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EINLEITUNG

1 Einleitung

In der heutigen Zeit rickt die Resistenz verschiedener bakterieller Krankheitserreger
(pathogene Bakterien) gegentber vielen herkdmmlichen Antibiotika immer mehr in den Fokus.
Solche antibiotikaresistenten Bakterien entstehen durch Uberméfiigen und unsachgemalien
Gebrauch von Antibiotika’™#. Ein aktuelles und ernstzunehmendes Beispiel sind
methicillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) Stdmme, welche ein zusétzliches
Penicillin-bindendes Protein exprimieren und dadurch gegeniber allen p-Lactam Antibiotika
resistent sind. Die Weltgesundheitsorganisation stuft MRSA mittlerweile als einen vorrangigen
Krankheitserreger ein, welcher die Gesundheit der Menschen ernsthaft bedroht®®,
Die Entwicklung alternativer Therapiemdglichkeiten zur Behandlung von bakteriellen
Infektionen ist somit essentiell. In den letzten Jahren nahm daher die medizinische Relevanz
von Bakteriophagen als moglicher Therapieansatz deutlich zu“. Bei Bakteriophagen, kurz
Phagen, handelt es sich um Viren, die ausschlielich Bakterien oder Archaeen befallen.
Deren letale Wirkung auf Bakterien wurde bereits im Jahre 1915 von Frederick Twort sowie
von Félix d’Hérelle im Jahre 1917 beschrieben”®. Bedeutend fiir den Einsatz von
Bakteriophagen in der Medizin ist deren hohe Wirtsspezifitat fiir bestimmte Bakterienspezies
oder einem genotypischen Bakterienstamm®®. Heutzutage besteht aber nicht nur Interesse an
der antimikrobiellen Aktivitat von Phagen, sondern sie kdnnen aufgrund ihrer Spezifitat auch
als gezielte Transportsubstanzen von Arzneimitteln oder Impfstoffen dienen*. Beispielsweise
wurde der gentechnisch modifizierte Phage M13 zur Bildgebung von Tumorzellen sowie zur
Abgabe von Arzneimittel an Prostatakrebszellen in vitro eingesetzt’®. Auch in den
Materialwissenschaften finden mittlerweile Phagen Anwendung. Der Phage M13 wurde
dahingehend funktionalisiert, dass er verschiedene nanoskalige Materialien, wie Nanoringe
oder Mikro- und Nanofasern, zusammenbauen kann!2,

Fur den effizienten Einsatz von Bakteriophagen, gerade in der Medizin, ist eine detaillierte
Analyse der Wirkmechanismen von Bakteriophagen unausweichlich. Wahrend dieser
Doktorarbeit wurde ein von Phagen codiertes Protein, welches an der Lyse des Bakterienwirts

beteiligt ist, strukturell und funktionell untersucht.

1.1 Bakteriophagen
Bakteriophagen sind Viren, die ausschlieBlich Prokaryoten als Wirte nutzen’®
Diese infektitsen Partikel werden oftmals anhand des Wirtsorganismus den sie befallen, ihrer

Morphologie oder des Aufbaus ihres Genoms klassifiziert'®. Die offizielle taxonomische
1
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Einordnung von Viren erfolgt durch das International Commitee on Taxonomy of Viruses
(ICTV). Laut ihrem neusten Bericht (Juni 2019) sind derzeit 5560 Virenspezies in der
Datenbank eingegliedert, die wiederum in 14 verschiedene Ordnungen untergeordnet sind®.
Strukturell aufgebaut sind Bakteriophagen im allgemeinen aus einer Nukleinsdaure, welche von
einer Proteinhille, dem sogenannten Kapsid, umgeben ist'>!6, Diese Proteinhiille dient
einerseits dem Schutz des Genoms des Phagen und andererseits verflgt sie Giber Rezeptoren,
die fur die Erkennung des Wirts erforderlich sind™'’. Die Phagen der T-Serie, welche
momentan am besten strukturell charakterisiert sind, weisen untereinander nur kleine
Unterschiede in ihrem Genom und ihrer Struktur auf'8. Bakteriophagen dieser Serie sind aus
einem ikosaedrischen Kapsid, in dem die doppelstrangige DNA eingeschlossen ist, einer
Grundplatte und dem Injektionsapparat flr die Penetration ihrer Nukleinsédure in den
Bakterienwirt aufgebaut (Abb. 1). Die Grundplatte ist zusatzlich mit Schwanzfasern und Spikes

besetzt, welche als Rezeptoren fiir die Wirtserkennung dienen®>18,

. 2 ,/ Kapsid

Schwanzhiille

Schwanzfasern

\ Grundplatte

Abbildung 1: Schematische Grundstruktur des Phagen T4

Die doppelstrangige DNA des Bakteriophagen T4 liegt im ikosaedrischen Kapsid vor. Die Schwanzhiille umschlieft das
Schwanzrohr, welches die Nukleinséure in den Bakterienwirt injiziert. Die Grundplatte mit den Schwanzfasern und Spikes
dienen dem Phagen als Erkennungssensoren fir den Wirt'>18 (Abbildung verandert entnommen aus M. L. YAP et al.*®),

Solch eine Grundstruktur weisen allerdings nicht alle Bakteriophagen auf, so unterscheidet sich
beispielsweise die Morphologie des Phage M13 deutlich von denen der T-Serie.
Der filamentése Phage M13 verfugt Uber eine zirkuldre einzelstrangige DNA, welche von
verschiedenen Hiillproteinen umgeben ist?®. Neben den strukturellen Unterschieden weisen
Bakteriophagen auch groRe Komplexitatsunterschiede zwischen ihren Genomen auf. Es reicht
von kleinen kugelférmigen Phagen mit einem kleinen Genom, wie etwa der Phage ¢X174 mit
rund 5000 Basenpaaren, bis hin zu einem groRen und sehr komplexen Phagengenom, wie es

der Phage ¢KZ mit etwa 280 000 Basenpaaren aufweist??2,
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1.2 Lebenszyklen von Bakteriophagen

Bakteriophagen sind, wie alle Viren, nicht in der Lage sich selbst zu replizieren und sind daher
auf den Syntheseapparat eines Wirtsorganismus angewiesen. Ein charakteristisches Merkmal
von Phagen ist deren hohe Wirtsspezifitat, wodurch sie auf bestimmte Bakterienspezies
beziehungsweise Bakterienstamme beschrankt sind. In der ersten Phase ihres
Vermehrungszyklus ermdglichen spezifische Rezeptoren auf der Oberfl&che der Wirtszelle die
Adsorption des Phagen an seinen Wirt>>24, Als Phagenrezeptor kénnen dabei nahezu alle
Strukturen dienen, die sich auf der Oberflache einer Bakterienzelle befinden?3. Beispielsweise
kdénnen Phagen an in der &ufReren Membran von Gram-negativen Bakterien verankerten
Polysaccharidseitenketten binden oder an Teichonséuren, den polymeren Bausteinen der
Zellwand von Gram-positiven Bakterien®2%, Nach erfolgter Adsorption des Phagen wird
dessen Nukleinséure in den Wirt injiziert und die leere Proteinhiille des Phagen bleibt an der
AuRenseite der Zelle haften'®. Die Penetration der Nukleinsdure ist dabei spezifisch fiir
verschiedene Phagen®. Der Phage T4, welcher Gram-negative Bakterien befallt, erfahrt nach
seiner Adsorption zunidchst eine Konformationsanderung seiner Grundplatte. Durch die
nachfolgende Kontraktion der Schwanzhille durchstéf3t dessen Schwanzrohr die duf3ere
bakterielle Membran. Durch nachfolgende enzymatische Aktivitat des Phagen T4 und der
Fusion seiner Schwanzspitze mit der inneren Bakterienmembran wird die Phagen-DNA in den
Wirt injiziert?’=2°. Je nach Phagenart wird nach dem Einschleusen der Nukleinsaure entweder
der lytische oder der lysogene Vermehrungszyklus eingeschlagen. Phagenspezifische Proteine,
welche nach der Infektion von dem Wirtsorganismus hergestellt werden, sind die Initiatoren

fiir den entsprechenden Zyklus®*°.

1.2.1 Lytischer Zyklus

Virulente Bakteriophagen nutzen fir ihre Vermehrung den lytischen Zyklus, welcher
unumganglich zur Lyse des bakteriellen Wirts fiihrt (Abb. 2). Nach erfolgter Injektion ihrer
Nukleinsdaure gehen die Phagen in die sogenannte Latenzphase Uber. Wahrend dieser Phase
wird der gesamte Stoffwechsel des Bakterienwirts heruntergefahren. Die Wirtszelle wird
dahingehend umprogrammiert, dass lediglich die einzelnen Phagenkomponenten synthetisiert
werden'®®,  Erst am Ende der Latenzphase erfolgt die Selbstassemblierung der
Phagennachkommen, die dann zunichst intrazellular akkumulieren®. Fir die Freisetzung der
neu assemblierten Phagen werden daraufhin weitere Phagen-codierte Proteine synthetisiert,

welche fiir das Aufbrechen der Zellhiille der Bakterien notwendig sind®L. In der letzten Phase
3
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des lytischen Zyklus werden die Tochterphagen in die Umwelt entlassen, was in der Regel mit
der Lyse des Bakterienwirts verbunden ist?**°, Die neuen Phagen kénnen dann wiederum

weitere Bakterien infizieren und ein neuer Vermehrungszyklus wird initiiert?*,

Kapsid ’g

/ &
Phagengenom /a }0
Bakteriengenom

Lyse

l Kopt- und Schwanzproteine ) /£
- = /b
(@ ;\} " ( 20

Assemblierte Phagen

Phagengenom L» @/\? é @ ]‘

Abbildung 2: Lytischer Zyklus von Bakteriophagen

Virulente Bakteriophagen programmieren sofort nach der Penetration ihrer Nukleinséure die Wirtszelle um, sodass diese mit
der Produktion der Phagennachkommen beginnt. In dieser Latenzphase stellt der Syntheseapparat des Bakterienwirts die
notwendigen Kopf-und Schwanzproteine her und zudem wird das Phagengenom repliziert. Nach Selbstassemblierung der
Tochterphagen akkumulieren diese zundchst in ihrem Wirt und durch anschlieBende Lyse der Bakterienzelle erfolgt deren
Freisetzung'624% (Abbildung verandert entnommen aus R. FEINER et al.®?).

1.2.2 Lysogener und pseudolysogener Zyklus

Temperente Bakteriophagen leiten hingegen nicht zwangslaufig die Lyse ihres Bakterienwirts
ein, da sie neben dem lytischen Vermehrungszyklus auch den lysogenen Zyklus einschlagen
konnen (Abb. 3A)3. Ein GroRteil solcher Phagenpopulationen geht zunéchst in den ruhenden,
lysogenen Zyklus tber und nur ein Bruchteil schlégt direkt zu Beginn den lytischen Zyklus
ein'®33, Nach der Penetration ihrer Nukleinsaure in den Bakterienwirt integrieren temperente
Phagen ihre Nukleinsdure in das bakterielle Genom. Der Phage ist in diesem Stadium nicht
infektios, sondern befindet sich in einer Art Ruhemodus. Phagenkomponenten werden in
diesem Modus nicht von der Wirtszelle synthetisiert. Die Vermehrung solcher Phagen erfolgt
im lysogenen Zyklus somit auf rein genetischer Ebene, da deren genetische Information
synchron mit der bakteriellen Zellteilung verdoppelt und weitergegeben wird. Unter diesen
Bedingungen wird der Phage als Prophage bezeichnet, der in dem lysogenen Bakterium die

Fahigkeit zur Synthese neuer Bakteriophagen aufrechterhilt®3, Prophagen kénnen aufgrund
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verschiedener Umwelteinflisse, wie beispielsweise UV-Licht, in den lytischen

Vermehrungszyklus eintreten und mit der Produktion neuer Phagen beginnen?®33,

A Lysogener Zyklus

Phagengenom
N ¢ Insertion N
§D _— -
/

/

Bakteriengenom Prophage

B Pseudolysogener Zyklus

Nicht-replizierender

Phagengenom Priprophage
\ v Lytischer Zyklus
- Bl T -
/ A Lysogener Zyklus

/

Bakteriengenom

Abbildung 3: Lysogener und pseudolysogener Zyklus von Bakteriophagen

(A) Temperente Phagen koénnen neben dem lytischen Zyklus auch den lysogenen Zyklus einschlagen. Die injizierte
Nukleinsdaure wird in das bakterielle Genom eingebaut, wodurch der Phage in einen ruhenden, nicht-infektidsen Zustand
ibergeht. Der sogenannte Prophage wird dadurch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Bedingt durch verschiedene
Umwelteinfliisse kann der Prophage in den lytischen Zyklus tibergehen und mit der Produktion seiner Phagennachkommen
durch die Wirtszelle beginnen'®32, (B) Bakteriophagen gehen in einen pseudolysogenen Zustand tiber, sofern ihr Bakterienwirt
einem Nahrstoffmangel ausgesetzt ist. Nach der Penetration ihrer Nukleinsdure erfolgt weder die Produktion der
Phagennachkommen, noch wird das Phagengenom in das bakterielle Genom integriert. Das Genom des Phagen verweilt im
Bakterienwirt und wird als nicht-replizierender Préprophage bezeichnet. Sobald dem bakteriellen Wirt gentigend Néhrstoffe
vorliegen, geht der Bakteriophage entweder in den lytischen oder lysogenen Zyklus tiber®2-3* (Abbildung verandert entnommen
aus R. FEINER et al.%?).

Bakteriophagen kénnen hingegen auch in einen pseudolysogenen Zustand tibergehen, bei dem
sie sich in einem inaktiven, nicht-lysogenen Gleichgewicht mit ihrem Bakterienwirt
befinden®334, Sofern der Bakterienwirt einer Nahrstoffknappheit ausgesetzt ist, schlagen
Bakteriophagen eben diesen pseudolysogenen Zustand ein (Abb. 3B). Die unzureichende
Néhrstoffversorgung verhindert die Replikation der Nukleinsédure der Phagen sowie die
Synthese der einzelnen Phagenkomponenten. Im Gegensatz zum lysogenen Zyklus wird das
Phagengenom auch nicht in das bakterielle Genom integriert, sondern verweilt als nicht-
integrierter Praprophage®>34. Trotz unginstiger Néahrstoffbedingungen wird durch den
pseudolysogenen Zustand das Uberleben der Bakteriophagen ermdglicht. Sobald geniigend

Nahrstoffe verfiigbar sind, kann der Bakteriophage in den lytischen oder lysogenen Zustand
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ubergehen. Aufgrund fehlender Replikation wéhrend des pseudolysogenen Zyklus wird der

Praprophage allerdings nach der Zellteilung an nur eine Tochterzelle weitergegeben®,

1.3 Freisetzungsstrategien von Bakteriophagen

Im letzten Schritt des lytischen Zyklus werden die neu assemblierten Bakteriophagen in die
Umwelt freigesetzt. Hierzu missen die Phagennachkommen die physischen Barrieren der
Zellhulle ihrer Wirtsorganismen uberwinden. Handelt es sich bei dem Wirt um Gram-positive
Bakterien, so besteht deren Zellhiillle aus der inneren Cytoplasmamembran sowie dem
Peptidoglykan. Bei Gram-negativen Wirtszellen missen die Phagen zusétzlich die &ulere
Membran durchdringen (Abb. 4).

Gram-positiv Gram-negativ
€ % ; AuBere
R;& ) ) ﬂ Membran

,’,; )

Peptidoglykan ===

Innere
»»  Membran

Abbildung 4: Aufbau der Zellhiille von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien

Die Zellhulle von Gram-positiven Bakterien ist aus der inneren Membran sowie dem Peptidoglykan aufgebaut. Gram-negative
Bakterien verfugen Uber eine zusétzliche &uRere Membran, weshalb ihre Peptidoglykanschicht wesentlich dlinner ist,
verglichen zu der in Gram-positiven Bakterien. Verschiedene in der Membran verankerte Proteine sind sowohl in der inneren
als auch in der &uReren Membran integriert (lila). In Gram-positiven Bakterien ist das Peptidoglykan zusétzlich durch
Lipoteichonsauren (geschwungene lila Linien) und Wandteichonséuren (tirkis) vernetzt. Auf der AuRenseite der dufReren
Membran in Gram-negativen Bakterien befinden sich Lipopolysaccharide (grtin)36-3 (Abbildung verandert entnommen aus
W. PAJERSKI et al.®9).

Die innere Membran von Bakterien, auch Cytoplasmamembran genannt, ist eine hydrophobe
Phospholipiddoppelschicht, in welcher verschiedenste Membranproteine integriert sind.
Die genaue Lipidzusammensetzung der Membran variiert je nach Bakterium®’, so setzt sich
beispielsweise die innere Membran von Escherichia coli (E.coli) aus 70-80 %
Phosphatidylethanolamin (POPE), 15-20 % Phosphatidylglycerol (POPG) und 5 % oder
weniger Cardiolipin zusammen®®4!, Bei den zusitzlich vorhandenen Membranproteinen
handelt es sich entweder um integrale Membranporteine, welche Uber ihre o-helikale
Transmembrandoméne (TMD) in die Membran eingelagert sind, oder um Lipoproteine®.
Ein weiteres wichtiges Element der Zellhille von Bakterien stellt das Peptidoglykan (Murein)
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dar, welches fir die Stabilisierung der definierten Zellform sorgt und dem osmotischen Druck
standhalt. Je nach Bakterienart variiert dessen Schichtdicke und chemische
Zusammensetzung®. Im Allgemeinen ist das Murein aus den beiden Zuckerderivaten
N-Acetylglycosamin (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) aufgebaut, welche
alternierend  p-1,4-glykosidisch verknupft sind und das Polysaccharidriickgrat des
Peptidoglykans bilden%, Des Weiteren wird das Riickgrat tber die D-Lactylgruppe der
N-Acetylmuraminsdure ber kurze Peptide quervernetzt. Die hdufigste Zusammensetzung
dieser kurzen Peptidsequenz ist L-Ala-D-Glu-Diaminopimelinsdure (DAP)-D-Ala, wobei die
Vernetzung mit einer anderen Glykankette tiber das D-Ala an Position 4 und dem m-DAP an
Position 3 einer anderen Kette erfolgt (Abb. 5)%.

/ GlcNAc \

MurNAc

DAP

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Peptidoglykans am Beispiel von Gram-negativen E. coli Bakterien

Das Peptidoglykan ist aus den beiden Zuckerderivaten N-Acetylglycosamin (GIcNAc, griin) und N-Acetylmuraminsdure
(MurNAc, orange) aufgebaut. Diese sind alternierend p-1,4-glykosidisch miteinander verknipft und bilden das
Polysaccharidriickgrat des Peptidoglykans. Die Quervernetzungen des Rickgrats tber kurze Peptide verleihen dem
Peptidoglykan seine Struktur und Stabilitat?>¢ (Abbildung verandert entnommen aus M. LOESSNER et al.*?).
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Den grofiten Anteil der Zellhille in Gram-positiven Bakterien stellt das Peptidoglykan dar.
Neben den bereits erwéhnten Vernetzungen der Glykanketten sind in Gram-positiven Bakterien
zusatzliche Verankerungen (ber polyanionische Teichonséuren vorhanden. Innerhalb des
Peptidoglykans sind Wandteichonsduren lokalisiert und Lipoteichonséuren sind kovalent an
Glycolipide der Zellmembran gebunden und durchspannen das Murein®38, Gram-negative
Bakterien verfuigen hingegen Uber eine wesentlich diinnere Mureinschicht mit einem geringeren
Vernetzungsgrad®. Als eine weitere Schutzbarriere verfilgen sie daher tber eine auBere
Zellmembran, die einerseits als Diffusionsbarriere dient und andererseits den Transport geldster
Stoffe ermoglicht®’. Bei dieser auReren Membran handelt es sich um eine asymmetrische
Lipiddoppelschicht, welche sich aus Phospholipiden auf der Innenseite und
Lipopolysacchariden auf der Aulenseite sowie verschiedenen Membranproteinen
zusammensetzt®’#3, Die Zusammensetzung der Phospholipide unterscheidet sich nur
geringfugig von der der inneren Bakterienmembran. Beispielsweise sind in der duReren
Membran mehr geséttigte Fettsauren und Phosphatidylethanolamine angereichert*4. Die auf der
Aulenseite der Membran lokalisierten Lipopolysaccharide sind aus dem Lipid A, einem kurzen
Kern-Oligosaccharid und einem O-Antigen-Polysaccharid mit unterschiedlicher Léange
aufgebaut. Bei dem Lipid A handelt es sich um ein 4-1,6-glykosidisch verkniipftes Disaccharid
aus N-Acetylglucosaminphosphat, welches einen acylierten Fettsdurerest tragt. Das Kern-
Oligosaccharid ist aus 2-Keto-3-desoxyoctonsaure sowie Heptosen und Hexosen aufgebaut®.
Die in der dauReren Membran vorhandenen Proteine lassen sich in zwei verschiedene Gruppen
gliedern, die Lipoproteine und die integralen dulReren Membranproteine, welche die duRere
Membran durchspannen. Bei den in der duReren Membran lokalisierten Membranproteinen
handelt es sich um fS-Fass Strukturen aus amphiphatischen antiparallelen g-Strangen und nicht
um a-helikale Strukturen wie in der Cytoplasmamembran von Bakterien3"6,

Nach der Assemblierung der neuen Phagen nutzen die verschiedenen Phagenarten
unterschiedliche Strategien fiir deren Freisetzung. Einige wenige Bakteriophagen codieren fir
ein eigenes spezielles Sekretionssystem, tber welches sie ihre Tochterphagen kontinuierlich
aus dem Bakterienwirt herausschleusen. Der filamentose Phage M13, der E. coli beféllt, nutzt
beispielswiese genau solch eine Strategie, bei der die Bakterien die Infektion tberleben*”48,
Im Vergleich dazu geht die Freisetzung der meisten Phagen mit der Lyse des Bakterienwirts
einher, welche zum einen durch die Hemmung der Zellwandbiosynthese ausgeldst werden kann
oder zum anderen durch komplexe Mechanismen, bei denen die Phagen fiir mehrere Proteine

codieren, welche die Lyse des Wirts regulieren®.
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1.3.1 Hemmung der Zellwandbiosynthese

Kleine einzelstrangige RNA (ssSRNA)- oder einzelstrangige DNA (ssDNA)-Phagen verwenden
oftmals &hnliche Strategien wie manche bakterizide Antibiotika, welche die Zellteilung der
Bakterien durch Inhibition der Zellwandbiosynthese beeinflussen*®*. Ein Beispiel stellt der
sSDNA Coliphage X174 dar, welcher fur ein einziges Lyse-auslésendes Protein codiert.
Bei diesem sogenannten E-Protein handelt es sich um ein Membranprotein, welches einen
spezifischen Inhibitor der Phospho-MurNAc-pentapeptid-Translokase MraY darstellt.
Dieses Enzym katalysiert die Synthese des Membran-assoziierten Intermediat Lipid I in der
bakteriellen Zellwandsynthese. Aufgrund dieser Hemmung der Zellwandbiosynthese kann die
Bakterienzelle dem inneren osmotischen Druck nicht mehr standhalten und es kommt

schlieRlich zur Lyse der Wirtszelle und die Tochterphagen werden frei®!>2,

1.3.2 Das kanonische Holin-Endolysin-System

Eine haufige Strategie zur Freisetzung der neu assemblierten Phagen stellt das kanonische
Holin-Endolysin-System dar. Lediglich zwei verschiedene Komponenten, das Holin und das
Endolysin, sind hier an der Lyse der Wirtszelle beteiligt®>®3, Detaillierte molekularbiologische
und genetische Studien dieser beiden essentiellen Proteine, sowie Studien zur Regulation der
Lyse wurden erstmals von R. YOUNG et al.®! an dem Phagen A durchgefiihrt.

Einige Minuten nach erfolgter Infektion der Wirtszelle mit dem Phagen X beginnt diese mit der
kontinuierlichen Expression der Gene der Lyse-Genkassette, welche zu den spaten Genen
gezahlt werden. Bei dem exprimierten Holin S105 handelt es sich um ein Kleines, aus
105 Aminoséuren  bestehendes ~ Membranprotein,  welches  sich  wahrend  der
Assemblierungsphase der Bakteriophagen in der Cytoplasmamembran seines Wirts als
Homodimer einlagert®®. Parallel dazu wird das kanonische Endolysin R synthetisiert.
Dieses akkumuliert zundchst vollstandig gefaltet und enzymatisch aktiv im Cytoplasma des
Bakterienwirts. Endolysine sind muralytische Enzyme, welche unter anderem die
S-1,4-glykosidischen Bindungen der Peptidoglykanschicht von bakteriellen Zellwéanden
hydrolysieren3'**, Etwa 50 min nach erfolgter Infektion haben die Holine eine Kritische
Konzentration in der Membran erreicht und die Lyse des Bakterienwirts wird durch
Konformationsédnderung der Holine eingeleitet. Durch die Umverteilung der kleinen
Membranproteine bilden sich einige wenige unbewegliche Aggregate, sogenannte Rafts,
die sich aus mehreren hunderten Holinen zusammensetzen®**°. R. WHITE et al.>® postulieren,

dass diese zweidimensionalen Holin-Rafts zu einer lokalen Depolarisation der Membran
9
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flihren, was wiederum eine erneute Anderung der Konformation bewirkt und sich Locher mit
einem durchschnittlichen Durchmesser von 340 nm in der Cytoplasmamembran ausbilden®®.
Die entstandenen Locher ermdglichen die Diffusion verschiedener lonen und Proteine.
Das kanonische Endolysin kann nun die innere Membran passieren und daraufhin mit dem
Abbau des Peptidoglykans beginnen (Abb. 6A)%°. Neben dem Phagen A nutzen auch andere
Bakteriophagen dieses System, so codieren sowohl der Phage P22, als auch der Coliphage P2

fiir ein entsprechendes Holin und ein kanonisches Endolysin®"®,

A B
Holin-Endolysin-System Pinholin-SAR-Endolysin-System
AuBere Membran
( Innere Membran ) ( )
¢ @
fal “ () B
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Abbildung 6: Lysemechanismen zur Freisetzung der neu assemblierten Phagen

Schematische Ubersicht iiber zwei mogliche Strategien zur Freisetzung der Phagennachkommen, welche mit der Lyse des
Bakterienwirts verbunden sind. (A) Im kanonischen Holin-Endolysin-System akkumulieren die Endolysine (blau) zunéchst
vollstdndig gefaltet und enzymatisch aktiv im Cytoplasma des Bakterienwirts. Die in der inneren Membran eingelagerten
Holine (gelb) oligomerisieren, sobald sie eine kritische Konzentration erreicht haben. Durch diese Umverteilung der Holine
bilden sich wenige groRe Ldcher in der inneren Membran. Die kanonischen Endolysine kénnen daraufhin die Membran
passieren und das Peptidoglykan (hier nicht gezeigt) abbauen. (B) Im Pinholin-SAR-Endolysin-System sind hingegen die
Endolysine (rot) tber eine SAR-Doméne in einem inaktiven Zustand in der Membran verankert. Die Pinholine (gelb)
oligomerisieren auch hier nach Erreichen einer kritischen Konzentration und bilden sehr kleine L&sionen, welche ber die
gesamte Membran verteilt sind. Infolgedessen kommt es zur Depolarisation der inneren Membran und die SAR-Endolysine
werden freigesetzt, die dann entsprechend das Peptidoglykan abbauen®-5° (Abbildung verandert entnommen aus R. YOUNG et
al.%).
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1.3.3 Pinholin-SAR-Endolysin-System

Uber viele Jahre hinweg wurde das kanonische Holin-Endolysin-System als der universelle
Mechanismus der Lyse von Bakterienzellen, die von doppelstrangigen DNA Phagen infiziert
wurden, angesehen. Im Laufe der Zeit konnte jedoch gezeigt werden, dass eine groliere Vielfalt
an Endolysinen vorherrscht, welche unterschiedliche Lyse-Mechanismen nutzen.
So verwenden einige Endolysine bei dem Transport iber die innere Membran das wirtseigene
Sekretionssystem. Das wohl bekannteste Beispiel eines Endolysins, welches Uber eine
Exportsignalsequenz verfiigt, ist das SAR (Signal-Anchor-Release)-Endolysin R* des
lambdoiden Phagen ¢21314280 Dieses ist in seiner inaktiven Form (iber seine sogenannte SAR-
Doméne in der inneren Membran verankert und wurde zuvor (ber das wirtseigene
sec-Transportsystem iiber die innere Membran transportiert®®%4, Erst durch die Depolarisation
der inneren Bakterienmembran wird die N-terminale SAR-Doméne aus der Membran geldst.
Das freigesetzte und nun enzymatisch aktive Endolysin leitet daraufhin den Mureinabbau ein.
Der Zeitpunkt der Lyse wird somit durch die Depolarisation der Membran und dem damit
verbundenen Zusammenbruch der protonenmotorischen Kraft (PMF) eingeleitet®®-5,
Die Regulation dieses Zeitpunkts erfolgt bei dem Phagen ¢21 durch das Pinholin S2'68.
Analog zu dem kanonischen Holin handelt es sich bei dem Pinholin um ein kleines
Membranprotein, welches sich zunéchst in seiner inaktiven Form in der Cytoplasmamembran
anreichert. Nach Erreichen einer kritischen Konzentration der Pinholine in der Membran bilden
diese Membranlésionen aus, welche in regelméRigen Abstdnden (ber die innere Membran
verteilt sind. Im Gegensatz zu kanonischen Holinen, welche wenige grof3e Lécher ausbilden,
weisen die von Pinholinen gebildeten Locher lediglich einen Durchmesser von etwa 1,5 nm
auf, weshalb sie auch als pinholes (Nadelldcher) bezeichnet werden. Letztendlich wird durch
diese kleinen Locher nur die Diffusion von lonen Uber die Membran ermdglicht und groRere
Molekiile kdnnen diese Barriere nicht Uberwinden. Die innere Membran des Bakterienwirts
wird folglich depolarisiert und die protonenmotorische Kraft bricht zusammen
(Abb. 6B)31636667 1m Pinholin-SAR-Endolysin-System sind die fir die Lyse notwendigen
Gene ebenfalls auf einer Lyse-Genkassette gruppiert und werden zu den spaten Genen
gezahlt®. Dieser Lysemechanismus wurde unter anderem auch in dem Bakteriophagen gKMV
mit seinem Pinholin KMV44 und dem zundchst membrangebundenen Endolysin KMV45

entdeckt®,
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1.4 Komponenten der lytischen Systeme

Bakteriophagen ist es nicht moglich sich selbst zu replizieren, weshalb sie hierfur die
Proteinbiosynthesemaschinerie ihrer Wirtszelle nutzen. Die neu assemblierten Phagen mussen
daraufhin die einzelnen Barrieren der Bakterienhiille tiberwinden®. Hierfiir codieren Phagen
verschiedene Komponenten, welche sich in ihrer Gesamtheit zu einem komplexen und fein

aufeinander abgestimmten Lysesystem zusammensetzen®!.,

1.4.1 Holine

Holine sind kleine integrale Membranproteine, die uber ihre a-helikalen TMDs in die
Cytoplasmamembran ihres Wirts eingelagert sind. Ihre Funktion besteht in der Regulation des
Zeitpunkts der Lyse wahrend des lytischen Zyklus von Bakteriophagen®® ™. Die fiir Holine
codierenden Gene weisen eine unglaubliche Diversitat auf und besitzen dennoch alle dieselbe
Funktion. Somit z&hlen Holine mit etwa 150 verschiedenen Holingenen zu der diversesten
Gruppe an Genen in der Biologie, welche sich in 58 anerkannte Familien gliedern lassen’*"3,
Die Einteilung der Holine erfolgt in drei verschiedene Klassen, die sich bezogen auf die Anzahl
an TMDs unterscheiden (Abb. 7)87,

I I I

C
Periplasma N, — — %’
Cytoplasma s NT 2 &
% VR

S105 S2168 T

Abbildung 7: Holinklassen

Holine sind kleine Membranproteine, die tber TMDs in die innere Membran des Bakterienwirts eingelagert sind. Gegliedert
werden Holine in drei unterschiedliche Klassen, wobei die Einteilung anhand der Anzahl putativer TMDs erfolgt. Prototyp der
Holinklasse I, welcher tber drei insertierte TMDs verfiigt, ist das Holin S105 des Phagen A. Das Pinholin S*68 des Phagen ¢21
mit seinen zwei TMDs ist der bekannteste Vertreter der Klasse 11. Holine mit nur einer eingelagerten TMD werden in die
Holinklasse 111 eingeteilt. Ein Beispiel fur diesen Strukturtyp ist das Holin T des Phagen T467* (Abbildung verandert
entnommen aus I. WANG et al.5?).

Holine der Klasse | weisen drei, Uber p-Schleifen miteinander verbundene TMDs mit einer
Nout-Cin Topologie auf. Sie verfugen ber einen unstrukturierten, relativ langen C-Terminus
und einem kurzen periplasmatischen Segment®® . Der Prototyp dieser Holinklasse ist das
kanonische Holin S105 des Phagen A. Wahrend des lytischen Zyklus des Bakteriophagen

akkumulieren solche Holine zunéchst inaktiv in der inneren Membran ihres Bakterienwirts.
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Nach Erreichen einer kritischen Konzentration an Holinen oligomerisieren diese und bilden
groRe Locher aus. Diese Membranpermeabilisierung ermdglicht die Freisetzung der
muralytischen Endolysine in das Periplasma®**®.

Sofern Holine uber zwei TMDs verfligen werden sie in die Holinklasse Il eingeteilt.
Das bekannteste Beispiel ist das Pinholin S?'68 des Phagen ¢21, dessen Termini beide ins
Cytoplasma weisen (Nin-Cin-Topologie) und zundchst ebenfalls inaktiv in der Membran
akkumuliert®®7®. Im Gegensatz zu Holinen der Klasse | bilden Pinholine nach Erreichen einer
kritischen Konzentration viele kleine L&sionen in der inneren Membran des Bakterienwirts aus,
welche die Depolarisation der Membran zur Folge haben®%%%7, Das dazugehdrige Endolysin
ist Uber seine SAR-Doméne in der inneren Membran verankert und wird durch die
Depolarisation der Membran ins Periplasma freigesetzt. Diese Holinart weist folglich eine rein
regulatorische Funktion auf3-55,

Trotz lediglich einer TMD koénnen sich Holine der Klasse Il zu groRen Lochern in der
Cytoplasmamembran zusammenlagern. Dabei ist die grofle, zum Periplasma gerichtete
C-terminale Domaéne essentiell fur die Oligomerisierung. Verglichen zu den Holinen der
anderen beiden Klassen, ist das Holin T des Phagen T4 mit einer Lange von 218 Aminosauren

relativ groB und hydrophil """

1.4.2 Endolysine

Hydrolytische Enzyme, welche analog zu den Holinen von Phagen codiert werden und gegen
das Peptidoglykan der Wirtszelle gerichtet sind, werden als Endolysine bezeichnet!.
Endolysine greifen spezifisch unterschiedliche Bindungen im Peptidoglykan des bakteriellen
Wirts an®#2, Durch die dadurch verursachte Degradation des Mureins wird dieses destabilisiert
und letztendlich kann das Murein dem osmotischen Druck nicht mehr standhalten und die neu
assemblierten Tochterphagen werden freigesetzt®l. Die Klassifizierung dieser muralytischen
Enzyme erfolgt auf Grundlage der Bindungsart, die sie im Peptidoglykan spalten (Abb. 8).
Endolysine, welche die $-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen den beiden Zuckerderivaten
N-Acetylglycosamin (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsédure (MurNAc) spalten, werden als
Glycosidasen  bezeichnet. Sofern die  glykosidischen  N-Acetylmuramoyl-$-1,4-N-
acetylglucosamin Bindungen in dem Polysaccharidriickgrat des Peptidoglykans gespalten
werden, werden die Endolysine als Muramidasen und Transglycosidasen bezeichnet.
Die zweite glykosidische Bindung im Polysaccharidriickgrat, die N-Acetylglycosaminyl-$-1,4-
N-acetylmuramin Bindung, wird durch die entsprechende Glucosaminidase gespalten.
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Andere Endolysine, wie die N-Acetylmuramoyl-L-alanin-amidase, wirken hingegen als
Amidasen und hydrolysieren die Amidbindung zwischen den Zuckermolekilen und den
Peptidresten. Die letzte Endolysinklasse weist eine Endopeptidase-Aktivitat auf und spaltet die
Bindungen zwischen den Peptiden im Peptidoglykan3!42. Der GroRteil an Endolysinen kann
lediglich eine spezifische Bindung des Peptidoglykans spalten. Einige wenige Endolysine
verfugen jedoch uber eine multiple enzymatische Aktivitat. So wirkt beispielsweise das
Endolysin des Phagen ¢l11 sowohl als D-Alanin-glycyl-endopeptidase, als auch als

N-Acetylmuramoyl-L-alanin-amidase’®.

. . Muramidase
Glucosaminidase .
Transglycosidase

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Angriffspunkte der Endolysine im Peptidoglykan von E. coli

Das Peptidoglykan ist unter anderem aus den beiden alternierend miteinander verknlpften Zuckerderivaten
N-Acetylglycosamin (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) aufgebaut. Diese glykosidischen Bindungen des
Polysaccharidriickgrats konnen durch N-Acetyl-f-D-muramidasen und Transglycosidasen, sowie durch N-Acetyl-5-D-
glucosaminidasen gespalten werden. Amidasen hydrolysieren hingegen die Bindungen zwischen den Zuckermolekiilen und
den Peptiden. Endopeptidasen spalten die Peptidbindungen innerhalb des Peptidoglykans®'#? (Abbildung verandert entnommen
aus M. J. LOESSNER et al.*?).

Die Regulation der enzymatischen Aktivitat der Endolysine erfolgt durch ihr entsprechendes
Holin. Beispielsweise akkumuliert das kanonische Endolysin R des Phagen X zunichst
enzymatisch aktiv im Cytoplasma der Wirtszelle (Abb. 9). Dessen Freisetzung ins Periplasma
erfolgt im Endstadium des Reproduktionszyklus des Phagen durch die Bildung von groRRen
Lochern in der inneren Bakterienmembran durch das Holin S10531°4%, Das Endolysin R?! des
lambdoiden Phagen ¢21 verfiigt hingegen ber eine N-terminale SAR-Doméne, durch die es in

der Cytoplasmamembran des Wirts verankert ist (Abb. 9). Nach erfolgter Expression des
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Endolysins wird dieses durch das wirtseigene sec-Transportsystem ber die innere Membran
transportiert, wobei die SAR-Domane als Erkennungssequenz dient. Nach der Sekretion bleibt
das SAR-Endolysin einem membrangebundenen Zustand, da seine Transmembrandomane im
Vergleich zu anderen sekretorischen Enzymen nicht durch eine Peptidase abgespalten
wird®2837° Erst durch eine Konformationsanderung, ausgeldst durch die Depolarisation der
inneren Membran und der anschlieBenden Freisetzung der SAR-Doméne, kann das nun
enzymatisch aktive Endolysin das Peptidoglykan des Bakterienwirts abbauen®24%°,
Die Depolarisation und somit der Zeitpunkt der Lyse wird genauestens durch das Pinholin
S2168 reguliert. Dieses bildet kleine, tiber die gesamte innere Membran verteilte Lasionen aus,

welche die Diffusion von lonen ermdglichen und letztendlich den Zusammenbruch der PMF

R2!
(\!

verursachen®16°,

oy Periplasma

N~ Cytoplasma

Abbildung 9: Prototypen der Endolysine

Das kanonische Endolysin R (blau) des Phagen A akkumuliert wéhrend des lytischen Zyklus zunéchst enzymatisch aktiv im
Cytoplasma des Bakterienwirts und kann erst durch die Bildung groRer Locher durch das Holin S105 die innere Membran
Uiberwinden®1:548, Das von dem Phagen ¢21 codierende Endolysin R?! (rot) istim Vergleich dazu in einer inaktiven Form tiber
eine SAR-Doméne (gelb) in der inneren Membran verankert. Dessen Freisetzung ins Periplasma und die anschlieBende
enzymatische Aktivierung durch eine Konformationsénderung erfolgt durch Depolarisation der Cytoplasmamembran, welche
durch das Pinholin $?*68 hervorgerufen wird°658% (Abbildung verandert entnommen aus R. YOUNG et al.5?).

Im Laufe der Zeit wurden weitere Endolysine mit Exportsignalsequenzen entdeckt,
welche teilweise unterschiedliche Wirkmechanismen aufweisen. Das Endolysin des Phagen
¢gle, welches Lactobacillus plantarum befallt, verfligt beispielsweise ebenfalls Uber eine
intrinsische  Signalsequenz, die den Transport (iber die innere Membran ermdglicht®,
Interessanterweise wurden auch Endolysine entdeckt, wie von dem E. coli Phagen P1, die
Holin-unabhéngig die Wirtszelle lysieren kénnen. Seine N-terminale Transmembrandomaéne ist
dabei sowohl fur dessen Export Uber die Membran, als auch fur die Freisetzung in das
Periplasma essentiell®%2, Aufgrund der hohen Substratspezifitat und ihrer beeindruckenden
Effizienz finden Endolysine mittlerweile auch Anwendung in der Lebensmittelwissenschaft,

der Biotechnologie sowie der Medizin®'®2, Beispielsweise werden Endolysine wihrend der
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Lebensmittelproduktionskette hinzugefiigt, um eine Kontamination der Lebensmittel durch
pathogene Bakterien zu verhindern. Das Endolysin LysH5 des Bakteriophagen ¢H5 kann
pasteurisierter Kuhmilch zugesetzt werden, wodurch das Wachstum von Staphylococcus

aureus effektiv inhibiert wird®.

1.4.3 Spanine

Gram-negative Bakterien verfigen neben der inneren Membran und dem Peptidoglykan
zusétzlich Uber eine &uRBere Membran, wodurch die Freisetzung der neu assemblierten
Tochterphagen nicht allein durch Holine und Endolysine realisiert werden kann3.84,
Diese asymmetrische  Lipiddoppelschicht,  bestehend aus  Phospholipiden  und
Lipopolysacchariden, muss folglich ebenfalls zerstort werden, damit die Phagennachkommen
in die Umwelt entlassen werden konnen*. Ermoglicht wird dies durch eine weitere
funktionelle, von Phagen-codierte Proteinklasse, den Spaninen. Der aus zwei Untereinheiten
bestehende RzRz1-Komplex der beiden gut untersuchten Phagen A und 21 z&hlt zu den
bekanntesten und momentan am besten charakterisiertesten Spaninen®. Das rz-Gen codiert
dabei fur ein integrales Membranprotein mit einer periplasmatischen Domane (i-Spanin).
Seine N-terminale Transmembrandomane ist in der inneren Membran des Bakterienwirts
eingebettet und die beiden im Periplasma lokalisierten o-Helices sind Uber einen Linker
miteinander verbunden (Abb. 10A)%. Die zweite Untereinheit des Komplexes, ein iber
lipoylierte N-terminale Cysteinreste in der duBeren Membran verankertes Lipoprotein
(0-Spanin), wird von dem rz1-Gen codiert®878 Der RzRz1-Komplex wird durch
Interaktionen der C-terminalen Enden der beiden Spanine miteinander gebildet und
durchspannt das gesamte Periplasma. Uber drei intermolekulare Disulfidbriickenbindungen
bildet dieser Komplex Homodimere aus und aufgrund der Vernetzung im Peptidoglykan
erweist sich der Komplex als relativ steif®*8%8° Nachdem die entsprechenden Endolysine die
bakterielle Zellwand abgebaut haben, kénnen die Spanin-Komplexe im Periplasma seitlich frei
diffundieren und es erfolgt eine Konformationsédnderung. Die beiden a-helikalen Segmente der
i-Spanine bilden nun polymere Doppelwendel (coiled-coil)-Strukturen aus. Vermutungen legen
nahe, dass durch die Oligomerisierung der Spanine die &uBere und innere Membran in

raumliche Nahe gebracht werden und diese anschlieRend fusionieren kdnnen (Abb. 10B)%°-9-
93
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Abbildung 10: Modell der Spanin-Strukturen und des Mechanismus der Zerstérung der dufzeren Membran

(A) Spanine durchspannen das gesamte Periplasma und verbinden dadurch die innere und &uBRere Membran des Bakterienwirts
miteinander. Das o-Spanin (dunkelgriin) des RzRz1-Komplex ist ein in der duferen Membran verankertes Lipoprotein.
Das i-Spanin (hellgriin) ist ein integrales Membranprotein mit einer a-helikalen periplasmatischen Doméne. Uber C-terminale
Wechselwirkungen treten diese beiden Spanine in Kontakt. U-Spanine (dunkelblau) sind sowohl in der inneren als auch in der
auReren Membran verankert und ihre periplasmatische Doméne besteht aus ausgedehnten g-Strangen®488.93, (B) Nach Abbau
des Peptidoglykans kénnen Spanine seitlich frei diffundieren und eine Konformationsanderung wird erméglicht. Die dadurch
vermittelte Oligomerisierung der Spanine ermdglicht vermutlich die Fusion der inneren und &uBeren Membran8491-93
(Abbildung verandert entnommen aus R. YOUNG et al.%).

Die Mehrheit der Phagen, die Gram-negative Bakterien befallen, verfugt Gber eben dieses
Zweikomponenten Spanin-System. Dennoch gibt es einige wenige Bakteriophagen bei denen
lediglich ein einziges Spanin-Protein fur die Zerstérung der auf’eren Membran verantwortlich
ist. Beispielsweise ist das unimolekulare Spanin (u-Spanin) gp11 des Phagen T1 zugleich in der
inneren, als auch der duBeren Membran verankert. Durch eine C-terminale transmembrane
Ankerregion ist es in die innere Membran eingelagert und lipoylierte N-terminale Cysteinreste
ermoglichen die Einlagerung in die &uere Membran (Abb. 10A). Seine periplasmatische
Doméne besteht aus ausgedehnten p-Strangen (B-strands)®>®9, Es wird vermutet, dass die
u-Spanine nach dem Endolysin-vermittelten Abbau des Peptidoglykans oligomerisieren und es
dadurch zu einer Konformationsdnderung kommt. Die nun vorliegenden p-Faltblatter oder
[-Fasser (S-barrels) wirden die Lange der periplasmatischen Doméane dramatisch verkirzen,
was letztendlich eine Membranfusion ermdglichen wiirde (Abb. 10B)®%, Analog zu dem
RzRz1-Komplex wird somit die vollstandige Lyse Gram-negativer Bakterienwirte erméglicht

und die neu assemblierten Tochterphagen konnen freigesetzt werden®®.
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1.5 Regulation der Lyse

Der letzte Schritt im Infektionszyklus von lytischen Bakteriophagen ist die Lyse der
Bakterienwirtszelle, um die neu assemblierten Tochterphagen freizusetzen. Die Regulation des
Zeitpunkts der Lyse ist dabei von enormer Bedeutung, da die Anzahl der Phagennachkommen
davon abhangt. Bei verfruhter Lyse sind die einzelnen Phagenpartikel noch nicht vollstandig
assembliert und koénnen nicht freigesetzt werden. Falls die Tochterphagen hingegen langere
Zeit im Bakterienwirt verweilen, wirde der Vermehrungsprozess der Phagen durch Neubefall
weiterer Wirte verlangsamt. Zudem bestiinde die Gefahr einer erneuten Infektion des Wirts,
wodurch die eigentliche Produktion neuer Phagen gestort werden wiirde31-60%4,

Die Regulation der Lyse des Bakterienwirts beginnt durch die zeitlich abgestimmte Expression
der Lyse-Gene bereits auf genomischer Ebene. Die verschiedenen Gene sind in einer
sogenannten Lyse-Genkassette gruppiert, wo sie von dem spéaten Promotor pR® reguliert
werden. Die Genkassetten aus den beiden gut untersuchten Lyse-Systemen des Phagen A und
des lambdoiden Phagen 21 sind aus vier verschiedenen Genen aufgebaut, welche fir funf

Proteine codieren (Abb. 11)%°60,

s r rz Iz
. 107
PR
105 158 153 60
N nd .
71
68 165 153 60
. r ___  en
[ |
1kb

Abbildung 11: Lyse-Genkassette des Phagen A und des lambdoiden Phagen ¢21

Die Lyse-Genkassette des Phagen A (oben) und des Phagen ¢21 (unten) setzt sich aus vier verschiedenen Genen zusammen,
die unter der Kontrolle des spiaten Promotors pR* stehen. Das s-Gen codiert fiir das Holin S105 des Phagen A (blaugrau)
beziehungsweise fiir das Pinholin S?*68 des Phagen @21 (blau). Aufgrund des doppelten Startmotivs des s-Gens codiert es
zusatzlich fiir die Inhibitoren der Lyse, dem Antiholin S107 beziehungsweise dem Antipinholin S?171. Das r-Gen codiert fur
das entsprechende kanonische Endolysin R des Phagen X (orange) und beim Phagen ¢21 fiir das SAR-Endolysin (gelb). Die rz-
und rz1-Gene codieren jeweils firr den Spanin-Komplex (griin, hellgriin). Die Lange der einzelnen Aminosdurensequenzen der
Proteine kann aus den Zahlen tber den Genbereichen entnommen werden315%6084 (Abbildung verandert entnommen aus
R. YOUNG et al.%).

Das s-Gen ist das erste Gen der Lyse-Genkassette und codiert bei beiden Phagen fur die

Lyse-Effektoren. Bei dem Phagen A ist dies das Holin S105 und bei dem Phagen ¢21 wird die

Lyse durch das Pinholin S?168 eingeleitet*:®°. Die erste Besonderheit dieser Genkassette ist das

doppelte Startmotiv des s-Gens. Durch ein zweites, vorgelagertes Methionin wird ein zweites

Holin-Protein, das sogenannte Antiholin, synthetisiert. Das Antiholin S107 des Phagen A und
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das Antipinholin S?171 des Phagen @21 besitzen einen inhibitorischen Charakter, da sie durch
Dimerisierung mit ihren entsprechenden Holinen lytisch inaktive Heterodimere ausbilden und
somit die Lochbildung in der Cytoplasmamembran verzdgern. Die Antiholine regulieren durch
die verzogerte Ausbildung der Lécher in der Cytoplasmamembran somit die Lyse des
Bakterienwirts®”">76%% Durch das Zusammenspiel der Holine mit den Antiholinen kann die
Lyse auch auf Proteinebene reguliert werden®. Auf das s-Gen der Lyse-Genkassette folgt das
r-Gen, welches fir ein muralytisches Enzym codiert. Das kanonische Endolysin R des Phagen A
und das SAR-Endolysin R?' des Phagen ¢21 bauen nach der Initiation der Lyse das
Peptidoglykan des Bakterienwirts ab®®°. Im Falle von Gram-negativen Bakterien muss
zusatzlich noch die dullere Membran permeabilisiert werden, was durch den Spanin-Komplex
RzRz1 realisiert wird. Die daftir codierenden Gene liegen am Ende der Genkassette, wobei sich
das Leseraster des rz1-Gens innerhalb des rz-Gens befindet, was eine weitere Besonderheit

dieser Genkassette darstellt8496.7

1.5.1 Regulation im kanonischen Holin-Endolysin-System

Das kanonische Holin S105 aus dem Phagen A ist mit seinen drei TMDs in der
Cytoplasmamembran des Bakterienwirts lokalisiert (Abb. 12). Voraussetzung ihrer lytischen
Aktivitat ist dabei die Lokalisation aller TMDs mit einer NouwCin Topologie in der
Membran®t%%76. Holine lagern sich zu Homodimeren zusammen, wodurch deren
Oligomerisierung und die damit verbundene Aggregatbildung in der inneren Membran
ermoglicht wird. Diese Aggregate bilden daraufhin einige wenige grofRe Locher in der inneren
Membran des Bakterienwirts aus, wodurch diese permeabilisiert wird. Das dazugehérige,
ebenfalls vom s-Gen codierende Antiholin S107 ist im Vergleich zum Holin N-terminal um die
beiden Aminosauren Methionin und Lysin verlangert>>%%", Die zusatzliche positive Ladung
am N-Terminus durch die Lysin-Seitenkette ermdglicht ionische Wechselwirkungen mit den
negativ geladenen Lipiden der Cytoplasmamembran des Wirts. Diese Interaktion verhindert
jedoch die Einlagerung der TMD1 des Antiholins in die innere Membran (Abb. 12).
Dennoch kann das nicht vollstandig in der Membran integrierte Antiholin dimerisieren, wobei
es sich bevorzugt mit Holinen zusammenlagert. Die gebildeten Heterodimere sind jedoch nicht
zu einer Oligomerisierung befahigt und erweisen sich dadurch als natdrliche Inhibitoren.
Diese lytisch inaktiven Heterodimere regulieren somit die Lyse des Bakterienwirts, da sie ein

zu frithes Auslosen der Lyse verhindern®®™,

19



EINLEITUNG

Periplasma No — .
Cytoplasma ~ = + o =
C N C
S105 S107
Holin Antiholin

Abbildung 12: Membrantopologie des Holins S105 und des Antiholins S107 des Phagen A

Die drei TMDs des kanonischen Holins S105 des Phagen A sind mit einer Nout-Cin Topologie in der inneren Bakterienmembran
lokalisiert. Sofern alle drei TMDs in der Membran eingebettet sind, wird die Ausbildung von Holin-Dimeren ermdglicht.
Deren anschliefende Oligomerisierung und raft-Bildung flihren zur Ausbildung von grofen Léchern in der Membran.
Das Antiholin S107 ist N-terminal um zwei Aminosauren verlangert, wodurch es eine zusétzliche positive Ladung erhélt und
die Einlagerung der TMD1 in die Membran verhindert wird. Das Antiholin bildet bevorzugt Heterodimere mit Holinen aus,
welche sich jedoch als inaktiv erweisen und die Lyse verzogern®6%.75 (Abbildung verandert entnommen aus R. YOUNG et al.*).

Sobald ein Uberschuss an Holinen in der inneren Membran vorliegt und die aktiven Holin-
Homodimere eine kritische Konzentration tberschritten haben, wird deren Oligomerisierung
eingeleitet. Die Cytoplasmamembran der Wirtszelle wird durch die raft-Bildung
permeabilisiert und die Diffusion von lonen, sowie gréReren Molekilen tiber die Membran wird
ermdglicht. Das kanonische Endolysin gelangt dadurch ins Periplasma des Bakterienwirts und
beginnt dort mit dem Abbau des Peptidoglykans®:*>6%7  Die mit den Léchern assoziierte
Depolarisation der Membran férdert vermutlich die Translokation des N-Terminus des
Antiholins vom Cytoplasma (ber die innere Membran ins Periplasma. Aufgrund dieser
Konformationsédnderung wird eine Aktivierung der zuvor inaktiven Holin-Antiholin-
Heterodimere ermdglicht. Die Lyse des Bakterienwirts wird hierdurch noch weiter

verstarkt31:59.60.98

1.5.2 Regulation im Pinholin-SAR-Endolysin-System

Der Phage ¢21 codiert fiir das Pinholin S?'68, welches aus zwei TMDs aufgebaut ist3:76,
Die Sekundarstruktur des Pinholins konnten D.L.DREw et al. nun erstmals mittels
Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie bestatigen. Synthetisch rekonstituiertes Pinholin
weist eine Uberwiegend a-helikale Sekundarstruktur auf, wobei der a-helikale Anteil mit 83 %
genau dem vorhergesagten transmembranen Anteil des Pinholins entspricht®. In dem
momentan postulierten Modell der Regulation im Pinholin-SAR-Endolysin-System
dimerisieren die Pinholine S?'68 des Phagen ¢21 in der inneren Bakterienmembran und
akkumulieren dort zundchst inaktiv. Die beiden TMDs des Pinholins sind in diesem inaktiven
Zustand mit einer Nin-Cin Topologie in der Membran lokalisiert (Abb. 13)31:%¢, Die Lyse wird

beim Pinholin-SAR-Endolysin System ebenfalls durch das Erreichen einer Kkritischen
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Konzentration an Homodimeren initiiert. Wird dieser kritische Wert (berschritten, wird
postuliert, dass die TMD1 des Pinholins aus der Membran in Richtung Periplasma
herausflippt>®®3%, Aufgrund dieser Konformationsanderung der TMD1 werden die Pinholin-
Homodimere in ihren aktiven Zustand dberfihrt. Die nun auf der Membranoberflache
liegenden TMDs konnen daraufthin  miteinander interagieren und TMD2-TMD2
Wechselwirkungen in der Membran werden ermdaglicht®36¢7. Auch der Phage ¢21 codiert fiir
ein inhibitorisches Holin, dem Antipinholin S*71, welches N-terminal um die Aminosauren
Methionin, Lysin und Serin verlangert ist’®%. Das Antipinholin bildet, analog zum Antiholin
S107, bevorzugt Heterodimere mit dem entsprechenden Pinholin in der Cytoplasmamembran
aus. Aufgrund der zusatzlichen Lysin-Seitenkette am N-Terminus ist dieser positiv geladen,
wodurch das Flippen der TMD1 aus der Membran verhindert wird (Abb. 13). Die gebildeten
Pinholin-Antipinholin-Heterodimere erweisen sich daher als lytisch inaktiv und der Zeitpunkt

der Lyse kann reguliert werden®%67:6,
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Abbildung 13: Membrantopologie des Pinholins $?'68 und des Antipinholins S!71 des Phagen ¢21

Die beiden TMDs des Pinholins $:68 des Phagen ¢21, sowie des Antipinholins S?'71 sind mit einer Nin-Cin Topologie in der
inneren Membran des Bakterienwirts eingelagert. Es wird postuliert, dass nach Erreichen einer kritischen Konzentration an
Pinholinen in der Membran deren TMDL in Richtung Periplasma herausflippt und die Lyse durch anschlieende Ausbildung
der pinholes eingeleitet wird. Aufgrund der zusétzlichen positiven Ladung am N-Terminus des Antipinholins kann dessen
TMD1 nicht flippen. Das Antipinholin ist somit lytisch inaktiv und verzdgert die Lyse des Wirts durch die Bildung von
Pinholin-Antipinholin-Heterodimeren®63.656¢ (Abbildung verandert entnommen aus R. YOUNG et al.%).

Nach einiger Zeit haben sich geniigend aktive Pinholin-Homodimere in der inneren Membran
angesammelt und durch topologische Anderung ihrer TMD1 konnen diese oligomerisieren und
kleine Lasionen in der Membran ausbilden. Im Gegensatz zu Holinen, welche die Membran
durch wenige groRe Locher permeabilisieren, bilden Pinholine viele winzige Locher aus®1%,
Diese sogenannten pinholes sind Uber die gesamte Membran verteilt und weisen einen
Durchmesser von nur etwa 1,5 nm auf. Die geringe GroRe dieser Lasionen ermdglicht lediglich
die Diffusion kleiner lonen ber die Cytoplasmamembran und eine Membrandepolarisation ist
die Folge®>®. Die in der Membran zuriickgehaltene TMD1 der Antipinholine kann daraufhin
ebenfalls herausflippen und es erfolgt eine Aktivierung der zuvor inaktiven Pinholin-
Antipinholin-Heterodimere. Die Permeabilisierung der inneren Membran des Bakterienwirts
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wird somit noch zusatzlich beschleunigt®. Die Depolarisation der Membran ermdglicht zudem
die Freisetzung und Aktivierung des membrangebundenen SAR-Endolysins, welches daraufhin
das Murein der Zellwande hydrolysieren kann®. Aufgrund dieses Regulationsmechanismus
wird eine frithzeitige Lyse des Bakterienwirts und eine dadurch unvollstandige Assemblierung
der Phagennachkommen verhindert®%€®,

Zur genauen Untersuchung der Regulation der Lyse durch das Pinholin S?68 und das
Antipinholin S?!71 des Phagen ¢21 filhrten T. PANG et al. verschiedene Mutationsanalysen
durch®®%, Hierfiir wurde unter anderem die Mutante irsS?'68 konstruiert, welche N-terminal
um die finf Aminosduren RYIRS (Arg-Tyr-lle-Arg-Ser) verlangert wurde (Abb. 14)%,
D. L. DREW et al. untersuchten neben dem Pinholin Wildtyp auch die irsS?'68 Mutante mittels
CD-Spektroskopie und konnten zeigen, dass die synthetisch rekonstituierte irs-Mutante

ebenfalls eine iiberwiegend a-helikale Struktur, mit einem Anteil von 82 %, aufweist®.

TMD1 TMD2
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Abbildung 14: Primarstruktur des Antipinholins S?'71 des Phagen ¢21

Die Aminoséuren der beiden postulierten TMDs (gelb), sowie die Ladung der einzelnen Aminosauren sind gekennzeichnet.
Das Startcodon des zugehdrigen Pinholins S?168 ist das Methionin an Position 4. Die Pinholin-Mutante irsS?68 ist N-terminal
um die finf Aminoséduren RYIRS verlangert und dessen Startcodon ist analog zum Pinholin Wildtyp das Methionin an
Position 4. Die Aminosauresequenz der TMD1, sowie die beiden Aminosduren an Position 5 und 6 wurden bei der S?268atmp1
Mutante deletiert®®% (Abbildung verandert entnommen aus T. PANG et al.56).

Sofern nun Phagen fiir die irsS?'68 Mutante codieren, konnten T. PANG et al.?*! aufzeigen, dass
eine Lyse der Bakterien nicht moglich ist. Vermutlich verhindern hier die zusatzlichen positiven
Ladungen der beiden Arginine das Flippen der TMD1 aus der Membran. Die irsS?'68 Mutante
weist folglich Eigenschaften eines Antipinholins auf und kann ebenfalls Heterodimere mit dem
Pinholin Wildtyp in der Membran ausbilden. Zudem konnte gezeigt werden, dass der
inhibitorische Charakter der irs-Mutante sogar starker ausgepragt ist als der des
Antipinholins $21715366100.101 " Anhand der S*'68atvp1 Mutante, mit deletierter TMD1, konnte
gezeigt werden, dass die Lyse des Wirts trotz Fehlen der TMD1 dennoch mdglich ist537,
Diese Erkenntnisse  lassen darauf schlieBen, dass lediglich die TMD2-TMD?2
Wechselwirkungen fir die Lochbildung ausschlaggebend sind. Das Flippen der TMD1 aus der
Membran scheint somit nur eine notwendige Bedingung zu sein, damit die in der Membran
insertierten TMD2 miteinander interagieren kénnen. Folglich nimmt die TMD1 vermutlich nur

eine regulatorische Rolle wéhrend der Lochbildung ein®3¢®,
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1.6 Mechanismus der Lochbildung von Pinholinen

Inwiefern die Pinholine des Phagen ¢21 im inaktiven, sowie im aktiven Zustand miteinander
wechselwirken, ist bisher nicht vollstandig aufgeklért. T. PANG et al. fihrten zur Untersuchung
der Topologie des Pinholins in der Membran und der Aufklarung des Mechanismus der
Lochbildung verschiedene Mutationsanalysen sowie Cystein-Zuganglichkeits-Experimente
(Substituted-Cysteine Accessibility Method, SCAM) durch®¢711 \Weitere Riickschliisse auf
die Topologie und die strukturelle Dynamik der beiden TMDs lieferten zudem die von
T. AHAMMAD et al. durchgefiihrten EPR (Electron Paramagnetic Resonance)

Experimente!02103,

1.6.1 Einfluss der TMD1 des Pinholins auf die Lochbildung

Mittels weiterer Mutationsanalysen wurde der Einfluss der TMD1 des Pinholins $2!68 auf die
Lochbildung untersucht. T. PANG et al. konnten hierdurch zeigen, dass der Zeitpunkt der Lyse
durch bestimmte Mutationen auf der TMD1 beeinflusst werden kann'®%. Durch Austausch der
Aminosauren Gi4, A17, und G21 gegen das hydrophile Glutamin trat die Lyse deutlich friiher
ein. Eine Verringerung der Hydrophobizitat fihrt somit erwartungsgemafl zu einer erhohten
Tendenz des Flippens der TMD1 aus der Membran. Sofern nun die erwédhnten Aminoséuren
gegen das hydrophobe Leucin ersetzt wurden, erfolgte eine Verzdgerung beziehungsweise
Blockierung der Lyse des Wirts. Wie erwartet, wird die TMD1 aufgrund der Erhéhung der
Hydrophobizitat in der Membran zuriickgehalten und die Tendenz des Flippens wird deutlich
verringert. Die entsprechenden Aminosauren wurden ebenfalls bei der irsS?'68 Mutante gegen
Glutamin substituiert und die lytische Funktion der irs-Mutante konnte durch die Verringerung
der Hydrophobizitat sogar wiederhergestellt werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
die Aminosduren G4, A17, und G21 den Lipiden zugewandt sind. Bei solch einer Orientierung
wirde die Reduzierung der Hydrophobizitat ndmlich die Interaktionen mit den Lipiden storen
und das Flippen der TMD1 erleichtern (Abb. 15A)1%, Zusatzlich wurde auch die Pinholin
S268120 Mutante untersucht, bei der sich die Mutation genau auf der anderen Seite der Helix
befindet (Abb. 15A). Im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen wurde die Lyse durch die
Erhohung der Hydrophobizitat nicht verlangsamt oder unterdriickt, sondern die Lyse wurde
fruhzeitig eingeleitet. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass das Ai12 der TMD1 nicht den Lipiden
zugewandt ist. Die sperrige Seitenkette des Leucins scheint eine mogliche TMD1-TMD2
Interaktion zu stéren, welche normalerweise die TMD1 in der Membran zuriickhalt.

Die entsprechende Mutation bei der irsS?'68 Mutante sollte Aufschluss dariiber geben, ob das
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Ay, intra- oder intermolekulare Wechselwirkungen im Pinholin-Dimer vermittelt. Die irsS?'68
Mutante bildet bevorzugt lytisch inaktive Heterodimere mit dem Pinholin S?'68 aus, da ihre
TMD1 aufgrund der zusétzlichen positiven Ladung am N-Terminus nicht flippen kann.
Sofern die TMD1 der irsS?*68a12. Mutante mit der eigenen TMD2 wechselwirken wiirde, so
waire das S?'68-irsS*'68a12i-Heterodimer auch weiterhin deaktiviert. Bei solch einer
intramolekularen Wechselwirkung wiirde keine Interaktionsstelle fir die Dimerausbildung
beeinflusst werden und das gebildete Heterodimer ware daher weiterhin lytisch inaktiv
(Abb. 15B). Handelt es sich jedoch um intermolekulare Wechselwirkungen, so wiirde innerhalb
des Heterodimers die Interaktion zum Pinholin S?68 gestort werden. Die irsS?168a12. Mutante
ware dann nicht mehr fahig mit dem Pinholin zu dimerisieren und infolgedessen kénnten sich
aktive Pinholin-Homodimere bilden und die Lochbildung initiiert werden (Abb. 15B).
Die Experimente zeigten, dass die Lyse eingeleitet wurde und die irsS?'68a12. Mutante somit
durch die Mutation des A1 ihren inhibitorischen Charakter verliert. Folglich ist das Az der
TMD2 des Pinholins im S2168-irsS?168a12. -Heterodimer zugewandt und die intermolekularen
Wechselwirkungen zwischen TMD1 und TMD2 werden vermutlich durch das sperrige Leucin

destabilisiert und die Lyse eingeleitet®,
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Abbildung 15: Helical wheel plot der TMD1 und mégliche Wechselwirkungen zwischen der TMD1 und der TMD2

(A) Darstellung der TMD1 des Pinholins in einem helical wheel plot. Farblich markiert sind die entsprechenden Substitutionen.
Rot markierte Aminoséuren beschleunigten die Lyse, wohingegen blau markierte Aminosduren die Lyse verzdgerten und griine
unterdriickten die Lyse vollstdndig. Der Bereich, der vermutlich in Richtung der Lipide zeigt, ist durch einen grauen Bogen
verdeutlicht. (B) Mdgliche intra- oder intermolekulare TMD1-TMD2 Wechselwirkungen. Die TMD1 ist in griin und die TMD2
in gelb dargestellt. Heterodimere aus dem Pinholin S%68 und der lytisch inaktiven irsS?'68a12. Mutante sind gezeigt.
Mdogliche TMD1-TMD2 Wechselwirkungen sind rot dargestellt und der graue Punkt markiert die Mutation der irsS?168a121
Mutante. Intramolekulare Wechselwirkungen wiirden den inhibitorischen Charakter der irs-Mutante nicht beeinflussen,
folglich wiirde die Lyse nicht eingeleitet werden. Allerdings wirden intermolekulare Wechselwirkungen die Interaktion mit
dem Pinholin stéren, wodurch das Pinholin sich letztendlich zu aktiven Homodimeren zusammenlagern kénnte und die Lyse
initiiert werden®* (Abbildung verandert entnommen aus T. PANG et al. %),
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1.6.2 Topologie und strukturelle Dynamik des Pinholins

Zur Untersuchung der Topologie des Pinholins 2168 in der inneren Membran fiihrten T. PANG
et al. Cystein-Zuganglichkeits-Experimente durch®®. Solche Experimente in Kombination mit
der ortsgerichteten Mutagenese ermdglichen die Bestimmung der Position der eingefuhrten
Cysteinreste. Uber deren Zugéanglichkeit kann somit auf die raumliche Orientierung der
ersetzten Aminosduren geschlossen werden'®. Durchgefiihrt wurden die Experimente an
Mutanten des Pinholins S2!68, irsS?'68 und S*68atmpi, bei welchen gezielt einzelne
Aminosduren zu Cystein mutiert wurden. Bakterienzellen, welche die entsprechenden Cystein-
Mutanten exprimierten, wurden zundchst mit dem negativ geladenen MTSES (Natrium-(2-
sulfonatoethyl)methanthiosulfonat) behandelt. Dieses membranimpermeable, hydrophile
Reagenz kann die Membran nur passieren, wenn Ldcher mit einen luminalen Durchmesser von
etwa 1 nm vorhanden sind. Aufgrund seiner erhohten Reaktivitdt gegentber freien
Thiolgruppen kann es an die mutierten Cysteine der Pinholine binden, sofern diese rdumlich
zugénglich sind. Nach Behandlung der Zellen mit MTSES wurden die Pinholine aus den Zellen
extrahiert. Cysteine, die flir das MTSES nicht zugénglich waren, wurden durch die Zugabe von
Methoxypolyethylenglykolmaleimid (mPEG-Maleimid) abgeséttigt und somit markiert.
Die Analyse erfolgte daraufhin mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblot.
Die durch die PEGylierung hervorgerufene Erhéhung der Massen ermdglicht die
Unterscheidung zwischen PEGylierten und nicht PEGylierten Proteinen. Alle auf der TMD1
des Pinholins S*68 mutierten Positionen waren fir das membranimpermeable MTSES
zuganglich (Abb. 16, magenta). Die TMD1 der lytisch inaktiven irsS?'68 Mutante war hingegen
raumlich nicht zugéanglich. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass die TMD1 wéhrend
der Lochbildung aus der Membran in Richtung Periplasma herausflippt. Zudem liefern die
Experimente einen Nachweis fiir den Verbleib der TMD1 der irsS?168 Mutante in der Membran,
was auf ihre zusatzliche positive Ladung am N-Terminus zurlickzufuhren ist. Zur genaueren
Betrachtung der durch die Pinholine gebildeten Lécher wurden auch Mutationen im Bereich
der TMD2 und dem C-Terminus vorgenommen. Sofern die gebildeten pinholes einen
Durchmesser von mindestens 1 nm aufweisen, kann das MTSES die Membran passieren.
Cystein-Mutanten der TMD2 des Pinholins S?%68 und S?'68stmp1 zeigten eine gewisse
Zuganglichkeit flir das MTSES. Positionen, die fur das MTSES zuganglich waren, weisen somit
vermutlich in das Innere der Lasion (Abb. 16, magenta), nicht zugangliche Bereiche sind
hingegen zur Membran hin ausgerichtet (Abb. 16, blau). Cysteine-Mutationen am

cytoplasmatischen C-Terminus wurden vollstdndig durch MTSES abgeséttigt (Abb. 16, grtn).
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Das Pinholin S?'68 und S#*68arvp1 bilden folglich Locher in der Membran aus, welche fiir das
MTSES groR genug sind, damit dieses ins Cytoplasma gelangen kann. Bei der irsS?'68 Mutante
waren hingegen die Cystein-Mutationen am C-Terminus, sowie auf der TMD2 nicht
zuganglich, wodurch ihre lytische Inaktivitit erneut bewiesen werden kann®. Anhand der
Cystein-Zugénglichkeits-Experimente wird die Hypothese bestarkt, dass das Herausflippen der
TMD1 aus der Membran zwar notwendig ist, die eigentliche Lochbildung der Pinholine jedoch

durch die TMD2 vollzogen wird und die TMD1 eine rein regulatorische Rolle einnimmt®36,

Abbildung 16: SCAM-Analyse verschiedener Cystein-Mutanten des Pinholins S*68

Die beiden TMDs des Pinholins $268 sind als helical wheel plot dargestellt. Hydrophobe Aminosauren sind als Kreise
dargestellt, hydrophile als Quadrate. Magenta gefarbte Aminoséuren stellen Positionen dar, die flir das membranimpermeable,
hydrophile MTSES zuganglich waren. Die Bereiche der TMD?2, die zugénglich waren, kleiden vermutlich das Innere des Lochs
aus (gestrichelte Linie). Im Gegensatz dazu zeigen die blau geférbten Aminosauren in Richtung der Membran, da sie nicht
zugénglich fur das MTSES waren. Die zugénglichen Cystein-Mutationen des periplasmatischen Loops sind orange markiert
und die des cytoplasmatischen C-Terminus griin (Abbildung verandert entnommen aus T. PANG et al.%),

Neben den Cystein-Zuganglichkeits-Experimenten und diversen Mutationsanalysen von
T. PANG et al.?8671%1 wyrde das Pinholin S?'68 des Phagen ¢21 erst kiirzlich von T. AHAMMAD
et al. mittels verschiedener Continuous Wave (CW)-EPR-Experimente in Kombination mit
ortsgerichteter Sp inmarkierung (Site-Directed Spin Labeling, SDSL) untersucht®,
Als Spinmarkierung diente bei allen Messungen das Nitroxid S-(1-Oxyl-2,2,5,5-tetramethyl-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-3-yl)methylmethanesulfonothioat (MTSL), welches uber
Cysteinseitenketten an spezifische Positionen in der Aminosauresequenz binden kann02105-107,
Im Gegensatz zu den bisherigen Experimenten wurde das flr die EPR-Messungen verwendete
Pinholin mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellt und in 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DMPC) Proteoliposomen rekonstituiert'%2. Die Analyse der Linienbreite sowie

der zentralen Resonanzlinie der CW-EPR-Messungen konnen Rickschlisse auf die
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strukturellen und dynamischen Eigenschaften von Peptiden beziehungsweise Proteinen
geben?®1 Beide TMDs des Pinholins weisen, im Vergleich zu den beiden sehr beweglichen
Termini, eine eingeschrankte Mobilitat auf. Bei genauerer Betrachtung der TMDs zeigt sich,
dass der N-terminale Bereich der TMDL1 eine hohere Mobilitat im Gegensatz zu den restlichen
Bereichen der beiden TMDs aufzeigt. Die maRige Mobilitat des periplasmatischen Loops des
Pinholins ist auf seine relativ kurze Aminosauresequenz zuriickzufihren, zudem ist er das
Verbindungsstiick zwischen den beiden recht unbeweglichen TMDs.

Die Zuganglichkeit verschiedener Positionen im Pinholin wurde durch Messungen der
Sattigungsleistung mittels CW-EPR-Spektroskopie untersucht. Die einzelnen mit MTSL
spinmarkierten Pinholine wurden hierzu mit dem lipidléslichen paramagnetischen Sauerstoff
und  der  wasserléslichen  paramagnetischen  Nickel(I1)-Ethylendiamindiessigsaure
(Ni(II)EDDA) versetzt102107:108 Anhand solcher Experimente kann die Topologie von Peptiden
beziehungsweise Proteinen in einer Lipiddoppelschicht bestimmt werden®. T. AHAMMAD et
al. konnten zeigen, dass die gesamte TMD?2 des Pinholins in der Membran insertiert vorliegt,
da die Bereiche eher fur den lipidlgslichen Sauerstoff zugénglich waren. Die TMDL1 ist
hingegen nicht aufrecht in der Membran insertiert, sondern ist auf der Membranoberflache
lokalisiert. Allerdings waren nicht alle Bereiche der TMD1 in gleicher Weise flr das
wasserlosliche Ni(I)EDDA zuganglich. Der N-terminale Bereich der TMD1, welcher auch
eine hohere Mobilitat als die restliche TMD1 aufweist, war zugénglich fir das wasserlosliche
Ni(IEDDA und befindet sich somit auf3erhalb der Lipiddoppelschicht. Mittlere Bereiche der
TMD1 waren nur teilweise zugénglich, was vermuten lasst, dass einige Seitenketten in der
Lipiddoppelschicht lokalisiert sind. Der C-terminale Bereich der TMD1, sowie der
periplasmatische Loop des Pinholins waren nicht mehr fir das wasserlosliche Reagenz
zuganglich und sind folglich in der Membran eingelagert. Basierend auf diesen Ergebnissen
postulieren T. AHAMMAD et al., dass die TMD1 des Pinholins S#68 lediglich partiell
externalisiert ist und die TMD2 membrangebunden vorliegt (Abb. 17A)1%2, Diese postulierten
Topologien der beiden TMDs des Pinholins in der Membran unterscheiden sich bezogen auf
die exakte Lage der geflippten TMD1 von den bisherigen Ergebnissen von T.PANG
et al 8368191 7y beachten ist, dass die CW-EPR-Experimente auf synthetisch rekonstituierten
Pinholin in Proteoliposomen basieren, wohingegen die Analysen von T.PANG et al. mit
rekombinant hergestellten Pinholin in Bakterienzellen durchgefuhrt wurden. Neben den
unterschiedlichen Methoden zur Bestimmung der Topologie wurden zudem teilweise auch

unterschiedliche Aminosduren des Pinholins betrachtet. Zusammenfassend zeigen die
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Ergebnisse von T. PANG et al. und T. AHAMMAD et al. aber gleichermal3en, dass die TMD1 des
Pinholins S268 des Phagen ¢21 aus der Membran flippt, wohingegen die TMD?2 stabil in der

Membran insertiert vorliegt®366:101.102

Abbildung 17: Postulierte Topologie der TMDs des Pinholins S?68 und der irsS?68 Mutante

Basierend auf den CW-EPR-Experimenten postulieren T. AHAMMAD et al. die Membrantopologie der beiden TMDs des
Pinholins $2'68 (A) und der irsS?'68 Mutante (B), deren zuséatzliche N-terminale Aminosauren durch den rot geflllten Kreis
markiert sind. Farblich markierte  Aminosduren wurden durch MTSL spinmarkiert und mittels CW-EPR-
Sattigungsleistungsmessungen wurde deren Zuganglichkeit fir das wasserl6sliche Ni(INEDDA und dem lipidldslichen
Sauerstoff in Proteoliposomen bestimmt. Rot markierte Aminosauren waren fiir das wasserlésliche Ni(II)EDDA zuganglich
und sind folglich auferhalb der Membran lokalisiert. Hingegen sind die griin markierten Aminoséauren in der Membran
eingelagert, da sie nicht zugénglich fiir das Ni(1)EDDA waren'%1%, (A) Die TMD1 des Pinholins S?68 ist nur partiell
externalisiert und die TMD2 ist vollsténdig in der Lipiddoppelschicht insertiert’®?, (B) Bei der lytisch inaktiven irsS*68
Mutante sind hingegen beide TMDs in der Membran eingelagert'%3, Der TMD1 dieser Mutante ist es folglich nicht méglich
aus der Membran zu flippen, was die bisherigen Ergebnisse von T. PANG et al. stiitzt?1%? (Abbildung verandert entnommen
aus T. AHAMMAD et al.102103),

Dieselben Experimente wurden mit der lytisch inaktiven irsS?'68 Mutante durchgefiinrt, die
ebenfalls mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellt und mit MTSL spinmarkiert wurde.
Die beiden TMDs der irs-Mutante weisen gleichermal3en eine eingeschrankte Mobilitat auf,
wohingegen die beiden Termini sehr beweglich sind. Zudem zeigen die
Zuganglichkeitsmessungen, dass sowohl die TMD1 als auch die TMD2 der irsS?'68 Mutante
in der Membran insertiert sind (Abb. 17B)!%. Diese Ergebnisse passen sehr gut mit der von
T. PANG et al. bestimmten Topologie der beiden TMDs der irs-Mutante iberein, deren TMD1
aufgrund der zusétzlichen positiven Ladung am N-Terminus nicht aus der Membran flippen

kann63,66,101
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1.6.3 Oligomerisierungsgrad der Pinholine

Neben dem Einfluss der TMDs des Pinholins auf die Lochbildung untersuchten T. PANG et al.
auch den oligomeren Zustand der Pinholine®®. Es wurden elektronenmikroskopische
Aufnahmen der von Pinholinen gebildeten Locher aufgenommen, bei dem das Pinholin S268Hs
in Dodecyl-f-D-maltosid (DDM) rekonstituiert wurde (Abb. 18A). Des Weiteren wurde ein
computergeneriertes Modell der Aufsicht des aus den TMD?2 des Pinholins gebildeten Lochs
konstruiert. Ein heptameres Lochmodell mit einem luminalen Lochdurchmesser von etwa
1,5 nm erwies sich dabei am kompatibelsten mit den Ergebnissen der Cystein-Zugénglichkeits-
Experimenten (Abb. 18B)°.
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Abbildung 18: Visualisierung und Oligomerisierungsgrad der durch Pinholine gebildeten Ldcher

(A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von in DDM rekonstituiertem Pinholin S?168H. (B) Computergeneriertes Modell
der Aufsicht eines heptameren Pinholin Lochs, welches basierend auf den Cystein-Zugénglichkeits-Experimenten von T. PANG
et al.® erstellt wurde. Positionen auf der TMD2 die fiir MTSES bei der SCAM-Analyse zugéanglich waren sind magenta gefarbt
und die blau geféarbten Bereiche waren nicht zugénglich. (C) Immunoblot der Crosslink-Experimente zur Bestimmung des
oligomeren Zustands der Pinholine. Die exprimierten Pinholine wurden mit dem membranpermeablen aminspezifischen
Crosslinker DSP versetzt. Die Zahlen neben den Proteinbanden entsprechen dem Oligomerisierungsgrad. Als Kontrolle dienten
Zellen ohne Pinholin (Laufspur 1). In Laufspur 2 ist das Pinholin S?'68 und in Laufspur 3 die irsS?'68 Mutante aufgetragen.
Der Pinholin Wildtyp und die irs-Mutante wurden coexprimiert und in Laufspur 4 aufgetragen® (Abbildungen verandert
entnommen aus T. PANG et al.6®).

Zur weiteren Untersuchung des Oligomerisierungsgrads des Pinholins wurden Crosslink-
Experimente durchgefiihrt, bei denen das exprimierte Pinholin S?'68 sowie die irsS*68
Mutante mit einem Crosslinker behandelt wurden. Der verwendete membranpermeable
Crosslinker DSP (Dithiobis(succinimidylpropionat)) bindet spezifisch an primare Amine und
kann dadurch die Pinholine entsprechend ihres oligomeren Zustands miteinander verkntpfen.
Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Immunoblot. Der Pinholin

Wildtyp S?68 oligomerisiert in der Membran, wobei Proteinbanden bis hin zu einem
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hexameren Komplex erkennbar sind (Laufspur 2 in Abb. 18C). Im Gegensatz dazu wird die
Oligomerisierung der irsS?68 Mutante, dessen TMD1 nicht aus der Membran flippen kann, auf
der Dimer-Ebene blockiert (Laufspur 3 in Abb. 18C). Sofern der Wildtyp und die lytisch
inaktive irs-Mutante coexprimiert wurden, bilden sich lediglich Dimeren aus (Laufspur 4 in
Abb. 18C)%¢7, Diese Ergebnisse geben erste Informationen iiber den oligomeren Zustand des
Pinholins S*'68. Die Aussagen, dass die irsS?'68 Mutante lytisch inaktiv ist und Heterodimere
mit dem Pinholin Wildtyp bildet, welche ebenfalls nicht zur Lyse befahigt sind, werden anhand
dieser Ergebnisse bestérkt. Die Resultate stiitzen zudem die Theorie, dass das Flippen der
TMD1 aus der Membran notwendig ist, damit das Pinholin oligomerisieren kann und sich

letztendlich Lécher in der Membran ausbilden®3:66:101

1.6.4 Modell fur die Lochbildung und die Rolle des Glycin-Zipper Motivs

T. PANG et al. postulieren basierend auf ihren durchgefithrten Analysen®366101 gin Modell fiir
den Mechanismus der Lochbildung des Pinholins S?'68 des Phagen 21 (Abb. 19)%¢7,
Bereiche auf der TMD2 die bei den SCAM-Experimenten flr das MTSES zuganglich waren,
sind dabei besonders in den Fokus geraten. Zwei verschiedene Oberflachen auf der TMD2 des
Pinholins sollen demnach Helix-Helix Interaktionen ermdglichen, wobei ein Glycin-Zipper
Motiv wihrend der Lochbildung eine entscheidende Rolle einzunehmen scheint®®. Glycin-
Zipper Motive (GxxxG Motive) sind bekannte Dimerisierungsmotive von helikalen
Segmenten!®!1 Die Oberflache A auf der TMD2 des Pinholins weist das Glycin-Zipper Motiv
GaoxxG43S4axxxGas auf und die ihr gegenuberliegende Oberflache B wird von den sperrigen
Aminosauren Las, Fs9 und Ysz gebildet. Vor Beginn der Lyse des Bakterienwirts sind beide
TMDs des Pinholins in der inneren Membran lokalisiert, wobei sich zunachst lytisch inaktive
Pinholin-Dimere bilden (Abb. 19A)%3%. Aufgrund der insertierten TMD1 werden die TMD2-
TMD2 Wechselwirkungen unterdriickt, weshalb eine Oligomerisierung der Pinholine zu
diesem Zeitpunkt nicht méglich ist. Erst durch spontanes Flippen der TMD1 aus der inneren
Membran in Richtung Periplasma werden die beiden TMD2 raumlich nahergebracht®3:66.67.101,
Diese nun aktiven Dimere gehen homotypische Wechselwirkungen tber ihr Glycin-Zipper
Motiv auf der Oberflaiche A ein (Abb. 19B). Nachdem die aktiven Pinholin-Dimere eine
kritische Konzentration in der Membran erreicht haben, wird deren Oligomerisierung
eingeleitet (Abb. 19C). Durch einen Wechsel von homotypischen zu heterotypischen

Wechselwirkungen zwischen Oberflache A und B lagern sich die Oligomere zu einem
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heptameren Loch um (Abb. 19D)%¢7191 \Wihrend der Lochbildung werden die sperrigen
Seitenketten der Aminosauren der Oberflache B (Las, F49 und Ysz) von der durch das Glycin-
Zipper-Motiv auf Oberflache A ausgebildeten Tasche aufgenommen. Die Ausbildung dreier
interhelikaler Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Seitenketten von Serin (Sa4)
beziehungsweise Threonin (Tsy und Tss) und dem Carbonylriickgrat der gegenuberliegenden
Helix beguinstigen zudem den Prozess der Lochbildung®. Die hydrophilen Seitenketten kleiden
somit die Innenseite der Locher aus, wohingegen die hydrophoben Bereiche in Richtung der

Membran weisen®6:67,

A B C D

Abbildung 19: Postuliertes Modell fiir den Mechanismus der Lochbildung des Pinholins S?'68 des Phagen ¢21
Aufsicht auf die Lipide (grau) der cytoplasmatischen Seite der Membran. Die TMD1 des Pinholins ist in griin und die TMD2
in gelb und blau dargestellt. Der gelb markierte Bereich entspricht der Oberflache A, wobei die kleinen Zahlen fir die
Aminoséduren des Glycin-Zipper Motivs (GsoxxxS4axxXGag) stehen. Der blau markierte Bereich ist entsprechend Oberflache B.
(A) Zu Beginn der Lyse sind beide TMDs in der Membran insertiert und das Pinholin liegt als inaktives Dimer vor. (B) Durch
spontanes Flippen der TMD1 aus der Membran kénnen die TMD2 homotypisch (ber ihr Glycin-Zipper Motiv auf der
Oberflache A miteinander interagieren. (C) Sofern geniigend solcher aktiven Dimere vorliegen, kdnnen sich Oligomere durch
heterotypische Wechselwirkungen zwischen der Oberflache A und B ausbilden. (D) Letztendlich lagern sich die Pinholine zu
einem heptameren Loch zusammen, wobei die hydrophilen Seitenketten die Innenseite des gebildeten Lochs auskleiden®6.67.101
(Abbildung verandert entnommen aus T. PANG et al.56).
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2 Aufgabenstellung

Das Pinholin S?'68 des Phagen (21 ist ein kleines Membranprotein, welches aus zwei TMDs
aufgebaut ist. Wahrend des lytischen Zyklus des E. coli befallenden Phagen ¢21 nimmt das
Pinholin eine wichtige Rolle bei der Lyse des Bakterienwirts ein®:"®. Pinholine akkumulieren
zundchst inaktiv in der inneren Bakterienmembran und erst nach Erreichen einer Kkritischen
Konzentration erfolgt ihre Aktivierung. Die damit einhergehende Oligomerisierung der
Pinholine fuhrt zur Ausbildung kleiner Locher in der inneren Membran, wodurch die PMF
zusammenbricht. Letztendlich initiiert das Pinholin so die Freisetzung eines Endolysins und
somit die Lyse des Bakterienwirts®36%57, Entscheidend fiir die Regulation und die Lochbildung
sind dabei die beiden TMDs des Pinholins. Es wird postuliert, dass die TMD1 eine rein
regulatorische Funktion einnimmt, indem die Lyse des Bakterienwirts erst durch Flippen der
TMD1 aus der Membran in Richtung Periplasma initiiert wird. Dahingegen soll die TMD2 fir
die eigentliche Lochbildung verantwortlich sein®%¢7. Beide TMDs des Pinholins verfiigen
uber ein Glycin-Zipper Motiv, welches ein bekanntes Dimerisierungsmotiv darstellt, wodurch
inter- sowie intramolekulare Interaktionen zwischen den TMDs ermdglicht werden®6:67:101,
Dieses postulierte Struktur- und Lochbildungsmodell basiert bisher lediglich auf
Mutationsanalysen und ersten EPR-Studien, weshalb im Zuge dieser Arbeit erstmals die
detaillierte Struktur sowie die Funktion des Pinholins S2168 mittels biophysikalischer Methoden
untersucht werden soll. Hierzu sollen Fragmente des Pinholins mittels chemischer
Peptidsynthese dargestellt werden. Die «-helikale Faltung der verschiedenen Pinholin
Fragmente in Lipidvesikeln soll mittels CD-Spektroskopie bestimmt werden.
Durch kombinierte Anwendung von orientierter CD (OCD)-Spektroskopie und Festkorper-°N-
NMR (Nuclear Magnetic Resonance)-Spektroskopie soll daraufhin die Membranorientierung
der Fragmente in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten ermittelt werden.
Daruber hinaus soll die Funktion des Pinholins mittels eines fluoreszenzbasierten Vesikel-
Leckschlag (Leakage)-Experiments untersucht werden und so erste experimentelle Beweise fur
die rein regulatorische Funktion der TMD1 sowie den lochbildenden Charakter der TMD2
liefern. Inwieweit die Homo-Oligomerisierung der Pinholine wahrend der Lochbildung Gber
das Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 beeinflusst wird, soll zudem anhand verschiedener
Mutanten, mit deletiertem Glycin-Zipper Motiv, ermittelt werden. Mittels eines
groRenselektiven Leakage-Experiments soll die GroRe der von der TMD2 in der inneren

Bakterienmembran gebildeten Locher ermittelt werden.
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3 Ergebnisse

Im Zuge dieser Arbeit wurde das Pinholins S?168 des Bakteriophagen @21, welches sich in die
innere Membran seines Bakterienwirts einlagert®:"®, strukturell und funktionell untersucht.
T. PARK et al. konnten zeigen, dass eine Pinholin Mutante mit deletierter TMD1 immer noch
Iytisch aktiv ist®, weshalb die TMD2 fir die Lochbildung verantwortlich sein muss und die
TMD1 vermutlich nur regulatorische Aufgaben lbernimmt. Aus diesem Grund wurden in
dieser Arbeit die beiden TMDs des Pinholins getrennt voneinander untersucht. Des Weiteren
konnten die mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellten Pinholin Fragmente in deutlich
groReren Ausbeuten erhalten werden, verglichen zu einem Pinholin Gesamtkonstrukt.
Dies erwies sich als grof3er Vorteil, da gerade fir die Festkdrper-NMR-Spektroskopie grofie

Mengen an markiertem Peptid bendtigt werden.

3.1 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der TMD2 des Pinholins S?168

3.1.1 Darstellung der TMD2 des Pinholins S?'68

Zu Beginn dieser Arbeit lag der Fokus auf der strukturellen und funktionellen Analyse der
lochbildenden TMD2 des Pinholins S?68. Die postulierte Sequenz der TMD2 (W3g bis Fsg)®
wird von zwei aromatischen Aminosauren flankiert. Solch eine Begrenzung einer TMD stellt
ein allgemeines Merkmal von Membranproteinen dar, da sich aromatische Aminosauren
bevorzugt in die Lipid-Wasser-Grenzregion einlagern. Durch die Wechselwirkungen der
aromatischen Seitenketten mit den Lipiden werden Membranproteine fest in der Membran
verankert!'?114 Bei genauerer Betrachtung der Sequenz der TMD?2 in einem helical wheel plot
(Abb. 20), welcher die Aufsicht auf eine Helix darstellt, ist erkennbar, dass es sich bei der
TMD?2 des Pinholins um eine amphiphile Helix handelt. Eine Seite der Helix ist komplett mit
hydrophoben Aminoséuren (Abb. 20, gelbe Kreise) ausgekleidet, wohingegen sich auf der
gegeniberliegenden Seite hauptsachlich polare Aminoséuren (Abb. 20, blaue Kreise) sowie
Glycine (Abb. 20, griine Kreise) befinden.
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Abbildung 20: Helical wheel plot der TMD2 des Pinholins S?168
Erstellt wurde der helical wheel plot mittels der Protein-ORIGAMI-Webanwendung*®. Hydrophobe Aminosauren sind gelb
markiert und polare Aminoséuren blau, Glycine sind in griin dargestellt.

Das fiir die Charakterisierung der TMD2 des Pinholins S?168 verwendete Fragment umfasst die
Sequenz der TMD2, wobei der C-Terminus um vier Aminosduren (KsglsoR41E42) aus der
natlrlichen Sequenz verlangert wurde (Tab. 1). Durch diese verlangerte Sequenz wurde die

Polaritat des Peptids erhéht und somit die Handhabung deutlich verbessert. Im weiteren Verlauf

wird dieses Fragment als TMD?2 bezeichnet.

Tabelle 1: Aminosduresequenzen der chemisch synthetisierten TMD2 Fragmente

Die postulierte Sequenz der TMD2 des Pinholins® ist unterstrichen. Die fiir die Charakterisierung der TMD2 verwendeten
Peptide sind aufgelistet. Fir die spateren Festkorper-*>N-NMR-Messungen wurde die TMD2 an verschiedenen Positionen der
Sequenz selektiv SN-markiert, wobei das ®N-markierte Leucin in der Sequenz jeweils rot markiert ist. Die Peptide wurden
mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese von Dr. Parvesh Wadhwani, Andrea Eisele und Kerstin Scheubeck (KIT,
IBG2) hergestellt, wobei das SN-markierte Leucin manuell gekoppelt wurde. Die Aufreinigung der Fragmente erfolgte mittels
HPLC (High Performance Liquid Chromatography).

Peptid Sequenz

TMD2 WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
°N-Ls2 TMD2 WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
1N-Lss TMD2 WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
°N-Ls7 TMD2 WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
1°N-Lso TMD2 WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
N-Laz454750 TMD2 WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid

Fir die spateren Festkorper-NMR-Messungen wurde der Kern N gewéhlt, da dieser in der
Peptidbindung isoliert vorliegt. Aufgrund der geringen relativen Haufigkeit dieses Kerns muss

das Peptid allerdings mit diesem Isotop angereichert werden. Die Positionen der selektiven
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1> N-Markierungen in der Aminosauresequenz wurden so gewahlt, sodass sich auf jeder Seite
der Helix eine N-markierte Aminosaure befindet (Tab. 1, Abb. 20).

3.1.2 Sekundérstrukturanalyse der TMD2 des Pinholins S?168

Mittels Synchrotron-basierter (SR)CD-Spektroskopie wurde zundchst die Sekundarstruktur der
TMD?2 untersucht. Bei der CD-Spektroskopie handelt es sich um eine strukturbiologische
Methode zur Bestimmung der globalen Sekundéarstrukturanteile von Peptiden und Proteinen.
Zur Analyse der Struktur eines Molekiils mittels CD-Spektroskopie ist das Vorhandensein eines
Chromophors, welcher in der N&he eines Chiralitatszentrums lokalisiert ist, erforderlich.
Bei der Betrachtung von Peptiden und Proteinen ist dies durch die Amidbindung in der Ndhe
des chiralen C,-Atoms des Peptidriickgrats gewahrleistet!'®. Die Grundlage dieser Methode
bildet die Bestrahlung einer optisch aktiven Probe mit linear polarisiertem Licht, welches sich
aus zwei zirkular polarisierten Komponenten zusammensetzt. Der Zirkulardichroismus basiert
auf der unterschiedlich starken Absorption des links und rechts polarisierten Lichts von chiralen
Molekilen. Nach Durchtritt des linear polarisierten Lichts durch die optisch aktive Probe und
dessen unterschiedlichen Absorption wird elliptisch polarisiertes Licht erhaltent!"18,
Die Bestrahlung von Peptiden oder Proteinen mit linear polarisiertem Licht induziert zweli
verschiedene elektronische Ubergiange (n — n* und mn, — 7*) der Bindungselektronen der
Peptidbindung im fernen UV-Bereich. Aufgrund der unterschiedlichen Orientierung der
Amidbindung in den verschiedenen Sekundarstrukturelementen werden charakteristische
Absorptionsbanden erzeugt (Abb. 21)119120
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Abbildung 21: CD-Basisspektren der reinen Sekundérstrukturelemente

Das CD-Basisspektrum einer a-Helix weist drei charakteristische Banden auf, mit einer positiven Bande bei 193 nm sowie
zwei negative Banden bei 208 nm und 222 nm. Antiparallele s-Faltblatt Strukturen weisen eine positive Bande bei etwa 195 nm
und eine negative Bande bei etwa 218 nm auf. Sofern das Protein unstrukturiert vorliegt zeigt sich dies in einer negativen Bande
bei etwa 198 nm. Des Weiteren kann mittels CD-Spektroskopie auch auf g-Schleifen oder auf eine Polyprolin-Typ Il Helix
geschlossen werden!'®12(Abbildung verandert entnommen aus S. M. KELLY et al.1%).

Fur die SRCD-Spektroskopie wurden Lipidvesikel mit konstanter Peptidkonzentration
hergestellt und das molare Peptid- zu Lipidverhaltnis (P/L) betrug 1 zu 50. Die exakte
Bestimmung der Peptidkonzentration erwies sich jedoch als sehr problematisch, da die TMD2
lediglich in 1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol (HFIP) l6slich ist. Da von Tryptophan und
Tyrosin die Extinktionskoeffizienten in HFIP nicht verfigbar sind und zudem sich dieses
Losungsmittel als duBerst flichtig erweist, konnte die Konzentration des Peptids in den Proben
nicht bestimmt werden. Eine quantitative Sekundéarstrukturbestimmung tber die Berechnung
der mittleren molaren Elliptizitat pro Peptidbindung (6mre, Mean Residue Ellipticity), bei der
die Peptidkonzentration sowie die Schichtdicke der Kivette miteinbezogen wird, ist daher
lediglich bezogen auf die eingewogene Peptidmenge und nicht auf die exakt bestimmte
Peptidkonzentration moglich. Da dieses VVorgehen jedoch relativ fehlerbehaftet ist, wurden flr
einen qualitativen Vergleich der Sekundarstruktur die SRCD-Spektren auf ihr Minimum
normiert. Bei der Ermittlung der Sekundérstruktur der TMD2 wurden als Membran-imitierende
Modellsysteme verschiedene Phosphoglyceride?? verwendet. Durch die Verwendung
unterschiedlicher Lipidsysteme konnte der Einfluss der Membrandicke sowie des
Sattigungsgrads der Lipidacylketten auf die Faltung der TMD2 ermittelt werden (Tab. 2 und
Abb. 22).
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Tabelle 2: Eigenschaften der verwendeten Lipide

Die hydrophobe Membrandicke dc wurde flir die verschiedenen Lipide nach D. MARsH et al. berechnet!?2. Die angegebene
Phaseniibergangstemperatur (Tm), bei der die Lipide von der Gelphase in die flussigkristalline Phase tibergehen, wurde von
Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) ibernommen.

Lipid Abkiirzung  Kettenlénge de[A]  Tm[°C]
1,2-Didecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DDPC di-C10:0 16,6
1,2-Dimyristoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin -~ DMoPC di-C14:1 (A9-cis) 19,2
1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholin DLPC di-C12:0 21 -2
1,2-Dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin ~ DPoPC di-C16:1 (A9-cis) 23 -36
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DMPC di-C14:0 25,4 24
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DOPC di-C18:1 (A9-cis) 26,8 -17
1,2-Dieicosenoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DEiPC di-C20:1 (All-cis) 30,6 -4
1,2-Dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DErPC di-C22:1 (A13-cis) 34,4 13
A
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Abbildung 22: Ubersicht der Lipidstrukturen

(A) Struktur des Phosphatidylcholinlipids DDPC (10:0), dessen Lipidacylketten vollstdndig gesattigt vorliegen. Die Ubrigen
verwendeten Lipide mit gesattigten Lipidacylketten unterscheiden sich nur bezogen auf ihre Kettenlédnge (siehe Tab. 2).
(B) Struktur des Phosphatidylcholinlipids DMoPC (14:1), dessen Acylketten einfach ungesattigt sind. Die anderen Lipide mit
einfach ungeséttigten Lipidacylketten unterscheiden sich bezogen auf ihre Kettenldnge und der Position ihrer Doppelbindung
(siehe Tab. 2).

In Abbildung 23 sind die erhaltenen (SR)CD-Spektren der TMD?2 in Phosphatidylcholinlipiden
mit unterschiedlicher Acylkettenlange dargestellt. Alle Spektren wurden auf ihr Minimum im
Bereich von 222 nm normiert. Die SRCD-Spektren der TMD2 in den unterschiedlichen
Lipidsystemen wurden am UV-CD12 Strahlrohr (KIT, KARA) aufgenommen, lediglich das
CD-Spektrum der TMD2 in DDPC Vesikeln wurde konventionell an einem Jasco J-815
CD-Spektropolarimeter aufgenommen. Aufgrund der schwacheren Lichtquelle des
konventionellen CD-Spektropolarimeters ist die Qualitit des Spektrums der TMD2 in DDPC
(Abb. 23, grines Spektrum) im Vergleich zu den Ubrigen Spektren qualitativ schlechter.
Die Hintergrundabsorption von Lipiden, insbesondere von Lipiden mit einfach ungesattigten
Acylketten, trégt vor allem im Bereich der kirzeren Wellenlangen zu einem erh6hten Rauschen

im Spektrum bei. Die hohere Intensitat der Lichtquelle bei den SRCD-Messungen verbessert
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hingegen das Signal-zu-Rausch Verhaltnis erheblich und liefert auch im Bereich der kiirzeren
Wellenlangen zuverlassige Spektren'?-1%. Alle (SR)CD-Spektren der TMD2 weisen die
charakteristischen CD-Banden einer a-Helix, mit einer positiven Bande bei etwa 194 nm und
den beiden negativen Banden bei etwa 209 nm und 222 nm, auf (Abb. 23). Demnach liegt die
TMD2 in den untersuchten Lipidsystemen a-helikal gefaltet vor und die Sekundarstruktur wird
somit weder durch die Membrandicke noch durch den Sattigungsgrad der Lipidacylketten stark

beeinflusst.

DDPC (10:0)
—DMoPC (14:1)
—DLPC (12:0)
—DPoPC (16:1)
—DMPC (14:0)
DOPC (18:1)
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Abbildung 23: Qualitative Sekundérstrukturanalyse der TMD2 in Lipidvesikeln mit unterschiedlicher Acylkettenldnge
Die TMD2 wurde in Lipidvesikeln in einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 50 rekonstituiert, wobei die
Peptidmenge konstant gehalten wurde. Es wurden Lipide mit unterschiedlicher Acylkettenldnge verwendet. Die Spektren
wurden am UV-CD12 Strahlrohr (KIT, KARA) aufgenommen, lediglich das Spektrum der TMD2 in DDPC (10:0) wurde
konventionell an einem Jasco J-815 CD-Spektropolarimeter aufgenommen. Alle Messungen wurden bei 35 °C durchgefiihrt
und die erhaltenen Spektren auf ihr Minimum im Bereich von 222 nm normiert. Die TMD2 zeigt in allen untersuchten
Lipidsystemen die charakteristischen Linienformen einer o-Helix mit einer positiven Bande bei 194 nm und zwei negativen
Banden bei 209 nm und 222 nm. Die (SR)CD-Messungen der TMD2 in DDPC, DMoPC, DLPC, DPoPC sowie DEiPC wurden
von M. Sc. Anne C. Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.

3.1.3 Untersuchung der Membranorientierung der TMD2 des Pinholins S?'68

Nachdem mittels CD-Spektroskopie die a-helikale Faltung der TMD2 in verschiedenen
Lipidsystemen belegt werden konnte, sollte daraufhin deren Orientierung in den analogen
Lipiden ermittelt werden. Fir die Bestimmung der Orientierung von Peptiden in Membranen

bietet sich die kombinierte Anwendung der OCD- und Festkorper-°N-NMR-Spektroskopie an.

38



ERGEBNISSE

3.1.3.1 Einfluss der hydrophoben Membrandicke und des Sattigungsgrads der
Lipidacylketten auf die Orientierung der TMD2
Die orientierte CD-Spektroskopie stellt eine Abwandlung der konventionellen
CD-Spektroskopie dar, bei der die Orientierung o-helikaler Peptide in makroskopisch
orientierten Modellmembranen untersucht werden kann!2?®, Grundlage dieser Methode bildet
die Moffitt-Theorie, welche besagt, dass die elektronischen Ubergange der Amidbindung einer
a-Helix in Ubergangsdipolmomenten resultieren, welche entweder parallel oder senkrecht
entlang der Helixachse polarisiert sind'?>!?’, Da die Intensitét der Absorption abhangig von der
Ausrichtung der Helix in der Membran relativ zum zirkular polarisierten Licht ist, ergeben sich
charakteristische OCD-Spektren flir an orientierte Membranen ausgerichtete a-helikale Peptide
(Abb. 24). Sofern die Peptidhelix parallel zur Membranoberflache ausgerichtet ist, spiegelt sich
dies in einer ausgepragten negativen Bande in der ,,Fingerabdruckregion® bei etwa 208 nm
wieder. Die Abwesenheit der Bande bei 208 nm ist hingegen charakteristisch fiir eine aufrechte
transmembrane Orientierung der Helix. Eine in der Membran schrag geneigte Helix ist anhand
einer weniger stark ausgepragten Bande bei 208 nm ersichtlich'?®12° Allerdings liefert die
OCD-Spektroskopie nur globale Informationen tber die Orientierung eines a-helikalen Peptids
in der Membran, da beim gleichzeitigen Auftreten von verschiedenen Membranausrichtungen

lediglich ein Mischspektrum erhalten wird.
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Abbildung 24: Charakteristische OCD-Spektren von a-helikalen Peptiden in Membranen

Anhand der spezifische Linienform eines OCD-Spektrums kann auf die Ausrichtung der Helix in Bezug auf die Membran
geschlossen werden. Die ,,Fingerabdruckregion® bei 208 nm gibt dabei Auskunft tiber die Orientierung des a-helikalen Peptids
in der Membran. Parallel zur Membranoberflache ausgerichtete Peptide erzeugen eine intensive negative Bande bei 208 nm.
Je positiver diese Bande wird, desto aufrechter ist die Helix in der Membran insertiert. Eine vollstdndig aufrechte
transmembrane Orientierung spiegelt sich demnach in einer positiven Bande bei 208 nm wieder'?812° (Abbildung verandert
entnommen aus J. BURCK et al.??).

Fur die Ermittlung der Orientierung der TMD2 in Membranen wurde diese in makroskopisch
orientierten Lipiddoppelschichten in einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 50

rekonstituiert. Zunéchst wurde der Einfluss der Membrandicke und des Sattigungsgrads der
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Acylketten auf die Orientierung der TMD2 untersucht. Abbildung 25 zeigt die entsprechenden
SROCD-Spektren in Lipiddoppelschichten mit variierender hydrophober Dicke zwischen
16,6 A und 34,4 A (siehe Tab. 2)'?2. Zum besseren qualitativen Vergleich der Unterschiede,
bezogen auf die charakteristische Bande bei etwa 208 nm, wurden die Spektren auf ihr
Minimum im Bereich von 223 nm normiert. In Lipiden mit gesattigten Acylketten nimmt die
TMD2 eine transmembrane Orientierung ein, da die charakteristische Bande bei 208 nm nicht
beziehungsweise nur leicht ausgeprégt ist. Zudem weisen die positive und negative Bande,
verglichen zu dem isotropen CD-Signal, eine Verschiebung zu langeren Wellenldngen auf, was
ebenfalls charakteristisch bei Vorliegen einer transmembranen Orientierung der Helix ist
(Abb. 25A). In DMPC Membranen (Abb. 25A, rotes Spektrum) mit einer moderaten
hydrophoben Dicke von 25,4 A ist die TMD2 aufrecht in der Membran insertiert*’. In den
diinneren Lipiddoppelschichten aus DLPC (d. = 21 A, Abb. 25A, graues Spektrum) und DDPC
(de = 16,6 A, Abb. 25A, griines Spektrum) ist die TMD2 nicht mehr komplett aufrecht in der
Membran eingelagert, sondern passt sich durch eine leicht geneigte Orientierung der
hydrophoben Dicke der Membran an, um einen hydrophoben mismatch (Ungleichgewicht) zu
vermeiden®-13, In Lipiden mit einfach ungesittigten Acylketten ist hingegen eine ausgepragte
negative Bande bei 208 nm erkennbar (Abb. 25B). Folglich ist die TMD2 in diesen Lipiden
nicht in der Membran insertiert, sondern ist parallel zur Membranoberflache orientiert.
Die SROCD-Spektren lassen zudem eine Abflachung der Absorption im kurzwelligen Bereich
erkennen, was vermutlich auf eine teilweise Aggregation des Peptids auf der
Membranoberflache zurtickzufiihren ist. Ungewdohnlicherweise scheint die TMD2 in Lipiden
mit einfach ungesattigten Acylketten demnach auf die Membranoberflaiche zu Flippen.
Diese Beobachtung ist jedoch Uberraschend, da lediglich fur die TMDL1 ein Flippen aus der
Membran postuliert wird®*%’. Da es sich bei der TMD?2 allerdings um eine amphiphile Helix
(siehe helical wheel plot, Abb.20) handelt, ware eine Orientierung parallel zur
Membranoberflache ebenfalls energetisch gunstig. Die hydrophobe Seite der TMD2 ware im
geflippten Zustand den Lipiden zugewandt und die polaren Aminosduren waren der
hydrophilen Umgebung ausgesetzt. Erstaunlicherweise korreliert das beobachtete Flippen der
TMD2 nicht mit der hydrophoben Dicke der Membran, was ersichtlich wird bei dem Vergleich
der SROCD-Daten der beiden Lipide DDPC und DLPC, deren Acylketten gesattigt sind, mit
dem Lipid DMoPC (direkter Vergleich der Spektren siehe Anhang, Kapitel 12.1). In sehr
diinnen Membranen aus DDPC mit einer hydrophoben Dicke von 16,6 A passt sich die TMD2
dem hydrophoben mismatch durch Neigung an (Abb. 25A, griines Spektrum). Die Membran
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aus DMOoPC ist mit einer hydrophoben Dicke von 19,2 A im Vergleich etwas dicker, weshalb
sich die Helix eigentlich weiter aufrichten sollte, allerdings ist die TMD2 in diesem Lipid,
dessen Acylketten einfach ungeséattigt sind, auf der Oberflache lokalisiert (Abb. 25B,
magentafarbenes Spektrum). Hingegen nimmt die TMD2 in der néchst dickeren DLPC
Membran (dc=21A) wieder eine transmembrane Orientierung ein (Abb. 25A, graues

Spektrum), wobei die Helix etwas weniger geneigt ist als in diinneren DDPC Membranen.
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Abbildung 25: SROCD-Spektren der TMD?2 in Lipiden mit unterschiedlichem Sattigungsgrad der Lipidacylketten
Die TMD2 wurde in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituiert (P/L = 1:50). Die Messungen wurden bei
35 °C durchgefiihrt und die erhaltenen Spektren wurden auf ihr Minimum im Bereich von 223 nm normiert. (A) In Lipiden mit
geséttigten Acylketten ist die charakteristische Bande bei 208 nm nicht oder nur leicht ausgeprégt. Die TMD2 nimmt in diesen
Membranen folglich eine transmembrane Orientierung ein, wobei sie sich dem hydrophoben mismatch durch Neigung anpasst.
(B) Die SROCD-Spektren der TMD?2 in Lipiden mit einfach ungesattigten Acylketten weisen alle eine negative Bande bei
208 nm auf, folglich liegt die TMD2 in einem geflippten Zustand vor. Zudem deutet die Abflachung der Absorption im
kurzwelligen Bereich auf eine teilweise Aggregation der TMD2 auf der Oberflache hin. Die SROCD-Messungen wurden von
M. Sc. Anne C. Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt. Auf der rechten Seite ist die schematische Orientierung der
TMD2 (gelb) in Membranen (grau) dargestellt, wobei jeweils die Doppelbindung in den einfach ungeséttigten Lipidacylketten
schwarz markiert ist.

Die erhaltenen SROCD-Daten zeigen, dass die TMD2 des Pinholins in Lipiden mit geséattigten

Acylketten eine transmembrane Orientierung einnimmt und sich der hydrophoben Dicke der

Membran durch Neigung anpasst. Hingegen scheint die TMD2 in Lipiden mit einfach

ungesattigten Acylketten, unabhéngig von der hydrophoben Dicke der Membran, auf die
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Membranoberflache zu Flippen. Eventuell kdnnte das beobachtete Flippen der TMD2 aufgrund
ihres amphiphilen Charakters lediglich ein Artefakt sein, da hier nur ein verkurztes TMD2
Fragment untersucht wurde und nicht das Pinholin Gesamtkonstrukt.

Neben der OCD-Spektroskopie wurden auch Festkorper-°N-NMR-Messungen  zur
Bestimmung der Membranorientierung der TMD2 durchgefuhrt. Bei beiden Methoden erfolgt
die Rekonstitution des Peptids in mechanisch orientierten Lipiddoppelschichten, wodurch die
Ergebnisse sehr gut miteinander vergleichbar sind. Die Festkdrper-NMR-Spektroskopie
erweist sich als attraktive Methode zur detaillierten  Strukturaufkldrung von
Membranproteinent3-13¢ da durch die chemische Verschiebungsanisotropie (CSA, Chemical
Shift Anisotropy), die dipolare Kopplung sowie die Quadrupolaufspaltung Informationen lber
die Orientierung gewonnen werden konnen. Bei der Flussig-NMR-Spektroskopie wird
hingegen die Richtungsabhéngigkeit der CSA durch die schnellen Bewegungen der Molekiile
zu isotropen Signalen ausgemittelt. Fur die Festkdrper-NMR-Messungen erweist sich
beispielsweise der NMR-aktive Kern °N als gut geeignet, da er einen Kernspin | von ¥ besitzt
und zudem isoliert in der Peptidbindung vorliegt. Da dessen natiirliche Haufigkeit jedoch relativ
gering ist, muss die Probe mit diesem Isotop angereichert werden. Die Orientierung eines
selektiv N-markierten a-helikalen Peptids kann durch einfache Betrachtung des
15N-chemischen Verschiebungssignals bestimmt werden (Abb. 26). Hierfiir muss das Peptid in
makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituiert werden, wobei die
Membrannormale typischerweise parallel zum statischen Magnetfeld Bo ausgerichtet wird.
Das Pulverspektrum eines unorientierten «-helikalen Peptids ergibt Signale im Bereich
zwischen 60 ppm und 220 ppm, welches sich aus den Signalen aller mdglichen Orientierungen
der Helix zusammensetzt. Bei einer transmembranen Ausrichtung des Peptids ist dieses parallel
zum Magnetfeld Bo und wiirde Signale bei einer *N-chemischen Verschiebung zwischen
160 ppm bis 220 ppm liefern. Hingegen erzeugt ein auf der Oberflache lokalisiertes Peptid

Signale bei einer *®N-chemischen Verschiebung im Bereich von 60 ppm bis 100 ppm*34,
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I5N-chemische Verschiebung

Abbildung 26: 1D-Festkdrper->N-NMR-Spektrum eines a-helikalen Peptids in orientierten Lipiddoppelschichten

Die Orientierung selektiv **N-markierter a-helikaler Peptide in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten kann mittels
1D-Festkorper-*N-NMR-Spektroskopie durch Betrachtung des °N-chemischen Verschiebungssignals bestimmt werden.
Das Pulverspektrum eines in der Membran unorientierten Peptids, welches sich aus Signalen aller méglichen Orientierungen
zusammensetzt, liegt im Bereich zwischen 60 ppm und 220 ppm. Sofern das Peptid in einer transmembranen Orientierung
vorliegt, liegt dessen °N-chemische Verschiebung im Bereich von 160 ppm bis 220 ppm. Hingegen erzeugt eine auf der
Oberflache lokalisierte Helix ein Signal bei einer ®N-chemischen Verschiebung im Bereich von 60 ppm bis 100 ppm?3*
(Abbildung verandert entnommen aus E. STRANDBERG et al.134).

Fir die Festkorper-°N-NMR-Messungen wurde die °N-Ls; markierte TMD2 in
makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten in einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis
von 1 zu 50 rekonstituiert. Die Messungen wurden bei einer 0°-Orientierung der
Membrannormalen relativ zum statischen Magnetfeld Bo durchgefiihrt. Da als Membran-
imitierende Modellsysteme Phosphoglyceride, deren Kopfgruppe eine Phosphatgruppe
aufweisen, verwendet wurden, konnte die Orientierung der Lipidmolekile vor und nach den
SN-NMR-Messungen mittels *!P-NMR-Experimenten tberpriift werden (3*P-NMR-Spektren
siehe Anhang, Kapitel 12.2.). Sofern die Lipidmolekile orientiert vorliegen sind diese bei der
0°-Orientierung der Membrannormalen parallel zum statischen Magnetfeld Bo ausgerichtet,
weshalb sie einen schmalen Peak mit hoher Intensitat bei einer 3P-chemischen Verschiebung
von etwa 30 ppm erzeugen. Hingegen ware ein ausgepragtes Pulverspektrum, welches eine
Uberlagerung aller maglichen Orientierungen im Raum wiederspiegelt, charakteristisch fiir den
Verlust der Orientierung der Lipide. Die aufgenommenen 3'P-NMR-Spektren zeigen, dass die
Orientierung der Lipidmolekiile wahrend der gesamten Messdauer nicht stark beeinflusst
wurde. In Abbildung 27 sind die *®N-NMR-Spektren der *N-L47 markierten TMD2 in Lipiden
mit gesattigten Acylketten und unterschiedlicher hydrophober Membrandicke dargestellt.
Die ®’N-NMR-Spektren weisen ein Signal im Bereich von 160-220 ppm auf, was einer
transmembranen Orientierung der TMD2 entspricht. In DMPC Lipiddoppelschichten (Abb. 27,

rotes Spektrum) mit einer moderaten Membrandicke von 25,4 A2 durchspannt die TMD2 die
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Membran vollstandig aufgerichtet, da sie ein scharfes Signal bei einer ®N-chemischen
Verschiebung von 185 ppm aufweist!*?. In diinneren Membranen aus DLPC mit einer
hydrophoben Dicke von 21 A? liegt das Signal bei einer >N-chemischen Verschiebung von
178 ppm, welches einer geneigten Helix in der Membran zugeordnet werden kann (Abb. 27,
graues Spektrum). Das Signal bei einer *°N-chemischen Verschiebung von 165 ppm in den sehr
diinnen DDPC Lipiddoppelschichten mit einer hydrophoben Dicke von 16,6 A2 entspricht
einer noch stérker geneigten Helix (Abb. 27, griines Spektrum). Demnach verschiebt sich das
Signal mit abnehmender hydrophober Membrandicke ins Hochfeld, was einer zunehmenden
Neigung der Helix in der Lipiddoppelschicht entspricht. Die TMD2 passt sich demnach der

hydrophoben Membrandicke an, um den hydrophoben mismatch zu vermeident3-1%,
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Abbildung 27: Festkorper-*N-NMR-Spektren der SN-L4; markierten TMD2 in Lipiden mit gesattigten Acylketten
Die 15N-L47 markierte TMD2 wurde in Lipiden mit gesattigten Acylketten und unterschiedlicher Kettenlange rekonstituiert
(P/L = 1:50) und die Messungen wurden bei 35 °C durchgefiihrt. In den untersuchten Membranen nimmt die TMD2 eine
transmembrane Orientierung ein, da nur Signale im Bereich einer insertierten Helix vorliegen. Vollstandig aufgerichtet liegt
sie in DMPC Membranen (rotes Spektrum) vor, da ein scharfes Signal bei einer *N-chemischen Verschiebung von 185 ppm
erkennbar ist'*°. Mit abnehmender hydrophober Dicke der Membran verschiebt sich die >N-chemische Verschiebung weiter
ins Hochfeld, was einer Neigung der Helix in der Membran entspricht. In Lipiddoppelschichten aus DLPC (graues Spektrum)
liegt das Signal bei 178 ppm und in DDPC (griines Spektrum) bei 165 ppm. Die >N-NMR-Messungen wurden von M. Sc.
Anne C. GoOrner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt. Die entsprechende Orientierung der Helix (gelb) in den
unterschiedlich dicken Membranen (grau) ist schematisch auf der rechten Seite dargestellt.

Zur Untersuchung inwieweit der verénderte Sattigungsgrad die Orientierung der TMD?2 in der
Membran verandert, wurde die N-L47 markierte TMD2 in makroskopisch orientierten Lipiden
mit einfach ungeséattigten Acylketten und unterschiedlicher Kettenlange rekonstituiert

(P/L = 1:50). In sehr dinnen Membranen aus DMoPC mit einer hydrophoben Dicke von
19,2 A2 zeigt das *N-NMR-Spektrum der TMD2 zwei deutlich voneinander getrennte
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spektrale Bereiche auf (Abb. 28). Das intensivere Signal bei 184 ppm stammt von parallel zum
Magnetfeld orientierten Peptidanteilen, wobei die TMD?2 leicht geneigt insertiert vorliegt.
Hingegen reprasentiert das zweite Signal bei einer °N-chemischen Verschiebung von 62 ppm
ein auf der Membranoberfléche lokalisiertes Peptid. Durch Erhéhung der hydrophoben Dicke
der Membran mit 26,8 A?? in DOPC Lipiddoppelschichten richtet sich die TMD2 weiter auf,
was an dem leicht tieffeldverschobenen Signal bei einer *N-chemischen Verschiebung von
190 ppm ersichtlich ist (Abb. 28). Auch in den DOPC Membranen ist ein Signal einer
oberflachenorientierten TMD?2 bei einer *>N-chemischen Verschiebung von 67 ppm vorhanden.
Da im Vergleich die Signalintensitat des Signals der insertierten TMD2 geringer ist, liegt in
DOPC Membranen ein grolRerer Peptidanteil geflippt vor (Abb. 28). Letztendlich liegt die
TMD2 in den extrem dicken DErPC Membranen mit einer hydrophoben Dicke von 34,4 A1?2
sogar ausschlieBlich geflippt vor, da nur ein Signal bei 68 ppm erkennbar ist (Abb. 28).
Die TMD2 liegt in Lipiden mit einfach ungeséattigten Acylketten demnach sowohl insertiert als
auch geflippt vor, wobei mit zunehmender hydrophober Dicke der Membran der geflippte
Peptidanteil zunimmt. Eine mdgliche Proteinaggregation des Peptids auf der
Membranoberflache, welche die Signale einer auf der Membranoberflache lokalisierten TMD2
erklaren wiirde, kann jedoch ausgeschlossen werden, da keine Pulveranteile in den ®N-NMR-
Spektren erkennbar sind. Eventuell ist dieses ungewdhnliche Flippen der TMD2 darauf
zuriickzufuhren, dass hier nur ein TMD2 Fragment verwendet wurde und nicht ein Pinholin
Gesamtkonstrukt.

Bei Vergleich der Signale der insertierten Peptidanteile mit der hydrophoben Dicke der
Membran ist ersichtlich, dass die beobachtete Aufrichtung der Helix mit der zunehmenden
Membrandicke korreliert. In den sehr diinnen Membranen aus DDPC (d. = 16,6 A'??), dessen
Acylketten gesattigt sind, ist die TMD2 sehr stark geneigt (Abb. 27, griines Spektrum) und in
DLPC (dc = 21 A'?), dessen Lipidacylketten ebenfalls gesattigt sind, ist die TMD2 weniger
stark geneigt (Abb. 27, graues Spektrum). Durch die Zunahme der hydrophoben Dicke der
Membran richtet sich die TMD2 in DMoPC Membranen (dc = 19,2 A'??), dessen Acylketten
einfach ungesattigt sind, weiter auf, bis die Helix in Membranen aus dem DOPC
(de = 26,8 A'?) aufrecht insertiert vorliegt (Abb. 28).
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Abbildung 28: Festkorper-®N-NMR-Spektren der ®N-L4; markierten TMD2 in Lipiden mit einfach ungeséattigten
Acylketten

Die 15N-L47 markierte TMD2 wurde in Lipiden mit einfach ungeséttigten Acylketten mit unterschiedlicher Kettenlange
rekonstituiert (P/L = 1:50) und die *>N-NMR-Messungen wurden bei 35 °C durchgefiihrt. Das Signal bei 184 ppm in den sehr
diinnen DMoPC Membranen entspricht einer leicht geneigten transmembranen Orientierung der TMD2. Zudem liegt ein
geringer Peptidanteil geflippt vor, da ein zweites Signal bei 62 ppm erkennbar ist. Mit zunehmender hydrophober Dicke nimmt
der Anteil an geflippter TMD2 in DOPC Membranen zu, da das Signal bei 67 ppm, welches der oberflachengebundenen TMD2
entspricht, intensiver ist als das Signal der aufrecht insertierten TMD2 bei 190 ppm. In den extrem dicken Membranen aus
DErPC liegt die TMD2 vollstdndig auf der Membranoberflache, da das Spektrum lediglich ein Signal bei 68 ppm zeigt.
Eine Aggregation des Peptids auf der Oberflache der Membran kann allerdings ausgeschlossen werden, da keine Pulveranteile
erkennbar sind. Die >N-NMR-Messungen wurden von M. Sc. Anne C. Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.
Auf der rechten Seite ist die schematische Orientierung der TMD2 (gelb) in Membranen (grau) dargestellt, wobei jeweils die
Doppelbindung in den ungeséttigten Lipidacylketten in schwarz markiert ist.

Zusammenfassend konnten die SROCD- und Festkérper-°N-NMR-Messungen zeigen, dass
die hydrophobe Dicke der Lipiddoppelschichten sowie der Sattigungsgrad der Lipidacylketten
die Orientierung der TMD?2 in der Membran beeinflussen. In Lipiden mit gesattigten Acylketten
sowie in denen mit einfach ungeséttigten Acylketten passt sich die TMD2 durch Neigung der
hydrophoben Dicke der Membran an. Neben der transmembranen Orientierung der TMD2 liegt

diese allerdings in Membranen aus Lipiden mit einfach ungesattigten Acylketten zusatzlich in

einem geflippten Zustand vor, wohingegen die TMD?2 in Lipiden mit gesattigten Acylketten
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eine vollstandig transmembrane Orientierung einnimmt. Demnach scheinen die ungesattigten
Lipidacylketten die TMD2 aus der Membran zu drucken, wobei dieser Effekt mit steigender
hydrophober Membrandicke zunimmt. Bei dem beobachteten Flippen konnte es sich allerdings

auch nur um ein Artefakt handeln, da hier nur ein TMD2 Fragment verwendet wurde.

3.1.3.2 Bestimmung des Neigungswinkels = und des Rotationswinkels p der TMD2

Fur die detaillierte Bestimmung der Membranorientierung der TMD2 wurde daraufhin als
Membran-imitierendes Modellsystem DMPC gewéhlt, da die TMD?2 in diesem Lipidsystem
vollstandig aufrecht in der Membran insertiert vorliegt und ein Flippen auf die Oberflache der
Membran nicht beobachtet wurde. Zudem hat sich DMPC als etabliertes System fir die
Festkorper-NMR-Spektroskopie erwiesen!®”1*, Ein Vorteil von DMPC liegt in seiner guten
Orientierung in der biologisch relevanten lamellaren Phase auf den Glasplattchen, welche zur
Herstellung der orientierten Proben fiir die NMR-Messungen verwendet werden. Zudem behalt
DMPC seine Orientierung (Uber einen weiten Bereich von Temperatur- und
Hydratationsniveaus bei. Abbildung 29 zeigt die entsprechenden 1D-Festkorper->N-NMR-
Spektren der vierfach N-markierten TMD2 (Abb. 29A) sowie der vier einfach selektiv ©°N-
markierten TMD2 (Abb. 29B)*°. Die Signale aller **N-NMR-Spektren liegen im Bereich
zwischen 180 ppm und 215 ppm, demnach nimmt die TMD?2 eine transmembrane Orientierung
in den DMPC Lipiddoppelschichten ein. Das *°®N-NMR-Spektrum der **N-L; 45 4750 markierten
TMD?2 (Abb. 29A, schwarzes Spektrum) weist vier unterschiedliche Signale auf. Anhand der
Uberlagerung der Spektren ist ersichtlich, dass jedes Signal dieser vier Signale einem der
einfach ®N-markierten TMD2 zugeordnet werden kann. Das Signal der ®N-Ls2 markierten
TMD2 (Abb. 29B, rotes Spektrum) liegt bei einer *°N-chemischen Verschiebung von 196 ppm,
der 1SN-L4s markierten TMD2 (Abb. 29B, blaues Spektrum) bei 213 ppm, der SN-L7
markierten TMD2 (Abb. 29B, griines Spektrum) bei 185 ppm und der **N-Lso markierten
TMD2 (Abb. 29B, lila Spektrum) bei 180 ppm*°.
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Abbildung 29: Festkorper-*N-NMR-Spektren verschiedener selektiv *N-markierter TMD2 in DMPC Membranen
Die verschiedenen selektiv °N-markierten Peptide wurden in makroskopisch orientierten DMPC-Doppelschichten
(P/L = 1:50) rekonstituiert und die Messungen wurden bei 35 °C durchgefiihrt. (A) Das Spektrum der *SN-La2 45 47,50 markierten
TMD2 weist vier verschiedene Signale im Bereich zwischen 180 ppm und 215 ppm auf, demnach nimmt die TMD2 eine
transmembrane Orientierung ein. (B) Das Signal der *N-L4> markierten TMD2 (rotes Spektrum) liegt bei einer >N-chemischen
Verschiebung von 196 ppm, der N-L4s markierten TMD2 (blaues Spektrum) bei 213 ppm, der **N-Ls7 markierten TMD2
(gruines Spektrum) bei 185 ppm und der *5N-Lso markierten TMD2 (lila Spektrum) bei 180 ppm*3°. Die Messungen wurden
von M. Sc. Anne C. Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgeftihrt (Abbildung verandert entnommen aus L. M. E. STEGER
et al.1%),

Des Weiteren wurden zur Ermittlung der Membranorientierung der TMD2 2D-SAMMY
Experimente durchgefiihrt, bei denen die ®N-chemische Verschiebung mit der dipolaren
!H-®N-Kopplungsfrequenz korreliert wird*®14°, Solche 2D-SAMMY -Experimente ergeben
fir a-Helices charakteristische ringformige Signalmuster, welche als PISA (Polarity Index
Slant Angle)-wheels bezeichnet werden. Anhand solcher PISA-wheels kann auf den
Neigungswinkel t und den Rotationswinkel p einer Helix in der Membran geschlossen
werden'*-143 Zudem geben PISA-wheels Auskunft tiber die Beweglichkeit einer Helix in der

Membran, da der Ordnungsparameter Smor daraus ermittelt werden kann#2143,
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Die Orientierung der Lipidmolekiile wurde vor und nach den Festkorper-°>N-NMR-Messungen
mittels 3'P-NMR-Experimenten tberprift (*:P-NMR-Spektren siehe Anhang, Kapitel 12.2.).
Zu Beginn der Messungen waren die Lipide in allen Proben orientiert. Einige der nach den
1’N-NMR-Messungen aufgenommenen 3!P-NMR-Spektren deuten auf einen leichten Verlust
der Orientierung der Lipide hin, was auf die Austrocknung der Probe sowie einem Lipidabbau
zuriickzufiihren ist. Das 3P-NMR-Spektrum der vierfach *>N-L4 45 4750 markierten TMD2 zeigt,
dass die Orientierung der Lipide dieser Probe nicht stark beeinflusst wurde. Da die Signale der
15N-NMR-Messung der *N-L; 45 4750 markierten TMD2 sehr gut mit den Signalen der einfach
selektiv *>N-markierten TMD2 (ibereinstimmen, ist anzunehmen, dass die verschlechterte
Orientierung der Lipide erst gegen Ende der Messung erfolgte und somit das Messergebnis
nicht verfilschen!3,

Die 2D-SAMMY -Messungen der vierfach markierten *N-Ls; 454750 TMD2 sowie der vier
verschiedenen einfach °*N-markierten TMD2 sind in Abbildung 30A gezeigt!®. Analog zu der
1D-Festkorper->N-NMR-Messung zeigt das 2D-Spekrum der *N-L; 45 47 50 markierten TMD2
(Abb. 30A, schwarzes Spektrum) vier verschiedene Signale im Bereich von 180 ppm bis
213 ppm und *H-N-dipolaren Kopplungsfrequenzen zwischen 5,8 kHz und 7,8 kHz, welche
mit den Signalen der vier einfach **N-markierten TMD2 (ibereinstimmen. Durch den Vergleich
des Signalmusters des erhaltenen PISA-wheels mit simulierten Spektren, welche unter
Annahme einer idealen Helix mittels des Programms opisawheel erstellt wurden, konnte flr die
a-helikale TMD2 ein Neigungswinkel T von 14° mit einem Ordnungsparameter Smoi Von 0,91
ermittelt werden. Demnach ist die TMD?2 leicht geneigt und relativ steif in DMPC Membranen
eingelagert™®. Fiir die anschlieBende Bestimmung der Rotationswinkel p, welcher die Lage des
Cq-Atoms einer Aminoséure auf der Oberflache einer Helix angibt, war die Zuordnung der vier
verschiedenen Signale im 2D-Spekrum der *N-L; 45 47 50 markierten TMD2 notwendig. Anhand
der 2D-SAMMY-Messungen der vier einfach ®N-markierten Peptide konnten die Signale
leicht zugeordnet werden. Das Signal bei 196 ppm und 7,8 kHz kann der N-Ls2 markierten
TMD2 (Abb. 30A, rotes Spektrum) zugeordnet werden, das bei 213 ppm und 7,2 kHz der
1°N-L4s markierten TMD2 (Abb. 30A, blaues Spektrum), das bei 185 ppm und 5,8 kHz der
15N-L47 markierten TMD2 (Abb. 30A, griines Spektrum) und das bei 180 ppm und 6,8 kHz der
1°N-Lso markierten TMD2 (Abb. 30A, lila Spektrum)!3. Mittels des Programms opisawheel
wurden anschlieRend die Rotationswinkel unter Annahme einer idealen a-Helix, bei welcher
die C.-Atome zweier benachbarter Aminosduren um 100° verdreht sind, ermittelt (Definition

des Rotationswinkels p sieche Methoden, Kapitel 7.2.3.). Hierfir wurden mit dem bereits
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bestimmten Neigungswinkel und Ordnungsparameter der TMD2 verschiedene 2D-Spektren
simuliert, wobei die Rotationswinkel entsprechend variiert wurden, sodass die Signalpositionen
der >N-markierten Leucine aus den 2D-Messungen der TMD2 am besten mit den simulierten
Positionen bereinstimmen. Die schwarzen Punkt im SAMMY -Spektrum entsprechen dem
simulierten Spektrum (Abb. 30A) der TMD2 in DMPC Membranen. Die bestimmten
Rotationswinkel p betragen fir L4z 50°, flr Lss 210°, flr Ls2 270° und fir Lso 350°
(Abb. 30B)'*. Mit dem festgelegten Rotationswinkel einer Aminoséaure kann aufgrund der
Periodizitdt einer idealen a-Helix jeder einzelnen Aminosdure ihr entsprechender
Rotationswinkel zugeordnet werden.

Die Strukturanalyse der TMD2 in DMPC Membranen zeigt, dass neben mehreren polaren
Resten (Ts1, Tss, Nss) auch ein Glycin-Zipper-Motiv (GaoxxxSasxxxGag) seitlich entlang der
geneigten Helix positioniert ist.*° Dieser polare Streifen, auf dessen Bedeutung T. PANG et
al.667101 phereits hingewiesen haben, ist somit frei fur Helix-Helix-Wechselwirkungen.
Basierend auf der bestimmten Orientierung der TMD2 in der Membran ist die Ausbildung eines

rechtsgdngigen TMD2 Dimers tiber das Glycin-Zipper Motiv in der Membran moglich.
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Abbildung 30: 2D-SAMMY-Spektren verschiedener selektiv *>N-markierter TMD2 und helical wheel plot der TMD2
(A) Die 2D-SAMMY-Spektren der vierfach ®N-Ls24s475 markierten TMD2 (schwarzes Spektrum) sowie der vier
verschiedenen einfach *N-markierten TMD2 sind gezeigt. Die Peptide wurden in makroskopisch orientierten DMPC-
Doppelschichten rekonstituiert (P/L = 1:50) und die Messungen wurden bei einer Temperatur von 35 °C durchgefiihrt.
Das 2D-SAMMY-Spektrum der vierfach *5N-Ls2.45 4750 markierten TMD2 (schwarzes Spektrum) zeigt vier unterschiedliche
Signale, welche eine !°N-chemische Verschiebung im Bereich von 180 ppm bis 213 ppm und H-'N-dipolare
Kopplungsfrequenzen zwischen 5,8 kHz und 7,8 kHz aufweisen. Diese Signale stimmen mit den erhaltenen 2D-SAMMY-
Spektren der vier verschiedenen einfach >N-markierten TMD2 (iberein, wobei das Signal bei 196 ppm und 7,8 kHz der *°N-La42
TMD2 (rotes Spektrum), das bei 213 ppm und 7,2 kHz der *®N-Lss TMD2 (blaues Spektrum), das bei 185 ppm und 5,8 kHz
der N-Ls7 TMD2 (griines Spektrum) und das bei 180 ppm und 6,8 kHz der *N-Lso TMD2 (lila Spektrum) zugeordnet werden
kann. Die schwarzen Punkte entsprechen dem durch das Programm opisawheel simulierten Spektrum einer idealen a-Helix mit
T = 14° und Smot = 0,91%%, (B) Die ermittelten Rotationswinkel p der verschiedenen *N-markierten Leucine sind in dem helical
wheel plot der TMD2, welches mittels der Protein-ORIGAMI-Webanwendung!!® erstellt wurde, gezeigt. Hydrophobe
Aminosduren sind gelb markiert und polare Aminosduren blau, Glycine sind in griin dargestellt (Abbildung veréndert
entnommen aus L. M. E. STEGER et al.30),
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3.1.3.3 Struktur und Orientierung der TMD2 in Membranen fur die Funktionsanalyse
Fur die nachfolgenden fluoreszenzbasierten Untersuchungen des lochbildenden Charakters der
TMD2 war es allerdings nicht mdglich als Membran-imitierendes Modellsystem das Lipid
DMPC zu verwenden. Bei den Funktionsexperimenten sind stabile Vesikel essentiell, da die
Undichtigkeit der Vesikel, hervorgerufen durch das Peptid, untersucht werden soll. Aufgrund
der hohen Phasenubergangstemperatur von DMPC ist es allerdings nur schwer maoglich die
Lipide wéhrend der gesamten Probenvorbereitung in ihrer biologisch relevanten
flussigkristallinen Phase zu halten. Da sich die aus DMPC hergestellten Vesikel zudem als
undicht erwiesen, wurde das Lipid POPC (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin)
fiir die fluoreszenzbasierten Messungen verwendet. Aus POPC hergestellte Vesikel erweisen
sich als stabil und durch die niedrige Phasentibergangstemperatur (Tm =-2 °C) bleiben die
Lipide wahrend der funktionellen Analyse in ihrer flussigkristallinen Phase. Strukturell
unterscheidet sich POPC von den bisherig verwendeten Lipiden bezogen auf seine
Lipidacylketten. In POPC ist eine Acylkette gesattigt (16:0) und die andere, um zwei
Kohlenstoffatome verlangerte Acylkette, liegt in einem einfach ungeséattigten Zustand vor
(18:1) (Abb. 31).

Abbildung 31: Struktur von POPC (16:0-18:1)

Das Phosphoglycerid POPC verfiigt Uber eine gesattigte Lipidacylkette (16:0) sowie Uber eine einfach ungeséttigte
Lipidacylkette (18:1 (A9-cis)). Membranen aus POPC weisen eine hydrophobe Dicke von 27,1 A auf'* und die
Phasentibergangstemperatur Tm von POPC liegt bei -2 °C (Tm von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL) tbernommen).

Vor der funktionellen Analyse der TMD2 wurde deren Faltung in POPC Vesikeln tberpriift.
Hierfur wurde die TMD2 in einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 50 in POPC
Vesikeln rekonstituiert. Das erhaltene SRCD-Spektrum weist ebenfalls die charakteristischen
Banden einer a-Helix mit einer positiven Bande bei 194 nm und den beiden negativen Banden

bei 209 nm und 222 nm auf (Abb. 32).
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Abbildung 32: SRCD-Spektrum der TMD2 in POPC Vesikeln

Die TMD2 wurde in POPC Vesikeln in einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 50 rekonstituiert und die Messung
wurde bei 22 °C durchgefihrt. Das erhaltene SRCD-Spektrum der TMD2 weist eine positive Bande bei 194 nm und zwei
negative Banden bei 209 nm und 222 nm auf. Diese Linienform ist charakteristisch fur eine a-helikale Faltung.

Nachdem die a-helikale Faltung der TMD2 in POPC bestatigt werden konnte, wurde auch die
Orientierung der TMD2 in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten ermittelt.
Das Festkorper->N-NMR-Spektrum der **N-L47 markierten TMD2 zeigt, dass die TMD2 in
POPC Membranen zwei verschiedene Orientierungen einnimmt. Das intensivere Signal bei
193 ppm zeigt, dass die TMD2 groftenteils aufrecht in der Membran insertiert vorliegt
(Abb. 33). Ein gewisser Peptidanteil liegt jedoch geflippt vor, da ein Signal bei einer
15N-chemischen Verschiebung von 68 ppm zu erkennen ist. Eine auf der Oberflache lokalisierte
Orientierung wurde bereits in Lipiden, bei welchen beide Acylketten einfach ungesattigt sind,
beobachtet (Abb. 28). Im weiteren Verlauf der NMR-Messung der TMD2 in POPC Membranen
ist jedoch ein Wechsel der Signalintensitaten zu erkennen und am Ende der dreitdgigen
Messung ist die TMD?2 vollstandig auf der Membranoberflache lokalisiert. Das Austrocknen
der Probe wahrend der ®N-NMR-Messung scheint demnach die Helix vermehrt aus der
Membran herauszudriicken. Zu beachten ist, dass sich die Lipide wahrend den
fluoreszenzbasierten Funktionsexperimenten in einem vollstdndig hydratisierten Zustand
befinden, da die Messungen in einer Vesikel-Lésung durchgefiihrt werden. Demnach ist
anzunehmen, dass ein GroRteil der TMD2 wéhrend der Funktionsanalyse eine transmembrane
Orientierung einnimmt. Eventuell verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen insertierter und
geflippter TMD2 aufgrund der vollstdndigen Hydratisierung sogar komplett auf die Seite der

insertierten Helix.

52



ERGEBNISSE

sl e e el le

PR R IR

T T T T T T T T
350 300 250 200 150 100 50 0

I5N-chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 33: Festkorper-1>N-NMR-Messung der *N-L,4; markierten TMD2 in POPC

Die TMD2 wurde in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten aus POPC rekonstituiert (P/L = 1:50) und die Messung
wurde bei 35 °C durchgefihrt. Die Festkorper-1*N-NMR-Messung der ®N-Ls7 markierten TMD2 liefert ein Signal bei einer
15N-chemischen Verschiebung von 193 ppm, welches einer aufrecht insertierten Helix zugeordnet werden kann. Das zweite,
weniger intensive Signal bei 68 ppm entspricht einer auf der Oberflache lokalisierten TMD2. Der Intensitatsunterschied der
beiden Signale zeigt, dass ein GroRteil der TMD2 transmembran vorliegt. Die >N-NMR-Messung wurde von M. Sc. Anne C.
Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt. Die schematische Orientierung der TMD2 (gelb) in der Membran (grau) ist
dargestellt, wobei jeweils die Doppelbindung der einen ungeséttigten Lipidacylkette von POPC schwarz markiert ist.

3.1.4 Funktionsanalyse der TMD2 des Pinholins S?'68

Nachdem die a-helikale Struktur sowie die Orientierung der TMD?2 in diversen makroskopisch
orientierten Lipiddoppelschichten ermittelt wurde, lag der Fokus auf verschiedenen
fluoreszenzbasierten Experimenten zur Untersuchung des lochbildenden Charakters der TMD2
des Pinholins S2'68. Inwieweit nun die TMD2 Locher in Membranen induziert und durch
welche Faktoren die Lochbildung beeinflusst wird, sollte mittels eines modifizierten
fluoreszenzbasierten  Vesikel-Leckschlag (Leakage)-Experiments untersucht werden.
Die Grundlage dieses Experiments bildet die Messung der Fluoreszenz des Fluorophors
6-Aminonaphthalin-1,3,6-trisulfonsdure (ANTS) bei einer Anregungswellenldnge von 355 nm
und der Fluoreszenzléschung durch den Quencher p-Xylol-bis(N-pyridiniumbromid) (DPX)
(Abb. 34)45:148,
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Abbildung 34: Struktur des verwendeten Fluorophor-Quencher-Paares
Zur Untersuchung des lochbildenden Charakters der TMD2 wurde der Fluoreszenzfarbstoff ANTS (A) und der Quencher DPX
(B) verwendet.

0,5 SO,

Der Vorgang der Fluoreszenzldschung wird auch als Quenching bezeichnet und beschreibt im
Allgemeinen die Verringerung der Fluoreszenzintensitat einer Probe. Beim molekularen
Kontakt eines Fluorophors mit einem Quencher kehrt dieser ohne die Emission eines Photons
zuriick in den Grundzustand. Die Anregungsenergie des Fluorophors wird dabei strahlungslos
auf den Quencher tibertragen*’.

Bei dem durchgefiihrten ANTS/DPX-Leakage-Experimenten werden der Farbstoff und der
Quencher in LUVs (Large Unilamellar Vesicles) eingeschlossen. Zunéchst wird innerhalb und
auBerhalb der Vesikel die Fluoreszenz des ANTS durch den Quencher DPX gequencht.
Durch Entfernung der sich im AuBenmedium befindlichen Fluorophore und Quencher mittels
Gelfiltration kann ein Auslaufen der Vesikel (Leckschlag, Leakage) beobachtet werden, sofern
das in der Membran eingelagerte Peptid Locher darin ausbildet. Durch Entweichen der
eingeschlossenen Fluorophor- und Quencher-Molekile wird die Konzentration des DPX stark
verdiinnt, wodurch dessen Quenching-Effizienz abnimmt und die Fluoreszenz des ANTS
detektiert werden kann. Bei der Untersuchung der Lochbildung von wasserldslichen Peptiden
wird das Peptid erst nach Entfernung der sich im AufRenmedium befindlichen Fluorophore und
Quencher zu den LUVs hinzugegeben. Die Grundfluoreszenz der Probe, bei der das Peptid
noch nicht eingelagert ist und noch kein Leakage erfolgt, kann somit vor der jeweiligen
Messung ermittelt werden. Jedoch erweist sich die TMD2 als wasserunldslich, weshalb die
Herstellung der LUVs durch Cosolubilisierung der TMD2 mit den Lipiden in organischen
Losungsmitteln erfolgt. Da in diesem Fall das Peptid von Beginn an in den LUVs eingelagert
ist, bildet dieses bereits Locher in der Membran aus. Bei der Entfernung der Fluorophore und
Quencher erfolgt aufgrund des vorliegenden Konzentrationsgradienten das Leakage bereits auf
der Gelfiltrationssaule. In der Zeitspanne in der sich die Probe auf der Gelfiltrationsséaule
befindet, kann allerdings die Fluoreszenz des ANTS nicht detektiert werden. Daher muss fir
die Ermittlung der Grundfluoreszenz, welche als 0 % Leakage definiert wird, eine Probe ohne
Peptid gemessen werden. Uber einen Zeitraum von 900 s wird die Zunahme der ANTS-

Fluoreszenz einer Probe aufgenommen. Im Anschluss werden durch Zugabe des Detergenz
54



ERGEBNISSE

Triton X-100 die Vesikel vollstandig zerstort und die erhaltene Fluoreszenzintensitét entspricht
der Gesamtfluoreszenz des in der Probe vorhandenen ANTS. Zur Vergleichbarkeit der
verschiedenen Messungen wird der erhaltene Leakage-Wert nach 900 s angegeben.
Die Berechnung der Grundfluoreszenz und der Leakage-Werte kann den Methoden
(Kapitel 7.3.1.) entnommen werden. In Abbildung 35 ist die schematische Darstellung der

Durchfuhrung des ANTS/DPX-Leakage-Experiments gezeigt.
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Abbildung 35: Schematische Darstellung des ANTS/DPX-Leakage-Experiments

Das Peptid (gelb) wird in LUVs rekonstituiert und die Fluorophore und Quencher befinden sich sowohl innerhalb als auch
auBerhalb der Vesikel. In dieser Konzentration wird die Fluoreszenz des ANTS (hellgrau) durch den Quencher DPX (grau)
gequencht. Die sich im AuBenmedium befindlichen ANTS-Fluorophore und die Quencher-Molekile werden durch eine
Gelfiltrationsséule entfernt. Da allerdings die TMD2 bereits vollstdndig aktiv eingelagert vorliegt und bereits Locher
ausgebildet hat, startet das Leakage bereits auf der Saule. Wahrend der Gelfiltration kann jedoch die Fluoreszenz des ANTS
nicht detektiert werden, weshalb die Grundfluoreszenz mittels einer Probe ohne Peptid (bei der eben kein Leakage erfolgt)
ermittelt wird und als 0 % Leakage definiert wird. Durch die Freisetzung der ANTS- und DPX-Molekiile aus den LUVs wird
die Konzentration des Quenchers im AuBenmedium stark verdiinnt. Dadurch wird die Fluoreszenz des ANTS nicht mehr
gequencht und ein Anstieg der ANTS-Fluoreszenz (griin) kann detektiert werden. Nach 900 s wird das Detergenz Triton X-100
(rot) zur vollstadndigen Solubilsierung der Vesikel hinzugegeben. Dieser Fluoreszenzwert wird als 100 % Leakage definiert
(Abbildung verandert entnommen aus L. M. E. STEGER et al.*%0),

Zur Untersuchung des lochbildenden Charakters der TMD2 wurde das Peptid zundchst in
POPC LUVs in verschiedenen molaren Peptid- zu Lipidverhéltnissen (P/L = 1:400, 1:200,
1:150, 1:100, 1:66, 1:50) rekonstituiert. Das durch die TMD2 induzierte Leakage nach 900 s in
POPC LUVs ist in Abbildung 36 gezeigt. Bereits bei der niedrigsten Peptidkonzentration
(P/L = 1:400) induziert die TMD2 etwa 30 % Leakage und bei einem molaren Peptid- zu
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Lipidverhéltnis von 1 zu 200 sind bereits etwa 77 % der Fluorophore aus den Vesikeln
herausgestromt. Bei weiterer Erhohung der Peptidkonzentration sind im Wesentlichen alle
Molekile aus den LUVs entwichen, da annéhernd die Gesamtfluoreszenz aller vorhandenen
ANTS-Molekiile detektiert wurde. Die ANTS/DPX-Leakage-Messungen liefern somit den
experimentellen Beweis, dass die TMD2 des Pinholins S?'68 einen stark ausgepragten
lochbildenden Charakter aufweist’*°. Die postulierte Funktion der TMD2, welche bereits
anhand einer Lyse-verursachenden Mutante mit deletierter TMD1 von T. PARK et al. untersucht

wurde®®%, kann somit anhand einer biophysikalischen Methode erstmalig bestatigt werden.
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Abbildung 36: ANTS/DPX-Leakage-Messungen der TMD2 in POPC LUVs

Die TMD2 wurde in POPC LUVs in unterschiedlichen molaren Peptid- zu Lipidverhaltnissen (P/L) rekonstituiert und die
Temperatur wahrend den Messungen betrug 22 °C. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s aus drei unabhangigen
Messreihen und deren Standardabweichung sind aufgetragen. Deutlich erkennbar ist, dass die TMD2 Lécher in der Membran
ausbildet und das schon bei geringer Peptidkonzentration. Ab einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 150 sind im
Wesentlichen bereits alle Fluorophore aus den Vesikeln herausgestromt3,

3.1.4.1 Einfluss verschiedener Lipidsysteme auf den lochbildenden Charakter der TMD?2
Nachdem der lochbildende Charakter der TMD2 des Pinholins S?'68 mittels ANTS/DPX-
Leakage-Messungen erstmalig experimentell bestatigt werden konnte, sollte der Einfluss
verschiedener Lipidsysteme auf die Lochbildung naher betrachtet werden.

Da sich das Pinholin S2!68 in die innere Membran des Bakterienwirts einlagert’®, sollte
zunachst der lochbildende Charakter der TMD2 in einem an die Zusammensetzung der inneren
Membran angelehnten Lipidsystem untersucht werden. Zusammengesetzt ist die innere
Membran von E. coli Bakterien aus 70-80 % POPE (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin) sowie 15-20 % POPG (1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-
rac-glycerol)) und 5 % Cardiolipin®®*. Fiir die ANTS/DPX-Leakage-Messungen der TMD2
wurde daher das Lipidsystem POPE/POPG/TOCL (72:23:5, mol/mol/mol) gewahlt und als
Cardiolipin  wurde das 1',3'-Bis(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho)-glycerol (TOCL)
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verwendet (Abb. 37A) Des Weiteren sollte der Einfluss verschiedener
Lipidkopfgruppenstrukturen auf die Lochbildung der TMD2 in Vesikeln aus verschiedenen
POPC, POPG und POPE Lipidmischungen untersucht werden. Das hdufig in bakteriellen
Membranen vorkommende POPG8, tragt im Gegensatz zu den bisher verwendeten Lipiden
eine negativ geladene Lipidkopfgruppe (Abb.37B). Die Ethanolamin-Kopfgruppe von
PE-Lipiden ist hingegen vergleichsweise klein (Abb. 37C), weshalb die gebildeten Membranen
eine ausgepragte negative Kriimmung aufweisen'*®. Eine Besonderheit von POPG (16:0-18:1)
und POPE (16:0-18:1) sind deren unterschiedliche Lipidacylketten, da analog wie bei POPC
(siehe Abb. 31) eine Acylkette gesattigt und die Andere einfach ungesattigt ist.
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Abbildung 37: Struktur des verwendeten Cardiolipins und Lipidkopfgruppenstruktur von verschiedenen Lipiden

(A) Struktur des verwendeten Cardiolipins TOCL (18:1) sowie der Lipidkopfgruppenstruktur von PG-Lipiden (B) und PE-
Lipiden (C).

Bevor die funktionelle Untersuchung der TMD?2 in diesen Lipidsystemen durchgefuhrt wurde,
erfolgte eine Uberpriifung der Faltung der TMD2 sowie eine Bestimmung der
Membranorientierung. Fur die Ermittlung der Sekundarstruktur wurde die TMD2 in einem
molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 50 in den verschiedenen Lipidsystemen
rekonstituiert. Die erhaltenen SRCD-Spektren wurden auf ihr Minimum im Bereich von
222 nm normiert und weisen alle die charakteristischen CD-Banden einer a-Helix, mit einer
positiven Bande bei 194 nm sowie den beiden negativen Banden bei 209 nm und 222 nm, auf
(Abb. 38A). Somit wird die Sekundarstruktur der TMD2 weder durch die negative
Lipidkopfgruppe von POPG, noch durch die spontane negative Krimmung der Membran,
hervorgerufen durch das POPE, beeinflusst. Die Sekundarstruktur der TMD2 in POPE/POPC

(7:3) Vesikeln konnte allerdings nicht ermittelt werden, da das Peptid bei der Herstellung der
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fir die SRCD-Messungen bendtigten SUVs (Small Unilamellar Vesicles) prézipitierte.
Nach der bestétigten a-helikalen Faltung der TMD2 in diesen Lipidsystemen wurde deren
Orientierung mittels ~ SROCD-Spektroskopie in makroskopisch orientierten
Lipiddoppelschichten ermittelt. Die TMD2 wurde hierfur in einem molaren Peptid- zu
Lipidverhéltnis von 1 zu 50 in den verschiedenen Lipidsystemen rekonstituiert und die
erhaltenen Spektren wurden auf ihr globales Minimum im Bereich von 223 nm normiert
(Abb. 38B). Die SROCD-Spektren der TMD?2 in den verschiedenen Lipidsystemen weisen eine
negative Bande bei 208 nm auf, welche verglichen zu der Bande bei etwa 223 nm weniger stark
ausgepragt ist. Zu beachten ist, dass die OCD-Spektroskopie lediglich globale Informationen
uber die Orientierung eines a-helikalen Peptids in der Membran liefert und daher bei VVorliegen
verschiedener Orientierungen ein Mischspektrum erhalten wird. Ein in der Membran geneigtes
Peptid wirde daher dasselbe Spektrum liefern wie ein Peptid, welches sowohl insertiert als
auch auf der Oberflache lokalisiert ist. Da die ®N-NMR-Messung der TMD2 in POPC
Membranen zeigte, dass diese sowohl transmembran als auch geflippt vorliegt (siehe Abb. 33),
ist es sehr wahrscheinlich, dass sich die TMD?2 in den hier untersuchten Lipidsystemen analog
verhalt. Die unterschiedlich stark ausgepragte Bande bei 208 nm in den SROCD-Spektren weist
darauf hin, dass je nach Lipidsystem der Anteil an insertierter TMD2 unterschiedlich hoch ist
(Abb. 38B). Uberwiegend insertiert scheint die TMD2 in POPE/POPC (7:3) Membranen
vorzuliegen, da die Bande bei 208 nm einen positiven Wert annimmt (Abb. 38B, hellgriines
Spektrum). Je negativer hingegen die Bande bei 208 nm ist, desto hoher scheint der Anteil an
geflippter TMD2 zu sein. Da das beobachtete Flippen der TMD2 vermutlich auf das
Austrocknen der Probe zurlickzufiihren ist und die Lipide in den fluoreszenzbasierten
Experimenten vollstandig hydratisiert vorliegen, nimmt die TMD2 vermutlich groitenteils eine

transmembrane Orientierung bei den nachfolgenden Vesikel-Leakage Messungen ein.
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Abbildung 38: SRCD- und SROCD-Spektren der TMD2 in Lipidsystemen mit unterschiedlichen Lipidkopfgruppen
(A) Die TMD2 wurde in Lipidvesikeln in einem molaren Peptid- zu Lipidverh&ltnis von 1 zu 50 rekonstituiert. Die Messungen
wurden bei 22°C beziehungsweise bei POPE enthaltenen Lipidsystemen bei 35 °C durchgefiihrt, damit sich die POPE-Lipide
wahrend der Messung in ihrem flussigkristallinen Zustand befanden (Tm(POPE) = 25 °C). Die erhaltenen Spektren wurden fur
den besseren Vergleich auf ihr Minimum im Bereich von 222 nm normiert. Die SRCD-Spektren zeigen die charakteristische
Linienform einer a-Helix auf, mit einer positiven Bande bei 194 nm und zwei negativen Banden bei 209 nm und 222 nm.
Die SRCD-Messungen der TMD2 in POPE/POPC (7:3) Vesikeln war allerdings nicht méglich, da das Peptid wahrend der
Probenvorbereitung der SUVs prézipitierte. (B) Die Membranorientierung der TMD2 in den entsprechenden Lipidsystemen
wurde mittels SROCD-Spektroskopie ermittelt. Hierfiir wurde die TMD2 in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten
rekonstituiert (P/L = 1:50). Die Messungen erfolgten bei 22 °C beziehungsweise bei POPE enthaltenen Lipidsystemen bei
25 °C. Die Durchfiihrung der SROCD-Messungen bei 35 °C, entsprechend zu den SRCD-Messungen, war nicht maéglich, da
die auf den Quarzglas-Plattchen aufgetragenen Proben fliissig wurden und eine orientierte Ausrichtung der Lipide nicht
gewabhrleistet werden konnte. Die erhaltenen Spektren wurden auf ihr globales Minimum im Bereich von 223 nm normiert.
Die TMD2 scheint in den Membranen sowohl insertiert als auch geflippt vorzuliegen, wobei der Anteil an geflippter TMD2
aufgrund der unterschiedlich stark ausgepragten Bande bei 208 nm in den verschiedenen Lipidsystemen zu variieren scheint.

Nach der Untersuchung der Sekundérstruktur und der Membranorientierung der TMD2 wurde
zundchst der lochbildende Charakter in POPE/POPG/TOCL (72:23:5) LUVSs, dessen
Zusammensetzung an die innere E. coli Membran angelehnt ist*>#!, untersucht. Bei niedrigen
Peptidkonzentrationen hat die TMD2 kaum Locher in der Membran ausgebildet (Abb. 39,
hellgraue Balken). Erst bei hohen Peptidkonzentrationen (P/L =1:66) ist ein deutliches
Leakage erkennbar, wobei letztendlich nahezu alle Molekiile aus den Vesikeln entwichen sind
(P/L = 1:50). Inwieweit nun die negativ geladene Lipidkopfgruppe von POPG die durch die
TMD?2 induzierte Lochbildung beeinflusst, wurde zunéchst im Lipidgemisch POPC/POPG
(7:3) untersucht. Die ANTS/DPX-Leakage-Messungen zeigen, dass gerade bei niedrigen
Peptidkonzentrationen das Ausstromen der Fluorophore und Quencher durch das
Vorhandensein der negativen Lipidkopfgruppe in den LUVs deutlich reduziert wird (Abb. 39,
tirkisene Balken), verglichen zu den Messungen in POPC Vesikeln (Abb. 39, dunkelgriine

Balken). Bei einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 150 wird weniger als 5 %
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Leakage in POPC/POPG (7:3) LUVs induziert (Abb. 39, tirkisene Balken), wohingegen in
POPC mit 94 % Leakage bereits nahezu alle Fluorophore und Quencher aus den Vesikeln
entwichen sind (Abb. 39, dunkelgriine Balken). Bei hoheren Peptidkonzentrationen scheint die
negativ geladene Lipidkopfgruppe allerdings keinen grof3en Einfluss mehr auf das durch die
TMD2 induzierte Leakage zu nehmen und es sind nahezu alle Molekile aus den LUVs
herausgestromt (Abb. 39, tirkisene Balken). Durch die Verwendung von POPE wurde
untersucht, ob die gezielte Verédnderung der spontanen Kriimmung einer Lipiddoppelschicht
auf die durch die TMD2 hervorgerufene Lochbildung einwirkt. Die Leakage-Messungen der
TMD2 in POPE/POPC (7:3) LUVs zeigen, dass PE-Lipide die Tendenz des Ausstrdmens der
Fluorophore und Quencher erh6hen (Abb. 39, hellgriine Balken). Dies wird besonders deutlich
bei der Betrachtung der Proben mit niedriger Peptidkonzentration (P/L = 1:400), da sich hier
das Leakage mehr als verdoppelt, verglichen zu dem in POPC LUVs (Abb. 39, dunkelgriine
Balken). Mit steigender Peptidkonzentration &hnelt die Tendenz des Ausstrdmens in
POPE/POPC (7:3) LUVs der in POPC Vesikeln. Hingegen wird bei der Mischung von POPE
mit dem negativ geladenen POPG (7:3) bei niedrigen Peptidkonzentrationen kaum ein Leakage
induziert (Abb. 39, blaue Balken) und das Lochbildungsverhalten der TMD2 ahnelt dem in
POPC/POPG (7:3) LUVs (Abb. 39, turkisene Balken). Erst bei einem molaren Peptid- zu
Lipidverhéltnis von 1 zu 100 ist in POPE/POPG (7:3) mit 67 % Leakage ein betrachtlicher
Anstieg der entweichenden ANTS- und DPX-Molekile zu erkennen und mit weiter steigender
TMD2 Konzentration sind letztendlich nahezu alle Molekiile aus den LUVs herausgestromt
(Abb. 39, blaue Balken). Zusammenfassend wird das durch die TMD?2 induzierte Leakage
durch die negative Ladung der PG-Lipidkopfgruppe verringert, wohingegen das am haufigsten
in der inneren Membran von E.coli vorkommende POPE*“#! welches eine negative

Krimmung der Membran induziert!*®, das Leakage erhoht.
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Abbildung 39: Einfluss unterschiedlicher Lipidkopfgruppen auf das durch die TMD2 induzierte Leakage

Die TMD2 wurde in verschiedenen Lipidsystemen in unterschiedlichen molaren Peptid- zu Lipidverhaltnissen (P/L)
rekonstituiert. Durchgefuhrt wurden die ANTS/DPX-Leakage-Messungen bei 22 °C beziehungsweise bei POPE enthaltenen
LUVs bei 35 °C. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s aus zwei beziehungsweise drei unabh@ngigen Messreihen und
deren Standardabweichung sind aufgetragen. Fiir den besseren Vergleich sind die ANTS/DPX-Leakage-Ergebnisse der TMD2
in POPC LUVs'® erneut gezeigt (dunkelgriine Balken). In der an die innere Membran von E. coli Bakterien angelehnten
Lipidzusammensetzung (POPE/POPG/TOCL) erfolgt bei niedrigen Peptidkonzentrationen kein nennenswertes Leakage, erst
durch die weiter steigende Konzentration der TMD2 (P/L = 1:66) konnte ein Auslaufen detektiert werden. Im Allgemeinen
wird die Lochbildung der TMD2 durch PE-Lipide beglnstigt, wohingegen die negative Ladung der PG-Kopfgruppe die
Tendenz des Ausstrémens verringert.

Nachdem der Einfluss unterschiedlicher Lipidkopfgruppenstrukturen auf das durch die TMD2
induzierte Leakage ermittelt wurde, sollten ANTS/DPX-Leakage-Messungen in Lipiden mit
unterschiedlicher hydrophober Dicke durchgefiihrt werden. Die a-helikale Faltung der TMD2
in den Lipiden mit einfach ungesattigten Lipidacylketten konnte bereits bestétigt werden (siehe
Abb. 23). Die Membranorientierung der TMD2 in den Lipiden mit einfach ungesattigten
Acylketten wird sowohl durch die hydrophobe Dicke Membran als auch durch den
Sattigungsgrad der Lipidacylketten beeinflusst. Um einen hydrophoben mismatch zu
vermeiden, passt sich die insertierte TMD2 durch Neigung der hydrophoben Dicke der
Membran an. Allerdings ist in diesen Lipiden die TMD2 auch auf der Membranoberflache
lokalisiert, wobei mit steigender hydrophober Dicke der Membran der Anteil an geflippter
TMD2 zunimmt (siehe Kapitel 3.1.3.1.). Vermutlich ist das beobachtete Flippen darauf
zuriickzufuhren, dass lediglich ein TMD2 Fragment untersucht wurde und nicht das Pinholin
Gesamtkonstrukt, welches die TMD2 in der Membran halten wiirde. Zudem konnte bereits
gezeigt werden, dass das Flippen der TMD2 durch das Austrocknen begunstigt wird. Da sich
die Lipide in den ANTS/DPX-Leakage-Messungen, im Gegensatz zu den SROCD- und

Festkorper-1°N-NMR-Messungen, in einem vollstandig hydratisierten Zustand befinden, ist
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anzunehmen, dass sich das Gleichgewicht zwischen insertierter und geflippter TMD2 in den
fluoreszenzbasierten Experimenten in Richtung insertierter TMD2 verschiebt und diese daher
uberwiegend transmembran vorliegt. Der Einfluss der hydrophoben Membrandicke auf das
durch die TMD2 induzierte Leakage ist in Abbildung 40 gezeigt. Allgemein lasst sich der Trend
erkennen, dass mit steigender hydrophober Dicke das durch die TMD2 induzierte Leakage
zunimmt. Eine Ausnahme stellt das Leakage in den extrem dicken DErPC
Lipiddoppelschichten (Abb. 40, lila Balken) dar, da hier bei niedrigen TMD2 Konzentrationen
weniger Leakage induziert wurde, verglichen zu dem Leakage in den dinneren DEIPC
(Abb. 40, petrolfarbene Balken) und DOPC (Abb. 40, gelbe Balken) Membranen. Bei hohen
Peptidkonzentrationen sind letztendlich dennoch fast alle eingeschlossenen Molekiile aus den
DErPC LUVs entwichen.
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Abbildung 40: Einfluss der hydrophoben Dicke der Membran auf das durch die TMD2 induzierte Leakage

Die TMD2 wurde in Lipiden mit einfach ungesattigten Acylketten mit unterschiedlicher Kettenlénge in verschiedenen molaren
Peptid- zu Lipidverhaltnissen (P/L) rekonstituiert. Die hydrophoben Dicken dc der Membranen sind jeweils angegeben'??,
Die ANTS/DPX-Messungen wurden bei 22 °C durchgefiihrt. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s aus zwei
beziehungsweise drei unabh&ngigen Messreihen und deren Standardabweichung sind aufgetragen. Je dicker die
Lipiddoppelschichten sind, desto stérker nimmt das durch die TMD2 induzierte Leakage zu. Lediglich die Leakage-Daten der
TMD2 in den extrem dicken Membranen aus DErPC (lila Balken) folgen nicht mehr diesem Trend, da ein verringertes Leakage,
verglichen zu dem in den diinneren Membranen aus DEIPC (petrolfarbene Balken) und DOPC (gelbe Balken), erkennbar ist.

3.1.4.2 Einfluss des Glycin-Zipper Motivs der TMD2 auf die Lochbildung
Die Strukturanalyse der TMD2 in makroskopisch orientierten DMPC Doppelschichten zeigte
bereits, dass ein erweitertes Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 fir laterale Helix-Helix

Interaktionen frei zuganglich ist. In helikalen Segmenten erweisen sich solche GxxxG Motive
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als bekannte Dimerisierungsmotive!!®!l Bei dem von T.PANG et al. postulierten
Mechanismus der Lochbildung steht solch ein Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 im Fokus.
Nachdem die TMD1 aus der Membran geflippt ist, sollen die nun aktiven Pinholin-Dimere
homotypisch Uber ihr Glycin-Zipper Motiv GaoxXxSssxxxGsg auf der TMD2 miteinander
wechselwirken. Durch den Wechsel dieser homotypischen Interaktionen zu heterotypischen
soll letztendlich die Umlagerung der Oligomere zu einem heptameren Loch ermdglicht
werden®67101 'Bej Betrachtung des in Abbildung 41 dargestellten helical mesh der TMD2 ist
neben dem bereits erwédhnten Glycin Zipper Motiv GaoxxxSauxxXxGsg (rot umrandet) ein

weiteres Glycin (Gas), welches sich in unmittelbarer Nahe befindet, erkennbar.

Abbildung 41: Helical mesh der TMD2 des Pinholins S*168

Der hydrophile Streifen der TMD2 des Pinholins weist ein erweitertes rechtsgéngiges Glycin-Zipper Motiv (GaoxxXS4axxXGag)
auf (rot umrandet), wobei sich in unmittelbarer Néhe ein weiteres Glycin (Gas) befindet. Dieses mdgliche Interaktionsmotiv
der TMD?2 ist grau umrandet. Erstellt wurde das helical mesh mittels der Protein-ORIGAMI-Webanwendung®, wobei die
hydrophoben Aminoséuren gelb markiert sind, die polaren Aminoséauren blau und Glycine sind in griin dargestellt.

Zur Untersuchung dieses Interaktionsmotivs der TMD2 wurden unterschiedliche Mutanten
mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese synthetisiert, welche in Tabelle 3 aufgelistet
sind. Die Aminosduren Gao, Gas, Sas und Gag wurden gegen Alanin substituiert, da so die
Hydrophobizitat der TMD2 nur geringflgig verandert wurde. Ausgehend von diesen Mutanten
sollte untersucht werden, ob ein Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 fiir die Interaktionen der
Helices wahrend der Lochbildung verantwortlich ist. Sofern dieses Motiv tatsdchlich den
Prozess der Lochbildung beeinflusst, sollte dies zu einem verringerten Ausstrémen der ANTS-
Fluorophore und DPX-Quencher bei den Leakage-Experimenten fiuhren und somit ein

geringeres Leakage detektiert werden.
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Tabelle 3: Ubersicht der verschiedenen Glycin-Zipper Mutanten der TMD2

Die verschiedenen Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 wurden mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese von
Dr. Parvesh Wadhwani, Andrea Eisele und Kerstin Scheubeck (KIT, IBG2) hergestellt und die Aufreinigung erfolgte mittels
HPLC. Die entsprechenden Mutationen sind in der Aminosauresequenz rot markiert.

Peptid Sequenz

TMD2 G40AG43AS14AGaA WAAIAVLAALVLAFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 G40AG43AG4A WAAIAVLASLVLAFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 G4oAS4sAGsA WAAIAVLGALVLAFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 G40AG4sA WAAIAVLASLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 G40AGssA WAAIAVLGSLVLAFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 GaoA WAAIAVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 G43A WAAIGVLASLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 SuA WAAIGVLGALVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
TMD2 GsA WAAIGVLGSLVLAFLTYLTNLYFKIRE-Amid

Vor der funktionellen Untersuchung der verschiedenen Glycin-Zipper Mutanten der TMD2
wurde zunéchst deren Faltung mittels SRCD-Spektroskopie tberpruft. Hierfir wurden die
verschiedenen Mutanten der TMD2 in POPC Vesikeln rekonstituiert (P/L = 1:50). Fir einen
besseren qualitativen Vergleich wurden die erhaltenen SRCD-Spektren auf ihr Minimum im
Bereich von 223 nm normiert. Alle SRCD-Spektren weisen eine typische a-helikale
Sekundarstruktur mit einer positiven Bande bei 194 nm und zwei negativen Banden bei 209 nm
und 223 nm auf (Abb. 42A). Anhand der ermittelten a-helikalen Faltung der verschiedenen
Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 konnte sichergestellt werden, dass die eingefligten

Mutationen keinen signifikanten Einfluss auf die Helizitat der TMD?2 besitzen.
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Abbildung 42: SRCD- und SROCD-Spektren der verschiedenen Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 in POPC

(A) Fur die SRCD-Messungen wurden die Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 in POPC Vesikeln rekonstituiert (P/L = 1:50).
Die Messungen wurden bei 22 °C durchgefiihrt und die erhaltenen SRCD-Spektren wurden auf ihr Minimum im Bereich von
223 nm normiert. Die SRCD-Spektren aller Mutanten weisen die fur a-Helices charakteristische Linienform auf, mit einer
positiven Bande bei 194 nm und zwei negativen Banden bei 209 nm und 223 nm. (B) Fir die SROCD-Messungen wurden die
Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 in makroskopisch orientierten POPC Doppelschichten rekonstituiert (P/L = 1:50).
Die Messungen wurden bei einer Temperatur von 22 °C durchgefiihrt und die erhaltenen Spektren wurden jeweils auf ihr
globales Minimum normiert. In POPC Membranen sind die verschiedenen Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 aufrecht in der
Membran insertiert, da die Bande bei 208 nm nicht vorhanden ist. Zudem liegt die positive Bande der SROCD-Spektren bei
197 nm und die negative Bande bei 227 nm, welche somit zu langeren Wellenlangen hin verschoben sind. Die TMD2 GaA
(dunkelblaues Spektrum) und die TMD2 GassA (pinkes Spektrum) sind groBtenteils in der Membran insertiert, wobei ein
geringer Anteil geflippt vorliegt, da ihre Bande bei 208 nm gerade negativ ist beziehungsweise einen Wert von etwa null
annimmt. Die veranderte Hydrophobizitat durch die Mutationen scheint somit die TMD2 in der Membran zu verankern und
ein Flippen zu verhindern.

Nach erfolgter Uberpriifung der a-helikalen Faltung der verschiedenen Glycin-Zipper
Mutanten der TMD2 wurde mittels SROCD-Spektroskopie deren Orientierung in Membranen
ermittelt. Hierflr wurden die Mutanten in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten aus
POPC in einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 50 rekonstituiert. Zum qualitativen
Vergleich der Orientierung wurden die erhaltenen Spektren jeweils auf ihr globales Minimum
normiert. Da die ®®N-NMR-Messung des TMD2 Wildtyps in POPC Membranen zeigte, dass
die TMD2 grofitenteils insertiert ist und nur ein geringer Anteil geflippt ist (siehe Abb. 33), ist
zu erwarten, dass sich die Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 analog verhalten. Da die OCD-
Spektroskopie allerdings nur globale Informationen ber die Orientierung a-helikaler Peptide
in der Membran liefert, wird bei gleichzeitigen Vorliegen verschiedener Orientierungen ein
Mischspektrum erhalten. Demnach wiirde ein Peptid, welches sowohl insertiert als auch
geflippt vorliegt ein OCD-Spektrum einer geneigten Helix in der Membran liefern. Die Glycin-
Zipper Mutanten TMD2 GasA (Abb. 42B, dunkelblaues Spektrum) und TMD2 GassA

(Abb. 42B, pinkes Spektrum) zeigen solch ein SROCD-Spektrum, wobei die Bande bei 208 nm
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nur sehr schwach ausgepragt ist. Demnach nehmen die beiden TMD2 Mutanten in POPC
Membranen eine grotenteils transmembrane Orientierung ein und nur ein geringer Anteil ist
auf der Oberflache lokalisiert. Hingegen ist bei allen anderen Glycin-Zipper Mutanten der
TMD?2 die charakteristische Bande bei 208 nm in den SROCD-Spektren nicht vorhanden
(Abb. 42B). Zudem sind die Banden, verglichen zu dem isotropen CD-Signal, zu langeren
Wellenlédngen verschoben, da die positive Bande bei 197 nm und die negative Bande bei
227 nm liegt. Folglich nehmen diese Glycin-Zipper Mutanten eine rein transmembrane
Orientierung ein. Die leicht gednderte Hydrophobizitat durch die mehrfache Substitution der
Glycine beziehungsweise des Serins zu Alanin scheint somit die Helix in der Membran zu
halten und ein Flippen auf die Oberflache zu unterdricken. Sofern lediglich ein Glycin zu
Alanin mutiert wurde, wird die Hydrophobizitat der TMD2 nicht stark veréndert, weshalb sich
die TMD2 Mutanten Gs3A (Abb. 42B, dunkelblaues Spektrum) und GassA (Abb. 42B, pinkes
Spektrum) analog wie der TMD2 Wildtyp verhalten und aus der Membran flippen. Da bei der
TMD2 Mutante GsoA ebenfalls nur ein Glycin mutiert wurde, sollte sich diese eigentlich analog
verhalten, allerdings nimmt die Mutante nur eine transmembrane Orientierung ein und flippt
nicht aus der Membran (Abb. 42B, hellgriines Spektrum). Bei der TMD2 Mutante SasA wurde
zwar ebenfalls nur eine Aminosédure mutiert, allerdings wurde in diesem Fall die
Hydrophobizitat starker verandert, weshalb die Mutante fest in der Membran verankert wird
(Abb. 42, braunes Spektrum). Da es sich bei dem beobachteten Flippen der TMD2 vermutlich
um ein Artefakt handelt, hervorgerufen durch die Verwendung eines TMD2 Fragments und
dem Austrocknen der Proben, erweist sich der Effekt der Verankerung der TMD2 in der
Membran, hervorgerufen durch die veranderte Hydrophobizitat, als vorteilhaft.

Zur Untersuchung der Rolle des Glycin-Zipper Motivs auf der TMD2 wahrend der Lochbildung
wurden entsprechende ANTS/DPX-Leakage-Messungen durchgefiihrt. Hierfir wurden die
verschiedenen Glycin-Zipper Mutanten jeweils in POPC LUVs in verschiedenen Peptid- zu
Lipidverhéltnissen rekonstituiert. Sofern ein Glycin-Zipper Motiv die Lochbildung beeinflusst,
sollte dies durch eine verminderte Tendenz der Lochbildung ersichtlich sein.

Zunachst wurde die TMD2 Mutante betrachtet, bei welcher das Glycin-Zipper Motiv
(GaoxxxSasxxxGag) sowie das benachbarte Glycin (Ga3) deletiert wurden (TMD2
Ga0AG43AS1AG4eA). Entsprechend den Erwartungen zeigen die Leakage Messungen ein sehr
stark vermindertes Entweichen der eingeschlossenen ANTS- und DPX-Molekiile (Abb. 43,
hellblaue Balken). Selbst bei hoher Peptidkonzentration (P/L = 1:50) sind bei dieser Mutante

weniger als 10 % der eingeschlossenen Fluorophore aus den Vesikeln entwichen. Im Vergleich
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dazu induziert der TMD2 Wildtyp bereits bei einem molaren Peptid- zu Lipidverhé&ltnis von
1 zu 150 anndhernd 100 % Leakage (Abb. 43, dunkelgriine Balken). Demnach scheint das
Glycin-Zipper Motiv in Kombination mit dem direkt benachbarten G4z eine entscheidende
Rolle wéhrend der Lochbildung einzunehmen.
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Abbildung 43: ANTS/DPX-Leakage-Messungen der TMD2 G4AG3AS1AGA in POPC

Die TMD2 G10AG43AS42AGssA wurde in verschiedenen molaren Peptid- zu Lipidverhéltnissen in POPC Vesikeln
rekonstituiert und die Messungen wurden bei 22 °C durchgefiihrt. Fir den besseren Vergleich sind die Leakage-Daten des
TMD2 Wildtyps!® (dunkelgriine Balken) ebenfalls gezeigt. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900s aus drei
beziehungsweise zwei unabhdngigen Messreihen sowie die entsprechenden Standardabweichungen sind angegeben.
Die TMD2 G10AG43AS41AGssA (hellblaue Balken) hemmt die Lochbildung erheblich. Dieses Motiv hat somit einen groflen
Einfluss auf die Aushildung der Lécher in der Membran.

Zur Untersuchung, welchen Einfluss die einzelnen Aminoséduren dieses Interaktionsmotivs auf
die Lochbildung haben, wurden Leakage-Messungen von TMD2 Mutanten durchgefiihrt, bei
denen jeweils nur eine Aminosaure zu Alanin mutiert wurde (Abb. 44). Dem zentralen polaren
Serin Sa4 des Glycin-Zipper Motivs schrieben bereits T. PANG et al. eine entscheidende Rolle
zu, da durch dessen Mutation zu Cystein die Lyse in lebenden Zellen vollstandig gehemmt
wurde®. Durch die Mutation des Serins zu Alanin (TMD2 S44A) sollten mdgliche polare
Interaktionen sowie Wasserstoffbriickenbindungen im Inneren der hydrophoben Doppelschicht
gehemmt werden. Die ANTS/DPX-Leakage Messungen der TMD2 SaA zeigen, dass gerade
bei niedrigen Peptidkonzentrationen kein signifikantes Leakage induziert wird (Abb. 44,
braune Balken)'*®. Die Lochbildung wird somit sehr stark durch diese Mutation beeinflusst und
dies sogar bei einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 400 in demselben Ausmaf
wie von der TMD2 Gs0AG43AS1AGasA (Abb. 43, hellblaue Balken). Erst durch die steigende
Konzentration der TMD2 Mutante SsA ist eine héhere Lochbildungstendenz erkennbar und
bei sehr hohen Peptidkonzentrationen (P/L = 1:50) sind dann sogar wieder mehr als 60 % der
ANTS- und DPX-Molekiile aus den POPC LUVs entwichen (Abb. 44, braune Balken)¥,

Auch die TMD2 GasA beeinflusst zundchst bei niedrigen Peptidkonzentrationen die

Lochbildung sehr stark (Abb. 44, hellgrine Balken), da kaum ein Leakage induziert wird.
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Hingegen sind ab einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 66 nahezu alle
Fluorophor- und Quencher-Molekule aus den Vesikeln entwichen. Demnach hemmt die TMD?2
GaoA die Ausbildung der Locher nicht so stark wie die TMD2 SssA. Die dritte Aminoséure des
Glycin-Zipper Motivs (Gag) scheint hingegen keinen grof3en Einfluss auf die Lochbildung zu
haben. Zwar induziert die TMD2 GasgA zunachst bei niedrigen Peptidkonzentration nur ein
geringes Leakage (Abb. 44, pinke Balken), allerdings unterdriicken die TMD2 GaoA (Abb. 44,
hellgriine Balken) und die TMD2 S4sA (Abb. 44, braune Balken) die Ausbildung der Locher in
einem stirkeren Ausmali. Bereits bei einem molaren Peptid- zu Lipidverh&ltnis von 1 zu 100
sind bei der TMD2 GsA Mutante nahezu alle Fluorophore aus den Vesikeln entwichen
(Abb. 44, pinke Balken) und das induzierte Leakage entspricht dem des TMD2 Wildtyps
(Abb. 44, dunkelgriine Balken).

Neben dem Glycin-Zipper Motiv der TMD2 befindet sich in unmittelbarer N&he ein weiteres
Glycin, das Gas. Da durch dessen Mutation ebenfalls das Leakage abgeschwacht wurde
(Abb. 44, dunkelblaue Balken), scheint offensichtlich dieses zusétzliche Glycin auch an der
Ausbildung der Ldcher in der Membran beteiligt zu sein. Die TMD2 GssA unterdriickt zwar
die Ausbildung der Locher in den POPC LUVs nicht so stark wie die beiden Mutanten TMD?2
GaoA (AbD. 44, hellgriine Balken) und TMD2 SaA (Abb. 44, braune Balken), aber dennoch
werden bei sehr niedrigen Peptidkonzentrationen (P/L = 1:400) nur etwa 7 % Leakage
induziert. Ab einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis der TMD2 Ga43A von 1 zu 100 sind
dann letztendlich nahezu alle Fluorophore aus den Vesikeln entwichen (Abb. 44, dunkelblaue
Balken) und das induzierte Leakage gleicht dem des TMD2 Wildtyps (Abb. 44, dunkelgriine
Balken).

Generell zeigen die ANTS/DPX-Leakage-Messungen der vier verschiedenen Glycin-Zipper
Mutanten der TMD2, dass das polare Serin die Lochbildung am starksten beeinflusst. Demnach
scheint die zentrale Aminosaure des Glycin-Zipper Motivs eine entscheidende Rolle wahrend
der Ausbildung der Locher in der Membran einzunehmen. Zudem scheint das dem Glycin-
Zipper Motiv benachbarte G4z wichtig bei der Lochbildung zu sein, wohingegen das Gaes,
welches Teil des Glycin-Zipper Motivs ist, den geringsten Einfluss auf die Lochbildung zu

nehmen.

68



ERGEBNISSE

100 T

60

Leakage [%)]

40

20

1:400 1:200 1:150 1:100 1:66 1:50 P/L
ETMD2 ®TMD2Su A BETMD2G,A  ETMD2 Gi;A BTMD2 GiA

Abbildung 44: ANTS/DPX-Leakage Messungen von Einfachmutanten der TMD2

Die TMD2 Einfachmutanten, deren Mutationen das mdgliche Interaktionsmotiv der TMD2 betreffen, wurden in verschiedenen
molaren Peptid- zu Lipidverhaltnissen (P/L) in POPC Vesikeln rekonstituiert und die Messungen wurden bei 22 °C
durchgefiihrt. Fir den besseren Vergleich sind die Leakage-Daten des TMD2 Wildtyps®*® (dunkelgriine Balken) ebenfalls
dargestellt. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s aus zwei unabhéngigen Messreihen sowie die entsprechenden
Standardabweichungen sind angegeben. Das zentrale polare Serin scheint eine entscheidende Rolle wéhrend der Ausbildung
der Locher einzunehmen'¥, da die TMD2 SaA Mutante die Lochbildung am starksten hemmt (braune Balken).

Durch die Mutation der beiden direkt nebeneinanderliegenden Glycine (Gao, Ga3) zu Alanin
wird die Lochbildung zunéchst bei niedrigen Peptidkonzentrationen deutlich gehemmt und bei
einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 50 sind letztendlich nahezu alle Fluorophore
aus den Vesikeln entwichen (Abb. 45, orangene Balken). Hingegen wird die Ausbildung der
Locher im Vergleich zu der TMD2 G40AGa3A (Abb. 45, orangene Balken) durch die Mutation
der beiden flankierenden Glycine (Gaso, Gag) des Glycin-Zipper Motivs stérker gehemmt
(Abb. 45, turkisene Balken). Die TMD2 G40AGasA induziert bei hoher Peptidkonzentration
(P/L = 1:50) sogar nur lediglich 40 % Leakage.

Bei der Mutante TMD2 GaAG43AGsA wurden alle drei Glycine deletiert und deren
ANTS/DPX-Leakage-Messungen zeigen, dass die Lochbildung durch die dreifach-Mutation
nochmals starker negativ beeinflusst wird, da bei sehr hoher Konzentration der Mutante
(P/L = 1:50) nur ein Leakage von 35 % erfolgt (Abb. 45, rote Balken). Die TMD2 Mutante
G40AS4sAGsA, bei welcher nur das Glycin-Zipper Motiv zerstort wurde, hemmt das
Ausstrémen aus den in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophoren und Quenchern erheblich
(Abb. 45, lila Balken)*°. Selbst bei einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 50
induziert die Mutante weniger als 9 % Leakage und hemmt somit in demselben Ausmal} die
Lochbildung wie die TMD2 G40AG43AS1AG4sA, bei der neben dem Glycin-Zipper Motiv auch
das benachbarte Glycin (Gas3) deletiert wurde (Abb. 43, hellblaue Balken).
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Abbildung 45: ANTS/DPX-Leakage-Messungen verschiedener Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 in POPC LUVs
Die Glycin-Zipper Mutanten der TMD2 wurden in verschiedenen molaren Peptid- zu Lipidverhéltnissen (P/L) in POPC
Vesikeln rekonstituiert und die Messungen wurden bei 22 °C durchgefiihrt. Flir den besseren Vergleich sind die Leakage-Daten
des TMD2 Wildtyps'® (dunkelgriine Balken) ebenfalls dargestellt. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s aus zwei
beziehungsweise drei unabhéngigen Messreihen und deren Standardabweichung sind aufgetragen. Die TMD2 Ga0ASa1AGasA
(lila Balken) hemmt die Ausbildung der Ldcher am stérksten, demnach nimmt das Glycin-Zipper Motiv (GaoXXxS44xXXGuas)
eine entscheidende Rolle bei den Interaktionen zwischen den Helices ein'%,

Die grof3e Bedeutung des Glycin-Zippers (GaoxxxSsaxxxGag) wahrend der Lochbildung konnte
mit diesem fluoreszenzbasierten Funktionstest somit erstmalig bestétigt werden. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass gerade das zentrale polare Serin (S4z) des Glycin-Zipper Motivs
bedeutend fur die Interaktion zwischen den Helices ist. Zudem scheint auch das dem Glycin-

Zipper Motiv benachbarte Gas eine entscheidende Rolle einzunehmen.

3.1.4.3 Untersuchung der Grol3e des durch die TMD2 gebildeten Lochs

Nachdem erstmalig mit einer biophysikalischen Methode der lochbildende Charakter der
TMD?2 und die Bedeutung des Glycin-Zipper Motivs auf der TMD2 bestétigt wurde, sollte die
GroRe der gebildeten Locher naher betrachtet werden. Das hierflir verwendete modifizierte
Leakage-Experiment basiert auf unterschiedlich grofRen, in Vesikeln eingeschlossenen
Fluorescein-Derivaten, deren Fluoreszenz durch einen von auBen zugegebenen Anti-
Fluorescein-Antikérper geldscht wird, sofern ein Leakage erfolgt!®®%°l, Der kleinste hierfir
verwendete  Fluoreszenzfarbstoff ist das 6-Carboxyfluorescein (CF) mit einem
Molekulargewicht von 0,376 kDa (Abb. 46A). Bei den gréReren Fluorophoren handelt es sich
um an Fluorescein-isothiocyanat gekoppelte Dextrane (FITC-Dextrane, FDs) mit
unterschiedlichen Molekulargewichten (Abb. 46B).
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Abbildung 46: Struktur der verwendeten Fluorescein-Fluorophore

(A) Das 6-Carboxyfluorescein ist der kleinste verwendete Fluoreszenzfarbstoff. (B) An das gezeigte Fluorescein-isothiocyanat
sind Dextrane (R) unterschiedlicher GroBe gekoppelt.

Zuvor durchgefiinrte ANTS/DPX-Leakage-Messungen der TMD2 in POPC LUVs konnten
zeigen, dass die TMD2 in einem molaren Peptid- zu Lipidverhé&ltnis von 1 zu 100 bereits starkes
Leakage (> 90 %) induziert, weshalb fur die Fluorescein-Leakage Messungen dieses Verhaltnis
gewdhlt wurde. Der schematische Ablauf der Fluorescein-Leakage-Messungen ist in
Abbildung 47 dargestellt. Die Herstellung der LUVs erfolgt durch Cosolubilisierung der TMD2
mit den Lipiden in organischen Ldsungsmitteln in Gegenwart eines Fluorescein-Derivats.
Zunachst befinden sich daher die Fluorophore auf3erhalb und innerhalb der Vesikel. Damit ein
Leakage beobachtet werden kann, mussen die sich auBerhalb der Vesikel befindlichen
Fluorophore entfernt werden. Hierfur werden die LUVs auf eine Gelfiltrationssaule
aufgetragen. Da die TMD2 bereits in den Vesikeln rekonstituiert ist, startet zu diesem
Zeitpunkt, analog wie bei den ANTS/DPX-Leakage-Experimenten, das Ausstrémen der
Fluorophore aus den durch die TMD?2 gebildeten Lochern. Das Anfangssignal der Fluoreszenz
der in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorescein-Derivate kann daher nicht detektiert werden
und muss abgeschatzt werden (gestrichelte Linie). Sofern lediglich geringes Leakage
beobachtet wird, kann durch einen linearen Fit des gemessenen Fluoreszenzsignals die
anfangliche Fluoreszenz ermittelt werden. Bei schnellem Ausstrémen der Fluorophore aus den
Vesikeln wird die Anfangsfluoreszenz unter Verwendung einer Probe ohne Peptid, bei der kein
Leakage erfolgt, bestimmt. Eine detaillierte Erlduterung der Bestimmung der
Anfangsfluoreszenz kann den Methoden (Kapitel 7.3.2.) entnommen werden. Nachdem die
aufllerhalb der Vesikel lokalisierten Fluorophore mittels Gelfiltration entfernt wurden, erfolgt
die Zugabe eines Anti-Fluorescein-Antikorpers. Falls nun die gebildeten Lécher groRR genug fur
die eingeschlossenen Fluorophore sind, kénnen diese aus den LUVs entweichen und deren
Fluoreszenz wird durch den auBerhalb befindlichen Antikorper, dem es bedingt durch seine

GroRe nicht moglich ist in die Vesikel zu gelangen, geldscht. Die daraus resultierende Abnahme

der Fluoreszenz wird Uber 2500 s hinweg detektiert. Durch anschlielfende Zugabe des
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Detergenz Triton X-100 erfolgt die vollstandige Solubilsierung der Vesikel und die Fluoreszenz

des in der Probe vorhandenen Fluoresceins wird geldscht.
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Abbildung 47: Schematischer Ablauf der Fluorescein-Leakage-Messungen

Die Fluorescein-Leakage-Messungen basieren auf unterschiedlich groRen, in Vesikeln eingeschlossenen Fluorescein-
Derivaten, deren Fluoreszenz durch einen von auflen zugegebenen Anti-Fluorescein-Antikdrper geldscht wird, sofern die
gebildeten Locher firr die Fluorophore grofR genug sind*%%51, Die TMD2 (gelb) wird in LUVs in Gegenwart eines Fluorescein-
Derivats (griin) rekonstituiert. Die Fluorophore befinden sich zunédchst sowohl innerhalb als auch auerhalb der Vesikel.
Zur Entfernung der nicht eingeschlossenen Fluorophore werden die Proben auf eine Gelfiltrationssaule aufgetragen. Da die
TMD2 bereits vollstandig aktiv eingelagert vorliegt und bereits Locher ausgebildet hat, entweichen die Fluorophore teilweise
schon auf der Sdule aus den Vesikeln. Wéhrend dieser Zeitspanne kann jedoch die Fluoreszenz des Fluoresceins nicht detektiert
werden, weshalb die Fluoreszenz zu Beginn ermittelt werden muss (gestrichelte Linie). Nachdem die im Aufenmedium
befindlichen Fluorescein-Derivate entfernt wurden, wird der Anti-Fluorescein-Antikorper (Y-férmig, hellgrau) hinzugefigt.
Bei Freisetzung der eingeschlossenen Fluorophore aus den LUVs wird deren Fluoreszenz durch den Antikdrper gequencht und
eine Abnahme der Fluoreszenz ist detektierbar (dunkelgraue Kreise). Nach 2500 s wird das Detergenz Triton X-100 (rot) zur
vollstandigen Solubilsierung der Vesikel hinzugegeben (Abbildung verandert entnommen aus L. M. E. STEGER et al.*%),

Zur Untersuchung der GroRe des gebildeten Lochs wurden verschiedene Vesikelproben
hergestellt, in denen jeweils ein anderer Fluorophor eingeschlossen wurde. Die hierflr
verwendeten  Fluorescein-Derivate unterscheiden sich bezogen auf ihre GroRe.

Die entsprechenden hydrodynamischen Radien der verwendeten Fluorophore konnen Tabelle

4 enthommen werden.
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Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Fluorescein-Derivate
Fir die Bestimmung der GrolRe des durch die TMD2 gebildeten Lochs wurden Fluorescein-Derivate unterschiedlicher GroRe
verwendet. Das entsprechende Molekulargewicht und die Stokes-Radien sind angegeben.

Molekdl Molekulargewicht [kDa] ~Stokes-Radius [nm]*°21%3
CF 0,376 0,63

FD4 =4 1,4

FD20 = 20 3,3

FD40 = 40 45

FD70 =70 6.0

In Abbildung 48 ist die zeitliche Abnahme der Fluoreszenz bei 525 nm verschiedener in POPC
LUVs eingeschlossener Fluorescein-Derivate dargestellt’®. Die gestrichelten Linien
entsprechen den ermittelten Fluoreszenzsignalen wahrend der Gelfiltration. Das in den
Vesikeln eingeschlossene CF (Abb. 48, blaue Linie) konnte innerhalb der ersten 200 s nahezu
vollstdndig aus den Vesikeln herausstromen, da bereits die nach der Gelfiltration detektierte
Fluoreszenz, im Vergleich zu der Anfangsfluoreszenz der entsprechenden Probe ohne Peptid,
sehr gering war. Das 4 kDa groRe FITC-Dextran (FD4, Abb. 48, rote Linie) zeigte einen
exponentiellen Riickgang der Fluoreszenz auf 50 % innerhalb der ersten 200 s und erreichte am
Ende der Messung etwa 30 %. Ein Grof3teil der FD4 Molekile gelang es demnach aus den
Vesikeln herauszustrémen, wobei sie die LUVs deutlich langsamer verlassen haben als die
kleineren CF Molekdle. Alle groReren FDs (FD20, FD40, FD70) zeigten hingegen wéhrend der
gesamten Messzeit nur eine geringfiigige Abnahme der Fluoreszenz von weniger als 10 %,
demnach konnten diese Fluorophore kaum aus den Vesikeln entweichen (Abb. 48,
lila/grine/gelbe  Linie)'®. Die geringfigige Abnahme der Fluoreszenz ist darauf
zuriickzufuhren, dass es sich bei Dextranen nicht um kugelférmige Molekile handelt, sondern
um Rotationsellipsoide. Solch ein Rotationsellipsoid weist zwei unterschiedlich lange Achsen
auf, welche als Langsachse und Querachse bezeichnet werden. Demnach kénnen die gréReren
Dextrane gelegentlich aus den Vesikeln entweichen, sofern sie entlang ihrer Langsachse auf
das gebildete Loch treffent4>14,

Basierend auf den Fluorescein-Leakage Messungen der TMD2 muss demnach das durch die
TMD?2 gebildete Loch kleiner als der hydrodynamische Radius von FD20 sein, andererseits
muss es aber grof? genug sein, damit das FD4 die LUVs noch recht effektiv verlassen kann.
Bezogen auf die Stokes-Radien der verschiedenen Fluorescein-Derivaten (Tab. 4)1°2153 weist

das durch die TMD2 gebildete Loch somit einen Durchmesser von weniger als 2,8 nm auf'¥,
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Abbildung 48: Fluorescein-Leakage-Messungen der TMD2 in POPC LUVs

Fur die Messungen wurden funf verschiedene Proben hergestellt, in denen die TMD2 in POPC Vesikeln (P/L = 1:100) mit
jeweils einem anderen Fluorophor (CF, FD4, FD20, FD40, FD70) rekonstituiert wurde. Durchgefiihrt wurden die Fluorescein-
Leakage Messungen bei 22 °C. Die zeitliche Abnahme der Fluoreszenz der Fluorescein-Derivate bei 525 nm ist gezeigt, wobei
der Mittelwert aus zwei Messreihen aufgetragen ist. Die gestrichelten Linien entsprechen der Zeitspanne in der sich die Proben
zur Entfernung der nicht in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore auf der Gelfiltrationssdule befanden. Der kleinste
Fluorophor (CF, blaue Linie) konnte binnen kiirzester Zeit aus den Vesikeln entweichen und dessen Fluoreszenz wurde durch
den im AuRenmedium befindlichen Anti-Fluorescein-Antikorper gequencht. Die Fluoreszenz des FD4 (rote Linie) sank auf
30 % ab, wohingegen alle gréReren Fluorophore (FD20, FD40, FD70) nur eine Abnahme der Fluoreszenz um weniger als 10 %
aufzeigten®® (Abbildung verandert entnommen aus L. M. E. STEGER et al.*%),

Nachdem in POPC LUVs gezeigt werden konnte, dass die TMD2 Locher mit einer definierten
GroRe ausbildet, wurden die analogen Messungen in DErPC (22:1) LUVs durchgefiihrt.
Die Festkorper-®°N-NMR-Messungen zeigten, dass die TMD2 in makroskopisch orientierten
POPC Doppelschichten tberwiegend transmembran vorliegt (siehe Abb. 33), wohingegen sie
in DErPC Membranen ausschlieBlich auf der Membranoberflache lokalisiert ist (siehe
Abb. 28). Da sich die Lipide in den fluoreszenzbasierten Experimenten in einer vollstandig
hydratisierten Umgebung befinden und das beobachtete Flippen vermutlich auf das
Austrocknen der NMR-Probe zurtickzufthren ist, ist anzunehmen, dass sich das Gleichgewicht
zwischen insertierter und geflippter TMD2 auf die Seite des insertierten Peptids verschiebt.
Die Fluorescein-Leakage-Messungen in DErPC sollten dennoch Aufschluss dartiber geben, ob
das von der TMD2 in DErPC LUVs induzierte Leakage bei hohen Peptidkonzentrationen
lediglich auf einer unspezifischen Lochbildung aufgrund der Anhaufung der TMD2 auf der
Vesikeloberflache basiert!®>!¢, In diesem Fall wiirden die verschieden groRen Fluorescein-
Derivate gleichermal3en aus den DErPC LUVs entweichen. Um diesen mdglichen Effekt noch
zu verstarken, wurde die TMD?2 in einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 50 in
DErPC LUVs rekonstituiert. Abbildung 49 zeigt, dass die TMD2 auch in DErPC Vesikeln

Ldcher mit einer definierten GrofRe ausbildet. Die in ihrer GroRe unterschiedlichen Fluorescein-
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Derivate sind aus den DErPC LUVs in gleicher Weise wie aus den POPC LUVs entwichen.
Das kleine CF stromte binnen weniger Sekunden fast vollstdndig aus den Vesikeln heraus
(Abb. 49, blaue Linie) und die Fluoreszenz der FD4-Fluorophore sank auf 30 % ab (Abb. 49,
rote Linie). Die grofReren Fluorescein-Derivate (FD20, FD40, FD70) wurden gleichermalien
zuruckgehalten und deren Fluoreszenz nahm um weniger als 10 % ab, demnach konnte nur ein
geringer Anteil der ellipsoidférmigen Dextrane die DErPC Doppelschicht (Abb. 49,
lila/griine/gelbe Linie) passieren. Eine unspezifische Lochbildung durch die Anhaufung der
TMD2 auf der Oberflache der DErPC Vesikel kann daher ausgeschlossen werden.
Dieses Ergebnis stlitzt somit auch die Annahme, dass die TMD?2, sofern sich die Lipide in einer
vollstandig hydratisierten Umgebung befinden, eine tiberwiegend transmembrane Orientierung
einnimmt und das beobachtete Flippen lediglich auf das Austrocknen der OCD- und
Festkorper-1°N-NMR-Proben zurtckzufiihren ist.
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Abbildung 49: Fluorescein-Leakage-Messungen der TMD2 in DErPC LUVs

Fir die Messungen wurden funf verschiedene Proben hergestellt, in denen die TMD2 in DErPC Vesikeln (P/L = 1:50) mit
jeweils einem anderen Fluorophor (CF, FD4, FD20, FD40, FD70) rekonstituiert wurde. Durchgefiihrt wurden die Messungen
bei 22 °C. Die zeitliche Abnahme der Fluoreszenz der Fluorescein-Derivate bei 525 nm ist gezeigt, wobei jeweils der Mittelwert
aus zwei Messreihen aufgetragen ist. Die gestrichelten Linien entsprechen der Zeitspanne in der sich die Proben zur Entfernung
der nicht in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore auf der Gelfiltrationsséule befanden. Das CF konnte sehr schnell aus
den Vesikeln entweichen, da dessen Fluoreszenz fast vollstdndig gequencht wurde (blaue Linie). Die Fluoreszenz des FD4
sank auf einen Wert von 30 % ab (rote Linie) und die groReren, an Fluorescein-isothiocyanat gekoppelten Dextrane (FD20,
FD40, FD70) konnten die gebildeten Lécher der TMD2 nicht passieren.

3.1.4.4 Untersuchung des Oligomerisierungsgrads der TMD2
Nachdem der lochbildende Charakter der TMD2 erstmalig mittels ANTS/DPX-Leakage-
Messungen bestatigt wurde und die Grolle des gebildeten Lochs grob abgeschatzt werden

konnte, sollte mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)-Spektroskopie  der
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Oligomerisierungsgrad der TMD2 im gebildeten Loch ndher betrachtet werden. Basierend auf
ihren molekulardynamischen Simulationen und Crosslink-Experimenten postulieren T. PANG
et al., dass es sich bei dem aus der TMD2 gebildeten pinhole um ein Heptamer handelt®®-101,
Der Forster-Resonanzenergietransfer beschreibt die strahlungslose Energielibertragung eines
angeregten Fluorophors (Donor) uber elektrische Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf einen
zweiten Fluorophor (Akzeptor)®™"%, Notwendige Bedingung fiir solch einen Energietransfer
ist einerseits die spektrale Uberlappung des Emissionsspektrums des Donor mit dem
Absorptionsspektrum des Akzeptors und andererseits missen sich die beiden Fluorophore in
raumlicher Nahe befinden®®. Die Effizienz des Energietransfers zwischen dem Donor- und
Akzeptormolekdlen ist dabei abhangig von dem sogenannten Forster-Abstand ro des FRET-
Paares und nimmt mit der sechsten Potenz des Abstands der Fluorophore ab. Der Abstand
zwischen Akzeptor und Donor, bei welchem eine Energietbertragung von 50 % stattfindet,
wird als Forster-Abstand ro bezeichnet'®*!% und liegt bei dem in dieser Arbeit verwendeten
FRET-Paar Tryptophan-Dansyl bei 21 A,

Fur die Untersuchung des Oligomerisierungsgrads der TMD2 mittels FRET-Spektroskopie
wird die sensibilisierte Emission des Akzeptors Eappse gegen den Molenbruch des Donors xp
aufgetragen®®?1%, Die detaillierte Beschreibung zur Ermittlung des Oligomerisierungsgrads
kann den Methoden (Kapitel 7.3.3.) entnommen werden. Als Donorpeptid wurde fiir die FRET-
Messungen der TMD2 Wildtyp verwendet, da er in seiner natiirlichen Sequenz Uber ein
fluoreszierendes Tryptophan verfligt. Dansyl diente als Akzeptormolekdil, welches N-terminal
an den TMD2 Wildtyp gekoppelt wurde, wobei das voranstehende Tryptophan entfernt wurde,
um einen Energietransfer innerhalb des Molekils zu verhindern (Tab. 5).

Tabelle 5: TMD2 Fragmente fiir die FRET-Spektroskopie

Fir die FRET-Messungen wurde als Donorpeptid der TMD2 Wildtyp verwendet, da er in seiner natlirlichen Sequenz tiber ein
fluoreszierendes Tryptophan verfugt (rot markiert). Bei dem verwendeten Akzeptorpeptid wurde das N-terminale Tryptophan
durch Dansyl substituiert. Die Peptide wurden mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese von Dr. Parvesh Wadhwani,

Andrea Eisele und Kerstin Scheubeck (KIT, IBG2) hergestellt, wobei das Dansyl manuell gekoppelt wurde. Die anschlieRende
Aufreinigung erfolgte mittels HPLC.

Peptid Sequenz
TMD?2 (Donor) WAAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid
Dansyl-TMD2 (Akzeptor) Dansyl-AAIGVLGSLVLGFLTYLTNLYFKIRE-Amid

Die beiden Donor- und Akzeptorpeptide wurden in verschiedenen molaren Verhaltnissen in
POPC Vesikeln rekonstituiert (siehe Methoden, Kapitel 7.3.3.). Insgesamt wurde das molare
Peptid- zu Lipidverhéltnis konstant bei 1 zu 150 gehalten, bei welchen die TMD?2 bereits ein

Leakage von uber 90 % induziert. Dieses Verhaltnis wurde gewahlt, damit ausreichend Peptide
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in der Membran fiir eine effektive Lochbildung vorhanden sind, diese sich aber nicht aufgrund
zu hohen Peptidkonzentrationen generell schon sehr nahekommen. Zur Bestimmung der
Anzahl der Untereinheiten n der TMD2 im gebildeten Loch wurde die Akzeptoremission Eapp,se
bestimmt und gegen den Donormolenbruch xp aufgetragen (Abb. 50A). Je nach Steigung der
an die Daten angefitteten Kurve kann somit auf den Oligomerisierungsgrad n geschlossen
werden (siehe Methoden, Kapitel 7.3.3.). In POPC LUVs ist keine lineare Zunahme (n = 2) der
Emission des Akzeptors Eappse in Abhangigkeit des entsprechenden Molenbruch xp erkennbar,
sondern die Akzeptoremission nimmt mit zunehmenden Donormolenbruch in einem starkeren
Ausmal zu. Die FRET-Daten der TMD2 in POPC passen am besten mit einer angefitteten
Kurve mit n=2,81 uberein, was dem Oligomerisierungsgrad eines Trimers entspricht
(Abb. 50A). Demnach konnte kein héheres Oligomer mittels FRET-Spektroskopie ermittelt
werden. Dies kénnte aber darauf zurtickzufiihren sein, dass die Abstdnde zwischen den Helices
in dem gebildeten Loch zu groR sind und daher zu den weiter entfernten Helices kein effizienter
Energielibertrag moglich ist.

Analoge FRET-Messungen der TMD2 wurden zudem in POPC/POPG (7:3) LUVs
durchgefiihrt. Die TMD2 induziert in diesem Lipidsystem lediglich etwa 5 % Leakage
(P/L =1:150), demnach sollte die TMD2 Uberwiegend als Dimer vorliegen und sich keine
Locher in der Membran ausgebildet haben. Die FRET-Daten in POPC/POPG (7:3) LUVs lassen
eine nahezu lineare Zunahme (n = 2,3) der Emission des Akzeptors Eappse in Abh&ngigkeit des
entsprechenden Molenbruch xp erkennen, somit liegt die TMD2 in POPC/POPG (7:3) LUVs
als Dimer vor (Abb. 50B). Anhand der FRET-Messungen kann somit zwischen der im Loch
vorliegenden TMD2, welche sehr starkes Leakage induziert, und dem TMD2 Dimer, welches

nicht zur Lochbildung befahigt ist, unterschieden werden.
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Abbildung 50: Analyse des Oligomerisierungsgrads der TMD2 in POPC und POPC/POPG Vesikeln mittels FRET
Die TMD2 (Donor) und die Dansyl-TMD2 (Akzeptor) wurden in verschiedenen molaren Verhdltnissen zueinander in POPC
(A) und POPC/POPG (B) Vesikeln rekonstituiert (P/L = 1 zu 150). In POPC Vesikeln wurden die Messungen dreimal und in
POPC/POPG (7:3) zweimal bei einer Temperatur von 22 °C durchgefiihrt und die entsprechenden Standardabweichungen sind
angegeben. Die sensibilisierte Akzeptoremission Eappse Wurde berechnet und gegen den Donormolenbruch xp der TMD2
aufgetragen. Anhand der an diese Daten angefitteten Kurve kann der Oligomerisierungsgrad n bestimmt werden.

3.2 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der TMD1 des Pinholins S?68

3.2.1 Darstellung der TMD1 des Pinholins S?'68

Nachdem erstmalig die Struktur sowie die lochbildenden Eigenschaften der TMD2 ermittelt
werden konnten, sollte nun die TMD1 des Pinholins S?168 naher betrachtet werden. Basierend
auf diversen Mutationsanalysen postulieren T.PANG et al., dass die TMD1 eine rein
regulatorische Funktion wahrend der Lochbildung in der inneren Bakterienmembran einnimmt.
Solange die TMDL1 in der Membran insertiert vorliegt, bilden sich inaktive Pinholin-Dimere
aus und erst durch das Flippen der TMD1 aus der Membran in Richtung Periplasma wird die
Lochbildung initiiert®3®101 Fiir die folgende strukturelle und funktionelle Charakterisierung
der vermutlich rein regulatorischen TMD1 wurde ein Fragment verwendet, bei welchem die
postulierte Sequenz der TMD1 (I7 bis L2g)® N-terminal um die natiirliche Sequenz des
Antipinholins (M1K2S3sM4DsKe) verlédngert wurde. Zur weiteren Erhdhung der Polaritat des
Peptids und der damit verbundenen besseren Handhabung wurde es zusatzlich um die vier
Aminoséuren D20Q30V31S32 aus der natlrlichen Sequenz am amidierten C-Terminus verlangert.

Im weiteren Verlauf wird dieses Fragment als TMD1 bezeichnet (Tab. 6).

Tabelle 6: Aminosauresequenz des chemisch synthetisierten TMD1 Fragments

Die Sequenz der TMD1 des Pinholins S?'68 ist unterstrichen und die Nettoladung des verwendeten TMD1 Fragments ist
angegeben. Die Synthese erfolgte mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese von Dr. Parvesh Wadhwani, Andrea Eisele
und Kerstin Scheubeck (KIT, IBG2) und die Aufreinigung wurde mittels HPLC durchgefiihrt.

Peptid Sequenz Nettoladung
TMD1 MKSMDKISTGIAYGTSAGSAGYWFLQWLDQVS-Amid  +1
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Abbildung 51: Helical wheel plot der TMD1 des Pinholins S?168
Erstellt wurde der helical wheel plot mittels der Protein-ORIGAMI-Webanwendung*®. Hydrophobe Aminosauren sind gelb
markiert und polare Aminoséuren blau, Glycine sind in griin dargestellt.
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Bei genauerer Betrachtung der Sequenz der TMD1 in einem helical wheel plot (Abb. 51) ist
erkennbar, dass eine Seite der Helix komplett mit polaren Aminosauren (Abb. 51, blaue Kreise)
ausgekleidet ist, wohingegen sich auf der gegenlberliegenden Seite hauptsachlich Glycine
(Abb. 51, griine Kreise) befinden.

3.2.2 Sekundarstrukturanalyse der TMD1 des Pinholins S?'68

Zunachst sollte die Struktur der TMD1 mittels SRCD-Spektroskopie ermittelt werden.
Aufgrund der Wasserloslichkeit der TMD1 wurden die Proben nicht durch Cosolubilisierung
von Peptid und Lipid hergestellt, sondern die in Wasser geléste TMD1 konnte zu den zuvor
hergestellten Vesikeln hinzugegeben werden. Die vorliegende Konzentration der
wasserloslichen TMD1 konnte Uber die UV-Absorption bei 280 nm bestimmt werden, wodurch
die Berechnung der mittleren molaren Elliptizitit pro Peptidbindung (8mre) moglich ist.
Zunachst wurde die Konformation der TMD1 in reinem Wasser (ohne Lipid) ermittelt.
Das erhaltene  SRCD-Spektrum weist die charakteristischen Banden eines antiparallelen
pS-Faltblatts auf (siehe Abb. 21), mit einer positiven Bande bei 195 nm und einer negativen
Bande bei 217 nm (Abb. 52A, rotes Spektrum). Die leicht positive Bande bei etwa 230 nm ist
vermutlich auf die aromatische Aminosaure Tryptophan zurlickzufuhren. Insbesondere bei
Peptiden, welche nur einen geringen Helixanteil aufweisen, kdnnen Tryptophane einen Beitrag
zum Zirkulardichroismus im fernen UV-Bereich leisten und das entsprechende CD-Spektrum

weist somit eine positive Bande im Bereich von 220 nm bis 230 nm auf 164185, AnschlieRend
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wurde die TMD1 in einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 50 zu Vesikeln gegeben.
In POPC Vesikeln bildet die TMD1 ebenfalls antiparallele g-Faltblatt Strukturen aus, da eine
positive Bande bei 197 nm und eine negative Bande bei 218 nm erkennbar sind (Abb. 52A,
dunkelgriines Spektrum). Die Absorptionsabflachung (absorption flattening) der positiven
Bande kénnte darauf hindeuten, dass die TMD1 teilweise aggregiert vorliegt®517, In Vesikeln
aus POPC/POPG (7:3) ist eine leichte Verschiebung der positiven Bande zu 202 nm erkennbar
sowie eine Reduktion der Signalintensitat der negativen Bande bei 218 nm (Abb. 52A,
tirkisenes Spektrum), was darauf hindeuten konnte, dass die TMD1 vermutlich in einem
Gemisch aus antiparallelen p-Faltblattern und g-Schleifen vorliegt (siehe Abb. 21). Auch in den
SRCD-Spektren der TMD1 in Lipidvesikeln ist eine positive Bande bei etwa 230 nm, welche
vermutlich auf die Tryptophane der TMDZ1 zuriickzufiinren ist, erkennbar®416,
Das SRCD-Spektrum der TMD1 in SDS (Natriumdodecylsulfat)-Mizellen (50 mM) weist die
charakteristischen Banden einer a-Helix auf, mit einer positiven Bande bei 192 nm und den
beiden negativen Banden bei 208 nm und 222 nm (Abb. 52B). Somit nimmt die TMD1 nur in

SDS-Mizellen eine a-helikale Konformation ein.
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Abbildung 52: SRCD-Spektren der TMD1

Die SRCD-Messungen der TMD1 wurden bei 22 °C durchgefuhrt. Die Konzentration der TMD1 wurde Uber die
UV-Absorption bei 280 nm bestimmt, was die Berechnung der mittleren molaren Elliptizitit pro Peptidbindung (Owmre)
ermdglicht. (A) Die TMDL liegt in reinem Wasser als antiparalleles s-Faltblatt vor (rotes Spektrum), da das SRCD-Spektrum
eine positive Bande bei 195 nm und eine negative Bande bei 217 nm aufweist. Die TMD1 wurde zudem in einem molaren
Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 50 zu zuvor hergestellten Vesikeln gegeben. In POPC (dunkelgriines Spektrum) liegt die
TMD1 als antiparallele g-Faltblatter vor, wobei die verminderte Signalintensitat der positiven Bande auf eine teilweise
Aggregation auf der Membranoberflache hindeuten kénnte. In POPC/POPG (7:3) Vesikeln liegt die TMD1 vermutlich in einem
Gemisch aus antiparallelen g-Faltblattern und S-Schleifen vor. Die in allen Spektren erkennbare, leicht positive Bande bei etwa
230 nm ist vermutlich auf die aromatische Aminosaure Tryptophan zuriickzufiihren6s. (B) In 50 mM SDS weist das
SRCD-Spektrum der TMD1 eine positive Bande bei 192 nm und zwei negative Banden bei 208 nm und 222 nm auf, demnach
liegt die TMD1 in SDS-Mizellen a-helikal gefaltet vor.
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Da die Auswertung nicht o-helikaler Peptide mittels OCD-Spektroskopie zum jetzigen
Zeitpunkt nicht vollstandig entwickelt ist, wurde die Orientierung der TMD1 in

Lipiddoppelschichten nicht bestimmt.

3.2.3 Funktionsanalyse der TMD1 des Pinholins S?'68

Nachdem der lochbildende Charakter der TMD2 mittels ANTS/DPX-Leakage-Experimenten
erstmalig experimentell bestatigt werden konnte, wurde untersucht, ob die TMD1 entsprechend
keine Locher in der Membran ausbildet. Sofern die TMD1 nicht an der Ausbildung der Lécher
beteiligt ist, sollte diese kein Leakage induzieren. Die Probenvorbereitung sowie die
Vorgehensweise der ANTS/DPX-Leakage-Messung unterscheidet sich von der bisherigen
Durchfuhrung bei der Untersuchung der TMD2, da die TMD1 im Gegensatz zur TMD2
wasserlgslich ist. Zunédchst wurden LUVs ohne Peptid hergestellt und die nicht in den Vesikeln
eingeschlossenen ANTS-Fluorophore und DPX-Quencher mittels einer Gelfiltrationssaule
entfernt. Erst danach wurde die TMD1 in variierender Konzentration zur Einstellung der
unterschiedlichen molaren Peptid- zu Lipidverhéaltnisse von auRen zugegeben. Analog zu den
Messungen der TMD2 wurde die zeitliche Zunahme der ANTS-Fluoreszenz detektiert und nach
900 s erfolgte die vollstandige Solubilsierung der Vesikel durch Zugabe des Detergenz Triton
X-100. Abbildung 53A zeigt die Leakage-Daten der TMD1 in POPC LUVs in
unterschiedlichen molaren Peptid- zu Lipidverhéltnissen. Da keine Zunahme der Fluoreszenz
detektiert werden konnte, bildet die TMD1 folglich keine Ldcher in der Membran aus.
Selbst bei sehr hoher Peptidkonzentration (P/L =1:25) konnten nur etwa 2,5% der
eingeschlossenen Fluorophore aus den Vesikeln entweichen. Um zu Uberprifen, ob das nicht
induzierte Leakage lediglich darauf zurtickzufiihren ist, dass die von auflen zugegebene TMD1
gar nicht an die Lipidvesikel bindet, wurde die Bindungsaffinitat der TMD1 an POPC Vesikel
ermittelt. FOr die Untersuchung des Bindungsverhalten wurde sich zu Nutze gemacht, dass sich
die Tryptophan-Fluoreszenz von membrangebundenen und ungebundenen Peptiden
voneinander unterscheidet. Verglichen zu der Fluoreszenz eines ungebundenen Peptids lasst
sich der membrangebundene Zustand durch eine Verschiebung des Fluoreszenzmaximums hin
zu kirzeren Wellenlangen (blue shift) sowie einer Intensitdtszunahme des Maximums
erkennen'®®10 Voraussetzung hierfiir ist das Vorhandensein eines Tryptophans in der
Aminosauresequenz des Peptids, was im Fall der TMD1 durch die beiden Tryptophane W23

und Wo7 erfillt ist. Gemessen wurde die Tryptophan-Fluoreszenz der TMD1 bei konstanter
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Peptidmenge und  variierender  Lipidkonzentration. Die letztendlich  erhaltene
Bindungsisotherme der TMD1 ist in Abbildung 53B gezeigt und der ermittelte
Verteilungskoeffizient K, der TMD1 in POPC Vesikeln liegt etwa bei 3800. Die auf M. N.
MELO et al.}™* und N. C. SANTOS et al.}” basierende Bestimmung des Verteilungskoeffizients
Kp ist in den Methoden (Kapitel 7.3.4.) genauer erlautert. Aus den Daten ist ersichtlich, dass
relativ hohe Lipidkonzentrationen ndtig waren, damit ein GroRteil der TMD1 gebunden vorlag.
Demnach ist die Affinitdt der TMD1 zur Membran nicht sehr hoch. Dennoch konnten die
Messungen der Bindungsaffinitit der TMD1 in POPC Vesikeln zeigen, dass die TMD1 mit den

Lipiden interagiert, wenn auch nicht sehr stark.
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Abbildung 53: ANTS/DPX-Leakage-Messungen und Bindungsisotherme der TMD1 in POPC LUVs

(A) Aufgrund der Wasserldslichkeit der TMD1 wurden bei den ANTS/DPX-Leakage-Messungen zuerst die nicht in den POPC
Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore und Quencher entfernt und erst danach erfolgte die Zugabe der TMDL1 in variierender
Konzentration zur Einstellung der verschiedenen Peptid- zu Lipidverhaltnisse. Die Messungen wurden bei 22 °C durchgefiihrt
und die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s zweier Messungen sowie deren Standardabweichung sind aufgetragen.
Die Messungen zeigen, dass die TMD1 in POPC LUVs kein Leakage induziert. (B) Die Messungen der Fluoreszenz von
Tryptophan bei konstanter Peptidmenge (1 puM) und variierender Lipidkonzentration wurde bei 22 °C durchgefiihrt.
Die Bindungsisotherme (schwarze Linie) der TMD1 in POPC LUVs ergibt sich durch die Anpassung an die Datenpunkte aus
zwei Messungen (dunkelgriine Quadrate), deren Standardabweichung angegeben sind.

Aufgrund der geringen Bindungsaffinitat der TMD1 an die POPC LUVs wurden analoge
Messungen in POPC/POPG (7:3) LUVs durchgefuhrt. Die zusétzliche negative Ladung der
Vesikel durch die negativ geladene Kopfgruppe des PG-Lipids sollte die Affinitat der einfach
positiv geladenen TMD1 an die Vesikel erhdhen. Wie erwartet bindet die TMD1 an die negativ
geladenen LUVs deutlich starker als an die neutralen POPC LUVs. Bereits bei niedriger
Lipidkonzentration war mehr Peptid gebunden und der Verteilungskoeffizient liegt bei einem
Wert von etwa 58000 (Abb. 54A), was einer 15-fach starkeren Bindung an die POPC/POPG
LUVs entspricht. Zu beachten ist hier jedoch, dass bei der Bestimmung der Bindungsisotherme
die Datenpunkte bei sehr niedrigen Lipidkonzentrationen nicht verwendet werden konnten.
Abbildung 54B zeigt, dass bei niedrigen Konzentrationen des Lipids scheinbar mehr als 100 %

der Peptide gebunden vorlagen. Eine solch ungewdhnliche Zunahme der Bindungsaffinitat
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konnten M. N. MELO et al.1” ebenfalls bei niedrigen Lipidkonzentrationen beobachten, als sie
das antimikrobielle Peptid Omiganan in negativen Lipidvesikeln untersuchten.
Dieser beobachtete Effekt kann zum derzeitigen Zeitpunkt allerdings nicht erklart werden,
vermutlich wird die Fluoreszenz nicht nur durch die verdnderte Umgebung des Tryptophans
beeinflusst, sondern andere, zusatzliche Interaktionen konnten zur Erhoéhung des

Fluoreszenzsignals geflhrt haben.
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Abbildung 54: Bindungsisotherme der TMD1 in POPC/POPG (7:3) LUVs

Die Messungen der Tryptophan-Fluoreszenz der TMD1 erfolgten bei konstanter Peptidmenge (1 uM) und variierender
Lipidkonzentration und wurden bei 22 °C durchgefiihrt. (A) Die Bindungsisotherme (schwarze Linie) der TMD1 in
POPC/POPG (7:3) LUVs ergibt sich durch die Anpassung an die Datenpunkte aus zwei Messungen (tirkisene Quadrate), deren
Standardabweichung angegeben sind. Allerdings wurde die Bindungsisotherme nur an die nicht verfélschten Datenpunkte (hier
nicht gezeigt) angepasst. (B) Die analoge Bindungsisotherme der TMD1 in POPC/POPG Vesikeln ist gezeigt, wobei die
Datenpunkte gezeigt sind, welche nicht fur den Fit verwendet wurden. Die scheinbare Zunahme der Bindungsaffinitat bei
niedrigen Lipidkonzentrationen beruht auf einem unbekannten Effekt, den auch M. N. MELo et al. beobachteten®™,

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die TMD1 eine hdhere Bindungsaffinitét fur die negativ
geladenen POPC/POPG LUVs besitzt, wurden auch in diesem Lipidsystem entsprechende
ANTS/DPX-Leakage-Messungen durchgefiihrt (Abb. 55). Uberraschenderweise induziert die
TMD1 in POPC/POPG LUVs ein Leakage. Bei niedrigen Peptidkonzentrationen sind relativ
wenige ANTS-Fluorophore und DPX-Quencher aus den Vesikeln entwichen, wohingegen bei
sehr hoher Konzentration die eingeschlossenen Molekile vollstandig herausgestrémt sind.
Das in POPC/POPG LUVs induzierte Leakage der TMDL1 ist eventuell aber auf die hohe
Affinitat fir die negativ geladenen Vesikel zurtickzufihren. Vermutlich bildet die TMD1 keine
Locher mit einer definierten GroRe in der Membran aus, sondern permeabilisiert die Vesikel

durch eine Anhéufung auf der Vesikeloberflache.
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Abbildung 55: ANTS/DPX-Leakage-Messungen der TMDL1 in POPC/POPG (7:3) LUVs

Zundchst wurden die nicht in den POPC/POPG Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore und Quencher mittels Gelfiltration
entfernt, erst danach erfolgte die Zugabe der TMD1 in entsprechender Konzentration. Die Messungen wurden bei 22 °C
durchgefuhrt und die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s zweier Messungen sowie deren Standardabweichung sind
aufgetragen. Bei geringen Peptidkonzentrationen sind nur wenige Fluorophore und Quencher aus den Vesikeln entwichen und
bei sehr hoher Konzentration der TMD1 (P/L = 1:25) sind nahezu alle Molekile herausgestromt.
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4 Diskussion

Der Bakteriophage ¢21 nutzt das Pinholin-SAR-Endolysin-System fur die Freisetzung seiner
Phagennachkommen aus dem Bakterienwirt. Das aus zwei TMDs bestehende Pinholin S*68
reichert sich wéhrend der Phagenmorphogenese in der inneren Membran von E. coli Bakterien
an und bildet darin Kkleine Locher aus. Es wird postuliert, dass die TMD1 eine rein
regulatorische Funktion einnimmt, indem sie den Zeitpunkt der Lyse durch das Flippen aus der
Membran in Richtung Periplasma steuert. Hingegen soll lediglich die TMD2 fir die eigentliche
Lochbildung verantwortlich sein, wobei ein Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 dabei eine
entscheidende Rolle einzunehmen scheint>®367101  Dieses postulierte Strukturmodell basiert
jedoch nur auf Mutationsanalysen von T. PANG et al 638667101 ynd der detaillierte Mechanismus
der Lochbildung sowie die exakte Struktur des Pinholins konnten noch nicht experimentell
bewiesen werden. Kirzlich durchgefuhrte EPR-Studien geben lediglich erste Hinweise auf die
Struktur des Pinholins'®1%, Im Zuge dieser Arbeit sollte daher erstmals die detaillierte Struktur
sowie die Funktion des Pinholins S?168 des Phagen ¢21 mittels verschiedener biophysikalischer
Methoden untersucht werden, wobei zu Beginn die beiden TMDs des Pinholins getrennt

voneinander untersucht wurden.

4.1 Strukturelle Charakterisierung der TMD2 des Pinholins S?'68

Die Sekundarstruktur des verwendeten TMD2 Fragments konnte mittels SRCD-Spektroskopie
bestimmt werden. Die TMD2 faltet sich a-helikal und behé&lt diese Konformation auch in
Membranen mit unterschiedlicher hydrophober Dicke, verédndertem Séttigungsgrad der
Lipidacylketten oder gednderter Lipidkopfgruppenstruktur bei (siehe Abb. 23/38A).

Neben der Untersuchung der Sekundarstruktur der TMD2 in verschiedenen Lipidsystemen
wurde auch deren Orientierung in Membranen durch eine Kombination von SROCD- und
Festkorper-'°N-NMR-Spektroskopie bestimmt. Die  TMD2 nimmt in makroskopisch
orientierten Lipiddoppelschichten aus Lipiden mit gesattigten Acylketten eine transmembrane
Orientierung ein (siehe Abb. 25A/27). Die ermittelte Orientierung der TMD2 stimmt mit den
EPR-Studien eines Pinholin Gesamtkonstrukts von T. AHAMMAD et al. (iberein, welche eine
insertierte TMD2 in DMPC Membranen zeigen'%. Die Variation der hydrophoben Dicke der
Membran zeigte, dass der Neigungswinkel der TMD?2 in der Lipiddoppelschicht gréRer wird,
je geringer die hydrophobe Membrandicke ist. Solch ein Neigungsverhalten von Helices in
Membranen ist typisch, da dadurch verhindert wird, dass hydrophobe Bereiche der Helices in

die wassrige Umgebung exponiert werden (hydrophobic mismatch)**%32, In DMPC
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Membranen mit einer hydrophoben Dicke von 25,4 A'?? ist die TMD2 relativ aufrecht in der
Membran insertiert. Durch die Verringerung der hydrophoben Dicke der Membran hat sich das
’N-NMR-Signal immer weiter ins Hochfeld verschoben, was einer immer starker geneigten
TMD?2 in der Membran entspricht. In deutlich diinneren DDPC (10:0) Membranen mit einer
hydrophoben Dicke von 16,6 A2 liegt die TMD2 stark geneigt vor (siehe Abb. 27). Neben der
Ermittlung der Orientierung der TMD2 in Lipiden mit geséttigten Lipidacylketten wurde auch
der Einfluss einfach ungesattigter Acylketten auf die Membranorientierung untersucht (siehe
Abb. 25B/28). In dinnen Membranen aus DMoPC (14:1), mit einer hydrophoben Dicke von
19,2 A'?? ist die TMD2 leicht geneigt in der Membran insertiert. Durch die erhohte hydrophobe
Dicke in DOPC (18:1) Membranen mit 26,8 A?? richtet sich die insertierte TMD2 weiter auf
(siehe Abb. 28). Demnach passt sich die TMD2 in analoger Weise wie in Lipiden mit
geséttigten  Lipidacylketten der hydrophoben Membrandicke durch Neigung an.
Uberraschenderweise zeigten die *N-NMR-Spektren der TMD2 in Membranen aus Lipiden
mit einfach ungesattigten Acylketten ein zweites Signal bei einer *N-chemischen
Verschiebung im Bereich zwischen 62 ppm und 68 ppm. Signale in diesem Bereich kdnnen
einer auf der Oberflache lokalisierten Helix zugeordnet werden. Somit scheint die TMD?2 in
diesen Lipiden aus der Membran zu flippen, wobei mit zunehmender hydrophober Dicke der
Anteil an geflippter TMD2 zunimmt. In den extrem dicken Membranen aus DErPC
(de = 34,4 A'?) ist die TMD2 sogar ausschlieRlich auf der Membranoberflache lokalisiert.
Laut dem postulierten Wirkmechanismus des Pinholins soll jedoch nur die TMD1 aus der
Membran flippen, wodurch der Zeitpunkt der Lyse des Bakterienwirts reguliert werden soll,
und die TMD2 fest in der Membran verankert sein®¢¢7, Eventuell handelt es sich aber bei dem
beobachteten Flippen nur um ein Artefakt, da lediglich ein TMD2 Fragment untersucht wurde
und nicht das gesamte Pinholin. Die TMD2 weist einen amphiphilen Charakter auf (siehe
Abb. 20), daher kann sich das TMD2 Fragment auch unter bestimmten Bedingungen
oberflachengebunden anordnen. Die polaren Seitenketten der TMD2 wirden dabei zur
hydrophilen Umgebung gerichtet sein und die hydrophoben Seitenketten in Richtung der
Membran weisen. In dem Lipidsystem POPC (16:0-18:1), welches sowohl Uber eine geséttigte
als auch eine einfach ungesattigte Acylkette verfiigt, zeigt das Festkorper-°>N-NMR-Spektrum
der ®N-L4s markierten TMD2 ein scharfes Signal bei 217 ppm auf und ein etwas weniger
intensives Signal bei 64 ppm (Abb. 56A). Demnach nimmt die TMD2 auch in diesem
Lipidsystem eine transmembrane Orientierung ein und ein gewisser Anteil ist auf der

Oberflache der Membran lokalisiert. Die **N-NMR-Messung in POPC zeigt weiterhin, dass das

86



DISKUSSION

Austrocknen der NMR-Probe die Helix aus der Membran zu driicken scheint, da ein Wechsel
der Orientierung wahrend der Messzeit beobachtet werden kann. Am Ende der dreitdgigen
Messung weist das °®N-NMR-Spektrum nur ein Signal bei 64 ppm auf, demnach nimmt die
TMD?2 ausschliel’lich eine oberflachengebundene Orientierung ein (Abb. 56B). Die kirzlich
durchgefiihrte Festkorper->°N-NMR-Messung eines synthetisch hergestellten Antipinholin
Gesamtkonstrukts konnte nun Aufschluss darlber geben, ob es sich bei dem beobachteten
Flippen der TMD2 tatsachlich nur um ein Artefakt handelt. Das Antipinholin S?71 ist im
Vergleich zum Pinholin S?'68 N-terminal um die Aminosauren Methionin, Lysin und Serin
verlangert’®®. T. PANG et al. postulieren, dass die TMD1 des Antipinholins aufgrund der
zusétzlichen positiven Ladung am N-Terminus nicht aus der Membran flippen kann®%¢7%%, Das
>N-NMR-Spektrum des Antipinholins, bei welchem sowohl die TMD1 (**N-As;) als auch die
TMD2 (**N-Lass) selektiv *N-markiert wurden, weist in POPC Membranen nur Signale im
Bereich einer insertierten Helix auf (Abb. 56C). Das Signal bei 217 ppm kann der *N-Las
markierten TMD2 des Antipinholins zugeordnet werden und die Verbreiterung des Signals,
verglichen zu dem Signal des *®N-NMR-Spektrums des TMD2 Fragments (Abb. 56A), ist auf
das zusatzliche Signal der insertierten '°N-Ai; markierten TMD1 des Antipinholins
zuruckzufiuhren. In diesem Konstrukt nimmt die TMD2 somit ausschlieBlich eine
transmembrane Orientierung ein. Auch nach Ende der dreitagigen Messung weist das °N-
NMR-Spektrum des Antipinholins nur Signale im Bereich einer insertierten Helix auf
(Abb. 56D). Folglich wird die TMD2 im Gesamtkonstrukt trotz des Austrocknens der NMR-
Probe fest in der Membran verankert und ein Flippen auf die Oberflache der Lipiddoppelschicht

kann nicht beobachtet werden.
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Abbildung 56: Festkorper->N-NMR-Messungen der ®N-Lss TMD2 und des N-Ag,, Lss Antipinholins in POPC
Membranen

Die *>N-Lss markierte TMD2 und das *N-Au2, Las markierte Antipinholin wurden jeweils in makroskopisch orientierten POPC-
Doppelschichten rekonstituiert (P/L = 1:50) und die Messungen wurden bei 35 °C durchgefiihrt. (A) Das *N-NMR-Spektrum
der 5N-L4s markierten TMD2 zu Beginn der Messung zeigt, dass die TMD2 sowohl insertiert (217 ppm), als auch auf der
Oberflache der Membran lokalisiert (64 ppm) ist. (B) Das *N-NMR-Spektrum der **N-Lss markierten TMD2 nach Ende der
dreitdgigen Messung zeigt hingegen, dass die TMD2 durch das Austrocknen der Probe aus der Membran flippt.
(C) Das SN-NMR-Spektrum des SN-As2, Las markierten Antipinholins zu Beginn der Messung zeigt, dass beide TMDs fest
in der Membran verankert sind, da nur Signale im Bereich einer insertierten Helix vorhanden sind. (D) Das *N-NMR-Spektrum
des N-Ai1z, Lss markierten Antipinholins nach Ende der dreitdgigen Messung zeigt, dass die beiden TMDs trotz des
Austrocknens der NMR-Probe stabil in der Membran insertiert bleiben. Die Messungen wurden von M. Sc. Anne C. Gorner
im Zuge ihrer Masterarbeit und von B. Sc. Yannick Busch im Zuge seiner Bachelorarbeit durchgefiihrt.

Bei dem beobachteten Flippen des TMD2 Fragments in ausgetrockneten oder sehr dicken
Membranen aus Lipiden mit einfach ungesattigten Lipidacylketten handelt es sich somit nur
um ein Artefakt. Da sich die Lipide bei den fluoreszenzbasierten Experimenten zur
Funktionsanalyse der TMD?2 allerdings in einem vollstdndig hydratisierten Zustand befinden,
ist anzunehmen, dass ein Grofteil der TMD2 eine transmembrane Orientierung einnimmt.
Eventuell verschiebt sich unter diesen Bedingungen das Gleichgewicht zwischen insertierter

und geflippter TMD2 sogar komplett auf die Seite der insertierten Helix.
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Zur Ermittlung der detaillierten Orientierung der TMD2 in Membranen wurde die TMD2 an
weiteren Positionen der Aminosauresequenz selektiv *°N-markiert und mittels 2D-Festkorper-
’N-NMR-Messungen untersucht (siehe Abb. 30). Die Messungen wurden in makroskopisch
orientierten DMPC Lipiddoppelschichten durchgefihrt, da dieses Lipid eine etablierte
Modellmembran in der Festkorper-NMR-Spektroskopie darstellt®” und die TMD2 darin eine
vollstandig transmembrane Orientierung einnimmt. Basierend auf der 2D-Festkorper-NMR-
Messung der *°N-Lao 424750 markierten TMD2 konnte der exakte Neigungswinkel der TMD2
mit t=14° in DMPC Membranen ermittelt werden, demnach nimmt die TMD2 eine nur
geringfligig geneigte Position ein'*°, Die TMD2 des Pinholins umfasst 23 Aminosauren, was
einer Lange von 34,5A entspricht, sofern von einer idealen a-Helix mit 1,5A pro
Aminosdurerest entlang der Helixachse ausgegangen wird. Beim Vergleich der hydrophoben
Dicke von DMPC Membranen mit 25,4 A2 und der Lange der Helix der TMD?2 fallt auf, dass
die hydrophoben Bereiche der Lipiddoppelschicht aus DMPC zu diinn fiir die TMD2 sind und
demnach die Helix eigentlich viel starker geneigt sein musste. Bei genauerer Betrachtung der
Sequenz der TMD2 (W3sAAIG40VLGSLVLGFLsoTYLTNLYFsg) féllt auf, dass gerade in der
C-terminalen Region einige polare Seitenketten vorliegen. Diese konnten in die amphiphile
Kopfgruppenregion der Membran hineinragen, was die nur leichte Neigung der Helix in DMPC
Membranen erklaren wiirde’®. Auch T. AHAMMAD et al.’%2 postulieren, basierend auf ihren
EPR-Studien, dass sich die Aminoséurereste von Nss und Lse in der Grenzflachenregion der
Lipide befinden. Zudem deuten deren Festkorper->H-NMR-Studien auf eine lokale Zunahme
der hydrophoben Dicke der Membran hin!’2, Die anhand der 2D-Festkérper-°N-NMR-
Messungen durchgefiihrte Rotationsanalyse der TMD2 ergab, dass das erweiterte Glycin-
Zipper Motiv auf der TMD2 (G0xxxS44xXxXGag) zusammen mit weiteren polaren Resten (Tsy,
Tsa, Nss) seitlich entlang der geneigten Helix positioniert ist'*°. Dieser polare Streifen der
TMD2 ist somit fir laterale Helix-Helix Interaktionen frei zuganglich. Anhand der
Mutationsstudien von T. PANG et al. wurde diesem Interaktionsmotiv bereits eine grofRe
Bedeutung wihrend der Lochbildung zugeschrieben®¢®7:10  Des Weiteren konnte aus den
2D-Festkorper-1°N-NMR-Messungen der Ordnungsparameter der TMD2, welcher Auskunft
uiber die Beweglichkeit einer Helix in der Membran liefert, mit Smoi = 0,91 bestimmt werden®°
Fur eine einzelne in der Membran eingelagerte Helix ware dieser Wert Uberraschend groft,
daher ist anzunehmen, dass sich die TMD2 zu Dimeren oder noch gréReren oligomeren

Strukturen zusammenlagert®”3.
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4.2  Funktionelle Charakterisierung der TMD2 des Pinholins $?'68

Neben der strukturellen Untersuchung der TMD2 lag der Fokus dieser Arbeit auf deren
funktionellen Charakterisierung. T. PANG et al. postulieren, dass lediglich die TMD2 des
Pinholins fur die Lochbildung in der Bakterienmembran verantwortlich ist und die TMD1 eine
rein regulatorische Funktion einnimmt®®%”, Anhand ihrer Mutationsanalysen konnten sie bereits
zeigen, dass eine Mutante mit deletierter TMDZ1 immer noch lytisch aktiv ist'%, Der postulierte
lochbildende Charakter der TMD2 des Pinholins konnte nun auch erstmalig durch ein
fluoreszenzbasiertes Leakage-Experiment bewiesen werden®3°. Bereits bei einem molaren
Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 400 induziert die TMD2 in POPC LUVs etwa 30 %
Leakage. Demnach wurden Ldcher in der Vesikelmembran ausgebildet, durch welche die in
den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore entweichen konnten (siehe Abb. 36). Ab einem
molaren Peptid- zu Lipidverhdltnis von 1 zu 150 induziert die TMD2 dann ein massives
Leakage in POPC LUVs™.

Um die biologische Relevanz des durch das TMD2 Fragment induzierten Leakage zu
bestatigen, konnten kiirzlich noch Messungen am Pinholin S?'68 durchgefiihrt werden.
Die ANTS/DPX-Leakage-Messungen eines synthetisch hergestellten Pinholins zeigen, dass
dieses in demselben Ausmal} ein Ausstromen aus den Vesikeln induziert wie das TMD2
Fragment (Abb. 57). Demnach scheint die im Pinholin Gesamtkonstrukt vorhandene TMDL1 die
Lochbildung nicht zu beeinflussen. Die postulierte regulatorische Funktion der TMD1 wahrend
der Lyse®3667 konnte demnach nicht beobachtet werden, was aber daran liegen konnte, dass
die TMD1 des Pinholins in POPC Membranen schon geflippt vorliegt. Die geflippte
Orientierung der TMD1 des Pinholins zeigen auch die EPR-Messungen von T. AHAMMAD
et al.1%2. AuRerdem ist es moglich, dass sich die TMD1 des Pinholins bei der Rekonstitution in
den Lipidvesikeln erst gar nicht einlagert, sondern direkt eine oberflachengebundene

Orientierung einnimmt und somit das Pinholin in seinem lytisch aktiven Zustand vorliegt.
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Abbildung 57: ANTS/DPX-Leakage Messungen der TMD2 und des Pinholins S?%68 in POPC LUVs

Die TMD2 und das Pinholin wurden in verschiedenen molaren Peptid- zu Lipidverhéltnissen (P/L) in POPC Vesikeln
rekonstituiert und die Messungen wurden bei 22 °C durchgefiihrt. Die Mittelwerte der Leakage-Werte nach 900 s aus zwei
beziehungsweise drei unabhangigen Messreihen und deren Standardabweichung sind aufgetragen. Das Pinholin induziert
ebenfalls Leakage (dunkelrote Balken) und dies etwa in demselben AusmaRB wie die TMD2 (dunkelgriine Balken%).

4.2.1 Einfluss verschiedener Lipidsysteme auf den lochbildenden Charakter der TMD2

Nachdem zum ersten Mal mittels einer biophysikalischen Methode der lochbildende Charakter
der TMD2 des Pinholins S?168 experimentell bestétigt werden konnte, wurde die Lochbildung
in komplexeren Lipidsystemen untersucht. Da sich das Pinholin in die innere
Bakterienmembran von E. coli einlagert®®, wurde zunichst das Lochbildungsverhalten der
TMD?2 in Membranen, deren Zusammensetzung an die innere E. coli Membran angelehnt ist,
analysiert (siehe Abb. 39). In diesem Lipidsystem (POPE/POPG/TOCL (72:23:5)) konnte
zundchst bei niedrigen Peptidkonzentrationen kaum ein Auslaufen der Fluorophore aus den
Vesikeln detektiert werden. Erst bei erhdhter Peptidkonzentration induziert die TMD2 ein
massives Leakage. Demnach scheint die Lochbildung der TMD2 eine stark ausgepragte
Abhéangigkeit von der vorhandenen Peptidkonzentration zu besitzen. Bei dem von T. PANG
et al. postulierten Mechanismus des Pinholins ist die Ausbildung der Lécher in der Membran,
also die Lyse des Bakterienwirts, ebenfalls konzentrationsabhangig. Demnach soll nach
Erreichen einer kritischen Konzentration an inaktiven Pinholin-Homodimeren die Lochbildung
durch das Flippen der TMD1 des Pinholins aus der Membran initiiert werden®®36, Bei den
durchgefiihrten ANTS/DPX-Leakage-Messungen erfolgte jedoch keine Regulation durch die
TMD1, da hier die lochbildende TMD?2 isoliert betrachtet wurde. Eventuell wird jedoch der
Zeitpunkt der Lyse des Bakterienwirts nicht nur durch das Flippen der TMD1 und durch das
Antipinholin, welches einen inhibierenden Charakter besitzt, reguliert, sondern die
Lipidzusammensetzung konnte die Lochbildung zusétzlich beeinflussen. Mdoglich sind
Interaktionen des positiv geladenen C-Terminus der TMD2 mit der negativ geladenen

91



DISKUSSION

Lipidkopfgruppe von POPG. Diese Interaktion konnte die Oligomerisierung der TMD2
zundchst hemmen und erst bei Vorliegen einer hohen Peptidkonzentration wirden sich die
Helices generell schon sehr nahekommen und konnten leichter miteinander interagieren und
effektiv Locher ausbilden. Diese Hypothese wird zudem bekréftigt, da die Untersuchung des
lochbildenden  Charakters der TMD2 in Lipidsystemen mit unterschiedlichen
Kopfgruppenstrukturen zeigte, dass die Lochbildung in PG-enthaltenen Vesikeln gerade bei
Vorliegen von geringen Peptidkonzentrationen gehemmt wird. Hingegen fordern die
vorhandenen PE-Lipide, welche (ber eine kleine Kopfgruppe verfiigen und somit eine negative
Kriimmung der Membran bewirken*°, das Austreten der eingeschlossenen Fluorophore (siehe
Abb. 39).

Des Weiteren wurde der lochbildende Charakter der TMD2 auch bezogen auf den Einfluss der
hydrophoben Dicke der Lipiddoppelschicht untersucht, wobei hierflr lediglich Lipide mit
einfach ungeséttigten Lipidacylketten verwendet wurden (siehe Abb. 40). Da die
Phasentibergangstemperatur  von Lipiden mit langen geséttigten Lipidacylketten
vergleichsweise hoch ist und daher nicht gewéhrleistet werden konnte, dass sich die Lipide
wéhrend der gesamten Messzeit in ihrer flussigkristallinen Phase befinden, wurden diese Lipide
nicht fur die Funktionsanalyse der TMD2 verwendet. Im Allgemeinen lasst sich der Trend
erkennen, dass mit zunehmender hydrophober Dicke der Membran die Tendenz der
Lochbildung steigt. Die Korrelation dieser Beobachtung mit der Orientierung der TMD2 in
diesen Lipiden zeigt, dass je aufrechter die TMD2 in der Membran insertiert ist, desto starkeres
Leakage wird induziert. Vermutlich kénnen sich die Helices aufgrund ihrer geneigten
Orientierung nicht so leicht zu einem Loch zusammenlagern. Erst die Leakage-Daten der
TMD2 in den extrem dicken DErPC Membranen mit einer hydrophoben Dicke von 34,4 A%
folgen nicht mehr diesem Trend. Das induzierte Leakage der TMD2 in DErPC LUVs ist
geringer als in den diinneren Lipiddoppelschichten aus DEiPC (dc = 30,6 A'??) und DOPC
(de = 26,8 A'?). Eine mégliche Erklarung wére, dass die TMD2 die extrem dicke DErPC
Membran nicht mehr vollstandig durchspannen kann, da die hydrophobe Dicke der Membran
gerade mit der Lange der TMD2 (34,5 A) iibereinstimmt und somit eine Lochbildung erschwert
wirde. Auf der anderen Seite kdnnte dieses Ergebnis aber auch auf das beobachtete Artefakt
des TMD2 Fragments zurtickzufihren sein. Die TMD2 liegt aufgrund ihres amphiphilen
Charakters sowohl transmembran als auch geflippt vor, wobei der Anteil an geflippter TMD2
mit zunehmender hydrophober Dicke steigt und ein Austrocknen der NMR-Probe diesen Effekt

noch verstarkt. In den fluoreszenzbasierten Experimenten verschiebt sich das Gleichgewicht
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zwischen insertierter und geflippter TMD2 wahrscheinlich auf die Seite der insertierten TMD2,
da hier die Lipide in einer vollstindig hydratisierten Umgebung vorliegen.
Unter Beriicksichtigung, dass das ®N-NMR-Spektrum der TMD2 in DErPC Membranen nur
ein Signal einer oberflachengebundenen Helix aufzeigte (siehe Abb. 28), ist anzunehmen, dass
sich in den DErPC LUVs das Gleichgewicht nicht vollstdndig auf die Seite der insertierten
TMD2 verschiebt. Demnach befindet sich die TMD2 vermutlich in den DErPC LUVs vermehrt
in ihrem geflippten Zustand, was das verringerte Leakage, im Vergleich zu dem in DEiPC und

DOPC, ebenfalls erklaren wiirde.

4.2.2 Einfluss des Glycin-Zipper Motivs der TMD2 auf die Lochbildung

Die Festkorper-°N-NMR-Messungen der TMD2 in DMPC Membranen zeigten, dass ein
polarer Streifen, bestehend aus dem erweiterten rechtsgangigen Glycin-Zipper Motiv
Ga0xXXS44xxXGag und drei polaren Aminosauren (Ts1, Tss, Nss), seitlich entlang der geneigten
Helix positioniert ist'*°. Aufgrund dieser Orientierung der Helix ist das Glycin-Zipper Motiv
auf der TMD2 frei fur laterale Helix-Helix Interaktionen. Um zu untersuchen, ob die
Dimerisierung und anschlieBende Oligomerisierung der TMD2 tatsachlich durch ein Glycin-
Zipper Motiv vermittelt wird und welche Aminosduren dabei essentiell sind, wurden
verschiedene TMD2 Mutanten generiert. Durch entsprechende Mutationen der Glycine
beziehungsweise des Serins zu Alanin wurde dieses maogliche Interaktionsmotiv ganz oder
teilweise zerstort. Die Ermittlung der Sekundarstruktur der verschiedenen Glycin-Zipper
Mutanten der TMD?2 zeigte, dass die eingefligten Mutationen die a-helikale Faltung der TMD2
nicht beeinflussen (siehe Abb. 42A). Die Untersuchung der Membranorientierung der Glycin-
Zipper Mutanten der TMD?2 zeigte, dass einige Mutationen die TMD?2 starker in der Membran
verankern (siehe Abb. 42B). Das ®N-NMR-Spektrum des TMD2 Wildtyps zeigte, dass zwar
ein Grofdteil der TMD2 in POPC Membranen eine aufrechte transmembrane Orientierung
einnimmt, aber auch ein geringer Anteil auf der Oberflache der Membran lokalisiert ist (siehe
Abb. 33). Im Gegensatz dazu sind fast alle untersuchten Glycin-Zipper Mutanten der TMD2
fest in der Membran insertiert, da die entsprechenden SROCD-Spektren keine Bande bei
208 nm aufzeigten (siehe Abb. 42B). Demnach scheint diese, wenn auch nur leicht verénderte
Hydrophobizitat der Mutanten die Helix besser in der Membran zu verankern und ein Flippen
auf die Oberflache zu unterdriicken. In der Hydrophobizitatsskala nach D. EISENBERG et al.
wird Glycin ein Wert von 0,48 zugeschrieben und der Wert der hydrophoberen Aminosaure

Alanin betragt 0,621741%, Bei Betrachtung der Differenz zwischen den beiden Werten wird
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deutlich, dass sich deren Hydrophobizitat nicht stark voneinander unterscheidet. Die TMD2
Mutanten, bei denen nur ein Glycin zu Alanin mutiert wurde, verhalten sich daher auch analog
wie der TMD2 Wildtyp und flippen aus der Membran. Unerwartet ist jedoch, dass die TMD2
Mutante GsoA nicht aus der Membran flippt, was vermuten l&sst, dass das Alanin an dieser
Position stabilere hydrophobe Interaktionen eingehen kann und daher in der Membran gehalten
wird. Bei der TMD2 Mutante SaA wurde ebenfalls nur eine Aminosaure mutiert, allerdings ist
diese Aminosaure mit einem Wert von -0,18 nach der Hydrophobizitatsskala nach
D. EISENBERG et al. deutlich hydrophiler!™17> weshalb durch die Mutation zu Alanin das
Flippen der Mutante auf die Oberflache der Membran verhindert wird. Sofern mehrere Glycine
beziehungsweise zusatzlich das Serin substituiert wurden, wird die Hydrophobizitat der TMD2
Mutanten stérker beeinflusst, weshalb diese fest in der Membran verankert werden. Durch das
Einfugen der Mutationen wurde folglich das artifizielle Flippen des TMD2 Fragments aus der
Membran unterdrickt.

Basierend auf den ANTS/DPX-Leakage-Messungen der verschiedenen Glycin-Zipper
Mutanten der TMD2 konnte erstmalig mittels einer biophysikalischen Methode bewiesen
werden, dass ein Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 eine entscheidende Rolle wéhrend der
Lochbildung in der Membran einnimmt. Sofern das Glycin-Zipper Motiv (GaoxXXS4sXXXGag)
sowie das direkt benachbarte Glycin Gas zerstort wurden (TMD2 G40AG43AS14AG4sA), konnte
nahezu kein Auslaufen der in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore detektiert werden
(siehe Abb. 43). Demnach wird die Wechselwirkung zwischen den TMD2 des Pinholins Uber
ein Glycin-Zipper-Motiv, welches ein bekanntes Interaktionsmotiv von helikalen Segmenten
darstellt'%1 vermittelt. Die Leakage-Messungen der TMD2 Ga0AS1AGasA (siehe Abb. 45),
bei welcher nur das Glycin-Zipper Motiv deletiert wurde, zeigten, dass die Mutante das
Entweichen der in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore in demselben Ausmald hemmt.
Folglich ist das Glycin-Zipper Motiv der TMD?2 das entscheidende Interaktionsmotiv zwischen
den Helices bei der Ausbildung des Lochs.

Anhand der Einfachmutanten der TMD2 konnte abgeschatzt werden, welche der Aminosauren
eine entscheidende Rolle wéhrend der Ausbildung der Locher einzunehmen scheint. Die beiden
Glycine Gao und Gus sind beide Teil des Glycin-Zipper Motivs, jedoch unterdriickt die TMD2
Ga0A Mutante die Lochbildung in einem starkeren Ausmalf als die TMD2 GasA (siehe Abb. 44).
Uberraschenderweise zeigte die TMD2 GassA, welche dem Glycin-Zipper Motiv nur benachbart
ist, einen relativ starken Effekt und hemmt die Ausbildung der Lécher sogar starker als die

TMD2 GasA (siehe Abb. 44). Dies ist eventuell darauf zurtickzufiihren, dass das Gaz auch am
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Aufbau des aktiven Dimers beteiligt sein konnte. Im aktiven Pinholin-Dimer, welches sich nach
dem Flippen der TMD1 aus der Membran gebildet hat, wirde das Vi1 der zweiten TMD2
perfekt in die durch das Gasz gebildete Tasche passen und das Dimer stabilisieren. Die beiden
Aminosauren Gaz und Gag sind vermutlich am Aufbau des Lochs beteiligt und kénnten dieses
durch Interaktionen zwischen V41-Gas sowie Gag-Lso stabilisieren. Interessanterweise erhielten
T. PANG et al. tatsdchlich Lyse-defekte Pinholine, sofern die Aminosduren Gaz und Gag mutiert
wurdent®,

Neben den drei verschiedenen Glycinen wurde auch das zentrale Serin des Glycin-Zipper
Motivs zu Alanin mutiert. T. PANG et al. konnten bereits anhand ihrer Mutationsanalyse zeigen,
dass durch die Mutation des Serins zu Cystein die Lyse in lebenden Zellen vollstdndig gehemmt
wurde®®. Die ANTS/DPX-Leakage-Messungen der TMD2 Ss4A Mutante konnten bestatigen,
dass das zentrale Serin des Glycin-Zipper Motivs eine entscheidende Rolle wéhrend der
Lochbildung einnimmt und demnach Interaktionen der Helices vermittelt. Verglichen zu den
anderen Einfachmutanten hemmt die TMD2 S4sA Mutante zudem die Lochbildung in einem
deutlich starkeren AusmaR. Die Mutation einer einzigen Aminosdure beeinflusst den
lochbildenden Charakter der TMD?2 derart stark, dass selbst bei hohen Peptidkonzentrationen
ein Leakage von 60 % induziert wird (P/L = 1:50). Bei niedrigen Peptidkonzentrationen
induziert die Mutante nur sehr geringes Leakage (siehe Abb. 44)'®, Basierend auf den
durchgefiihrten NMR-Studien der TMD?2 zeigt die Seitenkette des Sas direkt in das Innere des
Lochs, weshalb das zentrale Serin vermutlich eher am Aufbau der aktiven Pinholin-Dimere
beteiligt ist und nicht an der eigentlichen Ausbildung des Lochs. Da sich bei hohen
Peptidkonzentrationen die Helices generell schon sehr nahekommen, wére die vorherige
Bildung eines aktiven Dimers hier nicht so kritisch. Sofern allerdings die Konzentration an
Pinholinen relativ gering ist, ist vermutlich die spezifische Bildung der aktiven Dimere von
groRerer Bedeutung. Die Tendenz der Mutante bei hohen Peptidkonzentrationen trotzdem
Locher auszubilden, kénnte demnach auch auf das Verdichten der Helices in der Membran
zuriickzufithren sein®*°. Diese Hypothese wiirde zudem auch die Bedeutung der Konzentration
an Pinholinen in der inneren Bakterienmembran bekraftigen®’.

Die TMD2 Gs0AG4A Mutante, bei welcher die beiden &ufReren Aminoséuren des Glycin-
Zipper Motivs gegen Alanin substituiert wurden, hemmt die Lochbildung relativ stark.
Im Gegensatz dazu nimmt die TMD2 G4AGa43A, bei welcher ebenfalls zwei Aminosauren
mutiert wurden, keinen so groRen Einfluss (siehe Abb. 45). Anhand dieses Vergleichs wird

deutlich, dass das Glycin-Zipper Motiv das entscheidende Interaktionsmotiv bei der
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Ausbildung der Locher ist. Des Weiteren kann ein Vergleich der TMD2 G40AS4AGsA
Mutante mit der TMD2 Gs0AG43AG4A, bei welcher lediglich die drei Glycine deletiert
wurden, die grolle Bedeutung des Sas wahrend der Lochbildung ebenfalls bestatigen (siehe
Abb. 45). Obwohl in beiden Féllen drei Aminosauren mutiert wurden, wird die Lochbildung
der TMD2 G40AG43AG4gA nicht so stark beeinflusst wie bei der TMD2 G40AS4sAGagA.

Die ANTS/DPX-Leakage Messungen konnten demnach zeigen, dass das Glycin-Zipper Motiv
eine entscheidende Rolle wahrend der Lochbildung einnimmt, wobei gerade dem zentralen

Serin des Glycin-Zipper Motivs eine grofie Bedeutung zugeschrieben werden kann.

4.2.3 Untersuchung der GroRe des durch die TMD?2 gebildeten Lochs

Elektronenmikroskopische Aufnahmen in Lipid-freier Umgebung und molekulardynamische
Simulationen von T. PANG et al. postulieren, dass das durch Pinholine gebildete Loch einen
Durchmesser von etwa 1,5 nm besitzt®. Zur Untersuchung der tatsichlichen GréRe des in der
Membran ausgebildeten Lochs wurde ein modifiziertes Leakage-Experiment durchgefihrt.
Hierfur wurden unterschiedlich groBe Fluorophore in Vesikeln eingeschlossen und deren
Fluoreszenz wurde durch einen von auflen zugegebenen Antikdrper gequencht, sofern diese
durch die gebildeten Locher entweichen konnten. Das Carboxyfluorescein mit einem
Durchmesser von etwa 1 nm konnte ungehindert aus den durch die TMD2 gebildeten Léchern
in den POPC LUVs entweichen. Der etwas groere Fluorophor FD4, ein an Fluorescein-
isothiocyanat gekoppeltes Dextran mit einem Molekulargewicht von etwa 4 kDa, entwich
etwas langsamer, aber dennoch wurde die Fluoreszenz von 70 % der FD4 Molekdle gequencht.
Hingegen war es den grélReren Fluorophoren (FD20, FD40, FD70) nicht moglich, effektiv aus
den Vesikeln zu entweichen (sieche Abb. 48)1°. Basierend auf dem geschatzten
hydrodynamischen Radius des verwendeten FITC-Dextrans FD4 mit 1,4 nm*3, sollte der
Durchmesser des von der TMD2 gebildeten Lochs nicht groRer als 2,8 nm sein. Somit konnte
erstmalig experimentell bestétigt werden, dass Pinholine tatsédchlich nur winzige Ldcher,
sogenannte pinholes, mit einer definierten GroRe ausbilden®®, Die Diffusion kleiner
Molekdile und lonen ber die Membran wird demnach ermdglicht, wohingegen es fiir Proteine
mit einer typischen GroRe zwischen 3 nm und 6 nm zu klein ist}’®. Im biologischen System
bricht aufgrund der durch die pinholes ermdglichten Diffusion der lonen Uber die innere
Bakterienmembran die PMF zusammen und letztendlich wird die Lyse des Bakterienwirts
eingeleitet®®®, Die Tatsache, dass die aus den Fluorescein-Leakage-Messungen bestimmte

LochgréRe einen etwas groBeren Wert annimmt als der von T. PANG et al. postulierte®®, kann
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darauf zurlickzufiihren sein, dass es sich bei den verwendeten FITC-Dextranen nicht um
kugelférmige Molekile, sondern um Ellipsoide handelt'®*. Solche Rotationsellipsoide weisen
zwei verschiedene Radien auf, einen entlang der Langsachse und einen zweiten entlang der
Querachse. Der Radius der langen Achse liegt fir FD4 bei 2,4 nm und der der kurzen Achse
bei 1,1 nm'*®. Je groRer das Dextran, desto extremer werden die Unterschiede zwischen den
Radien der L&ngs- und Querachse. Die ermittelten Radien des FITC-Dextrans FD20 weichen
mit 13,7 nm und 1,6 nm bereits deutlich voneinander ab. Somit definieren die vom Hersteller
angegeben hydrodynamischen Radien nicht exakt die Radien der verwendeten Dextrane.
Das gebildete Loch kdnnte demnach gerade groR genug sein, dass das FD4 entlang seiner
Langsachse mit einem effektiven Durchmesser von etwa 2nm hindurchtreten kann.
Des Weiteren ist zu vermerken, dass die Produktspezifikation des gekauften FD4 zeigt, dass es
sich hier um ein Gemisch aus den FITC-Dextranen FD3, FD4 und FD5 handelt, sodass hier
hdchstwahrscheinlich hauptsachlich das kleinere FD3 in einer signifikanten Menge aus den
Vesikeln entweichen konnte*°,

Das groRenselektive Fluorescein-Leakage-Experiment wurde ebenfalls in den extrem dicken
Membranen aus DErPC durchgefiihrt. Die Festkorper->N-NMR-Messung der TMD?2 in diesem
Lipid zeigte, dass die TMD2 vollstandig auf der Oberflache lokalisiert ist (siehe Abb. 28).
Wie bereits erwahnt, ist das beobachtete Flippen der TMD2 in Lipiden mit ungesattigten
Lipidacylketten allerdings ein Artefakt aufgrund der Verwendung eines TMD2 Fragments,
welches einen amphiphilen Charakter aufweist. Dieser Effekt wird zudem durch das
Austrocknen der NMR-Probe noch verstérkt. Da sich die Lipide allerdings wahrend den
Fluoreszenzmessungen in einem vollstdndig hydratisierten Zustand befinden, sollte ein
Grofteil der TMD2 trotzdem noch insertiert sein. Um dennoch auszuschlielen, dass das
beobachtete Auslaufen der DErPC Vesikel bei hohen Peptidkonzentrationen durch
Leckschlagung durch oberflichengebundene Peptidanteile hervorgerufen wurde!®1% (siehe
Abb. 40), wurde das groRRenselektive Fluorescein-Leakage-Experiment ebenfalls in DErPC
durchgefiihrt. Die Messungen zeigten, dass die TMD2 auch in diesem Lipidsystem Ldcher mit
einer definierten GrofRe ausbildet (siehe Abb. 49). Die Tendenz des Ausstrdmens der
unterschiedlich grofRen Fluorophore entspricht der in POPC LUVSs, demnach weisen die in
DErPC und POPC gebildeten Locher dieselbe GroRe auf. Eine durch die oberflachengebundene
TMD?2 ausgeltste unspezifische Lochbildung in Lipiden mit einfach ungesattigten Acylketten
kann demnach ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis stiitzt somit die Aussage, dass die

TMD2, sofern die Lipide in einer vollstandig hydratisierten Umgebung vorliegen, wie bei den
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fluoreszenzbasierten Leakage-Experimenten, eine Uberwiegend transmembrane Orientierung
einnimmt und das beobachtete Flippen auf das Austrocknen der OCD- und Festkorper-°N-

NMR-Proben zurtickzufihren ist.

4.2.4 Untersuchung des Oligomerisierungsgrads der TMD?2

Mittels FRET-Spektroskopie sollte der Oligomerisierungsgrad der TMD2 in dem gebildeten
Loch ermittelt werden. T. PANG et al. postulieren, basierend auf ihren molekulardynamischen
Simulationen und Crosslink-Experimenten, ein heptameres Loch®. Die durchgefiihrten
Festkorper->N-NMR-Messungen der TMD2 sowie die groRenselektiven Fluorescein-Leakage-
Messungen waren ebenfalls mit einem heptameren Loch kompatibel. Fur die FRET-Messungen
wurde ein Peptid- zu Lipidverhéltnis gewéhlt, bei dem einerseits ausreichend Peptide fiir eine
effektive Lochbildung in der Membran vorhanden sind und andererseits die
Peptidkonzentration nicht zu hoch ist, damit sich die Peptide nicht generell schon sehr
nahekommen. Bei dem verwendeten molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis von 1 zu 150 konnte
bereits gezeigt werden, dass die TMD2 in POPC LUVs uber 90 % Leakage induziert (siehe
Abb. 36), daher konnte angenommen werden, dass sich die TMD2 Uberwiegend zu einem
Oligomer zusammengelagert hat und die Bestimmung des Oligomerisierungsgrad des
gebildeten Lochs unter diesen Bedingungen méglich sein sollte. In POPC LUVs ergab sich aus
den FRET-Messungen fur die TMD2 der Oligomerisierungsgrad eines Trimers (siehe Abb.
50A). Bei genauerer Betrachtung eines heptameren Lochs in der Membran féllt auf, dass die
Helices bei einer heptameren Anordnung untereinander relativ weit voneinander entfernt sind
und sich daher nicht alle in unmittelbarer Nahe befinden. Voraussetzung fiir einen
Energietbertrag ist jedoch die rédumliche Na&he des Donormolekils zu seinem
Akzeptormolekil. Zudem wirde bei einer heptameren Anordnung der TMD2, welche auf den
durchgefiihrten >N-NMR-Studien der TMD2 basiert, das Tryptophan (Wss) der TMD2 zur
néchsten Helix gerichtet sein und demnach nicht direkt ins Innere des Lochs weisen. Somit sind
die Abstande zwischen den Helices in dem ausgebildeten Loch flr einen effektiven
Energietransfer zu grofl3 und daher ist lediglich der Energietransfer zu den nachsten Nachbarn
maoglich. Demnach kann mittels FRET-Spektroskopie auch bei Vorliegen eines oligomeren
Lochs lediglich ein Trimer detektiert werden (Abb. 58).
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Abbildung 58: Interpretation der FRET-Ergebnisse der TMD?2

Gezeigt ist die Aufsicht eines aus der TMD2 (gelb) gebildeten heptameren Lochs in der Membran (grau), welches von T. PANG
et al.% postuliert wird. Bei solch einer heptameren Anordnung wiirde laut den durchgefiihrten NMR-Studien der TMD2 das
Tryptophan Wse (kleiner schwarzer Punkt) nicht in das Innere des gebildeten Lochs weisen, sondern zur ndchsten Helix
gerichtet sein. Bei dieser Anordnung sind jedoch die Abstdnde zwischen den Helices fur einen effektiven Energietransfer
untereinander zu groB. Aus diesem Grund kann bei den FRET-Messungen nur ein Trimer detektiert werden (durchgezogene
Linien) und die anderen vorhandenen Helices kénnen nicht detektiert werden (gestrichelte Linien).

Interessant sind die FRET-Ergebnisse der TMD2 in POPC/POPG (7:3) LUVs, welche auf ein
Dimer hindeuten (siehe Abb. 50B). Unter Bertcksichtigung der Ergebnisse aus den
ANTS/DPX-Leakage-Messungen, welche zeigten, dass die TMD2 in POPC/POPG (7:3) LUVs
weniger als 5 % Leakage induziert (P/L = 1:150) (siehe Abb. 39), kann darauf geschlossen
werden, dass die TMD?2 in diesem Lipidsystem keine Locher in der Membran ausgebildet hat,
sondern als aktives Dimer vorliegt. Demnach konnte mittels FRET-Spektroskopie zwischen
dem aktiven Dimer und dem gebildeten Loch unterschieden werden. Allerdings war es nicht
maoglich den exakten Oligomerisierungsgrad der TMD2 im Loch zu bestimmen, da die
Abstande der Helices fir einen effektiven Energielibertrag untereinander zu grof3 sind und daher

lediglich ein Trimer detektiert wurde.

4.3 Strukturelle Charakterisierung der TMD1 des Pinholins S?'68

Neben der vollstandigen Charakterisierung der TMD2 wurde auch die TMD1 des Pinholins
strukturell und funktionell untersucht. Das verwendete Fragment der TMD1 erwies sich im
Gegensatz zu dem TMD2 Fragment als wasserloslich, was fur TMDs eher ungewdhnlich ist.
Die SRCD-Spektroskopie zeigte, dass die TMD1 in Wasser allerdings nicht unstrukturiert
vorliegt, sondern sich zu antiparallelen p-Faltblattern zusammenlagert (siehe Abb. 52A).
Auch bei einer Zugabe der TMD1 zu Vesikeln aus POPC beziehungsweise POPC/POPG (7:3)
nimmt sie nicht die erwartete a-helikale Struktur ein, sondern lagert sich zu antiparallelen,
vermutlich teilweise aggregierten S-Faltblattern zusammen, wobei sie in POPC/POPG (7:3)

Vesikeln anteilig auch als p-Schleifen vorliegt (siehe Abb. 52A). Unter Berlicksichtigung, dass
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die TMD1 des Pinholins dazu befahigt sein soll aus der Membran zu flippen®3®’, ist es
wahrscheinlich, dass sich die TMD1 in den untersuchten Membran-imitierenden
Modellsystemen gar nicht erst in die Membran einlagert, sondern direkt eine
oberflachengebundene Orientierung einnimmt. Sofern die TMD1 allerdings in Detergenz-
Mizellen aus SDS vorliegt, nimmt sie eine a-helikale Struktur ein (siehe Abb. 52B).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die TMD1 nur a-helikal gefaltet vorliegt, sofern sie
sich in einer hydrophoben Umgebung befindet. Durch das Flippen der Helix auf die Oberflache
konnte es zu einer Umfaltung des Peptids zu antiparallelen g-Faltblattern kommen. Zudem zeigt
auch das SRCD-Spektrum des Pinholin Gesamtkonstrukts kein reines a-helikales Spektrum,
sondern deutet auf einen gewissen Anteil an antiparallelen g-Faltblatt Strukturen hin, da die
negative Bande bei 209 nm nur schwach ausgepragt ist und zudem die zweite negative Bande
zu kurzeren Wellenlangen hin verschoben ist (Abb. 59). Dies ist vermutlich auf eine Umfaltung

der geflippten TMD1-Anteile zuriickzufuhren.

38}
1

<

Elliptizitit [mdeg]

"

'4 T T T T T T T 1
180 190 200 210 220 230 240 250 260

Wellenlinge [nm]

1
[\S)
1

Abbildung 59: SRCD-Spektrum des Pinholins S*'68 in POPC Vesikeln

Das synthetisch hergestellte Pinholin wurde in POPC Vesikeln rekonstituiert (P/L = 1:50) und die Messung wurde bei 22 °C
durchgefihrt. Das erhaltene SRCD-Spektrum weist eine positive Bande bei 195 nm und zwei negative Banden bei 209 nm und
220 nm auf. Da die negative Bande bei 209 nm allerdings schwécher ausgeprégt ist und die zweite negative Bande zu kiirzeren
Wellenldngen hin verschoben ist, scheint das Pinholin in einem gewissen Anteil auch als antiparallele g-Faltblétter vorzuliegen.

Die strukturelle Charakterisierung der TMD1 und die Ergebnisse aus der Analyse des Pinholins
deuten somit stark darauf hin, dass die TMDZ1 lediglich in ihrer transmembranen Orientierung
a-helikal gefaltet vorliegt. Sobald die TMD1 aus der Membran flippt und daraufhin eine

oberflachengebundene Orientierung einnimmt, erfolgt vermutlich eine Umfaltung zu
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antiparallelen g-Faltblatt Strukturen. Diese Umfaltung wiirde eine erneute Insertion der TMD1
in die Membran verhindern und so das von der TMD2 gebildete Loch stabilisieren.

Mittels EPR-Messungen untersuchten T. AHAMMAD et al. die Membranorientierung der TMD1
im Pinholin S?'68 sowie in einer lytisch inaktiven irs-Mutante!?1%, Die irs-Mutante des
Pinholins sollte durch seine zusétzlichen positiven Ladungen am N-Terminus (siehe Abb. 14)
den inhibitorischen Charakter eines Antipinholins verstarken. T. PANG et al. konnten bereits
anhand ihrer Mutationsanalysen zeigen, dass solch eine irs-Mutante lytisch inaktiv ist®367:101,
Die EPR-Studien von T. AHAMMAD et al. konnten nun zeigen, dass beide TMDs der inaktiven
irs-Mutante in der Membran insertiert sind'®. Im Gegensatz dazu nimmt im aktiven Pinholin
nur die TMD2 eine transmembrane Orientierung ein, wéhrend die TMD1 in einem geflippten
Zustand auf der Membranoberflache vorliegt'%2. Kirzlich konnten zudem erste Festkorper-1°N-
NMR-Messungen eines synthetisch hergestellten Antipinholins S?71 und eines Pinholins
S2168 in POPC Membranen durchgefiihrt werden, wobei jeweils deren TMD1 (**N-A12) und
TMD2 (**N-Lus) selektiv *N-markiert wurden. In dem **N-NMR-Spektrum des Antipinholins
sind lediglich Signale im Bereich einer insertierten Helix erkennbar, demnach nehmen beide
TMDs des lytisch inaktiven Antipinholins eine transmembrane Orientierung ein (Abb. 60A).
Das ®N-NMR-Spektrum des Pinholins weist ebenfalls Signale im Bereich einer insertierten
Helix auf, welche der TMD?2 des Pinholins zugeordnet werden kénnen (Abb. 60B). Zudem sind
nun auch Signale erkennbar, welche auf der Oberflache lokalisierten Peptidanteilen zugeordnet
werden konnen. Folglich ist die TMD1 des Pinholins in POPC Membranen nicht mehr in der
Membran insertiert, sondern liegt in ihrem geflippten Zustand auf der Oberflache der Membran
vor. Erstmalig konnte mittels Festkorper-1°N-NMR-Spektroskopie die Membranorientierung
des Antipinholins und des Pinholins bestimmt werden, welche mit der ermittelten Orientierung
aus den EPR-Messungen von T. AHAMMAD et al. Ubereinstimmen!®?1%, Diese Ergebnisse
liefern somit den ersten experimentellen Beweis fur das postulierte Modell von T. PANG et al.,
bei der die TMD1 zur Aktivierung auf die Membran flippt. Die ermittelte Membranorientierung
steht zudem im Einklang mit den Ergebnissen der ANTS/DPX-Leakage Messungen, welche
zeigten, dass das Pinholin Locher in der Membran ausbildet (siehe Abb. 57). Da die TMD1 auf
die Oberflache geflippt ist, liegen die Pinholine in ihrem lytisch aktiven Zustand vor und die
Lochbildung wird nicht durch die TMDL1 reguliert.
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Abbildung 60: Festkorper-SN-NMR-Messungen des selektiv 1*N-markierten Antipinholins und Pinholins in POPC
Das synthetisch hergestellte **N-Asz, L4s markierte Antipinholin (A) sowie das >N-Auz, Lss markierte Pinholin (B) wurden in
makroskopisch orientierten POPC-Doppelschichten rekonstituiert (P/L = 1:50). Die Messungen wurden bei 35 °C von B. Sc.
Yannick Busch im Zuge seiner Bachelorarbeit durchgefihrt.

4.4  Funktionelle Charakterisierung der TMD1 des Pinholins S?'68

T. PANG et al. postulieren, dass die TMD1 eine rein regulatorische Rolle wéhrend der
Lochbildung einnimmt, indem die Lyse des Bakterienwirts durch das Flippen der TMD1 aus
der Membran initiiert wird®3®’. Demnach sollte die TMD1 allein nicht dazu befahigt sein,
Locher in der Membran auszubilden. Um diese These zu bestatigen, wurden fluoreszenzbasierte
Vesikel-Leakage-Messungen durchgefihrt. Die ANTS/DPX-Leakage-Messungen konnten
zeigen, dass kein Auslaufen der in den POPC Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore erfolgte
und somit die TMD1 keine Locher in der Membran ausbildet. Die Untersuchung der
Bindungsaffinitat der TMD1 zeigte allerdings, dass die TMD1 nur relativ schwach an die POPC
Vesikel bindet. Aufgrund der geringen Bindungsaffinitit wurde die TMD1 auch in
POPC/POPG (7:3) LUVs untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die positiv geladene
TMD1 starker an die negativen POPC/POPG (7:3) Vesikel bindet. Uberraschenderweise
induziert die TMDL1 in den POPC/POPG (7:3) LUVs bei sehr hohen Peptidkonzentrationen
(P/L= 1:25) allerdings nahezu 100 % Leakage, wohingegen sie bei sehr niedrigen
Konzentrationen (P/L = 1:400) kein Leakage induziert. Basierend auf den SRCD-Daten, die auf
p-Faltblatt/s-Schleifen Strukturen hindeuten, und der hohen Bindungsaffinitat an die Vesikel
liegt die Vermutung nahe, dass die hohe Tendenz des Ausstromens der in den Vesikeln
eingeschlossenen Fluorophore auf eine unspezifische Zerstérung der Vesikel, hervorgerufen

durch die Anh&ufung der TMD1 auf der Oberflache, zuriickzuftihren ist. A. LADOKHIN et al.
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konnten basierend auf einem solchen Experiment zeigen, dass in POPC Vesikel rekonstituiertes
Melittin Poren mit einer definierten Grof3e ausbildet, wohingegen in negativen POPG Vesikeln
ein nicht selektives, detergenzartiges Leakage erfolgt'®®. Auch M. N. MELO et al. beobachteten,
dass sich das Bindungsverhalten des antimikrobiellen Peptids Omiganan andert, sofern die
Vesikel negative PG-Lipide enthalten. Die Untersuchung der Bindungsaffinitat des Omiganan
in POPG Vesikeln zeigte bei niedrigen Lipidkonzentrationen eine unerklarliche, massive
Zunahme der Bindungsaffinitat'’. Solch ein Verhalten wurde auch bei der TMD1 in
POPC/POPG LUVs beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass die negative Lipidkopfgruppe

von POPG das Verhalten von Peptiden relativ stark beeinflusst.

4.5 Struktur- und Funktionsmodell des Pinholins S?!68 des Phagen ¢21

Das bisher von T. PANG et al. postulierte Modell fur den Mechanismus der Lochbildung des
Pinholins S?168 beruht auf unterschiedlichen Mutationsanalysen®3¢667:101 Sje postulieren, dass
zundchst beide TMDs des Pinholins in der inneren Membran des Bakterienwirts insertiert
vorliegen und sich Iytisch inaktive Pinholin-Homodimere ausbilden®®%®. Erst durch das
spontane Flippen der TMD1 aus der Membran in Richtung Periplasma werden die beiden
TMD2 in rdumliche Nahe gebracht und die nun aktiven Dimere kénnen homotypisch Gber ihr
Glycin-Zipper Motiv (GaoxxxSaaxxXxGag) miteinander interagieren®®®667.101  Nach Erreichen
einer kritischen Konzentration solcher aktiven Dimere in der Membran oligomerisieren diese
und lagern sich letztendlich zu einem heptameren Loch um®667:101,

Basierend auf der strukturellen und funktionellen Charakterisierung der TMD2 und der TMD1
postulieren wir ein neues Struktur- und Funktionsmodell fiir das Pinholin S?68 des
Phagen ¢21'®, Die Festkdrper-*>°N-NMR-Studien der TMD2 ermdglichten die Bestimmung
der Membranausrichtung der TMD2 und zeigten, dass ein Glycin-Zipper Motiv
(GaoxxxSasxxxGag) sowie weitere polare Reste (Tsi, Tss4, Nss) seitlich entlang der um 14°
geneigten Helix positioniert sind (Abb. 61A/B). Dieser hydrophile Streifen ist somit frei
zuganglich fir Helix-Helix Interaktionen*°. Trotz der fehlenden TMD1 des Pinholins in dem
untersuchten TMD2 Fragment kann Uber dessen Struktur im inaktiven Dimer spekuliert
werden. Die Mutationsanalysen von T. PANG et al. deuten darauf hin, dass Asz7, Ass, Va1, Sas,
La7 sowie Gag der TMD2 mit der TMD1 interagieren®’1%1, Diese Aminoséuren sind, bis auf Ass,
um das Glycin-Zipper Motiv herum positioniert beziehungsweise Teil des Motivs. Neben der
TMD?2 verfiigt auch die TMD1 Uber ein Glycin-Zipper Motiv (G1oxxXG14xXXG1g) sowie Uber

einen auf der gegeniiberliegenden Seite der Helix befindlichen polaren Streifen (Abb. 61C).
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S,0=0.91

Abbildung 61: Membranausrichtung der TMD2 sowie helical mesh der TMD2 und TMD1 des Pinholins $?168
Hydrophobe Aminoséuren sind in gelb, hydrophile in blau dargestellt und Glycine sind griin markiert. (A) Basierend auf den
durchgefiuhrten NMR-Studien der TMD2 konnte gezeigt werden, dass die TMD2 um 14° geneigt und relativ steif in der
Membran eingelagert vorliegt. Die Rotationsanalyse der TMD2 ergab, dass ein Glycin-Zipper Motiv (rot umrandet) sowie
mehrere polare Reste seitlich entlang der geneigten Helix positioniert sind und diese somit frei fir Helix-Helix Interaktionen
sind™®. (B) Das helical mesh der TMD2 ist gezeigt, wobei das Glycin-Zipper Motiv rot umrandet ist. (C) Das helical mesh der
TMD1 zeigt, dass diese ebenfalls ein Glycin-Zipper Motiv (G1oxxxG1axxxGis) aufweist (schwarz umrandet) und zudem auf
der gegentberliegenden Seite der Helix (links und rechts auf der helical mesh Projektion) mehrere polare Reste vorliegen.
Erstellt wurden die beiden helical mesh mittels der Protein-ORIGAMI-Webanwendung**® (Abbildung verandert entnommen
aus L. M. E. STEGER et al.*¥?).

T.PANG et al. postulieren, basierend auf ihren Mutationsanalysen, dass der GroRteil des Glycin-
Zipper Motivs (G, G4, Gi17, Go1, L2g) auf der TMD1 zu den Lipiden gerichtet ist.
Diese Annahme beruht darauf, dass eine Erhohung der Hydrophobizitat dieser Aminosauren
durch entsprechende Mutationen zu Leucin das Flippen der TMD1 verzdgerte. Hingegen wurde
durch die Mutation zu Glutamin die Polaritat erhéht und das Flippen der TMD1 beschleunigt!?.
Diese Anordnung der TMD1 im inaktiven Dimer erweist sich jedoch als energetisch unginstig,
da nach Flippen der TMD1 aus der Membran die hydrophilen Aminosauren den Lipiden
ausgesetzt waren. Vielmehr kénnen diese Mutationsdaten auch einfach darauf zurtickzufiihren
sein, dass es energetisch ungunstiger ist im geflippten Zustand der TMD1 die hydrophoberen
mutierten Aminosduren der hydrophilen Umgebung auszusetzen. Daher postulieren wir, dass
das rechtsgangige Glycin-Zipper Motiv auf der TMD1 mit dem frei zuganglichen Glycin-
Zipper Motiv auf der TMD2 interagiert (Abb. 62A)*%°. Aufgrund dieser Orientierung der
TMD1 ist dessen polarer Streifen frei fir intermolekulare Interaktion mit einem weiteren
inaktiven Pinholin. In der Mitte dieser polaren Oberflache der TMDL1 liegt das Ai2 und durch
Mutationsstudien von T. PANG et al. konnte gezeigt werden, dass der inhibitorische
Antipinholin Charakter der irs-Mutante durch Mutation dieses Alanins zu Leucin (irsS?'68a121)
beeintrachtigt wurde, sofern diese Mutante zusammen mit dem Pinholin Wildtyp vorlag und

Heterodimere ausgebildet hat'®. Demnach muss das Az an intermolekularen
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Wechselwirkungen im inaktiven Dimer beteiligt sein, was auch in unserem postulierten Modell
der Fall ware. Im Gegensatz zu dem bisher postulierten Helix-Biindel von T. PANG et al %610
sind die Helices der beiden inaktiven Pinholine nun allerdings in einer Linie angeordnet
(Abb. 62D)*.

Ausgehend von dem neuen inaktiven Pinholin Modell ist es der TMD1 nicht mdglich die
Lipiddoppelschicht komplett zu durchspannen, wodurch dessen geladener N-Terminus ins
Innere der Membran gezogen wird. Diese energetisch ungunstige Anordnung wirde somit die
transmembrane Orientierung der TMD1 destabilisieren und auch die Rolle der verlédngerten
Antipinholin Sequenz gut erklaren®*. Bisher postulieren T. PARK et al., dass der inhibitorische
Charakter des Antipinholins auf seiner zusatzlichen Ladung am N-Terminus zurtickzufuhren
ist®®. Der N-Terminus des Pinholins besteht aus den Aminosauren M4DsKg und im Antipinholin
sind es die Aminosduren M:K>S3MsDsKs. Allerdings ist fraglich, ob das Flippen der TMD1
derart stark durch eine einzige zusétzliche Ladung beeinflusst wird, zumal der N-Terminus des
Pinholins bereits eine negative und positive Ladung tragt. Basierend auf dem hier prasentierten
Strukturmodell fur das inaktive Pinholin wére der geladene N-Terminus der verlangerten
TMD1 des Antipinholins nicht mehr in der Lipiddoppelschicht lokalisiert, wodurch die
transmembrane Orientierung stabilisiert wiirde'®. Das Antipinholin wiirde die Ausbildung
aktiver Pinholin-Dimere verzégern, da seine transmembrane Orientierung der TMD1 nicht
destabilisiert ist. Die verlangerte Sequenz um das polare Serin und das basische Lysin scheint
von Natur aus eine gute Wahl zu sein, da diese in die Kopfgruppenregion der Membran
hineinragen koénnten und die Hydrophobizitat nicht erhéht wird, weshalb immer noch ein

verzogertes Flippen der TMD1 moglich ist**,
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Abbildung 62: Neues Struktur- und Funktionsmodell des Pinholins S'68 des Phagen ¢21

Basierend auf der strukturellen und funktionellen Charakterisierung der TMD2 und der TMDL1 stellen wir ein neues Struktur-
und Funktionsmodell des Pinholins S*'68 des Phagen ¢21 auf'®. (A) Gezeigt ist die vorgeschlagene Struktur des inaktiven
Pinholin-Dimers, bei welchem das Glycin-Zipper Motiv auf der TMD1 GioxxxGiaxxxGis mit dem Glycin-Zipper
GaoxxxSasxxxGag auf der TMD2 interagiert®°. (B) Das Modell des aktiven Dimers ist gezeigt, bei welchem die TMD1 aus der
Membran geflippt ist und sich zu antiparallelen g-Faltblattern auf der Membranoberflache umgefaltet hat. Das Glycin-Zipper
Motiv auf der TMD2 vermittelt die Ausbildung eines rechtsgéngigen Dimers. Stabilisiert wird diese Anordnung der Helices
durch Interaktionen zwischen Vai-Gas sowie Wechselwirkungen der polaren Aminosauren Tsi-Tsi, Nss-Nss und Tss-Ys21%,
(C) Gezeigt ist das vorgeschlagene heptamere pinhole (nur finf Pinholine sind gezeigt), in welchem sich die TMD2 zu einem
rechtsgangigen Loch zusammenlagert und der polare Streifen der TMD?2 ins Innere des Lochs zeigt (Glycin-Zipper Motiv ist
rot umrandet). Stabilisiert wird das pinhole durch Interaktionen zwischen Vai-Gaz und Gas-Lso'*® sowie vermutlich durch die
oberflachengebundene TMD1, welche als aggregierte s-Faltblatter vorliegt. (D) Aufsicht auf zwei zusammengelagerte inaktive
Dimere. Uber den polaren Streifen auf der TMD1 (blau) kénnen zwei inaktive Dimere, welche jeweils tber das Glycin-Zipper
Motiv (griine Punkte) auf der TMD1 und der TMD2 interagieren, miteinander wechselwirken. (E) Aufsicht auf das aktive
TMD2/TMD2 Dimer und die Wechselwirkung tber ihr Glycin-Zipper Motiv (griine Punkte), wobei die geflippte TMD1 nicht
gezeigt ist. (F) Aufsicht auf das durch rechtsgéngig angeordnete TMD2 gebildete pinhole, bei welchem das polare Serin (blauer
Punkt) in das Innere des Lochs weist. Die geflippte TMD1 ist nicht gezeigt'*® (Abbildung verandert entnommen aus L. M. E.
STEGER et al.%0),

Nach dem Flippen der TMD1 des Pinholins aus der Membran kann sich das seitlich zugangliche
Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 mit einer zweiten TMD2 zu einem rechtsgangigen aktiven
Dimer zusammenlagern (Abb. 62B/E)**°. Basierend auf diversen Mutationsstudien postulieren
T.PANG et al. ebenfalls solch ein aktives, Uber das Glycin-Zipper Motiv interagierendes
Pinholin-Dimer®¢¢7:101 Die [eichte Neigung der Helix um 14° ermdglicht zudem stabilisierende
Interaktionen zwischen Tsi-Ts1, Nss-Nss und Tss-Y's2 und das Va1 wiirde perfekt in die durch
das Gas gebildete Tasche passen'®. Bisher wurde angenommen, dass die geflippte TMD1 auf
der Membranoberflache ihre o-helikale Faltung beibehdlt. Allerdings zeigte die

SRCD-Messung der isolierten TMD1, dass sich diese zu antiparallelen p-Faltblattern
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zusammenlagert, wobei die geringe Signalintensitdt der positiven Bande auf
oberflachengebundene Aggregate hindeutet (siehe Abb. 52A). Das SRCD-Spektrum des
Pinholins entspricht zudem keinem reinen a-helikalen Spektrum, sondern deutet aufgrund der
nur schwach ausgeprégten negativen Bande bei 209 nm und der Verschiebung der zweiten
negativen Bande zu kiirzeren Wellenlangen auf einen gewissen Anteil an antiparallelen
S-Faltblattern hin (siehe Abb. 59). Demnach scheint lediglich die TMD2 des Pinholins a-helikal
gefaltet in der Membran eingelagert zu sein, wohingegen die oberflachengebundene TMD1 sich
zu antiparallelen g-Faltblattern zusammenlagert. Basierend auf diesen Ergebnissen postulieren
wir, dass sich die TMD1 umfaltet, nachdem sie aus der Membran geflippt ist und so eine erneute
Insertion in die Membran verhindert wird.

Nachdem die aktiven Pinholin-Dimere eine kritische Konzentration in der Membran erreicht
haben, sollen diese laut T. PANG et al. in der inneren Membran oligomerisieren und sich zu
einem Loch zusammenlagern, wobei sie, basierend auf ihren elektronenmikroskopischen
Aufnahmen und MD Simulationen, ein Heptamer vorschlagen®®®’. Solch ein heptameres
pinhole wirde auch mit den Ergebnissen des groRenselektiven Fluorescein-Leakage-
Experiments ubereinstimmen. Allerdings sind die Ergebnisse aus den Festkorper->N-NMR-
Messungen der TMD2 nur mit einer rechtsgangigen Anordnung der Helices in der Membran
kompatibel**® und nicht mit der postulierten linksgangigen oligomeren Struktur nach T. PANG
et al., bei welcher die Helix zudem auch deutlich starker geneigt ist®. In beiden Modellen zeigt
der polare Streifen der TMD2, welcher das Glycin-Zipper Motiv enthalt, zur Innenseite des
Lochs und die hydrophoben Aminosauren sind zur Membran gerichtet (Abb. 62C/F)%67.130,
In unserem Modell wird dieses heptamere Loch vermutlich durch Helix-Helix Interaktionen
zwischen V41-Gas sowie Gag-Lso stabilisiert, da die hydrophoben Seitenketten perfekt in die von
den Glycinen gebildeten Taschen passen. Des Weiteren sind polare Wechselwirkungen
zwischen Ys; und Tss denkbar!®, Interessanterweise erhielten T. PANG et al. tatsachlich Lyse-
defekte Pinholine, sofern die Aminosauren Gas, Gas und Tss mutiert wurden'®t. Zusétzliche
Stabilitdt wird dem gebildeten Loch vermutlich durch der auf der Membranoberflache
lokalisierten TMD1, welche sich zu aggregierten p-Faltblatt Strukturen zusammenlagert,
verliehen.

Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten strukturellen und funktionellen Charakterisierung
der TMD1 und der TMD2 konnte somit ein neues Struktur- und Funktionsmodell des Pinholins
S2168 des Phagen ¢21 aufgestellt werden!3®. Wir postulieren ein lytisch inaktives Dimer, bei

welchem die beiden TMDs des Pinholins Gber ihre Glycin-Zipper Motive miteinander
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interagieren und die Helices zweier inaktiver Pinholine in einer Linie angeordnet sind.
Nach dem Flippen der TMD1 aus der Membran faltet sich diese zu antiparallelen S-Faltblattern
um und im nun aktiven Dimer werden TMD2-TMD2 Wechselwirkungen utber das Glycin-
Zipper Motiv ermdglicht. Nach Erreichen einer kritischen Konzentration an aktiven Dimeren

bildet sich letztendlich das rechtsgéngige heptamere Loch aus.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Pinholin S?'68 des Phagen @21 erstmals mittels
verschiedener biophysikalischer Methoden strukturell und funktionell charakterisiert werden.
Hierzu wurden die beiden TMDs des Pinholins getrennt voneinander betrachtet, wozu diese
mittels chemischer Peptidsynthese hergestellt wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass die TMD2 des Pinholins a-helikal gefaltet vorliegt und sie diese
Konformation auch in allen untersuchten Lipidsystemen beibehalt. Mittels SROCD- und
Festkorper->°N-NMR-Spektroskopie konnte die transmembrane Orientierung der TMD2
nachgewiesen werden, wobei sich die Helix durch Neigung der hydrophoben Dicke der
Membran anpasst. Zudem konnte anhand 2D-*N-NMR-Messungen in DMPC Membranen der
exakte Neigungswinkel der TMD2 mit t = 14° und einem Ordnungsparameter der TMD2 mit
Smoi = 0,91 bestimmt werden'®, Die Rotationsanalyse ergab, dass seitlich entlang der geneigten
Helix ein polarer Streifen, bestehend aus einem Glycin-Zipper Motiv (GaoxxXSa4xxxGag) und
den polaren Aminosduren Ts1, Tss, Nss, positioniert ist, welcher somit frei zugénglich fur Helix-
Helix Interaktionen ist*°. Anhand fluoreszenzbasierter Vesikel-Leakage-Experimente konnte
erstmals der postulierte lochbildende Charakter der TMD2 experimentell bewiesen werden,
wobei die Lochbildung durch die Variation der Lipidzusammensetzung und der hydrophoben
Dicke der Membran beeinflusst wird. Des Weiteren konnte erstmals experimentell bewiesen
werden, dass das Glycin-Zipper Motiv auf der TMD2 entscheidend fur die Ausbildung der
Locher ist, wobei dem zentralen Serin Sas des Motivs eine grofle Bedeutung zugeschrieben
werden kann. Die Grol3e des gebildeten Lochs konnte mit einem Durchmesser von Kleiner als
2 nm grob abgeschétzt werden, demnach konnte erstmals bewiesen werden, dass das Pinholin
lediglich, entsprechend seiner Funktion die PMF zu entkoppeln, kleine Locher in der Membran
ausbildet™°. Die Strukturuntersuchung der TMD1 deutet darauf hin, dass die TMDZ1 nur in ihrer
transmembranen Orientierung a-helikal gefaltet vorliegt und sich, nachdem sie aus der
Membran geflippt ist, zu antiparallelen p-Faltblattern umlagert. Erste Ergebnisse aus den
Vesikel-Leakage-Experimenten deuten zudem darauf hin, dass die TMD1 wie erwartet keinen
lochbildenden Charakter aufweist.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte ein neues Struktur- und Funktionsmodell des
Pinholins S?'68 des Phagen (21 aufgestellt werden, mit einem lytisch inaktiven Dimer (Glycin-
Zipper basierte TMD2/TMD1-TMD1/TMD2 Wechselwirkungen), dem aktiven rechtsgangigen
Dimer (Glycin-Zipper basierte TMD2/TMD2 Wechselwirkungen) und einem oligomeren Loch
(rechtsgingige heptamere TMD2 Anordnung)*.
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6 Material

6.1 Gerate, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

6.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

Chromatographieséule

PerfectSil Semiprep, C4 10 um, 250 x 10 mm,
Vydac, MZ Analysetechnik

Extruder

Avanti® Mini Extruder, Avanti® Polar Lipids

Flockeneisbereiter

AF80, Scotsman®

Halb-Mikrokiivette, Quarzglas Suprasil®,
10 mm, schwarz (1,4 ml)

Hellma® Analytics

HPLC:
Detektor
Pumpe
Thermostat
Steuerbox

MD-2010 Plus, Jasco
PU-2087 Plus, Jasco
C0-2060 Plus, Jasco
LC-Netll/ADC, Jasco

Hydratationsofen

BS042, Thermo Scientific Heraeus

Kaélte- und Warmethermostat

Ministat, Huber

Kuhlschranke

4°C LABEX®, Kirsch
Siemens
-20 °C AEG
LGUex 1500 MediLine, Liebherr
-80 °C HERAfreeze®, Thermo Scientific
HF 286 Basic, Heraeus
Langpassfilter GG395, 3 mm Schott
Langpassfilter GG495, 3 mm Schott

LC-MS

1100 Serie, Agilent
Bruker Daltonics

Lyophilisator

Alpha 2-4 LD, Christ

Magnetrihrer

IKAMAG RCT, IKA® Labortechnik
RH basic 2, IKA® Labortechnik

Makrokiivette, Quarzglas  Suprasil®,
10 mm, (3,5 ml)

Hellma® Analytics

Mikroliterspritze

1700er Serie, Hamilton Company
700er Serie, Hamilton Company

NMR-Spektrometer

Avance, 600 MHz (Ultrashield™), Bruker
Biospin

NMR-Probenkopf

HFP Flatcoil (Bruker, modifiziert)
HX LowE Flatcoil (Eigenbau)

Peptidsynthesizer

Syro Il, MultiSynTech GmbH

pH-Messgerat

PCE-BPH-1, PCE Instruments
pH 3310, WTW
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Pipetten
10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pul, 1000 pl,
5ml

Reference, Eppendorf

Research, Eppendorf
Research plus, Eppendorf

Quarzglasprobentrager, Suprasil®, 20 nm

Hellma® Optics

Reinstwasseranlage

Milli-Q, Millipore

Rundkuvette (CaF., zerlegbar), 12,44 pm,
7,43 pm

Hellma®

Spektrofluorimeter

Fluorolog, HORIBA Jobin Yvon
FluoroMax 2, HORIBA Jobin Yvon

Spektropolarimeter

J-815, Jasco Labor- und Datentechnik (GmbH)

UV-CD12-Strahlrohr, KARA (KIT)
(Synchroton-basiertes CD-Instrument)
Ultraschallgerate Branson Sonifier 250, G. Heinemann,

Ultraschall und Labortechnik
Sonorex Digitec, Bandelin
Ultrasonic Cleaner USC600T, VWR

UV-Vis Spektrophotometer

Ultrospec 7000, GE Healthcare
UV-2600, Shimadzu

Vakuumpumpe

2522C-02, Welch limvac
Vaccubrand

Vortexer

TopMix FB15024, Fisher Scientific
Genie 2, Bender und Hobein AG
Vortex Genius 3, IKA® Labortechnik

Waagen

AE 260 DeltaRange®, Mettler Toledo
BP 301S, Sartorius

MED5, Sartorius

M2P, Sartorius

PB 3001, Mettler Toledo

Woasserbad

B-480, Bichi
SC 100, Thermo Fisher Scientific
S 14P, Thermo Fisher Scientific

Zentrifugen

2-6, Sigma

5415, Eppendorf

Biofuge fresco, Heraeus Instruments
MiniSpin Plus, Eppendorf
PerfectSpin 24R, Peqglab

Zentrifugenrotoren

11030, Sigma
13034, Sigma
F-45-12-11, Eppendorf

Zentrifugensaulen (0,8 ml; 5 ml)

Pierce™ Thermo Fisher Scientific
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6.1.2 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Acetonitril

Actu-All Chemicals, Fischer Scientific

6-Aminonaphthalin-1,3,6-trisulfonséure,
Dinatriumsalz (ANTYS)

Invitrogen

Anti-Fluorescein/Oregon Green™, rabbit 1gG
fraction

Invitrogen

1',3'-Bis(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho(-
glycerol (Natriumsalz) (TOCL)

Avanti® Polar Lipids

6-Carboxyfluorescein

Sigma Aldrich

Chloroform

Uvasol® Merck

1,2-didecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DDPQC)

Avanti® Polar Lipids

1,2-Dieicosenoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DEIPC)

Avanti® Polar Lipids

1,2-Dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DErPC)

NOF Corporation

1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DLPC)

Avanti® Polar Lipids

1,2-Dimyristoleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DMoPC)

Avanti® Polar Lipids

1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin NOF Corporation
(DMPC)
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin NOF Corporation

(DOPC)

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-(lissamin-rhodamin B
sulfonyl) (Ammoniumsalz) (18:1 Liss Rhod
PE), in Chloroform

Avanti® Polar Lipids

1,2-Dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DPoPC)

Avanti® Polar Lipids

D(+)-Saccharose

Acros Organics

Ethanol

VWR Chemicals

Fluorescein-isothiocynat-dextran FD4 Sigma Aldrich
Fluorescein-isothiocynat-dextran FD20 Sigma Aldrich
Fluorescein-isothiocynat-dextran FD40 Sigma Aldrich
Fluorescein-isothiocynat-dextran FD70 Sigma Aldrich
1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol (HFIP) Merck, Roth
Kaliumsulfat (K2S0.) Roth

Methanol

Uvasol® Merck

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Sigma Aldrich

Natriumhydroxid (NaOH)

Fluka® Analytical, Roth

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (POPC)

NOF Corporation

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine (POPE)

NOF Corporation, Avanti® Polar Lipids
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1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho- NOF Corporation
(1'-rac-glycerol) (Natriumsalz) (POPG)

1,4-Piperazindiethansulfonsdure Dinatriumsalz | Acros Organics, Sigma Aldrich
(PIPES-Nay)

Phosphatpuffer-Konzentrat fir 500 ml Puffer Titrisol®, Merck

Salzsdure (HCI) Fisher Scientific, Fluca® Analytical, Roth
Sheep Anti-FITC-UNLB IgG Southern Biotech

Sephacryl® 100-HR Sigma Aldrich

Sephacryl® 500-HR Sigma Aldrich

Triton X-100 Sigma Aldrich
p-Xylol-bis(N-pyridiniumbromid) (DPX) Invitrogen

6.1.3 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller
Deckglaser (7,5 mm x 12 mm) Marienfeld-Superior
Einmalspritzen (20 ml) BD Discardit™
Filterpapier (NMR) Macherey-Nagel
Frischhaltefolie (Polyethylenfolie) Sarogold

Kaniilen Sterican® B. Braun
Labortiicher (20,5 cm x 20 cm, KIMTECH Science
11 cm x 21 cm)

Nitril Schutzhandschuhe ergo LLG® Labware
Nucleopore™ Polycarbonatmembran Whatman®-GE Healthcare
(PorengrofRe:100 nm)

Parafilm® Bemis

Petrischalen (94 mm x 16 mm) Greiner bio-one
Pipettenspitzen Sarstedt
Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml, 15 ml, 50 | Sarstedt

ml)

Spritzenvorsatzfilter 0,20 pm (@ 0,25 mm) | LLG® Labware
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6.2 Puffer und Lésungen fur die Fluoreszenzmessungen

6.2.1 ANTS/DPX-Leakage-Messungen

Innerer Puffer (ANTS/DPX-Puffer)

ANTS (12,5 mM)
DPX (45 mM)
PIPES-Nay (10 mM)

53,4 mg

190 mg

34,6 mg

mit ddH.O auf 10 ml auffillen

pH 7 einstellen, Lagerung bei 4 °C

AuRerer Puffer

D(+)-Saccharose (190 mM)
PIPES-Na, (10 mM)

139
693 mg
mit ddH>O auf 200 ml auffillen

pH 7 einstellen

6.2.2 Fluorescein-Leakage-Messungen

PIPES-Na; Puffer

PIPES-Na; (50 mM)

3,46 ¢
mit ddH.0 auf 200 ml auffillen
pH 7 einstellen

CF-Lo6sung (1 mM)

6-Carboxyfluorescein

564 ug
mit PIPES-Na; (50 mM) auf 1,5 mi
auffillen

Lagerung bei 4 °C
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CF-Lo6sung (50 uM)

CF-Lo6sung (1 mM)

200 pl
mit PIPES-Naz (50 mM) auf 4 mi
auffullen, Lagerung bei 4 °C

Triton X-100-L0dsung (20%)

Triton X-100

2 ml
mit ddH»O auf 10 ml auffillen

6.2.3 FRET Messungen und Bindungsaffinitdtsmessungen

PIPES-Na Puffer

PIPES-Na, (10 mM)

693 mg
mit ddH»O auf 200 ml auffillen

pH 7 einstellen

6.3 Software

ChemDraw Professional 16.0
ExXPASy

FluorEssence V3.8

ProCD12

ProtParam
Steuerungssoftware CD/OCD
TopSpin 4.0.6

UVProbe 2.51

PerkinElmer

Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)

HORIBA, Jobin Yvon

selbstgeschriebenes Programm (Siegmar Roth, KIT,
IBG2), angelehnt an CDToolX (Departement Biological
Sciences, Birkbeck)

Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)
selbstgeschrieben (Siegmar Roth, KIT, IBG2)

Bruker Biospin

Shimadzu
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7 Methoden

7.1 Peptidsynthese

Die Synthese sowie die anschliefende Aufreinigung der verschiedenen Pinholin Konstrukte
wurde von Dr. Parvesh Wadhwani, Andrea Eisele und Kerstin Scheubeck (KIT, 1BG2)
durchgefiihrt.

Die Herstellung der Peptide erfolgt mittels automatisierter Festphasenpeptidsynthese nach
einem Standard-Festphasen Fmoc Protokoll und anschlieBender Aufreinigung mittels HPLC.
Alle hierflr verwendeten Chemikalien stammen von Merck, Biosolve BV, Actu-All chemicals,
Iris Biotech und Eurisotop. Fur die Synthese wird ein niederbeladenes Rink-Amid Harz
verwendet, wobei ein 50 umol Ansatz gewahlt wird. Es erfolgt eine Doppelkupplung jeder
einzelnen Fmoc-geschiitzten Aminoséure fir 30 min bei Raumtemperatur, welche mit jeweils
8 Aquivalenten an  Fmoc-Aminosaure, HBTU  (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorphosphat), HOBt (N-Hydroxybenzotriazol) und 16 Aquivalenten
DIPEA (N,N-Diisopropylethylamin) in DMF (N,N-Dimethylformamid) durchgefiihrt wird.
Lediglich das *N-markierte Leucin wird manuell unter Verwendung von 2 Aquivalenten tber
Nacht gekoppelt. Die Fmoc-Schutzgruppe wird jeweils durch Inkubation mit 20 % Piperidin in
DMF fir 20 min entfernt. Zwischen den einzelnen Kupplungs- und Entschiitzungsschritten
wird mit DMF gewaschen. Nach erfolgter Synthese wird das Harz mit DMF und Methanol
gewaschen und 1 h unter verminderten Druck getrocknet. Das Peptid wird durch Zugabe einer
Losung aus 77,5 vol% TFA (Trifluoressigséure), 5 vol% Triisopropylsilan, 5 vol% Thioanisol,
5 vol% Phenol, 2,5 vol% Ethandithiol und 5 vol% ddH>O vom sdurelabilen Harz abgespalten.
Pro 100 mg Harz werden 1 ml dieser Abspaltungslésung hinzugefiigt und fur 4 h bei
Raumtemperatur geschittelt. Nach Abtrennung des Harzes und der Entfernung des TFAs wird
der Ruckstand mit Diethylether versetzt und dieser nach Zentrifugation abdekantiert.
Zuletzt wird das erhaltene Pellet in Acetonitril/Wasser (1/1, v/v) gel6st und am Lyophilisator

getrocknet.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die HPLC ist ein computergesteuertes Chromatographiesystem, welches zur Aufreinigung von
Peptiden genutzt werden kann. Fir die Aufreinigung der verschiedenen mittels
Festphasenpeptidsynthese hergestellten Pinholin  Konstrukte wird eine semipraparative
C4-Séule verwendet. Das Rohmaterial wird mittels Wasser/Acetonitril Gradienten, welche

5 mM HCI (Salzséure) enthalten, bei einer Temperatur von 35 °C aufgereinigt. Mittels einem
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analytischen  Flussigchromatographiesystem (LC-MS), welches mit einem pTOF
Massenspektrometer verbunden ist, wird das Molekulargewicht der aufgereinigten Peptide

uberpruft. Zur Entfernung des Losungsmittels werden die Peptide lyophilisiert.

7.2 Methoden zur strukturellen Analyse

7.2.1 CD-Spektroskopie

Die Synchrotron-basierten CD-Messungen werden an dem UV-CD12-Strahlrohr der
Synchrotronstrahlungsquelle KARA (KIT) durchgefiihrt. Die Peptide werden hierfur in SUVs
rekonstituiert. Hergestellt werden die SUVs durch Cosolubilisierung der Peptide und Lipide in
organischen Losungsmitteln in einem molaren Peptid- zu Lipidverhdltnis von 1 zu 50.
Die Peptidstammlésungen werden in HFIP angesetzt und die Lipidstammldsungen in
MeOH/CHCIz (1/1, v/v). Die Losungsmittel werden im Nz-Strom evaporiert und deren
vollstandige Entfernung erfolgt durch weitere 3 h im Vakuum. Die getrockneten Peptid-Lipid-
Filme werden in 25 pl Phosphatpuffer (10 mM, pH 7) aufgenommen und die Homogenisierung
der Proben erfolgt durch 10 Gefrier-Tau-Zyklen. Durch anschlieBende 5-minitige
Ultraschallbehandlung werden die SUVs generiert. Nach analogem Vorgehen werden
Referenzproben ohne Peptid hergestellt. 3,5 pl der Suspension (2 mg/ml) wird jeweils in eine
zerlegbare Calciumfluorid Rundkiivette mit einer Schichtdicke von 12,44 um beziehungsweise
7,43 um gefllltY’’. Die exakte Schichtdickenbestimmung der Rundkiivetten erfolgte mittels
Interferometrie durch eine Mehrfachbestimmung, welche von dem CD-Team von Dr. Jochen
Burck (KIT, IBG2) durchgefihrt wurden. Die Messungen werden bei 22 °C oder 35 °C
durchgefihrt, je nachdem wie hoch die Phaseniibergangstemperatur T der verwendeten Lipide
ist. Die Spektren werden in 0,5 nm Intervallen im Bereich von 175-275 nm aufgenommen,
wobei die Scangeschwindigkeit 18 nm/min und die spektrale Bandbreite 1 nm betragen.
Die dwell time betréagt 1500 ms und die lock-in time 300 ms. Es werden von jeder Probe drei
Spektren aufgenommen und diese gemittelt. Von dem gemittelten Peptidspektrum wird das
gemittelte Referenzspektrum der reinen Lipidprobe abgezogen. Zur Korrektur der Basislinie
wird diese im Bereich um 260 nm auf null gesetzt und zudem werden die Spektren gegléttet.
Zum qualitativen Vergleich der Spektren werden diese normiert. Fir die Ermittlung der
Sekundarstruktur werden die Spektren mit den Basisspektren reiner Sekundarstrukturelementen

nach S. M. KELLY et al.!*® verglichen.
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Bei wasserloslichen Peptiden erfolgt die Herstellung der SUVs analog wie gerade beschrieben,
wobei das Peptid erst nach der Ultraschallbehandlung hinzugefugt wird und die Probe
anschlieBend 30 min inkubiert wird. Die Konzentration der Peptidstammldsung wird zuvor
anhand der UV-Absorption bei 280 nm ermittelt, wodurch eine konzentrationsunabhéngige
Sekundarstrukturanalyse ber die Berechnung der mittleren molaren Elliptizitdt pro

Peptidbindung Omre moglich ist:

_100%0 [degxcm? cxn
BMRE -

mit ¢, = s (1)

crxd dmol

6 = Elliptizitit [deg]

d = Schichtdicke der Kiivette [cm]

¢r= molare Konzentration pro Peptidbindung [mol/l]
¢ = Peptidkonzentration [g/]]

M = Molekulargewicht [g/mol]

n = Anzahl der Peptidbindungen

7.2.2 OCD-Spektroskopie

Durchgefihrt werden die SROCD-Messungen an dem UV-CD12-Strahlrohr der
Synchrotronstrahlungsquelle KARA (KIT). Die Peptide werden hierfir in makroskopisch
orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituiert. Das Peptid und die Lipide werden in
organischem L&sungsmittel in einem molaren Peptid- zu Lipidverhéltnis von 1 zu 50
cosolubilisiert, wobei die Peptidmenge konstant gehalten wird. Die Peptidstammldsungen
werden in HFIP angesetzt und die Lipidstammlésungen in MeOH/CHCIz (1/1, viv).
Die Losungsmittel werden daraufhin im N2-Strom evaporiert und deren vollstdndige
Entfernung erfolgt durch weitere 3 h im Vakuum. Die erhaltenen Peptid-Lipid-Filme werden
jeweils in einer kleinen Menge an HFIP aufgenommen und ein Aliquot (7,5 pg Peptid) wird
auf ein Quarzglasprobentrager (d = 20 nm) kreisférmig und mittig in einen Durchmesser von
12 nm aufgetragen. Nach Verdampfen des Ldsungsmittels wird dieses durch weitere 3 h
Vakuum vollstandig entfernt. Die Quarzglasprobentrager werden in den Probenhalter
eingespannt, welcher danach in eine Hydratationszelle eingebaut wird. Die Probe wird darin
Uber Nacht bei der Messtemperatur und 96-97 % relativer Luftfeuchtigkeit (gesattigte
K>SOs-Losung) hydratisiert. Nach analogem Vorgehen werden Referenzproben ohne Peptid

hergestellt. Fur die Messungen werden die Proben in eine speziell entwickelte Messzelle
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eingebaut, welche senkrecht zum Strahl steht und automatisiert um den Lichtstrahl rotiert.
Die Spektren werden in 0,5 nm Intervallen im Bereich von 175-275 nm aufgenommen, wobeli
die Scangeschwindigkeit 16 nm/min und die spektrale Bandbreite 1 nm betragen. Die dwell
time betrdgt 1500 ms und die lock-in time 300 ms. Die Messzelle wird wéhrend den Messungen
schrittweise um 45 ° rotiert, wodurch letztendlich 8 Scans erhalten werden und diese gemittelt
werden. Von dem Peptidspektrum wird das Referenzspektrum der reinen Lipidprobe
abgezogen. Die Basislinie wird im Bereich um 260 nm null gesetzt und das Spektrum geglattet.
Die charakteristische Bande bei 208 nm der erhaltenen SROCD-Spektren gibt Auskunft tiber
die Orientierung der Helix in der Membran!?12°, Zum qualitativen Vergleich der Spektren

werden diese auf ihr Minimum im Bereich von 222 nm normiert.

7.2.3 Festkorper->°N-NMR-Spektroskopie

Fur die Festkorper-NMR-Messungen werden selektiv *N-markierte Peptide in makroskopisch
orientierten Lipiddoppelschichten auf Glaspléttchen rekonstituiert. Das molare Peptid- zu
Lipidverhéltnis betrdgt 1 zu 50, wobei die Lipidmenge von 18 mg pro Probe konstant gehalten
wird. Sowohl die Peptide als auch die Lipide werden in HFIP gelést und anschlielend
gleichmaRig auf 20 Glasplattchen (7,5 mm x 12 mm x 0,06 mm) aufgetragen. Nach Trocknung
an der Luft werden die Glasplattchen Uber Nacht im Exsikkator unter vermindertem Druck
inkubiert. Am néchsten Tag werden die Plattchen vorsichtig gestapelt, wobei ein zusétzliches
Plattchen ohne Probe den Abschluss bildet. Durch Hydratisierung tber Nacht bei 48 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 96 % (gesattigte K.SO4-Ldsung) erfolgt die Ausbildung
der orientierten Lipiddoppelschichten. AnschlieBend wird der Stapel mit zwei Schichten
Parafilm sowie Polyethylenfolie verpackt, um das Austrocknen der Probe wéhrend der
Messung zu verhindern. Alle Messungen erfolgen bei einer Temperatur von 309 K an einem
Bruker Ultrashield™ 600 MHz Spektrometer. Fir die 3'P-NMR-Messungen wird ein
modifizierter Bruker HFP Flatcoil Probenkopf verwendet und ein im Arbeitskreis gebauter HX
lowE Flatcoil Probenkopf wird fiir die *®°N-NMR-Messungen genutzt. In der *H-Dimension
werden alle Spektren Uber die Wasserlinie bei 4,7 ppm referenziert und auRerdem wird an der
Wasserlinie die Magnetfeldhomogenitit optimiert!’®1’®, Vor und nach den *N-NMR-
Messungen wird jeweils ein 3!P-NMR-Spektrum aufgenommen, um die Qualitat der
makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten zu uberpriifen. Die °N-NMR-Spektren
werden mit Kreuzpolarisation aufgenommen, wobei hier die CP-MOIST Pulssequenz

angewendet wird*®. Fiir die heteronukleare *H-Entkopplung wird die SPINAL-16 Pulssequenz
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(Small Phase Incremental Alternation) und eine 'H-Entkopplungsfeldstarke von 30 kHz
gewahlt'8182 Die N-Tragerfrequenz (carrier frequency) wird auf 110 ppm gesetzt und die
'H-Tragerfrequenz auf 9 ppm.

Das 2D-SAMMY Experiment!® wird fir NMR-Experimente, bei denen die ®N-chemische
Verschiebung mit der *H-*N-dipolaren Kopplungsfrequenz korreliert, verwendet, wobei dieses
mit der verbesserten SAMP14 Pulssequenz'*® durchgefiihrt wird. Fir die 2D-**N-NMR-
Messungen werden dieselben Tréagerfrequenzen wie bei den 1D-N-NMR-Messungen
verwendet. Die *H-Bi-Feldstarke liegt bei 51 kHz und mit einer Feldstarke von 30 kHz wird
wahrend der 10 ms Acquisitionszeit entkoppelt. Die aufgenommenen Daten werden zero-filled
und die *H-®N-dipolare Kopplungsdimension wird nach A. A. NEvzorov et al.*° skaliert.
Fur die Bestimmung des Neigungswinkels 1, des Ordnungsparameters Smo SOwie der
Rotationswinkel der Aminosduren werden simulierte PISEMA (Polarization Inversion Spin
Exchange at Magic Angle) Spektren berechnet und diese mit den aufgenommenen Spektren
verglichen. Fur die Simulationen der PISA-wheels wird das Programm opisawheel (von
Dr. Stephan Grage, KIT, IBG2) verwendet. Die Simulationen beruhen auf der Annahme einer
idealen a-Helix mit uniformen dihedralen Winkeln (® = -60.7°; W = -44.7°), uniformen
chemischen Verschiebungshauptachsenelementen (c1in = 64 ppm; c2on = 77 ppm; o3sn =
222 ppm), einer N-H-Bindungslange von 1,07 A sowie einem uniformen Winkel von & = 18,5°

zwischen dem N-H-Bindungsvektor und der Tensorhauptachse oaan®381%,

Definition des Rotationswinkels p

Der Rotationswinkel p kann als Rechtsdrehung um die Achse der Helix beschrieben werden
und gibt folglich die Lage des C,-Atoms einer Aminosaure auf der Helixoberflache an.
Das rechtshandige Koordinatensystem der Membran wird durch die Achsen Xn, yn und zn
wiedergegeben, wobei die Achse zn der Membrannormalen N entspricht. Das ebenfalls
rechtsgangige Koordinatensystem der Helix bilden entsprechend die Achsen xu, yn und z,
wobei die Achse zy parallel zur Helixachse vom N-Terminus in Richtung C-Terminus der
a-Helix verlauft. Die y-Achse beider Koordinatensysteme weist in die Papierebene hinein
(yn =yn) und bildet die Drehachse fur den Neigungswinkel t, welcher festgelegt ist als eine
Rechtsdrehung von der Membrannormalen N um die y-Achse.

Der Rotationswinkel p = 0 wird in der vorliegenden Arbeit als Kreuzprodukt der Drehachse des
Neigungswinkels t (v, beziehungsweise y,) und der Helixachse (z;;) festgelegt. Daraus ergibt

sich der Vektor y,;, welcher zusammen mit dem Vektor z; eine Ebene aufspannt.
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Abbildung 63: Definition des Rotationswinkels p
Die Abbildung wurde entnommen aus S. D. MULLER et al.*®

7.3 Methoden zur funktionellen Analyse
Alle fluoreszenzspektroskopischen Messungen werden an einem Fluorolog Spektrofluorimeter
(HORIBA Jobin Yvon) durchgefiihrt.

7.3.1 ANTS/DPX-Leakage-Experimente

Fur die Messungen werden die Peptide in LUVs rekonstituiert. Die Vesikel werden durch
Cosolubilisierung von Peptid und Lipiden in organischen Ldsungsmitteln hergestelit.
Die Lipidstammlésungen (10 mM) werden in MeOH/CHCIs (1/1, v/v) angesetzt und mit
0,01 mol% Rhodamin-PE versetzt, um den Verlust an Lipid wéhrend der Probenvorbereitung
zu quantifizieren (Anregungswellenlange: 540 nm, Emissionswellenldnge: 587 nm).
Die Peptide werden in HFIP geldst und eine 2 mM Stammldsung hergestellt. Es werden Lipide
und Peptid in definierten molaren Peptid- zu Lipidverhaltnissen zusammenpipettiert, wobei die
Lipidmenge konstant gehalten wird (200 pl der Stammldsung). Zudem wird eine sogenannte
Blank Probe ohne Peptid vorbereitet, welche fiir die spatere Auswertung der Daten bendtigt
wird und durch welche zudem erkannt werden kann, ob die Vesikel per se intakt sind.
Die Losungsmittel werden anschlieBend im N2-Strom evaporiert und durch weitere 3 h im
Vakuum volistandig entfernt. Die erhaltenen Peptid-Lipid-Filme werden in jeweils 200 pul
ANTS/DPX-Puffer aufgenommen und anschlieBend 10 Gefrier-Tau-Zyklen durchgefinhrt.
Fur die Herstellung der LUVs werden die Proben anschlieBend 21-mal durch eine
Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 100 nm extrudiert. Die erhaltenen
Vesikel-Losungen werden tber Nacht im Dunkeln gelagert. Am darauffolgenden Tag werden
die ANTS/DPX-Messungen in einer Quarzkivette mit einem Gesamtvolumen von 1,5 ml

durchgefiihrt. Die zeitliche Anderung der ANTS-Fluoreszenz wird bei 515 nm detektiert
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(Anregung: 355 nm; Spaltbreite 3,5 nm beziehungsweise 4 nm). Durch den Einsatz eines
GG395 Langpassfilters (3 mm) werden Stérungen durch die Anregungswellenlange vermieden.
Die Messungen erfolgen unter standigen Rihren bei 22 °C beziehungsweise bei 35 °C, sofern
das Lipid POPE enthalten ist (Tm(POPE) =25°C). Die POPE enthaltenen Proben werden zudem
auf einer Heizplatte extrudiert und anschlieBend bei 35°C im Heizblock gelagert.
Durch GroRenausschlusschromatographie werden die sich auf3erhalb der Vesikel befindlichen
ANTS-Fluorophore und DPX-Quencher entfernt. Hierfur werden 60 ul der Vesikel-Ldsung auf
eine mit &ulerem Puffer (10 MM PIPES-Naz, 190 mM Saccharose, pH 7) equilibrierte
Sephacryl 100-HR Minisédule aufgetragen und fur 2 min bei 3000 rpm zentrifugiert. Hier ist zu
beachten, dass ein Auslaufen der in den Vesikeln eingeschlossenen Molekiile auf der
Gelfiltrationsséaule beginnt, da das Peptid bereits in den LUVs eingelagert ist und somit die
Locher schon ausgebildet sind. Daher werden die Fluoreszenzmessungen zeitgleich mit der
Zentrifuge gestartet. Direkt nach erfolgter Entfernung der sich im Aufenmedium befindlichen
Molekiile werden 40 pl der zentrifugierten Vesikel-Losung im Dunkeln in die Kivette
uberfuhrt, in welcher duRerer Puffer vorlegt ist. Nach einer Messdauer von 900 s werden 20 pl
einer 20 %igen Triton X-100-L&sung zur vollstandigen Solubilsierung der Vesikel hinzugefigt.

Fur die Datenanalyse der ANTS/DPX-Leakage-Messungen wird folgende Formel verwendet:

Leakage [%] = ——2— x 100 )
Triton—1o
I = Fluoreszenz der Probe
Iy = Grundfluoreszenz der Probe

Irriton = Fluoreszenz nach Zugabe von Triton X-100 (100 % Leakage)

Zu beachten ist, dass die Grundfluoreszenz der Peptidproben berechnet werden muss, da ein
Auslaufen der in den Vesikeln eingeschlossenen Fluorophore bereits auf der Séule beginnt und
somit die Grundfluoreszenz nicht detektiert werden kann. Fur die Ermittlung der

Grundfluoreszenz der Peptidprobe (lo (Peptidprobe)) wird folgende Formel verwendet:

ITriton(Peptidprobe)

ITriton (Blank)

I, (Peptidprobe) = 1,(Blank) *

(3)

Da es sich bei der Blank Probe lediglich um eine Lipidprobe handelt, wird kein Leakage

induziert, weshalb als Grundfluoreszenz der Wert nach der Gelfiltration verwendet werden
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kann. Fur den besseren Vergleich der ANTS/DPX-Messungen werden die erhaltenen Leakage-
Werte nach 900 s angegeben.

Fur ANTS/DPX-Leakage-Messungen wasserloslicher Peptide werden nach dem eben
beschriebenen Vorgehen LUVs hergestellt, jedoch ohne Peptid. Die Lipidproben werden
41-mal durch eine Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 100 nm extrudiert.
Mittels Gelfiltrationschromatographie werden die nicht eingeschlossenen Fluorophore und
Quencher entfernt. Da es sich hier um Proben ohne Peptid handelt, kann die tatséchliche
Lipidkonzentration in der Kdivette durch Aufnahme eines Rhodamin-Emissionsspektrums
(Anregung: 540 nm, Emission: 587 nm) vor der Extrusion und nach der Gelfiltration ermittelt
werden. Das Peptid wird in Wasser gel6st und die exakte Konzentration der Stammldsung wird
anhand seiner UV-Absorption bei 280 nm ermittelt. Bei den Messungen wird die
Lipidkonzentration in der Kivette auf 100 uM eingestellt und das Peptid wird in variierender
Menge hinzugefligt, um die entsprechenden molaren Peptid- zu Lipidverhéltnisse einzustellen.
Zu Beginn der Messung werden in der Kivette zundchst der duRRere Puffer und das Peptid
vorgelegt und bei einer Temperatur von 22 °C stetig gertihrt. Nach 100 s werden die LUV
hinzugefiigt und tber einen Zeitraum von 900 s die zeitliche Zunahme der ANTS-Fluoreszenz
detektiert. Zur vollstandigen Solubilsierung werden 20 pl der 20 %igen Triton X-100-Ldsung
hinzugefiigt. Fur die Datenanalyse der ANTS/DPX-Leakage-Messungen wird Formel (3)
verwendet. Da das Peptid von aufRen zugegeben wird, entspricht die Grundfluoreszenz der

Fluoreszenzintensitat nach Zugabe der Vesikel und muss demnach nicht berechnet werden.

7.3.2 Fluorescein-Leakage-Experimente

Die Praparation der LUVs erfolgt analog zu denen der ANTS/DPX-Leakage-Messungen
(Kapitel 7.3.1.), wobei unterschiedlich groRe Fluorophore darin eingeschlossen werden.
Es werden Proben in nur einem molaren Peptid- zu Lipidverhaltnis hergestellt (P/L = 1:100
beziehungsweise P/L = 1:50). Zusétzlich werden Proben ohne Peptid hergestellt. Die erhaltenen
Peptid-Lipid-Filme werden in jeweils 200 pul Fluorophor-Puffer aufgenommen. Fir die
Herstellung der in ihrer GroéRe variierenden Fluorophor-Puffer werden die verschiedenen
FITC-Dextrane in 50 mM PIPES-Na, (pH 7) geldst und deren Fluoreszenzintensitat an die
Intensitat einer 50 UM CF-L6sung angepasst. Hierfir wird ein Emissionsspektrum tber den
Bereich von 490-700 nm bei einer Anregungswellenldange von 480 nm aufgenommen. Nach der
bereits beschriebenen Herstellung der LUVs werden diese zur Entfernung der sich auf3erhalb

befindlichen Fluorophore auf eine Gelfiltrationssaule aufgetragen. Als S&ulenmaterial wird
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Sephacryl 500-HR verwendet und der auf3ere Puffer ist 50 mM PIPES-Na. (pH 7). Analog zu
den ANTS/DPX-Leakage-Messungen wird die Messung zeitgleich mit der Zentrifuge gestartet
und das Gesamtvolumen in der Kivette betragt 1,5 ml. Nach der Entfernung der sich im
AuRenmedium befindlichen Fluorophore wird ein Anti-Fluorescein-Antikorper hinzugefigt,
welcher die Fluoreszenz der ausstromenden Fluorophore quencht. Die zeitliche Abnahme der
Fluoreszenz des Fluoresceins wird bei 525 nm (Spaltbreite 14 nm beziehungsweise 10 nm)
detektiert (Anregung: 490 nm, Spaltbreite: 1,25nm). Durch den Einsatz eines
GG495 Langpassfilters (3 mm) werden Storungen durch die Anregungswellenldnge
vermieden. Nach einer Messdauer von 2500 s werden 50 pl einer 20 %igen Triton X-100-
Losung zur vollstandigen Solubilsierung der Vesikel hinzugefiigt. Zu beachten ist, dass die
Quenching-Effizienz des Antikorpers lediglich bei 90 % liegt. Fur die Datenanalyse wird das
erhaltene Fluoreszenzsignal nach Zugabe von Triton X-100 jedoch als 100 % Leakage gesetzt.
Nach jeder Messung wird zudem ein Rhodamin-Emissionsspektrums (Anregung: 540 nm,
Emission: 587 nm) aufgenommen. Fir die Ermittlung, von wie viel Prozent der vorliegenden
Fluorescein-Derivaten die Fluoreszenz durch den Antikdrper gequencht wird, wird folgende

Berechnung vorgenommen:

Fluoreszenz bei 525 nm [%] = Il_lfﬂ * 100 (6)
0~ {Triton

I = Fluoreszenz der Probe
lo = Gesamtfluoreszenz der Probe zu Beginn

Irriton = Fluoreszenz nach Zugabe von Triton X-100

Die Fluoreszenz nach der Zugabe von Triton X-100 wird als 100 % Leakage und somit als 0 %
Fluoreszenz bei 525 nm definiert. Die Gesamtfluoreszenz zu Beginn der Messung muss auch
bei diesen Experimenten ermittelt werden, da das Auslaufen der in den LUVs eingeschlossenen
Fluorophoren bereits auf der Saule beginnt. Sofern wahrend der Messung die Fluoreszenz der
Probe kaum abnimmt, kann die Gesamtfluoreszenz durch einen linearen Fit bestimmt werden.
Sofern ein Grofteil der Fluorophore aus den Vesikeln entwichen ist, was sich in nur einer
geringen Abnahme der Fluoreszenz nach der Zugabe von Triton X-100 widerspiegelt, muss die

Gesamtfluoreszenz mittels folgender Formel berechnet werden:
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I,(Blank)
IRho (Blank)

(")

Iy = Igpo *

Hierbei entspricht Irno der Fluoreszenz des Rhodamins (Anregung: 540 nm, Emission 587 nm)
der Peptidprobe nach Beendigung der Messung. lo entspricht der Fluoreszenz der Probe ohne
Peptid (Blank) nachdem der Antikdrper hinzugefiigt wurde und Irno ist die Fluoreszenz des

Rhodamins der Blank Probe nach Ende der Messung.

7.3.3 FRET-Spektroskopie

Fur die FRET-Experimente werden die Peptide in LUVs rekonstituiert. Die Vesikel werden
durch Cosolubilisierung von Peptiden und Lipiden in organischen Lsungsmitteln hergestellt.
Die Lipidstammldsungen (8 mM) werden in MeOH/CHCIs (1/1, v/v) angesetzt und mit
0,01 mol% Rhodamin-PE versetzt. Das Donorpeptid sowie das Akzeptorpeptid werden in HFIP
geldst und jeweils eine 107 UM Stammldsung hergestellt. Da die genaue Peptidkonzentration
in der HFIP Stammldsung nicht bestimmt werden kann, wird zuvor ein Konzentrationsfaktor
ermittelt. Hierfir wird jeweils eine kleine Menge des Donor- als auch des Akzeptorpeptids in
Acetonitril/Wasser (1/1, v/v) gelést und die Konzentration anhand der UV-Absorption bei
280 nm ermittelt. Aus jeweils drei unabhdngigen Stammldsungen wird dann ein
Konzentrationsfaktor des Peptids bestimmt und dieser dann entsprechend bei dem Ansetzen der
Peptidstammldsungen in HFIP berticksichtigt. Bei den FRET-Messungen betrégt das molare
Peptid- zu Lipidverhéltnis 1 zu 150, wobei die Peptide und Lipide nach folgendem Schema

zusammenpipettiert werden:
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Tabelle 7: Pipettierschema fur die Herstellung der Proben fir die FRET-Messungen

Xp (Donormolenbruch)  Donor [ul]  Akzeptor [pl]  Lipid [pl]

Blank 0 0 200
0 0 100 200
0,1 10 90 200
0,2 20 80 200
0,3 30 70 200
0,4 40 60 200
0,5 50 50 200
0,6 60 40 200
0,65 65 35 200
0,7 70 30 200
0,75 75 25 200
0,8 80 20 200
0,85 85 15 200
0,9 90 10 200
1 100 0 200

Die Losungsmittel werden anschlieBend im N2-Strom evaporiert und durch weitere 3 h im
Vakuum vollistandig entfernt. Die erhaltenen Peptid-Lipid-Filme werden in jeweils 250 pl
10 mM PIPES-Na; (pH 7) aufgenommen und 5 Gefrier-Tau-Zyklen durchgefihrt. Fir die
Herstellung der LUVs werden die Proben anschliefend jeweils 21-mal durch eine
Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 100 nm extrudiert. Die erhaltenen
Vesikel-Lésungen werden tber Nacht im Dunkeln gelagert. Am darauffolgenden Tag werden
70 pl der extrudierten Probe mit 1930 pl Phosphatpuffer (10 mM PIPES-Naz, pH 7) gemischt
und eine Stunde inkubiert. VVon jeder Probe werden daraufhin bei 22 °C drei verschiedene

Emissionsspektren aufgenommen:

e Anregung des Tryptophans bei 290 nm (Emission: 305-555 nm)
e Anregung des Dansyls bei 345 nm (Emission: 360-650 nm)
e Anregung des Rhodamins bei 540 nm (Emission: 560-700 nm)

Von allen erhaltenen Spektren wird der entsprechende Lipiduntergrund, also das Spektrum
einer Probe ohne Peptid, abgezogen. Fir die Datenanalyse wird die sensibilisierte Emission des

Akzeptors Eappse Nach folgender Gleichung, welche auf K. KAWANO et al.® basiert, berechnet:
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_ (Fap ea(AF*
Eapp,se - (FA - ) * SD(AEx (4)

Fap = Fluoreszenzintensitit des Akzeptors in Gegenwart des Donors

F4 = Fluoreszenzintensitdt des Akzeptors in Abwesenheit des Donors

eA(AF") = Extinktionskoeffizient des Akzeptors bei der Anregungswellenlinge des Donors
ep (AF) = Extinktionskoeffizient des Donors bei seiner Anregungswellenlange

mit £,(1%°) /ep (ASF) = 0,345

Diese ermittelte sensibilisierte Emission des Akzeptors Eappse Wird gegen den Molenbruch des
Donors xp aufgetragen. An diese Daten wird eine Kurve angefittet, welche auf folgender
Gleichung nach K. KAWANO et al.'®3 basiert:

Xp

ot (=257 (5)

Eapp,se = E *

E = FRET-Effizienz
xp = Molenbruch des Donors

n = Oligomerisierungsgrad

Ausgehend von dieser Kurvenanpassung kann der Oligomerisierungsgrad n bestimmt werden.

7.3.4 Bindungsaffinitatsmessungen

Fur die Messungen werden LUVs ohne Peptid, wie bereits in Kapitel 7.3.1. fur wasserlosliche
Peptide beschrieben, hergestellt. Bei dem inneren und dem duBeren Puffer handelt es sich bei
den Bindungsaffinitdtsmessungen um 10 mM PIPES-Na; (pH 7). Zunédchst werden, wie bereits
in Kapitel 7.3.1. fiir wasserlosliche Peptide beschrieben, die Lipidkonzentration sowie die
Konzentration des Peptids bestimmt. Die Messungen werden bei 22 °C und einem
Gesamtvolumen von 15ml in der Kivette unter stdndigem Rihren durchgefihrt.
Die Anregungswellenldnge betrédgt 280 nm und das Emissionsspektrum wird tber den Bereich
von 300-540 nm aufgenommen. Es werden verschiedene Spektren mit variierender
Lipidkonzentration aufgenommen, wobei die Peptidkonzentration in der Kiivette konstant bei
1 uM gehalten wird. Der duBere Puffer wird vorgelegt und nach Zugabe der LUVs wird die
Probe zur Einstellung des Gleichgewichts 5 min inkubiert und danach direkt ein
Vesikelspektrum aufgenommen. Nach der Zugabe des Peptids und einem weiteren 5-minttigen

Inkubationsschritt wird erneut ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen, von welchem das
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korrespondierende Vesikelspektrum abgezogen wird. Um einen Basiswert zu erhalten wird
zudem auch ein reines Pufferspektrum aufgenommen und durch Zugabe des Peptids wird das
Spektrum eines ungebundenen Peptids in Losung erhalten. Die Lipidkonzentration wird nun
soweit erhoht, bis keine Verschiebung des Fluoreszenzmaximums mehr ersichtlich ist.
Das Spektrum, welches bei der hochsten Lipidkonzentration aufgenommen wird, entspricht
dem eines vollstandig gebundenen Peptids. Bei allen Spektren wird der Fluoreszenzwert bei
der Wellenldnge abgelesen, bei welcher das Fluoreszenzmaximums des vollstandig
gebundenen Zustands des Peptids liegt. Die Datenanalyse erfolgt basierend auf M. N. MELO et
al.™ und N. C. SANTOS et al.1’®, Die verschiedenen Fluorenzenzwerte F(c.) werden gegen die
entsprechende  Lipidkonzentration c_. aufgetragen, wobei ein Fit, welcher einer

Adsorptionsisotherme entspricht, an die folgende Funktion gelegt wird:

CcLKq

F(c,) = Fy a + Fp (8

+cLKq)

F(cy) = Tryptophan-Fluoreszenz bei einer Lipidkonzentration c,

F, = Tryptophan-Fluoreszenz des lipidgebundenen Peptids (c, — o)
¢, = gegebene Lipidkonzentration [mol/l]

K, = Assoziationskonstante [l/mol]

Fp = Tryptophan-Fluoreszenz des Peptids in reinem Puffer

Fur die Bestimmung des molaren Anteils an lipidgebundenen Peptids x. wird von den
Fluoreszenzwerten F(cL) die Fluoreszenz des Peptids in Puffer Fp subtrahiert und anschlieRend

durch den Grenzwert der Adsorptionsisotherme Fdividiert. Somit gilt:

_ CcLKq
(1+cLKg)

(9)

XL

Somit kann aus der durch den Fit erhaltenen Adsorptionsisotherme die Assoziationskonstante
Ka ermittelt werden und anhand nachfolgender Gleichung kann der Verteilungskoeffizient Kp

berechnet werden:
K, = Kp *xy, (10)

Kp = Verteilungskoeffizient

y1 = molares Volumen der Lipide in ihrer fliissigkristallinen Phase [M]
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Fur die Ermittlung des molaren VVolumens der Lipide in ihrer flissigkristallinen Phase wird als

Naherung die Dichte von Wasser verwendet!®®.
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ANHANG

12 Anhang

12.1 SROCD-Spektren der TMD2
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Abbildung 64: SROCD-Spektren der TMD?2 in Lipiden mit gesattigten und einfach ungesattigten Lipidacylketten

Die TMD2 wurde in makroskopisch orientierten Lipiddoppelschichten rekonstituiert (P/L = 1:50) und die Messungen wurden
bei 35 °C durchgefiihrt. Alle SRCD-Spektren wurden auf ihr Minimum im Bereich von 223 nm normiert. Die Messungen
wurden von M. Sc. Anne C. Gérner im Zuge ihrer Masterarbeit aufgenommen.
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12.2 Festkorper->'P-NMR Spektren
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Abbildung 65: Festkorper-1P-NMR Spektren der **N-L47 markierten TMD2 in verschiedenen Lipiden
Vor und nach den Festkorper-SN-NMR-Messungen wurden zur Uberpriifung der Orientierung der Lipide 3'P-NMR Spektren
aufgenommen. Die Messungen wurden alle bei 35 °C von M. Sc. Anne C. Gérner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.
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Abbildung 66: Festkorper-3'P-NMR Spektren der ®N-L4; markierten TMD2 in verschiedenen Lipiden
Vor und nach den Festkorper-1*N-NMR-Messungen wurden zur Uberpriifung der Orientierung der Lipide 3'P-NMR Spektren
aufgenommen. Die Messungen wurden alle bei 35 °C von M. Sc. Anne C. Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.
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Abbildung 67: Festkorper-*P-NMR Spektren selektiv **N-markierter TMD2 in DMPC
Vor und nach den Festkorper-1>N-NMR-Messungen wurden zur Uberprifung der Orientierung der Lipide *'P-NMR Spektren
aufgenommen. Die Messungen wurden alle bei 35 °C von M. Sc. Anne C. Gorner im Zuge ihrer Masterarbeit durchgefiihrt

(Abbildung verandert entnommen aus L. M. E. STEGER et al.*%),
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