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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines bakteriolytisch aktiven
Phagenproteins zur Bekdmpfung von Infektionen durch die Kklinisch relevanten
Stdmme Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium.

Nach der Isolierung von 31 lytischen Bakteriophagen gegen beide Stamme aus
Umweltproben, wurden innerhalb des Genoms der gefundenen Phagen durch
Homologiesuche passende Endolysinsequenzen identifiziert. Die gefundenen
Endolysine EPhL-20 aus dem Enterococcus faecalis-Phagen EPh-20 und EPhL-25
aus dem Enterococcus faecium-Phagen EPh-25 konnten rekombinant in E. coli
exprimiert und aus E. coli gereinigt werden. Das Protein EPhL-20K bestand aus einer
lytischen Domane (N-Aceteylmuramoyl-L-Alanin-Amidase), welche tber einen Linker
mit einer putativen CBD und einer SH3b-Domane mit Zellbindefunktion verbunden
war. EPhL-25 bestand ebenfalls aus einer lytischen Doméane (N-Aceteylmuramoyl-L-
Alanin-Amidase) und einer Uber einen Linker angeschlossenen putativen CBD.

Da das modifizierte Protein EPhL-20K unldslich in inclusion bodies exprimierte,
wurde eine Methode zu dessen Reinigung aus inclusion bodies, zur Solubilisierung
und Renaturierung dieses Proteins etabliert. EPhL-25 konnte l6slich aus E. coli
gereinigt werden.

Fur die Charakterisierung beider Proteine wurden verschiedene Methoden zur
Testung der Funktion etabliert. Dazu gehdrten Testverfahren wie der Platten- und
Flussigzelllysetest mit lebenden und hitzeinaktivierten Testbakterien, sowie die
Bestimmung der minimalen bakteriziden- sowie minimalen inhibitorischen
Konzentration der beiden Proteine. Diese Methoden waren vor allem fir die
Abschatzung der therapeutischen Eignung der Proteine notwendig.

EPhL-25 zeigte in diesen Tests eine héhere spezifische Aktivitdt gegen Enterococcus
faecium als gegen Enterococcus faecalis, wobei allerdings nicht alle Isolate von
Enterococcus faecalis lysiert wurden. EPhL-20K zeigte nur Aktivitat gegen
Enterococcus faecalis. Das Ziel der Arbeit, mit einem Protein alle Isolate der beiden
Stamme Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium zu lysieren, wurde jedoch
von keinem der beiden Proteine erreicht.

Die Herstellung eines chimaren Proteins durch Kombination von Funktionsmodulen
beider Proteine sollte das Problem der eingeschrankten Spezifitdt der beiden

Ausgangsproteine l6sen. Hierfir wurde das Protein EPhL-25, welches grundsatzlich
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die bessere spezifische Aktivitat und Spezifitat zeigte, um den Zellbindebereich des
Proteins EPhL-20K erweitert. Dadurch sollte eine Verbesserung der Spezifitat fur
Enterococcus faecalis erreicht werden, wahrend die hohe Spezifitit von EPhL-25
gegen Enterococcus faecium erhalten bleiben sollte.

Das neue Protein K-1 wurde, wie die beiden Ausgangsproteine, hinsichtlich Stabilitat,
Aktivitat und Spezifitdt charakterisiert. Die erwartete Verbesserung der Spezifitat
gegenuber Enterococcus faecalis durch die zusatzliche CBD konnte bei K-1
festgestellt werden. Diese verbesserte Eigenschaft wurde allerdings auf Kosten der
Léslichkeit und einer um 10T verringerten Thermost abilitdt gegentber EPhL-25
erreicht. Das neue Protein K-1 zeigte eine geringere spezifische Aktivitdt gegentber
Enterococcus faecium, wahrend sich die spezifische Aktivitat gegentber
Enterococcus faecalis erhoht hatte. Beim Vergleich der therapeutisch wichtigeren
Daten der minimalen inhibitorischen Konzentration von K-1 mit den beiden
Ausgangsproteinen zeigte sich, dass K-1 bei gleicher Proteinmenge mehr Zellen
beider Teststamme lysierte als die beiden Ausgangsproteine. K-1 war in der Lage
99,95% der eingesetzten Testzellen beider Teststimme innerhalb einer Stunde zu
lysieren. Die Ausgangsproteine erreichten diesen Wert entweder gar nicht
(EPhL-20K), oder nur mit einem der beiden Teststamme (EPhL-25). Weitere
Lyseversuche mit K-1 in humanem Blutserum zeigten, dass das Protein auch unter
systemischen Bedingungen Aktivitat besitzt.

Im Verlauf der Arbeit konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell moglich ist, lytische
Proteine wie Endolysine aus Bakteriophagen als potentielle therapeutische Wirkstoffe
zur selektiven Bekampfung von Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium zu
gewinnen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch gezielte Kombination von
Funktionsmodulen dieser Proteine eine Optimierung und Anpassung an bestimmte

Vorgaben des therapeutischen Einsatzes méglich ist.
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2 Einleitung

2.1 Infektionen und Sepsis

In  den Industriestaaten haben Menschen aufgrund der hygienischen
Lebensverhaltnisse und der guten medizinischen Versorgung eine deutlich hdhere
Lebenserwartung als Menschen in Entwicklungslandern. Die beiden haufigsten
Todesursachen in den Industriestaaten sind kardiologische Probleme und Krebs.
Bakterielle Infektionen liegen auf Platz drei der Haupttodesursachen.

Menschen mit einem gesunden Immunsystem, haben in der Regel kein Problem eine
Infektion zu Uberleben. Personen mit geschwachtem Immunsystem, wie etwa &ltere
Menschen, Kinder und Personen mit einer Vorerkrankung, besitzen ein viel héheres
Risiko, einer Infektion zum Opfer zu fallen. Bei diesen Personen kann sich eine
lokale bakterielle Infektion so weit verschlimmern, dass Bakterien in die Blutbahn
gelangen und dort einen Schockzustand auslosen, welcher als Sepsis bezeichnet
wird. Verantwortlich fur das Auslosen dieses septischen Schocks sind Bestandteile
der bakteriellen Zellwande. Diese Bestandteile, wie Lipopolysacharide (LPS),
Peptidoglycan oder Lipoteichonsauren koppeln in der Blutbahn an Rezeptoren auf
der Oberflache von Phagozyten. Die als LPS-Bindeprotein bezeichneten Rezeptoren
sind der Ausgangsspunkt einer Signalkaskade, an deren Ende die Ausschittung von
Cytokinen, Interleukinen und Wachstumsfaktoren steht. Gleichzeitig werden das
Komplementsystem und die Koagulationskaskade ausgeldst (Wang et al., 2003).
Diese Reaktionen des Korpers sollen den Infektionsherd begrenzen und den
Heilungsprozess beschleunigen. Bei einer schweren Infektion kann dieser Prozess
das Blutbild jedoch so stark verandern, dass die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung
der Organe zusammenbricht. Dies fuhrt letzten Endes zum Organversagen und
damit zum Tod des Infizierten (Infectious Disease Study, 2000). Es gibt verschiedene
klinische Anzeichen, welche auf eine Sepsis hindeuten. Der erste Hinweis fur eine
Infektion ist eine Kdrpertemperatur iber 39T oder unter 36C. Im spateren Verlauf
der Infektion sind Atmung und Herzschlag meist stark beschleunigt, was ein
Anzeichen daflr ist, dass der Korper versucht die Sauerstoffversorgung zu
gewahrleisten. In diesem Stadium ist eine starke Abweichung vom Blutbild einer
gesunden Person feststellbar (Bone et al., 1992).
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Tritt eine Infektion erst im Krankenhaus, etwa nach einem intensivmedizinischen
Eingriff auf, wird diese als nosokomiale Infektion (griech.: nosokomeion =
Krankenhaus) bezeichnet. Jedes Jahr werden in den USA und Europa etwa
2 Millionen Félle von schwerer Sepsis behandelt, wobei etwa 70 Prozent davon erst
wéahrend eines Klinkaufenthalts entstehen. Die Mortalitatsrate einer schweren Sepsis
liegt bei etwa 50 Prozent (Infectious Disease Study, 2000; Spencer et al., 1996). Das
einzige erfolgversprechende Mittel zu Behandlung einer Sepsis sind derzeit
Antibiotika. Wird die Sepsis jedoch von einem Antibiotika-resistenten Keim ausgelost,
verschlechtern sich die Uberlebenschancen des Patienten dramatisch. Reagiert der
Keim auf keines der bekannten Antibiotika, bleibt nur noch die medikamenttse
Stabilisierung der Korperfunktionen. In diesem Fall, kann man nur darauf hoffen,
dass das Immunsystem des Patienten alleine in der Lage ist die Infektion erfolgreich
zu bekdmpfen (van Amserfoort et al., 2003).

Die Zahl der einfach oder mehrfach Antibiotika-resistenten Keime nimmt standig zu.
Die beiden bekanntesten Vertreter multiresistenter Keime sind Methicillin-resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) und Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE).
Staphylokokken sind fir etwa 80 Prozent aller septisch verlaufenden Infektionen
verantwortlich, wobei der Anteil der Infektionen mit MRSA bei etwa 60 Prozent liegt.
Enterokokken verursachen etwa 15 Prozent der septischen Infektionen. Der Antell
der VRE-Stamme liegt hier bei etwa 50 Prozent (EARSS-Report, 2007).

2.2 Enterokokken

Bei Enterokokken handelt es sich um grampositive, meist paarweise angeordnete
kokkoide Bakterien. Sie besitzen eine weitgehende Resistenz gegenuber
Umwelteinflissen und wachsen bei Temperaturen zwischen 10C und 45T, bei pH-
Werten bis 9,6; sowie in Gegenwart von Gallenflissigkeit. Enterokokken gehdren
neben Escherichia coli, Streptokokken, Bifidobakterien und Lactobazillen zur
normalen Darmflora des Menschen. Sie besiedeln normalerweise den Dinndarm und
sind wichtig fur die Verdauung der Nahrung in resorbierbare Bestandteile.

Bisher sind die Stamme avium, casseliflavus, flavescens, durans, gallinarium, hirae,
faecalis und faecium bekannt, wobei nur den beiden letzten Stammen eine klinische
Bedeutung zukommt. Diese zahlen zu den potentiell pathogenen Keimen. Bei
operations- oder krankheitsbedingter Schwachung des Immunsystems kdnnen sie
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eine Vielzahl verschiedener Infektionen auslésen. Sehr haufig kommen Harnwegs-,
Bauchfell-, Weichteil-, Herzklappen- und Atemwegsinfektionen vor.

Enterokokken besitzen den fur gram positive Bakterien typischen Zellwandaufbau.
Dieser besteht aus langen Ketten von N-Acetylmuramin (MurNAc) und N-
Acetylglucosamin (GIcNAc), welche stets abwechselnd 3-1,4 glycosidisch verknipft
sind. Die Ketten werden untereinander durch Peptide zusammengehalten. Der
Aufbau der Zellwand beginnt mit der Bereitstellung des so genannten Pentapeptid-
precursors auf der Aul3enseite der Zellmembran. Diese Precursormolekiille werden
durch die Transglycosylase zu einer Kette verknupft (Abbildung 2-1). Die Ketten
erreichen eine Lange von etwa 50 Precursormolekilen. Die Vernetzung der Ketten
untereinander erfolgt durch die Transpeptidase. Diese katalysiert die proteolytische
Abspaltung der finften Aminosaure des Precursormolekiils, des D-Alanins. Dadurch
wird die Energie fur die Ausbildung der Interpeptidbriicke bereitgestellt. Diese bildet
sich zwischen der dritten Aminosaure, L-Lysin, des ersten Precursormolekiils und der
vierten Aminosaure, D-Alanin, des gegeniberliegenden Precursormolekils aus
(Navarre et al., 1999). Die Interpeptidbriicke besteht bei Enterococcus faecalis aus
zwei L-Alaninen (Bouhss et al., 2002), und bei Enterococcus faecium aus einem D-
Aspartat (Bellais et al., 2006).

Trans-

Glycosylase
Lttys H Aasx b, o [ Liys [ Asx |.NHZ | Liys H Asx |.NH2

Pentapeptidprecursor

Transpeptidase

v

Carboxypeptidase

Abbildung 2-1

Darstellung der beiden Reaktionen, die zur Verknupfung der Zellwand gram positiver Bakterien fiihrt.
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Viele Antibiotika greifen an verschiedenen Punkten des Zellwandaufbaus ein und
verhindern diesen. Die am haufigsten eingesetzte Gruppe von Antibiotika sind die
3-Lactam-Antibiotika, zu denen auch Penicillin gehért. Die Antibiotika zerstéren das
katalytische Zentrum, den R-Lactam-Ring der Transpeptidase, welche in diesem
Zusammenhang auch als Penicillin-Bindeprotein (PBP) bezeichnet wird. Dadurch
wird der Zellwandaufbau gestoppt und die Zelle stirbt beim néchsten Teilungszyklus
ab. Enterokokken besitzen eine Priméarresistenz gegen [-Lactam-Antibiotika. Als
Primérresistenz bezeichnet man eine nicht erworbene, chromosomal veranlagte
Resistenz. Diese beruht auf einer veranderten Transpeptidase, welche eine stark
verminderte Affinitat gegeniber 3-Lactam-Antibiotika besitzt.

Vancomycin, ein Glycopeptid-Antibiotikum, greift ebenfalls in den Zellwandaufbau
gram positiver Bakterien ein. Dieses Antibiotikum komplexiert den Pentapeptid-
precursor. Der Grundbaustein des Zellwandaufbaus steht somit nicht mehr zu
Verfuigung, wodurch die Zelle bei der nachsten Teilung abstirbt. Die Resistenz der
VRE-Stamme beruht auf einer Veranderung eines Enzyms, welches am Aufbau des
Pentapeptidprecurors beteiligt ist. Dieses Enzym, die D-Ala-D-Ala-Ligase, stellt
normalerweise die Verknupfung zwischen der vierten und funften Aminosaure des
Precursormolekdls her. VRE-Stamme besitzen Variationen dieses Gens, welche als
vanA bis vanE bezeichnet wird. Diese Genvariationen codieren fir Enzyme, welche
statt dem D-Alanin an Position funf, eine Verknupfung zu D-Lactat (vanA, B und D)
beziehungsweise zu L-Serin (vanC und E) herstellen. Da Vancomycin zu den so
veranderten Precursormolekilen keine Affinitat besitzt, kann es seine hemmende
Wirkung beim Zellwandaufbau nicht entfalten (Cetinkaya et al., 2000). Die
Vancomycin-Resistenz  wird als sekundére Resistenz bezeichnet, da das
entsprechende Gen auf einem Plasmid oder innerhalb eines Transposons liegt. Da
sie dadurch mittels des horizontalen Gentransfers weiter gegeben werden kann, ist
eine sehr rasche Ausbreitung dieser Resistenz zu beobachten. Im Jahr 2001 wurden
VRE-Stamme nur in einigen Landern der EU registriert, wo sie selten mehr als 25%
der Enterokokken-Infektionen ausmachten. Funf Jahre spéter haben sich VRE-
Stamme Uber ganz Europa ausgebreitet und machen zum Teil 50 Prozent der
Enterokokken-Infektionen aus (Abbildung 2-2). Wie schnell sich Resistenzen
innerhalb von Bakterienpopulationen entwickeln und ausbreiten zeigt sich am
Beispiel eines der neuesten Antibiotika, Linezolid. Dieses Antibiotikum gehort zur
Gruppe der Oxazolidinone, welche auf die Peptidyltransferase der 50s ribosomalen
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Abbildung 2-2

Vergleich der statistischen Resistenz-Verteilung von Vancomycin-resistenten Enterococcus faecium
im Jahr 2001(links) und 2006 (rechts) aus dem EARSS-Report (European Antimicrobials Resistance
Survailance System) 2001 und 2006

Untereinheit wirken und somit die Proteinbiosynthese verhindern. Linezolid wurde im
Jahr 2000 in den USA, und 2001 in Deutschland zugelassen. Das Antibiotikum zeigte
eine sehr gute Wirksamkeit gegen VRE, MRSA und alle Streptokokken (Halle et al.,
2002). Zwischen der Zulassung in den USA und dem ersten bekannten Ausbruch
von Linezolid-resistenten-Enterokokken (LRE) vergingen aber nur vier Jahre. (Kainer
et al., 2007). Die schnelle Entwicklung und Ausbreitung der Antibiotika-Resistenzen
zwingt die Pharmaindustrie, sich nach neuen Maoglichkeiten zur Beka&mpfung
bakterieller Infektionen umzusehen. Eine dieser Mdéglichkeiten ist die Anwendung

von Bakteriophagen oder Bakteriophagenproteinen.

2.3 Bakteriophagen

Bei Bakteriophagen handelt es sich um Bakterien infizierende Viren, welche im
allgemeinen eine GrofRe zwischen 2 nm und 200 nm besitzen. Sie werden anhand
ihrer Morphologie und der enthaltenen Nukleinsaure klassifiziert. Das Genom von
Phagen hat in den meisten Féllen eine Grof3e von 5-500 Kilobasenpaaren und kann
als einstrangige DNA oder RNA beziehungsweise als doppelstrangige DNA oder
RNA vorliegen. Die heutige Klassifizierung der Bakteriophagen basiert auf der
morphologischen Einteilung von Bradley (Bradley et al., 1965 und 1967).

Die Morphologie einiger heute bekannten Phagen ist von pleomorphem,

filamentésem oder kubischem Charakter, die meisten Phagen jedoch (ca. 96%)
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besitzen eine Kopf-Schwanz-Struktur (tailed phages) und gehéren zur Ordnung
Caudovirales (Ackermann, 1999). Das genetische Material ist bei Vertretern dieser
Ordnung in einem ikosaedrisch geformten Kopf enthalten. Der Schwanz und die
Basisplatte dienen der Anheftung an den Wirt und der Injektion der Nukleinsaure
(Abbildung 2-3).

1.) Phagenkopf

2.) Phagenschwanz

3.) DNA/ RNA

4.) Proteinhulle/ Kapsid
5.) Kragen

6.) Schaft

7.) lange Schwanzfaser

8.) kurze Schwanzfaser

9.) Basisplatte

Abbildung 2-3

Schematische Darstellung eines caudoviralen Phagen (Tambe, 2005)

Zu den Caudovirales gehéren drei Familien: Myoviridae besitzen einen kontraktilen
Schwanz, Siphoviridae einen sehr langen, jedoch nicht kontraktilen Schwanz, und
Podoviridae haben einen sehr kurzen, nicht kontraktilen Schwanz (Abbildung 2-4).

Abbildung 2-4
Morphologie der Caudovirales. (1) Siphoviridae, (2) Myoviridae, (3) Podoviridae. (Profos AG, 2006)
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Wie alle Viren haben Phagen keinen eigenen Stoffwechsel. Sie bendétigen
Bakterienzellen zur Vermehrung. Nach der spezifischen Erkennung der Wirtszelle
durch Proteine der Basisplatte oder der Schwanzfasern, wird die DNA des Phagen in
die Zelle injiziert. Ab diesem Moment kann man zwischen einem lysogenen oder
lytischen Vermehrungszyklus des Phagen unterscheiden. Die DNA lysogener
Phagen wird nach der Injektion in das Genom der Wirtszelle integriert. Eine
Vervielfaltigung des Phagen findet hier zunachst nicht statt. Das Genom des Phagen
wird bei jeder Zellteilung ebenfalls repliziert und auf die beiden Tochterzellen verteilt.
Phagen, welche in das Genom der Wirtszelle integriert sind, werden als temperente-
oder Prophagen bezeichnet. Der Wechsel in den lytischen Vermehrungszyklus wird
erst ausgelost, wenn sich die Wachstumsbedingungen fir die Wirtszelle
verschlechtern. Da durch Absterben der Wirtszelle die Erbinformationen des Phagen
ebenfalls verloren gehen wirden, beginnt dieser sich zu replizieren. Nach
Zusammenbau der Phagenpartikel wird die Zellwand der Wirtzelle zerstért und die
Phagen werden freigesetzt (Abbildung 2-5). Das Genom von Phagen mit
ausschlief3lich lytischem Vermehrungszyklus wird nicht ins Genom der Wirtzelle
integriert. Bei diesem Vermehrungszyklus beginnt die befallene Zelle sofort mit der
Vervielfaltigung des Phagengenoms und der Herstellung der darin codierten

Proteine.

Reprogrammierung

Assemblierung Produktion

Abbildung 2-5
Darstellung des lytischen Vermehrungszyklus eines Bakteriophagen (Profos AG, 2006)

Bakteriophagen wurden 1915 von Frederick Twort sowie 1919 von Felix Hubert

d’Herelle unabhangig voneinander beschrieben, wobei erst die Versuche von
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d’Herelle in der Fachwelt Beachtung fanden. Im Jahr 1919 beschrieb d"Herelle wie
man Phagen gegen Typhus-Infektionen einsetzen kann (d’Herelle 1919). Diese
sogenannte Phagentherapie geriet mit Einfihrung der ersten Antibiotika, wie zum
Beispiel Sulfonamid 1935 und Penicillin 1943, zunehmend wieder in Vergessenheit.
Lediglich in einigen osteuropaischen Staaten und der ehemaligen Sowjetunion
gehorte die Phagentherapie weiterhin  zu den medizinisch eingesetzten
Therapieformen. Die gro3te Erfahrung mit der medizinischen Anwendung von
Bakteriophagen besitzt das Eliava-Institut in Tiflis, Georgien. Giorgi Eliava, der
Grunder dieses Institutes, arbeitete in den zwanziger Jahren mit d 'Herelle zusammen
in Paris und untersuchte die Wirksamkeit von Phagen gegen verschiedenste
Infektionen.

Durch die zunehmende Verbreitung von Bakterien mit Resistenzen gegen alle
bekannten Antibiotika, ist die Pharmaindustrie auf der Suche nach neuen
antimikrobiellen Wirkstoffen. Bakteriophagen wirden sich dazu eignen, da sie am
Ende ihres Vermehrungszyklus die befallenen Zellen zerstéren. lhre hohe
Wirtsspezifitat ist eine weitere Eigenschaft, welche sie fur medizinische
Entwicklungen interessant macht. Mittlerweile wurde eine Vielzahl von Phagen gegen
fast jedes bekannte Bakterium gefunden. Bekannte Vertreter fir Phagen von gram

positiven Bakterien sind in der Tabelle 2-1 aufgelistet.

Tabelle 2-1

Wichtigste Vertreter der Bakteriophagen gegen Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis und
faecium sowie Streptococcus pneumoniae

Bakteriophage Wirtstamm Quelle
Twort Staphylococcus aureus Twort et al., 1915
Phill Staphylococcus aureus Novick et al., 1967
Phage K Staphylococcus aureus ATCC Herkunft unbekannt
phi 1 Enterococcus faecalis Sewage et al., 1975
phi EF24C Enterococcus faecalis Uchiyama et al., 2007
F4 Enterococcus faecium Nigutova et al., 2008
CP1 Streptococcus pneumoniae Garcia et al., 1987
CP7 Streptococcus pneumoniae Garcia et al., 1989
CP9 Streptococcus pneumoniae Garcia et al., 1989

Im Tiermodell konnte die Wirksamkeit von Phagen gegen VRE-Stamme (Biswas et
al., 2001), Staphylococcus aureus (Capparelli et al., 2007), Pseudomonas
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aeruginosa (Catherine et al., 2007) und Escherichia coli 0157 H7 (Sheng et al.,
2006) bewiesen werden.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Bekdmpfung von Bakterien ist die Anwendung der
Proteine, welche es dem Phagen ermdglichen am Ende des Reproduktionszyklus die

Wirtszelle zu zerstéren. Diese Proteine nennt man Endolysine.

2.4 Endolysine

1937 beschrieb Dubos erstmals, dass es Zellbestandteile gibt, welche die
Eigenschaft besitzen Bakterienzellen zu zerstéren. Er zeigte in Versuchen, dass
Pneumokokken die Stress ausgesetzt sind, lysiert werden. Da die Zellen bei diesen
Versuchen ihre antigenen Oberflacheneigenschaften verloren, musste ein anderer,
enzymatischer Mechanismus verantwortlich sein, als bei der Zerstérung durch Hitze
oder physikalische Einwirkungen (Dubos, 1937). Ralston beschrieb 1956 erstmals
den Unterschied zwischen lytischen Proteinen, welche bei einer Phageninfektion
freigesetzt werden, und zelleigenen, autolytisch auf eine Zelle wirkenden Proteinen.
Die beiden Proteintypen weisen verschiedene Abbauprodukte der Zellwand auf, was
auf unterschiedliche enzymatische Reaktionen schlieen lasst (Ralston et al., 1956).
Im selben Jahr veréffentlichten Lieberman, dass das Substrat der lytischen
Phagenproteine, die Polysacharide der Zellwand sind (Lieberman et al., 1956). Diese
Proteine wurden damals als Virolysine bezeichnet, wahrend man heute den Begriff
Endolysin verwendet.

Fur Phagen gram positiver Bakterien ist der Mechanismus, welcher zur Zerstérung
der Wirtszelle am Ende der Phagenreproduktion fuhrt weitestgehend aufgeklart. In
der spaten Phase der Phagenreproduktion kommt es zu Bildung von zwei Proteinen.
Das erste Protein ist Holin. Dieses hydrophobe Membranprotein flgt der
Cytoplasmamembran der befallenen Zellen L&sionen zu (Wang et al., 1991; Kaneko
et al., 1998; Loessner et al., 1998; Loessner et al., 1999; Wang et al., 2003). Durch
die Lasionen kann das zweite Protein, das Endolysin, an die Zellwand gelangen
(Wang et al., 2000). Diese wird durch das Endolysin abgebaut, woraufhin die Zelle
aufgrund des osmotischen Drucks der Umgebung platzt. Die neu gebildeten Phagen
werden dabei freigesetzt und kdnnen neue Wirtszellen befallen (Groman, 1962).
Bakteriolytische Enzyme werden aufgrund ihrer Herkunft und Aufgabe in
verschiedene Gruppen aufgeteilt. Neben den schon beschriebenen Endolysinen gibt

es noch Autolysine und Bakteriocine. Autolysine sind Enzyme, welche
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zellwandgebunden vorliegen und eine entscheidende Rolle bei der Zellteilung spielen
(Smith et al.,, 2000). Bakteriocine sind Enzyme, welche von Bakterien zur
Unterdrickung des Wachstums konkurrierender Bakterien ausgeschittet werden.
Eines der bekanntesten Bakteriocine ist Lysostaphin, welches von Staphylococcus
simulans gebildet wird (Wu et al., 2003; Kumar, 2008).

Autolysine und Bakteriocine ahneln in ihrem Aufbau oft den Endolysinen. Diese
bestehen meist aus einer spezifischen, hochaffinen Bindedomane (engl. cell wall
binding domain, CBD), welche fur die Erkennung und Kopplung des Enzyms an die
Zellwand verantwortlich ist (Loessner et al., 1998, 1999 und 2002), sowie einer
lytischen Domane (engl. enzymatic activ domain, EAD), welche die Zellwand abbaut
(Garcia et al., 1987). Fur die Funktion des Proteins spielt es keine Rolle, ob die CBD
oder EAD im N- oder C-terminalen Bereich des Proteins liegen (Garcia et al., 2000).
Im Bereich der CBD kommen bestimmte strukturelle Motive vor, welche fur die
Erkennung des Peptidoglycans verantwortlich sind. Bekannt sind hier vor allem das
SH-3- und das LysM-Motiv (Garcia et al., 1988; Lopez et al., 1992 und 1997). Beide
Motive kénnen einzeln oder wiederholt vorkommen. Auch eine Aneinanderreihung
verschiedener Motive ist moglich. In Abbildung 2-6 ist die Struktur des Endolysins
Ply-PSA des Listeria monocytogenes-Phagen PSA zu sehen, welcher eine Zink-

Amidase als lytische Doméne, und zwei SH-3 Bindedomanen besitzt.

Katalytische Doméane Linker Zellbinde-Domane

Abbildung 2-6

Rontgenkristallstruktur des Endolysins Ply-PSA des Listeria monocytogenes-Phagen PSA. Blau: EAD
mit gebundenem Zink im aktiven Zentrum, Braun: zwei hintereinander liegende SH-3-Domanen
(Korndorfer, et al., 2006)
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Die CBD der bakteriolytischen Enzyme bindet reversibel an die Lipoteichonséuren
oder das Peptidoglycan der Zellwand, was zur Ausrichtung der EAD in die Nahe des
Substrates fuhrt. Durch die Einordnung des Substrates in die Bindungsfurche der
EAD, werden die Aminoséuren des aktiven Zentrums, meist Glutamat oder Aspartat
in eine Position gebracht, in der sie eine hydrolytische Spaltung der
Polysacharidbindung des Zuckerriickgrades beziehungsweise der Peptidbindung der
Interpeptidbriicke katalysieren konnen (Perez-Dorado et al., 2007). Dies ist in den
Abbildungen 2-7 und 2-8 anhand des Endolysins CPL1 des Streptococcus
pneumoniae Phagen CP1 dargestellt

Abbildung 2-7

Modell der Bindung des Endolysins CPL1 an die Zellwand. (blau: Polysacharidriickgrad, orange:
Interpeptidbriicken, griin: CPL1; Perez-Dorado et al., 2007)

Abbildung 2-8

Roéntgenkristallstruktur von CPL1 mit gebundenem Substrat (griin: gebundenes Polysacharid, orange:
katalytische Domane, blau und lila: SH-3-Motive der CBD, gelb: Linker; Perez-Dorado et al., 2007)
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Man unterscheidet zwischen vier verschiedenen EADs. Die Klassifizierung der EAD
erfolgt nach ihrem Angriffsort in der Zellwand. Muramidasen und N-Acteyl-
Glucosaminidasen schneiden zwischen Muraminsdure und N-Acetyl-Glucosamin,
wahrend Amidasen und Endopeptidasen die Peptidbindungen hydrolysieren (Young,
1992; Loessner, 2005) (Abbildung 2-9).

1) Muramidase
2) Glucosaminidase
3) Amidase

4) Endopeptidase

Abbildung 2-9

Schematische Darstellung der Angriffspunkte der verschiedenen EADs

Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde noch kein Fall von Resistenzbildung gegen diese
Art von Enzymen beobachtet (Borysowski et al., 2006). Bei Versuchen mit
wiederholter Lyse von Bakterien durch Endolysine, und erneuter Anzucht der
Uberlebenden Zellen, stellte sich selbst nach 40 Zyklen keine Resistenz ein
(Fischetti, 2008). Selbst langere Behandlung mit niedrigen Konzentrationen an Lysin
in Flussigkultur fuhrte nicht zur Identifizierung resistenter Bakterien (Loeffler et al.,
2001; Schuch et al., 2002).

Lytische Phagenproteine kommen somit als potentielle antimikrobielle Wirkstoffe in
der Medizin in Frage. Dies bewies ein Versuch, bei dem Mause, welche eine
Infektion der oberen Atemwege mit Streptococcus pneumoniae besal3en, erfolgreich
mit dem Endolysin CPI-1 des Phagen CP-1 behandelt wurden (Loeffler et al., 2007).
Chimare, gattungstubergreifend wirkende Endolysine gegen Staphylococcus aureus
und Streptococcus agalactiae wurden 2006 zur Behandlung von Mastidis
(Euterentziindung) bei Kalbern eingesetzt (Donovan et al., 2006).

Zu Beginn der Arbeit war gegen Enterokokken nur das Endolysin ,PlyV12* bekannt,
welches in der Lage war, auch Antibiotika-resistente Enterokokken (unter anderem
VRE) zu lysieren (Fischetti et al., 2004).
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2.5 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollte eine mogliche Strategie zur Bekampfung von Enterokokken-
Infektionen untersucht werden. Dabei sollten Endolysine Anwendung finden, da sie in
der Lage sind bakterielles Peptidoglycan nicht nur von innen, sondern auch von
aulRen abzubauen (Donovan et al., 2006; Sass & Bierbaum, 2007). Ein Vorteil der
Anwendung von Endolysinen ware deren Spezifitat, da sie, im Gegensatz zu den
meisten Antibiotika, die natirliche Bakterienflora des Menschen nicht zerstoren
(Rashel et al., 2007; Fischetti, 2008;). Da die Ausbildung einer bakteriellen Resistenz
nicht zu erwarten war, sollten die gefundenen Endolysine nach Optimierung der
Aktivitat und Stabilitat medizinische Anwendung finden. Bei der Suche nach neuen
Endolysinen sollte auf eine hohe Spezifitit gegen die medizinisch relevanten
Stamme Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium geachtet werden, wobei
im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit mdglichst beide Stamme von einem Endolysin
lysiert werden sollten. Dazu sollten zunachst Bakteriophagen gegen die genannten
Enterokokken-Stamme aus Umweltproben isoliert und auf ihr Wirtsspektrum
untersucht werden. Das Genom von Phagen mit geeigneten Wirtsspektren sollte
partiell sequenziert und potentielle Endolysinsequenzen durch Homologiesuche in
Sequenzdatenbanken identifiziert werden. Nach rekombinanter Expression in
Escherichia coli sollte Lyseaktivitat, Loslichkeit, Stabilitat und Spezifitat
charakterisiert werden. Hierfir mussten geeignete Reinigungsprozeduren und
Testverfahren gefunden, adaptiert oder entwickelt werden. Die Optimierung und
Anpassung der Eigenschaften der gefundenen Endolysine an das Ziel der Arbeit
sollte unter anderem durch modul-shuffling erfolgen. Dabei soll durch die
Kombination verschiedener funktioneller Domé&nen ein Protein mit neuen
Eigenschaften erzeugt werden. So sollte die Spezifititt des Endolysins, durch
Austauschen oder Erganzen der CBD durch eine andere, verandert werden. Die
enzymatische Aktivitat sollte durch Austausch einer EAD durch eine aktivere EAD
gesteigert werden. Die Kombination verschiedener EADs wéare ebenfalls moglich
(Garcia et al., 1990; Lopez et al., 1992).

Am Ende der Arbeit sollte eine reproduzierbare Methode zur stabilen Expression und
Reinigung des optimierten Endolysins stehen. Fernziel ware ein Protein, welches
aufgrund seiner Eigenschaften als therapeutischer Wirkstoff eingesetzt werden

konnte.
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3 Material

3.1 Bakterienstamme

3.1.1 Teststamme

Folgende Bakterienstiamme wurden fur die Isolierung der Bakteriophagen (4.1.3), der
Testung ihrer Wirtsspezifitat (4.1.6) und die Charakterisierung der gefundenen
Endolysine bendtigt (4.5.2). Alle Teststamme waren Teil der Profos Culture
Collection (ProCC)

Tabelle 3-1

Tabellarische Ubersicht Giber die verwendeten Teststamme

ProCC-Nr. |Stamm Quelle

17 Enterococcus faecalis Prof. Stetter (Uni Regensburg)
25 Salmonella typhimurium DB7136 Uniklinikum Regensburg
310 Bacillus subtilis DSMZ 10T

879 Enterococcus durans Eigenisolat Profos

880 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
931 Escherichia coli IM109 Promega

1176 Enterococcus faecalis ATCC 19433

1177 Enterococcus faecium ATCC 20477

1180 Lactobacillus acidophilis Eigenisolat Profos

1181 Lactobacillus casei ATCC 334

1185 Leuconostoc mesenteroides Eigenisolat Profos

1193 Streptococcus salivarius DSMZ 20560

1504 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1505 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1506 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
1507 Enterococcus durans Eigenisolat Profos

1508 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1513 Staphylococcus aureus Uniklinikum Regensburg
1547 Staphylococcus epidermidis DSMZ 1798

1548 Staphylococcus haemolytikus DSMZ 20228

1550 Staphylococcus aureus DSMZ 20231

1552 Enterococcus faecalis DSMZ 2570

1553 Enterococcus faecium DSMZ 2146

1563 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
1564 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
1565 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
1566 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1567 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1568 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
1569 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1570 Enterococcus faecium Uniklinikum Regensburg
1571 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
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ProCC-Nr. |Stamm Quelle

1572 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1578 Enterococcus faecalis Uniklinikum Regensburg
1579 Bacillus cereus DSMZ 345

1583 Lactobacillus plantarum DSMZ 2601

1584 Lactobacillus plantarum DSMZ 20174

1601 Carnobakterium gallinarum DSMZ 4847

1603 Streptococcus mutans DSMZ 20523

1604 Carnobakterium divergens DSMZ 20589

1606 Enterococcus casseliflavus DSMZ 20680

1607 Enterococcus durans DSMZ 20633

1634 Enterococcus faecium RKI, Wernigerode

1798 Streptococcus mutans DSMZ 20561

1800 Streptococcus mutans DSMZ 20727

2465 Enterococcus faecalis V583 ATCC 700802

3.1.2 E. coli Klonierungs- und Expressionsstamme

Im Verlauf der Arbeit wurden E. coli Stamme mit T5- und T7-Expressionssystem
verwendet. Das T7 System bedient sich der T7-RNA Polymerase, welche eine
funffach hohere Aktivitat als die E. coli RNA Polymerase hat (Studier et al., 1990).
Das auf dem Chromosom des Expressionsstammes gelegene Gen fir diese
Polymerase steht unter Kontrolle des lacUV5-Operators. Dieser enthalt eine
Bindestelle fur einen Repressor. Das Gen fur den Repressor liegt auf einem Plasmid
und wird konstitutiv exprimiert. Die Expression der T7-RNA-Polymerase wird durch
Zugabe von Isopropyl-B-DThiogalaktopyranosid (IPTG) induziert, welches an den
Repressor bindet und dessen Wechselwirkung mit dem lacUV5-Operator verhindert.
Die T7-RNA-Polymerase kann nun an den T7-Promotor auf einem
Expressionsplasmid binden und mit der Expression eines rekombinant klonierten
Gens auf dem Expressionsplasmid beginnen.

Das T5-Expressionssystem funktioniert identisch, wobei allerdings die T5-RNA-

Polymerase des Phagen T5 verwendet wird.
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3.1.2.1 Stamme mit T7-Expressionssystem
HMS174 (DE3) (EMD-Biosiences, Darmstadt)
F- recAl hsdR (rci2 Mki2') Rif' A (DE3)

Rifampicin-Resistenz

BL21 (DE3) (EMD-Biosiences, Darmstadt)
F ompT hsdSg(rs" mg’) gal decm (DE3)

BL21 Codon Plus (DE3) RIL (Stratagene, La Jolla, USA)
B F-ompT hsdS(rs" mg") decm” Tet' gal A(DE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam']

Tetracyclin-Resistenz

Bei BL21 CodonPlus (DE3) RIL Zellen werden Gene von einem zusatzlichen Plasmid
coexprimiert, welche fur in E. coli seltene tRNAs kodieren (argU (AGA, AGG); ileY
(AUA); leuw (CUA)). Das Plasmid enthalt zusatzlich das Gen fur die
Chloramphenicolacetyltransferase, welches die Resistenz gegen Chloramphenicol

vermittelt.

Origami B (DE3) (EMD-Biosiences, Darmstadt)
F- ompT hsdSg(rg” mg) gal dem lacY1 aphC (DE3) gor522::Tn10 trxB (Kan' Tet')

Kanamycin- und Tetracyclin-Resistenz

In Origami-Stammen sind die Thioredoxin Reduktase und die Glutathion Reduktase

mutiert. Deshalb kommte es zu einer gesteigerten Bildung von Disulfidbricken.

3.1.2.2 Stamme mit TS5 Expressionssystem

M15
nalS, strS, rifS, thi-, lac-, ara+, gal+, mtl-, recA+, uvr+, lon+

3.1.2.3 Stamme zur Amplifikation von Plasmiden

JM109 (New England Biolabs)
F” traD36 proA'B" lacl® A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) ginV44 e14” gyrA96 recAl relAl endA1l thi hsdR17

Nova Blue singles (EMD-Biosiences, Darmstadt)
endAl hsdR17 (rki2 Mki2') SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lacF[proA" B lacl®ZAM15::Tn10] (Tet)

Tetracyclin-Resistenz

Nova Blue Singles werden zum Blau-Weil3-Screening verwendet.
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3.2 Expressionsvektoren

T7-Expressionsvektoren: pET14b, pET21a (EMD-Biosiences, Darmstadt)
T5-Expressionsvektoren: pQE-60 (Qiagen, Hilden)

Vektoren fir Blau-Weil3-Screening: pSTblue (EMD-Biosiences, Darmstadt)

3.3 Enzyme

Produkt Hersteller

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main)
T4-Ligase New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main)
Phusion-Polymerase New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main)
Ex-Tag-Polymerase Lonza (Basel, Schweiz)

Phire-Polymerase Biozym (Hessisch Oldendorf)

Calf intestine Phosphatase (CIP) New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main)
DNase 1 Biozym (Hessisch Oldendorf)

Proteinase K Applichem GmbH (Darmstadt)
Streptactin-horseradish peroxidase (HRP) IBA GmbH (Géttingen)

3.4 Oligonukleotide

Folgende Primer wurden fur die Klonierung der Endolysine, sowie flr deren
Modifikation im Rahmen des modul shufflings benétigt. Alle Primer wurden bei der
Firma Eurofins-MWG (Ebersberg, Deutschland) bestellt.

Primer fiir die Klonierung von EPhL-20 und Derivaten:

EPH20for(-)T 5 -TTAATAGAGCTCCATATGATGAAGTTAAAAGGTATTTTATTTGGT-3
EPH20rev(-)T 5"-GCCATAGAGCTCGGATCCTTATACTAATGTACCCCA-3
EPh20K_sal_for 5 -TTAATAGTCGACATGACAGCTAATGCATATGAA-3
EPH20K_Bam_rev 5 -TTAATAGGATCCTTATACTAATGTACCCCACGTG-3’
EPH20CBD1for 5 -TTAATACCATGGGAGCTCATGGTAAAACCAACACCAAGCAAA-3’
EPH20CBD1rev 5 -GTTATAGGATCCCTACTTAGTGTTAAGGTCCTCTAA-3’
EPH20CBD2for 5-TTAATACCATGGGAGCTCATGTCCCCACCAAAACCAAGC-3’

Primer fir die Klonierung von EPh-25 und Derivaten:

5°-EPH25Amifor 5 -TTAATACCATGGGAGCTCATGGCTTATAAAGTAGAAAGACGAATTAGA-3’
5°-EPH25CBDfor 5 -TTAATACCATGGGAGCTCATGGTGTCCCATGATAAAGCTATC-3’
3*-EPH25Amirev 5-TAGGATCCTTATAGCGTGAAGTAGAATTCATTGAA-3’
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Primer fir die Klonierung von K-1:

5°- Deltalnhefor 5 -TAGCTAGCATGGCTTATAAAGTAGAAAGACGAATTAGA-3
3*-EPH25sacrev 5-ATAGAGCTCTAGCGTGAAGTAGAATTCAATGAA-3’
5°-EPh20CBDsacfor 5 -ATAGAGCTCATGGTAAAACCAACACCAAGCAAA-3
3’-EPh20Bamrev 5-ATAGGATCCTTATACTAATGTACCCCA-3’

3.5 GrolRenstandards

Zur Abschatzung der Gréf3e von DNA-Proben bei Agarosegelen (4.2.8) und
Proteinproben bei SDS-Polyacrylamidgelen (4.4.1) wurden Standards der Firma
Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.

Protein-GréRRenstandards:
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Cat.-Nr: SM0431)
Prestained Protein Molecular Weight Marker (Cat.-Nr: SM0441)

DNA-GréRenstandards
Gene Ruler 1kb-DNA-Ladder: (Cat.-Nr: SM0311)
Gene Ruler 100bp-DNA-Ladder: (Cat.-Nr: SM0241)

3.6 Verwendete Chemikalien

Alle fur diese Arbeit benotigten Chemikalien besal3en den hochsten verfigbaren
Reinheitsgrad. Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen

bezogen:

Applichem Darmstadt www.applichem.de
Becton Dickinson GmbH Heidelberg www.bd.com

Biozym Scientific GmbH Hess www.biozym.com
Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe www.carl-roth.de

GE Healthcare Freiburg www.amershambiociences.com
Gerbu Biochemicals GmbH Gaiberg www.gerbu.de

Merck KGaA Darmstadt www.merck.de
Oxoid Wesel www.oxoid.com
Qiagen Hilden www.giagen.com
Roche Diagnostics GmbH Mannheim www.roche.de

Serva Heidelberg www.serva.de
Sigma Aldrich Steinheim www.sigmaaldrich.de
Fermentas St. Leon-Rot  www.fermentas.de
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3.7 Antibiotika und Medienzusatze

Die Stammldsungen wurden gegebenenfalls sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20C
aufbewahrt. Alle Zuséatze wurden den Medien im Verhaltnis 1:1000 zugesetzt.

Stammlésung Zusammensetzung
Ampicillin Stammlésung 100 mg/ml in H,O bidest.
Chloramphenicol Stammldsung 34 mg/ml in Ethanol p.a.
Kanamycin Stammlésung 25 mg/ml in H,O bidest.
Rifampicin Stammldsung 10 mg/ml in Methanol p.a.
Tetracyclin Stammldsung 100 mg/ml in Ethanol p.a.
IPTG Stammlésung: 238 mg/ml in H,O bidest.
X-Gal Stammlésung: 20 mg/ml in H,0 bidest.

3.8 Puffer und Lésungen

Alle verwendeten Puffer wurden mit Millipore-H,O hergestellt und gegebenenfalls

autoklaviert bzw. sterilfiltriert.

Puffer Zusammensetzung
4-Chlor-1-Naphtol Substratldsung 0,086 g/l 4-Chlor-1-Naphthol
6,06 g/l Tris-HCI
11,68 g/l NaCl

17% (v/v) Methanol

4x Lower SDS-Puffer (pH 8,0) 181,17 g/l Tris-HCI
0,8% (w/v) SDS

4x Upper SDS-Puffer (pH 6,8) 60,57 g/l Tris-HCI
0,8% (w/v) SDS

ABTS-Reaktionslésung (pH 5,0) 17,3 g/l Zitronensaure
32,07 g/l Na,HPO,
0,1% (w/v) ABTS
0,005% (v/v) H,0,
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Puffer

Zusammensetzung

AP-Farbelésung (pH 9,5)

Fairbanks A

Fairbanks D

Inclusion body-Waschpuffer (pH 8,0)

Lysepuffer (pH 7,4)

Ni-NTA-Puffer A (pH 7,5)

Ni-NTA-Puffer E (pH 7,5)

PBS Puffer (pH 7,4)

Ruckfaltungspuffer

12,41 g/l Tris-HCL
5,84 g/l NaCl
0,48 g/l MgCI2

0,225 g/l 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat

0,245 g/l Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

25% (v/v) Isopropanol

10% (v/v) Essigsaure

10% (v/v) Essigsaure

0,6 g/l Tris-HCI

0,35 g/l CacCl,
0,19 g/l MgCl,
10 g/l DNAse |
geldst in 2 PBS

3,03 g/l Tris-HCI
17,54 g/l NaCl
1,36 g/l Imidazol

3,03 g/l Tris-HCI
17,54 g/l NaCl
34,04 g/l Imidazol

1,38 g/l Na,HPO,
0,31 g/l NaH2PO4
8,76 g/l NaCl

3,03 g/l Tris-HCI (pH 7,5)
52,27 g/l L-Arginin

5,16 g/l Natriumcitrat
0,028 g/l ZnSO,

1,54 g/l DTE
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Puffer

Zusammensetzung

SDS-Auftragspuffer (pH 8,0)

SDS-Laufpuffer (pH 8,0)

Solubilisierungspuffer (pH 8,0)

TBE Puffer (pH 8,0)

TBS Puffer (pH-7,4)

TP1-Puffer (pH 5,8)

TP2-Puffer (pH 6,8)

Westernblottransferpuffer (pH 9,0)

0,61 g/l Tris-HCI
10% (v/v) Glycerin

2,5% (v/v) 3-Mercaptoethanol

2% (w/v) SDS

0,6% (v/v) Bromphenolblau (10 g/ml)

0,29 g/l EDTA

3,03 g/l Tris-HCI
1,5% (v/v) Glycerin
1% (w/v) SDS

480,48 g/l Harnstoff
3,03 g/l Tris-HCI
5,16 g/l Natriumcitrat
0,028 g/l ZnSO,
1,54 g/l DTE

10,78 g/l Tris-HCI
5,5 g/l Borsaure
0,74 g/l EDTA

2,42 g/l Tris-HCI
7,04 g/l NaCl

12 g/l RbCI

9,9 g/l MnCl,

2,94 g/l Kaliumacetat
1,5 g/l CaCl,

13% (v/v) Glycerin

2,1 g/l MOPS

1,2 g/l RbCl

11 g/l CaCl, x 2H,0
13% (v/v) Glycerin

19,07 g/l Natriumborat
10% (v/v) Methanol

-23-



Material

Puffer Zusammensetzung
Zellaufschlusspuffer (pH 8,0) 7,04 g/l NaCl

3.9 Kits

Produkt Hersteller

GenomiPhi DNA Amplification Kit

pSTBIlue-1 Perfectly Blunt Cloning Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIAquick Spin Miniprep Kit

Wizard® Lambda Preps DNA Purification System

3.10Verbrauchsmaterial

Produkt

GE Healthcare, Miinchen
Novagen, Darmstadt
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Promega, Madison, USA

Hersteller

96 Well Mikrotiterplatte

96 Deepwellplatte 2 ml

96 Well Rigid PCR Ultra Plate 0,2 pl
AcrodiscSyringe Filter 0,2 um und 0,45 pm
Cryobank™

Dialysemembran Zellutrans (versch.)
Omnifix Einmalspritzen (versch.)
Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pipettenspitzen 1000 und 200 und 20 pl
Pipetten “Serological Pipet” 5, 10, 25 ml
Polypropylen Round Bottom Tubes 14 ml
Reaktionsgefalie 1,5 und 2 ml

UV/VIS- Préazisionskivette 1 cm

Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml

Nunc GmbH, Wiesbaden

Nunc GmbH, Wiesbaden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Pall Gelman Laboratory, Dreieich
Mast Diagnostics, Reinfeld

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
VWR, Melsungen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Hirschmann, Eberstadt

Greiner Bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, NUmbrecht

BD Falcon, Heidelberg

BD Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Hellma, Mihlheim

Corning Inc., Corning, USA
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3.11 Gerate

Produkt

Hersteller

Agarosegelelektrophoresekammern
Analysenwaage Kern 770

Autoklav Varioklav 135 S

Akta FPLC

Akta Purifier

ELISA Reader Sunrise
Fluoreszenz-Spektrometer Fluoromax-3
G-Storm Cycler

Horizontalschuttler
Hochdruckhomogenisator — Fluidizer
Image Master VDS mit Software Liscomp
Inkubatoren

Mastercycler Gradient
Metallblockthermostat Block Heater
Mikroliterpipetten

Multifuge 3 S-R

Reinstwasseranlage

Rotor SS334

Rotor SLA1500

Rotor SLC4000

SDS-Gelapparatur Mighty Small E250/260
Spannungsquellen

Standzentrifuge RC5C

Sterilbank Herasafe

Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Biofuge Pico
Tischzentrifuge Biofuge Fresco

Ultra Turrax T18 basic

Ultraschall Homogenisator
Zellphotometer Ultrospec10
UV/VIS-Spektrometer V550 und V650

Vortex-Genie®

PeqLab Biotechnologie, Erlangen
Kern, Balingen

H+P Labortechnik, OberschleiRheim
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Tecan, Maennedorf (CH)

Horiba Jobin Yvon, Unterhaching
G-Storm, Essex (UK)

GFL, Burgwedel

Microfluics, Newton MA (USA)
GE Healthcare, Miinchen

Myrton, Heiligenstadt

Eppendorf, Hamburg

Stuart Scientific, Watford Herts (UK)
Eppendorf, Hamburg

Heraeus Kendro, Hanau
Millipore, Billerica (USA)

Kendro, Sorvall, Hanau

Kendro, Sorvall, Hanau

Kendro, Sorvall, Hanau
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Amersham Pharmacia Biotech,
Kendro Sorvall, Hanau

Heraeus, Nurnberg

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Kendro, Hanau
Heraeus Kendro, Hanau

IKA Labortechnik, Staufen
Bandelin Electronic, Berlin
Amersham Biosciences, Freiburg

Jasco, Tokyo (Japan)

Scientific Industries Inc, Bohemia (USA)
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3.12 Software und Online-Tools

Programm Hersteller/ Internetadresse

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Chromas Version 1.45, McCarthy 1996-1998 (www.technelysium.com.au)

Clustalw?2 (http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)

DataMax Version 2.20 (Instruments SA, Inc.)

DLP-SVM (http://lwww.tuat.ac.jp/~domserv/cgi-bin/DLP-SVM.cgi)

ExXPASy Proteomics server (http://www.expasy.ch/)mit tools zur
Sequenziibersetzung (translate), Proteaseschnittstellenerkennung
(peptide cutter), Ermittlung von Protein-Eigenschaften (protparam)

GOR (http://npsa-pbil.ibcp.fricgi-bin/npsa_automat.pl? page=npsagor4.html)

NEBcutter2 (http:/tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)

Rev Complement
Spectra Manager
Swiss PDB Viewer

Unicorn

(http://lwww.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html)
Version 2.06.01 (Jasco Corp.)
Version 3.70b (http://au.expasy.org/spdbv/)

Version 5.11 (http://www.gehealthcare.com/unicorn)
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4 Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Anzucht und Erhaltung von Bakterien

Die Anzucht von E. coli-Stammen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37T
in LB-Medium, dem bei Bedarf ein selektionierendes Antibiotikum zugesetzt wurde
(Sambrook, et al., 1989). Alle weiteren Bakterienstimme wurden in BHI-Medium bei
37T angezogen. Die Vereinzelung von Kulturen erfol gte auf 1,5% LB-Agar-Platten.
Zur Konservierung von Bakterien wurden 700 pul einer stationaren Kultur mit 700 pl
20% (v/v) Glycerin in H,O bidest versetzt, und nach kurzer Inkubation bei
Raumtemperatur in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80C.

LB-Medium (pH 7,5) 54qll Hefeextrakt

10 g/l Trypton

10 g/l NaCl
SOB-Medium (pH 7,5) 549/l Hefeextrakt

20 g/l Trypton

0,6 g/l NaCl

0,59/ KCL
Peptonwasser (Fertigmedium) Herstellung nach Angaben von Oxoid, Wesel.
BHI (Fertigmedium) Herstellung nach Angaben von Oxoid, Wesel.
Miiller Hinton Il (Fertigmedium) Herstellung nach Angaben von Merck, Darmstadt

Fur die Herstellung von Agarplatten wurde das entsprechende Medium mit 1,5%
(w/v) Agar versetzt und anschlieRend autoklaviert. Topagar wurde durch Zugabe von

0,7% Agar und anschlieRendes Autoklavieren hergestellit.
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4.1.2 Sammlung von Umweltproben

Die Umweltproben, aus denen spater die Phagen isoliert werden sollen, wurden aus
den Zulaufen von Klaranlagen gezogen. Dazu wurden etwa 50 ml des ungefilterten
Zulaufs der Klaranlagen in 50 ml Gefal3e abgefullt und ins Labor zur weiteren

Verwendung uberfuhrt.

4.1.3 Isolierung von Phagen aus Umweltproben

Die Isolierung der Phagen aus Umweltproben erfolgte mit einer modifizierten
Methode von Felix Hubert d'Herelle (d"'Herelle et al.,, 1919). Um lytische
Bakteriophagen aus Umweltproben zu gewinnen wurden diese zuerst mittels eines
0,45 um Filters sterilfiltriert. Dass Filtrat wurde 1:1 mit 2fach LB-Medium (4.1.1)
versetzt und anschlieBend entweder mit Enterococcus faecalis und Enterococcus
faecium (1% des Gesamtvolumens, Zellen in der exponentiellen Phase) beimpft.
Danach erfolgte eine schittelnde Inkubation Uber Nacht bei 37C. Nach 12 Stunden
wurden die Enterokokken 20 Minuten mit 3% Chloroform behandelt. Die dadurch
abgetotteten Zellen wurden durch Zentrifugation (Multifuge 3 SR, 4500 rpm, 30 min,
4C) vom Uberstand getrennt. Der Uberstand wurde st erilfiltriert (PorengroRe
0,2 um). Dieses Lysat diente als Ausgangsmaterial fir die Vereinzelung und
Isolierung der Bakteriophagen. Hierzu wurden 300 pl einer stationaren Wirtskultur mit
200 pl Lysat und 3 ml LB-Topagar (4.1.1) vermischt und auf LB-Agarplatten
ausgegossen (Toplayer). Nach Verfestigung des Topagars wurden die Platten tber
Nacht bei 37T inkubiert.

Durch Lyse der Wirtszellen durch die Phagen entstehen so genannte Plagues im
Bakterienrasen. Diese konnen von unterschiedlicher Tribung, Form und Grol3e sein.
Die GrolRe und das Aussehen wurden dokumentiert und Plaques unterschiedlicher
Morphologie mit sterilen Pasteurpipetten ausgestochen. Wahrend einer einstiindigen
Inkubation in 200 pl LB-Medium diffundierten die Phagen aus dem Agar. Das
erhaltene ,Phagendiffundat® wurde sterilfiltriert (Porengréf3e 0,2 pm). Anschlie3end
wurden 300 pl einer stationaren Wirtskultur mit 10 ul, 1 pl bzw. 1 pl einer 1:500
Verdiinnung des Diffundats in LB-Medium zusammen mit 3 ml LB-Topagar auf
Agarplatten gegossen. Die Verduinnungsreihe der Phagenlésung war ndétig, um
Einzelplagues im Bakterienrasen zu erhalten. Nach Inkubation bei 37C tber Nacht

wurden erneut Plaques gestochen. Um eine Phagenreinkultur zu erhalten wurde
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dieser Vorgang mindestens dreimal wiederholt. Jetzt sollten nur noch Plaques mit

einheitlicher Morphologie erkennbar sein.

4.1.4 Bestimmung des Phagentiters

Um Ausreichend Phagen-DNA zu gewinnen, war es notig 10 ml Lysat mit einem Titer
von mindestens 10° pfu/ml (Plaque forming units) herzustellen. Dazu wurden 10 ml
LB-Medium, 300 pl einer stationaren Wirtskultur und 1 pl Phagendiffundat Giber Nacht
bei 37C schittelnd inkubiert. AnschlieRend wurde das Lysat abzentrifugiert
(Multifuge 3 SR, 4500rpm, 30min) und mit einem Filter mit 0,45 pum Porengrol3e
sterilfiltriert. Nun wurde in einer 96well Platte eine serielle Verdiinnung des Lysats in
SM-Puffer bis zu einem Verdinnungsfaktor von 10® angelegt. Jeweils 5 pl der
einzelnen Verdinnungsstufen wurden dann auf einen Toplayer des entsprechenden
Wirtes aufgetupfelt. Bei der hochsten Verdinnungsstufe, bei der noch Einzelplaques
zu sehen waren, wurden diese ausgezahlt. Unter Berucksichtigung der Verdinnung

konnte man nun die pfu/ml des Phagenlysats angeben.

4.1.5 Konservierung der Bakteriophagen

Bakteriophagen wurden fir die Arbeitsbank als sterilfiltriertes Phagenlysat mit einem
Titer >10” pfu/ml bei 4C gelagert. Zur Langzeitlagerung wurd e ein steriffiltriertes
Phagenlysat mit einem Titer von mindestens 10" pfu/ml 1:1 mit Glycerin (87%)
gemischt und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80C.

4.1.6 Wirtsspektrum von Bakteriophagen

Fur die Erstellung des Wirtsspektrums wurden Agarplatten mit einem Toplayer
relevanter Organismenstdmme hergestellt. Dazu wurden die Teststamme bei 37C
Uber Nacht in BHI-Medium angezogen. 1 ml der stationaren Bakterienkulturen wurde
zusammen mit 3 ml LB-Topagar auf LB-Agar-Platten ausgegossen. Nach Erstarren
des Topagars konnten die Platten fur die Bestimmung des Wirtsspektrums verwendet
werden. Es wurden Platten mit verschiedenen Isolaten des Wirtsstammes,
verschiedenen Stdammen der gleichen Gattung und anderen medizinisch relevanten
Bakteriengattungen hergestellt.

Um moglichst viele Phagen auf einer Agarplatte testen zu kénnen, wurden die

verschiedenen Phagenlysate in einer sterilen Teflon-Matrize vorgelegt und mit einem
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sterilen Metallstempel auf die Topagarplatte aufgetipfelt. Der Stempel wurde vor
jedem Ubertrag mit 100% Ethanol abgeflammt und kurz auf einer sterilen Agarplatte
abgekihlt. Nachdem die Tropfen (3 bis 5 ul) in den Topagar eindiffundiert waren,
wurde die Platte Gber Nacht bei 37T inkubiert. Phagen, die spezifisch flr einen

bestimmten Wirt waren, erzeugten Plagues auf dem Bakterienrasen.

4.1.7 Herstellung kompetenter E. coli -Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte nach der Methode von Chung et al.
(1989). Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurden 400 ml SOB-Medium mit
10 mM MgSO,; und 10 mM MgCl, versetzt und mit 2 ml einer frischen
Ubernachtkultur beimpft. Die Anzucht erfolgte bei 37<C bis zu einer OD gy von 0,3.
Die Zellsuspension wurde in vorgekuhlte SLA-1500 Zentrifugenbecher verteilt und
15 min auf Eis inkubiert. Nach der Zellernte durch Zentrifugation (Rotor SLA1500,
4500 rpm, 10 min, 4C) folgte die Resuspension des Zellpellets in 64 ml eiskaltem
Puffer TP1. Nach Inkubation auf Eis fur 90 min sowie einem erneuten
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 16 ml eiskaltem Puffer TP2 aufgenommen.
Aliquots & 300 ul wurden sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschliessend
bei -80C gelagert. Zur Qualitatskontrolle der komp etenten Zellen wurde eine
Kontroll-Transformation durchgefuhrt. Hierfir wurden 10 ng Plasmid-DNA zu 150 pl
kompetenten Zellen gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock
bei 42T fur 90 sec und weiterer Inkubation auf Eis fur 90 sec erfolgte die Zugabe
von 1 ml LB-Medium. Der Ansatz wurde 60 min bei 37°C langsam schuttelnd
inkubiert. Nun wurden je 100 pl einer Verdinnungsreihe (1:1000, 1:100, 1:10 -
entspricht 0,001 ng, 0,01 ng bzw. 0,1 ng DNA) und des unverdinnten Ansatzes
(entspricht 1 ng DNA) auf LB-Platten mit Antibiotikum (entsprechend der Plasmid-
codierten Resistenz) ausplattiert und tber Nacht bei 37T inkubiert. Zur Auswertung
wurden die Transformanden gezahlt und auf Kolonien / pg DNA normiert. Ein guter

Transformationswert liegt bei tiber 5x10° — 1x108 Kolonien / pg DNA.

4.1.8 Transformation von DNA In E. coli

Zur Transformation wurden 150 uyl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, zu 10 pl der
Plasmid-Losung (ca. 5 pg/ml DNA) gegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock (90 sec, 42<C) und weiteren 2 min auf Eis folgte die Zugabe von
1 ml sterilem LB-Medium. Nach Inkubation fir 30 min bei 37<C und 600 rpm wurden

die Zellen auf Agarplatten mit Selektivmedium ausgebracht und tber Nacht bei 37C
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inkubiert. Durch eine Kolonie-PCR (4.2.4.1) und DNA-Sequenzierung wurden die
erhaltenen Transformanden Uberpruft (Inoue et al., 1990).

4.1.9 Rekombinante Proteinexpressionin  E. coli

Zur Expression von Proteinen wurden E. coli-Stdmme (3.1.2) verwendet, die mit dem
entsprechenden Plasmid transformiert (4.1.8) wurden. Die Anzucht erfolgte in
sterilem LB-Medium (4.1.1). Zur Selektion auf den Expressionsstamm wurde das
Medium mit Antibiotika versetzt. Die Endkonzentration der Antibiotika betrug fur
Ampicillin 100 pg/ml, fir Rifampicin 10 pg/ml, fur Kanamycin 25 pg/ml und fur
Chloramphenicol 34 pg/ml. Zur Anzucht im 5 | Erlenmeyerkolben wurden zwei Liter
Medium 1:50 mit einer Ubernachtkultur beimpft und bei 30C bzw. 37 schiittelnd
inkubiert. Die Proteinexpression wurde bei einer ODgg von 0,6 durch Zugabe von
IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach weiterer Inkubation fir
drei bis vier Stunden folgte die Zellernte durch Zentrifugation (Sorvall, Rotor SLC-
4000, 5000 rpm, 30 min, 4C). Das Zellpellet wurde in 40 ml Zellaufschlusspuffer
(3.8) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte im Hochdruckhomogenisator bei
70 bar Uber 15 Zyklen. Ldsliche und unlésliche Fraktion wurden durch Zentrifugation
des Zellaufschlusses (Sorvall, Rotor SS34, 14000 rpm, 30 min, 4C) getrennt. Die
Analyse der l6slichen und unldslichen Bestandeile der Expression erfolgte per SDS-
PAGE (4.4.1).

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung von DNA aus Bakteriophagen

Die DNA-Isolierung aus Phagen (Titer > 5 x 10® pfu/ml) erfolgte mittels Wizard®
Lambda Preps DNA Purification System (3.9). Die DNA Praparation erfolgte geman

der Vorschrift des Herstellers.

4.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien mittels des QIAquick Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Hilden) basiert auf der Methode von Birnboim et al. (1979).

Eine Ubernachtkultur von transformierten E. coli wurde in LB-Medium angezogen.
Zur Selektion diente das Antibiotikum, dessen Resistenz auf dem transformierten
Plasmid codiert war. Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des

QIAquick Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach beiliegender Vorschrift des
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Herstellers. Die Funktionsweise des Kits basiert auf der alkalischen Lyse der E. coli
Zellen und der anschlieBenden Reinigung der Plasmid-DNA ({ber eine

Anionenaustauscherséaule.

4.2.3 Unspezifische Amplifikation von DNA

Zur unspezifischen Amplifikation von Fragmenten linearer genomischer DNA wurde
der GenomiPhi DNA Amplification Kit (3.9) verwendet. Dieser enthalt die DNA
Polymerase des Bakteriophagen Phi29 zur Amplifikation von einzel- oder
doppelstrangiger DNA. Die proofreading-Aktivitat der DNA-Polymerase gewahrleistet
eine geringe Fehlerquote. Als Primer wurden hexamere Oligonukleotide zufalliger
Sequenz verwendet. Wahrend der Synthese entstehen neue DNA-Einzelstrdnge
unterschiedlicher Lange, an welche die Primer erneut binden koénnen. Eine
exponentielle Zunahme der DNA-Menge ist die Folge. Alle Anséatze erfolgten nach

Herstellerprotokoll. Die Reaktion fand Uber Nacht bei 30T statt.

4.2.4 Spezifische Amplifikation von DNA (PCR)

Die PCR ist eine in vitro Methode zur enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-
Fragmente (Mullis & Faloona, 1987). Sie ermdglicht die selektive Vervielfachung des
DNA-Templates in einem komplexen DNA-Gemisch. Die Reaktion basiert auf der
Anlagerung (Annealing) und Verlangerung (Extension) zweier Oligonukleotid-Primer,
die auf gegenuberliegenden Strdngen in entgegengesetzter Richtung die Zielregion
einer doppelstrangigen DNA flankieren. Die Analyse der PCR erfolgte Uber ein
analytisches Agarosegel (4.2.8). Der Standard-PCR-Ansatz enthielt folgende
Bestandteile:

forward-/ reverse-Primer (10 uM): je5ul
dNTP-Mix (10 mM) 5ul
5xPhusion-Taq Puffer 10 pl
Phusion-Tag-Polymerase 0,25 pl
DNA-Matrize 2ul
DMSO 2ul
H,O 20,75 pl

Als Standard-PCR-Programm wurde ein so genanntes touchdown-Programm
verwendet. Dabei beginnt man mit einer Annealing-Temperatur, welche 10C hdher

liegt, als die des Oligonukleotid-Primers. In den ersten zehn Amplifikationszyklen
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wurde die Temperatur pro Zyklus um 1T gesenkt. Dies erhoht die Spezifitat des
Primers gegentber der DNA-Matrize. Unspezifische Amplifikationen sollten durch
diese Methode unterdriickt werden. Falls nicht anders beschrieben, wurde folgendes

PCR-Programm genutzt:

Initiale Denaturierung 300 s 98T
touchdown-Zyklus (10 Zyklen):
Denaturierung 30s 98T
Annealing 30s 65T (-1C/Zyklus)
Elongation 120 s 72<C
Amplifikationszyklus (25 Zyklen):
Denaturierung 30s 98T
Annealing 30s 55¢C
Elongation 120 s 72<C
finale Elongation 300 s 72<C
Stop kein Zeitlimit 10C

4.2.4.1 Kolonie-PCR

Bei der Kolonie-PCR handelt es sich um einen Standard-PCR-Ansatz, bei dem statt
isolierter DNA, Zellen von einer Agarplatte in den Ansatz uberfuhrt werden. Der
initiale Denaturierungsschritt fuhrt zum Zellaufschluss, wodurch die Plasmid-DNA frei
wird. Als Primer wurden Oligonukleotide gewahlt, welche an die Plasmid-codierte
Promotor- und Terminatorregion annealen. Die Analyse der PCR erfolgte tber ein
analytisches Agarosegel (4.2.8). Fur die Kolonie-PCR wurde folgendes Programm

verwendet:

Initiale Denaturierung 300 s 98T
Amplifikationszyklus (25 Zyklen):

Denaturierung 30s 98T
Annealing 30s 55¢C
Elongation 120 s 72<C
finale Elongation 300 s 72<C
Stop kein Zeitlimit 10C
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4.2.5 Verwendung von Enzymen zur Veranderung der DN A

4.2.5.1 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen (3.3) sind in der Lage DNA spezifisch an bestimmten
Sequenzen zu schneiden (Aber, Nathans und Smith, 1978). Zwei mit demselben
Enzym geschnittene DNA Fragmente konnen durch Ligase wieder miteinander
verbunden werden (4.2.5.2). Der Verdau der DNA erfolgte durch Enzyme der Firma

NEB nach den Herstellerangaben.

4.2.5.2 Ligation

Um ein DNA Fragment in einen Expressionsvektor zu klonieren, mussten sowohl die
DNA als auch der Vektor mit denselben Restriktionsendonukleasen verdaut werden.
Dem Verdau des Vektors wurde zusatzlich 1 pl alkalische Phosphatase (3.3)
zugegeben. Die alkalische Phosphatase dephosphoryliert das 5-Ende des DNA-
Doppelstrangs, so dass eine Ligation des Vektors mit sich selbst verhindert wird. Die
Verbindung der kompatiblen Schnittstellen von PCR-Fragment und Vektor wurde
durch das Enzym T4-Ligase (3.3) aus dem Bakteriophagen T4 mittels ATP-Hydrolyse

vermittelt (Lehman et al., 1974). Die Ligation erfolgte nach Angaben des Herstellers.

4.2.6 Shot-Gun Klonierung von Zufallssequenzen aus Phagen-DNA

Fur die Suche nach homologen DNA-Sequenzen wurden unterschiedliche DNA-
Fragmente eines Genoms bendétigt. Diese Fragmente erhalt man entweder durch
unspezifische DNA-Amplifikation (4.2.33) oder durch Verdau von Phagen-DNA
(4.2.5.1). Die erhaltenen DNA-Sticke mussten vor der Sequenzierung in einen
Vektor Uberfiihrt werden. Dazu wurde der Perfectly Blunt Cloning Kit (3.9) verwendet.
Die DNA wurde nach Verdau oder Amplifikation per PCR Purification Kit (3.9)
aufgereinigt. Die Klonierung der Fragmente in den pST-Blue-Vektor des Kits erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Die Identifizierung plasmidhaltiger Klone erfolgte per
Blau-Weil3-Screening (4.2.7).

4.2.7 Blau-Weil3-Screening

Bei diesem Verfahren wird die Fahigkeit des Enzyms [3-Galaktosidase zur Hydrolyse
von X-Gal zu Galaktose und 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol genutzt. Letzteres wird
durch Luftsauerstoff zu dem blauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlorindigo oxidiert.

In dem verwendeten pSTblue-Klonierungsvektor (3.2) liegt die Insertionsstelle fur
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Fremd-DNA in der fur die B-Galaktosidase codierenden Sequenz. Durch Einbringen
eines Inserts in den Vektor kann die B-Galaktosidase nicht mehr exprimiert werden.
Die Transformanden wurden auf LB-Agar mit 50 pg/ml Ampicillin, 12,5 pg/ml
Tetracyclin, 70 pg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galaktopyranosid (X-Gal)
und 80 uM Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) ausplattiert. Die Expression
der B-Galaktosidase wurde mittels IPTG induziert. Zellen die erfolgreich mit einem
Vektor mit Insert transformiert wurden, konnten das X-Gal im Agar nicht mehr
umsetzen und bildeten weil3e Kolonien. Transformanden deren Vektor kein Insert

enthielt, bildeten blaue Kolonien.

4.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur Analyse von Nukleinsaurefragmenten.
Man unterscheidet die anlytische und die praparative Agarose-Gelelektrophorese.
DNA-Fragmente wurden hierbei in 1% (w/v) Agarosegelen getrennt. Fir die
analytische Agarose-Gelelektrophorese reichten 25 ul Taschen aus wahrend fir
praparative Zwecke 50 ul Geltaschen bendtigt wurden. Der Gellauf erfolgte in TBE-
Puffer (3.8) bei einer Spannung von 110 V. Die Dokumentation der Agarose-Gele
erfolgte mit dem Video-Dokumentationssystem. Wurde ein praparativer Lauf
durchgefihrt, konnten die DNA-Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten, und mittels
des QIAquick Gel Extraction Kits (3.9) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt

werden.
4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Gewinnung unldslich exprimierter Proteine

Ob ein Protein l6slich oder unléslich exprimiert wird, ist abhangig von dessen
Stabilitat und dem Organismus, in dem es exprimiert wird. Ein Teil der Proteine
welche in dieser Arbeit beschrieben wurden, exprimierten I6slich. Losliche Proteine
konnten nach Aufschluss der Expressionszellen aus dem Aufschluss-Uberstand
gewonnen werden. Einige Proteine wurden unl6slich in  sphérischen
Einschlusskérperchen, so genannten inclusion bodies, exprimiert. Die vollstandig
synthetisierten Proteine lagen hier meist nur ungefaltete oder maximal partiell gefaltet
vor. Zur lIsolierung mussten die inclusion bodies solubilisiert und das enthaltene

Protein komplett denaturiert werden. Schlie3lich erfolgte in der Ruckfaltung die
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Renaturierung des Proteins, wobei dieses bei korrekter Faltung seine native Struktur

annahm.

4.3.1.1 lIsolierung von inclusion bodies

Die hier angewandte Methode der Reinigung von inclusion bodies basierte auf den
Ergebnissen von Rudolph et al. (1996). Nach Expression des Zielproteins in E. coli
und Zellaufschluss wurde die unldsliche Fraktion mit Hilfe des Ultra-Turrax in
inclusion body-Waschpuffer (3.8) resuspendiert und anschlieRend durch
Zentrifugation (Sorvall, SLA1500, 12000 rpm, 25 min, 4C) erneut pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Dieser Waschvorgang wurde mehrfach wiederholt.
Dabei wurde zuerst inclusion body-Waschpuffer mit 2,5% (v/v), dann 1% (v/v) Triton
X100 verwendet. AbschlieBend wurde nochmals mit inclusion body-Waschpuffer
ohne Triton X100 gewaschen. Zur besseren Handhabung wurden die gereinigten
inclusion bodies in wenigen ml H;O bidest aufgenommen. Die in HO
aufgenommenen incusion bodies konnten bis zur Verwendung bei -20C gelagert

werden.
4.3.1.2 Solubilisierung von inclusion bodies

Die in Wasser aufgenommenen inclusion bodies wurden zuerst mit 10% (v/iv) 1 M
NaOH-L6sung versetzt und grindlich durchmischt. Danach wurde das Gemisch 1:10
in Solubilisierungspuffer (3.8) mit 8 M Harnstoff verdiinnt und wieder homogenisiert
(McCoy & Frost, 1988). Das Protein lag nach der Solubilisierung im ungefalteten
Zustand vor. Durch Zentrifugation (Multifuge SR3, 20 min, 4500 rpm, 4<C) wurden in

Solubilisierungspuffer unldsliche Bestandteile entfernt.

4.3.1.3 Ruckfaltung denaturierter Proteine

Um die native Struktur des Proteins wiederherzustellen, musste der Solubilisierungs-
Ansatz in einen Puffer ohne Denaturierungsmittel verdinnt werden. Um die Bildung
von Aggregaten unfertig gefalteter Proteine wahrend der Rickfaltung so gering wie
mdoglich zu halten, wurde die Methode der schnellen Verdinnung angewandt.
Hierbei wurde das Protein 1:16 in Ruckfaltungspuffer (3.8) verdinnt. Der Puffer
enthielt verschiedene Zuséatze um die Uberfiihrung in den nativen Faltungszustand
zu optimieren. Da es sich bei der lytischen Domane des Proteins EPhL-20K um eine
Zink-Metalloprotease (NCBI-CDD pfam01510) handelte, welche nur mit gebundenem

Zink im aktiven Zentrum lytische Eigenschaften besitzt, enthielt der Puffer 0,1 mM

-36 -



Methoden

Zinksulfat. Um das Zink fur den Einbau in das Protein verfigbar zu machen, wurde
der Komplexbildner Natriumcitrat eingesetzt. Um eine Aggregatbildung wahrend der
Ruckfaltung zu vermeiden wurde dem Puffer L-Arginin zugegeben (Rudolph et al.,
1996). Versuche mit verschiedenen Argininkonzentrationen zwischen 50 mM und
500 mM ergaben eine optimale Konzentration von 300 mM Arginin. Ebenso wie der
Solubilisierungspuffer enthielt auch der Ruckfaltungspuffer DTE um eine fehlerhafte
Ausbildungen von Disulfidbriicken zu unterbinden. Die Zusammensetzung des
Ruckfaltungspuffers wurde im Rahmen der Arbeit von Forchheim (2009) optimiert.
Die Ruckfaltung des Proteins fand bei 4C im Kihlraum statt. Das zugegebene
Protein wurde Uber Nacht unter Ruhren im Kuahlraum inkubiert. Anschlie3end wurden
zurlckbleibende, unlosliche Bestandteile des Ruckfaltungsansatzes durch
Zentrifugation (Multifuge SR3, 20 min, 4500 rpm, 4°C) entfernt.

4.3.2 Proteinreinigung

Die Chromatographieschritte wurden in dieser Arbeit, falls nicht anders angegeben,
mit einer AKTA-FPLC oder AKTA-Purifier Chromatographieanlage (GE Healthcare,
Miinchen) durchgefihrt.

4.3.2.1 Anionenaustauscherchromatographie

Zur Abtrennung von DNA aus Proteinlésungen wurde in dieser Arbeit der starke
Anionenaustauscher Toyopearl GigaCap Q-650M (Tosoh Biosciences GmbH,
Stuttgart) mit einem S&ulenvolumen von 36 ml verwendet. Die Reinigung wurde bei
einem pH-Wert von 8 durchgefiihrt. DNA besitzt bei diesem pH-Wert eine negative
Gesamtladung und interagiert mit dem positiv geladenen Saulenliganden (-O-R-
N*(CHs)s). Der isoelektrische Punkt (pl), der mit dieser Methode aufgereinigten
Proteine, lag bei 9.49 (EPhL-25) und 9,44 (K-1). Die Seitengruppen der Aminosauren
Lysin, Aspartat und Glutamat sind bei einem pH-Wert unterhalb des pl protoniert,
wodurch das Protein eine positive Gesamtladung erhélt. Dadurch konnte das Protein
nicht an die Liganden der stationaren Phase binden, und war in der Durchlauffraktion
zu finden. Die DNA-Abtrennung erfolgte bei einer Flussrate von 5 ml/min. Als
Auftragspuffer diente im Fall eines I6slichen Proteins der Zellaufschlusspuffer (3.8).
Unlosliche Proteine wurden in Solubilisierungspuffer (3.8) aufgetragen. Die
proteinhaltige Fraktion des Durchlaufs wurde mittels Kationenaustauscher-

chromatographie weiter gereinigt.
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4.3.2.2 Kationenaustauscherchromatographie

Zur weiteren Aufreinigung des Zielproteins fand der starke Kationenaustauscher
Toyopearl SP-550C (Tosoh Biosciences GmbH, Stuttgart) mit einem Saulenvolumen
von 20 ml Verwendung. Wie bei 4.3.2.1, fand auch dieser Reinigungsschritt bei
einem pH-Wert von 8 statt. Das positiv geladene Zielprotein konnte bei diesem pH-
Wert mit dem Séaulenliganden (-O-CH,-CH,-CH»-SOg3) interagieren. Als Flussrate
wurden 2 mil/min fur Auftrag und Waschen bzw. 1 ml/min wahrend der Elution
gewahlt. An den Waschvorgang der Saule mit 3 Saulenvolumen Auftragspuffer
(4.3.2.1) schloss sich die Elution im Gradienten tber 10 Saulenvolumen nach dem
Elutionspuffer an. Fir losliche Proteine kam als Elutionspuffer Zellaufschlusspuffer
mit 500 mM NaCl zu Einsatz, unldsliche exprimierende, solubilisierte Proteine
wurden mit Solubilisierungspuffer mit 150 mM Natriumcitrat eluiert. Der erhohte
Salzgehalt des Elutionspuffers bewirkte hierbei eine Verdrangung der gebundenen
Proteine vom Liganden. Fraktionen von 2 ml wurden gesammelt und mittels SDS-
PAGE (4.4.1) auf Zielprotein untersucht. Die proteinhaltigen Eluatfraktionen wurden

vereinigt.

4.3.2.3 Ni-NTA-Affinitditschromatographie

Bei dieser Methode wurde die Affinitdt eines Affinitatspeptids, des so genannten
6xHis-tags, zu dem S&ulenliganden Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni**-NTA) zur
Reinigung eines Proteins genutzt. Der 6xHis-Tag war N-terminal an die zu
reinigenden Proteine kloniert. Nach Equilibrierung der Saule mit Auftragspuffer, Ni-
NTA-Puffer A (3.8), erfolgte der Auftrag des proteinhaltigen Uberstandes aus dem
Zellaufschluss. Nach Waschen der Saule mit 3 - 4 Saulenvolumen Auftragspuffer,
wurde das gebundene Protein mit vier Saulenvolumen Elutionspuffer,
Ni-NTA-Puffer E (3.8) mit Imidazol von der S&ule eluiert. Die Affinitat des Ni**-NTA
Komplexes zu dem im Elutionspuffer enthaltenen Imidazol ist grol3er als die zum
Histidin-Tag. Dadurch wurde das Protein vom Liganden verdrangt. Fraktionen zu je 1
ml wurden gesammelt und mittels SDS-PAGE (4.4.1) auf Zielprotein untersucht. Die

proteinhaltigen Eluatfraktionen wurden vereinigt.
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4.4 Analytische Methoden

4.4.1 SDS Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Analyse von Proteinproben wurde die denaturierende SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese mit diskontinuierlichem Puffersystem verwendet (King & Laemmli,
1971). Die verwendete Polyacrylamid-konzentration betrug 12%. Es wurden immer
Gele mit den Ausmaflen 10 x 8 x 0,15 cm verwendet. Fur die Taschen des

Sammelgeles kamen Kamme mit 15 Taschen fur je 25 pl zum Einsatz.

Tabelle 4-1

Zusammensetzung eines 12% SDS-Gels

Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Biacrylamid 30% 3ml 0,5 ml
4x Lower SDS Puffer (2.9) 1,875 ml 0,75 ml
Wasser 2,625 ml 1,75 ml
Ammoniumperoxodisulfat 10% (w/v) in H20 45 pl 30 pl
N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 4,5 pl 3ul

Die Proteinproben wurden vor der Gelelektrophorese mit 20% (v/v) 5xSDS-
Probenpuffer (3.8) versehen und zur Denaturierung fir funf Minuten auf 95 erhitzt.
Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer (3.8) bei einer konstanten Spannung
von 180 V. Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde eine modifizierte Methode
nach Fairbanks (Fairbanks et al., 1971) verwendet. Dabei wurde das zu farbende Gel
in Fairbanks-Losung A (3.8) in der Mikrowelle aufgekocht und anschlieRend 10 min
unter leichtem Schutteln inkubiert. Nachdem das Gel mit H,O gewaschen wurde
erfolgte die Entfarbung mit Fairbanks-Losung D (3.8). Dazu wurde das Gel in der
L6sung aufgekocht, und anschlielRend erneut unter leichtem Schitteln inkubiert, bis
die Proteinbanden sichtbar wurden. Die Dokumentation erfolgte mittels des Image

Master® Videodokumentationssystems.

4.4.2 Semi Dry Westernblot

Fur einen Westernblot wurden die Proteine werden zunachst tber SDS-PAGE (4.4.1)
nach der GroRe aufgetrennt und anschlielend elektrophoretisch auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF, Hybond-P PVDF-Membran, GE Healthcare) Membran
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Ubertragen. Da die Proteine im SDS-Gel negativ geladen vorlagen, wanderten sie im
Transferpuffer (3.8) entlang des elektrischen Feldes aus dem Gel in Richtung Anode.
An der Membranoberflache blieben sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
haften, wobei das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten blieb
(Renart, et al., 1979). Der Blot erfolgte bei einer Spannung von 294 mA fir etwa
50 min.

4.4.2.1 Detektion des Zielproteins

Fur eine spezifische Detektion eines getaggten Zielproteins kamen Antikdrper zum
Einsatz. Direkt nach dem Blotten wurde die Membran in PBS-Puffer (3.8) mit 0,1%
(v/v) Tween 20 und 0,5% (w/v) BSA flr 45 min bei Raumtemperatur blockiert. Der
Antikdrper gegen den Tag des Zielproteins wurde in PBST- oder TBST-Puffer 60 min
mit der Membran inkubiert. Im Anschluss daran erfolgten drei weitere Waschschritte
in PBST- oder TBST-Puffer (3.8) mit 0,1% (v/v) Tween 20. Welcher Puffer gewahlt
wurde, hing von der enzymatischen Funktion ab, die an den Antikorper gekoppelt
war. Fur einen Peroxidase-Antikorper wird PBST-Puffer, fir einen Phosphatase-
Antikdrper TBST-Puffer gewabhilt.

Die Visualisierung erfolgte bei Peroxidase-Antikérpern durch Inkubation der
Membran mit 4-Chlor-1-naphtol Substratldsung (3.8). Durch die Umsetzung des
Substrates zu einem Farbstoff wurden die Proteinbanden sichtbar. Wurde ein
Phosphatase-Antikorper benutzt, so erfolgte die Farbung in AP-Farbelésung (3.8)
wobei sich ebenfalls ein Farbstoff bildet. Beide Reaktionen konnten mit Wasser
gestoppt  werden. Die  Dokumentation des Blots erfolgte  mittels

Videodokumentationssystem (3.11).

4.4.3 Expressions- und Ldslichkeitstest

Nachdem ein Gen eines bestimmten Proteins rekombinant in einen Vektor eingeflgt,
und dieser in einen Expressionsstamm transformiert wurde, musste geklart werden,
ob das Protein exprimiert wurde. Dazu wurde eine Kultur in 1,5 ml sterilem LB-
Medium (4.1.1) in einem 2 ml-Eppendorfgefald bei 37°C unter Schutteln angezogen.
Zur Selektion enthielt das Medium Antibiotika. Sobald sich durch das Zellwachstum
im Gefal3 eine leichte Tribung zeigte, wurde die Expression durch Zugabe von IPTG
mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach weiteren drei Stunden
schttelnder Induktion bei 37C wurden die Zellen a bzentrifugiert. Falls nur getestet
werden sollte ob das Protein prinzipiell exprimiert, wurde das Zellpellet in 50 ul
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1xSDS-Probenpuffer (3.8) aufgenommen und 10 min auf 95T erhitzt. Anschlie3end
erfolgte die Analyse per SDS-PAGE (4.4.1).

Fur einen Loslichkeitstest erfolgte der Aufschluss in 250 pl Aufschlusspuffer (3.8)
mittels Ultraschall Homogenisator. Lésliche und unlésliche Zellbestandteile, wurden
danach durch Zentrifugation in der Tischzentrifuge getrennt. Sowohl Pellet als auch
Uberstand wurden anschlieBend mit 20% (v/v) SDS-Probenpuffer versetzt. Die

Analyse der beiden Fraktionen erfolgte ebenfalls per SDS-PAGE.
4.4.4 UV-Spektroskopie

4.4.4.1 Konzentrationsbhestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde photometrisch in einer 200 pl Quarzkivette bei
einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Eine Absorption von 1,0 entsprach einer
Konzentration von 50 ng/ul bei doppelstrangiger bzw. 37 ng/ul bei einzelstrangiger
DNA. Durch Messung der Absorption bei 280 nm wurden Verunreinigungen durch
Proteine deutlich. Der Quotient aus den Absorptionen bei 260 nm und 280 nm sollte

1,8 nicht unterschreiten.

4.4.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die aromatischen Aminosauren Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin sowie Cystine
absorbieren UV-Licht im Bereich von 250 nm bis 300 nm. Nach Pace et al. (1995)
kann aus der Aminosauresequenz der Molare Extinktionskoeffizient bei 280 nm (g2g0)
und daraus, bei bekanntem Molekulargewicht, der spezifische Extinktionskoeffizient

(> A,g0) berechnet werden:

= 2Trp x 5500 + £Tyr x 1490 + ZCystine x 125

63%

" Aazso = €280/ M
€280 molarer Extinktionskoeffizient bei 280nm [M-1cm-1]
0% A0 spezifischer Extinktionskoeffizient [cm2mg-1]
M Molare Masse [g/mol]

Formel 4-1

Formel zur Berechnung des molaren Extinktionskoeffizienten bei 280nm.

Durch Einsetzen in das Lambert-Beersche-Gesetz (A = ¢ x ¢ x d) kann die Protein-

konzentration berechnet werden:
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c =Aggo/ [O'l%Azso x d]

c Konzentration [mg/ml]

Asgo Absorption bei 280nm

d . Schichtdicke der Kiivette [cm]

O1%A 00 spezifischer Extinktionskoeffizient [cm’mg™]
Formel 4-2

Formel zur Berechnung der Proteinkonzentration anhand der Absorption bei 280nm.

Zur Bestimmung der Konzentration und Abschatzung des DNA-Gehalts der
Proteinlésung wurden Spektren von 240 nm bis 340 nm aufgenommen. DNA hat ein
Absorptionsmaximum bei 260 nm, weshalb der Quotient aus den Absorptionswerten
bei 280 und 260 nm (A.s0/Az60) als Parameter flir den DNA-Anteil der Proteinldsung
gewertet wurde. Dieser sollte mindestens einen Wert von 1,8 haben. Die Absorption
oberhalb einer Wellenldnge von 300 nm sollte Null sein. Ein erhéhter Wert kann auf

eventuell vorhandene Aggregate in der Proteinlésung hindeuten.

4.4.5 Fluoreszenzspektroskopie

Die Bestimmung der Faltungsintegritat der Proteine durch Messung der Fluoreszenz
erfolgte nach der Methode von Schmid (1989).

Alle Messungen wurden mit dem Fluoreszenzspektrometer FluoroMax-3 der Firma
HORIBA Jobin Yvon durchgefiihrt. Die Messung des emittierten Fluoreszenzlichts
erfolgte im 90>Winkel zum Anregungslichtstrahl. Die Proteineigenfluoreszenz durch
Tryptophan- und Thyrosinreste wurde bei einer Wellenlange von 280 nm angeregt.
Fur die ausschliel3liche Messung der Eigenfluoreszenz von Tryptophan wurde eine
Extinktionswellenlange von 295 nm gewahlt. Das Spektrum der Emission wurde bei
einer Anregung von 310 bis 450 nm detektiert. Die Integrationszeit betrug 1 s, die
Spaltbreite fir Anregungs- und Emissionswellenlange lag bei 2,5 nm. Alle
Fluoreszenzspektren wurden gegen die jeweiligen Pufferspektren korrigiert. Die
Messtemperatur betrug 24<C.

Die Proteinproben werden zur Denaturierung mit Guanidin-HCI in einer
Konzentrationsreihe versetzt. Die Endkonzentration wurde in Stufen von 0,25 M
zwischen 0 M und 1 M GdnHCI bzw. in Stufen von 0,5 M zwischen 1 M und 6 M Gdn-
HCI eingestellt. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurden die Ansatze drei Tage bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Auswertung der Spektren erfolgte mittels der
Software DataMax Version 2.20 (3.12).
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4.4.6 Untersuchung der thermischen Stabilitat

Proteine beginnen ab einer bestimmten Temperatur zu aggregieren. Diese
Proteinaggregate verursachen eine Zunahme der Lichtstreuung (Wetlaufer, 1962),
welche spektroskopisch verfolgt werden kann. Die zu testenden Proteine wurden mit
einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml in 150 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7,5 mit
150 mM NacCl verdunnt. Die Messungen erfolgten am UV/VIS Spektrometer V650
(3.11) in einem temperierbaren Kivettenhalter, wobei Kuvetten mit Rihrkammer
verwendet wurden. Die Temperatursteuerung erfolgt mittels des Programms Temp-
Scan (Melting) Measurement (Jasco Corporation, Tokyo, J). Die Messung der
Absorption bei 360 nm erfolgt im Temperaturbereich von 20C bis 95T bei einer

Heizrate von 1C/min.
4.5 Funktionstestung

4 5.1 Peroxidase-Zellbindetests

Im Peroxidase-Zellbindetest wurde die Bindung von Zellwand-Bindedomé&nen (CBD)
an Bakterienzellen nachgewiesen. Die CBDs wurden dazu mit einem C-terminalen
Strep-Tag exprimiert, an welchen ein Antikdrper-Streptactin-horseradish-Peroxidase-
Konjugat binden konnte. Der Nachweil3 erfolgte Uber eine Farbreaktion, welche durch
die Peroxidase Kkatalysiert wurde. Fir die Bindetests wurden verschiedene
Bakterienstamme (3.1) verwendet.

Der Test erfolgte in 96well Platten mit 2 ml Fassungsvermdgen und V-férmigem
Boden (3.10). Diese wurden eine Stunde bei 37C mit PBST-Puffer (3.8) blockiert.
Fur den Test wurden 200 pl Ubernachtkultur des zu testenden Bakteriums mit je
25 pl CBD-L6sung mit einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml, 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit Puffer bzw. BHI-Medium
mit Proteinlésung inkubiert. Alle Ansatze wurden dreifach angesetzt. Wahrend der
Inkubationszeit konnten die CBDs an die Zellen binden. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (Multifuge 3SR, Heraeus Kendro, 4C, 3600 rpm, 10 min). Die
Uberstande wurden verworfen. Die Pellets wurden anschlieRend zweimal mit 200 pl
PBST gewaschen. Ungebundene CBDs wurden lber diesen Waschschritt entfernt.
Danach wurde das Pellet in 200 ul Streptactin HRP-L6sung (Streptactin-horse-
radish-Peroxidase-Konjugat 1:5000 in PBST) resuspendiert und 30 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnte der Antikérper an die
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gebundenen CBDs koppeln. Nach erneuter Zentrifugation und zweimaligem
Waschen mit je 200 ul PBS-Tween erfolgte der colorimetrische Nachweis Uber die
Peroxidaseaktivitat. Hierzu wurden die Pellets in je 200 ul ABTS-Reaktionslésung
(3.8) resuspendiert. Die Umsetzung des Substrats durch das Enzym verursachte
einen Farbumschlag, anhand dessen Starke man Aussagen Uber die Menge der
gebundenen CBDs, und somit Uber die Bindungsstarke machen konnte. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Uberstande in eine klare 96well Platte mit flachem
Boden (Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold) dberfuhrt. Die Messung des
Farbumschlags erfolgte bei einer Wellenlange von 600 nm in einem ELISA-Reader
(3.11).

4.5.2 Aktivitatstests fur Endolysine

4.5.2.1 Plattenlysetests mit hitzeinaktivierten Bak  terien

Anhand eines Lysetests auf Platten, mit in Agar eingegossenen Bakterien, konnte
eine qualitative Aussage Uber die Aktivitat der zu testenden Endolysine getroffen
werden. Der Plattenlysetest konnte durch Aufbringen eines Expressionklons oder
durch Auftipfeln von 5 pl gereinigter Proteinlésung mit einer Konzentration von
500 pg/ml erfolgen. Ein Teil der Plattenlysetests wurde mit hitzeinaktivierten
Bakterien durchgefuhrt.

Fur einen Plattenlysetest mit hitzeinaktivierten Bakterien, wurden diese in 200 ml
BHI-Medium angezogen und bei einer ODgyp = 1 abzentrifugiert (Heraeus Pico,
13000 rpm, 5 min). Durch Wiederaufnahme des Zellpellets in 10 ml BHI-Medium
(4.1.1) wurden die Zellen aufkonzentriert. Die Inaktivierung erfolgte durch eine 45
minttige Inkubation bei 80T unter leichtem Schitte In. Hitzeinaktivierte Zellen
konnten bis zur Verwendung bei -20C gelagert werden. Zur Herstellung der
Lysetestplatte wurden 500 ul der Zellen mit 10 ml Top-Agar (4.1.1) vermischt und in
eine Petrischale gegossen. Die eingegossenen Bakterien sorgten fir eine starke
Tribung. Falls ein Expressionsklon aufgebracht werden sollte, enthielt der Agar
zusatzlich 1 mM IPTG, wodurch im Expressionsklon die Herstellung des Zielproteins
induziert wurde. Nach Erstarren des Agars, konnten ein oder mehrere
Expressionsklone bzw. gereinigtes Protein fur Tests aufgebracht werden. Die
Lysetestplatte wurde anschlielend 12 Stunden bei 30T inkubiert. Da bei der
Koloniebildung von E. coli wahrend der Expression stets Zellen absterben, kam es

zur Freisetzung von kleinen Mengen des Endolysins, welches, im Fall vorhandener
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Aktivitat, einen klaren Lysehof um die Kolonie erzeugte. Anhand der Grol3e des

Lysehofs, konnte man eine Aussage Uber die Starke der Lyseaktivitat treffen.

4.5.2.2 Plattenlysetests mit lebenden Bakterien

Fur Plattenlysetests mit lebenden Zellen, wurden 300 pl einer Ubernachtkultur des
entsprechenden Bakteriums zusammen mit 10 ml Top-Agar in eine Petrischale
gegossen. Das Wachstum der Bakterien fiihrte zur Tribung des Agars. Nach
Erstarren des Agars, konnte ein Expressionsklon oder 5 pl gereinigte Proteinldsung
mit einer Konzentration von 500 pg/ml far Tests aufgebracht werden. Man
unterscheidet zwischen Tests auf bakterizide oder bakteriostatische Aktivitat. Ein
Protein Dbesitzt bakterizide Aktivitat, wenn es lebende Bakterien abtotet.
Bakteriostatische Aktivitat ist vorhanden, wenn das Anwachsen von Bakterien durch
ein Protein unterdrickt wird. Bakteriostatische Lysetests wurden ausschlie3lich mit
gereinigtem Protein durchgefihrt, welches sofort nach Erstarren des Agars
aufgebracht wurde. Die Platte musste anschlieend bei 30C 12 Stunden inkubieren.
Aktives Protein unterdrickte das Bakterienwachstum an der Auftragungsstelle.

Fur bakterizide Lysetests wurden Proteinlosung oder Expressionsklon erst nach 12
Stunden aufgebracht, wenn sich im Agar ein Bakterienrasen gebildet hatte. Falls das
zu testende Protein bakterizid wirkte, wurde nach einigen Stunden ein klarer Lysehof

im Bakterienrasen sichtbar.

4.5.2.3 Flussigzelllysetest

Der Flussigzelllysetest wurde zur schnellen Bestimmung der spezifischen Aktivitat
von Proteinen genutzt. Dazu wurde eine Ubernachtkultur der zu lysierenden Zellen
(Enterococcus faecalis oder faecium) 1:10 in BHI Medium (4.1.1) verdinnt und fir
zwei Stunden bei 37T in einem Uberkopfschittler (3.11) inkubiert. Die Absorption
der Zellkultur wurde bei einer Wellenlange von 600 nm im Photometer Ultrospec 10
(3.11) gemessen. Lag die ODgoo zwischen 1,0 und 1,3 befanden sich die Zellen in
der exponentiellen Wachstumsphase und wurden durch Zentrifugation (Multifuge 3,
Heraeus, 4C, 4500 rpm, 10 min) geerntet. Die Zellp ellets wurden in Lysepuffer (3.8)
resupendiert und auf eine ODggo = 1 eingestellt.

Alternativ konnte der Test mit hitzeinaktivierten Bakterien durchgefuhrt werden. Fir
einen Flussigzelllysetst mit hitzeinaktivierten Bakterien, wurden diese in 200 ml BHI-
Medium angezogen und bei einer ODgyp = 1 abzentrifugiert (Heraeus Pico,
13000 rpm, 5 min). Durch Wiederaufnahme des Zellpellets in 10 ml BHI-Medium
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(4.1.1) wurden die Zellen aufkonzentriert. Die Inaktivierung erfolgte durch eine 45
minttige Inkubation bei 80T unter leichtem Schitte In. Hitzeinaktivierte Zellen
konnten bis zur Verwendung bei -20C gelagert werde n. Fir den Test wurden die
Zellen in Lysepuffer (3.8) resuspendiert und auf ODggo = 1 eingestellt.

Nach Inkubation der Zellsuspension fir 30 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte der
Test in 1,5 ml halomikro Einmal-Kuvetten (3.10) im UV/VIS Spektrometer V550 (3.11)
bei 30C mit dem Programm Parallel Kinetics Measurement (3.12). Nach Zugabe von
aktivem Protein wurden die Zellen lysiert, was durch Absinken der ODgoo beobachtet
werden konnte. Als Kontrolle diente eine Kivette mit Zellsuspension, zu welcher der
Lagerungspuffer des entsprechenden Proteins gegeben wurde. Die spezifische
Aktivitat eines Proteins entsprach dem Quotient aus der Absorptionsabnahme pro

Minute und der Mengen an Protein in mg.

Spezifische Aktivitat = (Ag-A)/(tx) = AA/(tX)

Ay = Absorption bei 600nm zum Zeitpunktt =0
A = Absorption bei 600nm zum Zeitpunktt =1
t = Zeit in min
X = Proteinmenge in mg

Formel 4-3

Formel zu Berechnung der spezifischen Aktivitat

Eine ODgoo Von 1 entsprach im Falle von Enterococcus faecalis etwa einer Zellzahl
von 10° cfu/ml (cfu = colony forming units). Sank die Absorption auf 1% des
Ausgangswertes, so wurden 99% der Zellen lysiert. Dies bedeutet, dass immer noch
10" Zellen vorhanden sein konnten. Die Methode des Fliissiglysetests dient der
Geschwindigkeitsbestimmung, kann aber keine Aussage uUber die Anzahl der
lysierten oder tberlebenden Zellen treffen.

4.5.2.4 Bestimmung der minimalen bakteriziden Konze  ntration

Die minimale bakterizide Konzentration (minimal bactericidal concentration, MBC)
gibt die minimale Konzentration einer Substanz an, bei der ein bestimmter Teil der
Zielzellen abgetottet wird.

Alle verwendeten Gerate, Gefal3e, Puffer und Proteinlésungen mussten steril sein um
ein Kontaminationen zu vermeiden, da dies zu einer Verféalschung der Ergebnisse

fuhren konnte. Zur Vorbereitung des Tests wurden Testzellen mit einer Zellzahl von
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10° cfu/ml abzentrifugiert (Multifuge 3, Rotor 6441, Heraeus, 4C, 4500 rpm, 5 min)
und in Lysepuffer (3.8) mit 10 mg/ml BSA wieder auf diese Zellzahl (ODgoo =1)
eingestellt. Die Zellsuspension wurde anschlieRend in Lysepuffer auf 10> cfu/ml
verdinnt. Unmittelbar vor dem Test wurde eine sterile 1:10 Verdlinnungsreihe der
Proteine von 500 pg/ml bis 0,5 ng/ml in PBS (3.8) mit 10 mg/ml BSA angelegt. Fur
den Test wurden 450 pl Zellsuspension vorgelegt und mit 50 ul der verschiedenen
Verdinnungsstufen des Proteins versetzt. Als Kontrolle diente ein Ansatz mit
Zellsuspension und Proteinverdiinnungspuffer. Nach einer Inkubationszeit von
60 min bei 30T wurden 1:10 Verdunnungen der Ansétz e bis zu einer Verdinnung
von 1:1000 angefertigt. Jeweils 50 ul der letzten beiden Verdinnungsstufen der
Anséatze wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert. Zusatzlich wurden noch die
Verdunnungen der Pufferkontrolle ausplattiert, um spéter die tatsachlich eingesetzte
Zellzahl zu bestimmen. Nach Inkubation bei 37T Uber Nacht erfolgte die
Auswertung. Dazu werden die Platten ausgezahlt. Als Wert fur die tatsachlich
eingesetzte Zellzahl galt die ermittelte Zellzahl der Pufferkontrolle.

Von der ermittelten cfu/ml der Anséatze wurde der Logarithmus zur Basis 10 gebildet.
Die Reduktion des Logarithmus im Vergleich zum Logarithmus der Kontrolle wird

gegen die eingesetzte Proteinkonzentration aufgetragen.

4.5.2.5 Bestimmung der minimalen inhibitorischen Ko nzentration

Die minimale inhibitorische Konzentration (minimal inhibitory concentration, MIC) gibt
die minimale Konzentration einer Substanz an, bei der das Wachstum der Zielzellen
verhindert wird. Auch hier kamen nur sterile Gefalle und Lésungen zum Einsatz.
Zellen und Protein wurden analog zur MBC-Bestimmung (4.5.2.4) vorbereitet. In
einer 96well-Platte (3.10) wurden 180 pl Zelllbsung mit einer Zellzahl von 10° cfu/ml
vorgelegt und mit 20 ul der Proteinverdinnungen versetzt. Als Kontrolle diente ein
Ansatz mit Zellsuspension und Proteinverdinnungspuffer sowie ein Ansatz mit
Medium und Proteinverdiinnungspuffer. Nach mindestens 24-stindiger, stehender
Inkubation bei 30C erfolgte die Absorptions-Messung im ELISA-Reader (3.11) bei
einer Wellenlange von 600 nm. Zur Auswertung wurde die ODgoo der Ansatze gegen

die eingesetzte Proteinmenge aufgetragen.
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4.6 Bioinformatische Methoden
Folgende Software wurde zur Charaktrisierung der Proteine und zur Auswertung der
Versuche verwendet.

Tabelle 4-2

Tabellarische Ubersicht tiber die verwendete Software

Programm Adresse Nutzung
BLAST http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi Homologiesuche, Doménensuche
Chromas www.technelysium.com.au Analyse von DNA-Sequenzierungen

Alignment von Aminosaure- oder

Clustalw?2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html -
Nukleotidsequenzen
http://www.tuat.ac.jp/~domserv/cgi-bin/DLP- Vorhersage von Linkerbereichen
DLP-SVM - ; - -
SVM.cgi zwischen Proteindoméanen
http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgibin/npsa_automat.pl? Sekundarstrukturvorhersage von
SOPMA :

page=npsa_sopma.htmi Proteinen

Schnittstellen von

NEBcutter http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php Restriktionsendonukleasen

PDBviewer | http://spdbv.vital-it.ch/ Tertiarstruktur-Modeling

ProtParam http://www.expasy.org/tools/protparam.html Verschiedene Proteineigenschaften
RADAR http://www.ebi.ac. uk/Tools/Radar/index.html repetitive Sequenzen
Reverse umgekehrte, komplementére

http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.htmi

Complement Nukleotidsequenz

Erkennung verschiedener

SignalP 3.0 | http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ .
Signalsequenzen

http://www.iut-arles.up.univ-rs.fr/iw3bb/d_abim Titrationskurve von Proteinen,

Titrage /compo-p.html Isoelektrischer Punkt

Aminosauresequenzermittiung aus

Translate http://www.expasy.org/tools/dna.html Nucleotidsequenz
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5 Ergebnisse

5.1 Isolierung lytischer Bakteriophagen

Ziel der Arbeit war es, Phagen-Endolysine gegen Enterococcus faecalis und faecium
zu finden und zu charakterisieren. Da zu Beginn der Arbeit nur wenige Phagen
gegen Enterococcus feacalis und faecium bekannt waren (2.3), mussten solche
zunachst aus Umweltproben isoliert und kultiviert werden. Enterococcus faecalis und
faecium gehoren zur normalen Darmflora des Menschen. Um Bakteriophagen gegen
diese Bakterien zu erhalten, wurden Umweltproben aus einer Umgebung gezogen, in
der der Zielorganismus mit hoher Wahrscheinlichkeit anzutreffen ist. Es wurde
angenommen, dass im Zulauf einer Klaranlage alle fakalen Keime der menschlichen
Darmflora anzutreffen sind. Es wurden Proben aus neun Kléranlagen der drtlichen
Umgebung (Etterzhausen, Geiselhoring, Hemau, Laaber, Pfatter, Regensburg,
Sinzing, Undorf, Woérth) entnommen. Die Bakteriophagen wurden mit der unter 4.1.3
beschriebenen Methode isoliert und vereinzelt. Dabei kamen die ProCC-Stamme 17
und 1176 fur Enterococcus faecalis sowie 880 und 1177 fur Enterococcus faecium
als Wirtsstamm zum Einsatz (ProCC = Profos Cultur Collection, 3.1.1). Es konnten
insgesamt 31 Phagen isoliert werden. Die Bakteriophagen wurden EPh
(Enterokokken-Phagen) 1 bis 31 genannt und anhand ihrer Plaque-Morphologie
unterschieden. Alle untersuchten Isolate sind in Tabelle 5-1 aufgelistet. Die in der
Tabelle 5-1 fehlenden Phagen EPh-2, EPh-11 und EPh-17 konnten zwar auf Platte
isoliert aber nicht flussig kultiviert werden. Dadurch war eine Konservierung und
weitere Klassifizierung dieser Phagen nicht moglich. Die in Tabelle 5-1 aufgelisteten
Phagen wurden mit den unter 4.1.3 und 4.1.5 beschriebenen Methoden kultiviert und

konserviert.
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Tabelle 5-1

Liste der isolierten Bakteriophagen mit dem Enterokokken-Stamm, auf dem sie isoliert wurden, der
beobachteten Plaque-Morphologie und die Quelle der Umweltprobe aus der sie isoliert wurden.

Phage Wirt Plaque-Morphologie Quelle

EPh1 Enterococcus faecalis ProCC 17 mittel, rund, leicht triib Laaber
EPh3 Enterococcus faecalis ProCC 17 mittel, lappig, klar Geiselhdring
EPh4 Enterococcus faecalis ProCC 17 klein, lappig, klar Geiselhdring
EPh5 Enterococcus faecalis ProCC 17 mittel, rund, klar Sinzing
EPh6 Enterococcus faecalis ProCC 17 grof3, lappig, klar Sinzing
EPh7 Enterococcus faecalis ProCC 17 mittel, rund, klar Pfatter

EPh8 Enterococcus faecalis ProCC 17 klein, lappig, mit Hof Pfatter

EPh9 Enterococcus faecalis ProCC 17 grof3, fransig, klar Regensburg
EPh10 | Enterococcus faecalis ProCC 17 klein, rund, Klar Etterzhausen
EPh12 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 |Kklein, rund, klar Laaber
EPh13 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 |klein, rund, klar Geiselhéring
EPh14 |Enterococcus faecalis ProCC 1176 |grol3, lappig, klar Pfatter
EPh15 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 |grof3, rund, klar Regensburg
EPh16 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 | grof3, rund, klar Etterzhausen
EPh18 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 |Kklein, rund, klar Undorf
EPh19 |Enterococcus faecalis ProCC 1176 | grof3, rund, klar Hemau
EPh20 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 | mittel, fransig, leicht triib | Wérth
EPh21 | Enterococcus faecalis ProCC 1176 | mittel, rund, leicht triib Worth
EPh22 | Enterococcus faecium ProCC 880 | grof3, rund, klar Etterzhausen
EPh23 | Enterococcus faecium ProCC 880 | mittel, rund, klar Geiselhdring
EPh24 | Enterococcus faecium ProCC 880 | Kklein, fransig, trib Regensburg
EPh25 | Enterococcus faecium ProCC 880 | Kklein, rund, klar Undorf
EPh26 | Enterococcus faecium ProCC 880 | Kklein, lappig, klar Undorf
EPh27 | Enterococcus faecium ProCC 880 |Kklein, rund, klar Laaber
EPh28 | Enterococcus faecium ProCC 880 | groR, lappig, klar Sinzing
EPh29 | Enterococcus faecium ProCC 880 | klein, mit Hof, Mitte klar | Sinzing
EPh30 | Enterococcus faecium ProCC 880 | klein, lappig, klar Sinzing
EPh31 |Enterococcus faecium ProCC 1177 |Kklein, fransig, triib Etterzhausen

Um die, fur die Arbeit wichtigen lytischen Eigenschaften der Phagen EPh 1-31 néher
klassifizieren zu konnen, wurde das Wirtsspektrum (4.1.6) der Phagen bestimmt. Um
eine moglichst genaue Aussage Uber die Breite des lytischen Spektrums der Phagen
treffen zu kdnnen, wurde eine grof3e Anzahl verschiedener Gattungen gram positiver
und einige gram negative Bakterien getestet. Um die Spezifitat gegenuber den
Wirtsstammen zu testen, wurden zwolf verschiedene Isolate des Stammes
Enterococcus faecalis sowie neun verschiedene Isolate des Stammes Enterococcus
faecium verwendet. Unter diesen Stdmmen befanden sich auch die oben genannten

Stamme, auf denen die Phagen isoliert wurden. Fur die Einschatzung der lytischen
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Eigenschaften gegenuber anderen gram positiven Gattungen wurden verschiedene
Stamme von Bacillus, Carnobakterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Staphylococcus
und Streptococcus getestet. Als Teststamme flr gram negative Bakterien wurden
E. coli und Salmonella verwendet. Die Auswertung des Wirtspektrums erfolgte
anhand der Lysehdfe, welche sich bei Iytischer Aktivitdt um die Aufbringungsstelle im
Bakterienrasen bilden. Die Einteilung der Lysehdofe erfolgte nach GroéRe und Klarheit.
Kleine und schwach sichtbare Lysehofe wurden mit (+) markiert, mittelgro3e, gut
sichtbare mit (++), und grol3e, sehr klare Lysehofe mit (+++). Wenn kein Lysehof zu
sehen war, wurde der Ansatz mit (-) markiert. Die Ergebnisse des Wirtsspektrums

sind in den Tabellen 5-2 bis 5-5 auf den nachsten Seiten dargestellit.
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Tabelle 5-2

Wirtsspektrum der auf Enterococcus faecalis ProCC 17 isolierten Phagen. Legende: (-) keine Lyse,
(+) Kleine und schwach sichtbare Lysehdéfe, (++) mittelgro3e, gut sichtbare Lysehofe, (+++) grolRe,

sehr klare Lysehofe

Enterokokkenstamme ProCC EPhi |EPh3 |EPh4 |EPh5 [EPh6 |EPh7 |EPh8 | EPh9 | EPh10
Enterococcus faecalis 17 + | | | | A |+ + | +++ | ++
Enterococcus faecalis 1176 - - - - - ++ | 4+ ++
Enterococcus faecalis 1504 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1505 - - = - = - - - -
Enterococcus faecalis 1507 +++ - = - - - - - 4+
Enterococcus faecalis 1552 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1566 +++ | - = - - - - - ++
Enterococcus faecalis 1567 - ++ | ++ - - ++ | ++ - ++
Enterococcus faecalis 1569 +++ - = - - - - - ++
Enterococcus faecalis 1571 - - = - = - - - -
Enterococcus faecalis 1572 - - - - S - = - +
Enterococcus faecalis 1578 - - - - 5 ++ | ++ - -
Enterococcus faecium 880 - - = - 5 - - - -
Enterococcus faecium 1177 - - = - = - - - -
Enterococcus faecium 1553 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 1563 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 1564 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 1565 - - = - = - - - -
Enterococcus faecium 1568 - - = - = - - - -
Enterococcus faecium 1570 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 1506 - - - - S - - - -
Enterococcus durans 1607 - - - - = - - - -
Enterococcus durans 879 - - - - = - - - -
Enterococcus casseliflavus 1606 - - = - = - - - -
gram positive Teststdmme

Lactobacillus casei 1181 - - - - S - - - -
Lactobacillus plantarum 1583 - - - - = - - - -
Leuconostoc mesenteroides 1185 - - = - = - - - -
Carnobakterium divergens 1604 = - - - - - = - -
Streptococcus salivarius 1193 - - - - S - - - -
Streptococcus mutans 1603 - + + - = ++ ++ - ++
Staphylococcus epidermidis 1547 - - - - . - - - -
Staphylococcus haemolyticus | 1548 - - - - . - - - -
Staphylococcus aureus 1550 - - - - . - - - -
Bacillus subtilis 310 - - - - S - - - -
Bacillus cereus 1579 - - - - S - - - -
gram negative Teststdmme

Escherichia coli 931 - - = - 5 - - - -
Salmonella Typhimurium 25 - - - - = - - - -
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In der Tabelle 5-2 ist das Wirtsspektrum der Gruppe der auf Enterococcus faecalis
ProCC 17 isolierten Phagen dargestellt. Alle Phagen dieser Gruppe lysierten den
Stamm auf dem sie isoliert wurden. Die Phagen EPh-1, 3, 4, 7 und 8 konnten
vereinzelt weitere Enterococcus faecalis-Stamme lysieren (1-3 aus 12 getesteten).
Der Phage EPh-10 zeigte innerhalb der Enterococcus faecalis-Stamme das breiteste
Wirtspektrum, in dem er insgesamt sieben der zwolf getesteten Enterococcus
faecalis-Isolate lysierte. Kein Phage dieser Gruppe zeigte Wirtsspezifitat fur
Enterococcus faecium-Stamme. Mit Ausnahme der Phagen EPh-3, 4, 7, 8 und 10,
welche in der Lage waren Streptococcus mutans zu lysieren, bestand keine weitere

Spezifitdt gegentber anderen gram positiven und gram negativen Stammen.
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Tabelle 5-3

Wirtsspektrum der auf Enterococcus faecalis ProCC 1176 isolierten Phagen. Legende: (-) keine Lyse,
(+) Kleine und schwach sichtbare Lysehdéfe, (++) mittelgroR3e, gut sichtbare Lysehofe, (+++) grolRe,
sehr klare Lysehofe

Enterokokkenstamme ProCC EPh12 | EPh13 | EPh14 | EPhi5 | EPh16 | EPh18 | EPh19 | EPh20 | EPh21
Enterococcus faecalis 17 + - - - = +++ - - -
Enterococcus faecalis 1176 +++ | +++ | | | HEE | | | |
Enterococcus faecalis 1504 - - - - o - - - -
Enterococcus faecalis 1505 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecalis 1507 - - - - - +++ | + - -
Enterococcus faecalis 1552 - - - - o - - - -
Enterococcus faecalis 1566 - - - - = +++ - - -
Enterococcus faecalis 1567 - - - - = ++ - - -
Enterococcus faecalis 1569 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecalis 1571 - - - - - +++ - - -
Enterococcus faecalis 1572 - - - - o - - - -
Enterococcus faecalis 1578 - - - - = ++ - - -
Enterococcus faecium 880 - - - - o - - - -
Enterococcus faecium 1177 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecium 1553 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecium 1563 - - - - o - - - -
Enterococcus faecium 1564 - - - - o - - - -
Enterococcus faecium 1565 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecium 1568 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecium 1570 - - = - o - - - ;
Enterococcus faecium 1506 - - - - o - - - -
Enterococcus durans 1607 - - - - = - - - -
Enterococcus durans 879 - - 5 - o - - - -
Enterococcus casseliflavus 1606 - - = - o - - - ;
gram positive Teststdmme

Lactobacillus casei 1181 - - - - o - - - -
Lactobacillus plantarum 1583 - - - - = - - - -
Leuconostoc mesenteroides 1185 - - = - o - - - ;
Carnobakterium divergens 1604 = - - - - - = - -
Streptococcus salivarius 1193 - - - - o - - - -
Streptococcus mutans 1603 - - - - = ++ - -
Staphylococcus epidermidis 1547 - - - - o - - - -
Staphylococcus haemolyticus | 1548 - - - - = - - - -
Staphylococcus aureus 1550 - - - - = - - - -
Bacillus subtilis 310 - - - - o - - - -
Bacillus cereus 1579 - - - - o - - - -
gram negative Teststdmme

Escherichia coli 931 - - = - o - - - ;
Salmonella Typhimurium 25 z - - - - - = - -
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In der Tabelle 5-3 ist das Wirtsspektrum der Gruppe der auf Enterococcus faecalis
ProCC 1176 isolierten Phagen dargestellt. Alle Phagen dieser Gruppe lysierten den
Stamm auf dem sie isoliert wurden. Die Phagen EPh-12 und 19 haben neben dem
Stamm auf dem sie isoliert wurden noch einen weiteren Enterococcus faecalis-
Stamm erkannt. Der Phage EPh-18 war in der Lage sieben der zwolf eingesetzten
Isolate dieses Stammes zu lysieren. Kein Phage dieser Gruppe zeigte Wirtsspezifitat
fur Enterococcus faecium-Stamme. Aul3er bei dem Phagen EPh-18, welcher in der
Lage war Strepococcus mutans zu lysieren, bestand keine weitere Spezifitat

gegenuber anderen gram positiven und gram negativen Stammen.
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Tabelle 5-4

Wirtsspektrum der auf Enterococcus faecium ProCC 880 isolierten Phagen. Legende: (-) keine Lyse,
(+) Kleine und schwach sichtbare Lysehdéfe, (++) mittelgro3e, gut sichtbare Lysehofe, (+++) grolRe,
sehr klare Lysehofe

Enterokokkenstamme ProCC |EPh22 | EPh23 | EPh24 | EPh25 | EPh26 | EPh27 | EPh28 | EPh29 | EPh30
Enterococcus faecalis 17 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1176 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1504 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecalis 1505 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecalis 1507 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecalis 1552 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1566 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1567 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecalis 1569 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecalis 1571 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecalis 1572 - - - - S - - - -
Enterococcus faecalis 1578 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 880 e T s Bl I v el o 2 o (R 2
Enterococcus faecium 1177 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecium 1553 - - - - - | | - - (=
Enterococcus faecium 1563 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 1564 - - - - - ++ - - (=
Enterococcus faecium 1565 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecium 1568 - - = - 5 - - - )
Enterococcus faecium 1570 - - - - S - - - -
Enterococcus faecium 1506 - - - - S - - - -
Enterococcus durans 1607 - - - - 5 - - - -
Enterococcus durans 879 +4++ | +++ | | | | | | |
Enterococcus casseliflavus 1606 - - - - > - - - )
gram positive Teststdmme

Lactobacillus casei 1181 - - - - = - - - -
Lactobacillus plantarum 1583 = - - - - - = - -
Leuconostoc mesenteroides 1185 - - - - > - - - )
Carnobakterium divergens 1604 = - - - - - = - -
Streptococcus salivarius 1193 - - - - = - - - -
Streptococcus mutans 1603 - - - - - - - - -
Staphylococcus epidermidis 1547 = - - - - - = - -
Staphylococcus haemolyticus | 1548 = - - - - - = - -
Staphylococcus aureus 1550 = - - - - - - - -
Bacillus subtilis 310 - - - - 5 - - - -
Bacillus cereus 1579 - - - - = - - - -
gram negative Teststdmme

Escherichia coli 931 - - - - > - - - )
Salmonella Typhimurium 25 = - - - - - - - -
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In der Tabelle 5-4 ist das Wirtsspektrum der Gruppe der auf Enterococcus faecium
ProCC 880 isolierten Phagen dargestellt. Alle Phagen dieser Gruppe lysierten den
Stamm auf dem sie isoliert wurden. Die Phagen EPh-27 und -30 haben neben dem
Stamm auf dem sie isoliert wurden noch zwei weitere der neun eingesetzten
Enterococcus faecium-Stamme lysiert. Kein Phage dieser Gruppe zeigte
Wirtsspezifitat fur Enterococcus faecalis-Stamme. Alle Phagen dieser Gruppe waren
in der Lage ein Isolat des Stammes Enterococcus durans zu lysieren. Keiner der
getesteten Phagen zeigte Wirtsspezifitat gegen weitere getestete gram positive und

gram negative Stamme.
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Tabelle 5-5

Wirtsspektrum des auf Enterococcus faecium ProCC 1177 isolierten Phagen. Legende: (-) keine Lyse,
(+) Kleine und schwach sichtbare Lysehdfe, (++) mittelgro3e, gut sichtbare Lysehofe, (+++) grolRe,
sehr klare Lysehofe

Enterokokkenstamme ProCC | Eeph31
Enterococcus faecalis 17 -
Enterococcus faecalis 1176 -
Enterococcus faecalis 1504 -
Enterococcus faecalis 1505 -
Enterococcus faecalis 1507 -
Enterococcus faecalis 1552 -
Enterococcus faecalis 1566 -
Enterococcus faecalis 1567 -
Enterococcus faecalis 1569 -
Enterococcus faecalis 1571 -
Enterococcus faecalis 1572 -
Enterococcus faecalis 1578 -
Enterococcus faecium 880 -
Enterococcus faecium 1177 +++
Enterococcus faecium 1553 -
Enterococcus faecium 1563 -
Enterococcus faecium 1564 -
Enterococcus faecium 1565 -
Enterococcus faecium 1568 -
Enterococcus faecium 1570 -
Enterococcus faecium 1506 +++
Enterococcus durans 1607 =
Enterococcus durans 879 -
Enterococcus casseliflavus 1606 -
gram positive Teststdmme

Lactobacillus casei 1181 -
Lactobacillus plantarum 1583 -
Leuconostoc mesenteroides 1185 -
Carnobakterium divergens 1604 -
Streptococcus salivarius 1193 -
Streptococcus mutans 1603 -
Staphylococcus epidermidis 1547 -
Staphylococcus haemolyticus | 1548 -
Staphylococcus aureus 1550 -
Bacillus subtilis 310 -
Bacillus cereus 1579 -
gram negative Teststdmme

Escherichia coli 931 -
Salmonella Typhimurium 25 -
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In der Tabelle 5-5 ist das Wirtsspektrum des auf Enterococcus faecium ProCC 1177
isolierten Phagen dargestellt. Der Phage konnte den Stamm auf dem er isoliert
wurde sowie einen zusatzlichen Enterococcus faecium-Stamm lysieren. Eine
Spezifitdt gegentber Enterococcus faecalis oder den anderen gram positiven und
gram negativen Stammen bestand nicht.

Insgegesamt  konnten 31 Bakteriophagen aus den neun Umweltproben isoliert
werden. Diese Bakteriophagen waren alle entweder spezifisch fir Enterococcus
faecium oder Enterococcus faecalis. Keiner der Phagen konnte beide Stamme

lysieren.

5.2 Screening nach Endolysinen

In einem nachsten Schritt sollten lytische Phagenproteine gegen Enterococcus
faecalis und Enterococcus faecium identifiziert werden. Als am besten geeignet
scheinen dabei Endolysine zu sein.

Nachdem lytische Phagen fir die Stdmme Enterococcus faecalis und Enterococcus
faecium isoliert wurden (5.1), musste in deren Genom nach Sequenzhomologien zu
bekannten Iytischen Phagenproteinen gesucht werden. Dazu wurde die Phagen-DNA
mit der in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Methode isoliert, fragmentiert (4.2.3) und
kloniert (4.2.6). Die Kontrolle der GroRRe der klonierten Fragmente erfolgte Uber
Agarose-Gelelektrophorese (4.2.8). Fragmente mit einer Grol3e von mehr als 500 bp
wurden sequenziert. Die Suche nach homologen Sequenzen erfolgte Gber BLAST
(4.6). Innerhalb der Datenbank wurde nach Ubereinstimmung zu bekannten
bakteriolytischen Proteinen wie Amidasen, Muramidasen, Endopeptidasen,
Transglycolasen bzw. Glucosaminidasen gesucht. So identifizierte Genfragmente
wurden durch Sequenzierung des Phagengenoms mit spezifischen Primern
vervollstandigt.

Durch die Sequenzierung der Phagengenom-Fragmente konnten drei Endolysine
gefunden werden. Die beiden Endolysine EPhL-5 und EPhL-20 stammen aus den
Phagen EPh-5 und EPh-20, welche auf dem Stamm Enterococcus faecalis isoliert
wurden. Das Endolysin EPhL-25 stammt aus dem auf Enterococcus faecium
isolierten Phagen EPh-25.

EPhL-5 und EPhL-20 sind auf Aminosaureebene zu 98% identisch. Aufgrund der
besseren Expression von EPhL-20 wurde im Verlauf der Arbeit nur mit diesem
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Protein weiter gearbeitet. Die Sequenzidentitdt beider Proteine ist in Abbildung 5-1

dargestellt.

EPhL-5, 1 MKLKGILFGALATIGLFAGMQTANAYEVNNEFNLSPWEGSGQVAVPNKIILHETANERAT
EPhL-20, 1 MKLKGILFGALATIGLFAGMQTANAYEVNNEFNLSPWESSGQVAVPNKIVLHETANERAT

EPhL-5, 61 GRNEATYMKNNWFNAHTTAIGDGGIVYKIAPEGNVSVEAGNANPYAPIQIELQHTHDKE
EPhL-20, 61 GRNEATYMKNNWFENAHTTAIIGDGGIVYKIAPEGNISWSAGNANPYAPIQIELQHTHDKE

EPhL-5, 121 LFKKNYKAYIDYTRDMGKKFGIPMTLDQGTSVWEKG\8HKWVSDYVWGDHTDPYGYLAE
EPhL-20, 121 LFKKNYKAYIDYTRDMGKKFGIPMTLDQGSSVWEKGS8HKWVSDYVWGDHTDPYGYLAE

EPhHL-5, 181 MGISKAQLAKDLANGVSGESVKPTPSKPKTFKKGQNWVYNGHKSHNGPVVPFVAGASLW
EPhL-20, 181 MGISKAQLTKDLANGVSGESVKPTPSKPKTFKKGQNWNGHKSHNGPVVPFVAGSSLW

EPhHL-5, 241 TQVGTITEVKQGVVNHYKIENSGKFVTYANAGDLEDLNKFPPKPSKPVMNQFTIGVDAIV
EPhHL-20, 241 TQVGTITEVKQGSVNPYKIENSGKFVTYANAGDLEDLNKFPPKPSKPVMSQFTIGVDAIV

**********_***********

EPhHL-5, 301 LRSGRPSVYAPVYGTWKQGAVFKYDEITVGDGYVWIGBTNGTRIYLPIGPNDGDPNNT
EPhHL-20, 301 LRSGRPSVYAPVYGTWKQGAVFKYDEITVGDGYVWIEINGTRIYLPIGPNDGDPNNT

EPhL-5, 361 WGTLV
EPhHL-20, 361 WGTLV

Abbildung 5-1

Alignment der Aminoséauresequenzen von EPhL-5 und EPhL-20; griin: Aminosdureaustausche, pink:
EAD-Bereich, gelb: Linkerbereich, blau: CBD-Bereich

Die in Abbildung 5-1 zu sehenden Aminosaureaustausche sind ausschlie3lich
konservative Austausche. Diese liegen zwar zum grof3ten Teil in Bereichen der EAD
und CBD, sollten aber, da sie keine relevanten Aminosauren des Aktiven Zentrums
der EAD oder CBD betreffen keinen Einfluss auf die Funktionalitat haben.

Theoretisch ware in jedem der isolierten lytischen Phagen mindestens ein Endolysin
zu finden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nur eine begrenzte Anzahl von
Zufalls-Genfragmenten jedes Phagen sequenziert werden. In den Genfragmenten
der Phagen EPh-18 und -30, welche das breiteste Wirtsspektrum aufwiesen, konnte
leider keine Sequenzhomologie zu lytischen Proteinen gefunden werden. Um
zuverlassig in diesen Phagen die Endolysinsequenzen zu finden, mussten diese

Phagen vollstandig sequenziert werden.
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Tabelle 5-6

Ubersicht iiber die Sequenzidentitat der gefundenen Endolysine zu bekannten Endolysinen

Endolysin Wirt Sequenzidentitat auf Aminosaureebene
EPhL-5/-20 En';(;r:é:;)l;:scus NP_815207 Endolysin [Enterococcus faecalis V583] 84%
. . 0
(365 AS) ProCC 1176 NP_815016 Endolysin [Enterococcus faecalis V583] 77%
EPhL-25 En;zrec:;lcj);:ncus ZP_01828965 Autolysin [Streptococcus pneumoniae] 71%
(317 AS) ProCC 880 YP_001693491 lytic Amidase [Streptococcus pneumoniae] 70%

Wie in Tabelle 5-6 zu sehen ist, besitzt EPhL-20 die gr6éf3te Sequenzidentitat zu zwei

Prophagen-Endolysinen aus dem VRE-Stamm Enterococcus faecalis V583. Bei den

Prophagen-Endolysinen handelt es sich um zinkabhangige N-Acteylmuramoyl-L-

Alanin-Amidasen, welche eine SH3-b Domdane zur spezifischen Erkennung des
Wirtsstammes besitzen (NP_815207, NP_815016). Das Endolysin EPhL-25 besitzt
die grol3te Sequenzidentitat zu einem Autolysin aus Streptococcus pneumoniae. Bei

diesem Autolysin

handelt es sich ebenfalls um eine zinkabhangige N-

Acteylmuramoyl-L-Alanin-Amidase (ZP_01828965). In Tabelle 5-7 sind die drei

gefundenen Proteine mit den dazugehdrigen Sequenzen aufgelistet.

Tabelle 5-7

Identifizierte Proteine und die dazu gehérenden Aminosauresequenzen

Protein

Aminosauresequenz

EPhL-5

MKLKGILFGALATIGLFAGMQTANAYEVNNEFNLSPWEGSGQVAVPHIKTRNERATGRNEATYMKNN
FNAHTTAIIGDGGIVYKIAPEGNVSWGAGNANPYAPIQIELQHTHDKENKKAYIDYTRDMGKKFGIPM
TLDQGTSVWEKGVISHKWVSDYVWGDHTDPYGYLAEMGISKAQLAKBEASEKPTPSKPKTFKKGQ
VYIYNGHKSHNGPVVPFVAGASLWTQVGTITEVKQGVVNHYKIENSBKRXGDLEDLNTKFPPKPSKH
VNQFTIGVDAIVLRSGRPSVYAPVYGTWKQGAVFKYDEITVGDGYVINTGGTRIYLPIGPNDGDPNNT]
WGTLV

W

~—

EPhL-20

MKLKGILFGALATIGLFAGMQTANAYEVNNEFNLSPWEGSGQVAVPHKNMNERATGRNEATYMKNN
FNAHTTAIIGDGGIVYKIAPEGNISWGAGNANPYAPIQIELQHTHDKEKRYKAYIDYTRDMGKKFGIPM
TLDQGSSVWEKGVISHKWVSDYVWGDHTDPYGYLAEMGISKAQLTKEERSEKPTPSKPKTFKKGQ
VYIYNGHKSHNGPVVPFVAGSSLWTQVGTITEVKQGSVNPYKIENSEKNXGDLEDLNTKFPPKPSKH
VSQFTIGVDAIVLRSGRPSVYAPVYGTWKQGAVFKYDEITVGDGYVINTGGTRIYLPIGPNDGDPNNT
WGTLV

W

EPhL-25

MAYKVERRIRPGLPQVGYAPYGQVHAHSTGNPRSTAQNEADYFQTROIALEGNGRVIQLAEVNRGA
WDVGGGWNQWGYASVELIESHSNRDEFMRDYKIYCELLHDLAKQARPN TGIITHNYATHNQPNNC
SDHVDPIPYLAKWGINLAQFRSDVANAKSNSKPVTPSKPVSHDKAIAKSINGYTGKMDKFNVQGNKH
VAGWMLPTAGGQPYNYGYVFLLDAKTGKEIARQLAGAVSRPDVTKSYSYKEDVTFDVKKLKGKKF
AMFRRTNDKAGNTAGGHKDIGFNEFYFTL

R
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Anhand der vollstdndigen Sequenzen der beiden Genprodukte konnte als néachstes
eine Vorhersage des Domanenaufbaus und der grundlegenden Eigenschaften durch-
gefuhrt werden. Dazu wurden die Programme BLAST und ProtParam genutz (4.6).
Der vorhergesagte Domanenaufbau der beiden Endolysine ist in den Abbildungen
5-2 und 5-3 dargestellt.

EPhL-20 (aus Enterococcus faecalis Phage EPh-20)

GroRe: 39,9kDa pl-Wert: 8,36

1 1) 100 150 20 250 300 F4E

e —————

Amidase_2 SH3_ 5
Ami_2
Amidase_2 superfamily SH3_5 superfamily
. . putative : putative
putative EAD Linker CBD1 Linker CBD2

Abbildung 5-2

Domaéanenstruktur des Endolysins EPhL-20 aus dem Enterococcus faecalis-Phagen EPh-20

Wie den Abbildungen 5-2 zu sehen ist, handelt es sich bei dem Genprodukt von
ephl-20 um eine N-Aceteylmuramoyl-L-Alanin-Amidase. Das Genprodukt besitzt eine
Lange von 346 Aminosauren. Die putative enzymatisch aktive Domane (EAD)
befindet sich zwischen Aminosdure (AS) 20 und 170. Anhand des Programms
SOPMA (4.6) konnte herausgefunden werden, dass sich nach der EAD, zwischen
den AS 200 bis 220, ein Linker befindet, welcher diese mit einer weiteren Doméne
verbindet. Der Bereich des Proteins zwischen AS 220 und 250 konnte keiner
bekannten Domanenstruktur zugeordnet werden. Aufgrund von Sequenzhomologien
wurde jedoch vermutet, dass es sich um eine CBD handelt. Diese putative erste CBD
ist Uber einen zweiten Linker zwischen AS 252 und 274 mit einer SH3b-Domane,

also einer zweiten CBD verbunden, welche sich zwischen AS 275 und 330 befindet.
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EPhL-25 (aus Enterococcus faecium Phage EPh-25)

GroRe: 34,9kDa pl-Wert: 9,49

MT
Amidase_2
Ami_2
Amidase_2? superfamily

Enzymatisch Aktive Doméane (EAD) Linker | eventuell Zellwand-Bindedoméne (CBD)

Abbildung 5-3

Domaéanenstruktur des Endolysins EPhL-25 aus dem Enterococcus faecium-Phagen EPh-25

Die Abbildung 5-3 zeigt den vorhergesagten Domanenaufbau des Genprodukts von
ephl-25. Bei diesem, 317 Aminosauren grol3en Protein handelt es sich um eine N-
Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase. Die EAD des Proteins befindet sich zwischen den
AS 10 und 160. Im Anschluss an die EAD ist ein Linker, welcher von AS 170 bis 190
reicht. Im C-terminalen Bereich konnte keine bekannte Domé&nenstruktur erkannt
werden. Aufgrund von Sequenzhomologien wurde jedoch vermutet, dass es sich um
eine CBD handelt.

Die Gen-Sequenzen der Proteine EPhL-20 und EPhL-25 wurden im Anschluss an
die Sequenzierung und Sequenzanalyse in Expressionsvektoren kloniert und in
E. coli-Zellen rekombinant exprimiert. AnschlieRend wurden die beiden im Rahmen

dieser Arbeit identifizierten Endolysine charakterisiert.

5.3 Konstrukte

Zur weiteren Uberprufung der Eigenschaften und Aktivitit der Proteine mussten
diese rekombinant exprimiert werden. Als Expressionssystem flr die Proteine wurde

das pET-System mit T-7 Polymerase/ Promotor gewahlt.

5.3.1 EPhL-20

Das Protein EPhL-20 wurde ohne Tag exprimiert, da Ergebnisse einer anderen
Arbeit (Forchheim, 2009) zeigten, dass sowohl ein N- als auch C-terminaler
6xHistidin-Tag die Aktivitdt von Staphylococcus-Endolysinen blockieren kann. Als
Vektor kam der T-7-Expressionsvektor pET-21d (3.2) zum Einsatz, als

Expressionsstamm wurde E. coli HMS 174 (DE3) verwendet.
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Erste Expressionstests zeigten eine sehr schwache Expression des Proteins bei
37<C. Loslichkeitstests zeigten, dass das Expressio nsprodukt unldslich exprimiert
wurde. Weitere Expressionstests bei 25C und 30T z eigten keine erhohte
Expressionsausbeute und Ldslichkeit des Proteins. Als Erklarung wurden ein
Faltungsproblem oder eine falsche codon usage vermutet. Die codon usage gibt an,
mit welcher Haufigkeit bestimmte Organismen verschiedene Codons des
degenerierten Codes in ihrem Genom verwenden. So werden zum Beispiel
bestimmte Codons von Arginin (R), Isoleucin (I) und Leucin (L) in E. coli sehr selten
verwendet, was bei rekombinanter Expression von artfremden Proteinen zu
Expressionsproblemen fuhren kann. Zur Behebung des Problems wurde EPhL-20 in
die E. coli Stamme BL21 Origami B (3.1.2) und BL21 codon plus RIL (3.1.2)
transformiert. Der Stamm BL21 codon plus RIL enthalt zusétzliche Gene fur die tRNA
der seltenen Codons von Arginin, Isoleucin und Leucin. Die Expression in diesen
beiden Stdmmen konnten die Expressionsausbeute und Loslichkeit des Proteins
nicht signifikant erhéhen.

Ein weiterer Grund fir eine schlechte Expressionsausbeute kann eine sehr kurze
Halbwertszeit eines rekombinanten Proteins in E. coli sein. Die Halbwertszeit eines
Proteins in E. coli wird Uber einige N-terminale Aminosauren gesteuert (Varshavsky
et al., 1997). Bestimmte Aminosauren wie zum Beispiel Arginin, Lysin, Phenylalanin,
Leucin, Tryptophan und Tyrosin kénnen in N-terminaler Position die Halbwertszeit
eines Proteins in E. coli auf unter zwei Minuten beschréanken.

Eine Uberprifung der Sequenz von EPhL-20 ergab, das in den ersten 20
Aminosauren des Proteins sehr haufig Lysin und Leucin zu finden war. Eine Analyse
des Bereichs mit den Programmen BLAST und SOPMA (4.6) ergab, dass dieser
Bereich keine besondere Struktur und Funktion besitzen sollte. Fir die
bakteriolytische Funktion des Proteins ist dieser Bereich vermutlich entbehrlich. Im
Anschluss an diese Analyse wurde das Protein um 19 Aminosauren verkirzt. Die
neue Variante des Proteins wurde als EPhL-20K bezeichnet. Erneute
Expressionstests mit der verkirzten Variante des Proteins ergaben eine deutliche
Verbesserung der Expressionsausbeute, welche in Abbildung 5-4 dargestellt ist.
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KDa 1 .2 .3 48 5

116 -

66 o
e —-n |EPhL-20VL|
| EPhL-20K |

Abbildung 5-4

Die Abbildung zeigt die Expressionsausbeute im Vergleich zwischen dem Volllangenprotein und der
verkirzten Variante. (1) GroRenstandard, (2) Pellet EPhL-20VL, (3) Uberstand EPhL-20VL, (4) Pellet
EPhL-20K, (5) Uberstand EPhL-20K

Wie in Abbildung 5-4 zu sehen ist, liegen die Expressionsprodukte von ephl-20 und
ephl-20k unléslich in inclusion bodies vor. Aufgrund der héheren Ausbeute wurde nur
mit der verkirzten Variante weitergearbeitet. Fir EPhL-20K musste eine
entsprechende Reinigungsmethode etabliert werden, um das Protein aus inclusion

bodies zu gewinnen und zu renaturieren.

5.3.2 EPhL-25

Fur die Expression des Proteins EPhL-25 wurde der Vektor pET-14b gewahlt. Als
Expressionsstamm diente E. coli HMS 174 (DE3). Wie auch das Protein EPhL-20,
wurde EPhL-25 ohne Tag exprimiert. Expressions- und Loéslichkeitstests zeigten,
dass das Protein zwar schwach, aber dafur l6slich exprimierte. Das Ergebnis des
Léslichkeitstests ist in Abbildung 5-5 dargestellt.

116 =
66 - —
45 oo 4
EPhL-25
- =[]
25 -
18 =
14 & -
-

Abbildung 5-5

Die Abbildung zeigt das Ergebnis des Léslichkeitstests von EPhL-25. (1) GroRenstandard,
(2) Pellet, (3) Uberstand
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Aufgrund der l6slichen Expression des Proteins konnte direkt mit der Etablierung

einer Reinigungsmethode fir das Protein begonnen werden.

5.4 Reinigung und Charakterisierung der Endolysine

Um die biophysikalischen Eigenschaften der beiden Endolysine zu bestimmen,
mussten diese zunachst gereinigt werden. Des Weiteren musste eine Methode zur
Gewinnung von Proteinen aus inclusion bodies, sowie deren Renaturierung

entwickelt werden.

5.4.1 Reinigung von EPhL-20K

Da das Protein EPhL-20K in E. coli HMS 174 (DES3) unldslich in inclusion bodies
exprimiert wurde, musste es zunachst aus diesen isoliert werden. Dazu wurden die
unléslichen Bestandteile nach dem Zellaufschluss durch Zentrifugation von den
I6slichen Bestandteilen getrennt. Im Pellet des Zellaufschlusse sollten sich nur
Zellwandtruimmer und die inclusion bodies mit EPhL-20K befinden. Im Anschluss
wurden die inclusion bodies durch mehrmaliges Waschen mit Tris-Puffer mit dem
Detergenz Triton X-100 von den Zellwandtrimmern gereinigt (4.3.1.1). Eine reine
weisse Farbung des Pellets zeigte, dass die Zellwandtrimmer weitestgehend
entfernt wurden. Das Pellet wurde in wenig Wasser aufgenommen. Die
anschlieBende Solubilisierung wurde mit Hilfe von 1 M NaOH und einem
Solubilisierungspuffer (3.8) mit 8 M Harnstoff durchgefihrt, (4.3.1.2). Die Ausbeute
an solubilisiertem Protein aus einer 2 | Expressionskultur betrug circa 28 mg mit einer
Konzentration von 1,4 mg/ml in Solubilisierungspuffer.

Im ndchsten Schritt musste das solubilisierte Protein renaturiert werden. Dazu sollte
die Harnstoffkonzentration mittels einer 1:16 Verdinnung in Ruckfaltungspuffer (3.8)
soweit veringert werden, dass sich im Protein die urspringliche 3D-Struktur wieder
ausbilden konnte (4.3.1.3). Eine mdgliche Aggregatbildung kann wahrend der
Ruckfaltung durch den Einsatz von L-Arginin verringert werden (Rudolph et al.,
1996), welches im Ruckfaltungspuffer mit einer Konzentration von 300 mM vorlag.
Nach der Ruckfaltung konnte im Ansatz eine Proteinkonzentration von 0,08 mg/ml
gemessen werden, was einer Ausbeute von etwa 91% entspricht. Die fehlenden 8%
des Proteins gingen vermutlich durch Aggregation oder Prézipitation an den Wéanden
des Gefal3es verloren. Spater musste die Ruckfaltungsausbeute deutlich nach unten

korrigiert werden, da nur etwa 25% des Proteins nativ gefaltet und aktiv waren.
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Der Reinheitsgrad des Proteins nach der Ruckfaltung war so hoch, dass auf eine
weitere Reinigung des Proteins verzichtet wurde. Die Abbildung 5-6 zeigt den

Reinheitsgrad des Proteins EPhL-20K nach der inclusion body-Reinigung.
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Abbildung 5-6

Die Abbildung zeigt eine SDS-PAGE mit EPhL-20K nach der inclusion body Reinigung, Solubilisierung
und Ruckfaltung. (1) GréRenstandard, (2) riickgefaltetes EPhL-20K

Der Reinheitsgrad des Proteins EPhL-20K wurde anhand der SDS-PAGE auf Uber
95% geschatzt. Fur weitere Experimente wurde versucht, das Protein durch Fallung
mit Ammoniumsulfat und Wiederaufnahme in einem anderen Puffer umzupuffern.
Dazu wurde die Proteinldsung mit Ammoniumsulfat in einer Endkonzentration von bis
zu 1 M versetzt. Diese Ansatze wurden anschlielend 2 Stunden bei 4C mit 50 rpm
geruhrt. Das ausgefallene Protein wurde anschlieend im endsprechenden Puffer
wieder aufgenommen und erneut 2 Stunden bei 4C und 50 rpm geruhrt. Dabei fiel
auf, dass selbst bei erneuter Wiederaufnahme in Ruckfaltungspuffer nur maximal
25% des Proteins wieder in Loésung gingen. Es wurde daher vermutet, dass 75% des
Proteins nach der Ruckfaltung nicht in der aktiven nativen Form vorlagen. Um dies zu
untersuchen wurde ein Lysetest (4.5.2.3) mit frisch ruckgefaltetem, sowie gefalltem
und wieder aufgenommenen Protein durchgefiihrt. Die spezifische Aktivitat sollte
dabei als Indiz fur korrekte Faltung gelten. Der Test wurden gegen lebende
Enterococcus faecalis ProCC 17 in %2 PBS durchgefuhrt, wobei jeweils 25 ug Protein
eingesetzt wurden. Abbildung 5-7 zeigt die Unterschiede in der Lysegeschwindigkeit,
welche darauf schlie3en lassen, dass nach der ersten Ruckfaltung etwa 75% des
Proteins fehlgefaltet in Lésung gehen. Somit muss die Ausbeute von 91% wéahrend

der Rickfaltung auf etwa 25% korrigiert werden.
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Abbildung 5-7

Unterschied der Lysegeschwindigkeit zwischen direkt riickgefaltetem und ausgefallitem und wieder
solubilisiertem EPhL-20K. Test in %2 PBS pH-7,4; 2mM CaCl, bei 30T gegen Enterococcus faecalis
ProCC 17

Die Ammoniumsulfatfallung und Wiederaufnahme in Ruckfaltungspuffer wurde als
letzter Reinigungsschritt ins Reinigungsprotokoll aufgenommen.

Im FlieBschema der Abbildung 5-8 ist die Reinigung des Endolysins EPhL-20K
zusammengefasst. Die Ausbeute aus einer 2 | Expressionskultur nach allen
Reinigungsschritten betrug etwa 6,4 mg rickgefaltetes, natives Protein. Das
gereinigte  Protein  wurde zur biophysikalischen Charakterisierung und

Aktivitatstestung verwendet.

Expression in E. coli HMS 174 (DE3)
[2 | Kultur in LB-Medium]
(200 rpm, 37C, 4 h Induktion)

Zellernte —
(5000 rpm, 4C, 20 min) ]

inclusion body-Reinigung [
(3x waschen mit Tris-pH 7, 5% Triton X-100) |—

Solubilisierung e—
(0,2M NaOH, 8 M Urea)

91%

Ruckfaltung
(0,5 M Urea, 300 mM Arginin) —

Ammoniumsulfatfallung ]
(1 M Ammoniumsulfat)

25%

Solubilisierung in Ruckfaltungspuffer
(0,5 M Urea, 300 mM Arginin)

Abbildung 5-8

FlieRschema der einzelnen Reinigungsschritte des Endolysins EPhL-20K

-68 -



Ergebnisse

5.4.2 Reinigung von EPhL-25

Zur Gewinnung von EPhL-25 wurde eine Expressionstemperatur von 37T gewabhilt.
Nach Erreichen einer ODgypo von 0,6 wurde mit Zugabe von 1 mM IPTG fur 4 h
induziert. Anschlieend erfolgte die Ernte der Zellen. Nach Aufschluss der Zellen im
Hochdruckhomogenisator (3.11) und Trennung der I6slichen und unldslichen
Bestandteile wurde das Protein mittels Saulenchromatochraphie gereinigt.

Das Protein EPhL-25 besitzt in neutralem Puffer einen berechneten pl-Wert von 9,49.
Daher bindet es unter diesen Bedingungen an die funktionellen Gruppen von
Kationenaustauschersaulen. So Ilasst sich das Protein leicht von E. coli-Proteinen
trennen, die im neutralen pH-Bereich einen neutralen bis sauren pl-Wert besitzen,
und somit nicht an die funktionellen Gruppen des Kationenaustauschers binden
(4.3.2.2). Die bei neutralem pH-Wert des Zellaufschlusspuffers (3.8) negativ
geladene DNA und E. coli-Proteine des Zellaufschlusses wurden durch einen, vor
den Kationenaustauscher geschalteten, Anionenaustauscher abgereichert. Als
Anionenaustauschersaule wurde eine Toyopearl GigaCap Q650M (3.11) mit einem
Saulenvolumen von 36 ml verwendet. Der komplette Durchlauf des
Anionenaustauschers wurde direkt Gber die Kationenaustauschersaule Toyopearl
SP550C (3.11) mit einem Saulenvolumen von 15 ml geleitet. Die Elution des
Zielproteins von der Kationenaustauschersdule wurde im Gradienten Uber 20
Saulenvolumen gegen Zellaufschlusspuffer mit 500 mM NaCl durchgefiihrt. Das
Protein eluierte bei einer Salzkonzentration von circa 450 mM und einer Leitfahigkeit
des Puffers von etwa 100 mS. Per SDS-Gel wurde uberprift, welche der
Eluatfraktionen das Zielprotein enthielten. Die Fraktionen mit dem Zielprotein wurden
anschlielend vereinigt. In Abbildung 5-9 ist eine SDS-PAGE zu sehen, auf welcher
verschiedene Fraktionen des Saulenlaufs aufgetragen sind.
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Abbildung 5-9

Auftrag verschiedener Fraktionen der Reinigung von EPhL-25 Uber eine SP550C-Saule auf eine SDS-
PAGE. (1) GroRenstandard, (2) Zellaufschluss/ Auftrag, (3) Durchlauffraktionen, (4) Eluatfraktionen
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Der Reinheitsgrad des eluierten Proteins wurde nach der Reinigung auf mindestens
80% geschatzt und als ausreichend flr eine weitere Charakterisierung betrachtet.
Die Ausbeute an Zielprotein nach der Reinigung betrug aus einer
Schattelkolbenkultur von sechs Litern circa 10 mg Protein. Bei einer
Gesamtproteinkonzentration von 16 mg/ml in 60 ml Zellaufschluss betragt die
prozentuale Ausbeute an Zielprotein nach der Reinigung etwa 1%. Die Abbildung

5-10 zeigt die einzelnen Schritte der Reinigung von EPhL-25 zusammengefasst.

Expression in E. coli HMS 174 (DE3)
[6 | Kultur in LB-Medium]
(200rpm, 37<C, 4h Induktion) ]

— Zellaufschluss

Anionenaustauscher [
(Toyopearl GigaCap Q650M) =

1%

Kationenaustauscher [
(Toyopearl SP550C) =

> Elution

Abbildung 5-10

FlielRschema der einzelnen Reinigungsschritte des Endolysins EPhL-25

5.4.3 Charakterisierung der Endolysine

Um Aussagen Uber die biophysikalischen Eigenschaften der beiden gereinigten
Proteine  EPhL-20K und EPhL-25 treffen zu konnen, wurden als nachstes
verschiedene Untersuchungen zu deren Stabilitdt und Aktivitat durchgefiihrt. Die
Temperaturstabilitat (4.4.6) und die chemische Stabilitat der Proteine (4.4.5) wurden
in einem ersten Schritt untersucht. AnschlieRend wurden verschiedene Versuche
durchgefuihrt, um die optimalen Lysebedingungen festzulegen. Mit den optimalen
Lysebedingungen sollte in der Folge die spezifische Aktivitat (4.5.2.3), die minimale
bakterizide Konzentration (MBC; 4.5.2.4) und die minimale inhibitorische

Konzentration (MIC; 4.5.2.5) der Endolysine ermittelt werden.

5.4.3.1 Thermostabilitat

Ziel dieser Arbeit war es, Proteine zu finden, die sich fur den therapeutischen Einsatz
zur Bekampfung von Enterokokken eignen. Infektionen durch Enterokokken treten

hauptsachlich intrakorporal auf. Aus diesem Grund sollte als erstes untersucht
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werden, ob die Proteine ihre Stabilitdt bei einer Kérpertemperatur von mindestens
37<C behalten, oder schon zu denaturieren beginnen.

Fur den Versuch wurden 150 mM Natriumphosphatpuffer mit 150 mM Natriumchlorid
und einem pH-Wert von 7,5 verwendet, weil Phosphatpuffer im Gegensatz zu Tris-
Puffer seinen pH-Wert in Abh&ngigkeit der Temperatur nicht stark &andert. Die
Lichtstreuung der Proteinlésung durch Aggregatbildung bei steigender Temperatur
wurde bei einer Wellenlange von 360 nm wéahrend des Testverlaufs aufgezeichnet.
In der Abbildung 5-11 ist die Zunahme der Lichtstreuung durch Aggregation der

beiden Endolysine gegen die Temperatur aufgetragen.

0,25

— — EPhL-20K
EPhL-25

0,20

0,15 ~

0,10 ~

Abs[360nm]

0,05 +
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Abbildung 5-11

Messung der thermischen Stabilitdt von EPhL-20K und EPhL-25. Fir beide Proteine wurde die
Zunahme der Absorption gegen die Temperatur aufgetragen. 150 mM Natriumphosphatpuffer mit
150 mM NacCl, Proteinkonzentration 0,1 mg/ml, Heizrate 1<C/min, Schichtdicke 1 cm

In Abbildung 5-11 ist zu sehen, dass das Protein EPhL-20K eine geringere
thermische Stabilitdit aufweist als EPhL-25. EPhL-20K beginnt bereits bei
Temperaturen zwischen 30C und 40C zu aggregieren, wahrend EPhL-25 bis zu
einer Temperatur von circa 55C stabil bleibt. Damit ware EPhL-20K fur eine
intrakorporale Anwendung als Therapeutikum nicht geeignet. Obwohl EPhL-25 erst
bei einer Temperatur von 55T zu aggregieren beginnt, kann es sein das ein Verlusst
der Aktivitat mit steigender Temperatur schon eher stattfindet. Um genau
einschatzen zu kdnnen, ob die Proteine bis zu ihrer Aggregation in einem nativ
gefalteten und aktiven Zustand sind, muissten Aktivitatsbestimmungen bei
verschiedenen Temperaturen vorgenommen werden. Um die Stabilitat besser zu
analysieren, ware eine Bestimmung der Sekundarstrukturverdnderung mit steigender

Temperatur am CD-Spektrometer sinnvoll.
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5.4.3.2 Guanidinium induzierte Denaturierungsuberga  nge

Die chemische Stabilitat der Proteine wurde untersucht, indem diese mit Guanidin-
Hydrochlorid (Gdn-HCI) in ansteigender Konzentration inkubiert wurden (4.4.5). Die
Denaturierung der Proteine wurde per Fluoreszenzspektroskopie bei den
Anregungswellenlangen (Aex) 280 nm und 295 nm verfolgt. Als Emmisions-
wellenlange (Aem) wurde die Wellenlange gewahlt, bei welcher der grofdte
Intensitatsunterschied zwischen nativem und entfaltetem Protein zu sehen war (siehe
Tabelle 5-8).

Tabelle 5-8
Messwellenlangen (Aey/ Aem) flr die Denaturierungsiibergénge von EPhL-20K und EPhL-25

Anregungswellenlange (Aey) Emissionswellenlange ( Aem)
280 nm 329 nm
EPhL-20K 295 nm 329 nm
280 nm 339 nm
EPhL-25 295 nm 341 nm

In der Abbildung 5-12 A und B ist die relative Fluoreszenz der gemessenen Emission
der Proteine EPhL-20K und EPhL-25 gegen die Konzentration des

Denaturierungsmittels aufgetragen.
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Abbildung 5-12

A) Denaturierungsiibergang von EPhL-20K. T = 25<C, | nkubationszeit: 3 Tage, Puffer: 25mM Tris
pH 7,5 mit 400 mM NacCl, ¢ = 35 ug/ml, Aex = 280 nm und 295 nm, A¢m = 329 Nm, Ag = 2,5 Nm,
Nen =2,5NM

B) Denaturierungsiibergang von EPhL-25. T = 25T, Inkubationszeit: 3 Tage, Puffer: 25mM Tris
pH 7,5 mit 400 mM NacCl, ¢ = 35 pug/ml, Ay = 280 nm und 295 nm, A¢n(280nm) = 339 nm, Aem(295nm)
=341 nm, Aex = 2,5 NM, Aey = 2,5 nmM
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Bei dem Protein EPhL-20K (Abbildung 5-12 A) zeigt die Abnahme der relativen
Fluoreszenz bei Aem = 329 nm zeigt fir Aex = 280 nm einen zweiphasigen Ubergang.
Der Ubergangsmittelpunkt der ersten Phase liegt bei circa 0,3 M Gdn-HCI, wahrend
der Ubergangsmittelpunkt der zweiten Phase bei circa 1,5 M Gdn-HCI liegt. Die
Abnahme der relativen Fluoreszenz bei Aem = 329 nm flr Aex = 295 nm zeigt einen
einphasigen Ubergang, dessen Ubergangsmittelpunkt bei circa 1,4 M Gdn-HCI liegt,
und mit dem zweiten Ubergang bei Aex = 280 nm (bereinstimmt. Aufgrund der relativ
gleichmaliigen Verteilung der Tyrosine und Tryptophane innerhalb des Proteins lasst
sich keine Aussage daruber treffen, welche der Domé&nen des Proteins zuerst
denaturiert. Bei dem Protein EPhL-25 (Abbildung 5-12 B) ist ein zweiphasiger
Ubergang fiir Aex = 280 nm und 295 nm zu beobachten. Der Ubergangsmittelpunkt
der ersten Denaturierungsphase liegt bei einer Gdn-HCI-Konzentration von circa
0,35 M wahrend der Ubergangsmittelpunkt der zweiten Denaturierungsphase bei
einer Konzentration von circa 2,1 M Gdm-HCI liegt. Tyrosin, welches bei Aex = 280
nm zusammen mit Tryptophan angeregt wird, ist bei EPh-25 gleichmaRig tber die
gesamte Sequenz verteilt. Tryptophan, welches bei Aex = 295 nm allein angeregt
wird, ist zu 80% in der lytischen Doméne des Proteins zu finden. Da die erste Phase
des Ubergangs eine Anderung von 70% des gesamten Ubergangs ausmacht, kann
vermutet werden, dass es sich bei dieser Phase um die Denaturierung der lytischen
Domane handelt. Die zweite Phase des Ubergangs ware dann die Denaturierung der
CBD.

5.4.3.3 Bestimmung der optimalen Lysebedingungen

Zur Charakterisierung der Lyseaktivitat der beiden Proteine mussten zunachst
die optimalen Lysebedingungen ermittelt werden. Dies geschah durch eine Reihe
von Flussigzelllysetests (4.5.2.3), bei welchen der pH-Wert, zugesetzte lonen, sowie

die Wachstumsphase der zu lysierenden Zellen im Ansatz variiert wurden.

5.4.3.3.1 Bestimmung der lonenabhangigkeit

Von einigen lytischen Proteinen, zum Beispiel Zink-Metalloproteasen, ist bekannt,
dass ihre Aktivitdt nur gewéhrleistet ist, wenn bestimmte zweiwertige Metallionen im

aktiven Zentrum der EAD gebunden sind. Da die EAD beider Proteine Homologie zu
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Zink-abhangigen Amidasen aufweist, soll untersucht werden, ob eine solche
Abhangigkeit auch fur die beiden Proteine EPhL-20K und EPhL-25 vorliegt.

Dies wurde durch die Zugabe von je 2 mM CaCl,, CuCl,, MgCl,, ZnSO,4, CoCly,
MnCl,, BaCl,, FeCl, und KCI (einwertiges K'-lon) zum Flissigzelllyseansatz
Uberpruft. Als Testzellen kamen hitzeinaktivierte Enterococcus faecalis ProCC 17 fur
EPhL-20K und Enterococcus faecium ProCC 880 fiur EPhL-25 zum Einsatz. Die
eingesetzten hitzeinaktivierten Bakterien wurden in % PBS-Puffer pH 7,4
resuspendiert und auf eine ODggp = 1 eingestellt. Der Test wurde durch Zugabe von
25 g des jeweiligen Proteins zum Ansatz gestartet.

Bei dem Versuch zeigte sich, dass BaCl,, CoCl, und FeCl, zu einem sehr raschen
Aggregieren der Testzellen fuhrten, woraufhin diese Salze nicht weiter getestet
wurden. Die Auswirkungen der anderen Metallsalze auf die Lysegeschwindigkeit sind
in Abbildung 5-13 dargestellt.

21

0O EPhL-20K
B EPhL-25

15+ — — —

AAbs[600nm]/min x mg
©

ohne Ca++ Mg++ Mn++ Cu++ Zn++ K+

zugesetzte lonen

Abbildung 5-13

Lysegeschwindigkeit der Proteine EPhL-20K und EPhL25 in Abhéangigkeit verschiedener zugesetzter
lonen (Einfachbestimmung). Puffer: 2 PBS pH 7,4; T = 30C, ¢ = 25 pg/ml, Teststamme:
Enterococcus faecalis ProCC 17 (EPhL-20K) und Enterococcus faecium ProCC 880 (EPhL-25)

Wie in der Abbildung 5-13 zu sehen ist, steigt die Lysegeschwindigkeit von EPhL-
20K lediglich durch die Zugabe von CacCl, leicht an. Durch die Zugabe von MnCl,
sinkt die Lysegeschwindigkeit von EPhL20K fast auf fast Null. Dem Lysepuffer von
EPhL-20K wird bei allen weiteren Versuchen CaCl, zugesetzt.

EPhL-25 zeigt in diesem Test nur bei der Zugabe von MnCl, eine signifikante
Aktivitat. Aufgrund der starken Abhangigkeit der Lyseaktivitéat des Proteins EPhL-25
von der Zugabe von Mangan, wurde getestet, in welcher optimalen Konzentration

MnCl, zugesetzt werden muss. Fir diesen Test wurden lebende Enterococcus
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faecium ProCC 880 verwendet, die bei einer ODgopo = 1 geerntet, und in %2 PBS-
Puffer pH 7,4 mit der entsprechenden MnCl,-Konzentration resuspendiert wurden.

Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abbildung 5-14 dargestellt.
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Abbildung 5-14

Lysegeschwindigkeiten von EPhL-25 bei verschiedenen MgCl, Konzentration in Puffer
(Einfachbestimmung) Puffer: 2 PBS pH 7,4; T = 30C, ¢ = 25 pg/ml, Teststamm: Enterococcus
faecium ProCC 880

Der Test zeigte, dass bei einer Konzentration von 1 mM MnCl, die maximale Aktivitat
erreicht ist. Eine hohere Konzentration bewirkt keine weitere Steigerung der Aktivitat.
Ab einer Konzentration von 10 mM wirkt sich MnCl, eher negativ auf die Aktivitat aus.
Weitere Tests zeigten, dass die Lysegeschwindigkeit von EPhL-25 hdéher war, wenn
1 mM MnCl, eine Stunde vor Testbeginn zur Proteinlésung gegeben wurden, als
wenn MnCl, direkt in den Lysepuffer gemischt wurde (Ergebnisse nicht dargestellt).

Bei allen weiteren Tests wurde EPhL-25 eine Stunde vor Beginn des Tests mit 1 mM

MnCl, versetzt.

5.4.3.3.2 Bestimmung des pH-Optimums

Um eine Entscheidung Uber das zu verwendende Puffersystem und den optimalen
pH-Wert treffen zu kdnnen, wurde getestet, bei welchem pH-Wert die Proteine
EPhL-20K und EPhL-25 die héchsten Lysegeschwindigkeiten aufweisen. Dazu
wurde ein Flussigzelllysetest mit hitzeinaktivierten Enterococcus faecalis ProCC 17
fur EPhL-20K und Enterococcus faecium ProCC 880 fur EPhL-25 durchgefihrt. Als
Puffer kam ein Gemisch bestehend aus 25 mM MES, 25 mM MOPS und 25 mM Tris
zum Einsatz. Dieses Puffergemisch lasst sich auf pH-Werte zwischen 5 und 9
einstellen. Die hitzeinaktivierten Zellen wurden in Puffer auf OD 1 eingestellt, und
anschlieRend mit 25 pg Protein versetzt. Die Lyse wurde fir 30 min im UV/VIS-

Photometer detektiert. Nach den Ergebnissen aus 5.4.3.3.1 wurde fur die Versuche
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mit EPhL-20K Puffer mit 2 mM CacCl, verwendet, wahrend EPhL-25 eine Stunde vor
dem Test mit 1 mM MnCl, versetzt wurde. Abbildung 5-15 zeigt die Ergebnisse

dieser Lysetests.
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Abbildung 5-15

Lysegeschwindigkeiten der Proteine EPhL-20K und EPhL-25 bei unterschiedlichen pH-Werten.
(Mittelwerte aus Doppelbestimmung), Puffer: 25 mM MES, 25 mM MOPS und 25 mM Tris,
T = 30C, ¢ = 25 ug/ml, Teststamme: Enterococcus faecalis ProCC 17 (EPhL-20K) und Enterococcus
faecium ProCC 880 (EPhL-25)

Wie in der Abbildung 5-15 zu sehen ist, besitzt das Protein EPhL-20K zwei pH-
Optima bei den pH-Werten 6,5-7 und 8-8,5 Das Protein EPhL-25 zeigt die grofite
Lysegeschwindigkeit bei einem pH-Wert von 7,5. Fur das Protein EPhL-20K wurde
% PBS oder %2 TBS mit einem pH-Wert von 7 und 2 mM CacCl,, fur EPhL-25 %2 PBS
oder ¥2 TBS mit einem pH-Wert von 7,5 als Standardlysepuffer gewabhilt.

5.4.3.3.3 Lysegeschwindigkeit von Enterokokken inv  erschiedenen

Wachstumsphasen

Bakterienzellen sind in verschiedenen Wachstumsphasen unterschiedlich anféllig fur
lytische Aktivitdten von Proteinen. Dies last sich auf den Zustand der Zellwand
wahrend, beziehungsweise kurz nach der Zellteilung zurtickfihren. Um die maximale
Lysegeschwindigkeit des Proteins zu erreichen sollte festgestellt werden, in welcher
Wachstumsphase die Enterococcus faecalis- beziehungsweise Enterococcus
faecium-Zellen besonders gut lysiert werden. Dafir wurde zunachst eine
Wachstumskurve der Teststamme aufgenommen. Fur den Test wurde steriles BHI-
Medium 1:100 mit einer stationdren Ubernachtkultur der Teststamme beimpft und bei
37C schittelnd inkubiert. AnschlieBend wurde die Zunahme der ODggy in

Abhangigkeit der Zeit aufgezeichnet. Zusatzlich wurden mehrere Verdinnungen
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einer Kultur mit ODgoo = 1 ausplattiert und ausgezahlt. Die Zellzahl beider Stamme
bei einer ODgyo = 1 betragt circa 10° cfu/ml. Die Ergebnisse der Messung der

Wachstumskurve sind in Abbildung 5-16 dargestellt
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Abbildung 5-16

Wachstumskurve der Stamme Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC
880.

In der Abbildung 5-16 ist zu sehen, dass Enterococcus faecalis ProCC 17 sich etwa
von 75 min bis 250 min nach dem Animpfen der Kultur in der exponentiellen
Wachstumsphase befindet. Enterococcus faecium ProCC 880 wachst zwischen
150 min und 275 min nach dem Animpfen mit exponentieller Geschwindigkeit.

Im Anschluss an die Messung der Wachstumskurve von Enterococcus faecalis
ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC 880 wurde untersucht, wie sich die
Lysegeschwindigkeit in Abhéngigkeit der Wachstumsphase der Testzellen verandert.
Dazu wurden die Testzellen in BHI Medium angezogen und wahrend der
logarithmischen Wachstumsphase bei ODgq von 0,5; 0,7; 0,9; 1,1; 1,3; 1,5, 1,7 und
1,9 Proben entnommen. Die Zellen wurden abzentrifugiert und im entsprechenden
Probenpuffer fir das jeweilige Protein wieder aufgenommen. Enterococcus faecalis
ProCC 17 diente als Teststamm fur EPhL20K, Enterococcus faecium ProCC 880 fur
EPhL-25. In den Flussigzelllysetest wurden 25 pug des jeweiligen Proteins eingesetzt.

In Abbildung 5-17 sind die Ergebnisse des Versuchs dargestellt.
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Abbildung 5-17

Lysegeschwindigkeiten von EPhL-20K und EPhL-25 in Abhangigkeit von der Wachstumsphase der
Testzellen. T = 30C, ¢ = 25 pug/ml, Teststamme: Enterococcus faecalis ProCC 17 (EPhL-20K) und
Enterococcus faecium ProCC 880 (EPhL-25) Puffer (EPhL-20K): ¥2 PBS pH 7 mit 2 mM CacCl,, Puffer
(EPhL-25): %2 PBS pH 7,5, EPhL-25 1 h vor Testbeginn mit 1 mM MnClI, inkubiert

Das Maximum der Lysegeschwindigkeit wird bei beiden Proteinen bei Testzellen
erreicht, welche bei einer ODgype von 0,9 bis 1,3 geerntet wurden. Zu diesem
Zeitpunkt befinden sich die Testzellen in der frihen exponentiellen
Wachstumsphase, d. h. dass sich zu diesem Zeitpunkt sehr viele Zellen in Teilung

befinden.

5.4.3.4 Aktivitatsbestimmung

In den vorangegangenen Versuchen wurden die optimalen Lysebedingungen, also
der pH-Wert, notwendige lonen und die Wachstumsphase der Testzellen fur die
Proteine EPhL-20K und EPhL-25 festgelegt. Der Lysepuffer von EPhL-20K setzt sich
wie folgt zusammen: %2 PBS pH 7; 2 mM CaCl,; der von EPhL-25: ¥2 PBS pH 7,5.
Das Protein EPhL-25 muss eine Stunde vor Beginn eines Tests mit 1 mM MnCl,
versetzt werden um seine maximale Aktivitat zu erreichen. Beide Proteine zeigen ihr
Maximum der Lysegeschwindigkeit gegen Enterokokken in der logarithmischen
Wachstumsphase bei einer ODgoonm zWischen 0,9 und 1,3. Im Folgenden sollte die
spezifische Aktivitat der beiden Proteine bestimmt werden. Die spezifische Aktivitét
kann aus der Abnahme der Absorption bei 600nm im Flissigzelllysetest pro Minute
und eingesetzter Proteinmenge errechnet werden. Die Berechnung der spezifischen

Aktivitat erfolgte wie in Formel 5-1 abgebildet.
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Spezifische Aktivitat = (Ag-A)/(tx) = AA/(tX)

Ao = Absorption bei 600nm zum Zeitpunkt t = 0 (min)
A = Absorption bei 600nm zum Zeitpunkt t (min)
t = Zeit in min
X = Proteinmenge in mg
Formel 5-1

Berechnung der spezifischen Aktivitat

Zur Messung der spezifischen Aktivitdt wurden verschiedene Mengen an Protein in
einen Flussigzelllysetest (4.5.2.3) eingesetzt. Als Teststimme kamen lebende
Enterococcus faecalis ProCC 17 fur EPhL-20K und Enterococcus faecium ProCC
880 fur EPhL-25 zum Einsatz. Die Abnahme der Absorption der Zellsuspension
wurde gegen die Zeit aufgetragen. Die Lysediagramme flr beide Proteine sind in

Abbildung 5-18 zu sehen.
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Abbildung 5-18

Lyseaktivitdt von EPhL-20K (A) und EPhL25 (B). T = 30T, Teststamme: Enterococcus faecalis
ProCC 17 (EPhL-20K) und Enterococcus faecium ProCC 880 (EPhL-25). Puffer (EPhL-20K): ¥ PBS
pH 7 mit 2 mM CacCl,, Puffer (EPhL-25): ¥2 PBS pH 7,5, EPhL-25 1 h vor Testbeginn mit 1. mM MnCl,

inkubiert
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Fur das Protein EPhL-20K wurde die maximale Lysegeschwindigkeit bei einer
eingesetzten Menge von 6 pg/ml erreicht. Eine Erhéhung der Proteinkonzentration
fuhrte zu keiner weiteren Steigerung der Lysegeschwindigkeit. Die maximale
spezifische Aktivitat des Proteins EPhL-20K gegen Enterococcus faecalis ProCC 17,
welche sich aus der Steigung des Diagramms und der zugegebenen Proteinmenge
errechnet, liegt somit bei 15,7 AAbS{goonmymin'mg™. Bei EPhL-25 ist die maximale
Lysegeschwindigkeit mit der Zugabe von 10 pg Protein zu 1 ml Testansatz mit
Enterococcus faecium ProCC 880 erreicht. Anhand des Lysediagramms konnte fir
dieses Protein eine spezifische Aktivitat von 29,4 AAbsisoonmmin™"mg™ errechnet
werden. Damit besitzt das Protein EPhL-25 eine hohere spezifische Aktivitat zu

Enterococcus faecium als EPhL-20K zu Enterococcus faecalis.

5.4.3.5 Spezifitatsbestimmung

Da es Ziel der Arbeit war, ein lytisches Protein zu finden, welches sowohl
Enterococcus faecalis als auch Enterococcus faecium lysieren sollte, wurde die
Lysespezifitat der beiden Proteine in einem Plattenlysetest mit hitzeinaktivierten
Bakterien (4.5.2.1) bestimmt. Dazu wurden 2,5 pg des jeweiligen Proteins auf
Testplatten aufgebracht, welche die in den Agar eingegossenen Testzellen
enthielten. AnschlieBend wurden die Testplatten fur 12 Stunden bei 30T inkubiert.
Die Auswertung erfolgte Uber die Gréf3e der Lysehofe an der Aufbringungsstelle.
GroRRe und Klarheit der Lysehofe wurde als Indikator fir die Spezifitdt der Proteine zu
dem jeweiligen Teststamm gewertet. Kleine und schwach sichtbare Lysehétfe wurden
mit (+) markiert, mittelgrof3e, gut sichtbare mit (++), und grof3e, sehr klare Lysehofe
mit (+++). Wenn kein Lysehof zu sehen war, wurde der Ansatz mit (-) markiert. Die

Ergebnisse des Plattenlysetests sind in Tabelle 5-9 aufgelistet.
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Tabelle 5-9

Ergebnisse des Plattenlysetests mit EPhL-20K und EPhL-25 gegen verschiedene Enterococcus
faecalis- und Enterococcus faecium-lsolate. Legende: (-) keine Lyse, (+) Kleine und schwach
sichtbare Lysehofe, (++) mittelgrol3e, gut sichtbare Lysehdfe, (+++) grol3e, sehr klare Lysehdéfe

Stamm ProCC-Nr | EPhL-25 |EPhL-20K
880 4+ -
1177 —— _
1506 F++ _
1553 F++ _
Enterococcus faecium 1563 +++ -
1564 —— _
1565 —— _
1568 F++ _
1570 F++ _
1634 F++ _
17 ++ +++
1176 - t
1505 ++ et
1507 ++ et
Enterococcus faecalis 1552 - +++
1566 —— t
1567 ++ t
1571 ++ et
1578 - et
2465 +++ t

Es wurde erwartet, dass das Protein EPhL-20K eine hohere Spezifitat fur
Enterococcus faecalis-Stamme aufweist, da es einem Phagen entstammt, welcher
auf diesem Stamm isoliert wurde. In Tabelle 5-9 ist zu sehen, dass EPhL-20K wie
erwartet nur bei den Isolaten von Enterococcus faecalis eine hohe Lysespezifitat
zeigt, wahrend die Isolate von Enterococcus faecium nicht lysiert werden. Fur
EPhL-25 wurde erwartet, das die Lysespezifitat fir Enterococcus faecium hoher ist,
als die fur Enterococcus faecalis, da das Protein aus einem Phagen stammt, der auf
Enterococcus faecium isoliert wurde. Die Lysespezifitdtt von EPhL-25 gegentber
Enterococcus faecium war im Test deutlich héher als die gegenuber Enterococcus
faecalis. Alle getesteten Enterococcus faecium Stdmme wurden sehr gut lysiert,
wéahrend von den getesteten Enterococcus faecalis Stdmmen nur sieben von zehn

gut oder sehr gut lysiert wurden.
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5.4.3.6 Bestimmung der minimalen bakteriziden Konze  ntration

Um die therapeutische Eignung der beiden Proteine EPhL-20K und EPhL-25
abschatzen zu konnen, sollte von beiden Proteinen die minimale bakterizide
Konzentration (MBC; 4.5.2.4) bestimmt werden. Diese gibt die minimale
Konzentration einer Substanz an, bei der ein bestimmter Teil der Zielzellen abgetotet
wird. Anhand dieses Wertes kann ihre bakteriolytische Aktivitat mit anderen
therapeutisch wirksamen Substanzen, wie etwa Antibiotika, verglichen werden. Um
vergleichbare Werte flir beide Proteine zu erhalten, wurden als Teststamme fiur beide
Proteine die Stamme Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium
ProCC 880 verwendet. Von diesen Teststimmen wurden pro Ansatz 10° cfu/ml
vorgelegt, und mit verschiedenen Konzentrationen der Proteine 60 Minuten bei 30C
inkubiert. Durch anschlieBendes Ausplattieren der Ansatze konnte festgestellt
werden, wie viele der Testzellen den Versuch tberlebt haben. Ziel war es, mit einem
Protein eine vollstandige Lyse aller Testzellen zu erreichen. Die Abbildung 5-19 zeigt
die Ergebnisse der MBC-Messung fur das Protein EPhL-20K.
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Abbildung 5-19

MBC-Messung von EPhL-20K gegen Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium
ProCC 880. T = 30C, t = 60 min

Aus der Abbildung 5-19 kann man entnehmen, das EPhL-20K das gesetzte Ziel einer
vollstdndigen Lyse beider Teststamme nicht erfullt hat. Das Protein hat bei einer
Konzentration von 50 pg/ml 99,5% der eingesetzten 10° Enterococcus faecalis
ProCC 17 Zellen getotet. Das bedeutet, dass etwa 500 Testzellen den Versuch
Uberlebt haben. Gegen Enterococcus faecium ProCC 880 konnte im Versuchsansatz
keine bakterizide Wirkung festgestellt werden. Dieses Ergebnis bestétigt die
Ergebnisse des Versuchs zur Bestimmung der Lysespezifitdt, bei welchem

EPhL-20K keines der getesteten Enterococcus faecium-Isolate lysieren konnte.
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Abbildung 5-20 zeigt die Ergebnisse der MBC-Messung fur das Protein EPhL-25.
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Abbildung 5-20

MBC-Messung von EPhL-25 gegen Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium
ProCC 880. T = 30%C, t = 60 min

Wie in Abbildung 5-20 zu sehen, war auch EPhL-25 nicht in der Lage beide
Teststdmme vollstandig zu lysieren, konnte aber gegenuber EPhL-20K eine deutliche
Reduktion beider Teststamme bei hohen Konzentrationen erreichen. Das Protein
erreicht in den Ansatzen mit dem Teststamm Enterococcus faecalis ProCC 17 eine
Reduktion der Zellzahl um 99,6% bei einer Proteinkonzentration von 50 pug/ml. Die
gemessene Lyserate bedeutet ein Uberleben von etwa 400 Testzellen im Ansatz.
Der Teststamm Enterococcus faecium ProCC 880 konnte bei einer
Proteinkonzentration von 5 pg/ml zu 99,94% lysiert werden, was ein Uberleben von
etwa 60 Zellen des Teststammes bedeutet.

Das Ziel einer vollstandigen Lyse von 100% der Testzellen wurde in diesem Versuch
weder mit EPhL-20K noch mit EPhL-25 erreicht, wobei EPhL-25 diesem Ziel viel
naher kam als EPhL-20K. Es wurde vermutet, dass dies an der Bildung eines
Biofilms bei einigen eingesetzten Testzellen lag, welche die Zuganglichkeit der
Peptidoglykanschicht fur die Proteine erschwert oder verhindert. Um auszuschliel3en,
dass es sich bei Uberlebenden Zellen um Verunreinigungen durch andere Bakterien
handelt, wurden diese erneut in BHI Medium angezogen und mit den Proteinen
EPhL-20K und EPhL-25 lysiert. Die Ergebnisse der ersten MBC-Messung konnten
bei dieser Wiederholung reproduziert werden.
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5.4.3.7 Bestimmung der minimalen inhibitorischen Ko nzentration

Die minimale inhibitorische Konzentration (minimal inhibitoric concentration, MIC) gibt
die minimale Konzentration einer Substanz an, bei der das Wachstum der Zielzellen
unterdriickt wird. Dieser Wert ist wichtig, um den therapeutischen Wert eines
Proteins im Vergleich mit anderen Wirkstoffen abschéatzen zu kdénnen. Die MIC wurde
nach der in 4.5.2.5 beschriebenen Methode fir die beiden Proteine EPhL-20K und
EPhL-25 in verschiedenen Testmedien bestimmt. Aus Versuchen von Forchheim
(2009) war bekannt, dass Endolysine in verschiedenen Anzuchtmedien
unterschiedlich stark gehemmt werden. Daher wurde der Versuch in verschiedenen
Medien durchgefihrt. Als Medien fir diesen Test kamen BHI-Medium, LB-Medium,
Peptonwasser und Miller-Hinton Il Medium zur Anwendung. Als Teststamme wurden
fur beide Proteine Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium
ProCC 880 verwendet.

Die Auswertung der Testanséatze ergab, dass das Protein EPhL-20K in den Medien
gehemmt wurde, beziehungsweise die Testzellen in den verwendeten Medien nicht
wuchsen (Ergebnisse nicht dargestellt). Fur das Protein EPhL-25 konnte nur in BHI-
Medium mit Enterococcus faecium ProCC 880 eine geringe inhibitorische Wirkung
oberhalb einer Konzentration von 0,5 pg/ml festgestellt werde. In der folgenden
Abbildung 5-21 sind die Ergebnisse fur den Ansatz mit EPhL-25 in BHI-Medium mit
Enterococcus faecium ProCC 880 dargestellt. Abgebildet ist die Zunahme der
Absgoonm nach 18 stindiger Inkubation bei 30C zu sehen. Die abgebildete
Absorptionszunahme ist um den Nullwert, also Medium mit Protein, aber ohne

Testzellen, korrigiert.
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Abbildung 5-21
MIC-Messung von EPhL-25 in BHI-Medium und Enterococcus faecium ProCC 880, T =30C,t=18h
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Weitere Messungen der inhibitorischen Wirkung von Proteinen in dieser Form
wurden nicht durchgefiihrt, da die Endolysine offensichtlich in den verschiedenen
Medien gehemmt wurden, beziehungsweise sich die Medien nicht zur Anzucht der
Testzellen eigneten. Fur weitere Proteine wurden lediglich inhibitorische Tests auf
Agarplatten durchgefihrt.

5.4.4 Zusammenfassender Vergleich von EPhL-20K und EPhL-25

In den vorangegangenen Versuchen wurden die Proteine EPhL-20K und EPhL-25
biophysikalisch charakterisiert. Dazu wurden die optimalen Lysebedingungen der
Proteine festgelegt, sowie deren spezifische Aktivitdt und Lysespezifitat gegenuber
Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium untersucht. In der nachfolgenden
Tabelle 5-10 sind die biophysikalischen Eigenschaften der beiden Proteine
zusammenfassend aufgelistet.

Tabelle 5-10
Tabellarischer Vergleich der biophysikalischen Eigenschaften der Protein EPhL-20K und EPhL-25.

EPhL-20K EPhL-25
optimaler pH-Wert / Lysepuffer 7 (1/2 PBS) 7,5 (1/2 PBS)
lonenabhangigkeit der Aktivitat Calcium Mangan

lonenkonzentration 2mM 1 mM

optimale Wachstumsphase fir Lyse | log. Phase bei OD =0,9-1,3 | log Phase beiOD =0,9-1,3

spezifische Aktivitat [AAbs/min x mg] 15,7 (Ec. faecalis) 29,4 (Ec. faecium)
MBC (Enterococcus faecalis) 50 pg/ml 99,5% 50 pg/ml 99,6%
MBC (Enterococcus faecium) 50 pg/ml 0% 5 pg/ml 99,94%

Wie man der Tabelle 5-10 entnehmen kann, verfehlen beide Proteine die
Zielvorgabe, mit einem Protein eine vollstandige Lyse von 100% der Enterococcus
faecalis- und Enterococcus faecium-Testzellen zu erreichen. Das Protein EPhL-25
kommt dabei dem Ziel néher als das Protein EPhL-20K, da EPhL-25 in der Lage ist
einen Grol3teil der Testzellen beider Stamme zu lysieren, wahrend EPhL-20K den

Stamm Enterococcus faecium kaum oder gar nicht lysiert.
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5.5 Kombination von Doméanen

Da ein Protein gesucht wurde, welches sowohl Enterococcus faecalis als auch
Enterococcus faecium vollstandig lysieren kann, wurde versucht die Einzeldomanen
von EPhL-20K und EPhL-25 zu kombinieren, um dieses Ziel zu erreichen.

Aus den Versuche von Garcia et al. (1991) war bekannt, dass die CBD eines
Endolysins Uber dessen Spezifitdt entscheidet. Durch die in 5.4.3.5 dargestellten
Ergebnisse eines Plattenlysetests mit verschiedenen Enterokokken-Stammen konnte
gezeigt werden, dass EPhL-20K eine starke Spezifitdt gegenlber Enterococcus
faecalis aufwies, aber nicht in der Lage war Enterococcus faecium zu lysieren.
EPhL-25 war in der Lage alle getesteten Enterococus faecium und sieben von zehn
Enterococcus faecalis-Stamme zu lysieren. Die Lyseaktivitat als Indiz far die
Spezifitat war gegen Enterococcus faecium allerdings hoher als gegen Enterococcus
faecalis. Um eine hohe Spezifitdt gegen beide Enterokokkenstamme zu erreichen,
sollte ein chimares Protein konstruiert werden, welches sowohl die CBD von
EPhL-20K, als auch die von EPhL-25 besitzt. Beide CBD sollten sich in ihrer
Spezifitdt erganzen.

EPhL-25 war als Gesamtprotein I6slich und zeigte in den vorangegangenen Tests
eine hohere spezifische Aktivitdt und breitere Spezifitat. Daher sollte dieses Protein
als Basis fur ein neues Konstrukt dienen, in dem es C-terminal um die CBD von
EPhL-20K erweitert wurde. Es wurde erwartet, dass bei dem geplanten Konstrukt die
lytischen Eigenschaften von EPhL-25 gegenuber Enterococcus faecium zumindest
gleich bleibend, wenn nicht gar besser sein sollten. Die lytischen Eigenschaften
gegenuber Enterococcus faecalis sollten durch die zusétzliche Spezifitat der CBD
von EPhL-20K verbessert werden. Das neue, Hybridprotein wurde Konstrukt-1

(K-1) genannt.

5.5.1 Klonierung von Konstrukt-1 (K-1)

Um dass Volllangenprotein EPhL-25 um die CBD von EPhL-20K zu erweitern,
musste zunachst der Domanenaufbau und die Sekundarstruktur der beiden Proteine
genauer untersucht werden. Die Analyse durch BLAST und SOPMA (4.6) zeigte,
dass funktionelle Domanen bei Endolysinen immer durch Linkersequenzen
verbunden sind. Das Protein EPhL-20K zeigte zwei Linkersequenzen. Der erste
Linker mit einer Lange von 19 Aminosauren befindet sich am Ende der lytischen
Domane an Position 195 bis 214, wahrend der zweite Linker von Aminosaure 272 bis
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294 die C-terminal liegende SH-3b Domane mit einer davor liegenden, putativen
CBD unbekannter Struktur verbindet. Daher wurde beschlossen die beiden CBD
zusammen mit den 19 Aminosauren des N-terminal davor liegenden Linkers als C-
terminale Erweiterung von EPhL-25 zu verwenden. In Abbildung 5-22 ist der
Doméanenaufbau der beiden Ausgangsproteine, sowie des Konstrukts K-1 abgebildet.
Als Expressionsvektor fir das hybride DNA-Fragment wurde pET21a gewahlt. Als
Expressionsstamm kam E. coli HMS 174 (DE3) zum Einsatz.

EPhL-20K (aus Enterococcus faecalis-Phage EPh-20)

EPhL-25 (aus Enterococcus faecium-Phage EPh-25)

Konstrukt-1 aus EPhL-25 Volllange und EPhL-20K CBD

| EAD

Abbildung 5-22
Darstellung der theoretischen Doménenstruktur der Proteine EPhL-20K, EPhL-25 und K1

Expressions- und Loslichkeitstests mit K-1 ergaben, dass das Protein mit der
erwarteten GrofRe von 53 kDa exprimiert wurde. Die in Abbildung 5-23 dargestellte

SDS-PAGE zeigt eine hohe, aber unldsliche Expression des Proteins.
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Abbildung 5-23

SDS-PAGE des Expressions- und Loslichkeitstest des Konstrukts K1. (1) GréRenstandard, (2) Pellet,
(3) Uberstand.

Die Reinigung aus inclusion bodies war fir das Protein EPhL-20K schon etabliert

und konnte fur K-1 thernommen werden.
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5.5.2 Reinigung von K1

Das innerhalb der Zellen in inclusion bodies vorliegende Protein musste zunéchst
aus dem Pellet der aufgeschlossenen Zellen extrahiert werden. Dazu wurde die
bereits fur das Protein EPhL-20K etablierte Methode angewandt (4.3.1.1). Nach der
inclusion body-Reinigung zeigte sich, dass das Protein nicht denselben
Reinheitsgrad wie EPhL-20K nach diesem Reinigungsschritt aufwies. Der
Reinheitsgrad des Proteins K-1 nach der inclusion body-Reinigung, welcher auf
weniger als 75% geschatzt wurde, ist in Abbildung 5-24 dargestellt. Bei den
Verunreinigungen, welche in Bande 4 der Abbildung zu sehen sind, handelt es sich
eventuell um Abbaubanden des Proteins. Diese kdnnen jedoch nicht ausschliel3lich

von der angefligten CBD stammen, da dieses Fragment kleiner als 20 kDa ist.
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Abbildung 5-24

SDS-PAGE der inclusion body-Reinigung von K-1 (1) GréRenstandard (2) Uberstand des
Zellaufschlusses, (3) Pellet des Zellaufschlusses (4) inclusion body Pellet nach inclusion body-
Reinigung

.48

Die Ausbeute der inclusion body-Reinigung wurde Uber eine SDS-PAGE auf
mindestens 90% geschatzt. Die noch vorhandenen Verunreinigungen machten einen
zusatzlichen Reinigungsschritt notwendig. Da die Methode von hintereinander
geschalteten Anionen- und Kationenaustauschersaulen bei EPhL-25 sehr gut
funktioniert hatte, wurde versucht, diese Methode auch zur Reinigung von K-1
einzusetzen. Um das Protein einer Saulenreinigung unterziehen zu kénnen, musste
es zunéchst solubilisiert werden (4.3.1.2). Dazu wurde das inclusion body Pellet (in
Wasser) mit 1/10 (v/v) 1 M NaOH versetzt, und das Gemisch anschlieBend 1:10 (v/v)
in Solubilisierungspuffer (3.8) mit 8 M Harnstoff aufgenommen. Die Gesamtmenge an
solubilisiertem Protein aus 6 | E. coli-Kultur betrug 950 mg mit einer Konzentration
von ca. 9 mg/ml. Die Sé&ulenreinigung des denaturierten Proteins fand in

Solubilisierungspuffer (3.8) statt.
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Das solubilisierte Protein wurde zuerst tber eine GigaCap Q650M (3.11) geleitet,
wodurch die, im neutralen pH des Solubilisierungspuffers negativ geladene DNA,
abgereichert wurde. Da das Protein K-1 einen berechneten pl-Wert von 9,44 besitzt,
bindet es im neutralen Solubilisierungspuffer nicht an die Anionenaustauschersaule,
und sollte im Durchlauf zu finden sein. K-1 sollte an die nachgeschaltete
Kationenaustauschersaule Toyopearl SP550C (3.11) binden. Die Elution von dieser
Saule erfolgte, nach Abkoppeln der ersten Saule (GigaCap Q650M), in einem
flachen Gradienten tUber 20 S&ulenvolumen hin zu Solubilisierungspuffer (3.8) mit
einer Natriumcitrat-Konzentration von 150 mM. Der Reinheitsgrad des Proteins
konnte durch diese Séaulenreinigung nur unwesentlich verbessert werden (Abbildung
5-25). Weitere Versuche mit anderen Chromatographiemethoden lieferten keine
besseren Ergebnisse. Die Saulenreinigung tber GigaCap Q650M und Toyopearl
SP550C wurde beibehalten, um die DNA und E. coli-Proteine aus der Proteinldsung

abzureichern.

kDa 1
116 -

66 - K-1
e =
35 -

25 -

18 -
14 -

Abbildung 5-25
SDS-PAGE der vereinigten Eluate (1) der Saulenreinigung von K-1

Die Eluatfraktion des Proteins wurden nach der Saulenreinigung vereinigt. Von
950 mg auf die Saule aufgetragenen Proteins konnten 626 mg mit einer
Konzentration von 3,34 mg/ml in 187 ml eluiert werden, was einer Ausbeute von 65%
entspricht. Ein Teil des eluierten Proteins wurde anschlielend mit der in 4.3.1.3
beschriebenen Methode in einen nativen Faltungszustand rickgefaltet. Dazu wurde
das Eluat 1:16 in Rickfaltugspuffer verdinnt und unter leichtem Ruhren tber Nacht
bei 4C inkubiert. Die Ausbeute der Rickfaltung betrug circa 95%. Anders als bei
EPhL-20K, konnte nach einer Ammoniumsulfatfallung von K-1 100% des Proteins

wieder in Losung aufgenommen werden. Daher wurde angenommen, dass das
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ruckgefaltete Protein vollstdndig in einem nativen und aktiven Zustand war. In dem in
Abbildung 5-26 dargestelltem FlieRschema ist die Reinigung des Proteins K1 im
Uberblick dargestellt.

Expression in E. coli HMS 174 (DE3)
[6 | Kultur in LB-Medium]
(200rpm, 37<C, 4h Induktion) ]

Zellernte \:

inclusion body Reinigung
(3x waschen mit
Tris pH 7,5; 5% Triton X-100)

90%

| 1

Solubilisierung
(0,1 M NaOH, 8 M Urea)

Anionenaustauscher
65% (Toyopearl GigaCap Q650M)

Kationenaustauscher
7 (Toyopearl SP550C) —

Ruckfaltung e—]
(0,5 M Urea, 300 mM Arginin)

95%

Abbildung 5-26

Flielschema der Reinigung von K-1 mit den prozentualen Ausbeuten der einzelnen Arbeitsschritte

5.5.3 Charakterisierung von K-1

5.5.3.1 Thermostabilitat
Wie schon flr die beiden Wildtypproteine EPhL-20K und EPhL-25, musste auch fir

K-1 Uberprift werden, ob das Protein bei einem madglichen intrakorporalen Einsatz
gegen Enterokokken-Infektionen bei mindestens 37C temperaturstabil bleibt.

Fur den Test wurde 25 mM Natriumphosphat pH 7 mit 150 mM NaCl als Puffer
gewahlt. In den Test wurden 100 pg Protein eingesetzt. Die Anderung der
Lichtstreuung durch Aggregation im Verlauf der thermischen Denaturierung wurde

bei einer Wellenlange von 360 nm aufgezeichnet.
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Abbildung 5-27

Aggregation von K-1 bei zunehmender Temperatur

In Abbildung 4-27 kann man sehen, dass das Protein ab einer Temperatur von 45C
zu aggregieren beginnt. Wie bei den beiden Ausgangsproteinen musste auch hier
genau verifiziert werden, ob es schon unterhalb von 45C zu einem Verlust der
nativen Faltungsstruktur und Aktivitdat kommt. Dazu waren Messungen der Aktivitat
bei verschiedenen Temperaturen und eine temperaturabhéngige Bestimmung der
Sekundarstruktur mittels CD-Spektroskopie notwendig. Das Konstrukt K-1 besitzt
eine deutlich geringere Temperaturstabilitat als EPhL-25 (circa 55C) auf, ist aber
stabiler als EPhL-20K (unter 40C). Ob K-1 aufgrund seiner Temperaturstabilitat als
intrakorporal angewendetes Therapeutikum geeignet ware, misste im Rahmen

weiterer Messungen untersucht werden.

5.5.3.2 Guanidinium induzierte Denaturierungsiubergd  nge

Die chemische Stabilitatt des Proteins K-1 gegenuber Guanidin-Hydrochlorid
(Gdn-HCI) wurde per Fluoreszenzspektroskopie verfolgt. Die Messung erfolgte in
einem Puffer mit 25 mM Tris und 400 mM NaCl pH 7,5, die eingesetzte
Proteinmenge betrug 35 pg/ml. Die Inkubationstemperatur betrug 25C. Nach einer
Inkubationszeit von drei Tagen wurde die Fluoreszenz bei den
Anregungswellenlangen Ae= 280 nm und 295 nm gemessen. Die Spaltbreite fur
Anregungs- und Emmisionswellenlange betrug 2,5 nm. Die gemessenen Werte der
emittierten Lichtintensitat wurden um den Wert des Puffers mit Gdn-HCI korrigiert. In
Abbildung 4-28 st die relative Fluoreszenz der gemessenen Emissionen
Aem = 331 nm flr Aex = 280 nm und Aem = 328 nm flr Aex = 295 nm gegen die

Konzentration des Denaturierungsmittels aufgetragen.

-91 -



Ergebnisse

0,95 ﬂlﬁgﬁ A Anregungsw ellenlange 280nm
a O Anregungsw ellenlange 295nm
N 0,75 - A
c E‘ZE
g Ady
¢ 0,55 A
5]
=
[
. 0,35 A
° &
A
0,15 - . L
=
-O 05 T T El ?
70,00 1,00 2,00 3,00 4,00
c[GdnHCI]

Abbildung 5-28

Denaturierungsibergang von K-1. T = 25T, Inkubatio nszeit: 3 Tage, Puffer: 25 mM Tris pH 7,5 mit
400 mM NaCl, ¢ = 35 pg/ml, Agx = 280 nm und 295 nm, A¢m(280 nm) = 331 nm,
Aem(295 Nm) = 328 nm, A = 2,5 M, Aeyy, = 2,5 NM

Sowohl die Werte fur die Aex = 280 nm als die fir Aex = 295 nm zeigen einen zwei
oder dreiphasigen Denaturierungsiubergang. Durch  Vergleich mit den
Denaturierungsubergdngen der beiden Ausgangsproteine lassen sich Aussagen
dariber treffen, welche der Denaturierungsphasen welchem Teil des Proteins
zuzuordnen sind. Der Ubergangsmittelpung der ersten Denaturierungsphase liegt bei
circa 0,3 M Gdn-HCI. Beide Ausgangsproteine besitzen bei circa 0,3 M Gdn-HCI
ebenfalls einen Ubergangsmittelpunkt. Der Ubergangsmittelpunkt der zweiten
Denaturierungsphase liegt bei circa 1,4 M Gdn-HCI und kdnnte damit dem zweiten
Ubergangsmittelpunkt des Proteins EPhL-20K entsprechen. Der dritte, eventuelle
Ubergangsmittelpunkt liegt bei einer Konzentration von circa 2,8 M Gdn-HCI. Keines
der beiden Wildtypprotein weist einen Ubergangsmittelpunkt bei dieser Konzentration
auf. Ob es sich bei dem dritten Ubergang um einen echten Ubergang oder nur um
eine Streuung der Messergebnisse bei der Nachibergangsbaseline handelt, misste
genau verifiziert werden.

Man kdnnte aus der Messung ableiten, dass die in Abbildung 5-28 zu sehende erste
und dritte Phase des Denaturierungsiibergangs dem Protein EPhL-25 zu zuordnen
sind, wahrend die zweite Phase dieses Ubergangs von der CBD des Proteins EPhL-
20K stammt. Um diese Vermutungen zu verifizieren, missten Einzelfragmente des
Proteins kloniert und getestet werden. Dies war im zeitlichen Rahmen der Arbeit nicht

mehr mdglich.
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5.5.3.3 Bestimmung der optimalen Lysebedingungen

Analog zu den Ausgangsproteinen EPhL-20K und EPhL-25 sollten zunéchst die
optimalen Lysebedingungen bestimmt werden. Dies geschah durch eine Reihe von
Flissigzelllysetests (4.5.2.3), wobei der pH-Wert verandert und zugesetzte lonen
getestet wurden. Da die lytische Domane des Proteins von EPhL-25 stammt, far
welches die Abhangigkeit von der Wachstumsphase der zu lysierenden Zellen schon

getestet wurde, wurde dieser Versuch nicht noch einmal durchgefihrt.

5.5.3.3.1 Bestimmung der lonenabhangigkeit
Da fur EPhL-20K und EPhL-25 zweiwertige lonen fur die Aktivitat notwendig sind,

wurde davon ausgegangen, dass dieser Sachverhalt fur K-1 ebenfalls gilt. Dies
wurde durch einen Flussigzelllysetest mit lebenden Enterococcus faecalis ProCC 17
in '/, PBS-Puffer pH 7 uberpriift. Den jeweiligen Ansétzen wurden 2 mM CuCly,
MgCl,, ZnSO4, MnCl, und FeCl, zugesetzt. Da bei diesem Konstrukt die enzymatisch
aktive Doméne von EPhL-25 beibehalten wurde, bestand die Annahme, dass MnCl,
den groRRten positiven Effekt auf die Lysegeschwindigkeit des Proteins hat. Die
Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 5-29 dargestellt und bestatigten die

Erwartungen.
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Abbildung 5-29

Lysegeschwindigkeit von K-1 in Abhangigkeit verschiedener zugesetzter lonen (Einfachbestimmung).
Puffer: %2 PBS pH 7,4; T = 30C, ¢ = 25 pg/ml, Tests tamm: Enterococcus faecalis ProCC 17

Im Anschluss an diesen Versuch wurde noch untersucht, welche Mangan-
Konzentration notwendig ist um die maximale Lysegeschwindigkeit zu erreichen.
Dazu wurde das Protein eine Stunde vor Beginn der Versuche mit verschiedenen

Konzentrationen von MnCl, inkubiert. Diese Methode zeigte sich schon bei dem
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Protein EPhL-25 als besser geeignet, als das MnCl;, in den Lysepuffer zu geben. Als
Testzellen fur den Versuch wurden hitzeinaktivierte Enterococcus faecalis ProCC 17

verwendet.
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Abbildung 5-30

Lysegeschwindigkeit von K-1 bei verschiedenen Mangankonzentrationen fiir (Einfachbestimmung)
Puffer: %2 PBS pH 7,4; T = 30C, ¢ = 25 pug/ml, Tests tamm: Enterococcus faecium ProCC 880

Die in Abbildung 5-30 dargestellten Messergebnisse zeigen, dass bei 1 mM MnCl,
die hochste Lysegeschwindigkeit erreicht wurde. Da sich schon bei dem Protein
EPhL-25 gezeigt hatte, das eine Zugabe von Mangan kurz vor der Messung zur
Proteinlésung eine hodhere Lyseaktivitat bringt, als die Zugabe von Mangan zum
Lysepuffer, wurde diese Methode auch fur das Protein K-1 angewendet. Fur alle
weiteren Versuche wurde das Protein etwa eine Stunde vor Beginn der Messungen
mit 1 mM MnCl, versetzt. Versuche, MnCl, schon wéhrend der Ruckfaltung in den
Ruckfaltungs- und Lagerungspuffer des Proteins einzusetzen, wurden eingestellt, da

in diesem Fall die Lagerungsstabilitat des Proteins sehr stark abnahm.

5.5.3.3.2 Bestimmung des pH Optimums

Wie fur die beiden Wildtypproteine EPhL-20K und EPhL-25, sollte auch fur K-1 der
optimale pH-Wert fur die Lyse der Zielzellen bestimmt werden. Dazu wurde ein
Flissigzelllysetest mit hitzeinaktivierten Enterococcus faecalis ProCC 17
durchgefiihrt. Als Puffer kam ein Gemisch bestehend aus 25 mM MES, 25 mM
MOPS und 25 mM Tris zum Einsatz. Dieses Puffergemisch wurde auf pH-Werte
zwischen 5 und 9 eingestellt. Die hitzeinaktivierten Zellen wurden in Puffer auf OD 1
eingestellt, und anschlieBend mit 25 pug Protein versetzt. Gemald den Ergebnissen
von 5.5.3.3.1 wurde K-1 eine Stunde vor dem Versuch mit 1 mM MnCl, versetzt.

Abbildung 5-31 zeigt die Ergebnisse dieser Lysetests.
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Abbildung 5-31

Lysegeschwindigkeit von K-1 bei unterschiedlichen pH-Werten. (Mittelwerte aus Doppelbestimmung),
Puffer: 25 mM MES, 25 mM MOPS und 25 mM Tris, T = 30C, ¢ = 25 pg/ml, Teststamm:
Enterococcus faecalis ProCC 17 (hitzeinaktiviert)

Das Protein K-1 zeigt ein Maximum der Lysegeschwindigkeit bei einem pH-Wert von
7. Nach der Messung des pH-Optimums fir das Protein K-1 wurden als Lysepuffer
% PBS oder ¥2 TBS pH 7 gewahlt. Die potentielle spatere therapeutische Anwendung
des Proteins K-1 gegen Enterokokken wirde intrakorporal Uber die Blutbahn oder im
Gewebe erfolgen. Da in diesem Millieu ebenfalls ein neutraler pH-Wert vorherrscht,
ist das Protein aufgrund seines pH-Optimums als Kandidat fur eine therapeutische

Anwendung geeignet.

5.5.3.4 Aktivitatsbestimmung

Nach der Bestimmung der optimalen Lysebedingungen fur K-1 (*2 PBS, Zugabe von
1 mM MnCl, ca 1h vor Messung zum Protein, Testzellen aus der logarithmischen
Wachstumsphase bei ODgoonm = 1) sollte als nachstes die spezifische Aktivitat
ermittelt werden. Zur Messung der spezifischen Aktivitdt wurden verschiedene
Mengen an Protein in einen Flussigzelllysetest (4.5.2.3) eingesetzt. Als Teststamme
kamen Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC 880 zum
Einsatz. Die Abnahme der Absorption der Zellsuspension wahrend der Lyse wurde
gegen die Zeit aufgetragen. Die Ergebnisse des Aktivitatstests sind in der Abbildung
5-32 dargestellit.
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Abbildung 5-32

Lysegeschwindigkeit von K1 in Abhangigkeit der Proteinkonzentration. T = 30T, Teststamme:
Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC 880, Puffer: %2 PBS pH 7, K-1 1 h
vor Testbeginn mit 1 mM MnClI, inkubiert

Wie in der Abbildung 5-32 zu sehen, ist bei dem Protein K-1 die maximale
Lysegeschwindigkeit bei einer Zugabe von 6 pg Protein zu 1 ml Testansatz bei
beiden Teststammen erreicht. Anhand der Steigung der Absorptionsabnahme im
Lysediagramm und der eingesetzten Proteinmenge lasst sich mit der Formel 5-1 eine
spezifische Geschwindigkeit von 12,01 AAbsmin™mg™ fiir Enterococcus faecalis
ProCC 17 und 7,3 AAbsmin*mg™ fiir Enterococcus faecium ProCC 880 errechnen.
Diese beiden Werte liegen deutlich unter den spezifischen Aktivitaten, welche fur
EPhL-20K (15,7 AAbsgoonmymin“mg™ gegen Enterococcus faecalis) und EPhL-25
(29,4 AAbS[e;OOnm]'min'l'mg'1 gegen Enterococcus faecium) gemessen wurden.

Maoglicherweise kann man die geringere spezifische Aktivitat des Proteins K-1 damit
erklaren, dass durch das Anfigen der CBD von EPhL-20K zum Volllangenprotein
EPhL-25 eine raumliche Behinderung der CBD von EPhL-25 durch die neue CBD
auftritt. Damit konnte die Geschwindigkeit der Bindung an das Zielbakterium

verlangsamt und somit die spezifische Aktivitat verringert werden.

5.5.3.5 Spezifitatsbestimmung

Ziel der Konstruktion von K-1 war es, ein Protein herzustellen, was in der Lage ist
sowohl Enterococcus faecalis als auch Enterococcus faecium zu lysieren. Es wurde
erwartet, dass durch Anfigen der CBD von EPhL-20K an das Vollangenprotein
EPhL-25 eine gleich gute Spezifitit gegen beide Enterokokken-Stdmme erzeugt

wird. Um die Spezifitit von K-1 zu testen, wurde ein Plattenlysetest mit
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hitzeinaktivierten Enterokokken durchgefuhrt. Als Teststammen kamen elf
Enterococcus faecalis- und zehn Enterococcus faecium-Stamme zum Einsatz. Unter
den Teststammen befand sich auch der Vancomycin-resistente Teststamm
Enterococcus faecalis V583. Fir den Test wurden 2,5 ug Protein auf Testplatten
aufgebracht, welche die in den Agar eingegossenen Testzellen enthielten.
AnschlieBend wurden die Testplatten fir 12 Stunden bei 30T inkubiert. Die
Einteilung der Lysehotfe des Plattenlysetests erfolgte nach GroRe und Klarheit. Die
groRe und Klahrheit der Lysehofe dient als Indiz fur die Lysespezifitdt des Proteins
K-1 zu den einzelnen Teststammen. Die Ergebnisse des Plattenlysetests sind in
Tabelle 5-11 dargestellt.

Tabelle 5-11

Plattenlysetests mit K-1 gegen verschiedene Enterococcus faecalis- und Enterococcus faecium-
Isolate (Einzelbestimmung). Legende: (-) keine Lyse, (+) Kleine und schwach sichtbare Lysehéfe, (++)
mittelgrof3e, gut sichtbare Lysehdfe, (+++) grol3e, sehr klare Lysehofe

ProCC-Nr. Ec. faecalis: K-1 ProCC-Nr. Ec. faecium: K-1
17 +++ 880 +
1176 + 1177 ++
1504 + 1506 ++
1505 ++ 1553 +
1507 ++ 1563 ++
1552 ++ 1564 ++
1566 + 1565 +
1567 ++ 1568 +
1569 ++ 1570 +
1571 + 1634 ++
2465 (VRE) ++

Das Protein K-1 konnte die Erwartung der breiteren Lysespezifitat erfullen. Alle
getesteten Stamme wurden lysiert. Auch der Vancomycin-resistente Teststamm
(ProCC 2465 VRE) konnte erfolgreich lysiert werden.

5.5.3.6 Bestimmung der minimalen bakteriziden Konze  ntration

Als néchstes sollte die MBC (4.5.2.4) fur das Protein K-1 bestimmt werden. Diese ist
notwendig um die therapeutische Eignung des Protein K-1 abschéatzen zu kdnnen.
Um vergleichbare Werte fir alle Proteine zu erhalten, wurden als Teststamme die
Isolate Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC 880
verwendet. Diese Teststdimme kamen schon bei den Proteinen EPhL-20K und
EPhL-25 zum Einsatz. Von diesen Testzellen wurden pro Testansatz 10° Zellen

vorgelegt und mit verschiedenen Konzentrationen der Proteine fir 60 Minuten bei
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30<C inkubiert. Durch anschliel3endes Ausplattieren der Ansatze konnte festgestellt
werden, wie viele der Testzellen den Versuch uberlebt haben. Ziel war es, eine

vollstandige Lyse aller Testzellen zu erreichen.
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Abbildung 5-33

MBC-Messung von K-1 gegen Enterococcus faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC
880. T = 30%C, t = 60 min

Aus der Abbildung 5-33 kann man entnehmen, dass das Protein K-1 das Ziel der
vollstdndigen Lyse beider Teststamme noch nicht erreicht. Das Protein konnte bei
einer Konzentration von 50 pg/ml ca. 99,95% der eingesetzten 10° Zellen der beiden
Teststiamme lysieren. Das bedeutet, dass durchschnittlich etwa 50 Zellen jedes
Teststammes den Versuch Uberlebt haben. Das Versuchsergebnis ist besser als das
der beiden Wildtypproteine EPhL-20K und EPhL-25, erreicht aber noch nicht die
Zielvorgabe. Das Uberleben eines geringen Teils der Testzellen lasst sich eventuell
auf die Bildung eines Biofilms zurickfihren, der die Zuganglichkeit der
Peptidoglykanschicht fur das Protein erschwert. Die Uberlebenden Testzellen wurden
erneut in BHI-Medium angezogen und in der Wiederholung des Versuchs eingesetzt.
Die Ergebnisse des ersten MBC Versuchs konnten bei dieser Wiederholung
reproduziert werden.

Die Bestimmung der minimalen inhibitorischen Konzentration wurde fir das Protein
K-1 nicht vorgenommen, da sich schon bei den beiden Ausgangsproteinen gezeigt
hatte, dass ein starke Hemmung der Aktivitat in den getesteten Medien vorlag. Da es
sich bei der EAD von K-1 um die EAD des Proteins EPhL-25 handelt, wurde

angenommen, dass diese Hemmung auch fur K-1 gilt.
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5.5.3.7 Bestimmung der Aktivitat von K-1 in Humanse  rum

Ziel dieser Arbeit war es, ein Protein zu finden, welches in der Lage ist die
medizinisch relevanten Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium zu lysieren.
Infektionen dieser Stamme finden sich fast immer intrakorporal. In diesem
Zusammenhang sollte untersucht werden, ob das Protein K-1 in Human-Blutserum
eine lytische Aktivitdt zeigte. Dazu wurden die beiden Teststamme Enterococcus
faecalis ProCC 17 und Enterococcus faecium ProCC 880 in BHI Medium angezogen
und bei einer ODgoo = 1 geerntet. Die Testzellen wurden anschlieRend in Human-
Blutserum resuspendiert und auf eine ODggpo = 1 eingestellt. Da Versuche am Beispiel
von MRSA (Forchheim, 2009) gezeigt hatten, das sich Humanserum hemmend auf

die Aktivitat auswirkt, wurden 50 pg K-1 pro 1ml Testansatz eingesetzt.
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Abbildung 5-34

Darstellung der Aktivitdt von K1 gegen lebende Enterokokken in humanem Blutserum

Abbildung 5-34 zeigt, dass das Protein K1 durchaus Aktivitdt in Human-Blutserum
besitzt. Diese ist allerdings viel geringer als in optimiertem Lysepuffer. Zur genaueren
Bestimmung der Aktivitat in Blutserum waren weitere Versuche, zum Beispiel die
Messung einer MBC, notwendig. Dies war allerdings im zeitlichen Rahmen der

Doktorarbeit nicht mehr moglich.
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6 Zusammenfassende Diskussion

6.1 Identifizierung antimikrobieller Proteine

Aufgrund der immer starker zunehmenden Verbreitung von Infektionen durch einfach
oder mehrfach Antibiotika-resistente Bakterien (CDC, 2008; ECDC, 2008; EARSS-
Report 2008) besteht die Notwendigkeit neue therapeutische Wirkstoffe zu finden.
Um dieses Ziel zu erreichen, werden zurzeit verschiedene Ansatze verfolgt. Ein
Ansatz ist naturlich die Entwicklung immer neuer Antibiotika, wobei oft schon
wahrend der Entwicklung wieder erste Resistenzen auftreten. Die Phagentherapie
stellt eine mogliche Losung des Problems dar. Zum heutigen Zeitpunkt beschaftigt
sich eine Reihe von Firmen mit der therapeutischen Anwendung von Phagen.
Mehrere Phagen sind bereits fur medizinische Zwecke zum Patent angemeldet, wie
zum Beispiel etwa PhiEF24C gegen Enterococcus faecalis (Uchiyama et al., 2008)
oder befinden sich in klinischen Studien (Gorski et al., 2009). Produkte wie STAFAL
(Fa. Sevapharma) zur spezifischen topischen Bekampfung von MRSA besitzen
bereits eine medizinische Zulassung. Ein weiterer Ansatz zur Bekampfung
Antibiotika-resistenter Bakterien ist der Einsatz von bakteriolytischen Proteinen aus
Phagen. Diese Proteine besitzen den Vorteil einer sehr hohen Spezifitdt und kénnen
mit biotechnologischen Methoden in grol3er Menge produziert werden. Eine
Resistenzbildung gegen lytische Phagenproteine wurde bislang noch nicht
beobachtet (Borysowski et al., 2006; Fischetti et al., 2008).

Ziel dieser Arbeit war es, antimikrobiell wirksame Proteine gegen die medizinisch
relevanten Stimme Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium zu finden. Als
Quelle fur diese Proteine sollten Bakteriophagen dienen, welche aus Umweltproben
isoliert werden sollten.

Bei der Auswahl geeigneter Umweltproben war zu bedenken, dass Phagen prinzipiell
Uberall anzutreffen sind. Das entscheidende Auswabhlkriterium waren die Phagen-
Wirtsstamme Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium. Die Umweltproben
mussten aus einer Umgebung entnommen werden, in der diese Bakterienstamme
mit Sicherheit anzutreffen waren. Da es sich bei diesen beiden Enterokokken-
Stammen um Darmbakterien handelt, wurde der Zulauf von Klaranlagen als der am
besten geeignete Ort fir eine Probenentnahme betrachtet. Ob in diesen Proben

Phagen gegen einen oder beide Enterokokken-Stamme zu erwarten waren konnte
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vorher nicht bestimmt werden, da nicht bekannt war, ob eine regionale Préaferenz bei
der komensalen Besiedlung gegenuber Enterococcus faecium oder Enterococcus
faecalis vorliegt (Schleifer und Kilpper-Balz, 1984).

Die Proben wurden aus neun Klaranlagen aus der Umgebung von Regensburg
entnommen. Mit den Proben der neun Klaranlagen wurde eine Anreicherung der
vermutlich vorhandenen Phagen auf je zwei Isolaten der Stamme Enterococcus
faecalis (ProCC 17 und 1176) und Enterococcus faecium (ProCC 880 und 1177)
durchgefuhrt. Das Ergebnis der Phagenanreicherung und Isolierung waren 31
Phagen. Es konnten mehr Phagen gegen Enterococcus faecalis (21) als gegen
Enterococcus faecium (10) gefunden werden. Dieses Ergebnis entsprach in etwa
auch dem Verhaltnis der Phagen aus den Proben der einzelnen Klaranlagen. Aus
den Proben von drei Klaranlagen konnten udberhaupt keine Phagen gegen
Enterococcus faecium isoliert werden. Das deutlich haufigere Vorkommen von
Enterococcus faecalis-Phagen im Abwasser konnte durch eine starkere Besiedlung
des Darms von Menschen und Nutztieren der Region durch Enterococcus faecalis
erklahrt werden. Eine weitere mdgliche Erklarung dafir ist eine unterschiedlich starke
Absterberate bei Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium (Sinton et al.,
1993; Godfree et al.,, 1997). Der Stamm Enterococcus faecalis kann aufgrund
verstarkter Fahigkeit zur Biofilmbildung in Abwasser langer Uberleben als
Enterococcus faecium (Mohamed und Huang, 2007).

Da bekannt war, dass einige Myoviridae Phagen in der Lage sind, sich auf
verschiedenen gram positiven Bakterien zu vermehren (Jarvis et al. 1993), sollte als
erstes das Wirtsspektrum der gefundenen Phagen Uberprift werden. Damit sollte
Uberpruft werden, ob einer der isolierten Phagen in der Lage war, sich sowohl auf
Enterococcus faecalis als auch auf Enterococcus faecium zu vermehren. Es wurde
erwartet, das ein Phage der dazu in der Lage ware, auch ein Endolysin besitzt,
welches ebenfalls beide Stamme sehr gut lysieren kann.

Die Uberpriifung des Wirtsspektrums der isolierten Phagen ergab, das einige Phagen
in der Lage waren verschiedene Isolate von Enterococcus faecalis oder
Enterococcus faecium zu Vermehrung zu nutzen. Weiterhin konnten sich einige
Phagen die auf Enterococcus faecalis isoliert wurden auch auf Streptococcus mutans
vermehren. Keiner der 31 Phagen war jedoch in der Lage Enterococcus faecium und
Enterococcus faecalis zur Vermehrung zu nutzen. Vergleiche mit bereits bekannten

Enterokokken-Phagen zeigen, dass diese ebenfalls entweder Enterococcus faecalis
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oder Enterococcus faecium, aber niemals beide zur Vermehrung nutzen. Die
bekannten Phagen EFAP-1 (Son et al., 2009) und PhiEF24C (Uchiyama et al., 2008)
vermehren sich ausschlief3lich auf Enterococcus faecalis, wahrend sich der Phage
ENB-6 (Biswas et al., 2001) nur auf Enterococcus faecium vermehrt. Die Tatsache,
dass sich einige der Enterococcus faecalis-Phagen auch in Streptococcus mutans
vermehren kénnen, bedeutet fur diese Phagen mdglicherweise einen evolutionaren
Vorteil, da von diesen beiden Bakterienstammen symbiotische Beziehungen bei der
Biofilmbildung bekannt sind (Deng et al., 2009). Fur die spezifische Unterscheidung
der beiden Enterokokken-Stamme durch Phagen sind vermutlich Variationen
innerhalb der Zellwandstruktur verantwortlich. So besteht die Interpeptidbriicke von
Enterococcus faecalis aus ein oder zwei L-Alaninen, wahrend bei Enterococus
faecium zwei D-Aspartate oder D-Asparagine vorhanden sind (Billot-Klein et al.,
1996; de Jonge et al., 1996; Mainardi et al., 1998). Weiter Unterschiede zwischen
beiden Stammen zeigen sich in den Oberflachenproteinen, wie etwa dem
enterococcal surface proteine (Esp) welches hochkonservierte Tandemsequenz-
wiederholungen besitzt, die sich in Zusammensetzung und Léange von Isolat zu Isolat
sowie zwischen den beiden Stdmmen unterscheiden (Shankar et al., 1999).
Weiterhin sind, unter anderen, als spezifische Oberflachenproteine noch die
Aggregationssubstanz (AS, Clewell und Dunny, 2002) und das Ace-Protein (adhesin
of collagen from Enterococcus faecalis, Nallapareddy et al., 2000) zu nennen, welche
eine spezifische Unterscheidung der beiden Stamme ermaéglichen.

Das Genom der 31 isolierten Phagen sollte zunachst nach Endolysinen durchsucht
werden. Endolysine erschienen aufgrund ihrer lytischen und wirtsspezifischen
Eigenschaften als besonders geeignet fir einen moglichen therapeutischen Einsatz.
Die Endolysine innerhalb des Genoms der 31 isolierten Bakteriophagen sollten durch
Sequenzierung und Homologiesuche identifiziert werden. Dazu wurde das Genom
der Phagen isoliert, und mittels Restriktionsendonukleasen oder durch unspezifische
Amplifikation in Fragmente zufalliger Lange zerlegt. Jeweils 5 Fragmente mit einer
GrofRe von Uber 500 Basenpaaren sollten von jedem Phagen zur Sequenzierung
geschickt werden. Probleme mit der Anreicherung einiger Phagen auf einen Titer von
10° cfu/ml fiir die Isolierung genomischer DNA fiihrten dazu, dass das Genom von
etwa 50% der Phagen nicht untersucht werden konnte (EPh-1, 2, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 15,
21, 22, 23, 24, 26, 27, 31). Die Methode der Fragmentsequenzierung deckt nur einen
kleinen Teil des Phagengenoms ab. Bei einer durchschnittlichen Grof3e eines
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Phagengenoms von 50 — 100 kbp werden auf diese Art weniger als 10% des
Genoms sequenziert.

Obwohl jeder dieser Phagen ein Endolysin besitzt, konnten aufgrund der geringen
Fragmentzahl innerhalb des Genoms der verbliebenen 15 Phagen nur 3 Endolysine
gefunden werden. Diese Endolysine stammten aus den Phagen EPh-5 und EPh-20,
welche auf Enterococcus faecalis isoliert wurden, sowie aus dem Phagen EPh-25,
welcher auf Enterococcus faecium isoliert wurde.

Um die Trefferwahrscheinlichkeit dieser Suchmethode zu erh6hen, musste die
Anzahl der zum sequenzieren geschickten Fragmente so weit erh6ht werden, dass
mindestens 50% des Genoms abgedeckt sind. Bei der oben genannten Gréf3e des
Phagengenoms, wirde dies mindestens 100 Fragmente mit einer Gréf3e tber 500 bp
erfordern. Dies war aus finanziellen Grinden nicht moglich.

Bessere Ergebnisse hatte eventuell eine Sequenzierung des Genoms mit
spezifischen oder degenerierten Primern erbracht, welche von bekannten und stark
konservierten Genen innerhalb des Phagengenoms ausgeht. Hierbei hatte man die
bekannte Sequenz des Gens der Intergrase nutzen konnen, welche bei vielen
bekannten Phagen vor den Genen fur Holin und Endolysin liegt (Deutsch et al.,
2004). Ein Vergleich der Nucleotidsequenzen verschiedener Phagen-Intergrasen
zeigt sehr hohe Sequenzhomologien am 5°-Ende dieser Gene (Swalla et al., 2003;
Frumerie et al., 2005). Die Suche nach einer Integrase hatte per PCR mit
degenerierten Primern fur diesen Bereich auf dem Phagengenom erfolgen kdnnen.
Eine weitere Moglichkeit wéare die direkte Suche des Endolysins per PCR. Dafur
waren Bereiche innerhalb der EAD geeignet. Vergleiche von Endolysinen mit einer
N-Acteylmuramoyl-L-Alanin-Amidase als EAD zeigen stark konservierte
Sequenzbereiche innerhalb des katalytischen Zentrums dieser EAD (Mesnage et al.,
2008). Konservierten Sequenzbereiche scheint es auch bei lytischen Proteinen mit
anderen katalytischen Funktionen zu geben (Swe et al., 2007), da fur die Ausfuhrung
der katalytischen Funktion bestimmte Aminosauren, sowie Sekundar- und
Tertiarstrukturen bendtigt werden. Zu Beginn der Arbeit waren diese Daten allerdings
noch nicht zuganglich. Analog zur Suche nach dem Gen der Integrase kdonnten auch
hier degenerierte Primer verwendet werden. Der Nachteil dieser Methode ist, dass
man nur nach Endolysinen mit bekannter katalytischer Funktion suchen kann.

Die Herstellung einer Expressionsbank stellt ebenfalls eine Méglichkeit dar, innerhalb
des Phagengenoms nach Iytischen Proteinen zu suchen. Der Vorteil einer
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Expressionsbank bestédnde darin, dass man bakteriolytische Proteine aufgrund ihrer
Aktivitat finden wirde. Dabei kdnnten auch Proteine mit bisher nicht bekannten
enzymatischen Funktionen, die also keine Homologie zu bekannten bakterio-
lytischen Proteinen aufweisen, gefunden werden. Da mit den zur Verfigung
stehenden Methoden drei Endolysine fur eine erste Charakterisierung und Testung
auf prinzipielle Eignung gefunden wurden, wurde im Rahmen der Arbeit auf die
Erstellung einer Expressionsbank verzichtet.

Weitere Proteine, welche man fur den therapeutischen Einsatz gegen Enterokokken
verwenden kdnnte waren lytische tail fiber Proteine aus Phagen oder Autolysine und
Bacteriocine aus Bakterien. Manche Tail fiber Proteine, wie die des Staphylokokken-
Phagen Phil2, besitzen lytische Domainen, welche in der Lage sind, bakterielle
Zellwéande abzubauen (landolo et al., 2002). Autolysine und Bacteriocine besitzen
einen nahezu identischen Aufbau im Vergleich zu Endolysinen und nutzen ahnliche
katalytische- und Zellwandbindedoménen (Garcia et al., 1987; Diaz et al., 1990).

Die gefundenen Endolysinen EPhL-5, EPhL-20 und EPhL-25 konnten kloniert und
rekombinant in E. coli exprimiert werden. Aufgrund der Sequenzibereinstimmung
von 98% auf Aminoséureebene der beiden Endolysine EPhL-5 und EPhL-20, sowie
der Tatsache, dass EPhL-20 eine bessere Expression zeigte als EPhL-5 wurde nur
EPhL-20 weiterbearbeitet.

EPhL-20 besitzt als lytische Doméane eine N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase,
welche Uber einen Linker mit zwei weiteren Domanen verbunden ist.
Sequenzvergleiche zeigen, dass es sich bei beiden Domé&nen um Zellbinde-
Domanen handelt, wobei allerdings nur die letztere (C-terminale) als SH-3b Domane
erkannt wird. Das Protein besitzt auf Aminosaureebene im Bereich der EAD 89%
Identitdit mit der EAD des Endolysins aus dem Enterococcus faecalis-Phagen
EFAP-1 sowie Uber die volle Lange eine hohe Identitat zu verschiedenen Prophagen-
Endolysinen (u. a. NP_815207 Enterococcus faecalis V583).

EPhL-20 musste fir eine bessere Expressionsausbeute modifiziert werden. Das
Protein wurde N-terminal verkirzt um die Halbwertszeit in E. coli zu erhdhen
(Varshavsky et al. 1997). Das modifizierte Protein wurde als EPhL-20K bezeichnet
und exprimierte unldslich in inclusion bodies. Eine Reinigungsmethode fur unléslich
exprimierende Proteine, sowie eine Methode fur deren Renaturierung wurden im
Verlauf der Arbeit etabliert.
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EPhL-25 besitzt als lytische Doméne ebenfalls eine N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-
Amidase. Im Bereich der EAD besteht 65% Identitat im Vergleich zu einem Autolysin
und einer Amidase aus Streptococcus pneumoniae. Die EAD ist Uber einen Linker
mit einer putativen Zellwand-Bindedoméane verbunden. Die Zellwand-Bindedoméane
des Proteins zeigt keine Homologie zu bekannten Domanen mit Zellbindefunktion.
Versuche mit dieser Domane zeigten jedoch, dass gute Bindungseigenschaften zu
Enterococcus faecium bestehen. Das Protein exprimierte in E. coli I6slich und
konnte fur weitere Charakterisierungen direkt aus E. coli gereinigt werden.
Vergleiche der beiden Proteine mit anderen Endolysinen aus Enterokokken-Phagen
zeigen, dass diese immer eine N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase als EAD
besitzen. Weitere zusatzliche EADs, wie etwa eine CHAP-Domane bei
Staphylokokken-Endolysinen, kommen bei Enterokokken-Endolysinen nicht vor.
Warum dieser Unterschied zwischen Enterokokken-Endolysine und Staphylokokken-
Endolysinen besteht ist nicht bekannt. Beide Bakterien besitzen einen &hnlichen
Zellwandaufbau und unterscheiden sich lediglich in ihrer Interpeptidbriicke und den
Zellwandproteinen. Von beiden Bakterien ist ebenfalls bekannt, das sie zur Biofilm-
bildung neigen, was somit auch kein Grund fur die Unterschiede bei den Endolysinen
sein kann.

EPhL-20 zeigt einen ahnlichen Aufbau wie das Endolysin PlyvV12 (Sewage et al.,
1975) aus dem Enterokokken-Phagen Phi-1. Von PlyV12 bekannt, das es in Bacillus
megaterium l6slich exprimiert werden kann (Fischetti et al., 2004) Beide Proteine
besitzen die gleiche enzymatische Domé&ne sowie eine putative CBD, welche von
einer SH-3b Domane gefolgt wird. EPhL-25 gleicht im Aufbau den Endolysinen aus
den Phagen EFAP-1 (Son et al., 2009) und PhiEF24C (Uchiyama et al., 2008). Alle
drei Proteine besitzen eine N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase als EAD, sowie eine
putative CBD, welche keiner bekannten Domanenstruktur gleicht. Uber die
Eigenschaften der Endolysine aus EFAP-1 und PhiEF24C ist nichts bekannt, da

bisher nur deren Sequenz veréffentlicht wurde.

6.2 Charakterisierung von EPhL-20K und EPhL-25

Um die Proteine EPhL-20K und EPhL-25 zu charakterisieren und miteinander
vergleichen zu kdnnen, musste zunachst eine Methode zur Reinigung unldslich

exprimierender Proteine fur EPhL-20K etabliert werden.
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Unldslich exprimierende Proteine liegen innerhalb der Expressionszellen in
Einschlusskérperchen, so genannten inclusion bodies, vor. Fur eine weitere
Charakterisierung mussen diese Proteine zundchst aus den inclusion bodies
gewonnen und solubilisiert werden. Die geschah nach der von Jin et al. (1994),
beschriebenen Methode. Dabei wurden die unldslichen Bestandteile der
Expressionskultur nach dem Zellaufschluss mehrfach mit einem Puffer mit Triton
X-100 und EDTA gewaschen. Dadurch konnten Zellwandtrimmer und andere
Verunreinigungen von den inclusion bodies getrennt werden. Die Methode erwies
sich als sehr effektiv, da mehr als 90% des Zielproteins EPhL-20K aus der
Expressionskultur gewonnen werden konnte. Die gereinigten inclusion bodies
wurden anschlieRend mit 1 M NaOH und 8 M Harnstoff solubilisiert und vollstandig
entfaltet (McCoy & Frost, 1988).

Um die native Struktur des Proteins wiederherzustellen wurde die solubilisierte
Proteinlésung in einen Puffer ohne Harnstoff und mit neutralem pH-Wert verdinnt.
Bei einer Konzentration unterhalb von 0,5 M Harnstoff beginnt das Protein in der
Regel seine urspriingliche Faltungsstruktur einzunehmen. Die Renaturierung der
Proteine lauft in langsamen und schnellen Phasen ab. Zuerst bildet sich die
Sekundarstruktur durch Interaktionen Uber kurze Strecken innerhalb des Proteins
aus. Die zweite Phase ist die Ausbildung der Tertiarstruktur durch Wechselwirkungen
zwischen entfernt voneinander lokalisierten Bereichen. Da zur Ausbildung der
Tertiarstruktur hoch spezifische Kontaktflachen erforderlich sind, wird davon
ausgegangen, dass dies eine spate Phase der Strukturbildung ist (Jaenicke et al.,
1987). Um eine Aggregatbildung wahrend der Rickfaltung zu vermeiden wurde dem
Puffer L-Arginin zugegeben (Rudolph et al., 1996).

Die Effektivitat der Ruckfaltung wurde zunéchst dadurch beurteilt, wie viel des
eingesetzten Proteins im Ruckfaltungspuffer in Losung gegangen ist. Nach dieser
Beurteilung ergab sich fir EPhL-20K eine Ausbeute von 91%.

Die Ruckfaltung eines Proteins nur nach der in Losung gegangenen Proteinmenge
zu beurteilen, kann aber zu einer fehlerhaften Einschatzung der Ausbeute fihren. Im
Falle von EPhL-20K stellte sich bei spateren Versuchen heraus, dass 75% des in
Ldsung gegangenen Proteins nicht nativ gefaltet und inaktiv waren. Dieser Anteil des
geldsten Proteins konnte durch Ausfallen mit Ammoniumsulfat und anschlielRende

Wiederaufnahme in Ruickfaltungspuffer abgetrennt werden. Vergleiche der
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spezifischen Aktivitdt von EPhL-20K vor und nach dem Ausfallungsschritt zeigten,
das EPhL-20K nach diesem Schritt eine vierfach héhere spezifische Aktivitat besal3.
Der hohe Proteinverlust wirde im Fall von EPhL-20K fiir eine spatere Anwendung
eine weitere Optimierung der Ruckfaltungsmethode erfordern. Dies kdnnte durch
Variation des Ruckfaltungspuffers erfolgen. Die Konzentration der zugesetzten
Inhaltsstoffe, wie etwa L-Arginin, oder der pH-Wert des Ruckfaltungspuffers misste
verandert werden. Weitere Modifikationen sind bei der Methode der Ruckfaltung
moglich. Hier misste man die Temperatur oder die Methode der Zugabe des
Proteins zum Ruckfaltungspuffer variieren.

Um die Effektivitat einer Rickfaltung beurteilen zu kénnen, sollten neben der
Bestimmung der geldsten Proteinmenge weitere Versuche zur Verifizierung
durchgefuhrt werden. Eine Méglichkeit ist, wie im Fall von EPhL-20K, die spezifische
Aktivitdt des Proteins zu bestimmen. Diese Methode eignet sich vor allem, um bei
Modifikationen der Rickfaltungsprozedur oder des Ruckfaltungspuffers schnell tber
eine Verbesserung oder Verschlechterung zu entscheiden. Eine weitere Mdglichkeit
ist die Bestimmung der Faltungsstruktur des Proteins mittels CD-Spektroskopie.
Diese Methode gibt genauere Auskunft dartiber, ob ein Protein nach der Ruckfaltung
nativ gefaltet ist oder nicht. Im Gegensatz zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat
ist fir diese Messung jedoch eine Proteinkonzentration von etwa 1 mg/ml notwendig,
was das Aufkonzentrieren des Proteins ndtig gemacht hatte. Beim Aufkonzentrieren
des Proteins bestiinde jedoch die Gefahr der Aggregation des Proteins, was das
Ergebnis der CD-Messung beziiglich der Ruckfaltungsqualitat verfalscht hatte.

Nach Etablierung der Reinigungsmethode fur das unldslich exprimierende Protein
EPhL-20K zeigte sich, dass diese Methode gegeniiber der Reinigung des I6slich
exprimierenden Proteins EPhL-25 einige Vorteile hatte. Der groldte Vorteil gegeniber
der Reinigung l6slicher Proteine besteht in der Ausbeute an Zielprotein. Trotz des
grol3en Verlusts wahrend der Ruckfaltung war die Ausbeute von EPhL-20K (7 mg)
aus zwei Liter Kultur doppelt so grof3 wie die von EPhL-25 (3,5 mg).

Eine Erklarung hierfir sind die langere Expressionszeit und die hohere
Expressionstemperatur bei einem in inclusion bodies exprimierenden Protein wie
EPhL-20K (Uber Nacht, 37C) gegenlber einem loslich exprimierenden Protein wie
EPhL-25 (3 h, 30C). Die kurze Expressionszeit und niedrigere Temperatur sollen im
Fall von EPhL-25 Aggregation und Abbau des Proteins innerhalb der E. coli Zellen

minimieren, schrdnken aber die Expressionsausbeute stark ein. Vergleiche
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Endolysinen gegen Staphylococcus aureus zeigen, dass bei einem in inclusion
bodies exprimierenden Protein Ausbeuten von 75 mg (nativ, aktiv) nach der
Ruckfaltung méglich sind (Forchheim, 2009).

Nachdem fir die Proteine EPhL-20K und EPhL-25 eine Reinigungsmethode etabliert
war, konnten beide Proteine biophysikalisch charakterisiert werden. Um abschétzen
zu konnen, ob sich die Proteine fir den bei Enterokokken notwendigen
intrakorporalen Einsatz eignen, wurde als erstes die thermische Stabilitat der
Proteine anhand ihrer Aggregation bei steigender Temperatur Uberprift. EPhL-20K
und EPhL-25 sollten bis zu einer Temperatur von Uber 40C stabil bleiben, um
innerhalb des Korpers angewendet werden zu kdnnen. Die Tests ergaben, dass
EPhL-25 bis 55T stabil blieb, wahrend EPhL-20K sch on zwischen 30C und 40C
zu denaturieren begann. Damit wéhre EPhL-20K nicht als therapeutischer Wirkstoff
geeignet. Diese Methode zeigt jedoch nur die Temperatur, bei der das Protein seine
Faltungsintegritat verliert und zu aggregieren beginnt. Eine Aussage uber die
Aktivitat des Proteins bei steigender Temperatur lasst sich damit nicht treffen. Dazu
waren Aktivitatstests bei der entsprechenden Temperatur, oder eine Erwarmung des
Proteins mit anschlieBendem Aktivitatstest notwendig (Waldherr, 2005). Fur eine
genaue Uberprifung der Proteinstruktur kénnte man CD-spektroskopische
Messungen durchfiihren. Arbeiten mit Endolysinen gegen andere Bakterien zeigen,
dass diese Endolysine bei Gber 50C zu Aggregieren beginnen (Forchheim, 2009),
beziehungsweise den Grof3teil ihrer Aktivitat verlieren (Waldherr, 2005). Wichtiger als
die Bestimmung der maximal vertraglichen Temperatur ware allerdings die
Bestimmung der Langzeitstabilitdt bei Temperaturen zwischen 37C und 42T, wie
sie bei einer moglichen therapeutischen Anwendung des Proteins im Korper
vorkommen warden.

Um einen weiteren Eindruck von der Stabilitdt der Proteine zu gewinnen, wurde eine
chemische Denaturierung mit Guanidin-HCI durchgefihrt. AnschlieBend wurde die
Faltungsintegritdt der Proteine durch Fluoreszenz-Spektroskopie bestimmt. Die
Messungen zeigten, dass EPhL-25 bei 0,3 M Gdn-HClI schon 50% seiner
Faltungsstruktur verloren hat, wéhrend dazu bei EPhL-20K etwa 1,3 M Gdn-HCI
notwendig waren. Die Fluoreszenziibergange der Proteine verlaufen mehrphasig,
was daflr spricht, das bestimmte Doméanenbereiche des Proteins eine geringere
Stabilitat besitzen als andere. Um zu bestimmen, welche Domé&nenbereiche der

Proteine eine geringere und welche eine hohere Stabilitat besitzen, ware die
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Klonierung und Messung einzelner Domanen der Proteine notwendig gewesen. Dies
war jedoch im zeitlichen Rahmen der Arbeit nicht mehr mdglich. Vergleiche mit der
chemischen Stabilitat des Endolysins Pitti-26Ami und dessen Derivaten gegen
Staphylococcus aureus zeigen, das diese Endolysine ebenfalls einen mehrphasigen
Ubergang aufweisen (Forchheim, 2009). Diese Endolysine verlieren ihre
Faltungsintegritat bei einer Harnstoffkonzentration von tber 2 M. Weitere Vergleiche
von Gdn-HCI-Denaturierungsiibergangen mit anderen Mehrdomanen-proteinen wie
etwa dem Replication Protein A (Jonathan et al., 2004) und dem Willebrand Faktor A
(Auton et al., 2007) zeigen, dass auch andere Mehrdomanen-proteine mehrphasige
Ubergange aufweisen.

Nach Uberpriifung der Stabilitat, mussten fir beide Proteine die Lysebedingungen
optimiert werden. Nur unter optimalen Bedingungen konnten Eigenschaften wie die
spezifische Aktivitdt und Spezifitat der Proteine untersucht werden. Um die optimalen
Lysebedingungen zu finden, wurden im Flussigzelllyseansatz pH-Wert, zugesetzte
lonen und die Wachstumsphase der eingesetzten Testzellen variiert. Die
Optimierungsversuche ergaben, dass EPhL-20K flr ein Maximum an Aktivitat
Ca'"-lonen und einen pH-Wert von 7,5 bendtigt. Bei dem Protein EPhL-25 waren die
Zugabe von Mn**-lonen und ein pH-Wert von 7 notwendig, um die maximale Aktivitat
zu erreichen. Da es sich bei den EAD beider Proteine um N-Acteylmuramoyl-L-
Alanin-Amidasen mit starker Homologie zu anderen Zink-abhéangigen Amidasen
handelt, wurde eine Abhangigkeit von zweiwertigen lonen erwartet. Diese ist auch
von anderen Endolysinen mit diesem Typ EAD, wie etwa Pitti26Ami (Ca'™) und
HPL118 (Mn™") bekannt (Waldherr, 2005; Forchheim, 2009). Das ermittelte
pH-Optimum beider Proteine im neutralen Bereich wurde erwartet, da die Wirtszellen
der Phagen, aus denen die Proteine stammen, im Dunndarm bei neutralen
pH-Werten zwischen 6,5 und 7,5 wachsen. Andere Endolysine gegen Enterokokken,
wie etwa PlyV12 besitzen ebenfalls ein pH-Optimum bei 6,5 - 7 (Fischetti et al.,
2004).

Die optimale Wachstumsphase der Testzellen lag bei beiden Proteinen in der
exponentiellen Wachstumsphase bei eine ODgyp von 0,9 — 1,3. Zellen in dieser
Wachstumsphase befinden sich standig in Teilung und besitzen daher
maoglicherweise eine nicht vollstandig ausgebildete Zellwand, was sie fur Endolysine

besonders angreifbar macht.
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Nach Festlegung der optimalen Lysebedingungen konnte die spezifische Aktivitat der
beiden Proteine bestimmt werden. Sie lag im Fall von EPhL-20K bei
15,7 AAbs[GOOnm]'min'l'mg'1 gegen Enterococcus faecalis ProCC 17 und bei EPhL-25
bei 29,4 AAbs[eo()nm]'min'l'mg'1 gegen Enterococcus faecium ProCC 880. Diese Werte
liegen tber denen des Endolysins Phill (ca. 2 AAbsgonmmin"mg™) gegen
Staphylokokken (Donovan, et al., 2006), aber deutlich unter denen des optimierten
Endolysins K-10 (ca. 240 AAbsgeonmyminmg™) welches ebenfalls Staphylokokken
lysiert (Forchheim, 2009). Ein Vergleich der spezifischen Aktivitdt von EPhL-20K und
EPhL-25 mit der anderer Enterokokken lysierender Endolysine ist nicht mdglich, da in
der Literatur (Fischetti et al., 2004) entsprechende Angaben fehlen.

Die anhand von Plattenlysetests bestimmte Wirtspezifitdt beider Proteine zeigte, das
EPhL-20K, das aus einem Phagen gegen Enterococcus faecalis stammte,
ausschlief3lich spezifisch fur Enterococcus faecalis war, und keinen der getesteten
Enterococcus faecium-Stamme lysieren konnte. EPhL-25 stammt aus einem Phagen
gegen Enterococcus faecium und konnte neben Enterococcus faecium auch einige
Isolate der getesteten Enterococcus faecalis-Stamme lysieren. Wahrend dieser
Arbeit wurde die Spezifitdt nur innerhalb der Stamme Enterococcus faecalis und
Enterococcus faecium bestimmt. Aus der Literatur ist bekannt, dass Endolysine
neben den Bakterien des Wirtsstammes oft auch Bakterien anderer Gattungen
lysieren konnen (Fischetti et al., 2004). Um das Wirtsspektrum der beiden
Ausgangsproteine mdglichst vollstandig zu erfassen missten weitere Versuche mit
maoglichst vielen Vertretern gram positiver und auch einiger gram negativer Bakterien
durchgefuhrt werden.

Abschlieend wurde fir EPhL-20K und EPhL-25 die minimale bakterizide
Konzentration (MBC) bestimmt, welche ein wichtiger Wert fur die Einordnung der
therapeutischen Wirksamkeit antibakterieller Wirkstoffe ist. Fir das Protein
EPhL-20K bestatigte der Versuch die Ergebnisse des Spezifititstests, da das Protein
zwar bei einer Konzentration von 50 pug/ml 99,5% der Enterococcus faecalis-Zellen
lysieren konnte, aber keine Aktivitat gegen Enterococcus faecium zeigte. EPhL-25
lysierte bei 50 pg/ml 99,94% der Enterococcus faecium-Zellen und 99,6% der
Enterococcus faecalis-Zellen. Eine vollstandige Lyse eines oder beider Teststamme
wurde von keinem der beiden Proteine erreicht. Eine mdgliche Erklarung warum ein
geringer Teil der Testzellen den Versuch Uberlebt hat, ist die Tatsache, dass

Enterokokken-Stamme Biofilme bilden kdnnen. Dies ist schon langer bekannt, da
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Biofilme von Enterokokken und anderen Krankenhauskeimen ein grof3es Problem bei
der Desinfektion von klinischem Material darstellen. Diese Biofilme verhindern die
Zuganglichkeit der Zelloberflache fir Desinfektionsmittel (Lima et al., 2001,
Toledo-Arana et al., 2001) und mdglicherweise auch fur Endolysine. Ein Vergleich
mit den MBC-Daten anderer Endolysine gegen Enterkokken ist nicht méglich, da in
der Literatur keine Daten daflr vorliegen. Das Endolysin K-10 gegen Staphylokokken
zeigte im MBC-Versuch bei einer Konzentration von 0,5 pg/ml eine vollstéandige Lyse
aller eingesetzten Testzellen (Forchheim, 2009).

Das Ziel dieser Arbeit, ein Protein zu finden und zu reinigen, welches in der Lage ist
beide Enterokokken-Stamme faecium und faecalis vollstandig zu lysieren, wurde mit
EPhL-25 nicht ganz erreicht. Das Protein zeigte gute Lyseeigenschaften, besal’
jedoch keine gleich hohe Spezifitat gegen beide Enterokokken-Stamme. Um das Ziel
der Arbeit zu erreichen, sollte als nachstes eine Optimierung eines oder beider
Proteine durchgefthrt werden.

6.3 Proteinoptimierung durch Domanenkombination

Endolysine und andere bakteriolytische Proteine wie etwa Autolysine und
Bacteriocine sind modular aufgebaut. Dieser modulare Aufbau wird als Grundlage
einer evolutiondren Optimierung der Proteine verstanden, und kann genutzt werden
um chimére Proteine mit neuen Eigenschaften herzustellen (Garcia et al., 1989; Diaz
et al., 1990; Croux et al., 1993).

Das Prinzip der Neukombination von Domé&nen verschiedener lytischer Proteine
sollte in dieser Arbeit zur Herstellung eines neuen, optimierten Endolysins gegen
Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium genutzt werden. Das Ziel einer
vollstandigen Lyse beider Stamme sollte erreicht werden, indem das Protein
EPhL-25 in seiner kompletten Lange C-terminal um einen Linker und die komplette
CBD-Region von EPhL-20K erweitert wurde. Die Entscheidung fir diese Kombination
begriindet sich darin, dass die EAD des Proteins EPhL-25 eine hdhere spezifische
Aktivitat aufwies als die EAD von EPhL-20K. Weiterhin besitzt die CBD des Proteins
EPhL-25 eine hohe Spezifitdt gegeniiber Enterococcus faecium und eine geringe
Spezifitat gegentiber Enterococcus faecalis. Durch Anfiigen der CBD von EPhL-20K
sollte das neue Protein K-1 die gute spezifische Aktivitat, sowie die hohe Spezifitat
gegen Enterococcus faecium behalten, wahrend die Spezifitdt gegen Enterococcus

faecalis durch die CBD-Kombination erhoht werden sollte. Des weiteren wurde
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erwartet, dass das neue Protein die guten Stabilitdtseigenschaften von EPhL-25
beibehalt.

Die ersten Expressionstests mit K-1 zeigten eine sehr viel hohere Expressions-
ausbeute als fur EPhL-25 und EPhL-20K. K-1 exprimierte unldslich in inclusion
bodies. Die Methode der Reinigung aus inclusion bodies konnte ohne Modifizierung
von EPhL-20K Ubernommen werden. Der Reinheitsgrad nach der inclusion body-
Reinigung von weniger als 75% (EPhL-20K >95%) machte allerdings einen weiteren
chromatographischen Reinigungsschritt notwendig. Wahrend dieses
Reingungsschrittes kam es zu einem Verlust von etwa 35% des Proteins. Die
Ruckfaltungsmethode von EPhL-20K konnte ebenfalls Gbernommen werden. K-1
zeigte mit 95% aktivem und damit vermutlich nativem Protein und eine deutlich
hohere Ruckfaltungsausbeute als EPhL-20K. Der Schritt der Ammoniumsulfatfallung
und Wiederaufnahme in Ruckfaltungspuffer zur Abtrennung von inaktiven und nicht
nativ gefalteten Protein war fir K-1 nicht notwendig. Die Gesamtausbeute aus 2 | E.
coli-Kultur von ca. 200 mg Protein nach der Reinigung und Ruckfaltung ist viel héher
als die von EPhL-25 (3,5 mg) und EPhL-20K (7 mg). Vergleiche mit optimierten
Endolysinen mit sehr hohen Reinigungsausbeuten, wie etwa Modul-6 (75 mg/ 2 |
Kultur; Forchheim, 2009) zeigen, dass das Protein K-1 eine sehr gute Ausbeute
besitzt.

Wie auch die beiden Ausgangsproteine wurde K-1 nach der Reinigung
biophysikalisch charakterisiert. Der zuerst durchgefiihrte Test der thermischen
Stabilitat zeigte, dass das Protein bei 45T zu agg regieren begann. Somit verfugte
K-1 Uber eine geringere Stabilitdt als EPhL-25 (55°C), zeigt aber eine hdhere
Stabilitat als EPhL-20K (<40<C). Eine Stabilitéat bis 45C ware aber noch genug fur
einen moglichen intrakorporalen Einsatz bei 37C - 42C. Auch mit dem Protein K-1
mussten weitere Versuch zur Verifizierung der thermischen Stabilitdt, wie etwa
Aktivitatstests bei verschiedenen Temperaturen, CD-spektroskopische Messungen
und Langzeitstabilitats- und Aktivitatstests bei 37<C bis 42C durchgefihrt werden.

Die Messung der chemischen Stabilitat des Proteins K-1 zeigt, dass die Gegenwart
von etwa 1 M Gdn-HCI zu einem 50% Verlust der Faltungsintegritat fihren. Damit
besitzt das Protein eine hohere chemische Stabilitat als EPhL-25, ist aber instabiler
als EPhL-20K. Um Aussagen daruber treffen zu kénnen, welche der Doménen die

geringste und welche die hochste Stabilitat aufweist, mussten die jeweiligen
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Einzeldomanen Fluoreszenz-spektroskopisch gemessen werden, was im zeitlichen
Rahmen der Arbeit nicht mehr méglich war.

Bei den Versuchen zur Optimierung der Lysebedingungen durch Variation der
zugesetzten lonen und des pH-Werts wurde erwartet, dass sich das
Aktivitatsoptimum nicht wesentlich von dem Protein EPhL-25 unterscheidet, da die
EAD dieses Proteins bei K-1 ebenfalls vorhanden ist. Wie erwartet zeigte K-1 eine
maximale Lyseaktivitat bei einem pH-Wert von 6,5 - 7 und der Zugabe von Mn**-
lonen.

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt von K-1 zeigte, das diese mit
12,01 AAbsmin*mg® fir Enterococcus faecalis und 7,3 AAbsmin*“mg™® fiir
Enterococcus faecium geringer war als bei EPhL-25 (29,4 AADbSgoonmmin™mg™
gegen Enterococcus faecium). Dieses Ergebnis Uberraschte, da die EAD des
Proteins EPhL-25 ohne Modifikation auch im Protein K-1 vorhanden war. Es wurde
vermutet, dass eine gegenseitige Hinderung der beiden CBD des Proteins K-1 die
Bindungsgeschwindigkeit und damit auch die spezifische Aktivitat verringern. Die
Lange der Linkerbereiche zwischen den Domanen ist einerseits aufgrund maglicher
sterischer Behinderungen andererseits wegen eventueller Interaktion der fusionierten
Domanen von zentraler Bedeutung (He et al.,, 2007). Da der Literatur zum Thema
Domanenkombination bei Endolysinen nichts zur Beschaffenheit der Linker dieser
Proteine zu entnehmen ist, mussten zur Uberprifung der Annahme einer sterischen
Hinderung weitere Konstrukte mit modifizierten Linkerbereichen hergestellt und
getestet werden.

Die Untersuchungen der Spezifitdt des Proteins zeigten, dass die Erwartung einer
hohen Spezifitit gegen die Stammen Enterococcus faecalis und Enterococcus
faecium erfullt wurden. In dem zur Bewertung der Spezifitat durchgefiihrten
Plattenlysetest konnten alle eingesetzten Isolate beider Stamme erfolgreich lysiert
werden. Auch der Vancomycin-resistente Stamm Enterococcus faecalis V583 wurde
erfolgreich lysiert.

Der Vergleich der minimalen bakteriziden Konzentrationen der Proteine EPhL-20K,
EPhL-25 und K-1 gegen Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium zeigte,
dass die Erwartungen in das Protein zum groRten Teil erfullt wurden. In den
Testansatzen konnte K-1 99,95% der beiden Teststamme innerhalb einer Stunde
lysieren. EPhL-20K lysierte in diesem Test 99,5% der Enterococcus faecalis-Zellen

aber keine Enterococcus faecium-Zellen. EPhL-25 lysierte 99,94% der Enterococcus
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faecium-Zellen und 99,6% der Enterococcus faecalis-Zellen. Das Ergebnis von K-1
ist damit besser als das Ergebnis der beiden Ausgangsproteine. Das Ziel einer
vollstadndigen Lyse der beiden Teststamme wurde allerdings noch nicht erreicht. Als
Erklarung kann auch hier die Bildung eines Biofiims bei einem kleinen Teil der
Testzellen angenommen werden. Mdglicherweise kann das Problem der
unvolistandigen Lyse durch Anflgen einer weiteren lytischen Domane mit anderer
katalytischer Funktion behoben werden. Das aktivitatsoptimierte Endolysin K-10
gegen Staphylokokken besitzt zum Beispiel neben der Amidasedomane eine CHAP-
Domane (cysteine, histidine-dependent amidodepeptidase) und ist in MBC-
Versuchen zu einer vollstéandigen Lyse der Testzellen mit einer Konzentration von 0,5
pg/mlin der Lage (Forchheim, 2009)

Da auch das Protein K-1 nicht in der Lage war, das gesetzte Ziel der vollstandigen
Lyse beider Enterokokken-Stdmme zu erreichen, sind weitere Optimierungen
notwendig. Dies koénnte durch die Kombination neuer Domé&nen oder durch
Punktmutationen zur Erh6hung der Stabilitat und Aktivitat geschehen (Forchheim,
2009). Ein zukunftiges, im Labormal3stab besser funktionierendes Protein musste
dann als nachstes auf seine medizinische Eignung untersucht werden. Dazu gehéren
Lysetests in humanem Blutserum, sowie systemische Tests im Tiermodell an Maus
oder Ratte. Erst wenn diese Tests erfolgreich verlaufen sind, kdnnen Kklinische

Studien mit einem Endolysin beginnen.
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7 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell moglich ist
lytische Proteine aus Bakteriophagen gegen die Klinisch relevanten Stamme
Enterococcus faecalis und Enterococcus faecium einzusetzen. Da im Fall dieser
Stamme eine systemische Anwendung als Therapeutikum notwendig ist, waren
weitere Untersuchungen und gegebenenfalls weitere Optimierungen des Proteins K-
1 notwendig. An erster Stelle stlinde dabei die Aktivitdt und Stabilitat in systemischer
Umgebung. Das Auftreten von Schnittstellen fur im Blut vorkommende Proteasen,
sowie eine Denaturierung des Proteins in dieser Umgebung miusste untersucht
werden. Auftretende Aktivitdts- und Stabilitdtsprobleme kénnten dann durch
Punktmutationen behoben werden. Des Weiteren bestinde die Notwenigkeit nach
weiteren katalytischen Doméanen und Zellbindedoméanen zu suchen, um andere,
eventuell optimalere Domé&nenkombinationen zu testen.

Ein potentiell deutlich besseres Protein misste anschlieBend in systemischer
Umgebung, also im Maus- oder Rattenmodell getestet werden. Erst mit diesen
Ergebnissen lie3e sich realistisch abschatzen, ob ein Protein als Kandidat fur eine

therapeutische Anwendung in Frage kame.
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