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FIG. 1

1 TTTGGAARATGAAGACAGTGTTGGCATT TTTGTTTTTGACATTCATTGCGTTCACATACG
1 M K 7T VL A F L F L T F I A F T ¥

61 CAGARAGTTATGAGGATGTGAAARGARGARATTAAAAATGAAGTTGAARAAGARATATTTG
18 A_ESYEDVKEEIKNEVEKEIF

121 AAGATCTTGAAGAGGARAGTGACGCATTAGATAGTAGCGTTAGAGAGT TTAATGATGCRA
38 E DL EEE S DAL DS S V RE F N DA

181 AGCCATGGAGATTTCGTAGAGCTATTCCGARGAGTACGATGGAGARAAGTTGCTCCTTACA
58 K P w R F R R A I R RV R W R K V a P Y

241 TACCATTTGTTGTTAAGACGGTTGGTARAAAGTAACCAARACALRCTAAGATARATCTTTT
78 I P F V V K T V G K K

(57) Abstract: A nucleic acid molecule, selected from the group consisting of a) a nucleic acid molecule having the nucleotide se-
quence shown in SEQ ID:NO 1, 4 or 6, b) a nucleic acid molecule coding a peptide with the amino acid sequence shown in SEQ
ID:NO 2, 3, 5, 7 or 8, ¢) a nuclei acid molecule, the complementary strand of which hybridizes a nucleic acid molecule according
to a) or b) and codes a peptide with antimicrobial activity, and d) a nucleic acid molecule, the nucleotide sequence of which varies
from the nucleotide sequence of a nucleic acid molecule according to ¢) due to degenerated genetic code.

(57) Zusammenfassung: Nukleinsduremolekiil ausgewéhlt aus der Gruppe bestehend aus a) einem Nukleinsduremolekiil mit der
in der SEQ ID:NO 1, 4 oder 6 dargestellten Nukleotidsequenz, b) einem Nukleinsduremolekiil, das ein Peptid mit der in der SEQ
ID:NO 2, 3, 5, 7 oder 8 dargestellten Aminosduresequenz codiert, ¢) einem Nukleinsduremolekiil, dessen Komplementirstrang an
ein Nukleinsduremolekiil nach a) oder b) hybridisiert und das ein Peptid mit antimikrobieller Aktivitit codiert, und d) einem Nu-
kleinsduremolekiil, dessen Nukleotidsequenz von der Nukleotidsequenz eines Nukleinsduremolekiils nach ¢) aufgrund des dege-
nerierten genetischen Codes abweicht.
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Antimikrobielle Peptide aus Hydra

Die Erfindung betrifft aus dem StiBwasserpolypen Hydra isolierte, fiir antimikrobielle Peptide
codierende Gene, die von diesen Genen codierten antimikrobiellen Peptide und deren Deriva-

te, sowie deren Verwendung zur Herstellung antimikrobiell wirksamer Arzneimittel.

Heutzutage sind Infektionen in Entwicklungslédndern die Haupttodesursache und in Industrie-
lindern nach Krebs und Herz-Kreislauf-Erkrankungen immer noch die dritthdufigste Todesur-
sache (WHO, Global Burden of Diseases). Das Auftreten und die Verbreitung von Antibioti-
karesistenzen stellt eine zunehmende Bedrohung fiir die 6ffentliche Gesundheit dar. WHO-
Daten zufolge infizierten sich 2005 in Europa bereits rund drei Millionen Menschen mit Kei-

men, gegen die herkdmmliche Antibiotika unwirksam sind, und 50.000 starben daran.

Im Moment sterben mehr Patienten an MRSA-Infektionen, d. h. durch Methicillin-resistente
Staphyloccoccus aureus, als an der Immunschwiche AIDS [Taubes, G. (2008) The bacteria
fight back. Science. 321: 356-61]. MRSA-Infektionen waren in der Vergangenheit fast aus-
schlieBlich auf Krankenh#user beschrinkt. Der exzessive Umgang mit Antibiotika und die
Gefahr wiederholter Infektionen in Krankenhiusern haben die Entwicklung von resistenten
Keimen begiinstigt. Diese Infektionen sind meist nicht mehr mit konventionellen Antibiotika

zu behandeln.

Hinzu kommt gerade bei MRSA, dass diese Infektionen nicht mehr nur auf den Krankenhaus-
bereich beschrinkt sind, sondern auch auBerhalb (,,community aquired”, caMRSA) S.-aureus-
Stamme auftreten, die gegen Methicillin resistent sind. Die beschriebenen Zusammenhénge
wurden zundchst in den USA entdeckt und endeten mit der Isolierung des besonders infektio-
sen Stammes US300. Aber auch in Europa sind solche Stimme bereits aufgetreten, hier unter

der Bezeichnung ST398. Eine Pandemie ist somit nicht mehr auszuschliefen.

Um dieser am Beispiel der MRSA-Infektion beschriebenen Resistenz-Problematik zu begeg-
nen, sind neue Antibiotika notwendig, moglichst solche, die andere Angriffspunkte haben, als
die zum gegenwirtigen Zeitpunkt eingesetzten Antibiotika, um pathogene, resistente Keime

Zu toten.
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Die Wirkung konventioneller Antibiotika beruht meist auf der Hemmung eines spezifischen
Enzyms. Bei den Beta-Lactam-Antibiotika, der hauptsichlich verwendeten Gruppe von Anti-
biotika, werden Enzyme (sogenannte Transpeptidasen) gehemmt, die zur Zellwandsynthese
benotigt werden. Das Beta-Lactam-Grundgeriist wurde stdndig modifiziert, um das Wirkungs-

spektrum zu erweitern und um Resistenzen zu begegnen.

Nachteil der konventionellen Antibiotika ist die rasche Ausbildung resistenter Keime. Diese
Resistenzen werden erworben, indem a) das Angriffsziel modifiziert wird, b) die Ausschiit-
tung von Antibiotika-inaktivierenden Substanzen stattfindet und/oder c) ein schneller(er)
Transport des Antibiotikums aus der Zelle erfolgt. Da viele konventionelle Antibiotika meist
Substanzen sind, die aus Bakterien oder Pilzen isoliert wurden, existiert oft bereits ein Resis-
tenzmechanismus, den die abgebende Zelle benutzt, um sich zu schiitzen. Da Bakterien und
Pilze effektiv neues genetisches Material aus der Umwelt aufnehmen, ist die Ubertragung von

Resistenzgenen nur eine Frage der Zeit.

Dartiber hinaus gibt es Versuche, Peptidantibiotika zu entwickeln. Hierbei handelt es sich 1. d.
R. um kleine (< 10 kDa), amphiphile und positiv geladene Peptide. Diese sind die Effektor-
molekiile des angeborenen Immunsystems, des Hauptverteidigungssystems der meisten Le-
bewesen, von Prokaryoten bis zum Menschen. Mit unterschiedlichen Sequenz- und Struktur-
eigenschaften sind solche Substanzen gegen viele Mikroorganismen wie Bakterien, Proto-
zoen, Pilze und Viren aktiv. Die Wirkung der bereits beschriebenen antimikrobiellen Peptide
(AMP) beruht im Wesentlichen auf relativ unspezifischen Mechanismen, die zu einer Stdrung
der Integritdt der Membranstrukturen fithren, z. B. durch die Ausbildung von Poren, aber sie
koénnen auch die angeborene Immunantwort stimulieren. Einige AMPs befinden sich gerade
in den Phasen der préklinischen oder der klinischen Studien fiir die Behandlung verschiedener
Infektionskrankheiten [Giuliani, A., Pirri, G., Nicoletto, S.F. (2007) Antimicrobial peptides:

an overview of a promising class of therapeutics. CEJB 2: 1-33].

Gegen die Verbreitung dieser neuen Art der antibakteriellen Therapie sprechen hauptséchlich
die hohen Produktionskosten der AMPs. Peptide sind auBerdem ziemlich empfindlich gegen
proteolytischen Abbau. Die schnelle ,,clearance® der Peptide und die ungtinstige Pharmakoki-
netik aufgrund der Proteolyse konnen zudem die Anwendungsmdoglichkeiten der AMPs stark

eingrenzen.
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Aus der geschilderten Problematik folgt, dass ein dringender Bedarf an neuen, effektiven

Wirkstoffe gegen pathogene resistente Bakterien besteht.

Der vorliegenden Erfindung liegt damit die Aufgabe zugrunde, neue Peptid-Antibiotika be-
reitzustellen, bei denen eine Resistenzbildung weniger wahrscheinlich ist, die auch bei beste-
henden Resistenzen eingesetzt werden konnen und als gut zugéngliche Arzneimittel mit bio-
logischer und therapeutischer Aktivitit verwendet werden konnen, sowie einen Weg zu deren
Produktion aufzuzeigen. Diese Peptid-Antibiotika sollen auBerdem eine kostengiinstige Al-
ternative zu den bereits bekannten AMP darstellen und verbesserte pharmakokinetische Ei-

genschaften aufweisen.

ErfindungsgemiB wird diese Aufgabe durch die Nukleotid- und Aminoséuresequenzen der
Peptide mit den in den Anspriichen wiedergegebenen Merkmalen sowie deren Verwendung

gelost.

Die Erfindung wird in den Fig. 1 bis 3 naher veranschaulicht. Es zeigen:

Fig. 1 die cDNA- und die Proteinsequenz von Hydraarminin 1a;

Fig.2 einen Sequenzvergleich zwischen Hydraarminin 1a und ARM-C31-N; und

Fig. 3 einen Sequenzvergleich zwischen Hydraarminin 1a, b und ¢

Die unter der SEQ ID:NO 1 angegebene Nukleinsduresequenz stellt eine cDNA. des Stiiwas-
serpolypen Hydra dar und codiert fiir ein strukturell neuartiges Peptid, Hydraarminin la (A-
minoséiuresequenz sieche SEQ ID:NO 2). Das daraus abgeleitete Peptid ARM-C31-N (SEQ
ID:NO 3) weist eine einzigartige Aktivitit gegen ein breites Spekirum pathogener Bakterien
einschlieBlich multiresistenter Bakterienstimme auf (siche Tabelle 1). Besonderes Augen-
merk liegt dabei auf der Behandlung von MRSA-Infektionen. ARM-C31-N ist den derzeit in
der Klinik eingesetzten klassischen Antibiotika sowie den derzeit bekannten Breitband-AMPs

in seiner bakteriziden Wirkung deutlich iiberlegen. Es handelt sich auBerdem um ein sehr
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kleines Molekiil, das relativ einfach chemisch synthetisiert werden kann, da es keine Cysteine

und damit auch keine Disulfidbriicken aufweist.

Der Siifiwasserpolyp Hydra ist ein entwicklungsgeschichtlich alter vielzelliger Organismus.
Hydra-Polypen zeichnen sich durch einen einfachen morphologischen Aufbau aus: Sie beste-
hen im Wesentlichen aus zwei Zellschichten, dem der &ufleren Umgebung zugewandten Ek-
toderm und dem im Wesentlichen dem zentralen Gastralraum zugewandten Endoderm. Da die
Polypen iiber keinerlei physikalische Barrieren (Epidermis, Hornhaut, Panzer etc.) verfiigen,
sind die diinnen Epithelien der Hydra dem umgebenden aquatischen Milieu und den darin
enthaltenen potentiell pathogenen Mikroorganismen scheinbar schutzlos ausgesetzt. Trotzdem
besiedeln Hydra-Polypen selbst mikrobiell stark belastete Siilgewésser und zeigen dabei kei-
ne Anzeichen einer Infektion. Dieser Umstand hat die Erfinder dazu veranlasst, in der Hydra
nach Substanzen, insbesondere Peptiden zu suchen, die einen wirksamen antimikrobiellen
Schutz fiir die Hydra vermitteln [Bosch, T.C.G., Augustin, R., Anton-Erxleben, F., Fraune, S.,
Hemmrich, G., Zill, H., Rosenstiel, P., Jacobs, G., Schreiber, S., Leippe, M., Stanisak, M.,
Groétzinger, J., Jung, S., Podschun R., Bartels J., Harder, J., Schréder, J.-M. (2009) Uncove-
ring the evolutionary history of innate immunity: The simple metazoan Hydra uses epithelial

cells for host defence. Developmental and Comparative Immunology 33:559-569].

Ausgangspunkt fiir die erfindungsgeméfle Substanz ARM-C31-N (SEQ ID: NO 3) war die
Isolation des Gens fiir Hydraarminin 1a aus Hydra (Beispiel 1; Fig. 1). Hydraarminin la wur-
de aus einer cDNA-Bibliothek isoliert, die durch einen Transkriptom-Vergleich von Hydra
mit und ohne interstitiellen Zellen mittels SSH (,,Suppression Subtractive Hybridisation®)
erstellt wurde. Proteinextrakte aus Hydra ohne interstitielle Zellen und damit auch ohne deren
zelluldren Abkémmlinge weisen eine erhOhte antibakterielle Aktivitdt auf [Kasahara, S.,
Bosch, T.C. (2003) Enhanced antibacterial activity in Hydra polyps lacking nerve cells. Dev.
Comp. Immunol. 27: 79-85]. Die so erstellte cDNA-Bibliothek enthilt folgerichtig Transkrip-
te, deren Produkte eine antimikrobielle Aktivitit aufweisen konnen. Das natiirliche in Hydra
gefundene Hydraarminin 1a hat folgende Eigenschaften: Der offene Leserahmen umfasst 276
Nukleotide (Fig.1; SEQ ID:NO 1), die fiir ein 88 Aminoséurereste langes Peptid codieren
(Fig. 1; SEQ ID:NO 2); davon bilden die ersten 18 Aminoséurereste das vorhergesagte Sig-
nalpeptid (unterstrichen in Fig. 1). Die kalkulierte Masse liegt bei 10567 Da. Der isoelektri-
sche Punkt liegt bei 6,3.
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In dieser Form bzw. mit abgespaltenem Signalpeptid hat dieses Peptid mit sehr grofler Wahr-
scheinlichkeit keine antibakterielle Aktivitit. Auffillig ist allerdings eine Separierung von
negativen und positiven Aminosdureresten. So ist der N-Terminus des Peptides stark negativ
geladen, der C-terminus hingegen stark positiv geladen (Fig. 2). Prozessierungsstellen von

Proteasen, die diese beiden Teile trennen, sind nicht nachweisbar.

Die erfindungsgeméfe Substanz ARM-C31-N (Fig. 2; SEQ ID:NO 3) ist ein artifizielles Pro-
dukt und basiert auf der Uberlegung der Erfinder, die Anzahl der positiven Ladungen auf
Grundlage der C-terminalen Hydraarminin-1a-Sequenz zu maximieren. Um einen zusitzli-
chen Schutz gegen proteolytischen Abbau zu erreichen, wurde zusitzlich der C-Terminus
amidiert. Das C-terminale Ende des gencodierten Peptids Hydraarminin 1a mit der Aminosiu-
resequenz Ggg-Kg7-Kgs konnte ein natiirliches Amidierungssignal sein, das durch Spaltung am
Glycin zu einer Carboxy-Amidierung des dann C-terminalen Aminosdurerestes Vgs fithren
wiirde. Fiir das erfindungsgeméfe Peptid ARM-C31-N wurde jedoch bewusst das Lysgg ami-
diert. Somit kann das erfindungsgeméBe Peptid ARM-C31-N in dieser Form nicht aus einem

nativen Hydraextrakt gereinigt und dargestellt werden.

Die Aminosduresequenz von ARM-C31-N ist:

KPWRFRRAIRRVRWRKVAPYIPFVVKTVGKK-NH;

ARM-C31-N besteht aus 31 Aminosdureresten, dic am C-Terminus amidiert wurden. Die
erfindungsgemifBe Substanz hat eine kalkulierte Masse von 3896 Da und einen isoelektrischen
Punkt von 12,1. Unter physiologischen Bedingungen ist ARM-C31-N positiv geladen. Inte-
ressanterweise verfiigt ARM-C31-N {iber keinerlei Cysteine, im Gegensatz zu fast allen be-
kannten antimikrobiellen Peptiden. Die Anwesenheit von Cysteinen erhht in der Regel die
Stabilitdt des Peptides und behindert den proteolytischen Abbau. Allerdings erschweren viele
Cysteine die Herstellung eines solchen Peptides (Sicherstellen der richtigen Verkniipfung der
verschiedenen Cysteine, Reinigung und Separierung verschiedener Konformere, etc.). ARM-
C31-N hingegen ldsst sich kostenglinstig rekombinant oder synthetisch in gréferen Mengen
herstellen, da es iiber keine Cysteine und entsprechende Disulfidbriicken verfiigt. Fiir erste

antimikrobielle Tests (Beispiel 3) wurde ARM-C31-N chemisch synthetisiert (auf Basis der
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Merrifield-Synthese; Beispiel 2). Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 1 zusammenge-

fasst,

Die Feststellung der hohen bakteriziden Wirkung gegen S. aureus war tiberraschend, da Hyd-
ra nicht mit diesen Bakterien vergesellschaftet ist, und eine solch starke Wirkung keineswegs
erwartet werden konnte. Das hat die Erfinder veranlasst, die Minimale Bakterizide Konzentra-
tion (minimal bactericidal concentration, MBC) gegen S. aureus detaillierter zu betrachten.
Hier zeigte sich, dass ARM-C31-N bereits bei niedrigen Konzentrationen von 0,4 bis 0,8 uM
S. aureus und sogar einige MRSA-Stimme eliminiert (Tabelle 1). Aber auch andere gram-
positive Bakterien werden von ARM-C31-N effektiv getotet. Darunter sind beispielsweise
gram-positive Vancomycin-resistente Stimme von Enterococcus faecalis und Enterococcus
faecium. Besonders hervorzuheben ist dariiber hinaus die starke Aktivitdt gegeniiber gram-
negativen ESBL-Enterobacteriaceae wie K. -pneumoniae-Stdimmen und den E.-coli-Stdmmen
E4 and E9 (Tabelle 1). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass ARM-C31-N ein wir-
kungsvolles Breitband-Peptidantibiotikum und eine exzellente Ausgangsstruktur fiir das De-

sign einer neuen Generation von Antibiotika ist.

Da Peptidantibiotika auf einem anderen Wirkmechanismus beruhen als konventionelle Anti-
biotika, sind sie eben auch wirksam gegen Bakterien, die bereits eine Resistenz gegen kon-
ventionelle Antibiotika aufweisen. Die in Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigen sehr deut-
lich, dass ARM-C31-N gegen Methicillin-resistente S. aureus wirkt, genauso wie gegen Van-
comycin resistente Stimme von E. faecalis und E. faecium. Infektionen mit multiresistenten
Bakterienstimmen konnen mit herk6mmlichen Antibiotika nicht mehr behandelt werden, und
die vorhandenen Reserveantibiotika sind nur eingeschrénkt einsetzbar. Obwohl z.B. Linezolid
im Moment als Reserveantibiotikum gilt (,,last line of defense®), ist die Behandlung nur unter
strengen Auflagen erlaubt. So darf es sich bei der Infektion nicht um eine Mischinfektion aus
gram-positiven und gram-negativen Erregern handeln, und die Bakterien miissen vor der Be-
handlung auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber Linezolid gepriift werden. Bei Mischinfektio-
nen wird nur dann eine Behandlung mit Linezolid befiirwortet, wenn Behandlungsalternativen
fehlen und gleichzeitig mit einer weiteren Antibiotikatherapie die Infektion durch gram-
negative Bakterien bekdmpft wird (Wichtige Sicherheitsinformation, Pfizer Pharma GmbH,
Mirz 2007; http://www.ifap.de/pdf/Zyvoxid_BfArM.pdf). Fiir Infektionen mit Keimen, die

methicillin- und/oder vancomycinresistent sind, werden alternative Antibiotika benétigt, die
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weniger Nebenwirkungen aufweisen und die ein groferes Wirkspektrum besitzen als Linezo-
lid, so wie es fiir das erfindungsgemiBe Peptid ARM-C31-N demonstriert werden konnte.
Zudem ist es nur eine Frage der Zeit, bis sich auch gegen die letzten konventionellen Reser-

veantibiotika Resistenzen bilden werden.

Anhand der Sequenz von Hydraarminin 1a haben die Erfinder EST-Datenbanken durchmus-
tert (http://hydrazome.metazome.net/cgi-bin/gbrowse/hydra/; http://compagen.zoologie.uni-
kiel.de/) und konnten dabei zwei zusitzliche Genfamilienmitglieder identifizieren: Hydraar-
minin 1b und ¢ (SEQ ID:NO 4 und 6). Der offene Leserahmen von Hydraarminin 1b und ¢
(SEQ ID:NO 5 und 7) umfasst, wie bei Hydraarminin 1a, 276 Nukleotide, die fiir 88 Amino-
siurereste lange Peptide codieren. Fig. 3 zeigt einen Sequenzvergleich der 3 erfindungsgemé-
Ben Hydraarminin-Peptide. Gegeniiber Hydraarminin la weisen Hydraarminin 1b und ¢ je-
weils 7 und 4 Aminosdurenaustausche auf (grau dargestellt in Fig. 3). Davon befindet sich in
beiden Fillen nur ein Aminosiurenaustausch (K gegen R, Position 83) im C-terminalen Be-
reich der Peptide. Somit ergibt sich sowohl aus Hydraarminin 1b als auch aus Hydraarminin
lc ein gleiches erfindungsgemiBes Peptid ohne Signalsequenz, ARM-C31b-N (SEQ ID:NO
8, schwarz dargestellt in Fig. 3), das gegeniiber der Sequenz von ARM-C31-N nur den Ami-
nosdurenaustausch K gegen R aufweist. Wie im Fall von ARM-C31-N, ist die bevorzugte
Ausfithrung des erfindungsgemifen Peptides ARM-C31b-N auch C-terminal amidiert. Wie
bei ARM-C31-N kann das erfindungsgemiBe Peptid ARM-C31b-N in dieser Form nicht aus

einem nativen Hydraextrakt gereinigt und dargestellt werden.

Gegenstand der Erfindung sind neben den beschriebenen Peptiden auch deren biologisch akti-
ve Fragmente. Biologisch aktiv bedeutet, dass die Fragmente geméfl dem in den Beispielen
angegebenen Messverfahren eine maximal 10-fach hohere minimale bakterizide Konzentrati-
on (MBK) aufweisen als die zugrunde liegenden kompletten Peptide. Bevorzugt handelt es
sich um Derivate, bei denen N- oder C-terminal eine oder mehrere Aminoséuren fehlen. Es
konnen jedoch auch Aminosduren aus der Sequenz deletiert sein. Solche Fragmente weisen

bevorzugt nicht mehr als 30 % deletierte Aminoséuren auf.

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin solche Peptide, bei denen einzelne Aminoséuren
ausgetauscht sind. Bevorzugt handelt es sich dabei um konservative Austausche, d. h. Amino-

siuren mit dhnlichen Eigenschaften werden ersetzt, beispielweise Alanin gegen Serin, Leucin
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gegen Isoleucin, etc. Auch hier wird bevorzugt, dass nicht mehr als 10 % der Aminoséuren in

den Peptiden ersetzt werden.

Dariiber hinaus kénnen auch einzelne Aminosduren durch nicht-natiirliche Aminoséuren er-
setzt sein, d.h. durch Aminoséuren, die weitere funktionelle Gruppen tragen, beispielsweise
Hydroxyprolin, Methylthreonin, Homocystein, etc. Auch in diesem Fall sind bevorzugt nicht
mehr als 10 % der Aminoséuren entsprechend modifiziert. Weiterhin kénnen die Peptide De-
rivatisierungen tragen, beispielsweise amidiert, glycosiliert, acetyliert, sulfatiert oder

phosphoryliert sein.

Die vorliegende Erfindung stellt des Weiteren ein Herstellungsverfahren fiir die erfindungs-
gemifen Peptide bereit. Neben der gentechnischen Herstellung der Peptide ist auch die auf-
bauende Totalsynthese an iblichen Festphasen im Sinne der Merrifield-Synthese oder einer
Fliissigphasensynthese méglich. Die Synthesestrategie und der Aufbau der Peptide und von
jihnen abgeleiteter Derivate mit den entsprechend geschiitzten Aminosduren sind dem Fach-

mann bekannt.

Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem die Verwendung der erfindungsgeméifien Peptide
als Arzneimittel fiir verschiedene therapeutische Indikationen. Dazu konnen die Peptide als
hochreine Stoffe oder — wenn fiir die Verwendung ausreichend — innerhalb eines teilweise
aufgereinigten Peptidgemisches oder als Gemisch mehrerer erﬁnduﬁgsgeméﬁer Peptide ver-

wendet werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft des Weiteren folgende Anwendungen der erfindungsgema-
Ben antimikrobiellen Peptide:

— rein duBerliche Anwendungen in Form von Hautcremes.

— Desinfektion chronischer Wunden, die vor allem bei stationédren Patienten oft mit
multiresistenten Keimen (z. B. S. aureus) infiziert sind, durch Spiilen mit anti-
mikrobielle Peptide enthaltenden Losungen.

~ Beschichtung von Transplantaten, die kontinuierlich antimikrobielle Peptide
freigeben. Diese Transplantate kénnen z. B. Biopolymere, die als kiinstliche
Haut nach schwersten Verbrennungen zum Einsatz kommen, oder auch kiinstli-

che Gelenke umfassen.
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— Desinfektion von Kathetern durch eine Beschichtung mit antimikrobiellen Pepti-

den.
Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele néher beschrieben.

Beispiel 1: Isolation des Peptids Hydraarminin 1a

Zur Stimulation der Immunabwehr wurden (i) die Hydra-Polypen mit einem Pseudomonas-
aeruginosa-Kulturiiberstand inkubiert oder (ii) die Nervenzellen eines speziellen Hydrastam-
mes entfernt. Die Nervenzellen wurden wie bereits beschrieben [Kasahara, S., Bosch, T.C.
(2003) Enhanced antibacterial activity in Hydra polyps lacking nerve cells. Dev. Comp. Im-
munol. 27: 79-85] durch das Kultivieren von wérmesensitiven Hydra magnipapillata st-1

Tieren bei 25 °C fiir 25 Tége entfernt.

Die Gesamt-RNA aus den Polypen wurde mit TRIzol (Invitrogen) gewonnen. ,,Suppression
Subtractive Hybridisation® wurde wie beschrieben durchgefithrt [Genikhovich, G., Kurn, U.,
Hemmrich, G., Bosch, T.C. (2006) Discovery of genes expressed in Hydra embryogenesis.
Dev. Biol. 289: 466-81].

Beispiel 2: Herstellung von ARM-C31-N

Nachdem das Transkript von Hydraarminin la durch die oben beschriebene ,,Suppression
Subtractive Hybridisation™ isoliert und seine Sequenz analysiert werden konnte, haben die
Erfinder festgestellt, dass die Sequenz des Peptids mindestens drei unterschiedliche Bereiche
aufweist. N-terminal konnte mit dem SignalP-3.0-Programm [Bendtsen, J.D., Nielsen, H., von
Heijne, G., Brunak, S. (2004) Improved prediction of signal peptides: SignalP 3.0. J. Mol.
Biol. 340: 783-95] ein Signalpeptid vorhergesagt werden. Daraus folgt, dass Hydraarminin la
ins endoplasmatische Reticulum gelangt, dort prozessiert und dann wahrscheinlich sezerniert
wird. Das Signalpeptid spielt also keine Rolle fiir die antibakterielle Aktivitdt und konnte
weggelassen werden. Weiterhin war auffillig, dass das Peptid eine Ladungsverteilung auf-
weist: N-terminal negativ, C-terminal positiv (Fig. 2). Die Erfinder haben die Sequenz so auf-
geteilt, dass moglichst viele positive Ladungen am C-Terminus des Peptides erhalten bleiben.
Um das so entstandene Peptid, ARM-C31-N genannt, auf seine antimikrobielle Wirkung hin

zu untersuchen, wurde es synthetisch hergestellt (Firma Caslo Laboratory). Dies erfolgte
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durch ,,Fmoc solid phase synthesis”. Das Peptid wurde darauthin HPLC-gereinigt und die

Sequenz wurde durch Massenspektrometrie iiberpriift.

Um ARM-C31-N vor Proteolyse zu schiitzen, wurde es zusétzlich C-terminal amidiert. Das
natiirliche Arminin-1a besitzt mit Ggs-Kg7-Kgg ein mogliches Amidierungssignal, jedoch wiir-
de dieses Signal durch Spaltung des Glycins zu einer Amidierung des dann C-terminalen Vs
filhren. Dies wiederum schliefit aus, dass man ARM-C31-N mit der Amidierung am Kgg aus

der nattirlichen Ressource (Hydra) isolieren kénnte.

Beispiel 3: Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitit

Die antimikrobielle Aktivitét von ARM-C31-N wurde wie bereits beschrieben bestimmt [Sah-
ly, H., Schubert, S., Harder, J., Rautenberg, P., Ullmann, U., Schroder, J., Podschun, R.
(2003) Burkholderia is highly resistant to human Beta-defensin 3. Antimicrob. Agents Che-
mother. 47: 1739-41]. Test-Isolate wuchsen 2 bis 3 h in ,,brain heart infusion broth” bei 36
+/-1 °C, wurden dann dreimal in 10 mM Natrium-Phosphat-Puffer (pH 7,4) mit 1 % , tryptic
soy broth” (TSB) gewaschen und auf 10* bis 10> Bakterien/ml eingestellt. Je 100 pl Bakteri-
ensuspension wurden mit 10 pl Losung des antimikrobiellen Peptids versetzt (getestete End-
konzentrationen: 0,0125-100 pg/ml) und bei 36 +/~ 1 °C inkubiert. CFUs (,,colony forming
units® =, koloniebildende Einheiten*) wurden nach 2 h bestimmt. Als Negativkontrolle dien-
ten Bakteriensuspensionen, die mit 10 pl Phosphat-Puffer/1 % TSB statt mit Peptid-Losung
versetzt wurden. Die Ergebnisse werden als MBK (,,minimale bakterizide Konzentration;

>=99,9 % Toétung) angegeben.

Tabelle 1: Antimikrobielle Aktivitit von ARM-C31-N

MBK* | MBK*
[ng/ml] | [pM]

Bakterien - Stimme

Methicillin-resistente Stimme (gram-positiv)

S. aureus ATCC 33393 MRSA 1,56 0,40
S. aureus ATCC 43300 MRSA 1,56 0,40
S. aureus wilder Stamm 344 MRSA 3,13 0,80
S. aureus wilder Stamm 355 MRSA 3,13 0,80

S. aureus wilder Stamm 358 MRSA 1,56 0,40
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Vancomycin-resistente Stiimme (gram-positiv)

E. faecalis ATCC 51299 VRE 6,25 1,60
E. faecium wilder Stamm 354 VRE 1,56 0,40
E. faecium wilder Stamm 356 VRE 3,13 0,80
E. faecium wilder Stamm G70 VRE 1,56 0,40
E. faecium wilder Stamm G71 VRE 1,56 0,40
»Extended spectrum betalactamase® Enterobakterien (gram-negativ)

KI. pneumoniae ATCC 700603 ESBL 3,13 0,80
K. pneumoniae wilder Stamm CF1 ESBL 1,56 0,40
Kl. pneumoniae wilder Stamm CF7 ESBL 1,56 0,40
E. coli wilder Stamm E4 ESBL 1,56 0,40
E. coli wilder Stamm E9 ESBL 0,78 0,20

"MBK: minimale bakterizide Konzentration (Konzentration, bei der mehr als 99,9 % der Bak-

terien getdtet werden.)
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ANSPRUCHE

Nukleinsiuremolekiil ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus

a) einem Nukleinsduremolekiil mit der in der SEQ ID:NO 1, 4 oder 6 dargestell-

ten Nukleotidsequenz,

b) einem Nukleinsduremolekiil, das ein Peptid mit der in der SEQ ID:NO 2, 3,5,

7 oder 8 dargestellten Aminoséuresequenz codiert,

¢) einem Nukleinsduremolekiil, dessen Komplementérstrang an ein Nukleinsiu-
remolekiil nach a) oder b) hybridisiert und das ein Peptid mit antimikrobieller

Aktivitit codiert, und
d) einem Nukleinsiuremolekiil, dessen Nukleotidsequenz von der Nukleotidse-

quenz eines Nukleinsduremolekiils nach c) aufgrund des degenerierten geneti-

schen Codes abweicht.

Vektor, gekennzeichnet durch ein Nukleinsduremolekiil mit der Nukleotidsequenz

nach Anspruch 1.

Vektor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Nukleinsduremolekiil mit

regulatorischen Elementen fiir die Expression in Hydra kombiniert ist.

Wirtszelle, gekennzeichnet durch ein Nukleinsauremolekiil mit der Nukleotidsequenz

nach Anspruch 1.

Wirtszelle, gekennzeichnet durch den Vektor nach Anspruch 2.
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Peptid mit der unter SEQ ID:NO 2, 3, 5, 7 oder 8 dargestellten Aminosiuresequenz.

Peptid nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass es ein zyklisches, amidiertes,

acetyliertes, sulfatiertes, phosphoryliertes, glycosiliertes oder oxidiertes Derivat ist.

Peptid nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass < 30 % der angegebe-

nen Aminosduren durch andere Aminosduren konservativ substituiert sind.

Peptid nach einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass < 10 % der
angegebenen Aminosiuren mit nicht-natiirlich-vorkommenden Aminosduren substitu-

iert sind.

Peptid nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die nicht-nattirlich-
vorkommenden Aminosduren ausgewshlt sind aus der Gruppe bestehend aus Hydro-

xyprolin, Methylthreonin oder Homocystein.

Peptid nach einem der Anspriiche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens
ein Lysin-Aminosdurerest durch einen Arginin-Aminoséurerest oder wenigstens we-
nigstens ein Arginin-Aminosdurerest durch einen Lysin-Aminosdurerest substituiert

ist.

Verwendung des Peptids nach einem der Anspriiche 6 bis 9 zur Herstellung eines

Arzneimittels zur Behandlung mikrobieller Infektionen.
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Verwendung nach Anspruch 12 zur Behandlung von Infektionen mit gram-negativen

oder gram-positiven Bakterien.

Verwendung nach einem der Anspriiche 12 oder 13 zur Behandlung von Infektionen
mit Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus Jfaecium, Klebsiella

pneumoniae oder Escherichia coli.

Verwendung das Peptid nach einem der Anspriiche 6 bis 9 zur Beschichten eines me-

dizinischen Instruments, Katheters, medizinischen Implantats oder einer Kontaktlinse.
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