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4 PORTRAIT

Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI), so
lautet der neue Name fiir die friithere GBF, die Gesellschaft
fiir Biotechnologische Forschung. Innerhalb der Helmholtz-
Gemeinschaft war es das erste Zentrum, das den Namen
Helmholtz in seine Bezeichnung aufgenommen hat. Die
Helmholtz Gemeinschaft Deutscher Forschungszentren

ist die groBte nicht-universitdare wissenschaftliche Organi-
sation in Deutschland.

Der Schwerpunkt unserer Arbeit liegt auf der Untersuchung
von Erregern, die medizinisch relevant sind oder als Modell
fiir die Erforschung von Infektionsmechanismen dienen
konnen. Trager des HZI sind die Bundesrepublik Deutsch-
land (90 Prozent) und das Land Niedersachsen (10 Prozent).
Das HZI beschiftigt gut 600 Mitarbeiter und verfiigt iiber
einen Jahresetat von rund 50 Millionen Euro.

Infektionen sind fiir ein Drittel aller Todesfédlle weltweit
verantwortlich. Globale Mobilitat, Ferntourismus und
Migration beschleunigen die Ausbreitung von Infektions-
erregern. Zunehmende Antibiotika-Resistenzen, die Schwa-
chung des Immunsystems im Alter und die Riickkehr fast
vergessener Krankheitserreger machen die Entwicklung
neuer Ansétze zur Pravention und Therapie von Infektions-
krankheiten dringend erforderlich. Aktuelle Forschungs-
ergebnisse zeigen zudem, dass Infektionen auch an der
Entstehung von Krankheiten beteiligt sein konnen, die
man bislang nicht mit Erregern in Verbindung gebracht hat
- Erkrankungen wie Krebs, Diabetes oder Allergien.

Zu den wissenschaftlichen Fragestellungen, die wir bearbei-
ten, gehoren: Was macht Bakterien zu Krankheitserregern?
Warum sind manche Menschen besonders empfindlich,
andere dagegen widerstandsfahig gegentiber Infektionen?

Wie konnen wir in Infektionsprozesse eingreifen? Das Ver-
stindnis dieser Mechanismen wird dazu beitragen, Infek-
tionskrankheiten durch neue Medikamente und Impfstoffe
zu bekampfen.

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 untersuchen HZI-Wissenschaftler
vor allem am Immunsystem von Mdusen, das dem des
Menschen sehr dhnlich ist.

Das HZI 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.

Helmbholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
InhoffenstraBBe 7

38124 Braunschweig

Tel: +49 (0)531-61 81-0

Fax: +49 (0)531-61 81-2655
info@helmholtz-hzi.de
www.helmholtz-hzi.de

ﬁ HELMHOLTZ

ZENTRUM FUR
INFEKTIONSFORSCHUNG



Vorwort | Prof. Dr. Rudi Balling 5

Prof. Dr. Rudi Balling | Wissenschaftlicher Geschaftsfiihrer

Wer vor fiinf Jahren in der GBF war und nach so langer Zeit heute zum ersten Mal wieder auf den Campus féhrt, wird sich kaum
noch zurechtfinden. Der Besucher benutzt nicht nur eine neue Zufahrt - er kommt durch ein reprasentatives Empfangsgebédude auf
das Gelénde, stellt fest, dass wir mit dem ehemaligen Biotec-Griinderzentrum ein neues Laborgebaude haben und ein paar Schritte

weiter gerade ein groBes Tierhaus fiir etwa 20.000 Méause bauen.

Was steckt hinter diesen Veranderungen, die sofort ins Auge fallen? Die GBF ist jetzt das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung.
Dem Namen nach und vor allem auch inhaltlich: Die Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler untersuchen hier, wie Infektionen ab-
laufen, wie die Infektionserreger aufgebaut sind und wie ihre Wirte auf die Infektion reagieren. All diese Prozesse analysieren sie auf

den Ebenen von Molekiilen, Zellen und im ganzen Organismus. |hr Ziel ist, neue Strategien fiir Pravention und Therapie zu ermdglichen.

Aufbauarbeit leisten wir im Augenblick vor allem am Ende und am Anfang der Untersuchungskette ,Molekdl - Zelle - Organismus*.
Das Maushaus geht 2008 in Betrieb. Damit er6ffnen sich uns ganz neue Mdglichkeiten der vorklinischen Forschung. Noch besser
als bisher kdnnen wir dann erkennen, was im Organismus bei einer Infektion passiert. Oder warum das eine Individuum empfind-
lich auf einen Erreger reagiert, wahrend das néchste resistent ist. Damit schaffen wir von Seiten der Grundlagenforschung die

Basis fiir eine personalisierte Infektionsmedizin. Und beschleunigen die Weiterentwicklung der Ergebnisse in Richtung Klinik.

Auf der anderen Seite der Forschungskette steht die Untersuchung der Molekiile, also die Chemie. Das Helmholtz-Zentrum fir
Infektionsforschung verfligt Uber einen besonderen Schatz, die Naturstoffe. Sie bieten eine fast unerschépfliche Quelle fiir neue
Substanzen, die als Wirk- oder Impfstoffe gegen Infektionen von Nutzen sein kénnen. Diese Verbindungen gilt es aber systematisch
auf ihre chemischen und biologischen Eigenschaften hin zu untersuchen. Chemiker miissen gemeinsam mit Biologen die Wirkme-
chanismen aufklaren, die Naturstoffe fir die Infektionsforschung interessant machen. Wir sind gerade dabei eine ,,chemische Pipe-

line“ aufzubauen, deren Ergebnisse dann von Struktur- und Zellbiologie, von Mikrobiologie und Vorklinik genutzt werden kénnen.

Uber all den groBen und kleinen Entwicklungsméglichkeiten in unserem Zentrum steht eine gewaltige Herausforderung: Die Inter-
nationalisierung der Wissenschaft. Auf sie miissen wir mit einer Internationalisierung unseres Campus antworten. Erste Erfolge
zeigen sich schon. Fiir weltweit renommierte Forschungseinrichtungen wie das Pasteur-Institut oder die Rockefeller-Universitét
sind wir ein attraktiver Kooperationspartner. Die Bill und Melinda-Gates-Stiftung hat uns ein spannendes Forschungsvorhaben
zur Entwicklung eines Impfstoffs gegen Hepatitis C anvertraut. Mittlerweile haben wir eine Gastprofessur in China, und das erste

Indo-German Science Centre ist mit Hilfe des Helmholtz-Zentrums fir Infektionsforschung Realitat geworden.

Diese Entwicklung muss weitergehen, wenn wir auch in Zukunft sehr gute Wissenschaft machen wollen. Ich freue mich darauf,
in kommenden Jahren immer mehr ausléandische Gastwissenschaftlerinnen und -wissenschaftler auf dem Stéckheimer Campus
begriiBen zu kdnnen. Und unsere Studierenden und Doktoranden, die ein paar Monate in den USA, in GroBbritannien, Frankreich,

Indien oder China geforscht haben, wieder bei uns empfangen zu dirfen.

Dd- T,

Rudi Balling ’



FOKUS

Abbildungen auf diesen Seiten von links nach rechts: Im bereits bestehenden Maushaus kontrollieren Tierpfleger die Maus-
kdfige | 18.Juli 2006: Prof. Dr. Rudi Balling und Dr. Georg Frischmann hissen die neue Fahne des Helmholtz-Zentrums fiir

Infektionsforschung | Prof. Dr. Rudi Balling zusammen mit Vertretern aus Wissenschaft und Politik beim Spatenstich
fiir das neue Maushaus | Fotos: HZI, Bierstedt (li) | HZI, Gramann (mi) | Radde (re)
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Studien zur Infektion und Immunitat an Tiermodellen
am Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung

AUTOR | Prof. Dr. Klaus Schughart | Abteilung fiir Experimentelle Mausgenetik | kls@helmholtz-hzi.de

Eine neue Baustelle am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZl), die seit M&rz 2006 am sidlichen Ende des Campus zu

finden ist, wird von Besuchern und Mitarbeitern kaum unbemerkt geblieben sein: Hier entsteht ein Erweiterungsbau fiir unsere

Tierhaltung - ein neues Maushaus. Es ermdglicht uns in Zukunft einen erheblichen Ausbau unserer Forschungsaktivitaten auf dem

Gebiet der Infektion und Immunitat.

,20 Millionen Euro fiir 30 000 Mause*“ - so lautete die Schlagzeile der drtlichen Presse zum feierlichen Spatenstich, einer Ver-

anstaltung an der Représentanten der Wissenschaft, der Bundes- und Ldnderministerien fiir Forschung sowie der Blrgermeister

Braunschweigs teilnahmen.

Doch wozu wird dieses neue Gebdude genutzt werden? Welche wissenschaftlichen Fragen werden behandelt? Warum werden so

viele Mause benétigt, und welche Stdamme von Mausen werden gebraucht? Wie viele Menschen werden hier arbeiten? Dies sind

nur einige der Fragen, die sich Besucher und Angestellte des HZI vermutlich stellen. Nachfolgend werde ich versuchen, einige

davon zu beantworten.

Das neue Maushaus auf dem HZI-Campus: Wéhrend der Aus-
hebungsarbeiten (oben); Konstruktion des Kellergeschosses
(unten) Fotos: HZI, Miiller

Hintergrund Eine der wichtigsten Ursachen fiir humane
Erkrankungen ist die genetische Pradisposition. Etablie-
rung und Verlauf vieler Krankheiten, wie neurologische
und kardiovaskuldre Funktionsstorungen, abnorme
Immunantworten und besonders Infektionen, werden von
einer Vielzahl von Genen im betroffenen Individuum beein-
flusst. Unser heutiges Wissen ist auf diesen Gebieten sehr
eingeschrankt. Daher miissen wir kiinftig ein weit besseres
Verstandnis der genetischen Diversitat in Populationen und
der komplexen Beziehungen zwischen genetischer Varia-
tion, der Umwelt und Krankheitsmerkmalen erlangen.

Da diese Studien aus naheliegenden Griinden nicht am Men-
schen durchgefiihrt werden konnen, benétigt man spezielle
Tiermodelle. Vor allem solche Modelle, bei denen wir die
Genetik, Umwelteinfliisse und Experimente kontrollieren
konnen. Zudem miissen sie in ihrer genetischen Komplexitat
der humanen Population entsprechen. Unter den verschie-
denen verfiigbaren Tiermodellen stellt die Maus das beste
experimentelle System dar, da ihre Biologie und Genetik sehr
gut untersucht sind. AuBerdem sind umfangreiche Ressour-
cen fiir systematische Ansitze vorhanden, wie zum Beispiel
ingeziichtete Mausstamme (Hierbei sind alle Individuen
innerhalb eines Stammes genetisch identisch, wihrend sich
ein Stamm vom anderen in einer definierten Weise im gene-
tischen Hintergrund unterscheidet, ahnlich wie bei verschie-
denen Hunderassen.). Dartiber hinaus gibt es derzeit mehre-
re tausend Linien gentechnisch hergestellter Mausmutanten,
die eine Verdnderung in einem ganz bestimmten Genort
tragen. Diese Ressourcen von Mausstammen und mutanten
Linien erlauben es uns, die humane genetische Diversitit
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Trasmmenred é\i-MIIF 2 Dnfecoions s M (Taca as of 20 July 2006)
- .

Die Grippe-Pandemie von 1918/19 hat etwa 50 Millionen Men-
schenleben gekostet. Das Foto zeigt ein Notlazarett in Funston,
Kansas, USA. Mit freundlicher Genehmigung des National Museum of Health
and Medicine, Armed Forces Institute of Pathology, Washington, D.C. (NCP 1603)

zu imitieren und so die in-vivo-Funktion eines bestimmten
Gens, und des genetischen Hintergrunds in verschiedenen
experimentellen Systemen zu untersuchen.

Mausmodellsysteme wurden in der Vergangenheit sehr er-
folgreich fiir die Identifizierung von den genetischen Regio-
nen eingesetzt, die beim Menschen fiir die Suszeptibilitédt
(Empféanglichkeit) gegeniiber Infektionskrankheiten verant-
wortlich sind. Die Analyse von Mausmodellen wird daher
auch kiinftig zu wichtigen Erkenntnissen der Mechanismen
von Wirt-Pathogen-Interaktionen und der Immunantwort
beim Menschen fiihren. Diese Ergebnisse werden es uns
ermoglichen, neue Therapien sowie Diagnose- und Behand-
lungsmethoden fiir Infektionskrankheiten zu entwickeln.

Infektionsforschung an der Maus Am HZI werden die
grundlegenden Mechanismen von Infektionsprozessen in
zellfreien Systemen und Zellkulturen untersucht. Sie bilden
die Basis fiir die sich daran anschlieBenden Studien auf der
Ebene des Gesamtorganismus. Nur hier ist es moglich, die
komplexen vielschichtigen Interaktionen eines Pathogens
mit seinem Wirt zu erforschen, und die Beteiligung der
verschiedenen Organsysteme und Zelltypen sowie ihre
komplexen Wechselwirkungen zu studieren: Zum Beispiel
sind bei der Abwehr des Wirtes zunéchst Zellen in der
Peripherie (Haut, Lunge, Gastrointestinaltrakt) beteiligt,
welche die Anwesenheit von Pathogenen erkennen und
daraufhin Signale zu anderen immunkompetenten Organen
senden. Diese Signalmolekiile veranlassen Immunzellen

im Blutstrom, in das Gewebe einzudringen und Pathogene
sowie infizierte Zellen zu zerstoren. Andere Immunzellen
nehmen die Erreger und ihre Proteine auf, um sie in den
Lymphknoten oder zur Milz zu transportieren, und sie dort
Effektorzellen zu prasentieren, die daraufhin Antikorper
produzieren oder hochselektive Killerzellen generieren.

Regionen, in den Fille von Erkrankungen von Menschen mit
dem Vogelgrippe-Virus A Subtypen H5, H7 & H9 aufgetreten
sind. Quelle: WHO

Mause stellen ideale experimentelle Systeme dar, um diese
Prozesse zu erforschen. Das Immunsystem der Maus ist seit
Jahrzehnten gut untersucht und viele, fiir den Menschen
relevante, Erkenntnisse wurden durch Studien in der Maus
gewonnen. Mit Hilfe dieser Untersuchungen wurde unter
anderem der Grundstein fiir neue Immuntherapien am
Menschen gelegt. Das Genom mehrerer Inzucht-Mausstam-
me ist vollstandig sequenziert und viele Mausmutanten, die
Defekte an einzelnen Genen tragen, wurden generiert und
werden von wissenschaftlichen Arbeitsgruppen weltweit
genutzt. Von groBter Bedeutung ist die Erkenntnis aus dem
Vergleich mit dem menschlichen Genom, der gezeigt hat,
dass 99% der Mausgene ein menschliches Homolog haben
- also fiir fast jedes menschliche Gen ein korrespondieren-
des Mausgen existiert.

Wir konnen daher erwarten, dass Studien an Mausen uns
ermoglichen, die prinzipiellen Mechanismen der Wirt-
Pathogen-Interaktionen zu verstehen, dass sie helfen, die
beteiligten Gene zu identifizieren und uns erlauben, neue
Interventionsstrategien zu testen. In einigen Fallen wird es
keine direkte Ubereinstimmung von Maus- und humanen
Genen geben, aber die zugrunde liegenden Regelkreise
werden die gleichen sein, auch wenn die einzelnen Kompo-
nenten sich geringfiigig unterscheiden.

Viele der Forschungsprojekte am HZI, die Mausmodelle
einbeziehen, befassen sich mit dem Studium der genetischen
Suszeptibilitit gegeniiber Infektionen und dem grundlegen-
den Verstandnis der Immunitét. Diese Projekte zielen darauf
ab, bessere Ansitze fiir die Diagnose und Behandlung hu-
maner Infektionskrankheiten zu entwickeln. Aus ethischen
Griinden konnen diese Studien natiirlich nicht am Menschen
durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus sind die Individuen

in einer menschlichen Population genetisch sehr unter-
schiedlich und zahlreiche Umweltfaktoren beeinflussen die
Pradisposition, sowie Verlauf einer Krankheit. Es ist deshalb
kaum moglich, direkt im Menschen die grundlegenden bio-
logischen und molekularen Prinzipien aufzuklaren.
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»Mouse integrated resource for infections and immunity
research” (Mirii) Nahezu alle wissenschaftlichen For-
schungsprojekte am HZI erfordern Mausmodelle. Dies schlieft
sowohl Projekte ein, die von der programmorientierten
Forschung (PoF) in der Helmholtz-Gemeinschaft unterstiitzt
werden, als auch Projekte, die vom Bundesministerium fiir
Bildung und Forschung (BMBF), der Deutschen Forschungs-
gesellschaft (DFG), dem deutschen Nationalen Genom-For-
schungsnetz (NGFN), den EU-Forschungsprogrammen FP6
und FP7 oder der Bill & Melinda Gates Foundation (BMGF)
finanziert werden.

Deshalb haben wir am HZI ein integriertes wissenschaft-
liches Konzept fiir die Verwendung von Mausmodellen zur
Erforschung von Infektionskrankheiten und Immunantwor-
ten etabliert: die ,Mouse integrated resource for infection
and immunity research® (Mirii). Das Mirii-Konzept beinhal-
tet qualitativ hochwertige Anlagen und Einrichtungen, gut
ausgebildete Tierpfleger, wissenschaftliches Know-How und
umfangreiche Ressourcen an Mauslinien und Mutanten.
Mirii wird kontinuierlich weiterentwickelt, um den derzei-
tigen und den zukiinftigen Bediirfnissen der verschiedenen
Forschungsprojekte am HZI gerecht zu werden.

Wir verbessern stindig die bestehenden Infektionsmodelle
hinsichtlich ihrer Applikationsmethoden und der Parame-
ter zur Messung des Verlaufs einer Infektion. Zusétzlich
erweitern wir permanent unser Know-How, indem wir

neue Pathogene und Applikationsmethoden aufnehmen.
Aus diesem Grund ist das HZI weltweit eines der wenigen
Forschungszentren mit einem umfassenden Expertenwissen
und der erforderlichen Infrastruktur, wodurch qualitativ
hochwertige Forschung auf dem Gebiet der Infektions-
krankheiten ermoglicht wird.

Im Folgenden mochte ich einige der wissenschaftlichen
Fragestellungen beschreiben, mit denen wir uns zurzeit an
unserem Forschungszentrum befassen. Detaillierte Infor-
mationen sind in den einzelnen Projektbeschreibungen des
Forschungsberichtes zu finden.

Genetische Suszeptibilitat fiir Infektionen Die For-
schungsgruppen Infektionsgenetik (ING), Infektionsimmu-
nologie (INI) und Experimentelle Mausgenetik (EMG) sind
daran interessiert, die genetischen Faktoren zu verstehen,
die zur Suszeptibilitdt des Wirtes gegeniiber bakteriellen
und viralen Infektionen beitragen. Diese Studien werden
vom PoF-Programm der Helmholtz-Gemeinschaft, For-
schungsprogrammen des Bundesministeriums fiir Bildung
und Forschung (BMBF), dem Nationalen Genom Forschungs-
netz (NGFN), den europédischen Forschungs-Rahmenpro-

grammen und weiteren 6ffentlich und privat finanzierten
Forschungsprogrammen finanziert.

In den meisten Fallen sind die genetischen Faktoren, die zur
Suszeptibilitat fiir Krankheiten beitragen, nicht ,Mendel-
scher” Natur (ein einzelner Genort bestimmt die phianoty-
pische Eigenschaft), sondern stellen komplexe Erbgidnge dar
(verschiedene Genorte interagieren quantitativ und qualita-
tiv). Komplexe Erbgédnge sind die Ursache vieler genetischer
Erkrankungen wie Fettsucht, kardiovaskuldre, infektiose
und Autoimmun-Erkrankungen. Komplexe Erbgidnge sind
beim Menschen besonders schwierig zu untersuchen, da

die phanotypische Variabilitat nicht nur vom genetischen
Hintergrund sondern auch von vielen (unkontrollierten und
unbekannten) Umweltfaktoren beeinflusst wird. Letztere
sind daher beim Menschen nur schlecht von den gene-
tischen Faktoren abzugrenzen. Diese Tatsache macht es oft
unmoglich, die relevanten Genotyp-Phanotyp-Korrelationen
im Menschen zu untersuchen. Von der Maus dagegen sind
verschiedene, genetisch unterschiedliche Populationen ver-
flighar, die experimentell gut kontrolliert werden kénnen.
So kann die Beteiligung einzelner oder multipler Genkom-
binationen identifiziert werden und konnen solche Genorte,
fiir die man aus Studien von menschlichen Populationen
eine Beteiligung vermutet, experimentell verifiziert werden.

Die aktuellen Forschungsaktivitdten am HZI, die sich mit
der Untersuchung der genetischen Suszeptibilitdt beschaf-
tigen, umfassen Infektionsmodelle mit bakteriellen und
viralen Pathogenen.

Streptococcus pyrogenes und Staphylococcus aureus sind Gram-
positive Mikroorganismen, die fiir ein breites Spektrum an
Infektionen beim Menschen verantwortlich sind und von

Atemwegserkrankungen Parasitére Infektionen
z.B. Infektionen, die durch ca. 0,5 Mio
Grippeviren, Pneumokokken
und Mykobakterien
hervorgerufen
wurden,
ca. 20 Mio

Darminfektionen
2.B. Salmonellen-
erkrankungen, ca. 1-1,5 Mio

Krankenhausinfektionen
2.B. durch Staphylokokken,
Candida, etc., ca. 1 Mio

Kinderkrankheiten
z.B. Scharlach,

Masern, Meningitis, etc.
ca. 0,1 Mio

Blaseninfektionen
2.B. Escherichia coli
ca. 2 Mio

Infektionskrankheiten in Deutschland, Krankheitsfille pro
Jahr Quelle: PathoGenoMik Report 2003
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leichten Infektionen bis zu sehr schweren Erkrankungen
reichen. Wenn eine solche Infektion von einem infizierten
Wirt nicht effizient kontrolliert werden kann, kommt es sehr
schnell zu einem tédlichen septischen Schock. Forscher am
HZI haben entdeckt, dass genetisch verschiedene Popula-
tionen von Méusen sehr unterschiedlich auf eine Infektion
mit diesen Pathogenen reagieren. Weitergehende genetische
Studien haben ergeben, dass drei Regionen im Genom der
Maus an der Suszeptibilitat des Wirtes beteiligt sind. Diese
Ergebnisse bilden nun die Grundlage fiir weitere Studien

zu den molekularen Mechanismen, die zu einem septischen
Schock bei Menschen fiihren.

Listeria monocytogenes kann schwere Enzephalitis bei Men-
schen verursachen. Am HZI haben Studien an Médusen er-
geben, dass die Suszeptibilitat gegentiber diesem Pathogen
vom Geschlecht der Tiere abhdngt. Weibchen, die gewdhn-
lich wesentlich resistenter gegeniiber anderen bakteriellen
Infektionen sind, sind in diesem Modell besonders anfallig.
HZI-Forscher wiesen nach, dass dies hauptsachlich auf die
Produktion eines bestimmten Immunhormons (IL10) zu-
riickzufiihren ist, welches die Immunantwort der Weibchen
zu unterdriicken scheint.

Influenza A Viren verursachen Pandemien, an denen welt-
weit jedes Jahr etwa 500 Millionen Menschen erkranken
und anndhernd 400 000 sterben. Allein in Deutschland
erleidet eine Million Menschen eine Grippe — 8000 erliegen
der Infektion mit dem Virus. Obwohl das Pathogen in vielen
Laboratorien iiberall auf der Welt bis ins Detail untersucht
wird, haben sich bislang nur sehr wenige Studien der
Genetik des Wirtes gewidmet. Am HZI haben wir begonnen,
die Antwort auf eine Influenza A Infektion an genetisch
verschiedenen Mauspopulationen zu untersuchen. Das Ziel
dieser Studien ist es, die genetischen Faktoren zu identifi-
zieren, die den Verlauf und den Schweregrad einer Influen-
za-Infektion bei Mensch und Tier beeinflussen.

Die Etablierung der Immunitat Das Immunsystem ist ein
hochdynamisches zelluldres Netzwerk, das dazu dient,
den Wirt vor einer groBen Vielfalt fremdartiger, potentiell
schidlicher Mikroorganismen zu schiitzen. Seine Antwort
involviert viele verschiedene zellulare Komponenten, wie
Signal- und Effektormolekiile sowie Effektorzellen. Die
verschiedenen Komponenten und ihre molekulare Basis zu
analysieren, ist eines der aktivsten Forschungsgebiete am
HZI. Es wird durch die Forschungsgruppen ,,Mukosale Im-
munitédt (MI), ,Immunregulation (IREG)“, ,Experimentelle
Immunitat (EI)¢ ,Molekulare Immunitat (MOLI)“, ,Jmmun-
dynamik (ID)“ und ,Vakzinologie (VAC)“ vorangetrieben.

Beginn einer Inmunabwehr: T-Zellen bereiten Dendritische
Zellen auf ihren Kampf gegen pathogene Invasoren vor.
Foto: HZI, Rohde

Tumore, die mit Salmonellen kolonisiert sind und induzierbare
Leuchtkdfer-Luziferase tragen, wurden immunhistologsich
analysiert (Rot = Bakterien, Blau = Zellkerne der Tumorzellen).
Gezeigt sind nekrotische Bereiche, in denen keine lebenden
Tumorzellen gefunden werden konnen (links). Die Induktion
der Luziferase kann nach Verabreichung des Substrates Luzi-
ferin auf der Haut der Maus leuchten und mit einer sensitiven
Kamera detektiert werden, ohne dass die Maus getdtet werden
muss. Fotos: HZI, Westphal, Lofner

Um selbstzerstorende Immunantworten (Autoimmunerkran-
kungen) zu vermeiden, ist eine der Hauptaufgaben des
Immunsystems zwischen ,Freund und Feind“ zu unterschei-
den. Periphere Toleranz gegeniiber eigenen Antigenen wird
aktiv von sogenannten regulatorischen T-Zellen vermittelt.
Aus diesem Grund untersuchen Forscher am HZI intensiv
die Rolle von regulatorischen T-Zellen wiahrend der Infektion
und im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen. Diese
Arbeiten konnten in Mausmodellen eines experimentellen
Diabetes Typ II zeigen, dass durch die Aktivierung von regu-
latorischen T-Zellen die Zerstérung von Insulin-produzieren-
den Zellen im Pancreas verhindert werden kann.
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Auf das Eindringen eines Pathogens antwortet das Immun-
system mit einer Kaskade von verschiedenen Verteidigungs-
mechanismen. Die erste Verteidigungslinie, die angeborene
(innate) Immunantwort ist darauf ausgerichtet, die Verbrei-
tung des Pathogens im Organismus zu unterbinden. Sie
aktiviert auBerdem die zweite Verteidigungslinie, die eine
langfristige adaptive Immunantwort hervorbringt. Zyto-
kine, kleine Molekiile, die von den Immunzellen der ersten
Linie abgesondert werden, spielen bei diesen Reaktionen
eine zentrale Rolle. Mehrere Arbeitsgruppen am HZI
erforschen die molekularen und zelluldren Einfliisse von
Zytokinen in Mausen im Zusammenhang mit entziindlichen
Autoimmunerkrankungen des Darms sowie Infektionen mit
L. monocytogenes und Yersinia enterocolytica.

Das Ergebnis einer erfolgreichen Pathogenbekampfung ist
die Etablierung einer schiitzenden Immunitat im Wirt. Eine
schiitzende Immunitdt kann aber auch durch eine Impfung
erzeugt werden, ohne dass eine gesundheitsgefahrdende
Infektion ausgeldst wird. Tatsdchlich kann die Entdeckung
und Einfiihrung der Impfung als die erfolgreichste medizi-
nische Behandlungsmethode in der Geschichte der Mensch-
heit betrachtet werden. Die Pocken wurden ausgerottet und
ein weltweites Masernimpfprogramm hat das Leben von
Millionen Kindern gerettet. Impfstoffe beinhalten sowohl
eine molekulare Struktur, die spezifisch fiir das Pathogen
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ist, als auch ein sogenanntes Adjuvans, das fiir die Stimu-
lation der Immunantwort benotigt wird. Forscher am HZI
studieren die Induktion der Immunitdt an Mausmodellen,
indem sie neue Applikationsmethoden anwenden und

neue Strategien sowie neue chemische Strukturen auf ihre
Verwendung als Adjuvans untersuchen. So konnte MALP-2
als ein neues Adjuvans beschrieben werden. Diese Substanz
stammt aus dem reichen Fundus an Naturprodukten, die
am HZI entdeckt wurden.

Obwohl die Immunantworten und das genregulatorische
Netzwerk von Maus und Mensch sehr ahnlich sind, gibt es
natiirlich Unterschiede. Dariiber hinaus infizieren einige
Pathogene nur Menschen und sind auch nur im mensch-
lichen Organismus in der Lage, sich zu vermehren. Ein
Beispiel ist das Hepatitis C Virus (HCV), das weltweit ein
groBes Gesundheitsproblem darstellt. Infizierte sind oft
lebenslang Trager des Virus, wodurch ein hohes Risiko

fiir chronische Lebererkrankungen und Leberkarzinome
besteht. Impfstoffe sind derzeit nicht verfiighar und der
Mangel an geeigneten Tiermodellen stellt den groSten Eng-
pass auf dem Weg zu ihrer Entwicklung dar. Hier engagiert
sich die Bill & Melinda Gates Foundation. Sie fordert im
Rahmen der ,Grand Challenges in Global Health“Initiative
ein Forschungsprojekt am HZI und seinen Partnerinstituten.
Diese Forschungsaktivitdaten konzentrieren sich auf die Ent-
wicklung von Mausstimmen, die sowohl Komponenten des
humanen Immunsystems als auch menschliche Leberzellen
tragen. Auf diese Weise konnen die Mause mit dem HCV
infiziert werden und die Immunantwort des Menschen
simuliert werden. Es wird erwartet, dass diese Mause die
Entwicklung potentieller Impfstoffe gegen Erkrankungen
erlauben, die von HCV und anderen Leber-pathogenen Er-
regern ausgelost werden.

Die Tierhaltung Fiir die beschriebenen Forschungsaktivi-
taten ist es notwendig, viele verschiedene Mausstimme und
Mutanten in einer hygienisch sauberen und gut kontrollier-
ten Umgebung zu halten. Am HZI wird dies durch speziell
ausgestattete Gebdude und - noch viel wichtiger - durch
ein gut ausgebildetes und hochmotiviertes Tierpfleger-Team
gewahrleistet.

Die Mitarbeiter Die Tierhaltung und die damit verbunde-
nen Dienstleistungen werden von der ,Tierexperimentellen
Einheit“ (TEE) bereit gestellt, die zur Abteilung ,Experimen-
telle Mausgenetik” (EMG) gehort. Der Leiter der Gruppe,

Dr. David Monner, und sein Team von derzeit 22 Tierpflegern
und Reinigungskraften sind fiir die Betriebsleitung und
Instandhaltung der Anlage verantwortlich. Die exzellente
hauseigene Ausbildung der Mitarbeiter und ihr groBes En-



FOKUS | Studien zur Infektion und Immunitat an Tiermodellen am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung 13

Einblicke in das bestehende Maushaus: Tierpfleger bereiten
saubere Kifige vor (oben) | Die Kfige und ihre Bewohner
werden kontrolliert (unten) Fotos: HZI, Bierstedt

gagement — sowohl bei der Unterstiitzung unserer Wissen-
schaftler als auch bei der Aufrechterhaltung der Infrastruk-
tur und des Hygienestatus - sind die wichtigsten Garanten
fiir ein optimales Umfeld einer qualitativ hochwertigen
Forschung am HZI.

Das Team ist fiir die regelmaBige Tierpflege verantwortlich.
Hierzu gehort das Umsetzten der Méduse in neue Kéfige,
eine Tatigkeit, die mindestens einmal pro Woche durchge-
fiihrt wird. Die Mitarbeiter planen die Verpaarungen fiir
den Erhalt und die Expansion von Mausstimmen, setzen die
Nachkommenschaft ab und pflegen alle Daten in einer zen-
tralen Datenbank. Zusétzlich steht das Team der TEE den
Forschern mit seinem Expertenwissen zur Tierpflege zur
Seite und fiihrt routineméBig Injektionen und die Entnah-
me von Gewebeproben durch.

Die Mitarbeiter des TEE-Teams bieten auch Hilfe beim
Import und Export von Mdusen an. Dr. Monner unterstiitzt
die Forscher des HZI als Tierschutzbeauftragter bei der
Antragsstellung von Tierversuchsgenehmigungen und ihrer
Durchfiihrung nach dem deutschen Tierschutzgesetz.

Dariiber hinaus werden auf Nachfrage besondere Leistun-
gen angeboten, wie die Sanierung von Mausstammen mit-
tels Embryotransfer, in vitro-Fertilisation und die Archivie-
rung von Stammen mittels Kryokonservierung von Sperma
und Embryonen.

Die Maus-Ressourcen Die verschiedenen Laborstdmme
der Maus, die derzeit in den Forschungsinstituten und
Zuchtanlagen des HZI gehalten werden, weisen eine gene-
tische Diversitat auf, die mit der heutigen menschlichen Po-
pulation vergleichbar ist. Sie stammen im wesentlichen aus
Kreuzungen von zwei Maus-Subspezies ab: Mus musculus
musculus, einer asiatischen Mus musculus Subspezies, und
Mus musculus domesticus, der west-europdischen/nordame-
rikanischen/afrikanischen Subspezies. Die meisten dieser
Laborstdmme kommen aus europdischen und japanischen
Liebhaberzuchten, vom Beginn des 20. Jahrhunderts. Méduse
von verschiedenen Subspezies konnen miteinander verpaart
werden und bringen fertile Nachkommen hervor. Da-

durch ist es moglich, neue Stamme mit neuen genetischen
Eigenschaften durch Kreuzungen dieser Laborstdmme zu
generieren. Dariiber hinaus wurden mehrere Laborstimme
aus Wildfangen in verschiedenen Wissenschaftsinstituten
geziichtet, die ebenfalls fiir unsere Arbeiten zur Verfligung
stehen. Letztere verkorpern meistens andere Mausspezies,
wie etwa Mus spretus, Mus hortulans, Mus pahari. Die Kreu-
zung eines Mus musculus Stammes mit Mus spretus erzeugt
eine Nachkommenschaft, deren genetische Diversitat eine
GroBenordnung erreicht, die mit einer Mischung der Homo
sapiens und Homo neanderthalensis Genome vergleichbar wire.

In der experimentellen Forschung werden meistens inge-
zlichtete Mduse verwendet. Sie sind durch kontinuierliche
Bruder-Schwester Verpaarungen iiber mindestens 20 Gene-
rationen erzeugt worden. Dies fiihrt zu Mausfamilien, in de-
nen alle Individuen genetisch identisch sind. Augenblicklich
existieren ca. 200 unterschiedliche Inzucht-Mausstimme, die
in verschiedenen Laboren weltweit generiert worden sind und
eine reichhaltige Ressource fiir genetische und funktionelle
Studien darstellen. Um diese Ressourcen den verschiedenen
aktuellen Forschungsprojekten unseres Zentrums zugang-
lich zu machen, werden mehrere Inzuchtstamme in den Tier-
anlagen des HZI vorgehalten. Fiir diese Erhaltungszuchten
sind mindestens fiinf Kéfige pro Stamm erforderlich, in
denen zwei bis drei Generationen gehalten werden. Derzeit
halten wir etwa 20-30 verschiedene Inzuchtstimme am HZI.

Die moderne Maustechnologie ermoglicht es, spezifisch ein
bestimmtes Gen des Genoms zu inaktivieren und so seine
funktionelle Rolle wihrend einer Infektion oder der Immun-
antwort zu untersuchen. Am HZI erhalten wir derzeit 60 bis
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80 verschiedene Mausmutantenstamme, die eine definierte
Genmutationen tragen. Wie beim Menschen kann eine
bestimmte Genmutation aber durch andere Gendefekte oder
Variationen des genetischen Hintergrundes beeinflusst
werden. Da diese genetischen Interaktionen ebenfalls sehr
wichtige Faktoren der Suszeptibilitat gegeniiber Infektionen
und der Immunitét sind, generieren wir stindig neue Fami-
lien, indem wir diese Mutationen in verschiedene Inzucht-
Mausstimme einkreuzen.

Fiir Infektionsexperimente miissen die Kolonien vergroBert
werden. Bei einer Infektionsstudie werden Gruppen von
sechs bis zehn Mausen des gleichen Alters, Geschlechtes
und Stammes fiir jede Dosis des infektiosen Pathogens be-
notigt, um statistisch signifikante Ergebnisse zu erhalten.
Gewohnlich werden zwischen drei und fiinf Dosen eines
bestimmten Pathogens verabreicht. Die meisten, der fiir die
Experimente benotigten Mause, werden in unseren Anlagen
gezlichtet.

In unserer derzeit bestehenden Tierhaltung konnen wir
Infektionsexperimente auf dem Sicherheitsniveau S2 (ent-
sprechend dem deutschen Gentechnologiegesetz) durchfiih-
ren. Die S3-Laboratorien und -Tierrdume in unserem neuen
Tierhaus (siehe unten) werden die Infrastruktur fiir eine
Hochsicherheitseinheit bieten, in der auch wichtige bakte-
rielle und virale Pathogene wie, z.B. das Hepatitis C Virus,
hoch-pathogene Varianten der Vogelgrippe oder Mykobak-
terien erforscht werden konnen.

Die Umwelt Um reproduzierbare Studien durchzufiihren,
muss nicht nur der genetische Hintergrund sondern auch
die Umgebung genau kontrolliert werden. Fiir Mauskolonien
ist der wichtigste Umweltfaktor ihr Hygienestatus. Der
»Spezifisch Pathogen Freie (SPF)“ -Status ist ein internatio-
nal anerkannter Standard fiir den Gesundheitsstatus von
Labortieren. Dieser Status wird von der ,Federation of Euro-
pean Laboratory Animal Science Association“ (FELASA)
definiert und kontinuierlich tiberpriift. Am HZI halten wir
alle unsere Méause auf diesem SPF-Hygienestandard.

Um den SPF-Status zu erfiillen, werden alle Mause unserer
Einrichtungen in speziellen Kéfigen gehalten, den so ge-
nannten ,Individually Ventilated Cages” (IVC). IVC-Kéfige
haben separate Lufteinlass- und Abfiihrstutzen. Die einstro-
mende und ausstromende Luft wird durch einen partikel-
dichten Filter geleitet, um sicherzustellen, dass sterile Luft
in die Kafige gelangt und Pathogene aus der ausstromenden
Luft herausgefiltert werden. Auf diese Weise stellt jeder
Kiéfig eine fiir sich isolierte Einheit dar, so dass Kreuzkon-
taminationen vermieden und die Umgebung und auch die
Menschen vor den Pathogenen geschiitzt werden.

Ein routineméBiges Uberwachungsprogramm wurde als
Qualitatskontrollsystem etabliert, um den Gesundheitsstatus
aller Mause in den verschiedenen Einrichtungen des HZI zu
gewahrleisten. Es ist es nicht erlaubt, Mduse aus anderen
Laboratorien mit niedrigerem Hygienestatus, z.B. solche, die
mit viralen oder bakteriellen Mauspathogenen infiziert sind,
in unsere Einrichtungen einzufiihren. Wenn solche Stimme
fiir unsere Forschungsprojekte absolut notwendig sind, wer-
den sie in einer kleinen spezialisierten Quarantaneeinheit
aufgenommen. Diese befindet sich weit entfernt von den an-
deren Anlagen und wird getrennt betreut. Die importierten
Mausstamme konnen dann von hier mittels Embryotransfer
in die zentralen Anlagen aufgenommen werden. Beim Em-
bryotransfer wird die Nachkommenschaft der importierten
Maéuse von allen infektiosen Erregern befreit.

Die existierenden Gebadude Die heutigen Tieranlagen und
—einrichtungen am HZI bestehen aus drei Einheiten: Dem
Hauptgebédude (Gebédude T), der Infektionseinheit (Anbau D)
und der Quaranténeeinheit in einem separaten Gebaude
(Gebdude K). Jede der Einheiten hat ihre eigene Infrastruk-
tur, bestehend aus Reinigungskiichen, Schleusen und
Tierpflegern. Zusatzlich zur SPF-Haltung, der Expansions-
zucht und den Infektionsexperimenten wird Platz fiir die
Generierung von Mausmutanten zur Verfiigung gestellt.

Gebaude T besteht aus drei Laboratorien und elf Tierrdumen
auf zwei Stockwerken. Es hat eine Gesamtkapazitit von
etwa 3300 Kafigen (entspricht etwa einer Kapazitit von ca.
9000 Mausen) und wird hauptséchlich fiir die Haltung von
Inzuchtstaimmen und Mutantenlinien genutzt.

Im Anbau D werden Infektionsexperimente bis zur Sicher-
heitsstufe S2 durchgefiihrt. Diese Einheit wurde im Oktober
2003 in Betrieb genommen und hat eine Kapazitét von ca.
1700 Kafigen.

Die Quarantdneeinheit hat eine sehr niedrige Kapazitat
von etwa hundert Kédfigen und wird nur zur Sanierung von
Mausstammen genutzt.

Der Bau des neuen Tierhauses Das HZI wurde 1965 unter
dem Namen ,Gesellschaft fiir Molekularbiologische/Biotech-
nologische Forschung (GBF)“ gegriindet. Als sich der Fokus
des Zentrums im Jahr 2000 in Richtung Infektionsforschung
verschob, musste die Infrastruktur entsprechend angepasst
werden, um die Bediirfnisse eines modernen Gesundheitsfor-
schungszentrums zu erfiillen. Einer der wichtigsten Aspekte
der Gesundheitsforschung ist die Validierung biologischer
Mechanismen und neuer in vivo-Behandlungsstrategien, die
den gesamten Organismus umfassen. Daher mussten die
existierenden Mausanlagen erweitert werden.



FOKUS | Studien zur Infektion und Immunitéat an Tiermodellen am Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung 15

27. Mdirz 2007: Der Rohbau des neuen Maushauses ist fertig.
Foto: HZI, Bierstedt

Im Rahmen der Begutachtung des wissenschaftlichen
Programms im Jahr 2003 wurde von einem internationa-
len Ausschuss wissenschaftlicher Experten der dringende
Bedarf des HZI zur Erweiterung der tierexperimentellen
Einrichtungen festgestellt. Dieses Gremium empfahl den
Bau eines neuen Tierhauses.

Die Planung der neuen Anlage begann kurz danach. Eine
Expertengruppe des HZI, bestehend aus dem Leiter der TEE,
dem Leiter des Technischen Betriebes, zwei Wissenschaft-
lern und Angehorigen des Managements, entwickelten die
ersten Konzepte. Diese wurden erortert und im Januar 2004
vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)
freigegeben. Im Verlauf des Jahres 2005 legten die Planungs-
gruppe und ein Architektenteam die weiteren Details des
Konstruktionsplans fest, der darauthin vom BMBF und dem
Ministerium fiir Wirtschaft und Kultur (MWK) des Landes
Niedersachsen im Januar 2006 genehmigt wurde. Der Bau
des Gebdudes begann im Mérz 2006. Der aktuelle Zeitplan
sieht vor, die neue Anlage im Juli 2008 in Betrieb zu nehmen.

Das neue Gebdude wird den dringend bendotigten Platz fiir
Infektionsstudien mit Mausen bereitstellen. Es erlaubt somit,
die in vivo-Validierungsexperimente im Zusammenhang mit
dem laufenden PoF-Programm und den verschiedenen extern
finanzierten Projekte am HZI durchzufiihren (Die gegenwar-
tigen Einrichtungen bieten nicht gentigend Raum, um die
zahlreichen Mausstamme und Mutantenlinien zu halten und
zu zuichten, die fiir die Identifizierung von Suszeptibilitéts-
genen, die Analyse des Immunsystems und die Validierung
neuer Impfstoffe oder alternativer Behandlungs- und Praven-
tionsstrategien benétigt werden. Dariiber hinaus wird die
neue Einrichtung eine spezielle Einheit mit Laboratorien und
Tieranlagen auf dem Sicherheitsniveau S3 haben, die zurzeit
auf dem Campus nicht verfiigbar ist.

Die Ausfiihrung der neuen Einrichtung folgt den Richtli-
nien, die auch fiir die anderen Tieranlagen des HZI gelten:
SPF-Hygienestatus und Barrierehaltung. Auf einer Gesamt-
flaiche von 2000 m? wird die neue Anlage Platz fiir etwa

10 000 Kafige, Biiros fiir Mitarbeiter und einen Vortrags-
raum im Erdgeschoss bieten. Das Kellergeschoss und die
Halfte des vierten Stocks sind vollstandig mit technischen
Raumen belegt, in denen die Beliiftung, Temperatur und
Luftfeuchtigkeit in den Tierhaltungsraumen geregelt wird.
Etliche Autoklaven und Sterilisationsschleusen sorgen da-
fiir, dass samtliche Ausriistungen und Materialien keimfrei
in die Einrichtung gelangen. Personal, das die Tierhaltungs-
und Laborbereiche betritt, wechselt die Kleidung in spezi-
ellen Schleusen und passiert Luftduschen um sicherzustel-
len, dass Kkein infektioses Material eingeschleppt wird.

Um die ordnungsgemaBe Haltung der Mauskolonien, den
Betrieb der Anlage und die Unterstiitzung der wissen-
schaftlichen Arbeiten sicherzustellen, werden in der neuen
Einrichtung ca. 30 Menschen, darunter Tierpfleger, Reini-
gungspersonal, technisches Personal und Wissenschaftler,
beschiftigt sein.

AbschlieBende Anmerkungen Zusammenfassend machen
die hochspezialisierte technische und architektonische
Infrastruktur, engagierte Tierpfleger, die sachkundigen
wissenschaftlichen Forschungsgruppen und die speziellen
Ressourcen an Mausstimmen, das HZI zu einem einzig-
artigen Ort, an dem eine international kompetetive experi-
mentelle und vorklinische Infektionsforschung moglich ist.

Danksagungen Ich mdchte meinen Dank allen Personen
(dem Projektteam, den Architekten, den Tierpflegern und
vielen weiteren Mitarbeitern) aussprechen, die sowohl an
der Etablierung und dem Betrieb der derzeitigen Tieranlagen
beteiligt als auch in die Planung und Realisierung der neuen
Einrichtung eingebunden waren. Unser spezieller Dank gilt
Dr. David Monner, der 2007 in den Ruhestand gehen wird,
fiir sein groBes Engagement und seine hervorragende Arbeit
als Leiter der zentralen Tierversuchseinrichtungen.
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penleiter am GSF, Miinchen. 1997-2001 Leiter der Abteilung
fiir Molekulare und Zelluldre Biologie, Transgene S.A.,
Strasbourg, Frankreich. 2002-2006 Leiter von Forschung
und Entwicklung und des Bereichs Wissenschaftliche und
Technische Dienste am HZI. Seit 2006 Leiter der Abteilung
fiir Experimentelle Mausgenetik am HZI und Professor an
der Tierarztlichen Hochschule Hannover.
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Forscherpreis fiir die Zadhmung eines Bodenbakteriums
Fiir ihre wissenschaftlichen Leistungen wurden Gerhard
Hofle und Hans Reichenbach im Mérz 2006 mit der Hans
Herloff Inhoffen-Medaille geehrt. Hofle und Reichenbach
haben sich am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
(damals noch: GBF) liber Jahrzehnte mit den im Boden
lebenden Myxobakterien und ihrer ,Zdhmung* fiir die
Zwecke des Menschen befasst. Bei der Erforschung dieser
Mikroorganismen entdeckten Hofle, Reichenbach und ihr
Forscherteam sogar ein Krebsmedikament — das Epothi-
lon, das zurzeit in klinischen Tests erprobt wird. Der vom
Forderverein des Helmholtz-Zentrums gestiftete Preis wird
im Rahmen der 6ffentlichen Inhoffen-Vorlesung verliehen,
einer gemeinsamen Veranstaltung des Helmholtz-Zentrums
und der Technischen Universitdt Braunschweig.

Prof. Balling gratuliert Prof. Hofle wihrend der Zeremonie zur
Uberreichung der Hans Herloff Inhoffen-Medaille. Von links
nach rechts: Prof. Joachim Klein, Dr. Mark Ergezinger (Gewin-
ner des Fritz Wagner-Preises), Prof. Gerd Hifle, Prof. Hans Rei-
chenbach, Prof. Rudi Balling, Silke Wenzel und Annika Steffen
(beide Gewinner des Doktorandenpreises) Foto: HZI,Sierigk

Grippe: Experten erkldren eine Menschheits-GeiBel

Uber das Influenza-Virus informierte ein Symposium, zu
dem das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung am 2.
Mirz 2006 Experten aus aller Welt geladen hatte. Stargast
dieses ,, Afternoon on Flu“: Adolfo Garcia-Sastre von der
Mount Sinai School of Medicine in New York. Der Virologe
hatte das Grippe-Pandemievirus von 1918 aus tiefgefrore-
nen Gewebeproben rekonstruiert und im Labor wiederaufer-
stehen lassen. Das Fachtreffen, organisiert von Dr. Siegfried
WeiB und Dr. Sabine Kirchhoff, stieB auf lebhaftes Interesse
der Medien: Berichte dartiber erschienen unter anderem in
Die Welt, Berliner Morgenpost, Technology Review, stern.de
und Yahoo.

Prof. Dr. Adolfo Garcia-Sastre von der Mount Sinai School fiir
Medizin, New York, wihrend seines Besuchs im HZI-EFORUM
Foto: HZI, Hiibner

Spatenstich fiir ein neues Tierhaus Mit einem symbo-
lischen ersten Spatenstich erdffneten die Geschéftsfiihrer
des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung, Prof.
Rudi Balling und Dr. Georg Frischmann, gemeinsam mit
Ehrengésten am 14. Médrz 2006 die Bauarbeiten fiir die
Errichtung eines neuen Tierhauses. Dort sollen Mause
gehalten werden, an denen Wissenschaftler die Mechanis-
men von Infektionskrankheiten untersuchen werden. Die
so gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage fiir neue
Diagnose- und Therapieverfahren im Kampf gegen krank-
heitserregende Bakterien und Viren.

Ein Moment wiihrend der Zeremonie fiir die Grundsteinlegung
fiir das neue Maushaus. Foto: HZI



Internationaler Zellbiologen-Kongress in Braunschweig
Rund 500 Wissenschaftler aus dem In- und Ausland trafen
sich im Mérz 2006 zur Jahrestagung der Deutschen Gesell-
schaft fiir Zellbiologie (DGZ) in Braunschweig. Gastgeber

der Tagung war die Technische Universitdat Braunschweig.
Die lokale Organisation lag in den Hinden von Prof. Jiirgen
Wehland, der beim Helmholtz-Zentrum fiir Infektions-
forschung den Bereich Zellbiologie leitet. Der GroBteil der
rund 60 geladenen Sprecher kam aus dem Ausland. Den
Eréffnungsvortrag der Jahrestagung hielt die amerikanische
Wissenschaftlerin Jennifer Lippincott-Schwartz vom National
Institute of Health in Bethesda/USA. Lippincott-Schwartz ist
eine der flihrenden Forscherinnen auf dem Gebiet der Sicht-
barmachung von Proteinen in einzelnen lebenden Zellen. Vor
30 Jahren gegriindet, versammelt die Deutsche Gesellschaft
fiir Zellbiologie (DGZ) rund 1300 Biochemiker, Genetiker,
Molekularbiologen, Mediziner, Zoologen und Botaniker aus
dem deutschen Sprachraum in ihren Reihen.

Prof. Jennifer Lippincott-Schwartz (National Institute of
Health, Bethesda, USA), eine der fiihrenden Wissenschaft-
lerinnen auf dem Gebiet der intrazelluldren Proteindynamik,
hielt die Carl Zeiss-Vorlesung wihrend der Jahrestagung der
DGZ in Braunschweig.  Foto: HZI, Haas

Preisgekronte Vision vom ,Labor in der Zelle“ Eine
einzelne Zelle, mit hauchfeinen ,Nano-Nadeln“ zielgenau
bearbeitet und mit Analyse-Chips und Hochleistungs-Mikros-
kopen kontinuierlich untersucht: So konnte die Zukunft der
biomedizinischen Forschung aussehen. Fiir dieses visiondre
Modell des ,Lab-in-a-cell* (,Labor in der Zelle“) wurde der
Immunologe Professor Jan Buer bei einem Festakt in Starn-
berg (Oberbayern) ausgezeichnet. Er gewann den mit 10 000
Euro dotierten ersten Preis des Wettbewerbs ,Imagining the
Future®. Veranstalter des weltweit ausgeschriebenen Wett-
bewerbs ist Roche Applied Science, ein Geschiaftsbereich
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des Pharma-Konzerns Roche. Priamiert wurden die besten
wissenschaftlich fundierten Prognosen fiir die Zukunft der
biomedizinischen Forschung und ihre Anwendung fiir die
Entwicklung von Arzneimitteln und Diagnostika. Professor
Buer forscht am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
und lehrt an der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH).

Prof. Dr. Jan Buer nimmt den Scheck fiir den ersten Preis beim
Wettbewerb ,,Imagining the Future” entgegen. Foto: Roche

)

Girls’ Day diesmal auch fiir Jungen Zum bundesweiten Girls
Day offnete das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
auch im Jahr 2006 ihre Forschungslabore fiir wissbegierigen
Nachwuchs. Maddchen im Alter von 14 bis 16 Jahren erhielten
dabei Gelegenheit, sich ausfiihrlich tiber die vielfaltigen Be-
rufswege zu informieren, die ein groBes Forschungszentrum
bietet. Ein Novum: Aus Griinden der Gleichbehandlung fand
erstmals parallel dazu ein Projekttag ,Neue Wege fiir Jungs*
statt. Auch daran beteiligte sich das Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung . Die beiden Aktionen wurden zu einem
gemeinsamen Programm zusammengefasst.

Schiilerinnen und Schiiler erhielten wihrend des Girl’s Day/
Neue Wege fiir Jungen viele interessante Einblicke in die
Forschungsarbeiten in HZI Laboren  Foto: HZI
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Geld und Ehre fiir das Braunschweiger Schiilerlabor

Das Biotechnologische Schiilerlabor BioS auf dem Campus
des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung zahlt zu
den besten in Deutschland — insbesondere, was die Leistun-
gen bei der Lehrerfortbildung angeht. Zu diesem Schluss
kam ein unabhédngiges Gutachter-Gremium, das im Auftrag
des Leibniz-Instituts fiir die Padagogik der Naturwissen-
schaften in Kiel (IPN) vorbildliche Schiilerlabore auszeich-
nete. BioS erhielt im Mai 2006 eine Forderung in Hohe von
25 000 Euro. Damit war ein groB angelegtes Lehrerfort-
bildungsprojekt im darauffolgenden Schuljahr gesichert.
Seit 2002 steht BioS Schiilern der hoheren Jahrgangsstufen
offen, die sich fiir anspruchsvolle Experimente interessie-
ren. In den BioS-Kursen kdnnen die Schiiler gentechnische
und immunologische Arbeiten kennen lernen, fiir die den
Schulen die technische Ausstattung fehlt.

Prof. Dr. Ralf Mendel (Mitte), TU Braunschweig, im Gesprdch
mit Arntraud Meyer (links) und Dr. Iris Eisenbeiser (rechts)
vom Schiilerlabor BioS Foto: HZI, Ammerpohl

Ein Biindnis fiir die Antikorper-Produktion Neue, verbes-
serte Produktionsverfahren fiir Antikorper entwickeln: Das
ist das Ziel einer Kooperation, die das Helmholtz-Zentrum
fiir Infektionsforschung mit dem international agierenden
Pharma-Unternehmen Roche vereinbart hat. Im Auftrag
und in Zusammenarbeit mit Roche untersuchen die Helm-
holtz-Wissenschaftler die tierischen Produktionszellen, die
man fiir die Herstellung von Antikorpern einsetzt. Eine
Vielzahl von Testlaufen soll ermitteln, in welchen Kultur-
medien und unter welchen Bedingungen diese Zellen am
besten und ertragreichsten wachsen. Dabei sollen Wirt-
schaftlichkeit und Ausbeute der Produktion verbessert
werden. Die Zusammenarbeit gilt zunachst fiir drei Jahre.
Antikorper finden in der Medizin breite Anwendung. Diese
Proteinmolekiile, die dem menschlichen Korper als ,Waffe*
gegen eingedrungene Krankheitserreger dienen, zeigen ein

sehr spezifisches Bindungsverhalten. Deshalb kann man
sie einsetzen, um gezielt andere Molekiile zu finden und zu
neutralisieren.

Hilfreiche Zellen fiir die moderne Medizin Heilverfahren
mit lebenden Zellen waren das Thema eines Fachkongresses,
zu dem sich Arzte und Forscher aus ganz Deutschland und
dem benachbarten Ausland im Juni 2006 in Braunschweig
trafen. Veranstalter der Tagung mit dem Titel ,Innovative
zellulare Therapien auf dem Weg in die Klinik“ waren das
Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung und der Berufs-
verband deutscher Transfusionsmediziner (BDT), vertreten
durch Mediziner des Klinikums Braunschweig. Anlass fiir
das Experten-Treffen war der Abschluss eines vom Helmholtz-
Forscher Dr. Hansjorg Hauser koordinierten Forschungspro-
jekts, das vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Techno-
logie gefordert wurde und die einfache Gewinnung von
Immunzellen fiir die Tumortherapie mit Hilfe zum Ziel hatte.
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GMP-basiertes Produktionsschema fiir die Gewinnung von
dendritischen Zellen fiir die Inmuntherapie.

Europdische Fachwelt ehrt Braunschweiger Forscherin
Fiir ihre Arbeiten iiber ein Signal-Molekiil in Saugetier-
zellen wurde Dr. Theresia Stradal mit einem europaweit aus-
geschriebenen Preis ausgezeichnet. Am 26. Juni 2006 nahm
die Arbeitsgruppenleiterin des Helmholtz-Zentrums fiir
Infektionsforschung in Istanbul den mit 10 000 Euro do-
tierten ,FEBS Letters Young Investigator Award“ entgegen.
Diesen Preis vergibt die Federation of European Biochemical
Societies (FEBS) alljahrlich fiir den besten wissenschaft-
lichen Fachartikel eines Nachwuchsforschers im Verbands-
organ FEBS-Letters. Er wurde bei der Jahrestagung des Ver-
bands tiberreicht. Die Federation of European Biochemical



Societies ist eine Dachorganisation fiir biowissenschaftliche
Fachverbande und umfasst mehr als 40 000 Mitglieder in
36 Mitgliedsverbdanden sowie sechs assoziierten Organisa-
tionen aus ganz Europa.

Dr. Theresia Stradal Foto: HZI, Hans

Der neue Name der GBF: Helmholtz-Zentrum fiir Infek-
tionsforschung Am 18. Juli gab sich die bisherige Gesell-
schaft fiir Biotechnologische Forschung (GBF) einen neuen
Namen. Seither heiBt das Institut ,Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung®. Damit ist die wissenschaftliche Aus-
richtung des Zentrums in Zukunft auf den ersten Blick er-
kennbar. Ein zweiter Aspekt der Umbenennung: Die Marke
,Helmholtz-Gemeinschaft“ soll in Deutschland und in der
Welt bekannter werden. Die Helmholtz-Gemeinschaft ist die
grofte deutsche Wissenschaftsorganisation. In ihr sind das
Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung und 14 weitere
Forschungszentren mit insgesamt 25.000 Mitarbeitern zu-
sammengeschlossen. Verbunden mit der Namensdnderung
ist auch ein neues Design. Die drei Bogen im neuen Logo
stehen fiir die drei Kernelemente der Helmholtz-Strategie:
wesentliche Beitrdge zur Losung drangender Fragen, For-
schung mit Hochtechnologie und komplexer Infrastruktur
sowie Transfer der Ergebnisse in eine gesellschaftliche und
wirtschaftliche Anwendung.

Prof. Dr. Rudi Balling und Dr. Georg Frischmann hissen die
neue Fahne des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung
am 18. Juli 2006, dem Tag der Umbenennung der GBF.

Foto: HZI, Gramann
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Niedersédchsisches Landeskabinett tagt im ,Twincore“
Das Niedersachsische Landeskabinett tagte am 5. Septem-
ber 2006 im Twincore, dem neuen Zentrum fiir experimen-
telle und klinische Infektionsforschung in Hannover. Dieses
Institut wird gemeinsam vom Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung (HZI) und der Medizinischen Hoch-
schule Hannover (MHH) betrieben. Zur BegriiBung der Mi-
nisterinnen und Minister durch den Prasidenten der MHH,
Prof. Dieter Bitter-Suermann, und den wissenschaftlichen
Geschiftsfiihrer des Helmholtz-Zentrums, Prof. Rudi Bal-
ling, waren auch Vertreter der Presse geladen. Im Twincore
arbeiten seit kurzem Teams aus Grundlagenforschern und
klinischen Wissenschaftlern in gemeinsamen Projekten.
Das Institut ist ein in Deutschland einmaliges Modell und
beispielhaft fiir die Zusammenarbeit von universitarer und
auBeruniversitarer Forschung.

Prof. Dr. Rudi Balling, HZI, Prof. Dr. Dieter Bitter-Suermann,
MHH, und die Mitglieder des Kabinetts der Landesregierung
Niedersachsens vor dem Eingang zum ,, Twincore“-Gebdude
Foto: HZI, Gramann

Tschira-Preis fiir Helmholtz-Forscher Florian Bredenbruch,
ein junger Pseudomonas-Forscher am Helmholtz-Zentrum
fiir Infektionsforschung, gewann den Klaus-Tschira-Preis fiir
verstandliche Wissenschaft 2006. Diese mit 5000 Euro do-
tierte Auszeichnung wird an junge Naturwissenschaftler ver-
geben, die ihr Promotionsthema der Offentlichkeit besonders
verstandlich darstellen konnen. Der Artikel, mit dem Bre-
denbruch dies gelang, wurde in einer Beilage der Zeitschrift
,Bild der Wissenschaft“ publiziert. In seiner Promotion hatte
Bredenbruch sich mit Pseudomonas aeruginosa beschaftigt,
einem Bakterium, das vor allem fiir lungenkranke Menschen
sehr bedrohlich werden kann. Bredenbruch untersuchte ein
Signalmolekiil, das ,Pseudomonas Quinolon Signal“, kurz
PQS. Es 1ost offenbar den Tod eines Teils der in einem Biofilm
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zusammenlebenden Bakterien aus: Unter Stressbedingungen
opfern sich Teile der mikrobiellen Gemeinschaft und stellen
damit Ressourcen fiir die Uberlebenden bereit.

Florian Bredenbruch, Gewinner des Klaus Tschira-Preises,
wiéhrend der Arbeit im Labor Foto: HZI, Bierstedt

Neue Kunststoffe fiir bessere Zellen-Zucht Neuartige
Kunststoff-Oberflachen zu entwickeln, auf denen mensch-
liche und tierische Zellen besser und kontrollierbarer wach-
sen sollen als bislang: Mit diesem Ziel schlossen sich im
November 2006 neun Projektpartner zur Forschungskoope-
ration ,Innosurf“ zusammen. Koordiniert wird das Projekt
jetzt von Dr. Kurt Dittmar, Molekularbiologe am Helmholtz-
Zentrum fiir Infektionsforschung. Das Bundesministerium
fiir Wirtschaft und Technologie hatte das Vorhaben fiir sein
Forderprogramm ,InnoNet“ ausgewéhlt und will die Koope-
rationspartner mit insgesamt einer Million Euro unterstiit-
zen. Neben dem Helmholtz-Zentrum gehoren zum Innosurf-
Verbund auch das Stadtische Klinikum Braunschweig, die
Technische Universitit Braunschweig, das Fraunhofer-Ins-
titut fir Schicht- und Oberfldchentechnik in Braunschweig
sowie die Universitdt Tiibingen. Dariiber hinaus beteiligen
sich - forschend und finanziell - vier privatwirtschaftliche
Unternehmen.

L

Dr. Kurt Dittmar (rechts), Dr. Bin Ma (Mitte) und Dr. Werner
Lindenmaier (links) diskutieren neueste Forschungsergebnisse.
Foto: HZI, Hiibner

Sichereres Trinkwasser in ganz Europa Das EU-Projekt
,Healthy Water” (,Gesundes Wasser“) beschaftigt sich mit
der Erforschung der Gattungen pathogener Mikroorganis-
men, die in unserem Trinkwasser leben. Ein besonderer
Fokus liegt auf der Frage, welche Seuchen sie auslosen
konnen, wenn ihre Anzahl groB genug wird. Dieses Projekt
wird seit Ende 2006 vom Helmholtz Zentrum fiir Infektions-
forschung koordiniert. Es wird im Verlauf von 3 Jahren

mit einer Gesamtsumme von 2,4 Millionen Euro finan-

ziert. Braunschweiger Forscher unter der Leitung von Dr.
Manfred Hofle werden durch acht EU-Partner aus Industrie
und Forschung unterstiitzt. Das Konsortium, das aus der
erfolgreichen Arbeit am vorhergehenden Projekt ,Aqua-
Chip“ hervorgegangen ist, strebt an, molekulare Detektions-
technologien zur Bewertung aller Trinkwasser gefahr-
denden pathogenen Viren, Bakterien und Protozoen zu
entwickeln und zu validieren. Dies soll unter Zuhilfenahme
hoch entwickelter DNA-Chiptechnologie und Echtzeit-PCR
geschehen. Diese Nachweistechnologien werden auf spezielle
Trinkwasserversorgungssysteme angewendet, die vermutlich
ein erhohtes Infektionsrisiko in sich bergen. Parallel dazu
werden epidemiologische Studien an gefdhrdeten mensch-
lichen Populationen durchgefiihrt. Die Europdische Union
erwartet, dass das Projekt ,Healthy Water” entscheidende
Informationen dariiber liefern wird, wie die Trinkwasser-
Richtlinien modernisiert und die Effizienz der europdischen
Trinkwasserversorgung verbessert werden kann.

Mikroflora im Trinkwasser wurde mittels einer neuen
Konzentrationstechnik im ,,Healthy Water“-Projekt getestet.
Innerhalb weniger Minuten kann eine Konzentration um den
Faktor 20000 erreicht werden (Epifluoreszenzmikroskopie
nach Fiarbung mit SYBR Griin) Foto: HZI
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Uridyltriphosphat ist ein Basisausgangsstoff fiir viele medi-
zinisch relevante Substanzen

Zucker-Bausteine fiir medizinische Wirkstoffe

Die industrietaugliche und preiswerte Produktion von
Uridyltriphosphat, kurz: UTP, ist das Ziel des neuen For-
schungsprojekts ,,QuantPro®, das vom Helmholtz-Zentrum
fir Infektionsforschung koordiniert wird. UTP ist der
Grundbaustein vieler so genannter Oligosaccharide, die aus
mehreren Zucker-Molekiilen bestehen. Auf der Basis solcher
Mehrfachzucker wurden bereits erfolgreiche Medikamente
gegen Volksleiden wie Thrombose oder Diabetes entwickelt.
Helmholtz-Forscher Dr. Vitor Martins Dos Santos und seine
Kollegen wollen - in Kooperation mit Partnern der Uni-
versitaten Stuttgart und Regensburg — UTP kostengiinstig
und in groBen Mengen mit Hilfe von Bakterien der Gattung
E.coli herstellen. Die Bakterien, die das UTP produzieren
sollen, wollen sie dabei mit einem einfachen Nahrstoff wie
Glucose versorgen. Das konnte ein gangbarer Weg fiir die
biotechnologische Herstellung sein, denn UTP ist im Grunde
nur eine aktivierte, energiereichere Form der Glucose.
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Was Mause-Gene liber Krankheitsanfalligkeit verraten
Im Kooperationsprojekt ,,GeNeSys“ untersuchen Experten
seit Anfang 2007 medizinisch bedeutsame Fragen zur kom-
plexen Genetik von Krankheiten. Bei ,,GeNeSys“ handelt es
sich um ein so genanntes virtuelles Institut, eine Einrich-
tung, die auf mehrere Standorte verteilt ist, aber {iber eine
eigene Fiihrungs- und Managementstruktur verfiigt. Im
Projekt GeNeSys (German Network for Systems Genetics)
sollen in nahe verwandten Mausfamilien die Zusammen-
hédnge zwischen den genetischen Grundlagen, dem Genotyp,
und den tatsdchlich auftretenden Eigenschaften — dem
sogenannten Phanotyp - analysiert werden. Die bioinforma-
tische Datenauswertung erlaubt dann Riickschliisse auf die
genetischen Ursachen von Erkrankungen mit komplexen
Vererbungsmustern. Man will vor allem die Anfalligkeit
gegeniiber Infektionskrankheiten untersuchen. Koordiniert
wird das Netzwerk von Prof. Klaus Schughart, Abteilungs-
leiter am Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung. Zahl-
reiche andere Forschungseinrichtungen und Universitaten
sind daran beteiligt.

i

Mause im Gesprach Seit dem Sommer 2005 betreute die
Offentlichkeitsarbeit fiir anderthalb Jahre das BMBF-gefor-
derte , Diskursprojekt — Tierversuche in der Forschung.“ Das
Thema Tierversuche beriihrt, und Emotionen machen eine
abwégende Diskussion tiber die Griinde fiir Tierversuche
sehr schwierig. Eine Erfahrung, die Wissenschaftler des
Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung regelméBig in
Gesprachen iiber ihre Arbeit machen miissen. Ein Ziel des
Projektes war daher, Kommunikationsformen zu entwickeln,
um dieses kontroverse Thema in GroBgruppen diskutieren
zu konnen. In zwei Schulveranstaltungen lernten ganze Jahr-
gangsstufen mit jeweils tiber 100 Schiilern sachlich mit dem
Thema Tierversuche umzugehen. (Weitere Module des Dis-
kursprojektes waren ein Film iiber die Arbeit im Maushaus
des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung und ein
Dialogforum aus Wissenschaftlern, Ethikern und Vertretern
von Genehmigungs- und Uberwachungsbehdrden. Dieses Di-
alogforum erarbeit Methoden fiir ein langfristiges - tiber die
Projektlaufzeit hinausgehendes — Gespréach tiber das Thema.)
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Nachwuchsschmiede fiir die Wissenschaft Hervorra-
genden wissenschaftlichen Nachwuchs aus dem In- und
Ausland fiir die biomedizinische Spitzenforschung ausbil-
den: Diesem Ziel dient das ,Helmholtz-Kolleg fiir Infektions-
biologie*, ein Doktoranden-Programm, das im Januar 2007
in Braunschweig begonnen hat. Die anspruchsvolle Spezial-
ausbhildung von 20 jungen Akademikern wird vom Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung gemeinsam mit der
Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) und der Stif-
tung Tierarztliche Hochschule Hannover (TiHo) organisiert.
Die Helmholtz-Gemeinschaft unterstiitzt das Trainings-
programm mit 1,8 Millionen Euro aus ihrem Impuls- und
Vernetzungsfonds. Neben der Ausbildung im Labor sowie
der Arbeit am Promotionsthema bearbeiten die Teilnehmer
in Symposien, Vorlesungen und ,,Summer Schools“ sowie
in Wochenend-Klausurtreffen Spezialthemen. Zuséatzlich
erwerben sie Schliisselkompetenzen, etwa wirtschaftliche,
patentrechtliche und Management-Kenntnisse.

Neue Infrastruktur fiir die Europdische Forschung
EATRIS - European Advanced Translational Research
Infrastructure for Medicine - ist eines von sechs Projekten
aus dem Bereich Lebenswissenschaften innerhalb des
Européischen Strategieforums fiir Forschungsinfrastruktu-
ren (ESRFI), das sich fiir die néchste Forderphase bewerben
darf. Koordinator des Projektes ist Prof. Rudi Balling, wis-
senschaftlicher Geschaftsfiihrer des Helmholtz-Zentrums
fir Infektionsforschung. In den néchsten zwei Jahren sollen
die beteiligten Partnerinstitute pan-europdische Manage-
mentstrukturen aufbauen. EATRIS soll dazu fiihren, dass
Ergebnisse aus der medizinischen Grundlagenforschung

in Zukunft schneller in die Anwendung und damit zum
Patienten gebracht werden als bislang.

Das EATRIS-Konzept

Biotech-Training fiir Forscher aus den ASEAN-Staaten
Zweiundzwanzig junge Wissenschaftler aus Siidostasien

- vom Biomediziner aus Thailand, dem Biotechnologen aus
Indonesien bis zum Umweltmikrobiologen aus Vietnam und
dem Biochemiker aus den Philippinen — nahmen an einem
einjahrigen Trainingsprogramm in ,Moderner Industrieller
Biotechnologie® teil, das von der GBF und InWEnt koordi-
niert und finanziert wurde mit Unterstiitzung durch die
Zentralstelle fiir Arbeitsvermittlung, die UNESCO und die
BioRegioN. Das Programm enthielt neben Vorlesungen,
Laborbesuchen, praktischen Demonstrationen und wissen-
schaftlichen Exkursionen auch ein dreiwdchiges Training
zum Thema ,Technologietransfer”. Dariiber hinaus arbeite-
ten die Teilnehmer 4 Monate wissenschaftlich in einem La-
bor einer Firma oder eines Forschungsinstituts und wurden
in Kursen in die deutsche Sprache und Kultur eingefiihrt.
Mit dem Programm soll der wissenschaftliche und industri-
elle Austausch zwischen Deutschland und den ASEAN-Staa-
ten gefordert werden. Ein Ergebnis dieser Kurse, die jetzt
zum 7. Mal veranstaltet wurden, ist ein Internet-basiertes
virtuelles Netzwerk: www.asag-biotechnetwork.org .

Gruppenfoto der Teilnehmer des InWEnt-GBF-Kurses 2005
wdhrend der Verabschiedungszeremonie in der Vertretung des
Landes Niedersachsen in Berlin Foto: HZI, Jonas

Programmierung bakterieller Katalysatoren a la carte
Vereinfachen und reprogrammieren. Dies ist das Motto des
neuen Forschungsprojektes ,PROBACTYS*, das von Dr. Vitor
Martins Dos Santos am Helmholtz Zentrum fiir Infektions-
forschung koordiniert wird. Ziel des Projektes ist es, bakte-
rielle Zellen zu isolieren, indem man sie aus groBen Ein-
heiten genetischen Materials herauslost. So kreiert man ein
kleines ,factory chassis®, das anschlieBend mit einer Reihe
von hochkoordinierten, wandlungsfahigen genetischen



Segmenten verkniipft wird. Ein sicherer Beweis fiir das
Voranschreiten dieses Initialprojektes wére die Entwick-
lung einer Anzahl von Katalysatoren, die ihren Einsatz bei
der maBgeschneiderten Entwicklung neuer interessanter
Produkte im medizinischen, biochemischen oder Umwelt-
Bereich finden. Dieses EU-finanzierte Projekt ist eines der
ersten europdischen Projekte im entstehenden Bereich der
Synthetischen Biologie, das beide Ziele verfolgt: zum einen
das Design und die Fabrikation biologischer Komponenten
und Systeme, die noch nicht in der Natur vorkommen, und
zum anderen die Nachgestaltung und Fabrikation existie-
render biologischer Systeme. Dieses stark fachiibergreifende
Konsortium bindet neben dem HZI das Pasteur Institut in
Paris, das Imperial College in London, das CSIC in Madrid,
die TU Delft und das Beijing Genome Institut sowie
BioMedal, ein KMU der Biotech-Branche, ein.
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Systembiologie des Stresses bei Pseudomonas Das
Verstindnis dafiir, wie Bakterien auf Stress reagieren, ist
erforderlich, um neue Produktionsprozesse auf mikrobieller
Basis zu erarbeiten oder neue Interventionsstrategien gegen
Pathogene zu entwickeln. Das PSYMO Projekt, das von Dr.
Vitor Martins dos Santos und Prof. Ken Timmis am Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung koordiniert wird,
hat das Ziel, ein systembiologisches Geriist zu erarbeiten,
bei dem experimentelle Arbeit und das Erstellen mathe-
matischer Rechenmodelle ineinander greifen. Auf diese
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Weise soll erforscht werden, wie Pseudomonas putida — ein
wandlungsfahiges Bakterium von groBer biotechnischer
Bedeutung - bei einer Auswahl industriebezogener Pro-
zesse auf Stress reagiert. Aufgrund seiner systematischen
Beschaffenheit wird dieses integrierte Geriist die Grundlage
fiir die Erforschung neuer biotechnologischer Prozesse bil-
den. Dariiber hinaus wird es fiir das Verstandnis zelluldrer
Prozesse, die an der Interaktion von Wirten mit infektiosen
opportunistischen Pathogenen, wie dem gefahrlichen Pseu-
domonas aeruginosa, beteiligt sind, niitzlich sein. Dieses
von ERA-NET finanzierte PSYMO-Projekt ist interdiszipli-
nér und bindet 18 Institutionen in 5 Landern ein.

Griindung von Helmholtz Hochschul-Nachwuchsgruppen
Im Mai 2005 wurde die erste Helmholtz Hochschul-Nach-
wuchsgruppe unter der Leitung von Dr. Susanne HduBler
am HZI (frither GBF) eingerichtet. Sie wurde der Medizi-
nischen Hochschule Hannover angegliedert.

Am 1. Méarz 2007 wurde eine zweite Helmholtz Hochschul-
Nachwuchsgruppe am HZI ins Leben gerufen. Die Leitung
iibernahm Dr. Christiane Ritter, die zuvor in den USA am
Salk-Institut, La Jolla, Kalifornien, gearbeitet hatte.

Dr. Christiane Ritter wihrend der Arbeit am NMR
Foto: HZI, Gramann
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| Priv.-Doz. Dr. Susanne HauBler | Helmholtz Hochschul-Nachwuchsgruppe Chronische Pseudomonas
Infektionen | sus@helmholtz-hzi.de

Die Erfolge der modernen Medizin werden zunehmend durch chronisch opportunistische Infektionen beeintréchtigt. Chronische
Infektionen sind schwer zu therapieren, da die Erreger nicht nur gegeniiber der Immunantwort des Wirtes, sondern auch gegenii-
ber den gangigen antimikrobiellen Therapien weitestgehend resistent sind. Ein Hauptgrund dafir, dass Bakterien im menschlichen
Organismus Uberleben, ist, dass sie sich in sogenannten Biofilmen zusammen schlieBen. Hier sind die Bakterien von einer Schutz-

hiille umgeben, die sie sehr wirksam vor Angriffen des Immunsystems oder Antibiotika schiitzt.

Pseudomonas aeruginosa ist nicht nur ein wichtiger opportunistischer Erreger und urséchlich an vielen nosokomialen* Infektionen
beteiligt, sondern das Bakterium ist auch ein Modellorganismus fiir Untersuchungen tber die komplexen Vorgédnge bakterieller
Persistenz. Die Aufklédrung der molekularen Mechanismen, die der Biofilm-Ausbildung zugrunde liegen, genauso wie die Rolle

der interbakteriellen Kommunikation sollten neue Einblicke in die Pathogenitat von P. aeruginosa geben, neue Impulse bei der

Versorgung chronisch infizierter Patienten liefern und dazu beitragen, geeignete Ziele fiir eine pharmakologische Interferenz zu

identifizieren.

Chronische Infektionen sind Biofilm-Infektionen
Heutzutage stehen uns sehr effiziente Antibiotika zur Ver-
fligung und gemeinsam mit erfolgreichen Impfprogrammen
hat ihr Einsatz in der industrialisierten Welt dazu gefiihrt,
dass akute Infektionskrankheiten weitestgehend beherrscht
werden. Allerdings scheinen die heute zur Verfligung
stehenden Antibiotika weit weniger wirksam gegeniiber
solchen bakteriellen Erregern zu sein, die chronische Infek-
tionen verursachen. Bei diesen Infektionen reicht es nicht
mehr aus, einzelne Bakterien vom Infektionsort zu isolieren,
zu kultivieren, zu identifizieren und einer Antibiotikaemp-
findlichkeitstestung zu unterziehen, um eine erfolgreiche
Therapie einleiten zu konnen. Haufig kann zwar eine
prolongierte Antibiotikagabe mit empfindlich getesteten
Antibiotika die absolute Keimlast reduzieren, sie vermag es
aber nicht, die Infektion zu beseitigen.

Insbesondere durch neue Behandlungsmethoden, aber

auch aufgrund des steigenden Alters unserer Bevolkerung,
werden chronische Infektionen immer haufiger und machen
heute schon ca. 2/3 aller Infektionskrankheiten in den
Industrienationen aus. Chronische Infektionen verursachen
nicht nur hohe Kosten - im Gegensatz zu akuten Infektionen
zeichnen sie sich durch einen langsam fortschreitenden
Verlauf aus, der letztendlich zu einem vollstandigem Funk-
tionsverlust des betroffenen Organs fiihren kann.

Dariiber hinaus wird chronischen Infektionen eine urséch-
liche Rolle bei der Entstehung von Krebs zugeschrieben,
wie etwa Leberkrebs nach Hepatitis C-Infektionen, Magen-
krebs nach Helicobacter-Infektionen und sogar Arterio-
sklerose durch persistierende Chlamydien-Infektionen. Ein
Hauptgrund fiir die Etablierung einer chronischen Infektion

- neben einer intrazelluldren Persistenz - ist der Zusammen-
schluss von Bakterien innerhalb sogenannter Biofilme.
Diese Biofilme sind bakterielle Gemeinschaften, in denen
die Bakterien zumeist auf einer Oberfldche heften und eine
Schutzhtille ausbilden, die zum groBen Teil aus bakteriel-
len Exopolysacchariden besteht. Durch diese werden die
Bakterien wie durch einen Klebstoff zusammengehalten
und auBerst wirksam vor diversen Umwelteinfliissen und
vor Angriffen des Immunsystems oder durch Antibiotika
geschiitzt. Biofilme finden wir nicht nur bei chronischen
Infektionen, sondern sie sind die Hauptwachstumsform von
Bakterien iiberhaupt, also auch vor allem in unserer Um-
welt. Im medizinischen Bereich zeigen morphologische Da-
ten eindrucksvoll das Wachstum von diversen bakteriellen
Erregern innerhalb von Biofilmen, insbesondere auf Fremd-
korpern wie Kathetern oder Implantaten. Daneben gehoren
vor allem Karies, Gallengangsinfektionen, Osteomyelitiden,
Endokarditiden und die Infektion der Mukoviszidose-Lunge
mit Pseudomonas aeruginosa zu den haufigsten chronischen
Biofilm-Infektionen.

* nosokomial leitet sich vom griechischen Wort ,nosokomeion“ ab und bedeutet Krankenhaus (nosos = Krankheit und komeo = sich

darum kiimmern)
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Pseudomonas aeruginosa: Modellkeim chronischer
Infektionen In den letzten Jahren wird zunehmend der
bakterielle Erreger P. aeruginosa als Modellorganismus
eingesetzt, wenn es um Untersuchungen der bakteriellen
Adaptation an einen chronisch persistierenden Infektions-
status geht. P. aeruginosa ist ein ubiquitdr verbreitetes
gram-negatives Stdbchen, das nicht nur in der unbelebten
Umwelt im feuchten Milieu seinen natiirlichen Lebensraum
hat, sondern auch als Infektionserreger bei Pflanzen, Tieren
und Menschen gefiirchtet ist. P. aeruginosa ist ein fakultativ
pathogenes Bakterium und einer der bedeutendsten Erreger
von Krankenhaus-Infektionen. Zu schweren Infektionen
kommt es insbesondere bei immunsupprimierten Patienten,
auch beatmungsassoziierte Pneumonien und Wundinfek-
tionen bei Verbrennungspatienten sind hiufige und kompli-
kationsreiche Infektionen. Eine besondere Bedeutung hat
die Infektion der Mukoviszidose-Lunge mit P. aeruginosa.
Durch eine chronische Infektion kommt es zu einer pro-
gredienten Verschlechterung der Lungenfunktion, die mit
>90 % die hiufigste Todesursache der Mukoviszidose-Pati-
enten ist. Eine intensivierte Antibiotikatherapie verbessert
zwar die klinische Situation erheblich, vermag aber die
chronische Infektion der Lunge nicht vollstdndig und dauer-
haft zu beseitigen.

Abb. 1. Diverse Kolonie-Morphologien von P. aeruginosa auf
Columbia Blutagar isoliert aus einer chronisch infizierten
Mukoviszidose-Lunge. Foto: HzI

P. aeruginosa Biofilm-Morphotypen Im Kontext mikro-
bieller Pathogenitét bei Mukoviszidose wurde die Aufmerk-
samkeit in den letzten Jahren auf mukoide Isolate fokus-
siert. Diese produzieren groBe Mengen an extrazelluldarem
Alginat. Dieses Exopolysacharid bildet unter Biofilm-Wachs-
tumsbedingungen eine effektive Antibiotika-Diffusions-
Barriere und schiitzt die Bakterien sehr wirksam vor Phago-
zytose. Allerdings finden sich in der Mukoviszidose-Lunge
typischerweise auch andere P. aeruginosa-Morphotypen
(Abb. 1), z.B. langsam wachsende Sub-Populationen. Diese
morphologischen Varianten produzieren kleine Kolonien
auf Ndhragar, was zu ihrer Namensgebung ,small colony
variants“ (SCV) gefiihrt hat. Ihre Bedeutung blieb lange
unterschéitzt und da anfdngliche Studien ein deutlich
vermindertes Virulenzpotenzial zeigten, wurden sie als
morphologische Varianten eingestuft, die bei akuten In-
fektionen keine Rolle spielen. Erst in den letzten 10 Jahren
wurde den SCV-Morphotypen zunehmend Beachtung
geschenkt und die besondere Bedeutung dieser Erregerform
erkannt: Langsam wachsende Mikroorganismen sind héufig
Verursacher von chronisch persistierenden bakteriellen
Infektionen. Und auch langsam wachsende Sub-Populati-
onen (SCV) von bakteriellen Erregern, die sonst eher akute
Infektionen hervorrufen, verdienen Aufmerksamkeit im
Zusammenhang mit chronisch persistierenden Infektionen.
Ca. 3% aller P. aeruginosa positiven Mukoviszidose Sputum-
Proben sind ebenfalls SCV positiv. Diese SCVs zeigen eine
leicht erhohte Resistenz gegentiber einer groBen Bandbreite
von Antibiotika und ihr Auftreten korreliert mit schlechten
Lungenfunktionsparametern und mit einer antibiotischen
Inhalationstherapie.

Klinische P. aeruginosa SCV Isolate sind eine sehr hetero-
gene Gruppe, die verschiedenste phanotypische Merkmale
aufweisen. Es gibt allerdings eine groBe Untergruppe von
P. aeruginosa SCVs, die eine besonders ausgeprigte
Fahigkeit zur Biofilmbildung zeigen und im Vergleich zu
ihren Wildtypen einen Uberlebensvorteil unter stationiren
Wachstumsbedingungen haben. Charakteristischerweise
haften die Bakterien innerhalb von Biofilmen an einer Ober-
flache und auch aneinander. Dies kann durch die Produktion
von bakteriellen Polysacchariden verstarkt werden, aber
auch durch die Expression von hydrophoben Zellanhdngseln
wie Pili oder Fimbrien, die die Bakterien untereinander
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Abb. 2. Expression von Fimbrien in P. aeruginosa. Sie vermit-
teln eine Aggregation der Bakterien untereinander und eine
Heftung an Oberfldchen. Foto: Hz1, Rohde

vernetzen und die Bindung an eine Oberfldche ermoglichen
(Abb. 2). Es konnte gezeigt werden, dass P. aeruginosa
Mutanten mit einem Defekt in den sogenannten ,chaperone
usher pathway“ (cupA) Genen nicht mehr in der Lage waren,
Biofilme auszubilden. Funktionelle Analysen von ausge-
wahlten Mutanten, die einen phanotypischen Switch von
einem Wildtyp-Phdnotyp zu einer Biofilm-bildenden SCV
aufzeigten, deuteten darauf hin, dass das cupA Genkluster
den SCV Phénotyp determiniert und mit der Fahigkeit
verkniipft ist, Biofilme zu bilden. Durch den Einsatz von
Transkriptom- und Proteom-Techniken sowie der Elektronen-
mikroskopie und Immunoblots konnten wir zeigen, dass
das cupA Genkluster fir die Fimbrien-Ausbildung in

P. aeruginosa essentiell ist, und dass die Expression dieser
cupA Gene iiber die Aktivitdt von Proteinen mit soge-
nannten GGDEF oder EAL Doménen gesteuert wird. Diese
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Abb. 3. Umweltfaktoren beeinflussen tiber eine Modellierung
der intrazelluldren c-di-GMP Spiegel die Fimbrien-Expression
in P. aeruginosa und damit das Wachstum innerhalb von
Biofilmen.

Domaénen iiben eine Enzymfunktion aus und beeinflussen
den intrazellularen Spiegel von einem kiirzlich identifizier-
ten offensichtlich universellen bakteriellen Signalmolekiil,
dem zyklischen di-Guanylat (c-di-GMP). GGDEF bzw. EAL
Domaénen sind hdufig in Proteinen mit einer Signaltrans-
duktionsfunktion anzutreffen, d.h. ihre Aktivitat wird
durch unterschiedliche Umweltsignale, wie etwa die
Temperatur beeinflusst. Dies wiirde bedeuten, dass auch die
Fimbrien-abhangige Biofilmbildung in P. aeruginosa maB-
geblich durch Umweltsignale reguliert wird (Abb. 3). Das
Verstandnis der molekularen Mechanismen, die den Wech-
sel von der frei schwimmenden Wachstumsform zur Biofilm
Wachstumsform bewirken — und damit einer bakteriellen
Adaptation an einen chronisch persistierenden Infektions-
status -, ist von essentieller Bedeutung bei der Entwicklung
von neuen therapeutischen Strategien zur Bekdmpfung von
chronischen Infektionen.

Diversitit garantiert Uberleben Eine heterogene Popu-
lation, also morphologische Varianten eines klonalen
Stammes mit verschiedenen Formen und Stoffwechseltypen,
ist weit weniger anfallig gegeniiber wechselnden Umwelt-
bedingungen als eine Monokultur. Der Grund: Je nach
Umweltreiz ist die Wahrscheinlichkeit, dass es zumindest
eine resistente Sub-Population gibt, groBer ist als bei einer
homogenen Population. Interessanterweise finden wir nicht
nur in der Mukoviszidose-Lunge, in der die Bakterien inner-
halb von Biofilmen persistieren, sondern auch in in vitro im
Reagenzglas gewachsenen Biofilmen, verschiedene bakteri-
elle Phédnotypen, die sich dort innerhalb von kiirzester Zeit
etablieren. Sie unterscheiden sich nicht nur morphologisch
voneinander, sondern weisen auch sehr unterschiedliche
Charakteristika auf, etwa in Bezug auf ihre Beweglichkeit
oder auf ihre Resistenz gegeniiber verschiedenen Umwelt-
reizen und auch gegeniiber Antibiotika. Diese morpholo-
gische Vielfalt spielt scheinbar eine Schliisselrolle bei der
Etablierung einer chronischen Besiedelung und entspre-
chend groB sind die Anstrengungen diverser Forschungs-
vorhaben, die molekularen Mechanismen dahinter zu
verstehen. Eine starke treibende Kraft fiir die Ausbildung
von varianten Morphotypen innerhalb einer Population sind
bekanntermaBen Mutationen und Selektion. Mit dem Ziel,
Mutationen zu identifizieren, die in einem Biofilm Habitat
selektioniert werden, haben wir in Zusammenarbeit mit
Affymetrix einen Microarray hergestellt, der das gesamte
P. aeruginosa Genom abbildet. Eine vergleichende Hybri-
disierung von chromosomaler DNA ist schon einmal erfolg-
reich zur Detektion von Mutationen angewendet worden
- fiir eine Metronidazol-Resistenz in Helicobacter pylori.
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Interbakterielle Kommunikation Eine der aufregendsten Gram-negative Bakterien tun dies iiber niedermolekulare
Entdeckungen der letzten Jahrzehnte war die Aufklarung Signalmolekiile. Diese so genannten ,Autoinducer” werden
der interbakteriellen Kommunikation und die Erkenntnis, von Autoinducer-Synthetasen produziert und in das umge-
dass auch Bakterien ihr Verhalten aufeinander abstimmen. bende Medium abgegeben. Wenn die bakterielle Population
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Abb. 4. Der Einfluss von Umweltfaktoren auf die Expression von intra- und interbakteriellen Signalmolekiilen in P. aeruginosa.
Grafik: HZI, Klimek
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eine gewisse Dichte erreicht hat, dann erreicht auch die
Konzentration dieser Autoinducer einen Schwellenwert. Sie
verbinden sich dann mit den sogenannten Regulatorprote-
inen und triggern die Produktion von Zelldichte-abhédngig
regulierten Faktoren. Diese Form der interbakteriellen
Kommunikation wird auch ,Quorum Sensing“ genannt, da
ein bestimmtes Quorum, also eine kritische Masse an Bakte-
rien, notig ist, um die Produktion dieser regulierten Faktoren
in der gesamten Population zu induzieren. Viele dieser an
die interbakterielle Kommunikation gekoppelten bakteriel-
len Faktoren sind Virulenzfaktoren, und ein kooperatives
Verhalten kann zum Wohle der Gesamtheit der Population
von auBerordentlicher Bedeutung sein - beispielsweise auch
bei der Etablierung und vor allem der Aufrechterhaltung von
Biofilmen. In P. aeruginosa gibt es zwei hierarchisch organi-
sierte Quorum Sensing-Systeme: das las und rhl System. Die
Autoinducer gehoren zu der Familie der Homoserinlaktone
und regulieren die Expression von tiber 200 Genen, die
meisten davon Virulenzfaktoren. Erst kiirzlich ist ein drittes
interbakterielles Signalmolekiil identifiziert worden, das mit
den beiden Homoserinlakton-vermittelten Quorum Sensing
Systemen interferiert. Dieses 2-heptyl-3-hydroxy-4-quino-
lone wird auch als Pseudomonas quinolone Signal (PQS)
bezeichnet und induziert insbesondere das rhl System und
die Produktion von davon abhdngigen Virulenzfaktoren.

Wir haben die Biosynthese von PQS analysiert und gezeigt,
dass PQS eine essentielle Rolle bei der bakteriellen Eisen
Homedostase spielt. Eine detaillierte Analyse der Verbin-
dungen zwischen dem Homoserinlakton-regulierten Quorum
Sensing System, dem PQS Regulon und dem Eisen-Regulon
wird in Zukunft eine interessante Herausforderung sein.

Verbindungen von inter- und intrazelluldaren Signalwegen
Komplexe bakterielle Adaptationsprozesse erfordern nicht
nur Informationen tiber die unmittelbare Umgebung, wie die
Zelldichte, sondern auch Informationen iiber den intrazellu-
laren physiologischen Status der Zelle. C-di-GMP, cyclic
adenosine 3 *,5 "monophosphate (cAMP) und guanosine-
3,5-bis(pyrophosphate) (ppGpp) sind haufig vorkommende
sekundare Metabolite, die regulatorische Systeme aktivieren
und dabei auf Umweltfaktoren reagieren. Interessanterweise
werden die intrazelluldren Signalwege nicht nur direkt durch
Umweltfaktoren beeinflusst, sondern es gibt auch eine Ver-
bindung zum Quorum Sensing in P. aeruginosa (Abb. 4). Dies
impliziert, dass die Virulenzfaktorproduktion in P. aeruginosa
sowohl von der bakteriellen Zelldichte als auch von Umwelt-
faktoren abhéngig ist und zeigt damit die enge Verkniipfung
von inter- und intra-bakteriellen Signalwegen auf.

Einer fiir alle - alle fiir einen. Die Entdeckung des koope-
rativen Verhaltens von Bakterien hat erst kiirzlich zu der
Einflihrung des Terminus ,Soziomikrobiologie“ gefiihrt,
auch deshalb, weil sich Soziologen und Mikrobiologen

mit erstaunlich @hnlichen Fragestellungen beschaftigen:
Wie beeinflusst die Umwelt im Vergleich zu genetischen
Faktoren das Verhalten? Es ist von groBer Bedeutung, dass
wir es in den Biofilmen nicht mehr mit einzelnen Bakterien
zu tun haben, sondern mit Bakterien, die in einer Gemein-
schaft organisiert sind. Diese Organisation verschafft ihnen
zusatzliche Mechanismen der Anpassung, die iber eine ib-
liche Reaktion auf Stresssituationen mit einem spezifischen
Gen-Expressionsprofil auf Einzelzellebene weit hinausge-
hen. Tatsdachlich wurde in der letzten Dekade die orthodoxe
Vorstellung einer bakteriellen Population als einer homo-
genen Gemeinschaft von Geschwisterzellen ersetzt durch
eine mehr dynamische Sichtweise des bakteriellen Lebens
in der Gemeinschaft, in der die Bakterien zum Wohle der
Gesamtpopulation miteinander kooperieren.

Wir finden immer mehr Hinweise auf eine — auch durch
Signalmolekiile — regulierte bakterielle Reaktion auf Um-
weltstress und die Forschung daran mag ganz neue Aspekte
des bakteriellen Lebens in der Gemeinschaft aufdecken.
Eine gezielte pharmakologische Interferenz mit diesen
Systemen konnte eine Basis fiir eine neue antimikrobielle
Therapiestrategie bilden.

Ausblick Wir stehen erst am Anfang eines weiten Weges
zum Verstdandnis der bakteriellen Mechanismen, die zur
Persistenz von chronischen Infektionen beitragen. In den
letzten Jahren hat sich P. aeruginosa als Modellorganismus
etabliert und in Studien iiber bakterielle Adaptations-
mechanismen in chronischen Infektionen standen Unter-
suchungen tiber die molekularen Mechanismen der
phénotypischen Diversitét, der Biofilm-Etablierung und der
interbakteriellen Kommunikation im Vordergrund. Alle
drei Mechanismen sind essentiell an der Entstehung von
chronischen Infektionen beteiligt. Es ist jedoch notig noch
einen Schritt weiter zu gehen und das Zusammenspiel die-
ser Mechanismen im Rahmen des bakteriellen Verhaltens
in der Gemeinschaft zu untersuchen. Erst dann werden wir
in der Lage zu sein, die komplexen Grundlagen mikrobieller
Pathogenitét bei chronischen Infektionen zu verstehen. Und
diese sind die Basis, um schlieBlich dringend bendtigte
alternative Therapie-Strategien zu entwickeln, die auch bei
chronischen Infektionen erfolgreich sein werden.
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Das ,, Chronische Pseudomonas Infektionen“ Team

(von links nach rechts): Vanessa Jensen, Yusuf Nalca, Caroline
Zaoui, Mathias Miisken, Ahmed Haddad, Susanne Hdufler
Foto: HZI, Bierstedt
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Die biomedizinische Forschung und ihre Anwendungen entwickeln sich insbesondere durch die Aufkldrung der den biologischen
Prozessen zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen. Die Identifizierung von molekularen Interaktionspartnern, die wesent-
lich an solchen zelluldren Prozessen beteiligt sind, erfordert die experimentelle Beeinflussung der betrachteten Prozesse mit
genetischen (durch Mutationen etc.) oder biochemischen (durch Einsatz von agonistischen oder antagonistischen Proteinliganden)
Mitteln. Letzteres fiihrt zu potenziellen Wirkstoffkandidaten in Form von chemischen Verbindungen. Ihre Entdeckung schafft eine
direkte Verbindung zur pharmakologischen Wirkstoffentwicklung und die Translation in die klinische Anwendung. Die Anzahl der
verfligbaren chemischen Liganden fiir biochemische Untersuchungen ist jedoch sehr limitiert. Die am HZI zur Verfiigung stehende
Expertise in den Bereichen Naturstoffforschung, Genomik, synthetische und kombinatorische Chemie/Biochemie ist eine leis-
tungsfahige Konstellation, die solche Liganden zur Verfligung stellen kann, und ist ein deutlicher Standortvorteil fiir die Erforschung
von Infektionskrankheiten. Fiinf Forschungsprojekte, die der Identifizierung, Analyse, chemischen Synthese und biologischen
Evaluierung von bioaktiven Substanzen gewidmet sind, wurden jetzt in die ,Chemische Pipeline® integriert. Damit soll die systema-

tische Entdeckung von neuen antiinfektiven Substanzen und von neuen therapeutischen Prinzipien fiir medizinische Interventionen

voran getrieben werden.

Die Mission der Chemischen Pipeline Die Widmungsauf-
gabe eines nationalen Zentrums fiir Infektionsforschung
besteht in der Entwicklung von effektiven MaBnahmen zur
Krankheitspravention und Therapie. Antibiotika-Therapie
ist zur Zeit die wichtigste MaBnahme im Kampf gegen bak-
terielle Infektionen, wird aber zunehmend durch die Ent-
stehung und Verbreitung von Resistenzen eingeschrankt.
Es besteht ein dringender Bedarf fiir die Entwicklung neuer
Generationen von Antiinfektiva, da nicht mehr behandelbare
Pathogene sich immer weiter ausbreiten. Die Suche nach
innovativen biologisch aktiven Substanzen ist daher von
groBter Wichtigkeit, und die Chemie ist eine der Sdulen, auf
denen das HZI sein Infektionsforschungsprogramm stiitzt.

Die Integration von Chemie in die biologische/biotechno-
logische Forschung hat eine lange Tradition am Zentrum
und bildet ein Alleinstellungsmerkmal unter den Gesund-
heitsforschungszentren der HGF. Der friihere Bereich
,Naturstoffe“ hat einen duBerst wertvollen Kenntnis- und
Erfahrungsschatz bzgl. der Entdeckung von biologisch
aktiven Sekundarmetaboliten aus Bakterien aufgebaut. Eine
Reihe von neuen Wirkstoffen wurden hier entdeckt, von
denen manche das Potenzial fiir die klinische Anwendung
zeigen (siehe Beitrag von H. Reichenbach). Die Abteilung

»Chemische Biologie“ (frither Arbeitsgruppe ,Molekulare
Erkennung®) hat Nucleinséure- und Peptid-basierte kombi-
natorische chemische Synthesen eingefiihrt und biologische
Screeningmethoden entwickelt, die fiir die systematische
Untersuchung von Fragestellungen der Zellbiologie, der
Wirt-Pathogen-Interaktionen, der Immunologie und der
funktionellen Proteom-Analyse angewandt werden.

Mit der SchlieBung des Bereichs Naturstoffe wegen des
altersbedingten Ausscheidens der Leiter, G. Hofle und H.
Reichenbach, wurden die Aktivititen neu strukturiert, um
einen kontinuierlichen Zugang zu diesen wertvollen biolo-
gisch aktiven Substanzen sicherzustellen. Die Integration
der entsprechenden HZI-Aktivitdten in ein koordiniertes
Programm mit dem Namen ,Chemische Pipeline“ wurde
dem Aufsichtsrat vorgeschlagen, extern evaluiert und An-
fang 2005 gestartet.

Im Fokus der Chemischen Pipeline steht die Entdeckung,
Erzeugung und Charakterisierung von neuen bioaktiven
kleinen Molekiilen sowie die Identifizierung von deren
zelluldren Interaktionspartnern und den Mechanismen
ihrer Aktivitat. Durch eine enge Verbindung von Naturstoff-
forschung mit synthetischer und kombinatorischer Chemie/
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Die Chemische Pipeline

Biochemie wird sowohl die natiirliche als auch die synthe-
tische molekulare Vielfalt an chemischen Verbindungen
fiir die neuen Entwicklungen des Zentrums in mikrobieller
Pathogenese und Zellbiologie eingesetzt. Die Pipeline hat
direkte Verkniipfung mit allen Abteilungen und Arbeits-
gruppen des Zentrums, den Sonderforschungsbereichen an
denen das Zentrum beteiligt ist, der Technischen Universi-
tat Braunschweig und auch mit anderen Instituten der HGF.

Es bestehen dynamische Interaktionen mit vielen weiteren
nationalen sowie internationalen Gruppen auBerhalb des
Zentrums in Forschungsinstituten und Industrieunter-
nehmen. Die Chemische Pipeline ist einer der Initiatoren
des ,ChemBioNet“ (www.chembionet.de), ein nationales
Netzwerk von Infrastruktur und Expertise fiir die Unter-
stiitzung der Chemischen Biologie in der akademischen
Forschung.

Im Verlauf der Arbeiten an unserem Forschungsinstitut haben wir die Myxobakterien als eine wertvolle Quelle neuer und klinisch
bedeutsamer Wirksubstanzen erschlossen. Hier abgebildet (links) ist der Wirkstoff Chlorotonil A (Reichenbach and Hifle 1999)
(Gerth et. al. 2003). Myxococcus stipitatus, ein seltener Vertreter der Myxobakterien (rechts), wurde kiirzlich in einem Screening
als Produzent eines neuartigen Metaboliten entdeckt. Allgemein gilt die Feststellung: je mehr Sekunddrstoffe aus einer bestimmten
Produzentengruppe bekannt sind, um so grofer die erforderlichen Isolier- und Screening-Anstrengungen, die man auf sich nehmen
muss, um neue Wirkstoffe zu finden. Dies gilt in zunehmendem Mafe auch fiir die Gruppe der Myxobakterien. Foto: HZI, Gerth
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Durch unsere Kenntnisse zweier vollstindig sequenzierter
Genome von Vertretern der Myxobakterien, das von Myxo-
coccus xanthus und Sorangium cellulosum, haben wir neue
Einsichten tiber das biochemische Potenzial dieser einmaligen
Gruppe gleitender Bakterien gewonnen. Das Genom von Soran-
gium cellulosum So ce56 wurde, gefordert durch das GenoMik
Projekt des BMBFE, sequenziert und annotiert und erwies sich
als das grofite bisher bekannte bakterielle Genom (R. Miiller,
K. Gerth, A. Piihler). Es wurden mehr Polyketid Synthase

Gen Cluster gefunden als Sekunddirstoffe von diesem Stamm
produziert werden. Solche ,ruhenden“ Polyketid Synthase- und
auch nichtribosomale Peptid Synthetase Gen Cluster scheinen
bei Myxobakterien tiblich zu sein. Sie sind fiir die Zukunft

eine vielversprechende Quelle, um sie mit Hilfe molekularbio-
logischer Werkzeuge im Produzenten zu exprimieren oder

aber die kompletten Biosynthese Gene in fremden Wirtszellen
heterolog zu exprimieren (Bode and Miiller 2000).

Mikrobielle Diversitédt und die Entdeckung neuer
Naturstoffe Die Arbeitsgruppe ,Mikrobielle Wirkstoffe*
(K. Gerth und R. Miiller) iibernimmt die Aufgabe eine neue
chemische Diversitat von Naturstoffen aus breit gestreuten
Produzentengruppen gleitender Bakterien zu erschlieBen.
Neuartige und verdnderte Wirkstoffe werden der Pipeline
zur Verfiigung gestellt, um so den Kooperationspartnern zu
ermoglichen, mit Hilfe kombinatorischer Chemie oder che-
mischer Derivatisierungen aussichtsreiche Leitstrukturen
fiir den Kampf gegen Krankheitserreger zu optimieren bzw.
Wirkmechanismen aufzuklédren. In Zeiten schwindender
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Einige dieser Organismengruppen scheinen marinen Ur-
sprungs zu sein, andere sind terrestrisch. Sie sind offensicht-
lich mit den bekannten Unterordnungen der Myxobakterien,
den Sorangineae, den Cystobacterineae und den Nannocys-
tineae verwandt, aber auch mit den neuen Gruppen, wie den
fakultativ anaeroben, anaeroben und marinen Myxobakterien,
die erst vor einigen Jahren entdeckt wurden. Da die bisher
bekannten Gruppen der Myxobakterien hervorragende Produ-
zenten neuer Wirkstoffe sind und auch das kiirzlich entdeckte
salzabhdngige Bakterium der Gattung Haliangium eine
neue pilzhemmende Substanz produziert (Fudou et al. 2001),
glauben wir, dass die Isolierung ,, Neuer Gruppen von Myxo-
bakterien“ den Weg zu neuen Quellen an Wirksubstanzen
erdffnen wird.

Personalkapazitdten sind ausgekliigelte und nachhaltige
Ansitze gefragt, um das chemische Potenzial dieser erfolg-
reichen Gruppe von Bakterien weiter zu erschlieBen. Doch
wie werden die neuen Antibiotika und pilzhemmenden
Wirkstoffe entdeckt?

Funktionale Genomforschung und Systembiologie: Unse-
re durch das BMBF Programm ,GenoMik-Plus® geforderten
Arbeiten ermdglichen es, die bisherigen Untersuchungen
weiter zu fiihren und sogar auszuweiten um die globale
Regulation des Sekundarstoffwechsels zu untersuchen. Die
enge und sehr erfolgreiche Zusammenarbeit mit dem Institut
fiir Pharmazeutische Biotechnologie in Saarbriicken verbin-
det hervorragend unsere Expertise in der Mikrobiologie (z.B.
dem Kultivieren dieser Organismen und Optimierung der
Produktion), der Biotechnologie (wie z.B. die Fermentations-
erfahrungen), der Chemie (mit Naturstoff Reinigung
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und Strukturaufklarung) mit dem Wissen auf dem Gebiet
der Molekularbiologie und der genetischer Manipulation
dieser Organismen, einer analytischen Biochemie und dem
genetischen Wissen unserer Partner.

Mikrobielle Diversitit als Quelle von Innovation: Ein an-
dersartiger, jedoch nicht weniger faszinierender Forschungs-
ansatz ist die ErschlieBung neuer Gruppen von Wirkstoff-
produzenten aus der iberwéltigenden Mehrheit bisher nicht
kultivierter bzw. kultivierbarer Mikroorganismen. Okolo-
gische Untersuchungen zum Metagenom der unterschied-
lichsten Habitate auf der Grundlage von 16S rDNA Sequen-
zierungen zeigten die Existenz vieler bisher nicht bekannter
Vertreter der &-Proteobakterien, die den Myxobakterien nahe
stehen. Sie belegen klar ein weiteres Potenzial fiir biologisch
aktive Naturstoffe. Die Schwierigkeiten diese unerforschten
Mikroorganismen kultivieren zu kénnen werden in Zukunft
durch unsere wachsende Erfahrung zur heterologen Expres-
sion von Biosynthese Genen in geeigneten Wirtsorganismen,
wie den ,thermophilen Myxobakterien®, gelost werden. Ent-
sprechende Studien laufen bereits (Gerth and Miiller 2005).

Neue Wirkorte und unsere Sammlung von Myxobak-
terien: Kurzfristig werden wir neue Metabolite dadurch
finden, dass wir die vorhandenen Extrakte von Kulturen
auf bisher ,iibersehene” Metabolite hin {iberpriifen. Hierzu
werden ,Hochdurchsatz“-Screening-Methoden auf LC-MS
basierend aufgebaut, die es ermdglichen solche Verbin-

dungen zu detektieren. Gleichzeitig werden alternative
biologische Testsysteme entwickelt, z.B. fiir die Suche nach
Hemmern von bakteriellen Antibiotika Efflux Systemen.
Diese ermoglichen die Entdeckung von Naturstoffen mit
neuartigen Wirkmechanismen und hoher Relevanz fiir die
Therapie von Infektionserkrankungen.

Chemische Naturstoffsynthese Forschungen in der Abtei-
lung ‘Medizinische Chemie’ (Prof. Markus Kalesse) und der
angegliederten Nachwuchsgruppe ‘Stuktur und Funktion
von Antibiotika’ (Dr. Dirk Menche) beschiftigen sich mit der
chemischen Entwicklung von naturstoff-abgeleiteten Anti-
biotika. Die iiber viele Jahrezehnte an der GBF (jetzt Helm-
holtz-Zentrum fiir Infektionsforschung) aus Myxobakterien
isolierten Verbindungen sind eine besonders vielverspre-
chende Quelle fiir neuartige bioaktive Leitstrukturen. In
diesem Zusammenhang klaren wir die genaue 3D Struktur
von potenten neuen Leitstrukturen auf, um im Detail deren
Wirkungsmechanismus zu analysieren, untersuchen Metho-
den zur Synthese derartiger Strukturen und studieren die
strukturellen Voraussetzungen fiir biologische Aktivitit,
um modifizierte, abgeleitete Strukturen mit verbesserten
chemischen und biologischen Eigenschaften fiir die weitere
préklinische Entwicklung zu erhalten.

Zur Entwicklung neuer Wirkstoffe ist es notwendig, die
genaue molekulare Architektur derartiger Verbindungen
vollstéandig zu verstehen. Die pharmakophoren Gruppen

Archazolid

3D structure

Archazolid (oben) und Tedanolid (nicht gezeigt) sind potente Makrolid-Antibiotika aus dem Myxobakterium Archangium gephyra
und dem karibischen Feuerschwamm Tedania ignis. Beide Verbindungen wurden erstmals von den Arbeitsgruppen Menche
(Archazolid) und Kalesse (Tedanolid) totalsynthetisch hergestellt. (Ehrlich et al. 2006)
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miissen identifiziert sein und die globale Struktur, die oft
fiir ihre Selektivitdt und Spezifitat verantwortlich ist, muss
aufgeklart werden. Dies kann durch moderne spektrosko-
pische Methoden erfolgen. Verlasslicher und generell an-
wendbar ist jedoch die Bereitstellung von Analoga durch
chemische Synthese. Dieser Ansatz beruht zundchst auf
einer Synthese der authentischen Naturstoffe. Dies ermog-
licht im Anschluss daran dann die Implementierung auto-
matisierter Techniken. Dadurch sind eine Vielzahl abge-
wandelter neuer Verbindungen zuganglich, die jedoch nach
wie vor der uspriinglichen Leitstruktur sehr @hnlich sind.
Im Rahmen dieser generellen Vorgehensweise haben wir
kiirzlich die genaue 3D-Struktur der Makrolid-Antibiotika
Archazolid (Hassfeld et al., 2006), Etnangien, Chivosazol
(Janssen et al., 2007) und der neuen Anti-Tuberkulose-Leit-
struktur Thuggacin aufgeklart.

T oy
SR
> > >

Auf der Suche nach einer bioaktiven Substanz wird zundchst
ein geeigneter Biotest entwickelt, der die gewiinschte Aktivitdt
nachweist. Grofie Sammlungen verschiedener chemischer
Substanzen als auch Serien von Analogen mit gemeinsamen
Grundstrukturen (Chemische Bibliotheken) werden dann
systematisch in miniaturisierten Hochdurchsatz-Screening-
verfahren getestet. Collage: HZI, Klimek; Foto: HZI, Bierstedt

Die Naturstoffsynthese stellt also den Ausgangspunkt fir
die Medizinische Chemie dar. Ein thematischer Schwer-
punkt sind bakterielle RNA-Polymerase-Inhibitoren, aber
wir arbeiten auch auf dem neuen potentiellen anti-TB-
Wirkstoff Thuggacin sowie mit Verbindungen, die mit
dem Aktin-Skelett wechselwirken. Ziel der auf diese Weise
etablierten Synthesen ist es, nicht nur Derivate durch
konventionelle Synthese zu erhalten, sondern auch die
Implementierung von automatisierter Synthese wie der
SPOT-Methodik. Ein genaues Verstindnis der raumlichen
Anordnung dieser neuen Leitstrukturen sollte einen signi-
fikanten Einfluss auf die Medizinische Chemie haben. Zu
diesem Zeitpunkt sollten dann Medizinische Chemie und
Chemische Biologie sich hinsichtlich Automatisierung und
Informationsaustausch kombinieren, um optimierte neue
Strukturen bereitzustellen.

Die Suche in der synthetischen Vielfalt Die Entdeckung
von neuen Verbindungen mit einer gewiinschten biolo-
gischen Aktivitat ist in der Regel ein empirischer Vorgang.
Die Abteilung ,,Chemische Biologie” (R. Frank) fiihrt dazu
ein systematisches Durchsuchen (Screening) von grofen
Substanzsammlungen (,Bibliotheken®) durch. Dies um-
fasst den Aufbau einer Sammlung von unterschiedlichen
wirkstoffdhnlichen Verbindungen und die Entwicklung von
Screeningverfahren und zielgerichteten Tests (Assays) fir
die zu untersuchenden biologischen Prozesse. Erganzend
zu den oben beschriebenen Naturstoffisolierungen und
-synthesen setzen wir die Methoden der chemische Syn-
these von ausgewdhlten Grundstrukturen (molekulare
Gerliste) kleiner organischer Molekiile ein. Durch kombi-
natorische Synthesen der Molekiile konnen groBe Serien
(chemische Bibliotheken) von Analoga schnell hergestellt
werden. Unsere Bioassays sind primér darauf ausgerichtet,
relevante vorselektierte molekulare Prozesse oder zelluldre
Zielmolekiile (Targets) zu untersuchen. Fir die Entschliisse-
lung des genauen molekularen Mechanismus der Aktivitat
von identifizierten Substanzen benutzen wir neben den
klassischen biochemischen Verfahren zum Einen die Metho-
den der , Affinitdts-Proteomanalyse” und zum Anderen die
der ,Chemisch-genetischen Interaktionsanalyse“ mit einem
kompletten Satz von 4700 Einzelgen-Deletionsmutanten

des Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae. Wir ent-
wickeln und unterhalten auerdem zentral fiir das ganze
Zentrum die erforderlichen Verfahren und die Infrastruk-
turen zur Nutzung der Substanzsammlungen. Dazu gehoren
Logistik und Automaten des Hochdurchsatzscreenings
(HTS), die HTS kompatible Testentwicklung und die Bio/
Cheminformatik-Werkzeuge fiir die Datenauswertung. Das
Projekt selbst fiihrt Studien zur bakteriellen Adhasion, Inva-
sion und Biofilmbildung sowie zur Zellproliferation durch.
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Viele unserer Methodenentwicklungen fiir parallele kombi-
natorische chemische Synthese und Screening basieren auf
der SPOT Synthese (Frank 1992), durchgefiihrt auf Zellulose-
membranen (oben); Varianten dieser Methode sind u.a. der

,Patch Array“ bestehend aus getrennten hydrophilen Bereichen
(Kissen — Patch) auf einer hydrophoben Polypropylenmembran
(Beutling et al. 2004), entwickelt z.B. fiir das parallele zell-
basierte Screening mit ldslichen Substanzen (unten); der , Bio-
Disc-Synthesizer* (Dimans et al. 2004) fiir die Erzeugung von
Substanzarrays auf einer Compact-Disk Oberfliche (Mitte).
Fotos: HZI, Bierstedt

Fiir die effiziente multiple und parallele Synthese und fiir
das Screening von Substanzbibliotheken verwenden wir
insbesondere planare Festphasentrdger (Frank 2002b).
Eine zentrale Methodik fiir unser Bibliotheks-Synthese-
programm ist die SPOT Synthese, entwickelt 1990 (Frank
1992), die es erlaubt, parallel bis zu 20.000 chemische
Reaktionen durch Verteilung von sub-Mikroliter Volumina
von Reagenzlosungen auf kleine individuelle Synthese-
positionen (Spots) auf einem Cellulose-Membrantriger
durchzufiihren. Solche membrangebundenen Substanz-
anordnungen (Arrays) konnen direkt in Screeningexperi-
mente auf der Basis von Proteinbindung oder enzymatischer
Transformation eingesetzt werden. Alternativ konnen die
Spots der Synthesemembran separiert und die einzelnen
Substanzen abgespalten werden, z.B. fiir die Verwendung
in zellbasierten Tests, die 10sliche Substanzen benétigen
(Frank 2002a). Fiir eine weitere Miniaturisierung solcher
Arrays und fiir die Herstellung von groBen Zahlen von
Array-Kopien aus einer einzigen SPOT-Synthesemembran
haben wir ein spezielles neues Verfahren fiir die Herstel-
lung synthetischer Peptid-/Substanzbibliotheken in Form
von chemischen Mini- oder Mikroarrays entwickelt (der
SC? Prozess®). Dieses Verfahren ist eine Erweiterung der
SPOT Methode, das die vorteilhaften Eigenschaften von
Cellulose-gebundenen Molekiilen beibehélt (Dikmans et al.
2006). Peptidarrays werden durch das Plattform-Projekt
LPeptidsynthese” fiir Forschungsprojekte am Institut allen
interessierten Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt.
Unsere technologieorientierte Arbeit zielt auf eine weit-
gehende Automatisierung, Miniaturisierung, Anpassung an
zunehmend komplexere zelluldre Testsysteme und deren
Hochdurchsatzfahigkeit.

Unsere Methoden wurden urspriinglich fiir die Peptidsyn-
these und die Identifizierung von Peptidliganden fiir Prote-
instrukturen entwickelt und wurden primar in Untersu-
chungen von Protein-Protein Wechselwirkungen und in der
Immunologie eingesetzt. Unterstiitzt mit einer Forderung
durch das BMBF (Leitprojekt ,The Drug Discovery Machine“
unter Leitung der Evotec AG) und durch das Nationale Ge-
nom-Forschungsnetz (NGFN), haben wir erfolgreich damit
begonnen, unsere synthetischen Methoden auf andere
Arten von wirkstoffihnlichen synthetischen Molekiilen
anzuwenden (Niggemann et al. 2002). Das Repertoire an
synthetischen Reaktionen wurde auBerdem durch milde
enzymatische Transformationen erweitert, die auf chemisch
empfindliche, naturstoffahnliche Molekiilstrukturen ange-
wendet werden konnen.
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Unsere grundlegende synthetische Methodik: Fiir die schrittweise chemische Erzeugung (A) von unseren Substanzbibliotheken
verwenden wir ausschlieflich Festphasensynthesen und fiihren die Kopplung von kleinen Bausteinen (Monomeren) und auch Mi-
schungen davon durch. Die Start-Monomere (1) werden auf dem festen Triger verankert, entweder in Form einer stabilen Verbindung
flir die Herstellung von kovalent gebundenen Produkten oder iiber einen abspaltbaren Linker, der die Freisetzung des Produkts in
Ldsung ermaoglicht. Reaktionsausbeuten werden durch eine Reihe von Modellsynthesen optimiert, um Rohprodukte von >80% Rein-
heit gemdp HPLC und Massenspektrometrie (B) zu ergeben. Auf diese Weise konnen z.B. mit der SPOT-Synthese Molekiilbibliotheken
von mehreren Tausend bis zu mehreren Milliarden Substanzen fiir das Screening in biologischen Tests schnell synthetisiert werden
Die Abbildung stellt exemplarisch die schrittweise Synthese eines Diketopiperazins durch Kopplung einer Aminosdure (1), Reaktion

mit Chloressigsdiure (2), Kopplung eines Aminosduremethylesters (3), erneute Reaktion mit Chloressigsdure (4) und Kopplung eines
Amins (5) gefolgt von einer in situ Zyklisierung dar.
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Ein Beispiel fiir eine zentrale biochemische Transformation, deren Produkt in viele Folgereaktionen eingesetzt werden kann. Unsere
Expertise bzgl. der Biotransformation von kleinen Molekdilen profitiert teilweise von Arbeiten der fritheren Arbeitsgruppe ,, Mikro-
bielle Transformationen“ am Zentrum (Leitung Prof. Kieslich), die uns eine grof3e Sammlung von mikrobiellen Stimmen und Fermen-
tationsprotokollen in Form einer Bio/Datenbank zur Verfiigung gestellt hat. In den letzten Jahren haben wir verstdrkt Verfahren zur
genetischen Verdnderung von Enzym-Substrat-Spezifititen erarbeitet (Zielinski et al. 2006) und Expertise bzgl. der Biotransformatio-
nen mit zwei Enzymfamilien aufgebaut: Aryl-hydroxylierende Dioxygenasen und Sucrose-verwendende Glycosyltransferasen
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Ein Microarray von Diketopiperazinen, hergestellt durch den neuen SC?-Prozess auf einem Mikroskop-Glastréger, wurde mit Calm-
odulin (CaM) in Abwesenheit (mit EGTA, links) und Anwesenheit (rechts) von Calciumionen untersucht. Es wurden zwei neue Ligan-
den fiir CaM gefunden. W7 ist ein bekannter niedermolekularer Ligand; Biotin diente als Kontrolle und wurde durch Zugabe von
markiertem Streptavidin zum Test detektiert. — Die Synthese der Diketopiperazine erfolgte, wie beschrieben, durch SPOT Synthese,
mit der Abweichung, dass eine spezielle, sdureempflindliche Aminozellulose-Membran benutzt wurde. Die einzelnen Spots auf der
Membran wurden nach der Synthese mit Hilfe einer Ausstanzvorrichtung separiert und die erhaltenen Papierscheibchen in starker
Sdure aufgelost. Die Losungen der Zellulose, an die die Substanzen noch immer kovalent gebunden waren, wurden anschlieffend
auf eine planare Oberfliche, in diesem Fall einen Mikroskop-Glastrdger, aufgedruckt und adsorbiert. Wir nennen diesen Prozef3
,Spotting Compound-Support Conjugates“: SC?. Ein Standard-Zellulosespot ergibt 0,5 ml einer Stammldsung, von der nach geeigneter
Verdiinnung Picolitermengen zum Drucken von bis zu 108 Mikroarraykopien verwendet werden kénnen.

Aktuell sind mehr als 90.000 Verbindungen in unterschied-

lichen Formaten archiviert und werden in Screening-

Kampagnen eingesetzt. Die HZI Substanzsammlung enthéalt

e iiber 100 Naturstoffe der GBF-Sammlung von Sekundér-
metaboliten aus Myxobakterien

* 7.000 niedermolekulare Verbindungen, kauflich erworben
bei EMC Microcollections (Tiibingen)

* 15.000 niedermolekulare Verbindungen von der
ChemBioNet Sammlung

* 40.000 niedermolekulare Naturstoffhybride (in der
Abteilung hergestellte synthetische Rekombinationen
von Naturstofffragmenten).

* {iber 25.000 Zellulose-konjugierte niedermolekulare
Substanzen (Diketopiperazine, Triazine, Benzimidazole,
etc.)

Seit den ersten beiden Jahren unserer neuen Forschungs-
ausrichtung auf die chemische Biologie von Infektions-
krankheiten haben wir erfolgreich die erforderliche Infra-
struktur und die Methoden aufgebaut. In dieser Zeit wurden
auBerdem bereits sehr vielversprechende kleine Molekiile
mit potenziellen Anti-Tumorwirkungen (p27 stabilisierende
Proteasomeninhibitoren), antiviralen Aktivitaten (Proteaso-
meninhibitoren) und antiinfektiven Wirkungen (Interferon-
Verstérker) in unseren Substanzsammlungen neu entdeckt.
Zusatzlich wurden synthetische Adjuvantien basierend auf
Derivaten von MALP-2 hergestellt, einem Makrophagen-
aktivierenden Lipopeptid, das am Zentrum von P. Miihlradt
entdeckt worden war. Auch andere Lipidstrukturen wurden
fir die Vakzinforschung hergestellt (Rharbaoui 2002). Wir
werden diese Forschungsarbeiten weiterhin mit unserer
Expertise bzgl. chemischer Synthese unterstiitzen.
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Beispiele fiir die Bioassay-Entwicklung und -Anwendung in der Abteilung. Links: Klinische Isolate des Bakteriums Staphylococcus
epidermidis von kolonisierten zentralvendsen Kathetern wurden in Mikrotiterplatten kultiviert und mit potenziellen Wirkstoffen
behandelt. Untere Reihe: normaler Biofilm in 96-Well Mikrotiterplatte, die beiden oberen Reihen zeigen den Effekt auf die Biofilm-
Architektur verursacht durch synthetische Peptide (Zusammenarbeit mit W. Bautsch, Klinikum Braunschweig); Rechts: Assay fiir die
Invasion von HEp2-Zellen durch das Bakterium Streptococcus pyogenes. Die diffenzielle Anfiirbung zeigt interne Streptokokken in
rot und externe in gelb. Die wirkstoffabhdngigen Unterschiede im Verhdltnis von internen zu externen Bakterien werden analysiert.
Kooperation mit S. Chhatwal (Abt. MPAT). Foto (li): HZI; Foto (re): HZI, Rohde

Identifizierung der molekularen Angriffspunkte von
Antiinfektiva Unter den Infektionskrankheiten, die im
Zusammenhang mit Krankenhausaufenthalten vor allem in
Patienten mit einem geschadigten Immunsystem ausbre-
chen, sind Pilzerkrankungen von groter Bedeutung. Auch
wenn einige geeignete Antibiotika existieren, treten doch
zunehmend Resistenzen und Nebenwirkungen auf, so dass
neue Strategien zu ihrer Bekdmpfung dringend benotigt
werden. Deshalb haben wir derzeit unsere mechanistischen
Untersuchungen auf solche Verbindungen fokussiert, die
A) eine antibiotische Wirkung auf den wichtigsten poten-
tiell pathogenen Pilz Candida albicans zeigen, oder B) die
Funktionen von Makrophagen beeinflussen, die wir als
Reprdsentanten des angeborenen Immunsystems ausge-
wahlt haben.

Auf der molekularen Ebene stimuliert die Erkennung von

C. albicans durch Makrophagen intrazelluldre Signaltrans-
duktionskaskaden, die zur Expression von Genen fiihren,
wie der Stickstoffmonoxidsynthase (NOS) oder verschiedener
Zytokine in den Makrophagen sowie von Stressabwehr-
Proteinen (Stress durch Néhrstoffmangel, osmotischer oder
oxidativer Stress) in C. albicans. Wir etablierten daher Tests
fiir die Bestimmung von Stickstoffmonoxid (NO) und von
Zytokinen (TNF-a, IL-6) im Zellkulturmedium einerseits

und der Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen andererseits.
Wir konnten zeigen, dass diese Parameter tatsdchlich durch
die Anwesenheit ausgewahlter chemischer Verbindungen
beeinflusst werden. So fiihrte auch in unseren Tests die In-
kubation der Makrophagen mit Cytochalasin B, einer Verbin-
dung, die die Struktur des Aktinzytoskeletts stort, zu einer
reduzierten phagozytotischen Aktivitat. Dagegen waren



BERICHTE AUS DER FORSCHUNG | Die Chemische Pipeline 41

Fluoreszenz-markierte Candida albicans Zellen (griin) treffen
auf einen Makrophagen (Zellline RAW 264.7) und werden
durch Phagocytose eliminiert. Foto: HZI, Rohde

Stimulationen der Produktion von Stickstoffmonoxid (NO)
oder von Zytokinen durch einige Naturstoffe, die als Mikro-
tubuli-aktive Substanzen bekannt waren, bislang noch
nicht beschrieben worden. AuBerdem konnten wir zeigen,
dass Substanzen wie der Kinaseinhibitor Purvalanol, die
nicht notwendigerweise zytotoxisch sind, die Produktion von
Zytokinen oder NO unterdriicken. Um die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen aufzuklaren, etablierten wir auch
die 2D-Gelelektrophorese zur Proteinanalytik (Proteomics),
wobei wir uns auf den Nachweis phosphorylierter Proteine
konzentrierten.

Bei Untersuchungen mit C. albicans beobachteten wir einen
starken Einfluss des genetischen Hintergrundes auf die
Empfindlichkeit fiir verschiedene Fungizide, da 3 von 5
untersuchten Wildtyp-Stimmen sich als resistent gegen-
iiber Verbindungen erwiesen, die in der Vergangenheit
durch ihre wachstumshemmende Wirkung auf Hansenula
anomala, auch als Pichia anomala bezeichnet, und durch
die intrazellulire Akkumulation von Glycerin aufgefallen
waren. Wir etablierten Testprotokolle fiir Metabolite und
Enzyme aus dem Glycerinstoffwechsel, die eine Untersu-
chung von wenigen uL Zellextrakt erlaubten. AuBerdem
stehen uns verschiedene C. albicans Mutanten, in denen
einzelne Gene aus Stressabwehrkaskaden inaktiviert sind,
sowie die komplette Sammlung von 4700 lebensfahigen

S. cerevisiae Mutanten, in denen jeweils ein Gen inaktiviert
ist, zur Verfiigung. Durch Empfindlichkeitsprofile von
Mutanten und zugehdrigem Wildstamm sollten die Signal-
wege deutlich werden, die an der Wirkung der Fungizide
beteiligt sind. Erste Ergebnisse bestétigen, dass die Stress-
abwehr-Signalwege tatséchlich mogliche Targets fiir die von
uns ausgewdahlten Fungizide sind. Diese Untersuchungen
werden durch vergleichende Genexpressionsanalysen mit
resistenten und empfindlichen Staimmen vervollsténdigt.
Mit einem systembiologischen Ansatz soll das dynamische
Verhalten der intrazelluldren Netzwerke als Antwort auf
Behandlungen der Zellen mit Substanzen analysiert wer-
den, um iiber mathematische Modelle die Reaktionen zu
erkennen, die durch diese Substanzen beeinflusst wurden.

Danksagung Wir danken dem ehemaligen Leiter des
Bereichs Mikrobiologie, Prof. Kenneth Timmis, fiir seine
Unterstiitzung der Chemical Pipeline in ihrer Griindungs-
phase. AuBerdem danken wir allen Mitarbeitern und Koope-
rationspartnern, die in den entsprechenden anschlieBenden
Projektberichten aufgefiihrt sind.
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Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Streptococcus pyogenes Bakterien (Serumtyp M3) dringen in eine menschliche
Epithelzelle (HEp-2) ein | Das mittlere und rechte Bild zeigen zwei von Reichenbach und Mitarbeitern entdeckte Myxobakterien:
Nannocystis exedens pulla (mi) und Chondromyces robustus (re) | Fotos: HZI, Rohde (li) | Reichenbach (mi & re)
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Bakterielle Pathogenitat: Ansichten einer
anderen Welt, beobachtet mit hochauflésender

Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie

Naturstoffe: eine unverzichtbare Quelle fiir

neue Wirkstoffe
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| Dr. Manfred Rohde | Abteilung fiir Mikrobielle Pathogenitat und Impfstoffforschung |
mro@helmholtz-hzi.de

Pathogene Bakterien haben im Laufe der Zeit vielféltige Strategien entwickelt, um sich an Wirtszellen zu binden und in diese
einzudringen. Veranderungen des zelluldren Zytoskeletts sind ein Merkmal des sogenannten zipper-dhnlichen oder trigger-dhn-
lichen Invasionsprozesses. Andere pathogene Bakterien hingegen nutzen schon vorhandene endozytotische Wege der Wirtszelle
aus, um selbst einzudringen oder sie vermitteln Signaliibertragungen durch die Injektion von Proteinen in die Wirtszellen durch
besonders ausgebildete Injektionssysteme. Viele dieser Wege wurden durch lichtmikroskopische Untersuchungen wie Phasenkon-
trast, Immunfluoreszenz und Konfokale Mikroskopie, gefunden und teilweise aufgeklért. Besonders die hochauflésende Konfokale
Mikroskopie hat flir das Versténdnis des so genannten ,crosstalk“ zwischen Pathogen und Wirtszelle entscheidend beigetragen. Es
zeigte sich jedoch ein entscheidender Nachteil der konfokalen Bilder: Nur markierte Strukturen, Farben, vor dunklem Hintergrund
kdnnen abgebildet werden. Die Konfokale Mikroskopie kann also nicht die durch die Immunfluoreszenz markierten Strukturen im
Referenzraum der Wirtszelle gleichzeitig mit den Farben abbilden. Besonders fiir die Rasterelektronenmikroskopie (REM/SEM)
wurde gezeigt, dass dieses Abbildungsverfahren in der Lage ist, Beobachtungen anderer Verfahren erheblich zu erweitern, und es
damit zur detaillierteren Aufklarung der Mechanismen beitragen kann. Nur SEM-Studien zeigten die morphologisch unterschied-
lichen Ereignisse, die beim Eindringen von pathogenen Bakterien nach dem zipper- und trigger-ahnlichen Mechanismus ablaufen.
Die Einflihrung der Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie (FESEM) erlaubte einen weiteren Schritt hin zur hochaufgelésten
Darstellung und Beschreibung der Invasionsmechanismen. Sie ermdglichte gleichzeitig die Abbildung von mit Antikérpern- und
Gold-markierten Pathogenitatsfaktoren auf den Bakterien mit bis zu 200.000-facher VergréBerung. Moderne FESEM Geréte sind

oftmals mit Kryo-Einheiten versehen, die in Kombination mit Hochdruckgefrieren eine Abbildung unter vitrifizierten Bedingungen

ermoglichen. Dies erlaubt eine nahezu artefaktfreie Abbildung der biologischen Proben.

Die elektronenmikroskopische Plattform des Helmholtz-
Zentrums fiir Infektionsforschung ist mit einem Zeiss
FESEM DSM982 Gemini mit einem EDX-System zur
Elementanalyse und einer Kryo-Einheit ausgestattet. Die
Moglichkeiten, die die FESEM bietet, werden von vielen
Gruppen innerhalb des Zentrums in Anspruch genommen.
Eine der Hauptaufgaben besteht in der Entwicklung oder
Weiterentwicklung von Methoden fiir die ultrastrukturelle
und morphologische Analyse und die Immunmarkierung
von Proteinen mittels FESEM. Die Techniken werden
besonders zur Beschreibung der Adhésion und Invasion von
unterschiedlichsten pathogenen Bakterien in Wirtszellen
eingesetzt. Praparationsprotokolle wurden auf die spezi-
fischen Bediirfnisse in der bakteriellen Pathogenitdt zuge-
schnitten. Gleichzeitig wurden neue Methoden entwickelt,
um Pathogenitatsfaktoren auf der Bakterienoberflache oder
der Wirtszellmembran mit Immun-FESEM zu lokalisieren.
Ebenfalls wurden Gold-markierte Pathogenitatsfaktoren in
Studien eingesetzt, um den ,crosstalk“ zwischen Pathogen
und Wirtszelle aufzukldren. Zusétzlich ist die elektronen-

mikroskopische Plattform mit zwei Transmissionselektro-
nenmikroskopen (TEM) ausgestattet, um die Immunlokali-
sierung von Pathogenitédtsfaktoren aus den FESEM-Studien
zu unterstiitzen und auf die Lokalisierung in bakteriellen
Zellen oder in der Wirtszelle auszuweiten, die in den FESEM-
Studien nicht zugédnglich sind. Weiterhin wird die TEM
eingesetzt, um die intrazelluldre Bewegung (trafficking)
der pathogenen Bakterien in der Wirtszelle zu verfolgen.

Historischer Riickblick auf die Entwicklung der Raster-
elektronenmikroskopie Im Jahre 1930, als der erste
Prototyp eines TEMs vor der Vollendung stand - entwickelt
durch Max Knoll und Manfred von Ardenne in Berlin-Lich-
terfeld - wurde auch ein SEM-Prototyp konstruiert. Leider
war die Auflosung dieses ersten Rasterelektronenmikro-
skopes nicht besser als die von Lichtmikroskopen. Wahrend
der folgenden 30 Jahre wurden einige Verbesserungen
durch Zworykin in den RCA Laboratories in den USA und
durch McMullan und Oatley an der Universitdt Cambridge
in England vorgenommen. Es dauerte dann noch bis in die
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Mitte der 1960er Jahre bevor das erste kommerzielle SEM,
das Mark Stereocam I, durch die Firma Cambridge einge-
fihrt wurde. Von da an haben sich mehrere Firmen wie
Zeiss, Philips (heute FEI), Cambridge, Hitachi und Jeol mit
der Entwicklung moderner SEMs befasst. Die Firma Zeiss
hat 1985 das erste digitalisierte SEM, das Model DSM950,
entwickelt und verkauft. Ganz besonders die Entwicklung
eines Feldemissionsemitters als Elektronenquelle erlaubte
eine bis dahin nicht mogliche Auflosung in der SEM von

1 nm bei einer Beschleunigungsspannung von 15 kV oder
4 nm bei nur 1 kV Beschleunigungsspannung.

Funktionsprinzip eines Rasterelektronenmikroskopes
Die Elektronenquelle und die verwendeten magnetischen
Linsen im SEM sind mit denen im TEM vergleichbar. Beim
TEM werden die Linsen zur Bildentstehung nach dem
Durchstrahlen einer diinnen Probe auf einem phosphori-
zierenden Leuchtschirm verwendet. Die Linsen im SEM
dagegen, erzeugen einen fein fokussierten Elektronenstrahl,
der {iber eine meist leitfahige Probe zeilenweise gerastert
wird. Das Auftreffen der Elektronen auf die Probe generiert
eine Anzahl von verschiedenen Signalen. Ein solches Signal
stellen z.B. die niederenergetischen Sekundérelektronen
dar, die aus der auBersten Schicht der Probe resultieren.
Diese SE-Elektronen werden mit einem Everhart-Thornley
SE-Detektor oder einem Inlens-SE-Detektor aufgenommen.

Wie wird das eigentliche Bild im SEM erzeugt? Fiir jeden
Punkt auf der Probe, der von dem Elektronenstrahl getroffen
wird und von dem SE-Elektronen emittiert werden, wird auf
dem Monitor ein Pixel erzeugt. Die Helligkeit des Pixels ist
direkt proportional zu den emittierten SE-Elektronen auf
der Probenoberfliche. Da die Elektronen tiber die gesamte
Probe gefiihrt werden, entsteht ein kontinuierliches Bild,
das aus vielen unterschiedlichen Schwarz- und WeiBtonen
besteht. Dies ist mit einem {iblichen Schwarz-WeiB-Bild
vergleichbar, wo Licht und Schatten ebenfalls eine Tiefen-
wirkung erzeugen.

Die Auflosung im SEM wird hauptsachlich durch die Spot-
groBe des Elektronenstrahls auf der Probenoberflache er-
reicht. Eine gebrdauchliche VergroBerung der konventionellen
SEMs, die mit einer Wolframkathode ausgeriistet sind, liegt
beim etwa 5000-fachen. Geréte mit einer Lanthanhexaborid-
Kathode (LaB6), die eine wesentlich hohere Strahlintensitat
erreichen, wurden danach entwickelt. Mit diesen erzielte
man eine Auflosung von etwa 5 nm bei einer Beschleuni-
gungsspannung von 20 kV und VergroBerungen bis zum
30.000-fachen. Diese Gerédte wurden dann erstmals fir die
Untersuchungen zur Adhdsion und Invasion von pathogenen
Bakterien eingesetzt. Jedoch war es mit diesen SEMs noch
nicht moglich, Gold-markierte Pathogenitatsfaktoren auf der

Oberflache von Bakterien nachzuweisen. Nur die Einfiihrung
der Feldemissionskathode, um 1980, erlaubte eine Auflo-
sung von 1 nm bei 15 kV. Dadurch wurden VergroBerungen
der Proben bis zum 200.000-fachen im téglichen Gebrauch
moglich, so dass Goldpartikel in Immun-FESEM-Studien mit
5 nm gut aufgeldst werden konnten.

Ebenfalls von groBer Bedeutung fiir die Darstellung der
Wechselwirkungen zwischen pathogenen Bakterien und
Wirtszellen ist die gute Auflosung von 2 nm bei 5 KV oder

4 nm bei nur 1 kV. Dies erlaubte erstmalig eine reale Abbil-
dung der Oberflache der Probe. In Abb. 1 wird eine verglei-
chende Darstellung der Auflosung eines Lanthanhexaborid
SEMs (Abb. 1A) und eines FESEMs mit der Schottky-Kathode
(Abb. 1B) derselben Probe gezeigt. Die Abbildung des Bak-
teriums Escherichia coli EPEC (enteropathogene E. coli) bei
einer Beschleunigungsspannung von 10 kV im SEM mit einer
LaBs-Kathode zeigt undeutliche Strukturen der Zelloberflache
ohne jeden Detailreichtum. Das mit dem Feldemissionsgerat
aufgenommene Bild zeichnet sich durch hochaufgeloste
Detailstrukturen aus, obwohl fiir diese Aufnahme nur eine
Beschleunigungsspannung von 1 kV verwendet wurde.

Abb. 1. Vergleich der Auflésung. Ein mit einer Lanthanhexa-
borid ausgestattetes konventionelles SEM ist nicht in der Lage,
das Proteinmuster auf der Zelloberfldche von Escherichia

coli EPEC bei einer Beschleunigungsspannung von 10 kV
aufzuldsen (A), wihrend ein FESEM dieses Proteinmuster mit
grofem Detailreichtum aufldst, obwohl eine zehnfach nied-
rigere Beschleunigungsspannung von 1 kV verwendet wurde
(B). Die Mapstiibe entsprechen 1 pm.

Elektronenoptische Abbildung von Wirt-Pathogen-Inter-
aktionen Voraussetzung fiir optimale Abbildungen in der
FESEM ist eine exzellente Erhaltung der Ultrastruktur der
Proben. Dies wird erreicht durch Fixierung mit Glutaral-
dehyd und Formaldehyd mit anschlieBender Entwdsserung
mit Aceton oder Ethanol. Fiir biologische Proben ist eine
Kritische-Punkt-Trocknung mit fliissigem CO, unabdingbar.
AbschlieBend werden die Proben meist mit einem diinnen
Goldfilm versehen, um die elektrische Leitfahigkeit der
Proben herzustellen. Dadurch kann man kontrastreiche und
kristallklare Aufnahmen, wie in Abb. 2 gezeigt, erzielen.



48 SONDERBEITRAGE | Hochauflésende Feldemissionsrasterelektronenmikroskopie

Abb. 2. Aktinpodest-Bildung durch E. coli EPEC auf Fibro-
blasten. Die Aufnahmen zeigen die Aktinpodeste unter
verschiedenen Beobachtungswinkeln, A-D Seitenansichten,
E Aufnahme von oben. Die Maf3stdbe entsprechen 0,5 um.

In Abb. 2 sind hochaufgeloste Abbildungen der Ausbildung
von Aktinpodesten gezeigt, hervorgerufen durch E. coli
EPEC auf Fibroblasten, unter verschiedenen Beobachtungs-
winkeln. Sie werden durch Kippen des Probenhalters in
Relation zum einfallenden Elektronenstrahl erreicht. In
Abb. 2A-D sind Seitenansichten der Aktinpodeste gezeigt,
wiahrend in Abb. 2E eine Ansicht von oben auf einen Podest
dargestellt ist.

Natiirlich zeigen solche FESEM-Aufnahmen neben dem wis-
senschaftlichen Aspekt auch eine besondere Asthetik der
Natur - mit hochaufgeldsten rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen kann man die natiirliche Schonheit und deren
Mechanismen erforschen, wenn diese zusatzlich noch mit
einem fotografisch geschulten Auge aufgenommen werden.

Die in Abb. 2 gezeigten Bilder geben per se eine iiberzeu-
gende Darstellung der Entstehung der Aktinpodeste, aber
die Frage erscheint erlaubt, ob die FESEM-Studien weiter-
gehende Informationen im Vergleich zu konfokalen Bildern
der Aktinpodestbildung liefern. Dass hochaufgeloste FESEM
Aufnahmen eine wesentliche Erweiterung bekannter In-
formationen im Vergleich zu lichtmikroskopischen Abbil-
dungen bieten, zeigen die Abb. 3 und 4. In Abb. 3 sind zehn
Schnitte einer konfokalen Z-Serie des Aufnahmeprozesses
von Streptococcus pyogenes mit einem Zeiss LSM510 Meta
System abgebildet. Das Wirtszellaktin wurde mit Phalloidin
Alexa-Griin gefarbt, wiahrend die Streptokokken mit einem
anti-Streptokokken-Antikorper und einem sekundéaren
Antikorper, gekoppelt an Alexa-Rot, markiert wurden. Die
konfokale Z-Serie zeigt, dass es zu Aktinansammlungen im
Umfeld der Streptokokken kommt, da man eine Aktinwolke
(griin) um die eindringenden Streptokokken vorfindet.

Abb. 3. Konfokale Z-Schnitte von in humane Endothelzellen (HUVEC) eindringenden Streptococcus pyogenes. Die Streptokokken
(rot) sind von Aktinwolken der Wirtszelle (griin) am Ort der Invasion umgeben. Die Maf3stibe entsprechen 2,5 um.
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Abb. 4. Unterschiedliche Invasionsmechanismen klinischer
Isolate von S. pyogenes. In A und C ist die Invasion von
Serotyp M1 Streptokokken gezeigt; C zeigt das Eindringen von
Serotyp M3 Streptokokken in humane Epithelzellen (HEp-2).
In D und E ist die Invasion von Serotyp M3 in humane Endo-
thelzellen (HUVEC) dargestellt.

Jedoch zeigen diese Bilder nicht die ultrastrukturelle Anord-
nung des Aktins um die Streptokokken, sondern beweisen
nur, dass Aktin an der Invasion beteiligt ist. Ob der Invasions-
prozess zipper-dhnlich ist, indem die Wirtszellmembran sich
ganz eng anliegend iiber die Streptokokken schiebt, oder

ob ein trigger-dhnlicher Prozess mit einer ausgepragten
Membranausstiilpung des Aktins am Ort der Anheftung der
Bakterien auf der Wirtszelle vorliegt, oder ob ganz andere
Aktinveranderungen beteiligt sind, ist nicht zu erkennen.

Ein Vergleich dieser konfokalen Bilder mit denen von FESEM
Aufnahmen, wie in Abb. 4, zeigt, dass man die unterschied-
lichsten Aktinverdnderungen wahrend des Invasionspro-
zesses der verschiedenen klinischen Isolate von Strepto-
kokken abbilden kann. Die Invasion kann mit ausgepragten
Aktinveranderungen einhergehen, die die invadierenden
Streptokokken umschlieBen (Abb. 4A) oder man detektiert
bei anderen Isolaten nur kleine Aktinverdnderungen auf der
Wirtszelle (Abb. 4B), oder ein sehr enger Kontakt mit den
Wirtszellmikrovilli kann beobachtet werden (Fig. 4C). Das
Streptokokken-Isolat, das in den konfokalen Bildern in Abb. 3
gezeigt wird, invadiert die Wirtszellen mit einem zipper-
dhnlichen Mechanismus, indem die Wirtszellmembran die
Bakterien eng umschlieBt (Abb. 4D und E). Anzumerken
bleibt, dass dieser Mechanismus nicht durch die konfokale
Z-Serie aufgeklart werden konnte. Wie schon gesagt, zeigen
die konfokalen Bilder eben nur eine farbige Darstellung

von markierten Strukturen in einem dunklen Hintergrund,
womit keine Informationen tiber die umgebenden zellularen
Strukturen abgebildet werden konnen, um eine detaillierte
Aussage tiber den Invasionsmechanismus zu erhalten.

Ein anderes Beispiel fiir einen neu gefundenen Invasions-
weg von Gruppe A Streptokokken, der nur mit Hilfe der
FESEM aufgeklart werden konnte, ist in Abb. 5 dargestellt.
Streptokokken, welche das Streptokokken-Fibronektin-bin-
dende Protein I (Sfbl) besitzen, induzieren nach Bindung an
das extrazelluldare Protein Fibronektin einen Signalweg. Er
fiihrt zur Aufnahme durch wirtseigene Caveolae, die Kom-
ponenten eines zelluldren endozytotischen Weges sind. Die
Streptokokken nutzen somit einen vorhandenen endozyto-
tischen Weg aus, um das eigene Uberleben und Persistenz
im Wirt zu erreichen, da die intrazellularen Streptokokken
nicht mit den Lysosomen bei der Caveolae-vermittelten Auf-
nahme verschmelzen. Der Prozess beginnt mit der Aggre-
gation von Caveolae um anheftende Bakterien (Abb. 5A), die
dann durch Fusion eine groBe Membraneinstiilpung (Inva-
gination) ausbilden (Abb. 5B), durch die die Streptokokken
in die Wirtszelle eindringen (Abb. 5C). Die intrazelluldren
Bakterien befinden sich dann in einem neuen zelluldren
Kompartiment, den sogenannten Caveosomen.

Abb. 5. Fibronektin-Sfbl vermittelte Invasion unter Ausnut-
zung von Caveolae. Caveolae (Pfeilspitzen) aggregieren um
adhdrente Streptokokken (A) und fusionieren zu grofien
Membraneinstiilpungen (B). Durch diese werden nachfolgend
die Streptokokken aufgenommen und befinden sich dann in-
trazelluldr in einem neuen Zellkompartiment dem sogenann-
ten Caveosomen. Die Mafstibe entsprechen 0,5 um.

Nachweis einer neuen Protein-umhiillten Struktur des
Typ IV Sekretionssystems von Helicobacter pylori

H. pylori ist fiir eine Reihe von Magen-Darmkrankheiten
verantwortlich und dem Bakterium wird ebenfalls eine Rolle
bei der Entstehung von Magenkrebs zugeschrieben. H. pylori
des Typs 1 besitzen eine sogenannte cag-Pathogenitatsinsel,
die fiir das Typ IV Sekretionssystem codiert. Fiir das Typ IV
Sekretionssystem wurde nachgewiesen, dass es fiir die
Injektion des Cag-Proteins in die Wirtszelle verantwortlich
ist, was zur Sekretion von Interleukin-8 durch die Wirtszelle
fiihrt. Antikorper, die gegen zwei verschiedene Proteine des
Typ IV Systems hergestellt wurden, markieren zwei unter-
schiedliche Bereiche des Bakteriums (Abb. 6). Der Antikorper
HP0527 wurde gegen ein Protein des H. pylori Typ IV Sys-
tems hergestellt, das homolog zum virB10 Protein ist, der
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Antikorper HP0532 wurde gegen das virB7-homologe Protein
des pflanzenpathogenen Bakteriums Agrobacterium tumefaci-
ens hergestellt. In A. tumefaciens wurde das Typ IV Sekre-
tionssystem erstmals entdeckt, eingehend beschrieben und
charakterisiert. Wie in Abb. 6A zu erkennen, markiert der
Antikorper HP0527 eine bakterielle Struktur, die als ein
Anhangsel der Bakterien angesehen werden kann. Im Ge-
gensatz dazu markiert der andere Antikorper HP0532 einen
Bereich auf der Oberfldche der Bakterien (Abb. 6B). Mehr
ultrastrukturelle Information war in den hochaufgelosten kon-
fokalen Bildern nicht zu erkennen. Betrachtet man H. pylori
jedoch bei VergroBerungen vom bis zu 100.000-fachen im
FESEM, konnte man eine filamentose Oberflachenstruktur
detektieren, die sich hauptsachlich am Pol der Bakterien be-
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findet (Abb. 7A). Weiterhin konnte der Aufbau der Anhang-
sel aufgeklart werden. Die Anhdngsel bestehen aus einer
inneren nadelférmigen Struktur, die nur teilweise — oder
wenn die Bakterien in Kontakt mit Wirtszellen sind, auch
vollstandig — mit Proteinen umbhiillt ist (Abb. 7A).

Mit der Einfiihrung von sogenannten hochauflésenden
Inlens-SE-Detektoren in moderne FESEMs, die im Falle des
Zeiss Gemini oberhalb der Objektivlinse eingebaut sind, war
es moglich, kontrastreiche und hochaufgeloste Bilder zu
erhalten, die es sogar erlauben, nur 2 nm groBe Goldpartikel
aufzuldsen. Dies machte es erstmals méglich, Immunmar-
kierungen auch im FESEM als sogenannte Immun-FESEM
durchzufiihren und somit stellt diese neue Technik eine

Abb. 6. Konfokale Z-Schnitte von zwei Immunfluoreszenz-markierten Proteinen des Typ 1V Sekretionssystems von Helicobacter pylori
Der Antikdrper HP0527/virB10 markiert eine filamentdse Struktur an der Bakterienzelle (A) wihrend der Antikorper HP0532/virB7
einen distinkten Bereich auf der Bakterienzellwand markiert (B). Der Mapstab entspricht 2 um.
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Abb. 7: FESEM Analyse der filamentdsen Struktur des TyplV Sekretionssystems und Immun-FESEM. A zeigt den Aufbau der filamen-
tosen Struktur aus einer inneren, starren Nadel (Pfeil), die mit Protein entweder teilweise oder ganz umhiillt ist (Pfeilspitzen). Das
auf der Nadel aufgelagerte Protein kann mit dem Antikorper HP0527/virB10 und Protein A Goldpartikeln markiert werden (B, Pfeile).
In Gegensatz dazu markiert der Antikérper HP0532/virB7 ein Protein, das an der Basis der Nadel in der bakteriellen Zellwand sitzt
(C-E). F zeigt eine schematische Darstellung der Sekretion und des Assembly aufgrund der FESEM Befunde. Die Mafstdibe entspre-

chen 100 nm.
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entscheidende Erweiterung der sonst meist iiblichen Immun-
markierungen dar. Sonst werden sie vorwiegend als Post-
embedding auf Ultradiinnschnitten fiir die TEM ausgefiihrt.
Die Immun-FESEM hat den entscheidenden Vorteil, dass ein
Gold-markiertes Protein im typischen 3-D dhnlichen ultra-
strukturellen Umfeld abgebildet werden kann.

Der Einsatz der beiden Antikorper HP0527/virB10 und
HP0532/virB7 in Immun-FESEM- Studien zeigte, dass das
vom HP0527/virB10 detektierte Protein nur in dem Protein
zu finden ist, das die innere nadelahnlichen Struktur um-
hiillt (Fig. 7B). Der andere Antikoper HP0532 weist dagegen
nur ein Protein nach, welches an der Basis der nadelfor-
migen Struktur sitzt. (Fig. 7C-D). Dieses Protein bildet somit
die Basis aus, durch die die Nadel synthetisiert wird, an

der dann das andere Protein entlang wandert. Keiner der
beiden untersuchten Antikorper zeigt jedoch eine Reaktion
mit der inneren nadeldhnlichen Struktur. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Anhédngsel, die in Kontakt mit den
Wirtszellen treten, deutlich mehr aufgelagertes Protein

und Goldmarkierungen zeigen als diejenigen, die nicht in
Kontakt sind. Diese Inmun-FESEM-Studien erlaubten eine
schematische Darstellung der HP0527 Sekretion und des
Assemblyprozesses vorzuschlagen (Fig. 7F).

Elektronenmikroskopie (EM) wurde lange als eine Methode
angesehen, die nur eine statische Momentaufnahme abbil-
den kann. Mit der Zeit hat sich diese Ansicht verandert und
relativiert. Es wurde gezeigt, dass sich mit EM sehr wohl
auch kinetische oder dynamische Prozesse verfolgen lassen,
die von z.B. einer Signaltransduktion ausgelost wurden. Als
Beispiel sei an ,pulse-chase” oder an Immunmarkierungs-
experimente erinnert, in denen die Proben nach definierten
Zeitabstanden nach Induktion des Signals fixiert und nach-
folgend analysiert werden.

Wie weiter oben schon ausgefiihrt, binden Sfbl-tragende
Streptokokken an Fibronektin, was als ein Briickenmolekiil
fiir die Bindung an a5B81- Integrin fungiert. Fiir die Integrine
ist bekannt, dass diese eine Signalvermittlung nur auslosen,
wenn sie als Aggregate (cluster) auf der Zelloberflache vor-
liegen. Wurde das Sfbl-Protein nun an 15 nm groBe Goldpar-
tikel gebunden und diese Sfbl-Goldpartikel dann zusammen
mit humanen Endothelzellen (HUVEC) inkubiert, konnte der
einsetzende Prozess der Integrinaggregation mit Hilfe der
FESEM verfolgt werden. In Abb. 8A ist gezeigt, dass die Sfbl-
Goldpartikel nur aus einzelnen oder doppelten Goldpartikeln
bestehen. Nach 15 min Inkubation auf HUVEC erkennt man
eine mehr oder weniger statistische Verteilung der Gold-
partikel (Abb. 8B, weie Punkte). Nach 45 Minuten konnte
man schon eine Aggregation der Goldpartikel erkennen und
man findet einige Caveolae in der Nahe der Goldkomplexe
(Abb. 8C, Pfeilspitzen). Nach 1 h wurden die Goldkomplexe

Abb. 8. Indirekte Visualisierung der Integrin-Aggregation auf
der Oberfliche von humanen Endothelzellen (HUVEC). Sfbl
umhiillte Goldpartikel (A) binden an 051 Integrine iiber
Fibronektin. Nach 15-minlitiger Inkubation erkennt man eine
statistische Verteilung der Goldpartikel auf der Zelloberfldche
(B). Nach 45 Minuten kommt es zur Aggregation der Goldpar-
tikel (C) und einige wenige Caveolae (Pfeilspitzen) sind in der
Ndéihe zu erkennen. Nach 1 h Inkubation kommt es zu grife-
ren Goldaggregaten und zahlreiche Caveolae befinden sich in
der Ndhe der Goldaggregate (D, Pfeilspitzen). Nach 2 h setzt
die Bildung der grof3en Membraneinstiilpungen ein, durch die
die Goldaggregate in die Zelle aufgenommen werden (E und F).

groBer und zahlreiche Caveolae waren um die Goldkomplexe
zu erkennen (Abb. 8D, Pfeilspitzen). Nach 2 h findet man die
gesamten SfbI-Goldpartikel in den Membraneinstiilpungen
und bei der Aufnahme in die Wirtszellen (Abb. 8B, E und F).
Dies entspricht dem identischen Aufnahmeprozess fiir Sfbl-
tragende Streptokokken in die Wirtszelle. Diese zeitab-
héngigen kinetischen Studien zeigen durch eine indirekte
Visualisierung tliber die SfbI-Goldpartikel nicht nur die
Aggregation der Integrine auf der Wirtszelloberflache,
sondern auch die durch die aggregierten Integrine ausge-
losten Signalvermittlung. Diese fiihrt zur Ansammlung von
Caveolae um diese Aggregate, was letztlich zur Aufnahme
der SfbI-Goldpartikel in die Zelle fiihrt.

Abbildung der Pneumokokkenkapsel und Bindung an ex-
trazelluldre Proteine durch Kryo-FESEM Werden Proben
konventionell fiir die FESEM herstellt, ist die Entwdsserung
mit organischen Losungsmitteln wie Ethanol und Azeton oft
ein Problem. Dadurch konnen Artefakte in die Proben ein-
geflihrt werden, besonders wenn es sich um wasserreiche
Strukturen von Bakterien, wie etwa die Kapsel, handelt. Um
dieses Problem zu umgehen, hat man in der EM Kryotech-
niken eingefiihrt, hier besonders auch fiir die TEM, wie
Hochdruckgefrieren, Gefrierbruch mit Gefrierdtzung und
Gefriersubstitution. Nur sehr wenige EM-Labore beschif-
tigten sich in den vergangenen 20 Jahren mit Kryo-Studien
in der REM. Wéhrend der letzten Jahre — besonders nach
der Einfiihrung der FESEM-Gerite — erlebten die Kryome-
thoden auch im SEM Sektor einen Aufschwung, erkennbar
an Artikeln in der Fachliteratur und in der Anerkennung
der Kryo-FESEM durch Zell- und Mikrobiologen.
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Abb. 9. Vergleich von konventionell und mit Kryotechniken prd-
parierten Kapseln von Pneumokokken. In A ist das Kollabieren
der hoch hydratisierten Kapsel nach Entwdsserung und Kri-
tische-Punkt-Trocknung dargestellt. Nach Einfrieren in fliissigen
Stickstoff und Gefrierbruch mit anschliefendem Gefrierditzen ist
die Pneumokokken Kapsel von extrazelluldren Bakterien sehr
gut erhalten (B, Sterne) und darstellbar. Keine Kapseln besitzen
jedoch hingegen intrazelluldre Pneumokokken (C), die damit
wdhrend der Invasion die Kapsel verlieren. Dieses Phdnomen
ist als Phasenvariation bekannt. Der Maf3stab entspricht 0,5 um
in A und die Mapstdbe in B und C entsprechen 0,25 um.

Die polysaccharidreiche Kapsel von Streptococcus pneumoniae
ist ein wichtiger Pathogenititsfaktor der Pneumokokken,
die z.B. gegen Phagozytose durch Immunzellen schiitzt. Da
- bedingt durch die Polysaccharide — die Kapsel sehr stark
hydratisiert ist, stellt die Erhaltung der Kapselstruktur ei-
nen hohen Anspruch an die Praparation fiir die elektronen-
mikroskopische Beobachtung. Mit Kapsel-stabilisierenden
Agenzien wie z.B. Lysin in Verbindung mit Ruthenium-Rot,
war es moglich, die Kapsel im TEM mit guter Strukturer-
haltung darzustellen. Prdparierte man die Proben jedoch
parallel auch fiir die FESEM, zeigte sich, dass diese sehr
empfindliche Kapselstruktur nach Trocknung, auch nach
der Kritischen-Punkt-Trocknung, kollabiert (Abb. 9A). Diese
Trocknungsartefakte konnten nur umgangen werden, in
dem die Proben in fliissigem Stickstoff eingefroren wurden

und dann im Kryo-Zusatz eines FESEM gefriergebrochen
und gefriergedtzt wurden. Das FESEM zeigt dann eine
vollkommen vitrifizierte Kapsel um die Pneumokokken
(Abb. 9B, Sterne). Zusatzlich erlaubte diese Methode, den
Kapseldurchmesser von unterschiedlichen klinischen Pneu-
mokokkenisolaten zu messen. Und das nahe an der in vivo
Struktur, was sonst durch keine andere Methode moglich
ist. Mit Hilfe der Kryo-FESEM lieB sich eindeutig nachwei-
sen, dass die Pneumokokken die Kapsel beim Eindringen in
die Wirtszelle verlieren wie Bild in Abb. 9C fiir isolierte in-
trazellulare Pneumokokken belegt. Intrazelluldre Bakterien
weisen keine Kapselstruktur mehr auf. Diese Phasenvaria-
tion konnte hier erstmalig mit SEM-Studien belegt werden.

Ein anderes Beispiel fiir Kryo-FESEM ist in Abb. 10 abgebil-
det. Studien mit radioaktiv-markiertem Kollagen IV zeigten,
dass Stamme von S. pyogenes Kollagen iiber zuvor gebunde-
nes Fibronektin auf der Oberflache binden und dass rekom-
binantes SfbI-Protein ebenfalls zur Kollagen IV Bindung
fahig ist. Mit Kryo-FESEM Studien zweier Streptococcus gor-
donii Stamme, dem Wildtyp und einem die Fibronektin-bin-
dende Bindungsdoméne des Sfbl-Proteins exprimierenden
Stamm, konnte diese Matrixproteinbindung an die Strepto-
kokkenoberfldche erstmals abgebildet werden. Der Wildtyp
zeigte im Kryo-Gefrierbruch das typische Bild eines Gram-
positiven Bakteriums (Abb. 10A). Dagegen ist die Zellober-
fliche des Sfbl-exprimierenden Stammes mit einer dicken
Schicht umgeben, die aus Fibronektin und Kollagen besteht
(Abb. 10B, Sterne). Interessanterweise sind die Bakterien
durch die Kollagenbindung untereinander vernetzt und bil-
den Aggregate (Abb. 10B, groBes Bild). Der Wildtyp-Stamm
bildet hingegen nur lange zusammenhédngende Ketten aus
(Abb. 10, A). Dass die an der Bakterienoberfliche gebun-
dene Schicht tatsachlich aus Kollagen besteht, wurde mit
Hilfe von spezifischen Antikorpern und Goldpartikeln in
Immunmarkierungen am Ultradiinnschnitt nachgewiesen.
Die dunklen Punkte reprasentieren gebundene kollagen-
spezifische gebundene Antikorper (Abb. 10C).

Die kollagenbindenden Stamme der Streptokokken konnen
zudem Kollagenfasern besiedeln (Abb. 10D). Durch die direkte
Abbildung der Kollagenbindung auf der Bakterienzellwand
und der beobachtbaren Besiedlung von Kollagenfasern im
Wirt konnte mit Hilfe der FESEM ein neuer Aggregations-
und Kolonisierungsmechanismus von Gruppe A Strepto-
kokken nachgewiesen werden.

Ausblick Die Verwendung der Elektronenmikroskopie (EM)
ist zur Klarung von biologischen Fragestellungen in den
letzen Jahrzehnten mehr und mehr zuriickgegangen, obwohl
vielfaltigste Methoden erarbeitet wurden und nur die EM
Fragestellungen beantworten kann, die durch andere Abbil-
dungsmethoden nicht zuganglich sind. Es scheint so, dass
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Abb. 10. Matrixprotein-Bindung von Sfbl-exprimierenden S. gor-
donii Stimmen. Kryo-FESEM wurde verwendet um die Kollagen
1V-Bindung auf der Zellwand von Sfbl-exprimierenden S. gordo-
nii zu visualisieren. Der Gefrierbruch vom Wildtyp-Stamm zeigt
das charakteristische Bild eines Gram-positiven Bakteriums

(A) wiihrend die Sfbl-tragenden S. gordonii von einer dicken
Schicht bestehend aus Fibronektin und Kollagen umgeben sind
(B, Sterne). Ebenfalls findet man die Bakterien tiber Kollagen
vernetzt, was an der Aggregation der Bakterien im Vergleich
zum Wildtyp erkennbar ist (B). Diese Aggregate verhindern die
Phagozytose durch Neutrophile. In C ist eine Inmunmarkierung
von Kollagen mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers im Ultra-
diinnschnitt gezeigt (TEM Aufnahme). In D ist die Bindung von
Sfbl-exprimierenden S. gordonii an Kollagenfasern des Typs

1 dargestelit. Die Maf3stibe entsprechen 5 um in den grofen
Bildern in A und B; sonst 0,5 um.

mit der Einfiihrung von neuen und modernen Verfahren

wie Videomikroskopie und Konfokaler Mikroskopie in der
Lichtmikroskopie, der Einsatz elektronenmikroskopischer
Methodiken immer weiter zuriickgedrangt wurde. Ein kurzer
Blick in eher mikrobiologisch oder zellbiologisch orientierte
Fachzeitschriften zeigt eindeutig, dass die ehemals hdufig
gezeigten EM-Bildtafeln fritherer Jahre mehr und mehr

durch farbige konfokale Bildtafeln ersetzt wurden. Ebenfalls
wurden in den letzten Jahren die Immunfluoreszenz-Metho-
den rasant weiterentwickelt, wie z.B. Fluoreszenzresonanz-
Energietransfer (FRET), um biochemische Reaktionen in
lebenden Zellen zu verfolgen oder die 2-Photonen Konfokale
Mikroskopie. Obwohl einige der lichtmikroskopischen Me-
thoden soweit verfeinert wurden, dass Auflésungen von bis
zu 100 nm erreichbar sind, bleibt die EM nach wie vor die
Methode der Wahl mit gentigend hoher Ortsauflésung. Etwa
um eine sensitive Lokalisierung von Proteinen mit einer
gleichzeitigen Darstellung der umgebenden Ultrastruktur
in Bakterien oder in eukaryontischen zellularen Komparti-
menten zu kombinieren.

Mit der Einfiihrung von hochauflésenden FESEM-Geraten
kam es zu einer Wiederbelebung des Interesses an elek-
tronenmikroskopischen Verfahren in der Biologie. Die in
diesem Artikel beschriebenen im FESEM hochaufgeldst
dargestellten Interaktionen zwischen Wirt und Pathogen be-
legen, dass die Rasterelektronenmikroskopie das ideale Ab-
bildungsverfahren ist, um solche Interaktionen zu beschrei-
ben und deren Mechanismus aufzukldren. Um aber einen
Einblick in die Abldufe in die Wirt-Pathogen Interaktionen
zu gewinnen, muss zukiinftig die hochauflosende FESEM-
Methode Hand in Hand mit lichtmikroskopischen Methoden,
genetischen, biochemischen und molekularen Losungsansét-
zen einhergehen. Nur so konnen die bis heute nicht ganz im
Detail verstanden Geheimnisse der pathogenen Bakterien
und ihrer Wechselwirkungen mit den Wirtszellen aufgeklart
werden. Neue Entwicklungen in elektronenmikroskopischen
Préaparationsverfahren wie Hochdruckgefrieren, Gefriersubs-
titution und Kryo-Elektronentomografie, zusammen mit der
Weiterentwicklung der Transmissionselektronenmikroskope
und Rasterelektronenmikroskopie, werden es ermoglichen,
neue Einblicke in das faszinierende Zusammenspiel von
Wirt und pathogenem Bakterium aufzuzeigen und deren
Mechanismus zu verstehen.

Alle Fotos: HZI, Rohde
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Vor drei Jahrzehnten starteten wir an der Gesellschaft fir Biotechnologische Forschung - jetzt Helmholtz-Zentrum fir Infektions-

forschung - ein Forschungsprojekt tiber Naturstoffe aus Bakterien. Dieses Projekt wurde méglich durch die enge Zusammenarbeit

der Abteilungen Biologie der Naturstoffe und Naturstoffchemie, schloss aber auch andere Abteilungen des Zentrums ein, wie etwa

die Instrumentelle Analytik und die Bioverfahrenstechnik. Bereits in einem friihen Projektstadium interessierten sich Industrie-

partner fir unsere Arbeit und priiften unsere Verbindungen auf Anwendungsmoglichkeiten in Medizin und Landwirtschaft. Im

Lauf der Jahre und mit wachsender Erfahrung weitete sich das Projekt erheblich aus. Zuletzt hatten wir etwa 600 Verbindungen

aus 114 verschiedenen Grundstrukturen isoliert und charakterisiert. Viele dieser Verbindungen waren vollig neu und hatten haufig

interessante und ungewdhnliche Wirkmechanismen. Das spiegelt sich in mehr als 1000 Veréffentlichungen aus Laboratorien auf

der ganzen Welt wider - Uber Teil- und Totalsynthesen, Untersuchungen zum Wirkmechanismus, die Verwendung der Substanzen

als Sonden bei biochemischen und physiologischen Studien oder Giber Untersuchungen zur Genetik des Syntheseapparats. Drei

Verbindungen Sorangicin, Melithiazol und Soraphen wurden intensiv beziiglich ihrer Praxisrelevanz bearbeitet und Epothilon durch-

lief alle drei Stufen der klinischen Tests als Antitumormedikament.

Weshalb haben wir nun ein solches Forschungspro-
gramm aufgegriffen? Naturstoffe — meist handelt es sich
um Sekundérmetabolite — spielen eine wichtige Rolle

in der Medizin und eine nur wenig geringere auch in

der Landwirtschaft. Von 877 neuen niedermolekularen
Medikamenten, die von 1981 bis 2002 weltweit eingefiihrt
wurden, waren 50 - 60% Naturstoffe oder von solchen durch
Derivatisierung abgeleitet beziehungsweise aus Naturstoff-
Leitstrukturen synthetisiert. Dieser Beitrag steigt noch im
Bereich der Antibiotika (78%) oder der Zytostatika fiir die
Krebsbehandlung (74%). Die hohe Ausbeute an bioaktiven
Substanzen bei Naturstoffen erklart sich aus der Rolle,

die diese fiir ihre Produzenten spielen: Sie wurden fir
Interaktionen mit Biomolekiilen selektioniert. Auch wenn
wir in vielen Féllen nicht wissen, welche Aufgaben sie im
Leben ihrer Produzenten iibernehmen, kann man doch
erkennen, dass sie einen Selektionsvorteil haben miissen,
denn fiir ihre Biosynthese wird ein komplexer genetischer
Apparat bendtigt, der ohne Selektionsdruck sicher nicht
erhalten bliebe. Und unter den Strukturvarianten, die von
einem Organismus gebildet werden, sind die Hauptkompo-
nenten fast immer die wirksamsten, also fiir diese Wirkung
optimiert. Die genau festgelegten biologischen Effekte
erzielen die Naturstoffe durch ihre chemischen Vielfalt und
sterische Komplexitdt, die weit iiber das hinausgeht, was
bei synthetischen Verbindungen normalerweise erreicht
werden kann. Um eine spezifische Wirkung zu erzielen,
muss sich eine Substanz an einer bestimmten Stelle des
Zielmolekiils — praktisch immer einem Protein - in einen
Schliissel-Schloss Mechanismus einfligen. So eine enge
Wechselwirkung setzt eine passende Raumstruktur und ein

in engen Grenzen festgelegtes Muster an reaktiven Grup-
pen bei dem Wirkstoff voraus. Die Zielproteine haben selbst
eine definierte Raumstruktur bei begrenzter Flexibilitat,
und das stellt hohe Anforderungen an die Konfiguration
einer selektiv interagierenden Substanz. Dem konnen
jeweils nur sehr wenige Verbindungen gerecht werden.
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Abb. 1. Die Aufkldrung des Wirkmechanismus einer neuen
Verbindung ist alles andere als trivial und kann leicht Jahre
in Anspruch nehmen. Nach Ergebnissen des NCI haben die
Vioprolide, die nur auf eukaryontische Zellen zytotoxisch
wirken, einen Wirkmechanismus, der von dem aller anderen
Wirkstoffe verschiedenen ist. Ihn aufzukldren gelang bis
heute aber nicht.
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Das riesige Reservoir an chemisch ganz unterschiedlichen
Naturstoffen bietet die besten Voraussetzungen, um eine
solche Verbindung zu finden. Erstaunlicherweise, und trotz
der eben gemachten Einschrankungen, haben manchmal
Verbindungen mit vollig verschiedener chemischer Struktur
denselben spezifischen Effekt. So blockieren z.B. Rifampicin
und Sorangicin beide die eubakterielle RNA Polymerase,

indem sie selektiv an die B-Untereinheit des Enzyms binden.

Tatsachlich beobachtet man sogar eine erhebliche Kreuzre-
sistenz zwischen den beiden. Oder Paclitaxel und Epothilon
binden beide an B-Tubulin und stabilisieren dadurch die
Mikrotubuli des Zellskeletts. In beiden Fallen tiberlappen
die Bindestellen, sind aber nicht vollig identisch. Sobald ein
Wirkstoff entdeckt ist, lasst sich auch seine Bindungsstelle
am Zielprotein bestimmen und die Wechselwirkung erkla-
ren. Die Hoffnung, neue Wirkstoffe auf Basis der Kenntnis
des Zielmolekiils de novo entwickeln zu konnen, hat sich
allerdings bislang nicht erfiillt. In der Regel sind die Wech-
selwirkungen zwischen Wirkstoff und Protein zu subtil und
das vergleichsweise riesige Zielmolekiil zu komplex, um die
erfolgversprechenden Regionen zuverldssig identifizieren zu
konnen. Ein weiterer Vorteil bei einem Screening von Natur-
stoffen ist zudem, dass man dabei auch Wirkorte entdecken
kann, an die bislang noch niemand gedacht hat. Das war bei
einigen unserer Myxobakteriensubstanzen tatsachlich der
Fall, etwa bei Soraphen, Ambruticin und Myxothiazol.

Weshalb wirken Naturstoffe auch auf Proteine, gegen
die sie sicher nicht entwickelt wurden? Wirkstoffe aus
Bakterien wirken beispielsweise auf Proteine des mensch-
lichen Stoffwechsels und gegen Stoffwechselerkrankungen
- obwohl die Produzenten dieser Naturstoffe nie mit den
menschlichen Zielmolekiilen konfrontiert wurden. Die
Erklarung dafiir ist, dass die Evolution von Proteinen nicht
in erster Linie auf einer Variation der Aminosdurense-
quenzen beruht. Deren Variationsmoglichkeit hatte in der
Tat astronomische AusmaBe. So ergeben sich fiir ein Protein
mittlerer GroBe mit 250 Aminosduren 2x10325> mogliche
Sequenzen; allerdings hatten die meisten davon energetisch
dquivalente Konformationen und waren daher nicht brauch-
bar fiir ein Protein mit einer festgelegten Funktion. Statt
dessen sind die Zehntausenden verschiedenen Proteine, die
sich etwa im menschlichen Korper finden, nur aus schét-
zungsweise 600 bis 800 verschiedenen Doménen aufgebaut.
Diese Doméanen sind kompakte, meist globulare Teilstlicke
von Proteinen. Sie sind 50 bis 350 Aminosduren lang und
zeigen feststehende Faltungsmuster und stabile Konformati-
onen. Neue Proteine scheinen wiahrend der Evolution haupt-
sdchlich durch Austausch und Abanderung von Doménen zu
entstehen. Ein Protein kann aus einer einzigen Doméane oder

aus bis zu einem Dutzend verschiedener Doméanen bestehen,
die dann gewohnlich unterschiedliche Funktionen im Protein
erfiillen. Eine bestimmte Doméane kann in verschiedenen
Proteinen mit ganz unterschiedlichen Aufgaben vorkommen.
Viele dieser Domanen sind schon seit sehr langer Zeit im
Umlauf und tauchen in ganz verschiedenen Organismen

auf - bis hinunter zu den Bakterien. So wird verstandlich,
dass Naturstoffe auf Proteine mit wechselnder Funktion in
unterschiedlichen Lebewesen wirken konnen, wenn diese
Proteine aus strukturell &hnlichen Domanen aufgebaut sind.

Die Bedeutung von Naturstoffen bei der Entdeckung
neuer Medikamente. Mit den Naturstoffen steht fiir
Screenings eine riesige Anzahl an hochst vielféltigen Struk-
turen mit feststehender Stereochemie zur Verfiigung, die
auf Wechselwirkung mit Biomolekiilen selektioniert sind.
Bislang ist es mit keinem anderen Ansatz moglich, eine
solche Fiille an aussichtsreichen chemischen Substanzen
und Einsichten zu liefern. Dennoch hat die Industrie nach
starkem Interesse an Naturstoffen in den 1970er und 80er
Jahren ihre Forschung auf diesem Gebiet mehr und mehr
zuriickgefahren. Das konnte der Hauptgrund dafiir sein,
warum die Zahl an neuen chemischen Leitstrukturen von
jahrlich durchschnittlich 30 auf 17 zuriickgegangen ist.

Warum hat nun die Industrie ihr Interesse an Natur-
stoffen verloren? Dafiir gibt es verschiedene Griinde.
Einer ist: zu langsam und zu teuer. Naturstoffe kommen in
Extrakten tiblicherweise in komplexen Gemischen vor, die
viele der ausgefeilten modernen Screening-Tests nicht gut
vertragen. Auch kann der Nachschub an weiterem Mate-
rial Schwierigkeiten bereiten. Jedoch haben analytische
und praparative Chemie wie auch die Synthese immer
komplexerer Molekiile in den letzten Jahrzehnten groBe
Fortschritte gemacht. Ferner wurden die Substanzmengen,
die fiir Screening und Strukturaufklarung benotigt werden,
dramatisch reduziert. Dazu haben moderne Gerite die
Identifizierung aktiver Komponenten in Gemischen und den
Ausschluss bereits bekannter Substanzen (Deconvolution)
erheblich verbessert

Ein zweiter Grund fiir das nachlassende Interesse an Na-
turstoffen ist die Konkurrenz um Forschungsgelder. In den
etzten Jahrzehnten hat die Industrie groBe Summen in die
Entwicklung von kombinatorischen Synthesen und Sub-
stanzbibliotheken investiert. Wahrend dieser Ansatz fiir den
Chemiker den Reiz einer intellektuellen Herausforderung
haben mag und ja auch eine groBe Zahl an Verbindungen
geliefert hat, ist das Ergebnis fiir den Pharmakologen
bisher noch sehr diirftig. Das mag sich mit der Zeit dndern,
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etwa durch Anwendung einer anspruchsvolleren Chemie
und durch Einsatz von Strukturelementen, die durch den
Abbau von Naturstoffen gewonnen wurden. Die chemische
Abwandlung von natiirlichen Leitstrukturen wurde natiir-
lich schon immer praktiziert. So wurden z.B. [xabepilone
(Bristol-Myers Squibb) und ZK-EPO (Schering) aus jeweils
300 semisynthetischen bzw. synthetischen Varianten von
Epothilon ausgewéhlt. Denn die gute Wechselwirkung zwi-
schen Wirkstoff und Zielmolekiil ist nur eine Vorbedingung
fiir ein gutes Medikament: Ebenso wichtig sind Nebenwir-
kungen, die Stabilitdt im Korper, das Eindringen in Organe
und Zellen, die Elimination und andere pharmakokinetische
und pharmkodynamische Eigenschaften.

Was nun die Kosten der Naturstoff-Forschung angeht, so ist
ein Blick auf die Gesamtaufwendungen fiir ein neues Medi-
kament aufschlussreich. Die Ausgaben fiir das neue Anti-HIV
Medikament Fuzeon werden auf mehr als 600 Millionen
Euro geschitzt - ohne die Kosten der Vermarktung. Davon
gingen mehr als 300 Millionen Euro in klinische Studien
und nur etwa 6 Millionen in die Basisforschung. Die Kosten
fiir das Auffinden einer guten neuen Leitstruktur sind offen-
sichtlich vernachléassigbar im Vergleich zur Evaluierung und
zur Entwicklung eines Produktionsprozesses.

Ein dritter Grund fiir die Skepsis gegentiber Naturstoffen
sind die Beschrankungen beim Sammeln biologischen
Materials - einschlieBlich Bodenproben - in vielen Teilen
der Welt, durch die Rio Konvention zum Schutz biologischer
Diversitit von 1992. Sie macht das Aushandeln von Vertra-
gen mit den verschiedenen Regierungen erforderlich, wobei
diese oftmals weit liberzogene Forderungen stellen.

Produzenten von Naturstoffen Das wirft die Frage nach
den Produzenten von Naturstoffen auf. Derzeit mogen mehr
als 150.000 Naturstoffe bekannt sein, wobei allerdings viele
davon strukturell miteinander verwandt sind. Die meisten
von ihnen wurden bei Pflanzen entdeckt, die ja von jeher
als Ausgangsmaterial zur Behandlung menschlicher Krank-
heiten verwendet wurden. In neuerer Zeit wurden durch die
Ethnopharmakologie die Kenntnisse von Naturvolkern tiber
Heilpflanzen genutzt, aber auch systematische Untersu-
chungen der chemischen Inhaltstoffe von Pflanzen werden
seit Jahrzehnten an vielen Orten durchgefiihrt. Die Erfor-
schung der Sekundarmetabolite von Mikroorganismen wur-
de dagegen erst moglich, nachdem die allgemeine Mikrobio-
logie in den 1930er und 40er Jahren einen ausreichenden
Entwicklungsstand erreicht hatte. Davor sind nur sehr
wenige Anwendungen mikrobieller Naturstoffe bekannt.
Beispiele sind die Ergot-Alkaloide im Mutterkorn-Pilz in der

Geburtsheilkunde, um die Uteruskontraktion anzuregen,
oder, ausgefallener, die Verabreichung von Fliegenpilzen
(Amanita muscaria) an schwedische und finnische Krieger
vor der Schlacht, um ihre Aggressivitédt zu erhohen (auch
um Fliegen in Fliegenfallen zu toten). Heutzutage sind
mikrobielle Sekundarstoffe eine sehr wichtige Quelle ins-
besondere, aber nicht nur, fiir Wirkstoffe gegen Bakterien
und Pilze. Mikrobielle Produkte haben dariiber hinaus den
Vorzug, dass ihre Gewinnung nicht von Klima, Jahreszeit
und Lokalitat abhangt, da sie in groBen Bioreaktoren mit
bis zu 400m3 Inhalt durchgefiihrt werden kann. In den
vergangenen 30 Jahren haben Meerestiere, meist solche, die
sich von Plankton ernahren, wie Schwamme, Korallen und
Tunikaten, viele interessante Stoffe geliefert. Nicht wenige
von diesen sind mit mikrobiellen Substanzen nahe ver-
wandt, und sehr wahrscheinlich stammen die meisten von
ihnen von den mikrobiellen Futterorganismen dieser Tiere.
Im Gegensatz zu Pflanzen, bei denen viele Familien reich
an Sekundérstoffen sind, ist bei Mikroorganismen deren
Bildung auf wenige Gruppen beschriankt. Als wir unser
Programm 1975 initiierten, waren neben einer kleinen
Gruppe von Schimmelpilzen nur drei Gruppen von Bakte-
rien als gute Produzenten von Naturstoffen bekannt: die
Actinomyceten, bei weitem die ergiebigste Quelle mit tiber
10 000 Verbindungen, die Bacillus-Arten und die Pseudo-
monaden. Da diese Gruppen schon seit 35 Jahren als gute
Produzenten bekannt waren, wurde es zunehmend aufwen-
diger, neue Strukturen bei ihnen zu finden. Wir beschlossen
deshalb, zunachst einmal nach einer neuen Quelle fiir
Sekundarstoffe zu suchen. Mit etwas Gliick hatten wir
damit fast auf Anhieb Erfolg, als wir auf die Myxobakterien
stieBen. Wir hatten mit diesen Organismen schon friiher
gearbeitet, so dass wir Erfahrung mit ihrer Isolierung und
Kultivierung hatten und so, in Zusammenarbeit mit der
Abteilung Naturstoffchemie, ohne groBen Zeitverlust ihre
Produkte isolieren konnten - was nicht zuletzt an den idea-
len Arbeitsbedingungen am Zentrum lag.

Deltapoteobacteria Myxobakterien sind Eubakterien, ge-
horen in die Klasse der Deltaproteobacteria, leben im Boden
und umfassen etwa 50 Arten. Ihre stibchenformigen Zellen
bewegen sich gleitend-kriechend und bilden leicht schlei-
mige, sich tiber die Kulturplatte ausbreitende zusammen-
hangende Schwarmkolonien. Myxobakterien sind soziale
Organismen mit hochentwickelten Kommunikationssys-
temen. Unter ungiinstigen Umweltbedingungen wandern
Hunderttausende von Zellen zusammen, haufen sich auf
und bilden Fruchtkorper. Das kinnen einfach schleimige
kopfchenformige Massen sein (Myxococcus), aber auch klei-
ne Baumchen mit Stielen, die an ihren Enden Sporangiolen
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Abb.2. Fiir unser Sreening mufiten stindig neue Stdmme isoliert werden. Am Ende hatten wir 7000 Stdmme von Myxobakterien
beisammen, die gréfite Sammlung, die jemals zusammengebracht und weltweit zugdnglich gemacht wurde. Sie wurde jetzt an die
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) abgegeben. Nebenbei entdeckten wir 9 neue Arten, 5 neue Gat-
tungen und 2 neue Familien, der grifite Zuwachs in der Myxobakterientaxonomie in den letzten 80 Jahren. Beispiele dafiir sind, von
links nach rechts, (gezeigt werden Fruchtkorper) a) Byssovorax cruenta, ein Zellulosezersetzer; b) Nannocystis exedens ssp. pulla;

und ¢) Chondromyces robustus. Fotos: Reichenbach

tragen (z.B. bei Stigmatella und Chondromyces). Die meisten
Myxobakterienfruchtkorper sind 0,1 bis 1 mm gro8 und oft
mit bloBem Auge zu sehen. Im Innern der reifenden Frucht-
korper verwandeln sich die vegetativen Zellen in trock-
nungsresistente Myxosporen. In diesem Zustand kann das
Bakterium 5 bis 15 Jahre getrocknet bei Zimmertemperatur
uberleben. Myxobakterien haben die groten von Bakterien
bekannten Genome. Das Genom eines Stamms von Sorangium
cellulosum, eines Zellulosezersetzers, ist 13,04 Mbp groB,
und damit rund dreimal so groB wie das E. coli Genom.

Warum bilden Myxobakterien so viele Sekundéarstoffe?
Dartiber 148t sich nur spekulieren. Einer der Griinde konnte
sein, dass Myxobakterienschwédrme in ihrem Habitat orts-
gebunden und deshalb gezwungen sind, ihren Platz zu ver-
teidigen. Auch konnten sich Myxobakterien durch Abtoten
und Abbau von anderen Organismen wichtige Nahrstoffe
verschaffen. Ferner leben die meisten Myxobakterien davon,
andere Bakterien zu zerlegen. Sie sind stdndig mit Fremd-
DNA konfrontiert und konnten so Stiicke davon aufsam-
meln, die fiir die Synthese von Sekundarstoffen brauchbar
sind. Tatsdchlich scheint das Epothilon Gencluster einen
Abschnitt zu enthalten, der von einem anderen Organismus
stammt. Die Analyse des Metagenoms im Boden legt nahe,
dass dort noch viele Tausende unbeschriebener Bakteri-
enarten leben, so dass im Habitat der Myxobakterien ein
gewaltiger Vorrat an Genen vorliegen diirfte. Ubrigens sind
nicht alle Myxobakterien gleichermaBen reich an Sekun-
darstoffen. Als gute Produzenten fanden wir die Gattungen
Sorangium, Polyangium, Chondromyces, Myxococcus, Cysto-
bacter, Archangium und Stigmatella. Auch die Herkunft der
Staimme konnte eine gewisse Rolle spielen. Staimme, die aus
Proben aus kalten und gemaBigten Klimaten isoliert wur-
den, sind oft solchen aus wirmeren Gegenden unterlegen.
Viele Staimme synthetisieren gleichzeitig mehrere — nach
unserer Erfahrung bis zu sieben —chemisch verschiedene
Verbindungen mit unterschiedlichen Wirkmechanismen.
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Abb. 3. Einige Myxobakterien synthetisieren auch sehr unge-
wohnliche Primdrmetabolite, z.B. Steroide. Steroide sind zwar
typische Bestandteile eukaryontischer Zellen, doch kennt man
nur ein einziges anderes Bakterium, das diese Substanzen
synthetisiert.

Verbindungen aus Myxobakterien Nur zwei der Substan-
zen waren bereits von anderen Bakterien bekannt: Althio-
mycin - von einem Streptomyceten — und Pyrrolnitrin - von
Pseudomonaden. Weitere sind strukturell verwandt mit
bekannten bakteriellen Metaboliten - Argyrin, Tartrolon,
Thiangazol, Ratjadon, Saframycin - oder mit Substanzen
aus Meerestieren — Chondramid, Apicularen, Saframycin.
Letztere sind besonders bemerkenswert, da bisher nur sehr
wenige Myxobakterien im marinen Lebensraum gefunden
wurden. Viele Myxobakteriensubstanzen sind jedoch vollig
neu. Meist handelt es sich um Polyketide oder Peptide, die
beide an Multienzymkomplexen synthetisiert werden. Die
Peptide enthalten haufig sehr ungewohnliche Aminosauren.
In einigen Fallen - Myxovirescin, Epothilon, Tubulysin

- findet man in den Polyketidsynthasen Polypeptidsyntheta-
se-Module. Einige Strukturen wirken ziemlich ausgefallen,
etwa Thiangazol mit drei Thiazolringen und einem Oxazol
hintereinander, ahnlich dem Tantazol aus einem Cyano-
bakterium, oder Tartrolon B, einer von nur vier bekannten
Bor-haltigen Naturstoffen.
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Im Hinblick auf eine mogliche Anwendung ist der Wirkme-
chanismus einer Verbindung von entscheidender Bedeutung.
Viele unserer Myxobakteriensubstanzen zeigen biologische
Aktivitdt, was mit unseren Screening-Methoden zusammen-
héangt. Denn anfangs benutzten wir ausschlieBlich Kulturen
von Bakterien, Hefen, Schimmelpilzen und tierischer Zellen
zur Substanzfindung. Spater, nachdem hochentwickelte
HPLC Apparaturen zugdnglich wurden, analysierten wir
dann auch die Kulturextrakte direkt und entdeckten so
Metabolite, die in unseren biologischen Testsystemen keine
Wirkung zeigten. Dieses Vorgehen ist allerdings nur dann
sinnvoll, wenn die neuen Substanzen anschlieBend in die
ausgefeilten und hochspezialisierten Screening-Tests einge-

schleust werden, wie sie z.B. die Pharmaindustrie verwendet.

Vielleicht unsere aufregendste Entdeckung sind fiinf My-
xobakteriensubstanzen, die auf das Zytoskelett eukaryon-
tischer Zellen wirken. Das ist ein duBerst seltener Wirkme-
chanismus bei mikrobiellen Sekundarstoffen. Rhizopodin
hat eine dramatische Wirkung auf das Aussehen der Zellen:
Tierische Zellen, z.B. Mausfibroblasten, werden groBer,
runden sich ab und bilden lange, verzweigte Ausléaufer.

Der Grund ist ein Zerfall des fibrillaren F-Aktins in der
Zelle, das fiir die Gestalt, Bewegung und die Trennung der
Tochterzellen mittels eines kontraktilen Aktinrings bei

der Zellteilung verantwortlich ist. Der Rhizopodin-Effekt
istirreversibel: Die Zellen werden vielkernig, fahren fort
zu wachsen und bleiben mehrere Wochen lang am Leben.
Die Chondramide haben die entgegengesetzte Wirkung:

Sie fordern die Aktin-Polymerisation und stabilisieren das
F-Aktin, was ebenfalls groBe, vielkernige Zellen entstehen
lasst. Der Chondramid-Effekt gleicht dem von Phalloidin,
einem der Toxine des Griinen Knollenbldtterpilzes (Amanita
phalloides). Chondramid verhindert sogar die Bindung von
Phalloidin an das F-Aktin, besetzt also dieselbe Bindestelle.

Als potentielle Antitumorsubstanzen sind Verbindungen,
die auf das Tubulinskelett wirken, erfolgversprechend,
denn sie blockieren die Mitose und losen damit eine
Apoptose aus. Von diesen fanden wir zwei Typen. Disorazol
bringt die Mikrotubuli in der Zelle bei einer Dosis unter
100 pM zum Verschwinden und fiihrt auch in vitro in uM
Konzentration zur Depolymerisation der Mikrotubuli. Eine
dhnliche Wirkung hat das Tubulysin, entfernt verwandt mit
Dolastatin 10, das urspriinglich aus einem Seehasen (Dola-
bella auricularia) isoliert wurde, tatsdchlich aber von einem
marinen Cyanobakterium (Symploca spec.) produziert wird,
das der Schnecke als Futter dient. Untersuchungen zum
Wirkmechanismus von Tubulysin zeigten sehr dhnliche
morphologische Veranderungen in den Zellen, wie sie fiir

Dolastatin 10 beschrieben wurden. Die Biosynthese von
Tubulysin durch Pyxidicoccus fallax - ehemals Angiococcus
disciformis - erfolgt durch ein Hybridenzym aus Nicht-ribo-
somaler Peptidsynthetase und Polyketidsynthase, benotigt
aber zusiatzliche modifizierende Enzyme, die nicht im
Tubulysin-Gencluster kodiert sind.

Epothilon Der bislang wichtigste Beitrag der Myxobak-
terien ist das Epothilon, das, dhnlich wie Paclitaxel, die
Tubulin-Polymerisation férdert und die Mikrotubuli stabili-
siert. Der Wirkstoff hédlt den Zellzyklus in der G2/M Phase
an, bevor bei der Kernteilung die Chromosomen aufgeteilt
werden, und 16st eine Apoptose aus. Er diirfte aber weniger
toxisch als die oben erwdahnten tubulinaktiven Substanzen
sein, weil er die Mikrotubuli in sich nicht teilenden Zellen
bestehen lasst, wenn er auch ihre Dynamik aufhebt. Denn
Mikrotubuli spielen bei intrazellularen Transportvorgan-
gen eine zentrale Rolle. Epothilon ist besonders dadurch
wertvoll, dass es von zelluldren Exportmechanismen

nicht erfasst wird und auch auf bestimmte Mutationen im
B-Tubulin nicht reagiert, die Resistenz gegen Paclitaxel
bewirken. Deshalb wirkt es selbst noch auf Krebszellen, die
vielfachresistent sind, so genannte MDR Zellen. Es konnte
also noch Patienten retten, die auf andere zytotoxische
Substanzen nicht mehr ansprechen. Die Entdeckung des
Wirkmechanismus von Epothilon 1995 loste in Forschungs-
instituten und in der Pharmaindustrie weltweit enorme
Aktivitaten aus. Seitdem erschienen mehr als 500 Artikel
uber (Total-)Synthesen, Strukturanaloga, Struktur-Aktivi-
tats-Beziehungen, biochemische Reaktionen, Biosynthese,
Genetik sowie praklinische und klinische Studien. Mehrere
klinische Kandidaten wurden von Bristol-Myers Squibb,
unserem Partner (Ixabepilone), Novartis (Patupilone und
Methylthioepothilon), Schering (ZK-EPO oder Sagopilone)
und Kosan/Hoffmann-La Roche (KOS-1584) eingefiihrt.

Epothilone B

Abb. 4. Epothilon B entsteht biosynthetisch aus Acetat, Pro-
pionat, Cystein und einer einzelnen Methylgruppe, wie durch
die Pfeile angezeigt.
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Abb. 5. Wie fiir mikrobielle Sekunddrmetabolite typisch, sind die Gene fiir die Epothilon-Synthese in einem Cluster aus 56 000
Basenpaaren vereint (voll sequenziert und patentiert bei Novartis: Molnar et al., ChemBiol 7: 97, 2000). Man beachte, daf die
Polyketidsynthase ein Modul mit einer nicht-ribosomalen Peptidsynthetase, EPOS P, enthdilt.

Ixabepilone hat inzwischen Phase III durchlaufen und
wahrscheinlich wird dafiir in naher Zukunft bei der FDA
die Zulassung beantragt.

Was lasst sich nun aus dieser Geschichte lernen? Wenn
man sich darauf einldsst, ein neues Forschungsgebiet zu
erschlieBen, ist es naiv, rasche Erfolge zu erwarten. Neue
Methoden sind zu entwickeln, was zeitaufwendig und wenig
lohnend ist, denn dariiber kann man nicht viel publizieren.
Man macht unvermeidlich Fehler, iibersieht interessante
Anwendungsmdglichkeiten, findet nicht zur rechten Zeit
passende Partner, muss Kritische Entscheidungstrager
tiberzeugen. Doch mit Geduld, Ausdauer und etwas Gliick
rechtfertigen die Ergebnisse am Ende die Anstrengung und
veranlassen vielleicht sogar andere Wissenschaftler, das
Forschungsprojekt weiterzufiihren.

Ixabepilone 23 (BMS-247550)

Fig. 6. In Ixabepilone, dem klinischen Kandidaten von Bristol-
Myers Squibb, ist die Lacton-Gruppe (der Sauerstoff im Ring)
durch ein Lactam ersetzt, um die Substanz besser vor dem
Angriff von Esterasen im menschlichen Korper zu schiitzen.
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| Prof. Dr. Jiirgen Wehland | Abteilung fiir Zellbiologie | jwe@helmholtz-hzi.de

Weltweit rufen Infektionserreger etwa ein Drittel aller krankheitsbedingten Todesfalle beim Menschen hervor. Zwar haben ver-
besserte Hygiene und die Verfligbarkeit von Antibiotika und Impfstoffen in den letzten Dekaden eine kontinuierliche Verringerung
von Infektionen bewirkt, aber die Entwicklung von Resistenzen gegen Antibiotika fiihrt dazu, dass viele bakterielle Infektions-
erreger mit Medikamenten nicht mehr zu bekdmpfen sind. Weltweite Reisetéatigkeit und globaler Warenaustausch haben zum
epidemieartigen Ausbruch bisher unbekannter Krankheiten wie AIDS oder vermeintlich ausgerotteter Infektionen wie der Tuber-

kulose gefiihrt.

In den westlichen Industriegesellschaften bekommen Infektionskrankheiten gerade durch die moderne Maximalmedizin eine neue
unerfreuliche Bedeutung: Bei Transplantationen oder auf Intensivstationen werden immunsupprimierte Patienten behandelt, die
besonders anféllig gegen opportunistische Erreger sind und intensiver infektionsmedizinischer Behandlung bedirfen. Dariber
hinaus kommt es trotz eines modernen Antibiotikamanagements in Kliniken immer wieder zur Bildung neuer Resistenzen. Sie
verschlechtern sowohl bei akuten als auch bei chronischen oder persistenten Infektionen die Heilungschancen erheblich. Diese
Situation erfordert dringend, dass neue Strategien zur Diagnose, Pravention und Therapie von Infektionskrankheiten entwickelt
werden. Dafir ist es unbedingt notwendig, dass die Grundlagenforschung die Mechanismen erforscht, die wahrend einer Infektion
zwischen Pathogen und Wirt eine Rolle spielen, um auf dieser Basis neue Strategien fir die Diagnose, Prophylaxe und Therapie

zu entwickeln. Insbesondere fiir die Entwicklung neuer Impfstoffe muss untersucht werden, wie das Immunsystem des Wirtes auf
das Eindringen des Krankheitserregers reagiert und wie ein Immunschutz entsteht. Nicht zuletzt muss aufgeklart werden, welchen

Einfluss Umweltfaktoren, wie Erndhrung und Pathogenreservoirs, auf den Verlauf einer Infektion und ihre Bekdmpfung haben.

Opportunistische Infektionen stellen nicht nur fiirimmungeschwachte Personen sondern auch fir eine alternde Bevolkerung ein
erhebliches Problem dar. Trotz dieser mehr als alarmierenden Entwicklungen sind die Mdglichkeiten fir die Etablierung neuer
Diagnostika und effektiver therapeutischer Strategien besser als je zuvor. Die systematische Genomanalyse kann Informationen
tiber potenzielle Wirkstoffziele bezliglich der Entwicklung neuer antimikrobieller Wirkstoffe liefern. Ein detaillierteres Versténdnis
der Funktionen individueller Gene - insbesondere die Interaktionen zwischen mikrobiellen und Wirtszellgenen - bildet die Grund-
lage fiir die gezielte Entwicklung chemotherapeutischer Anséatze. Die funktionelle Genomanalyse erdffnet auch die Mdoglichkeit,
molekulare Mechanismen von Immunreaktionen und die genetische Suszeptibilitdt bzw. Resistenz des Wirtes gegenlber Infektions-
krankheiten besser zu verstehen. Unsere Kenntnis der molekularen und zellularen Bestandteile des Immunsystems ermdglicht es

zudem, Immuntherapien einzusetzen, die weit iber die Prophylaxe hinausgehen und therapeutische Interventionen einschlieBen.

Unser sténdig erweitertes Verstédndnis des Immunsystems geht weit iiber dessen protektive Funktionen bei Infektionskrankheiten
hinaus und er&ffnet neue Mdglichkeiten der klinischen Intervention, die lber die verbesserte Prophylaxe hinaus auch neue Thera-
pien ermdglichen wird. Das Immunsystem schiitzt den Wirtsorganismus nicht nur gegen Mikroorganismen, sondern ist auch darauf
spezialisiert, veranderte zelluldre Antigene zu detektieren. Diese interne Uberwachung erméglicht die Entdeckung und Beseitigung
schéadlicher Verédnderungen in Geweben und Organen. Wir verstehen hingegen kaum, wie bestimmte Mikroorganismen das Immun-

system unterwandern oder umgehen und dann latente oder chronische Infektionen verursachen.
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Im Forschungsprogramm ,Infektion und Immunitat“ des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung liegt der Schwerpunkt der
Grundlagenforschung in der Aufklarung von Infektions- und Immunitatsmechanismen. Gerade die Schnittstelle dieser Arbeits-
gebiete stellt ein sehr groBes Potenzial fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe und Strategien fiir die Pravention und Behandlung von

Infektionskrankheiten dar.

Ziel des Programms ist es, die elementaren Mechanismen der Entstehung und Entwicklung von Infektionskrankheiten zu verstehen.
Dazu werden nicht nur Modell-Mikroorganismen und ihr Pathogenitatsverhalten untersucht, sondern auch die Immunantwort des
Wirts detailliert analysiert. Die individuellen molekularen und zelluldren Schritte im Verlauf eines Infektionsprozesses sollen auf-
geklart werden, ebenso wie die Mechanismen, die bestimmte Mikroorganismen entwickeln, um Krankheiten zu verursachen. Ferner
wollen wir detaillierte Einblicke in die grundlegenden Abwehrmechanismen gewinnen, die es dem Wirtsorganismus ermdglichen,
Infektionen zu kontrollieren und zu eliminieren. Hierauf aufbauend werden neue Strategien und Mittel entwickelt um Infektions-

krankheiten zu bekdmpfen und zu behandeln.

Die Themenbereiche des Forschungsprogramms

Wurmerkrankungen ° Mikroorganismen
154.000

Tuberkulose Malaria
1,66 Mio 1,1 Mio

Keuchhusten ° Pathogenese
296.000
Tetanus A d
309.000 * Immunbiologie
Atemwegs-
infektionen Masern

395 Moo 777.000 * Prévention und Therapie

Hepatitis
825.000

Darminfektion
ca. 2,12 Mio

AIDS/HIV
2,95 Mio

Infektionskrankheiten weltweit: Todesfille pro Jahr
Quelle: PathoGenoMik Report 2003
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Mikroorganismen

| Prof. Dr. G. Singh Chhatwal | Bereich Mikrobiologie | gsc@helmholtz-hzi.de

Mikrobielle Infektionen stellen nach wie vor eine ernsthafte Gefahr fiir die menschliche Gesundheit dar. Obwohl eine groBe
Auswahl an Antiinfektiva zur Verfligung steht, sind die Erkrankungs- und Sterblichkeitsraten durch Infektionen weiterhin auf hohem
Niveau - sowohl in Entwicklungslandern als auch in den Industrienationen. Voraussetzung fiir die Entwicklung neuer Ansatze zur
Bekdmpfung von Infektionen ist eine vollstandige Einsicht in die Prozesse, durch die pathogene Mikroorganismen Krankheiten
verursachen sowie die Identifizierung der daran beteiligten mikrobiellen Faktoren. Die Aufgabe der Forschungsprojekte dieses
Themenbereichs ist daher die Untersuchung der Biologie solcher Erreger bis zum molekularen Niveau mit dem Ziel, Virulenz-
faktoren zu identifizieren. Diese Virulenzfaktoren werden dann strukturell und funktionell charakterisiert. Dies beinhaltet auch die

Untersuchung des Einflusses auf zelluldare Netzwerke und ihre Rolle in der mikrobiellen Kommunikation.

Es werden verschiedene genetische, biochemische und zellbiologische Ansétze verfolgt, um Einblick in die Rolle wichtiger Virulenz-
faktoren verschiedener pathogener Mikroorganismen zu erhalten. Untersucht werden Pathogene mit klarer klinischer Relevanz,
wie Streptokokken, Pneumokokken, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia und Influenza-Virus. Die ausgewahlten Erreger decken ein
breites Spektrum an biologischen Eigenschaften ab. Gruppe A-, Gruppe G- und Gruppe C-Streptokokken verursachen eine Reihe
von Erkrankungen in Menschen. Darunter sind lebensbedrohliche invasive Infektionen und Folgeerkrankungen wie rheumatisches
Fieber. Pneumokokken haben eine herausragende Bedeutung als Verursacher schwerer Lungenentziindungen und Hirnhautent-
zlindungen. Oralstreptokokken sind nicht nur Verursacher von Karies und Parodontose, sondern haben klinische Relevanz durch
ihr erhebliches Potenzial, Sepsis und Endokarditis zu verursachen. Pseudomonas aeruginosa ist bei Mukoviszidose-Patienten der

dominierende Erreger in chronischen Lungeninfektionen.

Eine oft anzutreffende Uberlebensstrategie pathogener Mikroorganismen ist Diversitat unter den Stammen einer Spezies. Dieses
Thema beinhaltet deshalb Sequenzanalysen und anschlieBende vergleichende Analysen, um herauszufinden, warum manche Stam-
me ein hoheres Pathogenitédtspotenzial haben als andere eng verwandte Stamme. Einsicht in die genetischen Pfade, beispielsweise

in Verbindung mit Stoffwechselwegen, soll helfen, Zielmolekdle fiir neu zu entwickelnde antimikrobielle Medikamente zu identifizieren.

Um diese Ziele zu erreichen, wurden die folgenden vier Projekte aufgestellt, die aufgrund der vielfaltigen hier vorhandenen Exper-

tise synergistisch zusammenwirken:

Identifizierung und Charakterisierung von Virulenzfaktoren aus Gruppe A-, Gruppe G- und Gruppe C-Streptokokken, Oralstrepto-
kokken und Pneumokokken. Der Schwerpunkt liegt auf Faktoren, die fiir verschiedene Manifestationen verantwortlich sind. Zur
epidemiologischen Untersuchung von Streptokokkeninfektionen werden speziell entwickelte DNA-Microarrays eingesetzt. Funk-
tionelle Untersuchungen der identifizierten Faktoren schlieBen Interaktionen mit Wirtszellen und der extrazelluldren Matrix ein, um

Zielmolekdile fiir die therapeutische und prophylaktische Intervention zu identifizieren.
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Bislang zeigen die zur Verfligung stehenden Medikamente zur Therapie von Lungeninfektionen mit P. aeruginosa nur unzureichende
Wirkung, gemindert durch die Bildung mikrobieller Biofilme. Molekulare Mechanismen der Biofilmbildung sowie die Evolutions-
und Adaptationsmechanismen von P. aeruginosa werden in einem Projekt untersucht. Das erworbene Wissen wird der Entwicklung

neuer antimikrobieller Behandlungen dienen.

Zell-Zell-Kommunikation (Quorum Sensing) ist ein wichtiger pathogener Prozess, der an der Entstehung von Biofilmen beteiligt
ist. Das Verstehen der intermikrobiellen Kommunikation und der Eingriff in diese, eréffnet neue Moglichkeiten, die Bildung von
Biofilmen zu behindern. Uber solche Mechanismen kénnten bestehende Therapien verbessert oder gar neue entwickelt werden.
In diesem Projekt werden die Mechanismen der Biofilmbildung in Streptococcus mutans untersucht und die beteiligten Faktoren

identifiziert. Die Suche nach Inhibitoren der Biofilmbildung ist somit ein wichtiges Ziel des Projekts.

Mikroorganismen exprimieren eine ganze Reihe von Virulenzfaktoren, die es ihnen ermdglichen, eine Infektion zu etablieren und
der Immunantwort des Wirtes zu entgehen. Um zu verstehen, wie diese Faktoren mit Prozessen der Wirtszelle interferieren, wird
ein strukturbiologischer Ansatz verfolgt. In den letzten beiden Jahren lag der Fokus auf dem Typ-IIl Sekretionssystem bestimmter
Gram-negativer Pathogene und den Virulenzfaktoren des Influenza-Virus. Diese Analysen sollen zum Versténdnis der molekularen

Pathogenitatsmechanismen beitragen und die Grundlagen fir den Entwurf neuer Kontrollstrategien bilden.

Invasion der Streptokokken in Endothelzellen. Endothelzellen
wurden mit GFP-fusioniertem Racl (griin) transfiziert und an-
schliefiend mit Streptococcus pyogenes infiziert. Nach einer
Stunde wurden intrazelluldre und extrazelluldire Streptokokken
differentiell angefirbt. Streptokokken die sich auferhalb der
Zelle befinden erscheinen Magenta, wihrend die intrazellu-
ldren Bakterien in rotgelb dargestellt sind. Foto: HZI, Rohde
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01.1 Strukturanalyse von Virulenzfaktoren

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Dirk Heinz | Bereich Strukturbiologie | dih@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Isa Astner | Karsten Bruns | Carina Biittner | Dr. Susanne Freese | Dr. Joop van den Heuvel |

Dr. Hartmut Niemann | Dr. Alok Sharma | Dr. Wolf-Dieter Schubert | Jérg Schulze | Dr. Victor Wray

Bakterien, Viren und andere mikrobielle Krankheitserreger
infizieren den Wirt mit einem iiberschaubaren Arsenal ver-
schiedener Virulenzfaktoren, die gezielt in Wirtszellprozesse
eingreifen. Dadurch ermoglichen sie etwa die Ausbreitung
des Erregers im Wirt oder entgehen der Immunantwort. Ziel
dieses Projekts ist die Strukturaufklarung mikrobieller Viru-
lenzproteine unter Verwendung von Rontgenstrukturanalyse
oder Kernresonanzspektroskopie (NMR), um die vielfal-
tigen Mechanismen der Pathogenese besser zu verstehen.
Daraus sollen neue Strategien zur Bekampfung der Erreger
entwickelt werden. Ein weiteres Projekt befasst sich mit der
Strukturanalyse wichtiger Stoffwechselenzyme.

Typ llI-Sekretionssysteme: Infektion liber die Nadel
Gram-negative pathogene Bakterien, wie z. B. die Pesterre-
ger verfiigen iiber ein sogenanntes Typ III Sekretionssystem

Abb. 1. Die Struktur von SycT, dem Chaperon der Yersinia
Protease YopT

Abb. 2. Die erste Kristallstruktur von 5-Aminoldvulinsdure-
Synthase

(T3SS). Dartiber wird eine bestimmte Klasse von Virulenz-
faktoren, die sogenannten Typ III Effektoren, mit einer fei-
nen Nadel in die Wirtszelle injiziert. Damit die Effektoren in
die Wirtszelle gelangen konnen, miissen sie in der Bakteri-
enzelle tiber sogenannte Chaperone in einer translokations-
kompetenten Konformation gehalten werden. Die Struktur
von SycT (Abb. 1), des Chaperons fiir die Yersinia Protease
YopT legt nahe, dass SycT einen 2:1-Komplex mit YopT
bildet und diesen iiber zwei hydrophobe Bereiche in einer
teilgefalteten Konformation fixiert. Das human-pathogene
Bakterium EPEC transloziert ebenfalls tiber ein T3SS den
Membranrezeptor Tir, der die Anheftung der Bakterien an
Darmzellen ermoglicht. Tir wird in seiner phosphorylierten
Form spezifisch vom Wirtsprotein Nck erkannt, wodurch
weitere fiir die Infektion wichtige Prozesse in Gang gesetzt
werden. Die Struktur der SH2-Doméne von Nck im Komplex
mit einem Tir-Phosphopeptid zeigt erstmals diese Wirt-
Pathogen-Interaktion bei atomarer Auflosung.

Virulenzfaktoren des Grippevirus Das Influenza A Virus
(LAV) ist einer der verbreitetsten Erreger mit dem Potenzial,
katastrophale Pandemien auszuldsen - bei Mensch und Tier.
Das wird aus den letzten drei Pandemien ersichtlich. Der
schwerste Ausbruch war die ,,Spanische Grippe“(1918-19),
die viele Millionen Todesfille weltweit zur Folge hatte.

Von dem neuen Aminosaure-Protein PB1-F2, erstmals
erwahnt 2001, ist mittlerweile bekannt, dass es durch

das ZerreiBen von Mitochondrien zur Todlichkeit von TAV
beitragt. Kiirzlich haben wir die erste Struktur und die
ungewohnliche Oligomerisierung dieses preapoptotischen
Proteins vorgestellt und ein Modell fiir die mitochondriale
Interaktion vorgeschlagen. Unsere Erkenntnis soll helfen,
die grundlegenden molekularen Mechanismen der Pathoge-
nitdt hochinfektioser IAV-Stamme zu verstehen.

ALAS, ein Schliisselenzym der Himbiosynthese Tetra-
pyrrole wie das Him sind biologisch bedeutende Farbstoffe,
die als Kofaktoren bei zahlreichen Enzymen und Proteinen
fiir das Leben auf dieser Erde eine fundamental wichtige
Rolle spielen. Die ringformigen Molekiile werden in der
Natur aus kleineren Bausteinen gebildet. Der erste Schritt
wird durch die 5-Aminoldvulinsdure-Synthase (ALAS) ka-
talysiert, deren Fehlfunktion beim Menschen zu schweren
Anédmien fiihren kann. Die erste Kristallstruktur (Abb. 2)
einer ALAS erklart nicht nur den katalytischen Mechanis-
mus des Enzyms bei atomarer Auflosung, sondern zeigt
ebenfalls die strukturellen Konsequenzen von Mutationen
im Enzym, die zu menschlichen Erkrankungen, wie z. B.
Andmien und Porphyrien fiihren konnen.
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01.2 Pathogenese von chronischen Pseudomonas

aeruginosa Infektionen
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Mathias Misken

Die Erfolge der modernen Medizin werden zunehmend
durch opportunistische bakterielle Infektionen beeintrach-
tigt. Bei chronischen Infektionen schlieBen sich die Erreger
héufig in sogenannten Biofilmen zusammen. So sind sie sehr
wirksam vor Angriffen des Immunsystems oder Antibiotika
geschiitzt. AuBerdem verschafft das Leben in der Population
den Bakterien zusitzliche Mechanismen der Anpassung, die
iiber eine tibliche Reaktion auf Stresssituationen auf Einzel-
zellebene weit hinausgehen. Sie profitieren dabei insbeson-
dere von ihrer Diversitdt und von Kooperation.

Diversitat erleichtert das Uberleben Pseudomonas aerugi-
nosa ist der dominante pathogene Erreger der chronischen
Infektion der Lunge von Mukoviszidose Patienten. Obwohl
die meisten Patienten mit nur einem P. aeruginosa Klon
kolonisiert sind finden wir verschiedene bakterielle Mor-
photypen in der Lunge. Diese Diversitét scheint eine groBe
Rolle bei der Persistenz des Keims und damit der Ausbil-
dung einer chronischen Infektion zu spielen. Wir wollen die
molekularen Mechanismen aufklédren, die der Generierung
dieser Diversitdt zugrunde liegen und besonders gut adap-
tierte P. aeruginosa Biofilm-Phénotypen charakterisieren.

Wir haben zuvor gezeigt, dass eine adhdrente Untergruppe
von sogenannten “Small Colony Varaints” (SCVs) in der
Lunge von Mukoviszidose Patienten selektioniert wird. Ein
Umschalten zu einem auto-aggregativen biofilmbildenden
SCV Phénotyp scheint dabei mit der Expression des “Cha-
perone Usher Pathway” (cupA) Genklusters assoziiert zu
sein. CupA kodiert fiir bakterielle Fimbrien und wird tiber
eine Modulation eines bakteriellen Signalmolekiils, dem
zyklischen di-GMP (c-di-GMP), reguliert. Kiinftig werden
wir uns auf die Identifikation von cupA kodierten Fimbrien
in klinischen Isolaten und Fimbrien-Antigenen in explan-
tierten Lungen konzentrieren.

Wir interessieren uns weiterhin fiir die Identifikation von
Mutationen, die der Diversitdt P. aeruginosa in Biofilmen
zugrunde liegen. Eine neue Mikroarray-Hybridisierungs-
methode lasst die Identifizierung von Mutationen in Helico-
bacter pylori zu. In Zusammenarbeit mit Affymetrix haben
wir einen P. aeruginosa Array hergestellt, der das gesamte
Genom abdeckt. Damit wollen wir Mutationen identifizieren,
die in P. aeruginosa unter in vitro Biofilm-Wachstumsbedin-
gungen und in vivo im Laufe einer chronischen Infektion

entstehen. Das Wissen um die Genotypen, die zu unter-
schiedlichen Infektionsstadien selektioniert werden, sollte
uns helfen, neue erfolgsversprechende Therapiestrategien
zu entwickeln.

Kooperation durch Kommunikation P. aeruginosa produ-
ziert neben zwei gut charakterisierten Homoserinlakton
Signalmolekiilen ein drittes interbakterielles Signalmo-
lekiil, das Pseudomonas Quinolone Signal (PQS). PQS
reguliert in Abhéngigkeit von der Zelldichte — ebenso wie
die Homoserinlaktone - Virulenzfaktoren und ist essentiell
fiir die Etablierung von P. aeruginosa Biofilmen. Wir haben
kiirzlich den PQS Biosyntheseweg analysiert und konnten
zeigen, dass PQS eine wichtige Rolle bei der bakteriellen Ei-
sen-Homoostase spielt. Die Untersuchung der Verbindungen
der interbakteriellen Kommunikation und des PQS Regu-
lons sowie des Einflusses von Umweltfaktoren auf diese
wird eine interessante zukiinftige Herausforderung sein.

Yusuf Nalca und Dr. Susanne Hdufler diskutieren tiber die
Darstellung von Pseudomonas aeruginosa Biofilmen im
Fluoreszenzmikroskop. Foto: HZI, Bierstedt
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01.3 Virulenzfaktoren der Streptokokken und

Pneumokokken
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Dr. Susanne Talay

Gruppe A Streptokokken und Pneumokokken sind wich-
tige Krankheitserreger beim Menschen und verursachen
viele verschiedene Krankheiten und Nachfolgeerkrankun-
gen. Auch Gruppe C und G Streptokokken gewinnen als
humanpathogene Bakterien an Bedeutung und werden mit
der Entstehung des rheumatischen Fiebers in Verbindung
gebracht. Trotz verschiedener Antibiotika bleibt die Mor-
talitat und Morbiditat durch Streptokokken sehr hoch. Die
Identifizierung, molekulare Charakterisierung und Struk-
tur-Funktions-Analyse der Streptokokkenvirulenzfaktoren
sind Voraussetzungen, um neue Bekdmpfungsstrategien zu
entwickeln.

Streptokokkeninvasion und invasive Krankheiten Die In-
vasion der Streptokokken in Wirtsgewebe und Zellen ist ein
wichtiger Schritt in der Pathogenese. Dadurch verursachen
Streptokokken nicht nur lebensbedrohliche invasive Krank-
heiten, sondern sind auch in der Lage, intrazellular zu iiber-
leben. Dadurch umgehen sie die Wirtsimmunabwehr und
die Wirkung von Antibiotika. Wir haben die Mechanismen
der Invasion und des intrazelluliren Uberlebens aufgeklrt.
Die Aufnahme der Streptokokken findet auf zwei Wegen
statt. Die Fibronektin-vermittelte Invasion fiihrt zur Bil-
dung von Caveosomen. Die Fibronektin-unabhdngige Invasi-
on fliihrt dagegen zur Bildung von Membranausstiilpungen.
Intrazelluldres Uberleben der Streptokokken ist wichtig fiir
Persistenz und damit fiir wiederkehrende Infektionen. Da
Penizillin nicht in eukaryotische Zellen eindringt, muss die
Beseitigung persistenter Streptokokken mit anderen Antibi-
otika - wie Erythromycin oder Azithromicin - erfolgen.

Gruppe C und Gruppe G Streptokokken bei mensch-
lichen Infektionen Gruppe C (GCS) und Gruppe G (GGS)
Streptokokken agieren in Mensch und Tier als kommen-
sale, aber auch als ernsthafte Erreger von Erkrankungen.
Gruppe A Streptokokken sind fiir die Entstehung von
akutem rheumatischen Fieber (ARF) und nachfolgender
rheumatischer Herzkrankheit (RHD) verantwortlich. GCS
und GGS 16sen ebenfalls diese Autoimmunerkrankungen
beim Menschen aus. Die Bindung und Aggregation von Typ
IV Kollagen durch Gruppe A Streptokokken wurde als einer
der Mechanismen des ARF beschrieben. GCS- und GGS-
Isolate von Tier und Mensch binden ebenfalls Kollagen, aber
nur Isolate vom Menschen aggregieren das Kollagen. Ein
von uns identifiziertes Streptokokkenpeptid, das fiir die
Aggregation von Kollagen von Bedeutung ist, ist ein wich-
tiger Marker fiir rheumatogene Streptokokken.

Virulenzfaktoren alphahdamolytischer Streptokokken
Diese Streptokokken — auch Oralstreptokokken gehoren
dazu -, verursachen nicht nur Zahnentziindungen, sondern
auch Blutvergiftungen und Herzklappenentziindungen. Die
molekularen Ereignisse, die diese Bakterien in anderen
Nischen als der Mundhdhle so gefahrlich machen, sind
nicht bekannt und miissen dringend untersucht werden. In
Zusammenarbeit mit dem Klinikum Leipzig haben wir eine
grofe Sammlung von Oralstreptokokken angelegt und ei-
nen DNA-Mikroarray entwickelt. Einige der identifizierten
Virulenzfaktoren zeigen Ahnlichkeiten mit Faktoren der
betahdmolytischen Streptokokken und erkléren damit ihr
pathogenes Potential.

Proteomanalyse der Pneumokokken Pneumokokken
kommen als harmlose Kommensale sowie als Krankheitser-
reger im Atemweg vor. Um diesen Ubergang zu verstehen,
haben wir eine Proteomanalyse der Pneumokokken durch-
gefiihrt. Damit haben wir zwei Faktoren identifiziert, die

in diese Umwandlung involviert sind. Weitere Untersu-
chungen werden zum Verstdndnis der Infektionsprozesse
und zur Entwicklung neuer Bekdmpfungsstrategien fiihren.

Aufnahme von Streptokokken in humane Zellen. Die elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Akkumulation
von Caveolae - ca. 60-80 nm grofe Einstiilpungen der Zell-
membran (Insert) — und die Bildung eines sog. Caveosomes
wdhrend der Aufnahme von Sfbl-exprimierenden Streptok-
okken (A). Die Internalisierung von Streptokokken des
Serotyps M3, die kein Sfbl exprimieren, fiihrt hingegen zur
Bildung von Membranaustiilpungen (B). Fotos: HZI, Rohde
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Bakterien synthetisieren kleine, frei diffundierende Signal-
molekiile, sogenannte ,Autoinducer®, die wichtige physiolo-
gische Eigenschaften in Abhdngigkeit von ihrer Konzentra-
tion regulieren. Zum Beispiel wird das Leuchten und die
Produktion von Toxinen bei Bakterien der Gattung Vibrio
nur dann induziert, wenn die Zelldichte iiber einem be-
stimmten Wert, dem sogenannten Quorum, liegt. Diese Art
der Kommunikation zwischen Zellen einer Population heifit
daher ,Quorum Sensing“. Sie steuert bei vielen Pathogenen
die Expression von Virulenzfaktoren und die Bildung von
Biofilmen. Das Verstandnis der Mechanismen des ,,Quorum
Sensing“ eroffnet neue Moglichkeiten, Infektionen zu
beeinflussen und potenzielle Alternativen fiir Antibiotika
zu entwickeln.

»Quorum sensing* und Biofilmbildung bei dem Kariesbak-
terium Streptococcus mutans Streptococcus mutans ist ein
Bestandteil von Zahnplaque und einer der wichtigsten Aus-
l6ser von Karies. Seine Virulenzeigenschaften, einschlie-
lich der Bildung von Biofilmen, werden durch ,Quorum
sensing“ kontrolliert. Wir haben einen Genome-Microarray
fir S. mutans entwickelt, der alle 1950 Gene des Bakteri-
ums enthélt. Durch Profilierung des Transkriptoms konnten
wir zum ersten Mal Gene identifizieren, die durch das
universelle Bakteriensignalmolekiil Autoinducer-2 reguliert
werden. Die Funktion vieler dieser Gene ist unbekannt.

Sie werden nun Kkloniert und exprimiert, um die kodierten
Proteine zu untersuchen, die als neue Targets fiir die Hem-
mung von S. mutans Biofilmen und damit Kariesprévention
dienen konnten.

»AQuorum sensing* in Roseobacter Die Roseobacter Gruppe
ist eine phylogenetisch koherente, physiologisch heterogene
Gruppe von Alphaproteobakterien, die bis zu 25% aller Bak-
terien in marinen mikrobiellen Gemeinschaften ausmachen
kann. Sie spielt eine groBe Rolle fiir die globalen Kohlen-
stoff- und Schwefelkreislaufe, die das Klima beeinflussen.
Wir untersuchen die Okologie dieser Organismen durch Ar-
beiten an reprasentativen Vertretern in Kultur, aufbauend
auf der Sequenzierung vollstindiger Genome. Dabei haben
wir viele neue ,Quorum Sensing® Signalmolekiile entdeckt,
deren regulatorische Funktion noch unbekannt ist und
durch funktionelle Genomanalysen aufgeklart werden soll.

Biofilm von Streptococcus mutans UA 159 kultiviert ohne

(A) und mit (B) Ambruticin, eine Verbindung aus Myxobakte-
rien. Das Bild wurde mit einem Konfokalen Laser Scanning
Mikroskop aufgenommen; der anaerobe Bilfilm wurde mit den
Life-/Dead Fluoreszenz-Farbstoffen angeférbt. Foto: HZI

Suche nach Inhibitoren fiir ,Quorum Sensing* Mit Hilfe
von Biotests, die auf ,Quorum Sensing“ Signalmechanismen
beruhen, haben wir kleine chemische Molekiile identifi-
ziert, mit denen die mikrobielle Kommunikation gestort
werden kann. Sie wurden aus verschiedenen biologischen
Materialien isoliert: Aus den leicht fliichtigen Verbindungen,
die von Bakterien, Spinnen und Reptilien ausgeschieden
werden, sowie aus den Kulturiiberstdnden von Myxobak-
terien. Hemmstoffe werden auch von Alphaproteobakterien
produziert, die auf der Oberflaichen von marinen Seeschei-
den, Moostierchen und Schwidmmen leben. Wir sind nun
dabei, diese Inhibitoren aus Kulturiiberstinden zu isolieren
und ihre Wirkungsmechanismen aufzuklaren.
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Pathogenese
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Pathogene befallen ihren Wirt und fiihren zu Erkrankungen. Dieses einfache generelle Prinzip ist verbunden mit einer Vielzahl mog-
licher Pathogene, seien es Viren, Bakterien oder Parasiten. Diese Variabilitat schlagt sich auch in den unterschiedlichen Erkran-
kungen wieder. Ein Pathogen kann einerseits kurzzeitiges Unwohlsein zur Folge haben, kann andererseits innerhalb weniger Tage

zum Tode flihren oder uns bis zum Ende unseres Lebens begleiten.

Im Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung arbeiten mehrere Arbeitsgruppen auf dem Gebiet der Pathogeneseforschung. Das
Forschungsgebiet beleuchtet eine Vielzahl von Krankheiten mit den unterschiedlichsten Auspragungen. Wir versuchen, moglichst
grundlegende Mechanismen der Pathogenese aufzuklaren. Also Mechanismen, die von mehr als nur einem Pathogen genutzt
werden, auch wenn jedes einen eigenen Weg gefunden hat, in unseren K&rper zu gelangen. Bei der Analyse dieser Mechanismen
ist in der Vergangenheit klar geworden, dass Pathogene bestehende Signalwege in unserem Kérper nutzen und fir ihre eigenen
Bedirfnisse verwenden oder modifizieren. Es wurde auch klar, dass Verdnderungen genau dieser Signalwege durch andere Ereig-

nisse zu Krankheiten wie Autoimmunitat oder Krebs fiihren kénnen.

Die Pathogeneseforschung betreiben wir auf den unterschiedlichsten Ebenen. Verdnderungen im Proteinnetzwerk werden in der
Arbeitsgruppe von Jantsch mit Hilfe der Proteomforschung analysiert. Die Signalwege der Infektion werden durch das gezielte
Ausschalten von Genprodukten mit Hilfe der sogenannten Anti-Sense RNA-Technologie in Zelllinien untersucht oder aber durch
gezieltes Ausschalten der Gene auf Ebene der DNA. Die Gruppen von Stradal und Rottner verwenden diesen experimentellen

Ansatz. Beide nutzen die neuesten Mikroskoptechnologien um die Invasion von Pathogenen auf Einzelzellniveau zu beobachten.

Wahrend die oben genannten Arbeitsgruppen auf der Ebene einzelner Zellen arbeiten, basiert die Arbeit der Gruppen Medina,
Lengeling, Miiller und Schughart auf der Analyse der Infektionen im Organismus. Sie analysieren unterschiedliche Mausmutanten
aus verschiedenen Inzuchtstdmmen, um die Wirkung der Pathogene in einem vollstdndigen Organismus zu studieren. Dieser Weg
ist wichtig, da in der Kulturschale immer nur ein sehr kleiner Ausschnitt der komplexen Ablaufe der Wirt-Pathogen-Interaktion stu-
diert werden kann. Diese Forschungsaktivitdten sind in der ,Infection Challenge Platform“ gebiindelt, die mit Hilfe des Nationalen

Genomforschungsnetz im Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung etabliert werden konnte.

Die Arbeitsgruppe von Medina sucht nach Genen, die die Anfélligkeit fiir den septischen Schock in M&usen kontrollieren. Hierzu
werden verschiedene Mauslinien miteinander verglichen, Stdmme die einen skeptischen Schock bekommen mit Stimmen, die dies
nicht tun. Durch diese Art der Analyse hat die Arbeitsgruppe Genorte im Genom der Maus gefunden, die den Verlauf der Sepsis
steuern. Sobald diese Genorte genauer analysiert wurden, werden in der Zukunft vielleicht Arzte in der Lage sein, Patienten Uber

die Analyse der Gene in individuelle Risikogruppen einzuteilen und so eine spezifische und optimierte Therapie anzubieten.

Die Arbeitsgruppen Lengeling und Miiller untersuchen Infektionen in Mausen, die iber gezielte genetische Verdnderungen, solche
Gene nicht mehr in sich tragen, die in einer Infektabwehr eine Bedeutung haben kénnten. Es werden Gene untersucht, die fir die
Funktion der T-Lymphozyten oder Makrophagen wichtig sind. Diese Mausmutanten werden in Infektionsversuchen mit Bakterien

oder Parasiten untersucht.
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Die Gruppen Schughart und Medina untersuchen sogenannte ,recombinant inbred strains®, um die Anfélligkeit gegeniber Infek-
tionen zu erforschen. Wahrend die Experimente von Lengeling und Miiller in genetisch einheitlichen Mauskohorten untersucht
werden, reprdsentieren die ,recombinant inbred strains“ in ihrer Gesamtheit eine viel gréBere genetische Vielfalt. Durch diese
genetische Vielfalt sind diese Mause viel naher an der Populationssituation des Menschen, in der jedes Individuum seine eigene
individuelle Genzusammensetzung besitzt - auBer bei eineiigen Zwillingen. Das Ziel dieser Untersuchungen ist die Identifikation

so genannter ,modifier” Gene. Diese Gene sind nicht direkt an den Signalwegen wahrend der Infektion beteiligt, regulieren aber
mehrere dieser Wege und beeinflussen so indirekt unsere Empfindlichkeiten gegeniiber Infektionserkrankungen. Auf der einen Sei-
te ist die Analyse der ,recombinant inbred strains“ viel aufwendiger, als die Analyse von Inzuchtlinien, die Antworten reflektieren
jedoch viel besser, was wir in Patienten beobachten. In wenigen Jahren wird die sogenannte zweite Generation der ,,recombinant
inbred strains“ zur Verfligung stehen, die es den Wissenschaftlern erlauben wird, etwa eine Millionen unterschiedlicher aber genau

definierter Mausgenotypen zu untersuchen, eine Aufgabe, die sehr aufwendig ist, aber ein groBes Potenzial hat.

Mause Mause Standardisierte Durchfiihrungsbedingungen
¢ Inzucht, Anzuchtstamme

¢ Rekombinante Inzuchtstdmme
* Gezielt eingeflihrte Mutationen
 Nitrose-Harnstoff (ENU) .

induzierte Mutationen Sanieru ng
* Spontane Mutationen Embryotransfer

mit undefiniertem Gesundheitsstatus Priméranalytik

* FACS Analyse peripheren Blutes
* Bestimmung der Immunglobulinkonzentrationen

Erweiterte Primaranalytik

* TNF o Produktion von Makrophagen nach
PAMP Stimulation

* Listerizidale Aktivitat von Makrophagen

Gesundheitsstatus * NO-Produktion von Makrophagen

e FELASA

« Definierte Darmflora Sekundéranalytik

* Infektion von Mausen mit Yersinia enterocolitica

IC P  Bestimmung der Anzahl von CFUs von Peyers
Patches nach Ye. Infektion

Infektion von M&usen mit Streptococcus pyogenes

Blutanalytik nach S.p. Infektion

Infektion von M&usen mit Listeria monocytogenes

Gewebeanalyse nach L.m. Infektion

* Gesundheitsiiberwachung der Mause

Krankheitserreger

* Wildtyp Bakterien
Listeria monocytogenes
Streptococcus pyogenes
Yersinia enterocolitica

* Mutierte Bakterien

* Parasiten

Infektionsplattform

Pathologie LI Zytometrie (FACS DNA Analyse
& phenotypisierung y ( ) y
» H&E Farbung * Luminex * Zellgehalt  Genomsichtung
¢ Immunhistochemie * Zytrometrischer * Zellaktivierung ¢ Mutationssichtung
* Biometrie Kiigelchentest (CBA)
e ELISA

* Peptidarrays

Die Infektionschallenge Plattform wurde durch die Abteilung fiir Experimentelle Inmunologie zusammen mit der Nachwuchsgruppe
von Andreas Lengeling entwickelt. Die experimentelle Einheit ermdglicht die Analyse der Mechanismen, die der Infektabwehr zu
Grunde liegen. Grafik: HZI
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Ziel dieses Projektes ist, die molekularen Mechanismen
von Reorganisationsprozessen des Aktinzytoskeletts bei
verschiedenen Formen der Pathogen/Wirt-Interaktion zu
untersuchen. Aktinfilamente sind ein wichtiger Angriffs-
punkt der Wirtszelle, da sie auf unterschiedlichste Weise
zum Nutzen der Pathogene umfunktioniert werden kdnnen.
Dies liegt vermutlich an der Vielfalt der Funktionen dieses
Filamentsystems, was fiir zelluldre Bewegungsprozesse
wie Migration oder Phagozytose essentiell ist.

Nukleation Die Neubildung von Aktinfilamenten, die
Nukleation, wird auch durch den Arp2/3-Komplex kata-
lysiert, der wiederum von Proteinen der WAVE und WASP
Familien aktiviert werden muss. Der Arp2/3-Komplex und
sein ubiquitdr exprimierter Aktivator N-WASP sind fiir eine
Reihe von Pathogen/Wirt-Interaktionen essentiell: fiir die
intrazelluldre Motilitdt von Shigellen oder die Aktin-abhén-
gige Bewegung von pathogenen E. coli-Stammen (EPEC und
EHEC) an der Oberfldche von intestinalen Epithelzellen. In
weiterfithrenden Experimenten konnten wir zudem eine
Rolle von N-WASP und Arp2/3-abhéngiger Aktinpolymeri-
sation bei der Clathrin-vermittelten Endozytose von Wachs-
tumsfaktorrezeptoren demonstrieren. Diese physiologische
Funktion erkldrt, warum so unterschiedliche Pathogene
wie Vaccinia-Virus oder pathogene E. coli diese bioche-
mische Aktivitdt benutzen.

Aktin-Reorganisationsprozesse Die oben genannten
Aktin-Regulatoren interagieren mit kleinen GTPasen der
Rho-Familie, und zwar WASP- mit Cdc42 und WAVE-Protei-
ne mit Racl. Die genetische Deletion von Cdc42 fiihrte zwar
zu keiner direkten Beeintrachtigung der Zellbewegung,
reduzierte jedoch die Internalin B (InlB)-abhdngige Wirts-
zellinvasion von Listeria monocytogenes deutlich. Dieser
Invasionsweg erlaubt zum Beispiel das Eindringen der
Bakterien in Zellen, denen E-Cadherin fehlt, dessen Expres-
sion auf Epithelzellen beschrankt ist. Die direkte Bindung
von InlB an den Hepatozyten-Wachstumsfaktorrezeptor
c-Met induziert Reorganisationen des Aktinzytoskeletts,
die letztlich das Bakterium ins Zytoplasma der Wirtszelle
ziehen. Wir konnten zeigen, dass die Aktivierung von Racl,
dessen Interaktion mit WAVE essentiell fiir die genannten
Aktin-Reorganisationsprozesse ist, durch Cdc42 und durch
die Phospholipid-Kinase PI3-Kinase ausgelost wird.

Bakterielle Effektoren Auch Gram-negative Bakterien wie
Salmonella typhimurium oder Shigella flexneri induzieren
ihre eigene Phagozytose, um in Wirtszellen einzudringen.

Im Gegensatz zu Listerien wird hier mit Hilfe eines Typ
[1I-Sekretionssystems ein Cocktail von bakteriellen Effek-
torproteinen ins Zytoplasma der Wirtszelle injiziert, noch
bevor die Bakterien eingedrungen sind. Die bakteriellen
Effektoren induzieren starke lokale Oberflichenverdnde-
rungen, sogenannte ,Ruffles’, die vor allem mit der Invasion
von Salmonellen verbunden worden sind. Dennoch konnten
wir nun zeigen, dass weder der Cdc42/N-WASP-Signalweg
noch WAVE-Proteine, die essentiell fiir die Ausbildung von
JRuffles’ sind, fiir das Eindringen der Salmonellen bendotigt
werden. Damit ist das Ausbilden von ,Ruffles’ keine Vor-
aussetzung fiir die Salmonelleninvasion. Die Entdeckung
und Charakterisierung der fiir diese Invasionsprozesse
essentiellen Aktin-Regulatoren sind Gegenstand unserer
aktuellen Forschung.
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(A) Die Invasion von Wildtyp-Salmonellen ist in WAVE-Kom-
plex-defekten Zellen (WAVE-Komplex-Expression aufgrund
von Napl RNAi reduziert) nicht beeintrdchtigt, sonder eher
erhéht. AsipB ist eine Salmonellenmutante mit defektem

Typ 11I-Sekretionssystem (Kontrolle fiir ‘unspezifische’ Inva-
sion). (B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines
Invasionsprozesses in Napl RNAi-Zelle. Die normalerweise
mit der Invasion verbundenen ,Ruffles’ fehlen hier (Kollabo-
ration mit Dr. Manfred Rohde, HZI). Foto: HZI, Rohde
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02.2 Identifizierung und Charakterisierung bakterieller

Virulenzfaktoren
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Die Arbeitsgruppe Zelluldre Proteomforschung beschaftigt
sich mit der funktionellen Charakterisierung des humanen
Erregers Listeria monocytogenes. Er verursacht besonders
bei immungeschwichten Patienten schwere Erkrankungen
wie Meningoenzephalitis, Meningitis sowie vorgeburtliche
Infektionen. Alle bislang identifizierten Virulenzfaktoren
werden durch den Transkriptionsregulator PrfA reguliert
oder gehoren zum kiirzlich entdeckten VirR-Regulon. Sie
nehmen meist unmittelbar an der Wirts-Pathogen-Inter-
aktion teil und konnen daher als Teil der sekretierten
Proteinfraktion oder des bakteriellen Oberflichenproteoms
analysiert werden.

Neue bakterielle Virulenzfaktoren Durch vergleichende
Proteomanalysen des pathogenen EGD-e-Wildtypstamm
mit verschiedenen prfA Mutanten und nicht-pathogenen
Listerienstdimme wie L. innocua sind neue Virulenzfaktoren
identifiziert worden. Dabei standen vor allem das Sekretom
und die Oberflachenproteine von Listeria im Fokus der For-
schung, wie Lipoproteine, deren zelluldre Verankerung die
Prolipoprotein-Diacylglyceryl-Transferase (Lgt) vermittelt.
Eine Deletion des Igt-Genes beeinflusst das intrazelluldre
Wachstum der Bakterien in eukaryotischen Zelllinien und
fiihrt zu einer Sekretion von Lipoproteinen in den Kultur-
iberstand. Das erleichtert die Detektion PrfA-abhéngiger
Lipoproteine deutlich. Im Gegensatz zu friiheren Studien in
E. coli konnte in Listerien gezeigt werden, dass die Lipidie-
rung durch Lgt keine Voraussetzung fiir die Aktivitat der
Lipoprotein-spezifischen Signalpeptidase II (Lsp) ist. Zudem
konnte gezeigt werden, dass das Transmembranprotein
Lmo1695 - ein Bestandteil des VirR-Regulons - essentiell
fiir die Lysinylierung von (Di)phosphatidylglycerol ist.
Lmo1695 vermittelt Resistenz gegen antimikrobielle Pepti-
de und tréagt maBgeblich zur listeriellen Pathogenitét bei.

Signaltransduktion infizierter Wirtszellen Die Proteom-
forschung gewinnt zunehmend an Bedeutung in der Zell-
biologie und fiir die Entschliisselung komplexer Pathogen/
Wirtszell-Interaktionen. Forschungsaktivitdten fokussieren
auf die Entwicklung bioinformatorischer Strategien zur um-
fassenden Interpretation massenspektrometrischer Daten.
Zudem dienen sie der zeitabhdngigen Charakterisierung
von Signaltransduktionprozessen, in von Pathogenen be-
einflussten Wirtszellen. C-Met- und E-Cadherin-Signalwege
dienen dabei als Modellsysteme zur Etablierung von quan-
titativen Phosphoproteomanalysen mittels IMAC, iTRAQ™
und LC-MS/MS. Zwei bakterielle Oberflachenproteine kon-
nen die Invasion induzieren und ihre zelluldren Rezeptoren
sind bekannt: Internalin B (InlB) bindet an die Rezeptor-Ty-

rosin-Kinase c-Met (HGFR), wohingegen Internalin A (InlA)
mit E-Cadherin interagiert. Beide Virulenzfaktoren nutzen
die Signaltransduktion der Wirtszelle zur koordinierten
Reorganisation des Actinzytoskeletts und ermoglichen so
die Invasion der Bakterien in die Wirtszelle.

2006 konnten verschiedene ,State-of-the-art“-Technologien
erstmals kombiniert und fiir quantitative Regulationsstu-
dien von Phosphorylierungsstellen an Proteinkinasen ein-
gesetzt werden. Derzeit ist die native Aufreinigung von ca.
40% des humanen Kinoms und der Zugang zu neuen Phos-
phorylierungsstellen moglich. Unterschiedliche Epithelzell-
linien werden durch rekombinant hergestellt Proteine fiir

2 bis maximal 30 Minuten stimuliert. Ziel dieser Studien ist
eine zeitabhdngige Analyse der phosphorylierungs-abhén-
gigen molekularen Prozesse. Anhand erster Daten konnten
bereits Hypothesen {iber die an der Invasion beteiligten
Signalwege der Wirtszelle entwickelt werden.
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Quantitative Phophoproteomanalysen in Kombination mit
,Reverse Network Engineering“ ermdglicht die Vorhersage von
neuen Kinasen, die am InlA/E-Cadherin Signalweg beteiligt

sind. Grafik: HZI
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Zahlreiche zelluldre Prozesse sind von dynamischen Ver-
anderungen des Aktinzytoskeletts abhdangig. Dazu gehoren
zum Beispiel die Zellwanderung wéahrend der Embryonal-
entwicklung, chemotaktische Bewegungen von Immunzellen
und das Einwandern von Fibroblasten bei der Wundheilung.
Eine groBe Anzahl Aktin-bindender Proteine sorgt fiir den
dynamischen Umbau des Aktinzytoskeletts. Ein wichtiger
Faktor der Neubildung von Aktinfilamenten, der Nukleati-
on, ist dabei der durch so genannte ,nucleation promoting
factors” (NPFs) aktivierte Arp2/3-Komplex. Die exakten
Signaliibertragungswege und Steuerungsmechanismen

der Aktin-Polymerisation sind aber noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die Strukturen, mit denen wir uns hauptsich-
lich beschéftigen, sind Aktin-vermittelte Vorschiibe an der
Zellperipherie, die je nach Form als Lamellipodien oder
Filopodien bezeichnet werden.

Die Entdeckung, dass dhnliche dynamische Veranderungen
des Aktinzytoskeletts auch bei den Wechselwirkungen
zwischen bakteriellen Pathogenen und Wirtszellen auftreten,
hat das Forschungsgebiet stark beeinfluBt.

Lamellipodien und der WAVE-Komplex Die WAVE-Prote-
ine sind wichtige Mitglieder der NPF-Familie und spielen
eine bedeutende Rolle fiir die Racl-vermittelte Bildung

von Lamellipodien. Der Mechanismus der Aktivierung von
WAVE {iber die kleine GTPase Racl war lange ungeklart, da
Rac nicht direkt an WAVE binden kann. Dies war Anlass
fiir uns, nach dem fehlenden Bindeglied zu suchen. Wir

konnten nachweisen, dass zwei weitere Proteine — das
Nck-assoziierte Protein 1 (Napl) und das spezifisch mit

Rac assoziierte Protein 1 (Sra-1) - iiber die Abi-Proteine die
molekulare Verbindung zwischen Rac und WAVE herstel-
len. Aufgrund unserer und anderer Arbeiten ist inzwischen
allgemein anerkannt, dass der aus diesen Untereinheiten
zusammengesetzte ubiquitare WAVE-Komplex essentiell
fir die Racl-vermittelte Lamellipodienbildung ist.

Filopodien - unabhdngig von WAVE- und Arp2/3-Kom-
plex Wenn man durch die Technik der RNA-Interferenz
die Aktivitat des WAVE-Komplexes in Zellen unterdriickt,
so stellt sich heraus, das Cdc42-induzierte Filopodienbil-
dung vollig unbeeintrachtigt ist — im Gegensatz zur Racl
vermittelten Lamellipodienbildung. Diese Ergebnisse
waren insofern unerwartet, weil frithere Arbeiten Hinweise
darauf gaben, dass Filopodien aus lamellipodialem Material
geformt werden. Um nun zu kldren, ob trotz der fehlenden
Rolle des WAVE-Komplexes zumindest der Arp2/3-Komplex
fiir Filopodienbildung notwendig ist, haben wir auch die
Aktivitét dieses Proteinkomplexes mit RNA-Interferenz
unterdriickt. Arp2/3 RNAI fiihrte zu vielféltigen zelluldren
Defekten, jedoch die Filopodienbildung war wiederum un-
verdndert. Daraus schlieBen wir, dass Filopodien von einer
anderen Maschinerie als dem Arp2/3-Komplex gebildet
werden. Diese versuchen wir derzeit zu identifizieren. Zu-
dem konnten wir durch unsere Untersuchungen die Rolle
neuer F-Aktin Biindelungsproteine bei der Filopodienbil-
dung beschreiben.
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Inaktivierung des WAVE-Komplexes durch RNA Interferenz (Nap1-RNAi) fiihrt zur Unterdriickung von Racl-vermittelten Lamellipo-
dien, aber nicht von Cdc42-vermittelten Filopodien. Dunkelgraue Balken: Zellen mit Lamellipoodien (links) bzw. Filopodien (rechts).

Hellgrau: Zellen ohne die jeweiligen Strukturen. Fotos: HZI
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02.4 Genetik von Infektionssuszeptibilitat und Funktion

von Makrophagen
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Unsere Arbeitsgruppe beschaftigt sich mit der Aufklarung
genetischer Mechanismen der Infektionssuszeptibilitat. Wir
versuchen neu gewonnene Erkenntnisse zu nutzen, um
verbesserte Tiermodelle fiir humane Infektionserkrankungen
zu entwickeln. Die Anfélligkeit gegeniiber Infektionserkran-
kungen wird durch eine komplexe Interaktion von Wirt-
und Umweltfaktoren bestimmt. Die Genetik des Wirts spielt
bei der Ausprdagung von Infektionsempfindlichkeiten eine
entscheidende Rolle. Dabei sind hdufig mehrere Gene be-
teiligt, die durch komplexe Interaktionen miteinander die
genetische Pradisposition an Infektionen zu erkranken,
beeinflussen. Dies macht es insbesondere in genetisch
heterogenen, humanen Populationen schwierig, Krankheits-
gene flr Infektionsanfilligkeiten zu identifizieren. Unser
Labor nutzt daher die Maus als Tiermodell, um Grundlagen
der Immunabwehr und Mechanismen von Entzlindungs-
prozessen zu erarbeiten — das Immunsystem der Maus ist
dem des Menschen in vielen Aspekten sehr dhnlich.

Genetisch Grundlagen von Infektionsempfindlichkeiten
Wir nutzen am HZI verschiedene Mausmutanten und Maus-
inzuchtstdimme, um Gene zu identifizieren, die mit einer
Resistenz oder Empfindlichkeit von Médusen gegeniiber ver-
schiedenen Erregern assoziiert sind - etwa Streptokokken,
Listerien, Filarien und Influenza-Viren. Dazu haben wir am
HZI eine ,Infektions-Challenge-Plattform (ICP)“ aufgebaut,
die es ermdglicht, systematisch und standardisiert den
Immunstatus von infizierten Mausen zu charakterisieren.
Im letzten Jahr ist es uns gelungen in Kooperation mit Prof.
Libert (Universitat Gent) zu zeigen, dass SPRET/Ei-Méuse
besonders resistent gegeniiber LPS-induziertem, septischem
Schock und Infektionen mit dem intrazelluldaren Erreger
Listeria monocytogenes sind. Dies beruht auf einem Defekt
der SPRET/Ei-Maus, das Zytokin Interferon-f3 in aus-
reichender Menge zu produzieren und hilft uns, molekulare
Prozesse besser zu verstehen, die mit der Entwicklung
einer Sepsis verbunden sind.

In einem zweiten Projekt interessieren wir uns fiir die
Funktion von Makrophagen. Sie sind wichtige Effektor-
zellen des angeborenen Immunsystems. Wir versuchen
zentrale Molekiile fiir ihre Funktion zu identifizieren, die
mit Infektionen und Entziindungsprozessen zusammen-
héangen. Kiirzlich ist es uns gelungen zu zeigen, dass ein als
Jmjd4b bezeichnetes Protein essentiell fiir die Regulation
von Entziindungsreaktionen in Makrophagen ist.

Entwicklung eines neuen Mausmodells fiir humane
Listeriose In Kooperation mit dem Bereich fiir Struktur-
biologie konnten wir ein neues Mausmodell fiir Listeriose
etablieren. Die Listeriose wird verursacht durch das intra-
zelluldre, Gram-positive Bakterium Listeria monocytogenes.
In immunsupprimierten Patienten kann die Listeriose zur
Entwicklung von Sepsis und Meningitis fiihren. Fiir die
Listeriose gab es bisher kein Mausmodell, das der natiir-
lichen oralen Infektion im Menschen entspricht. Durch
eine Modifizierung des bakteriellen Invasins Internalin A
konnte die Interaktion mit seinem Wirtsrezeptor E-Cadherin
verstdrkt werden, so dass eine hoch affine Bindung jetzt
auch am Mausrezeptor moglich ist. Die modifizierten
Listerien konnen den Darmtrakt der Maus infizieren, was
uns neue Moglichkeiten erdffnet, Mechanismen der
Erregerausbreitung im Wirt zu studieren.

Invasion von Listeria monocytogenes EGD in menschliche
dendritische Zellen. Foto: HZI, Rohde
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02.5 Pathogenese von Streptococcus pyogenes im

Mausmodell
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Streptococcus pyogenes ist ein weit verbreitetes humanes
Pathogen, das eine Vielzahl verschiedener Krankheitsbilder
verursachen kann: milde Infektionen, wie Pharyngitis,
Tonsillitis oder Impetigo und sehr schweren Infektionen
wie Nekrotisierende Faszitis oder das Streptokokken Toxic-
Shock-Syndrom. S. pyogenes verursacht seit den 80er Jahren
eine steigende Zahl schwerer invasiver Infektionsverldufe.
Gegenwartige Methoden zur Prophylaxe und Therapie
nutzen chemotherapeutische Ansatze. Langfristig sind
jedoch Impfstoffe die effektivere Strategie, um die globale
Krankheitsbelastung durch dieses Pathogen zu senken.

Genetisch anféllige Bevdlkerungsgruppen Da gerade
genetisch anféllige Bevilkerungsgruppen von einer Impf-
strategie profitieren wiirden, ist ein besseres Verstdndnis der
Wirtsgenetik von groBer Bedeutung. Im Falle von S. pyogenes
haben Studien gezeigt, dass sich Individuen in der Anféllig-
keit gegeniiber Infektionen mit diesem Erreger aufgrund
ihrer unterschiedlichen genetischen Ausstattung unter-
scheiden, obwohl sie mit demselben Streptokokkenstamm
infiziert sind.

Maus-Inzuchtstimme sind wertvolle Modelle fiir mensch-
liche Populationen, um ein besseres Versténdnis fiir die
Anfilligkeit gegeniiber Streptokokkeninfektionen zu
erlangen, denn Mause mit unterschiedlichem genetischen
Hintergrund unterscheiden sich deutlich hinsichtlich

ihrer Anfalligkeit gegeniiber Infektionen mit dem Erreger
S. pyogenes. Wahrend einige Mausstdmme (z.B. BALB/c)
sehr resistent und fahig sind, die Infektion zu kontrollieren,
sind andere Stamme (z.B. C3H/HeN) sehr viel anfilliger
und zeigen eine starke Ausbreitung und Vermehrung der
Bakterien, eine schwere Sepsis und sterben an der Infektion.
Wir haben untersucht, ob anfillige Mause von einer Immu-
nisierung gegen S. pyogenes Infektionen profitieren konnen.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Impfung sowohl
genetisch resistenten als auch genetisch anfédlligen Mause
erlaubt, die Infektion zu kontrollieren und eine Resistenz
auszubilden. Aus diesem Grund konnte die Einfiihrung
eines funktionsfahigen Impfstoffes deutlich dazu beitragen,
schwere und invasive Infektionsverldufe zu reduzieren oder
ganz zu eliminieren.

Organschaden an der Leber verursacht durch S. pyogenes im
Mausmodell. Foto: HZI

Natdrliche Killerzellen gegen das ,,Streptokokken Toxic
Schock Syndrom* (STSS). Das Streptokokken Toxic
Schock Syndrom ist mit einer hohen Mortalitatsrate assozi-
iert. Sein Wiederaufflammen weckt das Interesse daran, die
Entwicklung dieses Krankheitsbildes besser zu verstehen
und neue, effektive Behandlungsstrategien zu entwickeln.
Die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien ist durch die
Komplexitat der Immunabwehr keine leichte Aufgabe. Eines
unserer Ziele war, Zellpopulationen zu identifizieren, die an
der Entstehung des Streptokokken-induzierten septischen
Schocks beteiligt sind. Hierzu wurde ein Mausmodell
verwendet, das die Entwicklung dieses Krankheitsbildes

im Menschen wiederspiegelt. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass unter anderem Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

am progressiven Verlauf des Streptokokken-induzierten
Septischen Schocks beteiligt sind. Sie wirken als Verstarker
der inflammatorischen Reaktion. Durch das Ausschalten,
von NK-Zellen konnte die Uberlebenszeit infizierter Mause
deutlich verlangert werden und es konnten die Pathologie
und die Entwicklung von Organschaden positiv beeinflusst
werden.

Dies ist ein Beispiel dafiir, wie wertvoll die Identifizierung
solcher Wirtszellpopulationen fiir zukiinftige klinische
Applikationen sein kann.
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02.6 Systemgenetik von Infektion und Immunitat
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Ziel dieses Projektes ist, die komplexen genetischen Netz-
werke zu beschreiben, die fiir die Suszeptibilitdt gegeniiber
Infektionskrankheiten oder die Regulation des Immunsys-
tems verantwortlich sind. Hierfiir werden umfangreiche
phénotypische Studien an Mauspopulationen durchgefiihrt,
die sich jeweils in ihrem genetischen Hintergrund unter-
scheiden. Auf diese Weise konnen viele phdnotypische
Eigenschaften und Genexpressionsmuster mit genetischen
Unterschieden in Zusammenhang gebracht werden. Dieser
Ansatz nennt sich ,Systemgenetik® (,Systems Genetics*).
Wir wenden diesen systembiologischen Ansatz an, um die
grundlegenden molekularen Mechanismen in zwei gesund-
heits-relevanten Bereichen zu verstehen: Bei der Wirtant-
wort eines Sdugerorganismus gegeniiber einer Infektion mit
dem Influenzavirus und bei der Analyse der Regulation des
Immunsystems.

Suszeptibilitat des Wirtes fiir Infektionen mit dem Influ-
enzavirus Jedes Jahr verschulden Influenza-Infektionen
weltweit ungefdhr 500 Millionen, und in Deutschland, rund
500 000 schwere Krankheitsfdlle. Ca. 10.000 Menschen
sterben in Deutschland jahrlich an einer Influenza-Infektion.
Die Bedeutung des Mausmodells konnte sowohl fiir den
historischen Influenza A/HIN1 Subtyp als auch fiir die

neu aufgetretene hochpathogene Vogelgrippe vom Subtyp
A/H5N1 demonstriert werden.

In unserer Forschungsgruppe analysieren wir Faktoren der
Suszeptibilitdt des Wirtes, die an einer Infektion mit dem
Influenzavirus beteiligt sind, indem wir unterschiedliche
rekombinante Inzucht-Mausstimme infizieren. Pathologie,
Verlauf der Krankheit und Immunantwort werden unter-
sucht und eine vollstdndige Genomexpressionsanalyse der
Lunge durchgefiihrt. Dieses Vorgehen erlaubt uns, diejeni-
gen genomischen Regionen zu identifizieren, die an der Sus-
zeptibilitit oder der Resistenz des Wirtes gegeniiber einer
Influenza-Infektion beteiligt sind. Zudem kénnen wir mit
diesen Daten die zu Grunde liegenden Gen-regulatorischen
Netzwerke entschliisseln.

Von einzelnen Gen-Interaktionen zu regulatorischen
Netzwerken Wenn das Immunsystem einer Infektion aus-
gesetzt ist, muss es seinen Verteidigungsmechanismus sehr
kontrolliert aktivieren. Um die Immunantwort so zu gestal-
ten, dass der Angreifer getotet aber das iibrige Gewebe des
Wirtes intakt bleibt, ist eine komplexe Interaktion zwischen
Effektor T-Zellen und regulatorischen T-Zellen notwendig.
Wir analysieren die Expressionsprofile von verschiedenen
rekombinanten Inzucht-Mausstammen auf genomweiter

Ebene und verkniipfen Genexpressionsdaten mit genotypi-
schen Daten. Auf diese Weise kinnen einzelne regulatorische
Interaktionen als quantitative Eigenschaften beschrieben
werden. Dariiber hinaus konnen durch Unterschiede in den
Expressionsprofilen ganze Sitze von Zielgenen, die durch
denselben genomischen Lokus kontrolliert werden, als
Gruppen ko-regulierter Gene identifiziert werden. Mit einer
solchen systematischen Herangehensweise lassen sich
»Master“-Regulator-Gene und regulatorische Netzwerke
identifizieren und Interaktionsnetzwerke erstellen.

Ein weltweites Netz fiir komplexe Genetik Unsere Akti-
vitdten sind stark in verschiedene nationale und inter-
nationale Netzwerke auf dem Gebiet der Systemgenetik
eingebunden. Das Deutsche Netzwerk fiir Systemgenetik
(German Network for Systems Genetics - GeNeSys) wird
von unserer Arbeitsgruppe koordiniert und das ,Complex
Trait Consortium*“ (CTC) stellt ein weltweites wissenschaft-
liches Netzerk dar, an dem sich unsere Arbeitsgruppe aktiv
beteiligt. Beide Konsortien haben das Ziel, die Vielzahl von
Daten, die im Zusammenhang mit Studien {iber komplexe
genetische Erbgange bei der Maus gesammelt werden, in
einer einzigen 6ffentlichen Datenbank, genannt ,,GeneNet-
work*, zusammenzufassen. GeneNetwork wurde von un-
serem Kooperationspartner am University Health Science
Centre in Memphis, Tennessee, entwickelt.

Modell eines Influenzavirus Grafik: HZI, Miessen
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Das Mausgenom ist entziffert — ebenso wie das des Men-
schen. Die Ergebnisse zeigen, dass viele Gene von Maus und
Mensch sehr dhnlich sind. Die Abteilung fiir Experimen-
telle Immunologie entwickelt neue Mausmutanten, die die
Analyse von Mechanismen von menschlichen Krankheiten
ermoglichen. Wir generieren genetisch verdnderte Mausli-
nien, die exakt geplante genetische Veranderungen tragen.
Sobald diese Mauslinien zur Verfiigung stehen, werden sie
untersucht, um die Funktion der Gene besser zu verstehen.
Dazu haben wir eine sogenannte ,Infektion-Challenge-
Plattform“ entwickelt, die die Analyse von Infektionen in
Mausmutanten ermoglicht.

Ein Modell fiir chronische Darmerkrankungen des Men-
schen Wir haben eine Mausmutante entwickelt, in der der
Botenstoff Interleukin-10 fehlt. Sie entwickelt in einer nor-
malen Maushaltung spontan eine chronische Darmentziin-
dung. Mit einer definierten Darmflora ausgestattet — wie in
der Infektion Challenge-Plattform -, bleibt sie gesund. Dies
zeigt, dass sowohl unser Genom, als auch die Umgebung, in
der wir leben, einen groBen Einfluss auf die Entwicklung
chronisch-entziindlicher Erkrankungen hat. In der Infektion-
Challenge-Plattform konnen wir nun gezielt untersuchen,
welche Keime die chronische Darmentziindung in den Inter-
leukin-10 defizienten Tieren auslosen. Dazu werden diese
Mausmutanten gezielt mit bestimmten, potenziell krank-
machenden Bakterien oder Parasiten besiedelt.

Das Zytokinnetzwerk kontrollieren In der Abteilung nutzen
wir neben der Entwicklung ,einfacher Mausmutanten,
auch solche, in den gezielt die Gene ein- bzw. ausgeschaltet
werden konnen. Wir haben diese Methode der konditionalen
Mausmutanten auf das in allen Zellen der Maus vorhandene
Interkeukin-10-Gen angewendet. Das Genprodukt wird

von vielen Zellen des Korpers gebildet. Wenn wir nun das
Interleukin-10-Gen gezielt in T-Lymphozyten ausschalten,
so entwickeln diese sogenannten T-zellspezifischen Maus-
mutanten eine chronische Darmentziindung. Das Inter-
leukin-10, dass von den T-Zellen des Darms gebildet wird,
ist daher besonders wichtig fiir die Kontrolle des mukosalen
Immunsystems. Therapien chronischer Darmerkrankungen
sollten deshalb die T-Lymphozyten als ein therapeutisches
Ziel betrachten.

Wird das Interleukin-10-Gen gezielt in Makrophagen
ausgeschaltet, ergibt sich ein vollkommen anderes Bild.
Diese Tiere entwickeln keine chronische Darmentziindung,
werden jedoch empfindlich gegeniiber einem septischen
Schock. Also ist von Makrophagen gebildetes Interleukin-10
in der Lage, einen septischen Schock zu verhindern. Nur

in T-Lymphozyten inaktiviertes Interleukin-10 schiitzt die
Tiere immer noch vor einem septischen Schock.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die konditionale Mutagenese
von Genen, die Komponenten des Zytokinnetzwerks kodie-
ren, neue wichtige Einblicke in das Zytokinnetzwerk geben.
Es ist entscheidend, welcher Zelltyp zu einem gegeben
Zeitpunkt ein bestimmtes Zytokin produziert - besonders
fiir die computergestiitzte systembiologische Analyse des
Zytokinnetzwerks.

Suche nach kleinen Molekiilen Konditionale Genverdnde-
rung lasst sich auch einsetzen, um zellbasierte Testsysteme
zu entwickeln, die in vitro einen Signalweg des Zytokinnetz-
werks abbilden. Sie dienen der Suche nach neuen biologisch
aktiven Substanzen, die eventuell spater als Grundlage fiir
neue Medikamente dienen konnen. Wir haben eine Zelllinie
entwickelt, die nach der Zugabe von Typ-I Interferonen in
der Zellkultur ein griinfluorezierendes Protein stabil produ-
ziert. Damit haben wir die vollstandige Naturstoffbank des
Institutes - erfolgreich — nach kleinen Molekiilen durch-
sucht, die die Wirkung von Typ-I-Interferon verstarken oder
verhindern.

How the system works
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Das System zur Analyse von Typ-I-Interferon Signaltransduk-
tion. Die Zellinie enthdlt ein Rekombinase Gen (Mx Cre), das
durch Typ-I-Interferon angeschaltet wird. Diese Rekombinase
wirkt wie ein Genschalter und schaltet ein Gen, dass fiir ein
griinfluoreszierendes Gen kodiert, an. Die Zelle beginnt zu
leuchten. Grafik: HZI.
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Entzindung und Immunitat

| Dr. Hansjorg Hauser | Bereich Molekulare Biotechnologie | hha@helmholtz-hzi.de

Erste, schnelle Reaktionen des Organismus auf Infektionen sind Entziindung und eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems.
Diese Ereignisse wiederum sind Voraussetzung fiir die anhaltende ,adaptive Immunantwort®, die fiir die Eliminierung von Patho-
genen verantwortlich ist. Die schnellen Reaktionen werden von den befallenen Zellen selbst ausgel6st und danach von einer Viel-
zahl von Blutzellen, Leukozyten und Lymphozyten geregelt. Dabei wird die Kommunikation dieser Zellen sowohl durch niedermo-
lekulare Komponenten wie Prostaglandine oder Proteine, den Zytokinen und Oberflachenmolekiilen geregelt. Diese Interaktionen
steuern die schnelle und die adaptive Immunantwort. Sowohl die schnelle wie auch die lang anhaltende Immunreaktion kann durch
Fehlsteuerung zu Schéaden fiihren - etwa einem toxischen Schock oder Autoimmunitét. Im Thema ,,Entziindung und Immunitat“
wird versucht, Schlisselvorgange und verantwortliche Molekiile in diesen Vorgéngen zu identifizieren; einerseits, um ein grund-
legendes Verstandnis flr die normalen Vorgange zu erhalten, andererseits, um die Ursachen der Fehlsteuerungen zu verstehen.
Dabei sollen sowohl molekulare Zielstrukturen fir die Entwicklung von Pharmaka als auch direkte therapeutische Ansatze und

Impfstoffe gefunden werden.

Schwerpunkte des Topics sind in zunehmendem MaBe das Interferonsystem, das als Antwort auf virale und bakterielle Infektionen
aktiviert wird. Ausserdem wird die T-Zell Antwort in der Dichotomie von Abwehr und Toleranz und intrazelluldre Signaltransportvor-
gange bis zur Regulation der Expression einzelner Gene und deren Einbindung in regulatorische Netzwerke studiert. Wahrend die
meisten Forschungsansatze mit der Maus als Modell arbeiten, wird in Einzelféllen auch der Mensch analysiert oder als Lieferant fir
Zellen herangezogen. In Féllen, in denen das Geschehen im ganzen Organismus wegen der Komplexitdt der Untersuchungen nicht
untersucht werden kann, werden einzelne Aspekte in Zellkultur erforscht. Hierbei kommen zunehmend Methoden zum Einsatz, die
es erlauben, die kultivierten Zellen wieder funktionsfahig in die Maus zu integrieren und dadurch die Konzequenzen spezifischer,

in vitro eingefiihrter Veranderungen beobachten zu kdnnen. Hierbei spielen methodische Entwicklungen eine wichtige Rolle. Neuere
Ansétze verfolgen die Beschreibung inter- und intrazelluldrer Vorgénge als Teile von komplexen Netzwerken durch mathematische
Methoden. So werden bioinformatische Methoden eingesetzt, um die experimentellen Arbeiten bei der Interferonregulation und

der Biologie T-regulatorischer Zellen systembiologisch zu beschreiben.
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A method based on trend correlation
(He and Zeng, BMC Bioinformatics 7,69, 2006)
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Aufkldrung regulatorischer Netzwerke aus Expressions-
kinetiken mit Hilfe bioinformatischer Methoden Grafik: HZI.
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03.1 Strukturanalyse des angeborenen Immunsystems

PROJEKTLEITER | Dr. Wolf-Dieter Schubert | Arbeitsgruppe Molekulare Wirt-Pathogen Interaktionen |
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PROJEKTMITARBEITER | Gregor Hageliiken | Thomas Wollert | Maike Bublitz

In der Arbeitsgruppe “Molekulare Wirt-Pathogen Inter-
aktionen (MHPI)“ des Bereichs Strukturbiologie (SB), befassen
wir uns schwerpunktméaBig mit den molekularen Details der
breit angelegten menschlichen Verteidigungsmechanismen
gegeniiber Infektionskeimen, der angeborenen Immunitét.
AuBerdem arbeiten wir an den molekularen Strategien, die
pathogene Bakterien nutzen, um den Wirt zu infizieren. Im
folgenden wird eine solche Strategie eines pathogenen Bakte-
riums exemplarisch vorgestellt.

Zahnpasta als Nahrungsmittel Das Bakterium Pseudomonas
aeruginosa ist sowohl ein weit verbreiteter Bewohner vieler
Gewdsser und feuchter Habitate, wie auch ein gefahrlicher
Keim, der beim Menschen chronische Infektionen wie
cystische Fibrose/Mukoviszidose und akute Entziindungen
hervorrufen kann. Der Erreger P. aeruginosa zeichnet sich
insbesondere durch seine hartndckige Widerstandsfahigkeit
gegeniiber alltdglichen Putzmitteln aus. Dies fiihrt dazu,
dass dieses meist harmlose Bakterium, zu dem am haufigs-
ten lbertragenen Krankenhauskeim geworden ist. Anderer-
seits ist P. aeruginosa ein gerngesehener Bewohner von
Klaranlagen und kommt besonders geballt in von Menschen
verunreinigten Gewédssern vor. Ein Grund fiir diese breite
Anpassungsfahigkeit dieses Bakteriums ist darauf zurtickzu-
fiihren, dass P. aeruginosa die Fahigkeit besitzt, eine Gruppe
von Molekiilen abzubauen, die priméren Alkylsulfate. Ein
besonders prominentes Mitglied dieser Familie ist das

SDS (Natriumdodecylsulfat oder Natriumlaurylsulfat), das
insbesondere in Shampoos, Zahnpasten und weiteren schau-
menden Reinigungsmitteln eingesetzt wird. Der Einzeller
nimmt die Bruchstiicke dieser Molekiile auf und verwertet
sie als Nahrungsquelle.

Wir haben diese Eigenschaft von P. aeruginosa ndaher unter-
sucht und fanden, dass dieser Keim ein Enzym, SdsA genannt,
produziert und es an seine Umgebung sekretiert. SdsA ist in
der Lage, SDS und dhnliche Verbindungen zu erkennen und es
in eine Sulfatgruppe und ein Alkylalkohol zu spalten. Um den
zugrunde liegenden Mechanismus zu verstehen, haben wir das
Enzym SdsA in groBeren Mengen produziert, kristallisiert und
mittels Rontgenkristallographie die Raumstruktur erarbeitet.

Inhibitoren fiir SdsA Das Enzym SdsA aus P. aeruginosa be-
steht aus zwei ineinander verschlungenen Polypeptidketten, je
in dhnlichen Farben links und rechts der zentralen Symmetrie-
achse gezeigt. Jede Kette beginnt am Amino- oder N-terminus
(als ,N“ annotiert) und lauft mal als Schlaufe (Faden), a-Helix
(Spirale) oder B-Faltblattstrang (breiter Pfeil) bis zum Ende,
dem Carboxy-Terminus (,C“). Farblich sind drei Domé&nen her-
vorgehoben: Ein blaue katalytische Doméne, ein griine Dimeri-
sierungsdomine und eine in Orangetdnen gehaltene Substrat-
bindende Doméne. Letztere erkennt zur Spaltung geeignete
Molekiile und leitet diese iiber eine wasserabweisende Rutsche
zur katalytischen Doméane weiter. Diese Doméne bindet zwei
positiv geladene Zinkionen (gelbe Kugeln), die ein Wassermole-
kiil so stark polarisieren, dass es das SDS angreift und spaltet.

Wir haben zudem nach Inhibitoren des SdsA gesucht, die von
SdsA gebunden aber nicht gespalten werden konnen. Spuren
dieser Inhibitoren, zu Reinigungs- oder Hygienemitteln hin-
zugefligt, wiirden SdsA inaktivieren und P. aeruginosa die
Nahrungsgrundlage entziehen. Einen solchen Inhibitor haben
wir in dem Molekiil 1-Decansulfonsdure gefunden. Es ist
dem SDS chemisch sehr d@hnlich, wird durch SdsA jedoch
nicht umgesetzt.

Zwei schematische Strukturformen SdsA von Pseudomonas aeruginosa. Grafik: HZI
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03.2 Signalubertragung und Genregulation

PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. Gerhard Gross | Abteilung fiir Genregulation und Differenzierung |
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PROJEKTMITARBEITER | Dr. Thomas Boldicke | Dr. Andrea Hoffmann | Katjana Klages | Dr. Mario Késter | Dr. Andrea Kroger
| Julia Pulverer | Virginia Seiffart | Sandra Shahab | Anja Wiese

Der Angriff eines Krankheitserregers induziert viele Akti-
vitdten in der Wirtszelle einschlieBlich die der angeborenen Myc]ras
Immunantwort und Entziindungsreaktionen. Mehrere I R F'1
Untersuchungen in unserem Projekt beschéftigen sich mit l \//

der Rolle von Interferonen als einem zentralen Abwehr-

mechanismus nach einer Infektion. Interferone schiitzen
Zellen vor Virusinfektion, stimulieren das angeborene und Mm
das erworbene Immunsystem und beeinflussen entschei- Rb
dend das Wachstum und das Uberleben von Zellen. Unter

den Forschungsprojekten, die sich mit dem Interferonsystem l E2F DP1
auseinandersetzen, charakterisiert eines den Interferon
Regulatory Factor-1 (IRF-1) und seine Auswirkungen auf cycD1

Zell- und Tumorwachstum. Ziel in diesem Projekt ist die Auf- Tl

klérung des Signalnetzwerkes, das fiir die verschiedenen CDK4/6

IRF-1-abhdngigen Effekte verantwortlich ist. b —&
IRF-abhéngige Genregulation IRF-1 ist ein Transkriptions- E2F DP1
faktor, der durch eine ganze Reihe von Zytokinen, Viren

und Interferonen induziert wird. Als Transkriptionsfaktor

aktiviert IRF-1 auf breiter Ebene Gene, die fiir eine Inhi- IRF-1 verhindert die MAPK-abhdingige Stimulierung der
bierung der Zellproliferation, der Tumorentwicklung und Cyclin D1-Expression. Aktivatoren der Zellproliferation und
der Modulierung der Immunantwort verantwortlich sind. Tumor-induzierende Signale aktivieren den MAPK-Signalweg
Eine der bedeutendsten Eigenschaften von IFR-1 ist seine (MEK), was zur Stimulierung der Cyclin D1 (cycDI1) Transkrip-
Fahigkeit die Verdnderung verschiedener Tumorzelllinien tion fiihrt. Cyclin D1 reguliert die Cyclin-abhdngigen Kinasen
zu normalen Zellen zu bewirken. Untersuchungen zur Gen- (CDK) 4/6, um pRB zu phosphorylieren und zu inaktivieren.
expression zeigen, dass 60% der Gene, die bei Tumorwachs- Diese Repression von pRB fiihrt zur Progression des Zell-
tum dereguliert sind, IRF-1-abhdngig wieder zur normalen zyklus. Grafik: HZI

Expressionshohe zuriickkehren. Damit weist man nach,
dass IRF-1 einen zentraler Regulator der Tumorentwicklung
darstellt.

Regulation des Zellzyklus Eine andere Eigenschaft der
IRF-1-Expression in Tumorzellen ist, diese in der G1-Phase
des Zellzyklus zu arretieren. Unsere Untersuchungen
zeigen, dass dies insbesondere auf eine Inhibierung der
Cyclin D1-Expression zuriickzufiihren ist, einem Faktor, der
in vielen Tumorzellen infolge der permanenten Aktivierung
des MAPK-Signalweges hochreguliert ist. IRF-1 unterdriickt
die Hochregulation der Cyclin D1-Expression durch eine
Inhibierung des MAPK-Signalweges. Die IRF-1-abhdngige
Blockierung der Cyclin D1-Expression ist somit ausreichend,
um Tumorzellen zu normalen Zellen zu revertieren und die
Tumorbildung zu verhindern. Zur Zeit untersuchen wir wei-
tere Gene, die durch IRF-1 bei der Kontrolle des Zellzyklus,
der Tumorunterdriickung und bei der Abwehr von Infek-
tionen reguliert werden.
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Unsere Studien fokussieren auf die funktionelle Organisa-
tion genomischer Loci, die Wirt-Pathogen Wechselwirkungen
steuern. Im Zentrum stehen die Typ I Interferon-Gencluster
von Mensch und Maus. Entziindungsprozesse werden durch
Typ I Interferone unterdriickt und damit von Modulatoren
der Interferon-Induktion kontrolliert. Interessant ist hier-

bei ein regulatorisches Netzwerk, das das Faktorenpaar
YY1/YY2, das modifizierende Enzym PARP-1 und Elemente
der Zellkernstruktur beinhaltet. Letztere werden klassifiziert
und stehen fiir die Konstruktion neuer Vektoren bereit, die
die rationale Generierung transgener Zelllinien und -organis-
men ermoglichen.

SIDD Analyse von Interferon(l) Induktionsprinzipien Die
Zellkernarchitektur ist durch die dynamische Assoziation
von ,,scaffold/matrix attachment regio“-Elementen (S/MARs)
mit dem Kernskelett bestimmt. S/MARs begrenzen geno-
mische Regionen auf zellspezifische Weise. Da sie keine Se-
quenzhomologie, aber gemeinsame strukturelle Prinzipien
aufweisen, erfordert ihre Analyse neue Ansitze. Diese ha-
ben zu neuen Anwendungen des SIDD-Algorithmus gefiihrt,
der zudem neue Prinzipien der Gen-Fernkontrolle aufdeckt

- so haben ,DNAse I hypersensitive Stellen‘ eine Entspre-
chung im SIDD-Profil. Diese Untersuchungen haben signifi-
kante Unterschiede in der Regulation der Interferon-8 Gene
in Mensch (hulFN-B) und Maus (mulFN-B) aufgezeigt.

Nichtvirale Episome Nichtvirale Episome wurden auf der
Grundlage eines hulFN-8 assoziierten S/MAR Elements als
zirkuldare Vektoren entwickelt. Wir konnten ,Minicircles‘ in
Zellen einfiihren - zirkuldre Vektoren ohne prokaryotische
Anteile. Die Beseitigung der bakteriellen Sequenzen durch
ortsspezifische Rekombination fiihrt zu einer Erweiterung
der Klonierungskapazitat und einer Etablierbarkeit ohne
Selektionsdruck. Zudem eliminiert sie jene Sequenzanteile,
die sonst zum Ziel zelluldrer Abwehrstrategien werden.
Somit entstand ein stabil replizierendes Vehikel mit groBem
Potenzial in verschiedenen gentherapeutischen und biotech-
nologischen Ansatzen.

Kassettenaustauschtechnologie (RMCE) Das ,RMCE”-
Verfahren beruht auf Mutanten der Erkennungsstellen
(FRT(mut). Mit einem Satz aus zwei unterschiedlichen FRT-
Mutanten lasst sich eine genomische ,Adresse” erstellen,
wobei sich Sequenzen zwischen den FRTs gegen ein gleich-
artig konstruiertes ,gene-of-interest” (GOI) austauschen

lassen. Dabei wird das Gen eingefiihrt. Derzeit wird die
Palette der RMCE-Anwendungen durch ,Multiplexing*“-
Varianten erweitert. Diese erlauben entweder die simultane
Modifikation mehrerer genomischer Adressen oder den
schrittweisen Ausbau von Chromatindoméanen. Vorausset-
zung sind vier FRT-Stellen, in denen sich jedes Mitglied von
allen anderen in vier Positionen unterscheidet, um Kreuz-
reaktionen zu verhindern. Wir haben zu diesem Zweck
sieben neue Mutanten hergestellt, die gegenwartig getestet
werden.

Halo-FISH Techniken Alle geschilderten Versuchsreihen
profitieren von Varianten des FISH-Verfahrens - insbeson-
dere dem Halo-FISH. Sie sind geeignet, unabhédngig regu-
lierte Chromatindoménen zu visualisieren, den Status von
Episomen zu bestimmen und die Eigenschaften retroviraler
Integrationsstellen zu ermitteln. Derartige Anséatze zeigten,
dass solche Integrationsereignisse immer an der Flanke von
S/MARs erfolgen. Diese Ergebnisse greifen, wenn es gilt,
Fehlschldge relevanter gentherapeutischer Ansétze zu er-
kldaren und zu vermeiden. Die allgemeine Giiltigkeit dieses
Prinzips zeigt sich auch darin, dass Halo-FISH Ansitze fiir
endogene Retroviren (HERVs), HIV und SIV die gleichen
Regeln aufzeigten.

Maxicircle Minicircle

FISH-Analyse zum zelluldren Status von Episomen auf Plas-
mid- bzw. Minicircle Basis. Im Falle episopmlaler Plasmide
sind intensive Doublets mit identischen Positionen auf beiden
Chromosomenarmen typisch, wodurch Integration nachge-
wiesen wird (links). Minicircle-Ansditze zeigen hingegen
Signale, die iiber den gesamten Satz an (Metaphase-) Chromo-
somen verteilt sind (rechts). Typische Kopienzahlen bewegen
sich zwischen 5 und 15. Grafik: HZI, Rohde
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Transgene Méuse, aber auch mit Hilfe von adoptivem Trans-
fer etablierte Mausmodelle, werden erfolgreich eingesetzt,
um spezielle Fragestellungen zu Infektion und Immunitat

zu untersuchen. Fiir das Studium intrazelluldrer Prozesse in
einem weniger komplexen Hintergrund bieten sich Zelllinien
aus diesen Modellen an. In diesem Projekt fokussieren wir
auf die Etablierung neuer Modellzelllinien und transgener
Maéuse.

Bei der Erstellung von neuen Mausmodellen steht die strikt
kontrollierte Expression der transduzierten Gene im Vorder-
grund. Dafiir haben wir sowohl transkriptionelle als auch
genetische Schalter in murine embryonale Stammzellen
eingebracht. Derzeit werden transgene Mause erstellt, die
eine kontrollierte Expression von Transgenen in definierten
Geweben erlauben.

Neue Generation rekombinanter Produzentenzellen

Fiir die Erstellung von transgenen Mausen, aber auch fiir
die definierte genetische Manipulation von Zellen setzen
wir den Rekombinase-vermittelten Kassettenaustausch
(RMCE) ein. Dieses Verfahren haben wir mit einem strin-
genten Selektionsprinzip kombiniert und konnen damit
Transgene effizient und gezielt einbringen. Dariiber hinaus
haben wir definierte Integrationsorte in murinen embryo-
nalen Stammzellen fiir den Kassettenaustausch zugénglich
gemacht. Dies ermdéglicht nun die effiziente Etablierung
transgener Méduse mit vorhersagharen Expressionseigen-
schaften.

Mit Hilfe der RMCE-Technologie haben wir eine neue Ge-
neration rekombinanter Produzentenzellen zur Produktion
von rekombinanten Retroviren hergestellt. In HEK293 Zel-
len wurde ein hochaktiver chromosomaler Integrationsort
fiir den Kassettenaustausch markiert. Dieser Integrations-
ort wird nun fiir die Integration von therapeutischen Retro-
virusvektoren verwendet. Diese Zelllinie, FIp293A, erlaubt
die effiziente Produktion von rekombinanten Retroviren
(2x107 ip/106 Zellen) und wird derzeit fiir die Produktion
von therapeutischen Viren evaluiert.

Immortalisierte Zellen Permanente Zelllinien geben auf-
grund ihrer genetischen Verdanderungen nur eingeschrankt
die Eigenschaften der primaren Ausgangszellen wieder. Wir
haben eine Methode zur konditionalen Immortalisierung
von Zellen entwickelt. Hierfiir setzen wir ein strikt kontrol-
liertes Regulationssystem ein, das eine Doxycyclin-abhdn-
gige Expression der Immortalisierungsgene gewéhrleistet.
Dartiber hinaus erlauben die Kassetten die Transduktion

in einem Schritt und die virale Transduktion und damit

die effiziente Implementation des Systems in verschiedene
Zelltypen inklusive stationdrer Zellen.

Endothelzellen Endothelzellen sind eine wichtige Barriere
fiir Pathogene und spielen eine wichtige Rolle in Infektions-
und Inflammationsprozessen. Wir untersuchen den Unter-
schied zwischen Blut- und Lymphendothelzellen hinsicht-
lich der phenotypischen Eigenschaften, Oberflichenmarker-
expression und Genexpressionsprofilen. Dariiber hinaus
haben wir Arbeiten zur Prozessierung von Antigenen sowie
der Reaktivitit dieser Zellen hinsichtlich Inflammationsme-
diatoren initiiert.

Die Zellen und Mause der oben beschriebenen Modelle wer-
den auch eingesetzt um die Wechselwirkungen zwischen
Zellen, Implantationsmaterialien und Bakterien zu verste-
hen. Zellwachstum, Zellphysiologie und RNA Expressions-
profile inklusive einer bioinformatischen Analyse wurden
verfolgt. Hierbei konnten wir Zellproliferation, Entziin-
dungsereignisse und den Sterolmetabolismus als wichtige
Targets fiir Ionen aus metallischen Implantationsmaterialien
identifizieren.
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Im Mittelpunkt unserer Arbeiten stehen die Erforschung
von spezifischen Mechanismen der Induktion immunolo-
gischer Toleranz und die Regulation pathogen-spezifischer
Immunantworten durch Funktionelle Genomanalyse. Unser
Ziel ist es, neue und hocheffektive Therapieansitze fiir
Erkrankungen mit gestérter Inmunfunktion zu entwickeln,
wie sie bei chronischen Entziindungen und Infektionser-
krankungen vorkommen.

Mukosale Immunitét des Gastrointestinaltraktes Im
Fokus dieser Arbeiten ist die Erforschung grundlegender
Mechanismen mukosaler Immunregulation und deren
gezielte ,Therapeutische Manipulation“ bei chronischen
Entziindungen. Wir haben neue transgene Mausmodelle fiir
mukosale Entziindungen des Darms etabliert und uns mit
der Beeinflussung des mukosalen Mikromilieus durch hu-

manpathogene Krankheitserreger und Probiotika beschiftigt.

Um grundlegende Mechanismen T-Zell-vermittelter Immun-
reaktionen, mukosaler Dysregulation und peripherer
Toleranzinduktion bei Erkrankungen des Darms besser zu
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Wie werden pathogen-spezifische Inmunantworten im Darm
reguliert? Das Immunsystem der Schleimhdute des Darms
(mukosales Immunsystem) steht vor der schwierigen Aufgabe,
dass es gegeniiber einer Vielzahl von Nahrungsbestandteilen
tolerant sein muss und gleichzeitig eine effiziente Barrierefunk-

tion gegentiber potentiellen Pathogenen (Bakterien, Viren, Pilze,

Parasiten) darstellen muss. Hierfiir ist eine feinabgestimmte
Wechselwirkung von Epithelzellen, Antigen-priisentierenden
Zellen und Effektorzellen erforderlich. Wir konnten in den letzten
Jahren grundlegende Mechanismen T-Zell-vermittelter Immun-
reaktionen, mukosaler Dysregulation und peripherer Toleranz-
induktion bei Erkrankungen des Darms aufkldren und zeigen,
dass insbesondere der lokalen Immunregulation durch regula-
torische T-Zellen eine besondere Bedeutung fiir die Aufrechter-
haltung des mukosalen Gleichgewichts zu kommt. Grafik: HZI

verstehen, haben wir eine transgenes Mausmodell etabliert.
Es beruht auf der transgenen Expression eines Modellanti-
gens — des Influenza Hamagglutinins (HA) - in Epithelzellen
des Darms. In diesem Modell konnten wir einen wichtigen
Mosaikstein der Pathogenese chronisch-entziindlicher Darm-
entzlindungen aufklaren. Das Modellsystem wird inzwischen
von nationalen und internationaler Kooperationspartner ge-
nutzt, um die Zusammenhénge von Infektion, Entziindung und
Tumorentstehung im Gastrointestinaltrakt zu entschliisseln.

Regulatorische T-Zellen Regulatorische T-Zellen (Treg)
spielen bei immunologischer Toleranz eine zentrale Rolle.
Hat ein Organismus zuwenig dieser Zellen, kann das
Immunsystem {iberreagieren und korpereigenes Gewebe
angreifen. In schweren Féllen fiihrt eine solche Reaktion zu
Autoimmunerkrankungen wie Rheuma, Multipler Sklerose
oder Diabetes vom Typ 1. Die Funktion regulatorischer CD4*
T-Zellen bei der Vermeidung von Autoimmunreaktionen im
Gastrointestinaltrakt ist gesichert — ebenso wie ihre Rolle
bei chronischen Infektionen. Fiir ein besseres Verstand-

nis der Funktion von Treg-Zellen bei der Vermeidung von
autoreaktiven Immunantworten, haben wir Transkriptom-
analysen mit unterschiedlichen regulatorischen T-Zellpopu-
lationen in der Maus und am Patienten durchgefiihrt. Diese
Analysen fiihrten zu weiteren interessanten aktivierungs-
unabhdngigen Markergenen von Treg-Zellen (Neuropilin-1
und GPR83). Die diagnostische Relevanz von Neuropilin-1
als molekularem Marker hat sich im Rahmen klinischer
Studien gezeigt. AuBerdem haben wir naive T-Zellen durch
retrovirale Transduktion von Kandidatengenen manipuliert
und anschlieBend in vivo getestet.

In einem aktuellen Forschungsprojekt zur peripheren
Immunregulation ist es uns in Kooperation mit Prof. Dr.
Christoph Klein (Medizinischen Hochschule Hannover)
gelungen, Gfil als wichtigen Transkriptionsfaktor fir die
Reifung und Aktivierung dendritischer Zellen zu identifi-
zieren. Dies fiihrte uns zu einem neuen Schliisselmolekiil:
Adaptorprotein p14, mit dem wir ein neues priméares Immun-
defizienzsyndrom verstehen konnten.

Fiir die molekulare Charakterisierung von Treg-Zellen im
Rahmen klinischer Studien haben wir einen Designerarray
mit ca. 350 humanen Treg-assoziierten Transkripten ent-
wickelt und neue molekulare ,Pathways* identifiziert. Wir
entwickeln Studien, um mit dieser neuen Technologie ge-
meinsam mit klinischen Partnern Autoimmun-, Tumor- und
Infektionserkrankungen zu charakterisieren. Es ist unser
Ziel ein ,Signalling-Network“ humaner Treg-Zellen zu gene-
rieren, um neue Ansatzpunkte fiir eine therapeutische Mani-
pulation dieses regulatorischen Netzwerkes zu identifizieren.
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Die Arbeitsgruppe Immunregulation beschaftigt sich mit
der Charakterisierung des Zusammenspiels verschiedener
Immunzellen (CD4* und CD8* T-Zellen, Epithelzellen und
alveolare Dendritische Zellen) in einem transgenen Maus-
model fiir T-Zell-vermittelte Entziindung in der Lunge. Diese
Untersuchungen sollen in Zukunft auch auf Influenza-A-in-
fizierte Mause ausgeweitet werden. Ziel ist es, ein besseres
Verstandnis grundlegender Mechanismen der Entstehung
von Autoimmunitdt und der peripheren Toleranzinduktion
zu erlangen. Es sollen auch therapeutische Ansitze zur
Immunmodulation getestet werden, die auf der Induktion
regulatorischer T-Zellen durch unreife Dendritische Zellen
beruhen. Sie wurden im Mausmodell fiir Typ-1- Diabetes
bereits etabliert und erfolgreich angewendet.

Immunregulation in der Lunge In der Vergangenheit
haben wir ein transgenes Mausmodell etabliert, das auf der
Expression des Influenza-Hdmagglutinins in der Lungen-
schleimhaut basiert. Verpaart man diese Mause mit Méausen,
die reaktive T-Zellen spezifisch fiir dieses Protein tragen,
kommt es zu einer schweren Entziindung in der Lunge.
Chronische Antigenstimulation in der Lungenschleim-
haut fiihrt zur Induktion regulatorischer T-Zellen, die der
Entzlindung entgegenwirken. Wir beschiftigen uns mit
den Mechanismen, die dieser Toleranzinduktion zugrunde
liegen. Die Epithelzellen, die das krankheitsverursachende
Antigen in der Lunge exprimieren, sind aktiv an der Induk-
tion aber auch Regulation T-Zell-vermittelter Immunitét in
der Lungenschleimhaut beteiligt. Ziel ist es, die komplexen
Mechanismen, die Storungen im schleimhautassoziierten

Die Abbildung zeigt, wie ein aktivierter T-Lymphozyt (blau)
auf seinem Weg durch das Lungengewebe (braun) in Kontakt
mit einer alveolaren Epithelzelle (rot) kommt. Foto: HZI
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Zusammenfiihren von Antigen mit einer unreifen dendri-
tischen Zelle

Immunsystem der Lunge zugrunde liegen, besser zu verste-
hen und therapeutisch zu beeinflussen. Ein weiterer Aspekt,
den wir in Zusammenarbeit mit der Yale University School
of Medicine in Zukunft in diesem Mausmodell intensiver
bearbeiten werden: Hat eine Influenza Infektion den Verlust
immunologischer Toleranz in der Lunge zur Folge und
somit Einfluss auf die Induktion von Autoimmunitat?

Mausmodell fiir Autoimmunhepatitis In Kooperation mit
der Harvard Medical School haben wir ein neues Mausmo-
dell etabliert, das auf der Deletion des ,Autoimmune Regu-
lators“ AIRE basiert. Fehlt dieser Faktor entstehen sowohl
beim Menschen, als auch in der Maus Autoimmunerkrankun-
gen. Eine erste Charakterisierung der Mause hat gezeigt,
dass der Gendefekt zur Entwicklung von Autoimmunhepatitis
fiihrt. Molekulare Analysen deuten darauf hin, dass ahnlich
wie in der Lunge auch in der Leber periphére Toleranzme-
chanismen greifen, die zu einer Expansion regulatorischer
T-Zellen am Ort der Entzlindung fiihren. Bisher gibt es wenige
geeignete Mausmodelle fiir Autoimmunhepatitis. Daher
konnten weiterfiihrende Untersuchungen der immunologi-
schen Toleranz in der Leber AIRE-defizienter Mduse wert-
volle Einblicke in die Mechanismen dieser Erkrankung liefern.

Therapeutische Intervention bei Typ-I-Diabetes In einem
weiteren transgenen Mausmodell fiir Typ-I-Diabetes haben
wir erfolgreich einen Ansatz zur therapeutischen Inter-
vention getestet. Er beruht darauf, dass ein Bauchspeichel-
zellen-spezifisches Proteinantigen unreifen Dentritischen
Zellen iiber ein Antikorpertargeting zugefiihrt wird. Eine
Stimulation diabetogener T-Zellen iiber diese unreifen Den-
dritischen T-Zellen fiihrt in Mdusen mit Veranlagung zu
Typ-I-Diabetes zur Induktion regulatorischer T-Zellen, die
den Ausbruch der Erkrankung verhindern. Derzeit fiihren
wir eine BMBF geforderte Studie zur Sicherheit dieses
therapeutischen Ansatzes durch. Langfristiges Ziel ist eine
mogliche Anwendung dieser therapeutischen Antikorper in
klinischen Studien.



03.7

F

86 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Infektion und Immunitédt | Entziindung und Immunitat

| Dr. Siegfried WeiB | Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie | siw@helmholtz-hzi.de

| Heike Bauer | Nicole Dietrich | Dr. Sandra Diber | Dr. Anne Endmann |
Dr. Nelson Gekara | Dr. Jadwiga Jablonska | Sara Leschner | Dr. Stefan Lienenklaus | Dr. Holger LoBner |
Marcin Lyszkiewicz | Bishnudeo Roy | Swati Shukla | Nuno Viegas | Kathrin Westphal | Natalia Zietara

Nach dem Eindringen in den Korper infizieren krankheits-
erregende Bakterien gezielt bestimmte Organe und Zellen
des Wirts. So findet man Listeria monocytogenes nach intra-
vendser Infektion von Méausen nur in Milz und Leber. Wir
haben uns dabei mit der Milz befasst und konnten zeigen,
dass sie hauptsdchlich eine bestimmte Art von Makropha-
gen der Marginalzone infizieren, die den Zelloberflichen-
marker ERTR-9 tragen, und zu einem geringeren Ausmaf
auch dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten.
Die infizierten Makrophagen sind héchst wahrscheinlich
auch die Zellen, die die ersten Zytokine produzieren, wie
z.B. Typ I-Interferone (IFNs). IFNs sind verantwortlich fiir
die Induktion von Apoptose bei T-Zellen wahrend einer
Listerien-Infektion.

Tumore, die mit Salmonellen kolonisiert sind und induzierbare
Leuchtkdfer-Luziferase tragen, wurden immunhistologsich

analysiert (Rot = Bakterien, Blau = Zellkerne der Tumorzellen).

Gezeigt sind nekrotische Bereiche, in denen keine lebenden
Tumorzellen gefunden werden konnen (links). Die Induktion
der Luziferase kann nach Verabreichung des Substrates Luzi-
ferin auf der Haut der Maus leuchten und mit einer sensitiven
Kamera detektiert werden, ohne dass die Maus getdtet werden
muss. Fotos: HZI, Westphal, Lofner

Aktivieren von Komplement Die Zellspezifitat der Liste-
rien liegt vermutlich daran, dass die Bakterien zelluldre
Oberflichenmolekiile zum Eindringen verwenden. Zum
Beispiel handelt es sich bei ERTR-9 um ein Lektin, das an
die Zuckerstruktur der Zellwand von Listerien bindet. Auch
der Komplement-Rezeptor Mac1 scheint beteiligt zu sein. In
Mausen, denen die essentielle Komplement-Komponente C3
fehlte, wurden bestimmte Zellen nicht mehr infiziert. Lis-
terien sind bekannt dafiir, dass sie Komplement aktivieren.
Deshalb erscheint die Spezifitat fiir einen Komplement-Re-
zeptor nachvollziehbar.

Bakterien gegen Krebs In einem weiteren Projekt haben
wir die erstaunliche Eigenschaft von bestimmten Bakterien
ausgenutzt, sich in festen Tumoren anzureichern. Mehrere
Stamme von Salmonellen, Escherichia coli und Shigella flex-
neri wurden getestet. Wir konnten zeigen, dass kurz nach
der Verabreichung weniger Bakterien im Tumor zu finden
waren. Diese Bakterien waren in der Nidhe der BlutgefdBe
des Tumors zu finden. Im Verlauf der Besiedelung schienen
die Bakterien allerdings Nekrosen zu verursachen und ko-
lonialisierten verstarkt den Tumor. Trotzdem konnten diese
Tumore nach einer kurzen Phase der Wachstumsinhibition
weiter wachsen. Jetzt wollen wir versuchen, die Eigenschaft
der getesteten Bakterien auszunutzen, um therapeutische
Molekiile wie zum Beispiel Toxine mit Hilfe der Bakterien
direkt in den Tumor einzuschleusen. Um dies optimal zu
erreichen, wurde ein Problem dieser bakteriellen Vektoren
gelost, denn die Expression rekombinanter Proteine in Bak-
terien - speziell in vivo - stellt fiir den Mikroorganismus
eine extreme Belastung dar. Deshalb haben wir ein System
etabliert, das es den Bakterien erlaubt, zundchst den Tumor
zu besiedeln und dann erst die Genexpression anzuschal-
ten. Wir haben dazu einen bakteriellen Promotor verwendet,
der durch den Zucker L-Arabinose aktiviert werden kann.
Wenn wir diesen Promotor verwenden, um die Luziferase
des Leuchtkéfers zu exprimieren, konnen wir die Genex-
pression mit einer sensitiven Kamera in der lebenden Maus
nachweisen. Dieser Promotor ist sehr priazise kontrolliert,
so dass selbst bakterielle Suizidgene induzierbar expri-
miert werden konnen. Dies tragt erheblich zur Sicherheit
der Bakterien fiir die Immun- und Gentherapie bei.
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Das Immunsystem lisst sich grob in zwei Aste unterteilen:
Fiir die humorale Immunitét sind losliche Faktoren wie
Antikorper oder Komplementproteine verantwortlich, fiir
die zelluldre Immunitét sorgen ganze Zellen, wie B- und
T-Lymphozyten oder dendritische Zellen (DC). Wahrend
die humorale Immunitat nur indirekt zu beobachten ist,
lassen sich die Zellen unmittelbar ,bei der Arbeit“ sichtbar
machen. Am Anfang jeder neuen zelluldren Immunantwort
stehen Antigen-prasentierende Zellen (APC). Sie sind in
der Korperperipherie angesiedelt, nehmen dort eingedrun-
gene Krankheitserreger auf und transportieren sie zu den
Lymphknoten, wo sie den T-Zellen Peptidfragmente — Anti-
gene — des Erregers prasentieren.

Beobachtung von Immunzellen Obwohl dieser Transport-
prozess ein zentraler Bestandteil der zelluldren Immunitat
ist, wurde er bisher kaum unmittelbar beobachtet, so dass

Eine dendritische Zelle als Anziehungspunkt fiir Antigen-spe-
zifische T-Zellen wiihrend des Prozesses der T-Zellaktivierung.
Die ,,Spaghetti“-Strukturen drumherum stellen Fasern einer
kiinstlichen extrazelluldren Matrix aus 3-D-Kollagenfasern
dar. Fotos: HZI, Narang, Rohde, Gunzer

nicht viel tiber seine Dynamik in vivo bekannt ist. In vielen
Fallen lassen sich Defekte in der Entstehung der Immun-
antwort mit einer gestérten Wanderung der DC erkléren.
Die Immuntherapie von Krebs versucht, DC als Trager fiir
Tumorantigene zu verwenden. Das ungeloste Hauptprob-
lem ist, nicht zu wissen, wie sich DC im Patienten optimal
anwenden lassen, ohne ihre eigene Wanderungsfahigkeit
zu beeintrachtigen. Methoden, mit denen die normale und
gestorte DC-Wanderung in vivo sichtbar gemacht werden
kann, waren ein niitzliches Hilfsmittel: Es konnten neue
Aufschliisse liber diesen grundlegenden Prozess gewonnen,
Impfverfahren optimiert und Krankheitsprozesse besser
verstanden werden. Ein weiterer intensiv untersuchter
Aspekt der zelluldren Immunitét sind die physikalischen
Wechselwirkungen der T-Zellen mit den APC wihrend der
Antigenprasentation. Die aktuellen Theorien tiber diese
Wechselwirkungen beruhen auf in vitro Untersuchungen.
Erst kiirzlich konnte man mit bildgebenden Verfahren an
explantiertem Lymphgewebe und Lymphknoten in vivo auch
Erkenntnisse {iber die sehr dynamischen Wanderungsvor-
gange im lymphatischen Gewebe gewinnen. Solche Unter-
suchungen diirften zu ganz neuen Vorstellungen {iber die
in vivo Aktivierung der T-Zellen und die gestorten Abldufe
bei Infektionen mit todlichem Ausgang fiihren.

Hochauflésende Bilder Mit neuesten mikroskopischen
Techniken konnen wir zelluldire Immunitét in ihrem na-
tiirlichen Umfeld sichtbar machen. So verschaffen wir uns
bessere Kenntnis iiber die biophysikalische Dynamik, die
diesen Prozessen zugrunde liegt. Ein wichtiges Hilfsmittel
zum Aufstellen und Uberpriifen unsere Arbeitshypothesen
ist die Analyse der Zelldynamik in kiinstlichen extrazel-
luldren Matrizen. Parallel haben wir die Bildgebung in ex-
plantierten Lymphknoten und an Lymphknoten in lebenden
Mausen entwickelt. Zu diesem Zweck setzen wir Zeitraffer-
Konfokalmikroskopie und Zwei-Photonen-Mikroskopie ein.
Mit letzterer lassen sich hoch auflosende Bilder tief aus dem
Inneren lebenden Gewebes gewinnen. Um ein komplettes
Bild zu bekommen, miissen die Aufnahmeverfahren sowohl
auf Seiten der Immuninduktion, als auch der Immuninter-
vention angewandt werden. Dazu untersuchen wir in einem
DFG-Projekt die Immunantwort gegen eine Infektion mit
dem pathogenen Pilz Aspergillus fumigatus in der Lunge
lebender Tiere. Davon versprechen wir uns bessere Kennt-
nisse liber die Entwicklung von Immunprozessen, wie sie
ihre Funktion erfolgreich erfiillen und wann oder warum
sie versagen.
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Phéanotypische Eigenschaften von Zellen entstehen durch
Interaktionen zwischen Genen, Proteinen und Metaboliten.
Um zellulare Prozesse und ihre Regulierung verstehen

zu konnen, ist es notwendig, die molekularen Netzwerke
vertikal in ein Interaktom zu integrieren und ihre globale
Struktur zu untersuchen.

Integriertes molekulares Netzwerk Hierzu konstruierten
wir ein integriertes molekulares Netzwerk (IMN) von
Escherichia coli. Es basiert auf metabolischen Reaktionen,
Metabolit-Protein-Interaktionen (MPI) und transkriptio-
nellen Regulationsdaten. Wir untersuchten drei grundle-
gende Aspekte zelluldrer Prozesse: Riickkoppelungsre-
gulation der Genexpression, Netzwerkmotive und globale
Organisation. Uberraschenderweise fanden wir, dass die
Riickkoppelungsregulation der Genexpression in E. coli
exklusiv durch MPIs vermittelt wird und es wurden 69 sol-
cher ,feedback loops“ (FBLs) identifiziert. Eine eingehende
Analyse des IMN zeigte eine ,,bow-tie“-dhnliche Verkniip-
fungsstruktur mit drei verschachtelten molekularen Ebe-
nen. Alle FBLs konnten nur im Kern der ,bow-tie“-Struktur
gefunden werden. Wir entdeckten 13 drei-Knoten-Netzwerk-
motive einschlieBlich fiinf zusammengesetzter Motive mit
zwei verschiedenen Typen von Interaktionen. Die Analyse
ihrer Signifikanz in der ,bow-tie“-Struktur zeigte: Rund
75% von ihnen sind verkniipft, dabei bilden sie das Riickgrat
des sogenannten ,giant strong component“ (GSC).

Analyse der Modularitat von IMN Ein Gruppierungspara-
meter war die Modularitdt — die modulare Analyse erfolgte
durch ein integriertes molekulares Netzwerk von E. coli.
Es wurde herausgefunden, dass eine Gruppierung Gene
bekannter dhnlicher Funktion in gut definierten, physio-
logisch verwandten Modulen signifikant einteilte. Die
Identifizierung von Netzwerkmotiven und diese in Wech-
selbeziehung mit Modulen hoch verkniipfter Knoten zu
bringen, kann ihre potenziell funktionelle Rolle definieren.
Zu diesem Zweck entdeckten und analysierten wir 12 hoch
signifikante drei-Knoten-Netzwerkmotive. Eine Verteilungs-
analyse dieser Motive zeigt, dass sie grundlegende Muster
der Regulation und Organisation von Genen in Modulen
darstellen.

Voraussage funktioneller Verbindung zwischen Genen
und/oder Proteinen Um funktionelle Verbindungen
zwischen Genen vorhersagen zu kénnen, entwickelten

wir eine neue Methode, die als ,trend correlation“ (TC)
bezeichnet wird. Eine signifikante Anzahl von Genpaaren,
die ausschlieBlich durch die TC-Methode abgeleitet wurden,
sind Prozess-, Identitdts- oder Funktionsdhnlichkeitspaare,
oder sie haben gut dokumentierte biologische Interaktionen.
Dazu gehoren 443 bekannte Proteininteraktionen und eini-
ge bekannte, auf den Zellzyklus bezogene Regulationsinter-
aktionen. Ferner erreicht der Prozentsatz der Prozess-, Iden-
titats- und Funktionsdhnlichkeitsgene 60,2% bzw. 55,6% fiir
einen p-Schwellenwert von 1E-5 unter dem gemeinsamen
Teil der drei Methoden. Das ist eine gute Basis fiir weitere
experimentelle und funktionelle Untersuchungen. Die
TC-Methode kann die bisherigen Methoden zur Vorhersage
funktioneller Verkniipfungen in einem biologischen Netz-
werk signifikant erweitern und ist vor allem hilfreich bei
der Nutzung von Zeit-Serien-Daten.

» Gene (1279)
Protein (702)
® Protein complex (335)
+ Metabolite (934)
sANA (16)

— Metabolic
reactions (1120)

= Transcriptional
regulation (2724)

Protein-metabolite
interaction (51)

— Protein-protein
interaction (670)

— sRNA interaction (25)

Interaktom: E. coli
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Ein Drittel aller Todesfélle, die jahrlich weltweit auftreten, werden direkt durch Infektionskrankheiten verursacht. Zudem sind
pathogene Mikroorganismen fiir mindestens 15% neuer Krebserkrankungen verantwortlich und ebenfalls an der Pathogenese vieler
chronischer Krankheiten beteiligt. Darliber hinaus wird die Bedrohung der Volksgesundheit durch Infektionskrankheiten durch das
weltweite Auftreten multiresistenter Stdamme weiter verstarkt. Somit besteht eine Notwendigkeit, neue Ansatze zur Bekampfung
mikrobieller Pathogene zu schaffen. Hauptziel dieser Themen ist die Entwicklung neuer Werkzeuge und Strategien, um ansteckenden

Krankheiten vorzubeugen und sie zu therapieren.

Die Forschung im Bereich der Antiinfektiva konzentriert sich sowohl auf die Identifizierung als auch auf die Struktur-/Funktions-
analyse neuer Wirkstoffe sowie auf die Kldrung ihrer Wirkungsmechanismen. Fiir die Suche nach kleinen Molekiilen mit anti-
infektiver Wirkung werden mikrobielle Extrakte und kombinatorische chemische Bibliotheken eingesetzt. Diese Aktivitaten sind in

der ,Chemischen Pipeline“ des HZI zusammengefasst.

Innerhalb des Projekts ,,Mikroorganismenvielfalt und Naturstoffe“ wurde eine neue Gruppe thermophiler und mesothermophiler
Myxobakterien hinsichlich ihres biosynthetischen Potenzials evaluiert. Weiterhin wurden neue Isolate auf ihre Eignung als Wirte
flr die Expression von Polyketid-Synthase Genclustern lberpriift. Auch wurden Studien durchgefiihrt, um den Mechanismus des
antimykotischen Benzolaktons Cruentaren A aufzuklaren. Es wurde gezeigt, dass diese Komponente die FOF1 ATPase der Mito-

chondrien spezifisch hemmt.

Die Projekte ,Medizinische Chemie von Antiinfektiva“ und ,,Entwicklung neuer Antibiotika aus natirlichen Quellen® konzentrieren
sich auf die Naturstoffsynthese und das Design optimierter Analoga. Erst kiirzlich konnte die komplette 3D-Struktur der natirlich
vorkommenden Makrolidantibiotika Archazolid, Etnangien und Chivosazol sowie die neue Anti-Tuberkulose-Leitstruktur Thuggacin
aufgeklart werden. Neue préaparative Methoden wurden entwickelt, welche die effektive und konvergente Synthese von bioak-
tiven Schlisselsynthonen, wie den chiralen Aminen oder stereogenen Polyketiden erlauben. Diese Methoden und ein detailliertes
Verstandnis ihrer molekularen Architektur ermdglichen die komplette Synthese dieser pharmazeutischen Leitstrukturen und bilden

die Grundlage fiir die Entwicklung vereinfachter Analoga mit verbesserten chemischen und/oder biologischen Eigenschaften.

Innerhalb des Projekts ,Chemische Biologie von Infektionskrankheiten“ wurden die notwendige Infrastruktur und die Methoden
flr eine systematische Entdeckung neuer Antiinfektiva auf der Basis kombinatorischer Synthese und Hochdurchsatz-Screening
erfolgreich etabliert. Mit Hilfe unseres Wirkstoffarchivs, das zur Zeit liber 90.000 Substanzen umfasst, wurden bereits sehr
vielversprechende kleine Molekdile mit antitumoraler, antiviraler und antiinfektiver Aktivitat entdeckt. Ferner konnten Verbin-
dungen synthetisiert werden, die sowohl als Adjuvantien als auch als Inhibitoren fiir bakterielle Biofilme fungieren, und dariber

hinaus als Substanz fiir ,,Quorum-Sensing“-Untersuchungen eingesetzt werden.

Einer der wichtigsten Krankheitserreger von Pilzinfektionen in Krankenhdusern ist Candida albicans, welcher besonders bei Patienten
mit geschwdchtem Immunsystem auftritt. Auf Grund dieser Tatsache wurde im Projekt ,,Identifizierung von molekularen Zielen von
Antiinfektiva“ ein in-vitro-Infektionsmodell von Makrophagen durch C. albicans ausgewahlt, um Untersuchungen iber die zugrunde

liegenden Mechanismen durchzufiihren. Als Zielverbindungen hat man immunstimulierende/-hemmende Molekiile und Fungizide
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gewabhlt, deren molekularer Wirkmechanismus noch unbekannt ist. Man hat eine C. albicans Mutante identifiziert, die eine erhohte
Empfindlichkeit aufweist. Auf der Wirtsseite deuten erste Ergebnisse darauf hin, dass durch Einwirkung ausgesuchter myxobakte-

rieller Sekundéarstoffwechselprodukte Zytokine als direkte Makrophagenantwort ausgeschiittet werden.

Das ,Antigen-Anlieferungssysteme und Impfstoffe“-Projekt ist auf die Entwicklung von Werkzeugen und Strategien ausgerichtet, um
die Vakzinanlieferung - hauptséchlich lber die Schleimhdute - zu optimieren. Das Protein p17 von HIV-1 ist ein strukturelles Protein,
das im Lebenszyklus des Virus essentiell ist. Intranasale Immunisierung mit p17 und einem synthetischen Agonisten des ,Toll-like®
Rezeptors 2/6 (MALP-2) leiteten eine starke systemische und mukosale Immunantwort ein. Funktionale Charakterisierungsstudien
zeigten, dass MALP-2 die Aktivierung und Reifung von B-Zellen férdert, welche wiederum fiir die Stimulierung der T-Zell-Antwort
notwendig ist. Weiterhin wurde eine neue T-Zell-Subpopulation identifiziert, die immunomodulatorische Eigenschaften im nasal-
assoziierten lymphoiden Gewebe aufwies. Diese Zellen helfen eine lokale Toleranz zu erhalten, die durch die Anregung der ,Toll-like“
Rezeptor-Signalkaskade umgekehrt werden kann. SchlieBlich wurde ein neuer SopB vermittelter ,immune-escape“-Mechanismus

in Salmonella spp. identifiziert, welcher unterbrochen werden kann, um die Effizienz von Lebend-Impfstoffen zu verbessern.

Das Projekt ,,Therapeutische zellurdre Impfstoffe* zielt auf die Entwicklung von Strategien zur Unterbrechung des ,immune-escape*-
Mechanismus, welcher in chronischen Infektionen aktiv ist. Zur Untersuchung der Interaktionen zwischen Immunzellen und Zielzellen
wurden hoch auflésende 3D-,imaging“-Techniken etabliert. Antigenpréasentierende Zellen wurden durch adenovirale Vektoren
modifiziert, welche Antigene und immunmodulierende Molekiile kodieren, die zur Verbesserung der Antigenprasentationskapazitét
dienen. Zur Evaluierung der modifizierten Zellen wurde ein transgenes Mausmodell etabliert, welches Influenza-Hemagglutinin als
Auto- und Ersatz-Tumorantigen benutzt. In einem zweiten experimentellen Modell fiihrte die Aktivierung des Interferon-Regu-
lationsfaktors-1 zur Hemmung des Tumorwachstums. Zur Umsetzung der Grundlagenforschung in Zelltherapien wurden cGMP
konforme Produktionspléne flir adenovirale Vektoren und modifizierte dendritische Zellen erstellt, welche in einem geschlossenen

integrierten Beutelsystem benutzt werden kénnen.

Marita Sylla verfolgt die Konzentrierung eines mikrobiellen
Extrakts im Rotationsverdampfer Foto: HZI, Bierstedt
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04.1 Mikroorganismenvielfalt und Naturstoffe 2

PROJEKTLEITER | Prof. Dr. Kenneth N. Timmis | Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie | kti@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Dr. Klaus Gerth | Dr. Rolf Jansen | Dr. Brigitte Kunze | Dr. Herbert Irschik |

Dr. Gabriella Molinari | Heinrich Steinmetz

Weltweit sind 25 % der Todesfédlle auf mikrobielle Infektionen
zuriickzufiihren. Der Kampf gegen resistente Keime erfor-
dert neue und bessere Wirkstoffe, die jedoch — nach Jahr-
zehnten groBer Anstrengung auf der Suche nach solchen

- immer schwieriger zu finden sind. Dennoch bleiben auch
in Zukunft Naturstoffe und ihre Derivate eine reiche
Quelle fiir neue Leitstrukturen. Mehr als 60 % der zur Zeit
verwendeten pharmazeutischen Wirkstoffe sind Naturstoffe
und zeichnen sich durch eine hohe chemische Vielfalt aus.
Mikroorganismen reprisentieren 90 % der biologischen
Diversitdt und weniger als 1 % von ihnen ist bisher erforscht.
Ganz offensichtlich liegt hier ein Schatz, der in Zukunft
noch erschlossen werden muss.

Neue Screening-Modelle fiir Naturstoffe Unsere For-
schungsplanung umfasst die Isolierung und Kultivierung
neuer Mikroorganismen und die gleichzeitige Entwicklung
neuer Screening-Modelle, um neue Naturstoffe mit neuar-
tigen Wirkmechanismen zu entdecken.

Wir konnen auf eine groBe und weiter wachsende Samm-
lung von mikrobiellen Extrakten zuriickgreifen, von Myxo-
bakterien, anderen gleitenden Bakterien und Mikroorganis-
men aus unerforschten und seltenen Biotopen. Extrakte, die
in mehreren parallelen Screens interessante biologische
Wirkungen zeigen, werden weiter bearbeitet. Neue Screens
werden entwickelt, um neue Aktivitaten zu erkennen — wie
etwa Biofilm- oder Neuraminidase Inhibitoren. Chemische
Charakterisierungen der ausgewéhlten aktiven Extrakte
werden zeigen, ob die aktiven Komponenten auf neuartige
chemische Verbindungen zurtickzufiihren sind.

Neue Metabolite Eine neue Gruppe mesothermophiler
Myxobakterien wurde entdeckt und auf ihr biosynthetisches
Potenzial hin untersucht. Gleichzeitig wurden sie auf ihre
Eignung als Wirte zur heterologen Expression von Polyketid-
Synthese Genclustern hin untersucht — in Zusammenarbeit
mit R. Miiller, Saarbriicken.

Hunderte von Stimmen anderer gleitender Bakterien wie
Flexibakterien oder Lysobakterien wurden gescreent. Etwa
50 % bzw. 70 % erwiesen sich als Produzenten von Wirk-
stoffen. Neue Metabolite wurden identifiziert und deren
Strukturaufkldarung ist in Arbeit. Die Aufklarung der
kompletten Struktur von Catacandin, einer Verbindung aus
Lysobakterien, lauft.

Der Wirkmechanismus von Cruentaren A wurde untersucht.
Dieses starke antifungische und zytotoxische Benzolacton
wird von dem Myxobakterium Byssophaga cruenta produ-
ziert. Studien zu diesem unbekannten molekularen Target
zeigten, dass Cruentaren A spezifisch die F,F; ATPase Ak-
tivitat in Mitochondrien der Hefe S. cerevisiae als auch von
Rinderherz Mitochondrien mit IC;, Werten von 15-30 nM
hemmt. Im Gegensatz dazu hemmen Vertreter der struk-
turell sehr 4hnlichen Benzolacton Enamid Klasse, wie z.B.
Apicularen A and Salicylihalamide, spezifisch die V-ATPase.

Fruchtkdrper von Sorangium cellulosum. Foto: HZI, Gerth
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Im Rahmen dieses Projektes werden chemische Synthesen
fiir Antibiotika entwickelt. Uber die Generierung von
Derivaten und Analoga soll das biologische Profil der
Leitstrukturen verbessert und eine detaillierte Aussage
tiber Struktur-Aktivitatsbeziehungen erhalten werden. Die
Identifizierung der pharmakophoren Gruppen iiber den
entwickelten Syntheseweg ist zudem ein Werkzeug fiir
das ,Chemical Genomics“. Zusatzlich sollen die dabei ent-
wickelten neuen Synthesemethoden fiir Automatisierungs-
plattformen wie etwa die SPOT- oder PASS-Flow-Synthese
eingesetzt werden.

Synthese von Corallopyronin und Ripostatin Zur Gene-
rierung verbesserter Antibiotika ist ein genaues Verstand-
nis der molekularen Strukturen unerldsslich. Hier spielt
die Unterscheidung in pharmakophore Gruppen und
Strukturelemente, die fiir eine selektive Adressierung des
Targets verantwortlich sind, eine zentrale Rolle. Neben der
Synthese kann die moderne Spektroskopie dabei wertvolle
Hilfestellungen geben.

Die Synthese analoger Strukturen hingegen setzt voraus,
dass bereits eine effiziente Synthese des Naturstoffs etab-
liert wurde. Basierend auf klassischen Synthesen, kann
schlieBlich eine Reihe von fein abgestimmten Derivaten mit
Hilfe der oben erwdhnten Automatisierungsplattformen
erzeugt werden.

Aus diesem Grund beginnt die Synthese optimierter Wirk-
stoffe mit der Totalsynthese der Naturstoffe. Vor diesem
Hintergrund synthetisieren wir Ripostatin, Myxopyronin
und Corallopyronin als vielversprechende Inhibitoren der
bakteriellen RNA-Polymerase.

Die Optimierung dieser Leitstrukturen zielt auf eine
Verbesserung der in vivo Aktivitdt ab, und wir erwarten
durch die Synthese der Analoga effizientere Wirkstoffe zur
Verfiigung stellen zu konnen. Ein zentraler Ansatzpunkt ist
dabei die Verwendung von Festphasen-unterstiitzten Syn-
thesen und Reagenzien. Wir haben bereits ein Verfahren
entwickelt, bei dem das Acyl-Enamin durch eine Umlage-
rungsreaktion an der festen Phase aufgebaut werden kann.
Zusatzlich stehen die erste Totalsynthesen von Corallopyro-
nin und Ripostatin kurz vor ihrem Abschluss.

Die 3D-Struktur von Chivosazol, einem hoch-wirksamen
Macrolid-Antibiotikum aus Sorangium cellulosum.

Chivosazol und Thuggacin Ein weiteres Projekt beschaf-
tigt sich mit der Strukturaufkldrung und Synthese von
Chivosazol und dem neuartigen anti-Tuberculose-Wirkstoff
Thuggacin.

Das Antibiotikum Chivosazol besitzt 10 unbekannte Chira-
litdtszentren. Zur Synthese und Identifizierung der SAR
miissen diese unbekannten Chiralitatszentren zundchst
bestimmt werden. Dazu haben wir 5 der 10 Stereozentren
durch Abbau und chemische Synthese analysiert. Die
verbliebenen 5 Zentren konnten durch eine Kombination
von NMR-Untersuchungen und Analyse der Aminoséaurese-
quenz der Ketoreduktasen aufgeklart werden. Gleichzeitig
haben wir damit die ersten Schritte in der Totalsynthese
abgeschlossen. Mit dem gleichen Ansatz wird die Stereo-
chemie von Thuggacin aufgeklart, und wir beschaftigen uns
bereits mit der Synthese dieses Antibiotikums.
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Die auserlesene und vielfiltige Architektur von Naturstof-
fen ist eine reichhaltige Quelle fiir neue Entdeckungen in
der Antiinfektionsforschung. Ob diese genutzt werden, um
biologische Mechanismen zu untersuchen oder als Grund-
lage fiir die Entwicklung pharmazeutischer Wirkstoffe zu
dienen - Naturstoffe ziehen besondere Aufmerksamkeit auf
sich. Forschung innerhalb dieses Projektes fokussiert auf
verschiedenen Aspekte der Naturstoffchemie, von der Natur-
stoffisolierung, der Entwicklung neuer Syntheseverfahren
bis hin Naturstoffsynthese und dem Design von Analoga.

Im Fokus: chirale Amine Ein besonderes Augenmerk rich-
ten wir bei der Entwicklung neuer Synthesemethoden auf
chirale Amine. Sie sind als strukturelle Schliisselbausteine
vieler Antibiotika ein wichtiges Syntheseziel fiir biologisch
aktive Naturstoffe und Pharmazeutika. Ziel dieses Projektes
ist die Entwicklung neuer - im Vergleich zu bestehenden
Verfahren direkteren und effizienteren — Methoden, chirale
Amine aufzubauen. Und zwar in nur einer chemischen, ste-
reoselektiven Umwandlung aus leicht zugénglichen Keton-
Bausteinen, der so genannten direkten asymmetrischen
reduktiven Aminierung. Auf der Basis eines innovativen
biomimetischen Konzepts, haben wir eine vollkommen
neuartige Methode fiir die direkte reduktive Aminierung
von Ketonen und Aldehyden entwickelt, die auf der selek-

tiven Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen beruht.

Die Effizienz dieses Verfahrens zur Synthese bioaktiver
Amine haben wir bereits zeigen konnen. Die milden und
nichtsauren Reaktionsbedingungen, zusammen mit der
hohen Chemoselektivitét des Protokolls, sollten auch An-

3D structure

Archazolid

Die 3D-Ldsungsstruktur von Archazolid, ein potentes
Makrolid-Antibiotikum aus dem Myxobakterium Archangium

gephyra.

| Dr. Herbert Irschik | Dr. Rolf. Jansen | JunLi | Pengfeili |

wendungen bei komplexen und/oder sdaurelabilen Substra-
ten ermoglichen. Weiterhin sollte der zugrunde liegende
Mechanismus und die modulare Struktur des Organokataly-
sators die Entwicklung asymmetrischer Varianten gestatten.
Zudem sollte er auch die Anwendung unseres Ansatzes

auf andere Verfahren ermdglichen, bei denen Imine als
Intermediate auftreten. Es ist geplant, diese Methode zur
kombinatorischen Synthese von Antiinfektiva einzusetzen.

Archazolid und Etnangien - zwei potente natiirliche Anti-
biotika Neben konventioneller Zielstruktur-orientierter
Synthese sind wir an der Entwicklung vereinfachter,
equipotenter Analoga interessiert. Computersimulationen
und moderne NMR-Techniken zur Bestimmung von
Losungskonformationen ermoglichen das rationale Design
derartiger Strukturen. Gegenwartige Syntheseziele sind
die komplexen myxobakteriellen Naturstoffe Archazolid
und Etnangien - hochpotente Makrolidantibiotika. Wahrend
Archazolid ATPasen des Vakuolentyps (V-ATPasen) hemmt,
inhibiert Etnangien die RNA-Polymerase. In einem inter-
disziplindren Ansatz an der Schnittstelle zwischen organi-
scher Chemie, Biochemie und Strukturbiologie werden die
Zusammenhdnge zwischen Konformation und biologischer
Funktion dieser potenten natiirlichen Antibiotika unter-
sucht. Uber einen innovativen Ansatz mit Hochfeld-NMR-
Studien in Kombination mit Molekulardynamiksimulationen
haben wir kiirzlich die relative Stereochemie und Grund-
zustandskonformation aufgeklart. Neben konventionellen
Techniken wie konformationsbasierter Konfigurations-
analyse von CH- und HH-dipolaren Kopplungen und NOE*-
Experimenten in Kombination mit ,Molecular Modelling*,
wurden Analysen residualer dipolarer Kopplungen sowie
Genom-basierter Methoden angewendet. Dieses Verstandnis
der 3D-Struktur ermoglicht nun eine gezielte Totalsynthese
und gestattet das Design vereinfachter Analoga und ein Ver-
standnis der SAR-Daten.

* Nuklear-Overhauser-Experiment: NMR-Messung, mit der
man die Distanz von Protonen im Raum bestimmen kann
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Das zentrale Ziel dieses Projektes ist die Aufklarung der
molekularen Mechanismen infektioser Prozessen mittels
niedermolekularer Wirksubstanzen. Es werden spezielle
Testsysteme entwickelt mit denen bioaktive Substanzen aus
groBen chemischen Bibliotheken selektiert und analysiert
werden. Die Ergebnisse fiihren zu neuen Antibiotika, Che-
motherapeutika und Immunmodulatoren. Das Wissen iiber
ihre Wirkmechanismen eroffnet neue Wege fiir therapeu-
tische Interventionen.

Kombinatorische Chemie Viele unserer Substanzen fiir
die Wirkstoffsuche kommen aus der kombinatorischen Syn-
these von Analoga aus chemischen Grundstrukturen. Die
Wahl der Grundstruktur fiir die Synthese einer chemischen
Bibliothek ist ein wichtiger Schritt. Er muss Aspekte zur
chemischen Synthese wie Kompatibilitdt mit der Synthese-
technologie und zur biologischen Relevanz berticksichtigen.
Die Substanzen miissen mit hoher Wahrscheinlichkeit mit
biologischen Zielstrukturen (Targets) wie den Proteinen
wechselwirken und somit ,privilegiert” fiir biologische
Aktivitat sein. Grundstrukturen mit natiirlichen Vorbildern
sind besonders privilegiert, weil sie durch biologische
Molekiile hergestellt werden. Beispielsweise haben wir

aus der Grundstruktur p-Benzochinon eine schrittweise
Synthese zum Aufbau von Analoga entwickelt. Uber eine
Michael-Addition nukleophiler Reagenzien werden Hydro-
chinone gebildet, die tiber eine Oxidation wieder in das
Benzochinongeriist zuriickreagieren. Theoretisch kann dies
viermal wiederholt werden bis tetrasubstituierte Benzochi-
none entstehen. Eine Diels-Alder Addition auf der Stufe der
bis-substituierten Benzochinone, sowie die finale Deriva-
tisierung der Hydroxylgruppen am Hydrochinon eroffnen
weitere Wege zu vielfiltigen Analoga. Eine Serie solcher
Verbindungen wurde durch Synthese in Losung hergestellt
und auf biologische Aktivitit getestet. Ein Protokoll fiir die
Festphasensynthese ist in Entwicklung.
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Konzept fiir eine Reaktionsfolge bei einer Michael-Addition, um
eine kombinatorische Bibliothek von Benzochinonderivaten
zZu erzeugen.

»High Content” Analyse Die Wahrscheinlichkeit, eine selek-
tive Wechselwirkung zwischen einer Substanz und einem
biologischen Target zu finden, steigt mit der Zahl der getes-
teten Kombinationen - das Prinzip der Hochdurchsatzsuche
(HTS). Fiir eine einzelne Substanz bestimmt daher die Zahl
der testbaren Targets den Erfolg der Suche. Eine lebende
Zelle ist ein sehr komplexes biologisches System mit einer
groBen Zahl biologischer Targets. Ihre Gesamtheit bildet
das Erscheinungsbild der Zelle, den Phidnotyp aus. Eine Zel-
le reagiert daher auf die Wirkung einer Substanz letztlich
mit der Ausbildung eines veranderten Phinotyps. Daher ist
das zellbasierte Testen auf die biologische Aktivitdt einer
Substanz auch bei unbekannten Targets sehr erfolgreich.
Oft ist schon der beobachtete Phénotyp ein Hinweis auf den
Wirkort - spiter muss das Target aufgespiirt werden.

Wir testen deshalb routineméBig die Wirkung neuer Sub-
stanzen auf eine Reihe von ausgewihlten Zellkulturen, wie
auch im Falle der Benzochinonderivate. Eines verdndert das
endoplasmatische Retikulum (ER) von Ptk2-Zellen in sehr
dhnlicher Weise wie der Naturstoff Corallidictyal aus dem
marinen Schwamm Aka coralliphaga. Die chemische Struk-
tur des Corallidictyal weist auch ein Benzochinongeriist auf,
das wahrscheinlich das wirksame Pharmakophor ist. Damit
ist belegt, dass eine Benzochinon-Bibliothek eine geeignete Sub-
stanzsammlung fiir biologisch aktive Substanzen sein kann.

Phdéinotypische Effekte von Benzochinonderivaten auf das Endo-
plasmatische Retikulum (ER) von PtK2-Zellen. Das ER wurde
griin und die Nuklei wurden blau angefiirbt. Die Kontrollzellen (4)
zeigen ein normales ER-Netzwerk. Die Inkubation von Zellen mit
verschiedenen Benzochinonderivaten induziert unterschiedliche
Verdinderungen in der ER-Struktur. Man kann Vakuolen (B), Kissen-
dhnliche Strukturen (C) und Vesikel beobachten. Fotos: HZI, Sasse
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Das priméare Screening nach Antibiotika basiert meist

auf Untersuchungen zur Wachstumshemmung auf ausge-
wihlte Testorganismen, wie Pilze oder Bakterien. Durch
Folgeuntersuchungen werden dann die zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen und Angriffspunkte aufgeklart.
Da Infektionen mit Pilzen, besonders bei Patienten mit
geschadigtem Immunsystem, an Bedeutung zu nehmen, un-
tersuchen wir derzeit Substanzen, die entweder das Wachs-
tum von Pilzen hemmen oder Funktionen des angeborenen
Immunsystems stimulieren konnen.

Candida albicans als Testorganismus Die myxobakteri-
ellen Sekundarmetabolite Ambruticin, Jerangolid und Pyr-
rolnitrin (ein Phenylpyrrol) zeigten bei filamentosen Pilzen,
aber auch bei einigen Hefen eine wachstumshemmende
Wirkung, wobei jedoch der zugrundeliegende Mechanismus
nicht im Detail aufgekldrt werden konnte. Bei der Hefe Han-
senula anomala wurde die Akkumulation von Glycerin beob-
achtet, so dass vermutet wurde, dass diese Substanzen in die
Kaskaden zur Abwehr von osmotischem Stress eingreifen.

Wir entschieden uns, die potenziell pathogene Hefe Candida
albicans als Testorganismus zu verwenden. von der wir
mittlerweile Mutanten erhalten haben. In den Mutanten
sind solche Gene deletiert, die mit S. cerevisiae Genen
homolog und dort in die osmotische Stressabwehr invol-
viert sind. Da Glycerin sowohl als Antwort auf osmotischen
Stress gebildet werden kann, als auch ein Nebenprodukt
der alkoholischen Girung unter anaeroben Bedingungen
ist, wurden systematisch die Konzentrationen von Ethanol,
sowie von intra- und extrazelluldrem Glycerin, Sauerstoff,
verschiedenen Enzymen und der Zellzahl als Konsequenz
aus verschiedenen Stressbedingungen bestimmt. Der
beobachtete zeitliche Verlauf ldsst sich iiber mathematische
Modelle des Kohlenstoff-Metabolismus in Hefen zumin-
dest qualitativ simulieren, so dass sich Hemmungen der
Atmungskette von einer Induktion der Glycerin-Produktion
unterscheiden lassen.

Makrophagen als Reprasentanten des angeborenen
Immunsystems Wir wéhlten die Makrophagenzelllinie
RAW 264.7, um Wechselwirkungen zwischen Pilzen und
Vertretern des Immunsystems zu studieren. Dabei kommt
es zunachst zur Phagozytose, also zur Internalisierung
des Pathogens, und danach zu seiner Abtétung durch
»Chemische Waffen“ der Makrophagen. Dazu gehoren ein
niedriger pH-Wert und abbauende Enzyme im Phagolyso-
som, sowie reaktive Sauerstoff- und Stickstoffmolekiile, wie
H;0; und NO. AuBerdem stimulieren Makrophagen andere

Einige Metaboliten und Proteine des Netzwerkes fiir Antworten
auf osmotischen Stress bei S. cerevisiae: Hyperosmotischer
Stress fiihrt zur Aktivierung der MAPKinase HOGI iiber das
Sensorprotein Sinl1 und zur Hemmung des cAMP-abhdngigen
Stoffwechselweges via Ras-Proteine. Die Aktivierung des
HOG-Weges induziert die Expression von Glycerin-3-phosphat
Dehydrogenase, die das geschwindigkeitsbestimmende Enzym
der Glycerinbiosynthese ist. Eine geringe Aktivitdit der cAMP-
abhdngigen Proteinkinase unterstiitzt die nicht phosphory-
lierte Form des allgemeinen Stressantwort-Transkriptionsfak-
tors MSNZ2, der im Nukleus lokalisiert ist (MSNZn). Parameter,
von denen eine dynamische Antwort ausgeht, sind fett gekenn-
zeichnet.

Zellen des Immunsystems durch Botenstoffe, wie Interleu-
kine oder TNFa. Diese Signalmolekiile werden als Folge von
Signaltransduktionskaskaden gebildet, die ihren Ursprung
an den Rezeptoren haben, mit denen die Pathogene erkannt
werden.

Chemische Substanzen konnen diese Wege storen, indem
sie Proteineigenschaften verandern, wie zum Beispiel die
Polymerisationsgeschwindigkeit von Aktin. Aber auch die
Produktion der Signalstoffe kann durch geeignete Inhibi-
toren beeinflusst werden, so dass wir mit Untersuchungen
an den Proteinkaskaden begonnen haben. Hinzu kommen
Einfliisse des Pathogens selber, die zum Beispiel zu einer
schwiécheren Phagozytoseaktivitat fiir lebende C. albicans
im Gegensatz zur S. cerevisiae fiihren, die auch mit che-
mischen Substanzen beeinflussbar sein sollten.
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Impfungen sind die kostenglinstigste Strategie zur Vor-
beugung mikrobieller Infektionen. Das Ziel des Projektes
ist es, Werkzeuge und Strategien zu entwickeln, die das
Verabreichen von Impfstoffantigenen — besonders iiber die
Schleimhéute - verbessern.

Mukosale Impfung mit dem HIV-1 Matrixproteins p17
Das Strukturprotein p17 unterstiitzt die Replikation und
Ausbreitung von HIV und ist essentiell fiir den viralen
Lebenszyklus. Sowohl durch p17-spezifische, neutralisie-
rende Antikorper, also auch durch CT-Lymphozyten, bricht
AIDS verzogert aus. Die intranasale Impfung mit p17 und
dem TLR2/6-Agonisten MALP-2 stimulierte starke humo-
rale und zelluldre Immunantworten sowohl systemisch als
auch mukosal. Die gebildeten Antikorper blockierten die
Bindung von p17 an dessen Rezeptor und neutralisierten so
die virokine Aktivitédt des Proteins. Die Ergebnisse zeigen,
dass Impfstoffformulierungen, die auf MALP-2 und p17
basieren auch in Verbindung mit anderen regulatorischen
oder Struktur-Proteinen attraktive Kandidaten fiir die Ent-
wicklung eines Impfstoffes gegen HIV/AIDS sind.

MALP-2 aktiviert B-Zellen Funktionale Studien an Zellkul-
turen aus TLR2-, T-Zell- und B-Zell-defizienten Tieren haben
gezeigt, dass MALP-2 die Aktivierung und Reifung von
sowohl follikuldren als auch von B-1a-Zellen und B-Zellen
aus der marginalen Zone iiber TLR2 fordert. Dariiber hinaus
fithrte MALP-2 zu einem Anstieg der IgM- und IgG-sekre-
tierenden Zellen. Die Immunisierung von B-Zell-defizienten
Miéusen zeigte tiberdies, dass B-Zellen fiir die MALP-2-ab-
héangige Verstarkung der T-Zellantworten unentbehrlich sind.
Die Stimulation von B-Zellen ist scheinbar ein Grundmecha-
nismus, der fiir die Effizienzsteigerung von Impfstoffen
genutzt werden kann.

Identifizierung einer neuen T-Zell-Subpopulation in nasal-
assoziiertem Lymphgewebe (NALT) Es konnte eine neue
»,B2201owCD3lowCD4-CD8-CD19-c-kit+”-Subpopulation mit
einem T-Zell-Vorlaufer-Phenotyp in NALT von Mausen iden-
tifiziert werden. Die Fas-unabhingige Apoptose stellt ihren
Hauptzelltodmechanismus dar. Diese Zellen sind in der Lage,
die Aktivierung reifer T-Zellen negativ zu regulieren. Interes-
santerweise zeigten sie eine hohe Expression von TLR2 und
wurden nach der Stimulation von NALT mit MALP-2 aktiviert.
Diese Subpopulation scheint Immunantworten dadurch
modulieren zu konnen, dass sie mit ihrem pro-apoptotischen
Status und ihrer suppressiven Aktivitdt ein lokales, tolerie-
rendes Milieu erzeugt, das jedoch durch Stimulation der TLR-
Signalkaskade wieder riickgdngig gemacht werden kann.

-

Bindung des HIV-Matrixproteins p17 an seinen Rezeptor auf
der Oberfliche von B-Lymphozyten (s. Pfeile) Fotos: HZI

SopB-vermittelte Umgehung der Inmunabwehr von
Salmonellen Das Effektorprotein SopB wird tiber das Typ-
[1I-Sekretionssystem ausgeschleust und dient Salmonellen
zur Umgehung von Abwehrmechanismen. So zeigten der
Wildtypstamm und abgeschwichte sseC- oder aroA-Mutan-
ten stiarkere zytotoxische Eigenschaften gegeniiber dendri-
tischen Zellen (DC) als ihre SopB-defizienten Derivate. DC,
welche mit sseC- sopB-, phoP- sopB- und aroA-sopB-Mutanten
infiziert wurden, exprimierten vermehrt Aktivierungs-
marker und verstarkten die Antigenprozessierung und

—-prasentation. Das Einbringen der sopB-Mutation in die
abgeschwichten sseC-, phoP- und aroA-Stamme fiihrte nach
oraler Immunisierung zu einer Verstairkung der humoralen
und zelluldaren Immunantworten. Die Inaktivierung des
sopB-Gens fiihrt somit zu einer Abschwédchung der Virulenz
und spielt eine wichtige Rolle fiir die Effizienzsteigerung
Salmonella-basierter Impfstoffe.
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Eine wichtige Aufgabe der zellularen Immunantwort ist es,
persistent infizierte Zellen und Tumorzellen zu erkennen
und zu eliminieren. Persistierende Krankheitserreger und
Tumorzellen haben Mechanismen entwickelt, mit der sie der
Immunabwehr entkommen. Diese sind ein grundlegendes
Problem fiir eine effiziente Immuntherapie. Die Induktion
immunologischer Toleranz und Anergie sowie anderer
Eigenschaften, die verhindern, dass das Immunsystem die
Erreger erkennt, blockieren eine wirksame Immunantwort.
Und das obwohl die prinzipielle Reaktion gegen die Zielmo-
lekiile nachweisbar ist.

Um eine Immuntherapie solcher Krankheiten moglich zu
machen, ist ein besseres Verstandnis der relevanten Zell-
Zell-Interaktionen notwendig, sowie das Verifizieren der
Ergebnisse im Tiermodell.

Darstellung zellulérer Interaktionen Die hochkomplexen
und dynamischen Interaktionen bei der Aktivierung

und Inaktivierung der zelluldren Immunantwort finden
zum groBen Teil in spezialisierten Organen statt - etwa

in Lymphknoten, Milz und im lymphatischen Gewebe

des Darms. Fiir ihre Visualisierung haben wir spezielle
Farbeprotokolle und Software-Tools entwickelt, so dass

die gleichzeitige, rdumlich hochaufgeloste Darstellung

von bis zu sechs verschiedenen Zelltypen moglich ist. Mit
diesen Techniken konnten die Interaktionen von Zellen des
Immunsystems mit Blut- und LymphgefdBen, neuronalen
Zellen und Bindegewebe dargestellt werden. Dafiir und fiir
die Analyse des dynamischen Verhaltens in normalem und
infiziertem Gewebe wurde die konfokale Laserscanning-
Mikroskopie eingesetzt. Noch detailliertere Darstellung der
Gewebsstrukturen wurden mit Hilfe der Elektronenmikros-
kopie erreicht.

Funktionelle Analyse in Mausmodellen: Die Eigenschaften
der Zellen konnen mit spezifischen Vektoren gezielt modi-
fiziert werden. Die Auswirkungen auf die Immunantwort
konnen dann im Mausmodell untersucht werden. Das erste
transgene Modell verwendet das Hamagglutinin des Influ-
enza A-Virus als kiinstliches Antigen in den Inselzellen
des Pankreas oder als Tumorantigen. Nach Immunisierung
mit dendritischen Zellen kann so untersucht werden, ob die
Toleranz gegen die normalen HA-Antigene durchbrochen
wird und eine spezifische Antwort gegen die Transgene
ausgelost wird, was unter den bisherigen Bedingungen
nicht nachweisbar war.

Im zweiten Modell lasst sich Tumorwachstum durch Akti-
vierung des Transkriptionsfaktors IRF-1 hemmen. Es zeigte
sich, dass die IRF-1 vermittelte Transkriptionaktivierung
MHC I und IFN-B hochreguliert — wichtige Gene im Zu-
sammenhang mit der Immunabwehr. Das deutet darauf
hin, dass IRF-1 Tumorwachstum auch iiber angeborene und
adaptive Immunmechanismen bekampft.

Verfahren zur Herstellung humaner Zellen fiir die
Therapie: Im Rahmen des InnoBag-Projekts hat ein
Konsortium aus klinischen und industriellen Partnern ein
System fiir die reproduzierbare, flexible und GMP-konforme
Herstellung von genetisch modifizierten autologen dendri-
tischen Zellen entwickelt. Dafiir wurden cGMP-fihige
Verfahren fiir die Herstellung adenoviraler Vektoren und
dendritischer Zellen etabliert. Fiir die Zellen wurde ein
Verfahren in Zellkulturbeuteln entwickelt, das von der
Abnahme der Patientenzellen durch Apherese, tiber die
Zellisolierung, Differenzierung, den adenoviralen Gentrans-
fer und die Ausreifung, bis zum eingefrorenen Endprodukt
komplett geschlossen bleibt. Fiir den Transfer in die Praxis
wurden entsprechende Herstellungsanweisungen entwickelt.
Basierend auf diesen Erfahrungen werden wir in einem
neuen InnoNet-Projekt die Moglichkeiten fiir die Anwen-
dung zelluldrer Therapeutika durch spezifisch modifizierte
Beuteloberflachen weiter ausbauen.

Mehrfarbige Ansicht von Darmnervenfasern, die von B- und
T-Zellen umgeben sind. B-Zellen, T-Zellen und Nerven in den
Darmzotten wurden jeweils mit anti-B220 (griin), anti-CD3
(blau) und antiPGP9.5 (rot) gefiirbt. Die gelben Pfeile markie-
ren Zellen, die positiv fiir anti-B220 und CD3 in engem Kon-
takt mit Nervenfasern sind. Mafstab = 20 um Foto: HZI, Rohde




98 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Genom- und Gesundheitsforschung

PROGRAMM ,,GENOM- UND GESUNDHEITSFORSCHUNG"

PROGRAMMSPRECHER | Prof. Dr. Dirk Heinz | Bereich Strukturbiologie | dih@helmholtz-hzi.de

Krankheiten sind haufig das Resultat eines komplexen Wechselspiels zwischen genotypischen und phénotypischen Eigenschaften.
Neben genetisch bedingten Defekten oder Anlagen, tragen insbesondere auch Faktoren wie Alter, Lebensweise und Umweltbe-
lastungen des Patienten sowie Wechselwirkungen zwischen Krankheitserregern und Wirt zu Krankheitsprozessen bei. Die verglei-
chende Analyse von Genominformationen ist ein unverzichtbares Element, um die Beziehungen zwischen Genotyp und Phanotyp
verstehen zu lernen. Nur dann kénnen sie zu prognostischen und diagnostischen Zwecken in der Gesundheitsvorsorge genutzt
werden. Zu klédren ist dabei ist die Funktion einzelner Gene in der Zelle, ihre Wechselwirkungen in Zellverbdnden und zelluldren

Netzwerken, ihre epigenetische Steuerung sowie ihre Regulation auf der Ebene der Translation.

In der vergleichenden Genomforschung werden modellgestiitzte experimentelle Verfahren mit informationsgestiitzten Computer-
verfahren und theoriebasierten Dateninterpretationen verbunden. Dieses Forschungsprogramm beinhaltet somit eine Kombination
aus der experimentellen Charakterisierung von Genomfunktionen und umfassender genomgestiitzter Bioinformatik. Zudem
werden die spezifischen Wechselwirkungen zwischen Genprodukten - Proteinen- und ihren Liganden lber chemisch-synthetische
Anséatze untersucht. Das Design und die Herstellung synthetischer Mimetika mit diskontinuierlichen Bindungsstellen ermdéglicht

den Zugriff auf neuartige Inhibitoren von Protein-Ligand-Interaktionen mit biomedizinischen Anwendungspotential.
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Kampf gegen Tuberkulose. Die Genomkarte von M. tuberculosis zeigt die
Familie von Elementen, die wahrscheinlich in Wirt/Pathogen-Interaktionen
involviert ist. Collage: HZI
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Die spezifischen Wechselwirkungen von Proteinen mit
ihren Liganden sind die molekulare Grundlage der durch
Proteine vermittelten biologischen Prozesse. Die Erfor-
schung dieser Interaktionen auf molekularer und atomarer
Ebene ist ein wichtiger Schritt hin zur Modulation von
Proteinfunktionen durch gezielte Beeinflussung der zu-
grundeliegenden Bindungsereignisse. Das Design und die
Herstellung von Molekiilen, die auf Grund ihrer moleku-
laren Architektur konformationell definierte funktionelle
und Bindungsstellen von Proteinen nachahmen kénnen, ist
eine vielversprechende Strategie fiir die Erforschung und
das Verstdndnis von Proteinstruktur und -funktion. Neben
ihrer grundlegenden wissenschaftlichen Bedeutung sind
solche Bindungsstellenmimetika auch Kandidaten fiir ver-
schiedene biomedizinische Anwendungen, insbesondere als
Inhibitoren von Protein-Ligand-Interaktionen.

Die funktionellen und Bindungsstellen von Proteinen sind
oft nicht in kurzen, kontinuierlichen Abschnitten der Amino-
sauresequenz lokalisiert, sondern in sequenziell von ein-
ander entfernten Fragmenten, die erst durch Proteinfaltung
in raumliche Ndhe zueinander gebracht werden. Synthe-
tische Mimetika solcher diskontinuierlicher Bindungsstellen
sollten daher auch konformationell eingeschrdnkt und/oder
sequenziell diskontinuierlich sein.

Dieses Konzept beruht auf der Verwendung zusammen-
gesetzter und geriistgestiitzter Peptide, in denen die
Bindungsstellenfragmente der Proteine nichtlinear und
diskontinuierlich prasentiert werden. Wir haben eine Reihe
von Synthesemethoden zur Herstellung strukturell diverser
zusammengesetzter bzw. geriistgestiitzter Peptide entwi-
ckelt und fiir die Herstellung synthetischer Mimetika der
Bindungsstellen unterschiedlicher biomedizinisch relevan-
ter Proteine angewendet, beispielsweise von Interaktions-
domdnen (hYAP WW-und Mena EVH1-Doméne) des Zyto-
kinrezeptors gp130 sowie viralen Hiillproteins HIV-1 gp120.
Diese Molekiile werden nun auf ihre Fahigkeit getestet,

die entsprechenden Protein-Ligand-Interaktionen auch in
einem biologisch relevanten Kontext, etwa in zellbasierten
Tests zu beeinflussen. Zur Erforschung der stukturellen
Mimikry von Proteinbindungsstellen durch die synthe-
tischen Mimetika untersuchen wir auch die Raumstruktur
von Komplexen dieser Molekiile mit den entsprechenden
Proteinliganden.

Interface of HIV-1 gp120 (grey) and CD4 (blue)

b
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Schnittstelle von HIV-1 gp 120 (grau) und CD4 (blau) (oberer
Teil der Abbildung); synthetische Mimetik der CD4-Bindungs-
stelle von gp120 (unterer Teil der Abbildung). Die Abbildung wurde
folgender Verdffentlichung entnommen: Raimo Franke, Tatjana Hirsch, Heike

Overwin, Jutta Eichler (2007) Synthetische Mimetika der CD4-Bindungsstelle

von HIV-1 gp120 fiir das Inmunogen-Design. Angewandte Chemie 119(8):
1275-1277. Online-Verdffentlichung am 9.1.2007. DOI: 10.1002/ange.200603274.
Mit freundlicher Genehmigung des VCH-Wiley Verlages.
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Im Mittelpunkt dieses Projektes steht die genomweite Unter-
suchung und eingehende Analyse genetischer Informa-
tionen. Dies umfasst die Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung
und die Annotation der Genfunktionen auf der Ebene der
Stoffwechsel- und Regulationswege. Zur Zeit sind 50 Prozent
unserer Arbeiten bioinformatischer Natur.

Sequenzanalyse-Projekte Die DNA-Sequenzierung ist
eine Schliisseltechnologie fiir die moderne biologische For-
schung. Wir vergleichen Sequenzen klinischer Isolate von
Krankheitserregern wie M. tuberculosis und fokussieren auf
Gene, die an der Virulenz, Persistenz, Antibiotikaresistenz
und Wirtspriaferenz beteiligt sind. Wir arbeiten derzeit

an der Komplettsequenzierung und Analyse des X-Chro-
mosoms vom Schimpansen (internationales Konsortium),
und wir haben vermutete krankheitsassoziierte Genom-
abschnitte von Pferden, Schweinen und Rindern analysiert.
Derzeit untersuchen wir bakterielle Lebensgemeinschaften
aus dem Médusedarm, um den Einfluss der Erndhrung

auf die Darmflora zu studieren (Metagenomik). Nach der
Sequenzierphase der Genome von Sorangium cellulosum,
Bordetella petrii und E. coli Nissle 1917, ndhern wir uns dem
Abschluss ihrer Tiefenannotation.

»MycoGenomes*“ Unterstiitzt vom EU-Projekt “NEWTB-
DRUGS”, konnten wir zahlreiche Zielmolekiile fiir persis-
tente Tuberkulose und gegen mehrfach-resistente Mycco-
bacterium tuberculosis Stimme identifizieren. Das Target
Protein NrdI ist an der mycobacteriellen DNA Synthese
beteiligt und das Zielmolekiil ALADH an der Zellwandsyn-
these - beides zentrale Angriffspunkte fiir neue TB-Medi-
kamente. Beide Proteine wurden bis zur Homogenitat
gereinigt und biochemisch charakterisiert. Nrdl ist nicht
im Wirt vorhanden, und wird bei intrazellularem Stress
in Makrophagen hochreguliert. Es liegt im reduzierten
Zustand als Monomer, im oxidierten Zustand als Dimer vor
und die beiden fiir die Dimerisierung zustindigen Cysteine
sind identifiziert.

Wir konnten Kristalle des mycobacteriellen ALADH erhalten.
Zusatzlich haben wir PCR-Bedingungen fiir mehr als 40
,GC-rich genetic elements” (PE-PGRS) aus M. tuberculosis
etabliert. Sie zeigen hohe Sequenzdhnlichkeit und werden
intensiv in der Tuberkuloseforschung bearbeitet — vor allem
im Zusammenhang mit moderner Impfstoffentwicklung
und Medikamentenforschung.

,Going analog!“ Eine neue Bioinformatik-Technologie wurde
entwickelt und erfolgreich angewendet, wo konventionelle Me-
thoden zum Etablieren neuer Prinzipien und der Entdeckung
neuer funktioneller Eigenschaften versagen. Foto: HZI

Fiir das HT-Wirkstoffscreening konnten wir ein neues
in-vitro-Testsystem fiir Hemmstoffe der RNA Polymerase
entwickeln und optimieren. Das System benétigt keine auf-
wendigen Markierungsschritte mehr und nutzt natiirliche
Nukleotide als Substrat.

Neuartige Bioinformatik-Technologie Wir nutzen
Anwendungen der Signaltheorie (digitale Bildverarbeitung,
Spracherkennung) fir die funktionsorientierte Analyse von
Biomolekiilen. Wir suchen nach Ahnlichkeiten, Homologien
und Analogien, die auf vergleichenden Betrachtungen von
physikochemischen Eigenschaften statt auf Statistik von
Buchstaben beruhen und die Laborergebnisse bestatigen.
Fiir DNA ist inzwischen unser Weg als Verfahren etabliert,
das @hnliche Programme fiir die funktionale Analyse von
DNA-Abschnitten ersetzen wird. Zuséatzliche Hardware-
Unterstiitzung (DSP-Karten) erlaubt es, groBe eukaryotische
Genome in akzeptabler Zeit zu durchsuchen - all dies mit
artifiziellen und natiirlichen Sequenzen. Fiir 38 verschie-
dene Eigenschaftsparameter wurden systematisch Selekti-
vitdt und Sensitivitdt untersucht. Die Ergebnisse bestitigen,
dass unser System in der Lage ist, eigenschaftsabhdngige
Ahnlichkeiten aufzuspiiren, wo Buchstaben-basierte Syste-
me scheitern.

Unsere Software ,FeatureScan® ist frei verfiigbar iiber eine
Webseite oder als Web Service, der strikt nach den Stan-
dards der ,HOBIT-Initiative” der Helmholtz-Gemeinschaft
aufgebaut wurde (http://genome.helmholtz-hzi/featurescan).
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Mikroorganismen sind allgegenwaértig und, da sie in weitaus extremeren Umweltbedingungen leben kénnen als héhere Organismen,
definieren ihre Lebensrdume die Biosphare. Mit ihrer Aktivitat haben Mikroorganismen groBen Einfluss auf globale Prozesse wie
den Kohlenstoffkreislauf und die globale Erwdrmung, aber auch lokale Vorgénge wie Pflanzen- und Tierkrankheiten. AuBerdem
liefern sie unentbehrliche Nahrstoffe fir Pflanzen und Tiere. Mikroorganismen wirken sich vielfaltig - positiv und negativ - auf die
Menschen und ihre Tétigkeiten aus: Einige sind fiir die Mehrzahl aller Krankheiten und Todesfalle verantwortlich, andere liefern
Antibiotika fiir die Behandlung dieser Krankheiten, und wieder andere tragen entscheidend dazu bei, die Umwelt von organischen
Abfallstoffen zu reinigen. Damit wir die Tatigkeit von Mikroorganismen beeinflussen kdnnen, um von den positiven Aspekten stérker
zu profitieren und die negativen Auswirkungen so gering wie maoglich zu halten, missen wir genau wissen, wie sie in ihren Lebens-

raumen existieren und funktionieren und wie ihre Téatigkeiten 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 unterein-
ander in Wechselbeziehungen treten und die verfiigbare Ressourcen auf komplexen Wegen unter sich aufteilen und nutzen. Diese
Wechselwirkungen - und die Interaktionen mit anderen belebten und unbelebten Bestandteilen der Umwelt - bestimmen die

Aktivitat einer Lebensgemeinschaft. Allgemeine Kenntnisse lber 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 Aktivitaten aufzuklaren und Eingriffsmoglichkeiten zu
entwickeln und zu validieren, die zu einer Optimierung mikrobieller Aktivitaten fiihren. Dabei sollen nutzbringende Aktivitaten mi-
krobieller Gemeinschaften gefordert und zerstorerische unterdriickt werden. Und durch Erkundung der Formenvielfalt sollen neue
Produkte und Stoffwechselprozesse der Mikroorganismen entdeckt werden. Charakterisiert wird das Forschungsprogramm durch
Arbeiten auf verschiedenen Ebenen - Gen, Organismus, Lebensgemeinschaft, Reagenzglas, Chemostat, natiirlicher Lebensraum
- und fachiibergreifende Expertisen wie mikrobielle Okologie, Physiologie, Stammesgeschichte, Biochemie, analytische Chemie,
Genetik/Genomforschung, Bioinformatik und Modellierung. Die dabei gewonnenen Erkenntnisse werden sich dabei 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 kdnnen, oder in extremer Umgebung leben.

Ein wichtiges Ziel des Programms besteht darin, Beitrége zur nachhaltigen Entwicklung unserer Gesellschaft zu leisten.

Der Tieté-Fluss in Sdo Paulo, Brasilien, erhdlt Abwdsser von weit iiber 1 Million Bewohnern der Stadt Sdo Paulo. Deshalb ist der
Tieté mit vielen pathogenen Bakterien verseucht. Diese weisen villig andere Empfindlichkeiten gegeniiber Antibiotika auf als jene
von der Elbe. Hierbei konnte aber die Verwendung unterschiedlicher Antibiotika auch eine Rolle spielen. Foto: HZI, Abraham




102 WISSENSCHAFTLICHER ERGEBNISBERICHT | Gene, Umwelt und Gesundheit

01

| Prof. Dr. Kenneth N. Timmis | Arbeitsgruppe Umweltbiologie |

kti@helmholtz-hzi.de

| Ana Beloqui | Piotr Bielecki | Christoph Gertler | Dr. Peter Golyshin | Dr. Olga Golyshina |
Nuria Jimenes-Garcia | Amit Neelkanth Kachane | Dr. Hyung-Soo Kim | Dr. Oleg Kotsyurbenko | Audrey Leprince |
Dr. Heinrich Liinsdorf | Dr. Vitor Martins-Dos-Santos | Taras Nechitaylo | Dr. Andrew Oxley | Jacek Puchalka |
Dr. Julia Sabirova | Britta Scheithauer | Amelia Silva | Carsten Strompl | Leah Tsuma | Robert Witzig

Alcanivorax borkumensis ist eines der weit verbreiteten

Lhydrocarbonoclastischen“ Meeresbakterien. Sie nutzen
als Kohlenstoff- und Energiequelle ausschlieBlich die
Kohlenwasserstoffe, aus denen sich Ol zusammensetzt. In
unverschmutztem Meerwasser sind sie nur in niedrigen

Konzentrationen nachweisbar, vermehren sich aber im Falle

einer Olverschmutzung explosionsartig. A.borkumensis ist
einzigartig, da es in 6lverschmutztem Meerwasser und in
Mikrokosmen-Experimenten, in denen Meerwasser Ol zu-
gegeben wird, die mikrobielle Gemeinschaft dominiert. Es
ist ein Paradebeispiel fiir hydrocarbonoclastische Bakterien

und wurde daher fiir die Genomsequenzierung und funktio-

nelle Genomanalyse ausgesucht. Diese Analysen zeigten
eine Reihe wichtiger Determinanten fiir die Verwertung
eines breiten Spektrums aliphatischer Kohlenwasserstoffe.
Die in silico Analyse der Daten in Kombination mit einer
Proteomanalyse deuten darauf hin, dass Kohlenwasserstoffe
die Produktion von membranstdndigen Monooxygenasen
induzieren. Diese sind am Zusammenspiel von Rubredoxi-
nen/Rubredoxinreduktasen an der terminalen Oxidation
von Kohlenwasserstoffen beteiligt. Alcanivorax borkumensis
hat eine Vielzahl von Determinanten, die die Aufnahme
von Nahrstoffen und Oligoelementen in der ndhrstoffarmen
Hochsee ermoglichen. Ebenso wie Determinanten fiir spezi-
fische Systeme, die Biofilme an der Grenzfliche von 01 und
Wasser produzieren sowie fiir die Biotensidproduktion und
Stressreaktionen auf Umweltverdnderungen. Diese Eigen-
schaften verschaffen Alcanivorax einen erheblichen Vorteil
gegeniiber anderen Konkurrenten in dlverschmutzten
marinen Systemen und erkldren die Dominanz dieses
Organismus beim marinen Olabbau. Die Sequenzierung des
Genoms von Alcanivorax borkumensis ist ein Meilenstein
auf dem Weg zur Entwicklung einer biologischen Bekamp-
fungsmethode von Olverschmutzungen im Meer.

Biotechnologisches Potential von Alcanivorax Die
funktionelle Genomanalyse von Alcanivorax hat zudem ein
erhebliches biotechnologisches Potenzial aufgezeigt. Zum
einen hat eine durch Transposon-Mutagenese erzeugte
Mutante mit Defekten an nischenspezifischen Funktionen,
einen vollig unerwarteten Phianotyp entwickelt. Sie zeigte
eine massive Uberproduktion und extrazellulire Ablage-
rung von Polyhydroxyalkanoaten (PHA)-Speicherstoffen,
die ein begehrter Rohstoff fiir die Produktion von Biokunst-
stoffen sind. Eines der 6konomischen und technischen
Hauptprobleme der Nutzung von PHAs fiir die Herstellung

Alcanivorax borkumensis SK2 iiberproduziert nach Muta-
tion durch das tesB-dhnliche Hydroxyacyl-CoA-spezifische
Thioesterasegen, Polyhydroxyalkanoate, die auch ausge-
schieden werden. Foto: HZI, Liinsdorf

von Biokunststoffen liegt in der Extraktion der normaler-
weise intrazellularen PHA-Granula in den produzierenden
Bakterien. Dies wird durch die vorliegende Mutante
umgangen, daher ist dieser Organismus eine potenzielle
petrochemisch-biologische Fabrik*, die aus Olriickstinden
umweltschonende, biologisch abbaubare Kunststoffe produ-
zieren kann.

Ferner konnten durch eine Expressionsdatenbank von
Alcanivorax eine Anzahl neuartiger Carboxylesterasen mit
hohen spezifischen Aktivitaten (mit 100-200% hoherer
Aktivitat im Vergleich zu herkommlichen bekannten Estera-
sen) gefunden werden. Sie zeigen ausgezeichnete Enantio-
selektivitat (E>100) beziiglich der dynamischen kinetischen
Racematspaltung einer Vielzahl chiraler Produkte - etwa
(R)-Geranylacetat und (L)-Tryptophanmethylester, (R)-
Menthylacetate, Methyl(R)-3-bromo-2-methylpropionat and
N-benzyl-D-prolineethylester. Diese Eigenschaften machen
die Enzyme aus Alcanivorax interessant fiir die Synthese
einiger Feinchemikalien, wie etwa einige pharmazeutisch
relevante Vorstufen bei der Medikamentenherstellung.
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02 Metabolische Vielfalt

PROJEKTLEITER | Priv.-Doz. Dr. Dietmar Pieper | Arbeitsgruppe Biodegradation | dpi@helmholtz-hzi.de

PROJEKTMITARBEITER | Hamdy Aly | Dr. Beatriz Camara | Dr. Howard Junca | Macarena Marin | Dr. Hannes Nahrstedt

| Britta Scheithauer | Robert Witzig | Dr. Melissa Wos

Das Ziel dieses Projektes ist es, metabolische Prozesse
unter in situ Bedingungen zu quantifizieren, vorherzusagen
und zu beeinflussen. Um die Aktivitdten und Anpassungs-
fahigkeiten bakterieller Gemeinschaften zu verstehen,
werden detaillierte Untersuchungen an Reinkulturen und
Modellgemeinschaften durchgefiihrt und Methoden ent-
wickelt, die eine Analyse in komplexen Gemeinschaften
erlauben. Das Projekt konzentrierte sich bislang auf den
Metabolismus aromatischer Schadstoffe. Nun wird es hin-
sichtlich des gastrointestinalen Okosystems weiterentwickelt,
da die dortige Mikroflora eine signifikante Auswirkung

auf die menschliche Gesundheit hat. Aufgrund ihrer hohen
metabolischen Diversitdt haben diese Mikroorganismen
groBen Einfluss auf den Umsatz von Nahrstoffen und ande-
ren Nahrungsbestandteilen, wie Flavonoiden aus Pflanzen-
material.

Neue Biokatalysatoren Trotz der Schwierigkeit bei der
Isolierung von Bakterien in Reinkultur ist dies ein wich-
tiger Ansatz, um detaillierte Information iiber Abbauwege
und metabolische Netzwerke zu erhalten. So gewannen wir
neue Informationen tiber den Umsatz Dioxin-dhnlicher Ver-
bindungen durch mikrobielle Oxygenasen. Zudem wurde
die Fahigkeit einer neuen Pseudomonas Art zum Abbau von
Salicylsauren als Zwischenprodukten beim Metabolismus

€

A

Modell des aktiven Zentrums einer Isopropylbenzol Dioxyge-
nase. Der Einfluss zweier sperriger Methionin-Reste ist gezeigt,
sowie das Substrat Toluol im aktiven Zentrum. Grafik: HZI

Dioxin-ahnlicher Verbindungen analysiert. Sie nutzt sowohl
auBerst ungewohnliche Abbauwege als auch Enzyme, die
mit bisher beschriebenen nur entfernt verwandt sind.

Analyse der Funktion mikrobieller Gemeinschaften
Eine detaillierte Ubersicht {iber die Abbaugene in verschie-
denen Umweltkompartimenten wird unser Wissen iiber
das Abbaupotenzial und die Entwicklung mikrobieller
Gemeinschaften deutlich verbessern. Es wurden genetische
Jfingerprinting“-Methoden eingesetzt, um die Diversitat und
Verteilung von Genen zu erfassen, die fiir Oxygenasen als
Schliisselenzyme des Schadstoffabbaus kodieren. Eine
signifikante Diversitdt in mit Benzol kontaminierten
Bodenproben wurde durch ,Fingerprinting“ des zentralen
Teils — der die Substratspezifitit dieser Enzyme bestimmt
- belegt, jedoch dominierten sogenannte Isopropylbenzol
Dioxygenasen. Genauere Analyse zeigte, dass sich diese in
Aminosauren unterschieden, die in der Substratbindetasche
lokalisiert sind. Wahrend Isolate, die Isoleucin- und Leucin-
Reste im aktiven Zentrum des Proteins aufwiesen, Benzol
und Toluol abbauten, konnten solche mit zwei sperrigen
Methionin-Resten, die anscheinend das aktive Zentrum
verkleinern, nur Benzol abbauen. Dies zeigt, dass extreme
Umweltbedingungen Genvarianten selektionieren, die fiir
Enzyme mit verdndertem aktiven Zentrum kodieren, das an
die Schadstoffe angepasst ist.

Gemeinschaften in Gallengang-Stents Gallengang-Stents
sind Katheter, die eingepflanzt werden, um Blockierungen
des Gallengangs zu umgehen. Die in den menschlichen
Korper eingefiihrte kiinstliche Oberflache neigt dazu, mit
Mikroorganismen bewachsen zu werden. Durch die Bildung
von Biofilmen verstopfen die Stents und miissen ersetzt wer-
den. Fiir Strategien gegen die Biofilmbildung, sind bessere
Kenntnisse iiber die Bakterien, die den Stent besiedeln,
notig. Dazu wurde die Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaft in Stents aus verschiedenen medizinischen
Kliniken untersucht. Hierbei wurden im Biofilm iberwie-
gend Mitglieder der Magen-Darm-Mikroflora nachgewiesen.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Ent-
wicklung der Zusammensetzung des Biofilms duBerst stark
vom jeweiligen Patienten abhangt.
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03 Biofilm-Lebensgemeinschaften in Umwelt und

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

PROJEKTMITARBEITER | Jorgen Haneke | Dr. Heinrich Linsdorf | Dr. Alexandre Macedo | Sonja Pawelczyk |

Esther Surges

Dieses Projekt verfolgt das Ziel, Lebensgemeinschaften von
Mikroorganismen als Funktionseinheiten besser zu verste-
hen und durch Erkundung der Artenvielfalt von Mikroben
neue Stoffwechselwege zu finden. Mit unseren Forschungs-
arbeiten konzentrieren wir uns auf Lebensgemeinschaften,
die in Biofilm-Gemeinschaften leben, um so die Grundlage
fiir deren Kontrolle zu legen.

Dynamische Biofilm-Entwicklung auf PCB Untersucht
wurde die Fahigkeit von Mikroorganismen-Gemeinschaften,
xenobiotische Substanzen aus verschmutzten Lebensraumen
zu verarbeiten. Von einem solchen Standort wurden Boden-
proben genommen und dienten als Impfproben fiir die
Zucht von Biofilmen auf polychlorierten Biphenylen (PCBs).
Wir konnten dabei unter dem Mikroskop beobachten, dass
die Bakterien zundchst nicht — wie erwartet - direkt auf
dem PCB-Oltropfen wuchsen, sondern nur um ihn herum.

o
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Ein inerter Triger wurde 5 Monate lang im Tiefenwasser (>25m)
im Tagebergbausee bei Merseburg-Ost ausgesetzt. Auf der
Abbildung wird es wiihrend des Heraufholens, einer Gemein-
schaftsarbeit mit Wissenschaftlern vom UFZ Halle-Leipzig,
gezeigt, wie es mit Biofilmen auf der Oberfldche bewachsen
ist. Das Tiefenwasser dieses Sees ist kalt und enthdlt hohe
Salzkonzentrationen. Wir haben hier viele Bakterien gefun-
den, die sonst nur aus antarktischen Gewdssern bekannt sind.
Foto: HZI, Abraham

Nach etwa sieben Tagen nahm die Artenvielfalt in der
Gemeinschaft zu und die Bakterien besiedelten den Tropfen.
Dabei begann der vorher recht homogene Biofilm, verstarkt
Aggregate zu bilden. Zugleich verdnderte sich auch die
Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft und die
Artenzahl stieg noch weiter an. Obwohl zu Beginn bereits
ein Abbau niedrig chlorierter Verbindungen des PCB beob-
achtet wurde, kam dieser mit der Besiedlung des Tropfens
nahezu zum Erliegen. Nach 21 Tagen und der vollstdndigen
Besiedlung des PCB-Tropfen setzte jedoch ein erneuter
Abbau ein, der dann auch die hoher chlorierten Verbin-
dungen umfasste. Wir vermuten nun, dass sich im Biofilm
anaerobe Bereiche gebildet haben, in denen eine reduktive
Dechlorierung dieser Substanzen einsetzte, die dann weiter
aerob verstoffwechselt wurden. Damit konnten wir erstma-
lig eine solche Kopplung zwischen anaerobem und aerobem
Abbau in Biofilmen charakterisieren.

Biofilme aus stark salzhaltigen Bergbauseen Ein ehema-
liger Braunkohletagebau bei Merseburg wurde zum Teil mit
stark salzhaltigem Grundwasser gefiillt. Darauf legte sich
dann bei der kontrollierten Flutung der Grube SiiBwasser.
Heute gibt es in diesem See eine scharfe Grenze zwischen
aerobem StiBwasser und anaerobem Salzwasser. Die Salz-
wasserschicht hat tiber das ganze Jahr Temperaturen von
sechs bis acht Grad Celsius. Solche Habitate sind bislang
nur aus der Antarktis bekannt und wir waren an der
mikrobiellen Diversitidt dieses Extremhabitats interessiert.
I[solate erbrachten — wie erwartet — Bakterien, deren nachs-
te Verwandte aus marinen, arktischen und hochalpinen
Gegenden stammen. Dabei wurden auch Bakterienstimme
gefunden, die Naturstoffe gegen multiresistente Keime
bilden. Diese Isolate werden gegenwartig weiter charakte-
risiert. Um mehr tiber die funktionale Vielfalt der Bakte-
riengemeinschaften in der Salzwasserschicht zu erfahren,
wurden inerte Trager in das Salzwasser gehdngt, die zur
Ansiedlung von Biofilm-Gemeinschaften dienten. Dabei
wurden unterschiedliche Sulfatreduzierer gefunden und
die Bildung von Mineralien beobachtet, die offenbar mit den
Biofilmen im Zusammenhang stehen. Die Untersuchungen
zeigen, dass auch in Deutschland Habitate existieren, in
denen arktische Bakterien vorkommen und dass auch unter
ihnen noch neue Wirkstoffproduzenten sind.
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Technologische Plattformen

Fir die wissenschaftlichen Projekte des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung wird eine Reihe von technologischen Platt-
formen zur Verfligung gestellt, die fir die Durchfiihrung der Forschungsaktivitaten essenziell sind. Darliber hinaus unterstiitzen
diese Plattformen im Rahmen von nationalen und internationalen Forschungsprogrammen die Kooperationen des HZI mit anderen
Helmholtz-Forschungszentren, Universitaten, auBeruniversitdren Forschungseinrichtungen und der Industrie. Die wichtigsten

Plattformen sind im Folgenden naher beschrieben.

Foyer des Griindungszentrums, in dem einige der Technologie-Plattform-Gruppen arbeiten. Foto: Radde
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| Dr.David Monner | Arbeitsgruppe Tierexperimentelle Einheit | dmo@helmholtz-hzi.de

Die zentrale Aufgabe der Arbeitsgruppe ist die Haltung
und Bereitstellung von Méusen fiir die Wissenschaftler des
HZI unter Beachtung geltender Tierschutzbestimmungen.
Samtliche Tiere werden unter modernsten Bedingungen

in einzeln beliifteten Kéafigen (IVC) gehalten. Die Tierhal-
tung besteht aus einem zweckbestimmten Hauptgebdude
fiir die Zucht der Mause unter spezifisch pathogenfreien
(SPF) Bedingungen, einer Quaranténe und einer Einheit fiir
S2-Infektionsversuche unter SPF-Bedingungen. Uber 70%
der Erhaltungszuchten werden mittlerweile unter SPF-Be-
dingungen betreut und durch regelmaBige Gesundheits-
kontrollen iiberwacht. Die Arbeiten in der Einheit umfassen
Riickkreuzungen und experimentelle Verpaarungen zur
Generierung von neuen Mauslinien, Hygieneiiberwachung,
Stammsanierungen durch Embryotransfer, die Aufrecht-
erhaltung von Kernzuchten und die Archivierung von
Mauslinien durch Kryokonservierung von Embryonen und
Spermien. Eine weitere Aufgabe ist die Zucht und Bereitstel-
lung von Spendertieren und Ammen fiir die Generierung
neuer genetisch-modifizierter Mauslinien durch Blastozys-
teninjektion von ES-Zellen.

Dr. Monner schiebt neue Mauskdfige auf ihre vorgesehenen
Plditze. Foto: HZI, Bierstedt

Serviceangebote 2006 war die Zahl der belegten Kafige
im Tierhaus konstant etwa 3600. Uber 150 verschiedene
Mauslinien werden zurzeit betreut. Neben der Versorgung
der Méuse fiihren die Tierpfleger samtliche Zuchten und
experimentelle Verpaarungen durch - inklusive Daten-
bankfiihrung sowie Services wie Biopsien, Blutentnahmen,
Immunisierungen und andere Applikationen. Die etablier-
ten Techniken der Mikromanipulation von Mausembryonen
erstrecken sich von Stammsanierungen iiber Embryo-Kryo-
konservierung bis hin zur in vitro-Fertilisation (IVF). Im
Jahr 2006 wurden 16 Linien saniert und 5 Linien archiviert.
Das Ausbildungsprogramm fiir Tierpfleger und Tierpflege-
rinnen verlauft weiterhin erfolgreich. Zur Zeit befinden sich
neun Personen in der Ausbildung und im Jahr 2007 sollen
zwei neue Auszubildende aufgenommen werden.

Betrieb der Infektionsplattform In einem getrennten
Anbau des D-Gebédudes wird seit drei Jahren eine zweck-
bestimmte Infektionstierhaltung der Sicherheitsstufe 2 mit
insgesamt 1728 Kéfigen betreut. Die Arbeiten umfassen
Hygieneliberwachung der Erhaltungszuchten sowie die
Zucht und Bereitstellung von Méausen und die Betreuung
der Tiere im Versuch. Samtliche Aktivitdten in der Einheit,
inklusive Infektionsversuche, werden ausschlieBlich mit
SPF-zertifizierten Mausen — entweder gekauft oder aus
eigenen Zuchten - unter Einhaltung entsprechender Hygiene-
bedingungen durchgefiihrt.

Planung des neuen Tierhauses am HZI Campus Im Januar
2004 wurde die Planung eines zweiten Tierhauses mit einer
Kapazitit von ca. 10.000 Kéfigen begonnen. In diesem Jahr
wurden die Ausschreibungen und Submissionen fiir den
Bau des Gebidudes weitgehend abgeschlossen. Es wird mit
einer Ubergabe des fertigen Gebdudes im Sommer 2008
gerechnet.

Die Tierhaltung im Twincore Geb&ude in Hannover Nach
Erwerb des Gebdudes des MPI fiir experimentelle Endo-
krinologie in Hannover durch das HZI und die MHH wurde
im Herbst das Twincore Forschungszentrum gegriindet.
Aus den vorhandenen Tierhaltungsraumen im Gebaude

soll eine Tierhaltung mit HZI-Haltungsbedingungen — SPF
mit gnotobiotischem Hintergrund - eingerichtet werden.
Nach einer umfangreichen Bestandsaufnahme wurde im
November mit der Planung der notwendigen Renovierungen
begonnen.
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02 Instrumentelle Analytik

LEITER | Dr. Victor Wray | Arbeitsgruppe Biophysikalische Analytik | vwr@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Heinrich Liinsdorf | Dr. Manfred Nimtz | Dr. Manfred Rohde

Aufgabe dieser Plattform ist es, die drei-dimensionale
Struktur aller Arten von Naturstoffen aufzukldren und
umfasst Massenspektrometrie (MS), Kernresonanzspektros-
kopie (NMR), Rontgenstrukturanalyse, Proteinsequenzie-
rung, Elektronenmikroskopie und konfokale Laser-Mikros-
kopie. Die vollstandige Struktur der Mehrzahl kleinerer
Naturstoffe wird durch eine Kombination von MS und NMR
aufgeklart. RoutinemaBig wird die direkte Analyse groBer
intakter Biomolekiile wie Proteine, Oligonukleotide und
komplexer Kohlenhydrate mit MALDI- und/oder ESI-MS
angeboten. Ein wichtiger Pluspunkt der Massenspektro-
metrie ist die Moglichkeit, auch kleinste Mengen komplexer
Gemische bearbeiten zu konnen. Die Sekundér- und
Tertidrstruktur von Peptiden und Proteinen in Losung wird
durch multidimensionale NMR-Spektroskopie untersucht.
Voraussetzung ist allerdings ein mit stabilen Isotopen

(15N and 13C) angereichertes Probenmaterial. Ein weiterer
Schwerpunkt auf dem makromolekularen Arbeitsgebiet
stellt die massenspektrometrische Strukturaufkldrung von
Glykoproteinen dar, insbesondere die Charakterisierung der
ans Protein gebundenen Oligosaccharidketten mittels MAL-
DI- und ESI-MS/MS-Techniken und hydrolytischer Mikrode-
rivatisierungsmethoden. GroBe Anstrengungen wurden fiir
eine Automatisierung von massenspektrometrischen Mikro-
methoden zur Identifizierung und Charakterisierung von
Proteinen aus 2D-Gelen aufgewandt. Neben der klassischen
Identifizierung anhand des tryptischen Peptid-Fingerprints
wurden auch die automatische Aufnahme und Identifizie-
rung von Proteingemischen mit HPLC ESI-MS/MS-Spektren
etabliert.

Rontgenstrukturanalyse Der Schwerpunkt der Rontgen-
strukturanalyse liegt auf der Strukturanalyse von Prote-
inen auf atomarer Ebene. Ein Pipettier-Roboter und eine
moderne Rontgenquelle mit Drehanode und Flichendetektor
stehen fiir Kristallisationsversuche und Datenaufnahme
zur Verfiigung. Zudem hat die Abteilung Strukturbiologie
Zugang zur externen Synchrotron-Einrichtungen, kann dort
hochauflosende Daten aufnehmen und Phasenbestimmung
mittels anomaler Dispersion durchfiihren.

Edman-Abbau N-terminale Proteinsequenzierung wird
mittels automatischem Edman-Abbau durchgefiihrt. Anwen-
dungen dieser Technik bestehen in der Sequenzaufklarung
neuer Proteine, der Identifizierung von bekannten Protei-
nen durch Ansequenzieren als auch der Reinheitskontrolle
rekombinanter Proteine. Sowohl geldste als auch an PDF-
Membran gebundene Proteine/Peptide konnen im niederen
picomolaren Bereich analysiert werden.

FESEM-Techniken Die Elektronenmikroskopie wird zur
Visualisierung der Anheftung und Invasion einer Vielzahl
von Pathogenen in Wirtszellen eingesetzt. Es wurden
spezielle Probenpraparationsprotokolle entwickelt, die den
Einsatz der hochauflosenden Feldemissionsrasterelektronen-
mikroskopie (FESEM) fiir die Charakterisierung der ver-
schiedenen Invasionswege von Pathogenen in Wirtszellen
erlauben. Weiterhin wurden FESEM-Techniken entwickelt,
um Pathogenitatsfaktoren durch an Antikérper gebundene
kolloidale Goldpartikel auch innerhalb der Wirtszelle sicht-
bar zu machen und nicht nur auf der bakteriellen Zellober-
fliche oder der Beriihrungsflache zwischen bakterieller und
Wirtszellmembran.

Probenvorbereitung fiir eine NMR-Analyse. Foto: HZI, Gramann
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| Dr.Robert Geffers | Arbeitsgruppe Mukosale Immunitdt | rog@helmholtz-hzi.de

| Andreas Jeron

Die Array Facility bietet als zentrale Serviceeinrichtung

am HZI Mikroarray-basierte Genexpressionsanalysen an.
Im Einklang mit modernen Hochdurchsatzverfahren liegt
ein besonderer Schwerpunkt in der Automatisierung der
Probenverarbeitung, sowie in der Herstellung und Entwick-
lung selbst konfigurierbarer Mikroarrays. Damit besteht die
Moglichkeit vielfache Messungen auf einem ausgewahlten
Gensatz durchzufiihren. Komplementar zu diesem selbst-
konfigurierbaren Mikroarraysystem fiir die Expressions-
analyse werden hoch standardisierte GeneChips der Firma
Affymetrix eingesetzt. Neben den Expressionsanalysen
bieten die Affymetrix ,Tiling Arrays“ und ,SNP Arrays“
Moglichkeiten, Promotorbindungsstudien und hochauflésende
Genotypisierungen genomweit durchzufiihren.

Service Die Array Facility bietet Expressionsanalyse, Geno-
typisierungsanalyse und Promotoranalysen als Service fiir
Forschergruppen am HZI an sowie fiir deren Kooperations-
partner. Insgesamt 550 Expressionsanalysen wurden 2006
durchgefiihrt; allein 450 auf dem Affymetrix GeneChip
System. Von diesen 450 Analysen wurden etwa 250 durch
HZI Forschergruppen angefordert und 200 von Kooperations-
partnern des HZI. Etwa 100 Experimente wurden auf selbst-
konfigurierbaren Mikroarrays, auch als ,Themenchips®
bezeichnet, vorgenommen.

Bei der Entwicklung und Herstellung der Themenarrays
berédt die Array Facilty hinsichtlich der Auswahl geeigneter
Chemikalien und bestmoglicher Versandoptionen. Die
Herstellung der Arrays wird durch die Array Facility unter
Verwendung von Qualitdtsstandards sichergestellt. AuBer-
dem werden fiir die Anwendung optimierte Protokolle zur
Verfiigung gestellt.

Zusatzlich zur Arrayherstellung und Probenverarbeitung
werden bei Bedarf Datenanalyse, Datenaufbewahrung und
Dateninterpretation angeboten, die den internationalen
Standards angepasst sind und somit einen Austausch der
Daten mit anderen Mikroarraydaten gewdhrleisten.

Forschung... Im Laufe zahlreicher interner und externer
Kooperationen wurden Analysen zu den Bereichen Tumor-
entwicklung und -typisierung, Pathogen-Wirt Interaktionen
(Streptokokken, Pseudomonaden und Mycobakterien) und
zur Immunbiologie durchgefiihrt.

Zwei Beispiele: Wir haben zusammen mit Forschern vom
HZI und der RWTH Aachen einen neuen und bisher einzig-
artigen genom-umfassenden Expressionschip entwickelt,
den wir zur Zeit fiir die Entschliisselung molekularer
Signale der mikrobiellen Kommunikation (Quorum sensing)
einsetzen. Das Ziel dieses Projektes ist es, neue Therapie-
strategien gegen antibiotikaresistente Bakterien zu entwi-
ckeln.

Zusammen mit Forschern der MHH wurde durch die Kom-
bination globaler Expressionsanalyse und Genotypisierung
ein neues Molekiil identifiziert, das entscheidende Funktio-
nen in Neutrophilen, B-Zellen, zytotoxische T-Zellen und
Melanozyten reguliert. Eine Mutation im Gen, das dieses
Molekiil kodiert, fiihrt zur schweren Stérung des humanen
Immunsystems.

... und Entwicklung Im Laufe der Entwicklung und Ver-
besserung selbst konfigurierbarer Mikroarrays wurden
mit Forschergruppen des HZI und der MHH mehrere neue
Themenchips entwickelt. Weitere Arrayentwicklungen sind
geplant.

Chips fiir die Array Facilities. Foto: HZI
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04 Peptidsynthese

LEITER | Dr. Werner Tegge | Abteilung fiir Chemische Biologie | wte@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHER MITARBEITER | Dr. Ronald Frank

Seit ihrer Einrichtung 1990 werden in der Plattform synthe-
tische Peptide in loslicher Form sowie immobilisiert in Form
von Arrays fiir viele HZI-Projekte hergestellt. Fiir die Syn-
these, Charakterisierung und Reinigung werden moderne
Gerate und Verfahren eingesetzt. Durch eigene Forschungs-
arbeiten wird das methodische Repertoire standig aktuali-
siert und erweitert.

Losliche Peptide Bisher wurden iiber 2.500 losliche Pepti-

de in der Plattform hergestellt und an die Nutzer iibergeben.

Losliche Peptide werden durch HPLC und MALDI-Massen-
spektrometrie charakterisiert. Falls erforderlich, werden
weitergehende Charakterisierungen durch Aminosauren-
analyse, Proteinsequenzierung, spezielle Massenspektro-
metrie-Methoden und NMR in der HZI-Abteilung Struktur-
biologie durchgefiihrt.

Abhéngig von der geplanten Verwendung und der gewiinsch-
ten Qualitdt der Produkte werden Reinigungen durch-
gefiihrt, in der Regel durch préparative HPLC. Fiir spezielle
Anwendungen bietet die Plattform auch Peptidmodifikationen
an, wie z.B. Phosphorylierung, Biotinylierung, Fettsdure-
Konjugation, verzweigte Peptide und Zyklisierungen.

SPOT-Arrays Immobilisierte Peptide werden in Form von
Arrays generiert und beispielsweise in der systematischen
und empirischen Suche nach Peptidliganden eingesetzt.
Fiir die erfolgreiche Konzeption solcher Arrays ist ein
tiefgehendes Verstandnis der biologischen Problemstellung
entscheidend, das durch intensive Kooperation mit den
Anwendern erreicht wird. Die SPOT-Arrays werden halb-
und vollautomatisch auf Papiermembranen und anderen
polymeren Tragern erzeugt. Pro Jahr werden ca. 15.000
Peptide und Peptidmischungen im Array-Format generiert.
Anwendungen sind etwa die Untersuchung von Protein-
Protein Interaktionen und Enzym-Substrat Wechsel-
wirkungsprozessen.

Methodenentwicklung fiir parallele kombinatorische chemi-
sche Synthesen und Screens basieren auf der SPOT-Synthese,
die auf Zellulosemembranen erzeugt werden. Foto: HZI, Bierstedt
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05 Histologie/Pathologie-Plattform

LEITER | Prof. Dr. Klaus Schughart | Abteilung fiir Experimentelle Mausgenetik | kils@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHER MITARBEITER | Priv.-Doz. Dr. Reinhard von Wasielewski

Im Jahr 2006 wurde am HZI eine neue Histologie/Patholo-
gie-Plattform als zentrale Serviceeinheit eingerichtet. Diese
Anlaufstelle unterstiitzt Projekte und Forschungsgruppen,
die histologischen Service und pathologisches Fachwissen
bendtigen.

Viele Forschungsprojekte am HZI beschiftigen sich zurzeit
mit der Durchfiihrung von Infektionsexperimenten an
Maéusen. Dabei werden die Mechanismen der Abwehr des
Wirtes an genetisch unterschiedlichen Mausstimmen

und Mutantenlinien untersucht. Somit hat der Bedarf an
histologischen und pathologischen Analysen der in vivo
Experimente stark zugenommen. Die Histologie/Pathologie-
Plattform bietet nun einen zentralen, maBgeschneiderten
Service und vereint die gesamte notwendige Infrastruktur

in einem Bereich. Die Wissenschaftler des HZI konnen nun
entweder den gesamten Service - von der Einbettung, dem
Schneiden, Anfarben und Archivieren der Gewebeproben
bis zur Bewertung durch einen Pathologen - in Anspruch
nehmen oder konnen die vorhandene Infrastruktur nutzen,
um diese Arbeiten selber durchfiihren.

Der Darm einer Maus (10X), nicht infiziert, HE-angefdrbt.
Foto: HZI

Zurzeit werden Paraffinschnitte routinemaBig angeboten.
Sowohl Kryostaten als auch ein begrenztes Angebot an
immuno-histo-chemischen Analysen sind verfiighar. Dieses
Angebot wird standig erweitert. Weitergehende spezielle
Dienstleistungen kénnen in Zusammenarbeit mit der
pathologischen Abteilung der Medizinischen Hochschule
Hannover (MHH) durchgefiihrt werden. Pathologische
Expertisen, Unterstiitzung bei der Versuchsplanung und
Ergebnisinterpretationen werden von einem professionellen
Pathologen angeboten, der regelmaBig am HZI anwesend ist
und dariiber hinaus bei Bedarf kontaktiert werden kann.
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06 Proteinexpression

LEITER | Dr. Joop van den Heuvel | Projektgruppe Rekombinante Proteinexpression | jvh@helmholtz-hzi.de

WISSENSCHAFTLICHE MITARBEITER | Dr. Volker Jager | Priv.-Doz. Dr. Ursula Rinas

Proteinproduktion im 100L-Maf3stab. Foto: HZI, Bierstedt

Die rekombinante Proteinexpresionsgruppe (RPEX) des
Bereichs Strukturbiologie befasst sich mit der Aufgabe,
ausreichende Mengen an bakteriellen bzw. Sdugerproteinen
fiir die 3-dimensionale Strukturaufklarung herzustellen.
Obwohl es heutzutage moglich ist, nahezu alle Gene zu
klonieren, hdngen die Erfolge bei der Expression haufig von
der Wahl der zur Verfiigung stehende Expressionssysteme
ab. Aus diesem Grunde werden in der RPEX die vier wich-
tigsten Expressionssystemgruppen (E. coli, P. pastoris,
Insektenzell- und Saugerzellkultur) vorgehalten. Dies sollte
erlauben, neben ,einfachen” Proteinen auch kompliziertere
Proteinkomplexe in ausreichenden Mengen zu produzieren.

RPEX ist im Juni 2006 zusammen mit dem Bereich
Strukturbiologie in ein neues Gebdude auf dem HZI-Ge-
lande umgezogen. Die neue Anlage umfasst hochmoderne
Laborrdume, die dem Stand der Wissenschaft und Technik
entsprechen. Sie unterstiitzt als Plattform die Strukturbio-
logen am HZI und an anderen Helmholtz-Zentren sowie
akademischen oder auBeruniversitiren Einrichtungen. Sie
werden bei der Herstellung groBer Mengen rekombinanter
Proteine fiir die Strukturanalyse mit Hilfe der Rontgen-
kristallographie, NMR-Spektroskopie oder Elektronenmik-
roskopie unterstiitzt.

Servicekomponente Die RPEX-Gruppe stellt ihre fundier-
ten Kenntnisse {iber Klonierung, Genexpression, Produktion,
Reinigung und Faltung von Proteinen zur Verfiigung. Zur-
zeit werden ca. 50 % der Kapazitat zur Proteinproduktion
fiir HZI-Projekte eingesetzt. Die restliche Kapazitdt wird
fiir den Betrieb der Helmholtz Protein Sample Production
Facility (PSPF) genutzt, die am HZI in Braunschweig und
am Max-Delbriick-Zentrum (MDC) in Berlin-Buch angesie-
delt ist. Schwerpunkt der HZI-Aktivitéaten ist die Produktion
von ausreichend reinem Proteinmaterial fiir die struktu-
relle Charakterisierung von Proteinkomplexen aus tieri-
schen Zellkulturen. Die PSPF wird durch eine zuséatzliche
Finanzierung iiber die Helmholtz-Gemeinschaft unterstiitzt.

Forschung Ziel ist die Etablierung neuer Techniken fiir
die Produktion von Multiprotein-Komplexen aus eukaryon-
tischen Zellen. Die neue Projektgruppe ,,Expression von
Saugerproteinen” (MPEX) wird die Stabilitdt und Qualitat
von Expressionszelllinien an Hand neuer Klonierungsver-
fahren optimieren. Diese Methode wird auch den Durchsatz
der bereits klonierten Gene erhohen. Weitere Herausfor-
derungen liegen in der Reduzierung des ProduktionsmaB-
stabes und der Automatisierung der Proteinproduktion.
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07 Bioverfahrenstechnik und GMP
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Jirgen Nothnagel | Ramén Nuppenau | Dr. Neophytos Papamichael | Dr. Jens Ingwer Paulsen | Dr. Anton RoB |

Matthias Patrick Weide

Im Berichtszeitraum etablierte sich der Bereich Bioverfah-
renstechnik weiter als Technologiedienstleister fiir Klienten
innerhalb und auBerhalb der Helmholtz-Gesellschaft. Die
Dienstleistungen umfassten die Entwicklung und Um-
setzung von Kultivierungsverfahren fiir Mikroorganismen
und tierischen Zellen in den technischen MafBstab. Zudem
entwickelte der Arbeitsbereich im Anschluss Produkt-
isolationsverfahren mit denen Proteine, Nukleinsauren/
Plasmide, Antikorper und andere Biomolekiile aus Zellmas-
sen und Uberstinden aufgereinigt werden kénnen.

Zu diesem Zweck stehen am HZI fiinf biotechnische Pilot-
anlagen zur Verfiigung, die eine Vielzahl von Bioreaktoren,
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 fiir die
GMP-gerechte Herstellung von bisher ca. zehn neuen
pharmazeutischen Wirkstoffen genutzt, die anschlieBend
in klinischen Priifungen eingesetzt wurden.

Seit 2004 hat BVT als nach wie vor einzige deutsche
Einrichtung eine allgemeine, nicht produktspezifische
Herstellungserlaubnis gem. § 13 AMG.

Im Frithjahr 2006 wurde mit der F. Hoffmann La Roche
Ltd. (Basel) ein liber mehrere Jahre angelegter Entwick-
lungsvertrag geschlossen, der die Zellkulturtechnik der
Arbeitsgruppe KVT quantitativ in den Dienst der Firma
stellt und die Entwicklung von Verfahren zur Herstellung
von Glykoproteinen zum Inhalt hat.

Mit der Polyphag GmbH in Viersen wurde Anfang 2006 ein
Projekt begonnen, dass die Einwicklung von Bakteriopha-
gen als Wirkstoffe gegen Infektionskrankheiten zum Inhalt
hat.

Im Laufe des Jahres 2006 wurden mehr als 300 Kultivie-
rungen von Mikroorganismen und Séugerzellen durch-
gefiihrt. Davon waren etwa 40 % fiir externe Klienten aus
Hochschulinstituten und der Industrie bestimmt.

Dr. Neophytos Papamichael kontrolliert das Wasseraufberei-
tungssystem der GMP-II-Einheit am HZI. Foto: HZI, Bierstedt
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Freiburg. Freiburg
® Hildebrandt, Jan-Peter, Prof. Dr.: Signaltransduktion in Epithel-
®  Wenzel, Wolfgang, Dr.: Biomolecular structure prediction with zellen - Steuerung von Sekretion und Zellproliferation; Zoologisches
stochastic optimization methods; Forschungszentrum Karlsruhe, Inst. Institut der Universitét Greifswald. Greifswald
fiir Nanotechnologie. Karlsruhe
® Penninger, Josef, Prof. Dr.: Learning from SARS infections - ACE2
®  Wolff, Thorsten, PD Dr.: Influenza virus: Virulence and host range family proteins; Institut fiir Molekulare Biotechnologie. Wien,
factors of a devious pathogen; Robert-Koch-Institut. Berlin Osterreich

® Pruzzo, Carla, Prof. Dr.: Vibrio cholerae survival in the
environment and link with human infection; University of

Vortrage 2007 Genova. Genua, Italien.

® Brown, Eric, Prof. Dr.: Screening in academe: it’s a small molecule ® Ruland, Jiirgen, Dr.: Signal Specific Activation of NF-kappaB in
world; McMaster University. Ontario, Kanada. Immunity and Lymphomagenesis; TU Miinchen. Miinchen

® Feldmeier, Hermann, Prof. Dr.: Pyoderma, group A streptococci and ® Thery, Manuel: Microfabrication techniques and theoretical
parasitic skin diseases — a dangerous relationship; Institute of Micro- physics bring insight into the relationship between cell adhesion
biology and Hygiene, Charité, Berlin. to the internal organisation of actin and microtubule networks;

Laboratoire Bipuces at CEA Grenoble. Grenoble, Frankreich
® Frank, Johannes. Mapping temporally varying quantitative trait loci in
time - to failure experiments; Pennsylvania State University, USA

Impressionen vom HZI-Campus

Foto: Radde
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Abbildungen auf diesen Seiten, von links nach rechts: Teilnehmer des INWEnt-GBF-Kurses 2005 und weitere Gdste wéihrend der
offiziellen Freigabe des virtuellen ASEAN-South American-German Biotechnetwork auf der Biotechnica 2005 in Hannover |
Die Fahnen des HZI am neuen Eingang des Zentrums | Eine Luftbildaufnahme des HZI-Geldndes (2005) |

Fotos: HZI, Jonas (Ii) | HZI, Bierstedt (mi) | HZI, Hans (re)
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Zahlen und Fakten

Prof. Dr. Rainer Jonas | Abteilung fiir Wissenschaftliche Information | rjo@helmholtz-hzi.de

Das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung (HZI) wurde 1965 als ,Gesellschaft fir Molekularbiologische Forschung“ (GMBF)

mit finanzieller Unerstilitzung durch die Volkswagen-Stiftung gegriindet. 1976 wurde sie durch das Bundesministerium fir For-

schung und Technologie (BMFT) sowie das Land Niedersachsen als GroBforschungseinrichtung unter dem Namen ,Gesellschaft fiir

Biotechnologische Forschung mbH*“ (GBF) Gbernommen. Seitdem erfolgt die Finanzierung durch das BMFT/BMBF sowie dem Land

Niedersachsen im Verhaltnis 90:10. Seit 2002 wurde der Forschungsschwerpunkt auf das Gebiet der Infektionsforschung verlegt.

Konsequenterweise erfolgte im Jahr 2006 die Umbenennung in Helmholtz Zentrum fiir Infektionsforschung.

Forschungsfinanzierung Die Gesamtausgaben des HZI
betrugen im Jahr 2006 50,3 Mio €, wovon Uliber 75%,
39,0 Mio £, in das Programm ,,Infektion und Immunitat*
investiert wurden.

Kosten nach Programmen (in T€)

Forschungsbereich Programm Vollkosten

Gesundheit Infektion und Immunitat 39 024
Genom- und Gesundheitsforschung 4 025
Umwelt und
Gesundheit Gene, Umwelt und Gesundheit 3 326
Technologie-Transfer 998
Sonderaufgaben 2 450
Sonstiges 481
Gesamtsumme 50 304

Drittmittel Einwerbung Mehr als 70% der Drittmittel

kamen aus nationalen F&E-Programmen. Etwa 12% der
Drittmittel konnten aus EU-Programmen eingeworben
werden, wahrend aus der Industrie 14% kamen.

Drittmittelfinanzierung (in T€)

BMBF 6 579.56
DFG 1797.97
EU 1668.29
Industrie 2 017.83
HGF 607.44
Niedersachsen 856.46
Sonstige 530.18
Gesamtsumme 14 057.75

Vollkosten 2006

Sonstiges 1%

Sonderaufgaben 5 %

Gene, Umwelt und
Gesundheit 7 %

Genom- und Gesund-
heitsforschung 8 %

Technologie-Transfer 2 %

Infektion und Immunitat 77 %

Drittmittelfinanzierung 2006 - nach Herkunft

Niedersachsen 6.1 %

HGF 4.3 %

Sonstige 3.8 %
DFG 12.8 %

Industrie 14.4 %

EU 11.9%

BMBF 46.8 %




Patente / Lizenzen Im Jahr 2006 wurden 6 Patente
angemeldet. Fiinf dieser Patentanmeldungen kamen aus
dem Bereich ,Gesundheitsforschung®, die andere aus der
LSumweltforschung*.

Patente und Lizenzen, Berichtsjahr 2006

Insgesamt Inland Ausland
Prioritatsbeglindete 6 0 6
Anmeldungen (2006)
Bestand der lebenden 80 46 34
Patentfamilien
Erteilte Patente (2006) 8 2 6
Gesamtbestand erteilter Pa- 173 16 157
tente u. lebender Patentfamilien
Lizenzvereinbarungen, 161 7 154
Gesamtbestand
Lizenzeinnahmen* (in T€) 756 275 481

* einschlieflich Einnahmen aus sonstigen ,, Know-how”-Vertriigen

Veroffentlichungen, Berufungen, DFG-Programme und
Gastwissenschaftler Das HZI konnte seine Bedeutung
durch hervorragende internationale Verdffentlichungen in
den letzten Jahren weiter steigern. Eine Reihe von Aufsét-
zen wurden in den weltweit anerkannten Zeitschriften der
Nature-Gruppe publiziert (Ndheres siehe unter der Rubrik
Lveroffentlichungen“ im Abschnitt ,Wissenschaftlicher
Ergebnisbericht). Viele HZI-Wissenschaftler sind an wich-
tigen nationalen wie internationalen Forschungsprogram-
men beteiligt.

Teilnahme von HZI-Wissenschaftlern an bedeutenden
nationalen und internationalen Forschungsprogrammen

DFG (Deutsche Forschungsgemeinschaft)

SFB 431 Membranproteine

SFB 566 Zytokinrezeptoren

SFB 578 Vom Genom zum Produkt

SFB 587 Lungenimmunitat

SFB 599 Dauerimplantate

SFB 621 Pathobiologie der Darmmucosa

SSP 1069 Mausmodell von Preeclampsia

SSP 1087 Selenproteine

SSP 1089 Neue Impfstrategien

SSP 1150 Signalwege zu Zytoskelett und bakterieller
Pathogenitat

SSP 1160 Kolonisierung und Infektion durch
humanpathogene Pilze

FOR 119 Leberzellkarzinom

FOR 471 Zelldifferenzierung

FOR 629 Antikérper und Proteinanalyse
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NGFN Il (Nationales Genom-Forschungsnetzwerk)

Netzwerk Infektion und Entziindung
Netzwerk Okologische Genomforschung
SMP Tiersauger Modelle

SMP Proteine

SMP DNA

SMP Zellen

EP Antikorperfabrik

Genomic (Nationales Netzwerk fiir Mikroorganismen)

Sorangium cellulosum
Streptococcus pyogenes

Bordatella

Alcanivorax borkumensis
Listeria monocytogenes
Metagenom von Biofilmen

EU Rahmenprogramme

Erndhrung (Food)

NEST

NEST

NEST

NMP

Marie Curie HR
Marie Curie EST
Marie Curie RTN
QLK

QLK

QLK

RICA

SP

Gesundes Wasser (Healthy Water)
BIOTOOL

Marine Genome (Marine Genomics)
ASSIST

Genostem

AVIP

EPI-VECTOR

FPLFLEX

EUROPATHOGENOMICS

MUGEN

Neue Mittel gegen TB (New TB Drugs)
CASIMIR

Fastest TB

EUMODIC

Clinigene

PROBACTYS

EMERGENCE

MAMOCELL

BIOMERCURY

BIOSAP

MIDITRAIN

IMDEMI

STEMGENOS

EUMORPHIA

TSE-SOIL-FATE

ProteomeBinders

PANFLUVAC

Graduiertenkollegs

Int. Doktorandenprogramm
Marie Curie Graduiertenkolleg
Int. Graduiertenkolleg

“Infektionsbiologie”
“MIDITRAIN”

“Molekularkomplexe”

DFG-Graduiertenkolleg GRK 653 “Pseudomonas”

DFG-Graduiertenkolleg GRK 705

“Charakterisierung von Patho-

Physiologischen Tiermodellen”

DFG-Graduiertenkolleg GRK1273 “Chronische Infektionen”
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Quantitative Art 2004 2005 2006

Parameter
Veroffent-  Veroffentlichungenin ISI- 184 225 247
lichungen registrierten Zeitschriften
Aufsdtze, Peer-reviewed, 3 1 7
in nicht-ISI-Zeitschriften
Bicher, sonstige 21/14 30/5 18/3
Veroffentlichungen
Gesamtzahl 222 262 275
Habilitationen 1 0 0
Dissertationen 33 21 15
Berufungen Berufungen an 0 3 4
(W2/W3) Universitaten
Spezielle DFG-SFBs, Transregios 4
DFG-Pro- DFG-Schwerpunkte
gramme Graduiertenkollegs 3
Gesamtzahl 11 14 14
Gastwissen- 93 109 132
schafteler

Technologie-Transfer Im HZI besteht ein groBes Potenzial
an der Entwicklung innovativer Produkte, Verfahren und
Dienstleistungen, insbesondere in Kooperation mit indus-
triellen Partnern. Ein wichtiges Ziel des HZI ist es daher,
die im Rahmen der Forschung erbrachten Ergebnisse durch
Technologietransfer zur Anwendung zu bringen. Deshalb
sind fiir das HZI Ausgriindung von Firmen, Lizenzvergabe,
Service und Dienstleistungen im Rahmen von Industrie-
kooperationen wichtige Parameter fiir die Umsetzbarkeit
ihrer F&E-Ergebnisse. Aus diesem Grund ist das HZI Mit-
glied in Vereinigungen wie BioRegioN und dem Transferkol-
leg Biotechnologie e.V. und beteiligt sich aktiv in der BioRe-
gioN GmbH und dem BioProfil , Funktionelle Genomanalyse*.

Der HZI-Biotech Campus Im Jahr 2006 begann das HZI
mit dem Bau eines zweiten groBeren Maushauses. Es wird
im Jahr 2008 fertig gestellt werden (s.a. unter Fokus).

Technologieverwertung Seit 2002 bietet die Ascenion
GmbH ihre Dienste in erster Linie den vier HGF-Zentren im
Bereich Gesundheitsforschung , DKFZ, GSF; HZI und MDC,
an. Die Hauptgeschiftsstelle befindet sich in Miinchen, ein
Biiro mit zwei stindigen Mitarbeitern auf dem HZI-Campus.

Die Ascenion GmbH iibernimmt folgende Aufgaben fiir
das HZI:

¢ Erfindungsaquisition und Erfindungsbetreuung am HZ|
 Technologiebewertung und Schutzrechtsanmeldung

* Konzeption von Verwertungsstrategien fiir angemeldete
bzw. erteilte Schutzrechte mit NPV (Net Present Value)
Berechnung

Biotech-Messe auf dem HZI-Geldnde Zum 4. Mal organi-
sierte die Firma OMNILAB eine kleine Biotech-Messe mit
Symposium am 14. 9.2006 im GBF-FORUM. Uber 60 Aus-
steller zeigten ihre Produkte und mehr als 500 Besucher
aus der Region Braunschweig — Hannover — Magdeburg
waren anwesend. Parallel dazu wurden mehrere Vortrage
zu hochaktuellen F&E-Themen angeboten.

= PR
Ein Blick auf das Geschehen wihrend der von OMNILAB
organisierten Biotech-Messe im HZI-FORUM im September
2006 Photo: OMNILAB

ASAG-BioTech-Netzwerk Das HZI in Zusammenarbeit
mit InWEnt, Paul Charlton Coaching und dem Nieder-
sdchsischen Ministerium fiir Wirtschaft, Arbeit und Verkehr
(MWAYV) hat wahrend der BIOTECHNICA 2005 das ASEAN-
South American-German Biotechnetwork (ASAG-Biotech-
network) eine virtuelle Plattform fiir ein Biotechnetzwerk
lanciert. Im Oktober und November 2006 organisierte das
HZI zusammen mit InWEnt drei Workshops zum Thema
»lechnologie-Transfer“ in Bangkok, Hanoi und Sao Paulo.
Diese wurden mit Ausnahme des Sao Paulo-Workshops
durch das MWAV finanziert.

Ehemalige Teilnehmer von InWEnt/HZI-Kursen und Frau
Jeannie Scriven wiihrend des Workshops iiber Technologie-
transfer in Bangkok, Oktober 2006 Photo: HZI, Jonas




Liste der auf dem HZI-Gelande ansassigen Firmen

und Speziallabore, Status: 31.03.2007

Firma Kontaktperson

Ascenion Dr. Sabina Heim

Tina Damm

AIMS Scientific Products
GmbH

Dr. Norbert Zander

Fr. Dobberphul
Airport-Hopper Martin Rolfes

AMODIA Bioservice GmbH  Drs. Sabine Peters

U. Krause | F. Schwieger

Cosmix molecular Dr. Thomas Wagner

biologicals GmbH Ute Heidrich ( Secr.)

Forschungsgruppe Wund-  Prof. Dr. Peter Mihlradt

heilung der TU Braunschweig

Glyco Thera GbR Dr. Harald Conradt
Dr. Eckart Grabenhorst

Hartmann Analytic GmbH Dr. Ursula Hartmann

IBA Biologics HmbH Dr. J. Bertram
Dr. Bernd Mdller

Lionex GmbH Dr. Ralf Spallek
Dr. Eva Gebhardt-Singh

RELIATech GmbH Dr. Bernhard Barleon

Schwarz, Peggy Peggy Schwarz

Ingenieursbiiro Bérbel Fritz

BIOS - Biotechnologisches Dr. Iris Eisenbeiser

Schiilerlabor Arntraut Meyer

Telefon/Fax

0531-6181-2090/-2091
Fax-2098

0531-8760-4940
Fax -4949

0531-612121; Fax -610846
0531-260-1764; Fax-1766

0531-12086-0; Fax -99

0531-121795-4; Fax -8

0531-12058-0; Fax-21

0531-26028-0; Fax -28

0551-50672-118

0163-5067218

0531-260-1266; Fax -1159

0531-260-1831; Fax-1833
0531-866-7003; Fax-8627

0531-6181-1900
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E-Mail

heim@ascenion.de
damm@ascenion.de

cdo@aims-sci.de

info@amodia.de

info@cosmix.de

conradt.harald@glycothera.de
grabenhorst@glycothera.de

hartmann@hartmann-analytic.de

bertram@iba-go.com

msi@lionex.de

info@reliatech.de

uwepschwarz@aol.com

bios.lab@helmholtz-hzi.de

Internet

www.ascenion.de

WWww.aims-sci.com

www.amodia.com

www.cosmix.de

www.malp-research.de

www.glycothera.de

www.hartmann-analytic.de

www.lionex.de

www.reliatech.de

www.reliatech.de

www.reliatech.de

Krippenbetreuung und Kindergarten Seit August 2006
bietet das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung in
Kooperation mit der Kita Sterntaler in Braunschweig-
Stockheim Krippenbetreuung fiir Kinder ab einem Jahr von
8.00 bis 17.00 Uhr an. Sonderzeiten konnen nach Verein-
barung zusatzlich gebucht werden. Im Kindergarten wur-
den seit 2005 im Schnitt jahrlich drei Kinder betreut.

Beruflicher Wiedereinstieg fiir Wissenschaftlerinnen und
Technische Angestellte Das Forderprogramm ,Wieder-
einstiegsstellen®, bisher zu 50% teilfinanziert durch den
HGF-Impuls- und Vernetzungsfonds, wird zukiinftig institu-
tionell finanziert, fortgefiihrt. Das Programm des beruf-
lichen Wiedereinstiegs fiir Wissenschaftler/-innen nach der
Familienauszeit wurde erstmals 2005 eingefiihrt. Bis 2007
wurden im HZI insgesamt fiinf Wissenschaftlerinnen und
zwei Technische Angestellte im Rahmen des beruflichen
Wiedereinstiegs eingestellt.

HGF-Mentorenprogramm 2007/8 Am 22. Mai 2007 ist
das 3. HGF-Mentorenprogramm 2007/8 gestartet. Es soll
Wissenschaftlerinnen eine bessere Basis fiir ein Vorwérts-
kommen in ihrer wissenschaftlichen Karriere bieten, ins-
besondere die Moglichkeit Fithrungspositionen zu erhalten.
Dreiundzwanzig Frauen nehmen am Programm teil,
darunter auch drei vom HZI.
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Personal Der Personalstand betrug am 31.12.2006 ins-
gesamt 617 Personen in Voll- und Teilzeitbeschadftigung.
Hinzu kamen 114 Gastwissenschaftler in verschiedenen
Projekten, deren Bezahlung aus Drittmitteln auBerhalb des
HZI erfolgte. Insgesamt wurden Ende 2006 241 Wissen-
schaftler am HZI beschiftigt, einschlieBlich 76 Postdocs,
72 Doktoranden und 27 Ingenieuren.

Organe und Gremien des HZI Die Organe des HZI sind die
Gesellschafterversammlung, der Aufsichtsrat, das Wissen-
schaftliche Komitee und die Geschéftsfiihrung.

Gesellschafterversammlung In der Gesellschafterver-
sammlung sind die beiden Gesellschafter des HZI, die
Bundesrepublik Deutschland und das Land Niedersachsen,
durch ihre federfiihrenden Ressorts, das Bundesministe-
rium fiir Bildung und Forschung (BMBF) und das Nieder-
sachsische Finanzministerium vertreten.

Aufsichtsrat Der Aufsichtsrat besteht aus hochstens 15
Mitgliedern. Er tiberwacht die RechtmaBigkeit, Zweck-
maBigkeit und Wirtschaftlichkeit der Geschiftsfiihrung
und entscheidet iiber die allgemeinen Forschungsziele
sowie die wichtigen forschungspolitischen und finanziellen
Angelegenheiten des Zentrums.

Wissenschaftliches Komitee Das Wissenschaftliche Ko-
mitee besteht aus Mitgliedern des Aufsichtsrats und extern
berufenen Wissenschaftlern. Es berdt den Aufsichtsrat in
Fragen der wissenschaftlichen Ausrichtung und Strategie
des HZI.

Geschiftsfiihrer

Die Geschéftsfiihrer des HZI im Berichtszeitraum:
Wissenschaft: Prof. Dr. Rudi Balling
Administration: Dr. Georg Frischmann

r
L3
v
v
-
-
-
-
-
-

Prof. Dr. Rudi Balling (re), Dr. Georg Frischmann (li)
Photo: HZI, Gramann

Wissenschaftler-Versammlung Die Wissenschaftler-Ver-
sammlung berit die Geschiftsfiihrung in Angelegenheiten
von grundsétzlicher wissenschaftlicher Bedeutung. Ihr
gehoren 33 gewdhlte Mitglieder aus dem Kreis der ange-
stellten Wissenschaftler an. Die Geschéftsfiihrung, Bereichs-
leiter, Arbeitsgruppenleiter der Nachwuchsgruppen und ein
Doktoranden-Vertreter sind Géste in der Wissenschaftler-
Versammlung. Vorsitzender ist Dr. Wolf-Rainer Abraham
(seit Mai 2003), Stellvertreterin ist Dr. Ute Pdagelow.

Direktorium Das Direktorium berét die Geschaftsfiihrung
in allen wichtigen Angelegenheiten des HZI. Ihm gehoren
neben der Geschéftsfiihrung die Bereichsleiter, ein Vertre-
ter der Nachwuchsgruppen und der Vorsitzende der Wissen-
schaftler-Versammlung an.

Betriebsrat Dem Betriebsrat gehoren derzeit 11 Mitglieder
an. Vorsitzender ist Herr John Aubert.

Gleichstellungsbeauftragte im Berichtszeitraum ist Frau
Evelyn Rohn-Stenzel gewesen.
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Mitglieder des Aufsichtsrats (AR) und des Wissenschaftlichen Komitees (WK), Stand: 22.05.2007

Funktion Name, Titel Organisation Ort

Vorsitzender AR Lange, MinDir. Dr. Peter BMBF Berlin

Stellvertr. Vors. AR Gevers, MinDirig Dr. Heiko NMWK Hannover

AR Warmuth, MR Dr. Ekkehard BMBF Berlin

AR Kuhny, Reg.-Dir. Corinna Nds. Finanzministerium Hannover

AR Bilitewski, Prof. Dr. Ursula HZI Braunschweig

AR WeiB, Dr. Siegfried HZI Braunschweig

AR + WK Zettlmeissl, Dr. Gerd Intercell AG Wien

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

AR + WK Miiller-Goymann, Univ.-Prof. Dr. Christel MHH Hannover

AR + WK, stellvertr. Vors. WK Schendel, Prof. Dr. Dolores GSF - Institut fiir Miinchen
Molekulare Immunologie

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

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

AR + WK, Vorsitzender WK Pfeffer, Prof. Dr. med. Klaus Universitatsklinikum Diisseldorf

WK Hacker, Prof. Dr. Jorg Universitat Wirzburg

WK Hakenberg, Prof. Dr. Regine Technische Universitat Kaiserslautern

WK Apweiler, Dr. Rolf EBI Cambridge

WK Wilmanns, Dr. Matthias EMBL Hamburg

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

WK H@mmerling, Prof. Dr. Glnter DKFZ Heidelberg
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Organisationsdiagramm, Stand 1. Juni 2007

Wissenschaftliches Komitee (WK)
Prof. Dr. K. Pfeffer, Vorsitzender

Aufsichtsrat (AR)
— MinDir Dr. P. Lange, BMBF, Vorsitzender
MinDirig H. Gevers, Niedersdchsisches MWK, stellvertretender Vorsitzender

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

Wissenschaftliches
Direktorium (DR)

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

Betriebsrat (BR)
Vorsitzender J. Aubert

Fachkraft fir Arbeits-
sicherheit (FaSi)
G.-W. Piehl

Bereich Zell- und
Immunbiologie (ZIB)
Prof. Dr. J. Wehland

Abt. Experimentelle
Immunologie (EI)
Prof. Dr. W. Miiller

Abt. Chemische
Biologie (CBIO)
Dr. R. Frank

Abt. Zellbiologie (ZB)
Prof. Dr. J. Wehland

AG Mukosale
Immunitat (M)
Prof. Dr. J. Buer

AG Zytoskelett
Dynamik (CYD)
Dr. K. Rottner

AG Mikrobielle
Kommunikation (KOM)
PD Dr. |. Wagner-Débler

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

AG Immunregulation
(IREG)
Dr. D. Bruder

AG Zellulére Proteom-
forschung (CPRO)
Dr. L. Jansch

NG Immundynamik (ID)
Dr. M. Gunzer

AG Konformation, Pro-

tein-Ligand Interaktionen

(KPLI) PD Dr. ). Eichler

NG Chronische Pseudo-
monas Infektionen (CPI)

PD Dr. S. HauBler

Bereich Mikrobiologie
(MIK)
Prof. Dr. G.S. Chhatwal*

Abt. Mikrobielle Pathogenitat
u. Impfstoffforschung (MPAT)
Prof. Dr. G. S. Chhatwal

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

AG Biodegradation
(DEG)
PD Dr. D. Pieper

Abt. Vakzinologie (VAC)
Prof. Dr. Dr. C.A. Guzmén

AG Chemische
Mikrobiologie (CMIK)
Dr. W.-R. Abraham

AG Umwelt-
mikrobiologie (UMW)
Prof. Dr. K. N. Timmis

AG Gezielte Genpro-
duktoptimierung (DirEv)
Prof. Dr. J. Collins

Bereich Molekulare
Biotechnologie (MBIO)
Dr. H. Hauser

Abt. Genomanalyse
(GNA)
Dr. H. Blocker

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

Abt. Genregulation und
Differenzierung (RDIF)
Dr. H. Hauser

AG Epigenetische Regu-
lationsmechanismen (EPI)
Prof. Dr. J. Bode

AG Molekulare
Immunologie (MOLI)
Dr. S. WeiB

AG Modellsysteme fiir In-
fektion u. Immunitat (MSYS)
Dr. D. Wirth

Bereich Struktur-
biologie (SB)
Prof. Dr. D. Heinz

AG Biophysikalische
Analytik (BA)
Dr. V. Wray

AG Molekulare Wirt-Patho-
gen-Interaktionen (MHPI)
Dr. W.-D. Schubert

NG Makromolekulare
Interaktionen (MMIA)
Dr. C. Ritter

AG Qualitats- und
Projektmanagement
(QPM) Dr. H. Ziehr

AG Kultivierungs-
technik (KVT)
Dr. A. RoB

AG Aufarbeitungs-
technik (ABT)
K.-H. Kroner

AG Qualitats-
kontrolle(QC)
Dr. J. Berlin

Abt. Experimentelle
Mausgenetik (EMG)

Prof. Dr. K. Schughart

(Prokurist)

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

NG Infektions-
genetik (ING)
Dr. A. Lengeling

Abt. Medizinische
Chemie(MCH)
Prof. Dr. M. Kalesse

NG Struktur und
Funktion von Antibiotika
(SFA) Dr. D. Menche

AG Mikrobielle Wirk-
stoffe (MWIS)
Prof. Dr. R. Miiller

Abt. Immunkontrolle
(IMMK)
Prof. Dr. B. Schraven

Schwerbehinderten-
vertretung (VPS)
M. Sylla

Gleichstellungs-
beauftragte (GB)
E. Rohn-Stenzel

Wiss. Technische
Dienste (WTD)

N.N.

Wissenschaftliche
Information (WI)
Prof. Dr. R. Jonas

t Bibliothek (BIB)
A. Plshn

Rechenzentrum (RZ)
I~ Dr. N. Bedorf

Sicherheit und

— Umweltschutz (SU)
Dr. E. Grund

Verwaltung und
Infrastruktur (VIN)
Dr. G. Frischmann

Personal (PA)
U. Richter
(Prokurist)

Finanzen (FA)
D.-M. Reinhardt*

Einkauf, Geréate- und
Materialwirtschaft (EM)
H. Ohrdorf

Recht und Lizenzen
(JUR) Dr. C. Kiigler-
Walkemeyer

Patentstelle (PS)
D. Meseke

Technischer

— Betrieb (TB)

0. Rabe

Infrastruktur

Presse- und Offent-
lichkeitsarbeit (OA)
H. Schlender

Controlling (CO)

Prof. Dr. K. Schughart*
(PWC)

S. Hempe* (BCO)

Dr. M. Stratz (DMC)

Organisation/SAP

— (ORG)

R. Lomberg*

Innenrevision (IR)

— R. Lomberg (Daten-

schutzbeauftragter)
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