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Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Fur das Verstandnis der pharmakologischen Aktivitat von Proteinen und Peptiden ist es
wichtig, den Zusammenhang zwischen Molekulstruktur und Wirkungsweise zu untersuchen.
Schlangengifte setzen sich aus einer Vielzahl von Komponenten zusammen, die in
unterschiedlichster Weise den Organismus der Beutetiere beeinflussen und schadigen. Sie
stellen daher eine reiche Quelle fir Substanzen mit biologischer Wirksamkeit dar. Die
Isolierung der einzelnen Komponenten bietet somit eine effektive Madoglichkeit,

pharmakologisch aktive Proteine und Peptide zu gewinnen.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Isolierung und Charakterisierung von
Einzelkomponenten aus dem Gift der siidamerikanischen Klapperschlange Crotalus
durissus terrificus. Es konnten zwei der Hauptbestandteile, Crotamin, sowie eine Mischung
an Crotoxin B Isoformen, mittels RP-HPLC isoliert und durch massenspektrometrische
Untersuchungen identifiziert werden. Im Weiteren lag der Schwerpunkt auf der

Charakterisierung der Interaktion von Crotamin mit kunstlichen Membranen.

Crotamin ist ein amphiphatisches, hoch basisches Polypeptid mit einer GroRe von 4,9 kDa
und stark positiver Oberflachenladung. Zunéchst als Neurotoxin beschrieben, sind fir
Crotamin mittlerweile eine Vielzahl weiterer Wirkungen berichtet worden. Zu diesen
gehdéren myotoxische, analgetische, antimikrobielle und antitumorale Effekte. Die
Wirkungsweise beruht teilweise auf einer direkten Interaktion mit den Lipiden der
Membran. Crotamin werden dabei sowohl membranbeeinflussende Eigenschaften, als auch

die Fahigkeit zur Translokation in die Zelle zugeschrieben.

Die vorliegende Arbeit zeigt deutlich den Einfluss der Lipidkomposition von Membranen
auf die membranbeeinflussenden Eigenschaften von Crotamin. In Monolayern aus Asolektin
fuhrte die Anwesenheit von Cholesterin zu einem langsameren Einbau von Crotamin.
Zudem verursachte sowohl die Anwesenheit bivalenter Kationen, als auch die Erhéhung des
lateralen Drucks im Monolayer, einen beschleunigten Einbau von Crotamin.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Crotamin die Fluiditat von Vesikelmembranen
veréndert. Bei reinen Asolektinvesikeln fiihrte Crotamin zu festeren, bei DOPC-Vesikeln zu
fluideren Membranen. Bei Vesikeln, deren Membran zuséatzlich Cholesterin enthielt, flihrte
Crotamin unabhéngig von der gewéhlten Grundsubstanz (Asolektin oder DOPC) zu
fluideren Membranen. Das Ausmal der Fluidisierung war jedoch abhéngig von der
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jeweiligen Cholesterinkonzentration. Je mehr Cholesterin die Vesikelmembranen enthielten,
desto geringer die Wirkung von Crotamin. Generell war hierbei der Einfluss der

Cholesterinkonzentration bei asolektinhaltigen Vesikeln groier als bei DOPC-haltigen.

Demnach wirkte Cholesterin den membranbeeinflussenden Eigenschaften von Crotamin
entgegen. Vermutlich beruhte dies unter anderem auf der geringeren Fluiditdt von
cholesterinhaltigen Membranen. Zudem kdnnte fiir die polaren Kopfgruppen der Lipide die
Wahrscheinlichkeit zur Interaktion mit kationischen Molekilen wie Crotamin durch die
Anwesenheit von Cholesterin verringert sein. Der starkere Einfluss von Crotamin auf die
Fluiditdt von asolektinhaltigen Membranen konnte auf den, in Asolektin enthaltenen,
Lipiden mit negativer Ladung beruhen. Diese kdnnten, auf Grund einer negativeren
Oberflachenladung der Membran, zu einer stiarkeren Anziehung von Crotamin fiihren.
Aullerdem konnte Crotamin, durch die Interaktion mit negativ geladenen Lipiden, die

Bildung von Doménen verursachen.

Die Untersuchungen dieser Arbeit lassen somit den Schluss zu, dass sowohl Cholesterin als
auch Lipide mit negativer Ladung die Wirkungsweise von Crotamin auf Membranen
verandern. Zudem wird sie durch die Anwesenheit bivalenter Kationen in der umgebenden
Losung und dem lateralen Membrandruck beeinflusst. Dartiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Crotamin die Kalziumhoma@ostase von neuronalen Zellen beeinflusst. Hierbei
verursachte Crotamin einen konzentrationsabhangigen Anstieg der intrazellularen freien

Kalziumkonzentration.
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2 Abstract

In order to understand the pharmacological activities of proteins and peptides it is important
to study the relation of their molecular structure and their mode of action. Snake venoms
contain a large number of biologically active compounds. They influence and damage the
organism of prey in various manners. Therefore, venoms are an abundant source of
substances with biological activity. The isolation of these substances is an important way to

search for new, pharmacologically active proteins and peptides.

The presented work focused on the isolation and characterization of venom compounds from
the South American rattlesnake Crotalus durissus terrificus. Two of its main compounds,
crotamine and a mixture of Crotoxin B isoforms, were isolated by RP-HPLC and identified
by mass spectrometry. Afterwards, the emphasis was laid on how crotamine interacts with

artificial membranes.

Crotamine is a small, amphipathic and highly basic polypeptide with a molecular weight of
4.9 kDa and a high positive surface charge. It used to be described as a neurotoxin, but
meanwhile many additional properties have been reported. These include myotoxic,
analgetic, antimicrobial and antitumor activities. To some extent, these modes of action are
based on the interaction of crotamine with the membrane lipids. In this context, the
membrane modifying properties of crotamine and its ability to translocate into cells are under

discussion.

The presented work clearly demonstrates that the lipid composition of membranes influences
the membrane modifying properties of crotamine. In lipid monolayers built from asolectin,
cholesterol had the effect, that crotamine is integrated into the membrane more slowly.
Furthermore, it is obvious that the presence of bivalent cations as well as an increasing lateral

pressure inside the monolayer leads to a faster integration of crotamine.

Moreover, crotamine altered the membrane fluidity of vesicles. In pure asolectin-vesicles
crotamine stiffened the membranes (decreased fluidity), whereas it increased the fluidity in
DOPC-vesicles. In vesicles containing a mixture of either asolectin or DOPC and
cholesterol, crotamine increased the membrane fluidity, whereby its influence was weakened
with rising concentrations of cholesterol. However, the impact of cholesterol was stronger

in asolectin:cholesterol-vesicles.
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Hence, cholesterol reduces the membrane modifying properties of crotamine. It was assumed
that this is due to the fact that cholesterol decrease the fluidity of membranes. Also,
cholesterol may reduce the possibility of polar lipid head groups interacting with cationic
molecules like crotamine. As asolectin contains negatively charged lipids, it was concluded
that these lipids could be responsible for the stronger impact crotamine had on the fluidity
of membranes. They could lead to a stronger attraction of crotamine, due to the more
negatively charged membrane surface. Negatively charged lipids might also increase the
possibility of raft building, caused by crotamine.

In conclusion cholesterol as well as negatively charged lipids alter the effect crotamine has
on membranes. It is also influenced by bivalent cations in the surrounding solution as well
as the lateral pressure of the membrane. In addition, it was shown that crotamine also affects
the calcium homeostasis of neuronal cells. By enlarging the amount of crotamine the internal

free calcium concentration also showed an increase.
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3  Einleitung

3.1 Die sudamerikanische Klapperschlange Crotalus durissus

terrificus
Die Gattung der Klapperschlangen (Crotalus) gehort als Teil der Unterfamilie der
Grubenottern (Crotalinae) der Familie der Vipern (Viperidae) an. Innerhalb dieser Gattung
ist die sudamerikanischen Klapperschlange (Crotalus durissus) die in Amerika am
stdlichsten  vorkommende Art der Klapperschlangen. Die sudamerikanische
Klapperschlange ist auflerdem auch unter den Namen Schauer- oder Tropische
Klapperschlange bekannt und wird in der Regel in acht Unterarten eingeteilt. Die einzelnen
Unterarten sind in verschiedenen Regionen in Teilen von Zentral-, sowie ganz Stidamerika,
mit Ausnahme von Chile und Ecuador, vorzufinden (Abb. 1). lhr Habitat erstreckt sich
hierbei Uber ein weites Spektrum von steinigen und wistenartigen Gebieten tber Savannen
und Graslandschaften bis hin zu trockenen Waldern und Plantagen. Einzig in grofen

geschlossen Waldregionen des Regenwaldes und in Sumpfgebieten, sowie in Hohen Uber

2000 Metern tber dem Meeresspiegel, sind sie normalerweise nicht anzutreffen (Martins et
al. 2010).

Abb. 1: Ubersicht zur Verbreitung der Gattung Crotalus durissus. Die Gebiete, in denen die
sudamerikanischen Klapperschlange vorkommt, sind braun eingefarbt (Rbrausse 2013).
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Sie erndhren sich von kleinen S&ugetieren, Reptilien und Vogeln und sind in Stidamerika
nach den Bothrops-Arten fur die meisten Schlangenbiss-Unfélle verantwortlich.

Eine der Unterarten der sidamerikanischen Klapperschlangen ist Crotalus durissus
terrificus (Abb. 2). Diese wird im Allgemeinen als jene Unterart gesehen, deren Bisse

innerhalb der Crotalus durissus zu den schwersten Vergiftungen fiihren, und deren daraus

resultierenden Symptome am schwierigsten zu behandeln sind.

Abb. 2: Aufnahme einer Crotalus durissus terrificus (da Fonseca 2007).

Ihr Gift besitzt sowohl hamorrhagische als auch neurotoxische Wirkungsweisen, wobei die
neurotoxischen meist Uberwiegt. Generell unterscheidet man bei Giftschlangen auch
zwischen dem sogenannten Verteidigungs- und Angriffsbiss. Wahrend fir einen
Angriffsbiss bis zur maximalen Menge des zur Verfiligung stehenden Gifts eingesetzt werden
kann, wird flr die Verteidigung meist weniger (ca. 10 %) bis kein Gift injiziert. AulRerdem
kann die Zusammensetzung hinsichtlich der einzelnen Komponenten im Gift von Biss zu

Biss variieren.

Kommt es zu einem Biss, so fuhrt dies zunéchst lokal, im Bereich der Bissstelle, zur
Schwellung und Odembildung, bis hin zu blutgefiillten Hautblasen. Damit einhergehen
starke Schmerzen, die in ihrer Art und Intensitdt mit den Schmerzen bei Verbrennungen
dritten Grades vergleichbar sind. Weitere Symptome sind Ubelkeit und teils blutiges
Erbrechen, Hautbl&sse, sowie, verursacht durch die Freisetzung von Myoglobin, die
Verfarbung des Urins nach dunkelbraun und Nierenversagen.
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AuRerdem kann das Blut, auf Grund der blutverdiinnenden und gerinnungshemmenden
Wirkung des Gifts, aus den Kapillargefaen diffundieren und so innere Blutungen und
weitere  groRflichige Odembildungen verursachen. Der daraus resultierende
Flissigkeitsverlust kann wiederum zu einem dramatischen Abfall des Blutdrucks bis hin
zum hypovoldmischen Schock fuhren. Auf jeden Fall kommt es zu schweren Zerstérungen
des den Biss umgebenden Gewebes (Nekrose). Der betroffene Bereich muss daher meist

operativ entfernt werden und teilweise ist sogar eine Amputation erforderlich.

Neben den schon beschriebenen Auswirkungen treten gleichzeitig die systemischen,
neurotoxischen Effekte des Gifts auf. So kommt es schon nach kurzer Zeit zur L&hmung der
Augenlider, sowie zu Schluck- und Atembeschwerden. Die im Gift enthalten Neurotoxine
verursachen im Weiteren die Lahmung der Muskulatur; zundchst im lokalen Bereich des
Bisses, im weiteren Verlauf jedoch der gesamten Skelettmuskulatur. Letztlich hat dies haufig

eine komplette Atemlahmung zur Folge.

3.2 Zusammensetzung des Gifts der Crotalus durissus terrificus
Das Gift der Crotalus durissus terrificus wird nunmehr seit fast hundert Jahren untersucht
und gehort somit zu den am besten untersuchten Giften weltweit. Seine Hauptkomponenten
sind die beiden als Neurotoxin definierten Komponenten Crotoxin und Crotamin, das
vornehmlich hdmorrhagisch wirkende Convulxin, sowie das unter anderem im zentralen
Nervensystem wirkende Gyroxin (Tab. 1). Die Eigenschaften und Wirkungsweise von

Crotoxin und Crotamin werden in den folgenden Kapiteln (3.3 und 3.4) ausfuhrlich erlautert.

Hauptkomponenten des Gifts von Crotalus durissus terrificus

Komponente: Molekulargewicht: Referenzen:
Crotoxin (~ 60 %) 23 kDa (Slotta et al. 1938; Chang et al. 1977a; Hawgood et al. 1979)
Crotamin (~ 30 %) 4,9 kDa (Goncalves et al. 1947; Laure 1975)
Convulxin 72 kDa (Lee 1972; Brazil 1972; Lee 1979; Prado-Franceschi et al.
1981, Francischetti et al. 1997)
Gvroxin 26 kDa (Barrio 1961; Alexander et al. 1988; Lee 1972; Radis-
y Baptista et al. 1999)

Tab. 1: Molekulargewicht und Referenzen zu den Hauptkomponenten des Gifts von Crotalus durissus terrificus.

Convulxin ist ein aus den beiden Untereinheit o und B (13,9 und 12,6 kDa) gebildetes
Glykoprotein (asfs-Topologie) und wird zu der Familie der C-Typ Lektine gezahlt (Prado-
Franceschi et al. 1981; Marlas et al. 1983; Marlas 1985; Leduc et al. 1998; Murakami et al.
2003). Es handelt sich hierbei um ein nicht-enzymatisches Protein, welches Ca?*-abhéngig
und Fibrinogen-, Adenosindiphosphat (ADP)- und Cyclooxygenase (COX)-unabhangig zur
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selektiven Aktivierung der Plattchen-Aggregation flihrt (Vargaftig et al. 1980; Vargaftig et
al. 1983; Sano-Martins et al. 1992).

Convulxin interagiert hierzu unter anderem mit denselben Rezeptoren wie Kollagen. Dabei
induziert es Uber die Aktivierung einer Phospholipase C (PLC)-gekoppelten Signalkaskade
die Freisetzung von Inositoltrisphosphat (IP3) (Faili et al. 1994; Polgar 1997). Zudem
konnten bei Kaninchen auch Respirationsstorungen bis hin zur Atemnot und eine
Veranderung des Blutdrucks beobachtet werden (Markwardt et al. 1966).

Gyroxin ist ein nicht-tddliches Glykoprotein. Es besitzt eine Esterase- bzw. Serinprotease-
Aktivitat und wird auf Grund seiner gerinnungsférdernden Eigenschaften zu den Proteinen
mit Thrombin-&hnlicher Wirkung gezéhlt. (Barrabin et al. 1978; Alexander et al. 1988).
AuBerdem fiihrt eine intravendse Injektion bei Mausen zu dem sogenannten
Gyroxinsyndrom (Barrio 1961). Der auch als ,,barrel rotation“-Syndrom bezeichnete Effekt
beschreibt das temporér auftretende Verhaltensmuster, bei welchem sich die Mause erst
strecken und dann beginnen, sich um die eigene laterale Koérperachse zu drehen. Auf Grund
dessen werden Gyroxin auch neurotoxische Eigenschaften zugeschrieben. Zusétzlich konnte
gezeigt werden, das Gyroxin die Durchlassigkeit der Bluthirnschranke erhoht (Alves da
Silva et al. 2011).

3.3 Crotoxin

Crotoxin gehort zu den am langsten untersuchten, aus einem Schlangengift gewonnen,
Einzelkomponenten und ist die Hauptkomponente des Gifts der sudamerikanischen
Klapperschlange Crotalus durissus terrificus. Mit der Isolierung und Kristallisation von
Crotoxin gelang es Slotta und Fraenkel-Conrat im Jahre 1938 erstmals, eine
Einzelkomponente aus einem Schlangengift zu isolieren. Aullerdem erbrachten sie durch
diese Arbeit gleichzeitig den Nachweis, dass es sich bei den Wirkstoffen wvon

Schlangengiften um Proteine handelt (Slotta et al. 1938).

Fiir das als B-Neurotoxin eingestufte Crotoxin wurde zundchst angenommen, dass es sich
um ein einzelnes Protein handelt. Spater konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich hierbei
um ein heterodimeres Protein handelt. Es besteht aus dem ca. 15 kDa groRen Crotoxin B
(CB), und aus Crotoxin A (CA, Crotapotin), welches eine GroRRe von ca. 9 kDa besitzt.
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Die getrennte Untersuchung der beiden Komponenten zeigte, dass es sich einerseits um eine
basische, schwach toxische Phospholipase A2 (CB) und anderseits um eine nicht- toxische
Komponente ohne bekannte enzymatische Wirkung (CA) handelt (Hendon et al. 1971). Die
neurotoxische Wirkung von Crotoxin ist jedoch bei seinen Einzelkomponenten fur CB nur
noch schwach und fur CA (berhaupt nicht zu beobachten. Durch die erneute Dimerisierung
von CA mit CB kann diese allerdings wieder hergestellt werden (Hendon et al. 1971;
Breithaupt 1976).

3.3.1 Wirkungsweise von Crotoxin

Zunachst wurde Crotoxin auf Grund seiner Fahigkeit zur neuromuskuléren Blockade als B-
Neurotoxin eingestuft. Im Laufe der Zeit konnten jedoch eine Vielzahl von weiteren
biologischen Aktivitdten nachgewiesen werden. So zahlen zu den Kklassischen
pharmakologischen Wirkungsweisen von Crotoxin mittlerweile auch die Schadigung von
Muskel-, Nieren-, und Herzmuskelzellen und es gilt daher auch als Myo-, Nephro- und
Cardiotoxin. (Tab. 2).

»Klassische pharmakologische Wirkungsweise“ von Crotoxin

Wirkweise: Referenzen:

Neuromuskulére Blockade

(Brazil et al. 1971; Hawgood et al. 1977; Chang et al. 19774a;
prasynaptische Aktivitat Anadén et al. 1985; Muniz et al. 1989; Kattah et al. 2000;
Cardi et al. 1992)

(Chang et al. 1977a; Chang et al. 1977b; Rodrigues-Simioni
et al. 1990; Brazil 1966)

Einfluss auf Neurotransmitterfreisetzung

postsynaptische Aktivitéat (Brazil 1966; Bon et al. 1979; Brazil et al. 2000)

(Breithaupt 1976; Gopalakrishnakone et al. 1984a;
Gopalakrishnakone et al. 1984b; Kouyoumdjian et al. 1986;
Oshima-Franco et al. 1999; Salvini et al. 2001; Soares et al.
2001; Beghini et al. 2004; Melo et al. 2004; Miyabara et al.
2004a; Miyabara et al. 2004b; Conte et al. 2008; Gutiérrez et
al. 2008; Hadler et al. 1966; Monteiro et al. 2001)

Myotoxizitat

(Hadler et al. 1966; Monteiro et al. 2001; Martins et al. 2002;

Nephrotoxizitat Amora et al. 2006)

Cardiotoxizitat (Santos et al. 1990; Hernandez et al. 2007)

Tab. 2: Referenzen zu den klassischen pharmakologischen Hauptaktivitditen von Crotoxin (Sampaio et al.
2010).

Die Wirkung von Crotoxin auf Nerven- und Muskelzellen wurde in zahlreichen Studien
untersucht. Die tber die zu Grunde liegenden Mechanismen gewonnen Erkenntnisse kénnen

hierbei wie folgt zusammengefasst werden (Sampaio et al. 2010):



Einleitung 10

Zunéchst bindet Crotoxin sowohl iber spezifische Oberflachenrezeptoren als auch tber eine
direkte Interaktion mit den Phospholipiden an die Zellmembran. Auf Grund seiner Aktivitat
als Phospholipase A2 (PLA>) katalysiert es dort die Hydrolyse der Phospholipide. Die daraus
resultierende  Permeabilisierung der Plasmamembran fuhrt zum Verlust der
lonenselektivitat, ermdglicht so zunédchst das Eindringen von extrazellularem Kalzium und

im weiteren Verlauf von freiem Crotoxin.

Gleichzeitig, beziehungsweise alternativ, kann Crotoxin auch (ber Endozytose- und
Recycling-Vesikel internalisiert werden und dann auf Grund seiner PLA-Aktivitat mittels
Hydrolyse der Vesikelmembran ins Zytoplasma freigesetzt werden. Dort kann Crotoxin nun
mit allen weiteren Membranen des Zellinneren interagieren, was wiederum weitreichende

Folgen fir die Funktion der Zelle hat.

So werden beispielsweise synaptische Vesikel beschadigt und in Folge dessen
Exozytoseprozesse inhibiert. AuBerdem fuhrt Crotoxin bei Mitochondrien zum
Zusammenbruch des Protonengradients und somit zur mitochondrialen Entkopplung.
Letztlich haben diese Prozesse einen Verlust der Kalzium-Homdoostase (Ca?* aus
extrazellularer Losung und Organellen gelangt ins Zytoplasma) und eine verminderte ATP-

Synthese zur Folge.

Der Anstiegs der intrazellularen Ca?*-Konzentration hat unter anderem eine verstirkte
Ausschittung von Neurotransmittern, wie beispielsweise Acetylcholin (ACh), zur Folge und

flhrt hierdurch zur Hyperkontraktion von Muskelfasern.

Gleichzeitig fuhrt der Ca?*-Anstieg zur Aktivierung endogener PLAs und Calpainen. In
Folge dessen kommt es zur verstarkten Hydrolyse intrazelluldrer Phospholipide, sowie zur
Degradierung von intrazelluléren Proteinen (Myofilamente, Zytoskelett-Proteinen, etc.). Die
Aktivierung dieser Pfade fiihrt schlussendlich zur neuromuskuldren Blockade, sowie zu
Gewebeschaden (Nekrose) (Abb. 3).
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Abb. 3: Wirkungsschema fiir Crotoxin auf Muskel- und Nervenzellen (Sampaio et al. 2010).

Neben den als klassische pharmakologische Aktivitaten definierten Eigenschaften
(Neurotoxizitiat, Myotoxizitat, etc.) wurden in den letzten Jahren zahlreiche weitere
Wirkungsweisen von Crotoxin, beziehungsweise von dessen Untereinheiten, gefunden
(Tab. 3 und Abb. 4).

Hierzu gehort unter anderem die Beeinflussung der Immun- und Entziindungsantwort im
Kapillar- und Lymphsystem, sowie im Interstitium. Beispielsweise fiihrt Crotoxin bei
Lymphozyten zu deren Proliferation, zur Inhibition der Antikorperproduktion, sowie zur
vermehrten Freisetzung von Interleukinen (IL-4 und IL-10). AuRerdem verdndert es die
Verteilung der Lymphozyten in Blut- und Lymphsystem. So verstarkt Crotoxin deren
Anhaftung im Endothelium der postkapillaren Venolen und erhéht die Anzahl an B- und

T-Lymphozyten in den Lymphknoten.

In einigen Arbeiten konnten zudem entziindungshemmende Einflisse von Crotoxin gezeigt
werden. So wurde beispielweise bei Makrophagen die Inhibition der Migration und
Phagozytose beobachtet. AuBerdem verursachte Crotoxin die verstarkte Freisetzung von
Lipoxin Az (LXA>) und Prostagladin E> (PGE>).

Neben den beschriebenen Wirkweisen wurde zusétzlich von antimikrobiellen (Soares et al.
2001), antitumoralen, sowie analgetischen Effekten von Crotoxin berichtet.
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Abb. 4: Wirkungsweise von Crotoxin in Mikrozirkulation, Lymphsystem und Interstitium (Sampaio et al.
2010).

In den letzten Jahren ist es zudem gelungen, den Einfluss einzelner Isoformen, sowie den
Einfluss einzelner Teilstiicke von Crotoxin, auf ihre Wirkungsweise zu untersuchen. Hierbei
konnte gezeigte werden, dass es sich bei einigen Bestandteile des Gifts von Crotalus
durissus terrificus, die in der Literatur auf Grund ihrer Wirkweise zunéchst als komplett

neue Molekiile betrachtete wurden, um Isoformen oder Teilstlick von Crotoxin handelt.

So ist beispielsweise das analgetisch wirkende, aus 14 Aminosauren bestehende, Peptid
Crotalphin in seiner Sequenz identisch zu der gamma-Kette des nicht toxischen Crotapotin
(Konno et al. 2008). Demnach beruht die analgetische Wirkung von Crotalphin auf der
Aktivierung von Kappa-Opioid-Rezeptoren, und kann somit eine Ursache fur den anti-

nozizeptiven Effekt des Crotalus-Gifts sein.

Ein weiteres Beispiel ist Intercro, eine neue Isoform der Phospholipase A2, die ebenfalls aus
dem Gift von Crotalus durissus terrificus isoliert werden konnte. Obwohl Intercro in seiner
Primérstruktur eine hohe Sequenzhomologie zu Crotoxin B aufweist, unterscheidet es sich
in seiner biologischen Aktivitat (Vieira et al. 2013). Es besitzt zwar ebenfalls die klassischen

katalytischen Eigenschaften einer PLA, ist im Gegensatz zu Crotoxin B aber kaum
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myotoxisch und zeigt Kkeinerlei neurotoxische Aktivitdt (Vieira et al. 2013). Es wird

vermutet, dass eine mdgliche Ursache fiir den Verlust der neurotoxischen Aktivitat die

Unfahigkeit zur Heteromerisierung mit Crotapotin (CA) sein konnte (siehe auch 2.3.2).

»Neue pharmakologische Wirkungsweise“ von Crotoxin, dessen Untereinheiten und Teilstlicke

Wirkweise:

Referenzen:

Immunmodulatorische Aktivitat

Inhibition der humoralen Immunantwort auf klassische Protein-Antigene

(Cardoso et al. 1997)

Inhibition von Con-A Proliferation in Milzzellen und Lymphozyten

(Cardoso et al. 2001; Rangel-
Santos et al. 2004; Garcia et al.
2003; Castro et al. 2007)

Inhibition von IL-4 und IL-10 Produktion in kultivierten Milzzellen;
erh6hte Adhasionsfahigkeit an Endothelzellen in der Mikrozirkulation;
herabgesetzte Anzahl an Lymphozyten in Blut- und Lymphsystem
(Zirkulation)

(Cardoso et al. 2001; Rangel-
Santos et al. 2004; Zambelli et
al. 2008)

Entzindungshemmende (antiinflamatorische) Aktivitat

Inhibition des Makrophagen-Spreading und deren phagozytotischen
Aktivitat

(Sampaio et al. 2003; Sampaio
et al. 2005)

Verstarkte Polymerisation von F-Aktin und Inhibition der Tyrosin-
Phosphorylierung, sowie der Rac und RhoA Aktivitat

(Sampaio et al. 2006)

Inhibition von Carrageenin-induzierten Pfoten-Odemen

(Landucci et al. 1995; Nunes et
al. 2010)

Antitumorale Aktivitat

Inhibition von Tumorwachstum

(Newman et al. 1993; Costa et al. 1998; Cura et al. 2002; Baldi et al.
1988; Corin et al. 1993; Rudd et al. 1994; Donato et al. 1996)

Zytotoxisch fr Tumorzellen 1996)

(Baldi et al. 1988; Corin et al. 1993; Rudd et al. 1994; Donato et al.

Induktion von Apoptose (Yan et al. 2006)

Analgetische Aktivitat

Crotoxin

Inhibition von akutem, phasischem und tonischem Schmerz, sowie der
schmerzinduzierten Entladung von Neuronen im Thalamus
(Wirkungsmechanismus tber serotonerge Rezeptoren)

(Zhang et al. 2006; Zhu et al.
2008)

Inhibition von chronischem, neuropathischem Schmerz
(Wirkungsmechanismus uber zentrale muskarinische und
serotonerge Rezeptoren)

(Nogueira-Neto et al. 2008; Zhu
et al. 2008)

Crotalphin

Inhibition von akutem und chronischem, neuropathischem Schmerz
(Wirkung auf periphere Opioid-Rezeptoren)

(Konno et al. 2008; Gutierrez et
al. 2008)

Tab. 3: Referenzen zu den neuen pharmakologischen Aktivitdten von Crotoxin, dessen Untereinheiten, sowie

von einzelnen Fragmenten (Sampaio et al. 2010).
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3.3.2 Struktur und Isoformen von Crotoxin

Crotoxin ist ein ca. 23 kDa grofl3er heterodimerer Proteinkomplex (Slotta et al. 1938; Lee
1979), der aus den beiden Untereinheiten CA und CB besteht (Rubsamen et al. 1971,
Hendon et al. 1971) (Abb. 5A).

Hierbei handelt es sich bei der sauren Untereinheit (CA) um ein Polypeptid von ca. 9 kDa,
welches sich wiederum aus den drei, insgesamt tber sieben Disulfidbriicken verbunden,
Peptidketten o, B und y zusammensetzt (o: 39 AS, 4274 Da; B: 35 AS, 3658 Da; v: 15 AS,
1558 Da) (Breithaupt et al. 1974; Faure et al. 2011) (Abb. 5B).

Die basische Untereinheit CB ist ein ca. 15 kDa grofRes, globuléres Protein, das aus 122
Aminoséuren gebildet wird (fur CBb nach Faure et al. 2011). In seiner Sekundarstruktur
besteht CB aus den fur PLA> der Gruppe 1A typischen Elementen und setzt sich wie folgt
zusammen: Einer N-terminalen o-Helix A folgt eine kurze o-Helix B und eine Ca®'-
Bindetasche. Dieser schlieen sich die beiden antiparallelen, und von einem sogenannten
B-wing unterbrochenen, langen a-Helices C und D an. Bei dem B-wing handelt es sich um
eine Schleife mit antiparallelem, zweistrangigem p-Faltblatt. Den Abschluss bildet die C-
terminale Verlangerung, die ihrerseits drei weitere, sehr kurze helikale Windungen enthalt
(Abb. 5C).

Die einzelnen Strukturen von CB sind ebenfalls tber sieben Disulfidbriicken verbunden und
bilden so die fiir PLA2 IlA typische konische Tertiérstruktur aus (Faure et al. 2011). Auf
Grund von sowohl hydrophoben als auch (intermolekularen) polaren Wechselwirkungen
von CB mit der a- und B-Kette von CA bildet sich der heterodimer Crotoxin-Komplex. Je
nach Isoform sind die hierbei wirkenden Kréafte jedoch unterschiedlich stark (Faure et al.
2011).
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Abb. 5: Kristallstruktur von Crotoxin und seinen Untereinheiten (CA2und CBb) (nach Faure et al. 2011;
am Beispiel des Komplexes aus den Isoformen CAz und CBb, PDB ID: 3ROL). Hierbei sind die basische
Untereinheit CB in blau und die a-, B-, und y-Kette der sauren Untereinheit CA in orange, griin und rot dargestellt.
Die fur das katalytische Zentrum von CB relevanten Aminosauren sind in dunkelblau hervorgehoben. (A) zeigt
den heterodimeren Crotoxin-Komplex aus unterschiedlichen Perspektiven (um 90° rotiert). Der Darstellung ist
gleichzeitig zu entnehmen, dass das katalytische Zentrum von CB im Komplex durch CA maskiert ist. In
(B und C) sind die Crotoxin Untereinheiten CA und CB mit ihren einzelnen Strukturen dargestellt. Die
Verknupfungen der einzelnen Strukturen Uber jeweils sieben Disulfidbricken sind in Gelb eingezeichnet.
(B) zeigt CA mit seinen drei Ketten a, B & y. (C) zeigt CB, bestehend aus N-terminaler a-Helix A (1-14), kurzer
Helix B (17-22), Ca2+-Bindetasche (BT) (28-32), langer a-Helix C (39-54), B-wing (75-84), langer a-Helix D
(antiparallel zu C; 89—-109) und der C-terminalen Verlangerung (110-133) mit ihren drei sehr kurzen helikalen
Windungen (110-113, 114-118, und 121-126).

Fur Crotoxin A und B sind bisher jeweils (mindestens) vier Isoformen bekannt (CA1-2 sowie
CBa;, CBb, CBc und CBd), die wiederum durch variable Kombination zu 16
unterschiedlichen Crotoxin-Heteromeren zusammengesetzt werden kdnnen (Faure et al.
1988; Faure et al. 2011). Die so gebildeten Varianten von Crotoxin unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Spezifitat, Wirkungsweise und —starke in Abhéngigkeit von den jeweils
beteiligten Isoformen.


http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=3R0L
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Generell unterscheidet man zwischen den Heterodimeren der Klasse | und Il (CA1.2 mit
CBb, CBc und CBd bzw. mit CBay). Hierbei tiberwiegt bei den Komplexen der Klasse | die
Wirkungsweise der schnellen neuromuskularen Blockade und Toxizitat; wohingegen sie
eine nur geringe enzymatische Aktivitat besitzen. Im Gegensatz dazu zeichnen sich die
Klasse I1-Dimere durch ihre vorwiegend enzymatische und antikoagulative Wirkung und

eine gleichzeitig geringere Neurotoxizitat aus.

Es wird davon ausgegangen, dass CA als eine Art Chaperon die Aktivitat und Spezifitat von
CB beeinflusst. So konnte fiir einige CA-CB-Heteromere gezeigt werden, dass die
Bindungsaffinitat von CB an spezifische Rezeptoren der Prasynapse durch CA potenziert
wird, beziehungsweise die unspezifische Interaktion mit der Plasmamembran inhibiert wird.
CA maskiert hierbei die fur die PLA2-Aktivitat relevanten Bereiche der Oberflache von CB

und beeintréchtigt so das Binden an, sowie die Hydrolyse von, Phospholipiden.

Die verminderte unspezifische und direkte Adsorption von CB an Membranen begunstigt
wiederum das Binden an Crotoxin-spezifische Rezeptoren (bspw. CAPT und Crocalbin)
(Krizaj et al. 1996; Krizaj et al. 1997; Hseu et al. 1997; Hseu et al. 1999; Faure et al. 2003).
Nach dem Binden des Rezeptors 16st sich CA aus dem CA-CB-Rezeptor-Komplex und wird
freigesetzt (Delot et al. 1992, 1993; Faure et al. 2003; Faure et al. 2012). Je nach beteiligter
Isoformen variiert hierbei die Bindungsstarke von CA zu CB und mit dieser die jeweilige
Neurotoxizitat (Faure et al. 1993).

Auf Grund dieser Eigenschaften wirkt CA im Crotoxin-Komplex als natrlicher Inhibitor
der katalytischen und antikoagulativen Aktivitadt von CB. In seiner Wirkungsweise ahnelt
CA somit auch dem ,,anti-venom protein“ (CNF bzw. CICS), welches im Blut von Crotalus
durissus terrificus gefunden wurde und ebenfalls die PLA2-Aktivitat von CB inhibiert (Faure
et al. 2012).

Neben den beschriebenen Crotoxin-Komplexen aus CA und CB konnte die Ausbildung
eines, in wassriger Losung stabilen, Tetramers, welches ausschlielRlich aus Crotoxin B-
Monomeren besteht, nachgewiesen werden (Marchi-Salvador et al. 2008). Es setzt sich aus
zwei Heterodimeren zusammen, die jeweils aus den beiden Isoformen CB1 und CB2
gebildet werden. CB1 und CB2 unterscheiden sich untereinander in nur acht Aminosauren
und entsprechen den von Faure publizierten Isoformen CBc und CBao.
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Auf Grund zweier leicht unterschiedlicher Varianten der Assoziation fuhrt deren
Heterodimerisierung (CB1 mit CB2) zu zwei bezuglich ihrer Quartarstruktur etwas
verschiedenen Dimeren (Abb. 6 — Dimer 1 und Dimer 2). Fr beide gilt jedoch, dass sich im
Zuge der Dimerisierung die Architektur der Ca?*-Bindetaschen in CB2 leicht verandert hat

und deshalb kein Ca?* mehr gebunden werden kann.

Die Neurotoxizitat des aus den beiden Dimeren gebildeten Tetramers ist im Vergleich zu
den einzelnen CB1-CB2-Dimeren, sowie zu anderen CA-CB-Heteromeren, verstarkt und
weist eine geringere enzymatischen Aktivitat auf. Diese Wirkungsweise deckt sich mit der
strukturellen Beobachtung, bei welchen die, vermutlich fir die Neurotoxizitat relevanten,
Bereiche (N und C-terminale Region, sowie Ca?*-Bindetasche und p-wing) zur Oberflache

des Tetramers hin exponiert und somit zuganglich sind.

Ein mdgliches Modell fiir ein in vivo-Vorkommen dieses Tetramers besagt, dass sich dieser
nach der Rezeptorbindung von Crotoxin und der anschlieBenden Freisetzung von CA aus

dem Crotoxin-Rezeptor-Komplexes ausbilden kénnte (Marchi-Salvador et al. 2008).

A B
Dimer 1

Abb. 6: Kristallographisches Model der Quartérstruktur des Crotoxin B-Tetramers. A) Die Gesamtstruktur
des Tetramers besteht aus zwei Heterodimeren, die sich jeweils aus einem Paar der beiden Crotoxin B-
Isoformen (CB1 und CB2) zusammensetzen. B) Die Gr63e der Salzbriicken der beiden Dimere, die zwischen
Serin 1 (S1, nur in CB2 vorhanden) und Glutamin 92 (E92, nur in CB1 vorkommend) ausgebildet sind, sind
verschieden. Die dargestellten Modelle wurden in PyMOL (DeLano 2002) generiert und alle Distanzen sind in
Angstrém (A) angegeben (Marchi-Salvador et al. 2008).
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3.4 Crotamin

Crotamin ist mit ungefahr 4,9 kDa eine weitere Hauptkomponente des Gifts von Crotalus
durissus terrificus und nunmehr seit 70 Jahren Gegenstand der Forschung (Gongalves et al.
1947). Es handelt sich hierbei um ein kleines amphiphatisches, hoch basisches Polypeptid,

welches aus 42 Aminoséduren besteht (Laure 1975).

Trotz seiner geringen Grofle wurden fir Crotamin eine Vielzahl unterschiedlicher
Wirkweisen berichtet. Hierzu gehdren unter anderem myotoxische, neurotoxische,
analgetische, antimikrobielle und antitumorale Effekt. Crotamin soll hierbei einerseits auf
spezifische lonenkanéle wirken, und so unter anderem die Leitfahigkeit der Plasmamembran
beeinflussen kdnnen. Anderseits werden ihm Membran-beeinflussenden Eigenschaften,
sowie die Fahigkeit zur Translokation in die Zelle zugeschrieben. Einmal ins Zellinnere
gelangt stehen auch dort vielfaltige Wirkungsweisen zur Diskussion.

3.4.1 Wirkungsweise von Crotamin

Bezlglich der Wirkungsweise von Crotamin wurden bisher vielfaltige Untersuchungen
durchgefuhrt. So wurde es bereits in frihen Studien sowohl als Neurotoxin (Gongalves
1956), als auch als Myotoxin (Gongalves et al. 1956) bezeichnet. Gongalves et al. berichten
in diesen Arbeiten davon, dass Crotamin bei verschiedenen Sdugetieren zur spastischen
Paralyse der Hinterldufe, sowie zu fortschreitender Muskelnekrose flhrte.

Mittlerweile wird Crotamin einer Gruppe von kleinen basischen Polypetiden (SBPMs -
»small basic polypetide myotoxins“) zugeordnet, die in den meisten Giften von
Klapperschlangen vorkommen und bezlglich ihrer Sequenz, Struktur und Antigenitét sehr
ahnlich sind (Bieber et al. 1997). Hierzu z&hlen unter anderem Myotoxin A (aus Crotalus
viridis viridis), Myotoxin I und Il (aus C. v. concolor), Peptid C (aus C. v. helleri) und
CAM-Toxin (aus C. adamanteus). Die der Myotoxizitat von Crotamin zu Grunde liegen
Mechanismen gleichen den bereits fir Myotoxin A beschriebenen (Cameron et al. 1978;
Fletcher et al. 1996).

Demnach fuhrt eine erhdhte Membranleitfahigkeit flr Natriumionen zu einem geringeren
Ruhepotential und somit letztlich zur Depolarisation der Skelettmuskelzellen (Chang et al.
1983). Da es sich hierbei um einen TTX-sensitiven Effekt zu handeln scheint, wird vermutet,
dass diese Wirkungsweise von Crotamin (ber entsprechende Natriumkandle der
Plasmamembran vermittelt wird (Filho et al. 1978; Tsai et al. 1981; Hong et al. 1985; Brazil
et al. 1993).
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AuRerdem induzieren Crotamin und Myotoxin A in Skelettmuskelzellen die Freisetzung von
intrazellularem Kalzium und in Folge dessen das Anschwellen des sarkoplasmatischen
Retikulums (SR) und der Mitochondrien. Letztlich kann dies zur Nekrose der
Skelettmuskelzellen fiihren (Furukawa et al. 1994; Ohkura et al. 1994; Ohkura et al. 1995).

Des Weiteren wurde von anderen Arbeitsgruppen berichtet, dass Crotamin im Rattenhirn zur
Freisetzung von Acetylcholin und Dopamin (Camillo et al. 2001), sowie in den Inselzellen
der Bauchspeicheldriise zur Sekretion von Insulin (Toyama et al. 2000) fuhrt. Hierbei wird
angenommen, dass auch diese Wirkweisen von Crotamin auf einer Interaktion mit

Natriumkanalen der Plasmamembran beruhen.

Bei Mdusen konnte auBerdem eine analgetische Wirkung von Crotamin beobachtet werden.
Der Vergleich zu Morphin zeigte, dass hierbei die schmerzlindernde Wirkung von Crotamin
teilweise deutlich starker war. Da der analgetische Effekt wie bei Morphin mit Hilfe des
Opioid-Antagonisten Naloxon inhibiert werden kann, wird davon ausgegangen, dass diese

Wirkweise ebenfalls tber Opioid-Rezeptoren vermittelt wird (Mancin et al. 1998).

Neben der Interaktion mit spezifischen Rezeptoren, sowie der direkten Beeinflussung von
lonenkandlen und somit der Leitfahigkeit der Membran, wurden noch weitere
Wirkungsmechanismen fiir Crotamin gefunden. So sind nach Hayashi et al. das Zellinnere,
und dort die Lysosomen, das primére Ziel von Crotamin (Hayashi et al. 2008). Demnach
konnten sie in Zellkulturexperimenten kurze Zeit nach seiner Applikation die Anreicherung
von Crotamin in den Lysosomen nachweisen. Die Akkumulation von Crotamin fiihrte
wiederum zur Zerstérung lysosomaler Vesikel. In Folge dessen kam es zur Freisetzung von
Endoproteasen sowie zu einer erhohten Caspaseaktivitat und somit letztlich zum Zelltod.
Der hierbei beschrieben Wirkungsmechanismus beinhaltet nach bisheriger Kenntnis keine

Interaktion mit spezifischen lonenkanélen und ist deshalb unabhangig vom Zelltyp.

AuRerdem gelangen in den letzten Jahren zunehmend die antimikrobielle und antitumorale
Wirkung von Crotamin, sowie dessen Fahigkeit zur Membranbeeinflussung und

Translokation, in den Fokus der Forschung (Kapitel 3.4.4 - 6).



Einleitung 20

3.4.2 Genstruktur und chromosomale Lokalisation

Die Familie der Viperidae hat 36 Chromosomen, wobei der haploide Satz 8 Makro- und 10
Mikrochromosmen umfasst (Kerkis et al. 2014). Das Crotamin-Gen befindet sich hierbei auf
dem langen Arm von Chromosom 2, wobei sich bei der zur Lokalisierung verwendeten in
situ Hybridisierung die jeweilige Signalintensitat auf den beiden Homologen unterschied
(Radis-Baptista et al. 2003). Dies ist moglicherweise auf eine unterschiedliche Anzahl an
Genkopien zuruckzufihren und ware somit gleichzeitig ein Erklarungsansatz fur das
unterschiedlich starke Vorkommen von Crotamin im Gesamtgift verschiedener Individuen

der Crotalus durissus terrificus (Radis-Baptista et al. 2003).

Das beschriebene Crotamin-Gen ist ungeféahr 1785 bp lang und beinhaltet drei Exons (58,
124 und 13 bp). Diese sind von einem langen ,,phase 1*- und einem kurzen ,,phase 2*-Intron
(898 und 145 bp) unterbrochen. Exon 1 enthalt die 5’-untranslatierte Region und codiert flr
die ersten 19 AS des Signalpeptids. Exon 2 codiert 42 AS, wobei die ersten drei dem
Signalpeptid und die restlichen 39 Crotamin zuzuordnen sind. Exon 3 codiert die letzten drei
AS von Crotamin sowie ein terminales Lysin. Die zughérige mRNA ist zwischen 340 und
360 Nukleotide lang und kodiert das sogenannte Pré-Crotamin. Es beinhaltet das

Signalpeptid, Crotamin und das endstandige Lysin (Radis-Baptista et al. 1999).

3.4.3 Strukturelle Untersuchungen von Crotamin

Nachdem die Primarstruktur von Crotamin gefunden wurde (Laure 1975, Abb. 7D), konnte
zundchst mittels Laser-Raman Spektroskopie gezeigt werden, dass alle sechs enthaltenen
Cysteine an der Ausbildung von Disulfidbriicken beteiligt sind (Kawano et al. 1982). Im
Weiteren konnten dann mit Hilfe von *H-NMR-Untersuchungen Erkenntnisse beziiglich der
raumlichen N&he von Aminosduren gewonnen, und 2003 erstmals eine 3D-Struktur flr
Crotamin in Form einer Biap2Ps Topologie beschrieben werden (Endo et al. 1989; Nicastro
et al. 2003). Bedingt durch die Fortschritte in der NMR-Technologie und besserer
Computermodelle wird mittlerweile allerdings eine af132 Topologie angenommen (Fadel et
al. 2005; Siqueira et al. 2002; Coronado et al. 2013). Die einzelnen Elemente werden hierbei
durch drei Disulfidbriicken (Cs-Css; C11-Cao; C1s-Csy) stabilisiert.

In diesem Modell bilden die Aminosauren Y1 bis K7 (bzw. nach Coronado K>-K7) den ersten
a-helikalen Teil des Peptides. Dieser flankiert das aus zwei antiparallelen Strangen gebildete
B-Faltblatt (Ge—P13 und W34—Ksg). Die einzelnen 3-Strénge sind durch die beiden B-Schleifen
aus den Aminoséuren 14-16 und 27-34 verbunden, werden von diesen umgeben und bilden

gemeinsam den Kern des Molekiils.
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Dieses Motiv aus Uber Schleifen verbundener und durch Disulfidbriicken stabilisierter -
Strange wird als ,,y-core bezeichnet. Es handelt sich hierbei um eine von der Gruppe der
antimikrobiellen Peptiden (AMPs) bekannte Struktur (Yount et al. 2004). Nach Coronado et
al. werden die beiden B-Schleifen von einer zusétzlichen kurzen a-helikalen Schleife
unterbrochen (P20-S23); weshalb nach deren Modell auch von einer aif1a2p2- Topologie

gesprochen werden kann (Abb. 7A).

D YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG

Abb. 7: Ubersicht zur Tertiarstruktur und Ladungsverteilung von Crotamin nach (Coronado et al. 2013).
(A) Struktur von Crotamin: Die einzelnen Sekundarstrukturen, das N- und C-terminale Ende des Peptids, sowie
die Disulfidbriicken (gelb) sind hervorgehoben. (B) Darstellung der Kristallstruktur, bei welcher zusatzlich die
stark hydrophoben Seitenketten (pink) sowie die positiv geladenen Lysine und Arginine (blau) eingezeichnet
wurden (K2, 6, 7, 14, 16, 27, 35, 38 und 39 sowie R31 und 33). (C) Raumfullende Darstellung von Crotamin aus
zwei unterschiedlichen Perspektiven (um 180° rotiert): Die amphiphatischen Regionen der Oberflachen sind
entsprechend zu (B) farbig hervorgehoben (ebenfalls pink und blau). Die Abbildungen B und C zeigen hierbei
deutlich, dass sich die hydrophoben Aminosauren auf der einen, die geladenen auf der anderen Seite des
Molekuls befinden. (D) Priméarstruktur von Crotamin.
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Zusatzlich zu den bekannten Disulfidbriicken wird die Position der einzelnen Strukturen
durch Wasserstoffbriicken stabilisiert, wobei die B-Strange sowohl miteinander als auch mit
den weiteren Struktureinheiten verbunden sind (B-Strénge Uber H1o-Cs7 und F12-Kss,. B2 mit
ap Uber Sz3-Ksg sowie tiber zwei weitere mit der C-terminalen B-Schleife) (Coronado et al.
2013).

Auf Grund seiner basischen Aminosduren (neun Lysine und zwei Arginine) ist Crotamin
stark positiv geladen. Da Crotamin ein relativ kleines Molekul ist, sind zudem alle geladenen
und hydrophoben Seitenketten zum Losungsmittel hin exponiert; ein Umstand, der es
aullergewohnlich ,klebrig“ macht. Vermutlich sind es die -elektrostatischen und
hydrophoben Kréfte auf der Oberflache, sowie seine durch die Disulfidbriicken stabilisierte
dreidimensionale Struktur, die es Crotamin und dessen Oligomeren ermdglichen, mit ihren
Zielen zu interagieren. Die meisten hydrophoben Reste befinden sich hierbei auf der einen
Seite, die positiv geladenen auf der anderen und somit kationischen Seite des Molekuls
(Abb. 7B). Hieraus ergibt sich der amphiphile Charakter von Crotamin (Abb. 7C) (Coronado
et al. 2013).

3.4.4 Antimikrobielle und antifungale Aktivitat von Crotamin

Crotamin ist auf Grund seiner strukturellen Eigenschaften ein potentieller Kandidat fur die
Klasse der antimikrobiellen Peptide (AMPs). Diese Einordnung basierte zunéchst auf der
Annlichkeit des Disulfidbriicken-Musters von Crotamin zu den humanen B-Defensinen
(hBD) (Nicastro et al. 2003). Defensine sind Teil des angeborenen Immunsystems und
besitzen ein breites antimikrobielles Spektrums (Maroti et al. 2011). Innerhalb der Defensine
besitzt hBD-2 die grokte strukturelle Ahnlichkeit zu Crotamin (Abb. 8). In ihrer
Tertidrstruktur zeigen dabei beide den fur globulére antimikrobielle Peptide typischen y-core
(Nicastro et al. 2003; Yount et al. 2004).

Mittlerweile gibt es wegen der groRen dreidimensionalen Ahnlichkeit auch die Annahme,
Crotamin und Defensine kénnten ein gemeinsames VVorgéngergen haben (Yount et al. 2009).
Dem entgegen steht allerdings, dass sie beziglich ihrer Primarstruktur deutliche
Unterschiede aufweisen (Radis-Baptista et al. 1999).
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Crotamin Uberlagerung

Abb. 8: Struktureller und biophysikalischer Vergleich von Crotamin und hBD-2. (A) 3D-Darstellung von
Crotamin und hBD-2 sowie die Uberlagerung der beiden. Hierbei sind die jeweiligen Sekundéarstruktur wie folgt
farblich hervorgehoben: B-Strange (blau); Schleifen (grau); a-Helices (rot bzw. gelb). Zur Darstellung wurden
die Datensatze von 1H50 fir Crotamin und 1FD3 fir hBD-2 verwendet (PDB ID) (Yount et al. 2009)

Zudem wurde das Potential einer antibakteriellen und antifungalen Aktivitat von Crotamin
an einem breiten Spektrum von Mikroorganismen untersucht, und mit der Aktivitat von
hBD-2 verglichen (Yount et al. 2009; Oguiura et al. 2011; Yamane et al. 2013). Es zeigte
sich, dass Crotamin eine antimikrobielle Wirkung besitzt. Im Vergleich zu hBD-2 ist diese
aber nur maRig, und die Bandbreite gegenliber Gram-negativen und Gram-positiven

Bakterien ist geringer (Oguiura et al. 2011).

Die weiteren Untersuchungen von Crotamin und hBD-2 zeigten jedoch, dass beide sowohl
zytotoxische als auch antimikrobielle Wirkungen besitzen und sich ihre Wirkungsweisen
ahnlich sind. Hinsichtlich ihrer ,,Spezifitit™ verhalten sie sich allerdings reziprok. Crotamin
ist eher zytotoxisch und seine Effektivitat ist gegenlber eukaryotischen Zellen groRer.
Dagegen ist hBD-2 eher antimikrobiell und weist eine starkere Wirkung gegenuber

prokaryotischen Zellen auf (Yount et al. 2009).
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AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Crotamin eine antifungale Wirkung aufweist. Von
einer besonderen Relevanz kdnnte hierbei seine Wirksamkeit gegen einige Pilze der Familie
Candida spp., besonders gegen Candida albicans, sein. Zu dieser Familie gehdren einige
der mittlerweile klinisch resistenten Stamme. In den USA gehort die Familie zu den am
meisten verbreiteten Blutstrom-Pathogenen. In Europa rangiert sie auf Platz sieben der
krankheitserregenden Stoffe (Calandra et al. 2004).

3.4.5 Antitumorale Aktivitat von Crotamin

Es ist mittlerweile allgemein bekannt, dass viele antimikrobiellen Peptide zusatzlich eine
antitumorale Aktivitdt aufweisen (Hoskin et al. 2008). Der zu Grunde liegende
Mechanismus konnte dabei ebenfalls auf den meist kationischen Eigenschaften der
Molekiile basieren. (Findlay et al. 2010). Es wird angenommen, dass elektrostatische
Wechselwirkungen zwischen negativ geladenen Membranbestandteilen und positiv
geladenen AMPs die Hauptursache fir deren starke Bindung an die Plasmamembran sind,

und daher zur selektiven Zerstérung von Krebszellen fuihren (Papo et al. 2005).

Um die Toxizitdt von Crotamin gegenlber Krebszellen im Allgemeinen, sowie dessen
Effektivitat im Mausmodel gegen Melanome, zu untersuchen, wurden sowohl in vitro als
auch in vivo zahlreiche Untersuchungen durchgefuihrt (Pereira et al. 2011; Leon et al. 2011;
Macedo et al. 2015). Hierzu wurden unter anderem die Letalitdt von Crotamin auf die
Tumor-Zelllinien B16-F10 (murines Melanom), SK-Mel-28 (humanes Melanom) und Mia
PaCa-2 (humanes Pankreaskarzinom) in einem Konzentrationsbereich von 1-5 pg/ml
untersucht. Im Gegensatz zur Kontrolle (3T3, gutartige neoplastische murine Fibroblasten)
wirkte Crotamin fur alle untersuchten Zelllinien bei einer finalen Konzentration von 5 pg/ml
letal (Pereira et al. 2011).

Mithilfe von Crotamin, welches mit dem Farbstoff Cyanin 3 fluoreszenzmarkiert wurde
(Cy3-Crotamin), konnte auBerdem die Aufenthaltsdauer in Krebszellen bestimmt werden.
Da die Wirksamkeit von Medikamenten unter anderem durch die zelluldre Aufnahme und
Abgabe bestimmt wird, ist die jeweilige zelluldare Verweildauer von Crotamin fur die
Untersuchungen der antitumoralen Eigenschaften von hoher Bedeutung. In B16-F10-Zellen
konnte nach 20 Stunden noch 70 % des Fluoreszenzsignals von Cy3-Crotamin detektiert

werden. Dies spricht fir eine lange Retentionszeit von Crotamin (Pereira et al. 2011).
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Aullerdem wurde in Mdusen die selektive Penetration von Crotamin in Tumor-Melanom-
Zellen demonstriert. Hierbei konnte Crotamin vorwiegend innerhalb der Tumormasse, in der
den Tumor umgebenden nekrotischen Region, sowie in den sich schnell teilenden,
metastatischen Zellen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte in den umgebenden
normalen Zellen kein Crotamin nachgewiesen werden (Pereira et al. 2011; Nascimento et
al. 2012). Der Einsatz von Cy3-Crotamin machte es zudem mdglich, die metastatische
Invasion von B16-F10 Zellen in vivo zu verfolgen. Dies fihrt zu der Uberlegung,
Cy3-Crotamin als Marker (bildgebendes Mittel) fir Metastasen im lebenden Organismus

einzusetzen (Nascimento et al. 2012).

Des Weiteren konnte im Mausmodell die Verzégerung des Tumorwachstums nachgewiesen
werden. Hierzu wurden Mausen zundchst subkutan B16-F10-Zellen injiziert
(,,Tumorimplantation*) und Uber 21 Tage beobachtet. Bei gleichzeitiger Behandlung mit
Crotamin (1pg pro Tier und Tag) konnte eine signifikante Inhibition des Tumorwachstums
beziglich der Tumormasse beobachtet werden. AuRerdem fiihrte die Gabe von Crotamin zu
einer Verlangerung der Lebenszeit von B16-F10-Tumor tragenden Mausen (Nascimento et
al. 2012). Histologischen Untersuchungen, unter anderem an Leber und Niere, bestatigen,
dass Crotamin fur normale Zellen in den untersuchten Konzentrationen nicht toxisch ist.
Zudem konnte bei diesen Mausen auch kein, durch die Langzeitgabe von Crotamin
induzierter, immunotoxischer Effekt beobachtet werden (Pereira et al. 2011; Nascimento et
al. 2012).

3.4.6 Crotamin - ein zellpenetrierendes Peptid

Zellpenetrierende Peptide (CCPs — ,.cell penetrating peptides®) bilden eine eigene Klasse
bioaktiver Molekile, die auch als ,,protein transduction domains® (PTDs), ,,membrane
translocation sequences* (MTSs) oder trojanische Peptide bezeichnet werden. Sie sind stark
kationische, niedermolekulare Peptide, die sowohl reich an basischen, als auch an
hydrophoben Aminosauren sind (R und K bzw. bspw. P). Es handelt sich hierbei um kurze
Peptide, die in der Regel bis zu 40 Aminosauren lang sind und die Fahigkeit besitzen, in das
Innere der meisten Zellen zu gelangen (Kerkis et al. 2006; Milletti 2012).

Das Penetrationsvermdgen basiert auf der jeweiligen Aminoséuresequenz, der daraus
resultierenden Tertidrstruktur und den biophysikalischen Eigenschaften der Peptide. Die
Effizienz ist hierbei unter anderem von der L&nge des Peptidriickrats abhangig, wobei
Strecken von sechs bis acht Argininen-Resten das grote Internalisierungspotential zeigen
(Futaki et al. 2001; Suzuki et al. 2002).
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AuBerdem unterstiitzen sogenannte Nucleus-Lokalisierungs-Sequenzen (NLS - ,,nucleus
localization sequence®), welche reich an basischen Aminosduren sind, die Translokation der

CCPs zum Zellkern (Kalderon et al. 1984; Ragin et al. 2002).

Die zellpenetrierende Aktivitat von Crotamin

Die strukturellen Eigenschaften, sowie die Wirkungsweise von Crotamin, fuhrten zu der
Annahme, dass es, wie eine Vielzahl anderer als AMP Klassifizierter Peptide, eine
membranbeeinflussende Aktivitdt besitzt. Zundchst konnte hierzu fiir eine Vielzahl von
Zelltypen gezeigt werden, dass Crotamin ahnlich wie andere zellpenetrierende Peptide die
Fahigkeit zur Translokation ins Zellinnere besitzt (Kerkis et al. 2004). Im Gegensatz zu
diesen wurde jedoch bei Crotamin eine Praferenz fur (bzw. eine deutlich starkere
Anreicherung in) aktiv proliferierende Zellen beobachtet (Kerkis et al. 2004). Zudem konnte
gezeigt werden, dass Crotamin die lysosomale Membran permeabilisieren kann (Hayashi et
al. 2008). Die zellpenetrierenden Eigenschaften von Crotamin konnten in weiteren
Versuchen auch an Gewebeschnitten von Mausen bestétigt werden. Hierbei gelang es
zundchst, intraperitoneal injiziertes Cy3-Crotamin im Gewebe von Mausen nachzuweisen
(Leber, Skelettmuskeln, Rickenmark, Lunge und Niere) (Boni-Mitake et al. 2006;
Nascimento et al. 2007). Zudem konnte bei Tumorzellen die Translokation von Crotamin

ins Zellinnere gezeigt werden (Nascimento et al. 2012).

Neben den zelluldren Untersuchungen wurde Crotamin mit Hilfe kinstlicher Membranen
auch auf seine biophysikalischen Eigenschaften untersucht (Sieber et al. 2014; Kaltenbach
et al. 2014). So konnte mit Hilfe einer Filmwaage gezeigt werden, dass Crotamin selbst in
der Lage ist, Monolayer auszubilden. Dies entspricht seinem amphiphatischen Charakter und
unterstitzt die Annahme, es konne direkt mit den ebenfalls amphiphilen Lipiden von
Biomembranen interagieren. In weiteren Versuchen konnte zudem der Einbau von Crotamin
in Lipidmonolayern nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde im Rahmen dieser Arbeiten
mit Hilfe von elektrophysiologischen Messungen an kinstlichen Bilayern die Fahigkeit von

Crotamin zur Porenbildung gezeigt (Abb. 9).

Auf Grund seiner strukturellen Eigenschaften ist Crotamin als Monomer jedoch nicht zur
Ausbildung von Poren in der Lage. Da aber bereits in Wasser seine Tendenz zur Bildung
von Oligomeren gezeigt werden konnte (Hampe 1989), wird davon ausgegangen, dass sich
Crotamin zundchst an die Membran anlagert, dort oligomerisiert und so letztlich Poren
ausbildet (Sieber et al. 2014).
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Abb. 9: Porenbildung von Crotamin
[\ ‘ 70 in planaren Bilayern.
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- 2014).
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In Versuchen an kiinstlichen Vesikeln konnte aulerdem gezeigt werden, dass die F&higkeit
von Crotamin zur Permeabilisierung von Membranen von der Lipidkomposition,
beziehungsweise der Ladung der Membran, abhangig ist (Costa et al. 2014). Demnach wird
das Potential zur Permeabilisierung durch negativ geladenen Lipide erhoht und ist bei

Membranen, die Cholesterin enthalten, herabgesetzt.

Wie auch andere CCPs, konnte Crotamin in einigen Experimenten zudem im Zellkern
nachgewiesen werden. Dort bindet es wahrend der Zellteilung an Chromosomen und
Centriolen. Seine Bindung beruht vermutlich auf seiner positiven Ladung und den
elektrostatischen Wechselwirkungen (,,non cooperatively*) mit der negativ geladenen DNA.
Die hohe negative Ladung der DNA hat hierbei ihren Ursprung in den vielen, negativ
geladenen Phosphaten des ,,Rlckgrats“ der Doppelhelix (Radis-Baptista et al. 2011; Chen
et al. 2012). Diese Eigenschaft wird wiederum genutzt, um Metaphasenchromosomen mit
fluoreszenzmarkiertem Crotamin zu farben. Das daraus resultierende spezifische Muster
unterscheidet sich von jenen, die beim Einsatz der tblichen DNA-interkalierenden
Farbstoffen entstehen (und bspw. zur Giemsa-Bénderung fuihren) oder bei der Verwendung

anderer Fluoreszenzfarbstoffe wie DAPI erzeugt werden (Kerkis et al. 2004).

AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Crotamin in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu
passieren. Hierbei gelang es fluoreszenz-, sowie radioaktiv- markiertes Crotamin im Gehirn
von Mé&usen nachzuweisen (Boni-Mitake et al. 2006 bzw. Blumling 111 et al. 2012). Es wird
angenommen, dass fiir dessen Transzytose der im Folgenden beschriebene dreistufige
Prozess ablauft (Blumling Il et al. 2012; Lange 2012):
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Zunéchst bindet Crotamin an der luminalen Seite der endothelialen Zellmembran und wird
mittels Endozytose internalisiert. Der Bindungsprozess wird hierbei durch die kationischen
Eigenschaften von Crotamin, sowie durch die negativ geladenen Molekiile der endothelialen
Membran, wie bspw. Chondroitin- (ein Polysaccharid) und Heparansulfat, gefdrdert.
AnschlieRend erfolgt die Diffusion durch das Zytoplasma und letztlich die Externalisierung
aus den Endothelzellen mittels Exozytose. Die Prozesse stimmen hierbei mit dem zuvor
beschriebenen Mechanismus flr die intrazellulare Penetration von Crotamin Uberein
(Nascimento et al. 2007).

Crotamin als Transportmolekil

Eine weitere bekannte Eigenschaft vieler CCPs ist die Fahigkeit, sowohl in vivo als auch in
vitro biologisch aktive Molekiile in die Zelle befordern zu kdnnen. Die Mehrheit der CPPs
zeigt hierbei allerdings keine Zellspezifitat (Sarko et al. 2010). Im Gegensatz dazu zeigt
Crotamin selbst in seiner Funktion als Transportmolekil eine Spezifitat fur aktive
proliferierende Zellen (Hayashi et al. 2008; Nascimento et al. 2007). Diese Besonderheit
kann zur effizienten und selektiven Transfektion von proliferierenden Zellen, wie bspw.
Stammzellen oder Krebszellen, genutzt werden. Crotamin hat zudem nur einen geringen
Einfluss auf die Viabilitat der Zellen. Die Transfektion mit Hilfe von Crotamin unterscheidet
sich daher deutlich von den klassischerweise genutzten Prozeduren, wie beispielsweise der
Elektroporation, die bei ca. 90 % der Zellen zum Tod flhrt (Gehl 2003).

Crotamin ist hierbei nicht nur in vitro, sondern auch im lebenden Organismus als
Transportmolekil einsetzbar (Nascimento et al. 2007). Nascimento et al. untersuchten, ob
mit Hilfe von Crotamin die Transfektion von Plasmid-DNA mdglich ist. Hierfur haben sie
zunachst gezeigt, dass Crotamin in wassriger Losung Komplexe mit Plasmid-DNA bilden
kann. Um nun die Moglichkeit der in vivo Transfektion zu tberpriifen, injizierten sie Mausen
Plasmid-DNA, auf welcher eGFP codiert ist, gemeinsam mit Crotamin in die freie
Bauchhohle. Im Anschluss konnten sie das Fluoreszenzsignal von eGFP unter anderem in

den Riickenmarkszellen detektieren, und somit die erfolgreiche Transfektion nachweisen.

Der beobachtete relative Anteil an fluoreszierenden Zellen von 10 bis 20 % entspricht dem
in der Literatur beschriebenen Anteil von proliferierenden Zellen im Riickenmark und
bestatigt somit die Spezifitdat von Crotamin (Nascimento et al. 2007). Letztlich bestétigen
diese Beobachtungen die, zuvor schon in vitro beschriebene, Selektivitat von Crotamin

bezlglich aktiv proliferierender Zellen (Kerkis et al. 2004; Hayashi et al. 2008).
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3.5 Antimikrobielle Peptide (AMPS)

Die Klasse der antimikrobiellen Peptide umfasst ein breites Spektrum an kleinen Peptiden.
Sie sind als sogenannte ,,host defence peptides® (HDPs) unter anderem fiir die adaptive
Immunantwort relevant und quer durch das evolutionédre Spektrum vorzufinden (Yeaman et
al. 2003; Yount et al. 2006). Hierbei unterscheiden sich AMPs in ihrer Wirkungsweise und

spielen in einer Vielzahl zellularer Prozesse eine Rolle (Abb. 10).

Drug Delivery
Vektor

mitogener

Wirkstoff Signalmolekiil

innitiale
Immunantwort

Adaptive
Immunantwort

antitumor kontrazeptifer
Wirkstoff Wirkstoff

Immun-
modulatorischer
Wirkstoff

Abb. 10: Schematische Darstellung der vielfaltigen Wirkungsweisen von antimikrobiellen Peptiden
(Pushpanathan et al. 2013).

Auf Grund ihrer Aminosaure-Komposition und Struktur werden sie in finf Untergruppen
eingeteilt (Brogden 2005):

a) Anionische Peptide

b) Lineare kationische a-helikale Peptide

c) Kationische Peptide, bei welchen bestimmte Aminoséuren Uberreprésentiert sind
(Prolin-reich, Histidin-reich, etc.)

d) Anionische und kationische Peptide, die Cysteine enthalten und Disulfidbriicken
ausbilden

e) Anionische und kationische Peptidfragmente aus gréRReren Proteinen
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Die mittlerweile knapp tausend bekannten AMPs variieren stark in ihrer Grol3e (zwischen 6
und 59 AS) und Sequenz. Hinsichtlich ihrer Sekundérstruktur unterscheiden sich die AMPs
in ihrer Komplexitdt, wobei in der Regel ihre biologische Aktivitdt mit Grole und
Komplexitat der Struktur zunimmt. Die jeweilige Aminosaurekomposition definiert hierbei
zunachst die Ladungsverteilung innerhalb des Peptids, sowie das Verhaltnis zwischen
hydrophoben und geladenen Aminoséuren (Hydrophobizitat normalerweise > 50 %). Daraus
ergibt sich die Loslichkeit in Wasser, sowie die Fahigkeit, mit Lipiddoppelschichten zu
interagieren. Auerdem fallt auf, dass AMPs auf Grund der dreidimensionalen Verteilung
der hydrophoben und geladenen Aminoséuren héaufig einen amphiphilen Charakter
aufweisen (Bulet et al. 2004; Brogden 2005).

Hinsichtlich des jeweiligen Wirkungsmechanismus unterscheiden sich die einzelnen
Peptide. Das genaue Verstandnis fur die hierbei stattfindenden Prozesse steht erst am
Anfang. Generell ist jedoch die Assoziierung an und die Interaktion mit der Zellmembran
die Schlusselfahigkeit der AMPs. Die Fahigkeit zur Membranpermeabilisierung ist
allerdings nicht zwingend notwendig (Brogden 2005).

Der erste Schritt in der Wirkungsweise der AMPs ist jedoch stets die sogenannte Attraktion.
Sie beruht zumeist auf der elektrostatischen Anziehung zwischen den Peptiden und der
Zellmembran. Im nédchsten Schritt wechselwirken die AMPs mit der Zelloberflache und
binden an diese. Die Assoziation an die Zellmembran erfolgt hierbei zunéchst in
Abhangigkeit von Ladung und Polaritat der AMPs, sowie auf Grund von elektrostatischer
Anziehung, beziehungsweise elektrochemischer Krafte wie dem Membranpotential, der
Ladung der Kopfgruppen von Membranlipiden, sowie der Zelloberflachenmolekiile (z. B.
Membranproteine, Lipopolysaccharide). Zusatzlich sind aber auch spezifischen
Wechselwirkungen mit bestimmten Rezeptoren bekannt.

Einmal mit der Plasmamembran in Kontakt, gibt es vielfaltige Mechanismen, tiber welche
die AMPs die Zellen beeinflussen konnen. So kann die Toxizitat eines AMPs einerseits
ausschlieBlich auf membranbeeinflussenden Effekten beruhen. Hierzu gehért die
Reorganisation (Raftbildung) und Ausdinnung der Lipiddoppelschicht, sowie eine lokale
Ladungsanderung bis hin zur Depolarisation der Plasmamembran. Es kann aber auch zur
Porenbildung oder Perforation der Zellmembran und somit zum Verlust der Zellhomoostase

kommen.
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Fur die, dieser Wirkungsweise zu Grund liegenden, Mechanismen sind in der Literatur
verschiedene Modelle beschrieben. In allen liegen die Peptide bis zum Erreichen einer
gewissen Schwellenkonzentration auf der Membran auf und dringen dann selbststandig in
diese ein. In Folge dessen kann es zur Perforation der Membran kommen. Hierfiir sind
unterschiedliche Mechanismen in der Diskussion, wobei man zwischen den folgenden
Modellen unterscheidet (Abb. 11, Nguyen et al. 2011):

Nach dem Erreichen der Schwellenkonzentration bilden sich beim ,,barrel stave”-Model
Poren, die ausschliel3lich mit Peptid ausgekleidet sind. Im Gegensatz dazu sind die Poren
nach dem ,,toroidal pore”-Model in unterschiedlich starker Ordnung von Peptid und Lipid
ausgekleidet. Im sogenannten ,,carpet”-Model 16sen die Peptide die Membran und bilden
gemeinsam mit den Lipiden mizellenartige Strukturen aus. Demnach bilden sich bei diesem

Modell keine definierten Poren aus, sondern die Peptide 16sen und perforieren die Membran.
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Abb. 11: Mdgliche Ereignisse, die dem ersten Kontakt eines AMPs mit der bakteriellen Plasmamembran
folgen (wobei die einzelnen Effekte nicht notwendigerweise einzeln auftreten) (Nguyen et al. 2011).
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AuRerdem kann die Anwesenheit der Peptide die Dicke des Bilayers beeinflussen, oder die
Lipidverteilung innerhalb der Membran verdndern. Dies kann wiederum eine
Doméanenbildung (Raftbildung) in der Umgebung des Peptids verursachen. In spezifischeren
Fallen kdnnen sich auch “non-bilayer”-Intermediate bilden. Dabei lagern sich die Peptide in
die Membran ein, wobei sie von der Lipiddoppelschicht umschlossenen sind. Der Kontakt
von AMPs mit der Plasmamembran kann zudem die Oxidation von Phospholipiden férdern,
oder durch die Kopplung an kleine Anionen auf der zytosolischen Seite zum Ausfluss der

Anionen fihren.

Daruber hinaus kann die extrazellulare Anh&ufung von Peptiden die Oberflachenladung und
in Folge dessen das Membranpotential beeinflussen. Dies kann einerseits ohne weitere
Schéden geschehen  (nicht-lytische  Depolarisation).  Andererseits kann  das
Membranpotential so weit angehoben werden, dass die Membran voribergehend fir einige

Molekiile, einschlieBlich der Peptide selbst, permeabel wird (Elektroporation).

Die antimikrobielle Wirkung eines Molekiils kann aber auch die Folge zytoplasmatischer
Effekte sein. AMPs konnen hierzu in Folge der Membranpermeabilisierung, oder
unabhéngig davon mittels Endozytose oder ,einfacher Penetration, ins Zytoplasma
gelangen. Einmal in der Zelle, sind die intrazelluldaren Wirkungsmechanismen vielseitig und
kdnnen sowohl einzeln, als auch gleichzeitig oder aufeinander folgend, auftreten. So konnten
beispielsweise das Ausfallen intrazelluldarer Komponenten, eine gestorte (zytoplasmatische)
Septumbildung im Zellzyklus und das Binden an die DNA beobachtet werden. Zudem
fuhren einige AMPs zur Inhibition der Synthese von Nukleinséduren, Proteinen und

Zellwand, sowie von anderen enzymatischen Aktivitaten (Brogden 2005).

3.6 Die Lipidkomposition von Biomembranen

Die Lipidkomposition der Plasmamembran von unterschiedlichen Zelltypen und besonders
von Zellen aus den unterschiedlichen Reichen (bspw. Eukaryoten und Prokaryoten, Tiere
und Pflanzen) ist verschieden. Den groRten Anteil der Membranlipide machen die
sogenannten Phospholipide aus. Man unterscheidet dabei zwischen Phosphoglyceriden und

Sphingo(-glyko-)lipiden.

Die einzelnen Lipide unterscheiden sich in der Lange, Sattigung und Art der Verknupfung
der Kohlenwasserstoffketten, sowie anhand ihrer unterschiedlichen Kopfgruppen. Die

Molekulstruktur bestimmt dabei sowohl die geometrische Form des Lipids, als auch dessen
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physikochemischen Eigenschaften. Je nach benétigten Eigenschaften ist daher die

Verteilung der Lipide in den verschiedenen Membranen unterschiedlich.

So besteht beispielsweise die extrazellulare Seite von tierischen Plasmamembranen
hauptsachlich aus den cholinhaltigen Lipiden Phosphatidylcholin und Sphingomyelin. Auch
Glykolipide sind vorwiegend auf der extrazelluldren Seite der Plasmamembran zu finden.
Dagegen befinden sich die meisten Lipide mit negativ geladener Kopfgruppe (bspw.
Phosphatidylserin), sowie der groRte Anteil an Phosphatidylethanolamin auf der

intrazellularen Seite (Jamieson et al. 1977; Zachowski 1993).

Ein weiteres Beispiel ist die Plasmamembran von aktiv proliferierenden Zellen wie Stamm-
und Krebszellen. Sie ist meist negativer geladen als die Membran von seneszenten Zellen.
Dies liegt zum Teil an der Zunahme von negativ geladenen Oberflachenmolekilen (z.B.
Heparansulfat), aber auch an einer veranderten Lipidkomposition der Membran (Utsugi et
al. 1991; Dobrzynska et al. 2005; Echard et al. 2014). Wahrend die Aufllenseite der
Plasmamembran normalerweise vorwiegend zwitterionische Lipide wie Sphingomyelin und
Phosphatidylcholin beinhaltet, enthalt sie bei sich teilenden Zellen einen erhéhten Anteil an

Lipiden mit negativ geladener Kopfgruppe.

Des Weiteren unterscheiden sich die Lipidkompositionen von Membranen in ihrer
Cholesterinkonzentration. Cholesterin kommt dabei ausschliellich in Membranen tierischer
Zellen vor. Die jeweilige Cholesterinkonzentration variiert allerdings stark und kann bis zu
50 % ausmachen. Dagegen sind die Membranen von Pflanzen, niederen Eukaryoten und
Bakterien cholesterinfrei (Jamieson et al. 1977; Sackmann 1995).

Auch innerhalb einer Zelle unterscheiden sich die Lipidkompositionen der verschiedenen
Membranen (Plasmamembran und Membranen der Organellen). Hinsichtlich der
Cholesterinkonzentration sind beispielsweise groRe Unterschiede festzustellen. Die hochste
Konzentration herrscht in der Plasmamembran. In dieser befinden sich 40 bis 90 % des
Cholesterins einer Zelle. Dagegen haben die Membranen des endoplasmatischen Retikulums
und der Mitochondrien nur eine geringe, die Membran des Golgiapparats eine mittlere
Cholesterinkonzentration (Jamieson et al. 1977; Yeagle 1985; Sackmann 1995; van Meer et
al. 2008; van Meer et al. 2010).
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3.7 Der Einfluss von Cholesterin auf die biophysikalische

Eigenschaften von Membranen
Cholesterin beeinflusst die biophysikalischen Eigenschaften von Membranen auf
unterschiedliche Art und Weise. Sein Einfluss beruht sowohl auf den Wechselwirkungen mit
anderen Membranlipiden, als auch auf der Interaktion mit Membranproteinen und dem
umgebenden waéssrigen Milieu. Einen wesentlichen Anteil haben dabei die
Wechselwirkungen zwischen Cholesterin und den Phospholipiden der Membran (Yeagle
1985; Ohvo-Rekild et al. 2002).

Cholesterin ist ein polycyclischer Alkohol, gehort zur Gruppe der Steroide und ist ein relativ
starres und planares Molekil. Es besteht aus vier Kohlenwasserstoffringen mit einer
Hydroxygruppe am C3-Atom des ersten Rings und einer endstdndigen
Kohlenwasserstoffkette (KW-Kette). Cholesterin ist daher vorwiegend hydrophob, besitzt
aber durch seine Hydroxygruppe einen polaren Kopf. Es hat deshalb einen amphiphilen
Charakter (Abb. 12B und C).

Phospholipide bestehen im Wesentlichen aus der tiber ein Phosphat verknipften Kopfgruppe
(bspw. Cholin) und den uber ein Glycerin, beziehungsweise Sphingosin, gebundenen
Kohlenwasserstoffketten. Die Kopfgruppe kann dabei geladen oder neutral sein. Auf Grund
der Ladungsverteilung zwischen Kopf und Phosphat ist sie aber zumindest elektrisch immer

als Dipol zu betrachten.

Im Gegensatz zu Cholesterin haben Phospholipide einen relativ grof3en polaren Teil. Dieser
besteht aus Kopfgruppe und Phosphat, sowie bei Phosphoglyceriden aus den
Carboxygruppen, beziehungsweise bei Sphingolipiden aus der Carboxy- und der
Amidgruppe, tUber welche die KW-Ketten verknipft sind. Den unpolaren Teil bilden jeweils
die beiden Kohlenwasserstoffketten (Abb. 12A und C).
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Abb. 12: Molekilstruktur von Cholesterin und Phosphatidylcholin. (A) 1-stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (SOPC) (B) Cholesterin (5-cholesten-3B-ol) (C) ,ball and stick’-Reprasentation der beiden
Molekule (Ohvo-Rekila et al. 2002).

Lagert sich Cholesterin in die Membran ein, so verandert es durch unterschiedliche
Wechselwirkungen mit den Phospholipiden die Eigenschaften der Membran. Einerseits
spielen hierbei hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle. So kann Cholesterin tber Van-
der-Waals-Krafte mit den KW-Ketten der Phospholipide interagieren. Auf Grund der starren
und planaren Konformation von Cholesterin fihrt dies zu einer geringeren
Wahrscheinlichkeit fiir eine trans-gauche-lsomerisation in den KW-Ketten. Die Folge sind
eine verringerte Bewegungsfreiheit der KW-Ketten und eine dadurch insgesamt hohere
Ordnung der Lipide innerhalb der Membran (Stockton et al. 1976; Yeagle 1985; Davies et
al. 1990; Mouritsen et al. 1994; Ohvo-Rekild et al. 2002). Dies hat zunéchst eine geringere
Bewegungsfreiheit der Lipide innerhalb der Membran zur Folge und fiihrt deshalb zu
weniger fluiden Membranen (Yeagle 1985; Needham et al. 1990).
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Gleichzeitig nehmen die KW-Ketten der Phospholipide in der trans-Konformation weniger
Raum ein. Die relative Flache, welche ein Phospholipid in der Membran einnimmt, wird
dadurch kleiner. Demnach sind Membranen, die Cholesterin beinhalten, dichter,
beziehungsweise kondensierter (Smondyrev et al. 1999; Berkowitz 2009; Daly et al. 2011).

Wird die Ordnung der Phospholipide erhoht, so fuhrt dies auRerdem zu langeren KW-Ketten
(weil trans-Konformation) und dadurch zu etwas dickeren Membranen (Mclntosh 1978).
Cholesterin entspricht in etwa der Lange einer KW-Kette aus 17 Kohlenstoffatomen. Bis zu

dieser Kettengrofie werden Membranen durch die Insertion von Cholesterin dicker.

Dagegen fuhrt Cholesterin in Membranen, die Phospholipide mit KW-Ketten aus 18 und
mehr Kohlenstoffatome enthalten, zu etwas diinneren Membranen. Bei dieser Lange ragen
die Enden der KW-Ketten tiber das Cholesterinmolekul hinaus. Sie kdnnen sich daher relativ
frei bewegen und tGber Konformationsanderungen den freien Raum ausfillen. Dabei werden
die KW-Ketten allerdings auch etwas kirzer (Mcintosh 1978). In der Natur bestehen die
KW-Ketten der meisten Phospholipide aus mindestens 18 Kohlenstoffatomen, weshalb

Cholesterin dort vermutlich eher zu diinneren Membranen fiihrt.

Des Weiteren wird durch Cholesterin die Permeabilitdt einer Membranen herabgesetzt
(Yeagle 1985). Einerseits hat die Bewegungsfreiheit der KW-Ketten einen direkten Einfluss
auf die Permeabilitat einer Membran. Da die trans-gauche-Isomerisation der KW-Ketten
Rotationsbewegungen verursacht, stort sie die Ordnung der KW-Ketten zueinander.
Dadurch bilden sich innerhalb der Membran Phasengrenzen aus. Diese ermdoglichen es
Molekiilen, etwas einfacher in die Membran einzudringen, beziehungsweise diese zu
passieren. Da die Bewegungsfreiheit der KW-Ketten in cholesterinhaltigen Membranen

herab gesetzt ist, sind diese weniger permeabel.

Andererseits beruht die herabgesetzte Permeabilitat auf einer, im Kern der Membran
groReren, Hydrophobizitat. Cholesterin lagert sich zwischen den Phospholipiden der
Membran ein und erhéht dadurch die Ordnung der Lipide. In der Folge ist die Dichte der
Lipide im hydrophoben Bereich der Membran groRer und somit die Hydrophobizitat der
Membran insgesamt erhoht. Aullerdem wird der hydrophobe Bereich der Membran

zusatzlich durch die Hydroxygruppe von Cholesterin abgeschirmt.
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Neben den hydrophoben Wechselwirkungen treten aber auch polare Wechselwirkungen
zwischen den Phospholipiden und Cholesterin auf. Diese beruhen unter anderem auf der
Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen der Hydroxygruppe von Cholesterin und den
polaren Gruppen des Phospholipids. Dazu gehdren die Carboxy- und Amidgruppen der KW-
Ketten, sowie das Phosphat und die anderen polaren Teile der Kopfgruppe (Boggs 1987).

AuRerdem kann durch die Insertion von Cholesterin der Abstand zwischen den Kopfgruppen
der Phospholipide vergroRert werden. Dadurch werden die Wechselwirkungen zueinander,
wie beispielsweise Dipol-Dipol Interaktionen, reduziert. AuRerdem &ndern sich dadurch
deren Bewegungsfreiheit und Orientierung in der Membran (zusammengefasst in Yeagle et
al. 1977).

Dies beeinflusst wiederum die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den
Kopfgruppen, sowie deren Interaktion mit dem umgebendem Medium und den sich darin
befindenden lonen und Molekilen. So fiihrt die Insertion von Cholesterin beispielsweise
dazu, dass Wassermolekile tiefer in die Membran eindringen kdnnen (Jendrasiak et al.
1974). Des Weiteren konnte gezeigt werde, dass durch Cholesterin die Bindung von
Natriumionen an die Kopfgruppen der Phospholipide herabsetzt werden kann. Die Folge ist

eine geringere Oberflachenladung der Membran (Magarkar et al. 2014).

Die Affinitdt der unterschiedlichen Phospholipide zu Cholesterin ist verschieden. Die
hdchste Affinitdt besitzen Sphingomyeline. Dagegen ist die zu Phosphatidylcholin deutlich
geringer und die zu Phosphatidylethanolamin am geringsten (van Dijck 1979; Needham et
al. 1990). Neben den Kopfgruppen hat die L&nge und Sattigung der Kohlenwasserstoffketten
Einfluss auf die Affinitat der Phospholipide zu Cholesterin. So fuhren die Doppelbindungen
in den KW-Ketten ungesattigter Lipide zu Knicken. Diese verringern die raumliche Néhe
der KW-Ketten zu Cholesterin und fihren dadurch zu schwacheren hydrophoben
Wechselwirkungen (McMullen et al. 1993). Die Affinitat der Phospholipide zu Cholesterin
ist daher umso groRer, je héher die Sattigung der KW-Ketten ist (Mclntosh 1978; Yeagle
1985; Needham et al. 1990; Smaby et al. 1994; Silvius 2003).

Bei langen KW-Ketten wird die Affinitat zu Cholesterin zudem durch die Bereiche, welche
nicht in direktem Kontakt zu Cholesterin stehen, beeinflusst. Diese kénnen die hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Cholesterin und Lipid unter anderem durch unterschiedliche

Konformationen am Ende der KW-Ketten beeinflussen.
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Eine Folge der unterschiedlich starken Affinitat von Cholesterin ist die Clusterung von,
beziehungsweise Raftbildung aus, bestimmten Lipiden innerhalb der Membran. So fiihrt
Cholesterin zum Beispiel in Membranen, die aus Sphingomyelin und Phosphatidylcholin
bestehen, zur Bildung von Doménen, welche vorwiegend Sphingomyelin und Cholesterin
enthalten. Dagegen ist in anderen Bereichen der Anteil an Phosphatidylcholin deutlich
groRer und die Cholesterinkonzentration vergleichsweise gering (Snyder et al. 1980; Mattjus
et al. 1996; Simons et al. 1997; Brown et al. 2000; Crane et al. 2004; Marsh 2009; Heberle
etal. 2011; Ando et al. 2015).

3.8 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Einzelkomponenten des Gifts der stidamerikanischen
Klapperschlange Crotalus durissus terifficus zu untersuchen. Die in dieser Arbeit
verwendeten Methoden wurden hierfur zundchst in der Arbeitsgruppe etabliert und im

Anschluss fur die Isolierung und Charakterisierung einzelner Komponenten verwendet.

Zuné&chst wurden einzelne Bestandteile des Gifts mit Hilfe einer HPLC-Apparatur isoliert.
Im Weitern wurden die isolierten Komponenten auf GroRe und Reinheit Gberpriift und durch
massenspektrometrische Untersuchungen identifiziert. Anschlieend wurden die membran-
und zellbeeinflussenden Eigenschaften von ausgewahlten Komponeten charakterisiert. Der
Fokus lag dabei auf der Wirkungsweise von Crotamin. Hierbei wurde der Einfluss
verschiedener Lipidkompositionen auf die membranbeeinflussenden Eigenschaften von
Crotamin anhand artifizieller Membranen untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf dem
Einfluss der Cholesterinkonzentration von Membranen. Die Wirkungsweise von Crotamin
wurde dazu mit Hilfe einer Filmwaaage an Monolayern, sowie mittels fluoreszenzoptischer
Messungen an kinstlichen Vesikeln, beobachtet. Zudem wurde die Wirkung von Crotamin

an lebenden Zellen untersucht.
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4  MATERIAL

4.1 Allgemeine Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von hochster Reinheit (,,pro analysi) und wurden,

soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Sigma-Aldrich (Taufkirchen bei Munchen),

Biochrom (Berlin) und Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.

4.2 Substanzen, Puffer, Losungen und Verbrauchsmaterial

Name

Zusammensetzung /
Bezugsquelle

Puffer A fur RP-HPLC

0,1 % TFA in dH20

Puffer B fur RP-HPLC

0,1 % TFA in Acetonitril

DPBS bzw.
DPBS modifiziert (ohne Mg?*und Ca?')

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gradienten-Gele:
,Mini-PROTEAN® Tris-Tricine" - Fertiggele
(20 — 20 %, 30 pbh

Bio-Rad, Miinchen

Tris-Tricine SDS-Puffer (10x Konzentrat)

Bio-Rad, Miinchen

Probenpuffer: ,Tricine Sample Buffer”

Bio-Rad, Miinchen

Proteinstandard:
,Prestained Proteinmarker Precision Plus Protein™*

Bio-Rad, Miinchen

Roti®-Quant (5x Konzentrat)

Carl Roth, Karlsruhe

DOPC Avanti Polar Lipids, Alabaster
(AL, USA)
Asolektin Sigma Aldrich, Taufkirchen

Cholesterin (Filmwaage)

Avanti Polar Lipids

Cholesterin (Vesikel)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

DPH

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Fura 2-AM

Sigma Aldrich, Taufkirchen

96-Wellplatten fir Vesikel:
Microfluor® 1Black — Flat Bottom Microtiter® Plates

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (MA, USA)

96-Wellplatten fir Zellkultur: SensoPlate™ Plus

Greiner bio-one,
Frickenhausen

Zellkulturflaschen: TC-Flasche T25 (Stand, Bel. Ka.)

Sarstedt, Numbrecht

Gift der Crotalus durissus terrificus

uber Frau Prof. Vera Maura
Fernandes de Lima, von einer
Schlangenfarm in Brasilien

4.3 Zelllinie und Medien der Zellkultur

Medium Zusammensetzung / Bezugsquelle
5mM KCI
130 mM NacCl
2 mM CaCl,
: 1,2mM MgSO4
Krebs-Ringer-Hepes-Puffer (KRH) 1.2mM  KHoPOs
6 mM D-Glukose-Monohydrat
25 mM HEPES
2 pH 7,4 (eingestellt mit NaOH)

DMEM/Ham’s F12 (Flussigmedium)

Biochrom, Berlin
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Penicillin/Streptomycin (10* U/ul / 10* pg/ul)

Biochrom, Berlin

Fetales Kélberserum (FCS)

Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA

Biochrom, Berlin

Zelllinie

Zelltyp

Bezugsquelle

SH-SY5Y (ACC-209)

Neuroblastom

DSMZ, Braunschweig

4.4 Gerate
Allgemeine Gerate
Gerat Modell Hersteller
. HP Medizintechnik,
Autoklav Varioklav 25T OberschleiRheim

Mono-Destillierapparat

2004

GFL, Burgwedel

Pipettensatz

Research und Reference

Eppendorf, Hamburg

Automatische 8-Kanal

Anwendungsgebiete

Megafuge 1.0 R

Megafuge 3 S-R

Mehrfachpipette 50-12004l Sartorius, Gottingen

Photometer Bio Photometer Eppendorf, Hamburg
Z 233 M-2 Hermle, Wehingen

Tischzentrifugen aller Minispin Eppendorf, Hamburg
Laborfuge Ae

Heraeus, Hanau

Heizblock fir
Eppendorfgefalie

Thermostat 5320

Eppendorf, Hamburg

Vakuumpumpe (fir
Rotovac bzw. SpeedVac)

Chemie-Membranpumpe
MD 4C

Vacuubrand, Wertheim

SVC 100 H

mit Steuerung CvC2

Reagenzglasschiittler Reax top Heidolph Instruments,

Wipptisch Duomax 1030 Schwabach

: AG245 .
Feinwaagen AT201 Mettler Toledo, Giesen
Plattenleser PHERAstar FS BMG Labtech, Ortenberg
HPLC
Geratetyp Produktname Hersteller

Acta Purifier 10

HPLC + Frac 950 GE Healthcare

RP-Saule Protein & Peptide C18 Grace™, Columbia (MD,
(Vydac™218TP 5415) USA)

SpeedVac SpeedVvac concentrator Savant, New York (USA)

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gerat

Modell

Hersteller

Laufkammer

Mini-PROTEAN® Tetra
System

Bio-Rad, Miinchen

Netzteil

PowerSupply 100/500
PowerPac™ HC

Bio-Rad, Miinchen

Heizblock fur
EppendorfgefalRe

Thermostat 5320

Eppendorf, Hamburg

Dokumentationssystem

D90

Nikon, Disseldorf
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Filmwaage
Geratetyp Produktname Hersteller
Filmwaage KN-3001 Biolin Scientific, Espoo (FIN)

Luftdruck-gedamptfter,

schwingungsfreier Tisch

7900085 000

Integrated Dynamics Engineering,
Raunheim

Wasserperfusion zur

} FP50 HC Julabo, Seelbach
Temperierung
Pumpe - Eigenanfertigung
Vesikelherstellung
Gerét Modell Hersteller
Temperierbares : :
Ultraschallbad Transsonic 660H Elma, Singen
Rotovac Laborota 4001-efficient | Heidolph Instruments, Schwabach

DLS

W130i

Avid Nano, High Wycombe (GBR)

Préazisionskivette 105.252-QS Hellma, Mullheim
Zellkultur
Gerétetyp Produktname Hersteller
. Thermo Fischer Scientific, Waltham

Sterilbank HERAguard - HPH 12 (MA, USA)

Wasserbad 1002 GFL, Burgwedel

Brutschranke verschiedene Modelle Binder, Tuttlingen

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena

45 Software

Anwendungsgebiet

Name der Software

Hersteller

Textbearbeitung Office 2013 Microsoft Corporation
Literaturverwaltung | Citavi 5 Swiss Academic Software
Bildbearbeitung Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems Incorporated
Proteinsequenzen Geneious R6 Biomatters
Filmwaage KSV NIMA LB Biolin Scientific
DLS i-Size Avid Nano

PHERASstar BMG Labtech

Plattenleser

MARS PHERAstar Data Analysis

BMG Labtech

HPLC UNICORN 4.12 GE Healthcare
Darstellung und Exel 2013 Microsoft Corporation
Auswertung der Prism 5 GraphPad Software
Messdaten Origin 9 OriginLab Corporation

4.6 Datenbanken

Name der Datenbank

Adresse

PubMed

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

ScienceDirect

http://www.sciencedirect.com/

UniProtKB (“universal protein knowlegebase®)

http://www.uniprot.org/
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5 METHODEN

5.1 Gewinnung der Einzelkomponenten

Fur die Isolierung der einzelnen Bestandteile aus dem Gesamtgift von Crotalus durissus
terrificus wurde das kristallisierte Gift zundchst in Phosphatpuffer (DPBS-) gel6st und
anschlieBend mit Hilfe der ,,Reversed-Phase-High-Pressure-Liquid-Chromatographie*

(RP-HPLC) in seine Einzelkomponenten fraktioniert.

Bei der Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC) handelt es sich um eine Technik der
Saulenchromatographie, bei welcher ein Substanzgemisch unter Druck (ber eine Sdule
gespult wird. Dabei werden die Komponenten in Abhdngigkeit vom Sdaulenmaterial, sowie
dem verwendeten Losungsmittel, aufgetrennt. Durch die aufeinander folgende Verwendung
mehrere Verfahren mit unterschiedlichen Trennkriterien (bspw. zuerst nach GroRe mit Hilfe
der Gelfiltration und im Anschluss nach Hydrophobizitdt mittels RP-HPLC) kann die
Wahrscheinlichkeit erhéht werden, die Einzelkomponenten sauber zu isolieren.

In der vorliegenden Arbeit war es mdoglich, die untersuchten Einzelkomponenten
ausschlieBlich mittels RP-HPLC in ausreichender Reinheit zu isolieren. Bei diesem
Verfahren erfolgte die Trennung der Molekile in Abhédngigkeit der jeweiligen
Hydrophobizitat und der daraus resultierenden Bindungsstarke zum Saulenmaterial. Das zu
trennende Gemisch wurde zunéchst mit Hilfe eines hydrophilen Lésungsmittels (Puffer A)
auf die Sdule gewaschen und an diese gebunden. Im Anschluss wurde der Anteil des
hydrophoben Lésungsmittels (Puffer B) langsam erhéht. Je nach Bindungsstarke l6sten sich

dabei die einzelnen Bestandteile nacheinander wieder von der Saule.

Im verwendeten Trennverfahren wurde das in DPBS- geloste Gesamtgift zunachst in
Puffer A (0,1 % TFA in dH20) auf eine C18-S&ule gewaschen. Im Anschluss wurde ein
Losungsmittel-Gradient etabliert, bei welchem der Anteil von Puffer B (0,1 % TFA in
Acetonitril) schrittweise von 2 auf 50 % erhoht wurde. Innerhalb dieses Gradienten wurde
das Mischungsverhaltnis von Puffer A zu Puffer B, sowie dessen jeweilige
Verwendungsdauer, so angepasst, dass eine mdoglichst gute Trennung der einzelnen
Komponenten mdglich wurde. Die Trennung der Komponenten wurde mit Hilfe des
integrierten UV-Detektors bei 280 nm beobachtet.
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Durch entsprechende Programmierung der Fraktionierung war es moglich, die einzelnen
Komponenten getrennt zu sammeln (Abb. 13). Zusétzlich ermdglichte es die Verwendung
der RP-HPLC, die einzelnen Substanzen wieder vom Salz des zum Lo6sen des Gifts

verwendeten Phosphatpuffers zu befreien.
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Abb. 13: Chromatogramm eines RP-HPLC-Laufs. Die Absorption des UV-Signals bei 280 nm ist in
Milliabsorptionseinheiten (mAU) angegeben und in Blau dargestellt. Der Lésungsmittelgradient ist in Orange
(in % Puffer B), der Zeitpunkt der Probeninjektion in Schwarz und der Wechsel der Fraktionsgefaf3e in Rot
gegen die Zeit (in Minuten) aufgetragen. Fir diese Arbeit wurden die Fraktionen A10 (Peak 1), A1l (Peak 2)
und A12-C12 (Peak 3) gesammelt.

Im Anschluss wurden die einzelnen Fraktionen mittels SpeedVac konzentriert und von dem
im Losungsmittel enthaltenen Acetonitril befreit. Hierzu wurden die Proben unter Vakuum
zentrifugiert, wobei zunéchst das fliichtige Acetonitril und anschlieRend Wasser verdampfte.
Letztlich erhielt man durch diese Vorgehensweise Fraktionen, in welchen die isolierten

Komponenten hoch konzentriert in Wasser vorlagen.

5.2 Quantifizierung der Fraktionen

5.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration der mittels HPLC gewonnen und unter Verwendung des
SpeedVacs konzentrierten Fraktionen wurde mit Hilfe des Bradford-Test bestimmt. Dieses
Verfahren eignet sich zur quantitativen Bestimmung von Konzentration im Bereich von
0.05-0.5 pg/ml. Es basiert auf der Interaktion des Farbstoffs Coomassie-Brillant-Blau G-250
(CBBG) von Peptiden und Proteinen. CBBG komplexiert mit deren Seitenketten und wird

dadurch in seiner blauen Form stabilisiert.
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Diese Komplexbildung andert das Absorptionsspektrum des Farbstoffes und verschiebt
dessen Maximum von 470 nm auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption einer Probe bei
595 nm kann daher als MaR fur deren Proteinkonzentration verwendet werden. Da die
Farbreaktion jedoch stark von der Aminosaurekomposition der jeweiligen Proteine abhéngt,

ist zur Kalibrierung der Messung das Erstellen einer Eichkurve notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Erstellen der Eichkurve eine Verdlnnungsreihe von
bovinem Kalberserum (BSA) mit bekannter Proteinkonzentration (10 mg/ml) verwendet.
Als Férbeldsung diente Roti-Quant. Mit dieser wurden die Proben jeweils 1:5 gemischt und

vor der Messung fir funf Minuten inkubiert.

5.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Isolierung der Einzelkomponenten wurde zunachst mit Hilfe der SDS-PAGE uberpriift.
Hierzu wurden die jeweiligen Fraktionen auf ihre Reinheit, sowie die ungefahre Grolie der

enthaltenen Komponenten untersucht und mit dem Gesamtgift verglichen.

Bei der SDS-PAGE handelt sich um eine Methode zur quantitativen Untersuchung von
Proteinen und Peptiden. Die Molekiile werden hierbei denaturiert, ihre Eigenladung mit
Hilfe von SDS maskiert und innerhalb eines elektrischen Felds nach ihrer GréRRe aufgetrennt.
Die gleichzeitige Verwendung eines Gemisches von Referenzsubstanzen mit bekannter
GroRe als Marker ermdoglicht im Anschluss eine ungefahre GroRenbestimmung der

einzelnen Bestandteile.

Die Trennung erfolgte in Tris-Tricine-Fertiggelen. Diese werden flr eine bessere
Trennscharfe im niedermolekularen Bereich mit einem Gradient von 10-20 %
Polyacrylamid gefertigt. Die zu untersuchenden Proben wurden zunédchst 1:2 mit
Probenpuffer verdinnt und dann bei 95 °C fur zwei Minute denaturiert. Wéhrend der
Durchfiihrung der Elektrophorese wurde zundchst, bis zum Erreichen des Trenngels, eine
Spannung von 30 V angelegt. Im Anschluss wurde diese auf 80 V erhoht und bis zum Ende

des Laufs aufrechterhalten.

5.2.3 Silberfarbung

Nach erfolgter Trennung der Peptide wurden diese im SDS-Gel mittels Silberfarbung
sichtbar gemacht (nach Simpson 2009). Hierzu wurden die Gele 20 Minuten in 50 %
Methanol (v/v) mit 5 % Eisessig (v/v) fixiert und anschlielend fur je 10 Minuten in 50 %
Methanol (v/v) und destilliertem Wasser (dH-O) gewaschen. Im Anschluss wurden die Gele
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flr eine Minute in 0,1 % Natriumthiosulfat (w/v) sensibilisiert und erneute zweimal in dH20

gewaschen (jeweils 1 min).

Fur die eigentliche Farbung wurde eine 0,1 prozentige Silbernitrat-Losung (w/v) verwendet.
Die Farbelosung wurde zundchst auf Eis vorgekihlt und die Féarbung bei 4 °C im
Kihlschrank durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Gele zweimal in dH>.O (1 min)
gewaschen und bis zur gewinschten Farbeintensitat entwickelt. Fir diesen Schritt wurde

eine Losung mit 2 % Natriumcarbonat (w/v) und 0,04 % Formaldehyd (v/v) verwendet.

Formaldehyd ist ein starkes Reduktionsmittel und diente der Reduktion der, den Peptiden
angelagerten, Silberionen (Ag*) zu elementarem Silber (Ag®). Dadurch wurden die Peptide
schwarz gefarbt und somit sichtbar gemacht. Zuletzt wurde die Reaktion mit Hilfe einer
starken pH-Wertverschiebung durch die Verwendung von funfprozentigem Eisessig (v/v)

gestoppt.

Im Anschluss konnten die Gele fotografiert und in einprozentiger Essigsédure gelagert

werden.

5.2.4 Massenspektrometrie (MS)

Die massenspektrometrischen Analysen wurden bei der ,,Core Facility Hohenheim,
Modul 1: Mass Spectrometry“ in Auftrag gegeben. Bei diesen Untersuchungen wurde
zunachst die Reinheit der HPLC-Fraktionen Uberprift und das Molekulargewicht der
enthalten Komponenten bestimmt. Im Weiteren wurden die enthalten Komponenten, mittels

unterschiedlicher VVorgehensweisen, anhand ihrer Sequenz identifiziert.

MALDI-TOF-MS (IMS)

Fur die Uberpriifung der Reinheit der Fraktionen und zur ungefahren Bestimmung der Masse
der enthaltenen Komponenten wurden MALDI-TOF-MS Experimente durchgefihrt
(Matrixunterstutzte Laserdesorption/lonisation—Flugzeit—Massenspektrometer). Die Proben
wurden zunachst 1:1 mit der Matrixlésung gemischt (20 mg/ml Gentisinsdure in 50 %
Acetonitril mit 0.1 % TFA, v/v). AnschlieBend wurden sie direkt auf einen Stahltrager

aufgetragen. Die Co-Kiristallisation erfolgte mittels ,,Dried-Droplet*“-Préparation.

Die Spektren wurden mit Hilfe eines ,,AutoflexI1“-MALDI-TOF-TOF Massenspektrometer
der Firma Bruker Daltonics aufgenommen. Das Gerate wurde dazu im “positive ion mode”
betrieben und die Kalibrierung erfolgte extern unter Verwendung des Protein-,

beziehungsweise Peptidkalibrierungsstandard der Firma Bruker Daltonics. Die aus den
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Untersuchungen gewonnen Daten wurden anschlieBend mit Hilfe der Programme ,,Flex

Analysis 3.0 und ,,Bio-Tools 3.0 der Firma Bruker Daltonics analysiert.

Bestimmung der Masse mittels MALDI-TOF-MS
Zur Uberpriifung der Fraktionen wurden Massenspektren aufgenommen und das Masse-zu-

Ladungsverhéltnis (m/z, im Weiteren als Masse bezeichnet) der enthaltenen Komponenten
bestimmt. Das Massenspektrometer wurde dazu im linearen Modus genutzt. Der Laser
wurde mit einer Spannung von 20 kV und 1000 Pulsen pro Probe betrieben. Dies

gewadhrleistet ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis.

N-terminale Leitersequenzierung MALDI-TOF-MS/MS
Die Sequenzierung der in den Fraktionen enthaltenen Komponenten erfolgte mittels ISD-

Spektren (,,in source decay*) im Reflektor-Modus. Mit deren Hilfe konnte die Sequenz von
Peptidfragmenten ermittelt werden, die bei der lonisation der Probe entstanden. Um ein
gutes Signal-Rausch-Verhéltnis zu erhalten, wurde der Laser bei 20 kV und 3000

Laserpulsen pro Probe betrieben.

Massenbestimmung mittels Nano-HPL C-ESI-MS

Fur eine genauere Massenbestimmung der enthaltenen Komponenten wurden Experimente
an einem Nano-HPLC-Elektrospray lonisation (ESI)-Massenspektrometer durchgefihrt.
Hierzu wurde eine ,,1290 Infinity“-UHPLC-Anlage (Fa. Agilent) und ein daran gekoppeltes

,,Q-Exactive Plus“-Massenspektrometer (Fa. Thermo Fisher Scientific) verwendet.

Die Proben wurden zunachst 1:25 mit 0,1 % Ameisensdaure (FA) verdiinnt. Anschlielend
wurden jeweils 10 ul der verdunnten Probe in die UHPLC-Anlage injiziert. Die Trennung
erfolgte mittels FlieRinjektionsanalyse in 50 % Acetonitril mit 0.1% FA und 50 % Wasser

mit 0.1 % FA bei einer Flussrate von 30 pl/min.

Im Massenspektrometer wurde die Sprihkapillare mit 4.2 kV bei 250 °C betrieben. Die
Massenspektren wurden im positiven lonisierungsmodus flr einen Massenbereich von 400
bis 2000 Da (m/z) bei einer Auflésung von 140.000 aufgenommen. Die Kalibrierung
erfolgte extern mit Hilfe der ,,Pierce”™ LTQ Velos ESI positive lon“-Kalibrierlosung (Fa.
Thermo Fisher Scientific). Fir die Steuerung der Gerate bzw. die Analyse der Daten wurden

die Programme ,,Xcalibur 4.0 bzw. ,,Extract” (Fa. Thermo Fisher Scientific) verwendet.


http://planetorbitrap.com/q-exactive-plus
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Sequenzierung mittels Nano-HPLC-ESI-MS/MS

In-L6ésung-Trypsinverdau und Probenvorbereitung
Fur die Sequenzierung mittels Nano-LC-ESI-MS/MS wurden zunéchst die in den Fraktionen

enthalten Komponenten mit Hilfe von Trypsin verdaut. Anschliefend wurden die entstanden
Peptidfragmente mittels ,,Stagetip-Reinigung™ von Salzen und Pufferkomponenten befreit
(nach Rappsilber et al.), und einer SpeedVac getrocknet. Zuletzt wurde das Probenmaterial

in 25 ul 0,1 % TFA gel6st und fur die massenspektrometrische Untersuchung verwendet.

Sequenzierung
Die Sequenz der mittels Trypsinverdau gewonnen Peptidfragmente wurden mit Hilfe eines

Nano-LC-ESI-MS/MS Experiments bestimmt. Hierzu wurde ein ,,EASY-nLC 1200¢
System genutzt, welches tber eine ,,EASY-Spray“-lonenquelle an ein ,,LTQ-Orbitrap XL*-
Hybridmassenspektrometer gekoppelt wurde (Fa. Thermo Fisher Scientific).

Die Proben wurden hierzu direkt auf die verwendete ,,EASY-Spray“-Séule injiziert (PepMap
RSCL C18, 2 um, 100 A, 50 pm x 500 mm Séule, Fa. Thermo Fisher Scientific). Die
Trennung erfolgte unter Verwendung eines 30-mindtigen Gradienten von 5 bis 55 %
Puffer B bei 50 °C und 250 nl/min Flussrate (Puffer A: 0,1 % FA, Puffer B: 0,1 % TFA,
80 % Acetonitril in dH20).

Hierbei wurden Spektren in einem Bereich von 250 bis 1800 Da (m/z) mit einer maximalen
Auflosung von 60.000 (bei m/z = 400) aufgenommen. Die MS/MS-Spektren wurden flr die
sieben intensivsten Peptidfragmente in der linearen lonenfalle akquiriert. Fir die Steuerung
des Massenspektrometers wurde das Programm ,,XCalibur 2.1“ (Fa. Thermo Fisher
Scientific) verwendet und die Kalibrierung erfolgte mittels interner Kalibrierung unter

Verwendung sogenannter ,,lock-mass‘* lonen nach Olsen et al..

Fur die Identifikation der Peptide wurde das Programm ,,Mascot 2.6 (Fa. Matrix Science)
verwendet. Dabei wurden die aufgenommen Spektren mit den fir die Giftkomponenten von
Crotalus durissus terrificus publizierten Sequenzen verglichen. Die hierflr verwendeten
Suchparameter waren wie folgt:

e Trypsin als Enzym, inklusive drei erlaubter Fehlschnittstellen, sowie einer
Massentoleranz von 5 ppm flr die MS-Spektren, beziehungsweise von 0,6 Da fur die
MS/MS-Spektren

e Carbamidomethylierung von Cystein wurde als fixe Modifikation vorgegeben

e Oxidation von Methionin wurde als variable Modifikation erlaubt
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5.3 Kunstliche Membranen

Fur das Verstandnis der Interaktion einer Substanz mit biologischen Membranen stellen
kinstlich hergestellte Lipidschichten ein gutes Modell zur Untersuchung des reinen
Einflusses auf die Membranen von Zellen und deren Organellen dar. Sie ermdglichen eine
Betrachtung, die losgeldst von den in biologischen Membranen enthaltenen Proteinen, sowie
dem mit der Zellmembran assoziiertem Zytoskelett ist. AuRerdem kann hierbei die Lipid-
Komposition frei definiert und reproduzierbar hergestellt werden. Des Weiteren kénnen das
umgebende Milieu (bspw. die Salzkonzentration), sowie physikalische GréfRen wie

Membrandruck und Temperatur, freier gewahlt werden.

Zwei der gangigsten Modellsysteme sind die Untersuchung von ,,Lipidmonolayer« mit Hilfe
einer Filmwaage, sowie die Herstellung und beispielsweise fluoreszenzoptische

Untersuchung von Vesikeln.

5.3.1 Untersuchung des Integrationsverhaltens an Lipidmonolayern

Auf Grund der amphiphilen Eigenschaft von Lipiden ist es mdglich, in der Grenzflache von
wassriger Losung und Luft einschichtige Monolayer herzustellen. Diese stellen das
einfachste Modellsystem einer biologischen Membran dar. Neben der Untersuchung der
(bio-)physikalischen Eigenschaften des Monolayers ist es in diesem Modell auch mdglich,
den Einbau von kleinen Molekilen und Peptiden zu beobachten. Hierbei kdnnen die
Einbaugeschwindigkeit und der von den Molekdlen benétigte Platz, sowie die Abhangigkeit
des Einbaus vom lateralen Druck und der Lipid- und Lésungsmittelkomposition untersucht

werden.

Lipidmonolayern kdnnen unter anderem mit Hilfe einer Filmwaage untersucht werden. Bei
diesem Messverfahren werden Monolayer anhand der Anderung des vorherrschenden
lateralen Drucks beobachtet. Die wesentlichen Funktionselemente einer Filmwaage sind ein
Teflon-Trog, zwei darauf aufliegende und bewegliche Barrieren, sowie ein, an einem
Kraftmesser befestigtes, hydrophiles Plattchen aus Filterpapier oder Platin. Der Trog wird
mit einer wassrigen Losung befullt (Subphase) und die fiir das Monolayer zur Verfiigung
stehende Flache durch Barrieren begrenzt (Abb. 14).
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Abb. 14: Schematische Darstellung einer Filmwaage. An der Grenzflache zwischen Subphase und Luft
ordnen sich Lipide zu einem Monolayer an. Die dem Monolayer zur Verfligung stehende Flache wird durch
bewegliche Barrieren begrenzt und der laterale Druck in Form der auf ein Plattchen wirkenden Zugkraft ermittelt.

Vor der Herstellung eines Monolayers wird zunéchst das Plattchen in die Subphase getaucht.
Im Anschluss wird das, in einem fliichtigen Ldsungsmittel geldste, Lipid tropfenweise
zwischen den Barrieren auf die Subphase gegeben. Nach dem Auftropfen verdampft das
Losungsmittel und die Lipide verteilen sich gleichmé&Rig in der Grenzflache von Subphase

und Luft. Bei diesem als Spreiten bezeichneten VVorgang bildet sich das Monolayer.

Fur diesen Versuchsaufbau sind die folgenden Eigenschaften beziiglich der Subphase, dem
hydrophilen Plattchen und der Molekiile des Monolayers festzuhalten. Prinzipiell werden
hydrophile Materialien - hier das Plattchen - entsprechend der vorherrschenden
Oberflachenspannung in eine wassrige Losung gezogen. Die dabei auf das Material
wirkende Zugkraft ist proportional zur Oberflachenspannung und fur reines Wasser

maximal.

Werden nun Molekile, wie beispielsweise Lipide, auf die Oberflache gegeben, senkt dies
die Oberflachenspannung und die Zugkraft auf das Plattchen wird geringer. Da die
Oberflachenspannung wiederum umgekehrt proportional zum lateralen Druck des
Monolayers ist, ergibt sich die Mdglichkeit, anhand der Zugkraft auf das Plattchen den

jeweiligen lateralen Druck zu bestimmen.
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Mdochte man nun mit Hilfe dieses Versuchsaufbaus die Eigenschaften eines Monolayers
untersuchen, werden in der Regel zundchst sogenannte Druck-Flachen-Diagramme erstellt.
Die so erstellten Kurven werden Isothermen genannt. Die Nomenklatur bezieht sich auf die
Eigenschaft von Lipidmonolayern, sich bei Flachen&dnderungen wie zweidimensionale
thermodynamische Systeme zu verhalten. Sie durchlaufen, je nach zur Verfligung stehender
Flache, die Zustandsformen fest, flussig-kondensiert, flissig-expandiert und fllssig-
gasformig (Abb. 15). Kommt es zu einem Phasentibergang, so ist dies daran zu erkennen,
dass trotz Anderung der Fliche kurzzeitig keine Druckanderung zu beobachten ist.

Lipid

fest
fhissie- M
kondensiert
fliissig-
expandiert
gasformig
expandiert —

Fliche pro Molekiil -

Monolayer Druck —

Abb. 15: Schematisiertes Druck-Flachen-Diagramm eines Lipidmonolayers. Verringert man die zur
Verfiigung stehende Flache bei isothermen Bedingungen, so erhdht dies den lateralen Druck im Monolayer,
wobei die Ordnung der Lipide zunimmt. Hierbei durchlauft der Monolayer die im Text beschriebenen
Phasenibergange (Hanke et al. 1997).

Neben der isothermen Beobachtung von Monolayern gibt es in diesem Versuchsaufbau zwei
weitere Messmethoden. Sie eignen sich gut zur Untersuchung des Einbauverhaltens einer
Substanz. Einerseits kann bei einem konstanten lateralen Druck (isobar) die Anderung der
Flache beobachtet werden. Hierzu werden die Barrierenpositionen wéhrend der Messung
kontinuierlich angepasst. Alternativ kann aber auch die Anderung des lateralen Drucks bei

konstanter Flache (isochor) gemessen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die isochore Variante des Messens gewéhlt. Somit konnte
das Einbauverhalten von Substanzen in Form der lateralen Druckanderung in zeitlicher

Abhangigkeit bestimmt werden.
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Fur die Monolayermessungen wurde eine Filmwaage der Firma KSV NIMA verwendet
(Abb. 16). Die Grundelemente waren ein mittels Wasserperfusion temperierbarer Teflon-
Trog, zwei synchron ansteuerbare Delrin-Barrieren sowie ein Kraftmesser, an welchem das

in dieser Arbeit verwendete Platinplattchen befestigt wurde.

Der gesamte Aufbau wurde auf einem Druckluft-geddmpften, schwingungsfreien Tisch
installiert und so gegen Vibrationen geschitzt. Zusétzlich wurde der gesamte Versuchsstand

durch einen kastenformigen Metallaufbau von Luftstrémungen abgeschirmt. Zur Steuerung

und Messdatenerfassung wurde die zughorige Software KSV NIMA LB genutzt.

Abb. 16: Versuchsaufbau der verwendeten Filmwaage. links: (D Kraftmesser, (2) Platinplattchen,
(®) bewegliche Delrin-Barrieren, (@) mit Subphase gefiillter Teflontrog, (&) Anschluss an Wasserperfusion;
rechts: (6) Wasserperfusion, (7) manuelle Steuerung, (8 Laptop mit Steuersoftware, (9) kastenférmiger Aufbau,
druckluftgedampfter schwingungsfreier Tisch.

Fur die Herstellung der Monolayer wurden zunachst die benétigten Lipidlésungen
hergestellt (0,2 pg/pl in Chloroform). Als Lipid wurden Asolektin, ein Lipidextrakt aus der
Sojabohne, sowie Cholesterin verwendet. Diese wurden in Chloroform geldst und
anschlieBend im gewunschten Verhaltnissen gemischt (0 %, 5 % und 10 % Cholesterin). Als
Subphase diente der Phosphatpuffer DPBS mit (+), beziehungsweise ohne (-), bivalente
Kationen (Ca®* und Mg?*). Zur Durchfiihrung einer Messung wurde dann stets wie folgt
verfahren (Abb. 17):
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Zunéchst wurden 50 ul Lipidgemisch (10 pg Lipid) mit einer Hamilton-Spritze in kleinen
Tropfen auf die Oberflaiche der Subphase gegeben. Um sicherzustellen, dass das
Losungsmittel vollstandig verdampft und der Spreitungsprozess abgeschlossen ist, begann

das Messprotokolls mit einer 15-miniitigen Pause (1).

Im Anschluss wurde die Flache zwischen den Barrieren bis zum Erreichen eines lateralen
Drucks von 10 mN/m angepasst (2). Darauf folgte eine weitere einstiindige Pause, in der die
Position der Barrieren nicht verandern wurde. Den Lipidmolekilen im Monolayer wurde
dadurch ausreichend Zeit gegeben, sich unter den neuen Druckverhéltnissen auszurichten.
Da der laterale Druck in dieser Zeit wieder absank (3), wurde anschlieBend die

Barrierenposition erneut bis zum Erreichen von 10,3 mN/m angepasst (4).

Um letztlich fiir die Messungen einen Monolayer zur Verfugung zu haben, der moglichst
gut an die aktuelle Flache angepasst ist, wurde dieser Druck fiir ca. 15 Minuten durch stetige
Anpassung der Flache konstant gehalten (5). Grund fiir den etwas héheren Druck - als fiir
die eigentliche Messung gewiinscht - war die im Experiment nicht ganz vermeidbare Drift
(Druckverlust). Dieser beruht auf dem Verlust von Lipiden im Monolayer. Die Lipide
konnen dabei unter den Barrieren hindurch diffundieren oder in die Subphase verloren
gehen. Des Weiteren kann das Verdunsten der Subphase zu einer Anderung des lateralen

Drucks fiihren.

Die eigentliche Messung begann, sobald der gewinschte laterale Druck von 10 mN/m
erreicht wurde. Sie wurde mittels Substanzapplikation eingeleitet und isochor durchgefihrt
(6). Die Zugabe erfolgte mit Hilfe von Gelloadertips der Fa. Eppendorf, wobei jeweils
10 pg Substanz zugegeben wurden (1 pg/pl Substanz gelést in DPBS-). Dazu wurde von
aulRen, unter den Barrieren hindurch, in die vom Monolayer bedeckte Subphase pipettiert.

Alle Messungen wurden aulRerdem bei mdglichst gleichen Temperaturen durchgefihrt. Der
Trog und mit diesem die Subphase wurden dazu mit Hilfe einer Wasserperfusion auf 25 °C

temperiert.
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Abb. 17: Exemplarische Darstellung einer Monolayermessung. Hierbei ist die zeitliche Anderung des
Drucks (gruin) und die der Barrierenposition (blau) dargestellt. Die im Text beschriebenen aufeinanderfolgenden
Schritte wurden durchnummeriert. Die eigentliche Messung erfolgte isochor und begann mit der Applikation der
zu untersuchenden Substanz (6) bei einem Druck von 10 mN/m.

AuRerdem sind bei der Nutzung einer Filmwaage sauberes Arbeiten und eine sorgféltige
Reinigung besonders wichtig. Kleinste Fettreste, vor allem an den Beriihrungsflachen der
Begrenzung des Troges und den Barrieren, konnen zum Auslaufen der Subphase und somit
zu ungenauen Messungen flihren. Eine weitere Problematik stellen kleine Staubpartikel auf
der Oberflache der Subphase dar. Sie dienen den Lipiden als Kondensationsstellen, fuhren
so zur Vesikel-/Mizellen-Bildung, und in Folge dessen zum Verlust von Lipiden im

Monolayer.

Aus diesem Grunde wurde nach jeder Messung zundchst die Subphase entfernt und die
Filmwaage mehrfach mit reinem Alkohol gespilt. Anschliefend wurden Trog und Barrieren
sorgféltig mit Birste und Spulmittel gereinigt und danach erneut mehrmals mit reinem
Alkohol und destilliertem Wasser gespult. Zusétzlich wurde in regelméRigen Abstéanden ein
weiterer Reinigungsschritt mit Chloroform durchgefiihrt. Um eventuelle Staubpartikel zu
entfernen, wurde vor Beginn einer jeden Messung die Oberflache der Subphase mit einer

Teflonspitze abgesaugt.
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5.3.2 Herstellung von Lipidvesikeln

Monolayer stellen das einfachste Modell von biologischen Membranen dar und ermdglichen
es, erste Eindrlicke Uber das Integrationsverhalten von Substanzen zu gewinnen. Im
Vergleich zu realen Zellen sind allerdings einige Einschrankungen zu machen. Zunéchst
kommt eine planare geometrische Anordnung von Lipiden in der Biologie nicht vor. Des
Weiteren entspricht die Separation von wéssriger Losung und Luft nicht der physiologischen
Bedeutung von Lipidschichten. AulRerdem betrachtet man bei Monolayern keine zwei
wassrige Kompartimente trennende Lipiddoppelschicht. Somit sind in diesem Modell die
tatsdchlichen Effekte von membrandurchspannenden Peptiden, wie beispielsweise die
Ausbildung von Poren, sowie Prozesse, bei welchen die Membran von, beziehungsweise mit

Hilfe eines Peptids passiert wird, nicht zu beobachten.

Eine weitere Ndherung an biologische Membranen mit gleichzeitig immer noch freier Wahl
der Lipidkomposition und Vernachlassigung der sonstigen Einflisse (Membranproteine,
Zytoskelett, etc.), stellen Lipidvesikel dar. Bei diesen entspricht die dreidimensionale
Anordnung der Lipide, sowie die geometrische Form, naherungsweise der von echten
Zellen. Zudem stellt das Vesikelinnere ein geschlossenes, von einer Lipiddoppelschicht
umhdlltes, Kompartiment dar. Es ist somit moglich, Prozesse auf, Uber und durch die
Membran zu beobachten. AulRerdem kann an Vesikeln auch der jeweilige Einfluss der

Zusammensetzung von extra- und intravesikuléren Losung untersucht werden.

Das einfachste Verfahren um Vesikel herzustellen ist Lipid in einer wassrigen Losung
zundchst quellen zu lassen und anschlieBend im Wasserbad mit Ultraschall zu behandeln.
Auf Grund ihrer amphiphilen Eigenschaft bilden Lipide in wéssriger Losung bevorzugt
vesikuldre Strukturen aus. Je nach Beschallungsdauer, Leistung, Salzkonzentration und

Lipidkomposition entstehen bei diesem Verfahren Vesikel mit unterschiedlicher GroRe.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Herstellung einer Vesikel-Suspension jeweils 5 mg
Lipid pro ml Puffer (DPBS+) verwendet. Hierzu wurden Stockldsungen von 100 mg/ml
Asolektin, beziehungsweise DOPC, sowie 10 mg/ml Cholesterin in Chloroform, hergestelit.
Je nach benétigter Suspensions-Menge und gewiinschter Lipidkomposition wurden diese im

entsprechenden Verhéltnis in einen Rundkolben gegeben und gemischt.

AnschlieBend wurde das Losungsmittel mit Hilfe eines Rotovacs bei 350 mbar und 30 °C
Wasserbadtemperatur wieder entfernt. Dabei bildete sich am Boden des Kolbens ein diinner

Film aus gleichmaRig verteiltem Lipid.



Methoden 55

Im Anschluss wurden der Puffer und gegebenenfalls ein Farbstoff hinzugegeben. Im
Wasserbad bei 30 °C und unter Ausschluss von Licht folgte nun zundchst ein einstiindiges
Quellen des Lipids. AnschlieBend wurde fir zwei Stunden mit Ultraschall behandelt,
wodurch sich mit Puffer gefullte Lipid-Vesikel bildeten. Um die durch die Energie der
Beschallung entstehende Warme zu kompensieren, wurde wéhrend der Beschallung
regelmaRig Eis ins Wasserbad gegeben. Zuletzt wurden eventuelle Verunreinigungen, sowie
nicht gelostes Lipid, von den entstandenen Vesikeln getrennt. Hierzu wurde zweimal bei
2800 g firr 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand entsprach der im Weiteren verwendeten

Vesikel-Suspension.

5.3.3 Untersuchung der Membranfluiditat von Vesikeln mittels
Fluoreszenzpolarisation

Die relative Viskositat einer Losung, beziehungsweise die Fluiditat einer Membran, kann
mit Hilfe der sogenannten Fluoreszenzpolarisation bestimmt werden. Bei einer solchen
Messung wird die Polarisation der Emission eines mit polarisiertem Licht angeregten
Fluoreszenzfarbstoffs ermittelt. Werden innerhalb eines Messprotokolls GroRen wie die
Eigenschaften des Farbstoffes, Geratefaktor und Temperatur, sowie Art und Dauer der
Anregung konstant gehalten, hangt die Fluoreszenzpolarisation ausschlie3lich von der
Rotationsbeweglichkeit der Fluorophore ab. Je groBer die Geschwindigkeit der

Rotationsdiffusion, desto geringer ist die Emissionspolarisation.

Diese sogenannte Fluoreszenzdepolarisation wird als Winkel zwischen Absorptions- und
Emissionsubergangsdipolmoment ermittelt und als Fluoreszenzpolarisation bezeichnet.
Betrachtet man eine mit einem solchen Fluorophor dotierte Membran, dann ist die
Rotationsdiffusion des Farbstoffes abhangig von der Fluiditét der Lipiddoppelschicht. Somit
konnen Anderungen der Fluiditat in Form einer veranderten Fluoreszenzpolarisation

detektiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Crotamin auf die Fluiditat der
Vesikelmembran ermittelt. Die Vesikel wurden dazu wie beschreiben wahrend deren
Herstellung mit DPH (1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien) dotiert und mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Plattenleser in 96-Well-Platten untersucht. Die Farbung der Vesikel erfolgte
mit 10 uM DPH pro ml Vesikel-Suspension. Hierzu wurde eine Stocklésung von 10 mM
DPH in DMSO (Dimethylsulfoxid) verwendet.
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DPH (Abb. 18) ist ein Fluorophor, der sich in den hydrophoben Bereich von
Lipiddoppelschichten einlagert. Nimmt die Fluiditat der Membran ab, so verringert dies fur
DPH die Geschwindigkeit der Rotationsdiffusion um die eigene Langsachse und fiihrt so zu
einer grofReren Fluoreszenzpolarisation. Sie ist somit umgekehrt proportional zur Fluiditat,

beziehungsweise proportional zum lateralen Druck der Membran.

Abb. 18: Strukturformel von DPH
S (1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien bzw. Dicinnamyl).

XN Fur die Darstellung von DPH wurde die
Skelettformel verwendet.

Fur die Experimente am Plattenleser wurde mit polarisiertem Licht bei 350 nm angeregt. Die
daraus folgende Emission wurde sowohl parallel als auch senkrecht zur Extinktion bei
460 nm gemessen. Der Quotient dieser Messungen diente dazu, das Ausmald der
Emissionspolarisation zu bestimmen. Das verwendete Messprotokoll beinhaltete 21

Messzyklen a 45 Sekunden, wobei die Substanzapplikation im siebten Zyklus erfolgte.

Die Messungen wurden in jeweils 100 pl Endvolumen durchgefuihrt, wobei je Well zunachst
je 90 pl Vesikelsuspension, beziehungsweise reiner Puffer (DPBS+), vorgelegt wurden
(Reihe A-G bzw. H, siehe Abb. 19). Mit Hilfe der Pumpen des Plattenlesers erfolgte dann
im siebten Messzyklus die Zugabe von 10 ul Crotaminlésung (X1 und B), beziehungsweise
Puffer als Kontrolle (K). Fir eine Endkonzentration von 50 uM Crotamin wurde eine

500 mikromolare Stockldsung (Crotamin in DPBS+) verwendet.

Mit Hilfe der Kontrolle wurde ausgeschlossen, dass ein beobachteter Effekt nicht nur auf
Grund der Verdiinnung der Vesikelsuspension auftritt. In den spateren Experimenten wurde
dann von weiteren Kontrollmessungen abgesehen. Die Reihe H diente der Ermittlung des
Blank-Werts (B).

B : [2 [3 ][4 [5]6 [7 |8 [9 [10]11]12
A | Xe | Xe | X [ Xe [ Xe [ Xe [ Xe [ X [ X1 | X1 [ X1 | X1
B Xo [ Xa | Xo | Xo | Xa | Xo | Xa | Xo | Xa | X1 | X1 | Xa
C Xo | Xa | Xo | Xo | Xa | Xo | Xa | Xo | Xa | X1 | X1 | Xa
D Xo | Xa | Xo | X | Xo | Xo | X1 | X1 | X1 | X1 | X1 | Xa
E Xo | Xa | Xo | X | Xo | Xo | X1 | X1 | X1 | X1 | X1 | Xa
F Xo | Xa | Xo | X | Xo | Xo | X1 | X1 | X1 | X1 | X1 | Xa
G | K K K K K K K K K K K K
H B B B B B B B B B B B B

Abb. 19: Darstellung des Platten-Layouts bei den Messungen zum Einfluss von Crotamin auf Vesikel.
Reihe A — G wurden mit je 90 pl Vesikelsuspension bzw. Reihe H mit Puffer befllt. Im siebten Messzyklus
wurden 10pl Crotaminldsung (X1 und B) bzw. Puffer (K) hinzu pipettiert.
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5.3.4 Bestimmung der Vesikelgrt3e und -haltbarkeit mittels dynamischer
Lichtstreuung

Die Grolie von Vesikeln kann mit Hilfe der sogenannten Dynamischen Lichtstreuung (DLS)
ermittelt werden. Bei einer solchen Messung wird anhand der Streuung eines Lasers der
Diffusionskoeffizienten von in einer Suspension enthaltenen Partikel bestimmt. Hierbei gilt,
dass innerhalb der Suspension jeder einzelne Partikel als Streuzentrum zu betrachten ist, und
das jeweils gestreute Licht miteinander interferiert. Auf Grund der Brown‘schen
Molekularbewegung ist der Abstand der Partikel zueinander nicht konstant. Ihre Diffusions-
geschwindigkeit ist abhangig von der jeweiligen TeilchengroRe, der Viskositat des Mediums

sowie der Temperatur.

Mit der Diffusion der Partikel andert sich auch der Abstand der Streuzentren zueinander,
wodurch es zu kleinen Fluktuationen beziglich der Streuintensitdt kommt. Die zeitliche
Anderung der gemessenen Streuintensitat kann nun mittels Autokorrelation zur Bestimmung
des Diffusionskoeffizienten (D) genutzt werden. Werden die Messungen bei bekannter
Temperatur (T = Temperatur in Kelvin) und Viskositidt des Mediums (1) durchgefihrt, so
kann unter Verwendung der Stokes-Einstein-Beziehung der hydrodynamische Radius der
Partikel (rn) berechnet werden (k = Boltzmannkonstante).

k+«T

Th = 6*7‘[*77*D

Der hydrodynamische Radius ist eine N&herung an den tatsdchlichen Radius des Partikels.
Mit Hilfe der DLS bietet er aber eine einfache und schnelle Mdglichkeit zur Bestimmung
des Diffusionskoeffizienten. Er beschreibt den Radius des Partikels inklusive der
sogenannten Solvathiille. Sie besteht aus Molekiilen des Lésungsmittels, welche auf Grund
von elektrostatischen Wechselwirkungen an die Partikel gebundenen sind. Da sich die
Diffusionseigenschaften von Partikel und Solvathiille entsprechen, wird der
hydrodynamische Radius (blicherweise zur Beschreibung von PartikelgréfRen genutzt.
Letztlich bestimmen die GroRe der Solvathille, sowie deren Wechselwirkung mit dem
Losungsmittel, die Diffusionseigenschaften des Partikels. Je groRer dieser ist, desto groRer
ist seine Solvathulle und desto langsamer die Diffusion.

Fur die vorliegende Arbeit wurde fur die Messung der Vesikelgréfe die Streuung des Lichts,
welches von einer Laserdiode bei 660 nm erzeugten wurde, mit Hilfe eine Photodiode

detektiert. Fir die Bestimmung der Vesikelgrofien wurden zundchst jeweils 50 pl einer 1:50
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verdunnten Vesikelsuspension in eine Kiivette gegeben. Jedes Endergebnis entspricht dem
Mittelwert von finf Messreihen mit jeweils 20 Einzelmessungen. Letztlich erhielt man
mittels softwareinternen Verrechnung eine Aussage uber die GroéRenverteilung, sowie den

durchschnittlichen Vesikelradius mit zugehoriger Standardabweichung.

5.4 Untersuchung des Einflusses von Crotamin auf neuronale

Zellen
Um den Einfluss von Crotamin unter physiologischen Bedingungen zu beobachten, wurden
Untersuchungen an neuronalen Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurde die humane
Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y im undifferenzierten Zustand verwendet. Es handelt sich
um eine adhérente Zelllinie, die gut untersucht und einfach zu kultivieren ist. Die
Verwendung des Fluoreszenzfarbstoff Fura 2-AM ermdglichte es, den Einfluss von

Crotamin auf die Kalziumhomaoostase zu untersuchen.

Handhabung der Zellkultur
Die Kultivierung der SH-SY5Y-Zellen erfolgte in T25 Zellkulturflaschen, bei 37 °C und
5,5 % CO.. Als Kulturmedium (5 ml pro Flasche) diente Flissigmedium, welches mit 10 %

FCS (Fotales Kélber Serum) und 1 % Penicillin/Streptomycin-Losung versetzt wurde.

Je nach Wachstum wurde das Kulturmedium ca. alle zwei Tage ausgetauscht und die Zellen
ungeféhr einmal die Woche passagiert. Hierfur wurde zundchst das Kulturmedium
abgesaugt. Im Anschluss wurden die Zellen mit Hilfe einer flinfmintatigen Trypsin/EDTA-
Behandlung vom Flaschenboden abgeldst (2 ml pro Flasche). Nach dem Abldsen wurde die

Reaktion durch Zugabe von Kulturmedium abgestoppt (6 ml pro Flasche).

Die sich nun in Losung befinden Zellen wurden in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei
4 °C und 300 g fir zehn Minuten zentrifugiert. Danach wurde das entstandene Zellpellet
durch Absaugen des Uberstands vom Medium und der Trypsin/EDTA-Lésung befreit und

in frischem Medium resuspendiert.

Mit der so erstellten Zellsuspension konnten nun neue Kulturen mit gewtinschter Zellzahl
erstellt werden. Zum Resuspendieren und Erstellen der neuen Kulturen wurde zunachst FCS-
freies Medium verwendet. Dessen Verwendung forderte ein schnelles Anwachsen der Zellen
am Flaschenboden. Sobald die Zellen fest am Flaschenboden angewachsen waren, wurde

das FCS-freie Medium gegen das normale Kulturmedium (mit 10 % FCS) ausgetauscht.
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Untersuchung des Einflusses von Crotamin auf die Kalziumhomo&ostase der Zellen

Fir die Untersuchung des Einflusses von Crotamin auf die zelluldre Ca?*-Hom@ostase wurde
der Fluoreszenzfarbstoff Fura 2-AM verwendet. Es handelt es sich hierbei um die
membrangéngige Variante des ,,Calcium-Imaging“-Farbstoffs Fura 2. Die Bindung des
Acetoxymethylester (AM) maskiert den kalziumbindenden, polaren Teil des Molekils und
ermdoglicht so die passive Diffusion durch die Zellmembran. In der Zelle setzen endogene
Esterasen durch die Abspaltung des Acetoxymethylester Fura 2 frei. Der Farbstoff kann
dadurch die Zellmembran nicht mehr passieren und bindet als Ca?*-Chelator an die freien

Kalziumionen.

Fura 2-AM ist ein sogenannter ratiometrischer Fluoreszenzfarbstoff. Bei diesen Farbstoffen
sind die Exzitationsspektren von gebundenem und freiem Farbstoff zueinander verschoben.
Das Exzitationsmaximum von Fura 2 liegt fiir den freien Farbstoff bei einer Wellenléange
von 380 nm, fiir den an Kalzium gebundenem bei 340 nm. Die Emissionswellenldnge betrégt
in beiden Fallen 510 nm. Die Menge an intrazelluldren freigesetztem Kalzium kann daher
aus dem Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten, die aus der Anregung bei 340 nm und
380 nm resultieren, bestimmt werden. Ein ratiometrischer Farbstoff ermdglicht deshalb eine
Beobachtung, die losgeltst von Faktoren wie beispielsweise der Qualitat der Farbung, sowie
Grolie und Anzahl der Zellen, ist.

Der Einfluss von Crotamin auf die Zelllinie SH-SY5Y wurde mit Hilfe eines
Fluoreszenzplattenlesers untersucht. Hierzu wurden die Zellen zunéchst auf 96-Well-Platten
ausgesat. Um einen optimal bewachsenen Plattenboden zu erhalten, wurden je Well 50 pl
einer Zellsuspension mit 10® Zellen pro ml Medium (ohne FCS) verwendet. Nach dem
Absetzen der Zellen wurde das Medium gegen 150 pul Medium, welches 20 % FCS
beinhaltete, ausgetauscht. Im Anschluss wurden die Platten flr ca. einen Tag kultiviert und

dann fur die nachfolgenden Fluoreszenz-Messungen verwendet.

Die Messungen erfolgten im sogenannten Krebs-Ringer-Hepes-Puffer (KRH), einem
physiologischen Puffer mit geringer Eigenfluoreszenz. In diesem konnten die Zellen tber

einige Stunden aufbewahrt werden, ohne Schaden zu nehmen.

Vor Beginn der Messung wurden die Zellen zundchst mit Fura 2-AM gefarbt. Dazu wurde
das Medium abgenommen und die Zellen zweimal mit KRH gewaschen (200 pl je Well).
Im Anschluss erfolgte bei Raumtemperatur und in Dunkelheit eine 40-mindtige Inkubation
der Zellen mit 50 ul Féarbelosung je Well (2 pg/ml Fura 2-AM in KRH). Danach wurden die
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Zellen erneut zweimal mit KRH gewaschen und letztlich das fir die Messung benétigte
Volumen zugegeben. So vorbereitet wurden die Zellen fiir weitere 15 Minuten inkubiert. Bei
allen Arbeitsschritten wurde stets darauf geachtet, die Zellen nicht durch zu starkes Spilen

oder Beriihrung vom Plattenboden abzulésen.

Die Platten wurden fir die Messungen wie folgt vorbereitet (Abb. 20): In den Reihen A-G
wurden wie beschrieben Zellen ausgesat. Reihe H wurde zellfrei belassen und diente der
Ermittlung des Blank-Werts (B). AulRerdem wurde Reihe G keiner Farbung unterzogen und

konnte daher zur Uberpriifung der Farbequalitat genutzt werden (K).

B (2 [3 ][4 5 [6 |7 [8 [9 Ji0]11]12
A | Xe | Xe | X [ Xe | Xe [ Xe [ Xe | X [ X1 | X1 | X1 | X1
Xe [ Xa | Xo | X | Xa | Xo | Xa | X1 | Xa | X1 | X1 | Xa
Xe [ Xa | Xo | X | Xa | Xo | Xa | X1 | Xa | X1 | X1 | Xa
Xe [ Xa | Xo | X | Xa | Xo | Xa | X1 | Xa | X1 | X1 | Xa
Xo | Xe | Xe [ X | X | Xe [ X2 | X1 | X1 | X1 | X1
Xe | Xa | Xo | X | Xo | Xo | Xa | X1 | Xa | X1 | X1 | Xa
K K K K K K K K K K K K
B B B B B B B B B B B B

I|emmoo|®
X

Abb. 20: Darstellung des Platten-Layouts bei den Messungen zum Einfluss von Crotamin auf Zellen. In
Reihe A — G wurden Zellen kultiviert, Reihe H diente der Ermittlung des Blank-Werts (B) und Reihe G zur
Kontrolle der Farbung (K).

Die Experimente am Plattenleser wurden bei den beiden Anregungs-Wellenldngen von 340
und 380 nm durchgefihrt. Die daraus resultierende Emission wurde jeweils bei 510 nm und
je Well direkt hintereinander gemessen. Im verwendeten Messprotokoll wurden 12
Messzyklen a 45 Sekunden durchlaufen, wobei die Substanzapplikation wéhrend des flinften
Zyklus erfolgte. Die Messungen wurden in jeweils 100 pl Endvolume durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Platten zunéchst je Well mit 90 ul KRH vorbereitet. Die Zugabe von Crotamin

erfolgte mit Hilfe der Pumpen in entsprechender Konzentration und in jeweils 10 ul KRH.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Isolierung der Einzelkomponenten

6.1.1 Auftrennung des Gesamtgifts

Mit Hilfe der RP-HPLC konnten die einzelnen Bestandteile des Gifts von Crotalus durissus
terrificus isoliert werden. Hierflr wurde ein diskontinuierlicher Ldsungsmittel-Gradient

etabliert, welcher eine mdglichst gute Trennung der einzelnen Komponenten ermdglichte.

Fur jeden Lauf wurden hierzu 10 mg des Gifts in Phosphatpuffer geldst und mittels RP-
HPLC entsprechend der jeweiligen Hydrophobizitat in seine Einzelkomponenten getrennt.
Durch entsprechende Programmierung konnten die drei Fraktionen P1 (A10), P2 (A11) und
P3 (Al2 & C12) gesammelt werden. Die Elution von P1 erfolgte bei 20,8 % Puffer B, die
von P2 und P3 nacheinander bei 30,5 % Puffer B (Abb. 21).

Die in diesen Fraktionen enthaltenen Komponenten wurden im Anschluss mittels SpeedVac
konzentriert und vom Losungsmittel Acetonitril befreit. AnschlieBend wurde die
Konzentration der nun in reinem Wasser vorliegenden Proteine und Peptide nach Bradford
bestimmt, und bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.
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Abb. 21: Chromatogramm eines HPLC-Laufs zur Isolierung der Giftbestandteile. Im Chromatogramm sind
die Absorption bei 280 nm blau (in mAU), der Losungsmittelgradient orange (in % Puffer B), der Zeitpunkt der
Probeninjektion schwarz und der Wechsel der FraktionsgeféR3e rot gegen die Zeit (in Minuten) aufgetragen. Die
Fraktionen A10, A11 und A12 bis C12 entsprechen den im Weiteren als P1, P2 und P3 bezeichneten Fraktionen.
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6.1.2 Qualifizierung der Fraktionen

Die Fraktionen P1-P3 wurden mit Hilfe der SDS-PAGE zunéchst grob auf Anzahl und
molekulare GroRe der enthaltenen Substanzen Gberpruft (Abb. 22). Es zeigte sich, dass P1
eine Komponente mit einer Masse zwischen 5 und 10 kDa enthalt. In P2 konnte ebenfalls
eine, allerdings nur sehr schwache, Bande im Bereich zwischen 10 und 15 kDa detektiert

werden. In P3 zeigten sich zwei Banden im Bereich von 15 kDa.

M Cadt P1 P2

g

250 -
150 -

100 -
75 -

10 -

Abb. 22: Gel einer SDS-PAGE zur Uberpriifung der Fraktionen P1 und P3 nach der Silberfarbung. Im Gel
wurden von links nach rechts das Gesamitgift von Crotalus durissus terrificus (Cdt) mit den Fraktionen P1, P2
und P3 verglichen. Als Marker (M) wurde der ,Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards” verwendet.

Fur die weitere Qualifizierung der, in den Fraktionen enthaltenen, Molekile wurden
massenspektroskopische Untersuchungen in Auftrag gegeben. Hierzu wurde zunéchst das
Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z, im Weiteren als Masse bezeichnet) der, in den Fraktionen
enthalten, Komponenten mittels MALDI-TOF Untersuchung bestimmt (Abb. 23).

Bezlglich der Reinheit der Faktionen und dem Molekulargewicht der enthalten
Komponenten konnte flir P1 gezeigt werden, dass diese ein einzelnes Peptid mit einer Masse
von ca. 4,9 kDa enthélt. In der Fraktion P2 wurden drei Molekile detektiert, die einem
Molekulargewicht von ungeféhr 4,7 , 7,3 und 9,5 kDa entsprechen. In der Fraktion P3 konnte
ein Protein mit einer ungefahren Masse von 14,2 kDa nachgewiesen werden. Aufl3erdem

enthielt das Spektrum von P3 noch einen weiteren kleinen Peak bei ca. 7,1 kDa.
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Abb. 23: MS-Spektren der MALDI-TOF-MS Analysen der Fraktionen P1 bis P3.

Laut Literatur besitzt Crotamin eine Masse von ca. 4,9 kDa. Die Masse des in der Fraktion
P1 detektierten Peptids deutete daher auf die Isolierung von Crotamin hin. In der Fraktion
P2 wurden dagegen mehrere Massen gefunden. Dies deutete darauf hin, dass in dieser
Fraktion mehrere Komponenten enthalten sind. Fur P3 wurde die These aufgestellt, dass es
sich, bei der mit einer Masse von 14,2 kDa detektierten Komponente, um Crotoxin B
handelt. Der zweite Massenpeak bei ungefdhr 7,1 kDa konnte der zweifach geladenen
Variante von CB entsprechen. Die MALDI-TOF-Spektren sprachen daher dafiir, dass in den

Fraktionen P1 und P3 jeweils eine einzelne Komponente des Gifts isoliert wurde.

Um die in P1 und P3 detektierten Molekile weiter zu untersuchen wurde zudem eine
prazisere Massenbestimmung mittels Nano-HPLC-ESI-MS durchgefihrt Die in P1
detektierte Masse von 4881 Da entspricht dabei dem in der Literatur angegebenen
Molekulargewicht von Crotamin. Die Ubrigen Massen koénnten beispielsweise durch
Addukte aus dem Puffer, beziehungsweise durch eine teilweise Fragmentierung des Peptids,

erkléart werden. Die drei groRten Peaks wurden dabei wie folgt interpretiert:
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Die Masse von ca. 4737 Daentspricht einem Crotamin-Fragment, welchem die C-terminalen
Aminosauren Serin und Glycin fehlen. Der Peak bei ca. 4897 Da entspricht einer Oxidation.
Die Masse von ca. 4979 Da kann durch ein an Crotamin assoziiertes Phosphat erklart
werden. Da das Gift fur die Aufreinigung an der HPLC in Phosphatpuffer geldst wurde, ist
diese Modifikation wahrscheinlich (Abb. 24).
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Abb. 24: Dekonvuliertes ESI-MS-Spektrum zur Bestimmung der Masse von P1. Mdgliche Addukte,
beziehungsweise Fragmentierungen des Peptids, sind in Rot angegeben.

Das am ESI aufgenommene dekonvulierte MS-Spektrum von P3 bestétigte die Vermutung,
dass die, bei der MALDI-TOF Analyse detektierte, Masse von 7,1 kDa der zweifach
geladenen Variante des Peptids entspricht. AulRerdem zeigte das ESI-MS-Spektrum von P3
im Bereich von 14,2 kDa mehrere Massenpeaks. Der grolte Peak entspricht einer Masse von
14237 Da (Abb. 25).
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Abb. 25: Dekonvuliertes ESI-MS-Spektrum zur Bestimmung der Masse von P3.
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Um zu Uberprifen, ob es sich bei den in P1 und P3 enthaltenen Komponenten um Crotamin,
beziehungsweise Crotoxin B handelt, wurden zusétzlich ISD-Spektren mittels MALDI-
TOF-MS/MS aufgenommen. Es stellte sich jedoch heraus, dass fur das in P1 enthalten Peptid
keine flr die ISD-Analyse ausreichende Fragmentierung moglich war. Daher wurde die in
P1 enthaltene Komponente mit Hilfe von Trypsin verdaut und die Sequenz der erzeugten
Peptidfragmente mittels Nano-LC-ESI-MS/MS bestimmt.

Durch den Abgleich der detektierten Massen und ihrer MS/MS-Spektren mit der von Laure
publizierten Sequenz konnte bestatigt werden, dass es sich bei dem in P1 enthaltenen Peptid
um Crotamin handelt (Tab.4, Laure 1975). Die Sequenzanalyse deckte die ersten
31 Aminoséuren von Crotamin ab (entspricht 73 % der Sequenz). Die Fragmente, welche
durch den Verdau von Crotamin mit Trypsin aus dem C-terminalen Bereich der letzten 11

Aminosauren entstehen kdnnen, waren zu klein, um sie mit dieser Methode zu detektieren.

Sequenz der detektierten Peptidfragmente bzw. von Crotamin Mascot-Score

YKQCHKK- 25

-KGGHCFPK- 44

-GGHCFPK- 38

-EKICLPPSSD- 29

-EKICLPPSSDFGK- 43

-EKICLPPSSDFGKMDCR~- 26

-ICLPPSSDEG- 20

—-ICLPPSSDFGK- 66

-ICLPPSSDFGKMDCR- 21

-PPSSDFGK- 29
YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG

Tab. 4: Dargestellt sind die Sequenzen der, mittels Trypsinverdau erzeugten und anhand des Nano-LC-ESI-
MS/MS Experiments bestimmten, Peptide (M entspricht Methionin + Oxidation). In der untersten Zeile ist die
von Laure fur Crotamin publizierte Sequenz angegeben. Der fett gedruckte Abschnitt konnte durch die ESI-
MS/MS Analyse bestétigt werden.

Die MALDI-TOF ISD-Analysen von P3 bestatigte die Vermutung, dass diese Fraktion
Crotoxin B enthélt. Die Interpretation des ISD-Spektrums ermdglichte es, die Sequenz
zweier Fragmente zu ermitteln (Abb. 26). Sie entsprechen einem Sequenzabschnitt, in
welchem sich vier der publizierten Isoformen gleichen. Da zudem bei
massenspektrometrischen Analysen die Unterscheidung von Leucin und Isoleucin nicht
moglich ist, kdnnten insgesamt flnf der, fur Crotoxin B gelisteten, Isoformen in P3 enthalten
sein (Tab. 5, nach der Datenbank UniProt - ,,universal protein database®).
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Aus der Literatur ist zudem bekannt, dass bei der verwendeten Strategie zur Isolierung der
Giftkomponenten Crotoxin B meist als ein Gemisch seiner Isoformen isoliert wird. Daher,
sowie auf Grund der beiden Banden in der Gelelektrophorese und der Anzahl der Signale im
ESI-MS-Spektrum (Abb. 25), enthalt P3 vermutlich mehrere Isoformen von Crotoxin B.
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Abb. 26: ISD-Spektrum der MALDI-TOF-MS/MS Analyse von P3. Die Sequenzen der detektierten
Peptidfragmente sind tGiber dem Spektrum angegeben.

Sequenzenvarianten der Fragmente Crotoxin B-Isoformen der Literatur
aus der ISD-Analyse entsprechende Teilsequenz UniProt - ID

NKM (T /L) KFETRKNAVPFYAF NKMLKFETRKNAVPFYAF=G | POCAS7(CdtF17)
(1/L) POCAS5 (CdtF15),

oder NKMIKFETRKNAVPFYAFYG | POCASE (CdtF16),

M(I/L)KFETRKNAVPFYAFYG POCG56 (CBb),
P24207 (CBa2, CB2)

Tab. 5: Sequenzen der mittels ISD-Analyse detektierten Fragmente von P3. Sie entsprechen einem
Sequenzabschnitt von Crotoxin B, in welchem sich mehrere Isoformen gleichen (nach UniProtkB). Die
moglichen Isoformen unterscheiden sich in den grau hinterlegten Aminoséauren (5 = unbestimmte Aminoséaure).

Letztlich zeigten die Untersuchungen der mittels RP-HPLC gewonnen Fraktionen, dass P1
ausschlieBlich Crotamin, und P3 vermutlich mehrere Isoformen von Crotoxin B enthalt. Fir
die Identifizierung der Bestandteile von P2 waren weitere Untersuchungen notwendig
gewesen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde ausschliellich mit P1 als Crotamin

gearbeitet. P2 und P3 wurden fur eine spatere Verwendung bei -20 °C eingelagert.
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6.2 Charakterisierung des Crotamineinbaus in Lipidmonolayer

Das Einbauverhalten von Crotamin wurde mit Hilfe einer Filmwaage untersucht. Hierfur
wurden Monolayern aus Asolektin mit unterschiedlichen Cholesterinkonzentrationen
genutzt. Zu Beginn eines Experiments wurden jeweils 10 pg Crotamin zugegeben und die
Anderung des lateralen Drucks bei konstanter Flache beobachtet. Um den Einfluss von
Subphase, lateralem Druck und Lipidkomposition zu vergleichen, wurde die zeitliche
Anderung des Drucks erfasst und als Einbaugeschwindigkeit definiert. Die jeweilige Dauer
bis zum Erreichen von 95 % des nach 30 Minuten vorherrschenden maximalen Drucks (P95)
diente als MaR der Einbaugeschwindigkeit (Abb. 27). Die statistische Relevanz wurde mit
Hilfe eines t-Tests ermittelt und als Uberschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) angegeben.
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Abb. 27: Vorgehensweise zur Auswertung der Messungen an der Filmwaage. Die Abbildung zeigt die
Messung eines reinen Asolektinmonolayers und exemplarisch den Weg zur Ermittlung der
Einbaugeschwindigkeit. Hierbei ist der laterale Druck (LD) in griin und die Barrierenposition (B_pos) in blau
dargestellt. In schwarz sind der minimale und maximale Druck (horizontal) sowie der Zeitpunkt 30 Minuten nach
Crotaminzugabe (vertikal) eingezeichnet. P95 ist in rot markiert.

In Vorversuchen wurde zundchst der Einfluss von der Zusammensetzung der Subphase,
sowie des vorherrschenden lateralen Drucks auf das Einbauverhalten von Crotamin
untersucht. In diesen Versuchen wurden allerdings noch die Fraktionen P1-P3 gemeinsam

verwendet.
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Um den Einfluss von bivalenten Kationen in der Subphase zu untersuchen wurden
Messungen an reinen Asolektinmonolayern durchgefiihrt. Als Subphase diente DPBS mit,
beziehungsweise ohne Kalzium und Magnesium (+ bzw. -). Es zeigte sich, dass bivalente
lonen zu einer héheren Einbaugeschwindigkeit von Crotamin (P1-P3) fihren. Diese
Beobachtung konnte sowohl bei einem Startdruck von 7 mN/m, als auch von 10 mN/m

gemacht werden. Die Geschwindigkeiten unterscheiden sich signifikant (Abb. 28A).

Die Abhéngigkeit der Einbaugeschwindigkeit vom lateralen Druck wurde sowohl in reinen,
als auch in cholesterinhaltigen, Asolektinmonolayer untersucht. Als Subphase wurde
DPBS+ verwendet. Dabei fuhrte die Erhdhung des lateralen Ausgangsdruck von 7 auf 10
mN/m zu einem schnelleren Einbau von Crotamin (P1-P3). Diese Beobachtung wurde
sowohl bei reinen Asolektinmonolayer gemacht, als auch bei jenen, die 10 % Cholesterin
enthielten. Allerdings konnte nur fur cholesterinhaltigen Monolayern eine Abhangigkeit mit

statischer Signifikanz ermittelt werden (Abb. 28B).
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Abb. 28: Abh&ngigkeit der Einbaugeschwindigkeit vom lateralen Druck und der Subphase. Abbildung (A)
zeigt die Abhangigkeit von bivalenten Kationen in der Subphase bei zwei unterschiedlichen lateralen
Startdrucken. Abbildung (B) zeigt die Abhangigkeit vom jeweils vorherrschend lateralen Startdruck fur
Asolektinmonolayer mit und ohne Cholesterin. (A und B) Es wurden jeweils fiinf Messungen durchgefiihrt. Die
Einbaugeschwindigkeit ist in Sekunden (tros) in Form eines Box-Whiskers-Plot mit Mittelwert (+) dargestellt. Die
statistische Signifikanz wurde mittels ungepaarten t-Test bestimmt (p-Wert: (A) 0,0111 [*] bzw. 0,0019 [**]; (B)
nicht signifikant [n.s.] bzw. 0,0026 [**]).
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Um in den nachfolgenden Untersuchungen beziiglich des Einflusses der vorherrschenden
Cholesterinkonzentration einen moglichst starken Effekt beobachten zu kénnen, wurden die
Messungen bei einem Ausgangsdruck von 10 mN/m und unter Verwendung von DPBS+ als
Subphase durchgefuhrt.

Der Einfluss von Cholesterin auf das Einbauverhalten von Crotamin wurde an
Asolektinmonolayer ohne, beziehungsweise mit Cholesterin (5 und 10 %) untersucht. Es
zeigte sich, dass in cholesterinhaltigen Monolayern die Einbaugeschwindigkeit von
Crotamin verringert ist. Im Vergleich zu cholesterinfreien Monolayern unterscheiden sich
die Geschwindigkeiten statistisch signifikant (Abb. 29).

Der Vergleich von Monolayern mit 5, beziehungsweise 10 % Cholesterin l&sst keine weitere
Aussage mit statistischer Relevanz zu. Die Einbaugeschwindigkeiten unterscheiden sich nur
geringfugig. Bei steigender Cholesterinkonzentration deutet der Vergleich der Mediane auf
eine leicht sinkende Einbaugeschwindigkeit hin. Der Vergleich der Mittelwerte steht dieser

Aussage aber entgegen.
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Abb. 29: Abhéngigkeit der Einbaugeschwindigkeit von der Cholesterinkonzentration im Monolayer.
Die Messungen erfolgten bei einem lateralen Ausgangsdruck von 10 mN/m und unter Verwendung von DPBS+
als Subphase. Die Dauer des Einbaus ist in Sekunden (trgs) in Form eines Box-Whiskers-Plot mit Mittelwert (+)
dargestellt, und die jeweilige Cholesterinkonzentration ist in % angegeben. Es wurden 28, 10, bzw. 20
Messungen fir die Konzentrationen 0 , 5 und 10 % Cholesterin durchgefihrt. Die statistische Signifikanz wurde
mittels ungepaarten t-Test bestimmt (p-Wert = 0,0122 [*] bzw. 0,0031 [**]).
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6.3 Einfluss von Crotamin auf die Membranfluiditat von Vesikeln
Der Einfluss von Crotamin auf die Fluiditdt von Membranen wurde in Abhangigkeit von
deren Lipidkomposition mit Hilfe eines Plattenlesers untersucht. In der vorgelegten Arbeit
wurden  Asolektin:Cholesterin-,  beziehungsweise = DOPC:Cholesterin-Vesikel — mit
unterschiedlich groBem Anteil von Cholesterin (0 bis 10 %) verwendet. Die Anderungen der

Fluiditat wurden anhand der Fluoreszenzpolarisation von DPH detektiert.

Um die einzelnen Messungen vergleichen zu kdnnen, wurden zundchst die Daten einer jeden
Messreihe auf den Mittelwert der Zyklen vor der Crotaminzugabe (1-6) normiert. Die auf
diesem Weg ermittelte relative Fluoreszenzpolarisation (FP) diente als MaR fur die
Anderungen der Membranfluiditait. Es zeigte sich bei allen untersuchten
Lipidkompositionen, dass die Zugabe von Crotamin zu einer Anderung der
Membranfluiditat fuhrte.

Bei Membranen aus DOPC, beziehungsweise aus DOPC und Cholesterin, verursachte
Crotamin eine Fluidisierung der Membran. Hierbei war die Fluiditat der Membranen direkt
nach der Crotaminzugabe maximal. Im weiteren Verlauf der Messung erreichte sie einen

Wert zwischen urspringlicher und maximaler Fluiditat (Abb. 31A).

Bei reinen Asolektin-Vesikeln fiihrte die Zugabe von Crotamin zundchst zu einer geringeren
Fluiditat der Membran. Gegen Ende der Messungen wurden deren Membranen jedoch
deutlich fluider als vor der Crotaminzugabe (Abb. 30A). Dagegen wurden die Membranen
der Asolektin:Cholesterin-Vesikel (0,5 bis 10 %) direkt nach der Crotaminzugabe fluider.
Im weiteren Verlauf der Messung wurden deren Membranen zunachst wieder fester, wobei
die Fluiditat der Membranen mit 5 und 10 % Cholesterin die Ursprungliche (vor
Crotaminzugabe) unterschritt. Gegen Ende des beobachteten Zeitraums wurden jedoch alle
Membranen wieder fluider (Abb. 30A).

AuRerdem zeigte sich schon bei dieser Betrachtungsweise, dass die Wirkung von Crotamin
durch die Cholesterinkonzentration der Vesikelmembranen beeinflusst wurde. Dabei wurde
der Einfluss wvon Crotamin auf die Membranfluiditdt durch die jeweilige
Cholesterinkonzentrationen von asolektinhaltigen Vesikeln deutlich starker verandert als bei
DOPC-haltigen Vesikeln (Abb. 30A und 31A).
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Abb. 30: Einfluss von Crotamin auf die Membranfluiditat von Asolektin:Cholesterin-Vesikeln.
(A) Die Anderung der Fluiditat der Vesikelmembran ist in Form der relativen Fluoreszenzpolarisation von DPH
(FP) gegen die Zeit (t) dargestellt. Die Crotaminzugabe erfolgte im siebten Zyklus (t = 315 s). ). Angegeben sind
die, jeweils der auf die Zyklen 1-6 normierten, Mittelwerte mit zugehdrigem Standardfehler (n = 252, bzw.
fir 1 % n = 101). Die Werte wurden auf den Mittelwert der Zyklen 1-6 normiert. (B) Vergleich der maximalen
relativen Fluoreszenzpolarisation (FP-Maximum), welche nach der Zugabe von Crotamin gemessene wurde.
Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte mit zugehdrigem Standardfehler. Diese sind nach einfaktorieller
Varianzanalyse signifikant verschieden (p-Wert < 0,0001 [***]). (C) Vergleichende Darstellung der jeweiligen
Dauer von der Crotaminzugabe bis zum Erreichen der in (B) dargestellten Maxima (t Fp-maximum).




Ergebnisse 72

A
& 1.004
=
S
®
&
S
s
o
Q.
N
c
&
N 0.98
o
o
=
T
(]
>
s
o
0.964 - 0% - 1% - 10%
== 0.5% == 5%
0 180 360 540 720 900 1080 1260

t[s]

B C
. 675 .
1.00-
£ 6301
g £
- * k * -
X 0991 *I* 3 £
- I e S ol . .
o o
™ * * * I :
0.984 i
5404 ° .
o\e o\e o\e o\e o\e o\ oo o\e o\ o\
) N % R ST N % ¥

Abb. 31: Einfluss von Crotamin auf die Membranfluiditit von DOPC:Cholesterin-Vesikeln.
(A) Die Anderung der Fluiditat der Vesikelmembran ist in Form der relativen Fluoreszenzpolarisation von DPH
(FP) gegen die Zeit (t) dargestellt. Die Crotaminzugabe erfolgte im siebten Zyklus (t = 315 s). Angegeben sind
die, jeweils der auf die Zyklen 1-6 normierten, Mittelwerte mit zugehérigem Standardfehler (n = 252).
(B) Vergleich der maximalen relativen Fluoreszenzpolarisation (FP-Maximum), welche nach der Zugabe von
Crotamin gemessene wurde. Dargestellt sind die jeweiligen Mittelwerte mit zugehérigem Standardfehler. Diese
sind nach einfaktorieller Varianzanalyse signifikant verschieden (p-Wert < 0,0001 [***]). (C) Vergleichende
Darstellung der jeweiligen Dauer von der Crotaminzugabe bis zum Erreichen der in (B) dargestellten Maxima
(t FP-Maximum).

Fir den weiteren Vergleich der Messungen wurde das jeweilige Maximum der
Fluoreszenzpolarisation nach der Zugabe von Crotamin (FP-Maximum), sowie die Dauer

bis zum Erreichen dieses Maximums (t Fp-Maximum), ermittelt.
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Es zeigte sich, dass die Maxima, sowohl bei den Vesikeln mit Asolektin, als auch bei jenen
mit DOPC, mit steigender Cholesterinkonzentration groRer wurden (0,5 bis 10 %). Demnach
wirkte Cholesterin mit steigender Konzentration der von Crotamin verursachten
Fluidisierung entgegen. Nach einfaktorieller Varianzanalyse unterscheiden sich die FP-
Maxima der asolektinhaltigen, beziehungsweise der DOPC-haltigen, Vesikel signifikant
(Abb. 30B und 31B).

Bei asolektinhaltigen Vesikeln war das FP-Maximum der cholesterinfreien Vesikel am
grofiten und groRer als vor der Crotaminzugabe. Demnach wurden die reinen
Asolektinmembranen in Folge der Zugabe von Crotamin weniger fluide. Bei Vesikeln, die
zusétzlich einen Anteil an Cholesterin enthielten, war das Maximum kleiner als bei reinen
Asolektin-Vesikeln. Fir die Membranen mit 0,5 und 1 % Cholesterin ist dieses kleiner als

vor der Crotaminzugabe, fir jene mit 5 und 10 % Cholesterin grofier (Abb. 30B).

Im Gegensatz dazu waren die FP-Maxima aller DOPC-haltigen Vesikel kleiner als vor der
Crotaminzugabe. Demnach wurden deren Membranen durch die Zugabe von Crotamin
fluider. Im Vergleich zu reinen DOPC-Membranen war die Fluidisierung bei einem
Cholesterinanteil von 0,5 und 1 % stérker, und bei einem Anteil von 5 und 10 % Cholesterin
geringer (Abb. 31B).

Neben der Starke des Einflusses von Crotamin wurde auch die Dauer bis zum Erreichen des
Maximums (t rp-maximum) Verglichen. Generell wurde hierbei eine schnellere Wirkung auf
asolektinhaltige Membranen beobachtet. Bei den Vesikeln aus Asolektin betrug die Dauer
bis zum Erreichen des Maximums zwischen 270 und 400 Sekunden nach der
Crotaminzugabe. Bei Vesikeln aus DOPC zwischen 540 und 675 Sekunden. Sowohl bei
asolektinhaltigen als auch bei DOPC-haltigen Membranen zeigte sich, dass die jeweiligen
Maxima mit steigender Cholesterinkonzentration schneller erreicht wurden. Einzige
Ausnahme waren hierbei die asolektinhaltigen Vesikel mit einem Anteil von 10 %
Cholesterin (Abb. 30C und 31C).

AuBerdem zeigte der Vergleich von asolektinhaltigen und DOPC-haltigen Vesikeln, dass
der Einfluss der jeweiligen Cholesterinkonzentration auf die von Crotamin verursachten

Fluiditatsanderungen bei asolektinhaltigen Membranen starker ausfiel. (Abb. 32).
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Abb. 32: Einfluss der Lipidkomposition auf die Crotamin-induzierte Fluiditatsdnderung von
Vesikelmembranen. Die Werte der DOPC:Cholesterin-Vesikel sind in schwarz, die der Asolektin:Cholesterin-
Vesikel in braun dargestellt. Angegeben sind die FP-Maxima mit zugehorigem Standardfehler, entsprechend
der Abbildungen 30B und 31B. Zusatzlich ist mit Hilfe der gestrichelten Linien der jeweils mit zunehmender
Cholesterinkonzentration zu beobachtende Effekt hervorgehoben.

6.4 Einfluss von Crotamin auf die Vesikelgréi3e

Neben den Untersuchungen zur Membranfluiditat wurden die DOPC:Cholesterin-Vesikel
mit Hilfe einer DLS-Apparatur auch auf ihre GroRe untersucht. In allen verwendeten
Vesikelsuspensionen konnte jeweils nur eine GréRenpopulation nachgewiesen werden. Des
Weiteren konnte keine Abhéangigkeit zwischen Vesikelgréfie und Cholesterinkonzentration
beobachtet werden (Abb. 33C).

AuRerdem wurde der Einfluss von Crotamin auf die VesikelgrofRe untersucht. Hierzu wurde
zunichst die GroRRe der Vesikel bestimmt (t = 0 Minuten) und anschlieRend jeweils 50 uM
Crotamin in die Vesikelsuspension gegeben. Die Anderung der VesikelgroRe wurde alle finf

Minuten gemessen und Uber einen Zeitraum von 20 Minuten beobachtet (Abb. 33A).

Im Anschluss wurden die Werte einer Messreihen jeweils auf den Zeitpunkt vor der Zugabe
von Crotamin normiert (Abb. 33D und E). Die Messungen zeigten, dass die Vesikel
unabhangig von der jeweiligen Cholesterinkonzentration auch 20 Minuten nach der
Crotaminzugabe eine homogene GroRe hatten. Insgesamt nahm jedoch die GroRe der
Vesikel Gber die Zeit zu. Fur diesen Effekt konnte ebenfalls keine Abhangigkeit von der
Cholesterinkonzentration ermittelt werden. Demnach werden die Vesikel unabhéngig von

deren Zusammensetzung durch den Einfluss von Crotamin groRer (Abb. 33B).
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Abb. 33: Einfluss von Crotamin auf die Grof3e von DOPC:Cholesterin-Vesikeln. In (A) sind die Mittelwerte
der Vesikelradien mit zugehérigem Standardfehler, in (D) der Mittelwert der relativen VesikelgroRe gegen die
Zeit aufgetragen. (E) zeigt die lineare Regression zu Abbildung (D). In (C) ist die VesikelgroRe vor der
Crotaminzugabe in Abhangigkeit zur jeweiligen Cholesterinkonzentration dargestelit. In Abbildung (B) ist die
relative GroRenanderung der Vesikel aller Lipidkompositionen gemittelt, mit zugehdrigem Standardfehler und
zugehdriger Regression dargestellt. Die Farbkodierung der Abbildungen (C-E) entsprechen der in (A).
(A, C-E) Der Mittelwert ist jeweils aus 5 Messreihen a 20 Einzelmessungen berechnet (siehe Kapitel 5.3.4).

6.5 Einfluss von Crotamin auf neuronale Zellen

Mit Hilfe eines Plattenlesers und des Fluoreszenzfarbstoff Fura 2-AM wurde auRerdem die
Wirkung von Crotamin auf die neuronale Zelllinie SH-SY5Y untersucht. Das Verhaltnis der,
aus den beiden Extinktionswellenldngen resultierenden, Emissionen gab dabei Aufschluss
iiber die Anderungen der intrazelluldren Kalziumkonzentration. Fiir den Vergleich der
Messungen wurden die Werte jeweils auf den Mittelwert aus den Messzyklen vor der

Crotaminzugabe (1-4) normiert.
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Es zeigte sich, dass Crotamin zum Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration fuhrte.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Bereich zwischen 1 und 100 uM Crotamin untersucht.
Der  Vergleich der verwendeten Konzentrationen  ermoglichte es, eine
Konzentrationsabhéangig fir den Einfluss von Crotamin auf die Kalziumhomdoostase von

neuronalen Zellen nachzuweisen (Abb. 34).

Fur die Konzentrationen 1 bis 10uM war der Anstieg der intrazellulédren
Kalziumkonzentration gering. Bei einer Konzentration von 50 uM Crotamin war dieser
deutlich und bei 100 uM stark. Im Konzentrationsbereich von 1 bis 50 uM konnte der
Anstieg der intrazellulédren Kalziumkonzentration Uber den gesamten Zeitraum beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu wurde bei einer Applikation von 100 uM Crotamin nach dem
Erreichen des Maximums der sofortige und schnelle Rickgang der freien

Kalziumkonzentration beobachtet.
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Abb. 34: Einfluss von Crotamin auf die Kalziumhomdostase von neuronalen Zellen. Dargestellt ist die
relative Anderung der intrazellularen freien Kalziumkonzentration, in Form der Blank korrigierten, relativen
Emissionen von Fura 2-AM bei 510 nm (350/380 nm Extinktion). Die Crotaminzugabe erfolgte im fiinften Zyklus
(t = 180 s). Dargestellt ist der jeweils auf die Zyklen 1-4 normierte Mittelwerte mit zugehdrigem Standardfehler
(n = 60).
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7 Diskussion

7.1 Isolierung von Crotamin

Unter Verwendung einer RP-HPLC konnten Einzelkomponenten des Gifts von Crotalus
durissus terrificus erfolgreich isoliert werden. In friheren Arbeiten wurden die als P1 bis P3
bezeichneten Fraktionen noch gemeinsam isoliert. Diese Fraktion (P1 bis P3 gemeinsam)
wurde in der vorgelegten Arbeit fur die Vorversuche an der Filmwaage verwendet. Durch
entsprechende Anpassung von Gradient und Fraktionierung wurden fir alle weiteren
Versuche P1 bis P3 getrennt gesammelt. Die in den Fraktionen enthaltenen Komponenten
konnten durch nachfolgende Untersuchungen mittels SDS-PAGE und Massenspektrometrie,

sowie durch Abgleichen mit der Literatur, zugeordnet werden.

Demnach entsprach die Masse der in P1 detektierten Komponente Crotamin und die Fraktion
P3 enthielt Isoformen von Crotoxin B. Die Untersuchungen von P2 lieRen neben einer
GrolRenbestimmung keine weiteren Aussagen bezlglich der enthaltenen Komponenten zu.
Der Vergleich mit Chromatogrammen aus der Literatur, bei welchen die einzelnen
Bestandteile des Gifts von Crotalus durissus terrificus ebenfalls mit Hilfe einer C18-Sdule
getrennt wurden, legt aber die Vermutung nahe, dass in P2 Crotoxin A (Crotapotin) enthalten
sein konnte (Abb. 35, Oliveira et al. 2002).

31 F16 Abb. 35: Elutionsprofil eines RP-HPLC-Laufs
l 15 Fi17 i 100 mit dem Gift von Crotalus durissus terrificus.
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Obwohl in der zitierten Arbeit mit einem etwas anderen Gradienten gearbeitet wurde, ahnelt
das Elutionsprofil dem Chromatogramm der vorliegenden Arbeit. Die Fraktionen F5-F7
wurden nach Oliveira et al. Crotoxin A zugeordnet und entsprechen vermutlich P2. In den
Fraktionen F15-F17 konnten von Oliveira et al. Isoformen von Crotoxin B identifiziert
werden. Diese Fraktionen entsprechen voraussichtlich der in dieser Arbeit als P3

bezeichneten Fraktion.
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7.2 Bivalente Kationen, sowie der laterale Membrandruck,

beeinflussen die Einbaugeschwindigkeit von Crotamin
In der vorgelegten Arbeit wurde zunédchst das Einbauverhalten von Crotamin in
Asolektin:Cholesterin-Monolayer (0, 5 und 10 %) untersucht. An diesen konnte zunéachst
gezeigt werden, dass die Anwesenheit von bivalenten Kationen (Ca?* und Mg?*), sowie die
Erhohung des lateralen Drucks von 7 auf 10 mN/m zu einem beschleunigten Einbau von
Crotamin fuhren (Abb. 28).

Bei diesen Versuchen wurde allerdings mit einer Giftfraktion gearbeitet, welche die in dieser
Arbeit als P1 bis P3 bezeichneten Fraktionen gemeinsam enthielt. Es ist daher moglich, dass
der beobachtete Effekt nicht ausschlieRlich auf der Wirkung von Crotamin beruht. Jedoch
ist aus der Literatur keine weitere Komponente des Gifts von Crotalus durissus terrificus
bekannt, welche zellpenetrierende Eigenschaften besitzt. Im Weiteren wurde deshalb davon
ausgegangen, dass die gemachten Beobachtungen zumindest vorwiegend auf der Wirkung

von Crotamin beruhen.

Fur die Herstellung der Monolayer wurde Asolektin, ein Lipidextrakt aus der Sojabohne,
verwendet. Da es sich um ein Pflanzenextrakt handelt, ist er cholesterinfrei. Er enthalt
sowohl neutral geladene Lipide, wie beispielsweise Phosphatidylcholin und —ethanolamin
(PC und PE), als auch negativ geladene Lipide (z. B. Phosphatidylinositol, PI). Bivalente
Kationen konnen mit den Kopfgruppen der Phospholipide schon auf Grund ihres
Dipolmoments, zum Teil aber auch wegen deren negativer Ladungen interagieren und an
diese assoziieren. Dadurch verandert sich zunéchst die Oberflachenladung der Membran.
Gleichzeitig andert dies aber auch die Beweglichkeit der Kopfgruppen, sowie deren

Fahigkeit zu elektrostatischen Wechselwirkung.

Durch die beschriebenen Effekte konnten die Anziehung und Bindung von Crotamin an die
Membran verstarkt, sowie dessen Einbau in die Membran erleichtert werden. Demnach kann
der, bei einer Subphase mit bivalenten Kationen beobachtete, schnellere Einbau von
Crotamin moglicherweise auf die dabei verénderten Eigenschaften des Monolayers
zurlickgefuhrt werden. Auflerdem kann durch bivalente Kationen auch die Konformation
eines Peptids, sowie dessen Hydrathille verédndert werden. Crotamin ist ein amphiphiles,
geladenes und polares Peptid. Es ist daher vorstellbar, dass auch auf diese Weise seine

Fahigkeiten zur Assoziation an, sowie zur Integration in, die Membran verandert wurden.
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Eine Anderung des lateralen Drucks verandert ebenfalls die biophysikalischen
Eigenschaften einer Membran. Auf Grund ihrer thermodynamischen Eigenschaften andert
sich dadurch zunachst die Fluiditat der Membran. Dabei fiihrt die Erhthung des Drucks zu
einer geringeren Bewegungsfreiheit der Lipide und in der Folge zu weniger fluiden
Membranen. Dieser Effekt hatte vermutlich ein geringeres Integrationsvermdgen von
Crotamin zur Folge. Allerdings widersprechen dieser These die in der vorliegenden Arbeit

gemachten Beobachtungen.

Eine Erhohung des Membrandrucks fiihrt aber auch zur Kondensation der Lipide. Dadurch
wird die den Lipiden lateral zur Verfiigung stehende Flache kleiner. In Folge dessen ist es
mdoglich, dass Kopfgruppen weiter aus der Oberflache eines Monolayers herausragen. Dies
kdnnte wiederum die Wechselwirkungen zwischen Crotamin und der Membran verstarken.
Maoglicherweise konnte deshalb bei erhdhtem lateralem Druck, trotz der geringeren
Membranfluiditat, ein beschleunigter Einbau von Crotamin beobachtet werden.

7.3 Die membranbeeinflussenden Eigenschaften von Crotamin

sind abhangig von der Lipidkomposition
Fur die Funktionsweise von zellpenetrierenden Peptiden (CPPs) ist deren jeweilige
Interaktion mit der Zellmembran von zentraler Bedeutung. Lipide bilden die Grundstruktur
einer jeden Zellmembran und haben somit einen groRen Anteil an deren biophysikalischen
Eigenschaften. Fur das Verstandnis der Wirkungsweise von CPPs ist es daher notwendig,
den Einfluss der jeweiligen Lipidkomposition zu kennen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Wirkungsweise von Crotamin an artifiziellen Membranen in Abhéangigkeit von der

jeweiligen Lipidkomposition untersucht.

Cholesterin erschwert den Einbau von Crotamin in Membranen

Zunachst wurde an Asolektin:Cholesterin-Monolayern der Einfluss der Cholesterin-
konzentration (0, 5 und 10 %) auf die Einbaugeschwindigkeit von Crotamin untersucht. Als
Maf fir die Einbaugeschwindigkeit diente die Zeitspanne von der Crotaminzugabe bis zum
Erreichen von 95 % des maximalen lateralen Drucks. Die Untersuchungen zeigten, dass

Cholesterin zu einem signifikant langsameren Einbau von Crotamin fuihrte (Abb. 29).

Im Weiteren wurde der Einfluss von Crotamin auf die Fluiditdt von Vesikelmembranen
untersucht. Dazu wurden Vesikel aus Asolektin, beziehungsweise DOPC, und Cholesterin
hergestellt. Die jeweilige Anderung der Fluiditat wurde mit Hilfe fluoreszenzoptischer
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Messungen erfasst. Die jeweils geringste relative Fluiditat nach der Zugabe von Crotamin

diente als MaR fiir den Einfluss von Crotamin.

Dabei zeigte sich bei allen untersuchten Lipidkompositionen, dass Crotamin die Fluiditat der
Vesikelmembran generell und in Abhé&ngigkeit von der jeweiligen Cholesterinkonzentration
veréndert. Je groRer die Cholesterinkonzentration (0,5 — 10 %), desto geringer die durch
Crotamin induzierte Fluidisierung (Abb. 32). Die jeweils geringste Fluiditdt wurde dabei
umso schneller erreicht, je mehr Cholesterin die Membran der Vesikel enthielt. Einzig bei
den Asolektin:Cholesterin-Vesikeln mit 10 % Cholesterin konnte der Effekt einer bei
steigender Cholesterinkonzentration schnelleren Fluidisierung nicht beobachtet werden
(Abb. 30C und 31C).

Vermutlich beruht die durch Crotamin induzierte Fluidisierung der Vesikelmembranen
ebenfalls auf dem Einbau von Crotamin. Hierdurch konnte es die Wechselwirkungen
zwischen den Lipiden schwéchen und in Folge dessen deren Ordnung herabsetzten. Dies
wirde wiederum die Bewegungsfreiheit der Lipide erhdhen, und hatte eine Fluidisierung der

Vesikelmembran zur Folge.

In einer Vesikelmembran ist die den Lipiden lateral zur Verfligung stehende Flache nicht
begrenzt. Daher wirde sowohl die Insertion von Crotamin an sich, als auch eine dadurch
verursachte geringere Ordnung, beziehungsweise Kondensation der Lipide zu groferen
Vesikeln fuhren. Die Ergebnisse der DLS-Messungen sprechen daher fiir die Vermutung,
dass die Fluidisierung der Vesikelmembran auf der Insertion von Crotamin beruht. Die
Untersuchungen zeigten, dass die DOPC-haltigen Vesikel nach der Zugabe von Crotamin

unabhéngig von der jeweiligen Cholesterinkonzentration etwas grofier wurden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erganzen und bestatigen die von Costa et al. berichteten
Beobachtungen an GUVs (,,giant unilamellar vesicles“, Abb. 36). Dabei untersuchten sie das
Ausmal der, durch die Zugabe von Crotamin nach einer Stunde verursachten, Zerstérung
von GUVs. Die Zugabe von Crotamin fiihrte bei reinen POPC-GUVSs zur Zerstorung von ca.
50 % der Vesikel. Dagegen wurden bei POPC:Cholesterin-GUVs (90:10) nur 40 % der
Vesikel zerstort. Demnach reduzierte Cholesterin auch in diesem Versuchsaufbau die
Wirkung von Crotamin (Costa et al. 2014).
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Gemeinsam bestatigten die Ergebnisse dieser Arbeit und die Beobachtungen von Costa et
al., dass Cholesterin den Einbau von Crotamin in Membranen verlangsamt, beziehungsweise
die Wirkung von Crotamin verringert wird. Demnach werden Membranen durch Cholesterin

vor dem Einfluss von Crotamin geschiitzt.

Wie in Kapitel 3.7 beschrieben, reduziert Cholesterin in Membranen die Bewegungsfreiheit
der Lipide. Dies beruht einerseits auf den starkeren hydrophoben Wechselwirkungen
zwischen den KW-Ketten der Phospholipide und den Kohlenstoffringen von Cholesterin.
Anderseits bilden sich aber auch Wasserstoffbriicken zwischen der Hydroxygruppe von
Cholesterin und den polaren Gruppen der Phospholipide (Phosphat, Carboxy- bzw.
Amidgruppe der KW-Ketten).

Auf Grund der beschriebenen Wechselwirkungen erhoht Cholesterin die Ordnung der Lipide
in der Membran. Cholesterinhaltige Membranen sind daher starker kondensiert und besitzen
eine geringere Fluiditdt und Permeabilitat. Eine verringerte Membranfluiditat, sowie eine
groRere Dichte an Lipiden pro Flache, kann wiederum die Integration von Peptiden
erschweren. Zudem erschwert die Ausbildung von Wasserstoffbriicken die Interaktion der

polaren Gruppen mit den lonen und Molekdiilen des Mediums.

Daher konnte auf Grund der Wasserstoffbriicken zwischen Cholesterin und Phospholipiden
zundchst die Anziehung von Crotamin an cholesterinhaltigen Membranen reduziert sein. Im
Weiteren kdnnte deren geringere Fluiditat und starkere Kondensation auch die Insertion von
Crotamin erschweren. Die beschriebenen Mechanismen konnten somit die an
cholesterinhaltigen Monolayern beobachtete, reduzierte Einbaugeschwindigkeit wvon

Crotamin erkléren.
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Vermutlich beruht die, mit steigender Cholesterinkonzentration bei Vesikeln beobachtete,
geringere Fluidisierung ebenfalls auf den durch Cholesterin veranderten biophysikalischen
Eigenschaften der Membran. Basiert deren Fluidisierung auf dem Einbau von Crotamin, ist
dessen geringerer Einfluss entsprechend der fir die Monolayer diskutierten Mechanismen

zu erklaren.

Die Fluiditatsmessungen zeigten auBerdem, dass die zum Vergleich genutzte, geringste
Fluiditat (FP-Maximum) mit steigender Cholesterinkonzentration schneller erreicht wurde.
Diese Beobachtung l&sst sich nicht mit den bisher fir Cholesterin beschriebenen Einfliissen
auf die Eigenschaften einer Membran erklaren. Es ware aber mdglich, dass Cholesterin den
Einbau nicht nur erschwert, sondern dass auch insgesamt weniger Crotamin in
cholesterinhaltige Membranen eingebaut wird. Dies konnte dazu fuhren, dass der
Einbauprozess von Crotamin insgesamt schneller abgeschlossen ist und daher die
Beobachtung einer schnelleren Fluidisierung von cholesterinhaltigen Membranen erklaren.

Lipide mit negativer Ladung fordern den Einbau von Crotamin in Membranen

Die Untersuchungen der Fluiditat von Vesikelmembranen zeigten aulRerdem, dass bei
asolektinhaltigen Membranen der Einfluss von Cholesterin auf die von Crotamin
verursachten Fluiditatsdnderung starker ausfiel als bei DOPC-haltigen. Sowohl der jeweilige
Unterschied zu cholesterinfreien Membranen, als auch die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Cholesterinkonzentrationen waren bei Membranen, die Asolektin enthielten,
groler. Zudem wurde die jeweilige geringste Fluiditat bei asolektinhaltigen Membranen

auch schneller erreicht.

Asolektin ist ein Lipidextrakt, der sowohl neutral geladene Lipide, als auch negativ geladene
Lipide enthélt. Dagegen handelt es sich bei DOPC um ein reines, neutral geladenes
Phosphatidylcholin. Es ist daher wahrscheinlich, dass die beobachteten Unterschiede
zwischen Asolektin- und DOPC-haltigen Vesikelmembranen auf der Ab- ,beziehungsweise
Anwesenheit, von Lipiden mit negativer Ladung beruhen. Diese These greift die unter
anderem von Nascimento et al. und Coronado et al. berichtete Spezifitat von Crotamin fir

negativ geladene Zellmembranen auf (Nascimento et al. 2007; Coronado et al. 2013).

Zudem stimmt sie mit den von Costa et al. publizierten Daten (iberein (Abb. 37). In deren
Arbeit wurde als neutral geladenes Lipid ein Phosphatidylcholin (POPC) und als Lipid mit
negativer Ladung ein Phosphatidylglycerol (POPG) verwendet. Die Untersuchungen an

LUVs (,,large unilamellar vesicles*) zeigten, dass durch Crotamin bei Vesikeln mit neutraler
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Membran (100 % POPC) kein Ausfluss des Vesikelinneren induziert werden konnte. Im
Gegensatz dazu konnte bei POPC:POPG-LUVs (30 und 50 %) ein von der POPG-

Konzentration abh&ngiger Ausfluss beobachtet werden (Costa et al. 2014).

100F  _ Kontrote O kontole o bl Kontrolk
10uM ——10uM —— Kontrolle
400M 204M —— 5uM
®f s b Iy v 8or 10uM
40uM
8 oot 8 eof 8 oot
® 2 ®
£ & £
s 40t & 40 & 40t
= = ~
20 20 / 20t L
I A e s - P
sl = ol e — .~
R T T N {rasaa R s oy y s ‘ " A '
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Zeit (s) Zeit(s) Zeit (s)

Abb. 37: Dargestellt ist der konzentrationsabhangige Ausfluss des Vesikelinneren von POPC:POPG-LUVs. Es
wurden die POPG-Konzentrationen von 0, 30 und 50 % POPG (A, B und C) verwendet. Die jeweiligen
Crotaminkonzentrationen sind links oben in den Schaubildern angegeben. Der Ausfluss wurde mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein (CF) detektiert. 100 % CF Freisetzung entspricht der Zerstérung aller
Vesikel und wurde mittels Zugabe von 20 pl zehnprozentiger Triton X-100-Lésung induziert (Costa et al. 2014).

Aullerdem fuhrte die Zugabe von Crotamin bei POPC:POPG-GUVs (75:25) zu einer
deutlich starkeren Zerstérung der Vesikel. Eine Stunde nach der Crotaminzugabe waren, im
Gegensatz zu 50 % intakter Vesikel, bei reinen POPC-Vesikel weniger als 20 % der GUVs
intakt (Abb. 36, Costa et al. 2014).

Zusammengefasst sind fir Membranen, die Lipide mit negativer Ladung enthalten, die
folgenden Beobachtungen festzuhalten. Bei den fir diese Arbeit genutzten Vesikeln fiihrte
die Anwesenheit von negativ geladen Lipiden zu einem groReren und schnelleren Einfluss
von Crotamin auf die Membranfluiditat. Bei den von Costa et al. untersuchten Vesikeln
verursachte die Anwesenheit von negativ geladenen Lipiden einen starkeren Ausfluss des
Vesikelinneren (LUVSs) und eine deutlich starkeren Zerstérung (GUVSs). Aullerdem ist die
Wirksamkeit von Crotamin gegentiber Zellen mit negativer Oberflachenladung (Lipide und
Oberflachenmolekiile) starker. Demnach hat Crotamin eine Spezifitit gegeniber
Membranen mit negativer Oberflache, wobei unter anderem die Ladung der Membranlipide

eine zentrale Bedeutung zu haben scheint.

Crotamin ist ein amphiphiles und hoch basisches Peptid. Auf Grund seiner Tertiarstruktur
befinden sich die Seitenketten mit positiver Ladung vorwiegend auf der einen Seite des
Molekils und die hydrophoben Seitenketten auf der anderen. Der kationische Charakter von
Crotamin fuhrt einerseits zu dessen Loslichkeit in wéssrigen Losungen. Anderseits ist er aber

auch in die Wirkungsweise von Crotamin auf Membranen involviert.



Diskussion 84

Da die untersuchten Asolektin:Cholesterin-Vesikel Lipide mit negativer Ladung enthielten,
konnten die beschriebenen Mechanismen auch den beobachteten stérkeren Einfluss von
Crotamin erklaren. In diesem Zusammenhang werden vorwiegend die Mechanismen der
Anziehung und Bindung an die Membran diskutiert (Costa et al. 2014). Auf Grund seiner
positiven Ladung ist davon auszugehen, dass fir Crotamin die Anziehung an Membranen

mit negativer Oberflachenladung gréRer und seine Bindung an diese starker ist (Abb. 38A).
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Abb. 38: (A) Interaktion von Crotamin mit neutralen bzw. negativ geladenen Membranen auf Grund der
elektrostatischen Wechselwirkungen. (B) Reorganisation der Lipide: Das positiv geladenen Crotamin induziert
die Clusterung von Lipiden mit negativer Ladung und fiihrt so zur Bildung von Doméanen (Costa et al. 2014).

Bei der Betrachtung der Crotamin-induzierten Anderung der Membranfluiditat fallt
auBerdem auf, dass die zu beobachtenden Effekte bei Asolektin:Cholesterin-Vesikeln
komplexer ausfallen als bei DOPC:Cholesterin-Vesikel. Bei DOPC-haltigen Membranen
wurde unabhéngig von der Cholesterinkonzentration direkt nach der Crotaminzugabe eine
Fluidisierung der Membran beobachte. Diese wurde im beobachteten Zeitraum zwar wieder
etwas geringer, die Membranen blieben aber immer fluider als vor der Zugabe von Crotamin
(Abb. 30A). Wie zuvor diskutiert, beruhte die Fluidisierung der Vesikelmembran vermutlich
auf der Insertion von Crotamin. Bei den Untersuchung der DOPC:Cholesterin-Vesikeln war

dies der einzige zu beobachtende Einfluss von Crotamin.

Im Falle der Asolektin:Cholesterin-Vesikeln ist der Einfluss von Crotamin schwieriger zu
beschreiben. In reinen Asolektin-Vesikeln fuhrte Crotamin zundchst zu steiferen
Membranen. Erst gegen Ende der Messungen wurden diese wieder fluider - dann allerdings
deutlich fluider als vor der Crotaminzugabe. Bei Asolektin:Cholesterin-Vesikeln wurde

direkt nach der Crotaminzugabe zun&chst eine Fluidisierung der Membranen beobachtet.
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Darauf folgte eine Phase, in der die Membranen wieder deutlich steifer (weniger fluide)
wurden. Im Falle von 5 und 10 % Cholesterin waren sie weniger fluide als vor der
Crotaminzugabe. Gegen Ende der Messungen konnte aber bei allen Vesikeln wieder eine
Fluidisierung der Membran beobachtet werden (Abb. 31A).

Diese Beobachtungen legen nahe, dass Crotamin in Membranen, die Lipide mit negativer
Ladung enthalten, mehrere Prozesse induziert, die sich gegenseitig beeinflussen. Diese
Prozesse, beziehungsweise deren Zusammenspiel, scheinen aulerdem von der

vorherrschenden Cholesterinkonzentration abhangig zu sein.

Eine mogliche Erklarung fir die an reinen Asolektinmembranen beobachtete
Wirkungsweise von Crotamin konnte eine, der Fluidisierung der Membranen
vorhergehende, Clusterung der Lipide mit negativer Ladung sein. Auf Grund seiner
positiven Ladung kann Crotamin mit den negativen Ladungen einer Membran interagieren
Es konnte daher die Bildung von Domanen mit einem erhéhten Anteil an negativ geladenen
Lipiden induzieren, beziehungsweise fordern (Abb. 38B). Die Bildung von Domanen fihrt
innerhalb einer Membran zu Bereichen mit unterschiedlicher Fluiditat. Gleichzeitig fuhrt sie

aber auch zu insgesamt festeren Membranen (Crane et al. 2004).

Eine solche Domanenbildung konnte der, durch die Insertion von Crotamin induzierten,
Fluidisierung entweder vorhergehen, oder diese zundchst tiberlagern. Beruht die Abnahme
der Fluiditat bei asolektinhaltigen Membranen auf einer Doménenbildung, ware diese zudem
bei DOPC-haltigen Membranen nicht zu erwarten. Diese bestanden neben Cholesterin
ausschlieBlich aus DOPC; eine Domanenbildung war daher nicht méglich. Die Zugabe von
Crotamin fuhrte bei DOPC-haltigen Membranen direkt zu deren Fluidisierung. Diese
Beobachtung stiitzt daher die These, dass die Ursache der bei Asolektin-Vesikeln zunéchst

beobachteten Verfestigung der Membran auf der Bildung von Doménen beruhte.

Cholesterin kann ebenfalls die Clusterung von Lipiden mit negativer Ladung induzieren.
Daher ist anzunehmen, dass es auch in den Membranen der untersuchten
Asolektin:Cholesterin-Vesikel zur Bildung von solchen Doméanen kam. Dies hatte einerseits
die Kondensation der negativen Ladungen und somit eine starkere Anziehung fir Crotamin
zur Folge. Andererseits ndhme sie vermutlich die, fur reine Asolektinmembranen diskutierte,

von Crotamin verursachte Domanenbildung vorweg.
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Demnach ware der Einfluss von Crotamin, durch welchen es die Bildung von Doménen
induziert, bei cholesterinhaltigen Asolektinmembranen schwacher als bei cholesterinfreien.
Dies hatte zur Folge, dass die bei reinen Asolektinmembranen beobachtete, der Fluidisierung
der Membran vorhergehende Verfestigung der Membran bei cholesterinhaltigen
Membranen geringer ausfallen musste. Die Ergebnisse der Fluiditatsmessungen stimmten
mit dieser Vorhersage Uberein und stiitzten daher diese These. Vermutlich sind alle
diskutierten Mechanismen an der Wirkungsweise von Crotamin beteiligt und beeinflussen
sich dabei gegenseitig. Eine genauere Zuordnung der einzelnen in dieser Arbeit

beobachteten Effekte war im gewéhlten Versuchsaufbau jedoch nicht moglich.

7.4 Crotamin beeinflusst die Kalziumhomdostase von

neuronalen Zellen
Neben dem Einfluss von Crotamin auf artifizielle Membranen wurde im Rahmen dieser
Arbeit auch seine Wirkung auf neuronale Zellen (SH-SY5Y) untersucht. Die
Untersuchungen zeigten, dass Crotamin zu einem konzentrationsabhéngigen Anstieg der
intrazellularen freien Kalziumkonzentration flihrte. Bis zu einer Konzentration von 10 uM
war der Einfluss von Crotamin allerdings nur gering. Ab einer Konzentration von 50 uM

konnte dieser dagegen deutlich beobachtet werden (Abb. 34).

Fur den Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration sind mehre Funktionsweisen
denkbar. Einerseits kénnte Crotamin die Leitfahigkeit der Plasmamembran fur Kalzium
erhdhen. Auch hierfiir sind wiederum mehrere Mechanismen vorstellbar. Mit Hilfe
elektrophysiologischer Untersuchungen konnte von unserer Fachgruppe gezeigt werden,
dass Crotamin in kunstlichen Bilayern die Fahigkeit zur Ausbildung von definierten Poren
besitzt (Sieber et al. 2014).

Im Gegensatz dazu berichteten Costa et al., dass Crotamin bei GUVs die Ausbildung
sogenannter Makroporen verursacht (Costa et al. 2014). Ob jedoch Crotamin auch in der
Membran humaner Zellen die Ausbildung von Poren induziert ist bisher nicht untersucht,
aber vorstellbar. Zudem existieren in der Literatur einige Arbeiten, in welchen von einer
direkten Beeinflussung bestimmter Natriumkanale durch Crotamin berichtet wurde (Filho et
al. 1978; Tsai et al. 1981; Hong et al. 1985; Brazil et al. 1993). Daher wire eine Anderung
der Kalziumleitfahigkeit auch auf Grund der Beeinflussung von Rezeptoren und

lonenkanalen denkbar.
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Andererseits konnte der Anstieg der Kalziumkonzentration auch auf einer intrazellularen
Wirkung von Crotamin beruhen. Die in dieser Arbeit untersuchte Zelllinie SH-SY5Y
entstammt einem Neuroblastom. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Crotamin eine
Spezifitat zur Translokation in aktiv proliferierende Zellen wie Krebs und Stammzellen
besitzt (Pereira et al. 2011; Leon et al. 2011; Nascimento et al. 2012; Macedo et al. 2015).

In den zitierten Arbeiten konnte zudem die Freisetzung von Kalzium aus den intrazelluléren
Speichern beobachtet werden. Hierfir sind unterschiedliche Mechanismen in der
Diskussion. Crotamin konnte durch die direkte Interaktion mit den Membranen der
Organellen, und beispielsweise deren Lyse, die Freisetzung von Kalzium verursachen
(Hayashi et al. 2008). Es wére aber auch eine Interaktion mit den Kanalen und Rezeptoren

der Membranen mdglich.

Die in dieser Arbeit durchgeflihrten Untersuchungen lassen es nicht zu, die Ursache fiir den
intrazellularen Kalziumanstieg zu klaren. Sie zeigen jedoch, dass Crotamin einen Einfluss
auf die Kalziumhomaostase der untersuchten Zellen besitzt. In einem Konzentrationsbereich
von 1 und 100 uM Crotamin konnte hierfiir eine Konzentrationsabhangigkeit beobachtet
werden.  AuBerdem dienten die Experimente der Auswahl der, fur die
Vesikeluntersuchungen genutzten, Crotaminkonzentration. Die Ergebnisse zeigten, dass die
verwendete Konzentration von 50 uM Crotamin einer flr Zellen physiologisch relevanten
Konzentration entspricht.

7.5 Pharmakologische Anwendung von Crotamin

Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind ein essentieller Bestandteil der Initialen
Immunantwort von hoheren Lebewesen (Invertebraten, Vertebraten und Pflanzen) und
bilden eine erste Verteidigungslinie gegen invasive Mikroorganismen. Ihre Wirkungsweise
basiert vorwiegend auf der Stérung von Prozessen an der Zellmembran. Auf Grund ihrer
physikochemischen Eigenschaften (kleine GroRe, positive Ladung, Amphiphilie und
Struktur), sowie der fur ihre Wirkungsweise grundlegenden F&higkeit zur Interaktion mit
Lipidmembranen, werden viele der AMPs aulRerdem zu den zellpenetrierenden Peptiden
(CPPs) gezéhlt. Zudem konnte fur eine Vielzahl der Peptide gezeigt werden, dass sie die
Fahigkeit zur Translokation ins Zellinnere und dort zur Beeinflussung verschiedenster

Prozesse besitzen.
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Unabhédngig vom Transzytoseweg stellt jedoch die Interaktion mit der Plasmamembran die
Schisselfahigkeit der Peptide dar. Das Verstandnis der zu Grunde liegenden Mechanismen
ist daher von essentieller Bedeutung. Es ermdglicht einerseits die in der Natur stattfindenden
Prozesse besser zu verstehen und ist anderseits Ausgangspunkt fir die Entwicklung neuer

Strategien in der klinischen Diagnostik und Therapie.

Die Wirkungsweise der gangigen Antibiotika ist meist sehr spezifisch und richtet sich gegen
bestimmte Synthesewege der Bakterien fur Zellwand, Proteine oder Nukleinsduren.
Dagegen verfolgen AMPs und CPPs mit ihren membranbeeinflussenden Eigenschaften eine
vollig andere Funktionsweise. In einer Zeit, in der die Anzahl der multiresistenten Keime
steigt und die der noch wirksamen Antibiotika sinkt, stellen daher AMPs einen guten Ansatz
zur Entwicklung neuer Medikamente dar (Mor 2000; Mishra et al. 2017).

Die Membranen von Bakterien unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Lipidkomposition von
tierischen Zellen. Im Gegensatz zu diesen enthalten deren Membranen beispielsweise kein
Cholesterin. Fir antimikrobielle Peptide, deren Wirkung auf der Interaktion mit der
Membran beruht, ist es daher wahrscheinlich, dass ihre Spezifitat unter anderem auf der

Abwesenheit von Cholesterin beruht.

Auf Grund seiner strukturellen Eigenschaften und Wirkungsweise wird Crotamin ebenfalls
zu den Peptiden mit antimikrobieller und zellpenetrierender Wirkung gezéhlt. Es besitzt eine
eher schwache Wirkung gegeniiber Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien und eine
deutlich starkere Wirkung gegen ein breites Spektrum an Pilzen ( schwach antibakteriell und
stark antifugal, Yamane et al. 2013). Seine Wirkungsweise beruht auf dem Einbau in
Membranen, der Translokation in die Zelle, sowie den darauf folgenden Veranderungen im
Zellinneren. Die F&higkeit zur Interaktion mit der Plasmamembran ist jedoch die initiale
Eigenschaft von Crotamin. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass es die
Fahigkeit zur Insertion, der Membrandestabilisierung, der Bildung von spezifischen Poren,
bis hin zur Lyse der Membran besitzt (Sieber et al. 2014; Costa et al. 2014).

Im Rahmen dieser Arbeit, sowie durch die Untersuchungen von anderen Arbeitsgruppen,
konnte gezeigt werden, dass Crotamin eine starkere Wirkung gegentiber cholesterinfreien
Membranen besitzt (siehe Kapitel 7.3). Im Gegensatz dazu waren Membranen, die
Cholesterin beinhalten, vor dem Einfluss von Crotamin geschiitzt. Demnach ist es
wahrscheinlich, dass die antibakterielle Wirkung von Crotamin auf seiner Préaferenz zur

Interaktion mit cholesterinfreien Membranen beruht.
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Ahnliche Befunde konnten auch fiir eine Reihe anderer AMPs und CPPs getroffen werden.
So inhibiert Cholesterin beispielweise auch die Inkorporation von Alamethicin, einem
Peptidantibiotika aus dem Pilz Trichoderma viride (Stankowski et al. 1989). Fir das
Verstandnis der Funktionsweise von AMPs ist es daher wichtig, den protektiven Einfluss
von Cholesterin, beziehungsweise die molekularen Ursachen fiir deren Spezifitat gegenlber

cholesterinfreien Membranen weiter zu untersuchen.

Eine weitere Eigenschaft von Crotamin ist dessen Spezifitat gegendiber aktiv proliferierender
Zellen (APZs), wie Krebs- und Stammzellen. Hierflr scheint die Oberflachenladung der
Plasmamembran von zentraler Bedeutung zu sein. Flr deren Ladung sind einerseits
Oberflachenmolekiile wie beispielsweise Heparansulfat verantwortlich. So konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass die Reduktion dieser Oberflachenmolekile zu einer

verminderten Wirksamkeit von Crotamin fuhrt (Findlay et al. 2010).

Anderseits ist aber auch der Anteil an Lipiden mit negativer Ladung in der Plasmamembran
von APZs groRer als in seneszenten Zellen (Dobrzynska et al. 2005). Die Erkenntnisse der
vorliegenden Arbeit, sowie die Ergebnisse anderer Gruppen, zeigten, dass Crotamin eine
Préaferenz gegeniiber Membranen besitzt, die Lipide mit negativer Ladung enthalten (siehe
Kapitel 7.3). Vermutlich beruht die Spezifitat von Crotamin gegentiber APZs daher auch auf
dem, in deren Plasmamembran erhéhten, Anteil an Lipiden mit negativer Ladung.

Auf Grund der Spezifitdt von Crotamin gegenuber APZs werden mittlerweile seine
Einsatzmoglichkeiten in der Onkologie untersucht. Mit Hilfe von fluoreszenzmarkiertem
Crotamin war es beispielsweise moglich, Tumorgewebe zu detektieren und die Bildung von
Metastasen zu beobachten. Des Weiteren konnte durch Crotamin das Wachstum von
Tumoren inhibiert werden, ohne dabei gesunde Zellen zu schadigen. Im Mausmodell konnte
so die Lebenszeit von tumortragenden Tieren deutlich verlangert werden (Pereira et al. 2011;
Nascimento et al. 2012).

Zudem konnte Crotamin auf Grund seiner zellpenetrierenden Eigenschaften fir den
selektiven Transport antitumoraler Wirkstoffe genutzt werden. So gelang beispielsweise
mittels an Crotamin gekoppelter Plasmid-DNA die selektive Transfektion von APZs
(Nascimento et al. 2007). Crotamin ist daher ein aussichtsreicher Kandidat fir die

Entwicklung neuer Strategien in der Diagnose und Therapie von Tumorerkrankungen.
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Letztlich zeigten die Untersuchungen von Crotamin, dass seine Spezifitdt und
Wirkungsweise unter anderem von der vorherrschenden Lipidkomposition abhédngig ist.
Weitere Forschung konnte es in diesem Zusammenhang beispielsweise ermdglichen, die
hierflr relevanten elektrostatischen Wechselwirkungen néher zu beschreiben.

Gelingt es diese bestimmten Strukturmotiven von Crotamin zuzuordnen, wirde es zunachst
das Verstandnis der Wirkungsweise von Crotamin, beziehungsweise von AMPSs im
Allgemeinen verbessern. Darauf basierend kann die Suche nach &hnlichen Molekdilen
verfeinert werden. So kdnnten artifizielle Membranen mit negativer Oberflachenladung fiir
die Suche nach CCPs mit antitumoraler Wirksamkeit, sowie cholesterinhaltig Membranen
fir die Suche nach AMPs verwendet werden (Papo et al. 2003). AuBerdem konnen die

gewonnen Erkenntnisse fir das Design neuer Medikamente eingesetzt werden.

Ein Fokus der aktuellen Forschung liegt dabei auf der Synthese kurzer, von AMPs und CPPs
abgeleiteter Peptidfragmente, welche weiterhin eine bestimmte Wirksamkeit zeigen. Sie
dienen beispielsweise der Entwicklung neuer antibakterieller oder antitumoraler
Therapeutika (Powers et al. 2003; Hancock et al. 2006). So wurden von Crotamin unter
anderem die beiden Fragmente C1 und C2 (AS 2-18 bzw. 27-39) synthetisiert. Sie besitzen
weiterhin die antimikrobielle Wirkung von Crotamin, wobei ihre Wirksamkeit sogar starker

ist als die von nativem Crotamin (Dal Mas et al. 2017).

Ein weiteres Beispiel ist die Synthese von sogenannten NrTPs (,,Nucleolar-Targeting
Peptides®). Als NrTPs wird eine Gruppe von Crotamin abgeleiteter Peptiden bezeichnet,
welche weiterhin eine sogenannte NLS (,,nucleus localization sequence) besitzen. Wie
Crotamin besitzen sie die Féahigkeit zur selektiven Translokation in APZs. Auf Grund der
NLS ist es daher moglich, an die NrTPs gekoppelte Molekiile in Richtung des Zellkerns zu
transportieren (Rodrigues et al. 2012; Radis-Baptista et al. 2012; Rodrigues et al. 2015).
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7.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschliel3lich mit Monolayern aus Asolektin gearbeitet.
Um den Einfluss einzelner Lipide zu untersuchen, konnten in weiteren Versuchen
Monolayer mit definierter Lipidkompositionen verwendet werden. Hierdurch koénnte
zundchst der Einfluss von Lipiden mit negativer Ladung auf die Einbaugeschwindigkeit von
Crotamin untersucht werden. Erganzend konnte das, im Boden des Trogs vorhandene
Fenster, durch die Erweiterung der verwendeten Filmwaage um ein Mikroskop zur
Beobachtung des Monolayers genutzt werden. Durch die Fluoreszenzmarkierung einzelner
Lipide konnte beispielsweise geklart werden, ob Crotamin die Bildung bestimmter Doménen

induziert.

Auch bei der Untersuchungen der Membranfluiditat von Vesikeln wiirde die Verwendung
weiterer Lipidkompositionen ermdglichen, den Einfluss von Crotamin genauer zu
untersuchen. Zudem ware, neben der Dotierung der Vesikelmembran mit DPH, eine
zusatzliche Befullung des Vesikelinneren mit Carboxyfluorescein (CF) sinnvoll. Dies wiirde

es ermdglichen, die Fluiditat, sowie die Integritat, der Membran parallel zu untersuchen.

Des Weiteren ware es mit Hilfe einer ,,Nanoparticle Tracking“-Analyse moglich, die GroRe
und Anzahl der Vesikel gleichzeitig zu beobachten. Da bei dieser Methode die Bewegung
der Vesikel einzeln analysiert wird, kann durch deren Anzahl eine mdgliche Zerstérung,
sowie aufgrund ihrer Beweglichkeit eine eventuelle GréRenanderung, zeitgleich erfasst

werden.

Zudem ware es naheliegend, die durchgefuhrten Experimente mit pharmakologisch
wirksamen Peptidfragmenten von Crotamin (bspw. C1 und C2, siehe 7.6) zu wiederholen.
Eventuell lieRen sich dadurch fur die Wirkungsweise von Crotamin Rickschliisse beziiglich
der Funktion einzelner Strukturmotive machen. Die verwendeten Methoden konnten
aullerdem fiir die Suche nach weiteren Peptiden mit ahnlicher Wirkung genutzt werden.
Hierzu konnten beispielsweise zunéchst Peptide auf Grund ihrer Struktur als Kandidaten
gewadhlt, und anschlieBend deren Wirksamkeit gegeniiber Membranen untersucht werden.

Auch den Einfluss der Cholesterinkonzentration von zellularen Membranen auf die
antimikrobielle Wirkung von Crotamin gilt es weiter zu untersuchen. Hierflr kdnnte zum

Beispiel, mit Hilfe von Methyl-B-Cyclodextrin, die Cholesterinkonzentration der Membran
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gesenkt werden. Dies wirde den Vergleich unterschiedlicher Cholesterinkonzentration

innerhalb eines Zelltyps zulassen.

Zudem konnte mit Hilfe von Patch Clamp Experimenten untersucht werden, ob Crotamin
die Leitfahigkeit der Zellmembran fur bestimmte lonen verandert. So kdnnte beispielsweise
untersucht werden, ob der intrazelluldre Kalziumanstieg aus einem Kalziumeinstrom, oder
auf der Freisetzung von Kalzium aus den intrazellularen Speichern resultiert. Durch die
Verwendung spezifischer Antagonisten konnte dabei auBerdem geklart werden, ob eine
eventuell verénderte Leitfahigkeit der Membran auf der Porenbildung von Crotamin, oder
auf der Anderung der Offenwahrscheinlichkeit bestimmter lonenkanéalen beruht.
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9  Abklrzungen

Abkiirzung Erklarung

A Ampére

A Alanin (Ala)

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

Ag*/ Ag° Silber (ionisch/elementar)

AMP »=antimicrobial peptide® - antimikrobielles Peptid
APZ Aktiv proliferierende Zellen

AS Aminosaure

AU ,<absorbance units* - Absorptionseinheiten

ATP Adenosintriphosphat

bar Bar - Einheit fir Druck (=100 hPa [Hektopascal])
bp Basenpaare

BSA ,Bovine serum albumin® - Rinderserumalbumin
bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

C Cystein (Cys)

Ca?* Calziumion

ca. circa

CBBG Coomassie-Brillant-Blau G-250

cDNA copy-DNA

CF Carboxyfluorescin

Chol Cholesterin bzw. Cholesterol

CO> Kohlenstoffdioxid

COX Cyclooxygenase

CPP “Cell penetrating peptide” - Zellpenetrierende Peptide
Cy3 Cyanin 3

D Asparaginsaure (Asp)

DAG Diacylglycerol

dH20 destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DOPC 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin
DOPG 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]
DPBS ,Dulbecco's phosphate-buffered saline“ — PBS nach Dulbecco
DPH 1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien bzw. Dicinnamyl
E Glutaminsaure (Glu)

EDTA Ethylendiaminotetraacetat

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESI Elektrospray lonisation

F Phenylalanin (Phe)

Fa. Firma

FA Ameisensaure

FCS Jfetal calf serum® - fotales Kalberserum

g Gramm

g Erdbeschleunigung

G Glycin (Gly)

GUv ,2giant unilamellar vesicles”

h Stunde

H Histidin (His)
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hBD humanes B-Defensin

HDP ,host defence peptide* Wirtsabwehrpeptide

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure

HPLC »high pgrformance _quuiq chromatography“
Hochleistungsflissigkeitschromatographie

I Isoleucin (lle)

IPs Inositol-Trisphosphat

ISD ,in source decay" - in der lonenquelle ablaufende Fragmentierung

K Lysin (Lys)

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

KRH Krebs-Ringer-Hepes-Puffer

KW Kohlenwasserstoff

I Liter

L Leucin (Leu)

Lsq. Losung

LUV .large unilamellar vesicles”

m Meter

m . milli ...

M molar

M Methionin (Met)
“matrix-assisted laser desorption/ionization” - Matrixunterstiitzte

MALDI : -
Laserdesorption/lonisation

min Minute

Mg?* Magnesiumion

MS Massenspektrometrie

m/z Masse/Ladung

n nano

N Asparagin (Asn)

p “‘p-value” — p-Wert

P Prolin (Pro)

p.a. pro analysi

PAGE Polyacrylamid-Gelelektroporese

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PC Phosphatidylcholin

PDB ID Protein Daten Bank ID (Identifikationsnummer)

PE Phosphatidylethanolamin

PI Phosphatidylinositol

PIP, Phosphatidyl-4,5-bisphosphat

PLC Phospholipase C

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin

POPG 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-[Phospho-rac-(1-glycerol)]

PS Phosphatidylserin

Q Glutamin (GlIn)

R Arginin (Arg)

RNA Ribonukleinsdure

RP ,reversed phase” - Umkehrphase

rpm ,2rounds per minute® - Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

S Sekunde

S Serin (Ser)

SDS ,sodium dodecyl sulfate” - Natriumdodecylsulfat

“standard error of the mean” - Standardfehler des Mittelwerts
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T Threonin (Thr)

Tab. Tabelle

TFA Trifluoressigséure

TOF “time of flight” — Flugzeit

Tris Trihydroxymethylaminomethan
UHPLC Ultra-HPLC

uv ultraviolett

V Valin (Val)

V Volt

W Tryptophan (Trp)

Y Tyrosin (Tyr)

z. B. zum Beispiel

J mikro

A Wellenlange

& und

% (VIV) Volumenprozent

% (w/v) Gewichtsprozent bezogen auf das Volumen
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