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Meinen Eltern



Zusammenfassung: Die immer schnellere Entstehung von antibiotikaresistenten
Bakterienstdmmen bedingt eine verstéarkte Suche nach neuen Wirkstoffen. Der Thymus, as
lymphoides Organ, spielt eine grol3e Rolle bei der Immunabwehr. Von besonderer Bedeutung
sind antimikrobielle Peptide als Bestandteile der unspezifischen Immunantwort. Aus diesem
Grund sollte untersucht werden, ob antimikrobielle Peptide bereits im Thymus gebildet
werden. Zu diesem Zweck wurde eine Peptidbank aus Kalbsthymus hergestellt und diese auf
antimikrobielle Aktivitét untersucht. Unter Anwendung verschiedener
Chromatographietechniken konnten funf antimikrobiell wirksame Peptide aus der
Kalbsthymus-Peptidbank isoliert werden. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden und
Edman-Sequenzierung wurde die Primérstruktur der Peptide aufgeklart. Diese Peptide wurden
als Fragmente von Proteinen identifiziert, die vermutlich durch proteolytische Spaltung im
Thymus entstehen und somit zur Immunantwort beitragen. Es konnte gezeigt werden, dal der
Thymus eine grof3e Anzahl an Peptiden enthdlt, die das Wachstum von Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien sowie Hefen hemmen und dabei selektiv auf diese
Mikroorganismen wirken.

Ausgehend von den erhaltenen Daten konnte gezeigt werden, dal3 bereits im Thymus
antimikrobielle Peptide gebildet werden, die as unspezifische Immunantwort zur
Bakterienabwehr zur Verfigung stehen.

Schlagworte: Thymuspeptide — antimikrobielle Peptide — Proteinfragmente

Abstract: The emergence of antibacterial drug resistance demands the development of novel
antibiotic substances. The thymus as a lymphoid tissue plays an important role in the host
defense mechanism. Naturally occuring antimicrobial peptides are a part of the nonspecific
immune system and are potential new candidates for antibiotic drug development. With the
aim to investigate the existance of antimicrobial peptides in thymus we established a peptide
library from caf thymus. Purification procedures using chromatographic techniques
combined with a sensitive radial diffusion assay monitoring antimicrobial activity in the
resulting HPLC-fractions led to identification of five novel antimicrobia peptides. The
primary structure of peptides was analysed by molecular biological methods and Edman
degradation. The peptides were identified as protein fragments, which can be released by
proteolytic processing in thymus, contributing to innate immunity. It has been shown that
thymus contains various peptides, which inhibit the growth of Gram-negative and Gram-
positive bacteria and yeasts which act specifically on these microorganisms.

From the data obtained, it can be concluded that antimicrobial peptides are generated in
thymus as a part of the unspecific immune response for bacterial defense.

Keywords: thymic peptides — antimicrobial peptides— protein fragments
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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Resistenzentwicklung von standig grofRer werdenden Populationen an verschiedenen
Bakterienstdmmen gegen bisher wirksame Antibiotika stellt ein ernstzunehmendes globales
Problem dar. Ein Lésungsansatz ist die Suche nach neuen antimikrobiellen Wirkstoffen. In
den letzten Jahren rickten antimikrobielle Peptide as neue, vielversprechende
Wirkstoffklasse in den Blickpunkt des Interesses.

Gegenstand dieser Dissertation ist die Reinigung, Identifizierung und Charakterisierung von
neuen antimikrobiellen Peptiden aus Kalbsthymus, die potentiell einen wesentlichen
Bestandteil der unspezifischen Abwehr des angeborenen Immunsystems darstellen.

1.1 Aufbau des Immunsystems

Téaglich ist der Organismus einer Vielzahl von Keimen ausgesetzt, die ihn schadigen oder in
seiner Funktion beeintréchtigen konnen. Im Verlauf der Evolution haben sich aufgrund der
Vielzahl an potentiell pathogenen Keimen verschiedene Schutzmechanismen und
Abwehreinrichtungen ausgebildet, die das Uberleben der Spezies gewéhrleisten sollen. Das
menschliche Abwehrsystem kann in vier Teilsysteme gegliedert werden. Zum einen ist der
Korper in der Lage durch unspezifische Mal3nahmen, bel denen die zelluléare und humorale
Immunantwort unterschieden werden, auf Eindringlinge zu reagieren. Dieser Mechanismus ist
angeboren. Zum anderen kann das Immunsystem die Fahigkeit erwerben, bestimmte
Krankheitserreger spezifisch abzuwehren, wenn er mit ihnen in Kontakt kommt. Auch bei
dieser gezielt gegen Antigene gerichteten Abwehrmal3nahme wird eine zelluléare und eine
humorale Immunantwort unterschieden (Abbildung 1) (Hansch, 1986).
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Teilsysteme
der Abwehr

Antikorper
; T-Helferzellen [Produziert von
.- spezifisch T-Geddchtriszellen Flasmazellen und
5 T-Suppressorzellen B-Gedichtrizzellen]
zytotoxische T-fellen

HE-Zellen Komplement
Makrophagen Zytokine

nedtropile Lysazym
Granulozyten

Abbildung 1: Teilsysteme der Abwehr des Immunsystems (http://www.medizinfo.de).

Ziel der spezifischen humoralen Abwehr ist die Bildung grof3er Mengen von Antikérpern.
Verantwortlich daftr sind die B-Lymphozyten, die in der fétalen Leber und der Milz gebildet
und spdter im Knochenmark geprdgt werden. Dabei kommt es zu einem ersten
Antigenkontakt, bei welchem sich membrangebundene spezifische Antikorper auf der B-Zelle
bilden. Anschlief3end gelangen die Zellen in das Blut und die Lymphbahnen. Der Kontakt der
B-Zellen mit "ihrem" Antigen resultiert in einer vermehrten Proliferation und Differenzierung
in antikorper-produzierende Plasmazellen. Nach einer Infektion bleibt ein Teil der B-Zellen
als B-Gedachtniszellen erhalten.

Die wichtigsten Zellen der spezifischen zelluldren Abwehr sind die T-Lymphozyten. Sie
werden im Thymus gepragt. Anschlief3end zirkulieren die T-Lymphozyten im Blut und den
Lymphbahnen. Wird eine antigenprésentierende Zelle aktiviert, bildet diese das Cytokin
Interleukin 1, welches die Proliferation von T-Lymphozyten anregt. Bei dem
Zusammentreffen von T-Lymphozyten mit antigenprésentierenden Zellen, das heildt Zellen,
die ihr spezielles Antigen auf der Oberflache gebildet haben, kdnnen T-Lymphozyten tber
Rezeptoren an diese Zellen binden. Infolgedessen wird die Proliferation und Differenzierung
der T-Zellen in spezifische T-Zell-Subklassen (T-Helferzellen, T-Suppressorzellen, T-
Gedéchtniszellen und Cytotoxische Zellen) eingeleitet (Picker und Butcher, 1992; Hansch,
1986; Coallins, 1979).
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1.1.1 Rolle des Thymus im Immunsystem

Der Thymus gehort wie das Knochenmark, die Milz und die fétale Leber zu den priméren
lymphatischen Organen, die der Entstehung, Entwicklung und Reifung von Immunzellen

dienen.

In der Ontogenese entsteht der Thymus aus der dritten Schlundtasche. Der normale
menschliche Thymus bildet sich bereits wahrend der fotalen Entwicklung in der 7. bis 8.
Gestationswoche. Der Thymusiist aus zwei pyramidenformigen Lappen aufgebaut, die sich im
oberen Brustbereich, direkt Uber dem Herzen und den grof3en Blutgefal3en befinden.

Beim Neugeborenen ist der Thymus etwa so grofd wie das Herz, wachst bis zum dritten
Lebengahr und behédlt dann sein Gewicht bis zur Pubertdt. Mit zunehmendem Lebensalter
atrophiert der Thymus und wandelt sich in Binde- und Fettgewebe um (Picker und Butcher,
1992).

Der Thymus besteht aus zwei Kompartimenten, dem Cortex und der Medulla, die
T-Vorlauferzellen (im weiteren Verlauf as Thymozyten bezeichnet), Makrophagen und
Epithelzellen enthalten. Dicht gepackt halten sich ca. 85 % der Thymozyten im Cortex auf.
Die Morphologie des Thymus ist schwammig, da die Thymozyten in die Maschen des aus
Septen bestehenden Netzes eindringen und das Epithel auseinanderdricken. Die
Blutversorgung des Thymus wird durch mehrere Arterien gewdhrleistet, die das Organ
durchziehen und von denen kleinere Kapillaren abzweigen. Die Wénde der corticalen
Kapillaren und postkapillaren VVenolen sind verstarkt und fir Blutzellen undurchlassig (Blut-
Thymus-Schranke). Jedoch sind die corticalen Blutgefée fur niedermolekulare, 16sliche
Substanzen permeabel, waéahrend durch die Waénde der medullaren Gefél3e auch
hohermolekulare Stoffe diffundieren konnen. Diese Durchlssigkeit nimmt allerdings im
adulten Stadium ab (Haynes und Hale, 1998; Moll, 1997).

Der Thymus st entscheidend an der Reifung und Entwicklung von T-Lymphozyten sowie der
Rekrutierung von T-Vorléuferzellen beteiligt (Low et al., 1979; Picker und Butcher, 1992).
So konnte die Induktion der T-Zelldifferenzierung durch Thymuspeptide und ihre Wirkung
als neuromuskuldare Transmitter nachgewiesen werden (Basch und Goldstein, 1974,
Goldstein, 1974). In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dald der HIV-Virusin der Lage
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ist, die Thymus-Blut-Schranke zu Uberwinden, und der Thymus somit ein Ziel fur virale
Infektionen darstellt (McCune et al., 1998). Der adulte Thymus ist jedoch nach einer
antiretroviralen Therapie in der Lage, zum Wiederaufbau des Immunsystems beizutragen
(Douek et al., 1998, Morozov und Khavinson, 1997).

1.1.2 Die unspezifische Abwehr des Immunsystems

Eine der ersten Barrieren des Korpers gegen fremde Eindringlinge, wie Bakterien, Pilze oder
Viren stellt die unspezifische Immunantwort dar. Neben der unspezifischen zelluléren
Immunabwehr, zu denen natirliche Killerzellen (NK-Zellen), neutrophile Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen gehdren, ist der Korper in der Lage, sich durch Expression
antimikrobiell wirkender Enzyme, Proteine und Peptide zu schiitzen. Das unspezifische
Immunsystem verfugt Uber kein immunologisches Gedachtnis, kann aber innerhalb von
wenigen Sekunden nach einer Infektion aktiviert werden, wahrend das spezifische System,
erst nach einer Woche grof3e Mengen eines Antikorpers produzieren kann. Die unspezifische
humorale Abwehr besteht aus dem Komplementsystem, Akutphaseproteinen und
Interferonen. Das Komplementsystem ist gegen Bakterien gerichtet. Die verschiedenen
l6slichen Plasmaproteine des Komplementsystems konnen bakterielle Proteine erkennen,
Frefizellen anlocken und die Zellwande von Bakterien auflosen. Die Aktivierung des
Komplementsystems fihrt zu drei alternativen Ergebnissen: Markierung von Bakterien
zwecks Beseitigung durch Makrophagen, Bekdmpfung der Bakterien mittels einer induzierten
Entzindungsreaktion oder Lyse der Bakterienzellwand durch Prozessierung von
antimikrobiell wirkenden Enzymen, Proteinen und Peptiden (Picker und Butcher, 1992;
Hansch, 1986, Collins, 1979; Casey, 2000). Eine weitere Mdglichkeit zur Freisetzung von
intrazelluldr gebildeten antimikrobiellen Substanzen ist die induzierte Apoptose von Zellen.
So konnte in vitro nachgewiesen werden, dal? bel einer limitierten Anzahl von Epithelzellen,
die von pathogenen Erregern wie Salmonellen und Shigellen infiziert sind, Apoptose als ein

unspezifischer Abwehrmechanismus induziert werden kann (Hecht, 1999).
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1.1.3 Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen werden durch Antikorper verursacht, die gegen korpereigene
Strukturen gerichtet sind und dadurch einen Gewebs- oder Organschaden verursachen. Diese
Art der Reaktion wird durch immunogene Toleranz vermieden, die den Korper unterscheiden
lal3t, was korpereigen ist und die Produktion von Antikérpern verhindert, die gegen diese
Strukturen gerichtet sind.

Autoimmunreaktionen konnen durch verschiedene Mechanismen induziert werden.
Genetische Determination, unvollstdndige Deletion von  antikdrperproduzierenden
Lymphozyten, Tumorzellen, eine nicht funktionsfahige Toleranz, chemische, physikalische
oder biologische Verdnderungen eigener Proteine, wie Denaturierung, Proteolyse,
Methylierung oder Glykosylierung, sowie verschiedene Umwelteinflisse wie Toxin- und

M edikamentenei nflisse oder Infektionen kdnnen A utoimmunreaktionen ausl sen.

Intrazellulére Antigene, die bel der Apoptose von Zellen freigesetzt werden, die von
Verletzungen, Vergiftungen oder Infektionen induziert wird, bewirken die Produktion von
Antikorpern. Diese Antikorper, die gegen mitochondriale und nukledre Proteine oder
Proteinfragmente gerichtet sind, sind beim gesunden Menschen nur im geringeren Mal3e
vorhanden. Bei Autoimmunerkrankten erfolgt eine verstérkte Produktion dieser Antikorper.
Diese sind in hohen Konzentrationen im Serum der Patienten nachzuweisen und sprechen fir
verstarke Apoptose der Zellen und Freisetzung der intrazelluldren Bestandteile ins Serum
(Haynes et al., 2000).

Auch Bakterien oder Viren nutzen die immunologische Toleranz aus, indem sie im Verlauf
der Evolution wirtsdhnliche Oberflachenstrukturen entwickelt haben. Diese, den
Autoantigenen dhnlichen Strukturen konnen bei Autoimmunerkrankten eine Immunreaktion
ausl 6sen, die zu Organerkrankungen fuhren kann (Hansch, 1986).
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1.2 Antimikrobielle Peptide

Bakterien konnen Uber verschiedene Wege in den Organismus gelangen und halten sich,
entsprechend ihrer Bedlrfnisse, préferentiell in bestimmten Regionen des Organismus auf.
Daher kommt der lokalen Abwehr der Bakterien eine besondere Bedeutung zu. Die erste
unspezifische und sehr schnelle Abwehr gegen das Eindringen von Bakterien ist die Bildung
von antimikrobiellen Peptiden. Aufgrund der geringen Grof3e von antimikrobiellen Peptiden
im Vergleich zu spezifisch gebildeten Antikorpern ist fur ihre Synthese ein geringerer
Energieaufwand notwendig (Rao, 1995). Weiterhin ist die Entstehung von Peptiden durch
Proteolyse von grofl3en Proteinen, wie Lactoferrin oder Hamoglobin (Bellamy et al., 1992;
Fogaca et al., 1999) moglich. Sie stehen daher in relativ grof3en Mengen zur Verfligung. Da
Amphibien und Insekten kein erworbenes Immunsystem wie Sdugetiere besitzen, haben
antibiotische Peptide bei diesen Spezies eine grofRe Bedeutung fir den Schutz vor

eindringenden Mikroorganismen (Boman, 1991; Boman, 1995).

In Sdugetieren und dem Menschen konnten in den letzten Jahren eine Vielzahl von
antimikrobiellen Peptiden nachgewiesen werden. Die meisten sind unmittelbar auf
epithelialen Oberflachen des Darms und der Haut sowie in Koérperfllissigkeiten, wie Blut und
TranenflUssigkeit lokalisiert und kdnnen wahrend einer Infektion oder Entztindung exprimiert
werden (Gallo er al., 1994; Frohm et al., 1997). Besonders Blutzellen sind reich an
antimikrobiellen Peptiden. So konnten a-Defensine aus NK-Zellen (Agerberth et al., 2000),
Granulysin und NK-Lysin aus T- und NK-Zellen (Krensky, 2000; Andersson et al., 1996), b-
Defensin, Indolicidin, Bactenecin und Protegrine aus neutrophilen Granulozyten (Selsted et
al., 1992; Selsted et al., 1993; Liu et al., 2000; Sorensen et al., 1999; Charp et al., 1988),
CAP18, und Rhesus theta Defensin-1 aus Leukozyten (Tang et al., 1999; Nillson et al., 1999)
isoliert werden.

Auch im Thymus konnte die Genexpression von antimikrobiellen Peptiden, wie b-Defensinen
(Zhang et al., 1998; Zhao et al., 1996) und Cathelicidin (Wu et al., 1999) nachgewiesen
werden. Diese Peptide konnten allerdings bisher noch nicht aus diesem Gewebe isoliert
werden. Die antimikrobielle Wirkung von Histonen aus Thymusextrakten ist schon seit
langerer Zeit Gegenstand von Untersuchungen (Weissmann und Graf, 1947).
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Verschiedene Studien zeigen, dal3 antimikrobielle Peptide durch enzymatische Hydrolyse von
Proteinen wie Lactoferrin, Hdmoglobin und Histonen entstehen. Diese Proteinfragmente
zeigen eine grofkere antimikrobielle Aktivitét als die Precursorproteine (Kim et al., 2000;
Fogaca et al, 1999; Andreu und Rivas, 1998). Allerdings konnen auch antimikrobielle
Peptide aus Proteinen entstehen, die urspringlich keine Wachstumshemmung auf
Mikroorganismen zeigen, wie das fir mehrere antimikrobiell wirksame Fragmente von Casein
gezeigt werden konnte, die nach Proteolyse aus Milch isoliert wurden (Liepke et al., 2001,
Zucht et al., 1995).

Bisher werden zwei Gruppen von antibiotischen Peptiden als Medikamente eingesetzt. Dabei
handelt es sich um Lipopeptide, wie Gramicidin und Polymyxin sowie
Glycopeptidantibiotika, wie Vancomycin und Teicoplanin (Hancock, 1997). Verstarkte
Bemihungen in Forschung und Entwicklung neuer Antibiotika zeigen alerdings, dal3
kationische antimikrobielle Peptide immer mehr an Bedeutung gewinnen. So befinden sich
mehrere Peptidantibiotika, wie IB-367 der Firma Intrabiotic und rBPI-21 (Xoma) oder
Magainin-Derivate (Magainin Pharmaceuticals) in Phase Il und I11 der klinischen Erprobung
(Bush und Macielag, 2000; Garred, 2000; Hancock, 2000; Latham, 1999; Scannon, 1999).

1.2.1 Wirkungsweise antimikrobieller Peptide

Antimikrobielle Peptide gehdren zu den Hauptkomponenten des humoralen unspezifischen
Immunsystems. Sie bestehen aus 12-50 Aminosauren und haben eine positive Gesamt-
Nettoladung groller +2, dald heild, die kationischen Aminosduren wie Lysin, Arginin und
Histidin sind entsprechend haufiger vorhanden als saure Aminosduren wie Asparagin- und
Glutaminsaure. Generell wird davon ausgegangen, dal3 der Anteil an hydrophoben
Aminosauren grof3er 50 % ist, eine Eigenschaft, die eine wesentliche Voraussetzung fir den
Wirkmechanismus von kationischen Peptiden darstellt (Hancock und Diamond, 2000).

Die Wirkungsweise von kationischen antibiotischen Peptiden ist von ihrer Struktur abhangig.
Die Peptide werden in vier strukturelle Hauptklassen eingeteilt. Lineare a-helikale Peptide
besitzen keine Cysteinbriicken und haben einen amphipathischen Charakter, durch welchen
sie mit der hydrophoben Membran von Bakterien interagieren konnen. Die meisten der bisher
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isolierten, natlrlichen Peptidantibiotika gehdren dieser Gruppe an und zeigen ein breites
Wirkungsspektrum.

Eine weitere Klasse stellen Peptide mit einer b-Faltblattstruktur dar, die durch zwei oder mehr
Cysteinbriicken stabilisiert ist. Sie wirken ebenfalls als Breitbandantibiotika. Zu dieser Klasse
gehdren Peptide wie Defensine und Protegrine. Durch die Cysteinbriicken kommt es zu einer
Fixierung der positiven Nettoladungen an der AufRenseite der Peptide, wodurch eine
Interaktion mit der negativ geladenen Bakterienmembran moglich ist.

Die dritte Klasse bilden die prolinreichen Peptide. Die ausgestreckte (, extended”), frei
drehbare Struktur der Peptide wird durch eine Vielzahl an Prolinresten bewirkt. Die Peptide
sind durch zwei Regionen charakterisiert, eine basi sche und eine hydrophobe Region.

Die vierte Gruppe von antimikrobiellen Peptiden bilden die cyclischen Peptide. Es handelt
sich um kleine Peptide mit bis zu 15 Aminosauren, die wie z.B. das Bactenecin durch eine
Cysteinbriicke charakterisiert sind. Im Gegensatz zu den Peptiden, die eine b-Faltblattstruktur
besitzen, verlieren diese Peptide ihre antimikrobielle Wirksamkeit bei Verlust der
Disulfidbindung nicht (Hancock, 1997; Hancock und Nair, 2000; Hancock und Diamond,
2000). Allerdings konnte gezeigt werden, dal3 Rhesus-Theta-Defensin-1, ein cyclisches
Peptid, welches sich aus zwei trunkierten Defensinstrukturen zusammensetzt und aus
primdren humanen Leukozyten isoliert wurde, bei Verlust der cyclischen Struktur nicht
antimikrobiell wirkt (Yang et al., 1999).

Der Wirkmechanismus von antibiotischen Peptiden wurde durch elektronenmikroskopische,
enzymatische und Membranbindungsstudien untersucht. Nach Auffassung der meisten
Autoren agieren ein Grofdteil der antimikrobiellen Peptide zundchst mit negativ geladenen
LPS-Molekulen bei Gram-negativen und Teichonsaure bei Gram-positiven Bakterien, die sich
jeweils an der AulRenseite der Bakterienmembran befinden. Nach Orientierung der Peptide
paralel zur Membran kommt es durch den UberschuRR an kationischer Ladung zu einer
elektrostatischen Interaktion mit den Liposomen und Lipidschichten der Bakterienmembran.
Bel gentigend grof3er Konzentration bildet das Peptid kleine Poren in die duf3ere Membran der
Gram-negativen Bakterien. Die amphipathische Struktur der Peptide erméglicht es ihnen
anschlieffend, in die Cytoplasmamembran einzudringen und die thermodynamische
Membranfluiditdt zu verandern. Dies bewirkt wiederum eine grofere Permeabilitét der



Einleitung 9

Bakterienmembran fir extra- und intrazellulére Stoffe (Vaara, 1992; Toss et al., 2000;
Hancock und Nair, 2000). Dieser Vorgang stellt den eigentlichen tédlichen Schritt in der
Wirkungsweise von antimikrobiellen Peptiden dar, da es durch den unkontrollierten
Stoffaustausch zum Zusammenbruch des Membranpotentials und damit zum Absterben der

Bakterien kommt.

Einige Peptidantibiotika, wie Buforin 1I, ein antimikrobiell wirksames Histonfragment,
penetrieren die Zelle, ohne die Zellmembran zu permeabilisieren. Buforin 11 wird im
Cytoplasma akkumuliert und kann durch sekundére Effekte, wie DNA- oder Proteinbindung
bzw. Einbau der Molekile in die Membran wahrend des Wachstums, die Proliferation der
Bakterien inhibieren (Park et al., 2000; Edgerton et al., 2000).

1.2.2 Resistenzentwicklung von Bakterien

Die in den letzten 50 Jahren entwickelten semisynthetischen und synthetischen Antibiotika
wurden mit grofem Erfolg gegen lebensbedrohliche Infektionserreger eingesetzt. Doch
bereits seit den Anfangen der zunéchst immens erfolgreichen Therapie gegen Ende der
vierziger Jahre und im Laufe der Zeit bildeten immer mehr Keime gegen eines oder
zunehmend verschiedene dieser Stoffwechsel produkte von Mikroorganismen Resistenzen aus.
Heute existieren Stdmme von mindestens drel pathogenen Bakterienarten, die gegen sémtliche
in der Klinik verwendeten Antibiotika resistent sind. Dabel handelt es sich um Varianten von
Enterococcus faecalis, Mycobacterium tuberculosis und Pseudomonas aeruginosa (Hancock,

1997; Levy, 1998).

Die Ursachen fur das Auftreten von Resistenzen sind vielfdtig. Ein Grund liegt in dem
Uberflussigen und oftmals falschen Gebrauch von Antibiotika. So fuhrt der unkontrollierte
Gebrauch, die zu kurze oder zu niedrig dosierte Einnahme von Antoibiotika zur Entstehung
resistenter Bakterienstamme, die um so schwerer zu therapierende Infektionen ausldsen
konnen (Avorn und Salomon, 2000).

Nur ca. 40 % aller heute produzierten Antibiotika werden in der humanen Medizin eingesetzt.
In der Tierhaltung und Landwirtschaft werden haufig die gleichen oder &hnlich wirkende

Antibiotika wie in der Humanmedizin verwendet. Dies fihrt bel langzeitlicher Verfitterung
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zu neuen antibiotikaresistenten Bakterienstémmen, die durch den Verzehr von
landwirtschaftlichen Produkten auch auf den Menschen Ubertragen werden kénnen (Johnston,
2000).

Resistenzen entstehen durch spontane oder durch Umwelteinfliisse induzierte Mutationen.
Durch Resistenzgene sind Bakterien in der Lage, sich vor dem wachstumshemmenden
Einflufld der Antibiotika zu schitzen. Bakterien kdnnen Proteine exprimieren, die Antibiotika
enzymeatisch innerhalb und auf}erhalb der Zelle abbauen oder chemisch modifizieren, was zur
Inaktivierung fuhrt. Dieser Mechanismus ist besonders bei der Resistenzentwicklung gegen
b-Lactam-Antibiotika, Aminoglycoside und Makrolide entscheidend. Bei andere Bakterien
sind die Zielmolekiile, mit welchen der Wirkstoff eine erste Interaktion eingeht, verandert
oder durch andere ersetzt. Dieser Resistenzmechanismus bildet sich insbesondere beim
Einsatz von b-Lactam-Antibiotika aus. Einige Bakterienstdmme schlief3en die Eintrittspforten
fur antibiotische Molekile bzw. verfigen Uber ene ,Efflux-Pumpe*, durch welche
Antibiotika wieder aus der Bakterienzelle transportiert werden (Chopra et al.,, 1997; Levy,
1998; Finch, 1998).

Die Resistenzentwicklung vieler Bakterien ist darauf zurtickzufihren, dal3 es ihnen méglich
ist, Resistenzgene innerhalb einer Generation auszutauschen. Die erforderliche
Erbinformation befindet sich nicht nur im Bakterienchromosom, sondern auch auf Plasmiden.
Plasmide sind extrachromosomale, sich autonom duplizierende doppelstrangige DNA-
Molekile und verfiigen sowohl Uber Resistenz- als auch tUber Transfergene. Diese veranlassen
die Wirtszellen, einen Konjugationsapparat auszubilden und mit Nachbarzellen in physischen
Kontakt zu treten. Somit kann die Wirtszelle auch ihre DNA zu Zellen anderer
Bakterienstamme Uibertragen. (Levy, 1998; Tossi et al, 2000). Die Ubertragung eines
Resistenzgens kann jedoch auch durch Viren erfolgen. Viren sind wesentlich schneller as
andere Mikroorganismen in der Lage, Erbsubstanz der Wirtszelle in die eigene DNA
einzubauen und anschliefRend auf andere Zellen zu Ubertragen (Miller, 1998).

Obwohl Lysozym bereits 1922 von Fleming entdeckt wurde, konnte bisher keine unmittelbare
Resistenzausbildung von Bakterien gegen das antimikrobielle Peptid festgestellt werden.
Einige Bakterien wirken allerdings regulierend auf die Expression von antimikrobiellen
Peptiden. So konnte nachgewiesen werden, dal3 Shigellen in der Lage sind, durch Adhasion
der Bakterien an die Epithelzellen des Wirts eine Abregulation der Expression der



Einleitung 11

antimikrobiellen Peptide LL-37 und humanesb-Defensin 1 zu induzieren (Islam et al., 2001).
Dadurch ist der Wirt einer Invasion von pathogenen Keimen zunéchst schutzlos ausgeliefert,
da die Aktivierung des spezifischen Immunsystems mehrere Tage in Anspruch nimmt. Die
Ausbildung weiterer Mechanismen zur Resistenzbildung gegen antimikrobielle Peptide ist
bisher nicht bekannt.

1.3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bisher unbekannte, natirlich in Sdugetieren
vorkommende, antimikrobiell wirksame Peptide zu isolieren. Als Ausgangsmaterial fur die
Reinigung von antibiotischen Peptiden wurde Kalbsthymus gewdéhlt, da bereits die
antimikrobielle Wirkung von aus Thymus isolierten Histonen bekannt ist, und die Expression
von wachstumshemmenden Peptiden im Thymus nachgewiesen werden konnte (Zhang et al.,
1998; Zhao et al., 1996; Wu et al., 1999; Weissmann und Graf, 1947). Peptide mit dieser
Eigenschaft sollten gereinigt und ihre Primérstruktur aufgeklért werden. Mit Hilfe der
synthetisch hergestellten Peptide sollte ihre antimikrobielle Wirksamkeit sowie ihre
Selektivitdt bel der Beeinflussung des Wachstums von Bakterien, Hefen und Zellen
untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Herstellung einer Kalbsthymus-Peptidbank

2.1.1 Peptidextraktion

Zur Herstellung einer Peptidbank aus Kalbsthymus wurde den Ké&lbern unmittelbar nach der
Schlachtung im Schlachthof Bocholt (Fa. Brinninghoff) der Thymus entnommen. 20 kg des
Thymusgewebes wurden portionsweise mit 30 | 2-fach konzentriertem Extraktionspuffer und
Eis versetzt und 5 min in einem Waring Blender homogenisiert. Das gesamte Homogenisat
hatte ein Volumen von 60 |. Die Peptide wurden Uber Nacht bei 4 °C mit Hilfe eines IKA-
Ruhrers aus dem Zellhomogenisat durch langsames Rihren extrahiert. Die Abtrennung des
Zellsediments erfolgte durch Zentrifugation bei 4 °C und 15600 x g fur 30 min. Das
entstandene Sediment wurde verworfen. Der Uberstand (40 ) wurde tber Filterpapier
unterschiedlicher Porengrofie (7 - 12 um und 12 - 25 um, Schleicher & Schuell, Dassel)
zweimal bis zur Klarheit filtriert. Die nachfolgende Ultrafiltration des Filtrates wurde auf
einer Sartocon Mini Crossflow Anlage (3 x 0,1 n?) bei 4 °C durchgefiihrt. Bel einem FluR
von 60-100 I/h wurde die Proteinlosung Uber eine Polysulfon-Membran mit einer
Ausschlu’grenze von 50 kDa auf 24,8 | (Permeat 1) aufkonzentriert. Im Anschluf3 wurde das
Retentat (7,2 1) mit 30 | Extraktionspuffer difiltriert. Das entstehende Permeat 2 (34,5 1)
wurde mit Permeat 1 vereinigt, mit verdinnter Salzsdure auf einen pH von 2,5 eingestellt und
durch Kationenaustausch-Chromatographie separiert (Seiler et al., 1999).

Extraktionspuffer:

1M Essigsdure
10 mM Ascorbinsaure
05mM EDTA
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2.1.2 Priaparative Kationenaustausch-Chromatographie

Fir die praparative Chromatographie wurde ein starker Kationenaustauscher (Fraktogel TSK
SP 650 (M) 32 x 250mm, Merck, Darmstadt) verwendet. Als Chromatographiesystem diente
ein Autopilot der Firma PerSeptive Biosystems (Framingham), der mit einer Fluldrate von
1 |/min betrieben wurde. Der Autopilot wurde von einem Computer mit dem Datensystem
450 gesteuert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der bei der Kationenaustauschchromatographie verwendeten Eluenten.

Eluent Zusammensetzung pH-Wert pH-Pool
A VE-Wasser mit HCI 2,50 0
B 0,1 M Citronensdure-1-hydrat 3,60 1
C 0,1 M Essigsaure + 0,1 M Natriumacetat 4,50 2
D 0,1 M Bernsteinsdure 5,60 3
E 0,5 M Ammoniumacetat 7,00 4
F VE-Wasser 7,20 5
G 0,1 M Natronlauge 13,00 6

Tabelle 1 zeigt die Zusammensetzung der Losungen, die als Eluenten fur die pH-
Stufenelution verwendet wurden. Die Peptide wurden im Batchverfahren (pH-Stufengradient)
durch Losungen mit aufsteigenden pH-Wert eluiert. Nach dem Absinken der UV-Absorption
auf einen Minimalwert erfolgte der Wechsel der Eluenten. Dadurch war es moglich, die
Thymuspeptide in 7 pH-Pools aufzutrennen. Auf Grund des geringen Peptidgehalts wurden
die pH-Pools 5 und 6 vereinigt (im folgenden pH-Pool 5 genannt). Die Peptidldsungen der
einzelnen pH-Pools, welche zur Vermeidung von Proteolyseaktivitét nachfolgend auf pH-
Werte von 2,5 - 3,5 eingestellt wurden, dienten als Ausgangsmaterial fir eine weitere
Auftrennung durch Reversed-Phase-Chromatographie (Seiler et al., 1999; Schulz-Knappe et
al., 1997).
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2.1.3 Priéparative Reversed-Phase-Chromatographie

Zur Herstellung der Peptidbank wurde als nachster Trennschritt eine praparative Reversed-
Phase-Chromatographie (RP) der erhaltenen pH-Pools durchgefihrt. Der Peptidgehalt der
einzelnen pH-Pools wurde durch Aminosaureanalyse (ASA) bestimmt (Kapitel 2.3.4).
Anhand des  Peptidgehalts wurden  Reversed-Phase-Sdulen  unterschiedlicher
Beladungskapazitdt fir die weitere Trennung der Thymuspeptide gewdhit. Die
Peptidldsungen der pH-Pools 0 — 4 wurden auf eine Reversed-Phase-Saule (RP C-15 Source,
100 x 150 mm, 15 um, Pharmacia, Freiburg) aufgetragen. Bei einem linearen Gradienten von
1 % B/min und einem Fuf3 von 130 ml/min wurden die Peptidgemische in 60 min eluiert. Als
Flie3mittel wurde 10mM HCI in 80 % ACN verwendet. Die Fraktionsgrosse betrug 200 ml.
Als Chromatographiesystem wurde eine HPLC-Anlage der Firma Merck (Darmstadt)
verwendet. Die Peptidlosung des pH-Pools 5 wurde mit Hilfe einer YMC-Kartusche
(RPC-18, 47 x 300 mm, 15 — 30 pum, YMC, Schernbeck) bei einem Flul3 von 40 ml/min
getrennt. Die Elutionszeit betrug 50 min bel einem linearen Gradienten von 1,2 % B/min. Als
Chromatographiesystem diente die BioCad 60 HPLC-Anlage der Firma PerSeptive
Biosystems (Freiburg). Das Eluat wurde in einem Volumen von 50 ml fraktioniert. Die 46
Fraktionen jedes pH-Pools wurden bei —80 °C eingefroren und anschlief3end lyophilisiert. Die
Lagerung der Lyophilisate erfolgte bei -20 °C.

2.1.4 Gefriertrocknung von Peptiden

Zum Lyophilisieren wurden die Peptidlosungen zunéchst bei —-80 °C eingefroren. Die
Fraktionen wurden unter Vakuum in einer "Speedvac"-Zentrifuge (RC 10.10, Jonan) oder
einer Lyophille (Christ, Alpha 1-4, Sigma, Osterode) gefriergetrocknet. Dabei sollten die
Probel 6sungen standig gefroren bleiben.
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2.2 Chromatographische Methoden

2.2.1 Reversed-Phase-HPLC

Die gefriergetrockneten Peptidbankfraktionen wurden in bidestilliertem Wasser geldst, und
die unl6slichen Bestandteile durch Filtration (Minisart (17597) 0,2 pum, Sartorius, Gottingen)
abgetrennt. Die Trennung des Peptidgemisches erfolgte durch einen linearen Anstieg von
Solvent B im Elutionsmittel. Gradient, Fliefl3geschwindigkeit und Detektionswellenlénge sind
bei den jeweiligen Chromatogrammen angegeben. Alle weiter verwendeten Fraktionen der
einzelnen Chromatographieschritte wurden 1:5 mit bidestilliertem Wasser verdinnt und auf

die stationére Phase aufgetragen.

Fur die Trennung verwendete Sdulen und Chromatographieanlagen sind in Tabelle 2
angegeben.

Tabelle 2: RP-Chromatographiesiulen und -anlagen, die fur die Isolierung von antimikrobiellen Peptiden

verwendet wurden.

Saulenmaterial Chromatographieanlage

A |Bakerbond, RP C-18, 47 x 300 mm, 300 A,|BioCad 60, PerSeptive Biosystems
15- 30 um, Waters (Milford) (Freiburg)

B | Pharmacia Source, RP C-15, 10 x 250 mm, 120 A, | Kontron 422 S (Henningen)
5 um (Freiburg)

C |Zorbax, RP C-3, 4,6 x 250 mm, 100 A, 5 pm,| Kontron 422 S (Henningen)
M Z-Analysentechnik (Mainz)

D | ReproSil-Pur, RP C-18-AQ, 4,6 x 250 mm, 120 A, |Kontron 422 S (Henningen)
5 pm, Dr. Maisch (Ammerbruch)

E |Vydac, RP C-18, 4,6 x 250 mm, 100 A, 5 pm|Kontron 422 S (Henningen)
(Hesperia)

Die Saulen wurden in 20 % Methanol gelagert.
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Zur Herstellung der organischen Losungen wurden die verwendeten Flie3mittel mit
bidestilliertem Wasser aus der Reinstwasseranlage (Milli-Q“ plus, Millipore, Eschborn)
angesetzt. Die verwendeten Eluenten wurden mit einem Heliumstrom 10 min entgast. Die fur
die RP-Chromatographie verwendeten Fliemittel sind in Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3: Fliel3mittel, die fir die Reinigung von antimikrobiellen Peptiden verwendet wurden.

Eluent A Eluent B
1 10 mM HCI 80% ACN /10 mM HCI
2 20 % MeOH / 10 mM HCI 100 % MeOH / 10 mM HCI
3 0,1% TFA 80%ACN/0,1% TFA
4 0,1% TFA 80% ACN /0,085 % TFA

Die Fraktionierung des Eluats erfolgte im Abstand von einer Minute mit einem

Fraktionssammler der Firma BioRad (M tinchen).

Das Trennverhalten der analytischen Saulen wurden vor ihrer Verwendung mit Hilfe eines
Peptidstandards getestet. Es wurden jewells 4 ug der Peptide auf die Saulen aufgetragen. Alle
Peptide wurden im | PF PharmaCeuticals, Abteilung Peptidsynthese hergestel|t.

Peptidstandard: Brain natriuretic peptide (hBNP)
Neuropeptid Y (hNPY)
Parathyroidhormon (hPTH)
Atria natriuretic peptide (hANP)
Growth hormone-rel easing hormone (hGHRH)
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2.2.2 Kationenaustausch-HPLC

Fir die Kationenaustauschchromatographie (CEC) wurden folgende Saulen und
Chromatographieanlagen verwendet:

Tabelle 4: Chromatographiesdulen und -anlagen, die fir die I solierung der antimikrobiellen Peptide verwendet

wurden.

Sdulenmaterial Chromatographieanlage

A | PrepPak, 10 x 125 mm, 1000 A, 7 um, Biotek | BioCad Sprint, PerSeptive
(Ostringen) Biosystems (Freiburg)

B | Parcosil PepKat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 um, Biotek | Kontron 422 S (Henningen)

(Ostringen)

Als Flief3mittel dienten folgende Elutionspuffer, die vor der Verwendung 10 min mit einem
Heliumstrom entgast wurden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Elutionspuffer, die fir die Isolierung der antimikrobiellen Peptide verwendet wurden.

Puffer A Puffer B

1 50 MM KH2POg, pH 3,0 1,5M KCI / 50 mM KH2POy, pH 3,0

2 10 mM NaH2POq4, pH 4,5 1 M NaCl / 10 mM NaH2POq4, pH 4,5
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223 Entsalzung von Fraktionen der Kationenaustausch-Chromatographie

Die Entsalzung der Proben erfolgte nach dem Prinzip der RP-Chromatographie. Die Kavitéten
der 96-Loch-Extraktionsplatte (3M Empore™ 96 Well Extraction Disks, 3M Filtration
Products, St. Paul) enthielten zwischen zwei Fritten RP C-18-Material. Zum Entsalzen der
Probel sung wurde ein Aliquot der einzelnen Fraktionen in eine der Kavitéten pipettiert. Die
Peptide binden an das Reversed-Phase-Material. Durch Spllen des RP-Materials mit 600 pl
Eluent A (0,1 % TFA) wurde das gelste Salz, welches nicht an das RP-Material bindet,
abgetrennt. Die Peptide wurden anschlie3end mit 600l Flie3mittel B (0,1% TFA in
80% ACN) eluiert. Die entsalzten Proben wurden lyophilisiert und fir die Anwendung im
Radial-Diffusionshemmitest in 10 pl bidestilliertem Wasser resuspendiert.

Die Extraktionsplatten wurden nach ihrer Verwendung mit 100 % ACN regeneriert und in
30 % Methanol gelagert.
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23 Analytische Methoden

2.3.1 Massenspektrometrie

Massenspektrometrische Bestimmungen erfolgten entweder mit dem Elektrospray-
Massenspektrometer (LCQ, ThermoQuest, Egelsbach) oder mit einem Matrix-assisted laser
desorption / ionisation-time of flight (MALDI-TOF) Massenspektrometer (LaserTec RBT 11,
PerSeptive/Vestec, Houston).

2.3.1.1 Matrix-assisted laser desorption / ionisation-time of flight (MALDI-TOF)

Die Bestimmung des Molekulargewichts mit dem Laser Tec RBT-II-Massenspektrometer
(PerSeptive Biosystems, Vestec, Houston) erfolgte im linearen Modus mit einem
Stickstofflaser (337 nm). Jeweils 1 pl Matrix und 1 pl salzfreie Probe wurden auf den
Probentréger pipettiert, gemischt und an der Luft getrocknet. Als Matrixsubstanz wurde eine
geséttigte Losung von a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHC) und Fucose (1:1) verwendet
(Schulz-Knappe et al., 1997). Die Steuerung des Spektrometers und die Auswertung der
Spektren erfolgte mit dem Programm Voyager Biospectrometry Workstation Version 3.07.1
(PerSeptive Biosystems, Vestec, Houston). Bei der MALDI-Massenbestimmung treten
Uberwiegend einfach geladene lonen auf. Dies macht es moglich, komplexe
Peptidmischungen mit dem MALDI-TOF auf ihre Massenzusammensetzung zu analysieren.
Die Genauigkeit der Massenbestimmung betragt 0,5 %.

2.3.1.2  Elektronenspray-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Fir die Aufnahme der ESI-Massenspekiren mit dem Massenspektrometer (LCQ,
ThermoQuest, Egelsbach) wurden die salzfreien Proben lyophilisiert und in Eluent A (0,06 %
TFA) resuspendiert. Dem Massenspektrometer wurde die Flissigkeitschromatographie (LC)
vorgeschaltet. Die FluRrate betrug 20 pl/min. 0,05 % TFA in 80 % ACN wurden als
Elutionsmittel B verwendet. Bei einem linearen Gradienten von 1% B/min erfolgte die
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Trennung der Peptide. Diese LC / MSKopplung ermdglicht die Detektion von
Molekilmassen unmittelbar nach der chromatographischen Auftrennung. Das Eluat wurde
unmittelbar nach der Trennung durch eine RP-Chromatographiesdule (YMC ODS-AQ,
1x 100 mm, 3 um, Dr. Maisch, Ammerbruch, Deutschland) in ein Elektrospray-MS geleitet,
in dem die Peptide nacheinander die lonenfalle erreichen, ionisiert und detektiert werden. Die
zu analysierenden Peptide verteilten sich mit Hilfe eines Stickstoffstroms in kleinste
Tropfchen (Elektro-Spray) und wurden durch eine angelegte Spannung von 4 kV zwischen
Nadel und beheizbarer Kapillare ionisiert. Die Anzahl der im MS-Modus detektierten lonen
betrug 5:10" pro Messung. Das LCQ wurde mit automatischer Verstarkung wahrend der
Messung betrieben. Um die Anzahl der 1onen in der lonenfalle konstant zu halten, werden in
diesem Modus die Parameter der lonenfalle automatisch durch das System gewéhlt. Die
Spannung des Photomultiplier betrug -850 V. Im MS-Modus wurde die lonenfalle mit drei
Mikroscans detektiert, 10 Messungen wurden gemittelt.

2.3.2 Kapillarzonenelektrophorese

Die Kapillarzonenel ektrophorese (CZE) diente als eine hochaufl 6sende Anaysenmethode zur
Reinheitsliberprifung von Peptiden. Dabei erfolgt die Trennung der Analytionen aufgrund
von Mobilitétsunterschieden, die durch Grossen- und Ladungsunterschiede der lonen
entstehen.

Als Elektrophoresesystem wurde ein Gerét der Firma Beckman (PPACE™ MDQ, Beckman,
Munchen) verwendet. Die Auswertung der Elektropherogramme erfolgte mit der Software
"PIACE System MDQ" (Beckman). Die Detektionswellenlange betrug 214 nm. Zur Trennung
der Peptide wurde eine 57 cm lange unbeschichtete "fused silica’ Kapillare (Typ TSP 075375,
Composite Metal Services Ltd. UK) verwendet.

Durch Anlegen eines geringen Uberdruckes fir 10 s wurde in die Kapillare €in
Injektionsvolumen von 6 nl der Probe injiziert. Die Peptidkonzentration betrug 0,2 mg/ml. Bei
geringer konzentrierten Losungen wurde proportional langer injiziert. Die Messung erfolgte
bei einer konstanten Stromstérke von 120 pA, die aus einer angelegten Hochspannung von
22- 27 kV resultierte. Die Kapillartemperatur wurde mit einer Flissigkuhlung bei 25 °C
konstant gehalten. Als Puffer wurde 100 mM NaH,PO, mit 0,02 %
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Hydroxypropylmethylcellulose verwendet, der auf einen pH-Wert von 2,5 mit Phosphorséure

eingestellt wurde.

233 Edman-Sequenzierung

Die Peptidsequenzierung erfolgte durch die klassische Aminosduresequenzanalyse auf der
Basis des Edman-Abbaus. Als Sequenziergerét diente ein automatischer Edman-Sequenzer
(Applied Biosystems Modell 473A, ABI, Weiterstadt). Die Aufnahme der Daten und deren
Auswertung erfolgte mittels der ,,Model 610A Data Analysis Software”" (Version 1.2.1, ABI,
Weiterstadt).

Zwischen zwei Filterplétchen aus BioPren™ wurden zwischen 10 pmol und 100 pmol Peptid
appliziert. Das eigentliche Reaktionsvolumen bildete sich zwischen den Filterpl&ttchen aus.
Dort wurden die Reagenzien (Phenylisothiocyanat, TFA, Chlorbutan) appliziert. Die Analyse
und Detektion der Aminosauren erfolgte mittels Reversed-Phase-Chromatographie bel einer

Wellenlange von 256 nm.

234 Aminosaureanalytik (ASA)

Die quantitative Proteingehaltsbestimmung erfolgte durch ene automatisierte
Aminosdureanalyse mit dem Aminosduren-Anaysensystem 1090 11 Aminoquant (Hewlett
Packard) mit integrierter HPLC.

Zunéchst wurden die Peptide einer sauren Totalhydrolyse mit 6 M HCI fir 1 h bei 160 °C
unterzogen. Anschlief3end wurden die Aminosduren vor der Auftrennung Uber die RP-Saule
spezifisch derivatisiert. Aminosauren mit priméaren Aminogruppen wurden mit ortho-
Phthalaldehyd in Gegenwart von 3-Mercaptopropionsaure bei einem pH-Wert von 10
umgesetzt. Das bel dieser Reaktion entstandene fluoreszierende Isoindolderivat wurde bei
einer Anregungswelle von 340 nm und einer Emissionswelle von 450 nm fluorimetrisch
detektiert. Sekunddre Aminogruppen wurden mit 9-Fluormethylchlorformiat (FMOC)
derivatisiert. Dabei bildet sich ein sekundéres Amid. Die Anregungswellenlange fir FMOC -
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Aminosauren betragt 266 nm bei einer Emissionswellenlange von 305 nm. Die Aminosduren
Glutamin, Glutaminsdure sowie Asparagin und Asparaginsdure lassen sich methodisch
bedingt nicht unterscheiden. Cystein und Methionin kdnnen bel diesem Verfahren nur
teilweise oder gar nicht erfald werden, da Cystein bei der Hydrolyse vollstandig, Methionin
zu etwa 40 % zerstort wird. Die Aminosduren Norvalin und Sarcosin sind im ASA-Puffer als
interne Standards enthalten.

2.3.5 Hydrolyse von Peptiden mit der Protease Subtilisin

Zur enzymatische Hydrolyse von Peptiden wurden Aliquots von zu untersuchenden
Fraktionen der Kabsthymus-Peptidbank entnommen, lyophilisiert und in Tris-HCI-Puffer
(100 mM, pH 7,4) resuspendiert. Subtilisin (Boehringer, Mannheim), eine Protease aus
Bacillus subtilis, wurde der Loésung im Enzym / Peptid-Verhdtnis 1:10 zugesetzt. Die
Protease spaltet Peptidbindungen unspezifisch.

Die Proben wurden fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktion
durch Erhitzen auf 70 °C fur 2 min gestoppt (Zucht ez al., 1995).
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24 Molekularbiologische Methoden

Bel allen Arbeitsvorgangen mit RNA wurden zur Vermeidung von Kontaminationen durch
RNAsen Handschuhe getragen und sterile gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Alle RNA-
Proben wurden in sterilem RNAse-freien bidest. Wasser (Sigma) gelést und bei —-80°C
aufbewahrt. Alle verwendeten Puffer und L 6sungen wurden mit deionisiertem Wasser aus der
Reinstwasseranlage (Milli-QUF plus, Millipore) hergestellt. Die Sterilisation der Puffer,
Medien, Labormaterialien und des Morser erfolgte im Autoklaven (Schiitt) bel 121 °C und
2,5 bar fur 20 min.

2.4.1 Kits und Oligonukleotide

Wenn nicht explizit erwahnt, wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten kommerziell erhaltlichen

Kits benutzt.

Tabelle 6: Verwendete kommerziell erhdltliche Kits.

- RNA-Isolierung - NucleoSpin RNA 1l Kit der Firma Macherey &
Nagel
- Plasmid-Isolierung - Plasmid Midi-Kit der Firma Qiagen

- NucleoSpin System der Firma Macherey & Nagel

- DNA-Extraktion aus Agarose- - NucleoSpin Extract der Firma Macherey & Nagel
Gelen

- Reinigung von DNA-Fragmenten | - NucleoSpin Extract der FirmaMacherey & Nagel

- Klonierung von PCR-DNA- - pGEM®-T Vector System | der FirmaPromega
Fragmenten
- DNA-Sequenzierung -ABI PRISM?® BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit der Firma Perkin

Elmer
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Alle zur PCR und DNA-Sequenzierung eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Firma
Perkin Elmer oder MWG-Biotech hergestellt und sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Ubersicht der eingesetzten Oligonukleotide.

Bezeichnung Oligonukleotidsequenz 5'--->3' Bemerkungen
b-Tub1? TTCOCT GECCAGCT SAANGCNGACCTNCGC | degenerierter sense Primer fur
AAG b—Tubulin
(Uberprifung der cDNA)
b-Tub? CATGCCCTCGCCNGTGTACCAGTGNANGAA | degenerierter antisense Primey
cee fur b—Tubulin
(Uberprifung der cDNA)
FPN 1 AGT CACGACGT TGTAAAACGACGGCCAGT | sense-Primer fiir pGEM?2 -T
RPN 1 CAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCAT | antisense-Primer fir
G

pGEM2-T

Nucleo 17 AATCARGGNGAYCCCAAGAARATG

sense-Primer fir bNucleolin

Nucleo 2 COGTTTTCAATTCAGGAGCAGATT antisense-Primer fur
bNucleolin

Nucleo 3 TCTGCATCAGCTTCTGTCTTAAATT antisense-Primer fir
bNucleolin

Nucleo 4 ACCTCTATGGICTTGACTTTGA antisense-Primer fiir
bNucleolin

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG SP6 Promotor Primer (MWG-

Biotech)

. Redundanzen: R=G/A;Y=T/C;S=G/C;N=R/Y
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2.4.2 RNA-Isolierung aus Rinder-Diinndarm

Fir die Isolierung von Gesamt-RNA wurde das verwendete Gewebe unmittelbar nach der
Entnahme im Schlachthof Gleidingen von Kotrickstanden gesdubert und portionsweise in
50-ml-Zentrifugenréhrchen in flussigem Stickstoff eingefroren. Anschlief3end wurden 0,4 g
des tiefgefrorenen Gewebes in einen Morser tberfihrt und unter Stickstoff fein gemahlen.
Nach Verdampfen des Stickstoffs wurde das Gewebepulver bei 0 °C zur Denaturierung in
3ml RNA-Lysispuffer, der zur Verhinderung der Degradation der RNA mit 30 pl
Mercaptoethanol versetzt wurde, Gberflhrt und gut geschittelt. Zur Zerstorung der Zellen
wurde ein Ultra-Turrax T25 (IKA Labortechnik, Janke & Kunkel, Staufen) verwendet. Die
Zellen wurde bei Eiskiihlung mit steigender Drehzahl (von 8000 Upm bis 24000 Upm) 7 min
lang zerkleinert.

Die Reinigung der RNA erfolgte mit dem NucleoSpin RNA 1l Kit (Macherey & Nagel,
Duren) entsprechend der Angaben des Herstellers. Die genaue Bestimmung der RNA-
Konzentrationen in wal¥iger Losung erfolgte, indem die Probe entsprechend mit bidest.
Wasser verdunnt (z.B. 1:50) und die optische Dichte bei 260 nm in einer Quartzkivette mit
1 cm Schichtdicke gemessen wurde. Zur Berechnung der Konzentration wurde folgende
Gleichung verwendet:

c [ng/ rﬂ] = 0D, ¥

\ = Verdinnungsfaktor

C = Nukleinsdurekonzentration in ng/pl

OD2so = Wert der optischen Dichte bei einer Wellenlénge von 260 nm
e = Extinktionskoeffizient

Der Extinktionskoeffizient fir einzelstrangige RNA betragt 40.
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RNA-Lysispuffer: - erst kurz vor Gebrauch des Puffers b-Mercaptoethanol zugeben (7 pl/ml).

4M Guanidinthiocyanat
25mM Natriumcitrat
0,5% N-Lauroylsarcosin
0,1M b-Mercaptoethanol

243 Herstellung von cDNA (Erststrangsynthese)

Die Amplifikation der RNA-Fragmente erfolgte mittels PCR. Dazu mufite die RNA in cDNA
revers transkriptiert werden.

Zunéchst wurde die kontaminante genomische DNA hydrolysiert. Dazu wurden 1,5 pg RNA
lyophilisiert und fur einen 10 pl Reaktionsansatz verwendet.

Reaktionsansatz fir DNA-Hydrolyse:

1,5ug RNA
1 pl RNASsIn (Promega)
1 pl 10 x DNAse buffer
1ul DNAsel

- auffillen auf 10 pl mit bidest. Wasser

Der Reaktionsansatz wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde die
DNAse mit 1l einer 25 mM EDTA-L6sung (pH 8,0) (GibcoBRL) versetzt und bei
10 mindtiger Inkubation bei 65 °C inaktiviert und auf Eis abgekuhlt.

Fur die Erststrangsynthese wurde die RNA mit 1 pl H>O und 250 ng Random-Hexamer-
Primer (Life Technologies™) versetzt und 10 min bei 70 °C denaturiert. Nach dem sofortigen
Abkuhlen des Reaktionsansatzes auf Eis wurden 4 pl 5x First Strand Buffer, 2ul 0,1 M
Dithiothreitol (DTT) und 1l 10 mM dNTP-Mix mit einer Pipettenspitze zugeftgt und fir
2 min bei 42 °C inkubiert. Anschlief3end erfolgte die Zugabe der Reversen Transkriptase (1 pl
SUPERSCRIPT? |1, GibcoBRL) und eine Inkubation bei 42 °C fir 50 min. Die Reaktion wurde
durch 15 minutiges Erhitzen auf 70 °C abgebrochen.
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244 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) (Saiki et al, 1985) dient zur selektiven
Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen. Diese Methode wurde zur Uberpriifung der
Erststrangsynthese und zur Gewinnung einer ausreichenden Menge an DNA fir die
Klonierungen eingesetzt. Zur Uberpriffung der Erststrangsynthese wurde das Tag-
Polymerase-Kit der Firma GibcoBRL bzw. das Takara-Tag-Kit der Firma Takara verwendet.

Allgemeiner PCR-Reaktionsansatz

2,5ul  PCR-Reaktionspuffer (0,5-2,0 MM Magnesiumchlorid)
2ul  dNTP-Mix (Endkonzentration: 0,2 mM jedATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1pl  jePrimer (Endkonzentration: ca. 0,2 uM je Primer)
1pl  Template (50-400 ng DNA)
1U DNA-Polymerase
- auffillen auf 25 pl mit bidest. Wasser

Die Durchfuhrung der PCR erfolgte im "GeneAmp PCR System 2400’ der Firma Perkin
Elmer:

1. Erst-Denaturierung der DNA 94-97 °C 3min
2. Denaturierung 98°C 1-30 sek
3. Primeranlagerung 45-58 °C 15 - 60 sek
4. Elongation (Verlangerung) 72°C 30sek - 5min
5. End-Elongation 72°C 5-7min
6. Kihlen 4°C ¥ min

Um spezifische Amplifikate zu erhalten, wurde die Temperatur zur Primeranlagerung
entsprechend der Schmelztemperatur des jeweiligen Primerpaars entsprechend gewahit. Die
Dauer der Elongationsphase bei 72°C richtete sich nach der Grof3e des zu amplifizierenden
DNA-Fragmentes (1000 bp/min). Die Anzahl der Reaktionszyklen vom Denaturierungsschritt
bis zur Elongation (2. - 4. Schritt) wurden zwischen 35 bzw. 40 gewahit.
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2.4.5 Auftrennung der DNA durch Gelelektrophorese

Der Nachweis der DNA erfolgte durch Gelelektrophorese, wobel man eine Auftrennung in
0,8-1 %igen (w/v) horizontalen Agarose/1 x TAE Gelen erhdlt. Vor der Gelatinierung wurde
dem Gel zur Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht Ethidiumbromid (0,1 pg/ml)
zugesetzt. Es wurden Mini-Gele (90 x 78 x 6 mm, 50 ml, bei 80 Volt) und Midi-Gele (143 x
138 x 5 mm, 100 ml, be 120Volt) verwendet. Vor dem Auftragen der DNA in die
Geltaschen wurde diese 1:5 mit 5x DNA-Blaumarker vermischt. Als Gel- bzw. Laufpuffer
wurde 1x TAE-Puffer verwendet. Die relative Grof3e von DNA-Fragmenten wurde anhand
eines im Ge aufgetrennten DNA-GrofRenstandards (1kbp-Leiter bzw. 100bp-Leiter,
GibcoBRL) bestimmt.

50 x TAE-Puffer: - vor der Benutzung wird der Puffer 1:50 mit bidest. Wasser verdiinnt

2M Tris
100mM EDTA

1M Essigsdure

5 x DNA-Blaumarker:

70% Glycerin
10mM Tris-HCI, pH 8.0
1mM EDTA
0,05% (w/v) Bromphenolblau
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2.4.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.4.6.1 T/A-Klonierung

Die mittels PCR hergestellte DNA wurde zur Sequenzierung und Vervielfaltigung vorerst
Uber T/A-Klonierung (Marchuk et al., 1991) in das Plasmid pGEM-T inseriert. Hierzu wurde
das pGEM?-T Vector System |-Kit der Firma Promega verwendet. Zunachst wurde das zu
klonierende PCR-Fragment mit einer DNA-Polymerase (z.B. Tag-DNA-Polymerase) versetzt,
um die fir die Ligation benétigten Adenosin(A)-Uberhange am 3-Ende zu erzeugen. Der
PGEM-T Vektor ermoglicht aufgrund seiner Thymidin(T)-Uberhdnge am 5-Ende eine
effiziente Insertion von DNA-Fragmenten. Da der Klonierungsvektor pGEM-T ein
Resistenzgen fur b-Lactamantibiotika (Ampicillin, Penicillin, Carbenicillin) besitzt, werden

nicht transformierte Zellen am Wachstum gehindert.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des verwendeten Vektors pPGEM-T.
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2.4.6.2 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Die Isolation der DNA aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des NucleoSpin Extrakt
Kits der Firma Macherey-Nagel. Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden die
entsprechend elektrophoretisch aufgetrennten Banden mit einem sterilen Skalpell aus den
Agarosegelen ausgeschnitten und eingewogen. Pro 100 mg Agarosegel wurden 300 pl Puffer
NT1 zugegeben und die DNA bei 50°C fur 10 min durch viermaliges Vortexen herausgel 6st.
Anschlieffend wurde die Suspension auf die NucleoSpin-Séule gegeben und fur 1 min bei ca.
6000 x g abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit Puffer NT3 wurde die Saule durch
3-minutige Zentrifugation vollstdndig getrocknet. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 pl
ddH0.

2.4.6.3 Ligation

Fir die Ligation wurde ein 3-10facher molarer UberschuR des DNA-Fragmentes im
Verhdltnis zum Vektor eingesetzt.

Allgemeiner Ligationsansatz;

1pul  T4-DNA-Ligase 10 x Puffer
1ul pGEM-T Vektor (50 ng/ml)
1ul  T4-DNA-Ligase (3 U/ul)
xng DNA-Insert

- auffiillen auf 10 pl mit bidest. Wasser

Der Ligationsansatz wurde mit der Pipette gemischt, kurz zentrifugiert und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die so erhaltene Plasmid-DNA wurde anschlief3end in kompetente
E. coli-Stdmme transformiert.
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2.4.6.4 Transformation von E. coli

Fur die Transformation wurde ein Aliquot (17 pl) superkompetenter E. coli XL2-Zellen
(Invitrogen) auf Eis aufgetaut, mit dem aus Kapitel 2.4.6.3 erhaltenen Ligationsansatz versetzt
und 1 min auf Eis inkubiert. Danach fand ein Hitzeschock (1 min im Wasserbad bei 42 °C
und sofortige Abkuhlung auf Eis fir 2 min) statt. Es erfolgte die Zugabe von 350 pl SOC-
Medium zu jedem Transformationsansatz mit anschlief3ender Inkubation bei 37 °C und ca
300 U/min for 45min im Thermomixer (Eppendorf). Zur phanotypischen Selektion
rekombinanter Plasmide (,Blau-Weil3-Selektion®) wurde der Selektionsndhragar (LB-
Agar + 100 pg/ml Ampicillin) mit je 40 pl IPTG- und 40 pl X-Gal-L6sung behandelt und die
Bakterienzellen ausplattiert. Die Transformationsplatten wurden abschlief3end Gber Nacht bei
37°C inkubiert und am néachsten Tag analysiert.

SOC-Medium: - Medium vor Zugabe der Glukose autoklavieren

2% Caseinhydrolysat
1% Hefeextrakt
10 mM Natriumchlorid
10 mM Magnesiumchlorid
10 mM Magnesiumsulfat
2,5mM Kaliumchlorid
20mM Glukose

|PTG-LOsung (steril filtriert): 100 mM Isopropyl-1-thio-b-D-galaktosid in

bidestilliertem Wasser

X-Gal-Ldsung (steril filtriert): 2% (w/v) 5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-b-D-Gaaktosid in

Dimethylformamid
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2.4.6.5 ,Blau-Weill-Selektion*

Die ,Blau-Weil3-Selektion® ermdglicht nach der Transformation zwischen Kolonien mit
rekombinanter Plasmid-DNA und Kolonien ohne rekombinanter Plasmid-DNA farblich zu
unterscheiden. Dies geschieht dadurch, dal3 nur durch Komplementation mit dem durch das
Plasmid kodierte Fragment ein enzymatisch aktives Protein rekonstituiert werden kann.
Solche Zellen sind nach Induktion des /ac-Promotors durch das Laktose-Analogon IPTG in
der Lage, das farblose Galaktosid X-Gal zu hydrolysieren. Im Verlauf der Hydrolyse entsteht
durch oxidative Dimerisierung 5-Brom-3-Chlor-Indigo, welches die entsprechende Kolonie
blau féarbt. Wird jedoch das plasmidkodierte lacZ-Gen durch eine Insertion von DNA in den
Polylinker des Plasmids verandert, kann die Farbreaktion nicht ablaufen, da in den
entsprechenden E. coli-Kolonien kein funktionsféhiges Fragment gebildet wird. Diese
Kolonien enthalten somit ein Insert und erscheinen auf den Transformationsplatten weil3.
Durch den Zusatz von Antibiotika zu den Nahragarplatten konnten E. coli-Klone aufgrund
ihres Wachstums al's plasmid-enthaltend identifiziert werden.

Positive (weil3e) Kolonien wurden anschliefend mittels Restriktionsanalyse und DNA-
Sequenzierung weiter Uberprift.

2.4.7 Plasmidisolierung aus E. coli-Kulturen

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli-Stammen erfolgte mit Hilfe kommerziell
erhdltlichen Kits der Firma Qiagen und Macherey & Nagel (Tabelle 6) nach Angaben der
Hersteller.
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2.4.8 Restriktionsanalyse

Bakterielle Restriktionsendonucleasen hydrolysieren  spezifische Nukleotidsequenzen
innerhalb doppelstrangiger DNA. Die Modifikation der DNA (Spaltung, Dephosphorylierung,
Ligation) erfolgte dabel stets nach den Instruktionen des Herstellers (GibcoBRL). Die
enzymatische Spaltung mit Restriktionsendonukleasen wurde in den entsprechenden Puffern
bei 37°C in einem Volumen von mindestens 20 pl durchgefihrt, um Nebeneffekte durch hohe

Konzentration an Glycerin, in dem die Enzyme gelagert werden, zu vermeiden.

2.4.9 Sequenzierung von DNA

Zur Bestimmung der Nukleinsduresequenz von DNA wurde das von Sanger et al. (1977)
beschriebene enzymatische Kettenabruchverfahren in modifizierter Form verwendet. Dabei
wird eine DNA-Sequenz in einer PCR-Reaktion mit nur einem Primer linear amplifiziert. Wie
auch bei der PCR setzt sich eine Reaktionsfolge aus Denaturierung, Anlagerung des
jeweiligen Primers und Elongation (vgl. Kapitel 2.4.4) zusammen. Da auf3er dNTPs auch die
Taq-Polymerase Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) als Substrat angeboten werden,
kann es beim Einbau der ddNTPs wahrend der Extension zur basenspezifischen Termination
der Synthese kommen. Daes sich hier um ein ,, Cycle-Sequencing*-V erfahren handelt, werden
Abbruchprodukte angereichert. Diese Methode gibt dadurch die Moglichkeit, geringe Mengen
von Ausgangs-DNA zu sequenzieren. Die Detektion der spezifischen Produkte erfolgt
automatisch  durch  Kapillarelektrophorese  mit  Hilfe  von  unterschiedlich
fluoreszenzmarkierten ddNTPs (ABI PRISM# BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, Tabelle 6). Zur Markierung der Abbruchprodukte werden vier verschiedene
Farbstoffe mit unterschiedlichen Fluoreszenzspektren eingesetzt. Die Sequenzierungs-
reaktionen wurden nach dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Es wurden aus Agarosegelen
aufgereinigte PCR-Fragmente als auch Plasmide nach folgendem Reaktionsansatz und

Temperaturprotokoll sequenziert.
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Reaktionsansatz im PCR-Gefal (20 ul):

3ul BigDye Terminator Ready Reaction Mix
1ul Primer-Oligonukleotid (10 pmol/ul)
3ul Template-DNA (500 ng)
- aufflllen des Reaktionsansatzes auf 20 pl mit bidest. Wasser

Temperaturprotokoll fiir 25 Reaktionszyklen:

Denaturierung der DNA  96°C  10sek
Primeranlagerung 45-60 °C 5 sek
Elongation 60°C  4min
Kuhlen nach Reaktionsende 4°C ¥ min

Die Anlagerungstemperatur entspricht der Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Zum
Reinigen der Proben wurden im Anschluf3 an die Sequenzierungsreaktion die Ansétze jeweils
1:5 mit Wasser verdinnt und zur Fallung in ein 1,5 ml Eppendorfgefald tberfihrt, in welchem
250 pl Ethanol und 15 pl einer 2M NaAc-Ldsung (pH 4,5) vorgelegt wurden. Danach wurden
die Proben 15 min bei 13500 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in 250 pl 70%iger Ethanolldsung
resuspendiert und erneut 10 min bei 13500 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und verworfen. Anschlief3end erfolgte die vollstandige
Trocknung fur ca. 10 min in der Vakuumzentrifuge. Fir die Sequenzierung auf einem
Kapillarelektrophorese-Sequenzer (ABI PRISM# 310 Genetic Analyzer, Perkin Elmer) wurde
das Prézipitat in 25 ml Wasser geltst. Die Datenregistrierung und Gerétesteuerung erfolgte
automatisch mit der Data Collection Software (ABI) auf einem Macintosh-Computer. Fur die
Auswertung der Daten fand die Data Analysis Software (ABI) Verwendung.
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2.5 Mikrobiologische Methoden

Der Umgang mit Bakterien sowie eukaryotischen Zellen erfolgte unter sterilen
Arbeitsbedingungen.

2.5.1 Lagerung und Anzucht von aeroben Bakterien

Die Bakterienstamme wurden in Form von Dauerkulturen und Arbeitskulturen gelagert.
Ubernachtkulturen wurden 16 h bei 37 °C (Escherichia coli BL21, Staphylococcus carnosus
TM 300) oder bei 30 °C (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Pseudomonas fluorescens,
Saccharomyces cerevisiae) im Kulturschittler bei einer Drehzahl von 200 Upm inkubiert. Die
Vermehrung von Bakterien erfolgte in Kulturréhrchen, die 5 ml LB-Medium enthielten und
mittels einer Impfose mit Bakterienzellen aus einer Arbeitskultur beimpft wurden.

LB-Medium: 59 Hefeextrakt
10g Caseinhydrolysat
5g NaCl

ad 11 bidest. Wasser, auf einen pH-Wert von 7,4 einstellen.

Zur Herstellung einer Dauerkultur wurde 1 ml einer dicht bewachsenen Ubernachtkultur mit
1 ml sterilem Glycerin versetzt und gut gemischt. Die Kultur wurde bei - 80 °C gelagert.
Bakterienarbeitskulturen wurden in Petrischalen, die LB-Medium mit 1,5 % Agar enthielten,
angelegt. Auf diesen Agar-Platten wurde ein Aliquot einer Bakteriensuspension mit Hilfe
einer Impfdse ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte bei 37 °C bzw. 30 °C Uber
Nacht. Die bewachsenen Platten konnten fur 2 - 3 Monate bei 4 °C gelagert werden.
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2.5.2 Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitiit von Peptiden

2.5.2.1 Radial-Diffusionshemmtest

Mit Hilfe des Radia-Diffusionshemmtests kann die antimikrobielle Wirkung von

Probel 6sungen auf Bakterien untersucht werden, diein Agar suspendiert sind.

TSB-Medium: 30mg Tryptic Soy Broth (TSB)
0,8% (w/v) GTG-Agarose
0,02 % (v/v) Tween 20
in100 mi 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2

Das Medium wurde aufgekocht und anschlief3end auf 40 °C im Wasserbad abgekiihlt. Danach
wurden dem Medium 0,5 ml einer Bakteriensuspension (in LB-Medium) mit einer optischen
Dichtevon 1,0 bel einer Wellenldnge von 600 nm hinzugefugt. Diese Agarosel dsung wurdein
Petrischalen gegossen. Die Aushértung erfolgte bei 4 °C. Eine Lagerung der Platten ist fir
3- 4 Tage moglich.

Mit einem abgeflammten Stahlrohr wurden Ldcher von 3 mm Durchmesser in die
Agaroseplatten  gestanzt. Die entstandenen  Mediumzylinder  wurden — mittels
Wasserstrahlvakuums mit einer abgeflammten Pasteurpipette abgesaugt. In die Kavitdten
wurden 10 pl der zu testenden Probel6sung (HPLC-Fraktionen wurden lyophilisiert und in
bidestilliertem Wasser aufgenommen) pipettiert. Anschlief3end wurden die Agaroseplatten bel
37 °C oder 30 °C fir 16 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Die Auswertung des Tests erfolgte durch Vermessen der entstandenen Hemmhofe. Die Grof3e
der Hemmhdofe wird durch die antimikrobielle Aktivitdt der Substanzen und die Konzentration
der Probeldsungen bestimmt. Da eine lineare Korrelation zwischen dem Logarithmus der
Antibiotikakonzentration und der Grofe der Hemmhofradien besteht, konnte die
antimikrobielle Aktivitét nach Lehrer (Lehrer ef al., 1991) in Einheiten ausgedrickt werden:
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d [mm] -3 [mm] 20

antimikrobielle  Aktivitt [U] = >

U Einheiten nach Lehrer
d Hemmhofdurchmesser

2.5.2.2 Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MIC)

Die minimae Hemmstoffkonzentration (MIC) stellt die niedrigste Konzentration eines
Wirkstoffes dar, die benttigt wird, um das Wachstum von Bakterien innerhalb von 18 + 2 h

zu verhindern.

Die Bestimmung der MIC wird in Mikrotiterplatten (MTP) durchgefihrt. In die obere Reihe
der 96-Loch-MTP wurden unterschiedliche Mengen von Peptiden vorgelegt und pro Spalte
eine Verdinnungsreihe erstellt. In die oberen Kavitdten wurden 100 pl einer definierten
Peptidkonzentration in Testmedium vorgelegt. In die Vertiefungen der zugehdrigen Spalten
wurden 50 pl Testmedium pipettiert. Durch Uberfiihren von je 50 pl Peptidldsung aus den
Vertiefungen der ersten in die zweite, der zweiten in die dritte Reihe usw. konnte eine
Verdunnungsreihe der Potenz 2 hergestellt werden. 50 pl einer Bakteriensuspension, die
2X40° — 5 x0°> Keime pro ml betrug, wurde in jede Vertiefung zupipettiert. Der
Versuchsansatz wurde fur 18 h bei 37 °C bzw. 30 °C inkubiert.

Testmedium: 3gTSB
in 1120 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2

Das Testmedium wurde steril filtriert (Porengrof3e: 0,2 um).

Zur Bestimmung der Keimzahl wurden 100 pl der Bakteriensuspension auf eine Agarplatte
gegeben und mittels eines Drigal ski-Spatels ausgestrichen. Ziel des Experimentes war es, die
Verduinnungen der Bakteriensuspension zu bestimmen, die im MIC eingesetzt werden mul3te.
Dazu wurde einer Ubernachtkultur 100 pl der Bakteriensuspension entnommen und diese
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1:1000 verdunnt. Die Bakterien befanden sich in der exponentiellen Wachstumsphase. Dies
ist entscheidend fir den Versuch, da nur die Bakterien, die sich in der exponentiellen

Wachstumsphase befinden, in der Lage sind, auf der Agarplatte Kolonien auszubilden.

Die Agarplatte wurde bei Temperaturen von 30 °C bzw. 37 °C (je nach Bakterienkultur)
16- 18 Stunden im Brutschrank inkubiert und ausgezahlt. Zur Keimzahl — Bestimmung
wurde ein Doppeltest durchgefihrt und der erhaltene Zahlenwert gemittelt. Die zur
Herstellung einer 2x 10° Keimzahl / ml enthaltenden Bakteriensuspension verwendeten,

experimentel| ermittelten Verdinnungen betrugen:

Escherichia coli 100000-fach (Breithaupt, 2001)
Saccharomyces cerevisiae 10000-fach (Breithaupt, 2001)
Staphylococcus carnosus 10000-fach (Breithaupt, 2001)
Bacillus subtilis 4000-fach

Pseudomonas fluorescens 3000-fach

Micrococcus luteus 4000-fach

Diese Verdiinnungen wurden zur experimentellen Bestimmung der M1C verwendet.

2.5.2.3  Qualitativer Nachweis von Lysozym

Lysozym wurde turbidimetrisch Gber die Abnahme der Absorption einer Zellwandsuspension

von Micrococcus luteus (Sigma) nachgewiesen (Jolles et al., 1965).
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253 Bestimmung der hiimolytischen Wirkung von Peptiden

Um die Spezifitdt von antimikrobiellen Peptiden zu bestimmen, wurde ihre hdmolytische
Aktivitét untersucht. Die Freisetzung von Hamoglobin aus Erythrozyten gilt als Nachweis fir
die membranlysierende Aktivitdt von Substanzen. Hamoglobin wurde photometrisch im
ZellUberstand quantifiziert (Helmerhorst et al., 1999).

Zur Bestimmung der hamolytischen Aktivitét von antimikrobiellen Peptiden wurde einem
gesunden Probanden ca. 10 ml Blut entnommen, welches mit 3 ml Citrat-Monovetten
(Sarstedt) as Antikoagulanz versetzt wurde. Das Blut wurde in ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen (Greiner) tberfuhrt und fir 10 min bei 20 °C und 1500 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Die im Sediment angereicherten Erythrozyten wurden
zweimal in Testmedium (Kapitel 2.5.2.2), welches 287 mM Glucose als Osmoprotektant
enthielt, resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die
Erythrozyten im Testmedium 200-fach verdinnt. Die zu testenden Peptide wurden in
Konzentrationen von 1 pg/ml bis 500 pg/ml in 96-Loch-MTP mit spitz zulaufendem Boden
vorgelegt und lyophilisiert. Anschlief3end wurden 200 pl der Erythrozytensuspension in die
einzelnen Kavitaten gegeben. Um eine vollstandige Lyse der Erythrozyten zu erreichen,
wurde eine 1 % Tweenldsung (Tween 20) appliziert. Die Zellen wurden 1 h bei 37 °C im
Brutschrank (B5060EK, Heraeus) inkubiert und anschliefend 5min bel 1500 x g
zentrifugiert. 150 pl des Uberstandes wurden jeder Kavitét entnommen und in eine MTP mit
flachem Boden uberfuhrt. AnschlieRend konnte der Hamoglobingehalt des Uberstandes mit
Hilfe des Microplate Autoreaders (Biotek Instruments) bel einer Wellenldnge von 450 nm
gemessen werden. Die hamolytische Aktivitdt wurde prozentual angegeben:

Extinktiomwert (Peptid) - Extinktiomwert (Medium)

Hdamolyse |%| =
7 [ ] Extinktiomwert (1 % Tween - Losung) - Extinktiomswert (Medium)
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254 Bestimmung der cytotoxischen Wirkung von Peptiden

2.54.1  Zellkultivierung

Zur Uberpriifung der cytotoxischen Wirkung der Peptide auf Saugerzellen wurde die murine
Astrozytenzellinie (CLTT-1, BioMetrieaux) verwendet. Die Zellen wurden adhdrent in
Iscove’s Modified Dulbecco’'s Medium (DMEM) (Sigma) mit 10 % Fetalem Kalberserum
(FCS), 1 % L-Glutamin, 1 % L-Glutamax und 2 % Penicillin / Streptomycin (GibcoBRL)
kultiviert.

Zur Lagerung wurden die Zellen in DMEM, 10 % DMSO und 20 % FCS in flussigem
Stickstoff eingefroren. Nach dem Auftauen erfolgte die Stammkulturhaltung der Zellen in
Monolayer-Flaschen (Costar Technomara, 75 cm?) mit einer Animpfdichte von 10° Zellen/mll.
Nach einer ca 5 - 7 tdgigen Wachstumsphase konnten diese Zellen zur cytotoxischen
Bestimmung eingesetzt werden. Alle Kultivierungsgefal3e wurden bel 37 °C im Brutschrank
(B5060EK, Heraeus) mit 5 %iger CO2-Atmosphére inkubiert.

Die Zellen wurden nach 3 - 4 tégiger Wachstumsphase passagiert. Zu diesem Zweck wurde
das Medium mit einer Pipette abgezogen. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen
und anschlief3end mit 3 ml Trypsin / EDTA-LAsung (Sigma) 5 min im Brutschrank inkubiert.
Nach Ablésung der Zellen von der Gefél3wand wurden sie in 10 ml FCS-haltiges Medium
uberfuhrt und 5 min bei 1500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
abgetrennten Zellen in 10 ml Kultivierungsmedium aufgenommen. 0,5 ml der Zellsuspension
wurden zum Inokulieren eingesetzt und die Monolayer-Flaschen mit Medium auf 15 ml
aufgefillt. Die fur den Cytotoxizitdtstest verwendeten Zellen wurden derselben Vorkultur
entnommen und ihre Vitaité sowie Zellzahl durch die Trypan-Blau-Methode bestimmt
(Kapitel 2.5.4.2).
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2.54.2  Zellzahl- und Vitalitiitsbestimmung

Die Trypan-Blau-Methode gilt als etablierte Methode zur Ermittlung der Zdllvitalitdt und
Zdllzahl (Linet al., 1991). Dabei kdnnen durch Anférben mit dem Ausschlul3farbstoff Trypan
Blau (0,4% in wal¥iger Kochsalzlésung, Sigma) tote bzw. Zellen mit einer defekten

Zellmembran von lebenden Zellen unterschieden werden.

L ebendzell zahl
Lebendzellzahl + Totzellzahl

Zélvitalitat =

Je 50 m der Zellsuspension und der Trypanblauldsung wurden mit einer Pipette homogen
durchmischt und in eine Thoma-Zéhlkammer (Hemacytometer) pipettiert. Mit Hilfe eines
Lichtmikroskops mit Phasenkontrasteinrichtung (Zeiss, Jena) und 200-facher Vergrofderung
werden tote und lebende Zellen getrennt ausgezéhlt. Es wurden jeweils 4
Einzelbestimmungen vorgenommen und der Mittelwert der Tot-Lebend-Verteilung gebildet.
Durch die cytotoxische Wirkung von Trypan Blau sollte die Inkubationszeit maximal 3 min
betragen, da sonst das Ergebnis verfalscht wirde. Das Volumen der Flissigkeit Gber den
beiden Zahlfeldern der Thoma-Zahlkammer entspricht 0,1 pl, so daf? die Anzahl der Zellen
pro Milliliter durch Multiplikation des Z&hlergebnisses mit dem Faktor 10* erhalten wird.

2.5.4.3 Cytotoxizititstest

Die cytotoxische Wirkung der Peptide wurde anhand der Beeinflussung der
Stoffwechselaktivitdt der Zellen gemessen. Zu diesem Zweck wurde der WST-1-Test
eingesetzt (Seller et al., 1999).

Zur Durchfihrung des Tests wurden in MTP 1000 Zellen / Kavitét in 100 pl Medium
inokuliert und fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO»-Atmosphére kultiviert. Die Zellvitalitéat
wurde mit der Trypan-Blau-Methode tberpriift und sollte beim Animpfen nicht unter 90 %
betragen. Anschlief3end erfolgte ein Mediumwechsel, wobei dem frischen Medium keine
Antibiotika zugesetzt wurden. Die zu testenden Peptide wurden in unterschiedlichen
Konzentrationen (1 pg/ml — 500 pg/ml) in Medium geldst und zupipettiert. Danach wurden
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die Zellen bel 37 °C und 5 % CO2-Atmosphére inkubiert. Als Positivkontrolle wurde das
Cytotoxin Cytosinarabinofuranosid (CAF, Sigma) in einer Konzentration von 10 pM
mitgefuhrt. Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden 10 pl einer WST-1-L 6sung
(Boehringer Mannheim) zugegeben und erneut zwei Stunden inkubiert (37 °C und 5 % CO»-
Atmosphére).

WST-1 (4-[3-(4-1odophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio] -1,3-benzen disulfonat) ist ein
hellrotes Tetrazoliumsalz und reagiert mit NADH durch Einwirkung mitochondrialer
Dehydrogenasen zu einem dunkelroten Formazansalz, dessen Farbintensitét mit Hilfe des
Microplate Readers MRX 1l (Dynex Technologies) bei einer Wellenlange von 630 nm
gemessen werden kann. Der WST-1-Test detektiert dabel spektrophotometrisch die
mitochondriale Stoffwechselaktivitét der Zellen, die sich aus der Anzahl der lebenden Zellen
ergibt. Die Auswertung erfolgt nach folgender Berechnung:

Extinktiomwert (Peptid) - Extinktiomswert (Positivkontrolle)

Vitalitit [%] =100 - ———— — —
Extinktiomswert (10 mM CAF') - Extinktiomswert (Positivkontrolle)

Als Positivkontrolle wurde die Absorbtion von Zellen in reinem Medium bestimmt.

Die Vitaitdt der Zellen entspricht dabei umgekehrt proportional der toxischen Aktivitdt der
Substanzen (Baker et al., 1993).



Ergebnisse und Diskussion 43

3 Ergebnisse und Diskussion

Das Wachstum von Mikroorganismen kann durch Peptide mit antimikrobieller Wirkung
inhibiert werden. Die antimikrobielle Aktivitdt von Thymusextrakten ist hinreichend bekannt.
Besonders die in den Extrakten in grof3er Menge vorhandenen Histone wurden auf ihre
antibakterielle Wirkung untersucht (Davison und Butler, 1954; Davison et al., 1954). Die
antimikrobielle Wirkung von Protaminen und Histonen, die aus Kalbsthymus isoliert wurden,
konnte bereits 1946 erstmals nachgewiesen werden (Ahlstrom und Euler, 1946; Hirsch,
1958).

Weiterhin werden antimikrobiell wirksame Peptide, wie Lysozym, b-Defensine und
Cathelicidine im Thymus exprimiert (Zhang et al., 1998; Zhao et al., 1996; Wu et al., 1999).
Diese Peptide konnten bislang jedoch nicht auf Proteinebene im Thymus nachgewiesen
werden.

Ziel der vorgelegten Dissertation war es, unbekannte Peptide mit antimikrobiellen
Eigenschaften aus Kalbsthymus zu reinigen, ihre Primarstruktur zu kléren und nach erfolgter
chemischer Synthese ihre Spezifitét gegen eukaryotische und prokaryotische Zellen zu

untersuchen.

Der Thymus gehtrt zu den endokrinen, lymphatischen  Organen, und spielt eine
entscheidende Rolle innerhalb des Immunsystems. Im Thymus werden eine Reihe von
Peptiden produziert, die insbesondere Einflufd auf die Entwicklung und Differenzierung von
T-Zellen und deren Reifung haben (Goldstein et al., 1977). Damit ist der Thymus unmittel bar
an der zelluléren Immunitét beteiligt. Von besonderer Bedeutung sind antimikrobielle Peptide
als Bestandteile der unspezifischen Immunantwort. Aus diesem Grund sollte untersucht
werden, ob antimikrobielle Peptide bereits im Thymus gebildet werden.

Die Vorgehensweise, um neue antimikrobiell wirksame Peptide im Thymus zu identifizieren,
beschreibt Abbildung 3.
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Herstellung einer Peptidbank aus Kalbsthymus

v

Screening der Peptidbank nach antimikrobiellen Peptiden

mit Hilfe des Radial-Diffusionshemmtests

Chromatographische Isolierung von unbekannten Peptidantibiotika

v

Identifizierung der Primérstruktur der Peptide

Chemische Synthese der identifizierten Peptide

v

Bestimmung des Wirkungsspektrums der gereinigten Peptide

Abbildung 3: Schematische Ubersicht der in dieser Dissertation geplanten Arbeiten.
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3.1 Herstellung einer Peptidbank aus Kalbsthymus

3.1.1 Gewebeextraktion

Als Ausgangspunkt fur die Entdeckung neuer Peptidantibiotika diente der Thymus von
Kébern. Zu diesem Zweck wurden 20 kg Kabsthymus unmittelbar nach der Entnahme
homogenisiert und die Peptide mit einem eiskalten Essigsaurepuffer extrahiert. Durch
Zentrifugation wurde das Zellsediment abgetrennt. Die entstandene Fettschicht auf dem
Uberstand wurde abgeschopft und verworfen. Da der gewonnene Uberstand durch
mitgerissene Fettteilchen noch leicht getribt war, wurde dieser Uber Filterpapier mit
unterschiedlicher Korngroéf3e bis zur Klarheit filtriert. Um grof3e Proteine von den Peptiden zu
trennen, wurde anschlief3end eine Ultrefiltration Uber eine 50 kDa Polysulfon-Membran
durchgefuhrt. Das entstandene Retentat wurde zur Vermeidung von Ausbeuteverlusten
digfiltriert. Die Permeate beider Filtrationen wurden auf einen pH-Wert von 2,8 eingestellt
und vereinigt. Durch Aminosdureanalyse wurde der Gesamtprotein / Peptidgehalt des
Permeats bestimmt. Aus 20 kg Kabsthymus wurden insgesamt 404 g Peptid / Protein
extrahiert. Das Gewicht eines Kalbsthymus betragt zwischen 400 - 500 g. Damit ergibt sich,
dal3 aus einem Thymus ca. 10 g Peptid bzw. Protein extrahiert wurden.

Diese Methode der Extraktion zeigte sich wesentlich effizienter als die Methode von Burstein
et al. (1988). Nach saurer Extraktion, Zentrifugation und anschlief3ender Dialyse tiber eine 10
kDa - Membran war diese Arbeitsgruppe in der Lage, aus einer Tonne Kabsthymus 2 kg der
|6slichen Zellbestandteile zu extrahieren. Eine basische bzw. neutrale Extraktion des Gewebes
zeigt keine Erhéhung des Peptid / Proteingehalts (Mabuchi et al., 1979; Turk et al., 1996;
Kook et al., 1975). Allerdings eignen sich basische Extraktionen von Geweben besser zur
Gewinnung von Zellbestandteilen, wie Oligonukleotiden, Oligosacchariden und
Glykosaminoglycanen (Manzi et al., 2000; Straus et al., 1981; Werneck et al., 1999) sowie
zur Proteingewinnung. Da in dieser Arbeit die Extraktion von Peptiden von hauptséchlichem

Interesse war, wurde eine saure Extraktion durchgefuhrt.
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3.1.2 Peptidbankherstellung

3.1.2.1 Kationenaustausch-Chromatographie

Eine erste Auftrennung der bel der Extraktion erhaltenen Peptide konnte durch die
Kationenaustausch-Chromatographie erreicht werden. Durch Benutzung eines starken
Kationentauschers und die batchweise Elution der gebundenen Peptide mit verschiedenen
L 6sungen mit ansteigendem pH-Wert (2,5-13) (Kapitel 2.1.2) war es mdglich, basische und
saure Peptide zu trennen. Die chromatographische Trennung ist in Abbildung 4

wiedergegeben.
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Abbildung 4: Kationenaustausch-Chromatographie  des  Thymusextrakts. Die enzelnen pH-Pools
représentieren die Peptide einer 20 kg Thymusextraktion nach Elution von einem starken
Kationentauscher mit verschiedenen Ldsungen mit ansteigendem pH-Wert (Tabelle 1) bei einer

Detektionswellenlénge von 280 nm.
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Anionische Peptide und andere Zellbestandteile wie z.B. Kohlenhydrate, die nicht auf dem
lonentauscher binden (Kook et al., 1975), wurden ebenfalls separiert und im weiteren Verlauf
pH-Pool 0 genannt. Nach Absinken der Absorbtion bei 280 nm unter einen Minimalwert von
0,3 wurde jeweils das Elutionsmittel gewechselt. Die resultierenden Peptidl6sungen wurden
separiert und durch Aminosaureanalyse ihr Peptidgehalt festgestellt (Tabelle 7). Peak 5 und 6
wurden auf Grund ihres geringen Peptidgehalts zu pH-Pool 5 vereinigt.

Tabelle 7: Peptidgehalt der einzelnen pH-Pools, der durch ASA bestimmt wurde.

Peak pH-Pool | Protein/Peptidgehalt Prozentualer Anteil
Durchlauf 0 3159 77,9%
1 1 529 12,9%
2 2 199 4,7%
3 3 129 3,0%
4 4 50 1,2%
5 5 0849 0,2%
6 5 0449 0,1%

Ca 80% der extrahierten Zellbestandteile, wie z.B. Oligosaccharide und Phospholipide
(Manzi et al., 2000), nicht ionische und anionische Peptide haben nicht auf dem
Kationentauscher gebunden. Da antimikrobielle Peptide in den meisten Fallen kationisch sind
(Hancock und Lehrer, 1998), konnte ein Grofdteil nichtaktiver Substanzen bereits im ersten

Schritt abgetrennt werden.
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3.1.2.2 Reversed-Phase-Chromatographie

Um Peptide, die nur in geringen Mengen im Thymus vorhanden sind, im biologischen Test zu
detektieren, mufite eine weitere Trennung der Peptide angestrebt werden. Zu diesem Zweck
wurden die pH-Pools unter Anwendung der RP-Chromatographie ein zweites mal separiert.
Dabei wurde eine Trennung der Peptide und Proteine von Salzen und weiteren an RP-Material

nicht bindenden Bestandteilen des Thymus erreicht.

pH-Pool 0 pH-Pool I pH-Pool 11
- 100
B (%)
£
=
= 50
<
0
pH-Pool 111 pH-Pool IV pH-Pool V
E
<
0 25 50
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Abbildung 5: Reversed-Phase-Chromatographie der unterschiedlichen pH-Pools. In den Chromatogrammen
0-5 sind die Elutionsprofile der einzelnen pH-Pools bei einer Absorbtionswellenldnge von

214 nm und die zur Elution verwendeten Gradienten zu sehen.
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Auf Grund des unterschiedlichen Peptidgehalts der pH-Pools wurden zwel Reversed-Phase
Chromatographiesaulen verwendet, die sich in ihrer Beladungskapazitét unterscheiden. Das
Eluat von pH-Pool 5 wurde mit Hilfe einer RP-C18-Saule chromatographiert, wahrend die
Peptide von pH-Pool 0 - 4 durch RP-C15-Material getrennt wurden (Kapitel 2.1.3).

Jede Chromatographie resultierte in 46 salzfreien Fraktionen, die Uber einen Zeitraum von
70min separiert wurden. Die Fraktionsgrofie betrug 200ml bzw. 50 ml (pH-Pool 5). Den
Fraktionen wurden Aliquots von 80 g Gewebeaquivalenten entnommen, die lyophilisiert und

in Wasser gel6st in verschiedenen biologischen Tests eingesetzt werden konnen.

Die Herstellung einer Peptidbank diente als Grundlage der Reinigung antimikrobieller
Peptide. Die 276 Fraktionen reprasentieren die Kalbsthymus-Peptidbank und enthalten alle
aus diesem Gewebe extrahierten Peptide. Durch eine saure Extraktion konnte gewéhrleistet
werden, dal3 ein Grofdeil der Thymuspeptide in der Peptidbank enthalten war. Aufgrund des
meist kationischen Charakters von antimikrobiellen Peptiden wurde bei der Herstellung der
Peptidbank ein starker Kationenaustauscher verwendet und dadurch ca. 85 % der inaktiven
Peptide von den biologisch aktiven getrennt. Zur Detektion der antimikrobiellen Peptide im
sensitiven Radial-Diffusionshemmtest sowie zur Verringerung der Peptidkonzentration in den
zu testenden Fraktionen wurden die entstandenen pH-Pools ein weiteres ma durch RP

separiert.
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3.2 Antimikrobielles Screening

3.2.1 Wirkung von Thymuspeptiden auf Bakterien

Im folgenden wurde geprift, ob im Thymus Substanzen vorhanden sind, die das Wachstum
von Bakterien inhibieren bzw. diese toten. Zur Detektion dieser Substanzen wurden die
Fraktionen der Kalbthymus-Peptidbank unter Anwendung des Radial-Diffusionshemmtests
auf ihre antimikrobielle Wirkung untersucht. Dieser Test stellt eine sehr sensitive Methode
zur Bestimmung antimikrobieller Aktivitét von Substanzen dar (Lehrer et al., 1991). Als
Testorganismen dienten der Gram-positive Bakterienstamm Bacillus subtilis DSM 10" sowie
der Gram-negative Bakterienstamm Escherichia coli BL21. Der Test wurde mit 4 g
Gewebeaquivalent der Thymus-Peptidbank durchgeftihrt und zum Validieren der Ergebnisse
reproduziert. Abbildung 6 zeigt das Ergebnis des initialen Screenings der Peptidbank nach
antibakteriellen Substanzen im Thymus. In den Fraktionen der pH-Pools 0 - 2 wurde keine
antimikrobielle Aktivitat festgestellt. In pH-Pool 3 und 4 konnten wachstumsinhibierende
Aktivitéten unterschiedlicher Intensitét gegen beide Bakterienstamme detektiert werden. Dies
deutet darauf hin, dald die detektierten Substanzen einen stark kationischen Charakter
besitzen, was auch bei den meisten bekannten antimikrobiellen Peptiden festgestellt wurde
(Hancock und Lehrer, 1998). Die Fraktionen des pH-Pools 5 zeigten nur eine sehr geringe
Wachstumsinhibierung von B. subtilis. Allerdings ist der Peptidgehalt der einzelnen
Fraktionen in diesem Pool sehr gering (vgl. Tabelle 7), so dal’ die geringe Aktivitét auf eine
nicht ausreichende Konzentration der Peptide im Hemmtest zurtickzufUhren sein kénnte.

Offensichtlich gibt es im Thymus mehrere Substanzen, die das Wachstum von Bakterien
hemmen. Diese wirken auf verschiedene Bakterienspezies unterschiedlich. Sowohl Gram-
positive wie auch Gram-negative Bakterien konnen durch die im Thymus befindlichen
Substanzen am Wachstum gehindert werden. Die in pH-Pool 3 eluierten Substanzen
inhibieren das Wachstum von Gram-negativen Bakterien wie E. coli in starkerem Ausmal3 als
das von B.subtilis. Einige Fraktionen des pH-Pools 4 zeigten dagegen nur geringe
Intensitétsunterschiede in ihrer antimikrobiellen Aktivitét gegen beide Bakterienstdmme (vgl.
Fraktion 8 und 17-21). Im hinteren Bereich des Chromatogramms scheinen wiederum
Substanzen zu eluieren, die nur das Wachstum von E. coli hemmen kdnnen.
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Abbildung 6: Initiales Screening der Kalbsthymus-Peptidbank auf antimikrobielle Substanzen. 4 g Gewebedguivalent
der 46 Fraktionen der einzelnen pH-Pools wurden im Radid-Diffusionshemmtest auf antimikrobielle
Aktivitdt untersucht. Die Hohe der Balken spiegelt das Mald der Aktivitét wieder. Die grauen Baken
entsprechen der antibakteriellen Aktivitét der Fraktionen gegen E. coli, die schwarzen Baken geben die
Aktivitdt gegen B. subtilis wieder. Als Positivkontrolle (PK) wurde humanes Lysozym in einer
Konzentration von 20 pg/ml getestet.
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Die im pH-Pool 5 eluierten Peptide waren nur in der Lage, die Gram-positiven Stédbchen am
Wachstum zu hindern. E. coli zeigte keine Reaktion auf die Substanzen.

Um die Reproduzierbarkeit zu Uberprifen, wurden Fraktionen, die im antimikrobiellen
Screening ein Maximum an Aktivitét aufwiesen, in einer Dreifach-Bestimmung getestet und
die Grole der Hemmhofe gemessen. Bel einem Vergleich der mit beiden Bakterienstdmmen
im Radial-Diffusionshemmtest erhaltenen Hemmhofe wurde ein unterschiedlicher Charakter
der Hemmung der Substanzen gegen die unterschiedlichen Keime festgestellt. Bel B. subtilis
zeichneten sich die Hemmhofe durch eine vollstdndige Wachstumsinhibition um die
Kavitéten aus. Allerdings scheint die Substanz bei weiterer Diffusion in den Agar nicht mehr
in der Lage zu sein, diesen Bakterienstamm vollsténdig am Wachstum zu hindern, der
Hemmhof ist diffus getribt. Dadurch ist keine eindeutige Abgrenzung des Hemmhofs vom
bewachsenen Agar ersichtlich, und die Ausmessung gestaltet sich schwierig. In Folge dessen
wurde die Reproduzierbarkeit der Quantifizierung der antimikrobiellen Aktivitéat in diesem
Test stark beeintréchtigt.
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Abbildung 7: Reproduzierbarkeit der antimikrobiellen Aktivitét im Radial-Diffusionshemmtest. Es wurden
4 g Gewebedquivalent ausgewahiter Fraktionen gegen E. coli (hellgrauen Baken) und
B. subtilis (dunkelgrauen Balken) getestet.

Bel E. coli wurden nur geringe Schwankungen bei der Gréfle der Hemmhofe festgestellt
(Abbildung 7).



Ergebnisse und Diskussion 53

Da die antimikrobielle Aktivitat der Substanzen auf E. coli sowohl grofRer und als auch
exakter zu detektieren war, wurden weitere Untersuchungen mit E. coli as geeigneterem

Testorganismus durchgefihrt.

Abbildung 8:

Vergleich der Hemmhéfe im Radia-Diffusionshemmtest, der mit Escherichia coli (links) und
Bacillus subtilis (rechts) as Testbakterien durchgefiihrt wurde Getestet wurden 4 ¢
Gewebedquivalent der Fraktionen 5 — 15 des pH-Pools 4 der Kabsthymus-Peptidbank. Die
Fraktionen wurden entgegen dem Uhrzeigersinn beginnend mit Fraktion 5 (unten links)

aufgetragen.
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3.2.2 Bestitigung der Peptidstruktur ausgewihlter Peptidbank-Fraktionen durch
Hydrolyse

Im Rahmen der Isolierung antimikrobieller Peptide aus Kalbsthymus wurde zundchst der
peptidische Charakter der aktiven Substanzen Uberprift. Dies war notwendig, um
ausschlief3en zu kénnen, dai die antimikrobielle Aktivitat z.B. von klassischen Antibiotika
oder anderen Thymusbestandteilen wie Lipiden hervorgerufen sein kdnnte. Zu diesem Zweck
wurden Peptidbank-Fraktionen ausgewahlt, die im antimikrobiellen Screening ein Maximum
an Aktivitat aufwiesen, und eine Aquivalentmenge von 4 g mit der Endoprotease Subtilisin
hydrolysiert (Kapitel 2.3.5). Subtilisin spaltet Peptidbindungen unspezifisch in kurze nicht
aktive Fragmente. Sollte die im Radial-Diffusionshemmtest nachgewiesene antimikrobielle
Aktivitét durch Peptide hervorgerufen werden, dirfte diese auf Grund der Degradation dieser
Peptide durch die Protease nicht mehr nachweisbar sein (Zucht et «l., 1991). Die
enzymatische Spaltung mittels Hydrolyse durch Subtilisin 183t somit Rickschlisse auf die
chemische Struktur der aktiven Substanzen zu.
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Abbildung 9: Antimikrobielle Aktivitét von ausgewahlten Peptidbank-Fraktionen nach Hydrolyse durch die
Protease Subtilisin. Als Teststamm wurde E. coli im Radial-Diffusionshemmtest eingesetzt. Als
Positivkontrolle (PK) diente Lysozym (20 pg/ml).
| antimikrobielle Aktivitét der Fraktionen nach Inkubation mit Subtilisin
O antimikrobielle Aktivitét der Fraktionen ohne Enzymbehandiung
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Als Kontrolle fur die antimikrobielle Aktivitdt der getesteten Fraktionen wurde ein
entsprechender Teil der Fraktionen analog den Hydrolysebedingungen, allerdings ohne Zusatz
des Enzyms, behandelt. Zum Nachweis der Aktivitdt der Protease wurde ein bekanntes

antimikrobiell wirksames Peptid (Lysozym 20 pg/ml) hydrolysiert.

Bei anschlieender Uberpriifung der biologischen Aktivitat konnte bei allen hydrolysierten
Peptidbank-Fraktionen ein vollstandiger Aktivitatsverlust festgestellt werden (Abbildung 9).
Die unbehandelten Proben dagegen wiesen eine eindeutige antimikrobielle Aktivitdt im
Radial-Diffusionshemmtest auf. Lysozym, welches als Positivkontrolle verwendet wurde,
wies keine antimikrobielle Aktivitdt nach erfolgter Hydrolyse auf. Weiterhin zeigten der
verwendete Puffer und die Lésung von Puffer und Enzym keine wachstumshemmende
Aktivitat.

Der vollstandige Verlust der antimikrobiellen Aktivitét nach Hydrolyse mit Subtilisin weist
folglich auf den peptidischen Charakter der biologisch aktiven Substanzen hin.
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3.2.3 Konzentrationsabhéingigkeit der antimikrobiell aktiven Fraktion

Um festzustellen, ob die wachstumsinhibierende Wirkung der Peptidbank-Fraktionen durch
wirkstoffvermittelte Effekte ausgelost wird oder ob der toxische Effekt auf die Applikation
einer zu hohen Substanzmenge zurlckzufiihren ist, wurde die Konzentrationsabhéngigkeit

untersucht.

Abbildung 10 zeigt die antimikrobielle Wirkung einzelner Fraktionen der Kalbsthymus-
Peptidbank gegen E. coli in einem Konzentrationsbereich von 8 g, 4 g und 2 ¢
Gewebeaquivalent. Es wurden jeweils die Fraktionen gewdhlt, die Maxima im
antimikrobiellen Screening aufwiesen (Kapitel 3.2.1).
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Abbildung 10:  Konzentrationsabhéngigkeit der antimikrobiellen Aktivitdt von ausgewdahlten Fraktionen, die
antimikrobielle Peptide enthielten, im Radial-Diffusionshemmtest. Die schwarzen Balken
entsprechen 8 g, die grauen Balken 4 g und die weil3en Balken 2 g Gewebedquivalent der
K& bsthymus-Peptidbank.

Bei allen getesteten Fraktionen konnte eine Konzentrationsabhéngigkeit gegen E. coli gezeigt
werden. Bei diesem Test wurde weiterhin ersichtlich, dal3 Fraktion 8 des pH-Pools 4 die
grofdte antimikrobielle Wirkung auf E. coli hat. Auf3erdem wird deutlich, dal3 die Substanzen,
die in Fraktionen des pH-Pools 3 eluierten, einen weniger basischen Charakter haben as
Peptide, die in den Fraktionen des pH-Pools 4 eluieren. Eine hohe Basizitdt ist ein
wesentliches Merkmal antimikrobieller Peptide; je hoher die Basizitét desto grof3er die
antibakterielle Aktivitat (Hancock und Diamond, 2000).
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Zusammenfassend &3t sich sagen, dai’ in Fraktionen von Pool 3, 4 und 5 der Kalbsthymus-
Peptidbank Substanzen enthalten sind, die eine wachstumshemmende Wirkung auf Gram-
positive und Gram-negative Bakterien hervorrufen. Nach Hydrolyse der Substanzen mit der
Protease Subtilisin konnte keine Aktivitét mehr festgestellt werden. Dies deutet auf den
peptidischen Charakter der antimikrobiell wirksamen Substanzen hin. Weiterhin zeigten die in
den Fraktionen enthaltenen Komponenten im Radial-Diffusionshemmtest eine
konzentrationsabhdngige = Wachstumshemmung, was ein  Hinweis fur  einen
wirkstoffvermittelten Effekt ist. Auf Grund der besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
und der exakteren Auswertemoglichkeit sowie der grofReren Sensibilitdt wurde im weiteren
Verlauf der Reinigung antimikrobieller Peptide aus Kalbsthymus E. coli as Testorganismus
verwendet. Fraktion 8 aus pH-Pool 4 der Kalbsthymus-Peptidbank zeigte die hdchste
antimikrobielle Aktivitdt gegen den Gram-negativen Bakterienstamm. Aus diesem Grund
wurde diese Fraktion als Ausgangsmaterial fur die Isolierung von antimikrobiellen Peptiden

herangezogen.

Zur weiteren Reinigung dieser antimikrobiell aktiven Fraktion wurde ein Trennverfahren

entwickelt, dasim folgenden dargestellt werden soll.



Ergebnisse und Diskussion 58

3.3 Entwicklung eines Verfahrens zur Trennung von Thymuspeptiden

Zur Reinigung der biologisch aktiven Peptide aus Kalbsthymus war es notwendig, inaktive
Bestandteile abzutrennen. AufRerdem bestand die Notwendigkeit die aktiven Bestandteile
anzureichern, um sie im Radial-Diffusionshemmtest nachweisen zu konnen. Um eine erste
Einschétzung Uber die chemischen Eigenschaften der Peptide geben zu kdnnen, wurde das
Elutionsverhalten der Peptide in der Peptidbank untersucht. Die Elution der Peptide in
Fraktion 8 des pH-Pool 4 vom Kationenaustauscher erfolgte bei einem vergleichsweise hohen
pH-Wert des Eluenten von 7,0. Dies &% den Ruckschlul3 zu, dal3 es sich um sehr kationische
Peptide handelt, da sie offensichtlich eine starke Wechsalwirkung mit dem Material des
Kationentauscher eingehen. Andererseits erfolgte eine Elution von der RP-Saule bereits bei
geringen Konzentrationen an dem hydrophoben Flief3mittel Acetonitril (18%), was wiederum
auf die hydrophilen Eigenschaften der Peptide schlief3en 1&/3t.

Im folgenden ist das Trennverfahren dargestellt, das zur Reinigung von antimikrobiell
wirksamen Peptiden aus der Kalbsthymus-Peptidbank benutzt wurde.

Die Isolierung der antimikrobiellen Peptide erfolgte entsprechend des bereits festgestellten
hydrophilen und basischen Charakters tiber mehrere Reversed-Phase- und Kationenaustausch-
Chromatographieschritte. Den resultierenden Fraktionen der einzelnen
Chromatographieschritte wurden Aliquots entnommen, lyophilisiert und im Radia-
Diffusionshemmtest zur Detektion antimikrobieller Aktivitdt eingesetzt. Diese Methode
eignete sich besonders, da der Arbeitsaufwand als Screeningverfahren vergleichsweise gering
ist und nur geringe Mengen des wirksamen Peptids benttigt werden, um einen Hemmhof zu
erzeugen (Lehrer et al, 1991). Damit werden die entstehenden Verluste gering gehalten.
Aulerdem ist es mit diesem Test moglich, ein Elutionsprofil der antimikrobiellen Substanzen
durch die Grofe der Hemmhdfe zu erkennen. Als Testbakterium wurde wie in Kapitel 3.2.1

beschrieben, Escherichia coli BL21 verwendet.

Als Ausgangsmaterial fir die Isolierung diente Fraktion 8 aus pH-Pool 4 der Kalbsthymus-
Peptidbank. Diese Fraktion wurde auf Grund desin Kapitel 3.2.3 festgestellten Maximums an
antimikrobieller Aktivitdt gegen den Teststamm ausgewdhlt. Die bel der Chromatographie
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entstehenden Fraktionen mit der hochsten antimikrobiellen Aktivitdt wurden mit den
Nachbarfraktionen vereinigt, um eine Aufkonzentrierung der aktiven Substanzen zu erreichen.

Diese dienten als Ausgangsmaterial fur die weitere Trennung.

Zur Detektion von Lysozym in HPLC-Fraktionen wurden alle Chromatographieschritte mit
MALDI-Messungen begleitet. Lysozym, welches in vielen Geweben und Korperfllissigkeiten
als antimikrobielles Peptid vorkommt, hat ein Molekulargewicht von 14767 Da. Im MALDI-
Massenspektrum ist oftmals nur das doppelt geladene lon sichtbar (Abbildung 11). Zur
weiteren Aufkldrung, ob die antimikrobielle Aktivitét durch Lysozym verursacht wurde,
wurde der Muramidase-Test angewendet (Kapitel 2.5.2.3). Mit Hilfe des Molekulargewichts
und des Nachweises der Muramidaseaktivitét in den Fraktionen konnte Lysozym eindeutig

identifiziert werden.
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Abbildung 11: Detektion von Lysozym im MALDI-Massenspektrum. Der Pfeil markiert das zweifach

geladene lon von Lysozym.

Den ersten Schritt zur Trennung der Thymuspeptide stellte eine RP-Chromatographie dar.
Nachdem der Peptidgehalt der ausgewahiten Peptidbankfraktion ermittelt wurde (1,46 g),
wurden die enthaltenen Peptide in bidestilliertem Wasser gel0st und auf eine semipraparative
RP-Saule aufgetragen. Gebundene Peptide wurden durch einen linearen Anstieg von ACN im
Elutionsmittel (10 mM HCI / 80 % ACN in 10 mM HCI) getrennt und fraktioniert. Es konnten
zwei Maxima von antibakterieller Aktivitét in den Fraktionen 10 und 13 detektiert werden.
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Zur weiteren Reinigung wurden Fraktion 10 und 11 vereinigt und chromatographiert
(Abbildung 12A).

Beim zweiten Reinigungsschritt wurde die stationare Phase beibehalten und die fllissige Phase
durch MeOH, ein hydrophileres Elutionsmittel, ersetzt. Um eine bessere Trennleistung zu
erhalten, wurde ein Gradient mit flacherer Steigung (0,7% B/min) als bel der ersten HPLC-
Trennung gewdhlt. Es zeigte sich eine deutliche Trennung der Peptide, die jewells in zwel
Hauptpeaks eluierten (Abbildung 12B). Fraktion 8 und 9 wiesen ein Maximum an
antimikrobieller Aktivitat auf, wurden vereinigt und in einem weiteren Reinigungsschritt

chromatographiert.

Da ein Groliteil der antimikrobiellen Peptide einen sehr hohen pl-Wert aufweist, der durch
ihren meist hohen Gehalt an basischen Aminosduren entsteht (Hancock und Lehrer, 1998),
wurde zur Trennung von aktiven und inaktiven Peptiden im né&chsten Schritt eine
K ationenaustausch-Chromatographie verwendet. Aufgrund des verwendeten Elutionsmittels
(3 M KCl) enthielten die dabei entstandenen Fraktionen Salz in Konzentrationen bis zu
600mM. Bei dieser Salzkonzentration sind die verwendeten Testorganismen nicht mehr
lebensfahig und viele der antimikrobiellen Peptide werden inaktiviert (Toss et al., 2000), so
dad die Fraktionen entsalzt werden mufdten (Kapitel 2.2.3), bevor sie im Radial-
Diffusionshemmtest auf antimikrobielle Aktivité untersucht werden konnten (Abbildung
12C).

Im nédchsten Reinigungsschritt wurde wieder eine RP-Chromatographie durchgefiihrt. Mit
Hilfe von ACN als Elutionsmittel und einer RP-C15 Saule mit einer geringeren Poren- und
PartikelgrofRe konnten die antimikrobiell aktiven Peptide weiter von inaktiven Peptiden
getrennt werden (Abbildung 12D). Um eine bessere Trennleistung zu erhalten, wurde ein
flacher Gradient gewahlt (0,5% B/min). Die Fraktionen 22 und 23, in denen die grofdte
biologische Aktivitdét nachzuweisen war, wurden vereinigt und im folgenden

Chromatographieschritt durch einen weiteren Kationenaustauscher separiert.

Die Verwendung analytischen Kationenaustauschermaterials resultierte in einer optimalen
Trennung der Peptide. Als Puffersystem wurde ein Natriumphosphat-Puffer mit einem
pH-Wert von 4,5 verwendet. Gebundene Peptide wurden durch linearen Anstieg von NaCl im
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Elutionsmittel eluiert (Abbildung 12E). Die Fraktionierung erfolgte manuell nach Absinken
der Absorption. Nach dem Entsalzen der zu testenden Aquivalentmenge konnten die
Fraktionen im Radial-Diffusionshemmtest auf antimikrobielle Aktivitét untersucht werden.

Den abschlieffenden Reinigungsschritt stellte eine analytische RP-Chromatographie dar
(Abbildung 12F). Dabel wurden verschiedene Saulen mit unterschiedlichem Trennverhalten
verwendet, die zuvor durch einen Peptidstandard getestet wurden (vgl. Kapitel 2.2.1). Die
Auswahl richtete sich nach dem Trennverhalten der Sdulen und der Hydrophobizitét der
Probe, die aus dem Elutionsprofil des 4. Chromatographieschrittes abgeschétzt wurde. Als
Elutionsmittel diente ACN. Bel analytischem Saulenmaterial ist es moglich, durch geringe
Poren- und Partikelgrofie einen sehr flachen Gradienten von 0,3 % B/min fir die Trennung zu
nutzen, der zur Reindarstellung der Peptide fuhrte. Im Anschluf wurden die Fraktionen auf
ihre antimikrobielle Aktivitét untersucht.

Der Reinheitsgrad der Fraktionen wurde durch Kapillarzonenelektrophorese Uberpriift
(Kapitel 2.3.2). Nach Anwendung des dargestellten Trennverfahrens war im
Elektropherogramm eine Substanz mit einer Reinheit von mindestens 95 % detektierbar
(Abbildung 12H). Die molekulare Masse des gereinigten Peptids wurde durch MALDI- bzw.
ESI-Messungen bestimmt (Abbildung 12G).
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Abbildung 12: Reinigung von antimikrobiellen Peptiden aus Kabsthymus. Die grauen Baken zeigen die

antimikrobielle Aktivitdt der Fraktionen. Im Radia-Diffusionshemmtest (Kapitel 2.5.2.1)

wurde ein Teil der HPLC-Fraktionen entsprechend 16g Gewebedquivalent Thymus

eingesetzt.

A) RP-Chromatographie von pH-Pool 4 Fraktion 8 der Kalbsthymus-Peptidbank. In den
HPLC-Fraktionen sind Substanzen enthaten, die das Wachstum von Escherichia coli
inhibieren.

Séule: Bakerbond, RP C-18, 47 x 300 mm, 300 A, 15 - 30 um. FlieRmittel: A: 10 mM HCI,

B: 80 % Acetonitril / 10 mM HCI. Bei einer Flulrate von 40 ml/min wurde zur Elution

folgender Gradient verwendet: 10 - 60 % B in 50 min. Detektionswellenlénge: 280 nm.

B) Rechromatographie der antibakteriell wirksamen Fraktionen 10 und 11 in einem zweiten
Reversed-Phase-HPLC Trennungsschritt. Antimikrobielle Substanzen wurden in funf
Fraktionen nachgewiesen. Die Fraktionen 1, 8 und 9 hemmten das Wachstum von E. coli
am stérksten. Fraktion 8 und 9 wurden vereinigt und weiter chromatographiert.

Eingesetzte Gewebedquival entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 40 g
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Saule: siehe A). Hiefdmittel A: 20 % MeOH / 10 mM HCI, B: Methanol / 10 mM HCl,
FluRrate: 30 ml/min. Gradient: 10 - 50 % B in 57 min. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.

C) Kationenaustausch-Chromatographie von Fraktion 8 und 9. Antimikrobielle Aktivitét
wurde im Bereich des gesamten Chromatogramms nachgewiesen, wobel zwei Maxima
unterschiedlicher Intensitdt beobachtet werden konnten. Fraktion 12 zeigte den stérksten
antimikrobiellen Effekt auf E. coli. Fraktion 10 bis 15 wurden vereinigt und weiter
chromatographiert. In Fraktion 21 und 22 konnte Lysozym mit Hilfe der MALDI-
Massenspektrometrie und des Muramidase-Aktivitatstest (Kapitel 2.5.2.3) nachgewiesen
werden.

Eingesetzte Gewebedquiva entmenge im Radia -Diffusionshemmtest: 100 g

Séaule: Biotek PrepPak, 10 x 125 mm, 1000 A, 7 um, FlieBmittel: A: 50 mM KH,PO,,

B:1,5M KCI / 50 mM KH,PO,, Gradient: 10 — 60 % B in 50 min, FluRrate: 2 ml/min,

Detektionswellenlénge: 230 nm.

D) Rechromatographie der antibakteriell wirksamen Fraktionen 10 - 15 in einem Reversed-
Phase-HPLC Trennungsschritt. Die antimikrobielle Aktivitét verteilte sich Uber einen
breiten Bereich des Chromatogramms, wobei zwei Maxima nachgewiesen werden
konnten. In Fraktion 19 wurde Lysozym detektiert. Die Fraktionen mit der grofiten
antibakteriellen Aktivitét wurden vereinigt und rechromatographiert.

Eingesetzte Gewebedquiva entmenge im Radia -Diffusionshemmitest: 200 g

Séule: Pharmacia Source RP-C15, 10 x 250 mm, 120 A, 15 pm, FlieBmittel A: 0,1 % TFA,

B: 80 % ACN / 0,085 % TFA, Gradient: 20 - 50 % B in 60 min, FluRrate: 1,8 mi/min,

Detektionswellenlénge: 214 nm.

E) Kationenaustausch-Chromatographie von Fraktion 22 und 23. Das antimikrobielle Peptid
wurde effektiv von inaktiven Peptiden getrennt. Die biologische Aktivitdt wurde in sechs
benachbart liegenden Fraktionen nachgewiesen. Fraktion 38 und 39 zeigten ein
Maximum an antibakterieller Aktivité und wurden rechromatographiert.

Eingesetzte Gewebedquiva entmenge im Radia -Diffusionshemmtest: 800 g

Séule: Parcosil Pepkat, 4 mm x 50 mm, 300 A, 5 pm,. FlieRmittel A: 10 mM NaH,PO, pH

4.5, Fliefmittel B: 1 M NaCl in FlielBmittel A, Flurate: 0,75 ml/min, Gradient: 0- 60 % B in

60 min. Detektionswellenlénge: 214 nm.

F) Rechromatographie von Fraktion 38 und 39. Das antimikrobielle Peptid bHiston H1.2
konntein Fraktion 9 rein dargestellt werden.

Eingesetzte Gewebedquiva entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 1000 g

Séule: ReprosilPur RP-C18, 4,6 mm x 250 mm, 100 A, 5 um,. FlieRmittel A: 0,1 % TFA,

Fliefdmittel B: 80 % ACN in 0,085 % TFA, Flulirate: 0,75 ml/min, Gradient: 20 - 40 % B in

67 min. Detektionswellenlénge: 214 nm.
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G) MALDI-Massenspektrum von bHiston H1.2. Die Masse des gereinigten Peptides betragt
5648 Da. Im Massenspektrum wurde weiterhin das zweifach positiv geladene lon
(2824 Da) von bHiston H1.2 detektiert.

H) Analyse des Reinheitsgrades des antimikrobiell aktiven Peptides bHiston H1.2 durch
Kapillarzonenel ektrophorese. Der Reinheitsgrad des gereinigten Peptides betragt 96 %.

Die Aufklarung der Primérstruktur der gereinigten Peptide erfolgte durch N-terminale
Sequenzierung mit Hilfe des Edman - Abbaus (Kapitel 2.3.3). Die Aminosduresequenz von
Peptiden mit weniger als 42 Aminosauren wurde auf diese Weise vollstandig bestimmt. Die
weitere Folge von Aminosduren von bisher unbekannten Peptidsequenzen wurde mit Hilfe
mol ekul arbiol ogischer Methoden aufgekl&rt.

Die erhaltenen Peptidsequenzen wurden mit Eintragungen aus der Swissprot- bzw. EMBL-
Datenbank mit Hilfe des BLAST-Algorithmus verglichen. Die gereinigten Proteinfragmente
wurden unter Beriicksichtigung ihres Molekulargewichts tGber die bei den Sequenzvergleichen
ermittelte wahrscheinlichste Moglichkeit identifiziert. Bel Massenunterschieden zwischen
theoretischer und experimenteller Aminosauresequenz wurden eventuelle Modifikationen von
Aminosduren untersucht. Unbekannte Sequenzen wurde durch Translation der genomischen
Sequenz der Klone der EST-Datenbank in die Proteinsequenz identifiziert.

Das Reinigungsverfahren zur Isolierung antimikrobieller Peptide aus Kalbsthymus wurde
unter Berticksichtigung ihrer chemischen Eigenschaften entwickelt. Dabel erwies sich der
Wechsal von RP- und Kationenaustauschchromatographie as sehr effektive Methode und
ermoglichte die Reindarstellung der Peptide in hdchstens sechs Chromatographieschritten.
Mit Hilfe der angewendeten Trennmethode wurde ein Reinheitsgrad von mindestens 95 %
erreicht, der fur die weitere Strukturaufklarung mittels MALDI- und ESI-MS sowie Edman-

Sequenzierung erforderlich war.

Abbildung 13 zeigt das algemein verwendete Verfahren zur Trennung, Reinigung und
| dentifizierung von antimikrobiell wirksamen Peptiden aus der Kalbsthymus-Peptidbank.
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Detektion der
Herstellung einer Kalbsthymus-Peptidbank antimikrobiellen
Aktivitét
1. RP-Chromatographie Detektion der MALDI-MS
Séule: Bakerbond, RP C-18, 47 x 300 mm, 300 A, 15 - 30 um antimikrobiellen der aktiven
FM: 10 mM HCI /80 % ACN in 10 mM HCI Aktivitat Fraktionen
Gradient: 1 %
2. RP-Chromatographie Detektion der MALDI-MS
Séule: Bakerbond, RP C-18, 47 x 300 mm, 300 A, 15 - 30 um antimikrobiellen der aktiven
FM: 20 % MeOH in 10 mM HCI / MeOH in 10 mM HCl Aktivitit Fraktionen
Gradient: 0,7 %
3. Kationenaustausch-Chromatographie Detektion der MALDI-MS
Séule: Biotek PrepPak, 10 x 125 mm, 1000 A, 7 pm antimikrobiellen der aktiven
FM: 50 mM KH,PO,4/ 1,5M KCI in 50 mM KH,PO, pH 3,0 Aktivitat Fraktionen
Gradient: 1 %
4. RP-Chromatographie Detektion der MALDI-MS
Séule; Pharmacia Source, 10 x 250 mm, 120 A, 15 um antimikrobidlen der aktiven
FM:0,1% TFA/80%ACNin0,1% TFA Aktivitat Fraktionen
Gradient: 0,5 %
5. Kationenaustausch-Chromatographie Detektion der MALDI-MS
Séule: Parcosil PepKat, 4 x 50 mm, 300 A, 5 um antimikrobiellen der aktiven
FM: 10 mM NaH;PO,4/ 1 M NaCl in 10 mM NaH,PO, pH 4,5 Aktivitat Fraktionen
Gradient: 1 %
6. RP-Chromatographie Detektion der MALDI-MS
Saule: verschieden antimikrobiellen der aktiven
FM: 0,1 % TFA / 80 % ACN in 0,085 % TFA Aktivitit Fraktionen

Gradient: 0,3 %

Reinheitsanalyse
der aktiven Fraktionen durch

Kapillarzonenelektrophorese bzw. LC-MS

Analyse der Aminosiuresequenz:
Edman-Sequenzierung

Aufklirung der vollstindigen Peptidsequenz

mit molekularbiol ogischen Methoden

Identifikation des gereinigten Peptides:
Vergleich der analysierten Peptidsequenz mit Protein-
sequenzen aus den Swissprot- und EMBL -Datenbanken

Abbildung 13: Schematische Darstellung des in dieser Arbeit entwickelten Reinigungsverfahrens fir

antimikrobielle Peptide aus Kalbsthymus.
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3.4 Reinigung von antimikrobiellen Peptiden aus Kalbsthymus

Wie im Kapitel 3.2.1 beschrieben wurde, sind im Thymus Peptide vorhanden, die eine
wachstumshemmende Wirkung auf Bakterien haben. Fraktion 8 aus pH-Pool 4 der
Kalbsthymus-Peptidbank zeigte dabei die grofe antibakterielle Aktivitét gegen E. coli. Im
weiteren Verlauf wurden die Peptide, die diese Aktivita hervorriefen, mit Hilfe des

dargestellten Reinigungsverfahrensisoliert und ihre Primarstruktur aufgeklart.

Die antimikrobielle Aktivitdt von Fraktion 8 des pH-Pools 4 wird im wesentlichen durch finf
Peptide und Lysozym hervorgerufen. Die Peptide konnten aus Fraktionen der
Chromatographien gereinigt werden, in denen eine antibiotische Wirkung nachzuweisen war,
die nicht durch Lysozym hervorgerufen wurde. Die gereinigten Peptide wurden als
Proteinfragmente identifiziert. Die antimikrobielle Wirkung dieser Fragmente war bisher
nicht bekannt. Da bel drei Proteinfragmenten die Aminosduresequenz der Ausgangsproteine
noch unbekannt war und keine Massentbereinstimmung mit der humanen Sequenz oder
Sequenzen anderer Spezies festgestellt werden konnte, mufiten diese Aminosauresequenzen
mit Hilfe molekularbiologischer Methoden aufgeklért werden. Desweiteren konnte die
Modifikation einer Aminosdure eines Proteinfragmentes aufgeklart werden, die zu einer
Massendifferenz fiihrte. Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht der gereinigten Proteinfragmente.

Tabelle 8: Ubersicht der gereinigten antimikrobiellen Peptide.

Proteinprecursor gereinigtes Proteinfragment
Glycerinal dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase bGAPDH (104-122)
Glycin-rich Protein bGRP (95-133)
Histon H1.2 bH1.2 (82-138)
Nuclear Mitotic Apparatus Protein bNuUMA (2052-2103)
Nucleolin bNucleolin (40-141/142/143)
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3.4.1 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (104-122)

Bel einem gereinigten Peptid mit antimikrobieller Aktivitat handelt es sich um ein Fragment
der bovinen Glycerinadehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (104-122) (bGAPDH). Das Peptid
konnte in 4 Chromatographieschritten rein dargestellt werden (Anhang 2.1). Das
Proteinfragment besteht aus 19 Aminosduren und weist ein Molekulargewicht von 1861 Da
auf. Sowohl die Sequenz as auch die mit MALDI-Massenspektrometrie analysierte Masse
des gereinigten Peptides stimmte mit der rechnerisch ermittelten des Proteinfragmentes
bGAPDH (104-122) Uberein.

Das Proteinfragment hat einen pl von 11,9 und zdhlt mit einem Anteil von 26 % an
kationischen Aminosauren zu den basischen Peptiden. In der Aminosauresequenz sind keine
Cysteinreste enthalten, das Peptid ist linear und unverbrickt. Die Dokumentation der
Isolierung von bGAPDH (104-122) aus der Kalbsthymus-Peptidbank ist in Anhang 6.2.1
enthalten.

Das Peptid eluiert im Bereich von 15— 17 % ACN von einer semipréparativen RP-Saule, was
Ruckschltsse auf den stark hydrophilen Charakter des Proteinfragments zul&3t. Die Identitat
der bovinen zur humanen Sequenz betrégt bei diesem Fragment 95 % (Abbildung 14), wobel
nur eine Aminosaure, ein Glutaminrest, durch einen basischen Lysinrest ausgetauscht ist.
bGAPDH (104-122) besitzt somit eine Gesamtnettoladung von +5.

hGAPDH (104-122) KAGAHL QGGAKRVI | SAPS
bGAPDH (104-122) KAGAHLKGGAKRVI | SAPS

kkkk*kk *kkhkkhkkikkkikkikkkik*kx

Abbildung 14:  Aminosauresequenzvergleich zwischen humaner GAPDH (104-122) (hGAPDH) und boviner
GAPDH (104-122) (bGAPDH). Die identischen Aminosauren sind durch einen Stern

gekennzeichnet. Die basischen Aminosduren sind farbig hervorgehoben.
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Durch NMR-Messungen konnte die a-helikale Struktur des Proteins in diesem Bereich
nachgewiesen werden (Prosite, PS00071). Das Aushilden einer solchen Struktur sowie die
positive Nettoladung des Peptids grof3er +3 werden als wesentliche V oraussetzungen fir die
Wirkungsweise antimikrobieller Peptide angenommen (Vaara, 1992; Scott er al, 1999,
Saberwal und Nagargj, 1994; Hancock, 1997).

GAPDH ist ein 37 kDa grofles Enzym. Es katalysiert die Reaktion von Glycerinaldehyd-3-
phosphat in 1,3-Bisphosphoglycerat durch Reduktion von NAD™ zu NADH, das innerhalb der
Glykolyse zur Energiegewinnung im Stoffwechselkreislauf bendtigt wird. Allerdings konnten
in den letzten Jahren dem Enzym viele weitere Funktionen zugeschrieben werden, wie
Phosphotransferase-Aktivitét, eine Rolle bei der Membranfusion, beim Zell-RNA—-Transport,
der DNA-Replifikation, und dem DNA-Reparatur-Mechanismus (Habenicht, 1997).
Aul¥erdem konnte ein Zusammenhang zwischen GAPDH und verschiedenen Krankheiten wie
altersbedingte neurodegenerative Erkrankungen, Prostata — Krebs und viraler Pathogenese
hergestellt werden. Bei neurodegenerativen Erkrankungen kommt es zu Protein-Protein-
Wechselwirkungen zwischen GAPDH und b-Amyloid-Precursorprotein, Huntington-Protein,
Antropin und Ataxin und ihrem Rezeptor. Dies fuhrt zu einer Verminderung der
glykolytischen Aktivitdt des Proteins, welche Strukturverénderungen und L&sionen des
Gehirns verursachen. Bel metastasierenden Zellen in der Prostata konnte eine erhthte
Expression von GAPDH im Cytoplasma festgestellt werden (Sirover, 1999). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dal? die steigende Expression von GAPDH in neuronalen wie auch
nicht-neuronalen Zellen in Zusammenhang mit induzierter Apoptose dieser Zellen steht
(Berry und Boulton, 2000). Der Mechanismus ist allerdings noch unklar. Es ist bekannt, daf3
auch Bakterien bel Zellen Apoptose induzieren kdnnen (Hecht, 1999). Die ansteigende
Expression von GAPDH und die anschlief3ende durch Proteolyse entstehenden Fragmente
konnten als Schutz der Zellen bei einem Bakterienbefall dienen.

Hesder er al. konnte die Bedeutung der GAPDH als kalzium-abhéngiges Fusionsmol ekl
nachweisen, welches entscheidend an der Fusion von neutrophilen Granulozyten und der
Plasmamembran beteiligt ist (Hessler er al., 1998). Neutrophile Granulozyten nehmen im
Immunsystem entscheidenden Einfluld auf die Entwicklung von Entziindungserkrankungen.
1982 konnte das Enzym in hohen Konzentrationen aus verschiedenen menschlichen Organen,
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wie Leber, Gehirn, Herz, Niere und Lunge isoliert werden (Heinz und Freimiller, 1982).
Keokitichai und Wrigglesworth zeigten, dal3 nach Lyse frisch entnommener Erythrozyten
73% der GAPDH — Aktivitét assoziiert mit der Membran — Fraktion gefunden wurde,
wahrend sich 27 % im Uberstand befanden (K eokitichai und Wrigglesworth, 1980). Das zeigt,
dald mehr als ¥4 des Enzyms nach dem Absterben und Lyse der Zellen nicht mehr an die
Membran gebunden ist, sondern dem Korper als freies Protein zur Verfigung steht. Dieses
unterliegt der Proteolyse, bei welcher biologisch aktive Fragmente entstehen konnten, wie das
hier isolierte Fragment (104-122).

Ein weiteres GAPDH-Fragment (1-25) konnte von Seiler et al. (1999) aus Schweinehirn
isoliert werden, was fur das Vorkommen von Protein-Fragmenten in Geweben spricht.
Allerdings ist die biologische Funktion dieses Proteinfragments noch unklar. Bisher sind
keine weiteren biologisch aktiven Fragmente des Proteins bekannt.
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3.4.2 Glycin-rich-Protein (95-133)

Ein weiteres antimikrobielles Peptid, welches in 6 Chromatographieschritten aus Fraktion 8
des pH-Pools 4 der Kalbsthymus-Peptidbank gereinigt wurde (Anhang 6.2.2), wurde as
Fragment des Glycin-rich-Proteins identifiziert und im weiteren Verlauf als bGRP (95-133)
bezeichnet. Das Peptid besitzt 39 Aminosauren und einen pl von 12,7. Aufféllig sind die
grofe Anzahl an basischen Aminosduren (5 Argininreste, 4 Lysinreste), die zusammen mehr
als 23 % des Peptids ausmachen. Durch die polaren Seitenketten der Aminosduren zeigt das
Peptid ein hydrophiles Elutionsverhalten bei der HPLC und eluiert bei 21 % ACN.

bGRP (95-133) besitzt eine positive Nettoladung von +8, was den stark kationischen
Charakter des Peptids unterstreicht. Uber die sekundére Struktur ist bisher nichts bekannt.

bGRP (95-133) QOKQQKGRGMGEGAGRGVFGGRGRGE PGTGRGQPEKKPG

Abbildung 15:  Aminosauresequenz von bovinem GRP (95-133). Die kationischen Aminosduren sind rot, die

anionische Aminosdure ist grin gekennzeichnet.

Die bovine und humane Sequenz des Proteinfragmentes sind identisch.

Glycin-rich-Protein, welches auch als U6 snRNA-associated Sm-like Protein (U6-LSm)
bekannt ist, besteht aus 139 Aminosauren und hat ein berechnetes Molekulargewicht von
13kDa. Die native Form konnte bisher nicht isoliert werden, daher ist Uber eventuelle
Modifikationen einzelner Aminosauren nichts bekannt. Erstmals konnte die Genexpression im
Hypothalamus des Menschen 1998 nachgewiesen werden (Lin et al., 1998).

Bei ,,small nuclear ribonucleoprotein particles* (SnRNP) handelt es sich um kleine Proteine,
die spezifisch mit der RNA zu Komplexen assoziiert sind. Im Spleif3osom sind drei Arten von
snRNP’s bekannt. Diese sind am SpleiRen der mRNA-Vorléufer beteiligt. Dabel sind U4/U6-
und U5- snRNA entscheidend an der Spleifdreaktion beteiligt. U6 snRNA-associated Sm-like
Protein bindet spezifisch an die U6- snRNA und férdert die Bildung von U4/U6- RNA-
Komplexen (Achsdl ef al., 1999).
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Bei einem Vergleich des theoretischen Molekulargewichts (3891 Da) mit dem experimentell
durch MALDI-MS bestimmten (4031 Da) wurde eine Massendifferenz von 140 Da ermittelt,
die nicht auf eine weitere Aminosaure zurlickzufiihren sein konnte. Auf3erdem zeigten die
Argininreste kein tbliches Elutionsverhaten im Edman-Abbau, was auf eine Modifizierung
der Argininreste hindeutete. Da ale Argininreste das gleiche ungewohnliche
Elutionsverhalten bei der Edman-Sequenzierung zeigten, lag die Vermutung nahe, dal3 alle
funf Argininreste auf die gleiche Weise modifiziert sind. Die Massendifferenz von 140 Da
lief? sich ausschliefdlich auf eine Dimethylierung der Argininreste zurtickfihren, wobel zwel
N-sténdige Wasserstoffatome der Aminogruppen des Arginins durch je eine Methylgruppe
ersetzt werden (Abbildung 16). Dabel besteht die Mdglichkeit einer symmetrischen oder
unsymmetrischen Dimethylierung.
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symmetrisches N©, N C-Dimethylarginin (SDMA)  unsymmetrisches N¢, N>~Dimethylarginin (ADMA)
Abbildung 16: Md&gliche Dimethylierung der Argininreste.

1987 konnten Young und Grynspan zeigen, dal3 es durch Edman-Sequenzierung eines
Proteins moglich ist, die unterschiedliche Methylierung des Argininrestes zu detektieren
(Young und Grynspan, 1987). In Ubereinstimmung damit konnte in dieser Arbeit die
Modifizierung in diesem Proteinfragment durch Edman-Abbau eindeutig als symmetrische
Dimethylierung der Argininreste ermittelt werden (Abbildung 17). Bei GRP ist bisher keine
Modifizierung der Aminosauren bekannt.



Ergebnisse und Diskussion 73

ADMA Probe

A269 nm
4\—_
— \
<
>

3 6 9 12 15 18

Retentionszeit [min]

Abbildung 17:  Edman-Sequenzierung von unsymmetrischem N®  N®-Dimethylarginin  (ADMA),
symmetrischem N€, N"®-Dimethylarginin (SDMA) und des Argininrests der Probe.

Dimethylierungen an Argininresten wurden bereits bel mehreren Proteinen festgestellt, die
mit der RNA interagieren (Najbauer et al., 1993). Durch Modifikationen an Aminosauren ist
die Zelle auf einfache Art und Weise in der Lage, ,neue’ Aminosduren mit anderen
Eigenschaften zu bilden. Durch die Einfihrung von Methylgruppen verstarkt sich die
Hydrophobizitét der Aminosédure entscheidend (Arg << MMA << ADMA << SDMA) (Y oung
und Grynspan, 1987). Besonders bei Nucleolin und Fibrillarin konnten unsymmetrische
Dimethylierungen der Argininreste (ADMA) bei verschiedenen Spezies festgestellt werden.
Verantwortlich fir diese Art der Dimethylierung ist die Protein—Arginin—-N-Methyltransferase
Typ |. Dieses Enzym ist ebenso fiir die N®>-Monomethylierung der Argininreste (MMA)
verantwortlich (Gary und Clarke, 1998) und konnte erstmals 1967 aus Kalbsthymus isoliert
werden (Paik und Kim, 1967). Typ Il der Protein—Arginin—N-Methyltransferase katalysiert
ebenfalls die Reaktion zur N®-Monomethylierung und weiterhin zu symmetrischen N®, N ©-
Methylierung der Argininreste (SDMA). Eine besondere Bedeutung scheint dabei das Motiv
FGGRGG in verschiedenen Variationen einzunehmen, wobei jedoch immer der Argininrest
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von zwei Glycinresten eingeschlossen wird. Auch in dem isolierten Proteinfragment des
bGRP ist der modifizierte Argininrest von zwel Glycinresten eingeschl ossen.

Die Verteilung der Dimethylargininreste (DMA) in verschiedenen Rattenorganen wurde tber
eine Elementaranalyse verdeutlicht (Nakajima et al., 1971). Dabei konnten besonders im
Dunndarm, Milz, Lunge, Leber und Herz DMA”s nachgewiesen werden. Allerdings lag der
Anteil an unsymmetrischen DMA’s fast um das 10fache hoher als der Anteil der
symmetrisch dimethylierten Argininreste. Die N-Arginin-Methylierung in RNA-bindenden
Proteinen mit GRGG—Motiv stellt die grofite Gruppe der Methylierungen in Proteinen dar (Li
et al., 1998). Die N-Methylierung ist generell eine irreversible Modifizierung eines Proteins.
Zwei Arginin-Methyltransferasen konnten bisher aus Kalberhirn und aus der Rattenleber
isoliert werden (Ghosh ef al., 1988; Rawal et al., 1994). Eine der Transferasen katalysiert die
Methylierung vom myelin-basic-protein, welches einen hohen Anteil an symmetrischen DMA
enthalt (Baldwin ef al., 1971; Brostoff et al., 1971).

Die funktionelle Rolle der Methylierung ist weitestgehend unklar. Es wird jedoch vermutet,
dai3 sich Argininmethylierungen bei Proteinen an Positionen befinden, wo posttranslationale
Modifikationen einen Einfluld auf die globale Struktur des Proteins nehmen konnen (Ridsdale
et al., 1997), wie es durch Elektronenmikroskopie fur das b-Faltblatt des myelin-basic-protein
gezeigt wurde. Weiterhin wird vermutet, dal3 es in Folge der steigenden Hydrophobizitét
durch die Methylierung der Argininreste zu einer Erhdhung der freien Energie durch
bevorzugte ionische Interaktionen kommt (Young et al., 1987). Es ist anzunehmen, dai
Sauger-Protein-Arginin-Methyltransferasen eine entscheidende Rolle in verschiedenen
Signaltransduktionswegen spielen (Lin et al, 1996). Auflerdem wurde postuliert, dal3
asymmetrische Dimethylargininreste als endogene antiangiogene Faktoren wirken, da ADMA
als endogener Inhibitor auf Stickstoffoxid-Synthasen wirkt (NOS), Enzyme, die durch
angiogene Faktoren reguliert werden. Bei Personen mit Atherosklerose wurde ein erhéhter
Plasmaspiegel von ADMA festgestellt (Jang et al., 2000).

Ob die Methylierung von Argininresten Einfluld auf die antimikrobielle Aktivitdt von
Proteinen oder Peptiden hat, ist bisher ungekléart. Bisher konnten bei keinem antimikrobiell
wirkenden Peptid eine solche Modifikation festgestellt werden. Eine Auswirkung auf die
antibiotische Aktivitdt ist jedoch wahrscheinlich, da die Struktur des Peptids durch die
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sterische Hinderung der Methylgruppen beeinflufdt werden kénnte. Weiterhin ist ein Anstieg
der Hydrophobizitét des Peptids anzunehmen, da die Argininreste durch die Dimethylierung
wesentlich hydrophober werden. Der basische Charakter des Peptid konnte ebenfalls
beeinfluf3 werden, da die sterischen Effekte zu einer Abschirmung der kationischen Ladung
fihren konnten. Eine chemische Synthese von Peptiden, die symmetrische
Dimethylargininreste enthalten, ist bisher nicht gelungen.
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3.4.3 Nucleolin (40-141/142/143)

3.4.3.1 Isolierung von bNucleolin-Fragmenten aus der Kalbsthymus-Peptidbank

Aus der Kalbsthymus-Peptidbank konnten drei antimikrobiell wirksame Fragmente des
Kernproteins Nucleolin gereinigt werden. Die Dokumentation der Reinigung der Nucleolin-
Fragmente (40-141/ 142/ 143) ist in Anhang 6.2.2 enthalten.

Die Peptide koeluierten bis zum 4. RP-Chromatographieschritt mit bGRP (95-133) und
konnten erst durch Verwendung eines analytischen Kationenaustauschers abgetrennt werden.
Eine weitere analytische RP-Chromatographie fuhrte zur Reindarstellung dieser drei
Nucleolin-Fragmente, die N-terminal identisch, jedoch am C-Terminus jeweils um eine
Aminosdure verkirzt sind. Diese drei Peptide konnten durch keinen weiteren
Chromatographieschritt getrennt werden, wie das LC-MS (Abbildung 18) von Fraktion 13
zeigt, da sowohl ihre Hydrophobizitét, ionischer Charakter sowie Masse keine deutlichen

Unterschiede aufwei sen.
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Abbildung 18: LC-MS der bovinen Nucleolin-Fragmente (40-141, 40-142 und 40-143). Die MS-Analyse
resultiert in drei Massen, die sich jeweils um das Molekulargewicht der C-terminal sténdigen
Aminosdure unterscheiden. (A) Total-1onenstrom-Chromatogramm.
RP-Chromatographie: Sdule: YMC ODS-AQ, 1 x 100 mm, 3 um, Fliemittel A: 0,06 % TFA,
Hliefimittel B: 80 % ACN in 0,05 % TFA, Flulrate: 20 pl/min, Gradient: 1 % B/min;
(B) ESI-MS der drei bNucleolin-Fragmente. Die detektierten lonen entsprechen den
ganzzahlig mehrfach geladenen lonen der Massen 9969 / 10097 / 10226.; (C) Dekonvolution
desESI-MS. Die prozentuale Abweichung der berechneten Massen ist kleiner 0,05 %.

In Abbildung 18A ist das Total-onenstrom—Chromatogramm der LC-MS-Messung
dargestellt, bei welchem die Einzel spektren Uber die Laufzeit aufsummiert werden. Abbildung
18B verdeutlicht die Einzelspektren des ESI-Massenspektrums, in welchem die ganzzahlig
mehrfach geladenen lonen des jeweiligen Analyten abgebildet sind, da das Massenspektrum
nur in einem Messbereich bis m/z = 2000 detektiert. In Abbildung 18C ist das ESI-MS
dekonvolutiert und resultiert in drei berechneten Massen von 9969 Da, 10097 Da und
10226 Da, die den Massen der isolierten Peptide entsprechen. Der Masseunterschied von
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128 Daund 129 Da deutet auf die Aminosduren Lysin und Glutaminsdure hin, welche mit der
C-terminalen  Aminosduresequenz der Nucleolin-Fragmente korrelieren. Das Spektrum
verdeutlicht weiterhin, dal3 die Probe keine weiteren Peptide enthdlt und diente somit

gleichzeitig as Reinheitsnachwels.

Durch Edman-Sequenzierung wurden zundchst 32 Aminosduren eindeutig identifiziert
(Abbildung 19). Es konnte nur eine Aminosaurefolge fur die drel Peptide detektiert werden,
da beim Edman-Abbau vom N-Terminus sequenziert wird (Kapitel 2.3.3) und dieser bei den
Peptiden identisch ist. Die Homologie zur humanen Sequenz betréagt 90 %. Da die
Proteinsequenz von bovinem Nucleolin bisher nur teilweise bekannt ist (Sapp et al., 1989),
war es notwendig zur vollstdndigen  Aufklarung der  Aminosduresequenz
molekularbiol ogische Methoden zu verwenden.

hNucl eol in (40-71) SSGEEVVI PQKKGKKAAATSAKKVVWSPTKKV
bNucl eol in (40-71) SSGEEVVI PQKKGKKAATTPAKKMVWWSPTKKV

kkhkkkhkkhkhkkihkkhkkhkhkkhhkkhkkhkk * *kk*k k(kkkkkkk*x

Abbildung 19: Vergleich der Aminosiuresequenz der ersten 32 N-terminalen Aminoséuren des Rinder-
Nucleolin-Fragments (bNucleolin), welche durch den Edman-Abbau analysiert wurden und
humanem Nucleolin (hNucleolin). Die homologen Aminosduren sind durch einen Stern

gekennzeichnet.
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3.4.3.2 Ermittlung der genomischen Sequenz des bovinen Nucleolin-Fragmentes

Die vollstandige Aminosiuresequenz der isolierten Nucleolinfragmente sollte durch
Trandlation der genomischen Sequenz ermittelt werden. Dazu war es erforderlich, die bovine
cDNA-Sequenz, die fur die Proteinfragmente bNucleolin (40-141, 40-142, 40-143) kodiert,
aufzuklaren. Als Ausgangspunkt fur die Aufkl&rung dieser cDNA-Sequenz diente die bovine
cDNA-Sequenz eines Klons (EST-Datenbank, 1d.-Nr.: 5797020). Von dieser Sequenz wurden
die antisense Primer Nucleo 2, Nucleo 3 und Nucleo 4 abgeleitet (Kapitel 2.4.1). Von der
humanen Sequenz wurde ein degenerierter Primer (Nucleo 1, Kapitel 2.4.1) abgeleitet. In
Abbildung 20 ist schematisch die Aufklarung der cDNA-Sequenz des bovinem
Nucleolinfragmentes dargestelIt.

AS-Sequenz SSGEEVVIPQKKGKKAATTPAKKMVVSPTKKV
von bNucleolin: —_— < < <
Degenerierte Primer: Nucleo 1 Nucleo 2 Nucleo 3 Nucleo 4

Extraktion von Gesamt-RNA aus Rinder-Diinndarm

!

cDNA-Synthese

!

PCR mit
Nucleo 1/ Nucleo 2
Nucleo 1/ Nucleo 3
Nucleo 1/ Nucleo 4

!

Klonierung, Sequenzierung

Abbildung 20:  Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Aufklérung der bovinen cDNA-Sequenz
von bNucleolin (40-141, 40-142 und 40-143).
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Zunéchst wurde bovine Gesamt-RNA aus Rinder-Diunndarm isoliert (Kapitel 2.4.2) und eine
Erststrangsynthese durchgefiihrt (Kapitel 2.4.3). Die Synthese wurde durch eine PCR mit b-
Tubulin-Primern (Tabelle 7) Uberprift. Es folgte eine PCR mit drei Primerkombinationen
(Tabelle 7), wobel jeweils der degenerierte sense-Primer (Nucleo 1) mit den drel antisense-
Primern (Nucleo 2, Nucleo 3 und Nucleo 4) kombiniert wurde. Die verwendeten PCR-

Bedingungen und Temperaturprofile sind nachfolgend aufgefihrt.

PCR (b-Tubl/b-Tub2) | PCR (Nucleo 1/ Nucleo 2);
(Nucleo 1/ Nucleo 3);
(Nucleo 1/ Nucleo 4)

1. Erst-Denaturierung der DNA 94°C 3min 97°C 3min
2. Denaturierung 98°C 0sek 98°C 0sek
3. Primeranlagerung ¢35 Zyklen 48°C 30 sek 59°C 30 sek
4. Elongation } 72°C 1min 72°C 30 sek
5. End-Elongation 72°C 5min 72°C 7min
6. Kuhlen 4°C ¥ min 4°C ¥ min

Es konnten drei PCR-Fragmente in der erwarteten Grélienordnung, die von der humanen
Sequenz abgeleitet wurde, detektiert werden (Abbildung 21). Die abgeleiteten Primer
generieren Amplicons der erwarteten Grofe von Nucleo 1 / Nucleo 2 ca 1050,
Nucleo 1/ Nucleo 3 ca. 1400 und Nucleo 1/ Nucleo 4 ca. 1500 Basenpaaren. Es sind deutlich
die unterschiedlich grof3en Amplifikationsprodukte erkennbar, die den Primerkombinationen
entsprechen. Das Amplifikationsprodukt der ersten Primerkombination (1/2) wurde zum
Klonieren ausgewdhlt. Die DNA wurde aus dem Gel extrahiert und nach Ligation mit dem
pGEM-T - Vektor erfolgte die Transformation der DNA in superkompetente E. coli-Zellen
(Kapitel 2.4.6.4). Nach Kultivierung der Klone wurde eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt
(Kapitel 2.4.8).
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o — 2072
— 1500
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e ﬂ— 100

Abbildung 21:  Gelelektrophoretische  Auftrennung  von PCR-Amplifikationsprodukten der  bovinen
Nucleolin-Fragmente mit den Primerkombinationen Nucleo 1 / Nucleo 2 (1/2), Nucleo 1 /
Nucleo 3 (1/3) und Nucleo 1/ Nucleo 4 (1/4). Als GroRenstandard (St.) wurde 100 Bp — Leiter
verwendet. Es wurden 10 pl des jeweiligen PCR-Ansatzes auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen. NK bezeichnet die Negativkontrolle.

Es folgte die Sequenzierung von 688 Basen des klonierten Fragmentes (Kapitel 2.4.9). Die
cDNA-Sequenz der isolierten Fragmente ist vollsténdig enthalten. Auf diese Art und Weise
konnte ein Tell der cDNA-Sequenz fir bovines Nucleolin aufgeklart sowie die

Proteinsequenz des gesuchten Fragments abgeleitet werden (Abbildung 22).
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>
N Q G DP KKM APP
1 cggccgect ggccgcggg attaat caa ggggatccc aagaaaatg gctcctccc
P K E V EE DSE DEE MSE DED
55 ccaaaggag gt agaagaa gatagtgaa gatgaggaa atgtcagaa gat gaagac
Pept i dsequenz
DES S GE EVV I P Q KKUG KKA
99 gat gagagc agtggagaa gaggttgtt atccctcag aaaaaaggc aagaaggct
AT T P AK KMV VSP T KK V AV
143 gccacaact ccagcaaag aagatggtg gtttcccca acaaaaaag gttgcagtt
AT P A KK AVYVY TPG KKA AAWM
197 gccacacca gcaaagaaa gcagttgtc acccctggc aaaaaggca gcagctatg
P A K KTV TPA KAV VTP G KK
251 ccagccaag aagacagtt acacctgcc aaagcagtg gttacacct ggcaaaaag
GAT P GK AVYV A TS G KK GAA
305 ggagccacc ccaggcaaa gcagtggta gcaacctct ggtaagaag ggagcagcc
T P G KGA KNG KNA KKE DS D
359 accccaggc aagggagca aagaacggc aagaat gcc aagaaggaa gacagt gat
E ED EDUD S EE E DD DDE EE D
413 gaagaagat gaagat gac agtgaagag gaagacgat gatgatgaa gaggaggat
E PA VRK A AA A FG A AP ATD
467 gagccagca gtgaggaag gcagctgct gcttttggt gctgctcct gccacagat
DED DEUD DDD DDD EEE EED
521 gatgaggat gacgaggat gacgatgat gacgacgat gaggaggag gaggaggat
E ED EED EDD S EE EPM E I V
575 gaggaggat gaggaggac gaagatgac tctgaagaa gaacctatg gagattgta
P AK GKIK APV KAV P VK A
629 ccagccaaa ggaaagaaa gctccagta aaagctgtt cctgtgaag gctaa
Abbildung 22: Die vollsténdige cDNA- und Proteinsequenz der bovinen Nucleolin-Fragmente (40-141,

40-142 und 40-143). Der Pfeil markiert die Sequenzregion, in welcher der degenerierte Primer
Nucleo 1 eingesetzt wurde. Die gesuchte Sequenz ist durch die Linie markiert.
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3.4.3.3 Vergleich von bNucleolin (40-141 / 40-142 / 40-143)

Tabelle 9 zeigt das Molekulargewicht, die Nettoladung sowie den isoelektrischen Punkt der
drei antimikrobiell wirkenden Proteinfragmente von Nucleolin. Die Peptide sind entsprechend
ihrer Massendifferenz C-termina jeweils um eine Aminosaure verlangert. Auffélig sind die
grole Anzahl an basischen Lysinresten, die ca. % des gesamten Proteinfragmentes
entsprechen. Durch die polaren Seitenketten der Aminosiuren zeigen die Peptide ein
hydrophiles Elutionsverhalten und eluieren bei 24 % ACN von analytischem RP-Material .

Die Nucleolinfragmente besitzen eine positive Nettoladung von + 22 bzw. + 23, was den stark
kationischen Charakter des Peptids verdeutlicht. Die theoretische Masse stimmt mit der
experimentell ermittelten Masse Uberein, so dal3 davon ausgegangen werden kann, dal3 die

Peptide in diesem Bereich keine modifizierten Aminosauren enthalten.

Tabelle 9: Ubersicht der gereinigten antimikrobiellen Nucleolinfragmente.

Proteinfragment AS MW (Da) pl Nettoladung
bNucleolin (40-141) 101 9969 11,8 +22
bNucleolin (40-142) 102 10097 11,8 +23
bNucleolin (40-143) 103 10226 11,6 +22

In Abbildung 23 ist ein Alignment der bovinen Nucleolinsequenz (40-143) mit der humanen
Sequenz dargestellt. Die Identitét zur humanen Sequenz betragt bei diesem Fragment 90 %.

Nucleolin ist ein 110 kDa grof3es Kernprotein, welches im Nucleolus lokalisiert ist (Sapp et
al., 1986). In exponentiell wachsenden eukaryotischen Zellen konnte es mit einem Anteil von
5 % adler Kernproteine detektiert werden. Es wird vermutet, da es die
Chromatinkondensation durch seine Bindung an das Histon H1 induziert und eine
entscheidende Rolle bel der Transkription der pre-rRNA und der Ribosomenformation spielt
(Lapeyre et al., 1987). Das Protein ist in verschiedene strukturelle Regionen unterteilt, die
mehrere funktionelle Doméanen bilden (Srivastava et al., 1989). Nucleolin ist durch eine
speziestibergreifende, stark konservierte basische , Tandem — Repeat — Doméne” von Position
52 bis 134 gekennzeichnet. Diese 8 x 8 Aminosdure-Wiederholungen der Form
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X-T-P-X-K-K-X-X sind auch in den isolierten Peptiden nachzuweisen; allerdings sind in
diesen Regionen haufig einzelne Aminosaureaustausche vorhanden (Abbildung 23).
Fragmente des Proteins, die diese Region enthalten, konnten im Nucleolus und Cytoplasma
lokalisiert werden und konnten entscheidend fir den Transport von ribosomalen
Komponenten vom Cytoplasma in den Nucleolus verantwortlich sein (Kalderon et al., 1984;
Slomi et al, 1988). Durch NMR-Spektroskopie konnte die a-helikale, amphipathische
Struktur des Motivs nachgewiesen werden, bel welcher die Threonin- und Lysinreste auf einer
Seite der Helix angeordnet sind, wéhrend sich die nichtpolaren Aminoséuren Alanin, Prolin
und Valin auf der anderen Seite der Helix befinden (Xu et al., 1995). Dieser amphipathische,
a-helikale Charakter der Struktur sowie der starke Uberschul® an positiver Nettoladung von
+ 22 bzw. + 23 konnte die Grundlage fur die antimikrobielle Wirksamkeit der Fragmente sein
(vgl. Kapitel 1.2.1).

58-65 - 83-90
hN SSGEEWVI PQ(KGKKAAA{TSTQKVVVSPTKKVAVATPAKKAAVTPGKKAA
bN SSGEEWVI PQKKGKKAATTPAKKMYVSPTKKVAVATPAKKAVWTPCGKKAA
KAKK KKK KKK KRK KKK K * Khk KAXKARKARK KKK AR KK Kk Xk ok * k&
91- 98 98-104 105-112 120- 127 128-135
hN ,&TPAKKT\\;TPAKA\V{TPGKKCSATPGKALVATPGKKC%,&I PAKGA\KNGKNAKKE

bN AMPAKKTVTPAKAWWTPGKKGAT PGKAVVAT SGKKGAAT PCKGAKNGKNAKKE

* kkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhhk kkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkhhkkhk *kkhkk kkkkkk k *kkhkkhkkkikkkikkikkkkik*k

Abbildung 23:  Aminosduresequenzvergleich zwischen humanem Nucleolin (40-143) (hN) und bovinem
Nucleolin  (40-143) (bN). Die identischen Aminosauren sind durch einen Stern
gekennzeichnet. Die Positionen der , Repetitive Region” im Protein ist angegeben und durch
Klammern gekennzeichnet. Die kationischen Aminoséuren sind rot, die anionischen

Aminoséuren griin hervorgehoben.

Von Position 143 bis 272 schliefien sich drel saure Asparaginsdure-Glutaminsdure—reiche
Doménen an, die bel der Bindung des Proteins an Histone involviert sind. Dieser Doméane
schlieffen sich ab Position 308 acht RNA -Bindungsdoménen an, die mit den
»ribonucleoprotein particles* (RNP) 1 und 2 interagieren. Das C-terminale Ende des Proteins
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(Position 648-703) ist durch eine konservierte glycinreiche Doméne gekennzeichnet, die an
Protein / Protein- bzw. Protein/ Nucleinsaureinteraktionen beteiligt ist. Weiterhin sind
mehrere konservierte Phosphorylierungsstellen an den Positionen 28, 34, 144, 498, 580, 584
und 619 im Protein bekannt, die speziesspezifisch in die Kontrolle der rRNA-Transkription
involviert sind (Srivastavaet al., 1989).

Das Protein zeigt nur geringe Proteasestabilitét. Es konnten Proteolyseprodukte
unterschiedlicher Grélde mit spezifischen Antiseren aus Zellextrakten nachgewiesen werden,
die als Resultat eines Thiolproteasehydrolyse entstanden (Bugler et al., 1982). Trypsin spaltet
das Protein in zwei stabile Fragmente, die beide aus Kalbsthymus isoliert werden konnten
(Sapp et al., 1985). Das entstehende C-terminale 48 kDa grof3e Fragment weist eine geringere
Bindungsaffinitét zur DNA als das gesamte Protein auf. Das N-terminale ca. 61 kDa grof3e
Fragment ist dagegen weniger stabil gegen Proteasen. Ihm ist eine Rolle bei der Protein /
Protein-Interaktion zuzuordnen (Sapp et al, 1989). Dies zeigt, dal3 durch Einwirkung
spezifischer Proteasen Fragmente von Proteinen gebildet werden kénnen, die unterschiedliche
Funktionen innerhalb des Stoffwechsels der Zelle, der Proteinsynthese oder auch, wie in
diesem Fall eine Rolle als antimikrobielles Peptid beim Angriff von Mikroorganismen leisten
koénnen. Aufféllig ist, dal3 die isolierten Proteinfragmente vor der Phosphorilierungsstelle 144
am Serin geschnitten sind, was auf eine spezifische Protease hindeutet. Die unterschiedliche
Lokalisation der einzelnen Fragmente des Proteins weist auf eine unterschiedliche
Prozessierung der Domanen hin. Dadurch konnten die isolierten Peptide bei einer von
Erregern entstehenden Entziindung am Entzindungsherd separat prozessiert und durch

induzierte Apoptose der Zelle freigesetzt werden.

2000 konnten erstmals Antikdrper gegen Nucleolin im Serum von Patienten mit Sytemischer
Lupus Erythematodes (SLE), einer Autoimmunerkrankung nachgewiesen werden (Hirata et
al., 2000). Eine virae Infektion spielt unter anderem als AuslOser fir diese Krankheit eine
entscheidende Rolle. Aufféllig ist, dal’ eine wesentlich grofere Konzentration der Antikérper
bei Kindern als bei Erwachsenen mit dieser Erkrankung festgestellt wurde. Dies kénnte mit
der Entwicklung des Thymus in Zusammenhang stehen, der im Kindesalter voll ausgebildet
ist, sich aber bei Jugendlichen bereits zurtickbildet. Ein Hinweis darauf konnte auch die

I solierung von Protei nfragmenten von Nucleolin aus diesem Gewebe sein.
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3.4.4 Histon H1.2 (83-139)

Mit Hilfe des Trennverfahrens fir die Isolierung antimikrobieller Peptide aus der
Kabsthymus-Peptidbank konnte ein antimikrobiell wirksames Fragment des bovinen
HistonsH1.2, im folgenden als bH1.2 (83-139) bezeichnet, gereinigt werden. bH1.2 (83-139)
besteht aus 56 Aminosduren und hat eine molekulare Masse von 5648 Da. Aufféllig ist die
Aminosdurezusammensetzung des Peptides. Mit 17 Lysinresten (30 mol%) und einem pl von
11,7 ist bH1.2 den basischen Peptiden zuzuordnen. Die Nettoladung des Peptidsist + 16, was
seinen stark kationischen Charakter unterstreicht. Der 6. Chromatographieschritt, bei
welchem das Peptid bel 23 % ACN von einer analytischen RP-Saule eluiert, fihrte zu seiner
Reindarstellung. Die Reinigung des Peptids ist in Anhang 6.2.4 dargestellt.

Ein Vergleich der durch Edman-Abbau identifizierten Sequenz mit bovinen Sequenzen der
EST-Datenbank (EST-Id.-Nr. 6350927) flihrte zu einer eindeutigen Bestimmung des Peptids
als Proteinfragment des bovinen Histons H1.2. Die grofdte Homologie konnte dabei mit der
humanen Sequenz fir das Histon H1B festgestellt werden. Sie betragt 93 % (Abbildung 24).

hH1B LKSLVSKGTLVQTKGT GASGSFKLNKKAASGEAKPKAKKAGAAKAKKPAGAAKKPKK
bH1 LKSLVSKGTLVQTKGT GASGSFKLNKKAAT GEAKPKGKKAGAAKPKKAAGAAKKPKK

kkhkkkhkkhkkhkkhhkkhkkhkhkkhhkhkkhhkhhkhkhhkhhkhkhhkhhk kkhkkhkkh*k )khkkhkkhkki*k k**k kkhkkikkikkkk*k

Abbildung 24:  Aminosduresequenzvergleich zwischen humanem Histon H1B (83-139) (hH1B) und bovinem
Histon1.2 (83-139) (bH1). Die identischen Aminosduren sind durch einen Stern
gekennzeichnet. Die kationischen Aminoséauren sind rot, die anionische Aminosdure ist griin

hervorgehoben.

Histone sind die am haufigsten im Kern vorkommenden Proteine, die in einer auf3erordentlich
hochkonservierten Form in verschiedenen Zelltypen und Spezies vorliegen. Sie unterteilen
sich in funf Klassen, die as Histon H1 (H1), Histon H2A (H2A), Histon H2B (H2B),
Histon H3 (H3) und Histon H4 (H4) bezeichnet und alle den basischen Proteinen zugeordnet
werden. Die DNA wickelt sich innerhalb des Kerns 1 % mal um ein Histon-Oktamer, welches
sich ausje zwei Molekilen H2A, H2B, H3 und H4 zusammensetzt und bildet das Chromatin
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(Luger und Richmond, 1998; Kasinsky et al, 2001). Das Histon H1 nimmt eine
Sonderstellung ein. Es ist einerseits fur die Kompaktierung des Chromatins von der
Perlenschnur zur néchst htheren Kondensationsstufe verantwortlich, andererseits werden H1
regulatorische Effekte, wie eine direkte Rolle bei der Genregulation zugesprochen. Es zeigt
eine grofkere Vidfalt in seiner evolutiondren Variabilitdt und die meisten Organismen
exprimieren verschiedene H1-Varianten in verschiedenen Zelltypen und Entwicklungstadien
(Thomas, 1999; Widom, 1998; Wolffe, 1997).

Die antimikrobielle Wirkung von den Histonen H1 und H2A bzw. H2B ist schon seit langerer
Zeit bekannt. Bereits 1942 konnte die antimikrobielle Wirkung von Histonen, welche aus
Kalbsthymus isoliert wurden, nachgewiesen werden (Miller, et al., 1942). Histone konnten
aus verschiedenen Zellen unterschiedlicher Gewebe isoliert werden, z.B. aus einer murinen
Makrophagenzellinie (Hiemstra et al., 1993) und aus den Epithelzellen des humanen
Gastrointestinaltraktes (Rose et al., 1998). Ebenso konnten antimikrobielle Histonfragmente
des Histons H2A aus der Haut des Katzenhais Parasilurus asotus (Park et al., 1998, Robinette
et al., 1998) und aus dem Magen der asiatischen Kréte Bufo Bufo gagarizans (Kim et al.,
1996, Park et al., 2000, Park et al., 1996) gereinigt werden.

Die Expression der Histone erfolgt im Cytoplasma. Da in der S-Phase des Zellzyklus ein
ca. 30 — 50 facher Uberschul an Histonen produziert wird (Park et al., 1996), den die Zelle
aufgrund des hohen Energieaufwands nicht in den Zellkern transportieren kann, besteht die
Moglichkeit der Freisetzung der Histone bel induzierter Apoptose der Zelle (Rose et al., 1998;
Kratzmeier et al., 1999). Anschlief3end konnte die spezifische proteolytische Spaltung zu
antimikrobiell wirksamen Fragmenten erfolgen (Park ef al., 1996; Kim et al., 1996). Dies
waére ein wichtiger Schutzmechanismus innerhalb des angeborenen Immunsystems. Fur eine
Zirkulation der Peptide spricht alerdings auch der Nachweis von AntikOrpern gegen
Fragmente der Histone H2B und H3 bei Patienten mit Systemischem Lupus Erythematodes
(SLE) im Serum (Williamset al., 2001). Bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen scheinen
zirkulierende Kernproteine, wie Histone und Nucleolin und ihre Fragmente eine
entscheidende Rolle fir eine abnormale Immunantwort zu spielen.

Es konnte nachgewiesen werden, dald der Chromatin-Komplex selbst keine antimikrobielle
Wirkung besitzt. Allerdings erfolgt bei Zugabe von DNAse die Freisetzung der bakteriziden
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Histone. Anschlief3end kénnen diese Molekile durch die Kernmembran diffundieren und so
ins Cytoplasma gelangen (Breeuwer und Goldfarb, 1990). Die DNAse wird von
verschiedenen pathogenen Bakterien freigesetzt oder befindet sich im Lysosom von
Leukozyten (Miller und Watson, 1969), so dal3 nach erfolgter Lyse der Zellen die
antimikrobiellen Histone bzw. ihre Fragmente unmittelbar an den Ort der Entzindung
gelangen konnen.

Die antimikrobielle Wirkungsweise von Histonen und ihren Fragmenten wurde mehrfach
untersucht. Durch seine helikale Struktur (Wolffe, 1997) ist es dem Protein und seinen
Fragmenten mdglich, wie andere antimikrobielle Peptide eine Interaktion mit der auf3eren
Zellmembran der Bakterien einzugehen (vgl. Kapitel 1.2.1). Weiterhin konnte ihre Bindung
an die Phospholipidmembran der Bakterien nachgewiesen werden (Park et al., 1996). Folglich
storen Histone die Integritdt der &uferen Membran und erh6hen gleichzeitig die
Durchl&ssigkeit der inneren Membran fir intrazelluldre und extrazellulére Stoffe. Allerdings
wurde auch gezeigt, dal3 Histone nicht nur die Zellmembran der Bakterien zerstéren, sondern
auch ihre Zellkernstruktur. Die Kerne reduzieren dadurch ihre Grof3e oder losen sich
vollstdndig auf (Macmillan und Hibbitt, 1969).

Die Histonfragmente kénnen auch durch die bakterielle Zellmembran in das Cytoplasma der
Bakterienzelle penetrieren und dort akkumuliert werden. Es kommt aufgrund der hohen
Bindungsaffinitdt von Histonen zur DNA zu einer Bindung der Fragmente an intrazellulare
Nucleinsduren und dadurch zu einer Interaktion mit der DNA bzw. RNA in Bakterienzellen
(Park et al., 2000). Dadurch erscheint die Beeinflussung der Proteinsynthese nicht
ausgeschlossen (Hibbitt und Benians, 1973). Da Prokaryonten keine Histone zum Schutz ihrer
DNA besitzen (Vogel und Angermann, 1992), wirde eine Bindung von Histonen an die
DNA, deren DNA-Struktur sehr stark verandern. Dies wirde einerseits zur Blockierung der
Transkription und somit zum Zelltod fihren. Andererseits treten durch kovaente
Vernetzungen starke Konformationsspannungen auf, die einen Bruch der DNA induzieren
koénnen. Diese massive Fragmentierung wirde den Tod der Zelle zu Folge haben (Gréfe,
1992). Histone besitzen die Fahigkeit die bakterielle exogene und intrazelluldre RNA zu
depolymerisieren (Zhdan-Pushkina und Dronova, 1976). Es ist denkbar, da3 auch die
gereinigten Histonfragmente auf diese Art und Weise den Stoffwechsel der Bakterienzelle
inhibieren kdnnen.
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3.4.5 Nuclear Mitotic Apparatus Protein (2052-2103)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit dem beschriebenen Trennverfahren (Kapitel 3.3) ein
weiteres antimikrobiell wirksames Proteinfragment aus der Kalbsthymus-Peptidbank
gereinigt. Es handelt sich dabel um das C-terminale Ende des Proteins Nuclear Mitotic
Apparatus Protein, im weiteren Verlauf der Arbeit als bNuMA (2052-2103) bezeichnet.
bNUMA (2052-2103) besteht aus 52 Aminosduren und hat eine molekulare Masse von
5085 Da. Aufféllig ist die grof3e Anzahl an basischen Aminosauren, die mit 7 Lysinresten, 5
Argininresten und einem Histidinrest insgesamt 23 % der gesamten Aminosauresequenz des
Peptids entsprechen. Mit einem pl von 13,1 und einer Nettoladung von + 13 ist bNUMA den
stark basischen Peptiden zuzuordnen. Der 6. Chromatographieschritt, bei welchem das Peptid
bei 28 % ACN von einer analytischen RP-Saule eluiert, flhrte zur Reindarstellung. Die
Reinigung des Peptidsist in Anhang 6.2.3 dargestellt.

Mit Hilfe des Edman-Abbaus konnten zundchst N-terminal 31 Aminosduren des Peptids
eindeutig identifiziert werden (Abbildung 27). Da die bovine Aminosauresequenz des
Proteins nicht bekannt ist, wurde eine Identifizierung auf cDNA-Ebene durchgefihrt. Dabei
wurde die genomische Sequenz der Klone unter Anwendung des Computerprogramms
Sequencer™ in die Aminosiuresequenz translatiert. In der Nucleotidsequenz des Klons 22
(EST-1d-Nr.: 3744967) lief3 sich die Startsequenz des isolierten Peptids lokalisieren. Die
Plasmid-DNA wurde aus diesem Klon mit Hilfe einer Plasmidschnellprdparation (Kapitel
24.7) isoliert und in Wasser aufgenommen. Zur Uberprifung der GroRe des
Amplifikationsproduktes erfolgte die Restriktionshydrolyse der Plasmid-DNA (Kapitel 2.4.8).
Bei rekombinanten Klonen wird dabei das insertierte Fragment aus dem Vektor
herausgeschnitten und kann in einem Agarosegel als Bande in einer Grofée von ca. 700 Bp
identifiziert werden. Die elektrophoretische Auftrennung der Ansétze ist in einem 1,8 %igem
Agarosegel in Abbildung 25 dargestellt. Die von der humanen Sequenz abgel eitete Grof3e des
nichthydrolysierten Plasmids betrégt ca. 3500 Basenpaaren.
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Abbildung 25:  Elektrophoretische Auftrennung hydrolysierter (1) und nichthydrolysierter (2) Plasmid-DNA
des bNuMA-Fragments. Der Pfeil markiert das bNuMA-cDNA-Fragment. Es wurden 10 pl
des jewelligen Reaktionsansatzes in einem 1,8 %igem Agarosegel aufgetragen.
GroRenstandard: 100 Bp—Leiter (100 BpL) bzw. 1 kBp—Leiter (1 kBpL).

Es konnten 722 Nukleinsauren der cDNA sequenziert werden. Nach erfolgter Sequenzierung
wurde die Nukleinsuresequenz in die Aminosduresequenz mit  Hilfe des
Computerprogramms Sequencer™ Ubersetzt (Abbildung 26). Die Sequenz fir das Protein
wird durch ein Stopcodon an Position 524 unterbrochen. Auf Grund der Homologie der zehn
C-terminalen Aminosduren des humanen Proteins mit dem bovinem NuMA kann davon
ausgegangen werden, dal3 dieses Stopcodon das Ende der Proteinsequenz darstellt. Die
theoretisch ermittelte Masse von 5085 Da fir das isolierte Proteinfragment wurde mit der
experimentell ermittelten Masse verglichen. Die Ubereinstimmung fiihrte zu dem SchiuR, dai3
das Peptid ohne Modifikationen vorliegt und die ermittelte Sequenz der bovinen Sequenz des
Proteinfragmentes entspricht.
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61
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481

541

601

661
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K S R
aaaagcagg
R A G
cgcgct gge
Q G P
cagggcccc
M T P
at gaccccc
K K A
aagaaggca
S | L
agcat cctc
S K K
t ccaagaaa
S P R
tctccgege
A A T
gct gccacc
agt gagt gg
ctgtccctt
cgagacagt

aa

L V P
ct ggt accg
I T T
attaccaca
G T P
ggcacaccc
R D R
cgggaccga
vV P A
gtt ccagct
N T P
aacacaccc
A P S
gcceccctcc
I A T
at cgccacc
T P R
accccccgg
cccecgeccg
t cagt gcct
gacgcct gc

V R N
gt ccggaat
R Q Q
cggcagcag
E S K
gagt caaag
H E G
cacgaaggg
V K Q
gt t aaacag
K K L
aagaagctt
K A S
aaagcct ca
T A A
act gcagcc
A K G
gcaaagggc
tgttcctga
tctctcagce

ccacaccct

S R D
t cccgggat
R K R
cgcaagcgg
K A T
aaggccacc
R R H
cgcagacac
A D R
gct gaccgc
G N S
ggaaacagc
P N P
cccaacccc
S A A
agcgct gcc
K A K
aaggcgaag
tgct gccct
t cccaggcc

ggccgggac

I V D
at cgt cgac
V S S
gtttcctca
T C F
acatgtttc
S S T
agcagt acc
R Q S
cgccagt ct
L L R
cttctgcgg
R S G
cgcagt ggg
T A A
act gct gct
H Stop
cact gaaga
cgcct ggec
aacagt ggc

ccggaccat

P R V
ccacgcgtc
E T H
gagacccac
P R P
ccgcgeccc
E A Q
gaggcccag
M A F
at ggccttc
K A A
aaggcagcc
T R R
acccgccgce
A S A

gccagcgcec

gccagt gcc
cttctcctt
ccaaat cct

ccccaggt g

Abbildung 26:

Der Vergleich der bovinen Sequenz mit der humanen Sequenz des Proteinfragmentes lief

Sequenz entspricht dem isolierten Proteinfragment.

Die cDNA- und trandatierte Proteinsequenz von bNUMA (2052-2103). Die hervorgehobene

eine ldentitét von 83 % feststellen (Abbildung 27). Der Sequenzvergleich verdeutlicht, dal3

das bovine Kernproteinfragment zwei Aminosauren mehr enthélt. Dabei handelt es sich um
einen Alaninrest und einen Tyrosinrest. Die Aminosduren haben allerdings keinen Einflufl? auf

die Gesamtnettoladung des Peptids und sollten auch keine weiteren Auswirkungen auf seine
antimikrobielle Wirksamkeit haben.




Ergebnisse und Diskussion 92

hNuMA,  RGASKKALSKASPNTRSGTRRSPRI ATTTASAATAAAI GA- - TPRAKGKAKH
bNuVA, KAASKKAPSKASPNPRSGTRRSPRIATTAASAATAAASAAAT TPRAKGKAKH
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Abbildung 27:  Vergleich zwischen humanem NuMA (2052-2101) (hNuMA) und bovinem NuMA (2052-
2103) (bNuMA). Die identischen Aminosduren sind durch einen Stern gekennzeichnet. Die
hervorgehobene Aminosduresequenz konnte duch Edman-Abbau identifiziert werden. Die

kationischen Aminosduren sind rot hervorgehoben.

Nuclear Mitotic Apparatus Protein ist ein 236 kDa grof3es Protein, welches unmittelbaren
Einfluld auf den Zellzyklus nimmt und wéhrend der Mitose an der Segregation der
Chromosomen beteiligt ist. Das Protein ist im Spindelapparat |okalisiert und konnte wahrend
der Mitose sowohl im Cytoplasma als auch im Kern nachgewiesen werden (Sparks et al.,
1993; Zeng, 2000). Im Cytoplasma konnte allerdings auch eine partielle Degradation des
Proteins festgestellt werden (Taimen et al., 2000). Durch Apoptose der Zellen kdnnte es zu
einer Freisetzung dieses Proteinfragmentes kommen und nach Proteolyse das isolierte
Fragment entstehen. In Osteoblasten bildet NUMA mit anderen Kernproteinen wahrend ihrer
Entwicklung ein Kerngerlst aus. Dabel ist die quantitative Zusammensetzung dieser
Kernproteine von entscheidender Bedeutung. Wahrend der Knochenzellentwicklung werden
die Kernproteine in unterschiedlicher Menge exprimiert und nehmen so EinfluR auf die
Proliferation der Zellen (Feister et al., 2000). NUMA ist in drei strukturelle Domanen
unterteilt, wobel das prolinreiche Hauptsegment von ca. 1500 Aminoséuren eine a-helikae
Struktur besitzt und von zwei globularen punktierten Regionen eingeschlossen ist, die den N-
und C-Terminus des Proteins bilden. Die Hauptdoméane agiert mit den Zellkomponenten
wahrend der Mitose, in dem Oligomere in einer ,, coiled-coil-Konformation gebildet werden
(Compton et al, 1992). Uber Sekundarstruktur und Funktion der globularen Doménen,

welche auch dasisolierte Fragment beinhalten, ist nichts bekannt.

Bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen konnten Antikorper gegen das NUMA-Protein
nachgewiesen werden, was fur eine erhdhte Prozessierung und Zirkulation des Proteins
spricht (Price et al., 1984). Dabel kénnte durch Proteolyse das antimikrobielle Fragment

entstehen, welches isoliert wurde.
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3.4.6 Zusammenfassende Betrachtung

In dieser Arbeit wurden Peptide aus Kalbsthymus gereinigt, die das Wachstum von
Mikroorganismen hemmen. Die isolierten Peptide wurden als Fragmente von Proteinen, die
im Zellkern oder Cytoplasma lokalisiert sind, identifiziert. GAPDH, Nucleolin sowie NUMA
stellen Proteine dar, die mehrere Funktionen im Korper Ubernehmen (Habenicht, 1997;
Srivastava et al., 1989;. Feister et al., 2000). Mit Ausnahme von bH1.2 konnte bislang bei
keinem der Proteine antimikrobielle Aktivitdt nachgewiesen werden. Allerdings zeigten
Liepke et al. (2001) und Zucht et al. (1995), dal3 aus antimikrobiell inaktiven Proteinen, wie
z.B. Casein, durch Proteolyse Fragmente entstehen konnen, die einen wachstumshemmenden
Einflu® auf Mikroorganismen haben. Enzymatische Hydrolyse kénnte auch die Ursache fir
die Entstehung der hier isolierten Proteinfragmente sein.

Die hohe Homologie von Uber 80 % der bovinen Peptidsequenzen zu den humanen
Sequenzen der Proteinfragmente &3t vermuten, dal3 auch im Menschen &hnlich antimikrobiell
wirksame Proteinfragmente gebildet werden. Der Austausch der Aminosauren betrifft bel
keinem Proteinfragment die kationischen Aminosauren (auf3er bei GAPDH (104-122)), was
diese Vermutung verstarken kénnte. Weiterhin spricht der Nachweis von Antikorpern gegen
die Proteine oder Fragmente von NuMA, Nucleolin und H12 im Serum
Autoimmunerkrankter dafir, daf diese zirkulieren und somit einen wesentlichen Bestandteil
der Immunantwort des Korpers auf eine bakterielle Infektion darstellen kénnen. Durch
Apoptose der Zellen, die auch durch Bakterien induziert werden kann (Hecht, 1999), kénnte
es zur Freisetzung der Proteine bzw. der Peptide aus dem Cytoplasma kommen. Durch
spezifische Proteolyse konnten die isolierten Fragmente entstehen und unmittelbar bei der
Bekampfung der Bakterieninfektion eingreifen.

Die Struktur der isolierten antimikrobiellen Peptide &% Ruickschlisse auf den
Wirkungsmechanismus zu. Bei allen Peptiden konnte eine hohe positive Nettoladung ¢ +5)
sowie ein hoher isoelektrischer Punkt (> 11,5) festgestellt werden, welcher aus dem hohen
Anteil kationischer Aminosiuren resultiert (3 23 %). Dieser Uberschul® an kationischer
Ladung fihrt zu ener ersten elektrostatischen Anziehung der Peptide an die
Bakterienmembran und im weiteren Verlauf zur Interaktion mit den negativ geladenen
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Membran-Molekilen (LPS bei Gram-negativen und Teichonsdure bei Gram-positiven
Bakterien) (vgl. Kapitel 1.2.1).

Sowohl fur das Fragment der bGAPDH (104-122) als auch fir bH1.2 (83-139) und
bNucleolin (40-143) kann durch Ableitung von der Proteinstruktur eine a-helikale Struktur
angenommen werden. Diese Struktur konnte es den Peptiden ermdglichen, nach der
Assoziation der  kationischen  Aminosdurereste an die negativ  geladenen
Membrankomponenten, sich parallel zur auf3eren Bakterienmembran auszurichten und kleine
Poren in diese zu bilden. Anschlief3end interagieren die kationischen Peptide mit den
anionischen Phospholipiden der Cytoplasmamembran. Es kommt zu einer Akkumulation und
Insertion der Peptide in die Bakterienmembran. Dies kann zur Bildung von Kandlen fihren,
wie dies auch fir Magainine und Defensine beschrieben wurde (Falla, er al., 1996; Hancock,
et al., 1995).

Der Wechsel von hydrophilen und hydrophoben Aminoséuren innerhalb eines antibiotischen
Peptids stellt eine wichtige Voraussetzung fur die Bildung von Kandlen dar. Dabel formieren
sich die Peptide so, dal’ ihr hydrophober Teil zur Membran gerichtet ist, wahrend der
hydrophile Teil Bestandteil des durch mehrere Molekile geformten Kanals ist (Bechinger, et
al., 1992; Hancock, 1997). Die Stoérung der Membranintegritét verursacht einen Verlust der
Zelle an cytoplasmatischen Komponenten wie z. B. Metaboliten, Elektrolyten und Enzymen,
und resultiert in dem Tod der Bakterienzelle (Saberwal und Nagaraj, 1994).

Zusammenfassend &% sich vermuten, dal die isolierten Peptide aufgrund ihrer dhnlichen
chemischen Eigenschaften (positive Nettoladung, hoher Anteil an kationischen Aminosauren,
a-helikale Struktur) Uber denselben Mechanismus das Wachstum von Bakterien und Hefen
inhibieren. Die antimikrobielle Wirksamkeit der gereinigten Proteinfragmente 183t den Schluf3
zu, dal’ diese Peptide gemeinsam von grof3er Bedeutung fur die Immunabwehr sind.
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3.5 Charakterisierung von antimikrobiellen Peptiden aus Kalbsthymus

Zur funktionellen Charakterisierung der in dieser Arbeit identifizierten antimikrobiellen
Proteinfragmente wurde das Wirkungsspektrum der Peptide untersucht. Dazu wurden
synthetisch hergestellte Peptide (IPF PharmaCeuticals GmbH, Abteilung Peptidsynthese)
verwendet, da die gereinigten Peptide nur in geringen Mengen vorlagen. Folgende synthetisch
hergestellten Peptide standen fir weitere Untersuchungen zur Verfligung:

bGAPDH (104-122)
bNUMA (2052-2082)
bNUMA (2052-2103)
bGRP (95-133)

bNUMA wurde auch in einer verkirzten Form (31 AS, MW: 3151, pl: 13,1) synthetisiert, um
eventuelle Unterschiede zur isolierten Form bezlglich der antimikrobiellen Aktivitét
untersuchen zu konnen. Das Peptid wird im weiteren Verlauf als bNuMA (2052-2082)
bezeichnet. bBNUMA (2052-2082) hat eine verringerte positive Gesamtnettoladung von + 8
(bNuMA (2052-2103) Nettoladung: +13), jedoch einen hoheren Anteill an basischen
Aminosauren von 25 % (bNuMA (2052-2103) 23 %).

bGRP (95-133) wurde mit unmodifizierten Argininresten synthetisiert. Eine chemische
Synthese von Peptiden, die symmetrisch dimethylierte Argininreste enthalten, ist nicht
maoglich.

Ziel der folgenden Experimente war die Feststellung der Wirkungsbreite der antimikrobiellen
Peptide. Die antimikrobielle Aktivitdt der Peptide wurde daher gegen Spezies
unterschiedlicher Bakteriengruppen und gegen Hefen im Radial-Diffusionshemmtest
Uberpruft und durch Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MIC) (Kapitel
25.2.2) quantifiziert. In Tabelle 10 sind die zum Test verwendeten Mikroorganismen
aufgefihrt.



Ergebnisse und Diskussion 96

Tabelle 10:  Die zur Charakterisierung von antimikrobiellen Peptiden verwendeten Bakterienspezies.

Gruppe Spezies Abkiirzung
Gram-positive Kokken Staphylococcus carnosus TM 300 | St. carnosus
Micrococcus luteus M. luteus
Gram-positive Stabchen Bacillus subtilis B. subtilis
Gram-negative Stébchen Escherichia coli BL 21 E. coli
Pseudomonas fluorescens P. fluorescens
Hefen Saccharomyces cerevisiae S. cerevisiae

3.5.1 Wirkungsspektrum von antimikrobiellen Thymuspeptiden

Mit Hilfe des Radia-Diffusionshemmtests (Kapitel 2.5.2.1) wurde die antimikrobielle
Aktivitét der synthetisch hergestellten Peptide Uberprift sowie ihr Wirkungsspektrum

untersucht.

Um die Wirkpotenz der hier gereinigten antimikrobiellen Thymuspeptide mit der bereits
bekannter Peptidantibiotika zu vergleichen, wurde MBI-28 als Kontrollpeptid getestet.
MBI-28 ist ein kationisches antimikrobiell wirksames Peptid, das aus 26 Aminosduren
besteht. Es war ein Kandidat der Firma Micrologix Biotech bel der Entwicklung von neuen
Peptidantibiotika.  Abbildung 28 zeigt das représentative Bild eines Radia-
Diffusionshemmtests. Als Beispiel wurde bGAPDH (104-122) in unterschiedlichen Mengen
aufgetragen. Als Testbakterium wurde E. coli verwendet. Die klaren Hemmhofe
unterschiedlichen Durchmessers um die Kavitéten lassen eine konzentrationsabhangige
antimikrobielle Wirkung des Peptids erkennen.
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Abbildung 28: Radial-Diffusionshemmtest von boviner GAPDH (104-122) in Peptidmengen von 1 pg bis

25 ug gegen E. coli. In der Mitte wurde MBI-28 (10 pg) aufgetragen. Die Bakterien wurden
18 Stunden bei 37°C inkubiert.

Abbildung 29 gibt die Wirkung der Peptide auf unterschiedliche Mikroorganismen im Radial-
Diffusionshemmtest wieder. Die antimikrobiell wirksamen Proteinfragmente sind in der Lage,
sowohl Gram-positive und -negative Bakterien als auch Hefen in ihrem Wachstum zu
inhibieren und besitzen somit ein breites Wirkungsspektrum. Dabei ist die Wirkpotenz der
Thymuspeptide in diesem Test von vergleichbarer GrofRenordnung wie die des
Peptidantibiotikums MBI -28.
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Abbildung 29:  Antimikrobielle Wirkung der Thymuspeptide gegen unterschiedliche Bakterienstdmme sowie
eine Hefe im Radial-Diffusionshemmtest. Es wurden 10 pg des jeweiligen Peptids eingesetzt.
Eine Unit entspricht einem Hemmhofradius von 0,1 mm (Lehrer et al., 1991).

Die stérkste Wachstumshemmung verursachten bNuMA (2052-2103) sowie bGRP (95-133).
Beide Peptide inhibierten in den eingesetzten Mengen von 10 pg das Wachstum der
getesteten Mikroorganismen mit einer vergleichbaren Aktivitdt wie das Kontrollpeptid. Die
verkirzte Form von bNuMA (2052-2082) zeigte dagegen in diesem Test eine geringere
Aktivitét als das isolierte Fragment des Proteins bNUMA (2052-2103). Dies kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dal3 die positive Nettoladung, die bei der nativen Form um + 5 hoher ist,
einen entscheidenden Einfluld auf die Wirksamkeit des Peptides hat. Der prozentua leicht
erh6hte Anteill an basischen Aminosduren beim verkirzten Fragment (25 % zu bNuMA
(2052-2103) 23%) scheint keinen EinfluR auf die Hemmaktivitét zu haben. Offensichtlich ist
das Vorhandensein von einer grofReren Menge an freien positiven Ladungen und das
Verhdltnis von hydrophilen zu hydrophoben Aminosauren ausschlaggebend fur die Wirkung,
da bei zu starker Basizitét der Peptide ihre antimikrobielle Wirkung minimiert werden kann
(Andreu und Rivas, 1999). Bei dem verkirzten Fragment scheint der amphipathische
Charakter weniger ausgeprégt zu sein, moglicherweise aufgrund der fehlenden hydrophilen

Aminosauren am C-Terminus.
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In diesem Test konnte auch die antimikrobielle Wirksamkeit des unmodifizierten Peptids
bGRP (95-133) nachgewiesen werden. Obwohl das synthetisch hergestellte Peptid nicht Gber
symmetrisch dimethylierte Argininreste verfligt, wie die native Form, ist antimikrobielle
Aktivitét nachweisbar. Ein Vergleich zwischen dem nativen bGRP (95-133) und dem
synthetischen Peptid ist nicht mdglich, da das Peptid mit symmetrisch modifizierten
Argininresten in nur geringen Mengen aus Thymus isoliert werden konnte. Das synthetische
Peptid ist in der Lage, sowohl das Wachstum von Gram-positiven und -negativen Bakterien,
als auch Hefe zu inhibieren und besitzt somit ebenfalls ein breites Wirkungsspektrum. Die
antimikrobielle Wirkpotenz von bGRP (95-133) ist mit der von MBI-28 vergleichbar. Es zeigt
alerdings bel der getesteten Peptidmenge von 10 pg gegen M. [luteus eine grél3ere
Wachstumshemmung as MBI-28.

Die geringste antimikrobielle Aktivitdt zeigte das Proteinfragment der bovinen GAPDH in
diesem Test. Das Peptid war in der applizierten Menge nicht in der Lage, das Gram-negative
Stabchen P. fluorescens am Wachstum zu hindern. Alle aus Kalbsthymus isolierten Peptide,
ausgenommen bNuMA (2052-2103), zeigten jedoch im Vergleich mit MBI-28 eine nur
geringe Aktivitét bei der Inhibition des Wachstums dieses Bakterienstamms.

Der Radial-Diffusionshemmtest stellt eine semiquantitative Methode zur Bestimmung der
antimikrobiellen Aktivitat dar. Die Quantifizierung und Uberprifung der antimikrobiellen
Aktivitét erfolgte mittels Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MIC).
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3.5.2 Bestimmung der minimalen Hemmstoffkonzentration (MIC)

Die Bestimmung der minimalen Peptidkonzentration, die notwendig ist, um das Wachstum
von Mikroorganismen zu hemmen, gibt Aufschlufd Gber die antimikrobielle Wirkpotenz der
getesteten Peptide (Kapitel 2.5.2.2). Als Vergleichssubstanz diente wiederum das Peptid
MBI-28.

Alle Experimente wurden zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in

Doppel bestimmungen durchgefiihrt.

Tabelle 11: Minimale Hemmstoffkonzentration (ug/ml) der Thymuspeptide (Kapitel 2.5.2.2). Im Vergleich
ist die MIC des antimikrobiell wirksamen Peptides MBI-28 angegeben. Als maximae
Konzentration wurden 250 pg/ml des jeweiligen Peptids getestet.

Peptide (ng/ml)/ bGAPDH bGRP bNuMA bNuMA MBI-28

Mikroorganismus | (104-122) (95-133) | (2052-2082) | (2052-2103)

St. carnosus 50 37,5 25 15,6 6,2

M. luteus 200 18,7 50 25 12,5

B. subtilis 62,5 20 25 39 31

E. coli 100 94 6,2 39 31

P. fluorescens > 250 250 65 15,6 25

S. cerevesiae 100 25 31,2 25 31

Die MIC bestétigt die bereits beim Radial-Diffusionshemmtest erhaltenen Ergebnisse. Alle
Proteinfragmente inhibieren sowohl das Wachstum von Gram-positiven und -negativen
Bakterien, a's auch Hefen und besitzen somit ein weit gefachertes Wirkungsspektrum. Sowohl
die native Form des bNUMA (2052-2103) as auch bGRP (95-133) zeigen vergleichbare
Wirkpotenz wie das Kontrollpeptid. bNUMA (2052-2103) (MIC = 15,6 pg/ml) wirkt gegen
P. fluorescens bereits bei geringeren Konzentrationen as MBI-28 (MIC = 25 ug/ml). Alle
anderen Peptide konnen das Wachstum dieses Bakterienstammes nur in sehr hohen
Konzentrationen (MIC 3 200 pg/ml) hemmen. bGAPDH (104-122) zeigt auch in diesem
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Versuch bei der hochsten Testkonzentration von 250 pg/ml keine Wirkung auf die Gram-
negativen Stabchen.

Bei einem Vergleich der bNuMA-Fragmente wird deutlich, dal3 das isolierte Fragment eine
wesentlich bessere antimikrobielle Wirkung auf alle Bakterienstémme hat als das kirzere
Fragment. Besonders deutlich ist dies bel der Inhibition von P. fluorescens. Dabel zeigte sich,
da3 mehr as die vierfache Menge an Peptid nétig war (bNuMA (2052-2082)
MIC =65 pg/ml, bNuMA (2052-2103) MIC = 15,6 pug/ml), um diesen Bakterienstamm am
Wachstum zu hindern. Bei B. subtilis wurde die sechsfache Peptidkonzentration bendtigt, um
eine Hemmung zu erhaten. Die hthere Wirkpotenz des isolierten Fragmentes gegentiber der
verkirzten Form kénnte auf die erhohte positive Nettoladung zuriickzufihren sein. Durch die
grofkere Nettoladung stehen bNUMA (2052-2103) funf weitere freie positive Ladungen zu
Verfligung, um mit der @uf3eren Bakterienmembran in Wechselwirkung treten zu kdnnen.
Weiterhin scheinen die hydrophilen Aminosauren am C-terminus des |éngeren Fragments, die
beim Eindringen des Peptids in die Bakterienmembran eine verstérkte Rolle zu spielen

scheinen, fur die Wirkpotenz entscheidend zu sein (vgl. Kapitel 3.5.1).

Die grofite Wirksamkeit zeigte bGRP (95-133) gegen E. coli (MIC = 9,4). Das ebenfalls
Gram-negative Stabchen P. fluorescens wurde jedoch nur bei einer Peptidkonzentration von
250 pg/ml am Wachstum gehindert. Bel Gram-positiven Keimen sowie Hefe wurden

zwischen 18 pg/ml und 37 pg/ml zur Wachstumshemmung bendétigt.

Zusammenfassend |&3t sich feststellen, dald sowohl die isolierten Peptide als auch das
verklrzte Fragment von bNUMA ein breites Spektrum gegen verschiedene Bakteriengruppen
besitzen. Die antimikrobielle Wirkpotenz der Peptide ist jedoch von der Keimart abhangig
und kann wie folgt dargestellt werden:
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bNUMA (2052-2103):

E. coli = B. subtilis >> P. fluorescens = St. carnosus. >>S. cerevisiae = M. luteus

bNuUMA (2052-2082):

E. coli >> B. subtilis = St. carnosus >> S. cerevisiae >> M. luteus >> P. fluorescens

bGRP (95-133)

E. coli >> M. luteus >> B. subtilis >> S. cerevisiae >> St. carnosus >> P. fluorescens

bGAPDH (104-122)

St. carnosus >> B. subtilis >> E. coli = §. cerevisiae >> M. luteus >> P. fluorescens

Abbildung 30: Wirkpotenz der synthetischen Peptide auf verschiedene Bakterienstédmme.

Dabel ist ersichtlich, dal keines der Peptide ausschliefdlich auf Gram-negative oder Gram-
positive Bakterien wirkt. Eine Erklarung fur die unterschiedliche Wirksamkeit der Peptide
gegen die verschiedenen Mikroorganismengruppen liegt wahrscheinlich im unterschiedlichen
Aufbau der Bakterienzellwande. Gram-negative Bakterien besitzen, im Gegensatz zu Gram-
positiven Bakterien, zusétzlich eine der Mureinschicht aufgelagerte aulRere Membran. Diese
ist aus Lipopolysacchariden (LPS), Phospholipiden und Peptidoglycanen aufgebaut und stellt
somit einen chemisch anderen Angriffspunkt fir antimikrobiell wirkende Substanzen dar
(Hancock, 1997). Die Integritét der Aufenmembran wird dadurch gewéhrleistet, dal3 die
anionische LPS-Schicht durch bivalente Kationen wie Ca2* oder Mg2* stabilisiert wird
(Vaara, 1992). Als erster Schritt zur Permeabilitation der Membran wird eine elektrostatische
Interaktion zwischen den negativ geladenen Komponenten der Bakterienmembran und den
kationischen Peptiden postuliert. Dadurch kommt es zu Wechselwirkungen mit den sauren
LPS-Molekilen bzw. den anionischen Lipiden und zur Assoziation der Peptide an die aul3ere
Bakterienmembran. Es wird angenommen, dal3 in die LPS-Schicht eingetretene Peptide die
kleinen, stabilisierenden Kationen verdrangen und wesentlich mehr Raum beanspruchen, was
wiederum die Integritét der auf3eren Membran stort (Andreu und Rivas, 1999). Dadurch
konnte die Durchlassigkeit der Membran fur weitere kationische Peptide erhoht werden, die
aufgrund ihres amphipathischen Charakters, den auch die isolierten Peptiden besitzen, in die
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Cytoplasmamembran eindringen kénnen. Sie veréandern dadurch die thermodynamische
Membranfluiditdt und bewirken wiederum eine erhdhte Durchléssigkeit der
Cytoplasmamembran fir intrazelluldre und extrazelluldre Stoffe. Es kommt zur Lyse der
Bakterienzelle.

Die Zellwand Gram-positiver Bakterien enthélt eine bis zu 40-schichtige Mureinschicht, die
negativ geladene Teichonsdure enthalt. Diese kdnnte ein Angriffspunkt fur die kationischen
Peptide sein, die mit dieser Saure in Wechselwirkungen treten und somit an die Zellwand
assoziieren konnen. Die hohe Schichtdicke der Mureinschicht konnte ein Grund fir die
hohere Peptidkonzentration bei bNUMA (2052-2082) und bGRP (95-133) sein, die im
Vergleich mit den ein- bis zweischichtigen Mureinschicht der Gram-negativen Bakterien
erforderlich ist, um Gram-positive Bakterien zu hemmen. Durch Bindung der kationischen
Peptide an die Teichonsdure konnten diese in die Mureinschicht vordringen. Um zur
Cytoplasmamembran zu gelangen und diese zu permeabilisieren, mussen die Peptide die
Mureinschicht durchdringen. Durch Bindung an die negativ geladenen Komponenten dieser
Peptidoglycanschicht kénnten grofRere Konzentrationen dieser Peptide notwendig sein, um
den Effekt einer Wachstumshemmung bei Gram-positiven Bakterien herbei zufihren.

Hefen besitzen eine Chitinschicht, die aus Stoffen wie Cellulose und Glucanen aufgebaut ist
und als Stutzskelett der Zellwand dient. Wahrscheinlich interagieren die Peptide mit den
anionischen Komponenten der Hefezellwand. Allerdings ist die Zellwandstruktur der Hefen
komplex durch b-glycosidische Bindungen der Glycane und des Chitins verknlpft (Schlegel,
1992). Dies konnte der Grund fur die leicht erh6hte Hemmstoffkonzentration (MIC fir ale
Peptide 3 25 pg/ml) sein, da es fur die Peptide schwerer ist, diese komplexen Strukturen zu

durchdringen.

Bei einem Vergleich der getesteten Peptide miteinander, zeigt sich, dal3 bNuMA (2052-2103),
welches die hdchste positive Gesamtnettoladung (+13) besitzt, bei alen Bakterienstdmmen
(aulRer M. luteus) die geringste Konzentration benttigt, um das Wachstum der Bakterien zu
inhibieren. Das GAPDH-Fragment, welches nur eine Nettoladung von +5 hat, zeigt die
geringste antimikrobielle Aktivitat. BNUMA (2052-2082) und bGRP (95-133), die beide eine
Nettoladung von +8 haben, inhibieren sowohl die Gram-positiven Bakterienstamme (MIC:
18 pg/ml 3 50 pg/ml) sowie E. coli (MIC < 10 pg/ml) und S. cerevisiae (MIC: 253 31 pg/ml)
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in vergleichbaren Konzentrationen. Dies fihrt zu dem Schlul3, da® eine hohe
Gesamtnettol adung entscheidend zur antimikrobiellen Wirksamkeit beitragen kénnte.

3.5.3 Untersuchungen zur Wirkspezifitit der Peptide

Um antimikrobielle Peptide pharmakologisch nutzen zu kdnnen, muf3 zunéchst ihre
Wirkspezifitdt untersucht werden. Zur Bestimmung der Spezifitét fir Mikroorganismen sollte
die hdmolytische und cytotoxische Aktivitdt der Peptide bestimmt werden. Dabel sollte
geklart werden, ob die Peptide koérpereigene Blutzellen, wie Erythrozyten lysieren bzw.
Saugerzellen zerstoren konnen. Alle Versuchsergebnisse wurden durch Doppel bestimmungen

verifiziert.

3.5.3.1 Himolytische Aktivitit

Die Freisetzung von Hamoglobin aus Erythrozyten gilt als Nachweis fir die
membranpermeabilisierende Aktivitét einer Substanz. Eine 100 %ige Hamolyse wurde mit
dem Detergenz Tween 20 erreicht. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung
und anschlieffende Berechnung der prozentualen Hamoglobinfreisetzung (Kapitel 2.5.3). Als
Vergleichspeptid wurde MBI-28 verwendet.

Der Versuch wurde in isotonischem Medium durchgefihrt, das Glucose a's Osmoprotektant
enthielt. Ein  hypotones Medium  verstirkt die toxische Wirkung von
membranpermeabilisierende Substanzen, da die Aktivitét der Proteinfragmente zu einem
Verlust der Zelle an intrazelluléren Komponenten bzw. zum Eindringen von extrazelluléren

Substanzen in die Zelle fuhren kdnnten.
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Abbildung 31:  Hamolytische Wirkung der Thymuspeptide. Es wurden zwischen 1 pg/ml und 500 pg/ml des
jeweiligen Peptids eingesetzt. Die Peptidkonzentrationen sind logarithmisch aufgetragen. Die
Inkubationszeit betrug 1 Stunde. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung und
anschlief3ende Berechnung der prozentualen Hamoglobinfreisetzung (Kapitel 2.5.3). Eine
100 %ige H&molyse wurde mit 1 %iger Tween 20-Ldsung erreicht.

Alle Peptide zeigen auch bei einer hohen Konzentration von 500 pg/ml eine nur sehr geringe
hamolytische Aktivitat < 5 %. Bei bNUMA (2052-2082), bNuMA (2052-2103) und bGAPDH
(104-122) ist keine hamolytische Aktivitat bis zu einer Konzentration von 250 pg/mi
nachweisbar. bGRP (95-133) zeigt eine geringe Aktivitdt unter 2 % bis 250 pg/ml. Das
Vergleichspeptid MBI-28 lysiert 17,6 % der Erythrozyten bereits ab einer Konzentration von
5 pg/ml. Ab 50 pg/ml konnte eine 70 %ige hamolytische Aktivitat nachgewiesen werden.

Es wird vermutet, da® die hamolytische Aktivitdét von Substanzen initial durch
elektrostatische Interaktion der Substanzen mit der Erythrozytenmembran entsteht und
anschlief3end durch hydrophobe Interaktion, die mit einem tieferen Eindringen der Substanzen
in die Membran des Erythrozyten verbunden ist (Helmerhorst ez al., 1999). Durch den grof3en
Uberschuf an kationischen Aminosauren kommt es zu einer ersten Interaktion der Peptide mit
zwitterionisch geladenen Phospholipiden der &ul3eren Membran des Erythrozyten. Allerdings
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scheint die Hohe der positiven Nettoladung keinen weiteren Einflu® auf die Hamolyse der
Zellen zu haben. Durch den Austausch von Aminosaureresten bei hamolytisch aktiven
Peptiden konnte nachgewiesen werden, dal3 bel Erhdhung des Anteils von hydrophoben
Aminosdureresten die hamolytische Aktivitét der Peptide steigt (Saberwal und Nagara,
1994). Da das native bGRP (95-133) aufgrund der symmetrischen Dimethylierung der
Argininreste hydrophober als das synthetisch hergestellte Peptid ist, kdnnte es eine grél3ere
hadmolytische Aktivitdt als das Peptid mit unmodifizierten Argininresten aufweisen.
Allerdings konnte diese Vermutung nicht Uberprift werden, da das native Peptid in nur
geringen Mengen aus Thymus isoliert werden konnte.

Die Schadigung von Zellen durch Hamolyse, die durch antimikrobielle Peptide hervorgerufen
wird, stellt ein grofes Problem bel der Entwicklung von neuen Antibiotika dar. Das
Kontrollpeptid MBI-28 zeigte bereits bel einer Konzentration von 5 pg/ml eine 20 %ige
Hamolyse der humanen Erythrozyten. Dadurch ist es als Medikament zur Beké&mpfung
pathogener Keime in der Medizin nicht mehr einsetzbar. Die hier getesteten Thymuspeptide
scheinen in Konzentrationen bis 500 pg/ml nicht mit den lipophilen Membrankomponenten
der inneren Membran zu interagieren und bewirken somit keine nennenswerte Lyse der
Zellen.

Zum Vergleich wurde die cytotoxische Wirkung der Peptide auf eine murine
Astrozytenzelllinie untersucht.
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3.5.3.2 Cytotoxische Aktivitit von Thymuspeptiden

Sowohl hamolytische a's auch toxische Wirkung sind zunéchst eine Folge der Bindung der
Peptide an die Zellmembran. Cytotoxine konnen allerdings auch die Proteinsynthese
spezifisch inhibieren oder Peptidyltransferasen hemmen, und fihren auf diese Art und Weise
zum Z€lltod (Wehner und Gehring, 1990). Um die cytotoxische Aktivitat der antimikrobiellen
Peptide aus Kalbsthymus zu untersuchen, wurde die mitochondriale Stoffwechsel aktivitat
einer murinen Astrocytomazelllinie gemessen, die durch toxische Substanzen beeinfluf3t wird
und somit als Mal3 fir die Toxizitdt von Substanzen herangezogen werden kann (Baker et al.,
1993). Es wurden 140" Zellen / ml pro Kavitét 48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Zellzahl
sowie Vitalitét der Zellen wurde vor Inkubation mit der Trypan-Blau-Methode bestimmt. Die
Vitalitét der Zellen betrug 92 %. Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung des
Stoffwechselproduktes von WST und anschlief3ende Berechnung der Vitaitat der Zellen
(Kapitel 2.5.4.3). Ein 100 %iges Absterben der Zellen wurde durch das Toxin
Cytosinarabinofuranosid in einer Konzentration von 10 puM erreicht. Dieses wurde durch
Messung der Vitalitét der Zellen mit Hilfe der Trypan-Blau-Methode (Kapitel 2.5.4.2)
Uberpruft.
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Abbildung 32: Cytotoxische Wirkung der Thymuspeptide auf die Astrocytomazelllinie CLTT1. Es wurden
10* Zellen / ml 48 Stunden bei 37 °C mit den jeweiligen Peptidkonzentrationen von 1 pg/mi
bis 500 pg/ml inkubiert. Die Peptidkonzentrationen sind logarithmisch aufgetragen. Eine
vollstdndiges Absterben der Zellen wurde mit 10 uM Cytosinarabinofuranosid erreicht. Die
Z€llen ohne Peptid wurden als Positivkontrolle mit einer 100 %igen Vitalitdt angenommen.
Die Auswertung erfolgte durch photometrische Messung bel 405 nm und anschliefRende

Berechnung der Vitalitét (Kapitel 2.5.4.3). Die Berechnung der Standardabweichung ist im
Anhang aufgefuhrt.

Abbildung 32 verdeutlicht die cytotoxische Wirkung der Peptide in Konzentrationen von
1 pg/ml bis 500 pg/ml. bGRP (95-133) wirkt in diesen Konzentrationen nicht toxisch. Die
verkurzte Form von bNuMA (2052-2082) fiihrt erst bei einer Konzentration von 500 pg/ml zu
einem leichten Vitalitétsverlust der Zellen (Vitalitét =69 %). Bei dem isolierten Fragment des
Proteins dagegen |&fdt sich eine deutliche Konzentrationsabhéngigkeit der toxischen Aktivitét
erkennen. bNUMA (2052-2103) verringert die Vitalitét der Zellen ab einer Konzentration von
100 pg/ml auf 72 %. Bei Applikation der funffachen Peptidkonzentration steigt die
cytotoxische Aktivitét, die Vitalitét der Zellen sinkt auf 61 %.

bGAPDH (104-122) zeigt bis zu einer Konzentration von 250 pg/ml einen

konzentrationsabhangigen cytotoxischen Effekt, bei welchem die Zellen nach einer
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48 stiindigen Inkubation mit dem Peptid nur noch 40 % der Vitalitat aufweisen. Bei
Applikation des Peptides in einer Konzentration von 500 pg/ml verringert sich die toxische
Wirkung und die Vitalitét der Zellen steigt auf 68 % an. Es konnte gezeigt werden, dal3
besonders basische Peptide in der Lage sind, Kande in verschiedenen Zellmembranen zu
formen. Diese Kandle erhthen die Permeabilitét der Zellen fur kleine Kationen und fuhren
Uber einen Ausgleich des Membranpotentials zum Zelltod (Andreu und Rivas, 1999; Hancock
und Scott, 2000). Pohlmeyer et al. stellte die Vermutung auf, dal3 das antimikrobiell wirksame
Histon H1.2 als Ligand fur spezielle Rezeptoren an Zellmembranen bindet und so die
Apoptose von eukaryotischen Zellen einleitet (Pohimeyer ef al., 2000). Durch zu hohe
Konzentrationen des Peptides ist es mdglich, dal3 die einzelnen Molekule sich bei der
Bindung an den Rezeptor behindern und es somit zu einer geringeren Sterberate an Zellen
kommt. Eine weitere Moglichkeit diesen Effekt zu erklaren besteht in der Bildung von
Peptidoligomeren. Das Protein GAPDH konnte in verschiedenen oligomeren Formen
nachgewiesen werden. In den meisten Falen sind neben dem Monomer auch Di- und
Tetramere al's aktive Formen bei der Glycolyse beteiligt (Meyer-Siegler et al., 1991). Damit
koénnten die kanalbildenden Strukturmotive im Inneren des Molekilverbandes liegen und
somit blockiert sein. Dieses wirde wiederum zu einer Verringerung der toxischen Aktivitét
bei hdheren Konzentrationen fuhren.

Aufgrund des amphipathischen Charakters der Peptide konnte nicht nur die Bildung von
Kandlen innerhalb der Zellmembran ein Grund fur die toxische Wirkung sein. Durch die
basischen Eigenschaften der Peptide konnte auch eine Affinitét zur DNA- und RNA-Bindung
bestehen, was zu einer moglichen Beeinflussung der Proteinsynthese fuhren kénnte (Hancock
und Scott, 2000). Die Hypothese kdnnte besonders bei bNUMA (2052-2103) zutreffen. Das
Protein nimmt unmittelbaren Einflu® auf die Mitose, so dal3 die Teilung der Zellen bei zu
hohen Konzentrationen des Peptids gehemmt werden konnte, was wiederum zu einer
Verringerung der Zellvitalitét fuhrt.

Untersuchungen haben gezeigt, dal3 einige antimikrobielle Peptide eine toxische Wirkung
besonders gegen Krebszellen zeigen, wahrend sie auf die Proliferation von Blutzellen keinen
Einflu? nehmen (Pohlmeyer ef al., 2000; Baker et al., 1993). Dies scheint auch bel den
getesteten Peptiden so zu sein. Astrocytomazellen werden besonders von bGAPDH (104-122)
und in geringerem Mal3e von bNuMA (2052-2103) zerstort, Erythrozyten dagegen nicht
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(Kapitel 3.5.3.1). Der Grund dafur ist nicht bekannt. Es ist jedoch moglich, da3 die
Expression von Phosphatidylserin, ein negativ geladenes Molekil, an der Oberflache von
Tumorzellen als Zielmolekul fir die antimikrobiellen Peptide dient (Pohimeyer et al., 2000).
Durch ihre kationische Ladung ist somit eine Bindung an die Membran der Tumorzellen und
ein Vordringen innerhalb der Zellmembran mdglich. Dies wirde zum Verlust der

Membranintegritat und zum Tod der Tumorzellen fuhren.
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4 Zusammenfassung

Ziel dieser Dissertation war die Isolierung und Identifizierung von Peptiden aus Kalbsthymus,
die das Wachstum von Mikroorganismen hemmen, und somit einen wesentlichen Bestandteil
der humoralen unspezifischen Abwehr des Immunsystems darstellen. Zu diesem Zweck
wurde eine Peptidbank aus 20 kg Kalbsthymus hergestellt. Zur Separation von
antimikrobiellen Peptide von inaktiven Thymuskomponenten wurde ein Trennverfahren
entwickelt. Die Kombination aus verschiedenen Chromatographietechniken mit einem
sensitiven Test zum Nachweis der antimikrobiell aktiven Substanzen in den erhatenen
HPLC-Fraktionen resultierte in der Reindarstellung von mehreren bislang unbekannten
antimikrobiell wirksamen Peptiden. Die Primérstruktur der isolierten Peptide wurde mittels
bioanalytischer Methoden (Edman-Sequenzierung und MALDI-MS bzw. ESI-MS) oder durch
molekularbiol ogische Methoden aufgeklart. Diese wurden als Fragmente der bovinen Proteine
Histon H1.2, Glycin-rich-Protein, Nucleolin, Nuclear mitotic Apparatur Protein und
Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase identifiziert.

Modifizierungen von Aminosaureresten, wie z.B. die symmetrische Dimethylierung der
Argininreste im bGRP-Fragment, wurden erfolgreich tiber Edman-Abbau und M S bestimmt.

Die identifizierten Peptide wurden zur Bestéigung ihrer antimikrobiellen Aktivitét
synthetisch hergestellt und funktionell charakterisiert.

bGAPDH (104-122), bNuMA (2052-2103) und bGRP (95-133) haben ein breites
Wirkungsspektrum und wirken gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien sowie
gegen Hefen. Untersuchungen zur Bestimmung der antimikrobiellen Wirkpotenz fihrten zu
dem Ergebnis, da’ die Peptide bereits in geringen Konzentrationen das Wachstum von
Mikroorganismen hemmen. Der Vergleich von einem synthetisch hergestellten kirzeren
Fragment von bNuMA (2052-2082) mit bNuMA (2052-2103) zeigte eine deutlich héhere
antimikrobielle Aktivitdt des nativen Peptids. Im Gegensatz dazu konnte keine Lyse von
Erythrozyten beobachtet werden. Auch cytotoxische Aktivitdt auf Saugerzelllinien wurde
nicht (bGRP (95-133)) oder erst in hohen Konzentrationen (bNuMA (2052-2103), bGAPDH
(104-122)) nachgewiesen.
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Diein dieser Arbeit identifizierten Proteinfragmente konnten als Bestandteil des angeborenen
Immunsystems eine wichtige Rolle bei der Abwehr von Mikroorganismen spielen. Aufgrund
ihrer Spezifitét fir Bakterien und Hefen und ihrer geringen Toxizitdt gegen Erythrozyten und
andere Saugerzellen konnten sich die isolierten Peptide zur Entwicklung as neue klinisch
anwendbare Peptidantibiotika eignen.
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6 Anhang
6.1 Geriite und Chemikalien
Waagen:

Analytik-Waage AC 120 S
Laborwaage MC-1

Thermostaten, Riihrer, Inkubatoren:

IKA-RUhrwerk RE 162 P
Inkubationsschrank B 6120
Labormixer JKA VF 2
Magnetriihrer KMO 2
Thermomixer 5436
Kulturschittler Innova TM 4340
Woasserbad 1012

Héllde Mixer SB-4

Filtration:

Filterpapier 12 - 25 ymund 7 - 12 pm
Sterilfilter 2 pm
Mini Crossflow

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

Janke & Kunkel, Staufen

Heraeus, Hanau

Janke & Kunkel, Staufen

Janke & Kunkel, Staufen
Eppendorf Laborgeréte, Hamburg
New Brunswick, Edison, C.A., USA
GFL, Burgwedel

Saro, Stock, Laatzen

Schleicher & Schuell, Dassel
Satorius, Gottingen

Sartocon, Mannheim
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Zentrifugen:

Biofuge 28 RS

Centrikon T-142

Rotixa RP 4200-80

Sigma 201 m

Sigma 6K 10-K Uihlzentrifuge
Speedvac Univapo 150 H

Sonstiges:

pH-Meter CG 804
Photometer Uvikon 940

Reinstwasseranlage Milli-QUF plus
Tiefkuhltruhe UF-85-360 T

Bioclav 3.021001

Photometer DU640

Microplate Autoreader

Chromatographiesysteme:

Biocad™ 250

Biocad™ 60

Biocad™ Sprint

Kontron, Henningen
2 Doppelkolbenpumpen Type 420
Durchfluf3photometer Type 432
Mischkammer M 494

Merck Sep-Tech

Fraktionssammler 2110

Heraeus, Hanau
Kontron, Henningen
Hettich, Tuttlingen
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Uniequip, Martinsried

Schott, Hofheim a. Ts.
Kontron, Henningen

Millipore, Eschborn

Colora Mefitechnik, Lorch
Schiitt Labortechnik, Gottingen
Beckman, Miinchen

Biotek Instruments, Winooski

PerSeptive Biosystems, Cambridge
PerSeptive Biosystems, Cambridge
PerSeptive Biosystems, Cambridge

R & STechnology, Wakefield
BioRad, Miinchen



Anhang 129

Aminosiureanalytik:

Aminoguant 1090 I1 Hewlett, Packard

Edman Sequenzierung:

494 Protein sequencer / Proci seTM Protein sequencing Applied Biosystems, Weiterstadt
785 A Absorbance Detector
Software 610 A 2.1

Massenspektrometrie:
LCQ ThermoQuest, Egelsbach
LaserTec RBT I Perseptive Biosystems/ Vestec,

Houston

Kapillarzonenelektrophorese:

Kapillarzonenel ektrophoresesystem P/ACE 2100 Beckman, Miinchen
fused silica capillary TSP 075375 Composite Metal Services Ltd. UK

Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwéhnt, von den Firmen Sigma (Deisenhofen)
und Merck (Darmstadt) bezogen. Es wurden ausschliefflich Chemikalien und L &sungsmittel
in der Reinheitsstufe p.a. verwendet. Die organischen Lésungsmittel fur die HPLC wurden
von der FirmaMerck mit dem Reinheitsgrad "prepsolv" oder "gradient grade" bezogen.
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Standard-Pufferlosungen:

Natriumphosphatpuffer: 10 mM Natriumhydrogenphosphat

10 mM Natriumdihydrogenphosphat

pH 7,2
Tris-HCI-Puffer: 100 mM Tris-HCI, pH 7,4
Ammoniumcarbonatpuffer: 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 8,0

Auftragspuffer fiir MALDI-MS: 2,5mgCHC
2,5 mg Fucose
250 pl TFA (0,1 %)
250 pl ACN (100 %)

Bakterienstimme und Zelllinie:

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme wurden, wenn nicht anders
vermerkt, von der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellen (DSMZ) in

Braunschweig bezogen.

Bacillus subtilis DSM 10T (ATCC 6051)
Micrococcus luteus DSM 348 (ATCC 9341)
Pseudomonas fluorescens DSM 6147

Staphylococcus carnosus TM 300 wurde von F. Goetz (Universitdt Minchen),
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 von J. Zimmer (Laborarztpraxis Hannover),
Escherichia coli BL21 von J. Alves (Medizinische Hochschule Hannover) zur Verfiigung
gestellt.

CLTT1 BioMerieaux, Paris
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Computer, Programme und Statistik

Mit Hilfe eines Personal-Computers und der Programme Sequencher™ Version 3.1 wurden
Trandationen sequenzierter DNA und DNA- bzw. Protein-Vergleiche durchgefihrt. Zum
Durchsuchen von 6ffentlichen Datenbanken via Internet fand der NCBI-Server und der
BLAST-Algorithmus (Basic Local Alignment Search Tool) Anwendung. Zur Erstellung
dieser Dissertation dienten weiterhin Computerprogramme zur Text- und Graphikbearbeitung
(Microszofto Office und AdobePhotoshop). Daten von mindestens zwel unabhangigen
Experimenten mit 3-6 Replika wurden statistisch mit Microsoft® -Excel 97 SR-1 ausgewertet.
Als Standardabweichung (SD) wurde angegeben:

[]
SD — \/a (yl - yMittelwert)z
n-1

mit y; = Einzel-Mef3werte; Yvitawet = SUmme der Einzel-Mef3werte, n = Anzahl der Replika.
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6.2 Dokumentation der Reinigung der antimikrobiellen Peptide

Im folgenden ist die Reinigung der in dieser Arbeit identifizierten antimikrobiellen Peptide
aus pH-Pool 4 Fraktion 8 der Kabsthymus-Peptidbank dokumentiert. Die Reinigung der
Peptide erfolgte unter Anwendung des in Kapitel 3.3 dargestellten Trennverfahrens. Die
Fraktionen wurden eine entsprechende Gewebeadquivalentmenge entnommen, lyophilisiert
und im Radial-Diffusionshemmtest eingesetzt. Die antimikrobielle Aktivitdt wurde in Unit
angegeben. Eine Unit entspricht einem Hemmhofradius von 0,1mm im Radia-
Diffusionshemmtest (Kapitel 2.4.3.1). In den Abbildungen zeigen die grauen Balken die
antimikrobielle Aktivitét der HPLC-Fraktionen. Die Fraktionen mit der hochsten
antimikrobiellen Aktivitat wurden vereinigt und sind im Chromatogramm angegeben. In den
folgenden Anhangen zeigen die Abbildungen A bis F die sechs zur Reinigung erforderlichen
HPL C-Trennschritte, die Abbildungen G und H die Reinheitskontrolle der aktiven Fraktionen
mittels Kapillarzonenel ektrophorese (CE) sowie die MALDI-Massenspektren der gereinigten
Peptide. Zur Reinigung von bGAPDH (104-122) waren nur vier Chromatographieschritte
notwendig. Da die ersten funf Reinigungsschritte bel allen Reinigungen beibehalten wurden,
sind diese hier zusammengefaldt. Der sechste Chromatographieschritt, mit welchem die
Peptide isoliert werden konnten, wurde mit verschiedenen RP-S&ulen durchgefiihrt. Diese

sind jeweils unter den Abbildungen angegeben.

A) RP-Chromatographie von pH-Pool 4 Fraktion 8 der Kalbsthymus-Peptidbank.
Gewebeauivalent: 16 g

Séule: Bakerbond, RP C-18, 47 x 300 mm, 300 A, 15- 30 um. Fliefmittel: A: 10 mM HCI,
B: 80 % Acetonitril / 10 mM HCI. Bel einer Flulrate von 40 ml/min wurde zur Elution
folgender Gradient verwendet: 10 - 60 % B in 50 min. Das Chromatogramm wurde bel einer
Wellenlange von 280 nm aufgezeichnet.

B) Rechromatographie der antibakteriell wirksamen Fraktion in einem zweiten
Reversed-Phase-HPLC Trennungsschritt.

Eingesetzte Gewebeaquiva entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 40 g

Séaule: siehe A). Flie3mittel A: 20 % MeOH / 10 mM HCI, B: Methanol / 10 mM HCI,
FluRrate: 30 mI/min. Gradient: 10 - 50 % B in 57 min. Die Detektion erfolgte bei 280 nm.
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C) Kationenaustausch-Chromatographie der antimikrobiell wirksamsten Fraktionen.
Eingesetzte Gewebeaquivalentmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 100 g

Saule: Biotek PrepPak, 10 x 125 mm, 1000 A, 7 um, FlieRmittel: A: 50 mM KH2PO,,
B:1,5M KCI / 50 mM KH2PO,4, Gradient: 10 — 60 % B in 50 min, Fluf¥ate: 2 ml/min,
Detektionswellenlange: 230 nm.

D) Rechromatographie der antibakteriell wirksamen Fraktionen in einem Reversed-
Phase-HPLC Trennungsschritt.

Eingesetzte Gewebeaquivalentmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 200 g

Séule: Pharmacia Source RP-C15, 10 x 250 mm, 120 A, 15 pum, FlieRmittel A: 0,1 % TFA,
B: 80 % ACN / 0,085 % TFA, Gradient: 20 - 50 % B in 60 min, Flurate: 1,8 ml/min,
Detektionswellenlange: 214 nm.

E) Kationenaustausch-Chromatographie der HPLC-Fraktionen mit hdochster
antimikrobieller Aktivitit.

Eingesetzte Gewebeaquivalentmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 800 g

Saule: Parcosil Pepkat, 4 mm x 50 mm, 300 A, 5 um,. Fliefmittel A: 10 mM NaH,PO,
pH 4,5, Fliel3mittel B: 1 M NaCl in Flielmittel A, FluRrate: 0,75 ml/min, Gradient: O - 60 %
B in 60 min. Detektionswellenlange: 214 nm.

G) MALDI-Massenspektrum.

H) Analyse des Reinheitsgrades des antimikrobiell aktiven Peptides durch

Kapillarzonenelektrophorese.
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6.2.1 Reinigung von bGAPDH (104-122)
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6.2.2 Reinigung von bGRP (95-133) und bNucleolin (40-141 /142 / 143)
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Relative Intensitit
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D) Rechromatographie der antibakteriell wirksamen Fraktionen in einem Reversed-

Phase-HPLC Trennungsschritt.

Das Chromatogramm entspricht dem 4. Reinigungsschritt (vgl. Anhang 6.2.2). Die Fraktionen
31 und 32 wurden vereinigt und rechromatographiert.
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F1) Rechromatographie der antimikrobiell wirksamen Fraktionen 21 und 22 zur
Reindarstellung von bNucleolin (40-141 / 142 / 143).

Eingesetzte Gewebeaquiva entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 5000 g

Saule: Zorbax RP-C3, 4,6 mm x 250 mm, 100 A, 5 pum,. FlieRmittel A: 0,1 % TFA,
Fliefdmittel B: 80 % ACN in 0,085 % TFA, Flul¥rate: 0,75 ml/min, Gradient: 15 - 50 % B in
75 min. Detektionswellenlénge: 214 nm.

F2) Rechromatographie der antimikrobiell wirksamen Fraktion 14 zur Reindarstellung
von bGRP (95-133).

Eingesetzte Gewebeaquiva entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 5000 g

Saule: Zorbax RP-C3, 4,6 mm x 250 mm, 100 A, 5 pum,. FlieRmittel A: 0,1 % TFA,
Flielfmittel B: 80 % ACN in 0,085 % TFA, Flufrate: 0,75 ml/min, Gradient: 20 - 40 % B in
67 min. Detektionswellenlénge: 214 nm.

G2) MALDI-Massenspektrum von bGRP (95-133).

H1-H3) LC-MS zur Reinheitsiiberpriifung und Massebestimmung von bNucleolin (40-
141 /142 /143).
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6.2.3 Reinigung von bNuMA (2052-2103)
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F) Rechromatographie der antimikrobiell wirksamen Fraktion 27 zur Reindarstellung
von bNuMA (2052-2103).

Eingesetzte Gewebeaquiva entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 2000 g

Saule: VYDAC RP-C18, 4,6 mm x 250 mm, 100 A, 5 pym,. FlieRmittel A: 0,1 % TFA,
Flielfmittel B: 80 % ACN in 0,085 % TFA, Fluf¥rate: 0,7 ml/min, Gradient: 25 - 40 % B in
45 min. Detektionswellenlange: 214 nm.
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6.2.4 Reinigung von bHiston H1.2 (83-139)
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1500 - Fraktion 9
bHiston H1.2 (83-139)

A214 nm
[A] repanyy JqPIqoDIWNUY

1

10 15 20 R

Retentionszeit [min]

1500{ G 5630,00 H
1000
g £
=
s 2828.28 -
© 500 I~
< L_//
; b
1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 5 10 15 20

Masse (m/z) Retentionszeit [min]

F) Rechromatographie der antimikrobiell wirksamen Fraktionen 38 und 39 zur
Reindarstellung von bHiston H1.2 (83-139).

Eingesetzte Gewebeaquiva entmenge im Radial-Diffusionshemmtest: 1600 g

Séule: ReprosilPur RP-C18, 4,6 mm x 250 mm, 100 A, 5 pum,. FlieRmittel A: 0,1 % TFA,
Fliefmittel B: 80 % ACN in 0,085 % TFA, Flul¥rate: 0,75 ml/min, Gradient: 20 - 35 % B in
45 min. Detektionswellenlange: 214 nm.
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