden translational wirkenden Antibiotika unterdriickten jedoch die GFP-
Fluoreszenz bei der MHK vollstandig (Abbildung 4.5 A). Dies zeigt, dass der Assay prinzipiell fiir das
Screening geeignet ist. AuRerdem folgte die Dosis-Wirkungsbeziehung der getesteten Antibiotika auf
die Fluoreszenzintensitat einer sigmoidalen Hill-Funktionen (Abbildung 4.5 B), so dass aus den
angepassten Kurven ICso-Werte bestimmen wurden. Die erhaltenen Daten sind in Tabelle 4.3
zusammengefasst.

4.1.5 Gewinnung eines ribosomalen Extrakts auf Basis aus B. subtilis

Im nachsten Schritt sollten Spezies wichtiger multiresistenter Bakteriengattungen mit einbezogen
werden. Zu Beginn wurde versucht das grampositive Bakterium Bacillus subtilis aus der Familie der
Bacillaceae mit einzubeziehen. Zur Extraktion eines S30-Extrakt aus B. subtilis wurde das Protokoll nach
Kelwick et al. (2016) gewahlt, bei welchem eine 500 ml B. subtilis-Bakterienkultur im Erlenmeyerkolben
bei 30 °C bis zu einer ODego von 3 inkubiert wurde. Erlenmeyerkolben bieten eine Alternative zu
Bioreaktoren und finden auch eine breite Anwendung bei der Gewinnung von S30-Extrakten aus E. coli
(Caschera et al. 2014; Kim et al. 2006; Sun et al. 2013; Yang et al. 2012).

Unter den zuvor genannten Wachstumsbedingungen befanden sich die Zellen bei einer ODgoo von 2 im
Erlenmeyerkolben bereits in der spat-exponentiellen Phase (Abbildung 4.6 A). Wahrend die
Generationszeit unter optimalen Bedingungen von B. subtilis zwischen 30 bis 35 min liegt (Zeigler et
al. 2017), wurde bei zwei unabhangigen Praparationen im Erlenmeyerkolben eine Generationszeit von
106 £ 29 min gemessen. Da die Ribosomen-Konzentration mit der Wachstumsrate korreliert (Bremer
et al. 2008; Zawada et al. 2006), deutete die hohe Generationszeit auf eine geringe Ribosomen-
Ausbeute und damit eine geringere Ausbeute bei der zellfreien Proteinsynthese hin. Aus diesem Grund
sollte die als besonders kritisch geltende Gewinnung eines ribosomalen Extrakts in der mittel-
exponentiellen Phase erfolgen, da so eine besonders hohe Ribosomendichte und somit eine hohe
Ribosomen-Konzentration erhalten werden (Bremer et al. 2008; Schwarz et al. 2007a; Sun et al. 2013).

Deswegen wurde der Wachstumsprozess der Zellen statt bei einer ODgoo von 3 bei einer ODggo von 2
durch Kihlen auf einer Eis/Wasser-Mischung gestoppt und die Zellen anschlieBend geerntet. Nachdem
die Zellen geerntet und gewaschen wurden, wurde ein feuchtes Pellet-Gewicht von ca. 1,9 g erhalten.
Der folgende Zellaufschluss mit anschlieBender Zentrifugation bei 30.000 g und Dialyse lieferte 2 ml
S30-Extrakt.

AnschlieBend wurde die Qualitdt und Funktionalitat des S30-Extrakts aus B. subtilis im Vergleich zu

zwei funktionalen S30-Extrakten aus E. coli untersucht. Da die Wachstumsdaten auf eine geringe
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Ausbeute an Ribosomen hindeuteten, wurde fir die zellfreie Testproduktion von GFP das Zwei-
Kompartimenten-System gewahlt, da dieses System (3.3.1) in der Regel hohere Proteinausbeuten
liefert (Schwarz et al. 2007a). Trotz einer langen Belichtungszeit von 9,5 s wurde bei verschiedenen
Mg?*-Konzentrationen keine zufriedenstellende In-Gel-Fluoreszenz von GFP fiir den S30-Extrakt aus
B. subtilis im Vergleich zu den S30-Extrakten aus E. coli detektiert (Abbildung 4.6. B).
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Abbildung 4.6: Gewinnung eines S30-Extrakts aus B. subtilis. A. Wachstum einer B. subtilis-Kultur im
Erlenmeyerkolben B. In-Gel-Fluoreszenz von GFP zur Testung der Qualitdt und Funktionalitat eines
S30-Extrakts aus B. subtilis im Vergleich zu zwei S30-Extrakten aus E. coli bei einer Belichtungszeit von
9,5 s und unterschiedlichen Mg?*-Konzentrationen.

Da keine zufriedenstellende Proteinausbeute erzielt wurde, wurde im nachsten Schritt untersucht, ob
die Wachstumsbedingungen im Erlenmeyerkolben bei einem S30-Extrakt aus E. coli zu ausreichender
Fluoreszenzausbeute in einem Ein-Kompartiment-System zum Screening neuartiger Antibiotika flhrt.
Weiterhin wurde dem Nahrmedium in gleicher Weise wie bei der E. coli 5-I-Kultur (3.2.9) Glucose
hinzugefiigt, da sowohl E. coli als auch B. subtilis fakultativ anaerobe Bakterien sind (Jacobs N. J. et al.
1964; Walker et al. 1934), und sich so ein schnelleres Wachstumsverhalten fiir die beiden Bakterien
versprochen wurde. Weiterhin wird in ndhrstoffreichen Medien die Anzahl an verfiigbaren Ribosomen
erhoht, da die Bakterien eine schnellere Proteinproduktion und Selbstvermehrung unterstiitzen (Salis
2011). In nadhrstoffarmen Medien reduzieren die Bakterien ihre Produktionsrate, um Ressourcen zu
sparen, was zu verringerten Ribosomen-Konzentrationen fiihrt (Bremer et al. 2008).

E. coli zeigte im Erlenmeyerkolben mit einer Generationszeit von tgen = 69 = 7 min im Vergleich zu B.
subtilis (tgen = 65 * 6 min) ein vergleichbares Wachstum in der exponentiellen Phase (Abbildung 4.7 A).
Weiterhin wurde eine deutlich hhere ODggo fur E. coli erreicht, sodass nach der Zellernte eine hdohere
Ausbeute von ca. 2 g an feuchtem Pellet sowie ca. 2 ml an S30-Extrakt aus E. coliim Vergleich zu einem
S30-Extrakt aus B. subtilis von ca. 0,9 g feuchtem Pellet bzw. ca. 1 ml erzielt wurde. Gleichzeitig wurde
flr E. coli wie erwartet eine langsamere Verdopplungszeit der Bakterien im Vergleich zu einer
Fermenter-Kultur beobachtet, da im Fermenter aktiv Sauerstoff zugefiihrt wird (Abbildung 4.7 A,
Abbildung 4.2 A).
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Abbildung 4.7: Gewinnung eines S30-Extrakts aus B. subtilis und E. coli im Erlenmeyerkolben und im
Fermenter. A. Wachstum von B. subtilis im Erlenmeyerkolben (tgen = 65 + 6 min; N = 2) und Fermenter
(teen = 34 £ 5 min; N = 2) sowie E. coli (tgen = 69 £ 7 min; N = 4) im Erlenmeyerkolben. B. Wihrend des
Fermentationsprozesses sauerte sich das Medium von B. subtilis leicht an (N = 2) C. Mg*-Screening
von B. subtilis im Erlenmeyerkolben. Die schwarzen Balken stellen die Hintergrundfluoreszenz aus
wells ohne GFP-kodierende Plasmid-DNA dar. Die weillen Balken reprasentieren die Eigenfluoreszenz
von GFP. Die optimale Mg?*-Konzentration lag bei 14 mM (braun-griiner Balken). D. Uberpriifung der
Qualitat und Funktionalitdt eines S30-Extrakts von B. subtilis im Erlenmeyerkolben und Fermenter
sowie E. coli im Erlenmeyerkolben im Bezug zu einem S30-Extrakt aus E. coli im Fermenter bei ihrer
optimalen Mg?*-Konzentration. Der Hintergrund wurde bereits abgezogen.

Da der hergestellte S30-Extrakt aus B. subtilis spater im Screening im Ein-Kompartiment-System
genutzt werden sollte, wurde dieses System direkt zur Uberpriifung der Qualitit des hergestellten S30-
Extrakts genutzt, indem GFP zellfrei synthetisiert wurde (Abbildung 4.7 A-C). Es wurde eine
Fluoreszenz von GFP mit einem Signal-Hintergrund-Verhaltnis von 1,9 festgestellt. Die erzielte
Fluoreszenzausbeute war im Vergleich zu einem S30-Extrakt aus E. coli, der aus einem
Erlenmeyerkolben und einem Fermenter gewonnen wurde, deutlich schwacher (Abbildung 4.7 A, D).
Dies bestatigt, dass Bakterienkulturen mit einer geringeren Wachstumsrate, wie im Erlenmeyerkolben,
zu einer geringeren Ribosomen-Konzentration und somit einer geringeren Ausbeute von
Fluoreszenzproteinen nach der zellfreien Proteinsynthese filhren (Bremer et al. 2008; Zawada et al.
2005).

Zur weiteren Erh6hung der Ribosomen-Ausbeute bzw. Verbesserung des Wachstumsverhaltens wurde
ein S30-Extrakt aus einem 5-I-Kultur im Fermenter aus B. subtilis gewonnen. Es wurde eine Ausbeute
an feuchtem Pellet von m = 13,2 + 1,6 g sowie ungefdahr 9 ml am S30-Extrakt bei zwei unabhangigen
Fermentationen gewonnen. Trotz vielversprechender Fermentationsdaten und Ausbeuten wurde
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keine Fluoreszenz von GFP im Vergleich zu einer Fermenter-Kultur von E. coli nachgewiesen (Abbildung
4.7 A-D).

Zellfreie Transkriptions-/Translationssysteme aus B. subtilis wurden Uber lange Zeit auf Grund der
langen Reaktionsdynamiken und geringen Ausbeuten an zellfreien Proteinausbeuten abgelehnt
(Leventhal et al. 1979; Nes et al. 1983; Okamoto et al. 1985; Stallcup et al. 1976; Tominaga et al. 1978;
Villafane et al. 1987; Zaghloul et al. 1987). Trotz weiterer Optimierungen wurde mit Plattformen aus
B. subtilis im Vergleich zu E. coli ca. 100-fach geringere Proteinausbeuten erreicht (Caschera et al. 2014;
Gregorio et al. 2019; Kelwick et al. 2016). Dies ahnelt den hier gezeigten experimentellen Daten beim
Vergleich von B. subtilis mit E. coli (Abbildung 4.7 D). Aus diesem Grund wurde die weitere Arbeit auf
Grundlage eines S30-Extrakts aus B. subtilis zur Entwicklung einer Hochdurchsatzmethode fiir die
Entdeckung neuer Inhibitoren der ribosomalen Proteinbiosynthese verworfen.

4.1.6 Gewinnung eines S30-Extrakts aus S. enterica und B. megaterium im
Erlenmeyerkolben

Es wurde ein S30-Extrakt aus Bacillus megaterium, welches als grampositives Bakterium ebenfalls wie
B. subtilis zur Familie der Bacillaceae gehort, sowie S. enterica subsp. Enterica als gramnegatives
Bakterium aus der Familie der Enterobacteriaceae mit einbezogen. Beide Bakterien entstammen
Familien wie z. B. anthracis sowie S. enterica. Wahrend B. anthracis als Erreger fiir den Milzbrand eine
besondere Gefahr fir den Menschen darstellt, priorisiert die WHO (2022) die Entwicklung neuer
Antibiotika gegen S. enterica, welcher eine Resistenz gegen Fluorchinolone entwickelt hat. Aus diesem
Grund wurden die Bakterien B. megaterium sowie S. enterica subsp. Enterica in die Entwicklung eines
Screenings fir Inhibitoren der ribosomalen Proteinbiosynthese mit einbezogen.

Da fir beide Bakterien keine Protokolle beziiglich der Extraktion eines S30-Extrakts in der Literatur
beschrieben waren, wurde das fiir einen S30-Extrakt aus E. coli nach Schwarz et al. (2007a)
herangezogen (3.2.9). Zunachst wurde der S30-Extrakt aus E. coliim kleinen MaRstab aus einer 500 ml
Bakterienkultur gewonnen, um zu Uberpriifen, ob weitere Optimierungen in der Extraktion
vielversprechend erschienen.

Es wurden aussichtsreiche Wachstumskurven fiir S. enterica mit einer Generationszeit von 39 + 1 min
beobachtet, womit fast ideale Wachstumsbedingungen mit einer idealen Verdopplungszeit von 30 min
erreicht wurden (Gibson et al. 2018). Fiir B. megaterium wurde eine Generationszeit von 47 * 4 min
bestimmt (Abbildung 4.8 A). Trotzdem wurde fiir beide gewonnenen Extrakte im Vergleich zu E. coli
keine Fluoreszenz von GFP nach zellfreier Synthese im Ein-Kompartiment-System nachgewiesen
(Abbildung 4.8 B).

Bei isolierter Betrachtung der einzelnen ribosomalen Extrakte wurde eine schwache Fluoreszenz bei
der optimalen Mg?* -Konzentration von 8 mM fiir S. enterica mit einem Signal-Hintergrund-Verhéltnis
von 1,8 sowie fiir B. megaterium bei 12 mM Mg?* ein Signal-Hintergrund-Verhaltnis von 1,5 festgestellt
(Abbildung 4.8 C und D).
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Abbildung 4.8: Gewinnung eines S30-Extrakts aus S. enterica und B. megaterium im Erlenmeyerkolben.
A. Wachstum von S. enterica im Erlenmeyerkolben (tgen = 39 £ 1 min; N = 2) und B. megaterium (tgen =
47 + 4 min; N = 2) B. Relative GFP-Fluoreszenzintensitat, die mit S30-Extrakten aus S. enterica und B.
megaterium im Vergleich zu E. coli erzielt wurde (n.B. = nicht Bestimmbar). Zellfreie Produktion von
GFP zur Uberpriifung der Qualitit eines S30-Extrakts bei unterschiedlichen Mg?*-Konzentrationen.
C. S30-Extrakt aus S. enterica D. S30-Extrakt aus B. megaterium. Die Hintergrundfluoreszenz (schwarz)
wurde aus wells ohne GFP-kodierende Plasmid-DNA ermittelt. Die orangenen bzw. braunen Balken
zeigen die optimale Mg?*-Konzentration an.

Da analog zu einem S30-Extrakt aus B. subtilis die erzielten Proteinausbeuten nicht ausreichend genug
fir die Entwicklung einer Screening-Plattform zur Entdeckung ribosomaler Inhibitoren erschienen,
wurde auf ein in der Literatur beschriebenes Transkriptions-/Translationssysteme auf Basis von
Pseudomonas putida zuriickgegriffen, fiir welches in der Literatur eine erhéhte Translationseffizienz
im Vergleich zu B. subtilis gezeigt beschrieben ist (Caschera et al. 2014; Gregorio et al. 2019; Kelwick
et al. 2016; Wang et al. 2018).

4.1.7 Extraktion eines S30-Extrakts aus P. putida im Erlenmeyerkolben

Da aus den vorherigen Untersuchungen die Wachstumsrate als besonders kritisch flir den Prozess
evaluiert wurde, wurde der Erntezeitpunkt fir die weiteren Extraktionen einen S30-Extrakts
untersucht. Da ein 5--Fermenterkultur zu deutlich héherem Aufwand und Verbrauch an Ressourcen
flhrt, wurde zunéachst ein ribosomaler Extrakt im kleinen Malstab aus einem Erlenmeyerkolben
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gewonnen. Dabei wurde der Extrakt zu drei verschiedenen Zeitpunkten geerntet: zu Beginn, in der
Mitte und am Ende der exponentiellen Phase (Abbildung 4.9 A). Als weitere Kontrolle wurde in gleicher
Weise flr einen ribosomalen Extrakt aus E. coli verfahren. P. putida zeigte ein deutlich langsameres
Wachstumsverhalten bezliglich der Generationszeit im Erlenmeyerkolben als E. coli.

Flr eine 500 ml Bakterienkultur wurde nach der Zellernte fiir P. putida und E. coli das feuchte Pellet-
Gewicht bestimmt (Tabelle 4.1). Das Pellet-Gewicht erhodhte sich, wie erwartet, zu einem spateren
Erntezeitpunkt. Die Lockerheit der Pellets von P. putida fihrte zu einem gewissen Verlust im Vergleich
zu den festeren E. coli-Zellpellets. Das Volumen am S30-Extrakt aus P. putida schwankte zwischen 0,7
ml bis 2 ml bzw. 2 bis 4 ml fir einen S30-Extrakt aus E. coli.

Tabelle 4.1: Pellet-Gewicht (g) von S30-Extrakten aus E. coli und P. putida bei verschiedenen
Erntezeitpunkten (ODegoo).

S30-Extrakt aus E. coli S30-Extrakt aus P. putida
2,03 g (ODsoo = 1,0) 0,4 g (ODsoo = 0,6)

3,59 g (ODsoo = 2,0) 1,58 g (ODeoo = 1,0)

4,03 g (ODsoo = 2,5) 2,43 g (ODeoo = 1,7)

Ein friher Erntezeitpunkt fihrt somit zu einem geringeren Endvolumen an S30-Extrakt und ermdoglicht
eine geringere Anzahl an Reaktion fir die zellfreie Proteinsynthese. Gleichzeitig spielt die Qualitat des
gewonnenen S30-Extrakts eine groBere Rolle. Zur Testung dieser wurde mit 40 pl Reaktionsvolumen
GFP im Ein-Kompartiment-System produziert (3.3.2). Sowohl S30-Extrakte auf Grundlage von P. putida
als auch E. coli zeigten, wie erwartet, in Abhangigkeit ihrer Wachstumsrate eine unterschiedliche hohe
Fluoreszenzausbeute (Abbildung 4.9 B). E. coli Extrakte zeigten zwischen der friih-exponentiellen
Phase zu der spat-exponentiellen Phase eine um den Faktor 5 héhere Fluoreszenzausbeute, wahrend
flr P. putida Extrakte der Faktor 2,2 bestimmt wurde. Die Wachstumsrate war dabei fir E. coli
zwischen den beiden Erntezeitpunkten deutlich héher im Vergleich zu P. putida (Abbildung 4.9 A). P.
putida zeigte zwischen den beiden Erntezeitpunkten einen fast linearen Wachstums-Verlauf. Friihere
Untersuchungen haben flr P. putida ebenfalls gezeigt, dass ein friherer Erntezeitpunkt der Zellen zu
einer Erhéhung der Ausbeute von einem schnell faltendem GFP bei einem S30-Extrakt aus P. putida
um den Faktor 4 flhrte (Wang et al. 2018).

Flr den Extrakt, der aus P. putida in der friih-exponentiellen Phase gewonnen wurde und der zu der
héchsten GFP-Ausbeute beim Vergleich der Erntezeitpunkte fiihrte, wurde ein Mg?*-Screening
durchgefiihrt. Fiir diese wurde ein Fluoreszenzmaximum bei 16 mM Mg?* festgestellt (Abbildung 4.9
C). Weiterhin lag ein Signal-Hintergrund-Verhaltnis von 2,7 vor.
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Abbildung 4.9: Gewinnung eines S30-Extrakts aus P. putida und E. coli im Erlenmeyerkolben.
A. Wachstumsverhalten von P. putida (tcen = 86 = 4 min; N = 3) sowie E. coli (tgen = 69 + 7 min; N = 4)
im Erlenmeyerkolben. Die Pfeile in schwarz und lila deuten die drei verschiedenen Erntezeitpunkte an
B. Fluoreszenz-Intensitat von GFP in einem Ein-Kompartiment-System von S30-Extrakten aus P. putida
und E. coli bei unterschiedlichen Erntezeitpunkten. Die Intensitat des Fluoreszenzsignal des
ribosomalen Extrakts aus E. coli aus einem Fermenter diente als 100 % Kontrolle. C. Mg*-Screening
eines S30-Extrakts aus P. putida. Die schwarzen Balken stellen die Hintergrundfluoreszenz aus wells
ohne GFP-kodierende Plasmid-DNA dar. Die weiRRen Balken reprasentieren die Eigenfluoreszenz von
GFP. Die optimale Mg?*-Konzentration lag bei 16 mM (violetter Balken).

4.1.8 Gewinnung von S30-Extrakten aus P. putida und S. enterica aus einem Fermenter

Auf Grund der GFP-Proteinausbeuten eines Extrakts aus P. putida sowie des Signal-Hintergrund-
Verhaltnisses eines Extrakts aus S. enterica aus einem Erlenmeyerkolben, wurde ein ribosomaler
Extrakt aus einer 5-I-Bakterienkultur mit einem Fermenter gewonnen (3.2.9).

Die im Erlenmeyerkolben beobachtete Verdopplungszeit wurde fiir S. enterica auf 27 min und vor
allem fur P. putida auf 40 min deutlich verkiirzt (Abbildung 4.10 A). Fir S. enterica wurde in der
Literatur eine Generationszeit von 31 min (Gibson et al. 2018) und fir P. putida von 31 min beschrieben
(Bator et al. 2020), sodass das Wachstumsverhalten im Fermenter im Vergleich zum Erlenmeyerkolben
deutlich optimiert wurde. Weiterhin wiesen die Kulturen im Fermenter eine deutlich geringere lag-
Phase von ungefdhr 80 min im Vergleich zu 100 min im Erlenmeyerkolben auf (Abbildung 4.10 A,
Abbildung 4.9 A, Abbildung 4.8 A). Somit wurden im Fermenter die Wachstumszeiten bis zur Zellernte
deutlich verkirzt. Auf Grund der verbesserten Wachstumsbedingungen wurde weiterhin eine héhere
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ODeoo in der exponentiellen Phase erreicht, sodass nach der anschlieRenden Zellernte ein héheres
Gewicht der Zellpellets von 18,7 g (S. enterica) und 14,3 g (P. putida) gewonnen wurde. Die Lockerheit
der Pellets flihrte zu einem gewissen Verlust im Vergleich zu den festeren E. coli-Zellpellets
(28,0 + 2,0 g).

Im Anschluss mussten die resuspendierten Pellets aufgeschlossen werden. Zuvor wurde beim
Unterschreiten eines Mindestvolumens von 5 ml, welches fiir die French-Press notwendig ist, eine
Sonotrode zum Zellaufschluss verwendet. Auf Grund der hohen Pellet-Ausbeute der 5-I-
Fermenterkultur wurde zur Untersuchung der Effizienz der beiden verschiedenen Methoden ein Teil
des S30-Extrakts aus S. enterica mit einer French-Press und ein dquivalenter Teil mit einer Sonotrode
aufgeschlossen. Mit Hilfe von zellfrei-produziertem GFP im Ein-Kompartiment-System zeigte sich die
French-Press als effektivere Methode mit hoheren Fluoreszenzausbeuten (Abbildung 4.10 B). Die
durch einen Sonotrode eingebrachte Energie stellt einen kritischen Parameter fiir aktive Zellextrakte
dar (Kwon et al. 2015). Aus diesem Grund wurden die resuspendierten Zellpellets von P. putida mit der
French-Press aufgeschlossen und zeigten ebenfalls eine deutliche Fluoreszenz im Vergleich zu einer
alteren Charge aus E. coli (Abbildung 4.10 B).

Im Mg*-Screening wurde ein Signal-Hintergrund-Verhiltnis von 1,6 bei einer Mg*-Konzentration von
12 mM fiir einen S30-Extrakt aus P. putida und ein Signal-Hintergrund-Verhaltnis von 1,9 bei 14 mM
flr einen S30-Extrakt aus S. enterica erzielt. Beide Extrakte wurden somit in ihrer Funktionalitat
verifiziert.
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Abbildung 4.10: Gewinnung eines S30-Extrakts aus S. enterica und P. putida im Fermenter.
A. Wachstum von S. enterica (tgen = 27 min; N = 1) und P. putida (teen = 40 min; N = 1) B. Relative GFP-
Fluoreszenzintensitat, die mit S30-Extrakten aus S. enterica und P. putida im Vergleich zu E. coli erzielt
wurde. Zellfreie Produktion von GFP zur Uberpriifung der Qualitit eines S30-Extrakts bei
unterschiedlichen Mg?*-Konzentrationen. C. S30-Extrakt aus S. enterica D. S30-Extrakt aus P. putida.
Die Hintergrundfluoreszenz (schwarz) wurde aus wells ohne GFP-kodierende Plasmid-DNA ermittelt.
Die orangenen bzw. violetten Balken zeigen die optimale Mg?*-Konzentration an.

4.1.9 Veranderung der Ribosomenbindestelle fiir einen S30-Extrakt aus P. putida

Die Ribosomen-Aktivitdt des S30-Extrakts aus P. putida wurde als Startpunkt der Entwicklung einer
Screening-Plattform genutzt. In den nachsten Schritten sollte die Fluoreszenzausbeute weiter erhéht
werden. Begonnen wurde dabei mit der Ribosomen-Bindestelle (RBS), welche sich stromaufwarts des
ATG-Startcodons des mRNA-Transkripts befindet und hauptverantwortlich fiir die Initiation der
Translation ist. Dabei beeinflusst die RBS maRgeblich die Rate, mit der ein Ribosom zur RBS rekrutiert
wird und die Rate nachdem ein rekrutiertes Ribosom fahig ist, die Translation zu initiieren. Die
Initiierung der Translation gilt als der am starksten regulierte Schritt der Translation von Prokaryoten
(Laursen et al. 2005) Abweichend von der klassischen E. coli Shine-Dalgarno-Sequenz, AGGAGGUATG
(Shine et al. 1974), tragen die in dieser Arbeit eingesetzten Expressionskonstrukte die Sequenz
TACTAGATG, die sich als optimal fiir die Translationsinitiierung an E. coli-Ribosomen erwiesen haben.

Mit Hilfe des RBS-Rechners nach Salis et al. (2009) wurden elf verschiedene RBS fir Pseudomonas
putida KT2440 erhalten (Tabelle 4.2) (3.1.13).
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Tabelle 4.2: RBS fir P. putida nach Salis et al. (2009)

RBS-Nummer  Oligonukleotid-Sequenz

RBS 1 TCATAAATTGAATATCAGGAGGCTCGA
RBS 2 TCAGAAATTGAATATCAGGAGGTTCGT
RBS 3 TCAGAAATTGAATATAAGGAGGTTCGA
RBS 4 GTTGACATGACAATCAAGGCGGTTCGA
RBS 5 GTTTACCGTGATAACAAGGAGGTTCGA
RBS 6 ATTTACATTGAATAAAAGGAGCTTCGA
RBS 7 GTTGACCGGACATACAAGGAGGTTCGA
RBS 8 GCTGACATGACAATCAAGGCGGTTTA
RBS 9 GTTGACATGACATACAAGGAGGTTCGA
RBS 10 GTTGACATGACAATTAGCGCGGTTTAA
RBS 11 CGGGGCAGGTTGCCCTTTGCAAGATAACATTTTAAGGTAGGTTTTTT

Die RBS zeigten eine theoretische unterschiedliche maximale Translations-Initiations-Rate (Abbildung
4.11). Die Synthese der RBS sowie der komplementdren Oligonukleotid-Sequenzen wurden bei
ThermoFisherScientific in Auftrag gegeben. Dabei erfolgte die Oligonukleotid-Synthese so, dass am 5°
Ende des sense-Strangs der komplementadren Oligonukleotid-Sequenz CTAGA und am 3‘ Ende des
sense-Strangs der komplementaren Oligonukleotid-Sequenz CGCGCC vorhanden waren, welche nach
einem Verdau mit den Restriktionsenzymen Xbal und Sgs/ entstehen wiirde. Die zwei komplementaren
Oligonukleotid-Sequenzen wurden mit Hilfe einer Touchdown-PCR (3.1.9) aneinander hybridisiert.
Weiterhin wurde in dem Konstrukt pIVEX2.3w_GFP eine Schnittstelle fiir Sgs/ stromaufwarts der RBS
eingefiigt, indem eine Punktmutation erstellt wurde (3.1.8). AnschlieRend wurde das mutierte
Konstrukt mit Sgs/ und Xbal verdaut (3.1.6). Es folgte die Ligation (3.1.7) der verschiedenen RBS-
Sequenzen mit dem Konstrukt, sodass die vorherige RBS, die fiir E. coli optimiert war, gegen eine neue
RBS fir P. putida ausgetauscht wurde. Die Sequenz aller Konstrukte wurde (ber eine Sanger-
Sequenzierung (3.1.10) verifiziert.
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Abbildung 4.11: Maximale Translations-Initiations-Rate elf unterschiedlicher RBS-Sequenzen,
berechnet nach Salis et al. (2009).

AnschlieBend erfolgte die Testung der unterschiedlichen RBS-Konstrukten im Ein-Kompartiment-
System, indem GFP in einem finalen Volumen von 40 pl zellfrei produziert wurde. Entgegen der
Erwartung wurde keine Verbesserung der Fluoreszenzausbeute einer E. coli RBS im Vergleich zu elf
unterschiedlich erstellten RBS-Sequenzen beobachtet (Abbildung 4.12).

Norm. Intensitat
N
[

RBS

Abbildung 4.12: Ribosomenbindestelle (RBS) fiir einen S30-Extrakt aus P. putida. Dargestellt ist eine
flr P. putida optimierte Datenbank mit unterschiedlichen RBS, nummeriert von 1 bis 11, im Vergleich
zu der vorherigen RBS, welche fiir E. coli optimiert wurde. Die optimale Bedingung ist in hellgrin
dargestellt. Dargestellt ist das arithmetische Mittel + S.E.M. aus drei technischen Replikaten. Der
Hintergrund wurde durch einzelne wells, welche kein fir GFP codierendes Plasmid enthielten,
bestimmt und abgezogen.

4.1.10 Einfiihrung eines heller leuchtenden Fluoreszenzprotein: mNeonGreen

Trotz der Fermentationsdaten und Ausbeuten der S30-Extrakte war die Intensitat der GFP-Fluoreszenz
von S30-Extrakten aus S. enterica- und P. putida anfangs zu gering fir einen Screening-Ansatz. Um
dieses Problem zu tGberwinden, wurde zur zellfreien Produktion von schnell faltendem monomerem
NeonGreen (ibergegangen (Shaner et al. 2013). Das Fluorophor von mNeonGreen bildet sich
nachweislich drei-mal schneller als GFP (Cranfill et al. 2016).

Dafur wurde mNeongreen codierendes Plasmid mit Spel und Xhol verdaut (3.1.6) und an die
entsprechenden Stellen von pIVEX2.3w ligiert (3.1.7), um den offenen Leserahmen fiir GFP zu ersetzen.
Das Konstrukt wurde durch DNA-Sequenzierung Gberprift (3.1.10). Das Protein mNeongreen weist
eine theoretische GréRe von 26,6 kDa auf. Bei Verwendung des etablierten S30-Extrakts aus E. coli im
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Ein-Kompartiment-System wurde die erfolgreiche Synthese von gereinigtem mNeonGreen mit Hilfe
einer In-Gel-Fluoreszenz sowie eines Western-Blots unter Verwendung eines Anti-Penta-His-
Antikorpers in der Elutions-Fraktion bei einer Hohe von ungefdahr 30 kDa nachgewiesen (Abbildung
4.13 ). Im Western Blot wurde eine Doppelbande von mNeonGreen nachgewiesen, wobei die obere
Bande in der In-Gel-Fluoreszenz ebenfalls auftrat und somit fiir die Fluoreszenz verantwortlich ist. Bei
dieser Bande handelte es sich vermutlich um das korrekt gefaltete Protein.
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Abbildung 4.13: Zellfreie Proteinsynthese von mNeonGreen im Ein-Kompartiment-System. In-Gel
Fluoreszenz (links) sowie Western-Blot mit Anti-Penta-His-Antikérper (rechts) der Ni?*-NTA-
Reinigungsfraktionen von mNeonGreen.

AnschlieBend wurde (berprift, ob mNeonGreen als schnell faltendes Fluoreszenzprotein fiir den
Einsatz in der zellfreien Proteinsynthese geeignet ist. Mit Hilfe einer In-Gel-Fluoreszenz sowie eines
Western Blots wurde die Proteinsynthese nach einer Inkubationszeit von 30 min Gber eine Fluoreszenz
durch mNeonGreen nachgewiesen (Abbildung 4.14 A). Weiterhin wurden im Western-Blot nach einer
Inkubationszeit von 60 min potenzielle Abbruch-Fragmente nachgewiesen. Weiterhin wurde, wie
erwartet, Uber die steigende Inkubationszeit eine Steigerung der Proteinausbeute erreicht (Abbildung
4.14 A). Im Vergleich zu GFP wurde eine erhebliche Zunahme der Helligkeit um ungefahr den Faktor
2,7 nach 120 min Inkubationszeit erzielt (Abbildung 4.14 B), was in dem modifizierten Assay zu einem
Signal-Hintergrund-Verhaltnis von 37,8 + 5,5 fiihrte (Abbildung 4.18).

Die ICso-Werte fiir die Hemmung der Translation mit mNeonGreen an Ribosomen aus E. coli (Abbildung
4.15 A und B) stimmten mit denen Uberein, die mit GFP ermittelt wurden (Tabelle 4.3). Dies macht
mNeonGreen zu einem geeigneten Reporter fir den Translationsassay.
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Abbildung 4.14: Zellfreie Proteinsynthese von mNeonGreen im Ein-Kompartiment-System. A. In-Gel
Fluoreszenz (links) sowie Western-Blot mit Anti-Penta-His-Antikorper (rechts) der Elutions-Fraktion
aus der Ni**-NTA-Reinigung von mNeonGreen im Vergleich zu GFP bei unterschiedlichen
Inkubationszeiten. B. Relative Fluoreszenzintensitat aus der zellfreien Produktion von mNeonGreen im
Vergleich zu GFP unter Verwendung von Ribosomen aus E. coli.
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Abbildung 4.15: Hemmung der Translation von E. coli-Ribosomen mit mNeonGreen-Fluoreszenz-
Auslesung im Multi-Well-Format. A. Wirkung von Antibiotika auf die zellfreie mNeonGreen-
Produktion. Die Verbindungen (Amp, Ampicillin; Lin, Linezolid; Tet, Tetracyclin; Kan, Kanamycin; Cli,
Clindamycin; Ery, Erythromycin; Cap, Chloramphenicol) wurden den Reaktionen in seriellen
Verdinnungen zugesetzt. Unbehandelte Vertiefungen (—) dienten als Kontrollen fir nicht gehemmte
Translation. B. Konzentrationsabhangige Dosis-Wirkungsbeziehung anhand der Fluoreszenzintensitat.
Die Daten wurden an sigmoidalen Hill-Gleichungen angepasst und die ICso-Werte bestimmt (siehe
Tabelle 4.3). Die Kurven stammen aus drei unabhdngigen biologischen Experimenten. Die
dargestellten Kurven stellen das arithmetische Mittel + S.E.M. aus drei unterschiedlichen
Fermentationsprozessen dar.
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4.1.11 Optimierung eines zellfreien Translationssystems aus P. putida zur Entwicklung
einer Screening-Plattform mit mNeonGreen

Zur weiteren Erh6hung des Fluoreszenzsignals und Verbesserung des Signal-Hintergrund-Verhaltnisses
wurden, wie in Abschnitt 4.1.3. fur einen S30-Extrakt aus E. coli beschrieben, die kritischen
Reaktionskomponenten variiert. Als Ausgangspunkt wurde das auf einen S30-Extrakt aus E. coli
optimierte System verwendet (12 mM Mg?*, 290 mM K*, 32 °C, Inkubation fir 120 min, 30 pg ml?
Plasmid-DNA). Als Fluoreszenzprotein wurde mNeonGreen in einem Reaktionsvolumen von 40 pul fur
2 Stunden zellfrei synthetisiert.

Begonnen wurde mit der Mg?*-Konzentration. Fir S30-Extrakte aus P. putida wurden niedrigere
Maxima bei 6 mM Mg 2* (Yim et al. 2019) bzw. 9 mM Mg?* (Wang et al. 2018) beschrieben. Die
mNeonGreen-Fluoreszenz zeigte mit 8 mM Mg?* ein niedriges Maximum (Abbildung 4.4 A). Das Signal-
Hintergrund-Verhaltnis lag bei 2,2 (Abbildung 4.16 A). Die K*-Konzentration zeigte ein Optimum bei
340 mM (Abbildung 4.16 B) und liegt somit ebenfalls in dem fiir einen S30-Extrakt aus E. coli
beschriebenen Arbeitsbereich von 250 — 350 mM. Wahrend Bakterien von P. putida KT2440 ihr
Temperaturoptimum bei 30 °C aufweisen (Fonseca et al. 2011), fihrte eine Reaktionstemperatur von
26 °C zur hochsten Fluoreszenzintensitdt (Abbildung 4.16 C). Um die groRtmogliche Fluoreszenz-
Ausbeute zu erzielen, wurde die Inkubationszeit von 120 min auf 240 min verldngert (Abbildung 4.16
D). Final wurde die Plasmid-Konzentration von pIVEX2.3w_mNeongreen optimiert. Da die RBS fiir ein
System aus E. coli optimiert wurde, wurde erwartet, dass eine hohere Plasmid-Konzentration zu einer
besseren Translations-Effizienz flihren wiirde (Abbildung 4.9 E). Da die Prdparation groRer DNA-
Mengen zeit- und kostenintensiv ist, wurde aus wirtschaftlichen Griinden entschieden, fir die
weiteren zellfreien Assays eine Plasmid-DNA-Konzentration von 60 ug ml? zu nutzen (Abbildung 4.9
E).

Nachdem die optimalen Bedingungen fiir den S30-Extrakt aus P. putida mit dem Fluoreszenzprotein
mNeonGreen bestimmt wurde, wurde erneut das erzielte Fluoreszenzsignal im Vergleich zu S. enterica
und P. putida bestimmt (Abbildung 4.16 F). Ribosomen, die aus P. putida und S. enterica hergestellt
wurden, erzeugten vergleichsweise geringe, aber quantifizierbare mNeonGreen-Fluoreszenzintensi-
taten.
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Abbildung 4.16: Optimierung der zellfreien mNeonGreen-Produktion unter Verwendung eines S30-
Extrakts aus P. putida fiir die Verwendung in einem Ein-Kompartiment-System. Angepasste Parameter
waren: A. Mg?*-Konzentration, B. K*-Konzentration, C. Reaktionstemperatur, D. Inkubationszeit,
E. Menge des Plasmids. Die Fluoreszenzintensitat wird als beliebige bildgebende Lichteinheiten (BLU)
(A) oder als relative, hintergrundkorrigierte Intensitat angegeben, die auf die mit den urspriinglichen
Reaktionsbedingungen erreichte Intensitdt normalisiert ist (B.-E.). Die Hintergrundfluoreszenz wurde
aus wells ohne GFP-kodierende Plasmid-DNA ermittelt. Die violetten Balken zeigen die fir die
nachfolgenden Screening-Experimente gewahlten Bedingungen an. Die dargestellten Daten in
B., C. und D. wurden als arithmetisches Mittel £ S.E.M. aus zwei technischen Replikaten berechnet.
F. Relative mNeonGreen-Fluoreszenzintensitat, die mit S30-Extrakten aus S. enterica und P. putida im
Vergleich zu E. coli erzielt wurde.
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4.1.12 Transfer des Translation-Assays fiir Pseudomonas- und Salmonella-Spezies

Die Antibiotika mit dem Target der ribosomalen Proteinbiosynthese wie Linezolid, Kanamycin,
Clindamycin, Erythromycin und Chloramphenicol hemmten dosisabhdngig die mNeonGreen-
Translation an Ribosomen von P. putida und S. enterica (Abbildung 4.17 A; Tabelle 4.3). Bei Tetracyclin
war die Hemmungskurve jedoch nicht sigmoidal (Abbildung 4.17 B). Dieser Effekt wurde bereits friiher
beobachtet (Fyfe et al. 2012). Bei einer Messung der intrinsischen Fluoreszenz von Tetracyclin wurde
festgestellt, dass diese dhnliche Anregungs- und Emissionswellenlangen wie bei den mNeonGreen-
oder GFP-Fluorophoren aufweisen (Abbildung 4.17 B). Dies erklart, dass die intrinsische Fluoreszenz
von Tetracyclin oder anderen fluoreszierenden Molekiilen mit zunehmender Substanzkonzentration
interferieren kann, wenn das Auslesesignal in Richtung einer starken Hemmung der Translation
schwacher wird.
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Abbildung 4.17: Dosis-Wirkungsbeziehung von translationshemmenden Arzneistoffen auf die
mNeonGreen-Fluoreszenz von S30-Extrakten aus S. enterica-, P. putida- und E. coli (A.) und das
Fluoreszenz-Emissions-/Erregungsspektrum von Tetracyclin (B.). Abkiirzungen der Verbindungen: Lin,
Linezolid; Tet, Tetracyclin; Kan, Kanamycin; Cli, Clindamycin; Ery, Erythromycin; Cap, Chloramphenicol.
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Tabelle 4.3: Inhibitoren-Konzentrationen (MHK, 1Cso; ug ml™ n.b. = nicht bestimmbar) von E. coli,
P. putida und S. enterica.

E. coli S. enterica P. putida

MHK  1Cso, crp ICs0,mNeon  MHK 1Cs0, mNeon MHK ICs0, mNeon
Linezolid 64 3,7+t04 41+0,3 0,25 143+4,2 0,25 1,3+0,5
Tetracyclin 4 56+4 45+9 <0,125 n.b. 4 n.b.
Kanamycin 8 0,3+0,1 0401 > 64 0,6+0,1 <0,125 1,6%0,2
Clindamycin 64 2,2+0,3 2,004 <0,125 2,2+0,7 0,25 1,0+ 0,2
Erythromycin 8 0,2+0,1 0,7%0,2 16 0,4+0,1 <0,125 1,7+0,9
Chloramph. 0,125 18+04 2,6%0,5 0,25 3,0+£0,7 <0,125 0,8%0,2

4.1.13 Evaluierung und Validierung einer fluoreszenz-basierten in vitro-Screening-
Plattform fiir antibakterielle Inhibitoren

Beim Einsatz von Hochdurchsatzmethoden werden haufig bis zu 50.000 Substanzen hinsichtlich eines
moglichen Hits untersucht (Caraus et al. 2015). Ein Hit ist eine Substanz, welche das Signal im Vergleich
zu einer Kontrolle oberhalb einer festgelegten Schwelle inhibiert oder aktiviert. Zur Uberpriifung der
Qualitat einer Hochdurchsatzmethode kdnnen verschiedene statistische Parameter wie das Signal-
Hintergrund-Verhaltnis, das Signal-Rausch-Verhaltnis oder der z-Faktor herangezogen werden (Zhang
et al. 1999).

Als erste Schritte zur Evaluierung einer Hochdurchsatzmethode wurden die Signal-Hintergrund- und
Signal-Rausch-Verhaltnisse ermittelt. Das Signal wurde im Assay als dasjenige Signal definiert, welches
GFP bzw. mNeonGreen in Abwesenheit eines Inhibitors erzielte. Der Hintergrund wurde aus wells
bestimmt, welche keine codierende Plasmid-DNA fiir GFP oder mNeonGreen enthielten. Das Rauschen
wurde bestimmt, indem die Standard-Abweichung des Hintergrunds berechnet wurde. Je héher die
Verhaltnisse sind, desto eher eignet sich die Methode zur Identifizierung neuer Hits (Zhang et al. 1999).
Im Verlauf der Arbeit wurde das Signal- zu Hintergrund-Verhaltnis verbessert. Fiir einen S30-Extrakt
aus S. enterica wurde das Signal von 2,1 auf 2,6 + 0,4, flir P. putida von 2,7 auf 10,3 + 2,4 und fir E. coli
von 4,8 auf 37,8 + 5,5 optimiert (4.1.3, 4.1.8, 4.1.11) (Abbildung 4.18 A). Das Signal-Rausch-Verhéltnis
lag im optimierten Assay bei einem S30-Extrakt aus S. enterica bei 20,7 £ 5,6, aus P. putida bei 126 + 51
und aus E. coli bei 244 + 112 (Abbildung 4.18 B).

Ein weiteres, mittlerweile als Goldstandard anerkanntes Kriterium, stellt der z-Faktor dar, welcher von
Zhang et al. (1999) entwickelt wurde. Der z-Faktor hat sich zur Evaluierung und Validierung von
Hochdurchsatzmethoden etabliert, da hierbei neben dem dynamischen Bereich des Signals auch die
Variabilitdat der Probe und des Hintergrunds mit einbezogen werden. Ein, theoretisch betrachtet,
idealer Assay liegt dann vor, wenn der z-Faktor bei 1 liegt. Exzellente Assays weisen einen z-Faktor von
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mindestens 0,5 auf. Im Zusammenhang der in vitro-Screening Plattform auf Grundlage eines
ribosomalen Extrakts wurde in drei unabhangigen biologischen Experimenten aus E. coli ein z-Faktor
von z=0,88 £ 0,05 gemessen, aus P. putidaz=0,75 £ 0,05 und aus S. enterica z = 0,66 + 0,10 berechnet
(3.3.2.1) (Abbildung 4.18 C).
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Abbildung 4.18: Statistische Evaluierung der entwickelten, optimierten Hochdurchsatzmethoden auf
Grundlage ribosomaler Extrakte von S. enterica, P. putida und E. coli. A. Signal-Hintergrund-Verhaltnis
B. Signal-Rausch-Verhaltnis C. z-Faktor. Gezeigt ist das arithmetische Mittel + S.E.M. aus drei
unterschiedlichen Fermentationsprozessen (E. coli) bzw. drei Replikaten (S. enterica, P. putida).

4.2 Entwicklung einer Hochdurchsatzmethode fiir die Entdeckung neuartiger
Substrate fiir Membranproteine

Im Zweiten Teil der Arbeit war das Ziel ein Screening-Verfahren zur Entdeckung neuer Substrate fir
Transporter oder Kandle auf Grundlage der BLI zu entwickeln. Die BLI wurde bisher vor allem fir
Affinitatsuntersuchungen eines Wirkstoffs zu seinem Target eingesetzt. Da die BLI fir
Hochdurchsatzmethoden im 96-well-Format geeignet ist und das System wenig storanfallig ist
(Concepcion et al. 2009; Shah et al. 2014), sollte Gberprift werden, ob Transportvorgange oder
Diffusionsvorgange bei Nutzung von Proteoliposomen mit der BLI messbar sind. Dies wirde eine neue
Anwendung der BLI darstellen. Weiterhin stiinde eine neues Substrat-Screening-Verfahren fiir
Membranproteine zur Verfligung. Bei der BLI wird das Prinzip genutzt, dass wenn ein Analyt an einen
Sensor bindet, es zu einer Anderung der Schichtdichte und -dicke kommt, sodass eine nm-
Verschiebung resultiert.

Dafiir werden Proteoliposomen, welche ein rekonstituiertes Membranprotein enthielten, an Sensoren
fir die BLI gebunden. Fiir die Bindung an den Sensor kann beispielweise der Hisio-tag des zellfrei
synthetisierten Membranproteins an einen Anti-His-Sensor wie auch biotinilylierte Lipide an
Streptavidin- (SA)-Sensoren binden. Im nachsten Schritt werden die gebundenen Proteoliposomen
unterschiedlichen Messpuffern mit moglichen Substraten ausgesetzt. Die Abbildung 4.19 A
verdeutlicht das Messprinzip und zeigt den zu erwartenden Kurvenverlauf. Wenn kein Substrat durch
das Membranprotein der Proteoliposomen diffundieren sollte, sollte es zu keiner Veranderung des
Signals kommen. Ungebundene Molekiile haben keinen Einfluss auf die nm-Verschiebung. Wenn sich
ein mogliches Substrat in Losung befindet, sollte es zum Anschwellen der Proteoliposomen kommen,
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da das Substrat entlang seines Konzentrationsgradienten in die Proteoliposomen penetrieren kann
oder transportiert wird. Als Folge wird erwartet, dass es zu einer nm-Verschiebung kommt (Abbildung
4.19 B). Wenn die nun gebundenen Proteoliposomen wieder in den Puffer ohne Substrat tiberfiihrt
werden, wurde erwartet, dass auf Grund des verdanderten Gradienten das Substrat wieder
ausgeschleust werden sollte oder penetriert. Folglich sollten die Proteoliposomen wieder schrumpfen
und nm-Verschiebung sinken.
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Abbildung 4.19: Prinzip des Screening-Verfahren zur Entdeckung neuer Substrate fiir Transporter oder
Kanale auf Grundlage der BLI mit Hilfe von Proteoliposomen. A. Gebundene Proteoliposomen, welche
kein Substrat transportieren, fiihren zu keiner nm-Verschiebung. B. Gebunde Proteoliposomen,
welche ein Substrat transportieren und anschwellen. Es kommt zu einer nm-Verschiebung.
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4.2.1 Brij 78 eignet sich zur zellfreien Synthese von PfAQP1

Zur Etablierung der Methode wurde mit dem Aquaglyceroporin aus dem Malaria-Erreger und
erythrozytaren Parasiten Plasmodium falciparum (PfAQP1) begonnen, da PfAQP1 zu den vermutlich
am besten charakterisierten Solut-leitenden Aquaporinen (Song et al. 2012) gehért. Aquaporine bieten
im Vergleich zu Cotransportern den Vorteil, dass die Leitgeschwindigkeit der Solute deutlich erhoht ist.
So passieren 105-107 Molekiile pro Sekunde Aquaporine, wihrend Cotransporter nur 102-10*
Molekiile pro Sekunde transportieren (Chrispeels et al. 1999). Fir PfAQP1 sind sowohl Solute wie
Wasser, Glycerol und Zuckeralkohole bis zu einer Ldnge von finf Kohlenstoffatomen (Hansen et al.
2002) als auch Nicht-Solute wie Sorbitol bekannt (Song et al. 2012). Weiterhin bietet PfAQP1 den
Vorteil, dass ungeladene Molekile im Vergleich zu geladenen Molekiilen geleitet werden (Song et al.
2012). Dies vereinfacht die Etablierung der BLI als neuartige Methode fiir Transport- und
Diffusionsvorgange. Aus der Literatur ist zudem bekannt, dass PfAQP1 sich mit dem Detergens Brij 78
zellfrei herstellen lasst. (Mdller-Lucks et al. 2012). Nach der zellfreien Proteinsynthese wurde das
Membranprotein in Liposomen rekonstituiert. Bevor weitere Untersuchungen am BLI durchgefiihrt
wurden, wurde die Funktionalitat des Aquaporins mit Hilfe der stopped-flow-Methode nachgewiesen.
Die stopped flow-Methode stellt eine etabliertes Verfahren zum Nachweis der Funktionalitdt von
Aquaporinen anhand des Schrumpf- und Schwellverhalten in Liposomen dar (Florio et al. 2022).

PfAQP1 wurde mittels der Detergens-basierten zellfreien Proteinsynthese hergestellt. Um grofRere
Mengen an Protein zellfrei zu synthetisieren, wurde das continuous-exchange-cell-free-System (CECF)
genutzt (3.3.1). Da aus der Literatur bereits bekannt war, dass Brij 78 zur Stabilisierung des
Membranproteins fiir die zellfreie Synthese von PfAQP1 geeignet ist, wurde Uberpriift, ob sich dieses
Ergebnis reproduzieren lasst. Dazu wurde auf ein Fusionskonstrukt von PfAQP1 mit einem C-
terminalen GFP zurlickgegriffen. Eine Ausbildung des Fluorophors von GFP indiziert, dass sich das
Membranprotein lange genug in Losung befand und solubilisiert wurde. Detektiert werden kann die
GFP-vermittelte Fluoreszenz nach milder Probenbehandlung mit SDS mit Hilfe einer
elektrophoretischer Trennung mit anschlieBender In-Gel-Fluoreszenz (Drew et al. 2005; Geertsma et
al. 2008; Miiller-Lucks et al. 2012).

Es wurde PfAQP1-AGFPM1-His;o zellfrei im analytischen Ansatz unter Verwendung der Detergenzien
Brij 35, Brij 58, Brij 78, Brij 98 und DDM hergestellt (3.3.1.2). Uber eine Ni**-NTA-
Affinitatschromatographie wurde das Protein gereinigt (3.3.3), Uber eine SDS-PAGE (3.2.2)
elektrophoretisch getrennt und anschlieBRend mit einer In-Gel-Fluoreszenz (3.2.5) und einem Western
Blot (3.2.3) detektiert. PFAQP1-AGFPM1 weist eine theoretische GrolRe von 54,9 kDa auf. In der In-Gel-
Fluoreszenz erscheint dieses Protein als fluoreszierende Bande bei einer scheinbaren GréfRe von
ungefahr 48 kDa und im Western Blot als Doppelbande bei ungefahr 48 kDa und 55 kDa (Abbildung
4.20 A-B). Mit Brij 78 wurde dabei, wie erwartet, das hochste Fluoreszenzsignal erzielt. Die untere
Bande deutet vermutlich auf das korrekt gefaltete Protein hin. Die obere Bande deutet auf ein
fehlgefaltetes, weniger kompaktes Protein hin (Geertsma et al. 2008; Miiller-Lucks et al. 2012). Der
Anteil zwischen vermutlich fehl- und korrekt-gefaltetem Protein erwies sich bei Brij 78 insbesondere
im Vergleich zu Brij 58 als am besten. Weiterhin wurde eine Bande, welche auf eine Dimerisierung des
Fusionsproteins hindeutet, bei ungefahr 100 kDa beobachtet.
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Abbildung 4.20: Detergenzien-Screening fiir PFAQP1-AGFPM1. A. In-Gel-Fluoreszenz und B. Western
Blot mit einem Anti-Penta-His-Antikérper B: Brij.

4.2.2 Die Zellfreie Proteinsynthese von PfAQP1 fiihrt zu Ausbeuten im Milligramm-
Bereich

Nachdem PfAQP1-AGFPM1-Hisio sich im analytischen Mal3stab zellfrei produzieren liel3, wurde PfAQP1
im nachsten Schritt im praparativen Ansatz (3.3.1.1) synthetisiert und gereinigt (3.3.3). Da der
Faltungsindikator nur fiir die Uberpriifung der geeigneten Bedingungen fiir die zellfreie
Proteinsynthese genutzt wurde, wurde im Weiteren auf diesen verzichtet. Die zellfreie Synthese und
Reinigung wurden nach einer SDS-PAGE (3.2.2) mit einer Coomassie-Farbung (3.2.4) Gberprift. Die
erfolgreiche Synthese und Reinigung von PfAQP1, welches eine theoretische GroRRe von 28 kDa
aufweist, wurde gezeigt (Abbildung 4.21 A). Das Protein eluierte zum grofRten Teil bei einer Imidazol-
Konzentration zwischen 60 mM bis 300 mM und wurde vollstandig von der Ni>*-NTA-Agarose-Matrix
entfernt. Weiterhin wurde ein Western-Blot mit einem gegen den N-terminalen HA-tag und den C-
terminalen Hisio-tag gerichteten Antikorper durchgefiihrt (3.2.3) (Abbildung 4.21 B-C). Im Western
Blot migrierte PFAQP1 als Monomer bei einer scheinbaren GréoRe von ungefahr 28 kDa. Die Ergebnisse
der erfolgreichen Reinigung von PfAQP1 wurden sowohl mit Hilfe der Western Blot-Analytik als auch
der Coomassie-Farbung gezeigt und deckten sich untereinander. Im Western-Blot und in der
Coomassie-Farbung wurden mogliche Dimere von PfAQP1, welche resistent gegenliber dem ionischen
Detergens SDS waren, bei ungefahr 55 kDa nachgewiesen (Abbildung 4.21 A-C).

Es wurden die Elutionsfraktionen mit 80 mM, 100 mM und 200 mM Imidazol fiir die Rekonstitution in
Liposomen (3.5.1) ausgewdhlt und konzentriert (3.2.7). Dabei wurde ebenfalls das Imidazol auf eine
Konzentration von unter 1 mM verdiinnt, um die Dichtigkeit der Liposomen zu erhéhen. Es wurde eine
Ausbeute zwischen 800 ug bis 2000 ug des gereinigten Gesamtproteins erhalten.
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Abbildung 4.21: Zellfreie Synthese im prdparativen Ansatz und Reinigung von PfAQP1. A. Coomassie-
Farbung B. Western Blot mit Anti-Penta-His-Antikérper und C. Anti-HA-Antikdrper. D: Durchfluss,
M: Ni**-NTA-Agarose-Matrix.

4.2.3 Uberpriifung der Funktionalitit von zellfrei synthetisiertem PfAQP1 mit Hilfe der
stopped flow-Methode

Nachdem PfAQP1 qualitativ und quantitativ erfolgreich zellfrei synthetisiert wurde, erfolgte die
Rekonstitution von 100 pg Protein in die Liposomen (3.5.2), welche aus E. coli-Lipiden gewonnen
wurden. Im Anschluss wurden die Liposomen extrudiert und mittels einer stopped flow-Messung
(3.5.5) liber einen hyperosmotischen Gradienten von 100 mM Glycerol funktionell charakterisiert. Bei
der stopped flow-Methode wird die Anderung des Lichtstreuung in Abhangigkeit der Zeit detektiert.

Es wurde sowohl fiir die Proteo- als auch Leerliposomen ein biphasischer Kurvenverlauf aufgezeichnet
(Abbildung 4.22 A). Zu Beginn kam es zum Schrumpfen der Liposomen, indem Wasser als
Neutralteilchen durch passive Diffusion austrat. Dies fiihrte zu einem initialen, exponentiellen Anstieg
des Streulichtsignals. AnschlieRend wurde, sofern ein Aquaporin wie PfAQP1 in den Liposomen
rekonstituiert war, der chemische Gradient von Glycerol durch passive Diffusion ausgeglichen. Dabei
kam es zu einem Kurvenabfall. Leerliposomen, die kein Kanalprotein enthielten, waren nicht in der
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Lage den chemischen Gradienten auszugleichen. Allerdings wurde eine gewisse Undichtigkeit der
Leerliposomen gegeniber Glycerol beobachtet (Abbildung 4.22 A). Die Proteoliposomen zeigten eine
hohere initiale Leitfahigkeit fiir Glycerol als die Leerliposomen (Abbildung 4.22 B), sodass nach Abzug
der Leerliposomen-Durchléssigkeit eine initiale Leitfahigkeit von 32,9 + 11,7 s 1000 fir PfAQP1 in
Proteoliposomen gemessen wurde.
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Abbildung 4.22: hyperosmotisches Schwellverhalten von PfAQP1-Proteoliposomen und
Leerliposomen gegeniber einem Gradienten von 100 mM Glycerol (Gly). A. Normierte
Lichtstreuungsmessung von Proteo- (rot) und Leerliposomen (schwarz). B. Initiale Leitfahigkeit von
Glycerol (N = 2). Abweichungen sind als S.E.M. dargestellt.

4.2.4 Bindung von biotinilylierten Liposomen an Streptavidin-Sensoren

Nachdem sich die Funktonalitdt von zellfreiem PfAQP1 in Proteoliposomen bestatigt hatte (4.2.3),
wurde im nachsten Schritt eine neu produzierte Charge an PfAQP1-Proteo- und Leerliposomen mit
Hilfe der BLI ndher charakterisiert. Um die Methode hinsichtlich der Entwicklung neuer Substrate fir
Transporter und Kandle zu etablieren, war es zuerst notwendig, eine ausreichende Beladung der
Sensoren mit Liposomen zu erreichen. Da das Signal der BLI mit der Schichtdicke und -dichte der
beladenen Sensoren korreliert, wurde in Hinblick auf eine gleichmallige Beladung zur
Homogenisierung die Liposomen-Charge mit einem 200 nm Filter extrudiert (3.5.2). Da der
Brechungsindex das Signal der BLI nur minimal beeinflusst, kdnnen Puffer mit hohen Konzentrationen
an Glycerol oder Saccharose eingesetzt werden (Kumaraswamy et al. 2015), sodass die
Pufferzusammensetzung des Liposomenpuffers fiir die BLI-Methode nicht verandert wurde.

Die Beladung der Liposomen an die Sensoren wurde in drei Schritte unterteilt: Equilibrierung der
Sensoren im Liposomenpuffer, Beladung der Liposomen an den Sensor sowie einer Equilibrierung der
beladenen Sensoren im Liposomenpuffer. Letzteres diente zur Uberpriifung der Bindungsdauer im
Hinblick auf weitere Untersuchungen (3.6). Beim tquilibrieren der SA-Sensoren fiir 1200 s im
Liposomenpuffer lag das Rauschen der Basisline bei nur 0,04 nm (Abbildung 4.23).

Flr die Beladung von Liposomen stehen drei verschiedene Strategien zur Verfligung. Einerseits kénnen
die Liposomen Uber ihre lipophile Struktur an die Oberflache gebunden werden. Hierfiir stehen Kits

zur Verfligung, welche die kovalente Bindung von Alkyl-Gruppen an den Sensor ausnutzen (Wallner et
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al. 2014). Jedoch kann es dabei zum Bruch der Liposomen-Struktur, unvollstandiger Oberflachen-
Regenerierung sowie unspezifischen Bindungen kommen (Cooper et al. 2000; Tanaka et al. 2013). Als
weitere Strategie kdnnen tag-beladene Lipide, wie biotinilylierte Lipide, eingesetzt werden, welche
bereits zur Herstellung der Liposomen eingesetzt werden. Diese kénnen an SA-Sensoren (iber eine
starke nicht kovalente Bindung binden (Besenicar et al. 2006). Diese Strategie hat den Nachteil, dass
ein optimales Biotin-Lipid-Verhaltnis gefunden werden. AuRerdem muss ein Spacer-Biotin an die
funktionellen Gruppen der Lipide angepasst werden und es kann zur einer Beeinflussung der Lipid-
Membran durch das Biotin kommen (Kuhn et al. 2012). Als weitere Strategie konnen die
Proteoliposomen (ber den Hisio-tag des Proteins mit Anti-His-Sensoren beladen werden. Diese
Strategie hat jedoch den Nachteil, dass Leerliposomen, welche kein rekonstituiertes Protein und somit
keinen Protein-tag aufweisen, nicht als Kontrolle eingesetzt werden kénnen. Da durch den Autor
(Hoger, 2018) sowie weitere Arbeitsgruppen die Bindung von biotinilylierten Proteoliposomen an SA-
Sensoren bereits gezeigt wurde, wurde sich fiir die Strategie der Biotinilylierung mit einer Biotin-Lipid-
Konzentration von 1 % sowie SA-Sensoren entschieden (Wallner et al. 2014; Wallner et al. 2013). Es
wurden biotinilylierte PFAQP1-Proteoliposomen eingesetzt (3.5.1).

Es wurden sowohl die PfAPQ1-Proteoliposomen als auch die Leerliposomen an die SA-Sensoren mit
einem nm-Verschiebung von 2,5 nm bzw. 2,2 nm erfolgreich gebunden (Abbildung 4.23). Beim
Equilibrieren der beladenen Sensoren wurde nach 1400 s noch eine nm-Verschiebung von 2,3 nm bzw.
2,0 nm fir die PfAQP1-Proteoliposomen bzw. Leerliposomen detektiert. Ein Sensor, welcher wahrend
der gesamten Messdauer in Kontakt mit dem Liposomenpuffer stand, zeigte keine Veranderung des
Signals. Die Beladung der Sensoren mit biotiniylerten Liposomen war folglich stabil und hielt Gilber einen
langeren Zeitraum an.
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Abbildung 4.23: Beladung von biotinilylierten Leerliposomen (schwarz) sowie biotinilylierten
Proteoliposomen, welche mit PfAQP1 rekonstituiert wurden (rot) an Strepatividin (SA)-Sensoren.
Weiterhin wurde ein Sensor in dem Liposomenpuffer (grau) getaucht.

4.2.5 Schrumpf- und Schwellverhalten von beladenen Liposomen-Sensoren

Die zuvor beladenen Sensoren (4.2.4) wurden im Anschluss verschiedenen Messpuffern, die im
Vergleich zum Liposomenpuffer anteilig Glycerol statt Saccharose enthielten, ausgesetzt. Sowohl die
PfAQP1-Proteoliposomen als auch die Leerliposomen fiihrten zu einem Anstieg der nm-Verschiebung
von ungefahr 0,60 nm bzw. 0,65 nm gegeniiber einem Messpuffer, der 10 mM Glycerol und 190 mM
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Saccharose statt 200 mM Saccharose enthielt (Abbildung 4.24 A). Der Anstieg der nm-Verschiebung
im Vergleich zur Basislinie konnte auf ein Anschwellen der Liposomen hindeuten. Diese war allerdings
nicht spezifisch auf das in die Proteoliposomen integrierte PfAQP1 zurlickzuflihren, da Proteo- wie
Leerliposomen eine vergleichbare nm-Verschiebung zeigten.
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Abbildung 4.24: Die mit PFAQP1-Proteoliposomen (rot) oder Leerliposomen (schwarz) beladenen SA-
Sensoren (N = 2) wurden in verschiedene Messpuffer, welche &aquimolar gegeniiber dem
Liposomenpuffer waren und anteilig Glycerol A. 10 mM B. 30 mM oder C. 100 mM Glycerol statt
Saccharose enthielten. Ein Referenz-Sensor befand sich Uber die gesamte Messdauer in dem
Liposomenpuffer (grau). Gly = Glycerol.

Im nachsten Schritt wurden die Sensoren wieder in den Liposomenpuffer ohne Glycerol getaucht, um
den Dissoziationsvorgang zu messen. Dabei kam es sowohl bei den Proteo- als auch Leerliposomen zu
einer leichten Abnahme der nm-Verschiebung (Abbildung 4.24 A). Das Signal verlieb bei den PfAQP1-
Proteoliposomen bei 0,52 nm und bei den Leerliposomen bei 0,59 nm deutlich lber der Basislinie.

Die zuvor verwendeten Liposomen wurden anschliefend in Messpuffer mit 30 mM Glycerol bzw. 100
mM Glycerol getaucht (Abbildung 4.24 B-C). Zur Ermittlung der nm-Verschiebung wurde die zuvor
aufgenommene Basislinie manuell auf 0 gesetzt. Dabei kam es beim Assoziations-Vorgang sowohl fir
die PfAQP1-Proteoliposomen als auch den Leerliposomen zu einem Anstieg der nm-Verschiebung auf
0,13 nm (30 mM Glycerol) bzw. 0,05 nm (100 mM Glycerol). Im ndchsten Schritt wurden die Sensoren
wieder in den Liposomenpuffer ohne Glycerol getaucht. Es kam zu einer Abnahme beim Dissoziations-
Vorgang der nm-Verschiebung auf 0,08 nm (30 mM Glycerol) bzw. 0,04 nm (100 mM Glycerol).
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Eine Differenzierung zwischen Leer- und Proteoliposomen war nicht moglich und deutetet daraufhin,
dass die Membran der Liposomen durchldssig war. Die Erhohung der Dichtigkeit der Membran galt
somit als besonders kritisch und wichtig fiir den weiteren Prozess. Die Herstellung neuer Chargen
fihrte zu keiner Verbesserung der Dichtigkeit der Liposomen. Dabei stellte sich weiterhin eine
Schwankung neu produzierter Liposomen-Chargen hinsichtlich der funktionellen Charakterisierung
bzw. der initialen Transportrate an der stopped flow heraus.

Aus diesem Grund wurde auf ein weiteres Kanalprotein, das Aquaporin 2 aus Trypanosoma brucei
(TbAQP2), zuriickgegriffen. TbAQP2 wurde mit Hilfe von Hefe-Protoplasten bereits funktionell
charakterisiert. Weiterhin steht mit Pentamidin ein nanomolarer Inhibitor zur Verfligung, welcher
mehr Moglichkeiten in der funktionellen Charakterisierung eréffnet (Song et al. 2016).

4.2.6 Brij 78 eignet sich zur zellfreien Synthese von ThbAQP2

TbaQP2 weist in analoger Weise zu PfAQP1 eine hohe initiale Leitfahigkeit fir Glycerol und Wasser auf
(Song et al. 2012), weswegen es als geeignet fir die Entwicklung einer neuartigen Methode am BLI
erachtet wurde. Zum weiteren Solut-Spektrum zahlen Zuckeralkohole mit geringem sterischen
Anspruch wie Erythritol und Ribitol, wahrend langere Zuckeralkohole nicht geleitet werden (Uzcategui
et al. 2004). Da TbAQP2 zuvor nicht zellfrei produziert wurde, wurde mit Hilfe eines Detergenzien-
Screenings mit dem Fusionskonstrukt TbAQP2-AGFPM1-Hisio (4.2.1) Uberprift, ob die zellfreie
Produktion geeignet ist und welche Detergenzien fiir die Stabilisierung des Membranproteins benétigt
werden.

TbAQP2-AGFPM1-Hisio wurde mit Hilfe der Detergenzien Brij 35, Brij 58, Brij 78 und Brij 98 produziert
(3.3.1.2), gereinigt (3.3.3), Gber eine SDS-PAGE (3.2.2) elektrophoretisch getrennt und mit Hilfe einer
In-Gel-Fluoreszenz (3.2.5) sowie mit Hilfe der Western Blot-Analytik (3.2.3) untersucht. Das
Fusionsprotein mit einer theoretischen GroRe von 67 kDa erschien in der In-Gel-Fluoreszenz als
fluoreszierende Bande bei einer scheinbaren GrofRe von ungefdahr 55 kDa und im Western Blot als
Doppelbande bei ungefahr 55 kDa und 60 kDa unter Verwendung der Detergenzien Brij 58 und Brij 78
(Abbildung 4.25 A-B). Wahrend die untere Bande vermutlich als korrekt gefaltetes Protein migriert
wurde, stellt die obere Bande wahrscheinlich fehlgefaltetes Protein dar (Geertsma et al. 2008; Miiller-
Lucks et al. 2012). Der Anteil zwischen vermutlich fehl- und korrekt-gefaltetem Protein erwies sich bei
Brij 78 als am besten, weswegen Brij 78 als weiteres Detergens fir die zellfreie Proteinsynthese von
TbAQP2 genutzt wurde.
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Abbildung 4.25: Detergenzien-Screening fiir TbAQP2-AGFPM1-Hisi;o. A. In-Gel-Fluoreszenz und
B. Western-Blot mit einem Anti-HA-Antikorper in einer Doppelbestimmung (a und b). B: Brij wie z.B.
Brij 35.

4.2.7 TbAQP2 fiihrt in der zellfreien Proteinsynthese zu Ausbeuten im Milligramm-
Bereich

TbAQP2 wurde im praparativen Ansatz mit Brij 78 zellfrei synthetisiert (3.3.1.1) und gereinigt (3.3.3).
Zur Kontrolle der Synthese und Reinigung wurde eine SDS-PAGE (3.2.2) mit anschlieRender Coomassie-
Farbung (3.2.4) durchgefiihrt. TbAQP2 wurde erfolgreich produziert und gereinigt (Abbildung 4.26 A).
Das gereinigte Aquaporin mit einer theoretischen Grof3e von 40 kDa eluierte zwischen 60 mM und 200
mM Imidazol und wurde unter den durchgefiihrten Reinigungsbedingungen vollstindig von der Ni%*-
NTA-Matrix entfernt. Bei den weiteren Reinigungen wurde eine weiterer Waschschritt mit 40 mM
Imidazol eingeflihrt (Abbildung 4.26 B). Weiterhin wurde ein Western-Blot mit einem Antikdrper, der
gegen den N-terminalen HA-Tag und den C-terminalen Hisio-Tag gerichtet war, durchgefiihrt
(Abbildung 4.26 C-D). Es wurde das vollstdndig synthetisierte Protein (iber seinen N-terminalen HA-
Tag und C-terminalen Hisio-Tag nachgewiesen. Mit Hilfe des HA-Tags und Hisio-Tags wurden
potenzielle Dimere, welche resistent gegeniiber SDS waren, detektiert.

Die Reinigungsfraktionen 80-200 mM bzw. 60-100 mM Imidazol wurden fir die Rekonstitution in
Liposomen (3.5.1) ausgewahlt und aufkonzentriert (3.2.7). Es wurde eine Protein-Ausbeute zwischen
800 g bis 2000 ug erhalten.
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Abbildung 4.26: Zellfreie Synthese im prdparativen Ansatz und Reinigung von TbAQP2. A. und
B. Coomassie-Farbung C. Western-Blot mit Anti-Penta-His-Antikdrper und D. Anti-HA-Antikorper. D:
Durchfluss, M = Ni?*-NTA-Agarose-Matrix.

4.2.8 Durchlassigkeit von TbAQP2-Proteoliposomen und Leerliposomen gegeniiber
verschiedenen Zuckeralkoholen

Nach der zellfreien Proteinsynthese erfolgte die Rekonstitution der Proteine in die Liposomen. Zuvor
hatte sich ein 200 mM Saccharose-haltiger Puffer (5 mM MES, 5 mM HEPES, 100 mM KCl, 200 mM
Saccharose) fiir die Rekonstitution von Proteinen in Liposomen bewdhrt (Clement et al. 1981;
Helmstetter et al. 2019). Zu Beginn der Arbeit wurde eine hohere Saccharose-Konzentration im
Liposomenpuffer eingesetzt (50 mM MES, 50 mM HEPES, 1000 mM Saccharose, pH 6,8), um die
Protein-Rekonstitution in die Liposomen weiter zu verbessern. Allerdings wurde bei einer Saccharose-
Konzentration von 1000 mM nach Zentrifugation bei 140.000 g fiir 45 min, welches zur Entfernung des
Detergens sowie zur Rekonstitution des Proteins in die Liposomen genutzt wurde, kein Pellet erhalten.
Saccharose beeinflusste  vermutlich auf  Grund seiner  hohen  Viskositait  die
Sedimentationsgeschwindigkeit. Eine Verlangerung der Zentrifugationszeit auf 90 min flhrte zu
unzureichenden Pellet-Ausbeuten. Aus diesem Grund wurde ein 200 mM Saccharose-haltiger Puffer
eingesetzt (50 mM MES, 50 mM HEPES, 2000 mM Saccharose, pH 6,8) und das Pellet nach der
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Zentrifugation bei 140.000 g fiir 45 min in einem 1000 mM-haltigen Saccharose-Puffer resuspendiert.
Auf Grund der hohen Viskositat des 1000 mM Saccharose-Puffers musste eine erhdhte Kraft zum
Extrudieren eingesetzt werden. Dies fihrte dazu, dass ein recht hohes Probevolumen Uber die
Scharniere aus dem Extruder verloren ging. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde deswegen der
gesamte Prozess mit einem 200 mM Saccharose-haltigen Puffer gearbeitet.

Da eine gewisse Durchlassigkeit der vorherigen Liposomen-Praparationen sich als problematisch
gezeigt hatte (4.2.3) und insbesondere fiir eine funktionelle Charakterisierung mit Hilfe der BLI als
besonders kritisch bewertet wurde (4.2.5), wurden fir die Herstellung von TbAQP2-Proteoliposomen
4Me 16:0 PC-Lipide statt der E. coli-Lipide eingesetzt. Fir Lipide auf Basis von
Diphytanoylphosphatidylcholin wurde keine Phaseniibergangstemperatur vom Gel zum FlUssigkristall
im Bereich von =120 °C bis +120 °C gemessen (Redwood et al. 1971). Somit sind derartige Lipide
weniger fluid und flihren zu einer héheren Membrandichtigkeit.

Im Vergleich zu den vorher genutzten E. coli-Lipiden wurde mit den 4Me 16:0 PC-Lipide nach der
Rehydratisierung des Lipidfilms (3.5.1) eine deutlich triibere Lipid-Suspension gewonnen (Abbildung
4.27). Auch die hergestellten Liposomen (3.5.2) auf Basis der 4Me 16:0 PC-Lipide zeigten eine hohere
ODgoo. Da die Triibung durch Lichtstreuung hervorgerufen wird, ist davon auszugehen, dass die
PartikelgroRe der 4Me 16:0 PC-Lipide bzw. der hergestellten Liposomen kleiner ist.

E. coli- 4Me 16:0
Lipide  PC-Lipide

Abbildung 4.27: Vergleich der Lipidsuspension von E. coli-Lipiden zu 4Me 16:0 PC-Lipiden.

Die TbAQP2-Proteoliposomen wurden zur Uberpriifung der Funktionalitit einem hyperosmotischen
Gradienten von 100 mM Glycerol in einer stopped flow-Messung (3.5.5) ausgesetzt. Dabei wurde, ein
biphasischer Kurvenverlauf beobachtet (Abbildung 4.28 A). Die TbAQP2-Proteoliposomen wiesen
eine schnellere Permeation von Glycerol als die Kontrolle auf. Gleichzeitig offenbarten die
Leerliposomen eine Durchlassigkeit tiber ihre Membran. Es wurde eine initiale Leitfahigkeit nach Abzug
der Kontrolle fiir die PFAQP1-Proteoliposomen von 37 + 1 s 1000 berechnet (Abbildung 4.29 A-B).

Um die Dichtigkeit der Liposomen besser zu charakterisieren, wurden weitere Zuckeralkohole mit
groRer werdendem sterischem Anspruch eingesetzt: Erythritol, Ribitol und Sorbitol (Abbildung 4.28 B-
D). Bereits ab dem C4-Zuckeralkohol Erythritol wurde keine Durchlassigkeit der Membran mehr
beobachtet. Beim Vergleich der Leerliposomen gegeniiber den verschiedenen Zuckeralkoholen stellte
sich weiterhin heraus, dass das Maximum der initialen Leitfahigkeit des Wasser-Efflux gegeniber
Sorbitol nach ungefdhr 3,5 s erreicht wurde (Abbildung 4.28 E). Fiir Glycerol wurde das Maximum des
Wasser-Efflux nach ungefdhr 400 ms am schnellsten gegeniliber den verschiedenen Soluten
detektiert.Die initiale Permeation von TbAQP2-Proteoliposomen war bei dem kleinsten Zuckeralkohol
Glycerol am groRten (Abbildung 4.29 B). Bei den weiteren Zuckeralkoholen war nur eine geringe
initiale Leitfahigkeit messbar. Aus diesem Grund wurde fir die weitere funktionelle Charakterisierung
Glycerol als hyperosmotisches Solut eingesetzt.
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Abbildung 4.28 Vergleich des hyperosmotischen Schwellverhaltens von TbAQP2-Proteoliposomen
(dunkelblau) und Leerliposomen (schwarz) gegeniiber 100 mM A. Glycerol B. Erythritol C. Ribitol
D. Sorbitol. E. Vergleich der Leerliposomen gegeniiber den Gradienten Glycerol, Erythritol, Ribitol und
Sorbitol. Die Liposomen wurden aus 4Me 16:0 PC-Lipiden hergestellt. Die Kurven wurden aus 4 bis 9
Einzelmessungen gemittelt (N = 1-2). Die chemischen Strukturen wurden mit ChemSketch erstellt.
Gly = Glycerol, Ery = Erythritol, Rib = Ribitol, Sor = Sorbitol.
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4.2.9 Eine alternative Methode zur Protein-Rekonstitution mit Hilfe von Bio-Beads®SM-2

Die vorherigen Chargen an Liposomen wiesen eine gewisse Undichtigkeit gegeniliber Glycerol auf.
Dabei erfolgte die Rekonstitution der Proteine in die Liposomen mit Hilfe der Verdiinnungsmethode
(3.5.2). Diese Methode ist vor allem fiir Detergenzien mit hohen CMCs, wie zum Beispiel Brij 78,
geeignet. Allerdings fiihrt diese haufig zu undichten Liposomen sowie einer Inhomogenitat in der
Protein-Verteilung in den Liposomen (Rigaud et al. 1995). Eine effiziente Entfernung des Detergens
stellt bei der Liposomen-Herstellung einen kritischen Prozessschritt dar, da Detergenzien Einfluss auf
die Aktivitat des rekonstituierten Proteins sowie die Permeabilitat der Liposomen nehmen kdnnen
(Lévy et al. 1990; Rigaud et al. 1988).

Aus diesem Grund wurde als Alternative zu der Verdliinnungsmethode ein weiteres Protokoll (3.5.3)
genutzt, bei dem Detergenzien mit Hilfe von Bio-Beads®SM-2 entfernt wurden. Nach diesem Protokoll
wurden zunichst die Liposomen mit Hilfe von Triton™ X-100 destabilisiert. AnschlieBend wurden Bio-
Beads®SM-2 hinzugegeben, um die Detergenzien vollstandig zu entfernen. Bio-Beads®SM-2 sind
makropordse Adsorbenzien, welche besonders fir die Adsorption von Triton™ X-100 und anderen
Detergenzien geeignet sind (Rigaud et al. 1995).

Es wurde TbAQP2-Proteoliposomen auf Basis von E. coli-Lipiden und 4Me 16:0 PC-Lipiden hergestellt.
Anschliefend wurden diese einem hyperosmotischen Gradienten von 100 mM Glycerol oder 100 mM
Erythritol ausgesetzt. Entgegen der Erwartung wurde mit fur keine der beiden verwendeten Lipid-
Sorten eine Verbesserung der Liposomen-Dichtigkeit erreicht (Abbildung 4.30 A-B). Weiterhin wurde
flr die Leerliposomen eine hohere Permeabilitat als mit den Proteoliposomen beobachtet, weswegen
die Verdiinnungsmethode zur Rekonstitution der Liposomen im Weiteren gewahlt wurde.
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Abbildung 4.30: Vergleich des hyperosmotischen Schwellverhaltens von TbAQP2-Proteoliposomen
(dunkelblau) und Leerliposomen (schwarz) gegeniiber 100 mM Glycerol oder 100 mM Erythritol. Die
Liposomen wurden aus A. E. coli-Lipiden und B. 4Me 16:0 PC-Lipiden hergestellt. Die Kurven wurden
aus 4 bis 9 Einzelmessungen gemittelt (N = 1-2). Gly = Glycerol, Ery = Erythritol
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4.2.10 Permeation von TbAQP2-Proteoliposomen gegeniiber verschiedenen Glycerol-
Gradienten

Ein weiterer Grund fiir die Undichtigkeit konnte an der Konzentration des Glycerols im Messpuffer
liegen. Aus diesem Grund wurden verschiedenen hyperosmotischen Gradienten von 50-200 mM
Glycerol gegeniiber den Liposomen getestet. Weiterhin wurde untersucht, ob sich auf diese Weise
eine ausreichende initiale Leitfahigkeit bei moglichst geringerer Undichtigkeit der Leerliposomen
ergibt. Die Leerliposomen zeigten gegenliber allen hyperosmotischen Messpuffern eine
Durchlassigkeit von Glycerol (Abbildung 4.31 A-C). Die TbAQP2-Proteoliposomen wiesen im Vergleich
zu den Leerliposomen eine erhohte initiale Leitfahigkeit auf (Abbildung 4.31 D). Dabei stieg die initiale
Leitfahigkeit mit dem steigenden Glycerol-Gradienten von 12 + 2 st 1000 (50 mM Glycerol) Gber
37 +1511000! (100 mM Glycerol) auf 63 +4 s 1000 (200 mM Glycerol) fast linear an.
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Abbildung 4.31: Hyperomotisches Schwellverhalten von TbAQP2-Proteoliposomen (dunkelblau) und
Leerliposomen (schwarz) gegentiber A. 50 mM B. 100 mM C. 200 mM Glycerol. D. Initiale Leitfahigkeit
TbAQP2-Proteoliposomen. Die Werte der Leerliposomen sind bereits von denen der Proteoliposomen
abgezogen. Die Kurven wurden aus 4-9 Einzelmessungen gemittelt (N = 1-2). Gly = Glycerol.
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4.2.11 Einsatz von Pentamidin als Inhibitor gegeniiber TbAQP2-Proteoliposomen

Pentamidin ist ein nanomolarer Inhibitor von TbAQP2 und weist einen ICso-Wert von 130 nm auf (Song
et al. 2016). Als weiterer Nachweis fiir die Funktionalitdt des in Liposomen rekonstituierten zellfrei
synthetisierten TbAQP2 sollte daher eine Inhibition der Glycerol-Leitfahigkeit durch Pentamidin
Uberprift werden. Dazu wurden TbAQP2-Proteoliposomen und Leerliposomen aus 4Me 16:0 PC-
Lipiden hergestellt (3.5.2) und mit Hilfe der stopped-flow-Messung (3.5.5) zunédchst bei einem
hyperosmotischen Gradienten von 100-200 mM Glycerol untersucht. AnschlieBend wurde die gleiche
Charge fiir 10 min mit 50 uM Pentamidin im Uberschuss bei Raumtemperatur inkubiert und erneut
vermessen. Es wurde sowohl mit den Leerliposomen als auch den TbAQP2-Proteoliposomen eine
veranderte initiale Leitfahigkeit gegeniber Glycerol bei Anwesenheit des Inhibitors beobachtet
(Abbildung 4.32 A-C). Ein moglicher Grund kdnnte in der Interaktion zwischen Pentamidin und den
4Me 16:0 PC-Lipide begriindet sein, sodass die initiale Leitfahigkeit von Glycerol beeinflusst wurde.

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob Pentamidin ebenfalls eine Interaktion gegentiber den E. coli-
Lipiden zeigt. Dafiir wurden TbAQP2-Proteoliposomen und Leerliposomen aus E. coli-Lipiden
hergestellt (3.5.2) und in gleicher Weise untersucht. Pentamidin beeinflusste sowohl die Glycerol-
Permeabilitat der Leerliposomen als auch der TbAQP2-Proteoliposomen (Abbildung 4.32 D-E). Somit
deuten die Daten daraufhin, dass Pentamidin (iber eine moégliche Bindung an den E. coli-Lipiden die
initiale Leitfahigkeit der Membranen beeinflusste.
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Abbildung 4.32: Hyperosmotisches Schwellverhalten ohne Pentamidin von TbAQP2-Proteoliposomen
(dunkelblau) und Leerliposomen (schwarz) sowie mit 50 uM Pentamidin von TbAQP2-Proteoliposomen
(hellblau) und Leerliposomen (hellgrau). A. Struktur von Pentamidin. Hyperomotisches
Schwellverhalten auf Basis von 4 Me 16:0 PC-Lipiden gegeniiber B. 100 mM und C. 200 mM Glycerol.
Hyperomotisches Schwellverhalten von Liposomen auf Basis von E. coli-Lipiden gegeniiber D. 100 mM
und E. 200 mM Glycerol. Die Kurven wurden aus 4 bis 9 Einzelmessungen gemittelt. Gly = Glycerol,
Penta = Pentamidin.

Trotz der Funktionalitdts-Nachweise der TbAQP2-Proteoliposomen waren die erhaltenen Daten lber
verschiedene Chargen wenig reproduzierbar. Da ein grofRes Probenvolumen fiir die stopped flow-
Messungen benétigt wurde, waren mit Chargen, welche sich funktionell an der stopped flow
charakterisierten lieen, keine weiteren funktionellen Charakterisierungen oder Nachweise
hinsichtlich der PartikelgroBenverteilung oder der Rekonstitution des Proteins in den Liposomen
moglich. Da mit Hilfe der BLI Liposomen-Chargen untersucht werden sollten, welche sich als dicht und
funktionell in der stopped flow-Analytik bewahrt haben, wurden keine weiteren Untersuchungen mit
der BLI durchgefiihrt.
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5 Diskussion

5.1 Evaluation der zellfreie Produktion von fluoreszierenden Protein zur
Target-ldentifizierung

5.1.1 Unterschiedliche ICso-Werte der prokaryotischen Extrakte und Auswahl der
Bakterien

Der GbermaRige Einsatz von Antibiotika sowie die unsachgemaRe Entsorgung der Antibiotika hat zur
Entstehung von Multiresistenzen von Bakterien gefiihrt, die die Entwicklung neuer Antibiotika
zwingend erforderlich machen (Conlon et al. 2016; Harms et al. 2016; Miethke et al. 2021).

Hierzu wurde wahrend dieser Arbeit ein Fluoreszenz-Screening-Test mit Hilfe der zellfreien
Proteinsynthese entwickelt, bei dem die ribosomale Translation direkt abgelesen wurde. Das
Fluoreszenzsignal war dosisabhangig und ermdéglichte die Bestimmung von ICso-Werten. Es wurden
ICso-Werte fiir verschiedene Wirkstoffklassen von Inhibitoren der ribosomalen Proteinbiosynthese
bestimmt. Die ICso-Werte der Bestimmung aus einem E. coli-Extrakt decken sich mit den in der Literatur
befindenden Werten, welche mit der zellfreien Proteinsynthese und anschlieBendem Luciferase-Assay
bestimmt wurden (Tabelle 5.1) (Fyfe et al. 2012; Murray et al. 2001; Pratt et al. 2004). Die entwickelten
Screening-Methode auf Grundlage verschiedener ribosomaler Extrakte bietet darliber hinaus
statistisch betrachtet einen exzellenten Assay (4.1.13).

Tabelle 5.1: Vergleich der ICso-Werte (ug ml?) mit der Literatur mit einem S30-Extrakt aus E. coli.

GFP mNeonGreen Luciferase-Assay
Inhibitor Eigene Arbeit Eigene Arbeit Fyfe et al. Murray et al. Prattetal.
(2012) (2001) (2004)
Linezolid 3,704 4,1+0,3 1,5 0,8 0,75
Erythromycin 0,2+0,1 0,7+0,2 0,5 0,2 0,2
Chloramphenicol 1,8+0,4 2,6+£0,5 1,3 1,6 1

Zur Entdeckung neuartiger Antibiotika hat die Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine Liste
vorrangiger Krankheitserreger zusammengestellt, die Mallnahmen zur Entdeckung neuer Arzneimittel
erfordern, da sie aufgrund ihrer erworbenen Multiresistenz eine groRe aktuelle und kinftige
Bedrohung darstellen. Drei prominente Eintrage sind Enterobacteriaceae (Carbapenem-resistent und
Cephalosporin-resistent der dritten Generation), Salmonella spp. (Fluorchinolon-resistent) und
Pseudomonas aeruginosa (Carbapenem-resistent) (World Health Organization 2017). Zur Entwicklung
eines Screening-Tests zur ldentifizierung neuer Ribosomen-Targets, wurde eine direkte und schnelle
Visualisierung  der  Proteintranslation mit Fluoreszenzauslesung fiir resistenzanfalligen
Bakterienklassen angestrebt. Dazu wurden die Bakterien E. coli aus der Familie der

Enterobacteriaceae, S. enterica subsp. Enterica sowie P. putida ausgewahlt. Diese bieten fiir das
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Vorhaben zwei entscheidende Vorteile. Einerseits weisen die Bakterien eine hohe Verwandtschaft auf
Grund der hohen Sequenzadhnlichkeit der 16S rRNA zu den von der WHO vero6ffentlichten Liste auf
(Woese et al. 1977). Weiterhin handelt es sich bei diesen um Bakterien aus der biologische Schutzstufe
eins, die biologische Sicherheit fiir die Experimentierenden und die Umwelt ermdglichen.

Im Kontext der Entdeckung neuartiger Antibiotika mit Hilfe der zellfreien Proteinsynthese wurde
wahrend dieser Arbeit flir S30-Extrakte aus E. coli, P. putida und S. enterica unterschiedliche I1Cso-Werte
aufgenommen. Dies deckt sich mit den unterschiedlichen ICso-Werten fiir S30-Extrakten aus E. coli und
Streptococcus pneumoniae (Pratt et al. 2004), E. coli und Staphylococus aureus (Murray et al. 2001)
sowie E. coli und Pseudomonas aeruginosa (Fyfe et al. 2012). Da Resorptions-Effekte der Antibiotika
auf Grund des offenen Systems auszuschlieBen sein sollten, deuten die Daten auf eine Heterogenitat
der Ribosomen hin.

Urspriinglich wurden Ribosomen als ubiquitdre, unveranderbare Struktur betrachtet, dessen Aufgabe
es ist, mMRNA zu translatieren ohne dabei spezifische Veranderungen oder Funktionen zu tibernehmen.
Es wurde jedoch eine Heterogenitat der Ribosomen nachgewiesen, die zu spezialisierten Funktionen
flhren (Bulut-Karslioglu et al. 2018; Ferretti et al. 2017; Locati et al. 2017; Shi et al. 2017; Simsek et al.
2017; Xue et al. 2015). Ribosomen-Heterogenitdt entsteht durch Variationen der rRNA, r-Proteinen,
Ribosomen-assoziierten-Proteinen, der subzelluldren Lokalisierung sowie der Anordnung der
Ribosomen (Li et al. 2020).

Die funktionellen Folgen der Heterogenitat der rRNA, welche insbesondere fiir die Funktion der
Proteinbiosynthese und die Bindung von Antibiotika eine dominante Rolle spielt, sind noch ungeklart
(Genuth et al. 2018). In silico Untersuchungen deuten darauf hin, dass maternale und somatische rRNA
unterschiedliche mRNA binden und so einen Einfluss auf die Regulierung der Translation nehmen
(Locati et al. 2017).

Gleichzeitig zeigen Ribosomen eine extrem grolRe Konservierung des Translations-Apparats, da jene
Ribosomen fir die Zelle lebensnotwendig ist. Antibiotika mit dem Angriffspunkt der Translation, wie
vor allem das Peptidyltransferasezentrum (PTC) mit der héchsten Konservierung im gesamten Ribosom
(Bashan et al. 2008), zeigen aus diesem Grund eine hohe Potenz (Syroegin et al. 2022). Wichtige
Interaktionen zwischen dem Ribosom und antibakteriellen Wirkstoffen wurden durch Aufklarung der
Strukturen Uber Kryoelektronenmikroskopie und Kristallstrukturanalyse erzielt (Hansen et al. 2003;
Schroeder et al. 2007). Trotz dieser Erkenntnisse, die vor allem fiir die Aufklarung des
Wirkmechanismus der Antibiotika eine entscheidenden Beitrag geleistet haben (Lin et al. 2018),
erklaren die Modelle nicht die selektive Wirkung einiger Antibiotika-Wirkstoffklassen gegeniiber
verschiedenen Bakterien-Gattungen (Kannan et al. 2012; Marks et al. 2016; Sothiselvam et al. 2014).
Dies deutet daraufhin, dass die tatsdchlichen Wirkmechanismen komplexer als angenommen sind
(Syroegin et al. 2022).

Ein Beispiel hierfir stellt Chloramphenicol dar, welches als Inhibitor im PTC die Aufnahme von aa-tRNA
in der ribosomalen A-Stelle inhibiert, sodass eine Verlangerung der Peptidkette verhindert wird
(Drainas et al. 1987). Trotz dieses universellen Einsatzes konnten einige experimentelle Daten nicht
erklaren, dass wenn das eingehende A-Seiten-Akzeptorsubstrat Glycin ist, es zu keiner Hemmung der
Translation kommt. Neuen Daten zeigen, dass wenn die wachsende Polypeptidkette Alanin, Serin oder
Threonin tragt, es zu einer gesteigerten Affinitat von Chloramphenicol an die Bindestelle kommt, da
diese Reste Chloramphenicol im PTC weiter stabilisieren. In der Folge kommt es zum Erliegen der
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Translation. Wenn die wachsende Peptidkette Glycin tragt, wird Glycin auf Grund des geringen
sterischen Anspruchs trotz Bindung von Chloramphenicol im PTC untergebracht, sodass es zu einer
Transpeptidierungsreaktion kommt (Syroegin et al. 2022). Somit zeigt Chloramphenicol, dass neben
der Bindung an die hoch-konservierte rRNA weitere Faktoren die Antibiotika-Aktivitat beeinflussen.

Linezolid fihrt wie Chloramphenicol zu einer Hemmung der Peptidyltrasferase, sodass erwartet
wurde, dass es sich ebenfalls um einen universellen Inhibitor gegeniiber allen Wirkstoffklassen
handelt. In vitro Ergebnisse zeigten, dass zwischen der naszierenden Peptidkette und dem
Antibiotikum es im PTC zu Interaktionen kommt, die die Antibiotika-Aktivitat beeinflussen (Marks et
al. 2016).

Ein weiteres Beispiel fiir einen komplexeren Wirkmechanismus stellt Erythromycin dar. Ublicherweise
flhrt der Einsatz von Erythromycin aus der Wirkstoffklasse der Makrolide Gber eine Inhibition der
Translation zu eine Expression des Antibiotikaresistenzgens ErmDL. Sofern die naszierende Peptidkette
nur drei Aminosauren lang ist und damit zu kurz um eine Interaktion mit dem gebundenem
Antibiotikum einzugehen, kommt es zu keiner Expression des Gens ErmDL. Fur die Wirkung von
Erythromycin spielen somit kleine Cofaktoren im Mechanismus eine Rolle (Sothiselvam et al. 2014).

Zusammenfassend bleiben die Griinde fir die unterschiedlichen [Cso-Werte der verschiedenen
Bakterien-Gattungen offen. Hierzu sind weitere Erkenntnisse notwendig.

5.1.2 Unterschiedliche Proteinausbeute der eingesetzten, prokaryotischen ribosomalen
Extrakte

Die zellfreie Proteinproduktion auf der Grundlage von S30-Extrakten aus E. coli ist besonders gut
etabliert und liefert in der Regel hohere Proteinausbeuten als auf anderen aus Pro- oder Eukaryoten
gewonnene Extrakte (Gregorio et al. 2019).

Dies deckt sich mit den Ergebnissen, die flir S30-Extrakte aus E. coli, S. enterica, P. putida, B. subtilis
und B. megaterium wahrend der Arbeit erzielt wurden. So wurde im Vergleich zu einem S30-Extrakt
aus E. coli mit einem S30-Extrakt aus P. putida ein um den Faktor 7 geringere Fluoreszenzausbeute
nach der zellfreien Proteinsynthese beobachtet. In der Literatur wurde ein um den Faktor 10 geringere
Protein-Ausbeute zwischen einem S30-Extrakt aus E. coli mit einem aus P. putida erzielt (Caschera et
al. 2014; Kelwick et al. 2016).

Der Grund fir die Unterschiede in der Proteinausbeute ist auf optimierte regulatorische Sequenzen im
mRNA-Transkript und die Verwendung von aus E. coli gewonnenen Reaktionspartnern sowie die
bessere Untersuchung der zellfreien Proteinsynthese aus E. coli zurickzufihren. Im Folgenden werden
diese Griinde ausfihrlich beschrieben und Optimierungsméglichkeiten aufgefiihrt, welche fir die S30-
Extrakte aus S. enterica, P. putida, B. subtilis und B. megaterium zu héheren Proteinausbeuten flihren
kdénnten.

Die Proteinbiosynthese beginnt mit der Initiierung der Translation, die die Bindung der mRNA an das
komplementare 3'-Ende der 16S-rRNA der kleinen Ribosomen-Untereinheit erfordert. Die Ribosomen-
Bindungsstelle (RBS) befindet sich stromaufwérts des ATG-Startcodons des mRNA-Transkripts und

beeinflusst die Genauigkeit und Effizienz der Translation. Abweichend von der klassischen E. coli Shine-
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Dalgarno-Sequenz, AGGAGGUATG (Shine et al. 1974), trugen die eingesetzten Expressionskonstrukte
die Sequenz TACTAGATG, die sich als optimal fir die Translationsinitiierung an E. coli-Ribosomen
erwiesen hat.

Wahrend der Arbeit wurde zur Erhéhung der Fluoreszenzausbeute mit einem S30-Extrakts aus
P. putida eine Anpassung der RBS durchgefihrt, welche entgegen der Erwartung zu einer Erniedrigung
der Fluoreszenzausbeute von GFP mit einem S30-Extrakt aus P. putida fiihrte (4.1.9). Friihere Studien
mit einem zellfreien Translationssystem aus P. putida haben gezeigt, dass eine Variation der RBS zu
einer bis zu 20-fach hoheren Proteinausbeute fiihrte (Wang et al. 2018). Die verringerte
Fluoreszenzausbeute wahrend der Arbeit konnte darin begriindet sein, dass der verwendete RBS-
Rechner von Salis (2011) Limitationen aufweist. Das Model zur Berechnung der RBS bezieht nicht die
Interaktion der mRNA mit dem ribosomalen Protein S1 ein. Das ribosomale Protein S1 spielt vermutlich
in der Bindung einer template-RNA wahrend der Initiation eine entscheidende Rolle (Vasilyev et al.
2013). Das Vorhandensein einer anti-Sense-RNA oder von RNAse-Bindestellen wird vom RBS-Rechner
ebenfalls nicht beriicksichtigt. Zudem wird vorausgesetzt, dass die mehrfach vorhandenen Startcodons
unabhangig voneinander translatiert werden. Somit wird ignoriert, dass auch eine Kupplung zwischen
nah benachbarten Startcodons stattfinden kann. So kdonnte die naszierende Polypeptidkette eines
stromaufwarts liegendem Startcodons mit einem stromabwarts liegendem Startcodon interagieren. In
analoger Weise konnten sich stromaufwarts befindende Startcodons aus verschiedenen Operons
Gberschneiden und Einfluss auf die Translation nehmen (Salis 2011).

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedliche Translationseffizienz stellt neben der Optimierung der
Initiation eine nicht ideale Elongation dar. Ublicherweise fiihrt eine Codon-Optimierung der
codierenden Sequenz zur Erhdhung der Translations-Elongationsrate und daraus resultierend zu
erhohten Proteinausbeuten (Welch et al. 2009). Da eine Minimierung der Translation-Initiation in
jedem Fall zu einer verringerten Proteinproduktion fiihrt, wurde wahrend der Arbeit eine Optimierung
der RBS priorisiert. Eine Codon-Optimierung sollte die Fluoreszenzausbeuten der S30-Extrakte aus
P. putida, B. subtilis, B. megaterium und S. enterica weiter erhéhen.

Darliber hinaus sind Original-E. coli-tRNAs, welche wéahrend der Arbeit genutzt wurden, fir die
Verwendung im zellfreien System im Handel erhéltlich. Die E. coli-tRNAs sind mit E. coli-Ribosomen-
extrakten kompatibel. Eine Moglichkeit zur Optimierung der Proteinsyntheseeffizienz ware die
Extraktion von tRNA aus der betreffenden Bakterienart.

Ein weitere Optimierungsmoglichkeit stellt das Energieregenerationssystem dar. Zur Verlangerung der
Synthese missen ATP und GTP wiederhergestellt werden. Hierzu wurde wahrend der Arbeit als
sekundare Energie-Bestandteile in Kombination mit bestimmten Kinasen wie z.B. Acetylphosphat (AcP)
und Acetat-Kinase und/oder Phosphoenolpyruvat (PeP) mit Pyruvat-Kinase eingesetzt. Als weiterer
energetischer Bestandteil kann ebenfalls eine Pyruvat-Oxidase zusammen mit Thiaminpyrophosphat
und Flavin-Adenin-Dinukleotid eingesetzt werden (Kim et al. 1999). Die Akkumulation von
anorganischem Phosphat wird durch den Einsatz von Maltodextrin, welches zu Glucose gespalten wird,
verhindert. Die Glucose wird durch die Maltodextrinphosphorylase in Glucose-1-Phosphat liberfiihrt
(Luisi et al. 2006). In ahnlicher Weise wird Maltose eingesetzt (Caschera et al. 2014). Fir ein System
aus B. subtilis hat sich 3-Phosphoglycerat, welches ebenfalls fiir E. coli basierte Systeme genutzt wird,
als Energiequelle bewéahrt (Kelwick et al. 2016). Hingegen zeigte sich Creatin-Phosphat mit einer
Creatin-Kinase als vorteilhaft in einem eukaryotischen Weizenkeim-System (Ryabova et al. 1995; Spirin
2004).
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Es wurde sich jedoch dafiir entschieden, die Komponenten der Translationsreaktion fir eine
universelle Anwendung beizubehalten und stattdessen ein schneller faltendes und heller
fluoreszierendes Protein herzustellen. Dieser Ansatz erwies sich als praktikabel und problemlos fir die
Ubertragung auf andere bakterielle Spezies.

Neben den Komponenten, welche zur zellfreien Synthese zugegeben werden, stellt die Herstellung
eines S30-Extrakts und damit die Auswahl des Bakterien-Stamms eine entscheidende Rolle fiir die
Proteinausbeute der zellfreien Synthese. Wahrend dieser Arbeit wurde mit dem Bakterien-Stamm
BL21(DE3) fur die Gewinnung eines ribosomalen Extrakts aus E. coli gearbeitet (2.4), der hohe
Proteinausbeuten erwarten lieR (Schwarz et al. 2007a). Fur die Herstellung eines S30-Extrakts aus
E. coli stehen zahlreiche und etablierte Stamme zur Verfligung. Vor allem BL21-Derivate wie CP-
Stamme (Kigawa et al. 2004), Rosetta- und Rosetta 2-Stamme (Ahn et al. 2005; Shin et al. 2012;
Sitaraman et al. 2004), DE3 Stamme (Kim et al. 2006; Kwon et al. 2015; Levine et al. 2019; Yang et al.
2012) und Star-Stamme (Ahn et al. 2005; Dopp et al. 2018) finden fir die zellfreie Proteinsynthese
Anwendung. Diese Stamme bieten den Vorteil eines schnelleren Bakterium-Wachstums, seltenen
tRNAs (Rosetta), verringerter mRNA-Degradierung (Star) sowie einer optimierten Protein-Produktion
(BL21) (Cole et al. 2020).

Flr die Gewinnung von S30-Extrakten aus B. subtilis wurde wahrend der Arbeit der Stamm CU1050
eingesetzt. In der Literatur wurden vor allem der Stamm 168 (Kelwick et al. 2016; Tominaga et al. 1978;
Villafane et al. 1987) sowie WB80ON (Kelwick et al. 2016) eingesetzt. B. subtilis 168 ist ein weit
verbreiteter Labor-Stamm und findet hauptsachlich auf Grund seines effizienten Wachstums und der
Fahigkeit der Biofilmbildung Anwendung (Gallegos-Monterrosa et al. 2016). WB80OON sowie der
wahrend der Arbeit eingesetzte CU1050-Bakterienstamm wurden durch Mutationen aus dem Stamm
168 hergestellt (Jeong et al. 2018; Johnson et al. 2016). Die fiir CU1050 erzeugten Mutationen dienten
dem Zweck, den Phagen SPB aus B. subtilis zu entdecken (Johnson et al. 2016). Fir eine Gewinnung
eines S30-Extrakts wurde CU1050 nicht entwickelt. Da mit S30-Extrakten aus B. subtilis CU1050 keine
zufriedenstellenden Proteinausbeuten mittels der zellfreien Proteinsynthese erzielt wurden, kénnte
der Einsatz der Bakterien-Stamme wie WB80ON und Stamm 168, welche bereits zur Herstellung von
S30-Extrakten genutzt wurden, zu einer Erhéhung der Proteinausbeute fihren.

Flr die zellfreie Proteinsynthese basierend auf P. putida wurde der Stamm KT2440 im Rahmen dieser
Arbeit und ebenfalls in der Literatur eingesetzt (Wang et al. 2018; Yim et al. 2019). Eine systematische
Untersuchung der Bakterien-Stamme fiir die zellfreie Proteinsynthese, wie auch fir die verwendeten
Bakterien S. enterica subsp. Enterica sowie B. megaterium, wurde durch den Autor nicht durchgefiihrt.
Eine Untersuchung, ob andere Bakterien-Stamme zu einer optimierten Extraktion von Ribosomen und
damit zu einer erhéhten Proteinausbeute der zellfreien Synthese flihren, ist ebenfalls in der Literatur
nicht beschrieben und bietet weiteres Optimierungspotenzial.

Neben dem Bakterien-Stamm spielt der Genotyp des Stamms eine entscheidende Rolle zur Erh6hung
der Proteinausbeute fiir die zellfreie Proteinsynthese (Michel-Reydellet et al. 2004). Der wahrend
dieser Arbeit eingesetzte BL21(DE3)-Stamm (F- ompT hsdSB(rs—, ms—) gal dcm (DE3)) zur Gewinnung
eines S30-Extrakts aus E. coli enthielt einige Modifizierungen im Genom. In  zahlreichen
Untersuchungen wurde durch diese Modifikation ein schnelles Wachstumsverhalten sowie
insbesondere eine erhdhte Proteinausbeute fiir die zellfreie Proteinsynthese erzielt (Bremer et al.
2008; Dopp et al. 2018; Kim et al. 2006; Kwon et al. 2015; Levine et al. 2019; Schwarz et al. 20073;
Yang et al. 2012; Zawada et al. 2006).
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Unter anderem enthélt der verwendete BL21(DE3)-Stamm eine Modifizierung im Gen ompT. ompT
codiert fiir eine Aspartat Protease in der duBeren Membran von E. coli (Vandeputte-Rutten et al. 2001).
Eine Modifizierung des Gens fiihrt zu einer verringerten Proteolyse exprimierter Proteine (Cavard et
al. 1990; Hui et al. 2010; Smith et al. 2007). Weiterhin zeigt der Stamm eine Resistenz gegenliber Lon,
welche als codierendes Gen fiir eine Protease zu einer verringerten Proteinausbeute nach der
zellfreien Proteinsynthese fihren wiirde (Raleigh et al. 1988). Weiterhin besitzt der Stamm ein liber
hsdSB (rB- mB-) inaktiviertes Restriktions-/Methylierungs-System. Dies bedeutet, dass die eingesetzte
Plasmid-DNA wahrend der zellfreien Proteinsynthese nicht methyliert oder geschnitten wird und somit
hohere Proteinausbeuten zu erwarten sind. Mutationen von dcm, wie sie bei dem eingesetzten Stamm
auftreten, fliihren dazu, dass Cytosine nicht methyliert werden und somit die Stabilitdt der DNA erhoht
wird (Palmer et al. 1994).

Eine Optimierung zu dem Stamm WBS80ON von B. subtilis durch Kelwick et al. (2016) zeigte eine
Erh6hung der Proteinausbeute in der zellfreien Proteinsynthese um den Faktor 72. B. subtilis enthalt
Gene fir acht extrazelluldre Proteasen. Bei WB80ON handelt es sich um eine um eine hinsichtlich der
extrazelluldren Proteasen achtfach defiziente Mutante, sodass die Stabilitdt der Proteine wahrend und
nach der zellfreien Proteinsynthese erhoht ist (Nguyen et al. 2011). Dies unterstreicht die Wichtigkeit
der Auswahl eines Bakterien-Stamms sowie dessen stetige Weiterentwicklung hinsichtlich
Modifizierungen fir eine zielgerichtete Anwendung wie beispielweise die Gewinnung eines
ribosomalen Extrakts fir die zellfreie Proteinsynthese.

Die S30-Extrakte aus B. megaterium, B. subtilis, P. putida sowie S. enterica sind im Vergleich zu dem
S30-Extrakt aus E. coli weniger untersucht. Es liegen weniger Erfahrungswerte vor wie zum Beispiel fir
die Auswahl des Bakterienstamms oder dessen Modifizierungen. Da fiir diese Organismen weniger als
25 Paper hinsichtlich der Gewinnung eines ribosomalen Extrakts publiziert sind, |asst dies die Annahme
zu, dass diese Organismen im generellen wenig optimiert und schlechter verstanden sind (Gregorio et
al. 2019). Im Vergleich dazu stellen E. coli (Caschera et al. 2014) sowie Weizenkeime (Harbers 2014)
gut untersuchte Systeme dar.

5.1.3 Limitationen des Assays

Das System ermoglichte eine schnelle Produktion von GFP oder mNeonGreen in einem Ein-
Kompartimenten-System, das eine ausreichende Fluoreszenzintensitat flr Screening-Zwecke und
sogar fiir die Bestimmung von ICso-Werten bietet. Dennoch weist das System einige Limitationen auf,
die im Folgenden diskutiert werden.

Bei dem entwickelten System handelt es sich um eine gekoppelte in vivo Transkriptions-/ Translations-
Reaktion. Somit flihren Inhibitoren, welche gegen die Transkription gerichtet sind zu falsch-positiven
Hits. Ein Beispiel von Inhibitoren der Transkription stellen die Ansamycine dar. Ansamycine finden eine
breite Anwendung in der Behandlung von bakteriellen Infektion wie vor allem Tuberkulose (Deng et
al. 2023). Somit wiirden mit dem beschriebenen Assay auch Hits identifiziert, welche ebenfalls zur
antibakteriellen Behandlung eingesetzt werden konnten, jedoch nicht die Proteinbiosynthese
inhibieren. Um Inhibitoren zu identifizieren, welche zu keiner Hemmung der Transkription fiihren,
musste statt der Plasmid-DNA mRNA zur Reaktion hinzugegeben werden. Wahrend der Arbeit wurde
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sich entschieden Plasmid-DNA statt mRNA hinzuzugeben, da Plasmid-DNA einfacher zu isolieren ist
und eine grolRere Stabilitat aufweist.

Da wahrend der zellfreien Proteinsynthese keine Zellwande Gberwunden werden miissen, greift der
Inhibitor direkt in den Translationsapparat ein. Eine Anwendung des Inhibitors im Organismus kénnte
jedoch auf Grund der zu lGberwindenden Zellmembranen dazu fiihren, dass er nicht am Wirkort
angelangt. Eine schlechte Pharmakokinetik von mit der zellfreien Proteinsynthese identifizierten Hits
kénnte zum Ausschluss in der Entwicklung fiihren. Mit der entwickelten Screening-Methode kdnnten
Lead-Strukturen entdeckt werden, die durch weitere Optimierungen zu einem spateren Wirkstoff
weiterentwickelt werden.

Eine weitere Moglichkeit bei der Detektion von falsch-positiven Hits besteht darin, dass
Testsubstanzen das Energieregenerationssystem aus der Acetat- und Pyruvat-Kinase zum Erliegen
bringen kénnten. Beispielweise inhibieren Phenylalanin (Miller et al. 1973) sowie Kinase-Inhibitoren
die Pyruvat-Kinase, sodass eine verminderte Fluoreszenzausbeute resultiert.

Weiterhin fihren fluoreszierende Molekiile zu falsch-negativen Ergebnissen. Wahrend der Arbeit
wurde gezeigt, dass die Eigenfluoreszenz von Tetracyclin dazu fiihrt, dass es zu einer Uberlagerung mit
den Fluoreszenzsignalen von GFP kommt. Somit wiirde trotz der inhibitorischen Wirkung von
Tetracyclin die Eigenfluoreszenz bei hohen Konzentrationen zu einem falsch-negativen Ergebnis
flhren. Die fluorimetrische Untersuchung gilt als sehr spezifische Nachweismethode, da nur wenige
Stoffe eine Eigenfluoreszenz aufweisen. Im Kontext der Antibiotika zeigen von den 35 verschiedenen
Wirkstoffklassen neben den Tetracyclinen nur die Chinolone und Anthrachinone eine Eigenfluoreszenz
(Stone et al. 2018). Dabei liegt deren Emissionsmaximum ebenfalls bei ungefahr 500 nm und wiirde so
zu einer Uberschneidung mit dem GFP-Signal fiihren (Korah et al. 2022). Eine Abhilfe der
Uberschneidung des Protein-Fluoreszenzsignals mit der Eigenfluoreszenz der eingesetzten Inhibitoren
stellt die Anwendung von weiteren Fluoreszenzfarbstoffen mit einem verdanderten Farbspektrum dar.
So stehen GFP-Varianten von fluoreszierenden Proteinen zur Verfligung, welche blaues, cyan-
farbendes, gelbes, orangenes oder rotes Licht nach Anregung emittieren (Abbildung 5.1). Fir
Tetracyclin wurde ein Emissionsmaximum bei 520 nm gemessen (4.1.12). Ein Einsatz von DsRed als
Reporterprotein mit einem Emissionsmaximum von 583 nm sollte zu einer verringerten Uberlagerung
der Signale fihren. Wahrend der Arbeit wurde gezeigt, dass eine Verdnderung des Fluoreszenzproteins
von GFP zu mNeonGreen zu keinen Unterschieden hinsichtlich der ICso-Werte der verschiedenen
Antibiotika-Wirkstoffklassen fiihrte (4.1.10). Dies deutet darauf hin, dass die Inhibitoren an derselben
Zielstruktur die Translation inhibieren. Somit stellte sich die Einflihrung von weiteren
Fluoreszenzproteinen als einfach umsetzbar heraus. Weiterhin erfordert der Einsatz einer verdanderten
Plasmid-DNA, welche fiir ein verdndertes Fluoreszenzprotein codieren, einen geringen
molekularbiologischen Aufwand dar. Von besonderer Bedeutung sind neben der Farbe der
Fluoreszenzproteine KenngréRen wie die Quantenausbeute, der molare Absorptionskoeffizient und
die daraus resultierende Helligkeit. Wahrend fiir die zellfreie Proteinsythese mit S30-Extrakten aus E.
coli hohe Fluoreszenzausbeuten erzielt wurden, filhrten die anderen S30-Extrakte aus P. putida und
S. enterica zu niedrigeren Proteinausbeuten. Wahrend der Arbeit wurde gezeigt, dass die Einfliihrung
des hell leuchtendem griin-gelben monomeren Fluoreszenzprotein NeonGreen im Vergleich zu GFP zu
hoheren Fluoreszenzsignalen fiihrte. Da die zu erwartende Helligkeit von dem enhanced blau
fluoreszierenden Protein (eBFP) um ungefahr den Faktor 15 niedriger ist als diejenige von eGFP ist
(Kong et al. 2020; Shaner et al. 2013), stellt eBFP vermutlich keine Alternative fiir Systeme mit einer
niedrigen Fluoreszenzausbeute dar (Abbildung 5.1). Die Helligkeit von DsRed, mORange und eYFP liegt
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ungefahr in dem Bereich von eGFP, sodass der Einsatz insbesondere fiir Systeme, welche auf E. coli
basieren, eine Option darstellt.

Protein Frontal- Aufsicht Fluorophor Ax(nm)  Ag(nm) Q H
Ansicht (Imolt cm)

eBFP 383 445 0,31 6

eCFP 439 476 0,40 13
eGFP 484 507 0,60 59
eYFP 514 527 0,61 45
mOrange 548 563 0,60 49
DsRed 558 583 0,79 49
mNeonGreen "j} \\3 = 506 517 >0,95 93

Abbildung 5.1: Photophysikalisches Verhalten von GFP als Monomer und seinen Varianten sowie
mNeonGreen (Kong et al. 2020; Shaner et al. 2013). Die Darstellung der Protein-Strukturen von eBFP
(PDB 1BFP), eCFP (PDB 10XD), eGFP (PDB 1EMA), eYFP (PDB 1YFP), mOrange (PDB 4Q7T), DsRed (PDB
1GGX), mNeonGreen (PDB 5LTR) wurden mit PyMOL erstellt. Alle Wassermolekiile wurden aus der
Abbildung entfernt. Aa: Anregungsmaximum, Ag: Emissionsmaximum, Q: Quantenausbeute,
H: Helligkeit
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5.1.4 Vorteile und Anwendung der fluoreszenzbasierten Screening-Plattform

Die zellfreie Translation wurde bereits fir Antibiotika-Tests verwendet (Fyfe et al. 2012; Murray et al.
2001; Pratt et al. 2004). Das Auslesen erfolgte tGber die Produktion des Luciferase-Enzyms und eine
anschlieRende Nachweisreaktion, bei der chemilumineszierendes Luciferin erzeugt wird. Wahrend das
Enzym als Verstarker wirkt und moglicherweise die Empfindlichkeit erhoht, erfordert das
Nachweissystem zusatzliche Komponenten und Pipettierschritte, die die Inkubations- und
Handhabungszeiten erheblich verlangern. Aullerdem ist es bei dem indirekteren Luciferase-Ansatz
wahrscheinlicher, dass falsch-positive Hits erzielt werden, wenn die Verbindungen eher die
enzymatische Nachweisreaktion als die eigentliche Ubersetzung des ribosomalen Proteins storen.
Durch die Herstellung fluoreszierender Proteine als direkte Anzeige der Translation wird dieses
Problem umgangen. Die entwickelte Screening-Methode ermdglicht weiterhin die Bestimmung von
ICso-Werten und ist Gbertragbar auf multiresistente Bakterien. Das geringe Volumen im multi-well-
Format ermdglicht den Einsatz fir Hochdurchsatzmethoden. Die wahrend dieser Arbeit entwickelte
Methode ermoglicht vor allem einen Einsatz in der Target-ldentifikation, nachdem durch primare
Hochdurchsatzmethoden eine antibakterielle Aktivitat von bestimmten Hits bereits gezeigt wurde.

Ublicherweise erfolgt die Entdeckung von Antibiotika neben dem Aspekt der Resistenzentwicklung in
Abhdngigkeit der Bakterien-Gramfarbung. Gramnegative Bakterien weisen im Vergleich zu
grampositiven Bakterien eine diinne Peptidoglykanschicht aus Murein sowie eine weitere duRRere
Lipidmembran auf (Fisher et al. 2020). Die duRere Membran ist eine Permeabilitatsbarriere fiir viele
Antibiotika (Zgurskaya et al. 2015). Deswegen zeigen gramnegative Bakterien eine Toleranz gegeniiber
einigen antibakteriellen Wirkstoffen (Delcour 2009). Da die Gramfarbung ausschlieRlich auf
Unterschieden in der Membran beruht, ist eine Unterscheidung von Ribosomen anhand der
Gramfarbung nicht zu erwarten. Die wahrend der Arbeit entwickelte Screening-Methode, welche die
Translation ohne Zellbarrieren isoliert betrachtet, bietet somit vermutlich einen universellen Einsatz
flr grampositive und gramnegative Barrieren.

Im Folgenden werden zwei verschiedene Ansdtze aufgezeigt, welche ein gewisses
Entwicklungspotenzial in der Entdeckung neuartiger Antibiotika aufweisen.

Ungefédhr zwei Drittel aller Antibiotika wurden aus Boden-Aktinomyzeten entdeckt (Ritten et al. 2022).
Da sich nur 1 % der Bakterien im Labor kultivieren lassen, bietet diese Bakterien-Gattung grol3es
Potenzial (Lewis 2013). So wurden bereits einige neuartige Antibiotika von nicht kultivierbaren
Organismen identifiziert (Witzky et al. 2019).

Eine weitere vielversprechende Wirkstoffklasse stellen die Inhibitoren des Elongationsfaktors-thermo
unstable (EF-Tu) dar. Uber eine Inhibition des Elongationsfaktor G (EF-G) kommt es zu einer Blockade
der GTPase, sodass die tRNA-Translokation wahrend der Translation zum Erliegen kommt (Laurberg et
al. 2000). Es wurden 30 verschiedene EF-Tu-Inhibitoren identifiziert (Prezioso et al. 2017), fiir welche
im Klinikalltag keine Resistenzen beschrieben wurden. Da Bakterien nur zwei Kopien des EF-Tu
aufweisen, gestaltet sich die Resistenzbildung fir Bakterien schwerwiegender. Sofern nur eine der
beiden Kopien durch Mutationen eine Resistenzentwicklung aufweist, da das Bakterium die zweite
Kopie zum eigenen Uberleben benétigt, wiirde das Antibiotikum an der nicht mutierten Kopie eine
dominante Wirkung ausiliben. Das Bakterium wirde keine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum
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entwickeln. Somit missten beide Kopien Mutationen aufweisen, um eine Resistenz gegeniber
Antibiotika zu entwickeln (Witzky et al. 2019).

Eine Datenbank mit moglichen EF-Tu-Inhibitoren sowie Wirkstoffen aus nicht kultivierbaren Boden-
Aktinomyzeten, welche durch die fluoreszenzbasierte zellfreie Screening-Plattform néaher
charakterisiert werden, wirde im Kampf gegen bakterielle Infektionen wichtige Inhibitoren
weiterentwickeln bzw. schaffen.

5.2 Evaluation der Liposomen-Praparation als Testsystem fiir ein Substrat-
Screening mittels BLI

5.2.1 Vergleich von E. coli- mit 4Me 16:0 PC-Lipiden fiir die Herstellung von Liposomen
mit rekonstituierten Aquaporinen

Neben dem Einsatz der zellfreien Proteinsynthese zur Entdeckung von antibakteriellen Inhibitoren,
findet diese Anwendung in der Produktion von Membranproteinen. Membranproteine zahlen zu den
Schllsselproteinen einer Zelle. Ungefahr ein Viertel aller zellularen Proteine stellen Membranproteine
dar (Frick et al. 2021). Um diese funktionell charakterisieren zu kénnen, haben sich Liposomen als
Testsystem etabliert (Florio et al. 2022; Helmstetter et al. 2019). Die Auswahl der Lipide fur die
Herstellung der Liposomen spielt dabei eine entscheidende Rolle (Hovijitra et al. 2009). Wahrend der
Arbeit wurde einerseits mit biologischen Lipiden aus E. coli und andererseits mit chemischen Lipiden,
4Me 16:0 PC-Lipiden, gearbeitet. Die Zusammensetzung und Strukturen der beiden Lipide sind der
Abbildung 5.2 A-B zu entnehmen. Aus beiden Lipid-Sorten wurden Proteoliposomen produziert und
Daten erzielt, welche auf ein funktionelles Protein hindeuten. Gleichzeitig stellte sich eine gewisse
Variabilitat der verschiedenen Chargen in Bezug auf die initiale Transportrate heraus. Aus diesem
Grund werden im Folgenden die beiden Lipid-Sorten miteinander verglichen und anhand dessen
Riickschliisse gezogen, welche Lipide fir die Entwicklung einer Screening-Methode mit der BLI unter
Verwendung von Liposomen besser geeignet erscheinen.

In der Zelle kommen zahlreiche verschiedene Lipide vor (Kimura et al. 2016). Vermutlich spielen alle
diese Lipide fir die Funktion und Stabilitit von Membranproteinen eine entscheidende Rolle.
Gleichzeitig sind Kristallstrukturen, welche Interaktionen zwischen den Proteinen und der Membran
zeigen, sowie Daten bezliglich der Funktion und Stabilitdt der Lipide fiir die Membranproteine kaum
vorhanden (Musatov et al. 2017). Nur wenige Phospholipide wie Phosphatdiylethanolamin (PE),
Phosphatidylglycerol (PG) und Cardiolipin (CA), welche alle Teil der verwendeten biologischen Lipid-
Mischung von E. coli waren, zeigten eine strukturelle Funktion zur Stabilisierung der Membranproteine
(Alnajjar et al. 2015).

Experimentelle Daten deuten darauf hin, dass die Lipide PE, PG und CA auch bei Trypanosoma brucei
eine entscheidende Rolle spielen (Serricchio et al. 2013). Es wurde gezeigt, dass CA an das AgpZ von
E. coli bindet. Bei Abwesenheit von CA zeigte das rekonstituierte Protein nur noch die Halfte der
Aktivitat (Musatov et al. 2017). Dies deutet daraufhin, dass die E. coli-Lipide im Vergleich zu den
synthetischen Lipiden zu einer natirlicheren Umgebung von TbAQP2 in der Liposomen-Membran und
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somit zu einer hoheren Aktivitat der Proteins flihren. Wahrend der Arbeit wurden derartige Unter-
schiede nicht festgestellt.

A 4Me 16:0 PC-Lipide
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phosphocholin

100,0 % "
0 \—\
H
e
B\
H
1_1<°
R
B E. coli-Lipide o]
Phosphatidylethanolamin o] S—\ CI’
(0]
67,0% /‘ 0—P—0
R, ! \
H
e
0 7\
R4 H
(o]
Phosphatidylglycerol -
3 I
23,2% 0
R 0—P—0 OH

Cardiolipin o 0 R

H/\ 3, - \/E )k

0
o.\//

Abbildung 5.2: Zusammensetzung der A. 4Me 16:0 PC-Lipide und B. E. coli-Lipide in % (m/m)

Fir die Rekonstitution von Aquaporinen in Liposomen wurden die E. coli-Lipide bereits unter anderem
fir AQP1 (Walz et al. 1994), AQP2 (Werten et al. 2001), AQP3 (Miiller-Lucks et al. 2013), AQP4
(Vandebroek et al. 2021; Yukutake et al. 2008), AQPS8 (Liu et al. 2006), AQP10 (Hering et al. 2020; Missel
et al. 2021), PfAQP1 (Bréandén et al. 2010; Miiller-Lucks et al. 2013) sowie dem Aquaporin Nodulin 26
(Dean et al. 1999) eingesetzt. Fliir das mAQP4 wurden Proteoliposomen mit Hilfe des Gemisches aus
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E. coli und L-a-Phosphatidylcholin (Yue et al. 2020) und fiir AqpZ aus L-a-Phosphatidylcholin (Yue et al.
2019) genutzt. Aus diesem Grund war es naheliegend die E. coli-Lipide flr die Rekonstitution von
PfAQP1 und TbAQP2 in Liposomen zu nutzen.

2009 wurden erstmalig synthetische Lipide Im Kontext der funktionellen Charakterisierung mit Hilfe
von Liposomen zur Rekonstitution des AqpZ eingesetzt (Hovijitra et al. 2009). Die hierfiir genutzten
DOPC-Lipide erwiesen sich auch fiir AQP1 (Patil et al. 2016) sowie fiir AqpZ (Zhao et al. 2021) in
Mischung mit Cholesterol als geeignet. Wahrend fiir PFAQP1 bereits POPC-Lipide eingesetzt wurden
(Brandén et al. 2010), wurde fir AQP4 eine Mischung aus den synthetischen Lipiden POPC und POPG
verwendet (Steffen et al. 2022). Die synthetischen 4Me 16:0 PC-Lipide wurden bereits in einer
Mischung mit weiteren synthetischen Lipiden, DOPC, DOPE, DOPS, DMPA sowie Cholesterol zur
Herstellung von Proteoliposomen mit zellfrei synthetisierten Kalium-Kanélen eingesetzt (Renauld et al.
2017).

Die E. coli-Lipide fanden in der Literatur bisher einen breiteren Einsatz im Vergleich zu den
synthetischen Lipiden. Das liegt vor allem daran, dass E. coli-Lipide langer verfiigbar, glinstiger und
etabliert sind.

Neben der Literaturrecherche, welche Lipide zur Rekonstitution verwandter Proteine bereits genutzt
wurden, sowie dem nativen Zustand der Membran, stellen die Phaseninversionstemperatur (PIT), die
Stabilitat bzw. der Sattigungsgrad, die Ladung der Lipide sowie der Zusatz von Cholesterol wichtige
Kriterien zur Auswahl geeigneter Lipide fir das Testsystem dar.

Die PIT beschreibt diejenige Temperatur, welche notwendig ist, damit sich der physikalische Zustand
der Lipide von einer geordneten Gel-Phase, bei der die Kohlenstoff-Ketten vollstandig ausgedehnt und
eng gepackt sind, zu einer ungeordneten kristallinen Phase, bei der die Lipide zufallig orientiert und
fluid sind, andert (Schick 1987). Fiir die 4Me 16:0 PC-Lipide wurde keine PIT vom Gel zum Flissigkristall
von -120 °C bis +120 °C gemessen (Redwood et al. 1971). Fiir E. coli-Lipide wurde eine PIT von ungefahr
0 °C gemessen (White et al. 2000). Je héher der Anteil an gesattigten Fettsduren ist und je langer die
Kohlenstoff-Ketten der Fettsduren-Reste sind, desto hdher sind die van-der-Waals-Krafte und daraus
resultierend die PIT (Abbildung 5.2 A-B). Die 4Me 16:0 PC-Lipide weisen weiterhin eine starke
intermolekulare Verzahnung liber die Methylgruppen in Position 3, 7, 11 und 15 auf. Somit sind die
4Me 16:0 PC-Lipide weniger fluid und weisen eine hohere Dichtigkeit in der Membran auf, sodass fiir
die Herstellung der Liposomen eine geringere Durchlassigkeit zu erwarten ist. In der Arbeit wurden
allerdings fir beide Lipid-Sorten vergleichbare Durchlassigkeiten beobachtet.

Ein weiterer wichtiger Aspekt stellt die Stabilitdt bzw. der Sattigungsgrad der Lipide dar. Lipide
biologischen Ursprungs, wie zum Beispiel diejenigen von E. coli, weisen Ublicherweise einen hohen
Grad an mehrfach ungesattigten Fettsduren auf und zeigen somit eine hohere Oxidations-
empfindlichkeit. Synthetische Lipide sind somit (iblicherweise stabiler. Wahrend der Arbeit mit den
E. coli-Lipiden stellte sich heraus, dass es in Anwesenheit von Luftsauerstoff zu einer Farbdanderung
kam, die auf eine Oxidationsempfindlichkeit der Lipide hindeutet. Die synthetischen Lipide dnderten
ihre Farbe nicht. Aus diesem Grund wurden die Lipide im weiteren Verlauf der Arbeit in Chloroform-
Losung statt als trockenes Pulver gekauft. Dies ermoglichte es, die Lipide nicht mehr in Gegenwart von
Luftsauerstoff einzuwiegen, sodass der Kontakt zum Luftsauerstoff minimiert wurde. In der Folge
wurde beobachtet, dass es zu einer verminderten Farbanderung der biologischen E. coli-Lipide kam.
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Gleichzeitig kénnte flr einige Untersuchungen ein gewisser Anteil an ungesattigten Verbindungen
notwendig sein, weswegen mono-substituierte Lipide wie DOPC (Patil et al. 2016), POPC (Steffen et al.
2022) in Kombination mit gesattigten Lipiden Anwendung gefunden haben. Aus diesem Grund kénnte
es sinnvoll sein, die 4Me 16:0 PC-Lipide mit weiteren synthetischen, monosubstituierten Lipiden zu
kombinieren. Dies wurde im Rahmen der Arbeit nicht untersucht. Insbesondere hinsichtlich der
Schwankung der hergestellten Liposomen-Chargen in Bezug auf die initiale Leitfahigkeit gegenliber
verschiedenen Soluten sowie auf die Membran-Durchlassigkeit konnte dies zu einer verbesserten
Reproduzierbarkeit fihren. Weiterhin beeinflusst ein hoher Anteil an mehrfach ungesattigten
Phospholipiden die Dicke der Membran, sodass es zu einer besseren Anpassung zwischen Proteinen
und Lipiden kommen kénnte (Cornelius 2008).

Wahrend des Herstellungsprozesses wurden die Lipide in einem wassrigen Puffer rehydratisiert (3.5.1).
Dabei kann es in Abhangigkeit vom pH-Wert, der Temperatur, sowie der Acyl-Gruppe bzw. der
Kopfgruppe zu einem hydrolytischen Abbau von insbesondere den ungesattigten E. coli-Lipiden
kommen (Grit et al. 1989; Kensil et al. 1981). Um den hydrolytischen Abbau moglichst gering zu halten,
wurde mit einem Puffer im neutralen pH-Bereich gearbeitet (50 mM HEPES, 50 mM MES, 0,2 M
Saccharose, pH 6,8). Ein Zusatz von Cholesterol kdnnte die Lipid-Membran vor einer moglichen
Hydrolyse schiitzen (Simon et al. 1986). Weithin wurden die Lipide mit Stickstoff begast, um sie
bestmdglich vor dem Luftsauerstoff zu schiitzen. Somit wurden MaBnahmen ergriffen, die die
Stabilitat der Lipide gewahrleisten sollten.

Viele biologische Membranen tragen auf ihrer Oberflache eine negative Ladung. So kann es sich als
Vorteil erweisen, dass die Umgebung des zellfrei synthetisierten Proteins moglichst natiirlich Gber die
Ladung nachgeahmt wird. Wahrend die 4Me 16:0 PC-Lipide nach aufSen hin ungeladen sind, weisen
die E. coli-Lipide Uiber das anionische Phospholipid CA und PG eine negative Ladung auf (Abbildung 5.2
A-B). Ublicherweise liegt das Membranpotenzial einer Zelle auf Grund der unterschiedlichen
Verteilung der lonen zwischen -10 bis -100 mV (Abdul Kadir et al. 2018). Aus diesem Grund neigen
Proteine Uber ihre positiv-geladenen Aminosduren auf der zytoplasmatischen Seite auf der
extrazellularen Seite vorzukommen (Sipos et al. 1993). T. bruceii weist beispielweise ein stark
negatives Membranpotenzial auf (Alghamdi et al. 2020), sodass die E. coli-Lipide auf Grund ihrer
starkeren, negativen Polarisierung im Vergleich zu 4Me 16:0 PC-Lipiden zu besseren Erfolgen
hinsichtlich der Rekonstitution in Liposomen fiihren kdnnten.

Weiterhin kdnnte die zwitterionische Struktur der Lipide die Interaktion von Pentamidin mit den
Leerliposomen von E. coli und 4Me 16:0 PC-Lipiden erklaren (4.2.11). Pentamidin ist im neutralen pH-
Bereich (iber die stark basischen Amidin-Reste protoniert. Somit kénnte sowohl eine ionische
Wechselwirkung mit den Phosphatresten von CA, PE, PG als auch den synthetischen Lipiden
stattfinden. In der Folge wiirde die Membraninteraktion zu einer erhéhten Durchldssigkeit der
Leerliposomen gegeniiber einem hyperosmotischen Gradienten von Glycerol fihren. Zur weiteren
Untersuchung konnten verschiedene Konzentrationen von Pentamidin sowie Inkubationszeiten des
Inhibitors mit den Liposomen zu einer besseren Charakterisierung fiihren. Weiterhin kénnte das
Losungsmittel DMSO, welches fiir Pentamidin verwendet wurde, die Dichtigkeit der Liposomen
beeinflussen.

Wahrend der Arbeit wurde eine gewisse Durchlassigkeit der Liposomen-Membran gegeniiber Glycerol
beobachtet. Ein Zusatz von Cholesterol, welches als typische Komponente natlirlicher Membranen,
die Membranfluiditat, Elastizitat, Permeabilitat und Krimmung beeinflusst (Yang et al. 2016), kénnte

103



Diskussion

die Dichtigkeit der Liposomen erhdhen und zu besseren Erfolgen hinsichtlich der Rekonstitution
fihren. Sowohl die E. coli-Lipide als auch die 4Me 16:0 PC-Lipide enthielten kein Cholesterol-Zusatz.
Somit bietet die Mischung aus Cholesterol mit den Lipiden eine weitere Moglichkeit der Testung und
Optimierung an.

Zusammenfassend bleibt die Frage, welche Lipide fur die Rekonstitution und funktionelle
Charakterisierung der PfAQP1 oder TbAQP2-Proteoliposomen besser geeignet sind, offen. Gleichzeitig
stellen die aus E. coli extrahierten biologischen Lipide trotz der verminderten Stabilitdt und deutlich
geringeren PIT ein gréBeres Potenzial hinsichtlich der Rekonstitution-Effizienz dar, da diese zu einer
nativen Umgebung fiir insbesondere TbAQP2 in der Liposomen-Praparation fihren.

5.2.2 Funktionelle Charakterisung von PfAQP1- und TbAQP2-Proteoliposomen

Liposomen bieten als Testsystem zur Entdeckung neuer Substrate mittels BLI entscheidende Vorteile.
So kdénnen Liposomen mit Hilfe eines Extruders homogenisiert werden. Dies bietet insbesondere unter
dem Aspekt, dass die nm-Verschiebung der BLI mit der Schichtdicke und -dichte korreliert, im Vergleich
zu zelluldren Systemen eine groRere Standardisier- und Reproduzierbarkeit. Liposomen bieten die
Moglichkeit, dass die Beladung der Sensoren (iber eine Biotinylierung der Lipide oder des Proteins
erfolgen kann. Weiterhin kann der Protein-Tag wie z.B. der Hisio-Tag genutzt werden, sodass keine
weiteren Modifizierungen der Liposomen oder des rekonstituierten Proteins notwendig sind.
Weiterhin wurde die Beladung von biotinylierten Liposomen an Sensoren der BLI bereits demonstriert
(Maximova et al. 2019; Wallner et al. 2014; Wallner et al. 2013).

Zur Herstellung der Proteoliposomen musste zunachst das Membranprotein in gréBeren Mengen
produziert werden. Die zellfreie Proteinsynthese fir PfAPQ1 und TbAQP2 zeigte sich qualitativ und
guantitativ erfolgreich. Fir TbAQP2 wurde mit der zellfreien Proteinsynthese eine neue Mdglichkeit
der Protein-Produktion etabliert. Es wurden SDS-resistente Dimere in der Western Blot-Analyse (4.2.2,
4.2.7) mit einem Antikérper gegen am C- und N-Terminus befindliche gerichtete Tags von PfAQP1 und
TbAQP2 als auch in der Coomassie-Farbung von PfAQP1 (4.2.2) detektiert. Da Aquaporine strikt
Tetramere bilden (Newby et al. 2008), erscheint die Dimer-Bildung plausibel. Die Dimere kdénnten auf
eine korrekte Proteinfaltung von PfAQP1 und TbAQP2 hindeuten und erscheinen als weiteres
Qualitatsmerkmal der zellfreien Proteinsynthese.

Es wurde die Funktionalitdt des Proteins der PfAQP1- und TbAQP2-Proteoliposomen mit Hilfe der
stopped flow-Methode im Vergleich zu Leerliposomen nachgewiesen. Die stopped flow-Methode gilt
flr Aquaporine als etablierte Methode zur Untersuchung des Schrumpf- und Schwellverhaltens
gegeniber isoosmotischen Gradienten (Hansen et al. 2002) sowie hyperosmotischen Gradienten
(Florio et al. 2022; Song et al. 2012).

PfAQP1-Proteoliposomen zeigten eine initiale Leitfahigkeit von 33 + 12 s 1000? gegeniiber einem
hyperosmotischen Gradienten von 100 mM Glycerol (4.2.3). Mit Hilfe von Hefe-Protoplasten wurde
von Song et al. (2012) eine initiale Leitfahigkeit von ungefihr 21 s 10007 fiir PFAQP1 gegeniiber einem
hyperosmotischen Gradienten von 300 mM Glycerol gemessen. Da die gemessene Werte der initialen
Leitfahigkeit fiir PFAQP1-Proteoliposomen in der gleichen GréRenordnung liegen, erscheinen die
Werte plausibel und deuten auf eine Funktionalitdt der Proteoliposomen hin. Die Unterschiede der
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initialen Transportrate kdnnte in den unterschiedlichen Expressionssystemen begriindet liegen. So
beeinflusst die Anzahl an rekonstituierten Membranproteinen in den Liposomen sowie die Anzahl an
Membranproteinen in der Hefemembran die initiale Leitfahigkeit. Eine Berlcksichtigung der Anzahl an
Transporter wurde in beiden Systemen nicht durchgefihrt.

Neben der Leitfahigkeit von Glycerol weisen PfAQP1 und TbAQP2 eine hohe Leitfahigkeit gegeniber
Wasser auf (Hansen et al. 2002; Uzcategui et al. 2004). Es wurde gegeniber verschieden
hyperosmotischen Soluten im TbAQP2- und PfAQP1-Liposomen-Testsystem kein Wasser-Efflux im
Vergleich zu den Leerliposomen gemessen. Wahrend Sorbitol zu einer Inhibition von PfAQP1 fiihrt,
wurde fiir Glycerol, welches fiir die funktionelle Charakterisierung von PfAQP1-Liposomen-System
ebenfalls eingesetzt wurde, im Hefe-Protoplasten-Testsystem eine verminderte initiale Leitfahigkeit
von Wasser gemessen (Song et al. 2012). Erneut kdnnte das verdnderte Testsystem der Liposomen
dazu fuhren, dass ein Wasser-Efflux nicht messbar ist.

Auffdllig war weiterhin, dass das Plateau des Wasser-Effluxes fir die Prdparation an PfAQP1-
Proteoliposomen und Leerliposomen bereits nach ungefdhr 100 ms erreicht wurde (4.2.3). Im
Vergleich dazu erreichten verschiedene Chargen von TbAQP2-Proteoliposomen und Leerliposomen
unter den gleichen Messbedingungen das Plateau nach ungefihr 450 ms (4.2.8). Ublicherweise sollte
sich die Leerliposomen der verschiedenen Praparationen vergleichbar verhalten. Die Unterscheide
deuten darauf hin, dass eine Storanfilligkeit des PfAQP1-Proteoliposomen-Systems vorlag und so
vermutlich auch kein Wasser-Efflux gemessen wurde.

Die Beladung der biotinilylierten PFAQP1-Proteoliposomen und Leerliposomen an SA-Sensoren der BLI
war vergleichbar zu vorherigen Arbeitsgruppen, welche eine Verschiebung von ungefdhr 1,4 nm
(Wallner et al. 2013), 4 nm (Wallner et al. 2014) oder 1,5 nm (Maximova et al. 2019) fiir biotinilylierte
Liposomen erzielten. Die Bindung erwies sich liber einen ldngeren Messzeitraum als stabil (4.2.4).

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen PfAQP1-Proteoliposomen und Leerliposomen mit
der BLI gegeniiber verschiedenen isoosmotischen Glycerol-Gradienten, welche einen dquimolaren
Austausch mit Saccharose enthielten, festgestellt (4.2.5). Dafiir kdnnte es mehrere Griinde geben.
Einerseits handelte es sich um eine neue Charge an Liposomen, sodass beispielweise die
Rekonstitution des Membranproteins nicht erfolgreich gewesen sein konnte. Weiterhin kdnnte eine
Biotinylierung der Lipide die Funktionalitdit des Proteins beeinflusst haben. Zuvor wurde die
Funktionalitat der PfAQP1-Proteoliposomen an der stopped flow-Methode nachgewiesen, wobei die
eingesetzten Lipide nicht biotinyliert waren. Die Leerliposomen erwiesen sich gegeniber einem
hyperosmotischen Gradienten von 100 mM an der stopped flow-Methode als dicht. Fiir die BLI-
Messungen wurde ein um den Faktor zehn geringerer Glycerol-Gradient verwendet, sodass eine
Durchlassigkeit der Liposomen-Membran minimiert sein sollte. Gleichzeitig konnte jedoch eine geringe
Undichtigkeit der Leerliposomen zu einem Schwellverhalten an der BLI fiihren, sodass eine nm-
Verschiebung resultiert. Eine weitere Moglichkeit der nm-Verschiebung ist auf unspezifische
Bindungen zurlckzufiihren, welche gleichermalRen bei den PfAQP1-Proteoliposomen und
Leerliposomen auftraten. Da hohe Glycerol- und Saccharose-Konzentrationen das Signal der BLI
unwesentlich beeinflussen, ist eine veranderte Viskositdt oder ein verdnderter Brechungsindex der
verschiedenen Mess- und Liposomenpuffer vermutlich auszuschlieRen (Kumaraswamy et al. 2015).
Auch wenn die PfAQP1-Proteoliposomen und Leerliposomen sich vergleichbar verhielten, erscheint es
so, dass die nm-Verschiebung der Liposomen auf das Glycerol zurlckzufiihren war. Trotz steigendem
Glycerol-Gradienten wurde die groRte nm-Verschiebung bei dem niedrigsten Glycerol-Gradienten
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gemessen. Dies kénnte dafiir sprechen, dass es beispielweise durch unspezifische Bindungen zu einer
Sattigung kam, sodass ein groRerer Gradient keinen Einfluss mehr nehmen konnte. Eine weitere
Untersuchung von Sorbitol, welches die PfAQP1 inhibiert (Song et al. 2012), wiirde zu weiteren
Erkenntnissen fiihren. Da die PFAQP1-Proteolipsomen und Leerliposomen sich vergleichbar verhielten,
erscheint eine Deutung, ob mit Hilfe der BLI Schrumpf- und Schwellverhalten von PfAQP1 gemessen
wurde, unklar. Es zeigten sich hinsichtlich der Interpretation der aufgenommenen Kurven viele
unsichere Variablen fir die Charakterisierung der BLI als neuartige Methode zum Substrat-Screening
von Membranproteinen. Somit erscheint ein robustes System der Liposomen-Herstellung als
besonders kritisch.

Im Unterschied zu der Liposomen-Charge, welche fiir die Charakterisierung von PfAQP1 mit Hilfe der
stopped flow-Methode genutzt wurde, stellte sich im weiteren Verlauf der Arbeit eine Durchldssigkeit
der Liposomen gegeniiber Glycerol in allen Messungen heraus. Eine Veranderung der 4Me 16:0 PC-
Lipiden zu den E. coli-Lipiden, welche ebenfalls fir die Herstellung der PfAQP1-Proteoliposomen
genutzt wurden, flihrte zu vergleichbaren Ergebnissen. Sterisch anspruchsvollere Zuckeralkohole
erwiesen sich als impermeabel gegentliber der Liposomen-Membran. Da die TOAQP2-Proteoliposomen
im Vergleich zu den Leerliposomen eine groRere initiale Leitfahigkeit von Glycerol aufwiesen, fiihrte
die Durchlassigkeit bei Untersuchungen mit Hilfe der stopped flow-Methode zu keinem Abbruch in der
funktionellen Charakterisierung der Proteine.

Im Rahmen der Arbeit wurde die initiale Leitfahigkeit von TbAQP2-Proteoliposomgen gegeniiber
hyperosmotischen Gradienten von Glycerol, Erythritol, Ribitol und Sorbitol, welche alle zum Solut-
Spektrum von TbAQP2 gehoren (Uzcategui et al. 2004), nachgewiesen. Uzcategui et al. (2004) wiesen
eine initiale Leitfahigkeit flir TOAQP2 in einem Expressionssystem aus Xenopus oocytes gegeniber
einem 130 mM hyperosmotischen Puffer von ungefihr 2 s 1000 (Glycerol), 0,2 s 1000 (Erythritol),
0,5 s 1000 (Ribitol) sowie 0,4 s 1000 (Sorbitol) nach. Diese initiale Leitfihigkeit war ungefdhr um
den Faktor 10 geringer als die wahrend dieser Arbeit gemessenen initialen Transportraten mit einem
Testsystem aus Liposomen nach zellfreier Produktion. Gleichzeitig sind die initialen Transportraten mit
dem Expressionsystem Xenopus oocytes von TbAQP2 mit denen desselben Expressionssystem von
PfAQP1 vergleichbar (Hansen et al. 2002; Uzcategui et al. 2004). In der Folge wird eine vergleichbare
initiale Leitfahigkeit zwischen PfAQ1 und TbAQP2 nach zellfreier Produktion und Rekonstitution in
Liposomen erwartet. Als weiterer Indikator dienen die gemessenen initialen Leitfahigkeiten von
PfAQP1 in Hefeprotoplasten, welche ebenfalls um den Faktor zehn im Vergleich zu dem
Expressionsystem aus Xenopus oocytes erhoht waren (Song et al. 2012). Die wahrend dieser Arbeit
gemessene initiale Leitfahigkeit der TbAQP2-Proteoliposomen war mit der initialen Leitfahigkeit der
PfAQP1-Proteoliposomen gegeniiber 100 mM Glycerol vergleichbar. Weiterhin wurden im System der
PfAQP1-Hefeprotoplasten initiale Transportraten gemessen, welche in der gleichen GroRenordnung
lagen (Song et al. 2012). Somit erscheinen die gemessenen Werte plausibel. Analog zu Uzcategui et al.
(2004) wurde die mit Abstand groRte initiale Leitfahigkeit fir Glycerol gemessen. Da Glycerol den
geringsten sterischen Anspruch der getesteten Zuckeralkohole aufweist, diffundiert es am leichtesten
durch die Pore. Bei dem groRer werdendem sterisch anspruchsvollerem Erythritol wurde eine drastisch
verringerte initiale Leitfahigkeit beobachtet, welche bei weiteren Zuckeralkoholen Ribitol und Sorbitol
auf einem konstanten Niveau verblieb. Dies deckt sich ebenfalls mit vorherigen Messwerten (Uzcategui
et al. 2004).

Aquaporine fiihren zur Permeation von Soluten entlang eines chemischen Gradienten (King et al.
2000). Dementsprechend wurde erwartet und ebenfalls bestétigt, dass die TbAQP2-Proteoliposomen
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eine Steigerung der initialen Leitfahigkeit von Glycerol in Abhangigkeit des hyperosmotischen
Gradienten zeigen (4.2.10). Somit deuten die erfolgreichen Schrumpf- und Schwell-Assays auf eine
erfolgreiche Rekonstitution des TbAQP2 in den Liposomen sowie einer Funktionalitat des TbAQP2 hin.

Trotz der funktionellen Nachweise von TbAQP2 und PfAQP1 in Proteoliposomen wurde zwischen den
verschiedenen Praparationen an Proteoliposomen-Chargen eine grolRe Schwankung hinsichtlich ihrer
initialen Leitfahigkeit gemessen. Somit zeigte sich die Liposomen-Prdparation im Rahmen dieser Arbeit
zur Etablierung einer neuen Substrat-Screening-Methode mit Hilfe der BLI als zu wenig reproduzierbar,
um weitere Untersuchungen am BLI durchzufiihren.

In Zukunft konnten fir eine weitere funktionelle Untersuchung der Proteoliposomen Nicht-Solute
eingesetzt werden. So stehen fiir TbLAQP2 die Nicht-Solute Xylitol und Arabitol zur Verfliigung, welche
insbesondere fir eine Untersuchung mit Hilfe der BLI zu weiteren Erkenntnissen fiihren kdonnten.
Weiterhin weisen die beiden anderen Isoformen, TbAQP1 und TbAQP3, ein verdndertes Solut-
Spektrum sowie veranderte initiale Transportraten auf. Beispielweise zeigt TbDAQP1 keine Leitfahigkeit
gegeniber Sorbitol, wahrend TbAQP3 im Vergleich zu TbAQP2 ein um den Faktor 4 hohere initiale
Leitfahigkeit fiir Erythritol aufweist (Uzcategui et al. 2004). Dies kdnnte ebenfalls fiir die Untersuchung
mit der BLI zu weiteren Erkenntnissen fiihren.

5.3 Schlussfolgerung

Wahrend dieser Arbeit wurde ein Fluoreszenz-Screening-Test entwickelt, bei dem die ribosomale
Translation direkt abgelesen wird. Das Fluoreszenzsignal ist dosisabhangig und ermdoglicht die
Bestimmung von ICso-Werten. Der Assay eignet sich fiir die Entdeckung von Ribosomen-Inhibitoren,
die auf verschiedene Klassen von multiresistenten Bakterien wirken. Das geringe multi-well-Format
ermoglicht einen hohen Durchsatz fiir Screening-Kampagnen.

Weiterhin wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neues Expression-System fir TbAQP2 etabliert. Es
wurden funktionelle Nachweise von PfAQP1 und TbAQP2, welche in Liposomen rekonstituiert wurden,
erzielt. Zur Erweiterung des Testsystem der Liposomen wurde neben den biologischen E. coli-Lipiden
chemisch synthetisierte Lipide fiir die Herstellung von Proteoliposomen etabliert. Eine Untersuchung
der Liposomen am BLI zeigte, dass eine Reproduzierbarkeit in der Herstellung von funktionellen
Proteoliposomen Voraussetzung fir weitere Interaktionsstudien am BLI ist. In Zukunft kdnnte der
Zusatz von Cholesterol die Dichtigkeit der Liposomen-Membran weiter erhéhen und weitere
Untersuchungen am BLI ermdglichen.
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