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Zusammenfassung

Antimikrobielle Peptide (AMPs) aus Insekten konnen moglicherweise als
Alternativen zu Antibiotika gegen pathogene Keime und fiir weitere
biotechnologische Anwendungen genutzt werden. Der Erfolg der heterologen
Expression dieser Peptide in E. coli hangt mafigeblich vom verwendeten Promotor,
Fusionsprotein und Expressionsstamm ab. Insekten-AMPs unterscheiden sich
aufgrund der enormen Biodiversitit der Klasse der Insekten stark in ihren
strukturellen und biochemischen Eigenschaften. Die optimale Stamm/Plasmid-
Kombination muss deshalb fiir jedes AMP empirisch in einem Expressionsscreening

ermittelt werden.

Zur Identifizierung der Stamm/Plasmid-Kombination mit der hdchsten
Proteinausbeute wurde in dieser Arbeit ein Expressionsscreening fiir E. coli
entwickelt. Den Kern des Screenings bildet eine modulare Plasmidbibliothek, in der
die Expressionsplasmide ausgehend von einzelnen Plasmid-Modulen wie Promotor
und Fusionspartner-Gen assembliert werden. Es wurde die Hypothese aufgestellt,
dass die Golden Gate-Klonierung eine geeignete und robuste Methode zur
Herstellung einer solchen modularen Plasmidbibliothek darstellt. Robust heifdt dabei,
dass die Klonierung unabhéngig von den eingesetzten Plasmid-Modulen erfolgreich
durchfiihrbar ist. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden drei Insekten-AMPs,
die sich stark in ihren Eigenschaften unterscheiden und schwierig zu exprimieren
sind, als Modellpeptide ausgewdhlt und zur systematischen Untersuchung der
Effizienz der Golden Gate-Klonierung und zur Durchfithrung des
Expressionsscreeenings eingesetzt. Eines der AMPs beinhaltet fiinf Disulfidbriicken,
eines ist toxisch gegeniiber E. coli und das dritte weist keine Besonderheiten auf. Zur
Untersuchung wurden 27 Expressionsplasmide hergestellt und fiir ein
Expressionsscreening mit 76 Stamm/Plasmid-Kombinationen in einer 96-Well-Platte
verwendet. Die Eignung der Golden Gate-Klonierung zum Aufbau der modularen
Plasmidbibliothek wurde durch die erfolgreiche Assemblierung aller 27
Expressionsplasmide  bestédtigt. Zudem wurde die Notwendigkeit des
Expressionsscreenings gezeigt, da das Screening fiir jedes AMP ein anderes Ergebnis
lieferte: Fiir ein AMP wurde die hochste Ausbeute durch die Expression als Trx-
AMP-Fusionsprotein erzielt (1,6 mg/gsrv), fiir das zweite AMP als GST-AMP-
Fusionsprotein (0,2 mg/gsrv) und das dritte AMP (BR021) wurde in keiner getesteten

Stamm/Plasmid-Kombination 16slich exprimiert.



Um BR021 und weitere AMPs, die sich in E. coli nicht exprimieren lassen,
produzieren zu kdnnen, wurden Schneider 2 (S2)-Zellen aus Drosophila melanogaster
als alternatives Expressionssystem herangezogen. Es wurde die Hypothese
tiberpriift, ob auch Expressionsplasmide fiir S2-Zellen tiber Golden Gate-Klonierung
hergestellt werden konnen. Die Hypothese konnte durch die erfolgreiche
Assemblierung einer Reihe von S2-Expressionsplasmiden bestdtigt werden, wobei
die Effizienz der Klonierung niedriger lag als bei den E. coli-Expressionsplasmiden.
Um im S2-Expressionsscreening unerwiinschte Nebeneffekte durch unterschiedliche
Kopienzahlen und Integrationsorte der Expressionsplasmide zu minimieren, wurde
ein Konzept zur Herstellung von monoklonalen S2-Produktionszelllinien tiber ein
Flipase-vermitteltes Kassettenaustauschverfahren, welches bislang noch nicht in 52-
Zellen eingesetzt wurde, erarbeitet. In diesem Zusammenhang wurde ein Verfahren
zur Einzelklonisolierung von S2-Zellen etabliert, das auf der Verwendung

untransfizierter Feeder-Zellen basiert.

Das in dieser Arbeit entwickelte auf der Golden Gate-Klonierung basierende
Expressionsscreening ist fiir alle Labore, die rekombinante Proteine herstellen, ein
hilfreiches Werkzeug zur Identifikation der optimalen Kombination aus

Expressionsplasmid und -organismus.
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Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) from insects are promising candidates as alternative
antibiotics and for further biotechnological purposes. The success of heterologous
AMP expression in E. coli mainly depends on the choice of promoter, fusion partner
and expression strain. Because of the enormous diversity of the insect class the insect
AMPs vary greatly in their structural and biochemical properties. The determination

of the optimal strain/plasmid combination is therefore an empirical process.

To identify the expression strain/plasmid combination with the highest protein yield,
an expression screening was developed in this work. The screening is based on a
modular plasmid library, in which the expression plasmids are assembled from
single plasmid modules like the promoter and fusion partner gene. It was
hypothesized that Golden Gate cloning is a suitable and robust method for the
generation of the modular plasmid library. Robust means that Golden Gate assembly
can be carried out successfully, independent of the plasmid modules which are used.
To test this hypothesis, three difficult-to-express insect AMPs with different
characteristics were chosen as model peptides for a systematic analysis of Golden
Gate cloning efficiency and expression screening. One of the AMPs has five disulfide
bonds, one is toxic against E. coli and the third one has no special characteristics. For
the analysis, 27 expression plasmids were generated and used for an expression
screening with 76 strain/plasmid combinations in a 96 well plate. The successful
assembly of all 27 expression plasmids confirmed that Golden Gate cloning is a
robust technique to build up the modular expression plasmid library. Moreover, the
need to carry out an expression screening was shown, because for every AMP the
screening outcome was different: For one AMP, the highest protein yield was
reached by expression as Trx-AMP fusion protein (1,6 mg/g), for another as GST-
AMP fusion protein (0,2 mg/g) and the third one (BR021) was not expressed solubly

in any of the strain/plasmid combinations.

To produce BR021 and other AMPs that cannot be expressed in E. coli, Drosophila
melanogaster Schneider 2 (S2) cells were used as an alternative expression host. It was
hypothesized that also expression plasmids for S2 cells can be generated by Golden
Gate cloning. The hypothesis was confirmed by the successful assembly of a set of S2
expression plasmids. The cloning efficiency was lower than for the E. coli plasmids.
To reduce the side effects in the S2 expression screening, caused by differences in the
copy number and integration site of the plasmids in the genome, a concept for the

generation of monoclonal S2 production cell lines by flipase-mediated cassette

Vi



exchange, which had not been reported for S2 cells before, was developed. In this
context a single cell cloning method for S2 cells was established by using non-

transfected feeder cells.

For all laboratories working in the field of recombinant protein production, the
Golden Gate-based expression screening that was developed in this work is a
powerful tool to identify the optimal combination of expression plasmid and host for

the expression of newly discovered proteins.
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