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Phagozytose von apoptotischen Zellen durch Makro-
phagen Die rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahme zeigt einen Makrophagen (blau), der mehrere
apoptotische Thymozyten (gelb) phagozytiert. Ver-
schiedene Phasen der Phagozytose sind erkennbar.

Im dargestellten Experiment wurden Makrophagen
aus Phosphatidylserin-Rezeptorgen (Ptdsr)-Knockout-
Mausen verwendet. Zu erkennen ist, dass diese Makro-
phagen trotz nicht mehr vorhandenem Ptdsr noch
apoptotische Zellen aufnehmen kénnen.

Ansicht des GBF-FORUMSs und des Regenwasser-Bio-
tops Das GBF-FORUM bietet Raumlichkeiten fiir Sym-
posien, Seminare, Vorlesungen und Ausstellungen an.
Es befindet sich im stidlichen Teil des GBF-Geldndes.

® Bildreihe oben auf der Titelseite, von links nach rechts: Stefanie Schiebe kontrolliert die Firbung von Zellpri-

parationen.

Identifizierung von Herzfehlbildungen in Ptdsr Knockout-Mdusen mittels magnetischer Reso-

nanz-Abbildung (MRI). Gezeigt ist eine 3D-Rekonstruktion von MRI-Daten fiir einen Wildtyp der Mduse. |

Phillip Hahn analysiert das Skelett einer Mausmutante unter dem Stereoskop. | Phagozytose von apopto-

tischen Zellen durch Makrophagen, die aus der fotalen Leber differenziert wurden (Wildtyp). Apoptotische

Thymozyten (rot) wurden mit TAMRA angefirbt und zu F4/80 gefdrbten Makrophagen gegeben.
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Die GBF ist ein Zentrum fiir Infektionsforschung
Der Schwerpunkt ihrer Arbeit liegt auf der Untersuchung
von Erregern, die medizinisch relevant sind oder als Modell
fur die Erforschung von Infektionsmechanismen genutzt
werden konnen. Trager der GBF sind die Bundesrepublik
Deutschland (90 Prozent) und das Land Niedersachsen
(10 Prozent). Die GBF beschiftigt rund 600 Mitarbeiter
und verfiigt iiber einen Jahresetat von rund 50 Millionen
Euro. Sie gehort der Helmholtz-Gemeinschaft an, der
grofiten aufleruniversitiren Wissenschaftsorganisation
Deutschlands.

Infektionen sind fiir ein Drittel aller Todesfille weltweit
verantwortlich. Globale Mobilitdt, Ferntourismus und
Migration beschleunigen die Ausbreitung von Infektions-
erregern. Zunehmende Antibiotika-Resistenzen, die
Schwichung des Immunsystems im Alter und die Riick-
kehr fast vergessener Krankheitserreger machen die Ent-
wicklung neuer Ansdtze zur Pravention und Therapie von
Infektionskrankheiten dringend erforderlich. Aktuelle
Forschungsergebnisse zeigen zudem, dass Infektionen
auch an der Entstehung von Krankheiten beteiligt sein
konnen, die man bislang nicht mit Erregern in Verbin-
dung gebracht hat - Erkrankungen wie Krebs, Diabetes
oder Allergien.

Zu den wissenschaftlichen Fragestellungen, die wir bear-
beiten, gehoren: Was macht Bakterien zu Krankheits-
erregern? Warum sind manche Menschen besonders
empfindlich, andere dagegen widerstandsfihig gegeniiber
Infektionen? Wie konnen wir in Infektionsprozesse ein-
greifen? Das Verstindnis dieser Mechanismen wird dazu
beitragen, Infektionskrankheiten durch neue Medika-
mente und Impfstoffe zu bekdmpfen.

Das menschliche Immunsystem kann erstaunlich schnell
und flexibel auf neue Krankheitserreger reagieren - und
bricht doch gelegentlich unter dem Angriff von Bakterien
oder Viren zusammen. Wie die natiirliche Erregerabwehr
arbeitet und wie man ihre Strategien nutzen oder gar
noch verbessern konnte, das studieren GBF-Wissenschaft-
ler vor allem am Immunsystem von Mausen, das dem des
Menschen sehr dhnlich ist.

Die GBF arbeitet eng mit Hochschulen und mit anderen
Forschungseinrichtungen im In- und Ausland zusammen
und gehort dem nationalen Genomforschungsnetz an.
Im Rahmen eines EU-unterstiitzten Programms zur Elite-
forderung bildet sie — gemeinsam mit der Medizinischen
Hochschule Hannover - Nachwuchswissenschaftler zu
qualifizierten Infektionsforschern aus.

Die GBF verfiigt tiber eine weit gefasste Zulassung zur
Produktion von Wirkstoffen nach den arzneimittelrechtli-
chen Vorschriften fiir die Gute Herstellungspraxis (Good
Manufacturing Practice oder kurz: GMP). Damit ist sie

in der Lage, Substanzen fiir klinische Untersuchungen
herzustellen - und so die Briicke zwischen Grundlagen-
forschung und medizinischer Anwendung zu schlagen.

Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung mbH
Mascheroder Weg 1

D-38124 Braunschweig

Tel: (+49) 531-6181-0

Fax: (+49) 531-6181-515

info@gbf.de | www.gbf.de

Gesellschaft fiir
Biotechnologische Forschung
German Research Centre

for Biotechnology
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Prof. Dr. Rudi Balling | Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer

e Ob in der Wirtschaft oder in der Wissenschaft: Internationale Akzeptanz ist das Ergebnis harter Arbeit. Die GBF
ist dabei, diese Anerkennung als Infektionsforschungszentrum zu gewinnen. Die Richtung hat sie vor vier Jahren
eingeschlagen. Heute publizieren die GBF-Wissenschaftler in hochrangigen, internationalen Journalen tber infek-
tionsbiologische Themen. Wir konnten neue Kooperationen zu renommierten Partnern wie beispielsweise dem
Pasteur-Institut in Frankreich, dem Riken Genomic Sciences Center in Japan oder der Rockefeller University in den
USA aufbauen. Zugleich haben wir uns auch mit unseren regionalen Partnern thematisch eng vernetzt. Diese

Entwicklung haben alle GBF-Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter durch ihr groBes Engagement méglich gemacht.

FUr mich sind die vergangenen vier Jahre wie im Flug vergangen. Meine erste Amtsperiode nahert sich bereits
dem Ende - und ich freue mich sehr, dass mich das Wissenschaftliche Komitee und der Aufsichtsrat der GBF fur

weitere funf Jahre als Wissenschaftlicher Geschaftsfuhrer bestatigt haben.

Um die internationale Wahrnehmung zu erhalten, bedarf es jetzt ebenso groBer Anstrengung. Dafur brauchen
die Wissenschaftler ein kreatives Umfeld. Die Grundlage hierfur bilden die anstehenden strategischen Entschei-
dungen. Sie bestehen aus den drei Saulen der experimentellen, klinisch-orientierten und theoretischen Infek-
tionsforschung. Mit ihrer Etablierung wird es uns gelingen, dass die Ergebnisse der GBF-Grundlagenforschung

in Zukunft viel besser dazu beitragen, klinische Probleme zu I&sen, mit denen Arzte taglich konfrontiert sind.

— Die experimentelle Infektionsforschung ist an der GBF gut etabliert — sie muss in den kommenden Jahren
aber noch weiter ausgebaut werden.

— Fur die klinisch orientierte Infektionsforschung bietet die Partnerschaft mit der Medizinischen Hochschule
Hannover und die gemeinsame Grindung des Zentrums fiir experimentelle und klinische Infektionsfor-
schung einen guten Ausgangspunkt.

— Mit dem Aufbau einer theoretischen Biologie kann die GBF eine Vorreiterrolle in der Infektionsforschung
Ubernehmen: Die GBF wird damit einen Beitrag dazu leisten, dass vor dem Versuch an der ,,Bench” die

datenbasierte Vorhersage steht.

Diese Uberlegungen wollen wir in die Gesundheitsforschung der Helmholtz-Gemeinschaft einbringen. Nur
wenn wir mit den anderen Gesundheitsforschungszentren, dem DKFZ, dem MDC und der GSF, gemeinsam stra-
tegisch vorgehen, haben wir die Chance, international wettbewerbsfahig zu sein. Genauso wichtig ist es aber,
den Blick frei zu haben fur unsere unmittelbaren Nachbarn. GroBe Bedeutung kommt dabei der Technischen
Universitat Braunschweig (TU) zu: Um in der theoretischen Biologie konkrete Ergebnisse zu erzielen, muss es
zu einem regen Austausch zwischen Biologie und Ingenieurwissenschaften kommen. In beiden Feldern ist die
TU stark — wir brauchen starke Partner. Nur wenn wir eng mit ihnen zusammen arbeiten, kénnen Strategie und

Kreativitat der GBF-Wissenschaftler auch in Zukunft zu wissenschaftlichem Erfolg fUhren.

LG
Rudi Balling | | | I 1 1 1H



FOKUS

Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Dr. Jo Schilling (rechts) im Interview mit Prof. Dr. Rudi Balling, GBF (Mitte) und Prof. Dr. Dieter

Bitter-Suermann, MHH (links). | Priv.-Doz. Dr. Dietmar Pieper, Koordinator des internationalen BIOTOOL Forschungsprojekts, diskutiert die ndchsten

Forschungsexperimente mit Dr. Howard Junca aus seiner Arbeitsgruppe. | Prof. Dr. Singh Chhatwal analysiert Agarplatten auf orale Streptokokken.

Fotos: GBE, Hans (li), GBE, Sierigk (mi), GBE Ammerpohl (re)
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08 AUS DEM LABOR IN DIE KLINIK:
GBF UND MHH GRUNDEN GEMEINSAM
EIN TRANSLATIONS-ZENTRUM
EIN INTERVIEW MIT PROF. DR. RUDI BALLING UND
PROF. DR. DIETER BITTER-SUERMANN
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Prof. Dr. Dieter Bitter-Suermann (Prasident, MHH) und

Prof. Dr. Rudi Balling (Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer, GBF)

Die Weichen sind gestellt: Die GBF und die Medizinische Hochschule Hannover griinden ein gemeinsames For-

schungszentrum. Ziel des ,,Zentrums fur experimentelle und klinische Infektionsforschung” ist eine Verzahnung

der Forschungskompetenzen in neuer Qualitat. Translation - die schnelle Ubertragung von Grundlagenergeb-

nissen in die Klinik — verspricht der Schltssel zu einer effizienteren Medizin zu werden. Unter dem Dach des

2006 frei werdenden Gebaudes des Max-Planck-Institutes fur Experimentelle Endokrinologie soll ein Schmelz-

tiegel entstehen, der neue Konzepte flir den Umgang mit Infektionen hervorbringt.

Infektionsforschung ist ein Schwerpunkt der Region
Braunschweig-Hannover. GBF und MHH arbeiten ge-
meinsam eng an infektionsbiologischen Fragestellun-
gen. Weshalb etablieren Sie jetzt das ,Zentrum fir

experimentelle und klinische Infektionsforschung”?

Es ist notwendig, um zwei
Forschungskulturen - zwei Richtungen - zusammen zu
bringen. Reine Grundlagenforschung zum Thema Infek-
tionskrankheiten muss einen stirkeren Bezug zur Medizin
gewinnen und zur Anwendung am Patienten fithren.

Reine Grundlagenforschung zum Thema Infektionskrank-

heiten muss einen stirkeren Bezug zur Medizin gewinnen

und zur Anwendung am Patienten fiihren.

Fotos: GBF, Hans

Diesen Prozess nennen wir Translation. Sie
weist in beide Richtungen: Medizinisches Know-how und
der Umgang mit Patienten werfen Fragen beim Arzt auf,
die die Grundlagenforschung beantworten kann. Aber:
Die Grundlagenforschung muss die Fragen kennen. Was
sind die Probleme in der Medizin, die die Forschung an-
gehen sollte? Wenn der Dialog funktioniert, dann kann
Grundlagenforschung medizinische Forschung und damit
medizinische Anwendung positiv beeinflussen.

Und es gibt noch eine zusitz-
liche Komponente. An der MHH betreiben wir klinische
Forschung und Grundlagenforschung. Aber was uns an
der MHH fehlt, ist das, was die Helmholtz-Zentren neben
dem wissenschaftlichen Know-how zur Verfiigung stellen
konnen: Plattformtechnologien.

Medizinisches Know-how und der Umgang mit Patienten

werfen Fragen beim Arzt auf, die die Grundlagenforschung
beantworten kann.
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Medizinische Forschung ist erfolgreich ...

... aber sie konnte besser funk-
tionieren. Durch das Translations-Zentrum werden wir
einen Synergieeffekt erzielen, den wir fiir die Infektions-
forschung brauchen. Alleine ist jede unserer Einrichtun-
gen gut, aber zusammen werden wir Spitze sein.

—alille

Durch das Translations-Zentrum werden wir einen Synergie-

effekt erzielen, den wir fiir die Infektionsforschung brauchen.

Wann startet das ,,Projekt Translations-Zentrum*”?

Ein Vorldufer existiert bereits.
Wir haben im Oktober 2003 das ,Zentrum fiir Infektions-
biologie” gegriindet. Dieses Zentrum hat zwar noch keine
eigenen Rdume, der darin integrierte Promotionsstudien-
gang ist aber bereits real. In dem Moment, in dem das
Max-Planck-Institut fiir experimentelle Endokrinologie
aus seinem jetzigen Gebdude ausgezogen ist, wird das
reale Zentrum dort aufgebaut. Und dann ist es nicht mehr
nur das ,Zentrum fiir Infektionsbiologie”, sondern das
,Zentrum fiir experimentelle und klinische Infektions-
forschung.”

Wenn das Translations-Zentrum Realitat wird, besteht
dann nicht die Gefahr, dass es nur ein dritter Ort in
der Region ist, an dem Infektionen erforscht werden?

Nein, wir bringen Kompetenzen, die eben
rdumlich getrennt sind, unter ein Dach. Das Gebiude, in
dem sich im Moment noch das Max-Planck-Institut fiir
experimentelle Endokrinologie befindet, liegt direkt neben
dem Campus der MHH und ist von Braunschweig aus
schnell und gut zu erreichen. Die Region wachst zusam-
men. Wir vollziehen diesen Schritt jetzt in der Infektions-
forschung und schaffen damit einen Markennamen, etwa
,Infektionsforschung aus Niedersachsen”. Im Umfeld des
Zentrums haben wir schon jetzt vier gemeinsame Sonder-
forschungsbereiche, mehrere gemeinsam arbeitende For-
schergruppen und ein europdisches Graduiertenkolleg,
das auch von der Europdischen Union geférdert wird.

Und es gibt bereits etliche Wissenschaftler, die sowohl an
der GBF als auch an der MHH arbeiten. Wir verbinden
also die infektionsbiologische Grundlagenwissenschaft,
die sowohl an der GBF als auch an der MHH etabliert ist,
mit der Erfahrung der MHH in der klinischen Infektions-
forschung. Grundlagenforscher und Kliniker werden im
neuen Zentrum einen viel intensiveren gedanklichen Aus-
tausch haben, weil sie 6fter miteinander sprechen, sei es
im Labor oder in der Cafeteria. Dann fithlen sie sich auch
fiir die Projekte gemeinsam verantwortlich. Beide Seiten,
die jetzt noch in verschiedenen Welten leben, werden sich
gegenseitig besser verstehen. Zusammen werden sie Pro-
jekte zum Erfolg fithren, die von einer Disziplin allein
nicht bewerkstelligt werden kénnten.

Grundlagenforscher und Kliniker werden im neuen Zentrum

einen viel intensiveren gedanklichen Austausch haben, weil
... beide Seiten ... sich gegenseitig besser verstehen ... wer-
den sie Projekte zum Erfolg fiihren, die von einer Disziplin

allein nicht bewerkstelligt werden kinnten.



Es gibt zwei ganz klar definierte Ziele in der Infektions-
forschung: Die Entwicklung neuer Vakzine und Antiinfek-
tiva. Aber diese erreichen wir nur, wenn wir die Grundla-
gen - die Mechanismen, die im Verlauf von Infektionen
und im Rahmen einer antiinfektiven Therapie oder Vakzi-
nierung, also Schutzimpfung, ablaufen - verstehen. Und
das kann man eben nur gemeinsam machen.

Welche inhaltlichen Schwerpunkte setzen Sie im
Translations-Zentrum?

Die Themen sind natiirlich durch den
medizinischen Bedarf beeinflusst. Wir von der GBF zum
Beispiel haben genau hingehort, wo die Transplantations-
mediziner Probleme mit Infektionen haben. Solche The-
men, die aus dem klinischen Alltag kommen, werden im
Forschungsumfeld der MHH formuliert und durch den
Dialog an uns herangebracht. Gemeinsam werden wir
dann die heraussuchen, von denen wir denken, dass wir
zusammen einen Beitrag zur Losung beisteuern konnen.

Themen, die aus dem klinischen Alltag kommen, werden im

Forschungsumfeld der MHH formuliert .... Gemeinsam wer-
den wir dann die heraussuchen, von denen wir denken, dass

wir zusammen einen Beitrag zur Losung beisteuern konnen.

Wir orientieren uns an dem,
was an der GBF und der MHH schon an Forschungsthe-
men behandelt wird und suchen nach den Liicken. Was
konnte die Themen, die wir schon gut bearbeiten, ergin-
zen? Was fehlt uns an Know-how? Und wir haben jetzt
erst einmal Themen vorgeschlagen, die in Deutschland
nicht oder nur schwach vertreten sind, um die Sonder-
rolle dieses Zentrums zu festigen.
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...und kénnen Sie Beispiele nennen?

Mit tiberdauernden, also persi-
stenten und chronischen Infektionen beschiftigen wir uns
bisher nur im Zusammenhang mit Listerien. Aber an den
grundlegenden Mechanismen von Persistenz forschen wir
bislang nicht. Das wire ein Thema fiir das Translations-
Zentrum. Ebenso wie Antibiotika-Resistenz und Multire-
sistenz. Oder ein anderes Thema ist die Biofilmbildung,
also die Fihigkeit von pathogenen Mikroorganismen, auf
korperfremden und korpereigenen Oberflichen praktisch
eigene Staaten zu bilden und sich gegen Abwehrmecha-
nismen abzugrenzen. Sie ist sowohl vom medizinischen
Standpunkt, als auch aus Sicht der Grundlagen hochinter-
essant. Dagegen gibt es bisher kein Mittel. Zu verstehen,
wie diese Signalweitergaben in den bakteriellen Lebensge-
meinschaften funktionieren, das ist etwas Hochspannen-
des, was man intensiver angehen sollte.

Wenn solche Fragestellungen von GBF und MHH
gemeinsam angegangen werden sollen...

...dann ist der entscheidende
Punkt, Kliniker mit den Methoden der Grundlagenfor-
schung in Kontakt zu bringen, damit die medizinische
Forschung weiterkommt.

...dann ist der entscheidende Punkt, Kliniker mit den

Methoden der Grundlagenforschung in Kontakt zu bringen,

damit die medizinische Forschung weiterkommt.
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Und das geht nicht ohne Zusammenarbeit
mit den Grundlagenforschern. Die Kliniker konnen, wenn
sie ihre medizinischen Probleme l6sen miissen, im neuen
Zentrum schnell auf diejenigen zugehen, die die notigen
Methoden beherrschen. Gelost werden die Probleme
dann gemeinsam.

Sie haben jetzt fiinf Themen vorgeschlagen, die im
Zentrum bearbeitet werden kénnen - genetische
Suszeptibilitat, molekulare Mykologie, Biofilme,
Infektionen und Krebs, Persistenz/chronische Infek-
tionen. Welche sind vordringlich?

Das hédngt von Personen ab.
Wenn wir anfangen - das ist meine Vorstellung - nach
den Kopfen fiir die zentralen Positionen zu suchen, dann
miissen wir einfach die Wissenschaftslandschaft durch-
mustern und iberlegen, wen wir gerne im Zentrum
haben mochten. Es wird zwei konstante Abteilungen
geben, alles andere werden drittmittelgeférderte Projekte
sein. Nachwuchsgruppen, die fiir einige Jahre dort arbei-
ten und dann wieder gehen. Bis auf die zwei Abteilungs-
leiter soll niemand dort fest etabliert sein, sondern es
muss wirklich ein regelmafiiger Wechsel stattfinden. Zwei
feste Abteilungen miissen sein, denn wo viele Doktoran-
den, Graduiertenkollegs und Nachwuchsgruppen arbei-
ten, muss es eine Konstante geben, die organisatorische
Aufgaben iibernimmt und die Lehre gewéhrleistet. Des-
wegen ist angedacht, dass dort eine Abteilung fiir grund-
lagenorientierte Infektionsforschung und eine fiir klinisch
orientierte Infektionsforschung angesiedelt sein soll. Das
sind sozusagen die beiden tragenden Saulen.

Und wie wird das Zentrum finanziert?

Die Finanzierung und der Kauf des Gebiudes werden von
der GBF gemeinsam mit der Helmholtz-Gemeinschaft
getragen. Die Dauerfinanzierung der laufenden Kosten
werden wir, ebenso wie die Berufungen, teilen.

Wie passt so ein neues Zentrum zum Sparkurs an
der MHH?

Wenn wir nur sparen, sparen
wir uns kaputt. Wir haben ein Strukturpaket geschniirt,
das am Ende abbaut und erlaubt, in der Spitze zu férdern.

Und die Infektionsforschung hat mit die
besten Noten an der MHH bekommen ...

Und wann ist das ,,Zentrum fiir experimentelle und
klinische Infektionsforschung” betriebsbereit?

Die Vorbereitungen laufen. Das Forschungsprogramm wird
jetzt entwickelt, das Gebdude wird gekauft. Ende 2006 ist
es bezugsfertig. Im Vorfeld, schon zu Beginn des Jahres
2006, werden wir mit den Berufungen beginnen. Anfang
2007 kommt dann Leben in das neue Zentrumsgebdude.

Das Forschungspro-
gramm befindet sich
derzeit in der Ent-
wicklung und iiber
die Ubernahme des
Gebdudes wird ver-
handelt.

Foto: Max-Planck-Gesellschaft

Dr. Jo Schilling schreibt als freiberufliche Wissenschafts-
journalistin fiir nationale und internationale Zeitungen,
Magazine und Radiosender. Sie ist auf biotechnologische,
medizinische und chemische Themen spezialisiert.
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Manfred Braun | Presse- und Offentlichkeitsarbeit

Internationale Elite-Doktoranden an der GBF Hoch
qualifizierter Forschernachwuchs aus aller Welt erhilt
jetzt in Braunschweig den besonderen Schliff. Seit Herbst
2004 koordiniert die GBF das EU-Eliteférderungspro-

gramm ,Miditrain”. Gemeinsam mit der Medizinischen ' " m| E ! II

Hochschule Hannover (MHH) bildet sie zw6lf Doktoran- J M mm |t

den zu qualifizierten Infektionsforschern aus. Die Dokto- AT : I g ‘ H
™ I |

randen wurden aus 250 Bewerbern ausgewihlt. In den | ; ‘bk i
kommenden Jahren werden sie in Projekten an der GBF

untersuchen, welche molekularen Waffen Krankheitserre-
ger gegen uns richten, wie das Immunsystem sich gegen
sie wehrt und wie man sie durch Impfung oder Medika-
mente bekampfen kann. Die EU unterstiitzt ,Miditrain”
- die erste Worthilfte steht fiir ,Molecular Interactions
during Infection” - aus den Mitteln ihres wissenschaftli-

chen Ausbildungsprogramms ,Marie Curie Actions” mit
rund zwei Millionen Euro. (Herbst 2004)

Prof. Dr. Hans Reichenbach (1i) und Prof. Dr. Gerhard

Hifle (re) wurden mit dem Karl Heinz Beckurts-Preis

ausgezeichnet.

Foto: GBF, Hiibner

Beckurts-Preis fiir Krebsmedikament Mit dem re-
nommierten Karl Heinz Beckurts-Preis sind im Dezember
zwei GBF-Wissenschaftler geehrt worden. Der Mikrobio-
loge Prof. Dr. Hans Reichenbach und der Chemiker Prof.
Dr. Gerhard Hofle nahmen die Auszeichnung bei einem
Festakt in der Miinchner Residenz entgegen. Die Juroren
der Karl Heinz Beckurts-Stiftung wiirdigten damit, wie es
in einer Mitteilung der Stiftung heif3t, die ,exzellenten
Arbeiten in der Naturstoffforschung”, die Reichenbach
und Hofle in den zuriickliegenden Jahrzehnten geleistet

haben.
Drei GBF-Tutoren des Miditrain-Programms:
Dr. Hansjérg Hauser (1i), Dr. Siegfried Weif} (mi) Seit den siebziger Jahren erforschen die beiden Braun-
und Dr. Andreas Lengling. schweiger Wissenschaftler die Biologie und Chemie der

Myxobakterien. Diese im Boden lebenden Bakterien
Foto: GBE, Ammerpohl

erregten das Interesse der Wissenschaft, weil sie eine
Vielzahl besonderer chemischer Verbindungen bilden.
Zahlreiche dieser Stoffe haben interessante biologische
Eigenschaften - etwa das Epothilon, das sich zur Krebs-
bekdmpfung eignet und derzeit in klinischen Studien

getestet wird. (Dezember 2004)



Todliche Karies-Erreger Bakterien vom Typ der so
genannten Oralstreptokokken, die in der menschlichen
Mundhohle leben, 16sen nicht nur Karies aus, sondern
manchmal auch weit schlimmere Erkrankungen bis hin
zur Herzklappenentziindung. Ein neues Forschungspro-
jekt, gefordert durch die Helmholtz-Gemeinschaft, wird
diese Erreger jetzt genau unter die Lupe nehmen - und
Ansitze fir mogliche Gegenmafinahmen entwickeln. An
dem Vorhaben beteiligen sich die GBE die Universitdt
Kaiserslautern und das Klinikum der Universitit Leipzig.
Koordiniert wird es von Prof. Dr. Singh Chhatwal, Leiter
der GBF-Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitit und
Impfstoffforschung.

Oralstreptokokken sind in erster Linie an der Bildung
von Plaque und Karies an den Zihnen beteiligt. Wenn sie
jedoch in den Kreislauf eindringen, etwa durch Verletzun-
gen, konnen sie zu einer Blutvergiftung fithren. Gelangen
sie tiber die Blutbahn an andere Stellen des Korpers, ver-
ursachen die Keime Abszesse in Hals, Lunge und Leber,
oder sogar lebensbedrohliche Herzklappenentziindungen.
(November 2004)

Orale Streptokokken

Foto: GBE, Dr. Rohde
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Dr. Holger Ziehr, Leiter der GMP-Gruppe, mit dem
GMP-Zertifikat.

Foto: GBE, Hiibner

Umfassende GMP-Erlaubnis Fiir die Herstellung von
Arzneimittel-Wirkstoffen fiir klinische Tests haben die
Wissenschaftler der GBF im Herbst 2004 eine sehr weit
gefasste Genehmigung erhalten. Erteilt wurde diese Zulas-
sung von Priifern des Bundesamtes fiir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) und der Bezirksregierung
Braunschweig. Demnach darf die GBF kiinftig, wie es im
Wortlaut des Schreibens heifit, ,rekombinante Nuklein-
sdauren und Proteine aus Mikroorganismen und Zellkultu-
ren” nach dem arzneimittelrechtlich festgelegten Standard
der ,Good Manufacturing Practice”, kurz GMP, herstellen.
Die Genehmigung umfasst einen Grofiteil aller Substan-
zen von medizinischem Interesse, die sich mit den Metho-
den der Biotechnologie produzieren lassen, und ist un-
abhingig von Anwendung und Wirkmechanismus. Bis
dahin musste die GBF fiir jeden Wirkstoff, den sie nach
den strengen GMP-Richtlinien produzieren wollte, eine
neue Herstellungserlaubnis beantragen. (Herbst 2004)
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GBF erwirbt BioTec-Griinderzentrum Die GBF hat
von der Stadt Braunschweig das BioTec-Griinderzentrum
auf dem Campus gekauft. In einem Vertrag zwischen

der Struktur-Férderung Braunschweig GmbH (SFB) und
der GBF sicherten die Partner auch die zukiinftige Unter-
stiitzung fur Griinderfirmen: Weiterhin stehen in dem
Gebaude Flichen fiir Biotech-Startups zur Verfiigung.

Das Griinderzentrum war im September 2002 fertig ge-
stellt worden, jedoch konnten nur wenige Flachen dauer-
haft vermietet werden. Neben einer besseren Auslastung
und Belebung des Campus ergeben sich auch fiir die GBF
Vorteile: Einige ihrer Gebdude sind stark sanierungsbe-
durftig - durch den Erwerb des Griinderzentrums erspart
sich die GBF einen teuren und zeitaufwindigen Neubau.
In das Gebiude werden verschiedene GBF-Forschungs-
gruppen einziehen, zum Beispiel die Strukturbiologie
und die Instrumentelle Analytik. (Sommer 2004)

e
-

b o T noa B

Das BioTec-Griinderzentrum gehort jetzt zur GBE

Foto: GBE, Garbe

Schematischer Aufriss eines HIV-Virus.

Grafik Design: GBE, Meyer

Mit Kombi-Impfstoffen gegen AIDS Mit neuartigen
Kombinations-Impfstoffen wollen Wissenschaftler versu-
chen, den AIDS-Erreger zu besiegen. Forschungslabore
aus sieben Landern in Europa und Afrika - unter ihnen
eine Arbeitsgruppe der GBF - haben sich mit diesem Ziel
im ,AIDS Vaccine Integrated Project”, kurz AVIP zusam-
mengeschlossen. Die Europdische Union unterstiitzt das
multinationale Projekt mit 10 Millionen Euro. Koordi-
natorin von AVIP ist Prof. Dr. Barbara Ensoli vom Istituto
Superiore de Sanita in Italien.

Gegen den Erreger HIV wollen die AVIP-Forscher mit
einem Impfstoff vorgehen, der sowohl strukturelle als
auch regulatorische Virus-Bestandteile enthilt - also
Bausteine von HIV ebenso wie Molekiile, die seinen
Vermehrungszyklus und das An- und Abschalten seiner
Gene steuern. ,Gegen all diese Komponenten soll der
menschliche Kérper dann eine Immunabwehr aufbauen”,
erklart Prof. Dr. Carlos Alberto Guzman, Leiter der
Arbeitsgruppe Impfstoffforschung an der GBE ,Eine
solche Impfung kénnte vorbeugend, aber auch thera-
peutisch wirken.” (Juli 2004)



Gentherapie: Suche nach dem sanften Weg Ange-
borene Krankheiten heilen durch das Einbringen funkti-
onsfihiger Gene in den Korper: Diesem als , Gentherapie”
bekannten Ansatz wollen Forscher aus Deutschland, Eng-
land und den Niederlanden gemeinsam mit einem neuen
Wirkprinzip zum Durchbruch verhelfen. Das Forscher-Netz-
werk, an dem sich auch GBF-Arbeitsgruppenleiter Prof.
Dr. Jiirgen Bode beteiligt, wird dazu einen bestimmten
Typ von DNA-Elementen, die so genannten Episomen,
fiir die Anwendung weiterentwickeln. Die Europiische
Union unterstiitzt das ,Epi-Vektor-Programm” mit For-

dermitteln.

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung von

2 Chromosomen (blau). Innerhalb der Chromosomen ist die
DNA dicht um Proteine gewickelt. Fremde DNA-Elemente
(rot) kinnen auf verschiedenen Wegen mit einem Chromo-
som kombinieren. Einige werden in gleicher Weise zu inte-
gralen Bestandteilen des Chromosoms (untere Hilfte der
Abbildung). Episomen (obere Hilfte der Abbildung) verhal-
ten sich anders, da diese ringformigen DNA-Molekiile sich
selbst an die Auflenseite von bestimmten chromosomalen
Transportstrukturen anheften. Der Vorteil ist dabei, dass
die Gene innerhalb der Wirtschromosomen nicht beschddigt
werden. Aus diesem Grund suchen Wissenschaftler nun
nach neuen Wegen fiir den Einsatz von Episomen in der

Gentherapie.

Grafik Design: GBE Meyer
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Episomen sind DNA-Elemente, die nicht in der Erbsub-
stanz der Wirts-DNA verankert sind. Sie heften sich nur
an bestimmte Stiitzmolekiile des Zellkerns an. Thre Infor-
mation wird gemeinsam mit der der Chromosomen ab-
gelesen, und gemeinsam mit den Chromosomen werden
sie bei jeder Zellteilung vervielfiltigt. Ob sich Episomen
fiir eine schonendere Form der Gentherapie eignen kénn-
ten, wollen die Forscher des Epi-Vektor-Projekts jetzt
herausfinden. (Sommer 2004)

Menschliches Genom vollstéandig entschliisselt Der
Mensch hat weniger Gene, als die Forschung urspriinglich
vermutet hatte: Statt 30 000 bis 40 000 aus fritheren Schit-
zungen, sind es nur rund 20 000 bis 25 000. Diese iiber-
raschende Erkenntnis verdffentlichten die 20 am interna-
tionalen Humangenom-Projekt beteiligten Forschungs-
zentren in einem Artikel der Fachzeitschrift ,Nature”, in
dem die nahezu vollstindige Sequenz des menschlichen
Genoms vorgestellt wurde. Die Nature-Publikation vom
Oktober 2004 bildet den Abschluss der Forschungsarbei-
ten des Deutschen Humangenom-Projekts, an denen
auch die Abteilung Genomanalyse der GBF unter der
Leitung von Dr. Helmut Blocker maf3geblich beteiligt war.
Eine erste Rohfassung der menschlichen Genomsequenz
war bereits 2001 vorgestellt worden und hatte damals fiir
erhebliches Medienecho gesorgt.

Neben der systematischen Analyse weiterer Genome wird
sich Dr. Blockers Abteilung kiinftig verstarkt der Unter-
suchung von Funktionen einzelner Gene sowie bioinfor-
matischen Methoden zur Analyse von Genomen widmen.
(Oktober 2004)

Internationale Maus-Genom Konferenz Experten
der Saugetier Genomforschung aus aller Welt trafen sich
im November 2003 fiir vier Tage in Braunschweig zur

17. Internationalen Maus-Genom Konferenz. Das Haupt-
thema der Konferenz, die Mausgenetik, entwickelt sich
zu einem immer wichtigeren Gebiet der medizinischen
Forschung, da die Maus inzwischen zu einem etablierten
Modellorganismus fiir die Analyse von Krankheiten und
Validierung von Medikamenten geworden ist. Das Treffen
wurde gemeinsam von der Internationalen Gesellschaft
fiir Sdugetiergenetik (IMGS) und der GBE dessen Wissen-
schaftlicher Leiter, Prof. Dr. Rudi Balling, Vorgingerprasi-
dent der IMGS war, durchgefiihrt. (November 2003)
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EHEC-Experte ausgezeichnet Fiir neue Erkenntnisse
iiber die Gefahren, die von dem Lebensmittelkeim EHEC
ausgehen, ist der GBF-Wissenschaftler Dr. Andreas
Matussek mit dem Promotionspreis der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH) ausgezeichnet worden.

EHEC-Bakterien werden meist mit verunreinigter Nah-
rung aufgenommen. Nach einer Infektion erkranken
insbesondere Kinder hiufig. Schuld daran ist ein Zellgift,
das Shiga-Toxin, das in zwei Varianten vorkommt. Die
EHEC-Bakterien geben das Toxin in den Darm ab.

Mittels moderner Nachweismethoden untersuchte
Matussek in seiner Doktorarbeit den Einfluss von Shiga-
Toxinen auf die Genregulation in menschlichen Gefaf3-
wandzellen. Ergebnis seiner Beobachtungen: Das Gift 16st
offenbar in den menschlichen Gewebezellen eine Abfolge
von entziindungsdhnlichen Reaktionen aus, deren Heftig-
keit den Korper schwer schidigt. Matusseks Promotion
wurde gemeinsam von der GBF und der MHH betreut.
(April 2004)

Biotech-Training fiir Forscher aus Asien 22 junge
Wissenschaftler aus Stidostasien nahmen im Mai 2004
an einem sechswochigen Kurs an der GBF teil - vom
Biomediziner aus Thailand {iber die Umweltbiologin aus
Vietnam bis zum Agrarbiologen aus Laos. Die Seminar-
reihe mit dem Titel ,Modern Industrial Biotechnology”
informierte sie ausfiihrlich iber aktuelle Forschungsme-
thoden. Auf dem Programm standen zahlreiche Vorle-
sungen, Laborbesichtigungen, Demonstrationen und
Exkursionen.

Der jdhrlich stattfindende Kurs in Braunschweig ist
fester Bestandteil eines einjihrigen Trainingsprogramms
und dient der Férderung von wissenschaftlichen und
industriellen Kooperationen zwischen Deutschland und
Stidostasien.

Organisatoren sind neben der GBF die Zentralstelle fiir
Arbeitsvermittlung (ZAV), die niedersachsische BioRegioN
und die Internationale Weiterbildung und Entwicklung
gGmbH (InWent). (Mai 2004)

Elektronenmikroskopische Aufnahme des EHEC-Bakteriums
vom Serotyp O157:H7.

Foto: GBFE, Dr. Rohde

Die 22 Teilnehmer aus fiinf ASEAN-Lindern des Kurses

,Einfiihrung in die Industrielle Biotechnologie” wdihrend

eines Rundgangs durch die GBF zusammen mit dem

Kurs-Koordinator, Prof. Dr. Rainer Jonas.

Foto: GBF



Biissing-Preis fiir B-Zell-Forscher Spezialisierte Zel-
len des Immunsystems halten stindig AntikOrper gegen
einige typische Bestandteile von Bakterien und Viren

auf Vorrat - wie Pfeile im Kocher. Welche Antikorper sie
vorproduzieren sollen, ,lernen” diese Abwehrzellen ver-
mutlich in der Milz: Hinweise darauf fand der Wissen-
schaftler Karsten Kretschmer, der mittlerweile in den USA
tatig ist, im Rahmen seiner Doktorarbeit an der GBE. Fiir
seine Forschungsarbeit tiber die B1-Zellen, die ,erste Ver-
teidigungslinie” des Immunsystems, erhielt Kretschmer
den mit 4 000 Euro dotierten Heinrich-Biissing-Preis der
Stiftung zur Forderung der Wissenschaften an der Techni-
schen Universitdt Braunschweig. (Juni 2004)

Dr. Karsten Kretschmer (3. von rechts) zusammen mit

seinem Betreuer Dr. Siegfried Weifs (2. von rechts), nach
der Ubergabe des Heinrich-Biissing-Preises.

Foto: TU Braunschweig

Schnellprognose fiir verschmutzte Standorte Die
Analyse von bakteriellen Genen und Proteinen soll kiinf-
tig schnell und zuverldssig Auskunft iiber die Selbstreini-
gungsaktivitit von verschmutzten Standorten geben. Die
Methoden fiir solche Untersuchungen zu entwickeln, ist
die Aufgabe von ,Biotool”, einer linderiibergreifenden
Forschungskooperation von neun Laboren aus Deutsch-
land, Spanien, Tschechien, Danemark und der Schweiz.
Koordinator des Projekts ist der GBF-Wissenschaftler
Priv.-Doz. Dr. Dietmar Pieper.
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Mit Hilfe von molekularen Indikatoren wollen die Pro-
jektpartner frithzeitig die Frage beantworten: Werden

die Bakterien imstande sein, die Schadstoffe am unter-
suchten Standort abzubauen? Die dabei entwickelten
Schnelldiagnose-Verfahren sollen zu einem besseren
Verstindnis der Aktivitit und Anpassungsfihigkeit bakte-
rieller Lebensgemeinschaften fithren. Die Européische
Union unterstiitzt das Vorhaben mit 1,8 Millionen Euro.
(Herbst 2004)

Wenn Bakterien hartnackig haften: Fachtagung
»Biofilme” Sie verursachen schwere Dauerinfektionen,
setzen sich auf medizinischen Implantaten fest, verstop-
fen Durchflussleitungen in Fabriken: Biofilme aus Bakte-
rien, die sich auf Oberflichen anlagern konnen, sind ein
Phinomen, das die Forschung erst allméhlich zu verste-
hen beginnt. Bei der Tagung ,Biofilm - Prevention of
Microbial Adhesion” tauschten Experten aus dem In- und
Ausland aktuelle Erkenntnisse zu diesem facettenreichen
Thema aus. Der Fachkongress fand vom 31. Mirz bis

2. April 2004 in Osnabriick statt, Veranstalter waren -
neben der GBF - die Deutsche Bundesstiftung Umwelt
(DBU) und die Universitdt Duisburg-Essen. Eine zentrale
Rolle spielte dabei auch die sehr praxisnahe Frage, wie
man die Biofilm-Bildung von vorneherein verhindern
kann - etwa mit Hilfe neuartiger Oberflichen-Materia-
lien, die die Anheftung von Bakterien erschweren.

(April 2004)

Eine Veranschaulichung, wie der Schnelltest fiir verschmutz-

te Biotope nach seiner Entwicklung arbeiten kinnte.

Foto und Collage: GBE Klimek
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Vier von sieben Mitgliedern des Vorstands des neugegriin-

deten , Verbund biowissenschaftlicher und biomedizinischer
Gesellschaften e. V.” (vbbm): Prof. Dr. Harald Labischinski,
Bayer AG, Wuppertal, Beisitzer (links), Prof. Dr. Rudi
Balling, GBE Prisident (2. von links), Prof. Dr. Angelika
Noegel, Institut fiir Biochemie I, Universitit Kéln, Vize-
prdsidentin (2. von rechts), Prof. Dr. Walter Rosenthal,
Forschungsinstitut fiir Molekulare Pharmakologie, Berlin-
Buch, Schatzmeister (rechts).

Foto: GBE, Gazlig

Eine Lobby fiir die Lebenswissenschaften Dreizehn
Fachgesellschaften aus der Life Science-Forschung haben
sich im Frithjahr 2004 in einem deutschen Dachverband
fiir die Lebenswissenschaften zusammengeschlossen.

Der ,Verbund biowissenschaftlicher und biomedizini-
scher Gesellschaften” (vbbm) vertritt jetzt ihre gemein-
samen Interessen in Politik und Gesellschaft. Erster Prasi-
dent des vbbm ist GBF-Geschiftsfithrer Prof. Dr. Rudi
Balling. Zu seinen Stellvertretern wihlten die Mitglieds-
gesellschaften bei ihrer Griindungsversammlung in Kassel
Prof. Dr. Angelika Noegel und Prof. Dr. Ernst Rietschel.
Bereits die Griindungsgesellschaften des vbbm représen-
tierten rund 17000 Biowissenschaftler, bis Mirz 2005

war ihre Zahl auf mehr als 25 000 angewachsen. Bislang
seien Biowissenschaftler und Biomediziner auf mehr als
70 einzelne Fachgesellschaften aufgesplittert gewesen,
erklart Balling - ,eine effektive Lobbyarbeit fiir den Life
Science-Forschungsstandort Deutschland war uns so nicht
moglich.” Balling verweist auf die erfolgreichen Interes-
senvertretungen anderer Wissenschaftsdisziplinen, etwa
der Physik und Chemie: ,Das Vorbild der Deutschen
Physikalischen Gesellschaft zeigt uns, wie schlagkriftig
ein Verband arbeiten kann.” (Mdrz 2004)

Treffen von Mikrobiologen aus aller Welt Experten
aus zahlreichen Landern, von den USA tiber Japan bis
hin zu Irland und Danemark, haben sich im Mirz 2004
in Braunschweig versammelt, um neue Erkenntnisse in
der Bakterienforschung auszutauschen. Zur Jahrestagung
der Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte Mikro-
biologie (VAAM) begriifite die Technische Universitat
Braunschweig rund 1000 Besucher. Im Mittelpunkt des
Fachkongresses stand unter anderem der Einsatz von
Computermodellen in Biotechnologie und Infektions-
forschung. In der VAAM, dem fithrenden Mikrobiologen-
Verband Deutschlands, sind rund 2000 mikrobiologisch
forschende Wissenschaftler zusammengeschlossen. Die
Organisation des diesjahrigen Kongresses {ibernahmen -
neben der VAAM - fiinf wissenschaftliche Einrichtungen
aus Braunschweig, darunter die GBF und die DSMZ.
(Mdrz 2004)

Peptid-Symposium an der GBF Mit einer besonders
vielseitigen Klasse von Molekiilen befasste sich im Febru-
ar/Mirz 2005 eine Konferenz in den Raumen der GBF:
Experten aus dem In- und Ausland trafen sich hier zum
,7. Deutschen Peptid-Symposium”. Peptide eignen sich
fiir zahlreiche medizinische Anwendungen, weil sie aus
demselben Typ von Molekiil-Bausteinen bestehen wie die
in der Natur vorkommenden Proteine. Das Deutsche
Peptid-Symposium findet seit 1993 alle zwei Jahre statt.
Es ist ein Forum, das vor allem Nachwuchs-Forschern die
Gelegenheit bietet, ihre Arbeit zu prasentieren und sich
personlich mit international anerkannten Experten auszu-
tauschen. Das siebte Symposium, zu dem Géste aus den
USA und aus mehreren europiischen Landern angereist
waren, wurde von den GBF-Wissenschaftlern Dr. Ronald
Frank und Dr. Jutta Eichler organisiert. (Februar 2005)



Im Februar/Mdrz 2005 fand im GBF-FORUM das
7. Deutsche Peptid-Symposium statt.

Foto: GBE, Hans

Zweitausendster Kursteilnehmer im Schiilerlabor
Das Biotechnologische Schiilerlabor Braunschweig (BioS)
konnte zu Beginn des Jahres 2004 den zweitausendsten
Schiiler begriifien. Die BioS-Betreuerinnen tiberreichten
Roland Bunte, einem Schiiler des Braunschweiger Ricarda-
Huch-Gymnasiums, und seinen Klassenkameraden aus
diesem Anlass ein Stiick Schoko-Marzipan-Geback, das
optisch einem Elektrophorese-Gel zur DNA-Analyse
nachempfunden war. Das BioS in den Raumen der GBF
steht seit Frithjahr 2002 Schiilern der Jahrgangstufen

10 bis 13 offen. Es wird von den Gymnasiallehrerinnen
Arntraud Meyer und Dr. Iris Eisenbeiser geleitet. Beide
sind mit voller Stundenzahl freigestellt worden, um
kontinuierlich Experimentalkurse fiir Lerngruppen mit
bis zu 24 Schiilern anzubieten. Im BioS konnen Schiiler
beispielsweise Lebensmittel mit biotechnologischen
Methoden analysieren oder aus einer Haarprobe einen
genetischen Fingerprint erstellen. (Januar 2004)
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Roland Bunte (Mitte) vom Ricarda-Huch-Gymnasium,
Braunschweig, war der 2000. Kursteilnehmer im BioS Kurs-
system. Die beiden Lehrerinnen, StR'in Dr. Iris Eisenbeiser
und OstR'in Arntraud Meyer (beide rechts) iibergaben ihm
und seinen Klassenkameraden/innen eine spezielle Marzipan-
schokoladentorte, wihrend Roland Willems Gliickwiinsche
von der Bezirksregierung iiberbrachte.

Foto: GBE, Ammerpohl

Hannes Schlender (rechts), Biologe und Journalist, ist
Leiter der Offentlichkeitsarbeit der GBF. Manfred Braun,
Biologe und Journalist, ist Pressesprecher der GBF und
Anne Feldmann ist die Sekretdrin der Offentlichkeitsarbeit.

Foto: GBF, Hans
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Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Raimo Franke lddt den Autosampler eines LC/MS-Geriits fiir die Analyse von synthetischen Peptiden. |

Eine Maus des Inzuchtstammes C3H/HeN. | Phillip Hahn analysiert eine Mausmutante unter dem Stereoskop. Im Hintergrund diskutieren Ivonne Wegener
(1i) und Stefanie Schiebe (re) Arbeitsergebnisse. Fotos: GBE Bierstedt
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22 BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Gestorben, aber nicht vergessen: Apoptotische Zellen und das Immunsystem

Dr. Andreas Lengeling | Nachwuchsgruppe Infektionsgenetik | ale@gbf.de

Der programmierte Zelltod, auch als Apoptose bezeichnet, ist ein fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung
eines vielzelligen Organismus lebenswichtiger Mechanismus. Hierunter versteht man den programmierten
Selbstmord einer Zelle, der aktiv Uber verschiedene biologische Prozesse in Gang gesetzt werden kann, um
geschadigte, funktionsuntiichtige oder alte Zellen im Kérper zu entfernen. Die Apoptose stellt daher ein
wichtiges Sicherheitssystem fur den Organismus dar, sie findet Gber die gesamte Lebenszeit hinweg in fast
allen Koérpergeweben statt. Der letzte Schritt im Apoptoseprogramm ist die schnelle und effiziente Entfernung
abgestorbener Zellen, noch bevor diese ihre Membranintegritat verlieren und sich ihr zellularer Inhalt in das
umgebende Gewebe ergieBt. Die wichtigsten Zelltypen, die apoptotische Zellen aus dem Organismus beseiti-
gen, sind Makrophagen - Fresszellen des angeborenen Immunsystems. Makrophagen beseitigen apoptotische
Zellen durch einen Prozess, der als Phagozytose bezeichnet wird. Entscheidend fir die Phagozytose apopto-
tischer Zellen ist, dass die Makrophagen bei diesem Prozess nicht immunologisch aktiviert werden und nach-

folgend keine Entziindungsreaktionen im Koérper auslésen kénnen.

Deshalb ist die Beseitigung von apoptotischen Zellen durch Makrophagen mit einer Produktion und Ausschut-
tung starker entzindungshemmender und immunsupprimierender Botenstoffe verbunden. Kommt es zu St6-
rungen bei der Beseitigung von apoptotischen Zellen, so kann dies schwerwiegende Konsequenzen fir den
Gesundheitszustand des Organismus haben. Deshalb ist es besonders wichtig, die molekularen Mechanismen
der Phagozytose apoptotischer Zellen und der nachfolgenden Kontrolle von entzindlichen Reaktionen zu ver-
stehen. Aus der Entschlisselung zugrunde liegender Regulationsmechanismen ergeben sich neue Erkenntnisse
fur ein besseres Verstandnis von Krankheitsprozessen bei Infektionen, Autoimmunerkrankungen, chronisch-
entzundlichen Erkrankungen und Krebs. Diese Erkenntnisse kénnen dann fur die Entwicklung verbesserter

Therapiemoglichkeiten fur diese Erkrankungen genutzt werden.

Ein historischer Riickblick Gegen Ende des 19. Jahr- korpereigener Zellen wihrend der Seesternentwicklung
hunderts entwickelte Ilja Iljitsch Metschnikow als erster als auch fiir die Abwehr von korperfremden, eindringen-
das Konzept der Phagozytose. Als Entwicklungsbiologe den Stoffen wichtig ist. Mit seinen Arbeiten beschrieb
arbeitete Metschnikow in Messina (Sizilien) mit Seestern- er als erster die Makrophagen als wichtige Zellen der vor-
larven und beobachtete wie amoboide Zellen eingebrachte dersten Verteidigungsfront der Wirtsabwehr und zeigte
Rosendornen umschlossen, in das Zellinnere aufnahmen Ahnlichkeiten zwischen der Entfernung toter Zellen und
und schliefilich zersetzten. Diesen Prozess bezeichnete der Beseitigung von eindringenden Mikroorganismen auf.
er als Phagozytose und er erkannte schon damals, dass Fur die Entdeckung der Phagozytose erhielt Metschnikow

Phagozytose sowohl fiir die Beseitigung sterbender, 1908 den Nobelpreis.



PAMPs und ACAMPs In den letzten Jahren fithrten
Untersuchungen in den Laboratorien von Jules Hoffmann
an der Université Louis-Pasteur in Strasbourg und von
Charles Janeway und Ruslan Medzitow an der Yale Uni-
versity in New Haven zu einem molekularem Konzept
der Erkennung von Pathogenen durch das angeborene
Immunsystem. Basis dieser molekularen Erkennung von
Pathogenen ist die Wechselwirkung von Rezeptoren auf
der Zelloberflache mit spezifischen Struktur- und Zellbe-
standteilen von Krankheitserregern. Die Wechselwirkun-
gen der Wirtsrezeptoren mit zelluldiren Komponenten der
Pathogene sind so spezifisch, dass charakteristische mole-
kulare Muster durch Wirtsabwehrzellen erkannt werden.
Folglich wurden diese charakteristischen Erkennungssig-
nale von Erregern als ,pathogen-associated molecular
patterns” (PAMPs) beschrieben und die entsprechenden
Mustererkennungsrezeptoren der Wirtszellen als ,PAMP”-
Rezeptoren bezeichnet. Eine Bindung von PAMPs an ihre
spezifischen Rezeptoren fiithrt zu einer Aktivierung von
Signaltransduktionswegen in Abwehrzellen des angebore-
nen Immunsystems und leitet die Beseitigung der Erreger
durch Phagozytose sowie die Induktion von Entziindungs-
reaktionen ein, die den Korper vor den eindringenden
Mikroorganismen schiitzen. Dieses Erkennungsprinzip
ermoglicht es dem Immunsystem, zwischen infektiosen
,Fremden” und nichtinfektiésem ,Selbst” zu unterscheiden.

Verbliiffenderweise offenbarte die Erforschung der moleku-
laren Mechanismen, die fiir die Beseitigung apoptotischer
Zellen verantwortlich sind, ein sehr dhnliches Konzept.
Ebenso wie Mikroorganismen konnen auch apoptotische
Zellen den Rezeptoren von phagozytierenden Zellen cha-
rakteristische Molekiilmuster prasentieren. Diese leiten
ihre Aufnahme in die Phagozyten oder ,Fresszellen” ein
und werden deshalb auch als ,Ess-mich-Signale” bezeich-
net — oder in Analogie zu den PAMPs der Mikroorganis-
men als ,apoptotic-cell-associated molecular patterns”
(ACAMPDs). Aber im groflen Gegensatz zu den PAMPs

der Mikroorganismen leiten ACAMPs entziindungshem-
mende statt entziindungsfordernde Reaktionen ein. Dies
geschieht durch das Ausschiitten starker entziindungs-
hemmender Zytokine und Mediatoren durch die Phago-
zyten, die dann als Botenstoffe Entziindungsreaktionen
anderer Immunzellen unterdriicken. Ein solcher immun-
supprimierender Mechanismus ist fiir die Beseitigung
apoptotischer Zellen extrem wichtig. Er stellt sicher,

dass das Immunsystem nicht durch korpereigene Zellen
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aktiviert wird, die durch programmierten Zelltod aus dem
Korper entfernt werden.

Apoptotische Zellen werden in aller Stille beseitigt. Dies
ist besonders wichtig angesichts der Aufgaben, die phago-
zytierende Zellen wie Makrophagen in jeder Minute in
unserm Korper erfiillen miissen: Eine sichere Entfernung
von apoptotischen Zellen. So wird Schitzungen zur Folge
z.B. der Gesamtbestand an neutrophilen Granulozyten in
unserem Korper zweieinhalb Mal pro Tag durch Apoptose
und erneute Differenzierung aus Vorlauferzellen durch das
hiamatopoetische System ausgetauscht. Fiir die zelluldre
Homoostase des Organismus ist deshalb enorm wichtig,
dass der Umsatz derart vieler apoptotischer Zellen nicht
von Entziindungsreaktionen begleitet wird. Zusitzlich
muss die Beseitigung apoptotischer Zellen sehr schnell
erfolgen, so dass sie entfernt werden, bevor sie ihre
Zellintegritdt verlieren und ihren moglicherweise zell-
schidigenden, Immunantwort-induzierenden Inhalt in
das umgebende Gewebe abgeben.

® Phagozytose von apoptotischen Zellen durch Makrophagen.

Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zeigt einen
Makrophagen (blau), der mehrere apoptotische Thymozyten
(gelb) phagozytiert. Verschiedene Phasen der Phagozytose
sind erkennbar. Im dargestellten Experiment wurden
Makrophagen aus Phosphatidylserinrezeptorgen (Ptdsr)-
Knockout-Mdusen verwendet. Zu erkennen ist, dass diese
Makrophagen trotz nicht mehr vorhandenem Ptdsr noch

apoptotische Zellen aufnehmen konnen.

Foto: GBE, Dr. Rohde
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Wer spricht mit wem? In den letzten Jahren konnte
man eine Reihe von Rezeptoren auf Phagozyten mit der
Erkennung von ,Ess-mich-Signalen” auf apoptotischen
Zellen in Verbindung bringen. Mittlerweile existiert ein
sehr komplexes Bild iiber die molekularen Vorgange,
die sich bei der Phagozytose von apoptotischen Zellen
abspielen. Analog zu den Wechselwirkungen zwischen
Antigen prasentierenden Zellen und T-Zellen an der
immunologischen Synapse, wurde die enge Interaktion
zwischen , Ess-mich-Signalen” auf der Oberflache von
apoptotischen Zellen und den erkennenden Rezeptoren
in der Zellmembran von phagozytierenden Zellen, als
,Phagozytose-Synapse” bezeichnet.
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® Schematischer Uberblick iiber die Phagozytose-Synapse.
Exemplarische Darstellung verschiedener Molekiile der Pha-
gozytose-Synapse, die an der Erkennung von apoptotischen
Zellen beteiligt sind. Zu unterscheiden sind ,ACAMPs" oder
so genannte , Ess-mich-Signale” auf apoptotischen Zellen,
wie z. B. Thrombospondin-Bindungsstellen (TSP), oxidierte
low-density Lipoproteine (Ox.-LDL), Phosphatidylserin (PS),
ICAM-3 und nicht niher spezifizierte, modifizierte Zucker-
reste, die nach Induktion von Apoptose auf die Zellober-
fliche gelangen. Diese Signale werden von entsprechenden
Rezeptoren der Phagozyten erkannt. Dazu gehéren z. B.
die Integrine, die ,Scavenger”-Rezeptoren, CD14 und ver-
schiedene Lectine.
Als ein wichtiger Rezeptor fiir die Beseitigung von apopto-
tischen Zellen wurde auch der Phosphatidylserinrezeptor
beschrieben (siche Pfeil). Die Ubersicht zeigt exemplarisch
nur einige Molekiile, die im Zusammenhang mit der Phago-
zytose von apoptotischen Zellen entdeckt worden sind. Eine
ausfiihrlichere Darstellung ist im Ubersichtsartikel von
Devitt und Gregory (2004) zu finden.

Am synaptischen Spalt grenzen die Zellmembranen der
beiden interagierenden Zellen unmittelbar aneinander
und es findet ein Abtasten von spezifischen, molekularen
Mustern der apoptotischen Zelle durch den Phagozyten
statt. Der Phagozytoseprozess wird eingeleitet, wenn ge-
niigend Rezeptoren ihr entsprechendes ,Ess-mich-Signal”
auf der apoptotischen Zelle erkannt haben. Nur durch
die gleichzeitige Stimulation mehrerer Rezeptormolekiile
auf der Zelloberflache der phagozytierenden Zelle und
die koordinierte Wechselwirkung vieler Molekiile an der
,Phagozytose-Synapse” erfolgt schliefilich eine Aufnahme
der apoptotischen Zelle in den Phagozyten. Nachweis-
liche Rezeptoren der Phagozytose-Synapse sind klassische
PAMP-Rezeptoren wie CD36, der ,Scavenger”-Rezeptor A,
CD14 und Rezeptoren aus der Collectinfamilie wie CD91
und Calreticulin. Als weitere Proteine der ,Phagozytose-
Synapse” wurden der Vitronectinrezeptor ayf33, die
Rezeptortyrosinkinase Mer und ein postulierter Phosphat-
idylserinrezeptor beschrieben. Letzterer soll - veroffent-
lichten Beschreibungen zufolge - das Phospholipid
Phosphatidylserin auf der Oberfliche von apoptotischen
Zellen spezifisch erkennen. Das Phosphatidylserin (PS),
das durch Auslosen der Apoptose, von der inneren
Schicht der Zytoplasmamembran in die dufSere Schicht
der Zellmembran gelangt, ist eines der charakteristischen
Kennzeichen der beginnenden Apoptose und gilt als
eines der wichtigsten Signale fiir das Erkennen und Ent-
fernen apoptotischer Zellen.

Neben dem Phosphatidylserinrezeptor hat man weitere
Molekiile postuliert, die ebenfalls das PS apoptotischer
Zellen binden konnen. Dazu gehoren die Serumproteine
2-Glycoprotein 1, Annexin 1, Protein S, GAS-6 und ein
als Milchfettglobulin E8 (MFG-E8), bezeichnetes Protein.
Zurzeit nimmt man an, dass diese Molekiile eine Art
Briickenfunktion haben und dazu dienen, die apoptoti-
schen Zellen eng an die phagozytierenden Fresszellen zu
binden. Thre eigentlichen Rezeptoren auf der Oberfliche
der Makrophagen wurden aber bisher noch nicht genau
beschrieben. Daher ist es noch v6llig unbekannt, welche
genauen Funktionen diese PS-bindenden Briickenmole-
kiile bei der Anheftung und Phagozytose apoptotischer
Zellen spielen und welche Rolle sie bei der Weiterleitung
entziindungshemmender Signale erfillen. Die Frage,
warum es so viele PS-bindende Proteine gibt und wie sie
durch ihr Zusammenwirken fiir eine zuverlédssige Beseiti-
gung der sterbenden Zellen sorgen, ist heute ein wichtiges
Thema der Apoptoseforschung.
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® Modell der Externalisierung von Phosphatidylserin (PS)
nach Induktion von Apoptose. Gezeigt ist die Verteilung von
PS in der Zytoplasmamembran einer gesunden (A) und
einer apoptotischen Zelle (B). In normalen, gesunden Zel-
len befindet sich PS in der inneren Schicht der zweischich-
tigen Zellmembran. In einer gesunden Zelle transportiert
das Enzym Aminophospholipidtransferase PS aktiv von der
dufleren Schicht in die innere Schicht der Zytoplasmamem-
bran zuriick, wenn PS durch Diffusion zufillig in die dufSe-
re Schicht gelangt. Durch Induktion der Apoptose wird die
Aminophospholipidtransferase inaktiviert und ein als Scram-
blase bezeichnetes Enzym aktiviert. Dies hat zur Folge, dass
alle Phospholipide iiber beide Schichten der Zellmembran
verteilt werden. Dadurch gelangt auch PS in die duflere
Schicht der Zellmembran der apoptotischen Zelle und kann
durch entsprechende PS-bindende Molekiile oder Rezeptoren

des Phagozyten erkannt werden.

Der Phosphatidylserinrezeptor Von einem im Jahr
2000 klonierten Gen wurde auf der Basis von Zellkultur-
Experimenten angenommen, es handele sich um den lang
gesuchten Zellmembranrezeptor fiir das PS auf apoptoti-
schen Zellen. Es wurde vermutet, dass dieser neu gefun-
dene Phosphatidylserinrezeptor eine ganz entscheidende
Funktion als Signalschalter itbernimmt, wenn Makropha-
gen ihren ersten Kontakt mit apoptotischen Zellen auf-
nehmen. Die Stimulation des Phosphatidylserinrezeptor
(Ptdsr) sollte demnach zentral die Ausschiittung der ent-
ziindungshemmenden Botenstoffe, Transforming Growth
Factor B1 (TGF-f1), des Blutplattchen-Aktivierungsfaktors
PAF und von Prostaglandin E2 auslosen. Um die biologi-
sche Funktion des Ptdsr im Organismus ndher zu charak-
terisieren, inaktivierte unsere Arbeitsgruppe, ebenso wie
zwei weitere Arbeitsgruppen, das Gen fiir den Phosphat-
idylserinrezeptor in der Maus. Es stellte sich heraus, das
die Deletion des Ptdsr Gens mit schweren Entwicklungs-
storungen wahrend der Embryonalentwicklung der Maus

BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Gestorben, aber nicht vergessen: Apoptotische Zellen und das Immunsystem 25 -

verbunden ist. Somit ist das Gen sehr wichtig fur die
Steuerung von Entwicklungsprozessen in der Embryonal-
phase. Homozygote Ptdsr-Knockout-Mause, die zwei
Kopien des defekten Gens tragen, versterben sogar unmit-
telbar nach der Geburt. Wahrend der Embryonalentwick-
lung wachsen sie verlangsamt und die Entwicklung wich-
tiger innerer Organe wie Nieren, Leber und Lunge
verzogert sich sehr stark. Auflerdem ist die Entwicklung
der Augen bei Ptdsr-Knockout-Mdusen beeintrachtigt. Das
beobachtete Spektrum reicht dabei von schwachen
Defekten bei der Netzhautdifferenzierung bis zum volli-
gen Fehlen der Augen in Verbindung mit der Ausbildung

von rudimentiren Augenstrukturen in der Nasenhohle.

® DPtdsr ist essentiell fiir die Herzentwicklung.
(A) Ptdsr-Knockout-Embryonen zeigen hdufig grofe, sub-
kutane Odeme (links: Wildtyp-Kontroll-Embryo, rechts:
mutanter Embryo). Dies wird verursacht durch die Entwick-
lung von Herzdefekten wdhrend der Embryogenese in Ptdsr-
Knockout-Tieren.
(B) Identifizierung von Herzdefekten in Ptdsr-defizienten
Embryonen mit Hilfe von bildgebenden Verfahren der Kern-
spintomographie (MRI). Gezeigt ist eine dreidimensionale
Rekonstruktion der MRI-Daten eines Wildtyp- (links)
und eines Ptdsr-Knockout-Herz (rechts). Sichtbar ist ein
reduziertes Volumen der Ventrikel im Herz der Mutante
(v = rechter ventrikel, lv = linker Ventrikel) und ein
Ventrikelseptumdefekt (VSD).
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® Die Phagozytose von apoptotischen Zellen ist nicht gestort in Ptdsr-Knockout-Mdusen. Phagozytose von apoptotischen Zellen durch
Makrophagen, die aus der fotalen Leber differenziert wurden. Vergleich von Wildtyp- (A) und Ptdsr-defizienten Makrophagen (B).
Apoptotische Thymozyten (rot) wurden mit TAMRA angefdrbt und zu F4/80 gefdrbten Makrophagen gegeben. Die Quantifizierung

der aufgenommenen apoptotischen Zellen zeigt keinen Unterscheid zwischen Wildtyp- und Ptdsr-Knockout-Makrophagen.

Foto: GBE, Dr. Bose

Kiirzlich konnten wir in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Shuomo Bhattacharya an der Universitét in
Oxford auch nachweisen, dass Ptdsr fiir die Herzentwick-
lung erforderlich ist. Mit Hilfe von bildgebenden Verfah-
ren der Kernspintomographie konnten wir feststellen,
dass das Septum - die Herztrennwand zwischen der
rechten und linken Herzkammer - bei Ptdsr-Knockout-
Mausen nicht ordnungsgemif$ ausgebildet wird. Aufler-
dem konnten wir in Ptdsr-defizienten Embryonen Storun-
gen bei der Ausbildung des Aorta-Herzausgangs, sowie
bei der Differenzierung der Lungenarterie beobachten.
Wir nehmen daher an, dass diese Herzschdden das frithe
Versterben der Ptdsr-Knockout Mduse nach der Geburt

verursachen.

Die Entwicklungsdefekte der Ptdsr-Mausmutanten zeigen,
dass Ptdsr in der Embryonalentwicklung eine unentbehr-
liche Funktion erfiillt. Es scheint ein besonders wichtiges
Gen fiir die Steuerung von Differenzierungsprozessen in
vielen Geweben zu sein. Erstaunlicherweise fand unsere
Arbeitsgruppe aber keine Hinweise fiir eine Beteiligung
von Ptdsr bei der Beseitigung von apoptotischen Zellen.

Umfassende in vivo und in vitro Untersuchungen der Pha-
gocytose apoptotischer Zellen zeigten, dass diese normal
in Ptdsr-Knockout-Embryonen beseitigt werden bzw. auch
Ptdsr-defiziente Makrophagen in der Lage sind, apoptoti-
sche Zellen aufzunehmen. Damit war die Hypothese, dass
Ptdsr als zentraler Rezeptor fiir apoptotische Zellen fun-
giert, in Frage gestellt. Auflerdem konnten wir und auch
andere Arbeitsgruppen zeigen, dass das Ptdsr-Protein
nicht wie angenommen als Transmembranrezeptor an
der Oberfliche von Makrophagen angesiedelt ist, sondern
sich im Zellkern befindet. Dieser Befund weckte ebenfalls
starke Zweifel, dass Ptdsr als Transmembranrezeptor
apoptotische Zellen erkennen konnte.

Unsere Analysen zeigten aber, dass Ptdsr sehr wohl eine
wichtige Funktion in Makrophagen hat. Die Stimulation
von Ptdsr-defizienten Makrophagen mit verschiedenen
PAMPs (wie z.B. LPS) zeigten, dass das Protein wichtig fiir
die Produktion oder Sekretion von pro-inflammatorischen
Zytokinen ist. Dies legt in Verbindung mit beobachteten
Defekten im hdmatopoetischen System die Vermutung
nahe, dass Ptdsr durchaus fiir Inmunfunktionen von



Bedeutung ist, auch wenn Ptdsr entgegen der fritheren
Hypothese nicht fiir die Beseitigung apoptotischer Zellen
benétigt wird.

Autoimmunkrankheiten: neue Strategien fiir Thera-
pieverfahren Der enge Zusammenhang zwischen der
Phagozytose von apoptotischen Zellen und der massiven
Freisetzung entziindungshemmender Botenstoffe hat eine
grofle Relevanz fiir verschiedene Erkrankungen. Phagozy-
tierte apoptotische Zellen stellen korpereigene Antigene
bereit, die T-Zellen iiber MHC-Molekiile der Klasse I pra-
sentiert werden konnen. Dies kann zu Immuntoleranz
gegeniiber den prisentierten Antigenen fithren oder aber
auch eine Immunaktivierung hervorrufen. Fir die Induk-
tion oder Unterdriickung der adaptiven Immunitit ist da-
bei entscheidend, in welchem Zusammenhang die Selbst-
Antigene prasentiert werden. Generell werden durch die
Phagocytose von apoptotischen Zellen durch Makropha-
gen oder unreife dendritische Zellen pro-inflammatori-
sche Antworten unterdriickt. Durch Freisetzung von
anti-inflammatorischen Zytokinen wird die periphere
Toleranz gegeniiber korpereigenen Antigenen gefordert.
Dies hemmt die Reifung dendritischer Zellen und fiihrt
dazu, dass diese weniger gut in der Lage sind, T-Zellen

BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Gestorben, aber nicht vergessen: Apoptotische Zellen und das Immunsystem 27 -

zu stimulieren und zu aktivieren. Als Folge bleibt in der
Regel die Toleranz gegeniiber Selbst-Antigenen erhalten.
Anders verhalt es sich jedoch, wenn die Beseitigung
apoptotischer Zellen mit Alarmsignalen fiir das Immun-
system verkniipft wird. Solche Signale konnen von Gewe-
beverletzungen ausgehen, oder auch von Entziindungen
oder Infektionen, die in den betroffenen Gewebeberei-
chen zur Apoptose fithren und gleichzeitig die Ausschiit-
tung entziindungsférdernder Signalstoffe in Gang setzen.
Werden apoptotische Zellen in einer solchen Situation
nicht schnell und wirksam beseitigt, konnen die verblie-
benen sterbenden Zellen eine sekundire Nekrose durch-
laufen und damit fiir eine starke Stimulation der Antigen-
prasentierenden Zellen sorgen. Dies kann dazu fithren,
dass filschlicherweise Selbst-Antigene prasentiert werden,
was eine Aktivierung von T-Zellen und die Entwicklung
von Autoimmunreaktionen zur Folge haben kann.

Die grofie Bedeutung von effizienten Mechanismen fiir
die Beseitigung von apoptotischen Zellen wird besonders
deutlich in Mausmutanten, denen wichtige Molekiile fiir
das Erkennen und die Aufnahme von apoptotischen Zel-
len fehlen. So entwickeln Knockout-Miuse Autoimmun-
erkrankungen, die sehr oft mit der Entwicklung einer
Glomerulonephritis verbunden sind, wenn ihnen das
Komplementprotein C1q, der Mer-Rezeptor, die Transglu-
taminase 2 oder das PS-bindende Molekiil MFG-ES8 fehlen.
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® Pro- und anti-inflammatorische Antworten sind gestort in Ptdsr-defizienten Makrophagen. Aus fotalen Lebern differenzierte Makrophagen

von Wildtyp- und Ptdsr-Knockout-Embryonen wurden stimuliert mit Medium (0), Lipopolysaccharide (LPS, 10 ng/ml) und apoptotischen

Zellen (im Verhdltnis 1:10) oder in Kombination mit LPS und apoptotischen Zellen. (A) Die Quantifizierung der TGF-f3 Konzentrationen

in Zellkulturiiberstinden zeigt, dass Ptdsr”~ Makrophagen noch in der Lage sind dieses anti-inflammatorische Zytokin zu sekretieren,

wenn auch in einem geringeren Mafle als Wildtyp-Makrophagen. (B) Ptdsr”- Makrophagen produzieren auch signifikant weniger des

pro-inflammatorischen Zytokins TNF-o im Vergleich zu Wildtyp-Makrophagen nach Stimulation mit LPS oder gleichzeitiger Stimulation

mit LPS und apoptotischen Zellen.
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Zwischen Defekten bei der Beseitigung von apoptotischen
Zellen und der Entstehung von Autoimmunerkrankungen
lassen sich auch in Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes (SLE) direkte Zusammenhange herstellen.
So konnte gezeigt werden, dass aus SLE-Patienten isolierte
Monocyten nach Differenzierung in Makrophagen eine
verminderte Fihigkeit hatten apoptotische Zellen aufzu-
nehmen. Auch waren in manchen Patientengruppen freie
apoptotische Zellen in den Lymphknoten nachweisbar.
Diese Beobachtungen unterstreichen ganz deutlich, wie
wichtig es ist, grundlegende Erkenntnisse {iber die Besei-
tigung von apoptotischen Zellen zu gewinnen. Schliissel-
Molekiile, die diese Prozesse steuern, konnten zukinftig
wichtige ,Targets” fiir die Entwicklung neuartiger Thera-
piemoglichkeiten sein. So konnte man sich beispielsweise
vorstellen, dass gezielte Eingriffe in die ,Aufriumarbeiten”
der Makrophagen, das Gleichgewicht zwischen pro- und
anti-inflammatorischen Reaktionen verschieben konnte,
je nach gewiinschtem Zweck. Damit konnten einerseits
Therapieverfahren fiir entziindliche und autoimmune
Erkrankungen durch eine Verstarkung von anti-inflam-
matorischen Antworten angestrebt werden, andererseits
aber durch Verstarkung von pro-inflammatorischen
Reaktionen verbesserte Impfverfahren zur Bekimpfung
von Infektionskrankheiten und Krebs entwickelt werden.

Strategien zum Umgehen der Immunantwort Viele
bakterielle und virale Krankheitserreger konnen im Ver-
lauf von Infektionen aktiv die Apoptose ihrer Wirtszellen
induzieren. Sie bedienen sich dieses Mittels, um in be-
stimmten Phasen der Infektion der Abwehrreaktion des
Wirts zu entgehen. Beispiele fur solche Krankheitserreger
sind intrazelluldre Erreger wie Salmonellen, Legionellen,
Shigellen und Bordetella. Diese Pathogene infizieren
Makrophagen und konnen diese {iber Apoptoseinduktion
ausschalten. Dazu exprimieren die Erreger besondere
Virulenzfaktoren, die das Uberleben der Wirtszelle steu-
ern. Damit konnen die Krankheitserreger dariiber ent-
scheiden, in welcher Phase der Infektion es besonders
vorteilhaft fiir sie ist, die Makrophagen zu beseitigen und
damit einen der wichtigsten Bestandteile der Pathogen-
abwehr des angeborenen Immunsystems auszuschalten.
Makrophagen sind auch besonders wichtig, um andere
Immunzellen an den Ort der Infektion zu dirigieren

und diese zur Pathogenabwehr zu stimulieren. Deshalb
erscheint es nur logisch, dass viele Krankheitserreger Stra-
tegien entwickelt haben, mit denen sie diese Fihigkeit der
Makrophagen, eine wirksame, gegen Mikroorganismen
gerichtete Immunantwort zu koordinieren, verhindern
konnen.

Auch 16st die Apoptose und die nachfolgende Beseitigung
der apoptotischen Zellen die bereits schon beschriebene
Ausschiittung von entziindungshemmenden Faktoren aus.
Ein Apoptose-induzierender Krankheitserreger unter-
driickt somit auch Immunantworten und verhindert
damit letztlich, dass weitere Immuneffektorzellen an den
Ort der Infektion rekrutiert und aktiviert werden. Die
durch den Erreger eingeleitete Apoptose ist darum mit
der Bildung eines lokalen, entziindungshemmenden
Umfelds verbunden. Dies sichert dem Erreger das Uber-
leben und erleichtert ihm die Ausbreitung in andere
Gewebe des Wirtsorganismus.

Apoptose-Mimikry In jiingster Zeit wurden in Berich-
ten tiber die Infektionszyklen von Parasiten sehr interes-
sante neue Vorstellungen zu der Frage geduflert, wie die
Erreger das ACAMP-Phosphatidylserin nutzen konnen,
um die antimikrobielle Aktivitit von Makrophagen zu
reduzieren. Der Parasit Leishmania major dringt in einem
bestimmten Entwicklungsstadium (Amastigotenstadium)
in Makrophagen ein und benutzt dazu Phosphatidylserin,
das er auf seiner Zelloberfliche exponiert. Damit indu-
ziert er nicht nur seine Phagocytose, sondern auch die
Freisetzung des immunsuppressiven Zytokins TGFS1,
welches nachfolgend die Makrophagen inaktiviert. Mit
diesem Mechanismus, der als ,Apoptose-Mimikry”
bezeichnet wird, gibt sich der Parasit als apoptotische
Zelle fiir den Makrophagen aus und entgeht somit seiner
todlichen Abwehr. Dadurch ist es dem Parasiten moglich,
den Wirtsorganismus zu infizieren. Ahnliche Mechanis-
men wurden fiir die Parasiten Toxoplasma gondii und
Trypanosoma cruzi beschrieben. Infektionen mit diesen
Parasiten gehen auch einher mit einer Zelloberflachen-
exposition von PS (Toxoplasma) oder einer intensiven
Apoptoseinduktion von Lymphozyten (Trypanosoma) und
einer nachfolgenden Deaktivierung von Makrophagen
durch Aufnahme apoptotischer Lymphozyten. Beide
Mechanismen erlauben eine intrazelluldre Lebensweise
der Parasiten durch Ausschaltung der antimikrobiellen
Aktivitdt der Makrophagen. Ob sich auch noch andere
Krankheitserreger, wie z.B. Bakterien oder Viren, dieser
Form der ,Apoptose-Mimikry” bedienen, bleibt noch zu
untersuchen.



Ratsel Apoptose In den letzten Jahren ist man mit den
Kenntnissen {iber die molekularen Einzelheiten bei der
Beseitigung apoptotischer Zellen und den daraus resultie-
renden Konsequenzen fiir das Immunsystem ein grof3es
Stiick vorangekommen. Schon seit der Zeit von Ilja Met-
schnikow ist bekannt, dass Makrophagen sowohl bei der
Beseitigung toter Wirtszellen als auch bei der Phagozytose
und Abtotung infektioser Mikroorganismen eine ent-
scheidende Rolle spielen. Aber das Zusammentreffen von
Makrophagen mit apoptotischen Zellen oder mit Erregern
kann ganz unterschiedliche Folgen fiir das Immunsystem
haben. Die Beseitigung von apoptotischen Zellen ist mit
entziindungshemmenden Reaktionen verbunden, die fiir
eine Aufrechterhaltung der Zellhomoostase sorgen. Im
Gegensatz dazu lost die Phagozytose von Mikroorganis-
men in Makrophagen entziindungsfordernde Reaktionen
aus, die fur die Immunabwehr von grofiter Bedeutung
sind. Wird das Gleichgewicht zwischen diesen beiden
Effektormechanismen von Makrophagen gestort, kann es
zu Erkrankungen kommen. Storungen bei der Beseitigung
apoptotischer Zellen konnen Autoimmunitit verursa-
chen, Apoptoseinduktion oder Apoptose-Mimikry durch
Pathogene kann zu Ungunsten des Wirts den Infektions-
ausgang negativ beeinflussen. Die Exposition von PS auf
der Zelloberflache apoptotischer Zellen ist eines der wich-
tigsten Charakteristika fiir die Einleitung der Apoptose
und eines der bedeutsamsten Signale fiir die entziin-
dungshemmende Beseitigung apoptotischer Zellen. Aller-
dings steht eine Beschreibung des korrespondierenden
PS-Rezeptors auf Makrophagen und anderen phagozytie-
renden Zellen noch aus. Diesen konnte es geben; er hat
sich bisher leider nur einer Identifizierung und Charakte-
risierung entzogen. Es wire aber ebenso maoglich, dass es
einen Phosphatidylserinrezeptor gar nicht gibt und die
Funktion der PS-vermittelten Phagozytose von apoptoti-
schen Zellen nur durch PS-bindende Briickenmolekiile
und ihre zugehorigen Rezeptoren erfolgt. Die Beantwor-
tung der entscheidenden Fragen nach Apoptose-assoziier-
ten Molekiilen und nach Mechanismen der Entfernung
von apoptotischen Zellen bleibt fiir die kommenden
Jahre eine wichtige Aufgabe. Es ist zu erwarten, dass die
Losung einiger dieser Ritsel grofle Auswirkungen auf die
Entwicklung zukiinftiger Therapiestrategien haben wird,
so dass Krankheiten, die mit Storungen bei der Beseiti-
gung von apoptotischen Zellen einhergehen, wirksamer
behandelt werden kénnen.
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e Die meisten biologischen Prozesse basieren auf spezifischen molekularen Erkennungsmechanismen

zwischen Biomakromolekilen — vorwiegend Proteinen — und ihren Liganden. Die Inhibition dieser
Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren, Enzymen oder Antikdrpern einerseits und Rezeptorliganden,
Enzymsubstraten bzw. -inhibitoren oder Antigenen andererseits ist eine oft verfolgte Strategie, mit der
in die resultierenden biologischen Funktionen, etwa bei der Pravention oder Therapie pathologischer

Prozesse, eingegriffen wird.

Das Design und die Herstellung von Molekulen, die durch ihre molekulare Architektur in der Lage sind,
Proteinbindungsstellen nachzuahmen, ist ein viel versprechender Ansatz zur Inhibition von Protein-
Ligand-Interaktionen. Solche Proteinmimetika sind Kandidaten fur vielfaltige praventive und/oder thera-
peutische Strategien, z.B. bei der Hemmung von Pathogen-Wirtszell-Wechselwirkungen, dem ersten

Schritt im Infektionsprozess.

Ziel unserer Arbeiten ist die Etablierung eines Methodenspektrums fur das Design und die Herstellung
von Proteinmimetika durch Nachahmung konformationell definierter Proteinbindungsstellen. Damit
wollen wir Inhibitoren biomedizinisch relevanter Protein-Ligand-Interaktionen entwickeln. Eines unserer
Projekte hat das Ziel, den Eintritt von Bakterien in ihre Wirtszellen durch Peptide zu verhindern, die

die Bindungsstelle eines Wirtszellrezeptor fur einen bakteriellen Virulenzfaktor nachahmen. In einem
anderen Projekt wollen wir die Bindungsstelle eines viralen Hullproteins fur seinen Wirtszellrezeptor

chemisch nachgestalten.
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Synthetische Peptide als Proteinmimetika Proteine
sind rdumlich gefaltete Polypeptidketten, deren Eigen-
schaften sowohl von der Aufeinanderfolge der Amino-
sduren innerhalb der Kette (Primarstruktur) als auch von
der dreidimensionalen Anordnung der Polypeptidkette
(Sekundar- und Tertidrstruktur) bestimmt werden. Die
Kontaktstellen von Proteinen fiir ihre Liganden - hiufig
selbst Proteine - sind in relativ kleinen, abgegrenzten
Bereichen der Molekiile lokalisiert. Sie werden Bindungs-
stellen oder Epitope genannt. Diese konnen durch che-
misch synthetisierte Peptide — kurze Aminosdureketten —
leicht dargestellt werden.

Moderne Syntheseapparaturen konnen mehrere hundert
Peptide gleichzeitig und automatisch herstellen. Da sie
sowohl als exakte Kopien von Proteinfragmenten als

auch in vielfiltigen chemischen Modifikationen herge-
stellt werden konnen, eignen sie sich hervorragend zur
Mimikry von Proteinbindungsstellen und sind damit viel
versprechende Kandidaten fiir die Inhibition von Protein-
Ligand-Interaktionen. Zudem koénnen peptidchemische
Verfahren zur Auffindung von Proteinbindungsstellen

in der Proteinsequenz eingesetzt werden. In diesem, als
,peptide scanning” bezeichneten Prozess wird die gesamte
Proteinsequenz aus vielen einzelnen, miteinander iiber-
lappenden Peptiden synthetisiert. Die Testung jedes dieser
Peptide auf Bindung an den entsprechenden Liganden
liefert Informationen tiber die Position der Bindungsstelle
innerhalb der Proteinsequenz.

Chemische Abwandlungen Ebenso wie Proteine sind
die aus den 20 natiirlichen L-Aminosduren aufgebauten
synthetischen Peptide im Magen-Darm-Trakt nicht stabil
und werden dort durch proteolytische Enzyme schnell
abgebaut. Dies sowie die schlechte Resorption von Pepti-
den aus dem Verdauungstrakt in den Blutkreislauf, steht
der Verwendung synthetischer Peptide als Medikamente
oft im Wege.

Anders als in den Ribosomen kann der Bausteinsatz fiir
die chemische Peptidsynthese jedoch auf D-Isomere der
proteinogenen Aminosiuren sowie ein breites Spektrum
weiterer Aminosduren erweitert werden. Dadurch werden
chemische Strukturelemente in synthetische Peptide
einbracht, die in der Natur nicht existieren. So lasst sich
nicht nur ihre chemische Vielfalt, sondern auch ihre
Stabilitéit in biologischen Fliissigkeiten erhohen, da diese
nicht proteinogenen Aminosduren von proteolytischen
Enzymen nicht erkannt werden.

Auch das Amid-Riickgrat synthetischer Peptide kann
durch unterschiedliche Reaktionen chemisch modifiziert
werden, was sowohl die physiko-chemischen Eigenschaf-
ten der Peptide verdndert als auch ihre metabolische
Stabilitdt erhoht. Dabei bleibt die chemische Vielfalt der
Aminosaureseitenketten erhalten. Beispiele fiir solche
chemischen Modifikationen sind die N-Alkylierung
und/oder Reduktion der Amidbindung im Peptidriickgrat
oder der Einsatz von N-Alkylglycin-Derivaten, in denen
sich die Aminosiureseitenketten nicht am Cg-Atom,
sondern am Amidstickstoff der Aminosduren befinden.

Rationales Design oder Suche nach der Nadel im
Heuhaufen? Synthetische Mimetika von Proteinbin-
dungsstellen konnen auf zweierlei Art und Weise herge-
stellt werden. Beim strukturbasierten Design werden
Molekiile entworfen und hergestellt, die die Konforma-
tion der Bindungsstelle innerhalb der Proteinstruktur
moglichst genau nachgestalten sollen - basierend auf
der bekannten Raumstruktur des Proteins im Komplex
mit seinem Liganden. Alternativ konnen Liganden in
Bindungstests selbst die passendsten Proteinmimetika
aus grofien Molekiilpopulationen aussuchen, etwa aus
kombinatorischen Verbindungsbibliotheken.

Die erste Strategie bringt mit grofierer Wahrscheinlichkeit
echte Mimetika der Proteinbindungsstelle hervor; sie

:

- —p - Biological Effect

& I I ->X> Biological Effect

® Die Unterdriickung eines biologischen Effektes durch Inhibition der zugrundeliegenden Wechselwirkung

zwischen einem Protein (gelb) und einem Liganden (griin) wird durch ein Mimetikum der Proteinbin-

dungsstelle (rot) vermittelt, das mit dem Protein um Bindung an den Liganden konkurriert.
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® Chemische Verdnderung des Amid-Riickgrats erhoht die metabolische Stabilitdit synthetischer

Peptide.

erfordert jedoch detaillierte Informationen tiber die drei-
dimensionale Struktur des Protein-Ligand-Komplexes, die
in der Regel durch NMR- oder Rontgenkristallstruktur-
Analyse gewonnen werden. Solche Strukturinformationen
stehen aber, insbesondere bei neu entdeckten Proteinen,
nicht immer zur Verfiigung.

Die zweite Strategie kommt ohne Information tiber die
Proteinstruktur aus und ist ein Zufallsverfahren zur de
novo Entwicklung von Molekiilen. Diese Molekiile binden
zwar wie das Protein an den entsprechenden Liganden,
miissen dem Protein aber strukturell nicht zwangsldufig
dhnlich sein. Die zur Auffindung solcher Molekiile einge-
setzten kombinatorischen Bibliotheken sind auch ausge-
zeichnete Hilfsmittel bei der Untersuchung unbekannter
Protein-Ligand-Interaktionen, an denen neu entdeckte,
biomedizinisch potenziell wichtige Proteine beteiligt
sind.

Typen von Proteinbindungsstellen Hinsichtlich ihrer
Struktur kann man Proteinbindungsstellen in drei Kate-
gorien einteilen.

Kontinuierliche, flexible Bindungsstellen, die durch ,pepti-
de scanning” aufgefunden werden konnen, sind kurze
Abschnitte der Proteinsequenz, die oft an der Oberflache
des Molekiils liegen. Diese Bindungsstellen kénnen in der
Regel durch einfache, lineare Peptide nachgestaltet wer-
den, die diesen Sequenzabschnitt kopieren.

Die Bindungsstellen des zweiten Typs sind ebenfalls
sequenziell kontinuierlich, aber in ihrer Flexibilitit ein-
geschrankt, entweder durch Disulfidbriicken zwischen
Cysteinresten oder durch definierte Sekundarstrukturen
wie a-Helices oder p-Faltblattstrukturen. Sie bilden haufig
Schleifenstrukturen, die durch cyclische Peptide nachge-
ahmt werden koénnen.

Der dritte und komplizierteste Typ von Bindungsstellen
ist sequenziell diskontinuierlich und besteht aus zwei
oder mehr Proteinabschnitten, die in der Primarsequenz
weit auseinander liegen und erst durch Proteinfaltung in
rdumliche Ndhe gebracht werden. Obwohl viele Proteine
solche diskontinuierlichen Bindungsstellen haben, entste-
hen derzeit erst solche systematischen Methoden zur Auf-
findung und chemischen Mimikry, wie sie fiir kontinuier-
liche Proteinbindungsstellen seit langem verfiigbar sind.

Protein: ... ASDFGRTKLIYWRTPLMNVRDSKLPRTMNVLWPRTPMN...
Peptides: ASDFGRTK
SDFGRTKL
MNVRDSKL
NVRDSKLP
VRDSKLPR
VLWPRTPM
LWPRTPMN

® |, Peptide scanning” zur Auffindung von Proteinbindungs-
stellen (rot). Eingerahmte Peptidsequenzen binden an den

entsprechenden Protein-Liganden.

Mimikry diskontinuierlicher Bindungsstellen Die
Fragmente eines Proteins, die seine diskontinuierliche
Proteinbindungsstelle ausmachen, sollten auch in einem
synthetischen Mimetikum sequenziell diskontinuierlich
und konformationell eingeschrankt prasentiert werden,
um die strukturelle Ahnlichkeit mit dem Protein zu erho-
hen. Diese Uberlegung war Ausgangspunkt fiir das Kon-
zept gertistgestiitzter Peptide, in denen unterschiedliche
Proteinfragmente tiber ein molekulares Gertist prasentiert
werden. Dabei ist die Struktur des Geriistmolekiils ein
Schliisselelement, da es die raumliche Anordnung der
vom Protein abgeleiteten Fragmente bestimmt.

H,N
I,NH OH
o~
Thioproline 2-Naphthylalanine

0
Il

NH,
(0]
OH /\[ I
NH 0” oH 0

Tetrahydroisopuinoline-
carboxylic acid

Propargylglycine p-Aminomenthyl-

benzoic acid

®  Ausgewdhlte nicht proteinogene Aminosiuren als Bausteine fiir die chemische Peptidsynthese.
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Ein wichtiger Aspekt beim Design dieser Geriistmolekiile
ist die Moglichkeit, unterschiedliche Peptidfragmente
selektiv an definierte Stellen des Gertistes ankniipfen zu
konnen. Als solche Ankniipfungsstellen fiir Peptidfrag-
mente eignen sich besonders Aminogruppen, da sie
durch sogenannte orthogonale Schutzgruppen reversibel
und selektiv geschiitzt und freigelegt werden konnen.

Wir haben vielseitige und robuste Syntheseverfahren fiir
die Herstellung eines breiten Spektrums strukturell unter-
schiedlicher Gertistmolekiile entwickelt. Da sich Gertiste
in variabler Gréfle und Gestalt, und damit unterschied-
licher konformationeller Flexibilitit, herstellen lassen,
kann dieses Verfahren auf verschiedene Proteine mit
strukturell unterschiedlichen Bindungsstellen angewendet
werden.

Die CD4-Bindungsstelle des HIV-1-Proteins gp120
Das Protein gp120 ist Teil des glykosylierten Hiillproteins
des humanen Immunschwichevirus HIV-1. Die Interaktion
von gp120 mit dem T-Zellen-Rezeptorprotein CD4 ist

der erste Schritt einer Kaskade, die schlief}lich den Eintritt
des Virus in die T-Zelle ermdglicht. Die meisten derzeit
verfiigbaren anti-HIV-1-Antikorper erkennen nur stark
verdanderliche Regionen im gp120 und kénnen das Virus
daher nur sehr eingeschrankt neutralisieren. Dem gegen-
uber ist die sequenziell diskontinuierliche CD4-Bindungs-
stelle von gp120 stark konserviert und damit in vielen
Virusstimmen identisch. Aufierdem wird diese Bindungs-
stelle auch als Epitop eines Antikorpers postuliert, der
eine Vielzahl von HIV-Stimmen neutralisiert. Damit sind
synthetische Mimetika der CD4-Bindungsstelle des gp120
viel versprechende Immunogen-Kandidaten fiir breit neu-
tralisierende anti-HIV-1-Antikorper.

Unsere Design-Grundlage fiir solche Molekiile war die
Rontgenkristallstruktur von gp120 im Komplex mit der
extrazelluldren, gp120-bindenden Doméne von CD4. Wir
haben eine Reihe Peptid-Geriist gestiitzter gp120-Mime-
tika hergestellt, die drei gp120-Fragmente prasentieren.
Sie enthalten die primaren Kontaktstellen dieses Proteins
fiir seine Interaktion mit CD4. Die Affinitdt einiger dieser
Peptide fiir CD4 war mehr als 200 mal hoher als die der

drei Einzelfragmente, was auf einen synergistischen Effekt
der drei Fragmente innerhalb eines Molekiils hindeutet.
Im weiteren werden nun Antikorper gegen ausgewdhlte
gp120-Mimetika erzeugt, und diese werden wir dann da-
raufhin untersuchen, ob sie gp120 erkennen und HIV-1
neutralisieren konnen.

e  Strukturell unterschiedliche Typen von Proteinbindungs-
stellen (rot). A: Sequenziell kontinuierlich, konformationell
flexibel, B: Sequenziell kontinuierlich, konformationell ein-
geschrinkt, C: Sequenziell diskontinuierlich, D: Geriist-
gestiitztes Peptid als Mimetikum einer diskontinuierlichen

Proteinbindungsstelle.

L] [ Y]

Poor Fit Best Fit No Fit

Combinatorial Library

® Strukturbasierte (oben) und kombinatorische (unten) Stra-
tegien fiir das Design von Proteinmimetika als Inhibitoren

von Protein-Ligand-Interaktionen.
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®  Geriistmolekiile fiir die Prisentation von Peptiden (Proteinfragmente A, B und C). Der Einbau speziel-
ler Aminosduren (orange) mit unterschiedlicher Riickgratlinge (n,m = 1-5) ermaglicht eine Variation

der konformationellen Flexibilitit der molekularen Geriiste.
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® Ortspezifische Ankniipfung von Proteinfragmenten an ein Geriistmolekiil. Der Einsatz
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selektiv entfernbarer ,orthogonaler” Schutzgruppen (PG) ermoglicht selektive Reak-
tionen an den unterschiedlichen Ankniipfungspunkten (Aminogruppen) des Geriist-

molekiils.

gp 120 Binding Site Fragments
: 454 . TRDGGN460
365SGGDPEIVT373
424INMWQEVGKA433

co4-01(

Scaffolded Peptides as Binding Site Mimetics
SGGDPEIVT

Geatfold)
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® Design von gp120-Mimetika auf der Grundlage der Kristallstruktur eines gp120-CD4-Komplexes

(links). Peptide, die die Bindungsstellen-Fragmente (griin, rot, blau) nachbilden und die wesentlichen
Kontakt-Aminosdurereste (lila) fiir die Interaktion mit CD4 enthalten, werden von einem molekularen

Gertiist prdsentiert (rechts).
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® Numan Akyol wihrend der Kontrolle des Peptid-Synthesizer

fiir die automatische Parallelsynthese von bis zu 192 Peptiden.

Photo: GBE, Bierstedt

Jutta Eichler geboren 1961, Studium der Pharmazie an
der Universitit Greifswald. Promotion in Bioorganischer
Chemie (1991, Humboldt-Universitat Berlin). Postdok-
torandin, Wirtschaftliche Mitarbeiterin und ,Assistant
Member” (1991-1998, Torrey Pines Institute for Mole-
cular Studies, San Diego, USA). Direktorin fiir kombina-
torische Chemie (1998-1999, Graffinity Pharmaceutical
Design GmbH, Heidelberg). Seit 2000 an der GBF, seit
2001 Leiterin einer Nachwuchs-Forschergruppe (gefor-
dert vom BioFuture-Programm des BMBF). Habilitation
in Bioorganischer Chemie (2004, Technische Universitit
Braunschweig).

Ausblick Der hohe technische Standard der Peptid-
chemie, der sich in den letzten dreifdig Jahren entwickelt
hat, ermoglicht die Untersuchung von Proteinen und
ihren Wechselwirkungen mit anderen Molekiilen auf der
Ebene einzelner Aminosduren. Mit den heute verfiigbaren
Peptidsyntheseverfahren konnen sequenziell kontinuier-
liche Proteinbindungsstellen kartiert, charakterisiert, opti-
miert und als Leitstrukturen fiir Inhibitoren von Protein-
Ligand-Interaktionen verwendet werden. Synthetische
und rekombinante Verfahren zur Mimikry diskontinuier-
licher Bindungsstellen entstehen jedoch erst jetzt.

Durch die Entwicklung und Verfeinerung dieser Metho-
den und ihre Anwendung auf biomedizinisch relevante
Proteine werden sich unsere Kenntnisse tiber die moleku-
laren Mechanismen von Protein-Ligand-Interaktionen
erheblich erweitern. Damit er6ffnen sich neue Moglich-
keiten fiir das Design und die Herstellung von Wirkstof-
fen, die diese Interaktionen beeinflussen.

® Das KPLI-Team. Hintere Reihe von links nach rechts:

Tatjana Hirsch, Ulf Strijowski, Cornelia Hunke, Numan
Akyol, Raimo Franke. Vordere Reihe von links nach rechts:

Heike Overwin, Enge Sudarman, Jutta Eichler

Foto: GBEF, Bierstedt
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LITERATUR Ausgewahlte Publikationen {iber Konzepte
und Methoden der synthetischen Nachahmung von Pro-
teinbindungsstellen sowie tiber die Struktur des gp120
von HIV-1 als Grundlage fiir die Entwicklung einer syn-
thetischen Vakzine.
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281-290.
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Generation of Complex Scaffolded Peptides Presenting Multiple
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® Kwong, P. D., Wyatt, R., Robinson, ]., Sweet, R. W., Sodorski, J.,
Hendrickson, W. A. (1998). Structure of an HIV gp120 envelope
glycoprotein in complex with the CD4 receptor and a neutralizing
human antibody. Nature 393: 648-659.

® Burton, D. R., Desrosiers, R. C., Doms, R. W., Koff, W. C., Kwong,
P.D., Moore, ]. P, Nabel, G.]., Sodorski, J., Wilson, 1. A., Wyatt, R.T.
(2004). HIV vaccine design and the neutralizing antibody problem.
Nature Immunol. 5: 233-236.



Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Ein natiirlich gewachsener Biofilm aus einem See wurde in situ fixiert und steht nun fiir verglei-
chende Untersuchungen im Labor zur Verfiigung. Nach dem Transport ins Labor untersucht Dr. Wolf-Rainer Abraham den Biofilm auf Beschddigungen. |
Eine 3D-Rekonstruktion eines negativ-gefdarbten FeS-Oxigenase Komplexes: (linker Teil der Abbildung) Mit Uranylacetat negativ-gefirbte Enzympartikel
werden fiir die 3D-Rekonstruktionsanalyse verwendet. Im kleinen Nebenbild ist eine detaillierte Ansicht der individuellen Partikel in der Aufsichtprojektion
zu sehen. (rechter Teil der Abbildung) 3D-Modell, einmal von oben (oben) und von der Seite (unten) gesehen. | Dr. Manfred Rohde bei der Arbeit am
Elektronenmikroskop.  Fotos: GBE Bierstedt (1i), GBE Dr. Liinsdorf (mi), GBE Bierstedt (re)
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Programm ,Infektion und Immunitat”

Prof. Dr. Jiirgen Wehland | Abteilung fiir Zellbiologie | jwe@gbf.de

Infektionen sind weltweit fur ein Drittel aller krankheitsbedingten Todesfalle verantwortlich. In den
letzten Jahrzehnten haben verbesserte Hygiene sowie allgemein verfigbare Antibiotika und Impfstoffe
zu einem stetigen Ruckgang derartiger Krankheiten gefiihrt. Heute mussen wir uns jedoch mit der Tat-
sache auseinandersetzen, dass viele bakterielle Infektionskrankheiten nicht nur erneut auf dem Vor-
marsch sind, sondern auch, dass die Erreger immer haufiger resistent gegentiber Medikamenten sind.
Der weltweite Reise- und GUterverkehr hat Epidemien zur Folge, die friher entweder — wie SARS und

AIDS - vo6llig unbekannt waren oder — wie die Tuberkulose — bereits als besiegt galten.

In den westlichen Industriestaaten entfalten Infektionskrankheiten erst durch moderne medizinische
Methoden eine neue, heimtlckische Wirkung: Patienten nach einer Organtransplantation oder auf
Intensivstationen sind wegen immunsupprimierender Medikamente auBerst anfallig fur opportunistische
Erreger. Obwohl die Kliniken generell ein gutes Antibiotika-Management haben, entstehen weiterhin
neue Resistenzen, und die Aussichten, nicht nur akute Krankheiten, sondern auch chronische oder dau-

erhafte Infektionen zu heilen, gehen stark zurtck.

Diese Entwicklungen machen deutlich, dass dringend neue Strategien fur die Diagnose, Vorbeugung und
Therapie von Infektionskrankheiten gebraucht werden. Es ist deshalb unabdingbar, dass man sich in der
Grundlagenforschung auf jene Mechanismen konzentriert, die das Wechselspiel zwischen Krankheits-
erreger und Wirtsorganismus wahrend einer Infektion begleiten. Um neuartige Impfstoffe entwickeln
zu kénnen, mussen wir untersuchen, wie das Immunsystem des Wirtsorganismus auf eindringende
Krankheitserreger reagiert und wie die Immunantwort ausgeldst wird. Nicht zuletzt muss auch heraus-
gefunden werden, welchen Einfluss die Umwelt — etwa die Erndhrung und Pathogenreservoirs — auf

den Verlauf einer Infektion und die kérpereigene Abwehr hat. Opportunistische Erreger stellen nicht
nur fir immunsupprimierte Patienten sondern auch fur die alternde Bevdlkerung ein schwer wiegendes

Problem dar.

Trotz solcher beunruhigender Entwicklungen sind die Aussichten auf neue Diagnoseverfahren und wirk-
same Therapiestrategien heute sehr gut. Die systematische Genomanalyse liefert Informationen tber
potentielle Ansatzpunkte fur Medikamente und erleichtert damit die Entwicklung neuer Antibiotika.
Verbesserte Kenntnisse Uber die Funktion einzelner Gene in Verbindung mit dem Wissen Uber die Wech-
selbeziehungen zwischen Mikroorganismen und Wirtszellen bilden eine ausgezeichnete Grundlage fur
die systematische Planung chemotherapeutischer Strategien gegen pathogene Mikroorganismen. Auf3er-
dem liefert die funktionelle Genomanalyse neue Erkenntnisse Uber die molekularen Grundlagen der

Immunantwort und die genetisch bedingte Anfalligkeit fur Infektionskrankheiten.
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Todesfalle durch infektiose Krankheiten, 2002

Durch Impfung verhutbare Malaria 8,6 % |
‘ Kinderkrankheiten 8,5 %

Akute Atemwegsinfektionen 30 % |

‘ Tuberkulose 11,9 %

HIV/AIDS 21% ‘

‘ Andere Infektionskrankheiten 5,3 %

Durchfallerkrankungen 13,6 % |

Quelle: WHO-Report 2004

Unsere wachsenden Kenntnisse Gber die molekularen und zellulédren Bestandteile des Immunsystems
haben neue Méglichkeiten fur klinische MaBnahmen eréffnet, mit denen die Immuntherapie Uber die
Krankheitsvorbeugung hinausgeht und auch zur Heilung eingesetzt werden kann. Unser heutiges
Wissen Uber die Immunitat reicht weit Gber ihre schitzende Rolle gegen Infektionskrankheiten hinaus.
Das Immunsystem schiitzt bekanntermaBen nicht nur einen Wirtsorganismus vor pathogenen Mikro-
organismen, sondern es ist auch auf Uberwachung spezialisiert, splrt verédnderte Zellantigene auf und
beseitigt auf diese Weise schadliche Veranderungen in den Geweben und Organen des Organismus.
Aber Uber die Einzelheiten der Mechanismen, mit denen bestimmte Mikroorganismen das Immunsystem
schwachen und auf diese Weise latente oder chronische Infektionen hervorrufen, wissen wir bisher noch

sehr wenig.

Das GBF-Programm ,Infektion und Immunitat” umfasst Grundlagenforschung auf dem Gebiet von Infek-
tionskrankheiten und der Immunantwort. An der Schnittstelle dieser beiden Gebiete liegt nach unserer
Meinung das groBte Potenzial fur die Entwicklung neuer Medikamente und Strategien zur Krankheits-
vorbeugung und -behandlung. Das Hauptziel des Programms besteht in der Aufklarung der grundlegen-
den Mechanismen, die hinter der Entstehung von Infektionskrankheiten stehen. Dazu gehort die Grund-
lagenforschung an Modell-Mikroorganismen und ihrer pathogenen Wirkung sowie eine eingehende
Analyse der Immunmechanismen. Gegenstand der Untersuchungen sind die einzelnen molekularen und
zellularen Schritte, die sich im Verlauf einer Infektion abspielen, die Mechanismen, mit denen einzelne
Mikroorganismen eine Krankheit verursachen, und die grundlegenden Vorgange bei den Abwehrmecha-
nismen, mit denen der Wirtsorganismus eine Infektion bekampft und unter Kontrolle bringt. Mithilfe
dieser Kenntnisse sollen neue Strategien und Wirkstoffe entwickelt werden, mit denen Infektionskrank-

heiten verhttet und behandelt werden kénnen.

Themen des Forschungsprogramms

Mikroorganismen

41

Pathogenese

Immunbiologie

Pravention und Therapie
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Topic 01 — Mikroorganismen

Prof. Dr. G. Singh Chhatwal | Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitédt und Impfstoffforschung |
gsc@gbf.de

Mikrobielle Infektionen sind nach wie vor eine sehr ernste Bedrohung fir die menschliche Gesundheit.
Eine Voraussetzung fur die Entwicklung neuer Strategien zu ihrer Bekdmpfung sind umfassende Kennt-
nisse Uber die Vorgange, durch die Pathogene Krankheiten verursachen. Die Ziele dieses Topics sind,
bakterielle Virulenzfaktoren zu identifizieren und zu charakterisieren, die Beziehung zwischen Struktur
und Funktion dieser Faktoren aufzuklaren, zellulare Netzwerke und deren Kommunikationsstrukturen

zu analysieren sowie die Mechanismen der Antibiotikaresistenz zu verstehen.

In diesem Topic werden verschiedene genetische und molekularbiologische Verfahren auf eine Reihe
medizinisch hoch relevanter oder als Modell geeigneter Organismen angewandt. Pneumokokken, Liste-
ria monocytogenes und Pseudomonas aeruginosa dienen uns als Modellorganismen fir ganz bestimmte
biologische Eigenschaften. Streptokokken der Gruppe A verursachen bei Menschen ein breites Spektrum
von Krankheiten, darunter invasive Leiden und Folgeerscheinungen wie rheumatisches Fieber. Pneumo-
kokken sind fur lebensbedrohliche Erkrankungen wie Lungenentziindung und Meningitis verantwort-
lich. Listeria monocytogenes ist das bestuntersuchte pathogene Bakterium und stellt ein hervorragendes
System dar, um die an der Krankheitsentstehung beteiligten Bausteine der Bakterien zu identifizieren.
Pseudomonas aeruginosa hat in den letzten Jahren, genau wie die oralen Streptokokken, im Gesund-

heitswesen erheblich an Bedeutung gewonnen.

Mittlerweile sind die vollstandigen Sequenzen der Genome vieler Mikroorganismen bekannt und Uber
vergleichende Sequenzanalysen kénnen Hinweise zu den Gen-Funktionen der ausgewahlten Modell-
Bakterienarten erhalten werden. Durch zusatzliche Sequenzvergleiche mit nicht, schwach und stark
pathogenen Varianten oder verwandten Arten wird es gelingen, potenzielle Virulenzfaktoren zu iden-

tifizieren.

Diese Analysen werden zudem dazu beitragen, die normale Funktion bakterieller Virulenzfaktoren
auBerhalb einer infizierten Wirtszelle aufzuklaren. Das wird zu einem besseren Verstandnis dartber
fUhren, wieso manche Bakterienstémme eine Krankheit verursachen, wahrend andere, sehr eng ver-
wandte Stamme, es nicht tun. Sind die genetischen Ablaufe bekannt, die beispielsweise an lebens-
wichtigen Stoffwechselwegen beteiligt sind, kénnen auBerdem molekulare Ansatzpunkte fur die Ent-

wicklung neuer antimikrobieller Wirkstoffe identifiziert werden.
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Um diese Ziele zu erreichen, verfolgt der Themenbereich sechs Projekte:

Identifizierung und Charakterisierung von Virulenzfaktoren bei Streptokokken der Gruppe A, C und G,
Listeria monocytogenes und Pseudomonas aeruginosa. Dazu werden hoch auflésende 2-D-Gelelektro-
phorese, automatisierte Nano-HPLC-Q-TOF-Massenspektrometrie und DNA-Virulenzassays eingesetzt.
AuBerdem werden mit DNA-Arrays an zahlreichen klinischen Proben molekularepidemiologische Unter-

suchungen durchgefuhrt.

Um die entscheidenden Ansatzpunkte fur eine rational begrindete Wirkstoffentwicklung zu finden,
wird die dreidimensionale Struktur der nachgewiesenen potentiellen Virulenzfaktoren allein oder im

Komplex mit spezifischen Liganden aufgeklart.

Eine wichtige Aufgabe wird in den kommenden Jahren darin bestehen, die genetischen Grundlagen der
Antibiotikaresistenz aufzuklaren. Bei Mikroorganismen haben sich zahlreiche Abwehrmechanismen ent-
wickelt, die ihre Wirkung entweder auf der Ebene des Individuums oder in einer Population entfalten.
Durch Analyse ganzer Genome und Expressionsprofile wollen wir die beteiligten Mechanismen aufklaren
und wirksamere Arzneimittel entwerfen. Insgesamt werden die Arbeiten dazu fuhren, dass wir besser
verstehen, wie pathogene Bakterien untereinander und mit ihren Wirtszellen kommunizieren und so
eine Krankheit hervorrufen kénnen. Die daran beteiligten, nachgewiesenen Faktoren sind viel verspre-

chende Zielpunkte fur die Entwicklung von Impfstoffen und therapeutischen Medikamenten.

©  DProfessor Dr. Chhatwal bei der Vorbereitung mikroskopischer

Untersuchungen

Foto: GBE, Ammerpohl
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Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitat und Impfstoffforschung

Maike Bolm | Dr. Katrin Dinkla | Dr. Antonia Godehardt | Dr. Manfred Rohde |

Inka Sastalla | Patricia Wegmeyer

Streptokokken und Pneumokokken sind nach wie vor
eine ernste Gefahr fiir die menschliche Gesundheit. Auch
mit dem Einsatz von Antibiotika ist es nicht gelungen,
die von ihnen verursachten Krankheiten einzuddmmen.
Thre genetische Diversitit und die komplizierten Pathoge-
nesemechanismen haben bisher alle Bemiithungen, geeig-
nete Bekimpfungsmethoden zu entwickeln, behindert.
Das Hauptziel dieses Projekts besteht in der Identifizie-
rung und Charakterisierung von Faktoren, die zur Viru-
lenz dieser Erreger beitragen. Diese Erkenntnisse werden
zur Aufklarung der Krankheitsmechanismen und der Iden-
tifikation neuer vielversprechender Zielstrukturen fur die
Entwicklung von Impfstoffen und Therapeutika fithren.

Wechselwirkungen zwischen Streptokokken und
Wirtsproteinen Wir untersuchten die Zusammenhinge
zwischen der Fihigkeit von Gruppe A Streptokokken,
Plasminogen zu binden, dem Genotyp des Plasminogen-
bindenden Proteins PAM und den invasiven Eigenschaf-
ten der Streptokokken-Isolate. Die Untersuchungen zeig-
ten, dass invasive Isolate in Gegenwart von Fibrinogen
und Streptokinase mehr Plasminogen binden als Isolate
aus nicht-invasiven Infektionen.

Die biologische Funktion der Wechselwirkungen zwischen
dem Oberflichenprotein GRAB der Gruppe-A-Strepto-
kokken und dem alpha,-Makroglobulin der Wirtszellen
wurde aufgeklart. Wir konnten nachweisen, dass zwei
Motive in der Delta-A-Region des GRAB-Proteins fiir die
Bindung des alpha,-Makroglobulins an GRAB verantwort-
lich sind. Eine Streptokokkenmutante ohne GRAB

an der Oberfliche war in einem Maus-Infektionsmodell
der Haut nur schwach infektios.

Zudem konnten wir zeigen, dass die Bindung von Grup-
pe A Streptokokken an Kollagen die Ursache des rheuma-
tischen Fiebers ist, einer von Streptokokken ausgeldsten
Autoimmunkrankheit. Das wurde durch die Beobachtung
bestitigt, dass Rheuma-verursachende Streptokokken der
Gruppen C und G aus den ,Northern Territory” in Austra-
lien unmittelbar Kollagen binden kénnen. Bei Strepto-
kokken der Gruppe G wurde ein Fibronectin-bindendes
Protein identifiziert, das als GfbA bezeichnet wurde. GfbA
weist einige einzigartige Eigenschaften auf, die derzeit
genauer untersucht werden.

Neue Virulenzfaktoren Wasserstoffperoxid wurde als
wichtiger Virulenzfaktor der Streptokokken identifiziert.
Mit C. elegans als Infektionsmodell konnten wir zeigen,
dass die Wasserstoffperoxid-vermittelte Tétung ein gemein-
sames Merkmal verschiedener Streptokokkenarten ist.
Das Streptokokkenprotein SpsA interagiert mit dem
menschlichen polymeren Ig-Rezeptor und sorgt so fiir
die Anheftung und die anschlieflende Aufnahme der
Bakterien in die Epithelzellen. Mit Hilfe von hybriden
Mensch-Maus-Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass
diese Wechselwirkung sehr spezifisch iber den menschli-
chen Ig-Rezeptor vermittelt wird. Weiterhin konnten wir
zeigen, dass die extrazelluldren Doméinen 3 und 4 des
menschlichen polymeren Ig-Rezeptors an den Wechsel-
wirkungen und am Eindringen der Pneumokokken in
die Zellen beteiligt sind.

Die weitere Charakterisierung der bereits bekannten
Virulenzfaktoren und die Identifizierung neuer Virulenz-
faktoren werden die komplizierten molekularen Ablaufe
weiter aufkldren, die dazu beitragen, dass Streptokokken
oder Pneumokokken Krankheiten verursachen konnen.

Streptococcal skin
i i GRAB
infection > GRAB-aIphaz- expression in

macroglobulin  [RUELY
Deep tissue infection

— > Plasminogen High
+ binding to PAM 'expre_ssion in
Systemic infection :QZETZ:

Biologische Folgen einer Hautinfektion mit Streptokokken:
Interaktionen der Streptokokken-Proteine GRAB und PAM

mit alpha,-Makroglobulin bzw. Plasminogen.
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Matthias Trost | Prof. Dr. Jurgen Wehland | Dr. Dirk Wehmhohner

Listeria monocytogenes ist ein Krankheitserreger, der beson-
ders bei immungeschwiachten Patienten Lebensmittelin-
fektionen wie Meningoenzephalitis, Meningitis sowie vor-
geburtliche Infektionen auslost. Mit einem Modellsystem
werden in einem interdisziplindren Ansatz iiber Proteom-
forschung, Genomik und bioinformatische Methoden die
Wechselbeziehungen zwischen bakteriellen Krankheits-
erregern und ihren Wirtszellen auf molekularer Ebene
untersucht. Dazu gehort die Analyse der Virulenzfaktoren
mit ihren Proteinwechselwirkungen und -signalen, aber
auch bisher nicht charakterisierter Proteine, die unmittel-
bar am Infektionszyklus beteiligt sind.

Neue Virulenzfaktoren Da die Wechselwirkungen
zwischen Krankheitserreger und Wirtszelle tiber deren
Zellwand- und Membranproteine verlaufen, haben wir
Methoden entwickelt, mit denen wir alle bekannten bak-
teriellen Zelloberflichenproteine untersuchen kénnen.
Eine umfassende, vergleichende Proteomanalyse verschie-
dener Mutanten der pathogenen Bakterienart L. monocyto-
genes und der nicht-pathogenen Spezies L. innocua mit
hoch auflosender 2-D-Gelelektrophorese und automati-
sierter Nano-HPLC-Q-TOF-Massenspektrometrie identifi-
zierte rund 1300 verschiedenen Proteine. Zur systemati-
schen Erfassung wurden gemeinsam mit der Abteilung fiir
Strukturbiologie bioinformatische Verfahren entwickelt.
Die neu eingerichtete Korrelationsdatenbank LEGER ent-
hilt Informationen tiber die voraussichtliche subzellulire
Lokalisierung und Regulation aller Proteine, die verwen-
deten biochemischen Methoden und die experimentellen
Bedingungen. Damit unterstiitzt LEGER das Erstellen

von Proteinexpressionsprofilen, die mit der pathogenen
Wirkung der untersuchten Bakterienarten und geneti-
schen Varianten im Zusammenhang stehen. Andere
bioinformatische Verfahren konzentrieren sich auf die
Zusammenfithrung und visuelle Umsetzung der Daten
und erleichtern das Erstellen neuer Hypothesen iiber

die Proteinfunktionen.

Funktionelle Charakterisierung der Virulenzfaktoren
Die anfangliche Wechselwirkung zwischen Wirtszelle und
Erreger stellt wohl den entscheidenden Schritt des patho-
genen Ablaufes dar. Um die Funktionen bekannter Viru-
lenzfaktoren zu analysieren und neue Virulenzfaktoren zu
identifizieren, konzentrieren wir uns auf die Untersuchung
von Protein-Protein-Wechselwirkungen und die Identifi-
zierung der beteiligten Proteine. Zur vergleichenden
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Vergleichende Proteomanalysen kinnen gelbasiert und gelfrei
durchgefiihrt werden. (A) Wirtszellantwort infolge der Infektion
durch Listeria monocytogenes. Gesamtzellextrakte von infizier-
ten HeLa Zellen wurden durch 2-D-Elektrophorese aufgetrennt.
Die Expression der Proteine wird durch einen Floureszenzfarb-
stoff (SYPRO Ruby, griin), ihr Phosphorylierungsstatus durch die
Verwendung eines spezifischen Farbstoffes fiir Phosphoproteine
(Pro-Q Diamond, rot) dargestellt. (B) Automatisierte Auftren-
nung und Fragmentierung von Peptiden durch Kombination von
Nano-HPLC und ESI-Q-TOF-Massenspektrometrie. Das Frag-
mentierungsspektrum liefert Informationen iiber die Aminosdure-
sequenz, posttranslationale Modifizierungen sowie das relative
Mengenverhdltnis eines Peptides in zwei gemischten Proben
(iTRAQ-Markierung unter Verwendung der 114Da und 117Da

Reporter-Reagenzien, griine Pfeile).

Phosphoproteomanalyse infizierter Wirtszellen wurden
verschiedene Verfahren etabliert. Gelelektrophorese-
unabhingige Methoden erméglichen die systematische
Charakterisierung von Phosphorylierungsstellen - erganzt
durch Markierungsverfahren, die differentiell regulierte
Kinaseaktivititen nachweisen. Durch diese Untersuchun-
gen - sie sollen den Ablauf der Signaliibertragung klaren,
wiahrend Listeria in die Wirtszelle eindringt - wurden in
den Wirten ca. 200 verschiedene Phosphorylierungsstel-
len nachgewiesen. Viele haben eine bisher unbekannte,
aufsteigende Kinaseaktivitit.
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Bakterien, Viren und andere Krankheitserreger treten iiber
spezielle Oberflaichenmolekiile mit potenziellen Wirtszel-
len in Wechselwirkung. Im Rahmen dieses Projekts wol-
len wir die Einzelheiten des atomaren Aufbaus von bakte-
riellen und viralen Virulenzproteinen analysieren und so
die Mechanismen aufkldren, durch die krankheitserregen-
de Mikroorganismen menschliche Wirtszellen befallen

konnen.

Expressionsregulation von Virulenzfaktoren Das
Bakterium Listeria monocytogenes ruft die Listeriose hervor,
die unter anderem Meningitis und Fehlgeburten verur-
sachen kann. Die Mechanismen, mit denen L. monocytoge-
nes die Abwehr der Wirtszellen {iberwindet und sich auf
Nachbarzellen und -gewebe ausbreitet, wurden in den
letzten Jahren intensiv erforscht. Stets sind daran einzelne
vom Bakterium produzierte Proteine beteiligt, die die
Grundfunktionen der Wirtszelle ausnutzen. Der wichtig-
ste Transkriptionsregulator fur die Virulenzfaktoren von
L. monocytogenes ist PrfA, ein DNA-bindender Effektor, der
unter geeigneten Umweltbedingungen die Produktion der
Virulenzfaktoren aktiviert.

Wir haben die Kristallstruktur des Transkriptionsfaktors
PrfA und einer konstitutiv aktiven mutierten Form
namens PrfAg; 455 aufgeklirt. Bei dieser Mutante befindet
sich anstelle des Glycinrests in Position 145 ein Serin.
PrfA ist ein symmetrisches Dimer aus zwei Monomeren.
Jedes Monomer enthilt drei Doménen (siehe Abb.): eine
N-terminale Doméne (blau), eine zentrale a-Helix (griin)
- die das Dimer bildet — und eine C-terminale, DNA-bin-
dende Domdne (rosa). Die C-terminale Domdne enthalt
ein Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH), das die DNA spezi-
fisch bindet. Die Mutation G145S (gelb), die sich in der
C-terminalen Domine befindet, verursacht eine Umori-
entierung im HTH-Motiv. Im Wildtypprotein (schwarze
Helices) ist die Schleife zwischen den beiden a-Helices
des HTH-Motivs ungeordnet. Im mutierten Protein dage-
gen (rote Helices) ist die Schleife geordnet und gut zu
erkennen, ein Hinweis, dass die Mutation eine Stabilisie-
rung des Motivs zur Folge hat.

PrfA.«/PrfAciass

Struktur des transkriptionalen Regulators PrfA aus Lysteria

monocytogenes.

Auflerdem erfihrt die erste a-Helix des HTH-Motivs
durch die Mutation eine auffillige Lageverdnderung (rote
Pfeile) und nimmt eine fiir DNA-bindende Proteine typi-
sche Position ein. Die Stabilisierung der Konformation
durch den Ersatz von Gly145 durch Serin erklart, weshalb
Bakterienstimme mit dieser Mutation die Virulenzfaktoren
unabhdngig von Signalen aus der Umwelt produzieren.
Zudem zeigt die Kristallstruktur in der Ndhe der mutier-
ten Stelle einen Tunnel, an den vermutlich ein bisher
unbekannter Signalfaktor der Wirtszelle bindet.

Virulenzfaktoren von Mycobacterium tuberculosis
Ungefihr ein Drittel der Weltbevolkerung ist mit

M. tuberculosis, dem Verursacher der Tuberkulose, infiziert.
Im Rahmen eines EU-finanzierten Projekts zur Untersu-
chung von Enzymen, die an der Entstehung von chroni-
scher Tuberkulose beteiligt sind, wurde die Struktur der
Thiolperoxidase Tpx von M. tuberculosis aufgeklart. Wir
fanden heraus, das Tpx ein atypisches Peroxiredoxin ist:
Es ist am Antioxidantien-Abwehrsystem des Erregers
beteiligt, das als virulenzbestimmender Mechanismus
bei Isoniazid-resistenten KatG(-)-Stimmen aktiv ist,
wobei im aktiven Zentrum der inaktiven Variante C60S
ein Acetat gebunden ist.



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitit | Mikroorganismen 47

01.4

Priv.-Doz. Dr. Irene Wagner-Débler |

Dr. Hanno Biebl | Agnes Bodor

| Dr. Brigitte Kunze | Dr. Helena Sztajer | Dr. Roland Weller

Bakterien produzieren kleine, diffusionsfihige Signalmo-
lekiile - so genannte Autoinduktoren. Sie regulieren in
Abhidngigkeit ihrer Konzentration die Expression grundle-
gender physiologischer Abldufe. Vibrio-Zellen etwa begin-
nen zu lumineszieren und Toxine zu produzieren, wenn
ihre Zahl einen bestimmten, als Quorum bezeichneten
Wert tibersteigt. Diese Form der Kommunikation - das
Quorum-sensing - steuert viele wichtige Eigenschaften,
unter anderem die Expression von Virulenzfaktoren, die
Antibiotikaproduktion und die Bildung von Biofilmen.
Mit dem Verstindnis fir die Kommunikation der Mikroor-
ganismen und der Moglichkeit einzugreifen, eréffnen sich
neue Wege zur Bekimpfung von Infektionskrankheiten
und zur Entwicklung potenzieller Antibiotika-Alternativen.

Interkingdom
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Interspecics
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Filrie harvewd ia . harveyi humas immens tysbem

lung biefilm in cystic fibrosia; dental placgue; endocarditia

Die Abkiirzung ,KOM” (von ,Kommunikation”) ist hier
mit einer Kultur des leuchtenden Bakteriums Vibrio harveyi
auf eine Agarplatte geschrieben worden. Wir verwenden
Mutanten von V. harveyi als Biosensorstimme, um

das universelle Signalmolekiil Autoinducer 2 zu detektieren.
Zell-Zell-Kommunikation findet auf drei Ebenen statt:

(1) innerhalb der Population einer einzigen Art, um in
Abhdngigkeit von der Zelldichte die Eigenschaften der Bak-
terien zu steuern; (2) zwischen Populationen verschiedener
Arten, wobei universale Signalmolekiile eingesetzt werden
(z. B. Autoinducer-2); (3) zwischen Bakterien und ihrem
eukaryotischen Wirt. Im Hintergrund sieht man einen
komplexen aquatischen Biofilm. Im menschlichen Korper
sind Biofilme fiir Krankheiten verantwortlich, die sich mit

Antibiotika nicht behandeln lassen.

Arbeitsgruppe Mikrobielle Kommunikation | iwd@gbf.de

Dr. Ingrid Brummer | Bettina Elxnat | Birte Engelhardt

Neue Kommunikationssignale bei Meeresbakterien
Mit Reporterstimmen, deren Transkription des Quorum-
Sensing-Regulators luxR mit der Transkription des griin
fluoreszierenden Proteins gfp gekoppelt ist, haben wir in
Kulturiiberstinden nach Signalmolekiilen gesucht. Die
untersuchten Bakterien gehorten vorwiegend in die syste-
matische Kategorie Roseobacter und wurden aus Dinofla-
gellaten isoliert - Meeresalgen, die im Meer giftige Algen-
blitten auslosen - aber ebenso aus offenem Gewasser
oder Meeressedimenten. In iiber 50 Prozent der unter-
suchten Stimme entdeckten wir vielfaltige acylierte
Homoserinlacton-(AHL-)Signalmolekiile. Offenbar ist
diese Form der Genregulation weiter verbreitet, als zuvor
angenommen. Hiufig wurden im selben Organismus
ganze Sammlungen von AHLs mit unterschiedlich langen
Molekiilketten gefunden, und teilweise fanden wir die
gleichen AHLs in nur weitldufig verwandten Bakterien.
Offensichtlich existieren sowohl komplizierte Signaliiber-
tragungskaskaden als auch ein Informationsaustausch
zwischen verschiedenen Gattungen. Welche phanotypi-
schen Eigenschaften diese Verbindungen in den Bakterien
steuern und wie sie sich moglicherweise auf die eukary-
ontische Wirtszelle auswirken, ist bisher nicht bekannt.

Das universelle Signal Al-2 bei Streptococcus mutans
Die meisten bakteriellen Signalmolekiile sind artspezi-
fisch, ein bestimmter Autoinduktor ist jedoch sowohl bei
grampositiven als auch bei gramnegativen Bakterien weit
verbreitet und hat damit das Potenzial, als universelles
Signalmolekiil zu agieren. Es handelt sich um einen
Furanosyl-Borat-Diester, der als Nebenprodukt entsteht,
wenn SAM (S-Adenosylmethionin) von dem Enzym luxS
entgiftet wird. Das Molekiil wurde als Autoinduktor 2
(AI-2) bezeichnet und beeinflusst die Expression von
Virulenzfaktoren sowie die Bildung von Biofilmen, wobei
es hiufig mit anderen Quorum-sensing-Signalen zusam-
menwirkt. Mit dem Reporterstamm von Vibrio harveyi
untersuchten wir die AI-2-Produktion bei S. mutans,
einem Bestandteil dentaler Biofilme. S. mutans ist eine
der wichtigsten Ursachen fiir Karies und kann Ausloser
einer infektiosen Endokarditis sein. Wir konnten nach-
weisen, dass die Produktion von Al-2 bei S. mutans stark
von den Kulturbedingungen abhingt, einschliefilich der
Wachstumsphase und der Zusammensetzung des Kultur-
mediums, aber auch von der Wachstumsform (Plankton
oder Biofilm). Solche Faktoren miissen berticksichtigt
werden, soll bei S. mutans die Regulation der Transkription
durch AI-2 analysiert werden.
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Bakterien-Subpopulationen, die nur langsam wachsen,
wurden schon vor tiber 80 Jahren beschrieben. Doch seit
etwa zehn Jahren erregen diese morphologischen Varian-
ten, die auf Ndhr-Agar besonders kleine Kolonien bilden,
groflere Aufmerksamkeit. Seither werden diese sogenann-
ten ,small colony variants” (SCVs) verschiedener Bakteri-
enarten mit persistierenden oder wiederkehrenden Infek-
tionen in Verbindung gebracht.

Pseudomonas aeruginosa ist ein wichtiger humaner oppor-
tunistischer Erreger, der in vielen Fillen lebensbedrohliche
Nosokomialinfektionen hervorruft. Er ist auch das domi-
nante bakterielle Pathogen, das aus der chronisch infizier-
ten Lunge von Patienten mit Mukoviszidose isoliert werden
kann. Trotz der Immunantwort des Wirtsorganismus und
trotz einer antimikrobiellen Therapie in der chronisch
infizierten Lunge tiberlebt P. aeruginosa.

Es hat sich gezeigt, dass seine Anpassung an wechselnde
Umweltbedingungen nicht nur durch geeignete Regula-
tionsprozesse erleichtert wird, sondern auch durch die
Entstehung verschiedener bakterieller Subpopulationen
erfolgt. Bringt man den urspriinglichen Pseudomonas Geno-
typ in einen strukturierten Mikrokosmos, diversifiziert er
schnell und bringt eine Reihe morphologisch unterschied-
licher Genotypen hervor, die in ihrer jeweiligen Nische
einen Funktionsvorteil aufweisen und durch Selektion
erhalten bleiben. Die Evolution von P. aeruginosa-SCVs
im vielgestaltigen Lebensraum einer chronisch infizierten
Mukoviszidose-Lunge diirfte entscheidend zur Entstehung
der Bakterienpersistenz beitragen, denn sie passen sich
etwa durch eine verbesserte Fihigkeit zur Biofilm-Bildung
gezielt an ihre jeweilige Umgebung an.

WT SCV

Andree Meissner | Caroline Zaoui

Wechsel zu einem Biofilm-Phanotyp bei P. aeruginosa
Mittels Transposon-Mutagenese klinisch bedeutsamer
Stamme von P. aeruginosa konnten wir mehrere Gene
identifizieren, die an der Umwandlung eines P. aeruginosa-
Wildtyps in einen Biofilm-bildenden SCV-Phénotyp und
umgekehrt beteiligt sind. Durch Analyse des globalen
Expressionsmusters, ,Western Blot”-Expressionsstudien
von P. aeruginosa-Fimbrien und elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen ausgewihlter Mutanten zeigte sich,
dass die Expression der Gengruppe cupA (,Chaperon-
Usher-Pathway”) mit einem selbstaggregierenden, Bio-
film-bildenden SCV-Phinotyp einhergeht. Diese Gen-
gruppe sorgt fiir die Ausbildung von Fimbrienstrukturen
an der Bakterienoberfliche. Von cupA codierte Fimbrien
auf der Zelloberfliache von P. aeruginosa wurden bisher
nicht beschrieben.

Vieles deutet darauf hin, dass intrazellulires zyklisches
di-GMP - ein kiirzlich identifiziertes Signalmolekiil - die
Fimbrien-vermittelte Anheftung verschiedener Bakterien
an Oberflichen reguliert. Wir analysieren derzeit die
molekularen Regulations-Mechanismen der cupA-Gene
und konnten zeigen, dass die Uberexpression der EAL-
Domine mit dem ,phenotypic variant regulator” (PvrR)
und Knockout verschiedener GGDEF-haltiger Membran-
proteine dazu fiihrt, dass eine selbstaggregierende SCV
den Phédnotyp des Wildtyps annimmt. Derzeitiger Gegen-
stand unserer Forschungsarbeiten ist die Regulation des
intrazelluldren zyklischen di-GMP Spiegels, der offenbar
fiir den Wechsel vom ,frei schwimmenden” oder plankto-
nischen Wachstum zur Biofilmbildung eine entscheiden-
de Rolle spielt.

REV o

o Wildtyp, SCV und in vitro generierte Revertante kultiviert auf Columbia Agar Platten

(oben) und in Fliissigkultur (unten).

Foto: GBF
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Fur die Entwicklung neuer diagnostischer und therapeutischer Strategien sind detaillierte Kenntnisse der ein-
zelnen Schritte im Infektionsprozess und in der Krankheitsentwicklung essenziell. Die Projekte dieses Themen-
bereichs sollen Pathogenitatsmechanismen analysieren und aufklaren — sowohl von der Seite des Erregers als
auch der des Wirtssystems. Wirt-Pathogen-Wechselwirkungen stehen im Vordergrund der Forschung, vor allem
die Adhésions- und Invasionsmechanismen von Streptokokken, Listerien und pathogenen E. coli. Eine ebenso
wichtige Rolle fur die Immunabwehr spielen die Wirtsreaktionen im Verlauf der Infektion, denn Pathogene
haben raffinierte Virulenzmechanismen entwickelt, die es ihnen ermoglichen, das Abwehrsystem des Wirts zu
umgehen. Ein weiteres wichtiges Werkzeug fur die Analyse der Pathogenitatsmechanismen ist die Etablierung

von Tierinfektionsmodellen.

Uberimpfen von Bakterienkolonien von einer Agarplatte.

Foto: GBEF, Bierstedt
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Das Projekt befasst sich mit der Charakterisierung von
Signalwegen, die eine Umstrukturierung des Aktinzyto-
skeletts bei Pathogen-Wirtszellinteraktionen regulieren.
Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass bestimmte
bakterielle Pathogene wie Listeria monocytogenes, Shigella
flexneri oder Burkholderia pseudomallei Teile der zelluldren
Aktinpolymerisationsmaschinerie umfunktionieren. Sie
konnen sich dadurch im Zytoplasma von Wirtszellen
fortbewegen und sich auf Nachbarzellen ausbreiten.
Bestimmte Aktinregulatoren der Wirtszelle, wie beispiels-
weise N-WASP, haben sich als besonders wichtig fiir diese
Prozesse herausgestellt.

N-WASP und Pathogen-Wirtszell Interaktion Das
ubiquitir exprimierte N-WASP Protein ist mit dem hima-
topoietischen Wiskott-Aldrich-Syndrom Protein (WASP)
verwandt, dem Ausloser einer vererbbaren Immunschwa-
che. Die Herstellung und Charakterisierung N-WASP-
defekter Zelllinien hat erheblich zum Verstindnis der

Aktinreorganisationen bei Wirtszellinvasion von Salmonellen:

Indirekte Immunfluoreszenz von Kulturzellen wihrend der
Infektion mit Wildtyp-Salmonellen (Salmonella typhimu-
rium Stamm SL1344) (B) oder mit einer invasionsdefizien-
ten Mutante (zur Verfiigung gestellt von D. Bumann, MHH)
(A). Phalloidin-gefirbte Aktinfilamente sind in griin darge-
stellt, die Salmonellen in rot.

Aufgrund der fehlenden Translokation von Effektoren in der
nicht-invasiven Mutante (B) sind die typischen, nach Inva-
sion mit dem Wildtyp-Stamm induzierten Aktinreorganisa-
tionen (Pfeilspitzen in A) abwesend (Pfeile in B). Die fiir
die Bildung dieser Aktinstrukturen (A) verantwortlichen
Wirtszellfaktoren sind noch weitgehend unbekannt. Der

Balken entspricht 10 ym.

Foto: GBE, Dr. Rottner

| Anke Fabian | Dr. Frank P. Lai | Dr. Silvia Lommel

Aktinreorganisation bei verschiedenen Pathogen-Wirtszell-
interaktionen beigetragen. Als prominentes Beispiel gilt
nicht zuletzt die durch pathogene E. coli (wie EPEC und
EHEC) induzierte Anheftung und Bewegung dieser Bakte-
rien auf der Oberfliche von Darmepithelzellen. Daher
fokussieren wir unter anderem auf die molekularen
Mechanismen der N-WASP-Rekrutierung und -Aktivierung
bei der Wechselwirkung von EPEC oder EHEC mit ihren
Wirtszellen.

Zudem beschiftigen wir uns mit den molekularen Mecha-
nismen der N-WASP-Aktivierung an der Shigellenober-
fliche. Bei diesen Experimenten werden N-WASP-defi-
ziente Zellen mit diversen funktionellen und bekannten
N-WASP-Modulen rekonstituiert. Diese Module haben

- nach Infektion dieser Zellen mit Shigellen — unmittel-
baren Einfluss auf die Bewegungsgeschwindigkeit und
somit Virulenz dieser Erreger.

Die physiologische Funktion von N-WASP Kiirzlich
konnten wir zudem neue Erkenntnisse tiber die zelluldren
Funktionen des N-WASP-Proteins gewinnen, die unser
Verstindnis der herausragenden Bedeutung dieses Proteins
fiir Pathogen-Wirtszellinteraktionen verbessern. Wir
konnten zeigen, dass N-WASP durch die Aktivierung des
Arp2/3-Komplexes die Effizienz der Aktinpolymerisation
bei der Clathrin-vermittelten Endozytose erhoht, die mit
einer erhohten Internalisierungsrate etwa von Wachstums-
faktor-Rezeptoren korreliert. N-WASP ist also ein zelluldrer
Schliisselfaktor von raumlich und zeitlich regulierter
Arp2/3-Aktivierung an der Plasmamembran. Dies legt
nahe, warum das N-WASP Protein von so unterschied-
lichen Pathogenen wie EPEC und EHEG, S. flexneri oder
Vaccinia-Virus benutzt wird.

Reorganisationen des Aktinzytoskeletts wahrend
der Pathogenaufnahme Seit kurzem beschiftigen wir
uns zudem mit der molekularen Regulation von Prozessen,
die den ersten Schritt der Infektion mit Erregern wie

L. monocytogenes oder S. flexneri einleiten, namlich der
Aktin-abhédngigen Invasion dieser Bakterien in Wirtszellen.
Hierfiir kommen Zelllinien zum Einsatz, in denen durch
genetische Inaktivierung oder RNA-Interferenz die Expres-
sion von Schliisselfaktoren zelluldrer Aktinreorganisation
(wie beispielsweise von kleinen GTPasen der Rho-Familie)
unterbunden wurde. Mit Hilfe dieser Untersuchungen
sollen die Signalkaskaden aufgeklart werden, die die indu-
zierte Aufnahme von gram-positiven Listerien, von gram-
negativen Shigellen oder den mit letzteren verwandten
Salmonellen steuern.
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Der grundlegende Infektionsmechanismus vieler pathoge-
ner Mikroorganismen besteht in der Anheftung und dem
anschlieflenden Eindringen in die Wirtszelle. Gruppe A
Streptokokken nutzen Bestandteile der extrazelluldren
Matrix ihres Wirtes, beispielsweise Kollagen und Fibro-
nectin, um sich anzuheften und in die Zellen einzudrin-
gen. Dort setzen sie sich fest und konnen tiberleben. Im
Rahmen unseres Projektes untersuchen wir diese Wechsel-
wirkungen zwischen Streptokokken und Wirtszellen auf
molekularer Ebene. Aufler mit der Anheftung, dem Ein-
dringen und dem Uberleben im Zellinneren, beschiftigt
sich das Projekt mit den Signaliibertragungsvorgangen
wihrend der Streptokokkeninfektion und mit der Beseiti-
gung persistenter Streptokokken.
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Die biologische Bedeutung des Verbleibens von Streptokokken

in Humanzellen.

Bedeutung von Fibronektin und Kollagen Bereits
frither konnten wir zeigen, dass Kollagen und Fibronectin
beim Anheften und Eindringen der Streptokokken eine
wichtige Rolle spielen. Ein entscheidender Pathogenitats-
faktor bei Gruppe A Streptokokken ist das Fibronektin-
bindende Protein Sfbl. Dieses SfbI-Protein ist auch an der
Caveolen-abhingigen Aufnahme der Streptokokken in die
Zellen und an ihrem Uberleben im Zellinneren beteiligt.
Da Sfbl eine so wichtige biologische Funktion erfiillt,
suchten wir bei anderen Streptokokkenarten nach homo-
logen Proteinen, und wir konnten bei den Gruppe G
Streptokokken das Protein GfbA identifizieren. Unsere
Arbeiten zeigten, dass die Virulenzfaktor-Gene sfbl und
&fbA iiber Artgrenzen hinweg ausgetauscht werden. Offen-
sichtlich kommt es zwischen diesen Arten zur homologen
Rekombination, denn die nachgewiesenen gfbA-Typen
von Gruppe G Streptokokken enthalten DNA-Kassetten,
die auch bei mehreren Gruppe A Streptokokkenstimmen
nachweisbar sind.

Auferdem konnten wir zeigen, dass die Aufnahme in die
Zellen nicht nur von Sfbl abhingig ist, sondern auch von
racl. In weiteren Untersuchungen stellte sich heraus, dass
die Src-Kinase fiir die Aufnahme von Streptokokken des
Serotyps M3 in Endothelzellen verantwortlich ist.

Die Wechselwirkungen mit Kollagen tragen zur rheuma-
togenen Wirkung der Streptokokken bei. Als Kollagen-
bindende Faktoren der Streptokokken wurden bisher

das Protein M3 und das Kapselprotein M18 identifiziert.
Kollagen ist also bei dem von Streptokokken ausgelosten
rheumatischen Fieber ein wichtiges Autoantigen.

Latente Streptokokkeninfektionen Persistente Strep-
tokokken haben vielfach wichtige medizinische Auswir-
kungen. Es kann zur Weiterverbreitung oder zu einer
latenten Infektion kommen. Unsere Untersuchungen
haben gezeigt, dass Streptokokken im Zellinneren der
Wirkung von Penicillin entgehen kénnen, dem am héu-
figsten eingesetzten Medikament fiir die Behandlung
von Streptokokkeninfektionen. Unseren experimentellen
Befunden zufolge werden Streptokokken im Inneren

der Zellen nur von solchen Antibiotika abgetotet, die in
eukaryontische Zellen eindringen kénnen.
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Zahlreiche Prozesse in Zellen hingen von dynamischen
Verdnderungen des Aktinzytoskeletts ab: Die Zellwande-
rung wihrend der Embryonalentwicklung, chemotakti-
sche Bewegungen von Immunzellen und das Einwandern
von Fibroblasten bei der Wundheilung. Zahlreiche Aktin-
bindende Proteine sorgen fiir den dynamischen Umbau
des Aktinzytoskeletts. Ein wichtiger Faktor der Neubildung
(Nukleation) von Aktinfilamenten, ist der durch ,nucle-
ation promoting factors” (NPFs) aktivierte Arp 2/3-Kom-
plex. Die exakten Signaliibertragungswege und Steue-
rungsmechanismen der Aktin-Polymerisation sind aber
langst nicht vollstindig aufgeklart. Die Entdeckung, dass
dynamische Verinderungen des Aktin-Zytoskeletts fir die
Wechselwirkungen zwischen bakteriellen Pathogenen und
Wirtszellen entscheidend sind, hat das Forschungsgebiet
stark beeinflusst.

Epsd-l- +GFP-C-Terminug Epsfi-i-

Eps8-, Knockout"-Fibroblasten wurden mit einem Kontrollvek-
tor (rechts) oder mit einem an GFP-fusionierten Eps8-Frag-
ment, welches die , Capping”-Aktivitit vermittelt (GFP-C-ter-
minus) (links), transfiziert und mit Listeria monocyto-
genes infiziert. Nach erfolgter Invasion (3—4 Stunden) wurde
die aktinabhdngige intrazellulire Bewegung einzelner Listerien
mittels Videomikroskopie analysiert und vermessen. Reprdsen-
tative Bakterien (blau und griin fiir Eps8-C-Terminus sowie
gelb und orange fiir Kontrolle) sind mit Falschfarben markiert,
die in der dargestellten Zeit zuriickgelegte Wegstrecke ist im
letzten Zeitpunkt zusammengefasst. Die Expression der Eps8-
Effektordomdne vervielfacht die Geschwindigkeit der intrazel-

luldren Listerienbewegung. Der Balken entspricht 15 um.

Foto: GBF

WAVE Die WAVE-Proteine sind wichtige Mitglieder der
NPF-Familie innerhalb der WASP/Scar-Proteine und sind
bedeutend fiir die Rac-vermittelte Bildung von Lamellipo-
dien. Der Mechanismus der Aktivierung von WAVE tiber
die kleine GTPase Rac war lange ungeklart, da Rac nicht
direkt an WAVE binden kann - Anlass fiir uns, nach dem
fehlenden Bindeglied zu suchen: Die zwei neuen Proteine
- das Nck-assoziierte Protein 1 (Nap1) und das spezifisch
mit Rac assoziierte Protein 1 (Sra-1) - stellen die mole-
kulare Verbindung zwischen Rac und WAVE {iber die Abi-
Proteine her.

Durch RNAi konnten wir zeigen, dass Sra-1 und Nap1
tatsachlich essentiell fiir die Bildung von Lamellipodien
sind. Ob Nap1 und Sra-1 auch fiir andere Strukturen
bedeutsam sind, wird untersucht.

Eps8 Um mehr tiber die Signalwege zu erfahren, die zur
Aktin-Reorganisation fiithren, analysierten wir die Rolle
des EGF-Rezeptor-Substrats 8 (Eps8). Eps8 ist ein SH3-
Domainen-tragendes Protein, das mit den Abi-Proteinen
interagiert. Eps8 spielt eine Rolle bei der rezeptorvermit-
telten Aktivierung von Rac, aber auch unmittelbar bei

der Aktinreorganisation {iber seine C-terminale Effektor-
domine. Dem molekularen Mechanismus dieser Funktion
liegt eine neue ,Capping”- Aktivitiat zugrunde, die eine
effiziente Aktinpolymerisation begiinstigt. Sie wurde mit
Hilfe der Rho-GTPase-unabhingigen intrazellularen
Bewegung von L. monocytogenes quantifiziert und konnte
so erstmals von anderen Aktivitten isoliert und vermes-
sen werden.

PREL1/RIAM Ena/VASP-Proteine sind wichtige Modula-
toren der Aktin-vermittelten Zellmotilitit. Zudem werden
sie von dem bakteriellen Oberflichenprotein ActA von
Listeia monocytogenes rekrutiert. Dort steigern sie die intra-
zelluldre Aktin-basierte Motilitit der Bakterien. Die N-ter-
minale EVH1-Domine der Ena/VASP-Proteine bindet an
prolinreiche Liganden, wie ActA und zelluldre Kontakt-
proteine wie Zyxin und Vinculin. Der molekulare Mecha-
nismus, iiber den sie die Zellmotilitit regulieren, war
jedoch unbekannt. Bei der Suche nach neuen, prolin-
reichen EVH1-Liganden stieflen wir auf ein Protein, dem
wir den vorldufigen Namen PREL1 (Prolinreicher EVH1-
Ligand 1) gaben. Seine Charakterisierung ergab, dass es
nicht nur mit den Proteinen der Ena/VASP-Familie wech-
selwirkt, sondern auch Membran-abhingig an aktivierte
Ras-GTPasen bindet. PREL1 stellt somit ein mogliches
Bindeglied zwischen Ras-Signaliibertragung und Aktin-
Dynamik dar.
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02.4 Immungenetik bei Infektionen mit Streptokokken

der Gruppe A
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PROJEKTMITARBEITER | Dr. Oliver Goldmann | Jeannette Siegert

Gruppe A-Streptokokken sind weit verbreitete mensch-
liche Krankheitserreger, die sowohl leichte Erkrankungen
- wie Rachen- und Mandelentziindung, Hautausschlige -
als auch sehr schweren Leiden mit hoher Sterblichkeit

- wie nekrotisierende Faziitis und toxisches Schocksyn-
drom - ausldsen. Die molekularen Mechanismen der ver-
schiedenen klinischen Ausprigungsformen der Infektio-
nen mit Gruppe A-Streptokokken sind zwar noch nicht
aufgeklart, Indizien legen jedoch die Vermutung nahe,
dass Menschen genetisch in ihrer Anfilligkeit fir Infektio-
nen mit Gruppe A-Streptokokken variieren.

Reaktion H2-kongener BALB-Mause auf Infektionen
mit Streptokokken der Gruppe A Aktuelle Studien
haben gezeigt, dass Allelvariationen der Klasse-II-Haupt-
Histokompatibilititskomplex-Antigene (MHC-Region)
zur Anfilligkeit oder zur Resistenz gegen schwere Strepto-
kokkenerkrankungen beitragen, indem sie die Menge der
ausgeschiitteten inflammatorischen Zytokine beeinflussen.
Fiar den Nachweis, dass genetische Faktoren sich auf die
Anfilligkeit oder Widerstandsfihigkeit gegen Infektionen
mit Gruppe A-Streptokokken auswirken, sind Mausmo-
delle besonders wichtig. Um exakteren Einblick in die
Auswirkungen der Klasse-II-MHC-Molekiile auf die Anfil-
ligkeit gegeniiber dem Krankheitserreger zu bekommen,
untersuchten wir die Reaktion kongener BALB-Miuse

mit den Haplotypen H-2P (BALB/b), H-2¢ (BALB/c), und
H-2k (BALB/k) auf eine bakterielle Infektion. Nach der
Infektion mit Gruppe A-Streptokokken waren deutliche
Unterschiede zwischen diesen Stimmen zu beobachten.
Wihrend BALB/k-Mause an der Infektion starben, erkrank-
ten BALB/b und BALB/c-Miuse weit weniger schwer und
iiberlebten die Infektion, wobei sie das bakterielle Wachs-
tum sehr wirksam kontrollieren konnten.

Ahnlich wie beim Menschen produzierte der anfillige
H-2-Haplotyp (H-2k) die inflammatorischen Cytokine als
Reaktion auf die Streptokokken-Superantigene in grofierer
Menge als die resistenteren Haplotypen H-2P und H-24.
Unsere Befunde entsprechen also denen an Menschen,
wonach Allel- und Haplotypvariationen der Klasse-1I-
MHC die Schwere einer bereits vorhandenen invasiven
Streptokokkeninfektion beeinflussen konnen.

Zwei mogliche Szenarien fiir die genetische Dispo-
sition des Wirtsorganismus Mit Variationen in den
Klasse-II-MHC-Molekiilen ldsst sich aber nicht erklaren,
weshalb Krankheiten wie nekrotisierende Fasziitis oder
Bakteridmie entstehen, bei denen der Wirtsorganismus
die Vermehrung und Verbreitung der Bakterien nicht
mehr einddmmen kann. Zwei Szenarien sind moglich:
Erstens konnte die Fahigkeit des angeborenen Immun-
systems, das Bakterienwachstum im Anfangsstadium der
Infektion einzuddmmen, entscheidend dariiber bestim-
men, ob die Infektion begrenzt bleibt oder sich zu einer
invasiven Erkrankung weiterentwickelt. Und zweitens
konnten bei Patienten mit invasiven Infektionen Ausmafd
und Qualitit der weiteren entziindlichen Reaktion - die
durch die Stirke der Wechselwirkungen zwischen Strepto-
kokken-Superantigenen und der MHC-Region definiert
werden - dariiber entscheiden, ob der weitere Verlauf
zum toxischen Schocksyndrom fiihrt oder nicht.
Demnach wire es denkbar, dass Polymorphismen in
anderen Immunsystem-gekoppelten Genen der MHC-
Region fiir die unterschiedliche Anfilligkeit gegeniiber
Streptokokkeninfektionen verantwortlich sind. Aus der
Identifizierung dieser Gene wiirden sich fiir Diagnose
und Therapie wichtige Schlussfolgerungen ergeben.

o Dr. Eva Medina bei der Aufarbeitung von Gewebeproben.

Foto: GBE, Bierstedt
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Topic 03 - Immunbiologie

TOPICSPRECHER | Dr. Werner Miiller | Abteilung fiir Experimentelle Imnmunologie | wmu@gbf.de

Immunbiologie beschaftigt sich mit der Entwicklung und Funktion des Immunsystems. Das Immunsystem
schutzt uns vor Infektionen und ist daher lebensnotwendig. Wird das Immunsystem gestort, so werden
wir anféllig fur eine Vielzahl von Erkrankungen wie Infektionen und Krebs. Fehlfunktionen des Immun-
systems fuhren zu Autoimmunerkrankungen und Allergien.

Der Forschungsschwerpunkt der GBF im Forschungsgebiet Immunbiologie liegt in der Untersuchung von
Infektionsprozessen. Wir betrachten insbesondere die Interaktion von bakteriellen Erregern mit dem
Wirt und haben hierzu eine in Deutschland einmalige Forschungsplattform geschaffen, die uns erlaubt,
die Infektion von Mausen mit unterschiedlichen bakteriellen Erregern unter genau definierten Bedin-
gungen zu untersuchen.

Durch genetische Methoden verdndern wir gezielt Gene der bakteriellen Erreger und des Wirtes und
entschlUsseln so die an der Infektabwehr beteiligten Mechanismen. Das komplexe Geschehen einer
bakteriellen Infektabwehr reproduzieren wir in Teilaspekten in der Zellkultur. Daran untersuchen wir
mit Hilfe von molekularbiologischen und zellbiologischen Methoden die bei der Infektabwehr beteiligten
Signalwege und die Abwehrmechanismen — jeweils isoliert fur die verschiedenen an der Infektabwehr
beteiligten Zelltypen des Immunsystems.

Ein weiterer Schwerpunkt liegt in der Analyse der Interaktion verschiedener Zelltypen des Immunsystems
vor, wahrend und nach einer erfolgreichen Infektabwehr. Ziel der Experimente ist es, durch das Verstand-
nis der Interaktion zwischen Bakterien und Wirt neue Strategien fir die Bekdmpfung von Infektions-
krankheiten zu entwickeln. Diese werden uns helfen, auch neue Infektionserkrankungen in der Zukunft

schneller und besser zu bekampfen.

© Ein Blick in die S2-Infektionseinheit des
Maushauses. Auf der rechten Seite befin-
den sich die Kifige, die fiir die Umsetzung

von Mdusen benutzt werden.

Foto: GBE, Bierstedt
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03.1 Signalubertragung und Genregulation
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Andreas Winkel

Der Angriff eines Krankheitserregers induziert viele Akti-
vitdten in der Wirtszelle einschliefilich der angeborenen
Immunantwort und Entziindungsreaktionen. Unsere
Untersuchungen beschiftigen sich mit der Entziindung
von Geweben. Sie ist nicht nur ein wirksamer Abwehr-
mechanismus, sondern fordert letztlich auch die Gewebe-
regeneration. Ein entscheidender Signaliibertrager hierbei
ist die Serin/Threoninkinase TAK1: Sie wird von proin-
flammatorischen Zytokinen, Bakterienbestandteilen und
Virusbausteinen aktiviert, koordiniert aber auch Faktoren
der Mesenchym-Differenzierung. Wie wirkt eine Blockade
des TAK1-Signaliibertragungsweges entziindlichen Erkran-
kungen entgegen und fordert gleichzeitig die Gewebe-
regeneration? Die Untersuchungen konnten zu neuen
Therapieansitzen fithren.

Blockierung von TAK1 TAK1 gehort zu den mitogen-
aktivierten Proteinkinasen. Wegen ihrer zentralen Stellung
als Signaliibertrager charakterisieren wir ihre Wechsel-
beziehungen mit verschiedenen anderen Signaliibertra-
gungswegen, darunter diejenigen von STATs, Wnts und
NF-kB. Ziel ist, das Netzwerk der Wechselwirkungen von
Signaltibertragermolekiilen weiter aufzuklaren.

TAK1 beeintrachtigt die Zellkerntranslokation der Smad-
Signalmolekiile, und das hat schwer wiegende biologi-
sche Auswirkungen: Offenbar wird die BMP-abhangige
Geweberegeneration wihrend der Entziindung durch das
aktivierte TAK1 vollstindig unterbunden. Zudem ist die
Gewebedifferenzierung und -regeneration, die von all-
gegenwirtigen bHLH-Transkriptionsfaktoren wie E12
reguliert wird, durch deren TAK1-vermittelten schnellen
Abbau beeintrichtigt. Und wir stellten fest, dass TAK1 die
Geweberegeration tiber spezifische bHLH-Transkriptions-
faktoren wie MyoD blockiert. Dessen Aktivitit zerstort
die TAK1-vermittelte Phosphorylierung eines Serinrestes
in Position 200. Das beeinflusst die Lokalisierung von
MyoD im Zellkern und die Myogenese in Muskel-Vorldu-
ferzellen.

Drei neu entdeckte Faktoren Wir haben weiterhin
drei bisher unbekannte Faktoren isoliert, die mit TAK1
wechselwirken. Zwei tragen zur Aktivierung von TAK1
bei. Der dritte Faktor ist der Tyrosinkinaserezeptor ROR2.
Er ist an den humanen Skeletterkrankungen Robinow-
Syndrom und Brachydaktylie B beteiligt. TAK1 phospho-
ryliert ein p38-MAPK-dhnliches TGY-Motiv von ROR2.

Dr. Andrea Kréger | Sandra Shahab | Anja Wiese |

Diese Wechselwirkung verhindert die Prasentation von
ROR2 an der Zelloberfliche. Die Bindung von TAK1 an
ROR2 ist von der Art des Wnt-Liganden abhdngig. Wnts,
16sen den kanonischen Ubertragungsweg aus. Sie verdrin-
gen TAK1 von ROR2; solche, die den nicht-kanonischen
Signalweg auslosen, tun dies nicht.

Wir gehen der Frage nach, welche Rolle TAK1 in verschie-
denen Entziindungs-Modellsystemen spielt, etwa in
einem Modell der TNF-alpha/IL-1-abhéngigen Arthritis.
Auflerdem planen wir, die Mitwirkung dieses Signalmo-
lekiils an entziindlichen Erkrankungen wie der Colitis
genauer zu untersuchen.
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© TAK1 bestimmt den Grad der Muskeldifferenzierung in
myogenen C2C12 Vorldufern. a. Dominant-negatives TAK1
(AnTAK1) stimuliert die myogene Differenzierung in
C2C12. Aktives TAK1 hingegen interferiert mit der Bildung
von Myotuben. b. Das endogene Expressionsniveau von
TAK1 bestimmt das AusmafS der myogenen Differenzierung
in C2C12. Der ,Knock-Down” des endogenen TAK1 erfolgte
mit Hilfe von siRNA (siRNA-TAK1) im Vergleich zu einer
Kontrolle (siRNAscr). Das Ausmaf! der myogenen Differen-
zierung in der Gegenwart oder Abwesenheit pro-inflamma-
torischer Zytokine (IL-1, TNF-a.) ist anhand der Expression
eines myogenen Markergens dokumentiert: Myosin Heavy
Chain (MyHC).




03.2

56  WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitit | Immunbiologie

Prof. Dr. Jiirgen Bode | Arbeitsgruppe Epigenetische Regulationsmechanismen | jbo@gbf.de

Dr. Kristina Nehlsen |

Silke Winkelmann | Dr. Manfred Wirth

Die Schliisselrolle der epigenetischen Kontrolle fiir Gen-
expression und DNA-Replikation wird immer deutlicher:
Wir beschiftigen uns daher mit der Struktur und Funktion
von Chromatindominen an Typ-I-Interferon-Gengruppen
(IEN) von Menschen und Miusen. Wir haben den SIDD-
Algorithmus fir die Vorhersage von Doménengrenzen und
Regulationsstellen adaptiert und neuartige Verfahren fiir
die Untersuchung von Isolatoren im Genom entwickelt
und verfeinert. Die Aufklarung der Funktionen von
S/MAR-Elementen fithrte zur Entwicklung nichtviraler
Episomen mit verschiedenen neuen Eigenschaften und
Anwendungsmoglichkeiten.

SIDD In der DNA aktiver eukaryontischer Chromatin-
domainen fiithrt negative superhelikale Spannung zu einer
,Stress-induzierten Duplex-Destabilisierung” (SIDD) und
damit zur Trennung des Doppelstranges. Betroffene Stel-
len werden DNAse I zugdnglich und haben hiufig regula-
torisches Potenzial. Wir konnten drei solche Stellen — HS1
bis HS3 - lokalisieren und die dort bindenden Faktoren
identifizieren. Diese Untersuchungen ergaben ein ausge-
pragtes, bisher unbekanntes regulatorisches Potenzial fiir
das antagonistisch wirkende Transkriptionsfaktor-Paar YY1
und YY2.

Halo-FISH Unsere Modifikation des FISH-Verfahrens
(,Halo-FISH") zeigte, dass die Schleifenstruktur des IFN-
Locus zellspezifisch ist und von seiner Exprimierbarkeit
abhingt. So konnten wir einzelne Domianen der Gen-
gruppen fiir Typ 1-Interferon sichtbar machen und die
Suppression mehrerer Transgen-Kopien in Tandem-
Anordnung erkldren.

Der Integrationsmechanismus von Retroviren wird mit
den Transkriptionseigenschaften der Proviren in Zusam-
menhang gebracht. Eine FISH-Analyse der Integrations-
orte erkldrt die kiirzlich bekannt gewordenen Riickschlige
gentherapeutischer Verfahren, die auf Retroviren basieren:
Funktionsfihige, menschliche, endogene Retroviren
(HERVs) sind an der Kernmatrix lokalisiert, wahrend
funktionsunfihige HERVs in Halobereichen anzutreffen
sind. Derzeit untersuchen wir die Persistenz von Lenti-
viren und die Anfilligkeit fiir Lentivirusinfektionen.
Untersuchungen der Genexpressionsmuster akut und
chronisch SIV-infizierter T-Zellen zeigen Unterschiede

in der Regulation der Histongene, in den Ubiquitinylie-
rungs- und Glycosylierungswegen und in der Aktivierung
der Zytokin/Zytokinrezeptor-Gene.

Martin Klar | Dr. André Oumard | Junhua Qiao | Eric Stellamans

RMCE Flp-Rekombinase-vermittelter Kassettenaustausch
(RMCE) ist eine Schliisseltechnologie fiir die Herstellung
von Produktionszelllinien und die Identifizierung stummer,
aktivierbarer Genloci, die sich fiir induzierbare Expressions-
systeme eignen.

Das besondere Potenzial steckt in der gezielten Abwand-
lung von ES-Zellen. Ein solcher Ansatz wurde in jiingster
Zeit realisiert. In einer Kooperation wurde der Elk-1-Locus
so markiert, dass anschlief}end ein mehrfacher Austausch
gegen mutierte Gene moglich wurde. In der Untersuchung
entstanden lebensfihige Mdusenachkommen, womit der
Weg fiir eine neue, effiziente Variante des klassischen , tag-
and-exchange”-Verfahrens frei wird.

Nichtvirale Episomen Wir haben den Prototyp eines
Episomenvektors entwickelt, der ohne Selektionsdruck
und unabhingig von Virus-Aktivatorproteinen im extra-
chromosomalen Zustand verbleibt. Seine nicht-essenziel-
len Teile wurden durch sequenzspezifische Rekombina-
tionsverfahren entfernt. Die dabei entstehenden Miniringe
von 4 kb sind neuartige Vektoren, die einheitlich und tiber
lange Zeit hinweg eine stabile Expression ermoglichen.

Integration von 100 Kopien eines Interferon-p-Transgens in

eine Mauszelle. Die Halo-FISH-Aufnahme zeigt, dass nur
wenige Kopien (rote Signale) mit der Kernmatrix (innere,
hellblaue Region) assoziiert und damit transkribierbar sind.
Die Mehrheit der Kopien befindet sich auflerhalb der
Matrix in der sog. ,DNA-Halo” (peripherer, dunkelblauer
Bereich). Im Vergleich hierzu sind die Interferongene der
Mauszelle selbst (weifle Signale) ausschliefflich mit der

Kernmatrix assoziiert.

Foto: GBF



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitit | Immunbiologie 57

03.3

Dr. Hansjorg Hauser | Abteilung fiir Genregulation und Differenzierung | hha@gbf.de

Tobias May | Priv.-Doz. Dr. Peter Muller | Roland Schucht | Dr. Herbert Weich |

Dr. Dagmar Wirth

Um verstehen zu konnen, welche Reaktionen im Wirtsor-
ganismus bei einer Infektion ablaufen, ist es erforderlich,
experimentelle Untersuchungen sowohl an ganzen Lebe-
wesen als auch an einzelnen Zelltypen vorzunehmen. Wir
haben Standardmethoden etabliert, um Zellen transgener
Maduse zu analysieren und die dafiir erforderlichen Zell-
zahlen zu generieren. Mit ihnen kdnnen wir Fibroblasten
und Endothelzellen aus ES-Zellen sowie embryonalem
oder adultem Gewebe mutierter Mduse immortalisieren.
Unsere Arbeit bildet die Grundlage fiir weitergehende
Ansitze, die auch Zellen anderer Differenzierung, insbe-
sondere solche aus dem hdmatopoetischen System,
einschlieflen.

Immortalisierung von Zellen Etablierte Zelllinien
unterscheiden sich von primaren Zellen durch die Expres-
sion immortalisierender Gene. Dies hat eine Fiille von
Verdnderungen im Genexpressionsmuster der Zellen zur
Folge. Um solche Einfliisse moglichst gering zu halten,
entwickeln wir Methoden zur reversiblen Immortalisierung
der Zellen. Mit diesen Verfahren lassen sich bestimmte
Zellpopulationen so stark vermehren, dass fir Untersu-
chungen eine ausreichende Zahl gleichartiger Zellen zur
Verfiigung steht. Nach der Wachstumsphase wird die
Expression des immortalisierenden Gens abgeschaltet,
und die Zellen kehren in einen Ruhezustand zurtiick, der
dem Zustand primérer Zellen in den Geweben dhnelt.
Solche reversibel immortalisierten Zellen kann man gene-
tisch verdindern und am Ende wieder in Versuchstiere
bringen, um dann in vivo ihr weiteres Schicksal und ihre
Funktion zu verfolgen.

Ein-Schritt-Transfektion Um die konditionale Immor-
talisierung herbeizufiithren, wird das immortalisierende
Gen von einem selbstregulierten Vektor exprimiert, den
man in einem einzigen Schritt transfizieren kann. Dies
ist eine wichtige Voraussetzung fiir die Immortalisierung
primdrer Zellen, da diese nur eine geringe Transduktions-
effizienz besitzen.

Dass die Methode wie vorausgesagt funktioniert, wurde
an primdren Mausfibroblasten demonstriert. Sie weisen
das grofe T-Antigen von SV40 (TAg) auf, das von einem
Doxicyclin-abhédngigen (Dox) Promotor exprimiert wird.
Die so entstandenen Zellklone zeigten eine streng Doxi-
cyclin-abhingige Vermehrung. Sie verharrten einheitlich
in der GO/G1-Phase des Zellzyklus, nahmen aber die Zell-
teilung wieder auf, wenn man der Kultur Doxicyclin zu-
setzte. Bei der Untersuchung der Genexpressionsprofile
stellte sich heraus, dass die Produktion von TAg zur diffe-
renziellen Expression von 10% aller untersuchten Gene
fithrte.
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Nach Transfer der konditionalen Expressionskassette (oben)

in primdre Mausfibroblasten wurden immortalisierte Zellen
etabliert. In diesen Zelllinien ist das immortalisierende Gen
(TAg) nur in Anwesenheit von Dox exprimiert (unten Mit-
te), was zu einem strikt Dox-abhdngigen Wachstum fiihrt
(unten links). Dies spiegelt sich auch im Zellzyklus wieder
(unten rechts): in Anwesenheit von Dox zeigen die Zellen
eine Verteilung die typisch fiir proliferierende Zellen ist,
wdihrend die Zellen in Abwesenheit von Dox in G0/G1

arretiert sind (unten rechts).
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Unsere Arbeitsgruppe entwickelt neue Mausmodelle fiir
humane Infektionskrankheiten. Das Ziel ist, mit geneti-
schen Methoden in der Maus Gene zu identifizieren, die
mit der Anfilligkeit oder Resistenz gegeniiber verschiede-
nen Krankheitserregern wie Streptokokken, Filarien oder
Listerien in Zusammenhang stehen. Wir setzen verschie-
dene Inzucht- und Mutantenstimme Krankheitserregern
aus und analysieren anschlieflend deren Immunstatus
und Infektionsanfilligkeit. In einem zweiten Projekt
haben wir uns zum Ziel gesetzt, Faktoren zu finden, die
sich auf die Effektorfunktionen der Makrophagen aus-
wirken und demnach fiir die angeborene Immunantwort
von Bedeutung sind.

Beseitigung von apoptotischen Zellen Makrophagen
sind von grofier Bedeutung fiir die Beseitigung von Zel-
len, die den programmierten Zelltod durchlaufen haben.
Die Entfernung solcher apoptotischer Zellen ist mit einer
stark entziindungshemmenden und immunsuppressiven
Reaktion verbunden. Viele pathogene Bakterien und
Viren induzieren in bestimmten Phasen des Infektions-
prozesses die Apoptose ihrer Wirtszellen. Sie bedienen
sich dieses Mechanismus, um dem Immunsystem des
Wirtes wirksam zu entgehen. In jlingster Zeit haben wir
eine Maus-Knockout-Mutante fiir das Gen des Phosphy-
tidylserinrezeptors hergestellt und charakterisiert. Die
Beseitigung apoptotischer Zellen wurde mit dem Abschal-
ten dieses Molekiils in Verbindung gebracht. Wir konnten
zeigen, dass dieses Molekiil nicht essenziell fiir die Entfer-
nung von apoptotischen Zellen ist, wohl aber fuir die
Steuerung wichtiger Differenzierungsvorgange wihrend
der Entwicklung. Wir konnten zudem zeigen, dass der
Phosphatidylserinrezeptor in Makrophagen fiir die Regu-
lation von Zytokinreaktionen notwendig ist.

Vitamin D Neuere Indizien deuten darauf hin, dass das
Hormon Vitamin D wichtige Aufgaben im Immunsystem
erfiillt. Vitamin D3 wirkt immunsuppressiv auf dendriti-
sche- und T-Helfer-Zellen und reguliert damit die adaptive
Immunantwort. Seine Aufgabe bei der Makrophagen-
Steuerung war jedoch weit gehend unbekannt. Wir stell-
ten fest, dass es sehr wirksam die Interferon-y-vermittelte

Makrophagenaktivierung unterdriickt. Dies geschieht
durch spezifisches Herabregulieren von Interferon-y indu-
zierten Genen. Daraus ergeben sich wichtige Konsequen-
zen fiir die Effektorfunktionen der Makrophagen, bei-
spielsweise fiir ihre Fihigkeit, Bakterien zu toten und
Entziindungsreaktionen zu regulieren.

Wirtsfaktoren zur Steuerung der Infektionsanfallig-
keit Dass geschlechtsabhingige Faktoren die Infektions-
anfilligkeit beeinflussen, ist gut belegt - in den meisten
Mausmodellen zeigen die Weibchen eine hohere Krank-
heitsresistenz. Uberraschenderweise konnten wir jedoch
bei Infektion von Madusen mit dem intrazelluldren Bakte-
rium Listeria monocytogenes den umgekehrten Effekt fest-
stellen: Mausweibchen sind fiir eine Listeria-Infektion
wesentlich anfilliger als Mannchen. Dies korreliert mit
einer hoheren Konzentration des immunsuppressiven
Zytokins Interleukin-10 im Serum. Unsere Befunde lie-
fern wichtige neue Aufschliisse (iber die grundlegenden
Mechanismen der geschlechtsabhingigen Infektionsanfal-
ligkeit, denn dhnliche Unterschiede in der Empfindlich-
keit gegeniiber intrazelluldren Krankheitserregern wurden
auch beim Menschen beobachtet.

Phillip Hahn untersucht eine Mausmutante unter dem

Stereoskop wihrend Stefanie Schiebe die Firbung von

Zellprdparationen kontrolliert.

Foto: GBE, Bierstedt
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Das Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung neuer
Therapieverfahren fiir Patienten, die an Immunkrank-
heiten leiden. Ein Schwerpunkt liegt dabei auf Schleim-
haut-assoziierten Krankheiten, wie etwa entziindlichen
Darmerkrankungen und Asthma oder organspezifischer
Autoimmunitdt wie bei Diabetes.

T-Zell-Toleranz Gemeinsam mit der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH) konnten wir zeigen, dass
es in CD-4-T-Zellen zur Induktion von GATA-3 kommt,
wenn Stammzellen aus dem peripheren Blut normaler
Spender mit G-CSF stimuliert werden. Zeitgleich kam es
in den CD-4-T-Zellen zu einer Th-2-Verschiebung. Mit
Einzel-Zell-RT-PCR konnten wir zudem deutlich machen,
dass die CD-4-T-Zellen den G-CSF-Rezeptor exprimieren -
man kann ihre Funktion in vivo direkt mit G-CSF beein-
flussen. Zusammen mit dem Pasteur-Institut konnten wir
einige neue Aspekte der Wirkung von GATA-3 wihrend der
Lymphozytenentwicklung aufkldren. Kiirzlich haben wir
mit der MHH und dem Deutschen Rheumaforschungs-
zentrum, zwei neue potenzielle Marker regulatorischer
T-Zellen identifiziert und charakterisiert — ein wichtiges
Werkzeug bei der Untersuchung der Rolle derartiger
Zellen bei Entziindungsvorgdngen.

Derzeit konzentrieren wir uns auf die Entstehung der Auto-
immunitét. Die Expression der MHC-Klasse-II-Molekiile
in den Beta-Zellen des Pankreas wird im Verlauf der
Krankheit heraufreguliert. Dieser Befund - zusammen
mit dem Bostoner Dana Farber Institut gewonnen - ist
das fehlende Bindeglied bei der Fragestellung, wie ein
infektioser Erreger Autoimmunitit auslosen kann.

Mucosale Immunitét und entziindliche Erkrankun-
gen Die Hauptaufgabe des mucosalen Immunsystems
besteht darin, die immunologische Toleranz gegeniiber
Antigenen aus der Umwelt zu etablieren und zu erhalten.
Deshalb wurde ein transgenes TCR-Mausmodell ent-
wickelt, mit dem sich Fehlregulationen der Darmschleim-
haut analysieren lassen. In dem Modell wird ein Antigen
selektiv im Verdauungstrakt exprimiert. Auf diese Weise
konnen die genetischen Grundlagen und die mechani-
schen Aspekte von Darmentziindungen und Immunregu-
lation genauer untersucht werden.

In jiingster Zeit wurde ein weiteres Mausmodell entwickelt,
an dem sich Storungen im schleimhautassoziierten
Immunsystem der Lunge untersuchen lassen. In Zusam-
menarbeit mit der Yale University konnten wir belegen,

Simone Reinwald | Sya Ukena | Dr. Astrid Westendorf

dass regulatorische T-Zellen an entziindeten Stellen in der
Lunge induziert werden und dann dem Fortschreiten der
Krankheit entgegenwirken konnen.

Ein weiterer Schwerpunkt ist die molekulare Charakteri-
sierung des komplexen Wechselspiels zwischen Pathogen
und Wirtszellen. Hier konnten wir durch eine genomweite
Suche in menschlichen Nabelschnurblutzellen einige
grundlegende Mechanismen der EHEC-Krankheit aufklaren.
Weiterhin interessieren wir uns fiir die Wirkung probioti-
scher Bakterien auf die Mucosa. Wir stellten rekombinante
Bakterien des Typs E. coli NISSLE 1917 her und nutzten
ihre therapeutische Wirkung in vitro wie auch in vivo. Und
schlief$lich untersuchten wir die grundlegenden Regenera-
tionsmechanismen von Leberzellen, die eines der wichtig-
sten Angriffsziele fiir Viruskrankheiten darstellen.

0 i
- 4

.\\“m Adfinity MHCIs4if-poptidelTCR ) o
o e

'.\ THYMUS

R

sell-reaglive ;‘;ﬁ]’; selfl-reactive  Beloctian
matva T calla

(43
pr. i
i O
P

< AUTOIMMUNITY >
PERIFHERY

Immunologische Toleranz. Natiirlich vorkommende CD4+CD25+
regulatorische-T-Zellen entwickeln sich im Thymus und wandern
anschlieflend in die Peripherie, um Immunantworten zu regulieren
und somit Toleranz gegeniiber Selbstantigenen aufrecht zu erhalten.
Selbst-reaktives T-Zell-Klone die eine hohe Aviditdt fiir Selbstanti-
gene zeigen, werden normalerweise im Thymus negativ selektioniert.
Dieser Prozess ist jedoch unvollstindig. Regulatorische T-Zellen sind
wesentlich daran beteiligt, diese Zellen zu kontrollieren: Deletion
von Molekiilen wie Foxp3, CTLA4 oder CD40 blockieren die Ent-
wicklung regulatorischer T-Zellen. Dies fiihrt zu Autoimmuner-
krankungen. Das Molekiil AIRE ist anscheinend an der Prisentation
von gewebespezifischen Antigenen in medullidren Thymusepithel-
zellen beteiligt. Mutationen oder Deletionen im AIRE-Gen fiihren
zu Autoimmunitdt beim Menschen (APECED-Syndrom).
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Bei Antikorper produzierenden B-Zellen lassen sich drei
Subpopulationen unterscheiden. Die grofite besteht aus
so genannten B2-Zellen mit besonders hoher Spezifitit.
Die beiden anderen werden als B1-Zellen und Marginal-
zonen-B-Zellen bezeichnet. Erstere herrschen in den
Korperhohlen vor, sind aber auch in der Milz zu finden.
Marginalzonen-B-Zellen sind rund um die Lymphfollikel
der Milz anzutreffen. Beide reagieren schnell auf eine
Infektion. Zudem sind B1-Zellen die Quelle der natiirli-
chen Antikorper, also der Antikorper, die selbst bei keim-
oder antigenfreien Mdusen zu finden sind. Wir haben uns
auf die Physiologie der B1-Zellen konzentriert.

B1-Zellen in Milz und Bauchhdhle Transgene Miuse,
die in ihren B-Zellen grofle Mengen der transgenen
A2-leichten Kette (L) exprimieren, haben aus unbekann-
ten Griinden in Milz und Bauchhohle keinerlei B2-Zellen.
Mit Einzelzell-RT-PCR wurde das Antikorperrepertoire
ihrer B1-Zellen analysiert. Es zeigte sich, dass in der Bauch-
hohle drei Sequenzen vorherrschen, die jedoch in den
B1-Zellen aus der Milz nur selten zu beobachten waren.
Die B1-Zellen aus Bauchhohle und Milz stellen also
unterschiedliche Populationen, die im Immunsystem
unterschiedliche Aufgaben erfiillen. Ergebnisse von Ex-
pressionsarrays, wiesen ebenfalls darauf hin, dass beide
Gruppen aus unabhingigen Vorlduferzellen hervorgehen.
Interessanterweise ist aber die Milz fiir den Erhalt der
Bauchhohlen-Subpopulationen der B1-Zellen nétig.
Entfernt man die Milz, findet man die ansonsten vor-
herrschenden Sequenzen in der Bauchhéhle nicht mehr.
In der Milz wird somit ein Faktor - moglicherweise ein
Autoantigen - produziert, der bestimmten Klonen der
B1-Zellen in der Bauchhohle das Uberleben erméglicht.

Ob die B1-Zellen an der darmassoziierten humoralen
Immunitit beteiligt sind, ist umstritten. Wir haben mit
transgenen Mdusen nach B-Zellen im Darm gesucht. In
der Lamina propria findet man neben den erwarteten
IgA-produzierenden Plasmazellen auch IgM herstellende.
In den Peyer-Plaques dagegen exprimiert ein Grof3teil der
B-Zellen nicht mehr die transgene A-Kette, sondern eine
endogene \-Kette — eventuell die Folge einer besonderen
Selektionierung der entsprechenden B-Zellen in diesem
Organ. Alternativ konnte sogenanntes Rezeptor-Editing
vorliegen, mit der Folge, dass sich der B1-Phdnotyp in
einen B2-Phdnotyp umwandelt. Ein weiterer Hinweis
darauf: Dieses Phanomen tritt weder bei keimfreien trans-
genen Miusen noch bei Hybriden aus der A-transgenen

Maus und einer Maus ohne funktionsfihigen A-Locus auf.
Im ersten Fall wiirde der antigene Druck verloren gehen,
im zweiten wire die Moglichkeit, den B-Zell-Rezeptor
durch ,Editing” zu verdndern, drastisch vermindert.

Ein neues Mausmodell Um die Herkunft der B1-Zel-
len ndher zu untersuchen - die ausschliefilich fotalen
und neonatalen Ursprungs sein sollten — haben wir eine
neue rekombinante Maus hergestellt, deren B-Zell-Onto-
genie nach der Geburt eingeschaltet werden kann. Dies
wurde durch inverses ,Floxing” des Ragl-Gens erreicht,
das fiir das Rearrangement der Immunglobulingene
essentiell ist. Die Mduse werden derzeit mit Tieren ge-
kreuzt, die ein induzierbares cre-Gen enthalten. Zudem
sollen Injektionen des rekombinanten cre-Proteins vor-
genommen werden. Mit diesen Experimenten wollen wir
klaren, ob adultes Knochenmark noch in der Lage ist,
B1-Zellen hervorzubringen - eine Frage, die bisher noch
nicht abschlieflend beantwortet werden konnte.

Immunbhistologie der Lamina propria von transgenen

L2-Mdusen. IgM- und IgA-produzierende Plasma-Zellen
konnen unterschieden werden. Dies steht im Gegensatz

zu normalen Kontrollmdusen, wo hauptsdchlich IgA-produ-
zierende Plasma-Zellen gefunden werden. Die Histologie
wurde in Zusammenarbeit mit Dr. O. Pabst, Hannover

durchgefiihrt.

Foto: GBF



WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT

03.7 Biologie der Infektabwehr

PROJEKTLEITER |

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Mariela R. Bollati Fogolin |

Marina Greweling | Dr. Martin Hafner | Annika Kochut

Ida Retter | Gudrun Schatt | Dr. Angela Schippers

Das Immunsystem des Menschen hat vielfaltige Aufgaben,
insbesondere schiitzt es uns sehr effizient vor Infektionen.
Es ist dufderst komplex aufgebaut und kann auf Grund
dieser Komplexitit nur in Teilaspekten in Zellkulturen
bearbeitet werden. Das Immunsystem der Maus ist in
seinem Aufbau dem Immunsystem des Menschen sehr
dhnlich und fiir seine Funktionen sind dhnliche Gene
verantwortlich. So konnen wir in der Maus durch gezielte
Genveranderung die Funktion von Genen fiir den Aufbau
und die Funktion des Immunsystems untersuchen. Wir
betrachten insbesondere Gene, die fiir Bestandteile von
Zytokinnetzwerken verantwortlich sind sowie Gene, die
den Aufbau lymphatischer Strukturen bestimmen.

Der grofdte Teil des menschlichen Immunsystems ist eng
mit dem Darm verbunden. Im Darm leben zahlreiche
Bakterien, die uns bei der Nahrungsaufnahme helfen.
Auf der anderen Seite muss der Korper verhindern, dass
die Bakterien vom Darm in das Innere des Korpers ge-
langen. Das Immunsystem hat daher eine Vielzahl von
Mechanismen entwickelt, die Darmbakterien in Schach
zu halten und uns vor einer Infektion zu schiitzen. Wenn
dieses System aufler Kontrolle gerit, entwickeln sich

© Das Bild zeigt eine Peyer’sche Platte einer Maus, die mit

Yersinien (dunkle Region auf der linken Seite des Bildes)
befallen ist. Peryer’sche Platten sind spezielle lymphatische
Organe, die sich am Darm befinden und Infektionen durch
Darmbakterien verhindern helfen. Der eigentliche Yersinien-
Befall ist auf diesem Bild nur sehr schwer zu erkennen. Die

betroffene Region ist im zweiten Bild genauer gezeigt.

Foto: Prof. Dr. Gruber, TiHo Hannover
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© Das Bild zeigt die von Yersinien betroffene Region der Peyer

schen Platte. Die Yersinienkolonien sind als leicht rosa ange-
farbten Flichen im Bild zu erkennen (markiert mit Pfeilen).
Um die Yersinia-Kolonien herum befindet sich Granulations-
gewebe (Granulom), das die Aufgabe hat, die Yersinien-
Kolonien vom Rest des Korpers abzuschotten. Am Rande des
Granulationsgewebes sind Gewebebereiche zu erkennen, die
auf Grund der Bakterieninfektion abgestorben sind (Nekro-
se). Um die gesamte befallene Region sind Lymphozyten zu
sehen.

Foto: Prof. Dr. Gruber, TiHo Hannover

chronische Darmentziindungen, wie Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa.

In unserer Forschungsabteilung entwickeln und analysie-
ren wir Mausmodelle, die es uns ermoglichen, die Funk-
tion des darmassoziierten Immunsystems zu untersuchen.
Hierzu setzen wir die konditionale Mutagenese ein, die
uns in die Lage versetzt, in einzelnen Zelltypen gezielt
Gene aus- oder einzuschalten. Mit dieser Methode konn-
ten wir zeigen, dass ein Zytokin, das Interleukin-10, von
T-Lymphozyten produziert werden muss, um die Ent-
wicklung einer chronischen Darmentziindung zu verhin-
dern. Mit Hilfe humanpathogener Erreger, wie Yersinia
enterocolitica, iberpriifen wir, ob die von uns eingebrach-
ten genetischen Verainderungen auch zu einer gestorten
Infektabwehr fithren kénnen.
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Das Immunsystem lisst sich grob in zwei Aste unterteilen:
Fiir die humorale Immunitat sind 16sliche Faktoren wie
Antikorper oder Komplementproteine verantwortlich, an
der zelluldren Immunitdt sind Zellen, wie B- und T-Lym-
phozyten oder dendritische Zellen (DC) beteiligt. Wah-
rend die humorale Immunitat nur indirekt zu beobach-
ten ist, lassen sich Zellen unmittelbar ,bei der Arbeit”
beobachten. Am Anfang jeder neuen zelluliren Immun-
antwort stehen Antigen-prisentierende Zellen (APC). Sie
sind in der Korperperipherie angesiedelt, nehmen dort
eingedrungene Krankheitserreger auf und transportieren
sie zu den Lymphknoten, wo sie den T-Zellen Peptidfrag-
mente — Antigene - des Erregers prasentieren.

Beobachtung von Immunzellen Obwohl dieser
Transportprozess ein zentraler Bestandteil der zellularen
Immunitat ist, wurde er bisher kaum unmittelbar be-
obachtet, so dass nicht viel tiber seine Dynamik in vivo
bekannt ist. In vielen Fillen lassen sich Defekte in der
Entstehung der Immunantwort mit einer gestdrten Wan-
derung der DC erklaren. Bei der Immuntherapie von
Krebs wird versucht, DC als Tréger fiir Tumorantigene zu
verwenden. Das bislang ungeldste Problem besteht darin,

o  Eine dendritische Zelle (griin) in engem Kontakt mit 5 nai-

ven T Zellen (orange), die sie gerade durch Prdisentation
eines passenden Antigens aktiviert. Eine sechste T Zelle ist
soeben im Anmarsch. Die ,Spaghetti”-Strukturen sind

Fasern eines 3-D Bindegewebes, das aus Kollagen besteht.

Foto: GBE, Dr. Rohde

zu wissen, wie sich DC im Patienten optimal anwenden
lassen, ohne ihre eigene Wanderungsfahigkeit zu beein-
trachtigen. Methoden, mit denen die normale und gestor-
te DC-Wanderung in vivo sichtbar gemacht werden kann,
sind hierbei ein wichtiges Hilfsmittel: Es konnen neue
Aufschliisse tiber diesen grundlegenden Prozess gewonnen,
Impfverfahren optimiert und Krankheitsprozesse besser
verstanden werden. Ein weiterer intensiv untersuchter
Aspekt der zelluldren Immunitit sind die physikalischen
Wechselwirkungen der T-Zellen mit den APC wihrend
der Antigenprasentation. Die aktuellen Hypothesen zu
ihren Wechselwirkungen beruhen auf in vitro-Untersu-
chungen. Erst kiirzlich konnte man mit bildgebenden
Verfahren an explantiertem Lymphgewebe und Lymph-
knoten in vivo auch Erkenntnisse iber die sehr dynami-
schen Wanderungsvorginge im lymphatischen Gewebe
gewinnen. Solche Untersuchungen diirften zu ganz neuen
Vorstellungen tiber die in vivo-Aktivierung der T-Zellen
und die gestorten Abldufe bei Infektionen mit todlichem
Ausgang fithren.

Hoch auflésende Bilder Mit neuesten mikroskopi-
schen Techniken machen wir zelluldre Immunitat in
ihrem natiirlichen Umfeld sichtbar und verschaffen uns
damit einen Einblick in die biophysikalische Dynamik
dieser Prozesse. Ein wichtiges Hilfsmittel zur Uberpriifung
unserer Arbeitshypothesen ist die Analyse der Zelldynamik
in kiinstlichen extrazelluldren Matrizen. Parallel hierzu
haben wir die Bildgebung in explantierten Lymphknoten
und an Lymphknoten in lebenden Miusen entwickelt. Zu
diesem Zweck setzen wir Zeitraffer-Konfokalmikroskopie
und Zwei-Photonen-Mikroskopie ein. Mit letzterer lassen
sich hoch auflésende Bilder tief aus dem Inneren von
lebendem Geweben gewinnen. Um ein umfassendes Bild
zu erhalten, miissen die Aufnahmeverfahren sowohl fiir
die Immuninduktion, als auch die Immunintervention
durchgefiihrt werden. Dazu untersuchen wir seit kurzem
in einem DFG-Projekt die Immunantwort gegen eine
Infektion mit dem pathogenen Pilz Aspergillus fumigatus
in der Lunge lebender Tiere. Hiervon versprechen wir

uns tiefere Kenntnisse {iber die Entwicklung von Immun-
prozessen, wie diese ihre Funktion erfolgreich durch-
fithren und wann oder warum sie versagen.
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Ein Drittel aller weltweiten Todesfalle werden von infektiésen Erregern verursacht. Zudem sind Mikroorganis-
men fur mindestens 15 Prozent aller neuen Krebsfélle verantwortlich, und sie tragen zur Entstehung vieler
chronischer, nichtinfektidser Krankheiten bei. Noch dramatischer werden die Probleme durch die weltweit
auftretenden Mehrfachresistenzen gegentber Antibiotika. Deshalb ist es unabdingbar, neue Verfahren zur
Bekampfung mikrobieller Pathogene zu entwickeln. Unser Hauptziel ist die Entwicklung neuer Therapeutika

und Strategien, mit denen sich Infektionskrankheiten verhindern und behandeln lassen.

Im Mittelpunkt des Projekts ,Biologische Eigenschaften mikrobieller Wirkstoffe” steht die Identifizierung und
Struktur- und Funktionsanalyse aktiver Wirkstoffe sowie die Aufkldrung ihrer Wirkmechanismen. Wir suchen in
Extrakten von Mikroorganismen und kombinatorischen chemischen Bibliotheken nach kleinen Molekilen mit
antimikrobieller Wirkung. Bei Tubulysin, Spirangien, Cruentaren und Elansolid wurden Struktur und stereo-
chemische Eigenschaften genauer untersucht — so ist das fungizid wirkende Stoffwechselprodukt Cruentaren A
ein bisher unbekanntes Mitglied der Salicylhalamid-/Apicularen-Familie. Auf Basis der Struktur des neuen Poly-
ketids Elansolin B werden wir Bibliotheken mit analogen Molekulen herstellen. Ebenso wurden zwei Trifluor-
diazirino-substituierte Epothilone synthetisiert, die ihre Wirkung auf die Tubulinpolymerisation beibehielten.
DarUber hinaus wurde ein neuartiges Verfahren fur die Herstellung von Peptid-Mikroarrays entwickelt, das die

Synthese mehrerer Millionen gleichartiger Kopien in einem einzigen Experiment ermdéglicht.

In dem Projekt , Antigentransportsysteme und Impfstoffe” werden Werkzeuge zur Verabreichung von Antige-
nen oder DNA-Impfstoffen erforscht. Wie sich herausstellte, ist MALP-2, ein synthetischer Agonist des ,Toll-
like” Rezeptordimers 2/6, ein optimales mukosales Adjuvans fur HIV-Antigene. Weitere Untersuchungen
zeigten, dass MALP-2 die Aktivierung und Reifung dendritischer Zellen (DC) begunstigt und damit ihre Stimu-
lationswirkung auf naive und antigenspezifische T-Zellen steigert. AuBerdem haben wir herausgefunden, dass
bakterielle ,, Ghosts” ein viel versprechendes Transportmittel sind, um DNA-Impfstoffe zu Antigenprasentieren-
den Zellen zu dirigieren. Dartber hinaus gelang es uns, in Mausen, deren B-Zellen der TGF-B-Rezeptor fehlte,
nachzuweisen, dass die TGF-Signallbertragung nach einer mukosalen Impfung eine entscheidende Rolle fur

die Stimulation der IgA-Sekretion spielt.
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Das Projekt , Therapeutische zellulare Impfstoffe” zielt auf die Entwicklung DC-basierter Impfstoffe zur
Behandlung chronischer Erkrankungen und Tumore. Um bei chronischen Krankheiten die Mechanismen zur
Uberwindung der Immunantwort zu durchbrechen, konstruieren wir Adenoviren, die fir tumorassoziierte
Antigene und immunmodulierende MolekUle kodieren. Nach einer Impfung mit Adenovirus-modifizierten DC,
die HPV-E7 und co-stimulatorische Molekule aus der TNF/TNF-Rezeptor-Familie exprimierten, zeigte sich eine
verstarkte tumorspezifische Immunantwort. Weiterhin stellte sich heraus, dass 60 % der Gene, die in verschie-
denen Tumorzelllinien von der onkogenen Transformation betroffen sind, nach einer Infektion mit IRF-1-expri-
mierenden Adenoviren in den Normalzustand zurtickkehren. Und schlieBlich wurde fir Adenovirusvektoren
und modifizierte DC ein cGMP-konformes Produktionsverfahren mit integriertem Beutel und sterilem Anschluss-

system entwickelt.

Elektronenmikroskopische Darstellung der Bindungsinteraktion von Streptokokken an Kollagenfasern.

Foto: GBE Dr. Rohde
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In diesem Projekt wird ein empirisches Suchprogramm
nach biologisch aktiven Substanzen unter Nutzung mul-
tipler und paralleler chemischer Synthese ausgefiithrt —
als Erganzung zu dem Kklassisch orientierten Naturstoff-
programm der GBE Kombinatorische Synthese und
,Screening”-Technologien fiir Peptide und kleinen Mole-
kiilbibliotheken werden weiterhin eingesetzt, um Protein-
Protein-Wechselwirkungen in infektiosen Prozesses syste-
matisch zu analysieren und gezielt zu hemmen. Ziel ist,
nach neuen Verbindungsklassen zu suchen, die antibioti-
sche, chemotherapeutische und immunmodulatorische
Eigenschaften haben.

Chemische Microarrays Eine unserer technologischen
Grundlagen ist die miniaturisierte, hochparallele SPOT-
Synthese auf Membrantragern. Mit dieser Methode lassen
sich sehr schnell Arrays aus Peptiden und anderen synthe-
tischen Verbindungen herstellen. Sie dienen in situ als
immobilisiertes Array von Sonden, um nach selektiv bin-
denden biologischen Zielstrukturen zu suchen. Bisher
haben sie die Grofle einer Mikrotiterplatte mit etwa 10 ml
Inkubationsmedium und 0,1 ml Probenvolumen. Mehr-
fachverwendung ist umstindlich, die Entfernung gebun-
dener Proteine eventuell nicht vollstindig. Dieser Nach-
teil ist nun beseitigt: Der Ausweg aus dem Problem ist
eine neue Membran, die sich nach den Syntheseschritten
auflosen lasst.

Synthese von Verbindungen
auf einem Zellulosetriger
z.B. nach der SPOT-Methode.

Separierung der Syntheseorte und Verteilung
in die Ndpfe von Mikrotiterplatten; Auflosung der
zellulosegebundenen Verbindungen in einem

geeigneten Losungsmittel.

Drucken von vielen Mikroarray-
Kopien mit den Losungen der

zellulose-konjugierten Verbindungen.

Abteilung fiir Chemische Biologie |
Dr. Antonius Dikmans |

Manuela Schingerl |

| Infection and Immunity | Privention und Therapie 65

rfr@gbf.de

Prof. Dr. Gerhard Hofle | Dr. Michael Morr |

Dr. Werner Tegge | Valentina Wachter

Die Losung der chemischen Verbindungen, die noch an
Zellulosepolymeren konjugiert sind, konnen mit einem
kommerziell erhdltlichen Gerdt (MicroGrid IIT) gedruckt
werden - etwa auf einen Glas-Objekttrager mit 10 000
Verbindungs-Spots auf einer Fliche von 2 x5 cm. Far
diesen Druckprozess sind nur Nanolitermengen erforder-
lich. So kénnen wir von einem Zellulose-Makroarray
mehrere Millionen identischer Mikro-Kopien herstellen.
Die Untersuchung solcher Mikroarrays erfordert zudem
um den Faktor 100 weniger Probenvolumen.

Detection with
FITC anti-mouse IgM (green)
Cy5 anti-mouse I13G (red)

Pre-infection  9d after infection
Probing with serum of the same

animal

Einsatz von Peptid-Mikroarrays fiir serologische Untersu-
chungen: Zusammen mit der Abteilung Experimentelle
Immunologie wird das Immunprofil von Mdusen bei Infek-
tionen mit Yersinia enterocolitica ermittelt. Nur Mikro-
liter-Mengen von Blut sind fiir die Untersuchungen erfor-
derlich. Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus dem ca.
1000 15mer-Peptide umfassenden Array, der alle wichtigen
Pathogenitdtsfaktoren des Erregers abdeckt. Das Epitop-
Peptid fiir den rot-markierten monoklonalen Mausanti-
korper 1D3 dient als Kontrolle.

Fotos: GBF
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04.2 Biologische Eigenschaften mikrobieller Wirkstoffe
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Die Suche nach neuen Naturstoffen mit biologischer Akti-
vitdt gegen Bakterien, Pilze und Sdugerzellen in unserer
Sammlung von Myxobakterien und anderen gleitenden
Bakterien wurde fortgesetzt. Dabei haben wir in einem
gleitenden Bakterium eine neue Verbindungsklasse der
Elansolide entdeckt.

Eine stindig an Bedeutung gewinnende Substanz-Gruppe
aus Myxobakterien, sind Verbindungen, die die Tubulin-
polymerisation beeintrachtigen. Thr Wirkungsmechanismus
wurde genauer untersucht. Gemeinsam mit Industrie-
Partnern wurde die vorklinische Entwicklung von Tubuly-
sin und Disorazol vorangetrieben und die von Bristol
Myers-Squibb begonnene Phase III der klinischen Priifung
des halbsynthetischen Epothilon-B-Lactams fortgesetzt.

Struktur der Epothilon-induzierten Tubulinpolymere
Epothilon greift auf ganz dhnliche Weise wie Paclitaxel in
die Polymerisation des Tubulins bei hoheren Zellen ein.
Beide Wirkstoffe sorgen wahrend der Mitose fiir die Aus-
bildung mehrfacher Asteren anstelle der normalen bipo-
laren Mitosespindel, und bei hoherer Konzentration bil-
den sich Mikrotubulibiindel in Interphasezellen. In vitro
induzieren oder beschleunigen Epithilon B und Paclitaxel
in dhnlichen Konzentrationen die Polymerisation gerei-
nigten Tubulins, in Zellkulturen ist Epothilon B jedoch
um den Faktor 100 stirker cytotoxisch. Wie elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen zeigten, induziert Epo-
thilon, das einer Tubulinpriparation zusetzt wird, die Bil-
dung kurzer, flachiger Polymere. Wenn wir Epothilon B
zu einer im Gleichgewicht befindlichen Mischung aus
Tubulin und Mikrotubuli zugeben, beobachten wir die
Ausbildung von Mikrotubuli, die sich an einem Ende in
langen Bandern mit parallel verlaufenden Protofilamen-
ten fortsetzen. Die Enden der Biander bilden jeweils eine

o Ubergang eines Mikrotubulus zu einem fortlaufenden Band

mit 11 parallelen Protofilamenten.

Foto: GBF

linksgidngige Helix, wihrend die Zahl der Protofilamente

allméhlich bis auf drei zuriickgeht. Solche spiraligen Bén-
der waren ausschliefdlich mit Epothilon B zu beobachten,
nicht aber mit Paclitaxel.

©  Die Enden der Epothilon-induzierten Binder bilden Schlaufen,
die Zahl der Protofilamente nimmt ab. Messstrich: 100 nm.

Foto: GBF

Untersuchungen der polymeren Tubulinstrukturen inner-
halb der Zellen mit goldmarkierten anti-a-Tubulin-Anti-
korpern zeigten, dass auch Zellen unter dem Einfluss von
Epothilon B breite, flachige Tubulinpolymere enthalten.
Diese sind aber nicht gewunden, sondern verlaufen gerade.

o In Epothilon-behandelten Zellen konnten wir normal ent-

wickelte Mikrotubuli beobachten, die durch Goldpartikel
markiert wurden (oben). Aber wir fanden auch breitere
Tubulin-Filamente (unten), die eine Bandstruktur aufzu-

weisen scheinen. Messstrich: 100 nm.

Foto: GBF
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04.3 Chemische Eigenschaften biologisch aktiver Produkte

von Mikroorganismen
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In dieser Berichtsperiode konzentrierten sich die Arbeiten
auf unsere Sammlung von Stoffwechselprodukten aus My-
xobakterien, die im Laufe der letzten 25 Jahre isoliert wur-
den. Untersucht wurden die Struktur und stereochemische
Einzelheiten von Tubulysin, Spirangien und zwei neuen

Stoffwechselprodukten namens Cruentaren und Elansolid.
Synthetisiert wurden zwei Trifluordiazirino-substituierte

Epothilone, die ihre Wirkung, die Tubulinpolymerisation
auszulosen, beibehielten. Der MALDI-MS zufolge markie-

ren sie das Tubulin kovalent bei Bestrahlung mit 366 nm.

©  Kristalle von Tubulysin A.

Tubulysin Nachdem die Struktur und absolute Konfi-
guration dieses stark cytotoxischen Tubulininhibitors
chemisch aufgekldrt waren, wurden erstmals Kristalle der
Verbindung hergestellt und die fritheren Befunde durch
Rontgenstrukturanalyse bestitigt. Die NMR-Konforma-
tionsanalyse zeigte, dass die Konformation des gelosten
Tubulysin A stark der im Kristall dhnelt.

o  Kristallstruktur von Tubulysin A (E. Herdtweck, TU Miinchen).

Cruentaren A Dieses stark cytotoxische, pilzhemmende
Stoffwechselprodukt von Byssophaga cruenta erwies sich
als neues Mitglied der Salicylhalamid/Apicularen-Familie
mit den charakteristischen Merkmalen einer zwolfgliedri-
gen Lactongruppe und einer N-Acylallylamin-Seitenkette.
Die absolute Konfiguration wurde durch chemischen

Abbau und stereoselektive Synthese von Vergleichsbau-
steinen aufgekldrt. Durch Olefin-Kreuzmetathese mit
Ethylen wurde die Doppelbindung in der Seitenkette glatt
gespalten, und es entstand kristallisierndes 21,22-seco-
Cruentaren A. Die Rontgenstrukturanalyse bestitigte die
zuvor bereits aufgeklarte absolute Konfiguration.

MeO

Cruentaren A

MeO

ethylene
—_—

Grubb's cat.

21,22-seco-Cruentaren A
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Impfstoffe stellen die effektivste Methode zur Prophylaxe
infektioser Krankheiten dar. Ziel ist daher die Entwick-
lung von Substanzen und Methoden, die den Transport
von Antigenen oder eukaryontischen Expressionsvektoren
optimieren. Da mukosale Oberflachen die wichtigste
Pforte fiir infektiose Erreger sind, ist die Optimierung von
Impfstoffformen, die {iber die Schleimhiute wirken, ein
wesentlicher Schwerpunkt unserer Forschung.

Effiziente Darreichung des Tat-Proteins von HIV-1
Ein wichtiges Ziel der HIV/AIDS-Forschung ist die Ent-
wicklung eines mukosalen Impfstoffes, der sowohl die
humorale als auch die zell-vermittelte Immunitét stimu-
liert. Der Impfstoff wiirde die Virusvermehrung schon an
der Eintrittsstelle blockieren. In unserem Impfstoffproto-
typ fungiert das HIV-Tat-Protein als Antigen und ein syn-
thetisches Derivat des Makrophagen aktivierenden Lipo-
peptids MALP-2 als Adjuvans. Bei Mdusen kam es nach
intranasaler Verabreichung zu einer starken humoralen
und zellvermittelten Immunantwort gegen das Tat-Antigen.
Damit scheint MALP-2 ein optimales Schleimhaut-Adju-
vans fiir HIV-Impfstoffe zu sein. Und es stimuliert die
Aktivierung und Reifung dendritischer Zellen (DC), so
dass sich ihre Wirkung gegeniiber den T-Zellen verstarkte.

Signaliibertragung liber den TGF-B-Rezeptor Wir
untersuchten die adaptive Immunantwort nach muko-
saler Immunisierung an Miusen, in denen der TGF-f3-
Rezeptor in B-Zellen fehlt (TBRII-B). Als Adjuvantien wur-
den die B-Untereinheit des Choleratoxins und MALP-2
verwendet. Wildtyp und TBRII-B-Miuse zeigten eine star-
ke, antigenspezifische zelluldre und humorale Immunant-
wort. Bei den TRRII-B-Mdusen wurde aber eine deutliche
Verminderung des antigenspezifischen IgG2b und ein
erhohter IgG3-Spiegel beobachtet. Zellen, die antigen-
spezifisches IgA sezernierten, sowie Serum-IgA und sekre-
torisches IgA waren nicht nachweisbar. Dies belegt die
entscheidende Rolle der TGF-Signaliibertragung fiir die
antigenabhingige Stimulation von sekretorischem IgA
und fiir den IgG-Klassenwechsel.

Bakterielle ,,Ghosts” Bakterielle ,Ghosts” erweisen sich
als vielversprechende Transportsysteme fiir DNA-Impf-
stoffe. ,Ghosts” sind nicht-vermehrungsfihige Vektoren,
die durch die konditionale Expression des letalen Gens E
aus dem Bakteriophagen PhiX174 in Gram-negativen

Dr. Claudia Link | Dr. Faiza Rharbaoui | Dr. Kai Schulze

Bakterien hergestellt werden konnen. Dabei bildet sich
ein Tunnel in der Bakterienhiille aus, durch den der
Zytoplasmainhalt austritt. Die entstehenden ,Ghosts”
sind mit Plasmiden beladenen und kénnen isoliert
werden. Sie werden effizient von Makrophagen und DC
aufgenommen, sodass eine Transfektionsrate von bis zu
60 Prozent erreicht wird. Auf diese Weise dirigieren sie
den DNA-Impfstoff zu den Antigen-prisentierenden Zel-
len und l6sen ein starkes Entziindungssignal aus, so dass
sie als natiirliches Adjuvans wirken. Immunisierungs-
studien zeigten, dass iiber ,Ghosts” verabreichte DNA-
Impfstoffe eine stirkere Immunantwort in Gang setzen
als DNA alleine. Auch die Impfung mit DC - ex vivo

mit plasmidgefiillten ,Ghosts” beladen - fiihrte zu einer
starken Produktion von Antikorpern und CD8+-T-Zellen.
“Ghosts” sind also eine effiziente Technologieplattform
fiir die Entwicklung von DNA-Impfstoffen.

Anlieferung von DNA-Impstoffen mittels bakterielle , Ghosts”,
so genannten nicht-lebenden Bakterien. Darstellung von
bakteriellen ,Ghosts”, die durch die konditionierte Expressi-
on des Gens E, generiert wurden (elektronenmikroskopische
Aufnahme). Der Querschnitt zeigt den Hiillenkomplex von
bakteriellen ,Ghosts”, an dem die DNA-Plasmide gebunden
vorliegen (Schichtaufnahme).
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04.5 Therapeutische zellulare Vakzine
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Bei Krebs und vielen persistierenden Infektionen ist eine
wirksame, antigenspezifische T-Zell-Antwort von grofSer
Bedeutung. Eine Immuntherapie solcher Erkrankungen ist
jedoch grundsitzlich problematisch: Trotz einer Immun-
antwort ist eine therapeutische Wirkung nur schwer zu
erreichen, da im Zielorganismus Toleranzen und eine Ab-
schaltung der Immunantwort (,Anergy”) erfolgen. Ziel
unserer Arbeiten ist es daher, die immunstimulierenden
Funktionen dendritischer Zellen genauer zu untersuchen
und zu verbessern sowie ihre Wechselwirkungen mit Effek-
torzellen und die Auswirkungen der genetischen Abwand-
lung Antigen-prisentierender Zellen auf ihre Funktion zu
studieren.

Wechselwirkungen sichtbar gemacht Mit speziellen
Bildgebungsverfahren wurden im lymphatischen Gewebe
die Wechselwirkungen zwischen verschiedenen immun-
relevanten Zelltypen untersucht. Die Elektronenmikrosko-
pie lieferte detaillierte Strukturinformationen, und mit
Hilfe der Konfokalmikroskopie wurden die Zellwande-
rung sowie die dynamischen Wechselwirkungen in vitro
untersucht. AufSerdem wurde in Zusammenarbeit mit
anderen Gruppen an der GBF der Einfluss von Infektio-
nen und genetischen Verinderungen auf die Wechselwir-
kungen der Zellen in lymphatischen Organen sichtbar
gemacht.

il Miciowcopy (51 Diirmar)
S AR VY
[y

©  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (links) und
Immunfdrbung eines retroauriculdren Lymphknoten der
Maus (rechts).
Der Lymphknoten wurde explantiert und gefirbt auf
Makrophagen (rot: CD11b), B-Lymphozyten (Blau: B220)
und Retilulinfasern (griin).

Dr. Andrea Kréger | Lars Macke | Wilhelm Meyring |

Modulation der Immunantwort Zur Modulation der
Immunantwort konstruierten wir Adenovirusvektoren, die
tumorassoziierte Antigene, immunmodulierende Mole-
kiile und Reportergene kodieren. Sie erlauben eine effizi-
ente Geniibertragung in primére Zellen und eine regulierte
Expression mehrerer Gene. Die Analyse mehrerer Faktoren
aus modifizierten humanen dendritischen Zellen bestat-
igte, dass der Adenovirus-vermittelte Gentransfer keine
nennenswerten unspezifischen Effekte verursacht.

Dieser Transfer immunmodulierender Gene ermoglicht
jedoch eine spezifische Verdnderung der Eigenschaften
dendritischer Zellen. Ihre Funktionseigenschaften wurden
mit Mausmodellsystemen untersucht: Analysiert wurde
dabei die Immunantwort auf ein Tumorantigen, das in
einem menschlichen Papillomavirus (E7) kodiert war. Nach
der Impfung mit Adenovirus-modifizierten dendritischen
Zellen konnten wir eine Verstirkung der E7-spezifischen
Immunantwort nachweisen.

Ein Mausmodell fiir Tumore Im Modell eines trans-
plantierbaren Lebertumors fithrt die Aktivierung des
Transkriptionsaktivators IRF-1 zur Hemmung des Tumor-
wachstums und zur Induktion einer spezifischen Immun-
antwort. Fiir Untersuchungen in anderen Tumorsystemen
konstruierten wir ein IRF-1 exprimierendes Adenovirus.
Nach der Infektion verschiedener Tumorzelllinien stellten
sich die typischen IRF-1-vermittelten Phinotypen ein:
Gehemmte Zellvermehrung, verstirkte Expression von
MHC-I-Molekiilen, Ausschiittung von IFN-f und Reversion
des transformierten Phanotyps. 60% der Gene, die bei
der onkogenen Transformation verandert waren, kehrten
in den Normalzustand zuriick.

GMP fiir rekombinante Adenovirusvektoren und
dendritische Zellen Mit Adenoviren modifizierte
dendritische Zellen sind viel versprechende Agentien

fiir die Immuntherapie bei Krebs und persistierenden
Infektionen. Zur Umsetzung der Grundlagenforschung
in klinische Priifungen und therapeutische Anwendun-
gen miissen cGMP-konforme Produktionsverfahren ent-
wickelt werden. Zur reproduzierbaren cGMP-konformen
Produktion genetisch modifizierter dendritischer Zellen
befindet sich derzeit ein integriertes Beutel-System in der
Entwicklung.
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Bakterien als Trager eukaryontischer Expressionsplasmide
zur Transfektion von Siugerzellen zu verwenden, ist allge-
mein anerkannt. Wir haben zwei Arten fiir derartige Trans-
fers eingesetzt: Salmonella typhimurium diente dazu, DNA-
Impfstoffe oral zu verabreichen. L. monocytogenes wurde
als Vektor fiir die Gentherapie erprobt.

S. typhimurium Das Impfverfahren mit S. typhimurium
war frither hiaufig problematisch, da das urspriinglich in
vielen Kopien in den Transformanten vorliegende Plasmid
in Kulturen und Méusen verloren ging. Wir tauschten
deshalb die ,Replikationsorigins” gegen solche aus, die
nur wenige Kopien bedingen. Dies fiihrte in vitro und in
vivo zu einer vollstindigen Stabilisierung der Salmonella-
Transformanten. Noch wichtiger: Die Immunantwort
nach oraler Applikation in Miusen verbesserte sich damit
deutlich. Die neu entwickelten Plasmide werden als Aus-
gangspunkte fiir weitere Optimierungen des oralen DNA-
Impfsystems dienen.

Elektronenmikrographie einer Wirtszelle mit Plasmid-tragen-

den L. monocytogenes, die nach der Infektion mit Ampicillin
behandelt wurden, um den DNA-Transfer einzuleiten. Nach
24 Stunden sind die meisten Bakterien lysiert und nur noch
als leere Hiillen vorhanden (Pfeil) oder die Bakterien entleeren
gerade ihren Inhalt in das Zytosol der Wirtszelle. Einige der
Bakterien sind noch von Membranen umgeben (Pfeil), obwohl
die Listerien normalerweise bereits nach 4 Stunden aus der
phagozytischen Vakuole entwichen sind. Lysosomen (L) fusio-

nieren mit Bakterien-enthaltenden Vakuolen. N (Zellkern).

Foto: GBF

L. monocytogenes Eine nennenswerte Transferrate ist
nur mit einer groflen Zahl von L. monocytogenes Bakterien
zu erreichen. Elektronenmikroskopisch liefs sich zwar
eine schnelle Lyse der Bakterien und die Freisetzung ihres
Inhaltes nachweisen, aber offenbar werden dabei nur sehr
wenige Plasmide in den Zellkern tibertragen. Aus den
Wirtszellen konnte nach der DNA-Ubertragung eine grofie
Zahl von Plasmiden gewonnen werden, aber diese waren
mit hochmolekularen Bestandteilen der Tragerbakterien
oder der Wirtszellen assoziiert. Weitere detaillierte Analy-
sen dieser Komplexe sollen die Moglichkeit erdffnen, den
DNA-Transfer mit Listerien als Ubertrager zu verbessern.

Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Wirt
Um die Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Wirt
zu analysieren, untersuchten wir in Mdusen die Frithpha-
se einer Infektion mit L. monocytogenes. Hier konnten wir
nachweisen, dass das inflammatorische Chemokin CCL2
in dieser Phase die Hauptrolle spielt. Die Entfernung von
CCL2 fiithrte zu einer verminderten Bakterienbelastung.
Immunhistologische Untersuchungen zeigten eine ver-
anderte Anordnung der Zellen in der Milz. Die Zusam-
mensetzung der Makrophagencluster hatte sich verdndert,
so dass nun auch Granulozyten in die Cluster eindringen
konnten. Die Induktion von CCL2 ist offenbar ein
Mechanismus, mit dem L. monocytogenes der Immunab-
wehr entgeht.

IFNB: ein Immunregulator Ebenso untersuchten wir
die biologischen Eigenschaften von IFNf. Mit rekombi-
nanten Mausen, die kein IFNf produzieren, konnten wir
eine wichtige Funktion dieses Zytokins in der Immun-
abwehr nachweisen. Nach nasaler Infektion mit Gruppe A
Streptokokken war bei IFNf-defizienten Mdusen im Ver-
gleich zu Kontrolltieren eine hohere Bakterienbelastung
nachzuweisen. Wurde bei den mutierten Mausen jedoch
mit Dextransulfat eine Colitis ausgel6st, bildete sich diese
deutlich schwicher aus. Der IFNB-Mangel mildert die
Krankheit ab. Dies verdeutlicht die unterschiedlichen
Effekte, die dieses Zytokin auslosen kann. Fiir die Zukunft
verfolgen wir mit den Untersuchungen das Ziel, die Zel-
len zu definieren, die fiir die Produktion von IFNf ver-
antwortlich sind. Zu diesem Zweck wurde eine neue
genetisch verdnderte Mauslinie erzeugt, die eine ,Knock-
out”-Mutation enthdlt und die Identifizierung der IFNf-
produzierenden Zellen erleichtern soll.
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Programm ,Vergleichende Genomforschung”

PROGRAMMSPRECHER | Dr. Helmut Blocker | Abteilung fiir Genomanalyse | hbl@gbf.de

Krankheiten entstehen durch komplizierte Wechselbeziehungen zwischen genotypischen und phéanotypischen
Eigenschaften wie genetisch bedingten Defekten oder Anlagen, aber auch durch umweltbedingte Faktoren
wie Alter, Lebensweise, Wechselwirkungen zwischen Krankheitserreger und Wirt sowie Umweltbelastungen.
Die vergleichende Analyse von Genominformationen ist ein unverzichtbares Element, wenn man zu prognosti-
schen und diagnostischen Zwecken der Gesundheitsvorsorge die Beziehungen zwischen Genotyp und Phanotyp
verstehen mochte. Dabei ist die Funktion einzelner Gene in den Zellen, ihre Wechselwirkungen in Zellverban-
den und Netzwerken und ihre epigenetische Regulation sowie ihre Regulation auf der Ebene der Translation
aufzuklaren. In der vergleichenden Genomforschung verbindet man modellgestltzte experimentelle Verfahren
mit informationsgestitzten Computerverfahren und theoriebasierten Dateninterpretationen. Dieses Forschungs-
programm stellt somit eine Kombination aus der experimentellen Charakterisierung von Genomfunktionen

und umfassender genomgestutzter Bioinformatik dar.
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o Neue Medikamente und Impfstoffe zur Tuberkulose- ©  Drei komplementire systematische Ansdtze zur
Bekimpfung: Genomische Charakterisierung der funktionellen Genomanalyse.

PE-PGRS Genfamilie von Mycobacterium tuberculosis.

Collage: GBE, Klimek
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Prof. Dr. Mahavir Singh | Dr. Matthias Stehr | Harold Stiege | Dr. Maoyuang Yang

Im Mittelpunkt dieses Projektes steht die genomweite
Untersuchung und eingehende Analyse genetischer Infor-
mationen. Dies umfasst die Hochdurchsatz-DNA-Sequen-
zierung und die Annotation der Genfunktionen auf der
Ebene der Stoffwechsel- und Regulationswege. Uber

50 Prozent unserer Arbeiten sind bioinformatischer
Natur. In Zukunft werden wir zudem die vergleichende
Sequenzanalyse ausgewihlter Gene von Krankheitserre-
gern und Patientengruppen sowie die Aufklarung der
Methylierungsprofile ausgewdhlter Genomabschnitte
durchfithren. Als Ergdnzung zu diesen Titigkeiten werden
wir neue technologische Entwicklungen vorantreiben.

Sequenzanalyse-Projekte Die DNA-Sequenzierung
stellt eine Schliisseltechnologie fiir die moderne biolo-
gische Forschung und ihre Anwendung dar. Steht ein
Genom als Referenz zur Verfiigung, ist eine vergleichende
Sequenzierung die Methode der Wahl. Entsprechend wird
unsere zukiinftige Arbeit die vergleichende Sequenzana-
lyse klinischer Isolate von Krankheitserregern wie etwa
M. tuberculosis umfassen — mit dem Schwerpunkt auf
Genen, die an der Virulenz, Persistenz, Antibiotikaresis-
tenz und Wirtspraferenz beteiligt sind.

Zudem werden wir Sequenzpolymorphismen in Wirts-
genen sowie die Methylierungsmuster ausgewahlter
Genomabschnitte in Patientengruppen aufkldaren und
ihre Kopplung mit Krankheitsanfilligkeit oder -resistenz
und ihre pathogenen Eigenschaften untersuchen.
Kiirzlich haben wir die Sequenz des Schimpansenchro-
mosoms 22 publiziert. Als nachstes werden wir uns der
Sequenzierung und Funktionsanalyse des X-Chromosoms
von Schimpansen zuwenden. Ebenso werden wir ver-
meintliche krankheitsassoziierte Genomabschnitte von
Pferden, Schweinen und Rindern analysieren. Und wir un-
tersuchen derzeit Bakteriengesellschaften im Miusedarm.
In einem Pilotprojekt werden wir die Infrastruktur fiir
eine Aufkliarung der Methylierungsmuster ganzer Chro-
mosomen und ihre vergleichende Analyse schaffen.

Nach dem Abschluss der Sequenzierung der Genome von
Sorangium cellulosum, Bordetella petrii und E. coli Nissle
1917, beteiligen wir uns jetzt an der ausfithrlichen Anno-

© Kiinstlerische Darstellung zum Einsatz von Prinzipien der

Spracherkennung fiir die DNA-Sequenzanalyse.

Foto and Collage: GBE, Klimek

tation. Im Jahr 2004 wurde das neue Tatigkeitsgebiet
~MycoGenomes” ins Leben gerufen, mit dem Ziel, die
Genome pathogener Mycobakterien zu vergleichen, die
bei Menschen und Tieren Krankheiten wie Tuberkulose,
Paratuberkulose und Lepra hervorrufen. Ziel ist es, bei
Mycobakterien die Virulenzfaktoren und Zielpunkte fir
Arzneistoffe zu identifizieren und zu charakterisieren.

Neue Technologien Eine von uns entwickelte neue
Methode der Sequenzanalyse bietet den Vorteil, sich nicht
auf Ahnlichkeiten oder Haufigkeiten von Buchstaben zu
stiitzen, sondern physikochemische oder theoretische
Signal-Eigenschaften einzubeziehen. Derzeit laufen Expe-
rimente zu einer Neuklassifizierung der Promotorsequen-
zen aus E. coli und anderen Lebewesen, die zu neuen
Erkenntnissen iber Kategorien von Genaktivititen fithren
konnen. Die Umsetzung erfolgt ausschliefilich mit kosten-
glinstiger Hardware. Wir werden diese Technologie weiter-
entwickeln und auf die vergleichende Protein- und DNA-
Analyse anwenden. Dariiber hinaus soll die Methode
auch auf die Mustererkennung komplexer Bilder und -
langfristig - auf die modellhafte Darstellung von Infek-
tionsprozessen in Echtzeit angewendet werden.
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02 Ligand-basierte Entdeckung biologischer Zielmolekiule =1

PROJEKTLEITER | Dr. Ronald Frank | Abteilung fiir Chemische Biologie | rfr@gbf.de

PROJEKTMITARBEITER | Ulrike Beutling | Dr. Antonius Dikmans | Varsha Gupte | Dr. Jutta Niggemann

Dr. Rene Ribenhagen | Andrzej Swistowski | Dr. Werner Tegge
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Zufillige und gezielte Mutagenese sowie Inaktivierung relaxierenden Effekt des Enzyms auf die glatte Muskulatur
von mRNA durch Antisense- und RNAi-Methoden sind noch unter das Grundniveau abzusenken. Mit DT-2 kann
die Ansdtze der klassischen und reversen Genetik, mit man also zum ersten Mal die physiologische Bedeutung
denen die Funktion von Genen auf Nukleinsidureebene dieses Grundniveaus untersuchen und somit bessere
gestort und tiber die phinotypischen Auswirkungen der Kenntnisse iiber die Tonusregulation in der glatten Mus-
Stérung analysiert wird. Hierzu hat sich in den letzten kulatur gewinnen. Derzeit soll in Untersuchungen an
Jahren ein attraktiver komplementérer Ansatz entwickelt. Mausen bestitigt werden, dass man mit solchen Inhibito-
Mit chemischen Verbindungen werden die Genprodukte ren einen zu niedrigen Blutdruck bekdmpfen kann -

- im wesentlichen Proteine - direkt in ihrer Funktion einem wichtigen Aspekt bei der Behandlung des systemi-
beeinflusst, also durch Ligandenbindung aktiviert oder schen Schocks.

inhibiert. Ein solches chemisches Interferenzkonzept ist
mit entsprechend kompetenten und vielseitig konstruier-

ten Molekiilbibliotheken ebenso global-genomisch und

systematisch angelegt, wie das Mutanten- oder Antisense/ Pronounced

RNAi-Screening der molekularen Genetik. modulation
of arteral
tone

Substanzbibliotheken Die von uns verwendeten

Sammlungen chemischer Verbindungen entstammen vor-

wiegend unserer kombinatorischen chemischen Synthese

und enthalten Peptide, Peptidomimetika sowie kleine

organische Molekiile. Solche Sammlungen werden fiir

. . . . Mesdorate

interne Screeningprojekte aufbereitet. Im Rahmen des modulation

Nationalen Genomforschungsnetzes (NGFN) werden die of arlerial

Sammlungen auch fiir Verbundprojekte verwendet, so fiir > tone

die ,Systematische Methodische Plattform (SMP) Funk-

tionelle und Chemische Proteomik” und die ,Antibody

Factory” sowie fiir die krankheitsorientierten Genomfor-

schungsnetzwerke. Auf Initiative der GBF betreiben wir Mo influe neo

eine zentrale chemische Syntheseeinheit als Plattform fur — cnarlerial

die chemische Proteomforschung des NGFN. 'm;l

Membrangangige spezifische Inhibitoren der cGMP-
abhangigen Proteinkinase Durch Screening von
Peptidbibliotheken, die auf SPOT-Membranen erzeugt
wurden, konnte ein Inhibitor fir die cGMP-abhéngige

®  Ein Modell der PKG-Aktivitit in glatten Muskelzellen und
ihr Einfluss auf den Gefdfitonus. Die basale PKG-Aktivitit
bewirkt eine kontinuierliche Modulation des GefifStonus
sogar bei minimalen cGMP-Konzentrationen. Erhéhte cGMP-

Proteinkinase Ia (PKG Ia) hergestellt werden. Durch
Fusion dieses Peptids mit membrangingigen Amino- Konzentrationen stimulieren die Kinase weiter (,High PKG
Activity”), wodurch der modulatorische Einfluss erhiht

wird. Bekannte Inhibitoren (KT-5823, Rp-cGMPS Derivate)

vermindern die cGMP-stimulierte PKG-Aktivitdt in unter-

sduresequenzen entstanden sehr selektive Wirkstoffe, die
in Zellen eindringen. Die Sequenz ,DT-2" wurde in nati-

ver und Fluorescein-markierter Form in Experimenten

eingesetzt, mit denen die physiologischen Funktionen der schiedlichem Maf, aber maximal bis auf den basalen Wert.

PKG ot bei der Tonusregulation der glatten Muskulatur DT-2 (roter Pfeil) andererseits inhibiert nicht nur die

aufgeklart werden sollten. Im Gegensatz zu anderen cGMP-stimulierte PKG-Aktivitit, sondern auch die basale

bekannten PKG-Inhibitoren ist DT-2 in der Lage, den PKG-Aktivitit, wodurch die Kinase-bedingte Vasoregulation

vollig ausgeschaltet wird.
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Priv.-Doz. Dr. Jutta Eichler | Arbeitsgruppe Konformationelle Protein-Ligand-Interaktionen

jei@gbf.de

Numan Akyol | Dr. Christian Doll | Raimo Franke | Cornelia Hunke | Dr. UIf Strijowski

Enge Sudarman

Die Wechselwirkungen von Proteinen untereinander
oder mit anderen Ligand-Molekiilen sind die molekulare
Grundlage aller durch Proteine vermittelten biologischen
Prozesse. Das Design und die Herstellung synthetischer
Molekiile, um diejenigen Bereiche von Proteinen nach-
zuahmen, die fiir die Interaktion mit ihren Liganden ver-
antwortlich sind, ist eine viel versprechende Strategie zur
Beeinflussung von Proteinfunktionen. Es ermoglicht ein
gezieltes Eingreifen in die zugrunde liegenden molekula-
ren Wechselwirkungen.

Laden eines Autosamplers eines LC/MS-Geriits fiir die

Analyse von synthetischen Peptiden.

Foto: GBF, Bierstedt

Inhibitoren von Protein-Ligand-Interaktionen Die
Design-Grundlage fiir solche Inhibitoren ist die bekannte
Struktur der Proteinbindungsstelle innerhalb der Raum-
struktur des Protein-Ligand-Komplexes. Das Synthesekon-
zept fiir die Mimikry von sequenziell diskontinuierlichen
Proteinbindungsstellen ist auf zusammengesetzte oder
Gerlist-gestiitzte Peptide ausgerichtet. In ihnen werden die
vom Protein abgeleiteten Peptidfragmente, die seine Bin-
dungsstelle ausmachen, nichtlinear und diskontinuierlich
von einem molekularen Gertist prasentiert. Unser bisher
entwickeltes Spektrum an Synthesemethoden ermoglicht
die Herstellung strukturell vielfaltiger Gertistmolekiile fiir
solche geriistgestiitzten Peptide.

Mit Hilfe dieser Syntheseverfahren konnten wir Mimetika
der Bindungsstellen unterschiedlicher Proteine entwerfen
und herstellen. Unser Ziel ist dabei die Entwicklung von
Molekiilen, die die Wechselwirkungen zwischen den
Proteinen und ihren Liganden beeinflussen. Wir konnten
zeigen, dass sowohl synthetische Mimetika der Bindungs-
stellen der Mena-EVH1-Domane fiir prolinreichen Peptid-
liganden als auch die des Hiillproteins gp120 von HIV-1
fiir den T-Zell-Rezeptor CD4 die Wechselwirkungen dieser
Proteine mit ihren Liganden unterdriicken. Im Mittel-
punkt weiterer Projekte stehen die Hemmung der Wech-
selwirkungen von E-Cadherin auf Epithelzellen mit dem
Internalin A von L. monocytogenes sowie die Interaktion
von viralem Interleukin-6 mit dem Rezeptor gp130.

Kolorimetrischer Bindungsassay in Mikrotiterplatten.

Synthetische Peptide werden auf ihre Fihigkeit getestet,

Protein-Ligand-Interaktionen zu hemmen.

Foto: GBE, Bierstedt
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04 Vergleichende Strukturanalyse von Stoffwechselwegen

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Dirk Heinz | Bereich Strukturbiologie | dih@gbf.de

PROJEKTMITARBEITER | Isabel Astner | Dr. Hans-Jirgen Hecht | Dr. Wolf-Dieter Schubert | Joérg Schulze

Die starken Ahnlichkeiten zwischen menschlichem und
bakteriellem Stoffwechsel stiitzen die darwinistische Hypo-
these, wonach alle Lebensformen einen gemeinsamen
Ursprung haben. Biochemische Untersuchungen an Bak-
terien zeigen meist eine vereinfachte Form der komplizier-
teren menschlichen Stoffwechselwege. Und spezifische
Unterschiede bieten hiufig einzigartige Gelegenheiten,
die besondere Empfindlichkeit von Bakterien auszunutzen
und Antibiotika zu entwickeln, die fiir den Patienten un-
ter Umstanden nur sehr geringe Nebenwirkungen haben.

Enzyme der Hdm-Biosynthese Him und andere
Tetrapyrrole, wie (Bakterien-)Chlorophylle und Vitamin
B;,, sind in lebenden Zellen unentbehrlich. Sie sind
Kofaktoren fiir zahlreiche Enzyme und bei der Photosyn-
these und Zellatmung an Energie- und Elektroneniibertra-
gungsprozessen beteiligt. Einzigartig an der Funktion des

Hém ist die Koordination und der Transport von Sauer-
stoff und Kohlendioxid im Blut der Wirbeltiere.

o Die Struktur von HemN von E. coli. Die erste Struktur

eines radikalen SAM-Enzyms.

Zusammen mit der TU Braunschweig haben wir die
Struktur der sauerstoffunabhingigen Coproporphyrino-
gen-111-Oxidase (HAmN) aufgeklirt, eines bakteriellen
Enzyms fiir die anaerobe Ham-Biosynthese. Es katalysiert
den vorletzten Schritt der Him-Biosynthese. HimN und
andere Verwandte bringen eine 4Fe-4S-Gruppe unmittel-
bar neben ein S-Adenosylmethioninmolekiils (SAM),

so dass das Schwefelatom des SAM eine koordinative
Bindung zu dem vierten Eisenatom der Gruppe eingeht.
Es bindet an zwei SAM-Molekiile. Eine dhnliche Anord-
nung der beteiligten Kofaktoren hatte man zuvor noch

nicht beobachtet. Wird die Gruppe reduziert, (ibertragt sie
ein Elektron auf das SAM, so dass dieses in ein Methionin
und ein 5’-Adenosylradikal zerfillt. Das Radikal abstrahiert
ein Wasserstoffatom vom Substrat Coproporphyrinogen-III
und verwandelt es durch den Verlust einer CO,-Gruppe

und eines Elektrons in das Produkt Protoporphyrinogen IX.

Enzyme der Molybdopterin-Biosynthese Molybdin-
Enzyme sind fiir vielfiltige Stoffwechselvorgiange von
Bedeutung: Bei Sdugetieren fir die Schwefelentgiftung
und den Purinstoffwechsel, bei Pflanzen fiir die Stickstoff-
assimilation und die Synthese der Phytohormone. Eine
defekte Biosynthese von Molybdidn-Kofaktoren fithrt beim
Menschen zu neurologischen Anomalien und bereits in
frither Kindheit zum Tode. Gemeinsam mit der TU Braun-
schweig haben wir die Struktur der G-Domine in dem
pflanzlichen Molbdopterin-Biosyntheseprotein Cnx1G
untersucht. Die Kristallstruktur-Analyse zeigte die Bin-
dung des adenylierten Molybdopterin an ein mechanisch
beeintrichtigtes mutiertes Protein. Damit war das adeny-
lierte Molybdopterin als Reaktionsprodukt von Cnx1G
identifiziert. Die aminoterminale E-Domine von Cnx1G
verarbeitet diese Substanz spiter in einer magnesiumab-
héngigen Reaktion zum aktiven Molbdédn-Cofaktor. Mit
der beobachteten Hemmung der Cnx1G-Aktivitat durch
Kupfer - es bindet an die Schwefelatome des Molybdop-
terindithiolats — war damit eine molekulare Verbindung
zwischen dem Molybdan- und Kupferstoffwechsel her-
gestellt.

© Die Interaktionen im Aktivititszentrum von HemN zeigen die

Bindung des Kofaktors an das Protein.
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05 Modelle und Analysen zellularer Netzwerke

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. An-Ping Zeng | Abteilung fiir Genomanalyse | aze@gbf.de

PROJEKTMITARBEITER | Eun-Jin Kim | Bharani Kumar | Dr. Hongwu Ma | Marcio Rosa da Silva |

Dr. Jibin Sun | Ping Zheng

Der Forschungsschwerpunkt dieses Projektes liegt in der
Rekonstruktion, Analyse und Modellierung der Stoff-
wechsel- und Regulationsnetzwerke in ausgewdhlten
biologischen Systemen. Wir untersuchen diese biologi-
schen Systeme, indem wir den Einsatz verschiedener
genomischer und funktionell-genomischer Daten, bioin-
formatische Werkzeuge und mathematische Modelle mit-
einander kombinieren. Zu diesem Zweck entwickeln wir
neue Algorithmen und Methoden zur Rekonstruktion und
Analyse von Stoffwechsel- und Regulationsnetzwerken.

E. coli Mit Hilfe des Algorithmus IdentiCS, den unsere
Arbeitgruppe im letzten Jahr entwickelte, wurden aus den
Rohsequenzen des probiotischen E. coli-Stammes Nissle
1917 (O6:K5:H1) die kodierenden Sequenzen (CDSs)
identifiziert und das zugehorige potenzielle Stoffwechsel-
netzwerk rekonstruiert. Die fiir E. coli Nissle 1917 voraus-
gesagten codierenden Sequenzen wurden mit denen der
funf anderen bisher publizierten, sequenzierten E. coli-
Staimme verglichen. Dies fiithrte zur Identifizierung von
108 codierenden Sequenzen, die ausschlief3lich in diesem
Isolat vorhanden waren.

In den Netzwerken der Transkriptionsregulation von

E. coli und Hefe konnten wir Motive und Funktionsbau-
steine mit einer neu entwickelten Methode identifizieren.
Die von uns gefundene hierarchische Modulstruktur ist
von groféem Nutzen, wenn globale Regulatoren und die
Befunde von Mikroarrays analysiert werden, insbesondere

; A E
Cienes found regulated from microarmay study

wenn es darum geht, aus Expressionsprofilen Riickschliis-
se auf die Regulationsmechanismen zu ziehen.

Kommunikationssignal Wir haben von 138 vollstindi-
gen Genomen eine vergleichende, phylogenetische Analy-
se erstellt, die sich auf die Synthese und den Signaliiber-
tragungswegen des Autoinduktors-2 bezog. Er ist den
Literaturangaben zufolge ein universelles Signal fuir die
Kommunikation zwischen verschiedenen Arten. Es stellte
sich heraus, dass das Enzym LuxS, das fiir die Synthese
von Al-2 benoétigt wird, bei Bakterien weit verbreitet ist,
das periplasmatische Bindungsprotein LuxP dagegen nur
bei Stimmen von Vibrio vorkommt.

«Intergenomics” Im Rahmen des BMBF-Projekts
,Intergenomics” haben wir das Stoffwechsel- und Regula-
tionsnetzwerk untersucht, das an der Bildung von Viru-
lenzfaktoren und an der Stressantwort von Pseudomonas
aeruginosa wihrend einer Lungeninfektion beteiligt ist.
Dabei haben wir uns auf die Verfiigbarkeit von Eisen und
Sauerstoff konzentriert sowie auf ihre Bedeutung fiir die
Entstehung der Virulenzfaktoren. Experimentelle Metho-
den, wie die Pathophysiologie, genetische Storungen und
genomische Analysen, wurden mit bioinformatischen
Werkzeugen kombiniert, um die beteiligten Regulations-
wege und das zugehorige Netzwerk zu rekonstruieren, so
dass die komplexen Wechselwirkungen aufgeklart werden
konnten.

o Von Stoffwechselwegen zum Gennetzwerk: Die Regulierung des Eisenstoffwechsels und Antworten auf Stresssituationen in

Pseudomonas aeruginosa.
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Programm ,Nachhaltige Nutzung von Landschaften”

Prof. Dr. Kenneth N. Timmis | Abteilung fiir Umweltmikrobiologie | kti@gbf.de

Mikroorganismen sind allgegenwartig, und da sie weitaus extremere Umweltbedingungen vertragen

als hohere Organismen, definieren ihre Lebensrdume die Biosphare. Mit ihrer Aktivitat haben die Mikro-
organismen groB3en Einfluss auf weltweite Prozesse wie Kohlenstoffkreislauf und globale Erwédrmung,
aber auch auf lokale Vorgange wie Pflanzen- und Tierkrankheiten. AuBerdem liefern sie unentbehrliche
Nahrstoffe fur Pflanzen und Tiere. Mikroorganismen wirken sich vielfaltig, positiv und negativ, auf die
Menschen und ihre Tatigkeiten aus: Sie sind fur die Mehrzahl aller Krankheiten und Todesfalle verant-
wortlich, andere liefern Antibiotika zur Behandlung von Krankheiten, und wieder andere tragen ent-
scheidend dazu bei, die Umwelt von organischen Abfallstoffen zu befreien. Die Biotechnologie bedient
sich in weiten Bereichen der Mikroorganismen und ihrer Produkte. Damit wir die Tatigkeit von Mikroor-
ganismen beeinflussen kédnnen, um von den positiven Aspekten stérker zu profitieren und die negativen
Auswirkungen so gering wie méglich zu halten, missen wir genau wissen, wie sie in ihren Lebensrau-

men existieren und funktionieren, und wie ihre Tatigkeiten gesteuert werden.

In der klassischen Mikrobiologie untersucht man Reinkulturen, die unter Laborbedingungen wachsen.

In der Natur vermehren sich die Mikroorganismen jedoch in komplizierten, vielgestaltigen, dynamischen
Lebensgemeinschaften, deren Mitglieder untereinander in Wechselbeziehung treten und die verfligbaren
Ressourcen auf komplexen Wegen unter sich aufteilen. Diese Wechselwirkungen und die Interaktionen
mit anderen belebten und unbelebten Bestandteilen der Umwelt bestimmen Gber die Aktivitat einer

Lebensgemeinschaft. Allgemeine Kenntnisse Gber solche Wechselbeziehungen besitzen wir bisher nicht.

Mit dem Forschungsprogramm verfolgen wir das Ziel, Lebensgemeinschaften von Mikroorganismen als
Funktionseinheiten zu verstehen, die entscheidenden Wechselwirkungen bei der Steuerung ihrer Aktivi-
tat aufzuklaren und Eingriffsmoglichkeiten zu entwickeln und zu validieren, die zu einer Verstarkung
biotechnologisch relevanter Abldufe fuhren. Und durch Erkundung der Formenvielfalt neue Produkte
und Stoffwechselprozesse der Mikroorganismen zu entdecken. Charakterisiert wird das Forschungspro-
gramm durch Arbeiten auf verschiedenen Ebenen — Gen, Organismus, Lebensgemeinschaft; Reagenzglas,
Chemostat, natirlicher Lebensraum — und fachiibergreifende Tatigkeiten wie mikrobiologische Okologie,
Physiologie, Stammesgeschichte, Biochemie, analytische Chemie, Genetik/Genomforschung, Bioinformatik
und Modellbildung. Die dabei gewonnenen Ergebnisse werden sich zwar prinzipiell auf einen groBen
Teil aller Mikroorganismen-Gemeinschaften anwenden lassen, unsere Forschung konzentriert sich aber
auf solche Lebensgemeinschaften, die entweder beim Menschen Krankheiten auslésen kénnen oder
Umweltgifte verstoffwechseln. Ein wichtiges Ziel des Programms besteht darin, Beitrage zur nachhaltigen

Entwicklung unserer Gesellschaft zu leisten.
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01 Funktionelle Genomik und Nischenspezifitat

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Kenneth N. Timmis

PROJEKTMITARBEITER | Angelika Arnscheidt |

Olga Golyshina | Dr. Oleg R. Kotsyurbenko

Mochte man die Vielfalt der Mikroorganismen verstehen
und ihre Nutzung der unterschiedlichsten, vielfach durch
widrige Bedingungen gekennzeichneten 6kologischen
Nischen, lautet die entscheidende Frage: Wie sehen die
Okophysiologischen Mechanismen der Lebensraumspezifi-
tat aus, und worauf beruht die Vielfalt ihres Stoffwechsels?

Erkundung extremophiler Genome Untersucht wur-
den die Genome extremophiler Mikroorganismen: aus
hypersalinen, sauerstofffreien Tiefseebecken (DHABs) im
Mittelmeer und aus Rinderpansen. Die isolierte, extreme
Umwelt der DHABs beherbergt bisher nicht charakteri-
sierte Formen der biologischen Welt. Einer von funf dar-
aus isolierten Enzymtypen zeigt keinerlei Homologie mit
Sequenzen aus Datenbanken. Es ist ein neues, bifunktio-
nales Enzym mit mehreren aktiven Zentren. Es vertragt
unterschiedlichste Salzgehalte, hydrostatische Drucke,
polare Losungsmittel und reduzierende Milieus. Auch die
Enzyme aus Pansen sind bekannten Enzymklassen kaum
ahnlich. Sie besitzen mehrere bisher nicht beschriebene
Eigenschaften wie Losungsmittelresistenz, Substratspezi-
fitat, hohe spezifische Aktivitit bei einer Reihe von Sub-
straten und in manchen Fillen eine hohe Enantiomer-
/Regionenspezifitdt.

©  Probenahme in den Tiefen des Mittelmeeres.

Foto: GBF
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Christoph Gertler | Dr. Peter N. Golyshin

| Julia Sabirova

Ein wichtiger Uberlebensfaktor fiir Bakterien Fiir
die Expression hitzeempfindlicher, rekombinanter Proteine
in E. coli bei etwa 4 °C wurde experimentell ein neues
Verfahren evaluiert. Grundlage war die gleichzeitige
Expression des gewiinschten Proteins mit Chaperonen
(Cpn60 und Cpn10) aus dem psychrophilen Bakterium
Oleispira antarctica RB8T, das auch E. coli bei 4 °C ein
schnelles Wachstum ermdoglicht. Die Expression einer
temperaturempfindlichen Esterase in diesem Wirt bei

4 bis 10 °C fiihrte zu einer 200fach erh6hten Enzym-
aktivitdt gegeniiber einem bei 37 °C gezogenen E. coli-
Stamm, der kein Chaperon produzierte. Die hohere
Aktivitat ist auf die geringere Wachstumstemperatur
zurlickzufithren, die der Proteinfaltung zugute kommt.

Anomalie der pH-Optima Ein breites Spektrum acido-
philer Mikroorganismen wichst am besten bei pH 0 bis 3.
Ihr Zellinneres ist allerdings nahezu neutral oder nur
leicht sauer. Extrazelluldre Enzymaktivititen sind an den
niedrigen pH der Umgebung angepasst, die Enzyme des
Zellinneren dagegen erreichen ihre grofite Aktivitit bei
dem fast neutralen pH des Cytoplasmas. Intrazelluldre
Enzyme aus Ferroplasma acidiphilum arbeiten jedoch opti-
mal bei einem pH von 1,7 bis 4,0, sind in diesem Bereich
stabil und haben ein pH-Optimum, das bis zu drei Ein-
heiten unter dem pH 5,6 des Zellinneren liegt. Diese
,Anomalie” lasst darauf schliefien, dass im Cytoplasma
bislang unbekannte Selektionskrifte wirken.

Funktionelle Genomik bei Alcanivorax Mit einer

in silico-Analyse des Genoms von Alcanivorax wurde die
Reaktion dieses Organismus auf einschligige Umweltfak-
toren untersucht. Mehrere Gengruppen fiir Alkanoxidation,
mehrere Aufnahmesysteme fiir Ammoniumgruppen,
natriumabhéngige Transporter, kompatible Gruppen fiir
die Biosynthese geloster Substanzen, eine geringe Zahl
von Genen fiir Signaliibertragungssysteme und das Fehlen
von Stoffwechselwegen fiir die Stickstofffixierung stehen
im Einklang mit einer oligotrophen Lebensweise im Meer.
Gleichzeitig sind sie eine Erklarung fir die Fahigkeit

zum Abbau von Kohlenwasserstoffen und die effiziente
Aufnahme von Nihrstoffen, die man bei Alcanivorax
beobachtet.
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02 Biofilm-Lebensgemeinschaften in Umwelt und Gesundheit

PROJEKTLEITER | Dr. Wolf-Rainer Abraham | Arbeitsgruppe Chemische Mikrobiologie | wab@gbf.de

PROJEKTMITARBEITER | Elke Hase | Daniela Kobbe |

Sonja Pawelczyk | Jennifer Skerra | Esther Surges

© Ein in einem sauren Bergwerkssee in Lusatia gewachsener

Biofilm. Man beachte, dass die Mineralien, die sich im Bio-

film befinden, als dunkelbraune Flecken zu erkennen sind.

Foto: GBF

Dieses Projekt verfolgt das Ziel, Lebensgemeinschaften
von Mikroorganismen als Funktionseinheiten besser ver-
stehen zu lernen und durch Erkundung der Artenvielfalt
von Mikroben neue Stoffwechselwege zu finden. Mit
unseren Forschungsarbeiten konzentrieren wir uns auf
Lebensgemeinschaften, die unter extremen Bedingungen
leben.

Vielfiltige Biofilm-Lebensgemeinschaften auf PCB
Untersucht wurde die Fahigkeit von Mikroorganismen-
Gemeinschaften aus nicht verschmutzten Lebensraumen,
xenobiotische Substanzen zu verarbeiten. An mehreren
Stellen in Deutschland wurden Bodenproben entnom-
men. Diese dienten als Impfproben fiir die Zucht von
Biofilmen auf polychlorierten Biphenylen (PCBs). Wie
wir feststellen konnten, waren die Mikroorganismen aus
allen getesteten Bodenproben in der Lage, einen Biofilm
zu bilden und PCB-Verbindungen abzubauen. Die chemi-
sche Analyse der verbliebenen PCBs ergab geringfiigige
Unterschiede in der Vorliebe der Biofilme fiir die einzel-
nen PCB-Typen. Uberraschenderweise wurden auf dem
PCB-Ol sehr vielfiltige Biofilm-Lebensgemeinschaften
gefunden, die eine hohe Zahl von Mitgliedern hatten und
sich stark von den Biofilmen auf den Bodenproben unter-

Dr. Heinrich Lunsdorf | Alexandre Macedo |

schieden. Die Befunde zeigten, dass auch Mikroorganis-
men von nicht verschmutzten Stellen das Potenzial besit-
zen, das stark hydrophobe Substrat PCB zu nutzen. Die
Fahigkeit, dieses Substrat zu verwerten, ist in der Welt der
Bakterien weit verbreitet; dies fiihrt zu sehr unterschiedli-
chen Biofilm-Lebensgemeinschaften, die als Grundlage fiir
verbesserte biologische Abbauverfahren dienen kénnen.

Biofilme aus sauren Bergbauseen Im Tagebau freige-
legte Sulfide oxidieren, und die dabei entstehenden Sulfa-
te werden mit dem Wasser in offene Gruben geschwemmt
und bilden saure Bergbauseen. Diese haben einen pH
von 2,5 und enthalten auflerdem hiufig hohe Schwer-
metallkonzentrationen. Damit sind sie fiir alle Lebewesen
aufSer Bakterien und Pilzen sehr unwirtlich. Um zu beur-
teilen, inwieweit Gemeinschaften von Mikroorganismen
das Potenzial zur Neutralisierung solcher sauren Gewis-
ser besitzen, wurde die Bildung von Biofilmen auf ver-
schiedenen Substraten in einem solchen See untersucht.
Als Unterlage fiir die Mikroorganismen-Gemeinschaften
dienten Weizenstroh und Substrate wie Glas oder der
Kunststoff Permanox™. Diese wurden mehrere Monate
lang den Bedingungen in dem See ausgesetzt. Die dabei
entstandenen Biofilm-Gemeinschaften wurden mit aus
demselben See isolierten Biofilmen auf Schilf und Birken-
blattern verglichen. Auf den néihrstofthaltigen Substraten
- Weizenstroh und Schilf - waren vielgestaltige Biofilme
aus Bakterien und Pilzen zu beobachten. Sie waren wesent-
lich dichter und lieflen eine stirkere Mineralienbildung
erkennen als diejenigen auf den nihrstofffreien Substra-
ten Glas und Permanox™. Der Abbau der Weizen- und
Schilffasern erforderte offenbar die Wechselwirkungen
zwischen Bakterien und Pilzen, denn in diesen Biofilmen
kommen beide Gruppen vor. Demnach kommt sowohl
den Pilzen als auch den Bakterien fiir die biologische
Klarung solcher Seen eine entscheidende Bedeutung zu.




03

WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Nachhaltige Nutzung von Landschaften
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Das Projekt verfolgt das Ziel, biologische Abbauvorginge
in der Umwelt quantitativ zu erfassen, vorauszusagen und
zu beeinflussen. Um ein Verstindnis tiber die Aktivitat
und Anpassungsfihigkeit von Bakterien-Lebensgemein-
schaften in situ zu erlangen, analysieren wir Reinkulturen
und Modell-Lebensgemeinschaften und entwickeln Metho-
den, die Analysen in komplexen Systemen erméglichen.

Neue Biokatalysatoren Der biologische Abbau von
Schadstoffen in der Umwelt durch zugefiihrte spezialisier-
te Bakterien ist selten erfolgreich, da diese Biokatalysato-
ren nur wenig aktiv sind, oder weil die Giftstoffe schlecht
biologisch verfiigbar sind. Das psychrophile Bakterium
Rhodococcus sp. MS11 kann nicht nur ein iberraschend
breites Spektrum chlorierter und nichtchlorierter Kohlen-
wasserstoffe abbauen, sondern scheidet beim Wachstum
auf n-Alkanen auch Biotenside aus. Damit diirfte es sich
gut fiir die biologische Reinigung von mit Tetra-, Tri- und
Dichlorbenzolen oder Alkanen verseuchten Boden und
Sedimenten eignen.

Werkzeuge zur Analyse der Funktionen in Lebens-
gemeinschaften Kenntnis der katabolischen Gen-
Struktur in Umweltproben wird unser Wissen tiber die
potentiellen Fahigkeiten mikrobieller Lebensgemeinschaf-
ten erweitern.

Die Gene fiir die Catechol-2,3-dioxygenase (C230) haben
eine Schliisselstellung beim Abbau aromatischer Kohlen-
wasserstoffe inne. Thre Diversitit wurde durch Analyse
von Einzelstrang-Konformationspolymorphismen ampli-
fizierter Fragmente dieser Genfamilie genauer untersucht.
Unterschiedlich kontaminierte Standorte zeigten inner-
halb der Genvielfalt zeitliche und kontaminationsabhdn-
gige Veranderungen. Eine Restriktionsanalyse ermoglichte
eine schnelle Einschitzung der Vielfalt funktionsfihiger
Gene, ihrer Stammesgeschichte und die Identifizierung
des vorherrschenden DNA-Polymorphismus in Umwelt-
Proben.

Fiir C230 wurden zwei Sequenzen identifiziert, die sich
nur in einer einzigen Aminosaure unterscheiden. Trotz
fehlender Hinweise auf einen funktionellen Einfluss
dieser Aminosdure, unterscheiden sich die katalytischen
Eigenschaften der Proteine deutlich. Offenbar konnen
Aminosduren auch dann fiir die Enzymfunktion wichtig
sein, wenn sie sich nicht unmittelbar auf die Struktur des
aktiven Zentrums auswirken. Und es beweist, wie niitz-
lich es ist, Polymorphismen aufzudecken.

Strukturmodell eines Enzym-Substrat-Komplexes der Biphenyl

Dioxygenase des Stammes LB400 in der Umgebung des
katalytischen Zentrums. Ein Substratmolekiil, 2,3"-Dichlor-
biphenyl, wurde in die katalytische Tasche platziert. Der
Verlauf der Proetinkette ist als Drahtmodell dargestellt.
a-Untereinheit A, griin; a-Untereinheit B, braun; -Unter-
einheit A, blau. Das Substratmolekiil, das Rieske-Cluster,
der Eisen-Sauerstoff-Komplex und die Seitenketten aus-
getauschter Aminosduren sind raumfiillend dargestellt.
Seitenketten wurden entsprechend ihrer Effekte auf die
Dioxygenierung gefdrbt dargestellt; (sehr) stark, orange;
moderat, cyan; schwach, grau. Substrat-Kohlenstoff,
hellbraun; Substrat-Chlorid, griin; Schwefel, gelb; Eisen,

dunkelbraun; Sauerstoff, rot.

Schliisselenzyme im Stoffwechsel Drei Abschnitte der
Biphenyl Dioxygenase von Burkholderia xenovorans LB400
beeinflussen die Wechselwirkungen zwischen Enzym und
Substrat. Um diese Regionen genauer zu charakterisieren,
untersuchten wir die Auswirkungen von 23 einzeln ausge-
tauschten Aminosduren. Nur acht von ihnen beeinflussen
die Struktur des katalytischen Zentrums.

Ein dreidimensionales Strukturmodell sollte das aktive
Zentrum einer Glycosyltransferase charakterisieren. Durch
biochemische Untersuchungen von Mutanten wurden

die Teile des Enzyms identifiziert, die fiir Bindung und
Umsatz des Substrats notwendig sind. Die hieraus gewon-
nene Information wurde zur Entwicklung einer Zufalls-
mutagenese genutzt, mit der Varianten mit veranderter
Spezifitit fiir den Glycosyldonor gewonnen werden sollen.
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04 Okologie von Krankheitserregern

PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. Manfred Hofle | Abteilung fiir Umweltmikrobiologie | mho@gbf.de

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Ingrid Brettar | Dr. Stefan Eichler | Dr. Matthias Labrenz

Die Okologie von Krankheitserregern ist ein relativ neues
Forschungsthema innerhalb der mikrobiellen Okologie.
Im Mittelpunkt stehen einerseits mikrobielle Krankheits-
erreger aus der Umwelt und andererseits die 6kologischen
Vorginge, die das Vorkommen dieser Krankheitserreger
kontrollieren. Okologische Wechselwirkungen bestimmen
iiber Populationsgrofie und Virulenz infektioser Bakterien-
kulturen. Dafiir spricht, dass manche besonders wirksa-
men Mafinahmen zur Einddmmung von Infektionskrank-
heiten nicht medizinischer, sondern 6kologischer Natur
sind. Ein wichtiges Beispiel ist der Riickgang der wasser-
assoziierten Krankheiten seit Abwasser aufbereitet werden
und Trinkwasser desinfiziert wird. Mit dem Projekt , Oko-
logie von Krankheitserregern” verfolgen wir langfristig das
Ziel, die Verteilung, Aktivitit, Pathogenitit und Reservoir-
grofle wichtiger bakterieller Krankheitserreger in der Um-
welt zu ermitteln und zu verstehen. Das wiirde ermog-
lichen, eine Bedrohung der allgemeinen Gesundheit
durch diese Erreger vorherzusehen und entsprechende
Mafinahmen zu ergreifen.

©  Die Eckertalsperre im Harz dient als Trinkwasser-Reservoir.

Das Foto wurde von Dr. Lange, mit freundlicher Genehmigung der
Harzwasserwerke, Goslar, zur Verfiigung gestellt.

DNA-basierter Nachweis Dass wir bisher so wenig
iiber die Okologie bakterieller Krankheitserreger wissen,
liegt vor allem an unzuverldssigen Nachweismethoden.
Nahezu alle Uberwachungsmethoden die derzeit im
offentlichen Gesundheitswesen angewandt werden, basie-
ren auf konventionellen Verfahren. Die meisten pathoge-
nen Bakterien in der Umwelt befinden sich jedoch in
einem zwar infektiosen, aber so genannten lebens-, aber
nicht kulturfihigen Zustand - und in diesem sind sie mit
konventionellen Methoden nicht nachweisbar. Seit etwa
zehn Jahren lésst sich diese Beschrankung durch unmittel-
bare Analyse der DNA aus natiirlichem Probenmaterial
umgehen und Bakterien mit molekularbiologischen Me-
thoden ohne vorherige Anzucht nachweisen. Genomik-
und DNA-Chip-Technologie bringen diese DNA-basierten
Nachweisverfahren wesentlich voran, da sie ermdglichen,
Aktivitat und Virulenz gezielt ausgewahlter Bakterien aus
der Umwelt aufzukldren.

Krankheitserreger aus dem Wasser Eine wichtige ge-
sundheitliche Bedrohung geht von Trink- und Badewasser
aus, das mit menschlichen oder tierischen Exkrementen
verunreinigt ist. In einem ersten Forschungsschwerpunkt
wurde die Mikroflora eines ganzen Trinkwasserversor-
gungssystems mit molekularen Fingerabdriicken von der
Quelle bis zum Wasserhahn untersucht. Das analysierte
System liefert — aus zwei grofden Trinkwassertalsperren

im Harz - den grofiten Teil des Trinkwassers fiir die Stadt
Braunschweig. Da die beiden Stauseen sich in ihrer Stif3-
wasserdkologie deutlich unterscheiden, waren auch Struk-
tur und Zusammensetzung ihrer bakteriellen Mikroflora
sehr unterschiedlich. Durch die ersten Aufbereitungs-
schritte mit Flockung und Sandfiltern verdnderte sich die
Zusammensetzung der Mikroflora nicht. Grofere Verande-
rungen traten erwartungsgemaf$ erst nach dem Zusatz von
Chlor ein. Das Trinkwasser aus beiden Stauseen wird in
einem grofien Lagerbehilter gemischt und iber ein rund
40 km langes Leitungssystem nach Braunschweig geliefert.
Auf diesem Transportweg waren keine nennenswerten Ver-
anderungen der Mikroflora im Trinkwasser zu beobach-
ten. Im Leitungswasser am Ende der Versorgungsleitungen
war eine recht stabile Bakterienbesiedelung anzutreffen.
Dieser neue, molekularbiologische Blick auf unser Trink-
wasser wird dazu beitragen, die Wasseraufbereitung aus
Rohwasser zu optimieren und den hohen Hygienestandard
zu erhalten.
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Mehrfachresistente Mikroorganismen stellen weltweit eine
Bedrohung dar, weil sie die medizinische Behandlung
von Patienten mit Infektionskrankheiten zunehmend
erschweren. Das Hauptziel unseres Projektes ist es, durch
Entdeckung neuer Arzneiwirkstoffe mit neuartigen Wir-
kungsmechanismen zur Losung dieses Problems beizutra-
gen. Zu diesem Zweck bedienen wir uns der gewaltigen,
bisher weitgehend unbekannten Vielfalt der Mikroorga-
nismen. In Proben aus Gebieten mit extremen Umweltbe-
dingungen suchen wir nach Organismen, die biologisch
aktive Substanzen produzieren.

Ein neues Antibiotikum gegen mehrfach resistente
Bakterien Ein in Indonesien isolierter Stamm von

B. subtilis produziert mindestens zehn Substanzen mit
mikrobenhemmender Aktivitdt, darunter drei Makrolac-
tine: Das bereits frither charakterisierte Makrolactin A,
das 7-O-Succinyl-Makrolactin A und ein neues Derivat,
das 7-O-Malonyl-Makrolactin A. Die C-7-substituierten
Makrolactine zeigen eine starkere mikrobenhemmende
Wirkung und geringere Toxizitét fiir Sdugerzellen als das
Makrolactin A. Das neue 7-O-Malonyl-Makrolactin A
besitzt eine hohe antibakterielle Aktivitat gegen mehrfach
resistente, grampositive Isolate, insbesondere gegen Methi-
cillin-resistenten Staphylococcus aureus und Vancomycin-
resistente Enterokokken. Interessanterweise hemmt es
auch langsam wachsende Varianten mit kleinen Kolonien
(SCV) von Burkholderia cepacia, die aus Patienten mit
Cystischer Fibrose isoliert wurden.

Neue Erkenntnisse liber Arzneimittelwirkungen
7-O-Malonyl-Makrolactin A wirkt nicht bakterizid, aber
stark bakteriostatisch. Aufler der Hemmung des Bakterien-
wachstums hat es auch eine starke antibiotische Nachwir-
kung, ein Indiz dafiir, dass es die behandelten Bakterien

7-O-Macrolactin A und seine Wirkung auf die Zellteilung.

schwer schidigt. Bei der transmissionselektronenmikros-
kopischen Untersuchung behandelter Methicillin-resis-
tenter S. aureus und Vancomycin-resistenter Enterococcus
faecium zeigten sich mehrere Ausgangspunkte fiir die
Septumbildung und eine fehlende Trennung der Tochter-
zellen. Das erlaubt den Schluss, dass 7-O-Malonyl-Makro-
lactin A die Zellteilung hemmt. Bei behandelten SCV-
Varianten von B. cepacia waren anormale Knospen an

den Stellen der Zellteilung und eine kleinere, abgerundete
Morphologie zu beobachten. Die Aufklarung der Wir-
kungsmechanismen von 7-O-Malonyl-Makrolactin wird
voraussichtlich neue Erkenntnisse tiber Medikamenten-
wirkungen und tiber neue Ansatzpunkte fiir die Therapie
liefern.

Neues Screening Parallel dazu wurden neue Screening-
Prozeduren etabliert. Das Ziel war die Identifizierung
neuer sekundirer Stoffwechselprodukte, die entscheiden-
de Schritte der Krankheitsentstehung hemmen konnen,
beispielsweise die Anheftung der Bakterien und ihre
Fahigkeit zur Bildung von Biofilmen. Substanzen, die
dabei identifiziert wurden, sind derzeit Gegenstand
genauerer Untersuchungen.
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In den Jahren 2003 bis 2005 arbeitete der Bereich Biover-
fahrenstechnik der GBF weiter als Technologiedienstleister
fiir Klienten innerhalb und auflerhalb der Helmholtz-
Gemeinschaft. Die Dienstleistungen umfassten die Ent-
wicklung und Umsetzung von Kultivierungsverfahren fiir
Mikroorganismen und tierischen Zellen im technischen
Maf3stab. Zudem entwickelt der Arbeitsbereich im An-
schluss Produktisolationsverfahren, mit denen Proteine,
Nukleinsduren/Plasmide, Antikorper und andere Biomole-
kiile aus Zellmasse und Uberstinden aufgereinigt werden
konnen.

Zu diesem Zweck stehen an der GBF fiinf biotechnische
Pilotanlagen zur Verfiigung, die eine Vielzahl von Bioreak-
toren, Zentrifugen, Chromatographie- und Filterapparaten
umfassen. Einige der Anlagen sind seit 1997 fiir die Pro-
duktion von GMP-Material nach dem Arzneimittelgesetz
(AMG) zugelassen und wurden dementsprechend fur die
GMP-gerechte Herstellung von bisher ca. zehn neuen
pharmazeutischen Wirkstoffen genutzt, die anschlieflend
in klinische Priifungen eingesetzt wurden.

©  Stefan Kluger bei der Kontrolle eines Fermenters.

Foto: GBE, Bierstedt
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Matthias Patrick Weide

Um den steigenden Anforderungen an Qualitit und
zunehmenden Bedarf an Kapazitit gerecht zu werden,
wurde 2003 eine neue GMP-Anlage in Betrieb genommen.
Der Bereich Bioverfahrenstechnik wurde regelmifdig von
der Gewerbeaufsicht der Bezirksregierung Braunschweig
und dem Bundesamt fiir Arzneimittel und Medizinpro-
dukte (BfArM) inspiziert. Die letzte Inspektion im Som-
mer 2004 war so erfolgreich, dass der GBF als erster
deutschen Einrichtung eine allgemeine, nicht produkt-
spezifische Herstellungserlaubnis erteilt wurde.

Im Laufe des Jahres 2003 wurden ca. 250 Kultivierungen
von Mikroorganismen und Siugerzellen durchgefiihrt,
davon waren 30 % fiir externe Klienten. Von diesen wie-
derum kamen 15 aus Hochschulinstituten und 60 aus der
Industrie.
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Technologie-Plattformen

o Fur die wissenschaftlichen Projekte der GBF wird eine Reihe von technologischen Plattformen zur Verfu-
gung gestellt, die fur die Durchfihrung der Forschungsaktivitaten essenziell sind. DarUber hinaus unter-
stitzen diese Plattformen im Rahmen von nationalen und internationalen Forschungsprogrammen die
Kooperationen der GBF mit anderen Helmholtz-Forschungszentren, Universitaten, auBeruniversitaren
Forschungseinrichtungen und der Industrie. Die wichtigsten Plattformen sind im Folgenden naher

beschrieben.

o Dr. Stefan Matysiak (rechts), Dr. Norbert Zander (Mitte) und Andrea Abrahamik (links) wdhrend einer
Diskussion zur Entwicklung von Schutzgruppen fiir die Peptid-Synthese.

Foto: GBE Bierstedt
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01 Tierexperimentelle Einheit

LEITER | Dr. David Monner | Arbeitsgruppe Tierexperimentelle Einheit | dmo@gbf.de

WISSENSCHAFTLICHER MITARBEITER | Dr. Werner Muller

Die zentrale Aufgabe der Arbeitsgruppe ist die Haltung
und Bereitstellung von Versuchstieren - ausschlief$lich
Maéusen - fuir die Wissenschaftler der GBF unter Beach-
tung geltender Tierschutzbestimmungen. Simtliche Tiere
werden unter modernsten Bedingungen in einzeln beliif-
teten Kifigen gehalten. Die Tierhaltung besteht aus einem
zweckbestimmten Hauptgebaude fiir die Zucht der Mause
unter spezifisch pathogenfreien (SPF) Bedingungen, einer
Quarantanestation und einer Einheit fiir S2-Infektions-
versuche unter SPF-Bedingungen. Die Arbeiten fiir die
Erhaltungszuchten umfassen Riickkreuzungen und experi-
mentelle Verpaarungen zur Generierung von neuen Maus-
linien, Hygieneliberwachung, Stammsanierungen durch
Embryotransfer, die Aufrechterhaltung von Kernzuchten
und die Archivierung von Mauslinien durch Kryokon-
servierung von Embryonen. Eine weitere Aufgabe ist die
Zucht und Bereitstellung von Spendertieren und Ammen
fur die Generierung neuer genetisch-modifizierter Maus-
linien durch Blastozysteninjektion von ES-Zellen.

©  Eine Tierpflegerin beim Umsetzen von Mdusen in

neue Kifige.

Foto: GBE, Bierstedt

Serviceangebote Im Laufe des Jahres 2004 ist die Zahl
der belegten Kifige im Tierhaus um 30% auf ca. 3600
gestiegen. Uber 150 verschiedene Mauslinien werden zur
Zeit betreut. Neben der tiblichen Versorgung und Umset-
zung der Mduse fithren die Tierpfleger simtliche Zuchten
und experimentelle Verpaarungen durch. Sie betreuen
ebenso die Datenbankfithrung und Serviceangebote wie
Biopsien, Blutentnahmen, Immunisierungen und andere
Applikationen. Die etablierten Techniken der Mikro-
manipulation von Mausembryonen erstrecken sich von
Stammsanierungen tiber Embryo-Kryokonservierung

bis hin zur in vitro-Fertilisation. Im Jahr 2004 wurden

30 Linien archiviert. Das Ausbildungsprogramm fiir
Tierpfleger und Tierpflegerinnen wurde weiter ausgebaut.
Zur Zeit befinden sich fiinf Personen in der Ausbildung,
davon eine im dritten und somit letzten Jahr, sowie
jeweils zwei im zweiten und im ersten Jahr der Ausbil-
dung. Im Jahr 2005 sollen fiinf neue Auszubildende auf-
genommen werden.

Ausbau der Infektionsplattform Unter der Leitung
der Arbeitsgruppe wurde im November 2003 eine zweck-
bestimmte Infektionstierhaltung der Sicherheitsstufe 2
in Betrieb genommen. Ende 2004 war bereits die tiber-
wiegende Anzahl dieser insgesamt 1728 Kifige belegt.
Die Arbeiten umfassen Hygienetiberwachung der Erhal-
tungszuchten sowie die Zucht und Bereitstellung von
Mausen und die Betreuung der Tiere im Versuch. Samt-
liche Aktivitaten in der Einheit, inklusive von Infektions-
versuchen, werden ausschlief}lich mit SPF-zertifizierten
Mausen unter Einhaltung entsprechender Hygienebedin-
gungen durchgefiihrt.



02

86  WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Technologie-Plattformen
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Susanne Pfortner

Die Array Facility bietet als zentrale Serviceeinrichtung

an der GBF Mikroarray-basierte Gen-Expressionsanalysen
an. In Kombination mit modernen Hochdurchsatzver-
fahren liegt ein Schwerpunkt in der Automatisierung der
Probenverarbeitung sowie in der Herstellung und Ent-
wicklung selbst konfigurierbarer Mikroarrays. Damit
konnen Messungen auf der Basis eines ausgewdhlten Gen-
satzes durchgefiihrt werden. Komplementér zu diesem
selbstkonfigurierbaren Mikroarraysystem zur Expressions-
analyse werden standardisierte GeneChips der Firma
Affymetrix eingesetzt. Der GeneChip Mikroarray ermog-
licht die Genom-weite Expressionsanalyse von ca. 40 000
Genen auf einem Chip. Solche Chips sind verfiigbar fiir
einige Sdugetierarten, aber auch fiir prokaryotische Patho-
gene wie z. B. Pseudomonas aeruginosa oder E. coli.

Services Wir bieten einen Expressionsanalyse-Service
fiir Forschergruppen an der GBF sowie fir deren Koope-
rationspartner an. Insgesamt 500 Expressionsanalysen
wurden 2005 durchgefiihrt, davon allein 400 auf dem
Affymetrix GeneChip-System. Die Hilfte dieser Analysen
wurden von GBF-Forschergruppen angefordert. Etwa

100 Experimente wurden auf selbstkonfigurierbaren
Mikroarrays vorgenommen, die auch als ,Themenchips”
bezeichnet werden.

Bei der Entwicklung und Herstellung der Themenarrays
beraten wir hinsichtlich der Auswahl geeigneter Chemi-
kalien und Versandoptionen. Die Herstellung der Arrays
wird unter Verwendung von Qualitdtsstandards und opti-
mierten Protokollen sichergestellt.

Zusitzlich zur Arrayherstellung und Probenverarbeitung
bieten wir bei Bedarf Datenanalyse, Datenaufbewahrung
und Dateninterpretation an. Standardisierte Ergebnis-
berichte wurden in tiber 80% der durchgefiihrten Experi-
mente angefertigt.

Forschung... Im Rahmen zahlreicher interner und ex-
terner Kooperationen wurden Analysen in den Bereichen
Tumorentwicklung und -typisierung, Pathogen-Wirt Inter-
aktionen - EHEC, Listeria, Yersinia, Pseudomonaden und
Mycobakterien - und Immunreaktionen durchgefiihrt.
Ein Schwerpunkt bei der Betrachtung von Immunreaktio-
nen war das Studium regulatorischer Mechanismen, die
zu einer peripheren T-Zell-Toleranz fithren. Forschergrup-
pen an der GBE, dem Deutschen Rheuma-Forschungszen-
trum in Berlin und der MHH in Hannover interessierte
eine besondere CD4"* T-Zellpopulation, die den Ausbruch

Gerdtschaften der ,Array Facility”

von Autoimmunerkrankungen, wie Diabetes mellitus, Mor-
bus Crohn und rheumatoide Arthritis verhindert. Durch
die Genexpressionanalyse gelang es, Markergene zu identi-
fizieren, die eine bessere Isolierung dieser ,regulatorischen
T-Zellen” (Treg) ermoglicht. Untersuchungen in Mausmo-
dellen fiir Autoimmunerkrankungen zeigten, dass Treg-
Zellen die Ausbildung einer Autoimmunitit verhindern
konnen. Expressionsstudien an humanen regulatorischen
T-Zellinien in Verbindung mit bioinformitischen Ansitzen
sollten zu einem besseren Verstindnis der zugrundeliegen-
den molekularen Mechanismen fiithren. Deshalb wurde
zusammen mit dem Bioinformatikunternehmen BIOBASE,
der MHH und der GBF ein Projekt initiiert, um regulato-
rische Netzwerke durch bioinformatische Methoden zu
identifizieren. Basierend auf unserem derzeitigen Wissen
iiber die spezifische Genexpression in regulatorischen
T-Zellen, wurde ein neuer Microarray entwickelt. Dieser
ermoglicht die intensive Genexpressionsanalyse mit dem
Ziel, das spezifische Expressionsprofil hoher aufzulsen
und die Kosten zu senken.

...und Entwicklung Im Laufe der Entwicklung und Ver-
besserung selbst konfigurierbarer Mikroarrays wurden mit
Forschergruppen der GBF drei Themenchips entwickelt.
Weitere Arrayentwicklungen sind fiir 2005 geplant.
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03 Instrumentelle Analytik

LEITER | Dr. Victor Wray | Arbeitsgruppe Biophysikalische Analytik | vwr@gbf.de

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Heinrich Ltnsdorf

Aufgabe der Instrumentellen Analytik ist es, die drei-
dimensionale Struktur aller Arten von Naturstoffen auf-
zukldren. Das umfasst Massenspektrometrie (MS), Kern-
resonanzspektroskopie (NMR), Rontgenstrukturanalyse,
Proteinsequenzierung, Elektronenmikroskopie und kon-
fokale Laser-Mikroskopie. Die vollstindige Struktur der
Mehrzahl kleinerer Naturstoffe wird durch eine Kombi-
nation von MS und NMR aufgeklart. Routinemafiig wird
die direkte Analyse grofier intakter Biomolekiile wie Pro-
teine, Oligonukleotide und komplexe Kohlenhydrate mit
MALDI- und/oder ESI-MS angeboten. Ein wesentlicher
Vorteil der Massenspektrometrie ist die Moglichkeit, auch
kleinste Mengen komplexer Gemische bearbeiten zu
konnen. Die Sekundir- und Tertidrstruktur von Peptiden
und Proteinen in Losung wird durch multidimensionale
NMR-Spektroskopie untersucht. Voraussetzung ist aller-
dings ein mit stabilen Isotopen (1°N and !3C) angerei-
chertes Probenmaterial.

Ein weiterer Schwerpunkt auf dem makromolekularen
Arbeitsgebiet stellt die massenspektrometrische Struktur-
aufklarung von Glykoproteinen dar, insbesondere die
Charakterisierung der ans Protein gebundenen Oligosac-
charidketten mittels MALDI- und ESI-MS/MS-Techniken

©  Feldemissionsrasterelektronenmikroskopische Darstellung

des ,cross-talk” zwischen einem Serotyp M1 Streptococcus
pyogenes (rot eingefirbt) und einer humanen Epithelzelle
(HEp-2), der die Bildung von Membranausstiilpungen, die
zur Invasion der Streptokokken beitragen, zur Folge hat.

Foto: GBE, Dr. Rohde

Dr. Manfred Nimtz | Dr. Manfred Rohde

und hydrolytischer Mikroderivatisierungsmethoden.
GrofSe Anstrengungen wurden fiir eine Automatisierung
von massenspektrometrischen Mikromethoden zur Iden-
tifizierung und Charakterisierung von Proteinen aus zwei-
dimensionalen Gelen aufgewandt. Neben der klassischen
Identifizierung anhand des tryptischen Peptid-Fingerprints
wurden auch die automatische Aufnahme und Identifi-
zierung von Proteingemischen mit HPLC ESI-MS/MS-
Spektren etabliert.

Rontgenstrukturanalyse Der Schwerpunkt der Ront-
genstrukturanalyse liegt auf der Strukturanalyse von Pro-
teinen auf atomarer Ebene. Ein Pipettier-Roboter und
eine moderne Rontgenquelle mit Drehanode und Fla-
chendetektor stehen fiir Kristallisationsversuche und
Datenaufnahme zur Verfiigung. Zudem hat die Abteilung
Strukturbiologie privilegierten Zugang zur Synchrotron-
Strahlung am DESY in Hamburg und kann dort hoch-
auflésende Daten aufnehmen und Phasenbestimmung
mittels anomaler Dispersion durchfiihren.

Edman-Abbau N-terminale Proteinsequenzierung
wird mittels automatischem Edman-Abbau durchgefiihrt.
Anwendungen dieser Technik bestehen in der Sequenz-
aufkldrung neuer Proteine, der Identifizierung von
bekannten Proteinen durch Ansequenzieren als auch

der Reinheitskontrolle rekombinanter Proteine. Sowohl
geloste als auch an PDF-Membran gebundene Proteine
und Peptide konnen im niederen picomolaren Bereich
analysiert werden.

FESEM-Techniken Durch Elektronenmikroskopie wird
das Anheften und die Invasion einer grofien Vielzahl
von Pathogenen in Wirtszellen sichtbar gemacht. Speziel-
le Probenpraparationsprotokolle wurden entwickelt, die
den Finsatz der Hochauflosungsfeldemissions-Raster-
Elektronenmikroskopie (FESEM) fiir die Charakterisie-
rung der verschiedenen Invasionswege von Pathogenen
in Wirtszellen erlauben. Weiterhin wurden FESEM-Tech-
niken entwickelt, um Pathogenititsfaktoren durch an
Antikorpergebundene kolloidale Goldpartikel sichbar

zu machen. Und zwar nicht nur auf der bakteriellen Zell-
oberfliche oder der Berithrungsflache zwischen bakteriel-
ler und Wirtszellmembran, sondern auch innerhalb der
Wirtszelle.
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04 Peptid- und chemische Synthese

LEITER | Dr. Werner Tegge | Abteilung fiir Chemische Biologie | wte@gbf.de

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Ronald Frank

Aufgabe der Plattform ist die Erzeugung synthetischer
Peptide sowohl in loslicher Form als auch immobilisiert,
in Form von Arrays. Auflerdem werden spezielle, kom-
merziell nicht erhdltliche Substanzen in enger Kooperati-
on mit den Anwendern hergestellt. Fiir die Synthesen
werden moderne Instrumente und Methoden eingesetzt.
Losliche Peptide werden routineméflig durch HPLC und
MALDI-Massenspektrometrie charakterisiert. Falls erfor-
derlich werden weitere Charakterisierungen durch Ami-
nosdureanalyse, Proteinsequenzierung, spezielle massen-
spektrometrische Verfahren und NMR in der Abteilung
Strukturbiologie der GBF durchgefiihrt. In Abhéngigkeit
von der geplanten Verwendung und der benétigten Qua-
litat der Produkte werden standardmifiige Reinigungen
durch préaparative HPLC durchgefiihrt. Fiir spezielle Fra-
gestellungen bietet die Plattform dariiber hinaus die fol-
genden Peptidmodifikationen an: Phosphorylierungen,
Biotinylierungen, Fettsdurekonjugationen, verzweigte
Peptide und Zyklisierungen.

o  Peptid-Synthesizer fiir die automatische Parallelsynthese von
bis zu 192 Peptiden.

| Dr. Michael Morr

Spot-Arrays In der Plattform werden Peptid-Arrays fiir
die systematische und empirische Suche nach Peptidli-
ganden hergestellt. Fur das erfolgreiche Design solcher
Arrays ist eine gute Erfassung der biologischen Fragestel-
lung essenziell, was durch eine enge Zusammenarbeit mit
den Anwendern erreicht wird. Die SPOT-Arrays werden
zur Zeit halbautomatisch auf speziellem Papier oder poly-
meren Tragern erzeugt. In der ndchsten Zukunft wird die
Herstellung vollautomatisch durch neu entwickelte Syn-
theseroboter erfolgen. Pro Jahr werden ca. 15000 Peptide
und Peptidmischungen im Arrayformat erzeugt und in
Untersuchungen zu Protein-Protein Wechselwirkungen
und Enzym-Substrat Erkennungsprozessen eingesetzt.

Chemische Synthese In einer 20-stufigen Synthese
wurde Galactosylceramid synthetisiert und an ein synthe-
tisches Peptid gekoppelt. Weiterhin wurden in komplexen
Synthesen ein Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid
(MALP) und davon wiederum ein Polyethylenglycol-Deri-
vat hergestellt. Diese Verbindungsklassen werden in der
Arbeitsgruppe Impfstoffentwicklung der GBF zur Entwick-
lung mukosaler Impfstoffe eingesetzt.

Auflerdem wurden weitere spezielle Verbindungen herge-
stellt, z. B. Chinolon-Derivate, cyclo-Di-GMP und cyclo-
Di-AMP und Benzamido-Adenin-Dinukleotid (BAD).
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Vergleichende Genomforschung - 2005 - im Druck
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Fritz, I.; Strompl, C.; Nikitin, D. 1.; Lysenko, A. M., and Abraham,
W.-R. Brevundimonas mediterranea sp. nov., a non-stalked
species from the Mediterranean Sea. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 2005; 55:479-486.

Gomes, N. C. M.; Kosheleva, 1. A.; Abraham, W.-R., and Smalla, K.

Effects of the inoculant strain Pseudomonas putida KT 2442
(pPNF142) and of naphthalene contaminations on the soil bacterial
community. FEMS Microbiology Ecology. 2005, published on-line
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o Im Jahr 2003 besuchten mehrere Kinder von der , Peter-Rauber-Schule” aus Wolfenbuttel, eine Schule fur
geistig behinderte Kinder, die GBF um einige einfache Experimente durchzufihren und um sich Zellen und
Mikroorganismen unter dem Mikroskop anzuschauen. lhre Eindriicke gaben sie anschlieBend als gemalte Bilder
unter Benutzung verschiedener Techniken wieder. Die Bilder wurden im GBF-FORUM o6ffentlich ausgestellt.

Das Projekt wurde durch den GBF-Foérderverein unterstitzt. Folgende Kinder nahmen am Projekt teil: Daniel
Ecklebe, Aisha Khan, Sabrina Niewiadomski, Tobias Meyer, Christian Boog, Stefan Rimmler, Sarah Janson,
Stefan Helmhold, Jessica Franke, Michaela Hennig, und als Lehrkrafte Frau Schreier und Herr Eckebrecht.

Vier ausgewahlte Bilder sind auf dieser Seite zu sehen.




ERGEBNISBERICHT FOKUS BERICHTE AUS DER FORSCHUNG

Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Luftaufnahme vom GBF-Gelinde. |
von OMNILAB im GBF-FORUM und im BioTec-Griinderzentrum im September 2004 organisiert wurde. |

Wissenschaftliches Seminar wdihrend der Biotech-Messe, die

Teilnehmer eines Treffens in Bangkok, Thai-
land, wo die erste Fassung eines virtuellen Biotech-Netzwerks Deutschland-ASEAN-Linder durch Dr. Paul Charlton, InWEnt und GBF prisentiert wurden.

Fotos: GBF (1i), Omnilab (mi), Dr. Charlton (re)
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o Die GBF wurde 1965 als ,, Zentrum fur Molekularbiologische Forschung” (GMBF) mit finanzieller Unerstitzung

ZAHLEN UND FAKTEN

Prof. Dr. Rainer Jonas

| Abteilung fiir Wissenschaftliche Information |

rjo@gbf.de

durch die Volkswagen-Stiftung gegriindet. 1976 wurde sie durch das Bundesministerium fir Forschung und

Technologie (BMFT) sowie das Land Niedersachsen als GroBforschungseinrichtung unter dem heutigen

Namen ,Gesellschaft far Biotechnologische Forschung mbH* (GBF) Glbernommen. Seitdem wird die GBF vom

BMFT/BMBF sowie dem Land Niedersachsen finanziert. Seit 2002 hat die GBF ihren Forschungsschwerpunkt

auf dem Gebiet der Infektionsforschung.

Forschungsfinanzierung Die Gesamtausgaben der
GBF betrugen im Jahr 2004 48,8 Mio €, wovon iiber die

Drittmittel Einwerbung Mehr als 70% der Drittmittel
kamen aus nationalen Forschungsférderungsprogrammen.

Halfte, 35,3 Mio €, in das Programm , Infektion und
Immunitdt” investiert wurden.

Kosten nach Kategorien und Programmen (in T€)
- -

Forschungsbereich Programm Vollkosten
Gesundheit Infektion und Immunitat 35 253

Vergleichende Genomforschung 6 021
Erde und Umwelt Nachhaltige Nutzung von Landschaften 4 557
Technologie Transfer 507
Sonderausgaben 1944
Sonstiges 469
Gesamt 48 751

Vollkosten 2004

Sonstiges 1%

Sonderaufgaben 4%

Nachhaltige Nutzung

von Landschaften 9%

Vergleichende

Genomforschung 12 %

Technologie-Transfer 1%

Infektion und Immunitat 72

Etwa 11 % der Drittmittel konnten aus EU-Programmen

eingeworben werden, wahrend aus der Industrie 15 %
kamen.

Drittmittelfinanzierung (in T€)
-

Quelle Summe
BMBF 7 656.79
DFG 1535.62
EU 1420.23
Industrie 1876.38
Land NS 96.38
Sonstige 342.46
Gesamt 12 867.87

Drittmittelfinanzierung 2004

Land NS 0,3 %

Sonstige 3%

DFG 12%

Industrie 15 %

—® —o e —e

EU 11%

—e

BMBF 59 %

—e




Patente/Lizenzen Im Jahr 2004 wurde 13 Patente
angemeldet, davon sechs in Deutschland. Neun dieser
Patentanmeldungen kamen aus dem Bereich ,Gesund-
heitsforschung”, die ibrigen aus der ,Umweltforschung”.

Patente und Lizenzen, Berichtsjahr 2004
|

Insgesamt Inland  Ausland
Prioritatsbegrindende Anmel- 13 6 7
dungen
Bestand der lebenden 106 76 30
Patentfamilien
Erteilte Patente 13 0 13
Gesamtbestand erteilter Patente 186 82 104
und lebender Patentfamilien*
Lizensvereinbarungen (Gesamt- 56 40 16
bestand)
Lizenzeinnahmen ** (in T€) 732 555 177

* Die stark verinderte Zahl des Gesamtbestandes der gehaltenen Patente, im Ver-
gleich zu friiheren Angaben, ergibt sich aus einer Neubetrachtung der Angaben zu
den Patenten: Alle als Europdisches Patent angemeldeten Patente wurden als ein
Patent gewertet und nicht mehr wie friiher fiir jedes einzelne Land gezihlt (es gibt
hierfiir auch nur eine Patenterteilung).

** Einschliefllich Einnahmen aus sonstigen , Know-how"-Vertrigen

Veroffentlichungen, Berufungen, DFG-Programme,
und Gastwissenschaftler Eine bibliometrische Analy-
se, die vom hoch renommierten Center for Science and
Technology Studies (CWTS), Leyden, Niederlande, durch-
gefithrt wurde, zeigte, dass die Qualitdt der GBF-Veroffent-
lichungen deutlich tiber dem mittleren Weltniveau lagen.
Die GBF konnte ihre Bedeutung durch hervorragende
internationale Vertffentlichungen in den letzten Jahren
weiter steigern. Eine Reihe von Aufsitzen wurden in den
weltweit anerkannten Zeitschriften der Nature-Gruppe pub-
liziert (Ndheres siehe unter der Rubrik ,Veréffentlichun-
gen” im Abschnitt ,Wissenschaftlicher Ergebnisbericht”).
Viele GBF-Wissenschaftler sind an wichtigen nationalen
wie internationalen Forschungsprogrammen beteiligt.

Beteiligung von GBF-Wissenschaftlern an bedeutenden

nationalen und internationalen F&E-Programmen
- |

DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft)

SFB 566 Cytokin-Receptors

SFB 578 From Genome to the Product

SFB 599 Permanent Implantates

SFB 621 Pathobiology of the Intestinal Mucosa

SSP 1087 Selenoproteins

SSP 1089 New Vaccination Strategies

SSP 1150 Signal Pathways to the Cytoskeleton and
Bacterial Pathogenicity

SSP 1160 Colonisation and Infection through Human-
Pathogen Fungi

FOR 119 Hepatocellular Carcinoma

FOR 471 Cell Differentiation
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NGFN Il (Nationales Genomforschungsnetzwerk)

SMP Mammalian Models

SMP Protein

SMP Antibody Factory

SMP Infection and Inflammation

Genomik (Nationales Genomnetzwerk fur Mikroorganismen)

Sorangium cellulosum

Streptococcus pyogenes

Alcanivorax borkumensis

Listeria monocytogenes

Metagenome Research Bordetella
EU 6. Rahmenprogramm

LSH Genostem

LSH Marine Genomics

GCE BIOTOOL

NMP BIOMERCURY

Marie Curie EST MIDITRAIN

LSH AVIP

LSH EPI-VECTOR

LSH FPLFLEX

LSH EUROPATHOGENOMICS
LSH MUGEN

Marie Curie RTN IMDEMI
Graduiertenkollegs

International PhD Programme

“Infection Biology”

Marie-Curie Graduate School

“MIDITRAIN"

International Graduate School

“Molecular Complexes”

DFG-Graduate School GRK 653

“Pseudomonas”

DFG-Graduate School GRK 705

“Characterization of Patho-

Physiological Animal Models”

Quantitative Art

2002 2003 2004

Parameter
Veroffent- Veroéffentlichungen in ISI- 232 230 185
lichungen registrierten Zeitschriften
Bucher und Veroffentlichun- 33 25 38
gen in anderen Zeitschriften
Gesamtzahl 265 255 223
Habilitationen 3 0 1
Dissertationen 14 23 33
Berufungen C3- und C4-Berufungen an 1 4 0
Universitaten
Special DFG- Sonderforschungsbereiche, 5 5 4
Programme Transregios
DFG-Schwerpunkte 3 4 4
Graduiertenkollegs 1 2 3
Gesamtzahl 9 11 1
Gastwissen- 107 102 93
schaftler




Technologie-Transfer In der GBF besteht ein grofies
Potenzial an der Entwicklung innovativer Produkte, Ver-
fahren und Dienstleistungen, insbesondere in Kooperation
mit industriellen Partnern. Ein wichtiges Ziel der GBF

ist es daher, die im Rahmen der Forschung erbrachten
Ergebnisse durch Technologie-Transfer zur Anwendung
zu bringen. Deshalb sind fiir die GBF Ausgriindung von
Firmen, Lizenzvergabe, Service und Dienstleistungen im
Rahmen von Industriekooperationen wichtige Parameter
fur die Umsetzbarkeit ihrer FQE-Ergebnisse. Aus diesem
Grund ist die GBF Mitglied in Vereinigungen wie Bio-
RegioN und dem Transferkolleg Biotechnologie e.V. und
beteiligt sich aktiv in der BioRegioN GmbH und dem
BioProfil ,Funktionelle Genomanalyse”.

Der GBF-Campus Im Jahr 2004 erwarb die GBF das
BioTec-Griinderzentrum von der Stadt Braunschweig (zu
weiteren Details s.u. ,Highlights” im Abschnitt Fokus).
Die GBF verfiigt nun iiber 3600 m2 an Labor- und Biiro-
flache fir Ausgriinder-Firmen im Y-Gebdude sowie im
BioTec-Griinderzentrum.

«Intellectual Property” Seit 2002 bietet die Ascenion
GmbH ihre Dienste in erster Linie den vier HGF-Zentren
im Bereich Gesundheitsforschung, DKFZ, GBE GSF
und MDC, an. Die Hauptgeschiftsstelle befindet sich

in Miinchen, ein Biiro mit zwei stindigen Mitarbeitern
auf dem GBF-Campus.
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® Hochbetrieb im GBF-FORUM wihrend der von OMNILAB

organisierten Biotech-Messe.

Foto: OMNILAB

Coaching begonnen, ein virtuelles Netzwerk fiir Biotech-
nologie fiir die ASEAN-Ldnder in Verbindung mit
Deutschland auszuarbeiten. Zu diesem Zweck wurde ein
Basisprogramm im Rahmen von Workshops im Oktober
2004 in Singapur und Bangkok zusammen mit ehemali-
gen InWEnt-GBF-Kursteilnehmern, Wissenschaftlern

und Managern aus Firmen und F&E-Einrichtungen dieser
Lander erarbeitet. Ziel ist es, eine Plattform zu haben, die
eine verbesserte Kommunikation zwischen interessierten
Gruppen, gute Moglichkeiten der Zusammenarbeit in
F&E-Bereichen und die gemeinsame Ausrichtung von
Symposia und Workshops innerhalb der ASEAN-Lander
als auch zusammen mit deutschen Partnern erleichtert.

Die Ascenion GmbH libernimmt folgenden Aufgaben

fiir die GBF:
]

¢ Erfindungsaquisition und Erfinderbetreuung an der GBF vor Ort

* Technologiebewertung und Schutzrechtsanmeldung

* Konzeption von Verwertungsstrategien fur angemeldete bzw.

erteilte Schutzrechte mit NPV (,,Net Present Value”) Berechnung

Biotech-Messe auf dem GBF-Geldande Zum 3. Mal
organisierte die Firma OMNILAB eine Biotech-Messe mit
Symposium am 23.9.2004 im GBF-FORUM als auch im
BioTec-Griinderzentrum. (Iber 70 Aussteller zeigten ihre

Produkte und mehr als 600 Besucher aus der Region
Braunschweig - Hannover — Magdeburg waren anwesend.

® Die Teilnehmer des Bangkok-Workshops, bei dem die Grund-
lagen fiir das Biotech-Netzwerk ASEAN-Linder — Deutsch-
land geschaffen wurden. Der Workshop wurde durch InWEnt

Parallel dazu wurden fiinfzehn Vortrage zu hochaktuellen
F&E-Themen angeboten.

und GBF organisiert und durch das Niedersichsische Minis-
BioTech-Netzwerk ASEAN-Lénder-Deutschland Die

terium fiir Wirtschaft, Arbeit und Verkehr finanziert.
GBF hat in Zusammenarbeit mit InWEnt und Paul Charlton

Foto: Dr. Charlton



Liste der auf dem GBF-Gelande ansassigen Firmen, Stand: 31.03.2005
-

Firma

Ascenion

Geschaftsfuhrer und/oder

Ansprechpartner

Dr. Sabina Heim/

Tina Damm

Telefon/Fax

0531-6181-961/-962;
Fax: -963

E-Mail Addresse

she@ascenion.de

tda@ascenion.de
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Internet

www.ascenion.de

AIMS Scientific Products
GmbH

Dr. Norbert Zander

0531-260-2865; 0177-
7637299; Fax: 260-2866

nza@aims-scientific-

products.de

www.aims-sci.de

AMODIA Biosciences GmbH

Dr. Sabine Peters/
Dr. Ulrich Krause/

Frank Schwieger

0531-260-1764; Fax: -1766

info@amodia.de

www.amodia.com

Cosmix molecular

biologicals GmbH

Dr. Thomas Wagner/
Ute Heidrich (Sekretéarin)

0531-12086-0; Fax: -99

info@cosmix.de

www.cosmix.de

Eugene GbR Dr. Werner Muller 0531-6181-687 wmu@gbf.de

Forschungsgruppe Wund-  Prof. Dr. Peter Muhlradt 0531-1217-954;

heilung der TU Braun- Fax: 0531-1217-958

schweig

Glyco Thera GbR Dr. Harald Conradt 0531-7996785/-6181-287 hco@gbf.de www.glycothera.de

Hartmann Analytic GmbH  Dr. Ursula Hartmann 0531-26028-0; Fax: -28 hartmann@hartmann- www.hartmann-analytic.de
analytic.de

IBA Biologics GmbH

Dr. J. Bertram/
Dr. Bernd Muller

0551-50672118;
0531-6181-170

Lionex GmbH

Dr. Ralf Spallek/
Dr. Eva Gebhardt-Singh

0531-260-12-66;
Fax: -260-11-59

msi@lionex.de

www.lionex.de

RELIATech GmbH

Dr. Bernhard Barleon

0531-260-1831; Fax: -1833

info@reliatech.de

www.reliatech.de

Vakzine-Management

GmbH

Dr. Albrecht Laufer/
Ingeborg Jakobi (Sekr.)

0531-28504-0: Fax: -29

jacobi@vakzine-manager.de www.vakzine-manager.de

BIOS- Biotechnologisches

Schulerlabor

Dr. Iris Eisenbeiser/

Arntraud Meyer

0531-6181-945; Fax: -949

Bios.lab@gbf.de




Personal Der Personalstand betrug am 31.12.2004 ins-
gesamt 608 Personen in Voll- und Teilzeitbeschiftigung.
Hinzu kamen 86 Gastwissenschaftler in verschiedenen
Projekten, deren Bezahlung zum Teil aus externen Stipen-
dien auflerhalb der GBF erfolgte. Insgesamt wurden Ende
2004 241 Wissenschaftler an der GBF beschiftigt, einsch-
lieflich 74 Postdocs und 79 Doktoranden.

Organe und Gremien der GBF Die Organe der GBF
sind die Gesellschafterversammlung, der Aufsichtsrat, das
Wissenschaftliche Komitee und die Geschiftsfithrung.

Gesellschafterversammlung In der Gesellschafterver-
sammlung sind die beiden Gesellschafter der GBE die
Bundesrepublik Deutschland und das Land Niedersach-
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sen, durch ihre federfithrenden Ressorts, das Bundes-
ministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) und das
Niedersachsische Finanzministerium vertreten.

Aufsichtsrat Der Aufsichtsrat besteht aus hochstens

15 Mitgliedern. Er tiberwacht die Rechtmafigkeit, Zweck-
mafligkeit und Wirtschaftlichkeit der Geschiftsfithrung
und entscheidet iiber die allgemeinen Forschungsziele
sowie die wichtigen forschungspolitischen und finanziel-
len Angelegenheiten der Gesellschaft.

Wissenschaftliches Komitee Das Wissenschaftliche
Komitee besteht aus Mitgliedern des Aufsichtsrats und

extern berufenen Wissenschaftlern. Es berdt den Auf-

sichtsrat in Fragen der wissenschaftlichen Ausrichtung

und Strategie der GBE

Mitglieder des Aufsichtsrats (AR) und des Wissenschaftlichen Komitees (WK), Stand: 14.06.2005
- -

Funktion Name, Titel Organisation Ort

Vorsitz AR Lange, MinDirig Dr. Peter BMBF Berlin

Stellvertreter Vorsitz AR Weise, MinDirig Dr. Dr. Christian NMWK Hannover

AR Warmuth, MR Dr. Ekkehard BMBF Berlin

AR Kuhny, Reg. Direktorin Corinna NMF Hannover

AR Bilitewski, Prof. Dr. Ursula GBF Braunschweig

AR WeiB, Dr. Siegfried GBF Braunschweig

AR + WK Bitter-Suermann, Prof. Dr. Dieter MHH Hannover

AR + WK Muller-Goymann, TU Braunschweig
Univ.-Prof. Dr. Christel

AR + WK Kurth, Dr. Barbel-Maria Robert-Koch-Institut Berlin

AR + WK Daniel, Prof. Dr. Hannelore Wissenschaftszentrum Freising

Weihenstephan

AR + Vorsitz WK Pfeffer, Prof. Dr. Klaus Universitatsklinikum Dusseldorf

WK Hacker, Prof. Dr. Jorg Universitat Wairzburg

WK Apweiler, Dr. Rolf EBI Cambridge/England

WK + stellvertr. Vorsitz WK Schendel, Prof. Dr. Dolores GSF Munchen

WK Birchmeier, Prof. Dr. Walter MDC Berlin-Buch

WK Hammerling, Prof. Dr. Gunter DKFZ Heidelberg

WK Hakenbeck, Prof. Dr. Regine TU Kaiserslautern

WK Wilmanns, Dr. Matthias EMBL Hamburg




Geschéaftsfithrer Die Geschiftsfithrer der GBF
im Berichtszeitraum:

Wissenschaft: Prof. Dr. Rudi Balling
Administration: Dr. Georg Frischmann

® DProf. Dr. Rudi Balling (i), Dr. Georg Frischmann (re).

Foto: GBE, Bierstedt
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|l_1
® Prof. Dr. Rudi Balling im Gesprdch mit Dr. Hong He,
Leiter des HGF-Biiros in Beijing, China, wdihrend eines
Besuchs in der GBE.

Foto: GBE, Gazlig

Direktorium Das Direktorium berdt die Geschiftsfiih-
rung in allen wichtigen Angelegenheiten der GBE Thm
gehoren neben der Geschiftsfithrung die Bereichsleiter,
und als Giste ein Vertreter der Nachwuchsgruppen und
der Vorsitzende der Wissenschaftler-Versammlung an.

Wissenschaftler-Versammlung Die Wissenschaftler-
Versammlung berdt die Geschiftsfithrung in Angelegen-
heiten von grundsatzlicher wissenschaftlicher Bedeutung.
Thr gehoren 22 gewihlte Mitglieder aus dem Kreis der
angestellten Wissenschaftler an. Die Geschiftsfithrung,
Bereichsleiter, Arbeitsgruppenleiter der Nachwuchsgrup-
pen und Doktoranden-Vertreter sind Géste in der Wissen-
schaftler-Versammlung. Vorsitzender ist Dr. Wolf-Rainer
Abraham (seit Mai 2003), Stellvertreter ist Dr. Siegfried
Weifs.

Betriebsrat Dem Betriebsrat gehoren derzeit 11 Mit-
glieder an. Vorsitzender ist Herr John Aubert.

Frauenbeauftragte im Berichtszeitraum ist Frau
Evelyn Rohn-Stenzel gewesen.



Organisationsdiagramm, Stand 1. Juni 2005
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Wissenschaftliches
Komitee (WK)
Prof. Dr. K. Pfeffer,
Vorsitzender

Aufsichtsrat (AR)
—— MinDirig Dr. P. Lange, BMBF, Vorsitzender

MinDirig Dr. Dr. Weise, Niedersachsisches MWK,
Stellvertretender Vorsitzender

Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer (GFW) Prof. Dr. R. Balling
Administrativer Geschaftsfiihrer (GFA) Dr. G. Frischmann

AG Tierexperimen-
— telle Einheit (TEE)
Dr. D. Monner

AG Mucosale Immu-
nitat (M1)
Prof. Dr. J. Buer

AG Zytoskelett
Dynamik (CYD)
Dr. K. Rottner

AG Mikrobielle Kom-
munikation (KOM)
PD Dr. |. Wagner-Dobler

NG Konformation, Protein-
Ligand Interaktionen (KPLI)

PD Dr. J. Eichler

NG Immundynamik
(ID)
Dr. M. Gunzer

AG Signaltransduktion
und Motilitat (SIM)
Dr. T. Stradal

AG Chronische Pseudomonas
Infektionen (CPI)

Dr. S. HauBler

AG Impfstoff-
+ forschung (VAQ)
Prof. Dr. C. A. Guzman

AG Infektions-
+ immunologie (INI)
Dr. E. Medina

NG Infektionsgenetik
= (ING)
Dr. A. Lengeling

AG Biodegradation
+ (DEG)
PD Dr. D. Pieper

AG Chemische Mikro-
L biologie (CMIK)
Dr. W.-R. Abraham

AG Systembiologie
(SBIO)
Prof. Dr. A. P. Zeng

AG Epigenetische Regulations-
L mechanismen (EPI)

Prof. Dr. J. Bode

L biologie (MOLI)
Dr. S. WeiB3

AG Molekulare Immun-

AG Qualitats- u. Projekt-
L management (QPM)

Dr. H. Ziehr

AG Kultivierungs-
— technik (KVT)
Dr. A. RoBB

AG Aufarbeitungs-
— technik (ABT)
Dr. J. Paulsen

AG Qualitatskontrolle
— (QQ)
Dr. J. Berlin

AG Biophysikalische
— Analytik (BA)
Dr. V. Wray

AG Molekulare Wirt-Patho-
L_ gen Interaktionen (MHPI)

Dr. W. D. Schubert

WISSENSCHAFT
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Betriebsrat
J. Aubert

Wissenschaftliches
Direktorium (DR)

Wissenschaftler-
versammlung (WV)
Dr. W.-R. Abraham

Gleichstellungs-
beauftragte
E. Rohn-Stenzel

Wissenschaftliche Infor-
— mation (WI)
Prof. Dr. R. Jonas

Bibliothek (BIB)
A. Pldhn

Rechenzentrum (RZ)
— Dr. N. Bedorf

Sicherheit u. Umwelt-
L schutz (SU)

Dr. E. Grund
(Sicherheitsfachkraft)

Personal (PA)
— M. Kaczmarek
(Prokurist)

Finanzen (FA)
— G. D. Beutin

Einkauf, Gerate- u.
I— Materialwirtschaft (EM)
H. Ohrdorf

Recht u. Lizenzen (JUR)
— Dr. C. Kugler-
Walkemeyer

Patentstelle (PS)
— D. Meseke

Technischer Betrieb
— (TB)
0. Rabe

Presse- u. Offentlich-
— keitsarbeit (OA)
H. Schlender

Stabsabteilung

+— Controlling (CO)
PD Dr. K. Schughart
(PWCQ)

U. Richter (BCO)

Dr. M. Stratz (DMCQ)

Organisation/SAP
— (ORG)
N.N.

Innenrevision (IR)
L— R. Lomberg
(Datenschutzbeauftragter)

Abkiirzungen:

Abt.  Abteilung

AG  Arbeitsgruppe

NG Nachwuchsgruppe
PWC
BCO

DMC

Wissensch. Controlling
Betriebsw. Controlling
Drittmittelcontrolling

*  mit der Wahrnehmung beauftragt.
** Dieser Bereich wurde nicht weitergefiihrt, nachdem Herr
Prof. Dr. G. Hofle im Februar 2005 in den Ruhestand trat.
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